Untersuchung zur Auswirkung von Adipositas auf
hippocampale Morphometrie und neuronale
Plastizitit sowie Verhalten in einem
Leptin-defizienten Mausmodell.

Inauguraldissertation
zur
Erlangung des akademischen Grades eines
Doktors der Naturwissenschaften (Dr. rer. nat.)
der
Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat
der

Ernst-Moritz-Arndt-Universitat Greifswald

vorgelegt von
Alexander Bracke
geboren am 23.11.1986
in Gorlitz

Greifswald, 03.04.2018



Dekan :

1. Gutachter :

2. Gutachter :

3. Gutachter :

Tag der Promotion :

Prof. Dr. Werner Weitschies

Prof. Dr. Steffen Harzsch

Prof. Dr. Oliver von Bohlen und Halbach

Prof. Dr. Esther Asan

20.09.2018



Inhalt der Arbeit

A, ADKUIrZUNGSVEIZEICHNIS. ...ttt e e e et e et e e e e e e e e e e e e e e e e aaaannnnnn s I
B. ZUSAMMENTASSUNG.....ciii ittt et e e e e e et e e e e e e bt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaeaaaaaans \
L =101 L= (8o T TR PP PPP T 1
I T 0T 1= €= 1= T PSP 1
1.1.1 Aligemeine Bemerkungen zur AdIPOSITaS. .......coicuuiiiieiiiiiiiiie e 1

1.1.2 Die ROIIE VON LePiN.. ..t e e e e e e e e e e e e e e e e e e eaens 3

V2 B 1= g o 1T oo Toz=Ta o] o LU -SSP 5
1.2.1 Anatomie des HipPOCAMPUS. ......cciiiiiiiiiiee ittt e et e e e st e e e e s abeeeeeeeneennnnes 5

1.2.2 Funktion und Schadigung des HippOCampPUS.......coooiieiiiiiiiiiieeeeeee e 7

1.3 DendritiSCNE DOMMEN..... ...ttt e e e e e e e e e e ettt e e e e e aaaaaeaeaaaaaeeeeeeeennnn 9
1.3.1 Entdeckung dendritisSCher DOINEN.........ooouuiiiiiiiie e 9

1.3.2 Morphologie dendritiSCher DOMMEN...........cooiiiiiiiii e 9

1.3.3 Einbindung dendritischer Dornen in LernprozZesse. ........uuuuuviiiiiiiiciiiiieeiie e 11

1.4 AJUIE NEUMOGENESE. ......eiii ittt ettt ettt e e e e ettt e e e e s bttt e e e s abteeeeeesanbeeeeeeeeeeeeeannnnnne 12
1.5 ZIEISEIZUNG. ... e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 14

2. Material UNd MENOAEN..........o e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeennan 18
2.1 Der Leptin KNOCKOUt MauSStaMIM.......coiuiiiiii e eeeeeeeeeeeees 18
222 Y/ 11 1 T To = o USSP 18
2.2.1 Gewichtsmessung der INAIVIAUEN............ooiiiiiiiiiiie e 18

2.2.2 Futteraufnahme der INdiVIdUEN.........oooiiiiiiiii e 19

2.2.3 Transkardiale PerfuSiOoN............couiiiiiiiii e 19

A S |V (o] o] o]0 4 1= 1 1= TP 19

2.2.5 ImmuNfluOreSZENZIArDUNG. ... .eeeiiieiiiee e 21

2.2.6 Analyse dendritiSCher DOMNEN..........cooi i e 24

2.2.7 VerhaltenNSVEISUCKNE. .......cooiee et e e e e eeaanes 26

2.3 IMIKFOSKOPE....cee ettt ettt ettt e e ettt e e ettt e e e e nab bt e e e e e et e e e e e e e e eaeeaaaaaaaaaaeees 38
B2 Y11 o] (] o TSP 38
2.5 StatistiSChe AUSWEIUNGEN..........viiiii et e e e e et e e e e snree e e e 38
2.6 Liste der verwendeten Chemikalien, Gerate und Materialien............cccccceeviiiiiiiiiiiiiiie e, 39
2.6.1 ChEMIKAIIEN. ...ttt e e ettt e e e e s et e e e e e s abbe e e e e eeeaees 39

2.6.2 ANKOIPEI UNG SEIEN.....uuiiiiiiieiiieeee ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaaanns 40

2.6.3 Gerate und Materialien..........ooiuieiiiiii e 40

B S T iA1= = USRS 42

B T 1 o= o] 1 LT P UEEUTT R 44
3.1 GEWICNTSIMESSUNG. ... ittt et e e e e ettt e e e e s bt e e e e e e an bt e e e e e e e e e e e e eeaeaaaaaeaaaaens 44
3.2 FUHEraufNanMe. ... .o e 45
BTG I \Y Fo Ty o1 aloT 0 0= = TSP URPPPPPPTUPPIN 46
3.3.1 Hirngewichte und Volumenbestimmung mittels Mikrovolumeter.............cccccooivvieeeennn. 46

3.3.2 3D-Rekonstruktion von computertomographischen Aufnahmen................cccooiiiin.n. 47



3.4 ImMMUNTIUOIESZENZIAIDUNG. .....cii it e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eees 48

3.5 Analyse der dendritiSChen DOMNEN.........u i e e e e eeen 50
3.6 VerhaltenNSVEIrSUCKE. ... .cooiiiiii et e e e e e e e e e e e e s e e aeeeene e e e eeeees 52
3.6.1 OPEN fIBIA..... ..t e e e e e e e e e e e e e aa e e e e e et 52

3.6.2 MOITIS WaALEI IMAZE.... ...ttt e e e e e e e e e e e e eeees 53

3.6.3 Operante KONAItIONIEIUNG...........ueiii i 57

I ] (U 1] T o PP 58
4.1 Bemerkungen zum Leptin knockout Mausstamm............coooviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 59
4.2 Adipositas fuhrt zu einer relativen Grof3enverschiebung des Hippocampus...........cccccccevvenen. 61

4.3 Adipositas beeinflusst die Neubildung von Neuronen im Gyrus dentatus des Hippocampus. . .62

4.4 Adipositas hat keinen Einfluss auf die Dichte dendritischer Dornen in der CA1-Region des

(1o oo er=1 141 01U 1O PP PPPPPUPT PR 63
4.5 Adipositas beeinflusst das Verhalten, aber nicht das rdumliche Lernvermégen....................... 64
4.6 Bezug zu Untersuchungen am MenSCheN..........cccuuiiiiiiiiiiie e 67
4.7 Ausblick und offene Fragen...........eeiiiiiiii e 68

QT W1 =Y r= ) (] A= =1 (o] a1 LT VI



Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1:
Abbildung 2:
Abbildung 3:
Abbildung 4:
Abbildung 5:
Abbildung 6:
Abbildung 7:
Abbildung 8:
Abbildung 9:
Abbildung 10:
Abbildung 11:
Abbildung 12:
Abbildung 13:
Abbildung 14:
Abbildung 15:
Abbildung 16:
Abbildung 17:
Abbildung 18:
Abbildung 19:
Abbildung 20:
Abbildung 21:
Abbildung 22:
Abbildung 23:
Abbildung 24:
Abbildung 25:
Abbildung 26:

Pravalenz von AdIPOSItas. .......ce i 3
Anatomische Lage des HippOCaMPUS.........iiieiiiiiiic i 5
Struktur des HiPPOCAMPUS......ccoiiiiiiiiie ittt s e e e s e s 7
Kategorien dendritiSCher DOMMEN.........oouiiiiiiiiiiee e 10
AJUIE NEUIMOGENESE. ... ..ottt e e e e e e e e e e e e e e e e e aean e as 13
3D-Rekonstruktion eines Mausgehirns. ........c..ueiiiiiiiii i 21
(@] 07=T o B =1 (o I = o - TS 27
MOITIS WaALEE MAZE......coi ittt e et e e e e e e e e e e e ans 29
Operante Konditionierung - Versuchsumgebung...........cccocvviiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee, 32
Operante Konditionierung - Phase 3.........cooo e 34
Operante Konditionierung - Phase 4............oeeeiiiiiiiiiiiiii e 34
Operante Konditionierung - Phase 5.........c.oooiiiiii e 35
Operante Konditionierung - Phase 6 (visuelle Diskrimination)............ccoccuuiiiiiiiinnnnn. 36
Operante Konditionierung - visuelle Stimuli..............cccociiiiiiiiiiice e, 37
Entwicklung des KOrpergewiChts. ..........ooviiiiiiiiiiiiiii e 44
Futteraufnahme......... ..ot 45
Morphometrie - MiKroVOIUMELET..........oooveiieeee e 46
Morphometrie - Computertomographie. ...........occuueiieiiiii e 48
IMMUNTIUOIrESZENZFArDUNG......eeiiii e 49
Dichte dendritiSCher DOMNEN.........coiiiiiiiii e 51
L0071 oI 1= Lo PRSP 52
Morris water Maze - TraiNiNG........coiiuuuriiieiie e e e e 54
Morris water maze - BewegungsriChtung.............eeiiiiiiiiiiiie e 55
Morris water maze - FInalversuCh.............c.uuuiviviiiiie e 56
Visuelle Diskrimination (PRAse 6)..........oiiuiiiiiiiiiiiiiee e 57
Phanotyp des Leptin knockout Stamms.............ccccciiiiiiiiiiiiiie e 59



A. Abkurzungsverzeichnis

3D

A. dest.
ad libitum
AgRP
AMPA
a-MSH
aMUPA
ATDG
BMI
BSA
bzw.

°C

ca.
CA1a
CA1b
CART
cm
correction trial
CS+
CS-

CT

Cy3

d

DAPI
DCX
DG

engl.

GFAP

dreidimensional
destilliertes Wasser
lat.: nach Belieben

engl.: Agouti-related peptide

engl.: a-Amino-3-Hydroxy-5-Methy-I-4-Isoxazolepropionic acid

alpha-Melanozyten stimulierendes Hormon

engl.: alpha murine urokinase-type plasminogen activator
Verhaltensversuch, engl.: ability to delay gratification
Koérpermassenindex, engl.: body mass index

bovines Serumalbumin

beziehungsweise

Grad Celsius

circa, ungefahr

Hippocampusregion Cornu ammonis 1, apikale Dendriten
Hippocampusregion Cornu ammonis 1, basale Dendriten
Kokain-Amphetamin reguliertes Transkript

Zentimeter

Korrekturversuch, nach Interaktion mit CS-

engl.: conditioned stimulus, mit Belohnung verknupft
engl.: unconditioned stimulus, ohne Belohnung
Computertomographie

Cyanin-Farbstoff, rot fluoreszierend

Tag

4',6-Diamidin-2-phenylindol, blau fluoreszierend
Doublecortin

engl.: dentate Gyrus (lat.: Gyrus dentatus)

englisch

Gramm

engl.: glia fibrillary acidic protein

Stunde



I0I0 OTG engl.: Input/Output On-The-Go

ITl Zeit zwischen Einzelversuchen, engl.: Inter-trial-Intervall

kg Kilogramm

kHz Kiloherz, Schwingung pro Sekunde

kV Kilovolt

I Liter

LALLF-MV Landesamt fir Landwirtschaft, Lebensmittelsicherheit und Fischerei

Mecklenburg-Vorpommern

lat. lateinisch

LED Leuchtdiode, engl.: light emitting diode
LTD Langzeitdepression

LTP Langzeitpotenzierung

m Meter

ml Milliliter

mM Millimolar, Millimol pro Liter

mm?3 Kubikmillimeter

MA Mikroampere

pm Mikrometer

M.sc. Master of science

MWM Morris water maze

N Stichprobengrofie

NGS Ziegenserum, engl.: normal goat serum
NMDA N-Methyl-D-Aspartat

NO Nordost

NPY Neuropeptid Y

NW Nordwest

ob Leptin-defizienter ob/ob Genotyp

ObR Leptinrezeptor, engl.: obesity receptor
OECD Organisation zur wirtschaftlichen Zusammenarbeit und Entwicklung,

engl.: Organisation for Economic Co-operation and Development
OF engl.: open field
oT Objekttrager



PBS

PFA

pH

POMC
p-Wert

RT

s

session

SO

spines
Standardfehler
SW

touch screen
trial

VD

VD-App
v.l.n.r

W

WHO

wit

ZNS

phosphatgepufferte Salzlosung, engl.: phosphate buffered saline
Paraformaldehyd

lat.: potentia hydrogenii, Mal} der Protonenaktivitat
Proopiomelanocortin

Signifikanzwert

Raumtemperatur

Sekunden

Summe aller Einzelversuche (engl.: trials)

Sudost

dendritische Dornen

Standardabweichung/StichprobengroRe™

Sudwest

interaktive Benutzeroberflache

Einzelversuch

visuelle Diskrimination

Android Applikation fir die operante Konditionierung

von links nach rechts

Watt

Weltgesundheitsorganisation, engl.: World Health Organisation
Wildtyp

Zentralnervensystem



B. Zusammenfassung

Die krankhafte Fettleibigkeit (Adipositas) wird in weiten Teilen der Welt zunehmend zum
bestimmenden Gesundheitsproblem. Die Datenerhebungen der Weltgesundheits-
organisation (WHQO) sowie der Organisation zur wirtschaftlichen Zusammenarbeit und
Entwicklung (OECD) zeigen einen deutlichen Anstieg der Adipositaspravalenz uber die
letzten Jahrzehnte. In vielen OECD Landern gilt heute Uber die Halfte der Bevdlkerung als
Ubergewichtig oder adipés (WHO: Website der WHO, zuletzt geprift am 02.09.2017;
OECD: Fettleibigkeit und Ubergewicht nehmen in den OECD-Landern weiter zu, zuletzt
gepruft am 02.09.2017). Dies wird zur immer gréfReren Belastung fir das
Gesundheitssystem, da Adipositas mit vielen Sekundarkrankheiten wie Herz-
Kreislauferkrankungen, Bluthochdruck und bestimmten Krebsarten assoziiert wird (Bray
2004; Després et al. 2001; Malnick und Knobler 2006). Fir das Jahr 2003 wurde fir das
deutsche Gesundheitssystem dadurch ein finanzieller Aufwand in H6he von 11 Milliarden
Euro fir die Behandlung von Adipositas oder durch Adipositas verursachte Komorbiditaten
veranschlagt (Knoll 2010). Hinzu kommen ,emotionale Kosten“ der Betroffenen, die unter
sozialer Ausgrenzung und Stigmatisierung leiden (Latner und Stunkard 2003; Neumark-
Sztainer et al. 1998; Sobal et al. 1995; Brewis et al. 2011; Brewis 2014).

Neben diesen klar Adipositas-assoziierten gesundheitlichen Beeintrachtigungen hat es
immer wieder Untersuchungen zu einem maéglichen Zusammenhang von Adipositas und
Kognition gegeben. Dieser wurde in vielen Studien am Menschen untersucht und die
bisherigen Ergebnisse sehr anschaulich von Anna Dahl und Linda Hassing 2013
beziehungsweise Christina Prickett und Kollegen 2015 analysiert (Dahl und Hassing 2013;
Prickett et al. 2015). Diese Ubersichtsarbeiten zeigen auf, dass es durchaus Belege fiir
einen Zusammenhang von Adipositas und Kognition gibt, allerdings ist die Datenlage zu

diesem Thema durchaus ambivalent.

In dieser Arbeit sollte deshalb der Einfluss von Adipositas auf die Kognition mithilfe eines
etablierten Mausmodells fiir Adipositas untersucht werden. Zu diesem Zweck wurden
adulte, vier bis sechs Monate alte, Leptin-defiziente Mause (ob) und deren
Wildtypkontrollen (wt) vergleichend untersucht. Unsere Daten zeigen, dass Adipositas im
Mausmodell nicht mit einer kognitiven Beeintrachtigung einher geht. Sowohl im
Verhaltensexperiment (hippocampusabhangiges Lernen, Morris water maze) als auch auf
zellulédrer Ebene in der Verbindungsdichte der Nervenzellen untereinander (Dichte
dendritischer Dornen) zeigten sich zwischen Leptin-defizienten und Wildtyptieren keine

signifikanten Unterschiede.



Allerdings wiesen Leptin-defiziente Tiere ein kleineres Hirnvolumen als Wildtypkontrolltiere
auf, ein Ergebnis, das mit anderen Publikationen Ubereinstimmt (Ahima et al. 1999;
Steppan und Swick 1999). Detaillierte Analysen der Volumenverhaltnisse im Gehirn von
Leptin-defizienten und Wildtypmausen in dieser Arbeit ergaben, dass sich die relativen
GroRenverhaltnisse im Gehirn von ob-Tieren zugunsten des Hippocampus verschieben.
Diese Ergebnisse widersprechen damit Befunden in adipésen Menschen, die kleinere

Hippocampusvolumina aufwiesen (Isaac et al. 2011).

Die adulte hippocampale Neurogenese selbst, also die Bildung neuer, funktionaler
Neuronen im adulten Gehirn, war im Gyrus dentatus von Leptin-defizienten Mausen
signifikant vermindert. Zusammen mit den Analysen von Proliferation und Apoptose von
Hirnzellen im Gyrus dentatus, konnte diese eingeschrankt Neurogenese auf eine geringere
Proliferation neuronaler Vorlauferzellen zurlickgefiihrt werden. Die Uberlebens-
wahrscheinlichkeit schien dabei nicht beeinflusst, da keine erhdhte Apoptose im Gyrus

dentatus ermittelt werden konnte.

Die hier durchgeflihrten Experimente konnten keine direkte, negative Auswirkung von
Adipositas auf Kognition im Mausmodell belegen. Wenngleich ein Einfluss auf Aspekte der
neuronalen Plastizitat durch eine verminderte adulte Neurogenese sowie das
Gehirngesamtvolumen bestatigt werden konnte, waren Veranderungen des Verhaltens der

ob-Tiere unter Berlicksichtigung ihrer motorischen Defizite nicht nachweisbar.



Einleitung

1. Einleitung

1.1 Adipositas

1.1.1 Allgemeine Bemerkungen zur Adipositas

Seit den letzten Dekaden steigt die Pravalenz der krankhaften Fettleibigkeit (Adipositas) in
der Weltbevolkerung immer weiter an. So hat sich nach Angaben der
Weltgesundheitsorganisation (WHO) die Anzahl adipéser Menschen seit 1980 verdoppelt.
Im Jahr 2014 waren etwa 1,9 Milliarden der Uber 18 Jahre alten Menschen Ubergewichtig
oder adipds. Zur ersten Beurteilung, ob Ubergewicht oder sogar eine Adipositas vorliegt,
wird der Kérpermassenindex (engl. body mass index, BMI) berechnet. Im Jahr 1832 wurde
erstmals durch Adolphe Quételet' ein konstantes Verhaltnis von Kérpergewicht und dem
Quadrat der KorpergréRe beobachtet (Réssner 2007). Bis 1972 sprach man hierbei vom
Quételet Index, danach wurde der heute noch gangige Begriff BMI von Ancel Keys?
eingefuhrt (Eknoyan 2008). Ein BMI (Gewicht in kg/Quadrat der Kdrpergrofe in m) von 20
bis 25 gilt als Normalgewicht, von 25 bis 30 als tUbergewichtig, von 30 bis 35 als Adipositas
Grad I, von 35 bis 40 als Adipositas Grad Il und schlieldlich ein BMI Gber 40 als Adipositas
Grad Il (Deutsche Adipositas Gesellschaft: Website der deutschen Adipositas Gesellschaft,
zuletzt gepruft am 02.09.2017).

Tatsachlich leben heute die meisten Menschen in Landern, in denen es mehr Todesfalle
durch Ubergewicht als durch Untergewicht zu verzeichnen gibt (WHO: Website der WHO,
zuletzt geprift am 02.09.2017). Adipositas tragt zur Mortalitdt bei, da sie eine
Pradisposition fur kardiovaskulare Erkrankungen (2012 haufigste Todesursache weltweit),
Diabetes Typ Il, Arthrose und auch bestimmte Tumorerkrankungen (Brust, Ovarien,
Prostata, Leber, Gallenblase, Nieren, Kolon) darstellt (Bray 2004; Després et al. 2001;
Malnick und Knobler 2006). Das gréflte Risiko, eine Adipositas zu entwickeln, stellt dabei
laut WHO eine Diskrepanz zwischen konsumierten und verbrauchten Kalorien dar (WHO:
Website der WHO, zuletzt geprift am 02.09.2017).

Die zunehmende Haufigkeit der Adipositas ist nicht nur eine individuelle, sondern vielmehr

auch eine 6konomisch-gesellschaftliche Belastung (Knoll 2010). Demnach entstanden dem

1
2

(* 22. Februar 1796 in Gent; T 17. Februar 1874 in Brissel); https://de.wikipedia.org/wiki/Adolphe_Quetelet, 21.09.2017.
(* 26. Januar 1904 in Colorado Springs; T 20. November 2004 in Neapel); https://de.wikipedia.org/wiki/Ancel_Keys,
21.09.2017.
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deutschen Staatshaushalt im Jahr 2003 ca. 85 Millionen Euro an direkten Kosten durch die
medizinische Versorgung von Adipositaspatienten. Mit beachtlichen 11,3 Milliarden Euro
schlagen dariber hinaus die Behandlungen von Komorbiditdten zu Buche und weitere 1,5
Milliarden Euro werden an indirekten Kosten durch Arbeitsausfalle etc. veranschlagt. Damit
ergibt sich eine geschatzte finanzielle Belastung von mindestens 13 Milliarden Euro und

ein Arbeitsausfall von aufsummiert 500.000 Erwerbsjahren pro Jahr (Knoll 2010).

Im Jahr 2006 wurde in Istanbul (Tlrkei) durch die europaische Ministerkonferenz der WHO
die Européische Charta zur Bekdmpfung der Adipositas verabschiedet, in der festgehalten
wurde, dass sich der jahrliche Anstieg der Adipositaspravalenz bei Kindern seit 1970 bis
heute verzehnfacht hat. Des Weiteren seien 50 % aller Erwachsenen und 20 % der Kinder
in der Europaischen Region der WHO Ubergewichtig (Europaische Ministerkonferenz der
WHO zur Bekampfung der Adipositas 2007).

Die Organisation fur wirtschaftiche Zusammenarbeit und Entwicklung (OECD)
veroffentlichte am 18. Mai 2017 die jingsten Daten zu Ubergewicht und Fettleibigkeit
(OECD: Fettleibigkeit und Ubergewicht nehmen in den OECD-Léndern weiter zu, zuletzt
geprift am 02.09.2017). Auch diese Daten zeichnen ein alarmierendes Bild fur die OECD
Mitgliedsstaaten mit mehr als 50 % Ubergewichtigen oder fettleibigen Menschen im
Erwachsenenalter und circa 17 % an Betroffenen im Jugendalter (siehe Abbildung 1).
Besondere Sorge bereitet die Entwicklung in Landern wie USA, Mexiko, Neuseeland und
Ungarn. Hier gelten bereits mehr als 30 % der Erwachsenen als fettleibig. In starkem
Kontrast dazu stehen Lander wie Japan mit gerade einmal 3,7 % adipdsen Erwachsenen.
In Deutschland galten im Jahr 2012 insgesamt 23,6 % Prozent der Erwachsenen als
fettleibig. Da die Daten fir die deutsche Bevdlkerung allerdings bereits aus dem Jahr 2012
sind, kann man davon ausgehen, dass sich dieser Prozentsatz bis heute erhéht hat. Damit
liegt Deutschland bereits Uber dem OECD Mittelwert von 19,5 % Prozent adipdsen
Menschen in der Bevélkerung (OECD: Fettleibigkeit und Ubergewicht nehmen in den
OECD-Landern weiter zu, zuletzt gepruft am 02.09.2017).
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Abbildung 1: Prévalenz von Adipositas

Die Anzahl der adip6sen Menschen auf der Welt hat sich von 1980 bis
2014 auf etwa 1,9 Milliarden verdoppelt. Dargestellt ist der Prozentsatz
tibergewichtiger Menschen an der Gesamtbevélkerung ausgewaéhlter Lander,
basierend auf Datensétzen, die von der Organisation fiir wirtschaftliche
Zusammenarbeit und Entwicklung bereitgestellt wurden (OECD (2017),
Overweight or obese population (indicator). doi: 10.1787/86583552-en
(Accessed on 25 October 2017)).

1.1.2 Die Rolle von Leptin

Die Nahrungsaufnahme des Menschen wird durch eine Vielzahl von Signalstoffen reguliert.
Diese geben dem Gehirn je nach Signalstoff entweder Uber die Kkurzzeitige
Nahrungssituation oder die langfristige Energieversorgung Auskunft. Zum einen modulieren
Hormone wie Ghrelin und Leptin, zum anderen nervése Signale Uber den Nervus vagus,

das Hunger- und Sattigungsgeflnhl.

Das Proteohormon Leptin ist an der Regulation des Sattigungsgefiihls beteiligt. Es wird
durch das ob-Gen (obese-Gen), bei Menschen auf Chromosom 7 (Isse et al. 1995), kodiert
und hauptsachlich durch Adipozyten des Fettgewebes produziert und sezerniert (Zhang et
al. 1994; Galic et al. 2010). Allerdings wurde eine Expression von Leptin unter anderem
auch in der Plazenta, Skelettmuskeln und der Magenschleimhaut nachgewiesen (Harvey et
al. 2006; Masuzaki et al. 1997; Bado et al. 1998; Wang et al. 1998). Die Konzentration von
Leptin im Blut korreliert eng mit dem Koérperfettanteil (Maffei et al. 1995). Seine biologische
Wirkung entfaltet das Hormon Uber den Leptinrezeptor (ObR). Dieser kommt in sechs
verschiedenen Expressionsvarianten vor, die in der Regel durch alternatives splicing
(Variationen der posttranskriptionellen Prozessierung der RNA) aus dem db-Gen
(diabetes-Gen) entstehen (ObRa-f). Der ObR konnte sowohl im Gehirn als auch in

peripheren Organen, wie zum Beispiel der Leber, den Ovarien und auch der
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Skelettmuskulatur nachgewiesen werden (Cohen et al. 2005; Bates et al. 2002; Challier et
al. 2003; Melmed et al. 2007). Mit Ausnahme des ObR-e stellen alle Varienten
membranstandige Leptinrezeptoren dar. Letzterer stellt als I6slicher Leptinrezeptor den
Bindungspartner von Leptin im Blut dar, wenngleich dieser ObR-e-Leptinkomplex nicht mit
dem ODbR-b interagieren kann, wird die Wirkung von Leptin durch seine verminderte
Ausscheidung dennoch erhéht (Schaab und Kratzsch 2015; Miinzberg und Morrison 2015;
Huang et al. 2001). Leptin erreicht seine Zielstrukturen im Zentralnervensystem (ZNS) Uber
die Blut-Hirn-Schranke beziehungsweise die Blut-Zerebrospinalflissigkeit-Schranke, wobei
der genaue Mechanismus sowie die beteiligten Transportproteine noch diskutiert werden
(MUnzberg und Morrison 2015).

Im Hypothalamus reguliert Leptin die Ausschittung von Peptiden, die die
Nahrungsaufnahme beeinflussen. Im Nucleus arcuatus des Hypothalamus hemmt Leptin
Neurone, die Neuropeptid Y (NPY) und Agouti-related peptide (AgRP) exprimieren. Diese
Hormone stimulierten die Nahrungsaufnahme durch ein gesteigertes Hungergeflnhl.
Andererseits werden durch Leptin Neurone angeregt, die POMC (Proopiomelanocortin)
und CART (Kokain Amphetamin reguliertes Transkript) exprimieren, was zu einer Erhéhung
der Sekretion von a-MSH (Melanozyten stimulierendes Hormon), eines appetitzigelnden
Hormons, fihrt. Die Wirkung von Leptin beschrankt sich dabei aber nicht nur auf den
Hypothalamus. Der Leptinrezeptor wurde im ZNS auch im Kleinhirn, dem Kortex, dem
Plexus choroideus und dem Hippocampus gefunden (EImquist et al. 1998; Mercer et al.
1996). Fur letzteren konnte gezeigt werden, dass die Ausbildung einer

Langzeitpotenzierung (LTP) durch Leptin beeinflusst wird (Li et al. 2002).

Kommt es zu einem Funktionsverlust von Leptin, zum Beispiel durch eine zunehmende
Leptinresistenz des Leptinrezeptors oder den kompletten Ausfall des Systems durch die
Mutation des ob-Gens (Leptinhormon) oder des db-Gens (Leptinrezeptor), wird die
Regulation der Nahrungsaufnahme derartig gestort, dass es aufgrund einer Hyperphagie,
der Nahrungsaufnahme in pathologischen Mengen, zu einem stark adipdsen Phanotyp

kommit.
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1.2 Der Hippocampus

1.2.1 Anatomie des Hippocampus

Der Hippocampus wird dem limbischen System zugeordnet, welches der Nomenklatur
nach auf den von Paul Broca® 1878 beschriebenen Lobus limbicus zuriickgeht. Broca
beschrieb damit einen Komplex aus phylogenetisch alten Endhirnregionen, die an der
Grenze zwischen End- und Stammbhirn saumartig (lat. limbus = Saum) um das Corpus
callosum angeordnet sind. Broca traf seiner Zeit noch keine Aussage uber die Funktion
dieser Hirnregion. Heutzutage findet die Zuordnung verschiedener Hirnregionen zum
limbischen System jedoch anhand funktioneller Aspekte statt (Bear et al. 2016).
Abbildung 2 zeigt anatomische Praparate des Hippocampus im humanen und murinen
Gehirn.

)Z\bbilung 2: Anatomische Lage des Hippocampus

Dargestellt ist der Hippocampus im humanen und murinen Gehirn. Das linke Bild zeigt ein
humanes, das Rechte ein gleich skaliertes Mausgehirn. In Realitét ist das menschliche Gehirnvolumen
um etwa den Faktor 2,8x10° gré3er.

A) Parietallappen, B) Sulcus lateralis, C) Temporallappen, D) Gyrus cinguli, E) Corpus callosum,
F) Thalamus, 1) Neokortex, 2) Subiculum, 3) Hippocampus.

Dem limbischen System kommt sowohl die affektive Einordnung gewonnener
Sinneseindriicke, als auch die Modulation komplexerer Verhaltensmuster
(Nahrungsaufnahme, Sozialverhalten, Lern- und Gedachtnisprozesse) zu. Beim Lernen
und der Gedachtnisbildung spielt der Hippocampus eine wichtige Rolle. Die Transition von
Kurzzeit- zu Langzeitgedachtnisinhalten hangt mafRgeblich von einer intakten Funktion
dieser Hirnregion ab (siehe 1.2.2 Funktion und Schadigung des Hippocampus). Den Ort

der permanenten Speicherung der im Hippocampus gebildeten Gedachtnisengramme

3 (*28. Juni 1824 in Sainte-Foy-la-Grande bei Bergerac; 1 9. Juli 1880 in Paris); http://de.wikipedia.org/wiki/Paul_Broca,
02.08.2017.
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schreibt man jedoch anderen neokortikalen Arealen zu (Aumdiller 2007).

Anatomisch werden Cornu ammonis (Ammonshorn), Gyrus dentatus und Subiculum zum
Hippocampus gezahlt, weshalb auch der Begriff der Hippocampusformation gebrauchlich
ist (Kandel 1996). In der vorliegenden Arbeit wird gemal der Terminologia anatomica

jedoch weiter lediglich vom Hippocampus die Rede sein.

Phylogenetisch hat sich der Hippocampus, als Teil des sogenannten Archikortex, vor dem
sechs Schichten umfassenden Neokortex entwickelt. Dies ist in seinem, im Vergleich nur

drei- bis vierfach geschichteten Aufbau erkennbar (Rohen 2001).

Das Cornu ammonis (CA) lasst sich in die Regionen CA1 bis CA4 einteilen. Afferente
Fasern aus dem entorhinalen Kortex (Regio entorhinalis) erreichen das Stratum
moleculare Uber den Tractus perforans. Im Stratum moleculare und Stratum radiatum
liegen die apikalen Dendriten der Pyramidenzellen der CA1- bis CA3-Region. Das
Zellband, welches die Somata dieser Pyramidenzellen bilden, wird Stratum pyramidale
genannt. Im Stratum oriens finden sich die basalen Dendriten der Pyramidenzellen und
deren Axone, die einen efferenten Fasertrakt, den Alveus, bilden und den Hippocampus
Uber die Fimbria hippocampi und den Fornix verlassen. Das Subiculum stellt die
Ubergangsstruktur vom dreischichtigen Archikortex zum sechsschichtigen Neokortex dar

und verbindet den entorhinalen Kortex mit dem Hippocampus.

Eine Besonderheit bilden die Axonkollateralen der CA3-Region, welche als Schaffer-

Kollateralen zur CA1-Region zuriick projizieren (Stratum radiatum) (Aumdller 2007).

Im Gyrus dentatus (engl. dentate gyrus, DG) erreichen die afferenten Fasern des Tractus
perforans die Dendritenbdume der multipolaren Kérnerzellen im Stratum moleculare, deren
Zellkdrper im Stratum granulare liegen. Die Axone dieser Kdrnerzellen projizieren durch
das Stratum multiforme, auch als Hilus bezeichnet, als sogenannte Moosfasern zur CA4-
und CA3-Region (Aumdiller 2007).

Aus dem Septum erreichen den Hippocampus weitere Afferenzen Uber den Fornix. Dieser
stellt gleichzeitig mit etwa zwei Millionen Fasern die umfanglichste Verbindung
hippocampaler Efferenzen zum Diencephalon beziehungsweise Mesencephalon dar
(Rohen 2001). In Abbildung 3 sind die zuvor erlauterten Regionen in einer schematischen

Zeichnung dargestellt.
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Abbildung 3: Struktur des Hippocampus
Dargestelit ist der Hippocampus mit Gyrus dentatus und Ammonshorn.

SUB) Subiculum, DG) Gyrus dentatus, CA1/CA3) Region 1 und 3 des Cornu ammonis, F) Fimbria,
TP) Tractus perforans, M) Moosfasern, S) Schaffer Kollateralen, A) Alveus

1) Stratum oriens, 2) Stratum pyramidale, 3) Stratum radiatum, 4) Stratum moleculare (CA), 5) Stratum
moleculare (DG), 6) Stratum granulare, 7) Stratum multiforme

dor) dorsal, ven) ventral, lat) lateral, med) medial.

1.2.2 Funktion und Schadigung des Hippocampus

Welche Ubergeordnete Bedeutung dem Hippocampus bei der Gedachtnisbildung zukommt,
beleuchtete der klinische Fall des, unter seinen Initialen H.M. bekannten, Patienten Henry
Gustav Molaison®. Seit seiner Jugend hatte H.M. unter progredient gravierenderen

epileptischen Anfallen zu leiden. Eine etablierte Therapie bei Temporallappenepilepsien,

4

(* 26. Februar 1926 in Manchester, Connecticut; T 2. Dezember 2008 in Windsor Locks, Connecticut);
http://de.wikipedia.org/wiki/Henry_Gustav_Molaison, 02.08.2017.
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wie sie auch der Patient H.M. zeigte, war die operative Entfernung des betroffenen
Hirnareals. Aufgrund dessen wurde er 1953 operiert, wobei erstmals beidseitig der mediale
Temporallappen entfernt wurde, was mit einem Verlust von etwa zwei Drittel seines
Hippocampus einher ging.

Die Therapie der Epilepsie war zwar erfolgreich, jedoch litt H.M. an einer von seinen Arzten
nicht antizipierten partiellen retrograden Amnesie die Jahre vor der Operation betreffend.
Ebenfalls unvorhergesehen war die ungleich extremer ausgebildete anterograde Amnesie.
Neue deklarative Gedachtnisinhalte zu lernen war nach der Behandlung fur H.M. nur sehr
schwer méglich. Ebenso fiel es ihm nach dem Eingriff schwer, sich rdumlich zu orientieren,
es sein denn, er kannte seine Umgebung aus friherer Zeit. Die Wahrnehmung, Intelligenz
und Personlichkeit von H.M. sowie sein prozedurales Gedachtnis und das Abrufen von
Kindheitserinnerungen schienen jedoch nicht betroffen zu sein. Darlber hinaus konnte
H.M. neue Fahigkeiten erlernen, nur fehlte ihm jede Erinnerung daran, wie er diese
Fahigkeiten erlernt hatte (Bear et al. 2016). Henry Gustav Molaison starb im Alter von 82
Jahren 2008 in Connecticut (Benedict Carey: H. M., an Unforgettable Amnesiac, Dies at
82, zuletzt gepruft am 07.09.2017).

Dieser Fall eroffnete der Wissenschaft die Moglichkeit die Auswirkung eines Verlustes des
Hippocampus am Menschen zu studieren und somit mehr Uber die Funktion dieser
Hirnstruktur zu lernen. Seit Mitte der 1950er Jahre arbeitete die Psychologin Brenda Milner®
mit H.M. zusammen und beschrieb unter anderem die Unverzichtbarkeit eines intakten
Hippocampus fir die Ubertragung von Informationen vom Kurzzeit- in das
Langzeitgedachtnis. Damit wurde eine essentielle Schllisselposition des Hippocampus bei
der Bildung von expliziten Gedachtnisinhalten belegt. Als explizites Gedachtnis versteht
man das semantische (Fakten), sowie das episodische (Ereignisse) Gedachtnis. Die
raumliche Orientierung wird ebenfalls zum expliziten Gedachtnis gezahlt (Milner et al.
1998; Scoville und Milner 1957). Dem gegenlber steht das implizite Gedachtnis, welches
unter anderem das Lernen von Fahigkeiten und Gewohnheiten (Striatum),
Bewegungsablaufen (Cerebellum) oder emotionalen Reaktionen (Amygdala) umfasst.
Nachdem solche Gedachtnisinhalte gebildet wurden, ist zur Ausfihrung, zum Beispiel von
gelernten Bewegungsablaufen wie Fahrradfahren, keine bewusst willkirliche Erinnerung

an das Gelernte mehr notwendig (Milner et al. 1998).

Ein geeigneter Versuch um das explizite Gedachtnis im Tiermodell zu untersuchen, ist der

5

(* 15. Juli 1918 in Manchester); http:/de.wikipedia.org/wiki/Brenda_Milner, 02.08.2017.
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Morris water maze Test. Bei diesem Lernversuch sind sowohl raumliche
Orientierungsfahigkeit als auch die Transition von Informationen aus dem Kurzzeit- in das
Langzeitgedachtnis nétig. Im Morris water maze Versuch missen die Versuchstiere lernen
eine Plattform im Wasser zu lokalisieren und sich diese Position merken, um diese in
Folgeversuchen wieder zu finden (siehe 2.2.7.2 Morris water maze) (Morris 1984).
Versuche an Ratten mit Hippocampuslasionen konnten belegen, welche zentrale Rolle der
Hippocampus bei der raumlichen Orientierung spielt (Sutherland et al. 2001; Morris et al.
1982).

1.3 Dendritische Dornen

1.3.1 Entdeckung dendritischer Dornen

Der spanische Mediziner Santiago Ramoén y Cajal® beschrieb im Jahr 1888 erstmals
dendritische Dornen in seiner Abhandlung Estructura de los centros nerviosos de las aves
(Santiago Ramon y Cajal 1924; Garcia-Lépez et al. 2007). Zur Darstellung der Neuronen
nutzte Cajal die bereits 1873 von seinem Kollegen Camillo Golgi” entwickelte
Silberimpragnation (siehe 2.2.6.2 Silberimpragnierung nach Golgi). Cajal war der Meinung,
bei den von ihm beschriebenen dendritischen Dornen handle es sich vielmehr um
tatsachliche morphologische Strukturen anstatt um Silberprazipitationen. Darliber hinaus
vertrat er die These, das Gehirn sei aus einzelnen Zellen aufgebaut, die miteinander in
Kontakt stehen missten. Damit stand seine These im Gegensatz zur gangigen
Lehrmeinung, beim Gehirn handle es sich um ein synzytiales Netzwerk, die auch von
Camillo Golgi favorisiert wurde. Diese fundamental diametralen wissenschaftlichen
Ansichten resultierten in einer nicht von gegenseitiger Sympathie gepragten Beziehung
zueinander. Darum ist es durchaus eine Ironie der Wissenschaftsgeschichte, dass, als sich
1906 zum ersten Mal mehrere Wissenschaftler den Nobelpreis flir Physiologie oder

Medizin teilten, ausgerechnet Cajal und Golgi zusammen geehrt wurden (Bear et al. 2016).

1.3.2 Morphologie dendritischer Dornen

Anhand ihrer Morphologie werden dendritische Dornen, auch dendritische Dornenfortsatze

(engl. spines), in drei Kategorien unterteilt: eine pilzférmige (engl. mushroom), eine dinne-

6 (* 1. Mai 1852 in Petilla de Aragdn ; 1 18. Oktober 1934 in Madrid); http://de.wikipedia.org/wiki/Santiago_Ram
%C3%B3n_y_Cajal, 02.08.2017.

7  (*7.Juli 1843 oder 1844 in Corteno Golgi; T 21. Januar 1926 in Pavia); http://de.wikipedia.org/wiki/Camillo_Golgi,
02.08.2017.
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kurze (engl. thin) und eine untersetzte Form (engl. stubby) (Peters und Kaiserman-Abramof
1970). In den Veroéffentlichungen von Skoff und Hamburger beziehungsweise Sorra et al.
finden sich zwei weitere Kategorien: eine dinne-lange (engl. filopodium) und eine
verzweigte Form (engl. branched) (Skoff und Hamburger 1974; Sorra et al. 1998). In

Abbildung 4 sind die genannten Kategorien schematisch zusammengefasst.

Abbildung 4: Kategorien dendritischer Dornen

Dargestellt sind die fiinf gebrduchlichen Klassifizierungen von dendritischen Dornen anhand
ihrer Form.

1) verzweigte Form, 2) kurze-diinne Form, 3) Filopodium, 4) pilzférmig, 5) untersetzte Form.

Die erwahnten morphologischen Erscheinungsformen unterliegen einem rapiden Wandel
(Maletic-Savatic et al. 1999), weshalb man von vorschnellen Rickschlissen einzig
basierend auf der Morphologie der spines Abstand nehmen sollte. Aus diesem Grund
wurde in dieser Arbeit auf eine derartige Unterscheidung der spines verzichtet. Es soll an

dieser Stelle allerdings auch erwahnt werden, dass es durchaus Belege flr eine

10
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Verbindung zwischen dem Uberproportional haufigen Auftreten von abnormal langen,
dinnen spines bei gleichzeitiger Abstinenz kurzer, dicker spines und mentaler Retardierung
bei Kindern gibt (Purpura 1974). Fir die Analyse der Synapsendichte spielen solche

Befunde aber in aller Regel keine Rolle.

1.3.3 Einbindung dendritischer Dornen in Lernprozesse

Dendritische Dornen sind neben axo-dendritischen und axo-somatischen Kontakten eine
Maoglichkeit der Neuron-Neuron Interaktion. Da es sich bei dendritischen Dornen um sehr
plastische Gebilde handelt, ist es naheliegend, dass in Hirnregionen, die mit Lernen und
Gedachtnis assoziiert sind, besonders viele Axone Synapsen mit spines bilden. Im
Hippocampus zum Beispiel rechnet man damit, dass exzitatorische, afferente Axone auf

etwa 70 % des Dendritenbaumes mit spines vergesellschaftet sind (Megias et al. 2001).

Heute herrscht Konsens dariber, dass es sich bei den dendritischen Dornen um wichtige
neuronale Strukturen handelt, die aufgrund ihrer Plastizitdt bei Lernprozessen sowie bei
der Langzeitpotenzierung (LTP) beziehungsweise der Langzeitdepression (LTD), beteiligt
sind (Bohlen und Halbach 2009). Beide, LTP wund LTD, stellen anerkannte
Erklarungsmodelle fir die im Gehirn beobachteten Veranderungen beim Lernen dar (Bauer
und Klinke 2005). Detailliertere Ausfihrungen zur Langzeitpotenzierung beziehungsweise

der Langzeitdepression finden sich in der Fachliteratur (Malenka und Bear 2004).

Man kann dendritische Dornen als eigenstandige biochemische Kompartimente betrachten,
da sich hier NMDA Rezeptoren (Benennung nach dem Rezeptoragonisten N-Methyl-D-
Aspartat) und Kalzium/Kalmodulin abhangige Proteinkinasen finden lassen, die selektiv
aktiviert werden koénnen und damit zur individuellen Plastizitat jedes spines beitragen
(Kandel 1996).

Neben dem NMDA Rezeptor ist im Hippocampus der, ebenfalls nach der aktivierend
wirkenden Substanz benannte, AMPA (a-Amino-3-Hydroxy-5-Methyl-4-Isoxazolepropionic
Acid) Rezeptor an der synaptischen Ubertragung beteiligt. Beide Rezeptortypen sind
glutamaterge lonenkanale. AMPA Rezeptoren sind nach der Bindung von Glutamat nur fur
Natrium- und Kaliumionen permeabel. NMDA Rezeptoren lassen bei ausreichender
Depolarisierung der Membran auch Kalziumionen passieren (Bear et al. 2016). Durch die
Kalziumionen werden intrazellulare Signalkaskaden aktiviert, die zur Synthese neuer
Proteine bendtigt werden und es dem Neuron ermdglichen, weitere dendritische

Dornenfortsatze aussprielen zu lassen. Durch diese zusatzlichen Verschaltungs-

11
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moglichkeiten mit Axonen wird eine Festigung der Neuron-Neuron Verbindung erreicht
(Engert und Bonhoeffer 1999).

Mit der Zeit kdnnen diese neuen synaptischen Verbindungen auch wieder abgebaut
werden. Diese Beobachtungen kdnnen auf zelluldrer Ebene sowohl die Bildung als auch

das Verblassen von Erinnerungen beschreiben.

1.4 Adulte Neurogenese

Die Bildung neuer funktioneller Nervenzellen im adulten Gehirn wird als adulte
Neurogenese bezeichnet. Dieses Phanomen wurde bei vielen Spezies nachgewiesen,
darunter Vogel, Fische, manche Invertebraten und natirlich Saugetiere (Harzsch und
Bohlen und Halbach 2016). Im adulten Gehirn von Saugetieren sind zwei Regionen
bekannt, in denen es zur Neubildung von Neuronen kommt, die Subventrikularzone und
der Gyrus dentatus des Hippocampus. Neue Kérnerzellen im Stratum granulare entstehen
aus frihen Progenitorzellen (engl. radial glia like progenitor cells), die in der
Subgranulérzone, am Ubergang von Stratum granulare und Hilus liegen. Diese teilen sich
zu neuronalen Progenitorzellen. Nach dieser Phase der Proliferation und Differenzierung
migrieren aus den neuronalen Progenitorzellen gebildete Neuroblasten in das Zellband des
Stratum granulare. Bis zu diesem Zeitpunkt sind die Zellen noch bedingt teilungsfahig,
danach schlie3t sich die postmitotische Phase der Neurogenese im Hippocampus an. Im
Stratum granulare beginnt die noch nicht ausgereifte Nervenzelle (engl. immature granule
cell) Dendritenauslaufer zu bilden (engl. targeting) und sich schlieRlich synaptisch zu
integrieren (siehe Abbildung 5).

Wahrend all dieser Entwicklungsstadien exprimieren die Zellen spezifische Proteine, die
sich zur Darstellung und Charakterisierung neu gebildeter Neuronen nutzen lassen (Bohlen
Und Halbach 2007). So exprimieren frihe Progenitorzellen wahrend der Proliferation GFAP
(engl. glia fibrillary acidic protein) und Nestin. Das Protein DCX (engl. Doublecortin) wird
Uber einen langeren Zeitraum, von der Differenzierung bis hin zum Beginn der
synaptischen Integration von neuronalen Progenitorzellen und unausgereiften Kérnerzellen
exprimiert. Sowohl unausgereifte als auch ausgereifte Kornerzellen exprimieren das
Protein NeuN (Bohlen Und Halbach 2007).

12
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mitotisch

Differenzierung
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Abbildung 5: Adulte Neurogenese

Dargestellt sind die Entwicklungsphasen, die wiahrend der adulten Neurogenese im Gyrus
dentatus (Zellband) durchlaufen werden und entsprechende, in diesen Entwicklungsphasen
exprimierte Proteine.

1) friihe Progenitorzelle (engl. radial glia like progenitor), 2) neuronale Progenitorzelle (engl. progenitors),
3) Neuroblast, 4) unausgereifte Kérnerzelle, 5) ausgereifte Kérnerzelle

GFAP) glial fibrillary acidic protein, Nestin) neural stem cell marker, DCX) doublecortin, NeuN) neuronal

nuclei; verédndert nach (Bohlen Und Halbach 2007).
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1.5 Zielsetzung

Obwohl bereits verschiedene Forschungsgruppen den Zusammenhang von Adipositas und
Kognition am Menschen untersucht haben, sind noch viele Fragen offen und Unklarheiten
zu beseitigen. So legen viele Studien einen Zusammenhang zwischen Adipositas und
verschiedenen kognitiven Aspekten, wie genereller kognitiver Leistungsfahigkeit (engl.
intellectual functioning) (Halkjaer et al. 2003), psychomotorischer Koordination (engl.
psychomotor performance) (Etou et al. 1989; Cournot et al. 2006), visuellem und
sprachlichem Gedachtnis (engl. visual/verbal memory) (Boeka und Lokken 2008; Cournot
et al. 2006) oder genereller Sprachkompetenz (engl. verbal fluency) (Boeka und Lokken
2008) nahe. Jedoch sind ebenso Arbeiten veroffentlicht worden, die einen solchen
Zusammenhang nicht herstellen konnten (Gonzales et al. 2010; Boeka und Lokken 2008;
Pignatti et al. 2006; Ariza et al. 2012). Die oben erwahnten Studien wurden ausfihrlich in
der Arbeit von Prickett et al. untersucht (Prickett et al. 2015).

Untersuchungen der Adipositas mit Hilfe von Tiermodellen werden haufig an Leptin
knockout (ob/ob, engl. obese) oder Leptinrezeptor knockout Mausen (db/db, engl. diabetic)
beziehungsweise Ratten (fa/fa, engl. fatty) durchgefihrt, wobei auch hier der methodische
Ansatz variieren kann. So wurde von Li et al. eine defizitdre raumliche Orientierungs-
fahigkeit bei Leptinrezeptor knockout Mausen publiziert, allerdings waren die verwendeten
Tiere mit nur 7 Wochen relativ jung und die Adipositas vermutlich noch nicht sehr stark
ausgepragt, was auch durch den Befund nahegelegt wird, dass sich die
Schwimmgeschwindigkeit zwischen den untersuchten Gruppen nicht unterschied (Li et al.
2002). Bei einer Untersuchung, die zu einem ahnlichen Ergebnis mit Leptin-defizienten
Tieren kommt, wurde allerdings eine verkurzte Trainingsphase im Morris water maze
Versuch durchgeflihrt, es konnte aber gleichsam eine Verbesserung der Leistungen durch

eine Futterrestriktion der adipdsen Tiere (ob/ob) gezeigt werden (Jeon et al. 2016).

Diese ambivalente Datenlage erfordert weitere Grundlagenforschung, die sich am besten
im Tiermodell umsetzen lasst. In der folgenden Arbeit wurden ausschliel3lich homozygote
Leptin knockout Tiere (ob/ob) und deren Wildtypkontrollen (wt/wt) verwendet, die einen
deutlichen Gewichtsunterschied aufzeigten.

Im Vordergrund stand zunachst die Auswirkung von Ubergewicht auf die Hirn- und
Zellmorphologie sowie auf kognitive Prozesse, dabei vor allem Lernprozesse
beziehungsweise Veranderungen, die den Hippocampus involvieren, in den Blick zu

nehmen.
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Dabei sollten folgende Hypothesen, die aufgrund vorheriger Untersuchungen in der

Literatur zu vermuten waren, gepruft werden.
» Beiob-Tieren ist die adulte Neurogenese im Hippocampus verandert.
» Bei ob-Tieren ist die Dichte dendritischer Dornen im Hippocampus verandert.
» Adipositas beeinflusst hippocampusabhangiges Lernverhalten.
» Das relative Volumen des Hippocampus bei Adipositas verandert sich.

Besonderer Wert wurde darauf gelegt, verschiedene kognitive Prozesse und Parameter
morphologisch, quantitativ oder im Verhaltensversuch in einem methodischen Ansatz zu
untersuchen, der die Einschrankungen in der Mobilitdt der knockout Tiere in Design und
Auswertung berlcksichtigte. Auf diese Weise sollte eine mdgliche Verzerrung der

Ergebnisse aufgrund der unterschiedlichen Beweglichkeit der Tiere vermieden werden.

Ein erster entscheidender Parameter bei der Untersuchung des Einflusses von
Fettleibigkeit auf kognitive Prozesse, ist der Grad der Adipositas zum Zeitpunkt der
Testung. Damit einher geht die Wahl des Alters der Testtiere. Zu Beginn wurde demnach
das Zeitfenster ermittelt, innerhalb dessen die Tiere bereits ein relevantes Ubergewicht

entwickelt hatten.

Trotz fortgeschrittener Methoden zur Untersuchung entsprechender zelluldrer und
subzelluldrer Korrelate fur Kognition im Gehirn, ist die Testung des Verhaltens der Tiere im
Allgemeinen und unter spezifischen Bedingungen immer noch unerlasslich, um veranderte
Reaktionen bedingt durch den untersuchten Genotyp zu analysieren. Zur Bestimmung der
Lokomotorik sollte der open field Test durchgefliihrt werden. Um aber genaue Aussagen
Uber die Bildung expliziter Gedachtnisinhalte zu treffen, sollte aul’erdem der Morris water
maze Test (MWM) absolviert werden, der die Orientierungs- und Erinnerungsfahigkeit der
Versuchstiere Uber einen langeren Zeitraum testet und somit im speziellen die
Funktionsfahigkeit des Hippocampus tberprifen kann. Dabei wurde Parametern, die von

der Beweglichkeit der Tiere unabhangig waren, besondere Beachtung geschenkt.

Die im MWM Test erhaltenen Aussagen sollten auf morphologischer Ebene Uberpriift
werden. Die Plastizitat des Gehirns lasst sich gut durch die Anzahl der Verknipfungen
einzelner Neurone untereinander beschreiben. Das morphologische Korrelat dieser
Verknupfungen stellt die Dichte der dendritischen Dornen an Pyramidenzellen des
Ammonshorns (Hippocampus) dar, die daher mittels Golgi Impragnation untersucht werden

sollten.
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Ein zentraler Aspekt neuronaler Plastizitat ist die Bildung neuer Nervenzellen im adulten
Gehirn. Die adulte Neurogenese im Gyrus dentatus des Hippocampus von adipbsen
Mausen sollte daher untersucht werden und Aufschluss Uber eine eventuell veranderte
Teilungsrate der Zellen (Glia- und Neuronenlinie) geben. Durch die spezifische Analyse neu
gebildeter Zellen der neuronalen Linie sollte festgestellt werden, wie grofl3 der Anteil der
Neurogenese an der Mitoserate ist. Schliel3lich sollte die Apoptoserate im Hippocampus
analysiert und damit die Option einer veranderten Haufigkeit des so genannten

programmierten Zelltodes bei Adipositas untersucht werden.

Es sollte Masse und Volumen der Gehirne der Tiere mit eindeutigem adipésen Genotyp
(ob/ob) und Phanotyp bestimmt werden. Einhergehend mit der makroskopischen
Untersuchung ist aber auch die Frage nach der GréRe und dem Volumen von
Substrukturen und deren Verhaltnis zum Gesamtgehirn von Bedeutung. Weiterhin sollte
daher untersucht werden, welche GroRe der Hippocampus hat und wie grol3 dieses
Volumen im Verhaltnis zum Gesamtgehirn ist. Fur diese Messungen sollten Gehirne und
deren Substrukturen 3D rekonstruiert werden, wofir die Hirne zuerst per
Computertomographie gescannt werden mussten. Dadurch sollte ermittelt werden, ob die
Gehirne der adipdsen Tiere tatsachlich kleiner sind als die ihrer Vergleichstiere und ob
diese Volumenverringerung auch bei einzelnen Strukturen innerhalb des Gehirns

festgestellt werden kann.

Zu Hirnfunktionen Leptin-defizienter Mause, die sich nicht nur auf die reibungslose
Funktionsweise des Hippocampus stlitzen, wurden nach unseren Recherchen bisher
wenige Forschungsergebnisse veroffentlicht (Jeon et al. 2016), obwohl Studien an
Menschen darauf hinweisen, dass kognitive Funktionen in Zusammenhang mit
Fettleibigkeit ebenfalls relevanten Veranderungen unterlegen sein kénnten (Gunstad et al.
2010; Prickett et al. 2015; Sabia et al. 2009). In dieser Arbeit wurde deshalb zusatzlich das
implizite Gedachtnis mittels operanter Konditionierung untersucht. Hier stehen andere
Hirnregionen wie Amygdala, Striatum und prafrontaler Kortex im Fokus der Untersuchung.
Um den Einfluss, den die eingeschrankte Mobilitdt der Tiere auf die Ergebnisse haben
koénnte, zu minimieren, sollte ein Versuchsdesign, angelehnt an ein im Magazin ,Nature
protocols® beschriebenes Modell (Horner et al. 2013), entwickelt werden, welches diese
Einschrankungen nivelliert. Dazu musste eine Testarena konstruiert und ein mittels
TouchPad durchfiihrbarer Versuchsablauf programmiert werden. Das Ziel dieses Test sollte

es sein, den Tieren mittels positiver Verstarkung (Futterbelohnung) ein gewunschtes
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Verhaltensmuster anzutrainieren, was sie befahigte, bewegungsunabhangig eine binare
Entscheidung zwischen zwei Stimuli zu treffen.

Um die Motivation der Tiere die Futterbelohnung zu konsumieren zu erhdhen, sollten die
Versuchstiere einer moderaten Futterdeprivation unterzogen werden. Darum sollte vor

Beginn der Versuchsreihe bestimmt werden, wie viel Futter Wildtyp- und adipdse Tiere
taglich zu sich nahmen.
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2. Material und Methoden

2.1 Der Leptin knockout Mausstamm

Fir diese Arbeit wurden adipdse Mause, die das Hormon Leptin nicht mehr synthetisieren
kénnen, und deren Wildtypkontrolltiere verwendet. Dieser adipése Mausstamm geht auf
eine 1950 von Ingalls et al. beschriebene Spontanmutation des V/Le Mausstamms in der
Versuchstierzuchteinrichtung ,The Jackson Laboratory” zurlick (Ingalls et al. 1950). Die
gebrauchliche Nomenklatur fur diese Tiere ist ,Lep® oder ,ob/ob“ bzw. ,0b“. Letztere wird
in dieser Arbeit flir die homozygoten knockout Tiere, die Abkirzung ,wt* fir die
homozygoten Wildtypkontrolltiere verwendet. Der Zuchterfolg der Tiere wird als gut
beschrieben, allerdings muss die nachste Generation stets aus den heterozygoten (Lep*'®)
Tieren gezlchtet werden, da die homozygot Leptin-defizienten Weibchen infertil sind und
die Mannchen eine verminderte Fertilitdt zeigen (The Jackson Laboratory: The Jackson
Laboratory website, zuletzt gepruft am 10.07.2017).

Die Tiere wurden bei einem 12 Stunden Tag-Nacht-Zyklus gehalten. Futter und Wasser
stand ad libitum zur Verfugung. Eine Futterreduktion wurde lediglich bei Tieren im Versuch
der operanten Konditionierung vorgenommen (siehe 2.2.7.3 Operante Konditionierung).

Die untersuchten Tiere waren zwischen vier und sechs Monate alt. Alle Tierversuche
wurden dabei nach den gesetzlichen Vorgaben des Landesamtes fir Landwirtschaft,
Lebensmittelsicherheit und Fischerei Mecklenburg-Vorpommern (LALLF-MV) und geman
der genehmigten Tierversuchsantrage (7221.3-1-016/16; 7221.3-1-069/16) ausgefihrt.

2.2 Methoden

2.2.1 Gewichtsmessung der Individuen

Zur Bestimmung der Gewichtsentwicklung der Tiere wurden die einzelnen Individuen
einmal woéchentlich in einem Becherglas auf einer Waage (Beurer KS 36, Deutschland)

gewogen und das Gewicht in Gramm notiert.
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2.2.2 Futteraufnahme der Individuen

Um die mittlere aufgenommene Futtermenge der Tiere zu erfassen, wurden die Individuen
nach Genotypen getrennt (ob und wt) in Kafigen gehalten. Die nach einer Woche
verbrauchte Futtermenge wurde mit einer Waage (Beurer KS 36, Deutschland) ermittelt
und der tagliche individuelle Futterverbrauch der Tiere berechnet. Dabei wurde folgende
Formel angewandt:

Differenz Futtermenge

Differenz Tage
Anzahl Tiere im Kafig

individuelle Futtermenge =

2.2.3 Transkardiale Perfusion
Das Tier wurde Uber Diethyletherinhalation getdtet (LALLF-MV 7221.3-2). Das Einsetzten

des Atemstillstandes war dabei das diagnostische Kriterium. Die Bauchdecke wurde
entlang der Medianlinie von kaudal nach kranial bis zum Sternum hin erdffnet,
anschlieend wurde zur besseren Darstellung des Diaphragmas der Bauchsitus nach
lateral erweitert. Danach wurde das Diaphragma entfernt, der Brustsitus erdffnet und das
Herz frei prapariert. In den linken Ventrikel wurde eine Kanile eingefiihrt. Das rechte
Atrium wurde eréffnet und das Tier 3 Minuten bei einer Durchflussrate von 7,6 Milliliter pro
Minute mit eiskalter phosphatgepufferter Salzlésung (PBS, engl. phosphat buffered saline)
perfundiert. Nach dieser Zeit wurde das Tier mit 100 ml eiskaltem 4 % Paraformaldehyd
(PFA) perfundiert. AbschlieRend wurde das Gehirn frei prapariert, explantiert und in 4 %
PFA bei 4 °C gelagert.

2.2.4 Morphometrie

2241 Volumen- und Gewichtsbestimmung

Nach Lagerung der Maushirne in 4 % PFA fur 24 Stunden nach der Probengewinnung
(siehe 2.2.3 Transkardiale Perfusion), wurden das Volumen und das Gewicht der
Maushirne bestimmt. Fir die Bestimmung des Hirnvolumens mittels Mikrovolumeter wurde
ein modifizierter Versuchsaufbau nach der Veréffentlichung von Douglass und Wcislo
verwendet (Douglass und Wecislo 2010). Eine 5 ml Spritze (Probenkammer) wurde Uber ein
Verbindungsstiick mit Dreiwegehahn mit einer 1 ml Spritze (Messspritze) verbunden. In der
Probenkammer wurde bis zur 3 ml Markierung 4% PFA vorgelegt, anschlielend das

Mausgehirn in die Probenkammer Ubergefihrt und zuletzt mit Hilfe der Messspritze der
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initiale Flussigkeitsfillstand in der Probenkammer wieder hergestellt. Das verdrangte
FlUssigkeitsvolumen wurde an der Messspritze abgelesen. Um Messungenauigkeiten
vorzubeugen, wurde dieser Vorgang zwei mal wiederholt und zuletzt alle drei Messwerte

gemittelt.

224.2 3D-Rekonstruktion von computertomographischen Aufnahmen

Nach der Probengewinnung (siehe 2.2.3 Transkardiale Perfusion) wurden die Maushirne
24 Stunden in 4 % PFA nachfixiert. Anschliefiend wurden die Maushirne folgendermalen

fur die computertomographische (CT) Untersuchung vorbereitet.
Schritt 1: Dehydrieren der Probe (bei 4 °C)
1. 30 % Ethanol 24 h
2. 60 % Ethanol 24 h
3. 96 % Ethanol 24 h
4.99,9 % Ethanol 24 h

Schritt 2: Kontrastieren der Probe mit Jodlésung (2 % lod in 99,9 % Ethanol)
bei RT fur 24 h inkubieren

Schritt 3: 6 x 20 Minuten mit 99,9 % Ethanol bei RT auf dem Schiittler waschen

Schritt 4: Probe mit 1 % Agarosegel in CT-Aufnahmenbehalter (Polypropylen)
einbetten

Schritt 5: Uber Nacht bei 4 °C in 99,9 % Ethanol lagern

Schritt 6: vor dem Scannen in frisches 99,9 % Ethanol tberfiihren

Nach der Probengewinnung (siehe 2.2.3 Transkardiale  Perfusion) und der
Probenpraparation wurden CT Aufnahmen der Maushirne mit einem MicroXCT-200 (Carl
Zeiss X-ray Microscopy, Deutschland; [Scansettings: 40kV, 200pA]) durchgefihrt
(Unterstitzt durch die Férderung der deutschen Forschungsgemeinschaft; DFG INST
292/119-1 FUGG und DFG INST 292/120-1 FUGG). Die Bedienung des MicroXCT-200
erfolgte durch Dr. Jakob Krieger (Zoologisches Institut und Museum, Zytologie und
Evolutionsbiologie der Ernst-Moritz-Arndt-Universitat Greifswald). Die Auswertung der
Rohdatensatze wurde mit der frei verfigbaren Software ,3DSlicer* (open source software
platform, www.slicer.org) (Fedorov et al. 2012; Kikinis et al. 2014) analysiert und die

Volumina rekonstruiert. In Abbildung 6 ist eine Rekonstruktion exemplarisch dargestellt.
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Dabei wurde das Volumen des gesamten Gehirns beziehungsweise das des
Ventrikelsystems ermittelt und anschlie@end voneinander subtrahiert, um ein mdglichst
genaues Ergebnis fir das tatsachliche Hirnvolumen zu erhalten. Des Weiteren wurde das
Volumen des Hippocampus rekonstruiert (siehe Abbildung 6). Die Daten wurden mit
GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, USA) statistisch ausgewertet.

Abbildung 6: 3D-Rekonstruktion eines Mausgehirns

Dargestellt ist eine exemplarische 3D-Rekonstruktion des Gehirns einer Wildtypmaus mit
rekonstruierten Gesamtvolumen (violett), Ventrikelsystem (gold) und Hippocampus (magenta). A)
zeigt die rostrale, B) die kaudale Ansicht der Rekonstruktion. Zusétzlich dargestellt sind C) die
Koronarebene, D) die Transversalebene und E) die Sagittalebene. In der linken Hemisphére der
Gehirnrekonstruktionen (A und B) sind die Transversalebene (D) und die Koronarebene (C) eingefiigt.
Die gezeigte Koronarschnittebene liegt bei ca -1,94 Bregma.

2.2.5 Immunfluoreszenzfarbung

Nach der Probengewinnung (siehe 2.2.3 Transkardiale Perfusion) wurden die Maushirne
vier Tage bei 4 °C mit 4 % PFA fixiert. Mit einem Vibratom VT 1000 S (Leica, Deutschland)
wurden dann 30 ym dicke Schnitte angefertigt und in 20 % Ethanol in einer 24-well-Platte

aufgefangen. Fur die Darstellung der jeweiligen Antigene wurde jeder dritte Schnitt der
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Schnittserie benutzt. Die ausgewahlten Schnitte wurden auf SuperFrost Plus Objekttrager
(R. Langenbrinck GmbH, Deutschland) aufgezogen und Uber Nacht bei 37 °C im
Hybridisierungsofen (Labnet International, USA) hybridisiert.

Die Primarantikbrper gegen die ausgesuchten Antigene waren Anti-p-Histone H3 (Santa
Cruz, USA) (Krey et al. 2008), Anti-Doublecortin (Santa Cruz, USA) (Wang et al. 2011) und
Anti-Caspase 3 (Merck Millipore, Deutschland) (Poser et al. 2015). Dabei wurde
Anti-p-Histone H3 als Marker fiir die Zellproliferation und Anti-Caspase 3 als Marker flr
Apoptose genutzt. Der gegen das Protein Doublecortin gerichtete Antikérper
(Anti-Doublecortin) wurde als Marker fur neu gebildete Neurone im Gyrus dentatus des
Hippocampus  eingesetzt (siehe 1.4 Adulte  Neurogenese). Die  verwendeten
Sekundarantikdrper waren an Cy3 oder Biotin gekoppelte IgG Globuline, die gegen Epitope
des Wirtstiers des Primarantikdrpers gerichtet waren und so den Primarantikdrper
erkennen konnten. Im Fall von biotinlyisierten Sekundarantikbrpern war der fluoreszierende
Cyanin-Farbstoff Cy3 an Streptavidin gekoppelt, welches mit Biotin interagierte. Bei jeder
durchgefuhrten Farbung wurde eine Negativkontrolle angefertigt, in der kein
Primarantikérper eingesetzt wurde, um Kreuzreaktionen des Sekundarantikdrpers

auszuschliefRen.

Die einzelnen Hirnschnitte wurden mit einem Axioplan 2 imaging Mikroskop
(Zeiss, Deutschland) ausgewertet und die Anzahl der positiven Zellen im Gyrus dentatus

bei 400-facher Vergrélerung ausgezahilt.

Im Folgenden sind die genutzten Farbeprotokolle der einzelnen Marker aufgeflihrt.

2.2.51 Doublecortin
Schritt 1: Rehydratisieren der Schnitte mit A. dest.
Schritt 2: Antigendemaskierung,

10 mM Na-Citrat (pH 6,0), 20 Minuten in Mikrowelle (600 W)
Schritt 3: Waschen mit A. dest. und PBS
Schritt 4: Permeabilisieren, 0,4 % Triton in PBS
Schritt 5: Waschen mit PBS

Schritt 6: Blockierung unspezifischer Bindungsstellen, 3 % Pferdeserum +
0,3 % Triton in PBS

Schritt 7: Waschen mit PBS
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Schritt 8: Primarantikérper, Anti-Doublecortin (aus der Ziege, 1:100 in 3 %
Pferdeserum + 0,1 % Triton in PBS)

Schritt 9: Waschen mit PBS

Schritt 10: Signalverstarkung, biotinyliertes IgG (aus dem Pferd, anti-Ziege,
1:200 in 3 % Pferdeserum + 0,1 % Triton in PBS))

Schritt 11: Waschen mit PBS

Schritt 12: Cy3-konjugiertes Streptavidin (1:2000 in PBS)

Schritt 13: Waschen mit PBS

Schritt 14: Zellkernfarbung, DAPI (1:10000 in A.dest.)

Schritt 15: Waschen mit A. dest.

Schritt 16: eindecken mit MOWIOL (Merck KGaA, Deutschland)

2252 p-Histone H3

Schritt 1: Rehydratisieren der Schnitte mit A. dest.

Schritt 2: Antigendemaskierung,
10 mM Na-Citrat (pH 6,0), 20 Minuten in Mikrowelle (600 W)

Schritt 3: Waschen mit A. dest. und PBS

Schritt 4: Blockierung unspezifischer Bindungsstellen, 5 % NGS + 5 % BSA +
0,1 % Triton in PBS

Schritt 5: Waschen mit PBS

Schritt 6: Primarantikorper, Anti-p-Histone H3 (aus dem Kaninchen, 1:100 in
1 % NGS + 0,1 % Triton in PBS)

Schritt 7: Waschen mit PBS

Schritt 8: Cy3-konjugiertes 1gG (aus der Ziege, anti-Kaninchen, 1:400 in 1 %
NGS + 0,1 % Triton in PBS)

Schritt 9: Waschen mit PBS

Schritt 10: Zellkernfarbung, DAPI (1:10000 in A. dest.)

Schritt 11: Waschen mit A. dest.

Schritt 12: eindecken mit MOWIOL
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2253

Schritt 1:
Schritt 2:

Schritt 3:

Schritt 4:

Schritt 5:
Schritt 6:

Schritt 7:
Schritt 8:

Schritt 9:

Schritt 10:
Schritt 11:
Schritt 12:

aktive Caspase 3

Rehydratisieren der Schnitte mit A. dest.
Antigendemaskierung,

10 mM Na-Citrat (pH 6,0), 20 Minuten in Mikrowelle (600 W)
Waschen mit A. dest. und PBS

Blockierung unspezifischer Bindungsstellen, 3 % NGS + 0,1 % Triton
in PBS

Waschen mit PBS

Primarantikérper, Anti-Caspase 3 (aus dem Kaninchen, 1:100 in 3 %
NGS + 0,1 % Triton in PBS)

Waschen mit PBS

Cy3-konjugiertes IgG (aus der Ziege, anti-Kaninchen, 1:400 in 3 %
NGS + 0,1 % Triton in PBS)

Waschen mit PBS
Zellkernfarbung, DAPI (1:10000 in A. dest.)
Waschen mit A. dest.

eindecken mit MOWIOL

2.2.6 Analyse dendritischer Dornen

2.2.6.1

Gelatinisierte Objekttrager

Fir einen festen Halt der 120 um dicken Schnitte auf den Objekttragern (OT) wurden diese

mit

Gelatine beschichtet. Dazu wurden mit Alkohol gereinigte Objekttrager

(76 mm x 26 mm) benutzt.
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Schritt 1:

Schritt 2:

1,5 g Gelatine in 72 ml A. dest. durch Erhitzen I6sen
0,1 g Chrom(lll)-Kaliumsulfat-Dodecahydrat in 2 ml A. dest.

durch Erhitzen I6sen.

Beide Losungen erkalten lassen, vermischen und 30 ml Ethanol
(99,9 %) zugeben.
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Schritt 3: Objekttrager mit der Losung beschichten und trocknen

lassen, Schritt 1-3 insgesamt dreimal durchfiihren.

2.2.6.2 Silberimpragnierung nach Golgi

Bei der sogenannten Golgi Farbung handelt es sich um eine Silberimpragnierung. Dabei
wird das Gewebe zunachst mit Kaliumdichromat und anschliefend mit Silbernitratlésung
behandelt. Der Wirkmechanismus ist bis heute nicht ganzlich verstanden, obgleich die
Erstbeschreibung durch Camillo Golgi Gber 140 Jahre zuriickliegt. Diese Farbemethode
stellt keinesfalls alle Neuronen dar. Lediglich 5% der Neuronen werden durch die
Ausfallung von Silberchromat sichtbar gemacht, jedoch zeichnen sich die dendritischen
Dornen sehr klar und deutlich ab, was eine valide Auswertung dieser Strukturen ermdéglicht
(Bohlen und Halbach 1999).
Die praparierten Maushirne (siehe 2.2.3 Transkardiale Perfusion) wurden in 4 % PFA
mindestens 3 Tage nachfixiert. Die Maushirne wurden anschlieBend nach den Angaben
des Protokolls des FD Rapid GolgiStain™ Kit (FD Neuro Technologies, USA) weiter
behandelt.
Schritt 1: Probe mit A. dest. waschen und in Lésung A+B (je 3 ml
Lésung A bzw. Ldsung B) zwei Wochen bei Raumtemperatur (RT) im
Dunkeln inkubieren, dabei Lésung A+B einmalig nach dem ersten
Inkubationstag erneuern.
Schritt 2: Probe in Lésung C (6 ml) eine Woche bei 4 °C im Dunkeln
inkubieren, dabei Losung nach dem ersten Inkubationstag
erneuern.
Schritt 3: Schneiden der Probe am Vibratom (Leica, Deutschland), 120 um

dick, auf gelatinisierte OT ziehen, bei RT im Dunkeln trocknen lassen.
Schritt 4: Farben der Schnitte
1. Waschen mit A. dest.

2. Inkubieren mit Mix aus Ldsung D, Lésung E
und A. dest. im Verhaltnis 1:1:2

3. Waschen mit A. dest.

4. Dehydrieren in der aufsteigenden Alkoholreihe (50 %,
75 %, 96 %, 99,9 %)

25



Material und Methoden

5. Entfarben des Hintergrundes mit Xylol
6. Eindeckeln mit Merckoglas, dunkel lagern
2.2.6.3 Rekonstruktion hippocampaler Dendriten

Mit Hilfe der Computersoftware Neurolucida (MBF Bioscience, USA) konnte der
Dendritenverlauf dreidimensional rekonstruiert und anschlieRend die Dichte an
dendritischen Dornen (engl. spines) mit dem Programm NeuroExplorer (MBF Bioscience,
USA) bestimmt werden. Vom Soma ausgehende sogenannte primare Dendriten wurden
aufgrund der geringeren Anzahl an spines, die diese in aller Regel aufweisen, von der
Analyse ausgeschlossen. Von Interesse war fUr diese Auswertung nur die absolute Anzahl,
nicht aber die Gestalt der dendritischen Dornen sekundarer oder tertidrer Dendriten, da die
Morphologie der spines einer zu groRen und rapiden Plastizitdt unterliegt

(siehe 1.3.2 Morphologie dendritischer Dornen).

2.2.7 Verhaltensversuche

22.71 Open field

Der open field (OF) Versuch wurde 1932 erstmals von Calvin Springer Hall Jr. beschrieben
(Hall und Ballachey 1932). Der Versuch war dabei zur Messung der lokomotorischen
Aktivitat im Generellen und von Angstverhalten im Speziellen konzipiert. Die Aussagekraft
bezlglich des Angstverhaltens wird jedoch kontrovers diskutiert (Ennaceur 2014; Belzung
und Griebel 2001). Der verwendete Versuchsaufbau bestand aus einer quadratischen
Grundflache (45 cm x 45 cm). Die vier umschlieBenden Wande hatten eine Hbhe von
40 cm (siehe Abbildung 7).
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Abbildung 7: Open field Arena
Dargestellt ist die Versuchsarena fiir den open field Versuch.
Eine abgrenzende Wand wurde zur besseren Anschaulichkeit
entfernt. Der zentrale (gelb) und periphere (rot) Bereich wurde
nachtréglich zur Veranschaulichung eingeférbt.

Die Software unterteilte das Areal in einen zentralen (15 x 15 cm) und einen peripheren
Bereich. Vor Versuchsbeginn wurde das Areal mit 70 % Ethanol gereinigt. Das Versuchstier
wurde in die Mitte des Areals gesetzt, was die Aufzeichnung des Bewegungsprofils
automatisch startete. Die folgenden sieben Minuten konnte sich das Versuchstier frei
bewegen. Das Bewegungsprofil wurde dabei Uber eine Kamera (Logitech C300, Schweiz)
durch die Verhaltenssoftware Smart Junior (Harvard Apparatus, USA) aufgezeichnet. Dabei
wurden zusatzlich Wegstrecke und die mittlere Geschwindigkeit registriert. Die Dauer des
Aufrichtens des Versuchstiers an der Arenawand konnte manuell in Echtzeit dokumentiert
werden und wurde als kumulierte Zeitangabe in Sekunden zur weiteren Auswertung
ausgegeben. Nach Beendigung des Versuchs wurden die erhobenen Daten in einem

Tabellendokument ausgegeben.

Nach Abschluss aller Versuche wurden die Daten mit Hilfe eines selbstgeschriebenen
Python-Programms (Python Software Foundation, USA) vorsortiert. Die statistische
Auswertung erfolgte mit GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, USA).
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2272 Morris water maze

Das Morris water maze (MWM) wurde 1984 von Richard Morris entworfen, um die

raumliche Orientierungsfahigkeit von Versuchsratten zu testen (Morris 1984).

Das Versuchsprinzip basiert darauf, dass die Versuchstiere lernen, eine Plattform in einem
Wasserbecken zu lokalisieren. Die Plattform befindet sich dabei kurz unterhalb der
Wasseroberflache, sodass weder Olfaktion noch taktile Wahrnehmung bei der Bewaltigung
der Aufgabe herangezogen werden kénnen. Die Versuchstiere kénnen sich lediglich visuell
im Raum orientieren. Zu diesem Zweck sind zusatzlich kontrastreiche Abbildungen

einfacher geometrischer Figuren im Raum angebracht.

Fur die durchgefihrten Versuche wurde ein Versuchsaufbau von Harvard Apparatus
(Harvard Apparatus, USA) verwendet. Es handelt sich um ein Wasserbecken mit 1,4 m
Durchmesser. Das Wasser wurde auf 24°C £ 1°C temperiert und mit Milchpulver (Basu
Mineralfutter GmbH, Deutschland) versetzt (650 g auf 7401), was zu einer weilllichen
Eintribung flihrte. Dadurch wurden die Aufnahmebedingungen der Digitalkamera durch
eine Erhdéhung des Kontrastes zwischen Versuchstier (schwarze Fellfarbe) und
umgebendem Wasser verbessert. Gleichzeitig verringerte die Wassertribung die

Sichtbarkeit der Plattform unter Wasser.

An der AulRenseite des Wassertanks wurden die Positionen Nord, Sid, Ost und West
markiert. Die Wahl der Ausrichtung war artifiziell und von der bereits vorgegebenen
Kameraausrichtung abhangig. Den Tieren wurde nach dem Zufallsprinzip eine der in Frage
kommenden Plattformpositionen zugewiesen (siehe Abbildung 8), welche Uber den
gesamten Trainingszeitraum (finf Tage) beibehalten wurde. Der Versuchstag der
Trainingsphase bestand aus vier Einzelversuchen (trials). Mdgliche Einsetzpositionen zu
Beginn eines frials waren Nordost (NO), Stidost (SO), Studwest (SW) und Nordwest (NW).
Die Einsetzposition wechselte im Uhrzeigersinn mit dem nachsten frial. Am folgenden Tag
wurde auch die Startposition um eine Position im Uhrzeigersinn gewechselt. Beispielhaft ist

dies fur Plattformposition 1 (SW) in der untenstehenden Tabelle dargestellt.

28



Material und Methoden

Abbildung 8: Morris water maze

A) Dargestellt ist die Aufteilung des Morris water maze in vier Quadranten, die Positionierung der
Markierungen (N, O, S, W), sowie die méglichen Plattformpositionen.

Mégliche Plattformpositionen: 1-4
Mégliche Einstetzpositionen: NO, SO, SW, NW

B) Dargestellt ist eine Momentaufnahme einer ob-Maus wédhrend des Versuchs
(Plattformposition NW).

Die Tiere wurden an funf aufeinander folgenden Tagen mit jeweils vier Durchgéangen pro
Tag trainiert. Die Tiere hatten bei jedem Durchgang zwei Minuten Zeit, die Plattform zu
lokalisieren. Sollte das nicht gelungen sein, wurde das Tier zur Plattform geleitet. Am
sechsten Tag wurde die Plattform aus dem Becken genommen und die Bewegung der

Maus uber zwei Minuten aufgezeichnet (Finalversuch).

Einsetzpositionen bei Plattformposition 1 trial 1 trial 2 | trial 3 | trial 4
(NW)
Trainingsphase Tag 1 SO SW NO SO
(gegenulber der Plattform)
Tag 2 SW NO SO SW
Tag 3 NO SO SW | NO
Tag 4 SO SW | NO SO
Tag 5 SW NO SO SW
Finalversuch Tag 6 SO - - -

Um die Eingewdhnung zu erleichtern, wurde bei den ersten beiden trials des ersten Tages
die Plattform noch nicht unter die Wasseroberflache versenkt. Dadurch akzeptierten die
Tiere die Plattform besser als sicheren Bereich. Danach wurde die Plattform abgesenkt, bis

etwa 1 cm unterhalb der Wasseroberflache.
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Durchfiihrung eines trials:

Die Tiere wurden behutsam an der entsprechenden Position in das Wasser gesetzt und der
Versuchsleiter begab sich hinter einen Sichtschutz. Die Aufzeichnung des
Bewegungsprofils begann automatisch. Nachdem das Versuchstier die Plattform lokalisiert
und erklommen hatte, wurde es flir weitere ca. 20 Sekunden auf der Plattform belassen,
um Madglichkeit zur Orientierung und Festigung der Plattformposition zu geben. Nach
maximal zwei Minuten Schwimmdauer wurde die Aufzeichnung des Bewegungsprofis
abgebrochen und das Versuchstier zur Plattform geleitet. Auch in diesem Fall durfte das
Versuchstier zur Orientierung und Festigung der Plattformposition 20 Sekunden auf der

Plattform verbleiben.

Nach Beendigung des trials wurde das Versuchstier in einen mit Einmalhandtichern
ausgelegten Kafig gesetzt, der unter einer 100 Watt Rotlichtlampe (Philips, Deutschland)
stand, um den Trocknungsprozess zu unterstitzen und einer Hypothermie entgegen zu
wirken. Vor dem Start des nachsten trials wurde das Versuchstier fur ca. 5-10 Minuten in
den Haltungskafig gesetzt, um falls nétig die Nahrungs- und Flissigkeitsaufnahme zu

gewabhrleisten.

Spiegelung der Plattformposition:

Nach Beendigung des Versuchs (Trainingsphase und Finalversuch) wurde der folgende
Tag pausiert. Am nachsten Tag wurde eine zweite Trainingsphase begonnen, bei der die
Plattformposition in den gegenlber liegenden Quadranten verlagert wurde
(Plattformwechsel). Damit sollte die Geschwindigkeit der Adaption an die veranderte

Testumgebung bestimmt werden.

Auswertung der Datenséatze:

Die Aufzeichnung des Bewegungsprofils erfolgte mit der Software Smart 3.0 (Havard
Apperatus, USA). Dabei wurden Distanz zur Plattform, Schwimmgeschwindigkeit, Zeit bis
zum Erreichen der Plattform und die prozentuale Bewegung auf die Plattform zu
ausgewertet. Letzteres wertet sukzessiv die zuriickgelegte Wegstrecke aus und stellt den
Anteil der Bewegungsabschnitte auf die Plattform zu im Verhaltnis zu allen
Bewegungsabschnitten dar. Dieser prozentuale Wert, der die Bewegung auf die Plattform
zu widerspiegelt, ist nicht von der Schwimmgeschwindigkeit abhangig. Daher eignet sich

dieser ermittelte Parameter besonders zur Beurteilung der raumlichen Orientierung in
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einem Tiermodell mit Phanotypen, die stark in ihrer lokomotorischen Aktivitat von einander
abweichen. Aus diesen Rohdatensatzen wurden mit Hilfe eines selbstgeschriebenen
Python-Programms (Python Software Foundation, USA) relevante Informationen vorsortiert
und geordnet (siehe 2.6.4 Software) und mittels GraphPad Prism 5 (GraphPad Software,

USA) statistisch ausgewertet.

22.7.3 Operante Konditionierung

Bei der operanten Konditionierung wird die Wahrscheinlichkeit des Auftretens eines
spontanen Verhaltensmusters durch positive oder negative Verstarkung beziehungsweise
Bestrafung beeinflusst. Im konkreten Versuch sollte das Versuchstier aus zwei gleichzeitig
dargebotenen visuellen Stimuli denjenigen erkennen, der mit der Futterbelohnung
assoziiert war. Ein publizierter und etablierter Ansatz zur Untersuchung dieser visuellen
Diskrimination (VD) ist die Verwendung einer interaktiven Benutzeroberflache (engl. fouch
screen) (Horner et al. 2013). Nach dem Vorbild der in der 2013 erschienenen Publikation
von Horner et al. beschriebenen Versuchsumgebung, wurde mit Hilfe von Henry Burth
(Referat Medizintechnik, Universitatsmedizin Greifswald) ein modifizierter Versuchsaufbau
konstruiert.  Abbildung9 zeigt eine detaillierte Darstellung. Als interaktive
Benutzeroberflache diente ein Samsung Galaxy Tab S (Typ: SM-T700, Samsung,
Deutschland). Fir dieses wurde eine individuelle Android-App geschrieben (VD-App), die

den Herausforderungen des Versuchsaufbaus angepasst werden konnte.
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OO A ODN

Abbildung 9: Operante Konditionierung - Versuchsumgebung

Dargestellt ist die Versuchsumgebung fiir die operante Konditionierung. 1) Futterreservoir, 2) LED,
3) Futterausgabe, 4) touch screen, 5) Verhaltensarena, 6) Dosierpumpe, 7 1010 OTG, 8) Steuerplatine.

Ziel des Versuchs war es, das Versuchstier zu trainieren, mit einer bebilderten Schaltflache
auf dem touch screen (visueller Stimulus) zu interagieren, um eine Futterbelohnung zu
erhalten. In Kongruenz mit der englischen Fachliteratur wird dieser Stimulus im Folgenden
als CS+ (engl.: conditioned stimulus, deutsch: bedingter Reiz) bezeichnet, wenngleich es

zu terminologischen Uberschneidungen mit der klassischen Konditionierung kommt.

Der Versuch bestand aus zwei Abschnitten (Training und Versuch). Das Training wird in
Phase 1 bis Phase 5 gegliedert. In jeder Phase wurde das Versuchstier einen Schritt weiter
an das im Versuch (Phase 6, siehe unten) abverlangte Verhalten heran gefuhrt
(Approximation, engl. shaping). Wie schnell das Individuum diese finf Phasen durchlief,
hing von der individuellen Leistung ab. Die Kriterien flr das AbschlieRen einer Phase sind
unten ausgeflihrt. Jede Phase wurde an finf aufeinander folgenden Tagen einmal taglich

trainiert, gefolgt von zwei Pause-Tagen, bis das Abschlusskriterium erreicht wurde.

Der Aufbau der Versuchsarena wurde im Vergleich zu Horner et al. zur besseren
Anpassung an das Mausmodell abgewandelt. Um den adipdsen ob-Tieren langere
Laufwege zu ersparen, so dass die Ergebnisse mobilitatsunabhangige Aussagen zulieRen,

wurde die Futterausgabe in der Testarena neben dem touch screen angebracht (siehe
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Abbildung 9). Dadurch musste die Initierung der Einzelversuche (ab Phase 4) im
Gegensatz zum Aufbau in der Originalarbeit, die mit einer Lichtschranke an der
Futterausgabe arbeitet, durch eine Interaktion mit dem touch screen realisiert werden. Der
grol’e Vorteil dieses Ansatzes war, dass die verminderte lokomotorische Aktivitat der

ob-Tiere das Testergebnis kaum beeinflusste.

Die Interaktion mit dem touch screen setzt eine erhdhte Motivation zur Futteraufnahme bei
den Versuchstieren voraus. In der Arbeit von Horner et al. wird eine milde Futterdeprivation
beschrieben, bei der das Gewicht des Versuchstiers auf 85 % des Gewichts des
ausgewachsenen Individuums reduziert wird. Dieser Ansatz war beim verwendeten
Mausstamm nicht anwendbar, da wie in Abbildung 15 ersichtlich wird, die Leptin-
defizienten ob-Tiere kontinuierlich an Kdérpergewicht zunahmen. Aus diesem Grund wurde
eine Futterreduktion um 20 % der durchschnittlichen Futtermenge pro Tag, die zuvor
ermittelt wurde (siehe Abbildung 16), durchgefuhrt.

Phase 1: Dem Versuchstier wurde an drei aufeinander folgenden Tagen 1 ml der

Futterbelohnung in einer Petrischale auf dem Kafigboden im Haltungskafig angeboten.

Phase 2: Dem Versuchstier wurde die Futterbelohnung in der Futterausgabe der Testarena
angeboten. Der touch screen war ausgeschaltet. Das Versuchstier verblieb 15 Minuten in
der Testarena. Das Individuum hatte diese Phase abgeschlossen, wenn die angebotene

Futterbelohnung an zwei aufeinander folgenden Tagen ganzlich aufgebraucht wurde.

Ab Phase 3 wurde pro Tag mit den Tieren eine session (Komplex aus Einzelversuchen) mit
jeweils 30 trials (Einzelversuche) durchgefiihrt. Nach Abschluss eines frials setzte ein
zwanzigsekundiges Inter-trial-Intervall ein (ITl), in dem der touch screen schwarz blieb und

keine Interaktion moglich war.

Phase 3: Dem Versuchstier wurde die Futterbelohnung durch die Futterausgabe in der
Testarena angeboten. Der fouch screen war jetzt eingeschaltet. Es erschien der
Trainingsstimulus (Schaltflache mit Bild eines Flugzeuges) nach dem Zufallsprinzip in
Position A oder B (siehe Abbildung 14). Nach Berlhrung des Stimulus erfolgte die
Futterbelohnung, die LED leuchtete (1 x 2 Sekunden) und ein Ton (3 kHz) ertdnte. Die
session wurde nach 60 Minuten beendet, oder wenn das Tier 30 frials absolviert hatte. Das
Individuum hatte diese Phase abgeschlossen, wenn es an zwei aufeinander folgenden

Tagen 30 trials in weniger als 30 Minuten absolvierte (siehe Abbildung 10).
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Phase 3
session _ | Stimulus
starten " |(Flugzeug)
Stimulus aus
- LED 1x Schaltflache
t”a'z <30 Ton (3kHz) |¥| gedriickt
Qeel. | Futterbelohnung

T <60 min B ITI
p—— trials >30| |20
beenden| ¥ |, °d¢r

T > 60 min

Abbildung 10: Operante Konditionierung - Phase 3
Dargestellt ist ein Schema des Programmablaufs von Phase 3 der operanten Konditionierung.

Phase 4: Diese Phase verlief analog zu Phase 3 mit dem Unterschied, dass nun jeder trial
aktiv initiert werden musste. Dazu erschien zuerst eine Schaltflache mit Bild eines
Dreiecks mittig auf dem touch screen. Nach Berihrung wurde der Trainingsstimulus
(Flugzeug) angezeigt. Die session wurde nach 60 Minuten beendet, oder wenn das Tier 30
trials absolviert hatte. Das Individuum hatte diese Phase abgeschlossen, wenn es an zwei
aufeinander folgenden Tagen 30 frials in weniger als 30 Minuten absolvierte (siehe
Abbildung 11).

Phase 4
session _ | Initiation | Schaltflache _ | Stimulus
starten " | (Dreieck) "| gedriickt " | (Flugzeug)
A
Stimulus aus
- LED 1x Schaltflache
trials < 30 Ton (3kHz) || gedriickt
oder Futterbelohnung
T <60 min ITI
SEsSion trials >30| |20
beenden gdar
T > 60 min
Abbildung 11: Operante Konditionierung - Phase 4
Dargestellt ist ein Schema des Programmablaufs von Phase 4 der operanten Konditionierung.
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Phase 5: Diese Phase verlief analog zu Phase 4 mit dem Unterschied, dass nun eine
Berthrung des touch screens neben der Stimulusschaltfliche detektiert wurde. Die
Berthrung neben der Schaltflache hatte zur Folge, dass der Stimulus verschwand und
keine Futterbelohnung angeboten wurde. Stattdessen erklang zweimal ein Ton (0,8 kHz)
und der Bildschirm wechselte flir 2,5 Sekunden die Farbe zu grau
(Hexadezimalcode #888888). Die session wurde nach 60 Minuten beendet, oder wenn das
Tier 30 trials absolviert hatte. Das Individuum hatte diese Phase abgeschlossen, wenn es
an drei aufeinander folgenden Tagen 30 frials in weniger als 30 Minuten mit einer

Trefferwahrscheinlichkeit von 75 % absolvierte (siehe Abbildung 12).

Phase §
session Initiation _ | Schaltflache _ | Stimulus
starten (Dreieck) ~| gedriickt " | (Flugzeug)
T Stimulus aus
, LED 1x Schaltflache
tr|alsé< 30 Ton (3kHz) |¥| gedriickt
oder Futterbelohnung
T <60 min ITI
p—— trials >30| |20
<«+—— oder Stimulus aus
beenden T > 60 min LED3x |« a“Bder.hak'tb
Ton (0,8 kHz) gedruc
Abbildung 12: Operante Konditionierung - Phase 5
Dargestellt ist ein Schema des Programmablaufs von Phase 5 der operanten Konditionierung.

Nach Ende der Phase 5 begann der Versuch visuelle Diskrimination. Angelehnt an die
Publikation von Horner et al. (Horner et al. 2013) wurde eine Kombination von
Schaltflachenabbildungen bestehend aus Murmeln und Fligelrad verwendet (siehe
Abbildung 14). Alle Versuchstiere beider Genotypen wurden nach dem Zufallsprinzip in
zwei Gruppen aufgeteilt. Der ersten Gruppe wurde das Fllgelrad als positiver conditioned
stimulus (CS+) zugewiesen, Murmeln entsprach dem negativen conditioned stimulus (CS-).
Der zweiten Gruppe wurden die Murmeln als CS+ zugewiesen und entsprechend das
Fligelrad als CS-.
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Phase 6: Nach der Initiation des frials durch das Versuchstier erschienen die Stimuli
(Fligelrad und Murmeln) gleichzeitig nach dem Zufallsprinzip an Position A oder B. Nach
Berihrung des CS+ erfolgte die Belohnung (Futter, Ton [3 kHz], LED leuchtet). Bei
Berihrung des CS- wurden die Stimuli ausgeblendet und keine Futterbelohnung
angeboten. Zweimal erklang ein Ton (0,8 kHz) und der Bildschirm wechselte fir 2,5
Sekunden seine Farbe zu grau (Hexadezimalcode #888888). Auf die Berlihrung des CS-
folgte ein Korrektureinzelversuch (engl. correction trial). Bei einem correction trial wurde die
vorherige Position der Stimuli beibehalten, bis die Maus in einem der folgenden correction
trials den CS+ beruhrte. Danach wurde die Position der Stimuli wieder nach dem
Zufallsprinzip bestimmt. Die session wurde nach 60 Minuten beendet, oder wenn das Tier
30 trials absolviert hatte, oder die Summe aus trials und correction trials 50 erreichte (siehe
Abbildung 13).

Phase 6
session _ | Initiation . | Schaltflache _ | Stimulus
starten " | (Dreieck) " | gedriickt " | (Murmeln/
Fligelrad)
T Stimulus aus
- LED 1x CS+
tr'a'z< 30 Ton (3kHz) | |gedriickt|™
oger Futterbelohnung
T <60 min ITI
<sssion trials >30| |[20s
boandenl T | oder Stimulus aus S
T > 60 min LED 3x ] okt —
Ton (0,8 kHz) gediuc
Abbildung 13: Operante Konditionierung - Phase 6 (visuelle Diskrimination)
Dargestellt ist ein Schema des Programmablaufs von Phase 6 der operanten Konditionierung.

Die Programmierung der ersten lauffahigen Programmversion, die alle wesentlichen
Aspekte der Phase 3 bis Phase 5 umfasste, geht auf Herrn Marc Matthes (Klinik und
Poliklinik fur Neurochirurgie, Universitatsmedizin Greifswald) zurtuck. Die darlber
hinausgehende Adaptierung der Trainingsphasen und die Programmierung der Phase 6
wurde in eigenstandiger Arbeit geleistet. In Abbildung 14 sind die verwendeten Stimuli,

sowie die Positionierung dieser Stimuli auf dem touch screen dargestellt.
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mittlere
Position

Abbildung 14: Operante Konditionierung - visuelle Stimuli

Dargestellt ist die Positionierung der Schaltflachen auf dem touch screen (oben) und die als
Stimuli verwendeten Abbildungen (unten; v.l.n.r. Dreieck, Flugzeug, Fliigelrad, Murmeln).

Durchfiihrung einer session:

Vor Versuchsbeginn wurde die Testarena mit 70 % Ethanol gereinigt und das
Leitungssystem flr die Futterbelohnung mit Milchshake (Layenberger Nutrition Group
GmbH, Deutschland) geflillt. Uber den Startbildschirm der VD-App wurde die Tiernummer,

Genotyp, Pumpleistung und gewiunschte Phase (3-6) eingestellt.

Das Versuchstier wurde in die Testarena gesetzt und die session gestartet. Die

Videoaufzeichnung wurde gestartet und die Versuchsbox geschlossen.

Nach Beendigung der session wurde die Videoaufzeichnung gestoppt, die Versuchsbox
geoffnet und das Versuchstier aus der Testarena wieder zurlick in seinen Haltungskafig

gesetzt. Die Testarena wurde mit 70 % Ethanol gereinigt.

Alle erhobenen Daten wurden in einer Textdatei abgespeichert und konnten zur
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Auswertung in ein Libre Office Tabellendokument (The Document Foundation,
Deutschland) Gbernommen werden. Die Vorverarbeitung dieser Datensatze erfolgte mit
dem, in der Programmiersprache Python (Python Software Foundation, USA),
selbstgeschriebenen Programm ,VD Trial Log Read”. Die generierten Datensatze wurden

in GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, USA) Gbertragen und statistisch ausgewertet.

Die Durchfiihrung dieser Versuche wurde von Frau Katharina Bracke (M.Sc.) unterstitzt.

2.3 Mikroskope

Zum mikroskopischen Auswerten der Spinedichte sowie der Zellzdhlungen wurde ein
Axioplan 2 imaging von Zeiss (Zeiss, Deutschlend) benutzt. An diesem Mikroskop war eine
Kamera, AxioCam Hrc, ebenfalls der Marke Zeiss, montiert. Um Abstande in der z-Achse
(Tiefenebene) erfassen zu kénnen, wurde das Mikroskop mit einem motorisierten Tisch
(Marzhauser Wetzlar GmbH & Co. KG, Deutschland) ausgestattet. Als Fluoreszenzquelle

diente eine Fluoreszenzlampe Typ HXP 120 (Firma Fritz Kiibler GmbH, Deutschland).

Fir die Erstellung der in Abbildung 3, 19 und 21 verwendeten mikroskopischen Bilder,
wurde ein BX63 Mikroskop und DP-80 Kamera vom Hersteller Olympus (Olympus,

Deutschland) verwendet.

2.4 Mikrotom
Mit einem Mikrotom der Marke Leica mit vibrierendem Messer (Vibratom, Typ VT 1000 S,

Leica, Deutschland) wurden Gehirnschnitte angefertigt. Dabei wurde eine Schnittdicke von
120 um (Golgifarbung) beziehungsweise 30 um (Immunfluoreszenzfarbung) gewahlt. Mit
UHU® Cyanoacrylat-Kleber wurden die Mausgehirne dazu rostral auf einem Probenteller

fixiert. AnschlieRend wurde das Mausgehirn vom kaudalen Pol koronar geschnitten.

2.5 Statistische Auswertungen

Fur die statistische Auswertung der Daten wurde die Software GraphPad Prism 5
(GraphPad Software, USA) genutzt. Der Student’s t-Test wurde zur Untersuchung der
statistischen Signifikanz gewahlt. Waren die Varianzen der Stichproben allerdings
signifikant verschieden (signifikanter F-Test), wurde ein t-Test mit Welch Korrektur
durchgefuhrt. Die verwendete Testmethode ist in der jeweiligen Abbildungsunterschrift
benannt. Als Signifikanzniveau wurden 5 % gewahlt. Statistisch signifikante Ergebnisse

wurden mit einem Sternsymbol markiert. Dabei gab es folgende Abstufungen: statistisch
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signifikante Ergebnisse mit einem p-Wert (Signifikanzwert) von < 0,05 wurden mit einem
Sternsymbol (*), mit einem p-Wert von < 0,01 mit zwei Sternsymbolen (**) und mit einem p-
Wert von < 0,001 mit drei Sternsymbolen (***) markiert. Die Abbildungen zeigen die
Mittelwerte der Daten und den Standardfehler des Mittelwerts, die Abbildung 15 zeigt die

Mittelwerte und deren Standardabweichung.

2.6 Liste der verwendeten Chemikalien, Gerate und Materialien

2.6.1 Chemikalien

Chemikalie Konzentration | Hersteller

Biozym Scientific GmbH
Agarose 1% 31840 Hessisch Oldendorf
Deutschland

Carl Roth GmbH
Chrom(lll)-Kaliumsulfat-Dodecahydrat 98% 76185 Karlsruhe
Deutschland

*

destilliertes Wasser -

Ethanol 20% >
Ethanol 30% >
Ethanol 50% >
Ethanol 60% >
Ethanol 75% >
Ethanol 96% >
Th.Geyer GmbH&Co0.KG
Ethanol 99,9% 71272 Renningen

Deutschland

FD Neuro Technologies
FD Rapid GolgiStain™ Kit - Ellicott City, MD 21041
USA

Serva Electrophoresis GmbH
Gelatine - 69115 Heidelberg
Deutschland

Mowiol - Merck KGaA

64293 Darmstadt
Merckoglass - Deutschland

Avantor Performance Materials
B.V.

7418 AM Deventer
Niederlande

Xylol -
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Chemikalie

Konzentration

Hersteller

Fit + Feelgood Milchshake (Himbeer-Vanille,
laktosefrei)

Layenberger Nutrition Group
GmbH

67668 Rodenbach
Deutschland

Milchpulver, Kédlma 15-F

550 g auf 740 |

Basu Mineralfutter GmbH
99518 Bad Sulza
Deutschland

**durch Verdinnung angesetzt

* Wasseraufbereitungssystem siehe 2.6.3 Gerate und Materialien

2.6.2 Antikorper und Seren

Antikorper

Konzentration

Hersteller

Anti-Caspase 3 (aus dem Kaninchen, aktive

Merck KGaA

Cy3-konjugiertes (aus der Ziege, anti-Kaninchen)

1:100 64293 Darmstadt
gespaltene Form, AB3623) Deutschland
$C-8656) 69115 Heidelberg
Anti-Doublecortin (aus der Ziege, C18, sc-8066) |1:100 Deutschland
Vector Laboratories, Ivc.
biotinylierter IgG (aus dem Pferd, anti-Ziege) 1:200 Burlingame, CA 94010
USA
Cy3-konjugiertes Streptavidin 1:2000
1:400 DIANOVA GmbH

20354 Hamburg

Pferdeserum 3% Deutschland
Ziegenserum (engl. normal goat serum [NGS]) 3 %, 5%
Carl Roth GmbH + Co. KG
Bovines Serumalbumin (BSA) 5% 76185 Karlsruhe
Deutschland
2.6.3 Gerate und Materialien
Gerite Typ Hersteller
Mikroskop (Olympus) BX 63 Olympus Europa SE & Co KG
i ._ 20097 Hamburger
Mikroskop Digitalkamera (Olympus) DP 80 Deutschland
. . Axioplan 2
Mikroskop (Zeiss) imaging Carl Zeiss Microscopy GmbH

Mikroskop Digitalkamera (Zeiss)

AxioCam Hrc

MCT Scanner

MicroXCT-200

07745 Jena
Deutschland
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Gerite Typ Hersteller

Marzhauser Wetzlar GmbH &
Mikroskop (Zeiss) Co. KG
motorisierter Tisch EK 32 75x56 35579 Wetzlar

Deutschland

Leica Mikrosysteme Vertrieb

. o GmbH

Mikrotom mit vibrierendem Messer VT 1000 S 35578 Wetzlar

Deutschland

Beurer GmbH
Haushaltswaage zur Gewichtsbestimmung KS 36 89077 Ulm

Deutschland

Wasseraufbereitungssystem

SG Reinwasser-
System clear

SG Wasseraufbereitung und
Regenerierstation GmbH
22885 Barsbilittel
Deutschland

Fluoreszenzlampe

HXP 120

Leistungselektronik JENA
GmbH

07747 Jena

Deutschland

010 OTG

DEV-11343

SparkFun Electronics
Niwot, CO 80503
USA

Steuerplatine

© Marc Matthes

Gilson Peristaltikpumpe

Minipuls 3

Gilson, Inc.
Middleton, WI 53562-0027
USA

Samsung Galaxy Tab S

SM-T700

Samsung Electronics GmbH
65824 Schwalbach / Ts.
Deutschland

touch screen box

© Henry Biirth

Feinwaage

ATILON

Precision Weighing Balances
Bradford, MA 01835-8232
USA

Dosierpumpe

AP-40

Gemke Technik GmbH
58256 Ennepetal
Deutschland

Spritze

5mi

Spritze

1 ml

Becton Dickinson GmbH
69126 Heidelberg
Deutschland

Kanule

20G x 2"

Terumo Deutschland GmbH
65760 Eschborn
Deutschland

Hybridisierungsofen

ProBlot
Hybridization
Oven

Labnet International
Edison, NJ 08837
USA
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Gerite Typ Hersteller
GFL-Gesellschaft fiir
Schiittler 3005 Labortechnik mbH

30938 Burgwedel
Deutschland

Morris water maze Arena

open field Arena

Harvard Apparatus
Holliston, MA 01746
USA

Digitalkamera far MWM Logitech C905 |Logitech Europe S.A.
o . ] 1015 Lausanne

Digitalkamera fur OF Logitech C300 | gchweiz

Carl Zeiss AG
Immersol® 518 C 73446 Oberkochen

Deutschland

® R. Langenbrinck GmbH
Objekttrager Superfrost 79312 Emmendingen
Plus

Deutschland

UHU GmbH & Co. KG
UHU® Cyanoacrylat-Kleber Art.-Nr.:45415 | 77815 Buhl

Deutschland

Probenbehalter
(20 ml) aus PP

Scannbehalter mit aus Lagerbestanden
Schnappverschl
uss
Corning Incorporated
Falcon® 24-well-Platte REF:351147 Tewksbury, MA 01876
USA
Philips GmbH
. INFRARED -
Rotlichtlampe R95E 100W 22335 Hamburg

Deutschland

2.6.4 Software

Software Version |Beschreibung Hersteller

3DSlicer 440 3D-Rekonstruktions-software | OPS" Source software platform
www.slicer.org

Android | Applikation
_ _ Studio | Entwicklungsumgebung Google LLC
Android Studio 53 Mountain View, CA 94043
. JRE: 1.8.0_112-release-b06 amd64
USA
JVM: OpenJDK 64-Bit Server VM by JetBrains s.r.o
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Software Version |Beschreibung Hersteller
Swiss Academic Software
. I . GmbH
Citavi 5.4.0.2 |Zitationsassistent 8820 Wadenswil
Schweiz
Dendrites (Java) - Verarpeltung der Rohdaten der © Sascha Grothe
Dendritenrekonstruktion
GraphPad Software
GraphPad Prism 5.01 statistische Auswertung La Jolla, CA 92037
USA
Projekt der
. . Canonical Group Limited
Inkscape 0.48.3.1 |Bildbearbeitung London SE1 0SU
GroRbritannien
Verarbeitung der Rohdaten
MWM Training (Python) | - aus dem Morris water maze © Alexander Bracke
Versuch
Neurolucida 9 Rekonstruktion der Dendriten | MBF Bioscience
NeuroExplorer 9 Rekonstruktionen USA
Libre Office Calc 5.2.7.2 |Tabellenkalkulation The Document Foundation
10707 Berlin
i i i Deutschland
Libre Office Writer 52.7.2 Textprogramm
Python Software Foundation
Python 3.5 Programmiersprache Beaverton, OR 97008
USA
SMART Jr. Havard Apparatus
Tracking Software Holliston, MA 01746
SMART USA
Simple Webcam 10 Vldeoaufze|chnqr)g c_ier © Idan ltzhaky
Recorder operanten Konditionierung
SDK 4.4 . © Marc Matthes/Alexander
VD-App (Java) KitKat touch screen learning Bracke

VD Trial Log Read
(Python)

Auslesen der VD Datensatze
(Excel-Format)

© Alexander Bracke

43



Ergebnisse

3. Ergebnisse

In dieser Arbeit sollte an einem Mausmodell eine mdgliche Auswirkung von Adipositas auf
Kognition analysiert werden. Von Interesse waren dabei Veranderungen auf
makroskopischer Ebene, wie Volumen- und Masseveranderungen der Hirnsubstanz, sowie
auf mikroskopischer Ebene, wie Veranderungen in der Dichte dendritischer
Dornenfortsatze und Auswirkungen auf die Bildung neuer Neuronen im Hippocampus
(adulte Neurogenese). Darlber hinaus sollte eine Beeinflussung des Verhaltens Uberpruft
werden und dabei der Fokus aufgrund der eingeschrankten Mobilitat der ob-Tiere nicht auf
motorischen Differenzen, sondern auf qualitativen Unterschieden bei der Bewaltigung der
Verhaltensversuche liegen. Alle Versuche wurden mit Mausen im Alter zwischen 4 und 6

Monaten durchgefiihrt.

3.1 Gewichtsmessung

Leptin-defiziente Mause zeigen aufgrund der gestérten Regulation der Futteraufnahme
einen stark adipdésen Phanotyp (siehe 1.1.1 Allgemeine Bemerkungen zur Adipositas), den
sie aber erst mit zunehmendem Alter voll entwickeln. Daher sollte zunachst das Alter
bestimmt werden, ab dem adipdse Tiere mindestens das doppelte Korpergewicht der
Wildtyptiere aufwiesen. Dazu wurde die Entwicklung des Korpergewichts bei jeweils 48 wt-

und ob-Tieren ab dem Alter von 48 Tagen untersucht (siehe Abbildung 15).

Korpergewicht
(wt = Wildtyp; ob = adipds)
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Abbildung 15: Entwicklung des Kérpergewichts

Im Vergleich zu Wildtypkontrolitieren haben
adulte Leptin-defiziente Mduse ein deutlich
héheres Kérpergewicht. Dargestellt ist die
Entwicklung des Kérpergewichts von je 48 wt- und
ob-Tieren ab einem Alter von 48 Tagen

(Mittelwert + Standardabweichung). Datenpunkte von
jeweils 10 Tagen wurden dabei zusammengefasst.
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Die Bestimmung des Koérpergewichts belegte einen bereits im Alter von vier Monaten (120
Tage) stark ausgepragten adiposen Phanotyp. Mause, die das Wildtypallel trugen, hatten ein
Korpergewicht von durchschnittlich 26,4 g. Die Leptin-defizienten Mause dagegen wogen zu
diesem Zeitpunkt mit durchschnittlich 55,1 g mehr als doppelt so viel. Ein Alter von
mindestens vier Monaten wurde daher fir die nachfolgenden Untersuchungen festgelegt, um

einen starken phanotypischen Gewichtsunterschied voraussetzen zu kénnen.

3.2 Futteraufnahme

Wie bereits gezeigt, resultiert der adipése Phanotyp der ob-Tiere aus der fehlenden
Regulation der Futteraufnahme und der damit einhergehenden Hyperphagie (Lutz und
Woods 2012; Halaas et al. 1995). Die Bestimmung der individuellen Futteraufnahme pro
Tag bei ad libitum Futtergabe diente als Vorversuch flr belohnungsabhangige
Verhaltensversuche (operante Konditionierung). In 275 Einzelmessungen an 33 wt- und 30
ob-Tieren konnte gezeigt werden, dass ob-Tiere etwa 25 % mehr Futter pro Tag

aufnehmen als Wildtypkontrolltiere (siehe Abbildung 16).

Futteraufnahme
(wt = Wildtype; ob = adipos)

*kk

Futteraufnahme in g/Tag
S

N=33 N=30
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Abbildung 16: Futteraufnahme

Leptin-defiziente Mduse nehmen bei ad libitum
Futtergabe pro Tag etwa 25 % mehr Futter zu
sich als Wildtypkontrolltiere. Dargestellt ist die
tiber den Zeitraum von einer Woche gemittelte
aufgenommene Futtermenge (Welch t-Test,
Mittelwert + Standardfehler; p-Wert < 0,05 = *,
p-Wert < 0,01 = **, p-Wert < 0,001 = **%

N = Stichprobengréf3e).

Die hier erhaltenen Ergebnisse wurden zur Berechnung der Futtermenge flr die operante
Konditionierung herangezogen (siehe 3.6.3 Operante Konditionierung), da die Tiere fur

diese Untersuchung einer milden Futterdeprivation unterzogen werden sollten.
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3.3 Morphometrie

In dieser Arbeit sollten die GroRenverhaltnisse der Maushirne zwischen wt- und ob-Tieren
untersucht werden. Dabei war nicht nur das Volumen beziehungsweise Gewicht des
gesamten Mausgehirns von Interesse, sondern ebenso auch das Volumen des
Hippocampus. Das Gesamtvolumen eines Mausgehirns lasst sich mittels eines eleganten,
gleichsam unkomplizierten Versuchsaufbaus nach dem archimedischen Prinzip
bestimmen. Fur die Volumenbestimmung von Substrukturen des Gehirns ist dieser Ansatz
allerdings nicht anwendbar, daher wurden computertomographische Aufnahmen angefertigt

und ausgewertet.

Die erhaltenen Absolutwerte beider Methoden lassen sich allerdings nicht unmittelbar
miteinander vergleichen, da im Zuge der Vorbereitung fir die CT-Untersuchung die Proben
dehydriert wurden (aufsteigende Alkoholreihe), so dass die erhaltenen Mittelwerte der

CT-Daten kleinere Hirnvolumina zeigen.

3.3.1 Hirngewichte und Volumenbestimmung mittels Mikrovolumeter

Von jeweils 19 explantierten wt- beziehungsweise ob-Maushirnen wurde sowohl das
Gewicht als auch das Volumen Dbestimmt (siehe 2.2.4.1 Volumen- und
Gewichtsbestimmung). Dabei konnten signifikante Unterschiede zwischen wt- und
ob-Maushirnen festgestellt werden. Sowohl das Gewicht als auch das Volumen fielen bei

ob-Tieren um etwa 10 % geringer aus (siehe Abbildung 17).

A) B)
Hirngewicht Hirnvolumen
0 (wt = Wildtyp; ob = adip6s) 800~ (wt = Wildtyp; ob = adip6s)
ek nE Kk
2 0.6 € 6001
= £
L S
2 )
g 0.4 g 400-
g g
£ 0.2 £ 200
N=19 N=19 = N=19 N=19
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Abbildung 17: Morphometrie - Mikrovolumeter

Leptin-defiziente Méduse haben signifikant leichtere Gehirne und kleinere Hirnvolumina
verglichen mit Wildtypkontrolltieren. Dargestellt ist A) das Hirngewicht und B) das Hirnvolumen
(Student’s t- Test, Mittelwert + Standardfehler; p-Wert < 0,05 = * p-Wert < 0,01 = **,

p-Wert < 0,001 = ***; N = Stichprobengréf3e).
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3.3.2 3D-Rekonstruktion von computertomographischen Aufnahmen

Durch 3D-Rekonstruktionen von CT-Aufnahmen konnte das Gesamtvolumen des
Maushirns, so wie die Volumina des Ventrikelsystems (Daten hier nicht gezeigt) und des
Hippocampus bestimmt werden. Dazu wurden funf Wildtypkontrolltiere und sechs ob-Tiere

untersucht.

Auch mit diesem Versuchsansatz konnte ein statistisch signifikanter Unterschied im
Gesamtvolumen der Maushirne um etwa 30 mm? (ca. 10 %) zwischen wt- und ob-Tieren
nachgewiesen werden (siehe Abbildung 18 A). Zur Bestimmung des Gesamthirnvolumens

wurde die Differenz aus dem Hirnvolumen und dem Ventrikelvolumen bestimmt.

Beim Hippocampusvolumen ergab sich jedoch kein signifikanter GroRenunterschied
zwischen den beiden untersuchten Gruppen (siehe Abbildung 18 B), was daher auf einen
im Verhaltnis zum Hirngesamtvolumen grélkeren Hippocampus bei ob-Tieren schlielen
lasst. Das Verhaltnis von Hippocampusvolumen bezogen auf das jeweilige Hirnvolumen
bestatigte diese Vermutung rechnerisch und zeigte, dass der Hippocampus der ob-Tiere

proportional signifikant gréRer ist (siehe Abbildung 18 C).
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Abbildung 18: Morphometrie - Computertomographie

Leptin-defiziente Mduse haben signifikant kleinere Hirnvolumina, zeigen aber ein signifikant
vergroBertes Verhéltnis von Hippocampus zu Hirngesamtvolumen verglichen mit
Wildtypkontrolltieren. Dargestellt ist A) das Hirngesamtvolumen, B) das Hippocampusvolumen und
C) das Verhéltnis von Hippocampus- und Hirnvolumen (Student’s t- Test, Mittelwert + Standardfehler;
p-Wert < 0,05 = *, p-Wert < 0,01 = **, p-Wert < 0,001 = ***; N = Stichprobengréi3e).

3.4 Immunfluoreszenzfarbung

Bei der Untersuchung der adulten Neurogenese im Hippocampus wurde die neuronale
Differenzierung, sowie die Proliferations- und Apoptoserate unter Hilfenahme spezifischer
neuronaler Marker analysiert (siehe Abbildung 19). Ausgewertet wurden je Farbung
mindestens 9 wt-Tiere beziehungsweise mindestens 8 ob-Tiere. Es konnten keine
signifikanten Unterschiede in der Anzahl Caspase 3 (wt: 24,42 + 2,748; ob: 24,5 + 2,486)
positiver Zellen gefunden werden (Abbildung 19 C), also war keine Veranderung beziiglich
der Apoptose zu belegen. Allerdings wurden signifikant weniger p-Histone H3 (Proliferation,
wt: 1404 £ 88,82; ob: 1150 +77,54) und auch weniger Doublecortin (neugebildete
Neurone, wt: 1677 £ 61,39; ob: 1137 + 119,2) positive Zellen im Gyrus dentatus von Leptin-
defizienten Mausen gezahlt (Abbildung 19 A und B).
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Abbildung 19: Immunfluoreszenzférbung

Leptin-defiziente Mduse haben weniger Doublecortin sowie p-Histone H3 positive Zellen, jedoch
vergleichbar viele Caspase 3 positive Zellen im Gyrus dentatus verglichen mit
Wildtypkontrolitieren. Dargestellt ist das Veerhéltnis an positiven Zellen im Gyrus dentatus (linke und
rechte Hemisphére summiert) in Prozent normiert auf den entsprechenden Wert der
Wildtypkontrolltiere fiir A) p-Histone H3 (Proliferationsmarker), B) Doublecortin (Neurogenesemarker)
und C) Caspase 3 (Apoptosemarker) (Student’s t- Test, Mittelwert + Standardfehler; p-Wert < 0,05 = *,
p-Wert < 0,01 = **, p-Wert < 0,001 = ***; N = Stichprobengrél3e), sowie exemplarisch die
entsprechenden mikroskopischen Bilder von A') p-Histone H3 positiven, B') Doublecortin positiven und
C') Caspase 3 positiven Zellen (siehe Markierung). Die Fluoreszenzsignale wurden mit einen Olympus
BX63 Mikroskop mit 25,2-facher Vergré3erung (40-fach Objektiv, 0,63-fach Kamera) im Gyrus
dentatus des Hippocampus von wt-Mé&usen aufgenommen.
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3.5 Analyse der dendritischen Dornen

Im Hippocampus kommuniziert die Mehrheit der afferenten, exzitatorischen Axone Uber
dendritische Dornen (spines) mit dem postsynaptischen Neuron (Megias et al. 2001). Das
bedeutet, dass die Anzahl der spines Rulckschlisse Uber den Verschaltungsgrad dieser
Hirnregion zulasst. Aus diesem Grund wurde die Dichte der spines in der CA1-Region

ausgewertet.

Dabei wurde die Anzahl dendritischer Dornen pro Dendritenabschnitt ausgewertet und in
der spine-Dichte (relative spine-Anzahl bezogen auf 1 ym Dendritenlange) angegeben. Es
wurden je ca. 20 apikale und ca. 20 basale Einzeldendriten von Pyramidenzellen der
CA1-Region des Hippocampus pro Tier und insgesamt jeweils sechs Tiere pro Genotyp
untersucht.

Obgleich eine Tendenz erkennbar ist, dass ob-Tiere eine hdhere Dichte dendritischer
Dornenfortsatze sowohl bei apikalen (wt: 1,193 + 0,036; ob: 1,367 £ 0,074) als auch bei
basalen (wt: 1,137 £ 0,027; ob: 1,206 + 0,064) Dendriten der Pyramidenzellen in der
CA1-Region aufzeigen, konnte jedoch kein signifikanter Unterschied festgestellt werden
(Abbildung 20).
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Abbildung 20: Dichte dendritischer Dornen

Die Dichte der pyramidalen Dornenfortsétze an apikalen und an basalen Dendriten der
CA1-Region des Hippocampus unterscheidet sich nicht zwischen wt- und ob-Mé&usen.
Dargestellt ist die Dichte dendritischer Dornenfortsétze an A) apikalen und B) basalen
Dendriten von Pyramidenzellen der CA1-Region des Hippocampus (Student’s t- Test,
Mittelwert £ Standardfehler; p-Wert < 0,05 = *,p-Wert < 0,01 = **, p-Wert < 0,001 = ***;

N = Stichprobengrél3e), sowie exemplarisch die entsprechenden mikroskopischen Bilder
apikaler Dendriten von A’) Wildtypkontrolltieren und B') adip6sen ob-Mé&usen. Die Dendriten
wurden mit einen Olympus BX63 Mikroskop mit 63-facher VergréBerung (100-fach Objektiv,
0,63-fach Kamera) in der CA1-Region des Hippocampus aufgenommen.
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3.6 Verhaltensversuche

3.6.1 Open field

Der OF Versuch dient zuverlassig der Beurteilung der generellen lokomotorischen Aktivitat.
Die aufgrund des adipésen Phanotyps zu erwartenden Unterschiede bezlglich der
Mobilitdt der ob-Tiere zu ihren Wildtypkontrollen wurden durch diesen Versuch mit
insgesamt 29 wt- beziehungsweise 32 ob-Tieren bestatigt.

Sowohl die Uber die Zeitspanne von 7 Minuten zurlckgelegte Distanz, beziehungsweise
die mittlere Geschwindigkeit, als auch die Dauer des Aufrichtens (kumulierte Dauer in
Sekunden, die sich die Tiere an der Arenawand aufrichten) waren bei ob-Tieren signifikant

verringert (siehe Abbildung 21).
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Abbildung 21: Open field

Leptin-defiziente Méduse legen verglichen mit Wildtypkontrolltieren signifikant kiirzere
Distanzen zuriick und richten sich weniger an der Arenawand auf. Dargestellt sind A) die
zurtlickgelegte Distanz (Student’s t-Test), B) die Dauer des Aufrichtens an der Arenawand

(Welch t-Test) und C) die mittlere Geschwindigkeit (Student’s t-Test). (Mittelwert + Standardfehler;
p-Wert < 0,05 = *, p-Wert < 0,01 = **, p-Wert < 0,001 = ***; N = Stichprobengréi3e).
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Diese Unterschiede in der generellen lokomotorischen Aktivitat wurden bei der Beurteilung

und Interpretation weiterer Verhaltensversuche beriicksichtigt.

3.6.2 Morris water maze

Das MWM bietet die Moglichkeit, Lernvorgange, bei denen der Hippocampus eine
essentielle Rolle spielt, wie raumliche Orientierung und die Bildung neuer

Gedachtnisinhalte, zu untersuchen.

In Abbildung 22 ist die Auswertung der Zeit bis zum Erreichen der Plattform, der
zurtckgelegten Distanz und der mittleren Schwimmgeschwindigkeit vor dem
Plattformwechsel (Abbildung 22 A, C und E) und nach dem Plattformwechsel (Abbildung 22

B, D und F) dargestellt. Insgesamt wurde je Genotyp 26 Individuen untersucht.

In diesem Versuch zeigten wt- und ob-Tiere vergleichbar gute Leistungen, die verborgene
Plattform zu lokalisieren. Wie sich anhand der open field Daten vermuten lie}, war die
mittlere Schwimmgeschwindigkeit der ob-Tiere an jedem Versuchstag signifikant geringer
(Abbildung 22 E und F). Dennoch war die benétigte Zeit bis zum Erreichen der Plattform,
mit Ausnahme des flinften Versuchstages der ersten Trainingswoche, nicht signifikant
verschieden (Abbildung 22 A und B). Die Unterschiede in der zurtickgelegten Distanz an
Versuchstag eins und funf der ersten Versuchswoche sind zwischen ob- und wt-Tieren
signifikant, in der zweiten Trainingswoche waren keinerlei Unterschiede zu finden
(Abbildung 22 C und D).
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Abbildung 22: Morris water maze - Training
Leptin-defiziente Mduse zeigen verglichen mit Wildtypkontrolitieren gleichermaB3en gute
Leistungen, die verborgene Plattform zu lokalisieren. Dargestellt sind A) das Zeitintervall bis zum
Erreichen der Plattform, C) die zuriickgelegte Distanz und E) die mittlere Schwimmgeschwindigkeit.
B), D) und F) zeigen die Darstellungen fiir die zweite Trainingswoche (Plattformwechsel). Jedes
Datenpaar eines Versuchstages wurde mittels Student’s t-Test ausgewertet
(Mittelwert + Standardfehler; p-Wert < 0,05 = *, p-Wert < 0,01 = **, p-Wert < 0,001 = ***;
N = Stichprobengréfle).
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Die Auswertung der Schwimmbewegung auf die Plattformposition zu im Verhaltnis zur
Gesamtschwimmbewegung erlaubt eine Einschatzung der Zielgenauigkeit, mit der die
Plattform angesteuert wurde. Dieser Parameter ist nicht von der Schwimmgeschwindigkeit
abhangig (siehe Abbildung 23). Die Auswertung dieses Parameters zeigte, dass ob-Tiere mit
vergleichbarer Zielgenauigkeit die Plattform erreichten und in der zweiten Trainingswoche

sogar signifikant bessere Ergebnisse erzielen konnten.

A) Morris Water Maze B) Morris Water Maze (Plattformwechsel)
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Abbildung 23: Morris water maze - Bewegungsrichtung

Adipdse ob-Tiere zeigen tendenziell eine prdzisere Bewegung auf die
Plattformposition zu. Dargestellt ist der prozentuale Bewegungsanteil auf die
Plattform zu in A) der ersten Trainingswoche und B) der zweiten Trainingswoche
(Plattformwechsel). Jedes Datenpaar eines Versuchstages wurde mittels Student’s
t- Test ausgewertet (Mittelwert + Standardfehler; p-Wert < 0,05 = *,

p-Wert < 0,01 = **, p-Wert < 0,001 = ***; N = Stichprobengréi3e).

Am jeweils sechsten Tag einer Versuchswoche wurde die Plattform aus dem water maze
entfernt (Finalversuch) und die Dauer bis zum Erreichen der Plattformposition sowie die
mittlere Geschwindigkeit gemessen. Auflierdem wurde die Aufenthaltsdauer im
Zielquadranten (Quadrant, in dem sich die Plattform befunden hat) in Prozent ausgewertet
(siehe Abbildung 24). Signifikante Unterschiede zwischen wt- und ob-Tieren sind hier nur
bei der Auswertung der mittleren Schwimmgeschwindigkeit zu finden.

Der Morris water maze Versuch st vor allem zur Untersuchung von
hippocampusabhangigem Lernen konzipiert. Um auch neokortikale Lernprozesse
untersuchen zu kdnnen, sollten die Tiere mitttels der operanten Konditionierung (visuellen

Diskrimination) getestet werden.
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Abbildung 24: Morris water maze - Finalversuch
Im Finalversuch zeigen ob- Tiere keine signifikanten Unterschiede beim Erreichen der Plattform
oder der Aufenthaltsdauer im Zielquadranten, jedoch ist die Schwimmgeschwindigkeit
signifikant verringert. Dargestellt sind A) die Dauer bis zum Erreichen der Plattformposition (Student
‘s t- Test), C) die mittlere Schwimmgeschwindigkeit (Welch t- Test) und E) die prozentuale
Aufenthaltsdauer im Zielquadranten (Student’s t- Test). B) (Student’s t- Test), D) (Welch t- Test) und F)
(Student’s t- Test) zeigen die Darstellungen nach der zweiten Trainingswoche (Plattformwechsel).
(Mittelwert + Standardfehler; p-Wert < 0,05 = *, p-Wert < 0,01 = **, p-Wert < 0,001 = ***
N = Stichprobengréf3e).
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3.6.3 Operante Konditionierung

Die Methode der operanten Konditionierung mittels visueller Stimuli wurde wahrend dieser
Arbeit etabliert. Orientierung gab dabei die Publikation von Horner et al. aus dem Jahr
2013 (Horner et al. 2013).

Die nachfolgenden Daten sind Teil der Etablierungsphase, die nach deren Abschluss in

zuklnftigen Versuchen reproduziert werden sollten.

Die vorlaufigen Daten von vier wt- beziehungsweise 3 ob-Tieren zeigten, dass beide
Stimuli als CS+ akzeptiert wurden. Eine Verzerrung der Ergebnisse aufgrund der
Bevorzugung eines der Stimuli war nicht zu beobachten. Nach acht Versuchstagen stieg
bei ob-Tieren die Wahrscheinlichkeit mit dem CS+ zu interagieren deutlich Gber 50 %. Bei
wt-Tieren war das Ergebnis nicht im gleichen MalRRe Uberzeugend. Fur die Etablierung
dieses Versuchs wurde insgesamt mit je vier Wildtyp- und vier Leptin-defizienten Mausen
gearbeitet. Der finale Test des stabil lauffahigen Programms konnte, durch naturliche
Verluste bedingt, nur mit insgesamt sieben Individuen durchgeflihrt werden. In

Abbildung 25 sind die Ergebnisse beider Genotypen zusammengefasst.

A) Operante Konditionierung B) Operante Konditionierung
Wahl des korrilftf.“ Stimulus (CS+) Wahl des korrekten Stimulus (CS+)
100 %- lere 100 %- ob Tiere

75 %- —— Flugelrad 75 %-

—+— Murmeln

—— Flugelrad
—— Murmeln

50 % 50 %-

25 %- 25 %-

0 % T T T T T T T T 0%
1 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 4 5 6 7 8

Versuchstag Versuchstag

Abbildung 25: Visuelle Diskrimination (Phase 6)

Ein Lernerfolg ist fiir beide Stimuli (Murmeln und Fliigelrad) belegbar. Dargestellt ist der prozentuale
Anteil der Interaktionen mit dem CS+ im Verhéltnis zur Gesamtzahl an Einzelversuchen (trials + correction
trials) fiir A) Wildtypkontrolltiere und B) adip6se ob-Tiere. Jede Datenlinie représentiert ein Individuum.
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4. Diskussion

Die krankhafte Fettleibigkeit, oder auch Adipositas, wird immer mehr zu einem weit
verbreiteten Gesundheitsproblem in der gesamten Weltbevdlkerung. Der Anteil der
adipdsen Menschen ist in den letzten Dekaden dramatisch gestiegen (OECD: Fettleibigkeit
und Ubergewicht nehmen in den OECD-Landern weiter zu, zuletzt geprift am 02.09.2017;
WHO: Website der WHO, zuletzt geprift am 02.09.2017). Dies bedeutet nicht nur eine
Herausforderung fur die Gesundheitsversorgung der einzelnen Lander, da Adipositas
Komorbiditaten wie Hypertonie, Hypertriglyceridamie, Diabetes mellitus oder bestimmte
Krebsarten bedingen kann (Bray 2004; Després et al. 2001; Malnick und Knobler 2006),
sondern auch eine personliche Birde fir die Betroffenen, die oft mit Ausgrenzung und
Vorurteilen zu kampfen haben (Latner und Stunkard 2003; Neumark-Sztainer et al. 1998;
Sobal et al. 1995; Brewis et al. 2011). Darlber hinaus wird das Gewichtsproblem der
Betroffenen durch die Stigmatisierung durch die Gesellschaft noch zusatzlich verstarkt und
fihrt dann in einem Teufelskreis zur weiteren Gewichtszunahme, wie Alexandra Brewis
2014 in einem Ubersichtsartikel ausgefiihrt hat (Brewis 2014).

Bisherige Studien an menschlichen Probanden legen einen Zusammenhang zwischen
Adipositas und Kognition, wie genereller geistiger Leistungsfahigkeit (Halkjaer et al. 2003),
psychomotorischer Koordination (Etou et al. 1989; Cournot et al. 2006), visuellem und
sprachlichem Gedachtnis (Boeka und Lokken 2008; Cournot et al. 2006) oder genereller
Sprachkompetenz (Boeka und Lokken 2008) nahe, wobei andere Arbeiten diesen
Zusammenhang wiederum nicht herstellen konnten (Gonzales et al. 2010; Boeka und
Lokken 2008; Pignatti et al. 2006; Ariza et al. 2012). Die Schwierigkeit, diese Ergebnisse
aus Humanstudien angemessen zu interpretieren, liegt in den unterschiedlichen
methodischen Anséatzen, die innerhalb der einzelnen Publikationen verwendet wurden, um
die erhaltenen Ergebnisse zu analysieren. Parameter wie Alter, Geschlecht, Bildungsgrad
oder Komorbiditdten werden teilweise, aber nicht ubiquitdr bei der Auswertung bedacht
(Prickett et al. 2015).

Im Tiermodell lasst sich, im Vergleich dazu, ein Zusammenhang zwischen Kognition und
Adipositas unter kontrollierteren Bedingungen und mit weitaus weniger genetischer Vielfalt
der untersuchten Individuen analysieren. In dieser Arbeit wurde daher die Auswirkung von
Adipositas auf Kognition mit Hilft eines Tiermodells, der Leptin knockout Mauslinie, im

Detail untersucht.
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4.1 Bemerkungen zum Leptin knockout Mausstamm

Der Leptin knockout Mausstamm geht auf eine spontane Mutation der V/Le Mauslinie aus
dem Jahr 1949 im ,The Jackson Laboratory” zuriick. Ingalls et al. beschrieben 1950, dass
diese Tiere bereits im Alter von 4 Wochen deutliche Anzeichen von Ubergewicht zeigten
(Ingalls et al. 1950; Ingalls et al. 1996). Aufgrund des Phanotyps wurde die Abklrzung ob
(adipds, engl. obese) vorgeschlagen. Mittlerweile ist bekannt dass der ob-Phanotyp auf
einer spontanen Punktmutation und den damit einhergehenden vorzeitigen Abbruch der
Leptinhormongentranskription beruht. Bei einer ad libitum Futteraufnahme kommt es
aufgrund der fehlenden hormonellen Riickkopplungsmechanismen zu einer Hyperphagie
mit resultierender Adipositas (Lutz und Woods 2012).

Mit zunehmendem Alter erreichen Leptin-defiziente Mause ein mehr als doppelt so hohes
Kdrpergewicht wie gleichaltrige  Kontrolltiere  (siehe 3.1 Gewichtsmessung und
Abbildung 26) und stellen damit ein praktikables und valides Tiermodell fir die

Untersuchung durch Ubergewicht ausgeloster Effekte dar.

Abbildung 26: Phénotyp des Leptin knockout Stamms

Dargestellt sind eine Wildtypmaus (links) und eine adipése, Leptin-defiziente Maus (rechts)
gleichen Alters.

59



Diskussion

In der Literatur sind neben Diat induzierten Adipositastiermodellen auch haufig zwei andere
genetische Nagetiermodelle zu finden, die zur Untersuchung von Adipositas oder eines
dysfunktionalen Leptinsignalwegs eingesetzt werden. Es handelt sich hierbei um db/db
(engl. diabetic) Mause und, nach den Erstbeschreibern Theodore und Lois Zucker benannt
(Zucker und Zucker 1961), fa/fa (engl. fatty) Zucker-Ratten. Bei diesen Modellen ist der
Leptinrezeptor nicht mehr funktionsfahig und das noch vorhandene Hormon Leptin kann
seine Wirkung dementsprechend nicht entfalten (Lutz und Woods 2012). Obwohl also in
db-Mausen und in ob-Mausen das gleiche biologische System funktionslos geworden ist,
sieht man dennoch Unterschiede in deren Phanotyp. So kommt es bei db-Mausen im
Gegensatz zu ob-Tieren zur permanenten Ausbildung eines Diabetes mellitus. Bei
Verwendung von ob-Tieren, wie in unserem Fall, wird die Hyperglykdmie als mild und
transient beschrieben (Janvier Labs: RESEARCH MODELS - OBESE, zuletzt geprift am
05.11.2017; Janvier Labs: RESEARCH MODELS - DIABETIC, zuletzt gepruft am
05.11.2017). Dies ist ein weiterer Vorteil der ob-Maus als Modellorganismus fur Adipositas,
ist doch in diesem Modell die gré3ere Schnittmenge mit der klinischen Realitat zu sehen.
Tatsachlich leiden adipdése Menschen haufig an einer Leptinresistenz (Jéquier 2002;
Munzberg et al. 2005; Maffei et al. 1995), der Leptinrezeptor ist also weiterhin intakt, jedoch

wird Leptin nicht mehr von diesem erkannt.

Auch im Verhalten zeigen die beiden Mauslinien Unterschiede. So sind fur db-M&ause
Defizite im Morris water maze Versuch publiziert (Li et al. 2002), wohin gegen unsere
Daten keine Unterschiede in diesem Versuch zeigten (siehe 4.5 Adipositas beeinflusst das
Verhalten, aber nicht das raumliche Lernvermdégen und Abbildung 23). Solche
Unterschiede kénnten auf weitere Funktionen des Leptinrezeptors hinweisen, die nicht mit
dem Hormon Leptin zusammenhangen. Das Hormon-knockout-Mausmodell (ob) ist von
diesem Standpunkt aus betrachtet dem Rezeptor-knockout-Modell (db) vorzuziehen, denn
es spiegelt die pathophysiologischen Verhaltnisse in adipdsen Menschen eher wider, die

noch Uber einen Leptinrezeptor verfligen.

Die meisten Verhaltensversuche mit Tieren setzten eine uneingeschrankte Mobilitat der
Versuchstiere voraus. Daher muss ein experimentelles Design gewahlt werden, welches
das zu erwartende Bewegungsdefizit der Ubergewichtigen ob-Tiere in der Datenanalyse
und -auswertung bericksichtigt. Aus diesem Grund wurde der Versuchsaufbau bei der
operanten  Konditionierung an die Mobilitdtseinschrankung angepasst (siehe
2.2.7.3 Operante Konditionierung und Abbildung 9).
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Naturlich ist zu beachten, dass es sich bei einem Tiermodell immer um ein artifizielles
System handelt, dass sich in diesem Fall nur asymptotisch an das Problem der Adipositas
im Menschen annahern kann. Um die kognitiven Auswirkungen von Adipositas umfanglich
auf morphologischer, zellularer und der Verhaltensebene untersuchen zu kénnen, ist ein
Tiermodell ganz generell jedoch der beste Ansatz. Eine reduktionistischer Ansatz, wie zum
Beispiel durch Untersuchungen in der Zellkultur, ware im weiterfihrenden Experimenten
eine Bereicherung des Methodenspektrums, um Unterschiede auf zellularer Ebene zu

finden.

Die Forschung an einem Tiermodell hat gegenuber der klinischen Studie am Menschen
den Vorteil, dass ein direkter Zugang zu einem gewahlten Zeitpunkt zum untersuchten
Organ moglich ist. Damit sind auch zellmorphologische, morphometrische oder

Immunfluoreszenzuntersuchungen im biologischen Zellverband mdglich.

4.2 Adipositas fuhrt zu einer relativen GrolRenverschiebung des
Hippocampus

Die Arbeiten von Ahima et al. konnten zeigen, dass der Leptin knockout bei Mausen in
einem kleineren Hirnvolumen resultiert (Ahima et al. 1999). Nicht untersucht wurde dabei,
inwieweit bestimmte Hirnregionen besonders oder weniger stark betroffen waren. Die
Ergebnisse dieser Arbeit bestatigen einen absoluten Volumenunterschied des
Gesamtgehirns zwischen ob-Tieren und deren Wildtypkontrollen (Abbildung 17). Der
Grélenunterschied lasst sich dabei durch die fehlende Wirkung des Leptins wahrend der
Ontogenese des Gehirns erklaren. Hierbei spielt Leptin als Wachstumsfaktor offenbar eine
wichtige Rolle (Steppan und Swick 1999; Ahima et al. 1999). Somit handelt es sich bei dem
Grolenunterschied nicht um eine Schrumpfung, sondern ein vermindertes Wachstum.
Ahima et al. konnten zeigen, dass durch die postnatale (Alter: 4-10 Wochen),
intraperitoneale Gabe von Leptin diesem verminderten Wachstum entgegen gewirkt
werden kann (Ahima et al. 1999). Bei genauerer Analyse des Hippocampusvolumens
zeigte sich in unseren Untersuchungen, dass ob-Tiere proportional zum
Hirngesamtvolumen grofere Hippocampi im Vergleich zu Wildtypkontrolltieren besitzen
(Abbildung 18). Dieser relative GroRenunterschied kdnnte das gute Abschneiden der
ob-Tiere in hippocampusabhangigem Lernverhalten mit erklaren (siehe 4.5 Adipositas

beeinflusst das Verhalten, aber nicht das raumliche Lernvermdégen).

Das Volumen des Hippocampus zu bestimmen hat in der Tat biologische Bedeutung, da
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eine Studie an 420 menschlichen Probanden zeigen konnte, dass adipése Probanden

kleinere Hippocampusvolumina auswiesen (Cherbuin et al. 2015).

Dass die makroskopische Grofie des Hippocampus sich an die an ihn gestellten Aufgaben
anpassen kann, zeigte eine Studie an Londoner Taxifahrern (Maguire et al. 2000). Diese
Studie belegte, dass, wenn eine Versuchsgruppe im besonderen Male auf
hippocampusabhangiges Lernen angewiesen war, sich die Struktur des Hippocampus in
signifikanter Weise unterschied, in diesem Fall zwischen Londoner Taxifahrern mit
mindestens eineinhalb Jahren Berufspraxis und einer reprasentativen Kontrollgruppe
(Maguire et al. 2000). Dabei war der Unterschied nicht durch die hohe Fahrpraxis an sich
zu begriinden, wie auch eine Folgestudie zwischen Londoner Taxi- und Busfahrern belegte.
Darlber hinaus korrelierte die Zunahme an Volumen der grauen Substanz nur mit der
Arbeitserfahrung bei den Taxifahrern, was damit begriindet wurde, dass diese immer
wieder andere Strecken fahren muissten und damit in groRerem MalRe auf rdumliche

Orientierung angewiesen seien (Maguire et al. 2006).

Bezogen auf unsere Daten bedeutet das zwar nicht, dass die ob-Tiere, wie die Taxifahrer,
ihren Hippocampus in groRerem Umfang nutzen. Allerdings konnen unsere Daten
dahingehend interpretiert werden, dass sich das Verhaltnis von Gehirn und Hippocampus
in einem kleineren Gehirn verschieben muss, um die Funktionen noch ausreichend zu
erfillen, da der Hippocampus eine wichtige Rolle fiur die raumliche Orientierung,

Mustertrennung beziehungsweise -vervollstdndigung und Gedachtnisbildung spielt.

4.3 Adipositas beeinflusst die Neubildung von Neuronen im
Gyrus dentatus des Hippocampus

Der in dieser Arbeit beschriebene Effekt des Leptin knockouts auf die Bildung neuer
Neuronen im Gyrus dentatus (Abbildung 19 C) deckt sich mit den Berichten einer anderen
Arbeitsgruppe, wonach es im Gyrus dentatus von C57BL/6J-Mausen zu einer Steigerung
der adulten Neurogenese durch Leptingabe kommt (Garza et al. 2008). Die verminderte
Neurogenese resultiert dabei aus einer verminderten Proliferation und nicht, wie auch
denkbar, aus einer vermehrten Apoptose. Dies wird durch eine signifikant geringere Anzahl
p-Histone H3 positiver Zellen bei gleichzeitig unveranderter Anzahl Caspase 3 positiver
Zellen im Gyrus dentatus belegt (Abbildung 19 A und B). Dieser Befund unterstitzt die
Interpretation in der Fachliteratur, dass die Gabe von Leptin zu einer vermehrten Anzahl

neuer Neuronen im Gyrus dentatus fiuhrt (Garza et al. 2008). Im Hippocampus,
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Ammonshorn sowie Gyrus dentatus, lie sich eine besonders hohe Dichte des
Leptinrezeptors beziehungsweise der entsprechenden mRNA
(engl.: messanger ribonucleic acid) nachweisen (Matteis und Cinti 1998; EImquist et al.
1998; Huang et al. 1996; Mercer et al. 1996), damit ist der beobachtete Befund
wahrscheinlich direkt auf den knockout des Hormons Leptin zurlickzuflihren und nicht auf

die Adipositas.

Arbeiten, unter anderem aus den USA, zeigen eine besondere Bedeutung neu gebildeter
Neurone im Gyrus dentatus bei der Mustertrennung (engl. pattern separation) auf (Poo et
al. 2016). Somit ware eine Beeintrachtigung der ob-Tiere bei Verhaltensversuchen
erwartbar, die speziell die Mustertrennung testen. Tatsachlich hat die bereits im
Zusammenhang mit den in dieser Arbeit durchgefuhrten Versuchen zur operanten
Konditionierung erwahnte Arbeitsgruppe aus Cambridge einen Ansatz zur Beurteilung der
Mustertrennung im Nagetiermodell verdffentlicht (Oomen et al. 2013). Dabei wird ein
Protokoll zur Ortsdiskrimination (engl. location discrimination) beschrieben, welches
speziell zur Untersuchung der Mustertrennung konzipiert und an Mausen bereits getestet
wurde (Clelland et al. 2009).

Mit einer Adaptation des touch screen Programms, welches zur visuellen Diskrimination in
dieser Arbeit genutzt wurde, kdnnte der weiter oben beschriebene Verhaltensapparat
(siehe 2.2.7.3 Operante Konditionierung) auch zu dieser Ortsdiskrimination verwendet
werden und damit spezifisch eine Auswirkung der verminderten Neurogenese bei ob-Tieren

auf die Mustertrennung analysiert werden.

4.4 Adipositas hat keinen Einfluss auf die Dichte dendritischer
Dornen in der CA1-Region des Hippocampus

Die Dichte der dendritischen Dornen war in unseren Untersuchungen bei ob-Tieren keiner
signifikanten Veranderung unterworfen (siehe Abbildung 20). Das heift, die
Verschaltungsdichte der Nervenzellen im Hippocampus untereinander ist, im Vergleich zu
Wildtypkontrolltieren, quantitativ nicht unterschiedlich. Damit widersprechen unsere Daten
der in anderen Arbeitsgruppen gefundenen Reduktion der Dichte dendritischer Dornen
(Stranahan et al. 2009). Diese Unterschiede lassen sich wohl grofitenteils dadurch
erklaren, dass sich die in der Publikation von Stranahan et al. verwendeten Versuchstiere
im Alter und Genotyp von den in unserer Arbeit untersuchten Tieren unterschieden.

Stranahan et al. verwendeten flir ihre Untersuchungen einen Monat alte db-Tiere
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(Stranahan et al. 2009). Allerdings erlaubt die von uns verwendete Methode der
Silberimpragnierung keine Aussage uber Qualitat oder Ursprung der gebildeten Synapsen.
Es ware also denkbar, dass eine geringere Anzahl prasynaptischer Neurone mehr
Verbindungen mit Pyramidenzellen der CA1-Region eingeht. Um die Qualitdt der
synaptischen Ubertragung entsprechend beurteilen zu kénnen, waren ultrastrukturelle
Methoden, wie zum Beispiel Elektronenmikroskopie, mit denen die Starke und Struktur der
postsynaptischen Verdichtung einschatzbar waren, noétig. Eine noch aussagekraftigere
Methode zur Beurteilung der Qualitdt synaptischer Ubertragung wére die ex oder in vivo
Ableitung von elektrischen Potentialen der Pyramidenzellen des Hippocampus bei ob- und
wt-Mausen. Damit kdénnten eventuelle Unterschiede in Spontanaktivitdt oder

Langzeitpotentierung im Detail untersucht werden.

4.5 Adipositas beeinflusst das Verhalten, aber nicht das
raumliche Lernvermogen

Den adipdsen ob-Tieren wurde in der Arbeit von Finger et al. ein verstarktes Angstverhalten
bescheinigt, was sie mit ihren Ergebnissen im dark light box Versuch belegten (Finger et al.
2010). Die Autoren beobachteten, dass die Leptin-defizienten Tiere signifikant weniger Zeit
im hell erleuchteten Bereich der Testarena verbrachten, was als Angstverhalten interpretiert
wurde. Wenngleich mit unterschiedlichem methodischen Ansatz, kamen Asakawa et al. zu
einem ahnlichen Ergebnis im elevated plus maze Versuch. Darlber hinaus flhrte die
intraperitoneale Gabe von Leptin zu einer verstarkten Exploration der Versuchsarena
(Asakawa et al. 2003). Die verminderte Aufenthaltsdauer in lichtexponierten Arealen einer
Testarena wird als Indikator eines gesteigerten Angstverhaltens interpretiert, da Mause
offene, ungeschitzte Rdume prinzipiell eher meiden (Lister 1987; Prut und Belzung 2003).
Es ist hierbei im Hinblick auf ob-Tiere aber besonders zu bedenken, dass diese Mause
auch in einem Haltungskafig weniger spontane Bewegungsaktivitat zeigen (Pelleymounter
et al. 1995; Ribeiro et al. 2011). Dieser Unterschied im Verhalten zu Wildtypkontrollen, Iasst
sich durch Leptinadministration beheben (Pelleymounter et al. 1995; Ribeiro et al. 2011).
Es ware also auch mdglich, dass der der Leptinadministration zugeschriebene Effekt durch
eine gesteigerte Motivation zur Bewegung im Allgemeinen, denn durch eine verminderte
Angstlichkeit der Tiere zu erklaren ist. Untersuchungen an einem Mausmodell, welches
erhéhte Leptinlevel im Blut aufweist (aMUPA-Maus), konnten zeigen, dass die Gabe eines
Leptinantagonisten die Lokomotoraktivitat vermindert (Chapnik et al. 2013; Shpilman et al.
2011).
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Am Beispiel des open field Versuches wird deutlich, dass ein in der Mobilitat
eingeschranktes Tiermodell besondere Anforderungen an die Versuchsdurchfihrung und
die Auswertung stellt, die von Mobilitat und Agilitat weitestgehend unabhangig sind. In
unserem Fall beeintréachtigt das starke Ubergewicht der ob-Mause deren lokomotorische
Aktivitat deutlich, was durch den Vergleich der zuriickgelegten Distanz im OF bestatigt
werden konnte (Abbildung 21). Um eine valide Beurteilung der kognitiven Fahigkeiten, die
durch das Verhalten reprasentiert werden, zu erlauben, wurde deshalb ein gréfReres
Augenmerk auf die Versuchsparameter gelegt, die nicht von der Mobilitdt der Tiere
beeinflusst wurden. Die Aussagekraft des OF Versuchs bezliglich des Angstverhaltens wird
in der Literatur kontrovers diskutiert (Ennaceur 2014), daher wird hier auf eine

Interpretation des Angstverhaltens anhand der vorliegenden OF Daten verzichtet.

Die standardmalig beim Morris water maze ausgewerteten Parameter, wie zuriickgelegte
Distanz oder die bendtigte Zeit bis zum Erreichen der Plattformposition, sind direkt von der
Schwimmgeschwindigkeit abhangig und damit von der Mobilitat der Versuchstiere. Die
Schwimmgeschwindigkeit war bei den ob-Tieren, wie die Ergebnisse des OF erwarten
lieRen, signifikant verringert (Abbildung 22 E und F), weshalb die oben genannten
Parameter sich in diesem Zusammenhang schlecht zur Beurteilung der kognitiven
Fahigkeiten der adipdsen Versuchstiere eigneten. Daher wurde mit der Bewegung zur
Plattform hin, also dem Verhaltnis von Bewegungsabschnitten auf die Plattform zu bezogen
auf die Gesamtzahl an Bewegungsabschnitten, ein geschwindigkeitsunabhangiger
Parameter berechnet. Die Geschwindigkeit und damit die Mobilitdt der Versuchstiere
spielte somit keine Rolle, da nur gemessen wurde, ob eine Bewegung auf die
Plattformposition zu gemacht wurde, und nicht wie lange das Tier fiir diese Bewegung
bendtigte. Dieser Bewegungsparameter belegte eindeutig, dass die ob-Tiere keine
Beeintrachtigung des hippocampusabhangigen Lernverhaltens zeigten, sondern dartber
hinaus tendenziell eine gerichtetere Bewegung auf die Plattform zu vollziehen konnten
(Abbildung 23). Dadurch wurde gezeigt, dass Adipositas das hippocampusabhangige
Lernen nicht beeinflusst, da im Morris water maze Versuch keine signifikanten
Unterschiede festgestellt werden konnten, die nicht mit einer verminderten Beweglichkeit
der ob-Tiere zu erklaren waren. Damit stehen die erhobenen Daten im klaren Gegensatz
zu friheren Arbeiten von Li et al. an Versuchstieren mit gestértem Leptinregelkreislauf
(Li et al. 2002). Eine Erklarung fur die kontroverse Datenlage kdnnte das Alter und der
Genotyp und die damit assoziierte phanotypische Auspragung der Adipositas sein. Li et al.

verwendeten fur ihre Analysen Rezeptorknockout-Mause (db/db) beziehungsweise -Ratten
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(fa/fa), die mit 7 Wochen im Vergleich zu unseren Untersuchungen etwa halb so alt waren.
Dariliber hinaus wurde in der friiheren Arbeit kein Versuchsparameter untersucht, der nicht
durch die nachgewiesene Mobilitatseinschrankung kompromittiert sein kénnte (Li et al.
2002), wenngleich in der Arbeit von Li et al. auch kein Unterschied in der
Schwimmgeschwindigkeit beobachtet wurde. Der Morris water maze Versuch testet Lernen
und Gedachtnis der Versuchstiere spezifisch tber den Aspekt der rdumlichen Orientierung
und ist damit direkt von einer einwandfreien Funktion des Hippocampus abhangig
(Sutherland et al. 2001; Morris 1984; Morris et al. 1982). Ein anderer Ansatz, Lernen und
Gedachtnis zu testen und dabei verstarkt extrahippocampale Hirnareale zu untersuchen,
ist unter anderem der Versuch der visuellen Diskrimination (Horner et al. 2013). Um den
Versuchstieren zwei Stimuli zur Diskrimination anbieten zu kdnnen, missen die
Versuchstiere mittels operanter Konditionierung auf die Aufgabe vorbereitet werden
(Horner et al. 2013).

Die Versuche zur operanten Konditionierung konnten im Zeitrahmen dieser Dissertation
nicht abgeschlossen werden. Allerdings lassen auch die vorlaufigen Ergebnisse einige
Erkenntnisse Uber die visuelle Diskrimination bei ob-Mausen im Vergleich zu ihren
Wildtypkontrollen zu. So zeigten ob-Tiere Uber eine Versuchsdauer von 8 Tagen eine
zunehmend deutlichere Praferenz flir den positiven Stimulus (CS+) und zwar unabhangig
davon, welches Symbol (das Flugelrad oder die Murmeln) als CS+ gewahlt wurde
(Abbildung 25 B). Im Verlauf der Etablierung dieser Methode war noch eine deutliche
Verzerrung und damit eine Bevorzugung eines der Stimuli zu erkennen (Daten nicht
gezeigt), sodass die durch Horner et al. verdffentlichten Stimulusabbildungen (Horner et al.

2013) fur diesen Versuch adaptiert ibernommen wurden (siehe Abbildung 14).

Aus den vorlaufigen Daten zur visuellen Diskrimination ist zu ersehen, dass ob-Tiere in der
Lage sind mittels operanter Konditionierung ein neues Verhaltensrepertoire zu erlernen.
Die trotzdem auftretenden starken Unterschiede zwischen ob- und wt-Mausen kénnten zu
einem gewissen Anteil auch durch eine unterschiedlich starke Motivation Futter
aufzunehmen erklart werden, da dies von essentieller Bedeutung fir den Versuch ist
(Abbildung 25 A und B). Zwar wurden beide Versuchsgruppen einer Futterreduktion um
20% unterzogen, jedoch ist die tatsachlich resultierende Motivation zur Futteraufnahme nur

schwer zu beurteilen.

Die Beobachtung der Tiere wahrend des Versuchs zeigte, dass wt-Tiere schneller die

Motivation mit dem fouch screen zu interagieren verlieren und auch zunehmend mehr Zeit
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mit der Erkundung der Versuchsarena verbringen. Daraus kann geschlussfolgert werden,
dass wt-Tiere nach der Futterreduktion eine nicht vergleichbare Motivation zur
Futteraufnahme zeigen. Die Feinabstimmung der Futterdeprivation zur Angleichung der
Motivation fir diesen Versuch ist in einem Tiermodell wie dem Leptin knockout Mausstamm
besonders herausfordernd, da die Leptin-defizienten Tiere, im Gegensatz zu ihren
Kontrollen, aufgrund ihres genotypischen Hintergrunds einen gesteigerten Drang zur
Nahrungsaufnahme haben. Diesem Problem muss in weiteren Versuchen besondere

Aufmerksamkeit geschenkt werden.

4.6 Bezug zu Untersuchungen am Menschen

Der Zusammenhang von Adipositas und Kognition wurde in vielen Arbeiten bereits am
Menschen untersucht (Prickett et al. 2015; Dahl und Hassing 2013). Das Ergebnis einiger
Studien war, dass adipése Kinder Defizite in motorischen Belangen (Morano et al. 2011;
Okely et al. 2004) beziehungsweise bei Aspekten der Selbstkontrolle (Bonato und Boland
1983; Bruce et al. 2011) Defizite aufwiesen. Die Ursache-Wirkung-Beziehung bleibt
allerdings noch zu ergriinden. So konnte eine Studie von Seeyave et al. auch zeigen, dass
Kinder im Alter von 4 Jahren mit diagnostizierter defizitarer Selbstbeherrschung im Verlauf
ihres Lebens eher zu Adipositas neigen (Seeyave et al. 2009). Die Selbstbeherrschung
wurde in der Studie von Seeyave et al. durch den ATDG (engl.: ability to delay gratification,
Fahigkeit zum Aufschub einer Belohnung) Test beurteilt, bei dem den Kindern zu
Versuchsbeginn eine Belohnung im Form von SiRigkeiten in Aussicht gestellt wurde. Wenn
das Kind warten konnte, bis der Versuchsleiter zurlickgekehrt war, durfte es eine grof3e
Portion der SiRigkeit essen. Wenn das Kind aktiv, durch das Lauten einer Glocke, den
Versuchsleiter in den Raum zurlckrief und damit das Experiment abbrach, durfte es nur
eine kleine Portion der SiRigkeit essen. Hier brachen diejenigen Kinder den Versuch
haufiger vorzeitig ab, die spater im Leben mit hdherer Wahrscheinlichkeit eine Adipositas
entwickelten (Seeyave et al. 2009). In Bezug auf diese Arbeit ist dies insofern von
Bedeutung, als die Motivation eine Handlung auszuflhren bei Verhaltensversuchen an
Versuchstieren eine Rolle spielen kann. Im konkret vorliegenden Fall kdnnen die
Ergebnisse der operanten Konditionierung beispielsweise nicht ohne Berlcksichtigung von
Motivation zur Futteraufnahme betrachtet werden (siehe 4.5 Adipositas beeinflusst das

Verhalten, aber nicht das raumliche Lernvermégen).

Die Untersuchung des Zusammenhangs von akademischer Ausbildung und Adipositas
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zeigte eine Korrelation (Castelli et al. 2007; Datar und Sturm 2006), jedoch belegten
andere Forschergruppen, dass keine kausale Verbindung zwischen akademischem
Ausbildungsweg und Adipositas bestand, wenn der sozio-6konomische Hintergrund der
Probanden bericksichtigt wurde (Barrigas und Fragoso 2012). Die Schwierigkeit bei der
Interpretation der durch diese klinischen Studien erhaltenen Daten stellen die
unterschiedlichen methodischen Ansatze der Untersuchungen dar. In manchen Studien
wurden die Ergebnisse unter Berlcksichtigung verschiedener Faktoren wie Alter,
Geschlecht, Komorbiditaten (z.B. Diabetes mellitus oder Hypertonie) oder Bildungsgrad
analysiert und interpretiert, bei anderen Studien fehlte dieser Ansatz. Die Ubersichtsarbeit
von Christina Prickett und Kollegen aus dem Jahr 2015 stellt dieses Problem anschaulich
heraus (Prickett et al. 2015).

Somit I&sst sich aus der vorliegenden Studienlage noch nicht eindeutig ein Zusammenhang
zwischen Adipositas und Kognition belegen, wenngleich einige Indizien in die Richtung

einer Korrelation der beiden Faktoren weisen (Dahl und Hassing 2013; Prickett et al. 2015).

4.7 Ausblick und offene Fragen

In weiteren Experimenten missten nun die Verhaltensversuche zur operanten
Konditionierung abgeschlossen werden. Dadurch lieRe sich Uberprifen, ob sich die
vorlaufigen Daten aus der Etablierung des Versuchs bestatigen lassen. In diesem Fall liel3e
sich belegen, dass auch nicht hippocampusabhangige Lernprozesse von der Adipositas bei
ob-Tieren unbeeintrachtigt waren. Wie oben bereits erwahnt, waren elektrophysiologische
Untersuchungen von groRem Nutzen, um die Frage nach der Ubertragungsqualitat von
synaptischen Verbindungen zu klaren (siehe 4.4 Adipositas hat keinen Einfluss auf die
Dichte  dendritischer Dornen in der CA1-Region des Hippocampus). Die
elektrophysiologische Untersuchung des Hippocampus ware auch unter dem
Gesichtspunkt von Interesse, dass durch eine Kooperation mit der Projektgruppe um Doris
Albrecht von der Charité-Universitatsmedizin Berlin (Institut fir Neurophysiologie) gezeigt
werden konnte, dass die Langzeitpotenzierung in der Amygdala bei ob-Tieren erhoht ist
(nicht veroffentlichte Daten). Die Amygdala verarbeitet Emotionen, emotionale Einordnung
und emotionales Lernen (Janak und Tye 2015; Watson et al. 2010). Dieser Befund, liele er
sich wie in der Literatur bereits bei 7 Wochen alten db-Tieren gezeigt (Li et al. 2002) mit
einer verminderten LTP im Hippocampus in Verbindung bringen, koénnte auf

zellphysiologischer Ebene ein von anderen Arbeitsgruppen gefundenes erhohtes
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Stresslevel (Asakawa et al. 2003) in ob-Tieren belegen. Dieses erhohte Stresslevel kdnnte
zumindest zum Teil durch das beinahe permanente Hungergefihl der ob-Mause begrindet
sein und musste nicht zwingend kausal auf eine gesteigerte Angstreaktion hindeuten. Bei
der Umsetzung dieses Vorhabens ist allerdings zu beachten, dass, wollte man die
elektrophysiologischen Daten besser mit den in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimenten
in Relation setzen, die elektrophysiologischen Ableitungen im Hippocampus bei vier bis
sechs Monate alten Mausen durchgefihrt werden mussten. Mit zunehmendem Alter der
Mause wird die elektrophysiologische Ableitung an frischen Gehirnpraparaten allerdings
eine wachsende Herausforderung, darum werden in der Regel jungere Tiere verwendet (Li
et al. 2002).

Bisher konnten lediglich Mutmaliungen dartiber angestellt werden, welche Umstande dazu
fuhren, dass sich die hier mit ob-Tieren erhaltenen Ergebnisse und die in der Fachliteratur
publizierten Versuchsresultate an Mausmodellen mit dysfunktionalem Leptinkreislauf zum
Teil substanziell unterscheiden. Einige mogliche Grinde hierfir wurden in dieser Arbeit
bereits erwahnt, wie die unterschiedlich ausgepragte Hyperglykédmie (Janvier Labs:
RESEARCH MODELS - DIABETIC, zuletzt gepruft am 05.11.2017.; Janvier Labs:
RESEARCH MODELS - OBESE, zuletzt geprift am 05.11.2017. ), Unterschiede im Alter
der Tiere, ein abweichendes Tiermodell (zum Beispiel der db-Genotyp), oder aber

Unterschiede im instrumentellen Ansatz (Li et al. 2002; Farr et al. 2006).

Um die Daten der db-Mause besser mit den wahrend dieser Arbeit erhaltenen Resultaten
ins Verhaltnis setzen zu kénnen, ware es interessant, bestimmte Untersuchungen in
unserem Labor mit db-Mausen durchzufiihren. Dabei wirden sich Untersuchungen des
hippocampusabhangigen Lernverhaltens anbieten, da hier verminderte Leistungen der
db-Tiere publiziert wurden (Li et al. 2002), wobei, wie bereits erwahnt, das Alter der
untersuchten Tiere nicht mit dem in dieser Arbeit gewahlten Altersfenster tberein stimmte.

Die Ursache fir die Verschiebung des relativen Hippocampusvolumens bei ob-Mausen
wurde in dieser Arbeit nicht im Detail untersucht. Eine Untersuchung der Schichtdicken
konnte belegen, ob bestimmte Regionen im besonderen Mal} zur Gréf3enverschiebung des

Hippocampus bei ob-Tieren beitragen.
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