Psychosozialer Stress und soziale Unterstiitzung:

Konsequenzen sozialer Isolation auf Verhalten
und neuroendokrine Reaktionen

beim juvenilen Hausschwein

Dissertation
zur Erlangung des akademischen Grades
doctor rerum naturalium (Dr. rer. nat.)
der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultét

der Universitit Rostock

vorgelegt von
Dipl.-Biol. Theresa Hameister
geb. am 27.01.1982 in Karl-Marx-Stadt

Dummerstorf, 28.02.2012

urn:nbn:de:gbv:28-diss2012-0111-2


zef007
Schreibmaschinentext
urn:nbn:de:gbv:28-diss2012-0111-2

zef007
Schreibmaschinentext

zef007
Schreibmaschinentext


Gutachter:

Prof. Dr. rer. nat. habil. Birger Puppe
Universitdt Rostock

Agrar- und Umweltwissenschaftliche Fakultit
Professur fiir Verhaltenskunde

Leibniz-Institut fiir Nutztierbiologie, Dummerstorf
Forschungsbereich Verhaltensphysiologie

Prof. Dr. rer. nat. habil. Guido Dehnhardt
Universitdt Rostock
Mathematisch-Naturwissenschaftliche Fakultét
Institut fiir Biowissenschaften

Lehrstuhl fiir Sensorische und Kognitive Okologie

Termin der Abgabe: 28.02.2012

Termin der Verteidigung: 15.10.2012



INHALTSVERZEICHNIS

1  Einleitung

1.1 Das Stresssystem

1.1.1. Die Regulation der HPA-Achse
1.1.2.  Wirkungsmechanismen von Glucocorticoiden

1.2 Auswirkungen des Absetzstresses
1.3 Soziale Unterstiitzung
1.4 Ziel der Arbeit

2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere und Haltungsbedingungen
2.2 Experimenteller Ablauf

2.2.1 Versuchsaufbau
2.2.2  Verhalten wihrend der Isolation
2.2.3 ,open-field“/,,novel-object“-Test

2.3 Laboranalytische Methoden

2.3.1 Hormonanalysen
2.3.2  Genexpressionsanalysen

2.4 Statistische Verfahren

3 Ergebnisse

3.1 Verhalten wihrend der Isolation

3.1.1 Lokomotionsverhalten
3.1.2 Fluchtverhalten

3.1.3  Riickzugsverhalten
3.1.4 Sozialverhalten

3.2 Verhalten im ,,open-field/,,novel-object“-Test

3.2.1  Verhalten vor der Behandlung
3.2.2  Verhaltensdnderung nach der Behandlung

3.3 Hormonelle Untersuchungen

3.3.1 Stresshormone vor der Behandlung
3.3.2  Stresshormoninderung nach der Behandlung

11

_3-

-4-
-6-

-8-
-10 -
-13 -

-14 -

-14 -
- 14 -

-14 -
-17 -
-18 -

-19 -

-19 -
-20 -

-4 -

-26 -

-26 -
=26 -
-28 -
-29 .
-32-
-34 -
-34 -
-35-
-43 -
-43 -
-43 -



5

6

7

3.4 Genexpressionsstudien in stressrelevanten Hirnregionen

3.4.1 Prifrontaler Cortex
342 Amygdala

3.4.3 Hypothalamus
3.4.4 Hypophyse

3.5 Korrelationen

3.5.1 Verhalten wihrend der Isolation und Cortisol
3.5.2  Verhalten im ,,open-field*“/,,novel-object-Test und Cortisol
3.5.3 Hormonkonzentration und RNA Expression

Diskussion
4.1 Effekte der sozialen Isolation
4.2 Effekte der sozialen Unterstiitzung
4.3 Einfluss des Lebensalters
4.4 Schlussfolgerungen
Zusammenfassung

Summary

Literaturverzeichnis

Anhang

Puffer zur Analyse
Ergebnisse
Abbildungsverzeichnis
Tabellenverzeichnis
Danksagung
Selbstindigkeitserkldrung

11

- 46 -

-46 -
=51 -
-56 -
-61 -

- 66 -

- 66 -
- 66 -
-67 -

-68 -

- 68 -
-73 -
-80 -
-83 -

-85 -

-87 -

-89 -

-102 -

- 103 -
- 104 -
110 -
S112 -
S114 -
115 -



min

ml

MR
mRNA

ng
nm
nmol
PCR

ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Grad Celsius
Tritium

Radioisotop lod-125
Differenz
Mikrogramm
Mikroliter
Mikromolar

Abbildung

adrenocorticotropes Hormon
Basenpaare

bezichungsweise
Corticosteroid-bindendes Globulin
komplementéire DNA

Zentimeter
Corticotropin-freisetzendes Hormon
das heif3t

Desoxyribonukleinsdure

enzymgebundener Immunabsorptionstest

und andere

Freier Cortisolindex
Glucocorticoidrezeptor
Stunden
Hypothalamus-Hypophyse-Nebenniere
Hydroxysteroiddehydrogenase
Hertz

Isolation mit bekanntem Partner
Interleukin

Isolation mit unbekanntem Partner
Isolation allein

Kontrolltier

Kilohertz

Liter

Lebenstag

Meter

Quadratmeter

Milligramm

Minuten

Milliliter
Mineralocorticoidrezeptor
Boten-RNA

Anzahl

Nanogramm

Nanometer

Nanomol
Polymerasekettenreaktion

v



PFC
pg
pmol
POMC
PVN
gPCR
RIA
RNA
rpm
RT

SAM
TBE

TNF
vgl.

VS.
z.B.

Préfrontaler Cortex
Pikogramm

Pikomol

Proopiomelanocortin
Paraventrikuldrer Nucleus
quantitative Echtzeit-PCR
Radioimmunoassay
Ribonukleinséure
Umdrehungen pro Minute
Reverse Transkription
Sekunden
Sympathikus-Adrenomedullér
Tris(hydroxymethyl)aminomethan-Borsiure-
Ethylendiamintetraessigséure
Tumornekrosefaktor

Volt

vergleiche

versus

zum Beispiel



1 Einleitung

1 EINLEITUNG

Seit einigen Jahren findet ein gesellschaftliches Umdenken im Bereich der Nutztierhaltung statt.
Beim Verbraucher stehen dabei artgerechte Haltung, Gesundheit und Wohlbefinden der Tiere
im Vordergrund (Napolitano et al., 2010). Generell wird Tieren ein immer groBeres Mal} an
Leidensfahigkeit zugesprochen (Robinson, 1997; Mogil, 2009) und deshalb liegt es in der
... Verantwortung des Menschen fiir das Tier als Mitgeschopf dessen Leben und Wohlbefinden
zu  schiitzen* (Tierschutzgesetz § 1; BGBI. I S. 1206, 1313). Diese verbraucherassoziierte
Wende steht allerdings in starkem Kontrast zu der kommerziellen, intensiv betriebenen
Massentierhaltung, welche durch hohe Besatzdichten und geringe Flachennutzung gepragt wird.
Diese wenig artgerechte Haltung mit stark technisierter Umwelt kann bei den Tieren zu
negativen Belastungssituationen fithren. Allgemein werden Ereignisse, die ,,das dynamische
Gleichgewicht zwischen Organismus und Umwelt stéren und so interne Belastungen auslosen
als Stressoren bezeichnet (Gattermann, 2006). Die in der Nutztierhaltung auftretenden
Stressoren sind vielfiltiger Art und zumeist abhingig vom Management und der
Haltungsumwelt. Inadidquates Raumklima, Bewegungsrestriktionen und fehlende soziale
Interaktionen stellen nur einige potentiell Stress auslosende Situationen dar (Morgan und
Tromborg, 2007). Gerade bei Nutztierarten in Gruppenhaltung muss auch die soziale
Komponente beriicksichtigt werden. Die Auswirkungen von psychosozialen Belastungen
wurden in fritheren Studien jedoch selten analysiert.

Ein wichtiges Nutztier mit ausgeprdgtem Sozialverhalten ist das Hausschwein (Sus
scrofa domestica L.). In Deutschland wurden laut statistischem Bundesamt im Jahr 2011 rund
26,7 Millionen Schweine gehalten (Stand: Mai 2011). In einer natiirlichen Umwelt besitzen die
Tiere innerhalb der Gruppe ein reges Sozialleben mit stabiler Rangordnung. Das individuelle
Verhalten kann dabei auf die Aktionen anderer Gruppenmitglieder abgestimmt werden
(Beuerle, 1975; Meynhardt, 1978). Die Sau-Ferkel-Beziehung ist durch eine hohe maternale
Fiirsorge gekennzeichnet, wobei die interindividuelle Bindung bis zu 18 Monaten anhalten kann
(Meynhardt, 1978; Stolba und Wood-Gush, 1989). Jedoch besteht ein evolutiondr
ausbalancierter Interessenskonflikt zwischen dem elterlichen Pflegeaufwand und den
Pflegeanspriichen der Nachkommen, welcher als Absetzkonflikt bezeichnet wird (Puppe, 2002).
Wiéhrend der Absetzphase, deren Beginn unter anderem von den gegebenen
Umweltbedingungen abhingt, verindert sich die maternale Fiirsorge. So reduziert sich die

Sdugebereitschaft der Sau gegeniiber ihren Nachkommen kontinuierlich (Puppe und
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Tuchscherer, 2000). Im Gegensatz dazu versuchen die Ferkel ein Hochstmal3 an elterlichem
Pflegeaufwand zu erlangen (Fraser et al., 1995). In diese biologische Beziehung zwischen Sau
und Ferkel greift der Mensch in der intensiven Schweinehaltung ein. Aus vorrangig
wirtschaftlichen Griinden werden die Ferkel abrupt und mdoglichst frith abgesetzt, meist neu
gemischt sowie mit Umgebungs- und Nahrungsumstellungen konfrontiert (Newberry und
Swanson, 2008; Puppe et al., 2008; Weary et al., 2008). Konsequenzen des fremdbestimmten
Absetzens und eines stetig verminderten Absetzalters sind beeintriachtigte ethologische und
physiologische Adaptationsleistungen (Hameister et al., 2010). Diese Anpassungsstorungen
indizieren ein verschlechtertes Wohlbefinden der Tiere (Broom, 1996; Puppe, 2003).
Letztendlich fiihren diese Konsequenzen auch zu produktionsorientierten Problemen wie
verringerten Wachstums- und erh6hten Mortalitdtsraten (Main et al., 2004).

Der Prozess des Absetzens stellt einen multiplen Stressor fiir die Ferkel dar. Um den
durch Nahrungs- und Umgebungsumstellung ausgelosten Stress zu vermindern, wurden
zahlreiche addquate Losungsstrategien entwickelt. Die Fiitterung von Nahrungs-
erginzungsmitteln (Lalles et al., 2009; Campbell et al., 2010) sowie eine angereicherte
Haltungsumwelt (Hotzel et al., 2004; Dudink et al., 2006; Oostindjer et al., 2010) resultierten in
einer Verbesserung von Wohlbefinden, Gesundheit und Wachstumsleistung der Tiere. Zum
Problem des psychosozialen Stresses wihrend des Absetzens sind kaum wissenschaftliche
Untersuchungen vorhanden. Jedoch ist bekannt, dass eine mehrstiindige Trennung von
Muttersau und Wurfgeschwistern bei Versuchsferkeln unterschiedlicher Alterstufen zuverléssig
eine Stressantwort auslost (Kanitz et al., 2009; Tuchscherer et al., 2009). Prinzipiell scheint die
maternale Deprivation und soziale Isolation als Modell fiir den psychosozialen Stress beim
Absetzen geeignet. Die vorliegende Arbeit griff die Grundidee des sozialen Isolationsmodells
auf und untersuchte den Einfluss des psychosozialen Stresses auf Verhalten und neuroendokrine
Regulation von Ferkeln unterschiedlichen Alters. Zudem wurde das soziale Isolationsmodell um
den Aspekt der sozialen Unterstlitzung durch gleichaltrige Artgenossen erweitert. Dies
ermoglichte die Analyse potentiell kompensatorischer Effekte der Unterstiitzungsleistung auf

das Stresssystem der Tiere.
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1.1 DAS STRESSSYSTEM

Gattermann (2006) definiert Stress als ein ,,durch exogene und endogen Faktoren ausgeloster
Belastungszustand, der sich in einer Vielzahl von miteinander gekoppelten spezifischen und
unspezifischen physiologischen Anpassungsreaktionen dufert, die von Verhaltensdinderungen
begleitet werden*. Unabhingig von der Art des Stresses induzieren physikalische oder
psychische Stressoren ein homeostatisches Ungleichgewicht im Organismus. Dies hat eine
Aktivierung der Sympathikus-Adrenomedulldren-Achse (SAM) und der Hypothalamus-
Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse (HPA) zur Folge (Sapolsky, 2004). Beide Achsen sind
durch verschiedene interne Komponenten eng miteinander verkniipft, regulieren sich
gegenseitig und bilden die Antwort eines Individuums auf Stressoreneinwirkung.

Nach Ladewig (1994) fiihrt eine stressinduzierte Sympathikuserregung zur Freisetzung
von Katecholaminen (vorrangig Adrenalin) aus dem Nebennierenmark sowie der parallelen
Abgabe von Noradrenalin aus sympathischen Nervenendigungen. Die kardiovaskuldre Wirkung
der Katecholamine beruht auf einer Anregung des Herz-Kreislauf-Systems inklusive einer
Glucosemobilisation zur schnellen Energiebereitstellung. Dies ermdglicht die ,,Kampf-Flucht-
Reaktion® eines Organismus. Da das SAM-System innerhalb weniger Sekunden reagiert und die
Effekte nur kurze Zeit anhalten, wird die katecholaminerge Reaktion als ,.erste Welle® der
Stressantwort angesehen (McEwen und Sapolsky, 1995).

Dagegen wird in einer langsamen ,,zweiten Welle® die HPA-Achse aktiviert. Dies
geschieht durch die Stimulation parvozelluldrer Neuronen des Paraventrikuldren Nukleus (PVN)
im Hypothalamus. Die angeregten Neuronen synthetisieren und sezernieren unter anderem das
Corticotropin-freisetzende Hormon (CRH) in das hypothalamisch-hypophysére Portalsystem.
Das CRH steuert die Abgabe des Prohormons Proopiomelanocortin (POMC) aus corticotrophen
Zellen der Adenohypophyse (Whitnall, 1993). Convertasen wandeln POMC posttranslational
und gewebsspezifisch in verschiedene Peptidhormone um. In der Adenohypophyse wird unter
anderem Adrenocorticotropes Hormon (ACTH) abgespalten und in das systemische
Blutkreislaufsystem abgegeben. Dadurch gelangt ACTH an Rezeptoren der Nebennierenrinde
und stimuliert die Freisetzung von Glucocorticoiden (z.B. Cortisol) aus der Zona fasciculata
(von Holst, 1998).

Ungefihr 95 % der im Blutkreislauf befindlichen Glucocorticoide werden von
Carrierproteinen gebunden, wobei 80-90 % an das hochaffine Corticosteroid-bindende Globulin
(CBG) angelagert sind (Lewis et al., 2005). Entsprechend der ,,free hormone hypothesis*“
(Mendel, 1989) gelten Protein gebundene Hormone als biologisch inaktiv und stellen ein schnell
zur Verfiigung stehendes Hormonreservoir dar. Das CBG reguliert die Verfligbarkeit von

ungebundenem, aktivem Cortisol, welches damit in der Lage ist, entsprechende Rezeptoren zu

-3
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binden, Signalkaskaden auszuldsen und die Stressantwort zu modifizieren (Breuner und
Orchinik, 2002). Der freie Cortisolindex (FCI) stellt ein Mal3 fiir den Gehalt an aktivem
Plasmacortisol dar und wird durch das Konzentrationsverhaltnis [Cortisol/CBG] bestimmt.

Freie Glucocorticoide aktivieren katabole Stoffwechselvorgénge, supprimieren
immunologische Komponenten und regulieren die eigene Verfiigbarkeit auf cerebraler Ebene
(Ladewig, 1994). Die Funktionen der HPA-Achse versetzen den Organismus in die Lage auf
umweltbedingte Stressoren mit physiologischen und ethologischen Adaptationsmechanismen zu
reagieren und so die gestellten Umweltanforderungen zu bewdéltigen. Gleichzeitig werden
negative Riickkopplungsmechanismen ausgelost, um eine Uberreaktion der Stressantwort zu

verhindern.

1.1.1. DIE REGULATION DER HPA-ACHSE

Die basale und stressinduzierte Aktivitit der HPA-Achse unterliegt einer gezielten cerebralen
Regulation (Abb. 1.1). Vor allem Strukturen des limbischen Systems und der préfrontale Cortex
(PFC) besitzen relevante Kontrollfunktionen (Herman et al., 2005). Allgemein ist das limbische
System in die Generierung und Verarbeitung von Emotionen involviert (MacLean, 1986).
Zudem ist es mit dem PFC verkniipft und untersteht einer kognitiven Kontrolle (Thier, 2006).
Durch die reziproke Vernetzung kann das limbische System die situationsabhéngige
Handlungssteuerung des PFC emotional modulieren (Adolphs, 2006). Zwei zentralen Teilen des
limbischen Systems, dem Hippocampus und der Amygdala, sind gegensétzliche regulatorische
Aufgaben zugeordnet. Wie zahlreiche Studien belegen, bewirkt der Hippocampus eine v-
Aminobuttersdure vermittelte Inhibierung der HPA-Achse (Dunn und Orr, 1984; Sapolsky et
al., 1986). Befunde von Herman et al. (1995) unterstiitzen diese Aussage, da Hippocamp-
ektomie eine stressorspezifische Erhohung der CRH-Biosynthese im Hypothalamus induzierte.
Dagegen wurde die Amygdala als ein Aktivator der HPA-Achse angesehen. Nach Beaulieu et
al. (1986) und Feldman et al. (1994) forderte sie die Freisetzung von ACTH und Cortisol nach
spezifischer Stressoreneinwirkung. Untersuchungen zur Rolle des PFC innerhalb der
regulativen Kontrolle der HPA-Achse wiesen auf dessen komplexe topographische Organisation
hin (Sullivan und Gratton, 1999). Lésionen in bestimmten Regionen fiihrten stressspezifisch zu
einer erhohten ACTH- und Cortisolabgabe (Diorio et al., 1993). Diese Ergebnisse verdeutlichen
die inhibitorische Funktion des PFC auf das Stresssystem.

Bestimmte Bereiche des zentralen Nervensystems wie Hippocampus und Hypothalamus
synthetisieren Zytokine (Besedovsky und del Rey, 2002). Diese regulatorischen Peptide dienen

der interaktiven Kommunikation zwischen dem neuronalen, hormonellen und immunologischen

-4 -
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System (Abb. 1.1). Zytokine sind in der Lage die HPA-Achse zu aktivieren. Die potenzierende
Wirkung der proinflammatorischen Zytokine Interleukin (IL)-1p, IL-6 und Tumornekrosefaktor
(TNF)-a verlduft direkt oder indirekt. Die direkte Anregung der HPA-Achse erfolgt durch eine
positive Stimulation von Hypothalamus und Hypophyse (Berkenbosch et al., 1987; Goshen und
Yirmiya, 2010). Jankord et al. (2007) konnten bei Schweinen zeigen, dass IL-6 positiv in die
ACTH-Sekretion nach Stresseinwirkung involviert ist. Die indirekte Beeinflussung der
Stressachse basiert dagegen auf der Modulation von Hippocampus und PFC-vermittelten
Prozessen. Injektionen von IL-1P in PFC-lasionierte Tiere fithrten unter Stressbedingungen zu
einer verminderten ACTH-Sekretion (Crane et al., 2003). Zudem beeintrachtigte IL-1p die
hippocampale Neurogenese (Koo und Duman, 2008), was die inhibitorische Wirkung des
Hippocampus auf die HPA-Achse vermindert.

Lange Zeit wurde angenommen, dass nur immunologische Stimuli die
Zytokinfreisetzung ausldsen. Neuere Studien zeigen jedoch, dass auch Stress zu verdnderten
Expressionsraten proinflammatorischer Zytokine im zentralen Nervensystem fiihren kann
(Nguyen et al., 1998; O'Connor et al., 2003; Jankord et al., 2007; Meagher et al., 2007). Die
Zytokine spielen eine wichtige Rolle bei ethologischen und physiologischen
Adaptationsmechanismen. Stressor- oder pathogeninduzierte Zytokinveranderungen losen ein
Krankheitsverhalten (,,sickness behaviour®) aus, welches eine hoch organisierte Strategie des
Organismus zur Infektionsabwehr darstellt (Hart, 1988). Aus evolutiondrer Sicht ist diese
Reaktion sinnvoll, da Tiere durch Stressoren wie Prddatoren oder aggressive Artgenossen
verwundet und bakteriell infiziert werden kdnnen. Das Krankheitsverhalten ist durch reduziertes
Explorations-, Sozial- und Sexualverhalten sowie eine erhdhte Schmerzempfindlichkeit
gekennzeichnet (Kent et al., 1992). Bei Untersuchungen an Ratten wiesen Wu und Lin (2008)
zytokininduzierte Verhaltensdnderungen nach. Mehrmalige Injektionen von IL-6 in Amygdala
oder Hippocampus verringerten die Aktivitdt der Tiere im nachfolgenden Verhaltenstest. Auch
die Untersuchungen von Chourbaji et al. (2006) an IL-6 Knockout-Méusen unterstiitzen diese
Befunde. Die genmanipulierten Tiere zeigten wiahrend verschiedener Testsituationen weniger

depressionséhnliches Verhalten als die Méuse des Wildtypstammes.
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Abb. 1.1: Schematische Darstellung der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse und
deren regulierender Strukturen. Die stressinduzierte Achsenaktivierung 10st gleichzeitig negative
Riickkopplungswege aus.

ACTH: Adrenocorticotropes Hormon; CRH: Corticotropin-freisetzendes Hormon; IL: Interleukin;
TNF: Tumornekrosefaktor; (+): aktivierende Wirkung; (-): hemmende Wirkung

Die Zeichnung von J. Ecke wurde modifiziert. Quellenangabe:  http:/www.julius-
ecke.de/bilder/Anatomie/50 Nervensystem/Gehirn_medial.htm

1.1.2. WIRKUNGSMECHANISMEN VON GLUCOCORTICOIDEN

Glucocorticode beeinflussen verschiedenste Systeme im Organismus, darunter kardiovaskuldre
Funktionen, Stoffwechselprozesse, Verhalten und Immunsystem (Chrousos et al., 1988). Eine
stressorinduzierte Erhohung der Glucocorticoidkonzentration bedingt immunomodulatorische
Auswirkungen wie beispiclsweise eine supprimierte Produktion von proinflammatorischen
Molekiilen und Immunmediatoren (Jafarian-Tehrani und Sternberg, 2002). Auch die Aktivitat
der HPA-Achse wird durch erhohte Glucocorticoidkonzentrationen innerhalb von negativen
Riickkopplungswegen eingeschriankt (de Kloet et al., 1998). Diese regulatorischen Effekte
verhindern Uberreaktionen des Stress- und Immunsystems, welche andernfalls den Organismus
schadigen konnten (Munck et al., 1984). Der negative Riickkopplungsmechanismus geschieht

vorrangig auf cerebraler Ebene iiber die Glucocorticoid- und Mineralocorticoidrezeptoren (GR,
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MR). Beide Rezeptortypen sind in stressrelevanten Hirngebieten wie Hypothalamus, limbisches
System und PFC exprimiert und zumeist colokalisiert (Reul und de Kloet, 1985; Patel et al.,
2000). Da der GR eine niedrige Affinitdt zu Glucocorticoiden aufweist (Reul und de Kloet,
1985), ist eine sdttigende Bindung erst bei hohen Cortisolkonzentrationen mdglich. Im
Vergleich zum GR besitzt der MR eine circa zehnfach hohere Glucocorticoidaffinitit und bindet
ebenso Mineralocorticoide (z.B. Aldosteron). Aufgrund der groBeren Bindungskapazitit liegt
eine MR-Sittigung schon bei basalem Cortisolniveau vor. Generell 16st der Rezeptorbesatz mit
Glucocorticoiden eine Reaktionskette aus, die funktionsabhingig zur Aktivierung oder
Hemmung Corticosteroid-gesteuerter Gene fiihrt (de Kloet et al., 1998). Diese rezeptor-
vermittelten Effekte sind relativ langsam in ihrem Wirkungsmechanismus, da erst eine
verdnderte Gentranskription und Proteinsynthese die Regulation von Glucocorticoid-abhingigen
Enzymen, Neurotransmittern oder Rezeptoren bewirkt.

Glucocorticoide regulieren iiber eine ausbalancierte MR/GR-Aktivierung das homeo-
statische Gleichgewicht eines Organismus. Diese Balance hidngt von der verdnderlichen
Glucocorticoidkonzentration ab und ist Voraussetzung fiir einen pro- und reaktiven Modus (de
Kloet et al., 1998; Korte, 2001). Der proaktive Modus wird iiber die tageszeitlich abhidngigen
Glucocorticoidkonzentrationen definiert, welche fiir die Regulation der basalen HPA-Aktivitét
verantwortlich sind und zudem die Sensitivitit des Stressantwortsystems fordern. Die
entsprechenden Regulationsmechanismen scheinen MR-abhéngig zu sein, da eine gezielte MR-
Blockade im limbischen System zu einem erhéhten Aktivititsniveau der Stressachse fiihrte
(de Kloet et al., 1994). Der reaktive Modus definiert sich {iber eine durch Stresseinfluss erhdhte
Glucocorticoidkonzentration mit resultierenden GR-vermittelten Effekten. Diese setzen sich
primér aus negativen Riickkopplungsmechanismen zusammen, verhindern eine iiberschielende
Stressantwort und ermoglichen letztendlich eine individuelle Bewiltigung, Adaptation und
Erholung von der aufgetretenen Stresssituation. Genetisch bedingte oder stressinduzierte
Storungen der MR/GR-Balance kdnnen zu Dysregulationen in der Stressantwort fiihren und die
Bewiltigungskompetenz des Organismus herabsetzen (de Kloet et al., 1998).

Negative Riickkopplungsmechanismen werden bei einer optimal verlaufenden Stress-
antwort innerhalb des reaktiven Modus aktiviert. Wie Abb. 1.1 verdeutlicht, reduzieren die
Glucocorticoide iiber einen direkten Weg die Expression und Freisetzung von CRH und ACTH
aus Hypothalamus bzw. Hypophyse (de Kloet et al., 1998). Die indirekte Suppression der
Stressachse erfolgt {iber eine positive Stimulation von Hypothalamus-inhibierenden
Hirngebieten (Sapolsky et al., 1984; Diorio et al., 1993). Glucocorticoide hemmen zudem die
Synthese und Freisetzung des Zytokins IL-1p, was dessen Funktion als HPA-Aktivator deutlich
einschriankt (Goshen und Yirmiya, 2010).
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Wichtige Regulatoren fiir die Glucocorticoidverfiigbarkeit an den Corticosteroid-
rezeptoren sind die 11B-Hydroxysteroiddehydrogenasen (11B-HSD) Typ 1 und 2 (Holmes und
Seckl, 2006). Die Enzyme katalysieren die gegenseitige Umwandlung von aktivem Cortisol und
inertem Cortison (Lakshmi und Monder, 1985). Die 11B-HSD Typ 2 arbeitet ausschlieBlich als
unidirektionale Dehydrogenase und inaktiviert Cortisol. Dieser physiologische Mechanismus
ermoglicht die gezielte Bindung von Mineralocorticoiden an die nicht-selektiven MR (White et
al., 1997). In Aldosteron regulierten Geweben wie der Niere wird so einem Glucocorticoid-
besatz entgegen gewirkt. Im Gehirn tritt die 11B8-HSD Typ 2 vorrangig in Gebieten der
Wasserhaushalts- und Blutdruckregulation auf (Holmes und Seckl, 2006). Dagegen ist die 11p-
HSD Typ 1 in cerebralen Schliisselgebieten der HPA-Riickkopplung hoch exprimiert. Dort
regeneriert sie Cortisol aus seiner inaktiven Form. Die bedeutsame Rolle des Enzyms innerhalb
der negativen Riickkopplungsschleife zeigten Holmes und Seckl (2006) mit 113-HSD Typ 1
Knockout-Méusen. Im Gegensatz zum Wildtyp brauchten die genetisch verdnderten Tiere

langer um auf ihr basales Glucocorticoidniveau zuriick zu kehren.

1.2 AUSWIRKUNGEN DES ABSETZSTRESSES

Beim europdischen Wildschwein (Sus scrofa L.) liegt der Absetzzeitpunkt bei circa 3-4
Monaten (Meynhardt, 1978). Domestizierte Schweine in einer semi-natiirlichen
Haltungsumwelt konnen den Zeitpunkt des Absetzens auch selbst bestimmen. Dieses natiirliche
Absetzen vollzieht sich graduell und dauert zwischen 12 und 17 Wochen (Jensen und Recén,
1989; Stolba und Wood-Gush, 1989). Im Gegensatz dazu werden die Ferkel in der
konventionellen Schweinehaltung mit 3-5 Wochen in einem abrupten Verfahren von der
Muttersau getrennt. In der Regel werden die Tiere zusitzlich mit Nahrungsumstellung,
verdnderter Haltungsumwelt und neuen Sozialpartnern konfrontiert. Dieser praxisorientierte
Absetzprozess hat schwerwiegende Folgen fiir das Wohlbefinden der Tiere (Hameister et al.,
2010). Die abgesetzten Ferkel reagierten mit ausgepriigten Anderungen im Verhalten und des
neuroendokrinen Systems. Durch das abrupte und sehr frithe Absetzen erhdhten sich bei den
Tieren die Vokalisationsraten hochfrequenter Disstresslaute sowie das Aggressivitits- und
Bauchmassageverhalten gegeniiber Artgenossen. Zudem induzierte der Absetzprozess bei den
Ferkeln einen kurzfristigen Anstieg der Stresshormone CRH, ACTH und Cortisol. Das frithe
Absetzen ist jedoch auch mit Wachstumsverzogerungen und verminderten Immunfunktionen
assoziiert, die eine erhdhte Krankheitsanfilligkeit bedingen konnen (Kanitz et al., 2002).

Beim Absetzen der Ferkel scheint das Alter der Tiere von Bedeutung zu sein. In einer

Ubersichtsarbeit stellten Hameister et al. (2010) fest, dass Ferkel mit 21 Tagen oder jiinger mehr
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Adaptationsprobleme aufwiesen als die dlteren Tiere. Jiingere Ferkel vokalisierten haufiger,
ruhten weniger und zeigten mehr Aggressivitits- und Bauchmassageverhalten gegeniiber
Artgenossen als die mindestens eine Woche spéter abgesetzten Tiere. Auch die Erkennung von
Artgenossen scheint unter zusétzlichen Stressbedingungen abhingig vom Absetzalter der Tiere
zu sein (Souza und Zanella, 2008). Eine 15-miniitige Isolation verdnderte bei Ferkeln, die am
11. Tag abgesetzt wurden, die Intensitdt mit der sie familidre Artgenossen erkundeten. Am
22. Tag abgesetzte Tiere wiesen dagegen keine Unterschiede im Erkundungsverhalten
gegeniiber fremden und familidren Artgenossen auf. Weiterhin trat, im Vergleich zu spéter
abgesetzten Ferkeln, bei frilhen Absetzferkeln ein verdndertes Genexpressionsmuster in
Hypophyse und Hippocampus auf (Poletto et al., 2006; Sumner et al., 2008). Unabhéngig vom
Absetzprozess stellten Kanitz et al. (2011) in der Ontogenese von Saugferkeln sensitive
Perioden beziiglich der Entwicklung stressrelevanter Systeme in verschiedenen Hirnarealen fest.
Die Interpretation der Ergebnisse deutet auf empfindlichere Systeme bei sehr jungen Tieren hin,
woraus sich negative Konsequenzen fiir die Bewiltigung von Umweltanforderungen und Stress
ergeben konnen.

Entscheidend ist der Alterseinfluss auch beim Produktionsverfahren des isolierten
Frithabsetzens (,,segregated early weaning™; von Borell, 2000). Bei diesem Verfahren werden
die Ferkel bereits um den 10. Lebenstag abgesetzt und isoliert von den Sauen aufgezogen. Dies
fiihrt zu einer verminderten Erregeriibertragung, woraus sich ein verbesserter Gesundheitsstatus
und hohere Wachstumsraten der Ferkel ergeben konnen (Maxwell und Sohn, 1999). Trotz des
verbesserten Gesundheitsaspektes traten bei den sehr frith abgesetzten Ferkeln kurz- und auch
langfristige Verhaltensdnderungen auf. Sowohl die Aktivitit als auch das Bauchmassage-
verhalten der Ferkel waren kurz nach dem Absetzen erhoht (Robert et al.,, 1999). Als
Langzeiteffekt des Frithabsetzens zeigten Mastschweine in der Endmastphase ein fehlgeleitetes
Explorationsverhalten gegeniiber ihren Artgenossen (Gonyou et al., 1998). Nach Dybkjaer
(1992) ist das Auftreten von oralen Manipulationen anderer Schweine ein geeigneter Indikator
fiir Belastungssituationen.

Langfristige Auswirkungen des frilhen Absetzens wurden zudem mittels spezifischer
Belastungstests untersucht. Bei einem ,,open-field“-Test um den 80. Lebenstag wiesen frith
abgesetzte Ferkel (12. Tag) gegeniiber den spiter abgesetzten Tieren (21. bzw. 42. Tag) ein
,.depressionsihnliches* Verhalten auf (Sumner et al., 2008). Ein Stresstest am 60. Lebenstag
fiihrte bei den friih abgesetzten Ferkeln (10. Tag) zu einem signifikanten Cortisolanstieg,
wihrend die spéter abgesetzten Tiere (30. Tag) keine Verdnderungen aufwiesen (Hohenshell et
al., 2000). Die Ergebnisse deuten auf eine modifizierte Stressregulation und verdnderte

Bewiltigungsmechanismen bei den frither abgesetzten Tieren hin.
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Als ein experimentelles Modell fiir die psychosoziale Stresskomponente beim
Absetzprozess ermdglicht die soziale Isolation die gezielte Untersuchung ethologischer und
physiologischer Anpassungsreaktionen. Eine Reihe vorangegangener Studien verdeutlicht, dass
die soziale Isolation die Ursache fiir Verhaltensinderungen von Ferkeln in Normal- und
Testsituationen ist. Wahrend der sozialen Isolation erh6hte sich die Anzahl an Fluchtversuchen,
zudem reduzierte sich das Spielverhalten der Tiere deutlich (Herskin und Jensen, 2000). Auch
das Saugverhalten der Ferkel war infolge der Isolation beeintrichtigt (Tuchscherer et al. 2006).
Des Weiteren induzierte die soziale Isolation wihrend eines nachfolgenden Verhaltenstests
erhohte Lokomotions-, Flucht- und Vokalisationsraten, welche Kennzeichen fiir allgemeine
Aktivtit und emotionale Erregung sind (Kanitz et al., 2009). Die Testergebnisse verdeutlichen,
dass die individuelle Stressantwort und die Adaptationsfihigkeit der Tiere infolge der
vorherigen Belastung moduliert wurden.

Die soziale Isolation verdnderte ebenfalls psychophysiologische Anpassungsreaktionen
der Tiere. Isolierte Ferkel wiesen gegeniiber nicht isolierten Kontrolltieren erhohte ACTH- und
Cortisolkonzentrationen auf (Kanitz et al., 2004, 2009; Tuchscherer et al., 2004, 2009, 2010).
Auch die Genexpression in stress- und verhaltensrelevanten Hirnarealen wurde durch die
soziale Isolation beeinflusst. Bei isolierten Ferkeln traten verdnderte Genexpressionsraten von
Corticosteroidrezeptoren und Hydroxysteroiddehydrogenasen in Strukturen der Stressachse und
regulierender Hirngebiete auf (Poletto et al., 2006; Kanitz et al., 2009). Zusitzlich konnte
festgestellt werden, dass auch die Boten-Ribonukleinsdure (mRNA) Expression des
Transkriptionsfaktors c-Fos, einem indirekten Marker neuronaler Aktivitit, in Hypothalamus
und Amygdala infolge sozialer Isolation erhéht war. Akute Stresssituationen koénnen den
Transkriptionsfaktor c-Fos in zahlreichen Regionen des zentralen Nervensystems induzieren

(Herdegen und Leah, 1998).

1.3 SOZIALE UNTERSTUTZUNG

Sdugetiere bilden Sozialsysteme, in denen unter bestimmten Umweltbedingungen die
individuelle Fitness der Mitglieder im Vergleich zur solitiren Lebensweise verbessert wird.
Jedoch sind Interessenskonflikte {iber die Maximierung der Gesamtfitness eine unvermeidliche
Folge des Lebens in Gruppen (Kikusui et al., 2006; Kappeler, 2012). Als Konsequenz dieser
Konflikte versuchen die einzelnen Gruppenmitglieder das Verhalten der anderen zu ihren
Gunsten zu beeinflussen. Daraus ergeben sich fiir Sozialsysteme zwei unterschiedliche Typen
von sozialen Beziehungen — Dominanzbeziehungen und soziale Bindungen. Da meist

Asymmetrien in der individuellen Wettbewerbsféhigkeit auftreten, fiihrt dies zur Ausbildung

-10 -



1 Einleitung

von Dominanz (Langbein und Puppe, 2004). Diese Uberlegenheits-Unterordnungs-Beziehung
hingt unter anderem von Alter, Korperkraft und sozialen Erfahrungen der Kontrahenten ab.
Vorteilhaft ist, dass zur Aufrechterhaltung einmal herausgebildeter Dominanzbeziehungen in
der Regel ranganzeigendes Verhalten geniigt, womit die Kosten der Konkurrenz reduziert
werden (Gattermann, 2006; Kappeler, 2012). Ein hoher Rang ist zudem mit einem verbesserten
Paarungserfolg assoziiert, was sich positiv auf die direkte Fitness des Individuums auswirkt. Im
Gegensatz dazu besteht die Grundlage der sozialen Bindungen aus soziopositiven Verhaltens-
weisen (z.B. gegenseitige Fellpflege, Korperkontakt) zwischen den Gruppenmitgliedern
(Sachser et al., 1998). Da haufig verwandte Tiere in einer Gruppe leben, dienen die sozialen
Bindungen primér der Verwandtenselektion und verbessern dadurch die indirekte Fitness der
Individuen. Dariiber hinaus kann die Anwesenheit eines sozialen Bindungspartners der gleichen
Spezies die Folgen von negativen Erlebnissen abmildern (Cobb, 1976; Dean und Lin, 1977).
Dieser Kompensationseffekt wird als soziale Unterstiitzung (,,social support*) bezeichnet.

Aktuelle Untersuchungen zu diesem Thema belegen, dass humane Probanden mit
sozialer Unterstiitzung verminderte Cortisolantworten wihrend sozialer Stresstests aufwiesen
(Kirschbaum et al., 1995; Heinrichs et al., 2003). Bei Babys, die kurzfristig ohne ihre Mutter
auskommen mussten, konnte die Anwesenheit einer Bezugsperson erhéhte Cortisolwerte
verhindern (Gunnar und Donzella, 2002). Auch juvenile Primaten zeigten wihrend maternaler
Deprivation weniger depressionsédhnliches Verhalten, wenn sie soziale Unterstiitzung durch
gleichaltrige Artgenossen erfuhren (Boccia et al., 1997). Generell wiesen adulte Primaten in
Paarhaltung geringere basale und stressinduzierte Cortisolkonzentrationen im Vergleich zu
einzeln gehaltenen Tieren auf (Gonzalez et al., 1982).

Bei den meisten Sdugetieren wird die soziale Beziehung vorrangig liber die olfak-
torische Erkennung bestimmt (Broad et al., 2006). Studien dazu zeigen, dass auch die soziale
Unterstiitzung {iber die Geruchswahrnehmung reguliert werden kann. Kiyokawa et al. (2009)
stellten fest, dass sich die Kombination aus Angst auslosendem Stimulus und olfaktorischer
Wahrnehmung eines Artgenossen bei angstkonditionierten Ratten positiv auf deren
Schreckstarreverhalten auswirkte. Die Anwesenheit bzw. allein der Geruch eines Artgenossen
kompensierte bei Méiusen die Stress inhibierte Neurogenese im Hippocampus (Cherng et al.,
2010). Doch auch akustische Signale spielen innerhalb der sozialen Unterstiitzung eine wichtige
Rolle. Die maternalen Rufe eines fremden Degu-Weibchens kompensierten die
isolationsinduzierte Anderung der Rezeptordichte unterschiedlicher Neurotransmitter im
limbischen System der getesteten Jungtiere (Ziabreva et al., 2003). Zudem traten bei isolierten
Primaten verminderte Cortisolwerte infolge der akustischen Kommunikation mit Artgenossen

auf (Rukstalis und French, 2005).
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Ein innovativer Ansatz ist die Anwendung der sozialen Unterstiitzung im Haltungs-
kontext von landwirtschaftlichen Nutztieren, da diesem Thema bei der Nutztierhaltung bisher
kaum Beachtung geschenkt wurde. In ersten Untersuchungen an Schafen und Ziegen konnte
festgestellt werden, dass die Anwesenheit eines sozialen Gefdhrten die ethologischen und
physiologischen Reaktionen wéhrend eines Stresstests verdnderte. Bei den Probanden beider
Arten bewirkte die soziale Unterstiitzung eine geringere Cortisolantwort und verminderte
Vokalisationsraten im Vergleich zu den allein getesteten Tieren (Lyons et al., 1993). Bei
Schafen geniigte allein das Bild eines sozialen Gefahrten, um die Stresshormonkonzentrationen
sowie die Vokalisations- und Herzschlagraten wihrend der sozialen Isolation zu reduzieren (da
Costa et al., 2004). Untersuchungen an Schweinen belegen, dass isolierte Ferkel mit
eingeschrianktem physischen Kontakt zu Artgenossen weniger Stresssymptome (z.B. Scharren)
aufwiesen als vollstindig isolierte Tiere (Herskin und Jensen, 2000).

Die angefiihrten Ergebnisse implizieren, dass soziale Partner Signale aussenden, deren
Informationsgehalt beim Rezipienten zu sozialer Unterstiitzung fiihrt. Diese sozialen Signale
variieren innerhalb der verschiedenen Spezies und dem experimentellen Kontext (Kikusui et al.,
2006). Ausschlaggebend fiir die soziale Unterstiitzung sind nicht nur die ausgesendeten Signale
des Sozialpartners, sondern auch dessen individuelle Bezichung zum Rezipienten (Hennessy et
al., 2009). Abhingig von der sozialen Organisation einer Tierart sowie vom Geschlecht und der
ontogenetischen Entwicklung des jeweiligen Individuums kann der Unterstiitzungserfolg des
sozialen Partners variieren. Der Einfluss der interindividuellen Beziehung auf die soziale
Unterstiitzung wurde vorrangig bei Meerschweinchen untersucht. Wéahrend bei ménnlichen
adulten Tieren nur die weibliche Gefahrtin die Stressantwort auf eine neue Haltungsumwelt
abpufferte (Sachser, 1993; Sachser et al., 1998), milderte bei weiblichen Meerschweinchen auch
ein anderer familidrer Artgenosse die Stressreaktion ab (Kaiser et al., 2003; Hennessy et al.,
2008). Durch die Anwesenheit fremder Artgenossen reduzierte sich die Stresshormon-
konzentration der weiblichen Testtiere jedoch nicht (Hennessy et al., 2008). Untersuchungen an
Jungtieren zeigten, dass die Prdsenz des Muttertieres die Cortisolantwort auf eine fremde
Umgebung deutlich verminderte (Sachser et al., 1998). Interessanterweise konnte die
Cortisolreaktion auch durch andere Geschwistertiere sowie familidre und fremde Weibchen
abgeschwicht werden. Dagegen fiihrte die Pridsenz von adulten ménnlichen Tieren zu keiner
reduzierten Stressantwort (Hennessy et al., 2002). Die Ergebnisse verdeutlichen, dass bei dieser
Tierart die Wahl des Sozialpartners entscheidend fiir eine erfolgreiche Stresskompensation ist.
Nach bisherigem Erkenntnisstand liegen beim Nutztier Schwein keine Studien iiber den Einfluss
der interindividuellen Beziehung bei sozialer Unterstiitzungsleistung durch gleichaltrige

Artgenossen vor.
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1.4 ZIEL DER ARBEIT

Das Ziel dieser Arbeit besteht in der Untersuchung moglicher kompensatorischer Effekte der
sozialen Unterstlitzung durch Artgenossen auf stressinduzierte Reaktionen ausgewdhlter
ethologischer, physiologischer und molekularbiologischer Parameter. Dieser Ansatz stellt einen
Beitrag zur Verbesserung von Wohlbefinden und Tiergerechtheit beim Hausschwein dar. Als
experimentelles Modell dient eine maternale Deprivation und soziale Isolation von Saugferkeln,
wodurch zuverléssig psychosozialer Stress bei den Tieren ausgeldst wird. Die Arbeit basiert auf

folgenden Hypothesen:

1. Psychosozialer Stress durch maternale Deprivation und soziale Isolation fiihrt bei
Saugferkeln zu einer Aktivierung der HPA-Achse sowie zu einer verdnderten
Genexpression relevanter Signalmolekiile in stress- und verhaltensassoziierten
Hirnarealen. Aufgrund des psychosozialen Stresses kommt es bei den Tieren zu

einer inaddquaten Adaptationsleistung in nachfolgenden Belastungssituationen.

2. Eine soziale Unterstiitzung durch gleichaltrige Artgenossen mildert die

ethologische und physiologische Stressantwort der isolierten Saugferkel ab.

3. Der Bekanntheitsgrad des Sozialpartners (bekannt vs. unbekannt) wirkt sich auf

den Effekt der sozialen Unterstiitzung aus.

4, Der Ontogenesestatus der Saugferkel beeinflusst die Reaktionen der Tiere in

Belastungssituationen wie maternale Deprivation und soziale Isolation.

Mit dieser Arbeit wird erstmalig der Einfluss der sozialen Unterstiitzung auf die komplexe
Interaktion von Verhalten, Nerven- und Hormonsystem in der Regulation von psychosozialem
Stress beim Schwein untersucht. Durch die Ergebnisse werden grundlegende Erkenntnisse
beziiglich Wohlbefinden und Gesundheit der Tiere erwartet. Als Versuchstiere werden Ferkel
im Alter von 7, 21 oder 35 Lebenstagen fiir vier Stunden allein bzw. mit sozialer Unterstiitzung
isoliert. Als Isolationspartner dient entweder ein bekannter oder unbekannter Artgenosse
gleichen Alters. Die Kontrolltiere verbleiben wihrenddessen im Wurf. Die ethologischen
Untersuchungen umfassen das Verhalten der Ferkel wihrend der Isolation sowie die Verhaltens-
dnderungen in wiederholten ,,open-field/,,novel-object“-Tests. Zur Analyse physiologischer
Modulationen werden Stresshormonkonzentrationen im Blutplasma und verschiedene

Genexpressionen in stress- und verhaltensrelevanten Hirnarealen der Tiere analysiert.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 VERSUCHSTIERE UND HALTUNGSBEDINGUNGEN

Insgesamt wurden in neun Durchgidngen 324 Ferkel von 27 Sauen der deutschen Landrasse
(Sus scrofa) untersucht, welche in der institutseigenen Zucht der ,,Experimentalanlage Schwein®
des Leibniz-Institutes fiir Nutztierbiologie (FBN) geboren und aufgezogen wurden. Die
Abferkelung erfolgte in Scan-Abferkelbuchten (6 m*) mit Ferkelschutzkdrben und einem
beheizten Liegebereich fiir die Ferkel. Die Raumtemperatur betrug circa 26-28 °C und das
Lichtregime war auf 12/12 Stunden Licht/Dunkel mit Licht an um 6:00 Uhr eingestellt.
Innerhalb von 24 h post partum wurden bei den Ferkeln zootechnische MaBinahmen (Abkneifen
von Zihnen und Schwanzspitze, individuelle Ohrmarkierung, orale Eisensupplementation)
durchgefiihrt. Miannliche Ferkel wurden am 4. Lebenstag kastriert, indem das Skrotum mit
einem Skalpell aufgeschnitten, die Ductus deferentes durchtrennt und die Hoden entfernt
wurden. Wihrend der Versuchsphase verblieben die Ferkel fiihrenden Sauen in den
Abferkelbuchten und die Ferkel erhielten Wasser und Beifutter ,, Turbostart” (Trede und von
Pein, Deutschland) ad libitum.

2.2 EXPERIMENTELLER ABLAUF

2.2.1 VERSUCHSAUFBAU

Wie in Abb.2.1 A dargestellt ist, wurden die zu untersuchenden Ferkel zufillig auf
4 Behandlungsvarianten und 3 Altersstufen aufgeteilt. Am 7., 21. und 35. Lebenstag wurden
jeweils naive Probanden als Kontrolltiere ohne Isolation (K), als Ferkel mit bekanntem (IB)
oder unbekanntem Isolationspartner (IU) oder als allein isolierte Tiere (IS) eingruppiert. Als
bekannter Isolationspartner wurde ein Geschwistertier je Wurf ausgewéhlt. Am 6. Lebenstag
wurde die Saugordnung der Ferkel bestimmt, um eine soziale Beziehung zwischen dem
Versuchstier und dem bekannten Partner am 7. Tag zu gewéhrleisten. Nach Puppe und

Tuchscherer (1999) ist die Saugordnung zu diesem Zeitpunkt bereits stabil. Die Zitzenbelegung
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der markierten Ferkel wurde in flinf Saugakten ermittelt und daraus ein an benachbarten Zitzen
saugendes Geschwisterpaar ausgesucht. Theoretisch wurde eine Mindestanzahl von 13 Ferkeln
pro Wurf benétigt, um ausreichend Probanden fiir den jeweiligen Versuchsdurchgang zur
Verfiigung zu haben. In der Praxis traten jedoch krankheitsbedingte Ausfille auf, weshalb
einzelne Tiere am 35. Lebenstag wiederholt im Versuch eingesetzt werden mussten. Dabei

wurden nur Kontrolltiere vom 7. Tag als spitere [solationstiere verwendet.

A Versuchstiere (n = 324) B
7.LT 21.LT 35.LT
Kontrolle (K)

Isolation mit bekanntem Ferkel (IB)
Isolation mit unbekanntem Ferkel (TU)

Isolation allein (IS)

Abb. 2.1: Schematische Eingruppierung der Versuchstiere in die drei Altersstufen und die vier
Behandlungsgruppen (A). Darstellung eines Versuchferkels mit Isolationspartner in der Isolationsbox (B).
LT: Lebenstag

In den Durchgingen 1 bis 6 wurde der Einfluss der sozialen Isolation sowie der sozialen
Unterstiitzung auf das Verhalten und die Stresshormonkonzentration der Ferkel untersucht. Das
Ablaufschema ist in Abb. 2.2 dargestellt und gliederte sich wie folgend aufgefiihrt (n = 18 pro
Behandlungsvariante und Altersstufe). Allen Versuchstieren wurde zu Versuchsbeginn um 7:00
Uhr, durch Fixierung der Tiere in Riickenlage und anschlieBender Punktion der Vena cava
cranialis, Blut abgenommen (Entnahmedauer < 1 min; Pohlann et al., 1975). Nach einer 30-
miniitigen Erholphase im Wurf schloss sich fiir jedes Ferkel ein zehnminiitiger Verhaltenstest
an, welcher im Kapitel 2.2.3 ausfiihrlicher beschrieben wird. Wahrend die Kontrolltiere im
Wurf verblieben, wurden Ferkel aller Isolationsarten fiir 4h in Isolationsboxen
(0,68 x 0,75 x 0,65 m) unter gleichen klimatischen Bedingungen separiert. Den Tieren mit
,social support wurden wihrend der Isolation entweder bekannte (Wurfgeschwister) oder
unbekannte Ferkel gleichen Alters zugesetzt. Die Trennung der Tiere innerhalb der
Isolationsbox erfolgte durch ein sichtdurchlissiges Metallgitter (vgl. Abb. 2.1 B). Das Verhalten

der Versuchstiere wurde wéahrend der vierstiindigen Isolation mittels Videokamera
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aufgezeichnet (siche Kapitel 2.2.2). An die Isolationsprozedur schlossen sich eine zweite
Blutentnahme und die Wiederholung des Verhaltenstests an. Das entnommene Blut wurde zur
Plasmagewinnung in eisgekiihlte préparierte Probenréhrchen (EDTA 65 Kn,
KABE Labortechnik, Deutschland) abgefiillt und in einer Multifuge 3S-R (Heraeus,
Deutschland) bei 3500 rpm fiir 10 min und 4 °C zentrifugiert. Bis zur Hormonanalyse wurden

die Plasmaproben bei -80 °C gelagert.

»social support“
Blut- ,;open-field*/ Blut- ,;open-field*/
entnahme |, novel-object- | soziale Isolation (4 h) entnahme |,,novel-object*-
(< 1 min) Test (10 min) (< 1 min) Test (10 min)
Verhaltensbeobachtung

Abb. 2.2: Schematische Darstellung des experimentellen Versuchsdesigns der Durchgénge 1-6.

In den Durchgingen 7 bis 9 wurde der Einfluss von sozialer Isolation und sozialer
Unterstlitzung auf die Stresshormonkonzentration im Plasma und die Genexpression in
stressrelevanten Hirnarealen von Ferkeln untersucht. Auf die ethologischen Untersuchungen
wurde in diesen Durchgingen verzichtet, um eine Beeinflussung der molekularbiologischen
Parameter durch den ,,open-field/,,novel-object”-Test auszuschlieBen. Das Ablaufschema ist in
Abb. 2.3 dargestellt (n=9 pro Behandlungsvariante und Altersstufe). Nach der ersten
Blutentnahme erholten sich alle Ferkel fiir 30 min im Wurf. Wahrend die Kontrolltiere
anschlieBend bei dem Muttertier blieben, wurden die Ferkel aller Isolationsarten fiir 4 h in
Isolationsboxen untergebracht. Unmittelbar nach der jeweiligen Behandlung erfolgte die zweite
Blutentnahme und nach Merzung der Tiere die Gewebeentnahme. Die Ferkel wurden
nacheinander mittels intravenéser Injektion von T61 (Intervet, Deutschland) euthanasiert. Vor
der Eroffnung der Schidelhohle erfolgte die Entfernung von Haut, Augen, Ohrmuscheln und
Muskeln im Bereich des Schédels unter Zuhilfenahme eines Skalpells. Beiderseits des Schadels
wurde am Grenzbereich zwischen Supraoccipitale, Parietale und Squamosum eine oszillierende
Sage (Hebu, Deutschland) angesetzt und in Langsrichtung des Schédels geschnitten. Der Schnitt
verlief jeweils durch die Augenhdhle und das Lacrimale. Ein zusétzlicher Querschnitt wurde
zwischen Nasale und Frontale gelegt, um so dass Schadeldach heraustrennen zu kénnen. Nach
dem Durchtrennen von Dura mater und den abgehenden Hirnnerven an der Hirnbasis konnte
das Gehim aus der Schéddeloffnung entnommen werden. Die Lokalisierung der zu

untersuchenden Hirnareale fand anhand des stereotaktischen Atlas beim Schwein statt (Félix et
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al., 1999). Gemal vorangegangener Studien von Kanitz et al. (2004, 2009) wurden aus beiden
Hirnhemisphiren mittels eines sterilen Skalpells der PFC, der Bereich der paarigen Amygdalae
(inklusive Sub-Nuclei), die Hypophyse sowie das hypothalamische Gebiet (inklusive PVN)
zwischen drittem Ventrikel und Thalamus entnommen. Die Dauer zwischen Exitus und
Entnahme der Hirnareale betrug maximal fiinf Minuten. Zur Untersuchung der Genexpression
wurden die Proben in Cryo-Réhrchen (Simport, Kanada) mit RNA-Stabilisierungsreagenz
RNAlater (Qiagen, Deutschland) iiber Nacht bei 4 °C inkubiert und anschlieend bei -80 °C

tiefgefroren.
Blut- »social support* Blut-
entnahme entnahme
(< 1 min) soziale Isolation (4 h) (< 1 min)

Abb. 2.3: Schematische Darstellung des experimentellen Versuchsdesigns der Durchgédnge 7-9.

2.2.2 VERHALTEN WAHREND DER [SOLATION

Die Verhaltensweisen der Versuchsferkel in den Isolationsboxen wurden mittels Infrarotkamera
(Infrarot-Domekamera, s/w, EcoLine, Security Center GmbH & Co. KG, Deutschland)
aufgezeichnet, welche sich in der Boxenmitte oberhalb des Trenngitters befand. Aufgrund der
limitierten Befestigungshohe der Kamera entstand ein schmaler, fiir die Kamera nicht sichtbarer
Bereich am hinteren Boxenteil (Riickzugsbereich). Mit Hilfe des Programms ,,Observer
Version 7.0 (Noldus Information Technology, Niederlande) wurde das Verhalten der Tiere
erfasst. Dabei wurde die kontinuierliche Direktbeobachtung (,,focal sampling®) mit einem
zeitlichen Aufldsungsvermdgen von einer Sekunde angewandt. Die erfassten Verhaltensweisen
sind in Tabelle 2.1 aufgefiihrt. Ausgewertet wurden Dauer, Héufigkeit und Latenz der

Verhaltensparameter.
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Tabelle 2.1: Erfasste Verhaltensweisen wihrend der Isolationszeit mit kurzer Definition

Verhalten Definition

Aktivitat Jede Korperhaltung, bei der das Ferkel nicht liegt (Lokomotion, Stehen,
Sitzen)

Liegen Beriihrung des Bodens mit Bauch oder Korperseite

Fluchtversuch Hochspringen an Gitter oder Wand

Riickzug Aufenthalt im Gitter abgewandten Teil der Isolationsbox

Sozialkontakt Jeder Korperkontakt zwischen Artgenossen (nur bei IB und [U mdoglich)

Gitterkontakt Korperkontakt mit Gitter ohne Kontakt zum Artgenossen

Wandkontakt Korperkontakt mit Wandbereich

2.2.3 ,,OPEN-FIELD/,,NOVEL-OBJECT*-TEST

Ein  kombinierter ,open-field/,,novel-object“-Test diente ~zur  Uberpriifung  der
Verhaltensreaktivitit aller Ferkel (Puppe et al., 2003, 2007). Die Tests fanden in einem
separaten, schallgeddmmten Raum mit quadratischer Testarena (,,open-field*: 2,80 x 2,80 m,
Wandhohe 1,24 m) jeweils vor und nach der Behandlung statt. Wéhrend der 10-miniitigen
Testdauer wurden definierte Verhaltenweisen im ,focal sampling“-Verfahren mit dem
Programm ,,0Observer Version 3.0“ (Noldus Information Technology) erfasst. Zusétzlich wurde
die Reaktion auf ein fremdes Objekt (,,novel-object) getestet (vor Behandlung: stehendes,
rosafarbenes Schwein, nach Behandlung: sitzendes, schwarz-weill geflecktes Schwein;
Figurenparadies-WW, Deutschland), welches nach 7 min in die Arenamitte herabgelassen
wurde. Zwischen den Testsituationen fand eine Sduberung der Arena statt.

Die in Tabelle 2.2 aufgefiihrten Verhaltensweisen wurden in Form von Dauer,
Hiufigkeit und Latenz erfasst und ausgewertet. Analysiert wurde die Anderung des Verhaltens
(Ergebnisse nach der Behandlung minus vor der Behandlung), um tierindividuelle Unterschiede
zu kompensieren. Ein weiterer Vorteil der Differenzbildung ist die verbesserte Darstellung von
Habituationsunterschieden zwischen den Behandlungsgruppen, da die Testwiederholung eine

Habituation der Tiere nach sich ziehen kann (Hayne und Gonyou, 2003; Forkman et al., 2007).
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Tabelle 2.2: Erfasste Verhaltensweisen im ,,open-field*/,,novel-object“-Test mit kurzer Definition

Verhalten Definition

Lokomotion Aktive Fortbewegung mit mindestens zwei Schritten

Stehen/Sitzen Keine aktive Fortbewegung, Stehen auf mindestens drei Gliedmalen
bzw. Sitzen

Exkretion Absetzen von Exkrementen (Harn, Kot)

Flucht Exploration bzw. Hochspringen an der Arenabegrenzung

Objektanndherung Anndherung an das ,,novel-object® mit einem Maximalabstand von
25 cm

Objektkontakt Alle Berlihrungen des ,,novel-objects* mit einem Korperteil

Vokalisation Aktive LautduBerungen beinhalten Grunzen (< 1 kHz) und Schreien
(> 1kHz)

2.3 LABORANALYTISCHE METHODEN

2.3.1 HORMONANALYSEN

ACTH. Die quantitative Bestimmung der ACTH-Konzentration im Plasma erfolgte mit Hilfe
eines kommerziellen ELISA-Tests entsprechend der Angaben des Herstellers (EIA-3647, DRG
Instruments GmbH, Deutschland). Der Assay beinhaltete einen biotinylierten Ziege-Antikorper
sowie einen Peroxidase-gekoppelten Maus-Antikdrper, regionsspezifisch gegen C- und N-
terminales humanes ACTH. Untersuchungen zur Kreuzreaktivitidt ergaben fiir die ACTH-
Fragmente (1-24) und (18-39) sowie fiir a-Melanozyten-stimulierendes Hormon und f-
Endorphin weniger als 5,0 %. Die Methode wurde fiir den Nachweis im Schweineplasma
validiert, wobei die Empfindlichkeit 3,3 pg/ml und die Intra- und Inter-Assay-

Variationskoeffizienten 2,3 % bzw. 4,5 % betrugen.

Cortisol. Cortisolkonzentrationen im Blutplasma wurden in Doppelbestimmung unter
Verwendung eines kommerziellen '*I-RIA-Tests (DSL-2100 ACTIVE, Beckman Coulter,
Deutschland) nach den Herstellervorgaben analysiert. Die Kreuzreaktivitit des spezifischen
Kaninchen-Cortisol-Antikdrpers gegeniiber Prednisolon und Corticosteron wird mit 33,3 %
bzw. 9,3 % sowie gegeniiber allen anderen Plasmasteroiden mit kleiner 5,0 % angegeben. Die
Sensitivitét lag bei 8,1 nmol/l und die Intra- bzw. Inter-Assay-Variationskoeffizienten betrugen

8,2 % bzw. 9,8 %.

CBG. Die Analyse des CBG im Plasma erfolgte mit einem modifizierten Bindungsassay,

welcher durch Kanitz et al. (2002) beschriecben wurde. Zur Bestimmung der
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Gesamtbindungskapazitit wurden 25 ul Blutplasma, 5 ul unmarkiertes Cortisol (0,78 nmol/l;
Hydrocortison, Merck, Deutschland) und 5 pl *H-markiertes Cortisol (25 pmol/l; Amersham
Pharmacia Biotech, Deutschland) mit Na-Phosphat-Puffer (siche Anhang) in einem
Gesamtvolumen von 500 ul inkubiert. Die unspezifische Bindung wurde durch einen
Parallelansatz mit 100-fachem Uberschuss an unmarkiertem Hormon (78 nmol/l) ermittelt.
Nach einer Inkubation im Wasserbad (15 min, 45 °C) folgte eine Abkiihlphase der Ansétze
(15 min, 2°C). Die Trennung von gebundenem und freiem *H-Cortisol wurde durch
Prézipitation mit 500 pl eisgekiihlter Dextran-Aktivkohle-Suspension durchgefiihrt. Nach
Inkubation (20 min, 4 °C) und Zentrifugation (5 min, 4 °C, 2200 rpm) wurden 500 pl des
Uberstandes mit 4 ml Szintillator-Fliissigkeit (Rotiszint eco plus, Roth, Deutschland) versetzt
und im Fliissigkeitsszinitillationsmessgerédt (LKB Wallac, Finnland) gemessen. Die Auswertung

erfolgte in fmol/ml Plasma.

Freier Cortisol Index (FCI). Als ein Surrogat fiir die freie Cortisolkonzentration im Plasma

wurde der FCI aus dem Verhiltnis Cortisol/CBG berechnet.

Die Auswertung der Stresshormone erfolgte anhand der Konzentrationsdnderungen

(Konzentrationen nach der Behandlung minus Konzentrationen vor der Behandlung).

2.3.2 GENEXPRESSIONSANALYSEN

RNA-Extraktion. Die Gewebeproben wurden nach Entfernung des RNAlaters unter Zugabe
von fliissigem Stickstoff mit Morser und Pistill pulverisiert. Die Extraktion der totalen RNA
erfolgte mit dem RNeasy Lipid Tissue Kit in Kombination mit dem RNase-Free DNase Set
(Qiagen, Deutschland). Maximal 100 mg der jeweiligen pulverisierten Gewebeprobe wurden
mit 1 ml Lysispuffer versetzt und mit Hilfe des Dispergiergerétes Ultra Turrax T18 basic (IKA,
Deutschland) homogenisiert (90s, 233 Hz). Das Homogenat wurde entsprechend den
Herstellerangaben weiter bearbeitet. AbschlieBend wurde die gesamte RNA der jeweiligen
Probe mit 35 ul RNase-freiem Wasser eluiert und die Konzentration mittels Spektralphotometer
NanoDrop (Kisker, Deutschland) ermittelt. Die Reinheit der Nukleinsdurelosung wurde
ebenfalls photometrisch bestimmt (optische Dichte bei 260 nm/optische Dichte bei 280 nm). Ein
Verhéltnis zwischen 1,9 und 2,1 entspricht einer reinen RNA-Isolierung, in der keine
Proteinkontaminationen zu erwarten sind. Stichprobenartig wurde zudem die Integritdt der RNA
mit Hilfe eines 1,5 %-igen Agarosegeles in MOPS-Puffer (siche Anhang) iiberpriift. Bei intakter
RNA sind deutlich die 28S- und die 18S-Bande der ribosomalen RNA zu erkennen, welche in
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ihren Fluoreszenzintensitidten ein Verhiltnis von 2:1 aufweisen sollten. Die extrahierte RNA
wurde entweder sofort in der Reversen Transkription (RT) mit anschlieBender
Polymerasekettenreaktion (PCR) eingesetzt oder bis zur Durchfiihrung der RT-PCR bei -80 °C
gelagert.

RT-PCR. Bei der RT wird die (extrahierte) RNA unter Zuhilfenahme einer reversen
Transkriptase in die komplementére Desoxyribonukleinsdure (cDNA) umgeschrieben. Die PCR
ermoglicht es, unter Verwendung von synthetisierten Oligonucleotiden (Primern), beliebige
DNA-Abschnitte zu amplifizieren. Dazu hybridisieren die Primer mit den jeweiligen DNA-
Stringen. Zu einer Anreicherung des DNA-Abschnittes zwischen den beiden
Primerbindungsstellen kommt es durch wiederholtes Durchlaufen der Arbeitsschritte: DNA-
Denaturierung, Primerbindung und Elongation unter Einsatz von DNA-Polymerasen (Saiki,
1985; Mullis und Fallona, 1987).

Fir alle RT-PCR-Reaktionen wurde der iScript cDNA Synthese Kit (Bio-Rad,
Deutschland) verwendet, welcher mit Oligo (dT) und Random Hexamer Primern arbeitet. In
einem Gesamtvolumen von 20 pl wurde eine RNA-Konzentration von 500 ng eingestellt. Der
eisgekiihlte Reaktionsansatz enthielt zudem 4 ul Reaktionsmix und 1 ul einer Reversen
Transkriptase aus dem ,,Moloney murine leukemia virus®“. Mit RNase-freiem Wasser wurde bis
zum vorgeschriebenen Gesamtvolumen aufgefiillt. Die Inkubation des Reaktionsansatzes
erfolgte im Thermocycler Primus 96 plus (MWG Biotech, Deutschland) nach folgendem
Ablauf: (5 min, 25 °C), (30 min, 42 °C) und (5 min, 85 °C). Die synthetisierte cDNA-Ldsung
wurde fir die quantitative Echtzeit-PCR (qPCR) genutzt oder bei -20°C kurzfristig
zwischengelagert. Zur internen Kontrolle fiir eine DNA-freie RNA-Préparation wurde in den

Negativkontrollansitzen auf die Zugabe von Reverser Transkriptase verzichtet.

qPCR. Die qPCR ist eine Vervielfaltigungsmethode fiir Nukleinsduren, die auf dem Prinzip der
herkdmmlichen PCR beruht und zusétzlich die Moglichkeit der Quantifizierung in Echtzeit
bietet. Die Quantifizierung wird mit Hilfe von Fluoreszenzmessungen am Ende oder wihrend
eines Zyklus durchgefiihrt. Die Fluoreszenz nimmt proportional mit der Menge der PCR-
Produkte zu und ermdglicht so deren Quantifizierung. In der vorliegenden Arbeit wurde die
Quantifizierung mit externer Kalibrierkurve ausgewéhlt. Fiir den Nachweis der
doppelstrangigen DNA wurde der Cyanin-Farbstoff SYBR Green 1 genutzt, der im Komplex
mit DNA ein Absorptionsmaximum bei 494 nm aufweist. Als Kalibrierkurve diente die
Verdiinnungsreihe eines pGEM-T Vektors (Promega, USA), welcher die Zielsequenz des GR
beinhaltete (siehe Tabelle 2.3). Als Verdiinnungsschritte wurden Mengen von 620 pg, 62 pg,
6,2 pg und 0,62 pg des Vektorsystems eingesetzt. Die spezifischen Primer fiir die Analyse der

Zielgene wurden Exon-Intron-iibergreifend mit dem Programm ,,Primer 3 von Rozen und

-21 -



2 Material und Methoden

Skaletsky (1998) erstellt. Die Primersynthese erfolgte durch die Firma TIB Molbiol (Berlin,
Deutschland). Analysiert wurden die mRNA Expressionen von GR, MR, 11p-HSDI, 11f-
HSD2, POMC, CRH, c-fos, IL-6 und TNF-a. Fiir die einzelnen Zielgene sind die Nukleotid-
sequenzen der Primer, die Léngen und spezifischen Schmelztemperaturen der entstandenen
Produkte (berechnet mit ,Primer 3*) sowie die Zugangsnummern der genutzten

Nukleotidsequenzen in Tabelle 2.3 angegeben.

Tabelle 2.3: Charakterisierung der verwendeten Primer in der qPCR.

spezifische

Forward Primer 5' — 3' Pr?dUkt_ Schmelz- Zugangs-

Gen . \ \ lange 1
Reverse Primer 5' — 3 temperatur nummer

(bp) o
0

GR GTTCCAGAGAACCCCAAGAGTTCA 173 78,0 AY779185
TCAAAGGTGCTTTGGTCTGTGGTA

MR GTCTTCTTCAAAAGAGCCGTGGAA 189 74,5 M36074
CTCCTCGTGGAGGCCTTTTAACTT

11B-HSD1 GGTCAACTTCCTCAGCTACGTGGT 222 76,7 NM_008288
AGGACACAGAGAGTGATGGACACG

11B-HSD2 TGGTACCCTTGAGATGACCAA 246 80,4 AF414125
CACTGGTCCACGTTTTTCACT

POMC GTGGGAGATGCCGAGATTGT 343 85,8 X00135
CTCCTCCTCCTCGCGCTTCT

CRH CTCAGAGCCCAAGTCCGTTGAGAGA 178 76,6 NM_001113062
GCATTTTAGGGGCGCTAGCTTCTGA

c-fos GGGACAGTCTCTCCTACTACCACT 213 81,0 AJ132510
GGTGAGGGGCTCTGGTCT

IL-6 GAGGTACTGGCAGAAAACAACC 304 76,4 NM 214399
CGTTCTGTGACTGCAGCTTATC

TNF-a GCCTACTGCACTTCGAGGTTAT 266 79,9 X57321

GACCTGGGAGTAGATGAGGTACAG

D Zugangsnummer fiir die Datenbank des National Centers for Biotechnology Information

GR: Glucocorticoiderezeptor, MR: Mineralocorticoidrezeptor, HSD: Hydroxysteroiddehydrogenase,
POMC: Proopiomelanocortin, CRH: Corticotropin-freisetzendes Hormon, IL: Interleukin,
TNF: Tumornekrosefaktor

Fir die qPCR wurde der iQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad, Deutschland) verwendet. Das
Gesamtvolumen von 10 pl pro Probe setzte sich aus 5 ul Supermix, 4 pul des jeweiligen

Primerpaares (0,5 uM je Primer) und 1 pl Probe (entspricht 25 ng eingesetzter total RNA) bzw.
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Standard bzw. interner Kontrolle aus der RT-PCR bzw. Wasser (als Negativkontrolle fiir die
gPCR) zusammen. Die Proben wurden in Doppelbestimmungen auf einer 96-Loch-PCR-Platte
pipettiert. Versehen mit einer adhésiven Folie, die einen Verdunstungsschutz wéhrend der qRT-
PCR lieferte, wurde die PCR-Platte im iCycler Thermal Cycler 96-Well (Bio-Rad, Deutschland)
inkubiert. Das verwendete Programm ist in Tabelle 2.4 angegeben. Schritt 1 bis 5 entsprachen
dabei Denaturierung, Primerbindung und Elongation. Zusétzlich fungierte der 1. Schritt zur
Aktivierung der eingesetzten DNA-Polymerase. Im letzten Schritt wurde eine
Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt, anhand derer die Spezifitit der Amplifikate bestimmt
werden kann. Durch kontinuierliche Temperaturerhohung wurde die DNA aufgeschmolzen. Bei
Erreichen der spezifischen Schmelztemperatur denaturierte das doppelstringige DNA-Fragment
zu zwei Finzelstrangen. Der gebundene Fluoreszenzfarbstoff wurde freigesetzt und somit eine
Fluoreszenzabnahme detektiert. Die Darstellung der Ergebnisse erfolgte in pg RNA/ug total
RNA und die Konzentration des MR/GR Verhiltnisses wurde zur besseren Ubersicht mit 10>

multipliziert.

Tabelle 2.4: Protokoll des iCycler-Programmes wéhrend der qPCR.

(;;E:g) Temperatur (°C) Dauer (min)

1 (1x) 94,0 03:00
2 (1x) 60,0 00:30
70,0 00:45
3 (5%) 94,0 00:10
60,0 00:30
70,0 00:45
4 (40x) 94,0 00:10
60,0 00:30
00:45

70,0 (+ 00:05 pro Zyklus)
5 (1x) 94,0 00:10
60,0 00:30
70,0 07:00
6 (1x) 95,0 01:00
7 (35%) 60,0 00:10

(+ 1,0 pro Zyklus)
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Produktkontrolle. Die Agarose-Gelelektrophorese wurde zur Verifizierung der entstandenen
gPCR-Produkte genutzt, indem die spezifischen Produktgrofien im Gel nachgewiesen wurden
(vgl. Tabelle 2.3). Dazu wurden jeweils 3 pl Probenlésung mit 1 ul Ladepuffer (6x Mass Ruler
Loading Dye Solution, Fermentas, Deutschland) vermischt und in die Taschen eines
Agarosegeles aufgetragen. Das 2 %-ige Agarosegel wurde mit 5 pul des sensitiven
Fluoreszenzfarbstoffes Sybr Gold (MobiTec, Deutschland) versetzt. Als GroBenreferenz im Gel
diente eine DNA-Leiter (Fast Ruler DNA Ladder, Low Range, Fermentas, Deutschland),
welche einen Bereich von 50 bis 1500 Basenpaaren abdeckte. In der Elektrophoreseapparatur
E 865 (Consort, Belgien) mit 1x TBE-Puffer (sieche Anhang) wurden die Nukleotidsequenzen
nach ihrer GroBe aufgetrennt (60 min, 77 V).

Zur Uberpriifung der Spezifitit von neu erstellen Primerpaaren wurde das qPCR-
Produkt sequenziert. Die Aufreinigung und Konzentrierung des Fragmentes erfolgte mit Hilfe
des MSB Spin PCRapace Kits (Invitek, Deutschland). Die Sequenzierung des aufgereinigten
Produktes wurde mit dem DNA-Analysesystem Genetic Analyzer 3130 (Applied Biosystems,
USA) durchgefiihrt.

2.4 STATISTISCHE VERFAHREN

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit der Software SAS, Version 9.2
(SAS Institute Inc., USA). Mit der Prozedur UNIVARIATE in SAS/BASE software (SAS
Institute Inc., 2009a) wurden deskriptive Statistiken berechnet und die Daten mit dem Shapiro-
Wilk-Test auf Normalverteilung getestet. Mittels einer multifaktoriellen Varianzanalyse
(ANOVA) wurden normalverteilte Daten mit der SAS-Prozedur MIXED in SAS/STAT
software (SAS Institute Inc., 2009b) und nicht normalverteilte Daten mit der SAS-Prozedur
GLIMMIX (SAS Institute Inc., 2009b) (Distribution: lognormal) analysiert. Das
Varianzanalysemodell beinhaltete jeweils die fixen Faktoren Durchgang (1-9), Geschlecht
(ménnlich, weiblich), Alter (7., 21., 35. Tag), Behandlungsvariante (K, 1B, IU, IS) und die
Interaktion Alter x Behandlungsvariante sowie den zufélligen Faktor Sau. Messwiederholungen
am gleichen Tier wurden im Modell beriicksichtigt, indem die Option ,,repeated” in der SAS-
Prozedur MIXED (bzw. ,random _residual “ im Falle der SAS-Prozedur GLIMMIX) zur
Bestimmung der Blockdiagonalstruktur der Restkovarianzmatrix (Typ: compound symmetry)
verwendet wurde. Bei den Verhaltensparametern aus den ,,open-field*/,,novel-object“-Tests und
den Hormonkonzentrationen wurden die Anderungen der Werte analysiert (Ergebnisse nach der

Behandlung minus vor der Behandlung). Da der Faktor Geschlecht bei den Anderungen der
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Parameter keine signifikante Rolle spielte, wurde das obige Modell ohne den Faktor Geschlecht
angewandt.

Korrelationsanalysen zwischen ausgewdhlten Parametern erfolgten mit der SAS-
Prozedur CORR (SAS Institute Inc., 2009a), wobei Spearman Rangkorrelationskoeffizienten
geschitzt und gegen Null getestet wurden.

Fiir die Darstellung der Ergebnisse wurden zusétzlich ,,least square means* und deren
Standardfehler fiir alle festen Effekte in den oben genanten Modellen berechnet und deren
paarweise Differenzen getestet. Diese multiplen Mittelwertvergleiche erfolgten mit dem Tukey-
Kramer-Test. Das Signifikanzniveau a wurde mit 0,05 gewéhlt, d.h. alle Testergebnisse mit P-
Werten < a sind signifikant und Ergebnisse mit P-Werten > 0,05 und < 0,1 werden als Tendenz

betrachtet.
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3 ERGEBNISSE

3.1 VERHALTEN WAHREND DER ISOLATION

3.1.1 LOKOMOTIONSVERHALTEN

Die Art der Isolation beeinflusste signifikant die Dauer (F, 4 =32,77; P <0,001) und die
Latenz des Liegeverhaltens (F,,; =7,88; P <0,001) sowie die Aktivitdtsdauer (F; .5 = 5,08;
P <0,01) der Probanden wihrend der Isolation. Tabelle 3.1 zeigt die Werte fiir die einzelnen
Isolationsvarianten und die Ergebnisse der jeweiligen paarweisen Vergleiche. Probanden mit
Isolationspartner lagen wéhrend der Isolationsprozedur signifikant linger als allein isolierte
Tiere, wobei Ferkel mit bekanntem Isolationspartner die ldngste Liegedauer aufwiesen.
Dementsprechend zeigten Tiere mit sozialer Unterstiitzung auch eine kiirzere Latenz des
Liegeverhaltens. Zudem hatten Ferkel mit bekanntem Isolationspartner gegeniiber allein und mit
unbekanntem Partner isolierten Tieren eine signifikant geringere Aktivitdtsdauer.

Das Alter der Tiere hatte einen signifikanten Effekt auf die Liegelatenz (F, 125 = 3,95;
P <0,05) und die Aktivitdtsdauer (F, 29 =3,48; P <0,05). Die Liegedauer wurde nicht
signifikant vom Tieralter beeinflusst, jedoch lagen Ferkel mit bekanntem Isolationspartner in
allen drei Altersgruppen langer als allein isolierte Tiere. Zusdtzlich hatten 21 Tage alte Ferkel
mit unbekanntem Partner eine lingere Liegedauer als die gleichaltrigen Probanden, die allein
isoliert waren (Abb. 3.1 A). Unabhédngig von der Isolationsvariante legten sich 7 Tage alte
Ferkel signifikant spiter nieder als die 21 Tage alten Tiere (Tabelle A.1). Zudem legten sich
allein isolierte Ferkel vom 7. Lebenstag signifikant spiter nieder als die gleichaltrigen Tiere mit
bekanntem Isolationspartner (Abb. 3.1 B). Die Aktivitidtsdauer war bei 7 Tage alten Ferkeln
tendenziell groBer als bei den &lteren Probanden (vs. 21. Tag: t=2,32; P =0,06; vs. 35. Tag:
t=2,23; P=0,07; Abb. 3.1 C).
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Tabelle 3.1: Einfluss der Isolationsvarianten auf die Dauer und Latenz des Liegeverhaltens sowie auf die
Aktivitidtsdauer wihrend der Isolation (n=54 pro Isolationsvariante). Unterschiedliche Buchstaben
kennzeichnen signifikante Effekte zwischen den Gruppen (a,b,c P <0,05; Tukey-Kramer-Test);
IB: Isolation mit bekanntem Partner, IU: Isolation mit unbekanntem Partner, IS: Isolation allein

Isolationsvariante
Verhalten
1B U IS
Liegen
Dauer (min) 2013+ 6,6 176,2 + 6,7b 1272+ 6,6°
Latenz (s) 674,2 £ 126,21 8459 + 127,7° 1299,7 + 126,5b
Aktivitét
Dauer (min) 29,1+ 3,0° 40,1 + 3,0° 385+  3,0°
A Liegen - Dauer B Liegen - Latenz
400 3000
Isolationsvariante: P < 0,001 18 Isolationsvariante: P < 0,001 /B
Bl v . EE U
— 2500 | Alter:P<0,05 —
300 - L
ddkdk *kk *kk
‘ ! — ‘ ‘ 2000 -
& 0
l —
E 2004 T = 1500
D N
N
1000
100 -
500 -
0 0
7. Tag 21. Tag 35. Tag 7.Tag 21. Tag 35. Tag
C Aktivitat - Dauer
100
Isolationsvariante; P < 0,01 0 B
Alter: P < 0,05 g :g
80 -
T 60
E
N 40
20 -
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Abb. 3.1: Einfluss der Isolationsvarianten in Abhéngigkeit vom Alter auf die Liegedauer (A) und
Liegelatenz (B) sowie auf die Aktivititsdauer (C) wihrend der Isolation (n = 18 pro Isolationsvariante
und Altersgruppe). Das Stern-Symbol kennzeichnet signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen
(Tukey-Kramer-Test): * P <0,05; **P <0,01; *** P <0,001; IB: Isolation mit bekanntem Partner,
IU: Isolation mit unbekanntem Partner, IS: Isolation allein
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3.1.2 FLUCHTVERHALTEN

Die Isolationsvariante hatte einen signifikanten Einfluss auf die Dauer (F, 130 = 7,64; P <0,001)
und die Haufigkeit (F,23=9,59; P<0,001) der Fluchtversuche wihrend der
Isolationsprozedur. Tabelle 3.2 zeigt die Werte fiir die einzelnen Isolationsvarianten und die
Ergebnisse der paarweisen Vergleichstests. Dabei konnte gezeigt werden, dass Ferkel mit
sozialer Unterstiitzung kiirzere (Abb. 3.2 A) und weniger auftretende Fluchtversuche aufwiesen
als allein isolierte Probanden.

Das Alter beeinflusste die Latenz der Fluchtversuche signifikant (Fj ;.6 = 10,88;
P <0,001), wobei 7 Tage alte Ferkel spiter zu fliichten versuchten als Tiere vom 21. und
35. Lebenstag (Tabelle A.1). Zusidtzlich wiesen 7 Tage alte Ferkel mit bekanntem
Isolationspartner eine geringere Héaufigkeit der Fluchtversuche auf als die gleichaltrigen allein
isolierten Tiere (Abb. 3.2 B). Die Latenz der Fluchtversuche wurde weder von der

Isolationsvariante noch vom Alter der Ferkel signifikant beeinflusst (Abb. 3.2 C).

Tabelle 3.2: Einfluss der Isolationsvarianten auf die Dauer, Haufigkeit und Latenz der Fluchtversuche
wiahrend der Isolation (n=354 pro Isolationsvariante). Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen
signifikante Effekte zwischen den Gruppen (*"P <0,05; Tukey-Kramer-Test); IB: Isolation mit
bekanntem Partner, IU: Isolation mit unbekanntem Partner, IS: Isolation allein

Isolationsvariante
Verhalten
IB U IS
Fluchtversuch
Dauer (min) 0,7+ 0,3° 1,0+ 03° 22+ 03°
Haufigkeit (Anzahl) 11,4+ 44° 16,4+ 4,5 36,8+ 4,4°
Latenz (s) 42+ 04 49+ 04 48+ 04
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Abb. 3.2: Einfluss der Isolationsvarianten in Abhéngigkeit vom Alter auf Dauer (A), Haufigkeit (B) und
Latenz (C) der Fluchtversuche wéhrend der Isolation (n= 18 pro Isolationsvariante und Altersgruppe).
Das Stern-Symbol kennzeichnet signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen (Tukey-Kramer-Test):
** P <(0,01; IB: Isolation mit bekanntem Partner, IU: Isolation mit unbekanntem Partner, IS: Isolation
allein

3.1.3 RUCKZUGSVERHALTEN

Die Isolationsart beeinflusste wihrend der Isolation die Dauer (F, 149 = 24,36, P <0,001), die
Haufigkeit (F, 17 =12,82; P<0,001) und auch die Latenz (Fy 4 =12,77; P <0,001) des
Riickzugsverhaltens signifikant. Wie die paarweisen Vergleiche in Tabelle 3.3 zeigen, betraten
allein isolierte Tiere ofter den Gitter abgewandten Boxenteil, hielten sich ldnger dort auf und
zogen sich auch schneller in diesen Bereich zuriick als die Tiere mit sozialer Unterstiitzung.
Zudem betraten Ferkel mit bekanntem Isolationspartner tendenziell spéter diesen Boxenbereich

als isolierte Ferkel mit unbekanntem Partner (t = 2,13; P = 0,09).
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Das Alter der Ferkel hatte einen signifikanten Effekt auf die Riickzugslatenz der Tiere
(F2.140=8,60; P<0,001). Die 35Tage alten Ferkel betraten den Gitter abgewandten
Boxenbereich signifikant frither als die Tiere vom 7. Tag und 21. Tag (Tabelle A.1). Zudem
wurde nachgewiesen, dass sich die allein isolierten Tiere in allen Altersgruppen signifikant
langer im Gitter abgewandten Boxenteil aufhielten als die jeweils gleichaltrigen Ferkel mit
bekanntem Isolationspartner. Bei 35 Tage alten, allein isolierten Probanden war die
Riickzugsdauer groBer als bei den gleichaltrigen Tieren, welche mit unbekanntem Partner
isoliert wurden (Abb. 3.3 A). Bei 7 und 21 Tage alten Ferkeln konnte festgestellt werden, dass
sich die allein isolierten Tiere in der Tendenz héufiger im Gitter abgewandten Boxenteil
aufthielten als die jeweils gleichaltrigen Probanden mit bekanntem Isolationspartner (7. Tag:
t=3,09; P=0,06; 21. Tag: t=3,12; P =0,05; Abb. 3.3 B). Zusitzlich zogen sich 7 Tage alte
Ferkel, welche mit bekanntem Partner isoliert waren, spiter in den Gitter abgewandten
Boxenbereich zuriick als die gleichaltrigen allein bzw. mit unbekanntem Partner isolierten Tiere

(t=2,98; P <0,1; Abb. 3.3 C).

Tabelle 3.3: Einfluss der Isolationsvarianten auf die Riickzugsdauer, die Riickzugshaufigkeit und die
Riickzugslatenz wahrend der Isolation (n= 54 pro Isolationsvariante). Unterschiedliche Buchstaben
kennzeichnen signifikante Effekte zwischen den Gruppen (*° P < 0,05; Tukey-Kramer-Test); IB: Isolation
mit bekanntem Partner, IU: Isolation mit unbekanntem Partner, IS: Isolation allein

Isolationsvariante
Verhalten
IB IU IS
Riickzug
Dauer (min) 11,7+ 4,5 19,6 + 4,5° 533+4,5"
Haufigkeit (Anzahl) 278 + 6,5 45,9 + 6,5 70,8 + 6,5
Latenz (s) 4,6+072° 3,9+0,2° 3,0+£0,2°
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Abb. 3.3: Einfluss der Isolationsvarianten in Abhdngigkeit vom Alter auf die Riickzugsdauer (A), die
Riickzugshdufigkeit (B) und die Riickzugslatenz (C) wéhrend der Isolation (n = 18 pro Isolationsvariante
und Altersgruppe). Das Stern-Symbol kennzeichnet signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen
(Tukey-Kramer-Test): * P <0,05; **P <0,01; *** P<0,001; IB: Isolation mit bekanntem Partner,
IU: Isolation mit unbekanntem Partner, IS: Isolation allein
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3.1.4 SOZIALVERHALTEN

Die Isolationsvariante hatte einen signifikanten Einfluss auf die Héufigkeit des Sozialkontaktes
wiahrend der Isolation (F,g =3,87; P <0,05), wobei Probanden mit unbekanntem
Isolationspartner haufiger Kontakt zu ihrem sozialen Gefdhrten aufnahmen als Ferkel mit
bekanntem Partner (Tabelle 3.4).

Das Alter der Ferkel beeinflusste die Dauer des Sozialkontaktes signifikant (F, ¢, = 3,97;
P <0,05). Sieben Tage alte Ferkel wiesen dabei kiirzeren Kontakt zu ihren Sozialpartnern auf
als 21 Tage alte Probanden (Tabelle A.1; Abb. 3.4 A). Die Haufigkeit (Abb. 3.4 B) und die
Latenz (Abb. 3.4 C) des Sozialkontaktes waren nicht altersabhingig.

Tabelle 3.4: Einfluss der Isolationsvarianten auf die Dauer, Haufigkeit und Latenz des Sozialkontaktes
wiahrend der Isolation (n=354 pro Isolationsvariante). Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen
signifikante Effekte zwischen den Gruppen (*° P <0,05; Tukey-Kramer-Test); IB: Isolation mit
bekanntem Partner, IU: Isolation mit unbekanntem Partner, IS: Isolation allein

Isolationsvariante
Verhalten
1B U IS
Sozialkontakt
Dauer (min) 109,3 £ 6,7 98,9+ 6,8 —
Haufigkeit (Anzahl) 80,9+ 7,1° 97,4 +7,1°
Latenz (s) 2,6+0,2 29+0,2 o
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Abb. 3.4: Einfluss der Isolationsvarianten in Abhéngigkeit vom Alter auf die Dauer (A), die
Haufigkeit (B) und die Latenz (C) des Sozialkontaktes widhrend der Isolation (n= 18 pro
Isolationsvariante und Altersgruppe). IB: Isolation mit bekanntem Partner, IU: Isolation mit unbekanntem
Partner
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3.2 VERHALTEN IM ,,OPEN-FIELD*/,,NOVEL-OBJECT“-TEST

3.2.1 VERHALTEN VOR DER BEHANDLUNG

Vor der Behandlung hatte die Behandlungsgruppe keinen signifikanten Effekt auf das Verhalten
der Probanden wihrend des ,,open-field*“/,,novel-object*“-Tests (Tabelle A.2). Jedoch gab es
einen Alterseffekt vor der Behandlung auf folgende Verhaltensparameter: Lokomotion (Dauer:
F177=7,95; P<0,001; Haufigkeit: F,;3;=14,51; P<0,001), Stehen/Sitzen (Dauer:
Fa170 = 5,83; P < 0,01; Haufigkeit: F, 164 = 4,73; P <0,05), Flucht (Dauer: F; 79 = 6,80; P <0,01;
Haufigkeit: F, ;75 =28,14; P <0,001; Latenz: F,;50=15,29; P<0,01), Vokalisation (Dauer:
Fp178 = 3,60; P <0,05; Haufigkeit: F, 6, =13,51; P<0,001) und Objektkontakt (Haufigkeit:
Fa166 =4,73; P <0,05; Latenz: F, 536 =6,94; P <0,01). In Tabelle 3.5 sind die Werte fiir die
einzelnen Altersgruppen und die Ergebnisse der jeweiligen paarweisen Vergleiche dargestellt.
Unabhéngig von einer Behandlung wiesen 7 Tage alte Tiere in dem verwendeten Verhaltenstest
eine signifikant ldngere Lokomotionsdauer und dementsprechend eine kiirzere Steh- und
Sitzdauer als die beiden dlteren Probandengruppen auf. Die Lokomotionshaufigkeit war sowohl
bei 7 Tage als auch bei 21 Tage alten Ferkeln groBer als bei Tieren vom 35. Lebenstag. Des
Weiteren versuchten 7 Tage und 21 Tage alte Ferkel ldnger und ofter zu fliichten als die
35 Tage alten Probanden. Tiere vom 21. Lebenstag zeigten jedoch gegeniiber den 7 Tage und
35 Tage alten Ferkeln eine geringere Fluchtlatenz. Die Vokalisation und die
Objektkontakthiufigkeit waren bei 7 Tage und 21 Tage alten Probanden gegeniiber den élteren
Tieren signifikant erhoht. Ferkel der jlingsten Altersgruppe brauchten, im Vergleich zu 21 Tage
und 35 Tage alten Tieren, zudem mehr Zeit bis sie erstmaligen Kontakt mit dem ,,novel-object*

aufnahmen.
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Tabelle 3.5: Einfluss des Alters auf die Dauer, Héufigkeit und Latenz von Verhaltensparametern im
»open-field/,,novel-object“-Test vor der Behandlung (n=72 pro Altersgruppe). Unterschiedliche
Buchstaben kennzeichnen signifikante Effekte zwischen den Gruppen (“*° P < 0,05; Tukey-Kramer-Test)

Alter
Verhalten
7. Tag 21. Tag 35. Tag

Lokomotion

Dauer (s) 262,7+ 9,7 2251+ 9,6° 229,1+ 9,9°

Hiufigkeit (Anzahl) 56,4+ 1,9° 53,7+ 1,9° 46,5+ 1,9°

Latenz (s) 99+ 1,4 95+ 14 10,6 = 1,5
Stehen/Sitzen

Dauer (s) 191,9+ 9,5 2229+ 9,5 232,6+ 9,8

Héufigkeit (Anzahl) 634+ 29° 72,0+ 2,9° 64,0+ 3,0°
Exkretion

Dauer (s) 227+ 33 27,1+ 33 247+ 34

Haéufigkeit (Anzahl) 2,8+ 0,5 3,7+ 0,5 3,1+ 0,5

Latenz (s) 263,5+29.,5 253,7+293 261,9 + 30,2
Flucht

Dauer (s) 282+ 2.8° 313+ 2.8° 19,7+ 2.8

Hiufigkeit (Anzahl) 11,8+ 0,9° 13,8+ 0,9° 9.4+ 0,9°

Latenz (s) 115,6 + 10,9° 70,0+ 10,8° 107,5+ 11,2°
Vokalisation

Dauer (s) 415,1 +10,3° 402,7 + 10,3 379,8 + 10,7°

Hiufigkeit (Anzahl) 108,2+ 3,2° 1175+ 32° 99,5+ 3,3¢

Latenz (s) 83+ 1,2 62+ 12 80+ 13
Objektkontakt

Dauer (s) 298+ 2.8 299+ 29 302+ 2.9

Haufigkeit (Anzahl) 8.8+ 0,4° 93+ 04° 7.6+ 04°

Latenz (s) 4394+ 2,3° 4279+ 273° 4303+ 2.4°

3.2.2 VERHALTENSANDERUNG NACH DER BEHANDLUNG

Lokomotion. Die Art der Behandlung verursachte Unterschiede im Verhalten der Probanden in
den ,,open-field*/,,novel-object“-Tests. Sowohl die Anderung (Ergebnisse nach der Behandlung
minus vor der Behandlung) der Lokomotionsdauer (F;;;; =5,10; P<0,01) als auch die
Anderung der Dauer von Stehen/Sitzen (Fs.160 = 5,74; P <0,001) wurden von der Behandlung
signifikant beeinflusst. Die Tabelle 3.6 zeigt die Ergebnisse der paarweisen Vergleiche. Durch
den wiederholten Verhaltenstest kam es bei allen Probanden zu einer Habituationsreaktion, d.h.
einer Abnahme des Lokomotionsverhaltens und dementsprechend zu einer Zunahme der
Verhaltensweise Stehen/Sitzen. Die Abnahme der Lokomotion war bei Kontrolltieren und
Ferkeln mit bekanntem Isolationspartner deutlich ausgeprigter als bei allein isolierten Tieren
(Abb. 5A). Demzufolge war die Zunahme der Steh-/Sitzdauer bei allein isolierten Tieren

signifikant geringer als bei Kontrolltieren und Ferkeln mit bekanntem Partner. Des Weiteren
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zeigten auch die Ferkel mit unbekanntem Partner eine geringere Zunahme der Steh-/Sitzdauer

im Vergleich zu den Kontrollen.

Tabelle 3.6: Einfluss der Behandlung auf die Anderung der Lokomotions- und Steh-/Sitzdauer in den
,open-field/,,novel-object“-Tests (n=54 pro Behandlungsvariante). Unterschiedliche Buchstaben
kennzeichnen signifikante Effekte zwischen den Gruppen (*> P <0,05; Tukey-Kramer-Test);
K: Kontrolle, IB: Isolation mit bekanntem Partner, IU: Isolation mit unbekanntem Partner, IS: Isolation
allein

Behandlungsvariante
Verhalten
K IB U IS
Lokomotion
Dauer (s) 1149 +12,4° | -119,8 + 12,1° 92,9+12,2 72,6 +12,2°
Stehen/Sitzen
Dauer (s) 148,1 + 13,8" | 137,0+13,8*" | 100,8 + 13,8™ | 83,8+ 13,9°

Die Anderung der Lokomotionsdauer wurde nicht vom Alter der Ferkel beeinflusst (Abb.
3.5 A). Jedoch war die Anderung der Steh-/Sitzdauer signifikant altersabhingig (F» 74 = 3,30;
P <0,05), wobei 7 Tage alte Ferkel eine geringere Zunahme von Stehen/Sitzen aufwiesen als

Tiere vom 21. Lebenstag (Tabelle A.3; Abb. 3.5 B).
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0 5 T i 250
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Abb. 3.5: Einfluss der Behandlungsvarianten in Abhiingigkeit vom Alter auf die Anderung der
Lokomotions- (A) und Steh-/Sitzdauer (B) in den ,open-field/,novel-object*-Tests (n= 18 pro
Behandlungsvariante und Altersgruppe). K: Kontrolle, IB: Isolation mit bekanntem Partner, IU: Isolation
mit unbekanntem Partner, IS: Isolation allein
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Exkretion. Durch die Behandlungsvariante wurde die Anderung der Exkretionshiufigkeit
(F3.108=3,39; P<0,05) und die Anderung der Exkretionslatenz (F;75=15,65; P <0,001)
signifikant beeinflusst. Wie die paarweisen Vergleiche in Tabelle 3.7 zeigen, war die Abnahme
der Exkretion bei allein isolierten Tieren ausgepragter als bei den Kontrolltieren. Zudem wiesen
Kontrolltiere und Ferkel mit bekanntem Partner eine geringere Zunahme der Exkretionslatenz

auf, verglichen mit allein und mit unbekanntem Partner isolierten Tieren.

Tabelle 3.7: Einfluss der Behandlung auf die Anderung der Exkretionshiufigkeit und Exkretionslatenz in
den ,,open-field“/,,novel-object”-Tests (n =54 pro Behandlungsvariante). Unterschiedliche Buchstaben
kennzeichnen signifikante Effekte zwischen den Gruppen (**¢ P <0,05; Tukey-Kramer-Test);
K: Kontrolle, IB: Isolation mit bekanntem Partner, IU: Isolation mit unbekanntem Partner, IS: Isolation
allein

Behandlungsvariante
Verhalten
K IB U IS
Exkretion
Haufigkeit (Anzahl) -09+ 04° -1,6+ 0,5 2,0+ 0,5 2,7+ 05°
Latenz (s) 29,1 +39,1* 17,6 £38,5" | 149,3 £38,6 165,5 + 38,7

Wihrend sich kein Alterseffekt auf die Anderung der Exkretionshiufigkeit zeigte,
beeinflusste das Alter der Ferkel die Anderung der Exkretionslatenz signifikant (F,7; = 5,60;
P <0,01). Im Vergleich zu 7 Tage alten Ferkeln war die Zeit bis zur ersten Exkretion im ,,open-
field*/,,novel-object“-Test bei 21 Tage und 35 Tage alten Tieren signifikant geringer (Tabelle
A.3; Abb. 3.6 B).
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Abb. 3.6: Einfluss der Behandlungsvarianten in Abhiingigkeit vom Alter auf die Anderung der
Exkretionshéufigkeit (A) und Exkretionslatenz (B) in den ,,open-field*/,,novel-object*“-Tests (n = 18 pro
Behandlungsvariante und Altersgruppe). K: Kontrolle, IB: Isolation mit bekanntem Partner, IU: Isolation
mit unbekanntem Partner, IS: Isolation allein

Fluchtverhalten. Die Behandlungsvariante hatte einen signifikanten Effekt auf die Anderung
der Fluchtdauer (F; ;5 = 6,69; P <0,001), der Fluchthdufigkeit (F;15; = 7,22; P <0,001) und der
Fluchtlatenz (F;5, = 8,98, P <0,001). Die Tabelle 3.8 zeigt die Werte fiir die einzelnen
Behandlungsvarianten. Durch Tukey-Kramer-Tests konnte ermittelt werden, dass Ferkel, die
allein oder mit einem unbekannten Partner isoliert wurden, eine geringere Abnahme des
Fluchtverhaltens zeigten als die Kontrolltiere.

Das Alter der Ferkel beeinflusste ebenfalls signifikant die Anderung der Fluchtdauer
(Fa.175 = 10,36; P <0,001), der Fluchthiufigkeit (F, 74 = 11,29; P <0,001) und der Fluchtlatenz
(Fa.179 = 3,23, P < 0,05). Bei Ferkeln vom 7. Lebenstag war die Abnahme des Fluchtverhaltens
signifikant geringer im Vergleich zu 21 Tage und 35 Tage alten Tieren (Tabelle A.3).
Dementsprechend wiesen 7 Tage alte Tiere eine geringere Zunahme der Fluchtlatenz auf als die
21 Tage alten Probanden. Zudem konnte gezeigt werden, dass 7 Tage alte, allein und mit
unbekanntem Partner isolierte Tiere eine signifikant geringere Abnahme des Fluchtverhaltens
(Dauer und Haufigkeit) aufwiesen als die gleichaltrigen Kontrollferkel (Abb. 3.7 A/B). Im
Vergleich zu den jeweiligen Kontrolltieren trat bei Ferkeln mit unbekanntem Isolationspartner
am 7. und 35. Lebenstag eine geringere Zunahme der Fluchtlatenz auf (7. Tag: t =3,16; P <0,1;
35. Tag: t =3,53; P <0,05; Abb. 3.7 C).
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Tabelle 3.8: Einfluss der Behandlung auf die Anderung der Fluchtdauer, -hdufigkeit und -latenz in den
»open-field/,,novel-object“-Tests (n=54 pro Behandlungsvariante). Unterschiedliche Buchstaben
kennzeichnen signifikante Effekte zwischen den Gruppen (** P <0,05; Tukey-Kramer-Test);
K: Kontrolle, IB: Isolation mit bekanntem Partner, IU: Isolation mit unbekanntem Partner, IS: Isolation
allein

Behandlungsvariante
Verhalten
K 1B 18] IS
Flucht
Dauer (s) 214+ 39° 9.6+ 3.8 0,6+ 3,8 22+ 3.8°
Haufigkeit (Anzahl) 8,8+ 1,1° 51+ 1,1 32+ 1,1° 22+ 1,1°
Latenz (s) 250,8 £29,6* | 160,4+£29,3 68,4 +29,3° | 101,3+29,3"
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Abb. 3.7: Einfluss der Behandlungsvarianten in Abhiingigkeit vom Alter auf die Anderung der
Fluchtdauer (A), Fluchthédufigkeit (B) und Fluchtlatenz (C) in den ,,open-field*/,novel-object“-Tests
(n=18 pro Behandlungsvariante und Altersgruppe). Das Stern-Symbol kennzeichnet signifikante
Unterschiede zwischen den Gruppen (Tukey-Kramer-Test): * P <0,05; *** P <0,001; K: Kontrolle,
IB: Isolation mit bekanntem Partner, IU: Isolation mit unbekanntem Partner, IS: Isolation allein
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Vokalisation. Sowohl die Anderung der Vokalisationsdauer (F 3166 = 4,82; P <0,01) als auch
die Anderung der Vokalisationshiufigkeit (F5.181 =5,17; P <0,01) wurden von der Behandlung
signifikant beeinflusst. Tabelle 3.9 zeigt die Werte fiir die einzelnen Behandlungsvarianten und
die Ergebnisse der paarweisen Vergleiche. Ferkel mit bekanntem Isolationspartner hatten eine
signifikant groBere Abnahme der Vokalisationsdauer als allein und mit unbekanntem Partner
isolierte Tiere. Weiterhin zeigten Ferkel mit unbekanntem Isolationspartner eine geringere
Abnahme der Vokalisationshiufigkeit verglichen mit Kontrolltieren und Probanden mit

bekanntem Partner.

Tabelle 3.9: Einfluss der Behandlung auf die Anderung der Vokalisationsdauer und -hiufigkeit in den
,open-field/,,novel-object“-Tests (n=54 pro Behandlungsvariante). Unterschiedliche Buchstaben
kennzeichnen signifikante Effekte zwischen den Gruppen (** P <0,05; Tukey-Kramer-Test);
K: Kontrolle, IB: Isolation mit bekanntem Partner, IU: Isolation mit unbekanntem Partner, IS: Isolation
allein

Behandlungsvariante
Verhalten
K IB U IS
Vokalisation
Dauer (s) -149,9+ 15,5 | -169,3+15,8" | -112,8+15,7° | -106,9 + 15,9
Haufigkeit (Anzahl) | 32,1+ 4,5° 271+ 45° 11,0+ 4,5°| -19,0+ 4,5

Auch das Alter der Ferkel zeigte einen signifikanten Effekt auf die Anderung der
Vokalisationsdauer (F,;77=4,33; P <0,05) wund Vokalisationshdufigkeit (F76=15,36;
P <0,01). Die 7 Tage alten Ferkel wiesen, im Vergleich zu 21 Tage alten Tieren, eine geringere
Abnahme der Vokalisationsdauer (Abb. 3.8 A) und Vokalisationshiufigkeit auf (Tabelle A.3;
Abb. 3.8 B).
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Abb. 3.8: Einfluss der Behandlungsvarianten in Abhiingigkeit vom Alter auf die Anderung der
Vokalisationsdauer (A) und Vokalisationshidufigkeit (B) in den ,,open-field/,,novel-object*-Tests
(n =18 pro Behandlungsvariante und Altersgruppe). K: Kontrolle, IB: Isolation mit bekanntem Partner,
IU: Isolation mit unbekanntem Partner, IS: Isolation allein

Objektkontakt. Weder die Anderung der Dauer noch die Anderung der Latenz des
Objektkontaktes wurden von der Behandlungsvariante beeinflusst. Die Behandlung hatte jedoch
einen signifikanten Effekt auf die Anderung der Hiufigkeit, mit der das ,novel-object“
kontaktiert wurde (F; ;73 =2,66; P <0,05). Die Tabelle 3.10 zeigt die Werte fiir die einzelnen
Behandlungsvarianten. Durch paarweise Vergleiche konnten keine signifikanten Unterschiede

im Objektkontaktverhalten zwischen den Gruppen ermittelt werden.

Tabelle 3.10: Einfluss der Behandlung auf die Anderung der Objektkontaktdauer, -hdufigkeit und -latenz
in den ,,open-field“/,,novel-object”-Tests (n =54 pro Behandlungsvariante). K: Kontrolle, IB: Isolation
mit bekanntem Partner, IU: Isolation mit unbekanntem Partner, IS: Isolation allein

Behandlungsvariante
Verhalten
K 1B U IS
Objektkontakt
Dauer (s) 2,1+42 5,1+4,1 3,6 4,1 6,5+4,1
Haufigkeit (Anzahl) 2,7+0,7 3,1+0,7 -1,0+0,7 -0,9+0,7
Latenz (s) 27,7+8)5 228+83 11,0+ 83 23,6+83
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Das Alter hatte einen signifikanten Einfluss auf die Anderung der Objektkontaktdauer
(Fa.170 = 8,68; P<0,001) und auf die Anderung der Objektkontakthiufigkeit (Fy 70 = 8,81;
P <0,001). Die Anderung der Latenz des Objektkontaktes war nicht altersabhiingig (Abb.
3.9 C). Die paarweisen Vergleiche in Tabelle A.3 zeigen, dass 21 Tage alte Probanden eine
groBere Abnahme der Objektkontaktdauer (vs. 35.Tag: t=2,29; P<0,1; Abb. 3.9 A) und
Objektkontakthiufigkeit (Abb. 3.9 B) aufwiesen als 7 Tage und 35 Tage alte Tiere.
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Abb. 3.9: Einfluss der Behandlungsvarianten in Abhiingigkeit vom Alter auf die Anderung der
Objektkontaktdauer (A), -hdufigkeit (B) und -latenz (C) in den ,,open-field*/,,novel-object“-Tests
(n =18 pro Behandlungsvariante und Altersgruppe). K: Kontrolle, IB: Isolation mit bekanntem Partner,
IU: Isolation mit unbekanntem Partner, IS: Isolation allein
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3.3 HORMONELLE UNTERSUCHUNGEN

3.3.1 STRESSHORMONE VOR DER BEHANDLUNG

Die basalen ACTH-, Cortisol- und CBG-Konzentrationen im Plasma sowie der FCI
unterschieden sich vor der Behandlung nicht signifikant zwischen den Behandlungsvarianten
(Tabelle A.4). Ein Alterseffekt wurde nur fiir die CBG-Konzentrationen nachgewiesen
(F2.176=18,15; P <0,001). Tabelle 3.11 zeigt die Konzentrationen fiir die einzelnen
Altersgruppen und die Ergebnisse der paarweisen Vergleiche. Mittels Tukey-Kramer-Tests

wurde festgestellt, dass die CBG-Konzentration vom 7. Tag zum 35. Tag signifikant anstieg.

Tabelle 3.11: Einfluss des Alters auf die ACTH-, Cortisol- und CBG-Konzentrationen sowie den FCI vor
der Behandlung (n=72 pro Altersgruppe). Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante
Effekte zwischen den Gruppen (** P < 0,05; Tukey-Kramer-Test).

Alter
Stresshormon
7. Tag 21. Tag 35. Tag
ACTH (pg/ml) 33,3+3,1 39,2+2,7 335+33
Cortisol (nmol/1) 61,3+4,6 64,8 + 4.0 73,1 £ 4,6
CBG (fmol/ml) 24,1 +3,0° 36,0 +2,9° 44,5 + 3,0
FCI 2,3+0,6 3,1+£0,6 2,4+0,7

3.3.2 STRESSHORMONANDERUNG NACH DER BEHANDLUNG

Die Behandlungsvariante beeinflusste signifikant die Anderung (Ergebnisse nach der
Behandlung minus vor der Behandlung) der ACTH- (F;i3=4,77; P <0,01), Cortisol-
(Fs3.100=17,32; P<0,001) und CBG-Konzentrationen (F;i50=9,09; P <0,001) sowie die
Anderung des FCI (F 335 =3,73; P <0,05). Tabelle 3.12 =zeigt die Anderungen der
Stresshormonkonzentrationen und des FCI fiir die einzelnen Behandlungsvarianten und die
Ergebnisse der jeweiligen paarweisen Vergleiche. Im Vergleich zu Kontrollferkeln hatten Tiere,
die allein oder mit unbekanntem Partner isoliert wurden, signifikant erhohte ACTH-
Konzentrationen. Probanden aller Isolationsvarianten reagierten mit signifikanten Erh6hungen
ihrer Cortisolkonzentrationen. Der Anstieg von Cortisol war bei Ferkeln mit sozialer
Unterstiitzung jedoch geringer als bei allein isolierten Tieren (vs. IB: t=3,55; P <0,01; vs. IU:
t=2,32; P<0,1). Die CBG-Konzentration @nderte sich bei allen isolierten Ferkeln in Richtung

einer signifikanten Erniedrigung im Vergleich zu den Kontrolltieren. Gegeniiber Kontrolltieren
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und Ferkeln, die mit einem unbekannten Partner isoliert wurden, wiesen Probanden aus

alleiniger Isolation signifikant hohere FCI-Werte auf.

Tabelle 3.12: Einfluss der Behandlung auf die Anderung der ACTH-, Cortisol- und CBG-
Konzentrationen sowie des FCI (n=54 pro Behandlungsvariante). Unterschiedliche Buchstaben
kennzeichnen signifikante Effekte zwischen den Gruppen (**¢ P<0,05; Tukey-Kramer-Test);
K: Kontrolle, IB: Isolation mit bekanntem Partner, IU: Isolation mit unbekanntem Partner, IS: Isolation
allein

Behandlungsvariante
Stresshormon
K IB U IS
ACTH (pg/ml) 123+ 7,10 | 10,7+ 7.8 12,7+ 7,3° 23,7+ 7,5°
Cortisol (nmol/1) -12,6 + 10,4 31,7+ 11,3 50,9 + 10,1 81,3+ 10,2¢
CBG (fmol/ml) 104+ 3,1° 3,7+ 3,1° 5.6+ 3,1° 84+ 3,1°
FCI 0,7+ 3,7° 39+ 44 0,8+ 3,8 16,6+ 3,9°

Auf die Anderungen der untersuchten Stresshormone konnte kein signifikanter Alterseffekt
gefunden werden (Tabelle A.5). Es wurde jedoch nachgewiesen, dass allein isolierte Tiere vom
21. Lebenstag signifikant hohere ACTH-Konzentrationen aufwiesen als die gleichaltrigen
Kontrollferkel (Abb. 3.10 A). Wie Abb. 3.10 B zeigt, war die Cortisolkonzentration bei Tieren
aus alleiniger Isolation in allen Altersgruppen hoher im Vergleich zu den Kontrolltieren.
Zusitzlich traten bei Ferkeln mit unbekanntem Isolationspartner am 7. Tag hohere Cortisolwerte
auf als bei den Kontrolltieren. Eine in der Tendenz geringere Cortisolkonzentration wiesen
21 Tage alte Ferkel mit bekanntem Isolationspartner im Vergleich zu den gleichaltrigen allein
isolierten Tiere auf (t=3,24; P =0,07). Signifikant geringere CBG-Werte wurden, verglichen
mit den Kontrollferkeln, bei 21 Tage alten Tieren gefunden, die allein und mit bekanntem

Partner isoliert waren (Abb. 3.10 C).
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Abb. 3.10: Einfluss der Behandlungsvarianten in Abhéngigkeit vom Alter auf die Anderungen der
Plasmakonzentrationen von ACTH (A), Cortisol (B) und CBG (C) sowie die Anderung des FCI (D)
(n=18 pro Behandlungsvariante und Altersgruppe). Da Stern-Symbol kennzeichnet signifikante
Unterschiede zwischen den Gruppen (Tukey-Kramer-Test): * P <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001;
IB: Isolation mit bekanntem Partner, IU: Isolation mit unbekanntem Partner, IS: Isolation allein
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3.4 GENEXPRESSIONSSTUDIEN IN STRESSRELEVANTEN HIRNREGIONEN

3.4.1 PRAFRONTALER CORTEX

GR, MR. Im PFC hatte die Behandlungsvariante einen signifikanten Effekt auf die Expression
von GR (F570=3,56; P <0,05) und MR mRNA (F;4;,=6,11; P <0,001). Auch das MR/GR
Verhiltnis wurde von der Behandlung signifikant beeinflusst (F; ¢ =7,47; P <0,001). Tabelle
3.13 zeigt die Ergebnisse der paarweisen Vergleichstests. Ferkel, die mit einem unbekannten
Partner isoliert waren, hatten geringere Expression von GR mRNA als Kontrollferkel und allein
isolierte Tiere (vs. K: t=2,49; P=0,07). Die MR mRNA war bei Tieren aller Isolationsarten
geringer als bei den Kontrollferkeln (vs. IB: t = 2,44; P <0,1). Dementsprechend besalien allein
isolierte Tiere ein niedrigeres MR/GR Verhiltnis als Kontrollferkel und Probanden mit
unbekanntem Isolationspartner. Ferkel mit bekanntem Isolationspartner hatten ein in der
Tendenz geringeres Rezeptorverhiltnis im Vergleich zu den Kontrolltieren (t = 2,37; P = 0,09).

Das Alter der Ferkel beeinflusste sowohl die GR (F;,5 =9,67; P <0,001) als auch die
MR mRNA signifikant (F,3, =3,31; P <0,05). Kein Alterseffekt konnte auf das MR/GR
Verhéltnis gefunden werden. Tukey-Kramer-Tests zeigten, dass 7 Tage alte Ferkel groBere
mRNA Expressionen von GR (Abb. 3.11 A) und MR mRNA aufwiesen als die 21 Tage alten
Tiere (Tabelle A.6). Bei 35 Tage alten Tieren wurde festgestellt, dass Probanden aller
Isolationsarten geringere Konzentrationen an MR mRNA hatten als die Kontrollferkel (vs. IS:
t=3,17; P<0,1; Abb. 3.11 B). Das MR/GR Verhiltnis war bei 21 Tage alten, allein isolierten
Tieren niedriger als bei den gleichaltrigen Kontrollferkeln (Abb. 3.12).

Tabelle 3.13: Einfluss der Behandlungsvarianten auf die mRNA Expression von GR und MR im PFC
(n=27 pro Behandlungsvariante). Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Effekte
zwischen den Gruppen (** P <0,05; Tukey-Kramer-Test); K: Kontrolle, IB: Isolation mit bekanntem
Partner, IU: Isolation mit unbekanntem Partner, IS: Isolation allein

mRNA Behandlungsvariante

(pg/ug total RNA) K IB U IS

GR 48,42 + 328 46,21 + 3,28 40,66 +3,29° | 50,21 +3,29°
MR 0,54 + 0,06 0,44 % 0,06 0,39 % 0,06 0,39 = 0,06
MR/GR 1,09 £ 0,09 0,89 + 0,09 1,01 £ 0,09 0,71 + 0,09

- 46 -



3 Ergebnisse

A GR B MR
100 1,2
Behandlungsvariante: P < 0,05 K Behandlungsvariante: P < 0,001 EEK
. [ =] . 1B
Alter: P < 0,001 2 U 10 - Alter: P < 0,05 =23 U
80 IS : Is
< [ | < |
= = *
®© -+ T
3 3 T
= 2 06 [i
S~ —
= % =
@ g o 047 ]
g i g e
’ 0.2 ’
0 it :;: i A 0,0 B y e 3 4
7.Tag 21.Tag 35. Tag 7. Tag 21. Tag 35.Tag

Abb. 3.11: Einfluss der Behandlungsvarianten in Abhéngigkeit vom Alter auf die mRNA Expression von
GR (A) und MR (B) im PFC (n=9 pro Behandlungsvariante und Altersgruppe). Das Stern-Symbol
kennzeichnet signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen (Tukey-Kramer-Test): * P <0,05;
K: Kontrolle, IB: Isolation mit bekanntem Partner, IU: Isolation mit unbekanntem Partner, IS: Isolation
allein
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Abb. 3.12: Einfluss der Behandlungsvarianten in Abhédngigkeit vom Alter auf das Verhédltnis MR/GR
(n=9pro Behandlungsvariante und Altersgruppe). Das Stern-Symbol kennzeichnet signifikante
Unterschiede zwischen den Gruppen (Tukey-Kramer-Test): * P <0,05; K: Kontrolle, IB: Isolation mit
bekanntem Partner, IU: Isolation mit unbekanntem Partner, IS: Isolation allein
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11p-HSD1, 11p-HSD2. Die Behandlungsvariante hatte keinen Effekt auf den mRNA Gehalt der
11B-HSD1, beeinflusste jedoch die Expression der 113-HSD2 mRNA (F; 6 =5,92; P <0,01).
Wie aus Tabelle 3.14 ersichtlich wird, war der Gehalt an 11B3-HSD2 mRNA in allein isolierten
Tieren signifikant groBer im Vergleich zu den Kontrollferkeln und Probanden mit sozialer
Unterstiitzung.

Die 118-HSD1 mRNA Expression wurde nicht vom Lebensalter beeinflusst (Abb.
3.13 A). Ein signifikanter Alterseffekt konnte aber auf die 11B-HSD2 mRNA festgestellt
werden (F,33=7,06; P<0,01). Tukey-Kramer-Tests zeigten, dass 7 Tage alte Ferkel hohere
Expressionen von 113-HSD2 mRNA aufwiesen als die Tiere vom 21. Lebenstag (Tabelle A.6;
Abb. 3.13 B).

Tabelle 3.14: Einfluss der Behandlungsvarianten auf die mRNA Expression von 11B3-HSDI und 11p-
HSD2 im PFC (n = 27 pro Behandlungsvariante). Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante
Effekte zwischen den Gruppen (a’b P <0,05; Tukey-Kramer-Test); K: Kontrolle, IB: Isolation mit
bekanntem Partner, IU: Isolation mit unbekanntem Partner, IS: Isolation allein

mRNA Behandlungsvariante
(pg/ug total RNA) K IB U IS
11B-HSD1 5,21 +1,08 5,06 + 1,08 5,75+ 1,08 4,72 £1,08
11B-HSD2 1,13+0,16* 1,24+ 0,16 1,13+0,16 1,60+ 0,16
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Abb. 3.13: Einfluss der Behandlungsvarianten in Abhéngigkeit vom Alter auf die mRNA Expression von
11B-HSD1 (A) und 11B-HSD2 (B) im PFC (n=9 pro Behandlungsvariante und Altersgruppe).
K: Kontrolle, IB: Isolation mit bekanntem Partner, IU: Isolation mit unbekanntem Partner, IS: Isolation
allein
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CRH, c-fos. Die Art der Behandlung hatte keinen Effekt auf die Expression der CRH und c-fos
mRNA (Tabelle 3.15). Jedoch beeinflusste das Alter der Tiere sowohl den Gehalt an CRH
(Fa27=45,22; P<0,001) als auch an c-fos mRNA (F,4; =9,72; P <0,001). Die paarweisen
Vergleiche in Tabelle A.6 zeigen, dass 7 Tage alte Ferkel hohere Expressionen von CRH
mRNA aufwiesen als 21 Tage und 35 Tage alte Tiere (Abb. 3.14 A). Ferkel vom 21. Lebenstag
hatten gegeniiber 7 Tage und 35 Tage alten Tieren den niedrigsten Gehalt an c-fos mRNA (Abb.
3.14 B).

Tabelle 3.15: Einfluss der Behandlungsvarianten auf die mRNA Expression von CRH und c-fos im PFC
(n=27 pro Behandlungsvariante). K: Kontrolle, IB: Isolation mit bekanntem Partner, IU: Isolation mit
unbekanntem Partner, IS: Isolation allein

mRNA Behandlungsvariante
(pg/ng total RNA) K IB U IS
CRH 23,12+ 1,84 23,77+ 1,84 22,01 + 1,84 24,26 + 1,84
c-fos 6,01 £ 1,03 5,04 +£1,03 4,11+1,03 5,16 £1,03
A CRH B c-fos
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Abb. 3.14: Einfluss der Behandlungsvarianten in Abhéngigkeit vom Alter auf die mRNA Expression von
CRH (A) und c-fos (B) im PFC (n=9 pro Behandlungsvariante und Altersgruppe). K: Kontrolle,
IB: Isolation mit bekanntem Partner, IU: Isolation mit unbekanntem Partner, IS: Isolation allein
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IL-6, TNF-a. Die mRNA Expression von IL-6 wurde tendenziell durch die
Behandlungsvariante beeinflusst (F;7,=2,49; P =0,07), wogegen kein Effekt auf die TNF-a
mRNA nachgewiesen wurde. In Tabelle 3.16 sind die mRNA Expressionen der
Behandlungsvarianten aufgefiihrt. Ferkel mit unbekanntem Isolationspartner hatten einen in der
Tendenz geringeren Gehalt an IL-6 mRNA als allein isolierte Tiere (t = 2,41; P = 0,08).

Es konnte ein signifikanter Effekt des Tieralters auf die Expression der IL-6 mRNA
nachgewiesen werden (F,;=28,68; P<0,01; Abb. 3.15A). Der Gehalt an
TNF-a mRNA blieb dagegen vom Lebensalter unbeeinflusst (Abb. 3.15 B). Im Vergleich zu
21 Tage und 35 Tage alten Probanden, wiesen Ferkel vom 7. Lebenstag eine signifikant hohere

Expression von IL-6 mRNA auf (Tabelle A.6).

Tabelle 3.16: Einfluss der Behandlungsvarianten auf die mRNA Expression von IL-6 und TNF-o im PFC
(n =27 pro Behandlungsvariante). K: Kontrolle, IB: Isolation mit bekanntem Partner, IU: Isolation mit
unbekanntem Partner, IS: Isolation allein

mRNA Behandlungsvariante
(pg/ng total RNA) K IB U IS
IL-6 0,08 + 0,01 0,08 £0,01 0,07+ 0,01 0,11 +£0,01
TNF-o 0,26 + 0,05 0,17 +0,05 0,17 +0,05 0,22 + 0,05
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Abb. 3.15: Einfluss der Behandlungsvarianten in Abhéngigkeit vom Alter auf die mRNA Expression von
IL-6 (A) und TNF-a (B) im PFC (n=9 pro Behandlungsvariante und Altersgruppe). K: Kontrolle,
IB: Isolation mit bekanntem Partner, IU: Isolation mit unbekanntem Partner, IS: Isolation allein
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3.4.2 AMYGDALA

GR, MR. In der Amygdala hatte die Behandlungsvariante keinen Effekt auf die Expression der
MR mRNA, beeinflusste jedoch den Gehalt an GR mRNA (F;7 =4,94; P <0,01) und das
MR/GR Verhiltnis signifikant (F5 7, = 4,45; P <0,01). Tukey-Kramer-Tests zeigten, dass Ferkel
mit unbekanntem Isolationspartner deutlich geringere GR mRNA Expressionen aufwiesen als
Kontrolltiere und Probanden, die allein oder mit einem bekannten Partner isoliert waren (vs. IB:
t=2,54; P <0,1; Tabelle 3.17). Zudem zeigte sich, dass allein isolierte Tiere ein niedrigeres
Rezeptorverhiltnis aufwiesen als Kontrollferkel und Probanden mit unbekanntem
Isolationspartner.

Das Alter hatte keinen Effekt auf die Expression von GR und MR mRNA (Abb. 3.16),
beeinflusste jedoch das Verhéltnis der beiden Rezeptoren signifikant (F,,; =4,09; P <0,05).
Sieben Tage alte Ferkel, die mit unbekanntem Partner isoliert waren, wiesen einen geringeren
Gehalt an GR mRNA auf als die gleichaltrigen Kontrollferkel (Abb. 3.16 A). Das MR/GR
Verhéltnis von 7 Tage alten Ferkeln war niedriger im Vergleich zu den 35 Tage alten Tieren
(Tabelle A.7). Zudem hatten allein isolierte Tiere vom 35. Lebenstag ein signifikant niedrigeres
Rezeptorverhiltnis als die gleichaltrigen Ferkel, welche mit unbekanntem Partner isoliert

wurden (Abb. 3.17).

Tabelle 3.17: Einfluss der Behandlungsvarianten auf die mRNA Expression von GR und MR in der
Amygdala (n=27 pro Behandlungsvariante). Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante
Effekte zwischen den Gruppen (*" P <0,05; Tukey-Kramer-Test); K: Kontrolle, IB: Isolation mit
bekanntem Partner, IU: Isolation mit unbekanntem Partner, IS: Isolation allein

mRNA Behandlungsvariante

(pg/ng total RNA) K 1B U IS

GR 68,17 £3,93* | 66,25+3,93 53,98 + 3,94° 71,34 +£3,95°
MR 0,47 + 0,04 0,41 £0,04 0,39+ 0,04 0,36 = 0,04

MR/GR 0,71 + 0,06 0,63 = 0,06 0,71 £ 0,06 0,49 + 0,06"
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Abb. 3.16: Einfluss der Behandlungsvarianten in Abhéngigkeit vom Alter auf die mRNA Expression von
GR (A) und MR (B) in der Amygdala (n=9 pro Behandlungsvariante und Altersgruppe). Das Stern-
Symbol kennzeichnet signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen (Tukey-Kramer-Test): * P < 0,05;

K: Kontrolle, IB: Isolation mit bekanntem Partner, IU: Isolation mit unbekanntem Partner, IS: Isolation
allein
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Abb. 3.17: Einfluss der Behandlungsvarianten in Abhéngigkeit vom Alter auf das Verhdltnis MR/GR
(n=9pro Behandlungsvariante und Altersgruppe). Das Stern-Symbol kennzeichnet signifikante
Unterschiede zwischen den Gruppen (Tukey-Kramer-Test): * P <0,05; K: Kontrolle, IB: Isolation mit

bekanntem Partner, IU: Isolation mit unbekanntem Partner, IS: Isolation allein
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11p-HSD1, 11p-HSD2. Die Behandlungsvariante hatte keinen Effekt auf die mRNA
Expression von 11B-HSDI1, beeinflusste jedoch den Gehalt an 11B-HSD2 signifikant
(F372=1,82; P<0,001). Wie die paarweisen Vergleiche in Tabelle 3.18 zeigen, war die mRNA
Menge an 11B-HSD2 bei allein isolierten Tieren deutlich groBer als bei Kontrollferkeln und

Probanden mit sozialer Unterstiitzung.

Tabelle 3.18: Einfluss der Behandlungsvarianten auf die mRNA Expression von 11B3-HSDI und 11p-
HSD2 in der Amygdala (n =27 pro Behandlungsvariante). Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen
signifikante Effekte zwischen den Gruppen (** P < 0,05; Tukey-Kramer-Test); K: Kontrolle, IB: Isolation
mit bekanntem Partner, IU: Isolation mit unbekanntem Partner, IS: Isolation allein

mRNA Behandlungsvariante

(pg/ug total RNA) K IB U IS
11B-HSD1 9,53+£0,72 8,85+0,72 8,68+ 0,72 9,19+0,72
11B-HSD2 1,04 +0,12° 1,15+0,12° 1,09 +0,12° 1,60 +0,12°

Das Alter der Ferkel hatte einen tendenziellen Finfluss sowohl auf die 11p-HSD1 mRNA
(F224=3,17; P =0,06) als auch auf die 118-HSD2 mRNA (F,2 = 2,93; P =0,07). Im Vergleich
zu 35 Tage alten Tieren wiesen Ferkel vom 7. Lebenstag hohere Expressionen von 113-HSDI1
(t=2,46; P=0,05) und geringere von 11B-HSD2 auf (t=2,42; P=0,06; Tabelle A.7).
Zusiatzlich wurde festgestellt, dass 35 Tage alte, allein isolierte Tiere mehr 11B-HSD2

exprimierten als die gleichaltrigen Kontrollferkel und Probanden mit sozialer Unterstiitzung
(Abb. 3.18 B).
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Abb. 3.18: Einfluss der Behandlungsvarianten in Abhéngigkeit vom Alter auf die mRNA Expression von
11B8-HSD1 (A) und 11B-HSD2 (B) in der Amygdala (n =9 pro Behandlungsvariante und Altersgruppe).
Das Stern-Symbol kennzeichnet signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen (Tukey-Kramer-Test):
** P <0,01; ***P<0,001; K: Kontrolle, IB: Isolation mit bekanntem Partner, IU: Isolation mit
unbekanntem Partner, IS: Isolation allein
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CRH, c-fos. Die Behandlungsvariante hatte keinen Effekt auf die Expression der CRH mRNA,
beeinflusste jedoch den mRNA Gehalt an c-fos tendenziell (F; ;0 =2,71; P = 0,05). Tabelle 3.19
zeigt die Ergebnisse der einzelnen Behandlungsvarianten. Durch Tukey-Kramer-Tests wurde
festgestellt, dass allein isolierte Tiere in der Tendenz mehr c-fos mRNA aufwiesen als
Kontrollferkel (t =2,45; P =0,08) und Probanden mit unbekanntem Isolationspartner (t = 2,47
P=0,07).

Tabelle 3.19: Einfluss der Behandlungsvarianten auf die mRNA Expression von CRH und c-fos in der
Amygdala (n=27 pro Behandlungsvariante). K: Kontrolle, IB: Isolation mit bekanntem Partner,
IU: Isolation mit unbekanntem Partner, IS: Isolation allein

mRNA Behandlungsvariante

(pg/ug total RNA) K IB U IS
CRH 8,84+1,74 9,53+ 1,74 9,02+ 1,74 10,87 £1,75
c-fos 1,99 £0,28 2,32 +0,28 1,99 £0,28 2,82+0,28

Das Alter hatte keinen Effekt auf die CRH mRNA, beeinflusste jedoch die c-fos mRNA
signifikant (F2,25 =8,46; P <0,01). Die paarweisen Vergleiche in Tabelle A.7 zeigen, dass
7 Tage alte Ferkel deutlich niedrigere mRNA Expressionen von c-fos hatten als 21 Tage
(t=2,28; P <0,1) und 35 Tage alte Tiere. Zudem konnte nachgewiesen werden, dass 35 Tage
alte, allein isolierte Tiere signifikant mehr c-fos mRNA aufwiesen als die dazugehorigen

Kontrollferkel (Abb. 3.19 B).
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Abb. 3.19: Einfluss der Behandlungsvarianten in Abhéngigkeit vom Alter auf die mRNA Expression von
CRH (A) und c-fos (B) in der Amygdala (n =9 pro Behandlungsvariante und Altersgruppe). Das Stern-
Symbol kennzeichnet signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen (Tukey-Kramer-Test): * P < 0,05;
K: Kontrolle, IB: Isolation mit bekanntem Partner, IU: Isolation mit unbekanntem Partner, IS: Isolation
allein
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IL-6, TNF-a. Die mRNA Expression von IL-6 wurde signifikant (F;, = 2,70; P <0,05), die
TNF-a tendenziell von der Behandlungsvariante beeinflusst (F;; =2,18; P <0,1). Die
entsprechende mRNA Expression der Zytokine in Abhéngigkeit von der Behandlungsvariante
ist in Tabelle 3.20 dargestellt. Ferkel mit unbekanntem Isolationspartner wiesen eine in der
Tendenz geringere Expression von IL-6 mRNA im Vergleich zu allein (t =2,50; P = 0,07) bzw.
mit bekanntem Partner isolierten Tieren auf (t=2,42; P =0,08). Auch der Gehalt an TNF-a
mRNA war bei Ferkeln mit unbekanntem Isolationspartner tendenziell geringer als bei allein

isolierten Tieren (t =2,49; P = 0,07).

Tabelle 3.20: Einfluss der Behandlungsvarianten auf die Genexpression (n=27 pro
Behandlungsvariante). K: Kontrolle, IB: Isolation mit bekanntem Partner, IU: Isolation mit unbekanntem
Partner, IS: Isolation allein

mRNA Behandlungsvariante

(pg/ng total RNA) K IB U IS
IL-6 0,53 £0,07 0,58 +£0,07 0,42+ 0,07 0,58 £0,07
TNF-o 0,27 = 0,03 0,26 = 0,03 0,21 +0,03 0,30+ 0,03

Das Alter der Ferkel beeinflusste die mRNA Expression von IL-6 (F,3; =3,43; P <0,05) und
TNF-a (Fp2=9,35; P <0,001). Tukey-Kramer-Tests zeigten, dass 7 Tage alte Ferkel einen
signifikant geringeren Gehalt an IL-6 mRNA aufwiesen als Tiere vom 21. Lebenstag (Tabelle
A.7; Abb. 3.20 A). Ebenso war die mRNA Expression von TNF-a bei 7 Tage alten Ferkeln
geringer als bei 21 Tage und 35 Tage alten Probanden (Abb. 3.20 B).
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Abb. 3.20: Einfluss der Behandlungsvarianten in Abhéngigkeit vom Alter auf die mRNA Expression von
II-6 (A) und TNF-o (B) in der Amygdala (n=9 pro Behandlungsvariante und Altersgruppe).
K: Kontrolle, IB: Isolation mit bekanntem Partner, IU: Isolation mit unbekanntem Partner, IS: Isolation
allein
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3.4.3 HYPOTHALAMUS

GR, MR. Die Behandlungsvariante hatte einen signifikanten Effekt auf die mRNA Expression
von GR (F;7,=3,26; P <0,05) und MR (F;7 =3,71; P <0,05) sowie auf das Verhiltnis von
MR/GR (F;7,=10,03; P<0,001). Die Tabelle 3.21 zeigt die Ergebnisse der paarweisen
Vergleiche. Tiere, die mit unbekanntem Partner isoliert wurden, hatten signifikant geringere GR
mRNA Expressionen als allein isolierte Ferkel. Im Vergleich zu Kontrollferkeln wiesen Tiere
aus alleiniger Isolation eine geringere MR mRNA auf. Auch Probanden mit Isolationspartner
hatten einen tendenziell geringeren MR mRNA Gehalt verglichen mit den Kontrollferkeln (vs.
IB: t=2,39; P=0,09; vs. IU: t=2,43; P=10,08). Zudem zeigte sich, dass Kontrolltiere und
Ferkel mit unbekanntem Isolationspartner ein grofleres Verhiltnis von MR/GR aufwiesen als

Tiere, die allein und mit bekanntem Partner isoliert wurden.

Tabelle 3.21: Einfluss der Behandlungsvarianten auf die mRNA Expression von GR und MR im
Hypothalamus (n = 27 pro Behandlungsvariante). Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante
Effekte zwischen den Gruppen (a’b P <0,05; Tukey-Kramer-Test); K: Kontrolle, IB: Isolation mit
bekanntem Partner, IU: Isolation mit unbekanntem Partner, IS: Isolation allein

mRNA Behandlungsvariante

(pg/ng total RNA) K IB U IS

GR 99,68 + 7,11 106,02 + 7,11 92,23 + 7,12 116,45 + 7,14°
MR 0,50 + 0,04° 0,38 + 0,04 0,37 + 0,04 0,34 + 0,04°
MR/GR 0,47 +0,03° 0,34 +0,03° 0,45 + 0,03 0,29 + 0,03°

Das Alter der Ferkel beeinflusste signifikant den Gehalt an MR mRNA (F,,4 = 8,37; P <0,05)
sowie das Verhiltnis von MR/GR (F25 = 5,04; P <0,05). Die Expression der GR mRNA war
nicht altersabhéngig (Abb. 3.21 A). Tukey-Kramer-Tests zeigten, dass 7 Tage und 21 Tage alte
Probanden eine geringere MR mRNA Expression aufwiesen als Tiere vom 35. Lebenstag
(Tabelle A.8; Abb. 3.21 B). Dementsprechend wiesen 35 Tage alte Tiere ein grdoferes
Rezeptorverhiltnis auf als 7 Tage (t=2,21; P <0,1) und 21 Tage alte Probanden. Zusétzlich
zeigte sich bei Tieren vom 35. Lebenstag, dass das Verhéltnis von MR/GR bei allein isolierten
Ferkeln niedriger war als bei Tieren, die mit einem unbekannten Partner isoliert wurden (Abb.

3.22).
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Abb. 3.21: Einfluss der Behandlungsvarianten in Abhéngigkeit vom Alter auf die mRNA Expression von
GR (A) und MR (B) (n =9 pro Behandlungsvariante und Altersgruppe) im Hypothalamus. K: Kontrolle,
IB: Isolation mit bekanntem Partner, IU: Isolation mit unbekanntem Partner, IS: Isolation allein
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Abb. 3.22: Einfluss der Behandlungsvarianten in Abhidngigkeit vom Alter auf das Verhdltnis MR/GR im
Hypothalamus (n=9 pro Behandlungsvariante und Altersgruppe). Das Stern-Symbol kennzeichnet
signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen (Tukey-Kramer-Test): * P <0,05; K: Kontrolle,
IB: Isolation mit bekanntem Partner, IU: Isolation mit unbekanntem Partner, IS: Isolation allein
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11p-HSD1, 11p-HSD2. Ein signifikanter Effekt der Behandlungsvariante wurde auf den mRNA
Gehalt an 11B-HSD2 festgestellt (F;7, =3,58; P <0,05). Paarweise Vergleiche zeigten, dass
Kontrolltiere und mit unbekanntem Partner isolierte Tiere geringere Werte aufwiesen als
Probanden aus Alleinisolation (Tabelle 3.22).

Das Alter beeinflusste die 11f-HSD1 mRNA Expression signifikant (F,, =4,01;
P <0,05), wobei 21 Tage alte Ferkel niedrigere mRNA Konzentrationen aufwiesen als 35 Tage
alte Tiere (Tabelle A.8; Abb. 3.23 A). Es konnte kein Alterseffekt auf die 11-HSD2 mRNA
nachgewiesen werden. (Abb. 3.23 B).

Tabelle 3.22: Einfluss der Behandlungsvarianten auf die mRNA Expression von 113-HSDI und 11p-
HSD2 im Hypothalamus (n= 27 pro Behandlungsvariante). Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen
signifikante Effekte zwischen den Gruppen (** P < 0,05; Tukey-Kramer-Test); K: Kontrolle, IB: Isolation
mit bekanntem Partner, IU: Isolation mit unbekanntem Partner, IS: Isolation allein

mRNA Behandlungsvariante
(pg/ug total RNA) K IB 18} IS
11B-HSD1 5,56 £0,59 5,96 £ 0,59 6,15+ 0,59 5,97+ 0,59
11B-HSD2 1,05+ 0,11° 1,21+0,11 1,03+0,11° 1,42+ 0,11°
. A 11B-HSD1 ,s B 11B-HSD2
Alter: P < 0,05 K ‘ Behandlungsvariante: P < 0,05 K
() .
12 Z2 U == v

o - s o 2,0 4 . s
Z 10 4 =z

(1’ o I

g 8 l g 157

< ° < 10 ‘

e =

o o

o 4 o

Q Q

0,5
2 "
0 asi U‘D sl
35. Tag 35. Tag

Abb. 3.23: Einfluss der Behandlungsvarianten in Abhéngigkeit vom Alter auf die mRNA Expression von
11B-HSD1 (A) und 11B-HSD2 (B) im Hypothalamus (n =9 pro Behandlungsvariante und Altersgruppe).
K: Kontrolle, IB: Isolation mit bekanntem Partner, IU: Isolation mit unbekanntem Partner, IS: Isolation
allein
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CRH, c-fos. Die Behandlungsvariante hatte keinen Effekt auf die Expression der CRH mRNA
(Abb. 3.24 A), beeinflusste jedoch den Gehalt an c-fos mRNA signifikant (F;7 =8,11;
P <0,001). Tukey-Kramer-Tests zeigten, dass Tiere aller Isolationsarten eine signifikant hohere
c-fos mRNA aufwiesen als die Kontrollferkel (Tabelle 3.23).

Es wurde kein Effekt des Alters auf die Expression von CRH und c-fos mRNA
gefunden (Tabelle A.8). Durch paarweise Vergleiche konnte jedoch gezeigt werden, dass
7 Tage alte, allein isolierte Tiere einen groBeren Gehalt an c-fos mRNA hatten als die

gleichaltrigen Kontrollferkel (Abb. 3.24 B).

Tabelle 3.23: Einfluss der Behandlungsvarianten auf die mRNA Expression von CRH und c-fos im
Hypothalamus (n = 27 pro Behandlungsvariante). Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante
Effekte zwischen den Gruppen (a’b P <0,05; Tukey-Kramer-Test); K: Kontrolle, IB: Isolation mit
bekanntem Partner, IU: Isolation mit unbekanntem Partner, IS: Isolation allein

mRNA Behandlungsvariante
(pg/ng total RNA) K IB U IS
CRH 2,86 +0,42 3,39+0,42 321+042 3,82+0,43
c-fos 1,30 + 0,24° 2,31+0,.24° 2,28 +0,24° 2,82 +0,24°
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Abb. 3.24: Einfluss der Behandlungsvarianten in Abhéngigkeit vom Alter auf die mRNA Expression von
CRH (A) und c-fos (B) im Hypothalamus (n = 9 pro Behandlungsvariante und Altersgruppe). Das Stern-
Symbol kennzeichnet signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen (Tukey-Kramer-Test): * P < 0,05;
K: Kontrolle, IB: Isolation mit bekanntem Partner, IU: Isolation mit unbekanntem Partner, IS: Isolation
allein
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IL-6, TNF-0. Die Behandlungsvariante hatte keinen signifikanten Effekt auf die Expression
von IL-6 mRNA, beeinflusste jedoch den Gehalt an TNF-o mRNA tendenziell (F;7 =2,51;
P=0,07). Paarweise Vergleiche zeigten keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Behandlungsvarianten (Tabelle 3.24).

Die statistische Analyse zeigte einen Einfluss des Alters auf die IL-6 mRNA Expression
(F2.19=9,15; P <0,01). Durch Tukey-Kramer-Tests wurde festgestellt, dass 7 Tage alte Ferkel
eine signifikant hohere IL-6 mRNA-Konzentration aufwiesen als 21 Tage alte Tiere (Tabelle
A.8; Abb. 3.25 A). Die mRNA Expression von TNF-o wurde nicht vom Lebensalter beeinflusst
(Abb. 3.25 B)

Tabelle 3.24: Einfluss der Behandlungsvarianten auf die mRNA Expression von IL-6 und TNF-a im
Hypothalamus (n =27 pro Behandlungsvariante). K: Kontrolle, IB: Isolation mit bekanntem Partner, IU:
Isolation mit unbekanntem Partner, IS: Isolation allein

mRNA Behandlungsvariante
(pg/ug total RNA) K 1B U IS
IL-6 0,36 + 0,05 0,30 + 0,05 028+0,05 | 036=+0,05
TNF-a 0,25+0,05 0,23 £0,05 0,22 +£0,05 0,38+0,05
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Abb. 3.25: Einfluss der Behandlungsvarianten in Abhéngigkeit vom Alter auf die mRNA Expression von
IL-6 (A) und TNF-o (B) im Hypothalamus (n=9 pro Behandlungsvariante und Altersgruppe).
K: Kontrolle, IB: Isolation mit bekanntem Partner, IU: Isolation mit unbekanntem Partner, IS: Isolation
allein
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3.4.4 HYPOPHYSE

GR, MR. Die Behandlungsvariante hatte keinen Effekt auf die GR und MR mRNA Expression.
Ein signifikanter Behandlungseffekt zeigte sich aber auf das mRNA Verhiltnis von MR/GR
(F372=3,74, P <0,05). Wie in Tabelle 3.25 zu sehen ist, wiesen allein isolierte Ferkel ein
geringeres Rezeptorverhdltnis auf als Kontrolltiere und Ferkel mit unbekanntem
Isolationspartner.

Die Abb. 3.26 zeigt die GR und MR mRNA Expression der Isolationsvarianten an
unterschiedlichen Lebenstagen. Es konnte ein tendenzieller Alterseffekt auf den Gehalt an GR
mRNA gefunden werden (F,3;=3,14; P=0,06; Tabelle A.9). Die MR mRNA Expression
wurde dagegen von der Interaktion Alter x Behandlungsvariante beeinflusst (Fg79 = 2,49;
P <0,05) Jedoch erbrachten paarweise Vergleiche keine signifikanten Unterschiede zwischen
den verschiedenen Gruppen (Abb. 3.26 B). Das Rezeptorverhiltnis MR/GR war nicht
altersabhingig (Abb. 3.27).

Tabelle 3.25: Einfluss der Behandlungsvarianten auf die mRNA Expression von GR und MR in der
Hypophyse (n=27 pro Behandlungsvariante). Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante
Effekte zwischen den Gruppen (a’b P <0,05; Tukey-Kramer-Test); K: Kontrolle, IB: Isolation mit
bekanntem Partner, IU: Isolation mit unbekanntem Partner, IS: Isolation allein

mRNA Behandlungsvariante

(pg/ng total RNA) K B U IS

GR 57,50+ 7,53 55,63 + 7,53 53,21+ 7,53 65,63 + 7,54
MR 0,62+ 0,09 0,52+ 0,09 0,53+ 0,09 0,46 + 0,09
MR/GR 0,99 +0,01° 0,87 + 0,01 1,01 £0,01° 0,63+0,01°
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Abb. 3.26: Einfluss der Behandlungsvarianten in Abhéngigkeit vom Alter auf die mRNA Expression von
GR (A) und MR (B) in der Hypophyse (n =9 pro Behandlungsvariante und Altersgruppe). K: Kontrolle,

IB: Isolation mit bekanntem Partner, IU: Isolation mit unbekanntem Partner, IS: Isolation allein
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Abb. 3.27: Einfluss der Behandlungsvarianten in Abhéngigkeit vom Alter auf das Verhdltnis MR/GR in
der Hypophyse (n=9 pro Behandlungsvariante und Altersgruppe). K: Kontrolle, IB: Isolation mit
bekanntem Partner, IU: Isolation mit unbekanntem Partner, IS: Isolation allein
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11p-HSD1, 11p-HSD2. Die Behandlungsvariante hatte einen Effekt auf den Gehalt an 11p-
HSD1 mRNA (F57, =3,17; P <0,05), beeinflusste jedoch nicht die mRNA Expression von 11§-
HSD2. Mittels Tukey-Kramer-Tests wurde nachgewiesen, dass Ferkel mit bekanntem
Isolationspartner geringere 113-HSD1 mRNA-Werte hatten als die Kontrolltiere (Tabelle 3.26).

Es konnte ein signifikanter Alterseffekt auf die Konzentration an 113-HSD1 mRNA
gefunden werden (F,30=15,54; P <0,01). Tiere vom 7. Lebenstag wiesen weniger 113-HSD1
mRNA auf als die 21 Tage alten Ferkel (Tabelle A.9; Abb. 3.28 A). Der Gehalt an 113-HSD2
wurde nicht vom Alter beeinflusst (Abb. 3.28 B).

Tabelle 3.26: Einfluss der Behandlungsvarianten auf die mRNA Expression von 11B3-HSDI und 11p-
HSD2 in der Hypophyse (n =27 pro Behandlungsvariante). Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen
signifikante Effekte zwischen den Gruppen (** P < 0,05; Tukey-Kramer-Test); K: Kontrolle, IB: Isolation
mit bekanntem Partner, IU: Isolation mit unbekanntem Partner, IS: Isolation allein

mRNA Behandlungsvariante
(pg/ng total RNA) K IB U IS
11B-HSD1 21,33 +£1,95° 15,50 + 1,95° 19,15+ 1,96 18,62 + 1,96
11B-HSD2 5,70 + 1,48 5,48 + 1,48 5,81 +1,48 7,67 + 1,49
w A 11p-HSD1 . B 11p-HSD2
Behandlungsvariante: P < 0,05 K K
Alter: P < 0,01 — 12 - —1
Il s s
< 30 <
Z " 2 v
o ' o
2 o 8
: T 2°]
= i L z 81 [
2 4 g i
o ‘ o 44 ’
2 A 2] [F
7 1| 1
4 1
7.Tag

35. Tag

Abb. 3.28: Einfluss der Behandlungsvarianten in Abhéngigkeit vom Alter auf die mRNA Expression von
11B8-HSD1 (A) und 11B-HSD2 (B) in der Hypophyse (n =9 pro Behandlungsvariante und Altersgruppe).
K: Kontrolle, IB: Isolation mit bekanntem Partner, IU: Isolation mit unbekanntem Partner, IS: Isolation
allein
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POMC, c-fos. Weder die Behandlungsvariante noch das Alter hatten einen Effekt auf die
POMC und c-fos mRNA Expression in der Hypophyse (Abb. 3.29; Tabelle A.9). Paarweise
Vergleiche zeigten jedoch einen tendenziell hoheren Gehalt an POMC mRNA bei allein
isolierten Ferkeln im Vergleich zu den Kontrolltieren (t = 2,38; P = 0,09; Tabelle 3.27).

Tabelle 3.27: Einfluss der Behandlungsvarianten auf die mRNA Expression von POMC und c-fos in der
Hypophyse (n=27 pro Behandlungsvariante). K: Kontrolle, IB: Isolation mit bekanntem Partner,
IU: Isolation mit unbekanntem Partner, IS: Isolation allein

mRNA Behandlungsvariante
(pg/ng total RNA) K IB U IS
POMC 87,74 £29,14 | 108,60 +29,14 | 123,83 £29,16 | 149,16 +£29,19
c-fos 9,93+ 2,73 7,86+ 2,73 5,64+ 2,73 10,09+ 2,74
A POMC B c-fos
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Abb. 3.29: Einfluss der Behandlungsvarianten in Abhéngigkeit vom Alter auf die mRNA Expression von
POMC (A) und c-fos (B) in der Hypophyse (n=9 pro Behandlungsvariante und Altersgruppe).
K: Kontrolle, IB: Isolation mit bekanntem Partner, IU: Isolation mit unbekanntem Partner, IS: Isolation
allein
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IL-6, TNF-a. Auch die mRNA Expressionen der Zytokine IL-6 und TNF-a in der Hypophyse
wurden weder von der Behandlungsvariante noch vom Alter signifikant beeinflusst (Tabelle

3.28, Tabelle A.9, Abb. 3.30).

Tabelle 3.28: Einfluss der Behandlungsvarianten auf die mRNA Expression von IL-6 und TNF-a in der
Hypophyse (n=27 pro Behandlungsvariante). K: Kontrolle, IB: Isolation mit bekanntem Partner,
IU: Isolation mit unbekanntem Partner, IS: Isolation allein

mRNA Behandlungsvariante
(pg/ng total RNA) K IB U IS
IL-6 0,08 = 0,05 0,09 + 0,05 0,09 + 0,05 0,18 +0,05
TNF-a 0,38 £ 0,09 0,35+ 0,09 0,35+ 0,09 0,28 £ 0,09
A IL-6 B TNF-a
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Abb. 3.30: Einfluss der Behandlungsvarianten in Abhéngigkeit vom Alter auf die mRNA Expression von
IL-6 (A) und TNF-o (B) in der Hypophyse (n=9 pro Behandlungsvariante und Altersgruppe).
K: Kontrolle, IB: Isolation mit bekanntem Partner, IU: Isolation mit unbekanntem Partner, IS: Isolation

allein
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3.5 KORRELATIONEN

Mit Hilfe von Korrelationen kdnnen potentielle Beziehungen zwischen untersuchten Parametern
festgestellt werden. Durch von Borell und Ladewig (1992) ist bekannt, dass das Verhalten von
Schweinen gut mit der adrenocorticalen Stressreaktivitét korreliert. Deshalb wurden in dieser
Arbeit die Verhaltensweisen wéhrend der Isolation und die Cortisolkonzentration nach der
Isolation, die Verhaltensinderungen in den ,,open-field*/,,novel-object“-Tests und die
Cortisoldnderung sowie die ACTH- bzw. Cortisolkonzentration und die RNA Expression im
Gehirn einer Korrelationsanalyse unterzogen. Als Mal fiir die Korrelation wurde ,,Spearmans
Rangkorrelationskoeffizient bestimmt. Aufgrund der verschiedenen Isolationsvarianten (IB,
IU, IS) wurden Korrelationsunterschiede zwischen den getesteten Parametern erwartet. Die
Kontrollgruppe wurde nicht in die Untersuchung einbezogen, da in dieser keine Stressreaktion
aufgrund maternaler Deprivation und sozialer Isolation auftreten konnte. Nachfolgend werden

nur signifikante Korrelationen angegeben.

3.5.1 VERHALTEN WAHREND DER ISOLATION UND CORTISOL

Die Korrelation zwischen den Verhaltensweisen wéhrend der Isolation und der Plasma-
Cortisolkonzentration nach der Isolation wurde untersucht. Die Analyse zeigt, dass bei Tieren
mit sozialer Unterstlitzung keine signifikanten Korrelationen zwischen den Verhaltensweisen
wiahrend der Isolation und der Cortisolkonzentration auftraten. Dagegen wurden bei allein
isolierten Ferkeln positive Korrelationen zwischen der Fluchtdauer und Cortisol (r;=+0,41;
n=52; P<0,01) sowie zwischen der Fluchthdufigkeit und Cortisol (r,=+0,44; n=52;
P <0,01) gefunden.

3.5.2 VERHALTEN IM ,,OPEN-FIELD‘/,,NOVEL-OBJECT-TEST UND CORTISOL

Mogliche Korrelationen zwischen den Verhaltensinderungen in den ,,open-field”/,,novel-
object”-Tests und den Cortisoldnderungen (Ergebnisse nach der Behandlung minus vor der
Behandlung) wurden ebenfalls analysiert. Ferkel, die mit einem bekannten Partner isoliert
waren, wiesen eine negative Korrelation zwischen der Anderung der Lokomotionsdauer und der
Cortisoldnderung (1, =-0,35; n=39; P <0,05) sowie eine positive Korrelation zwischen der

Anderung der Steh-/Sitzdauer und der Cortisolinderung auf (r,=+0,41; n=39; P <0,05).
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Tiere, die mit einem unbekannten Partner isoliert waren, zeigten positive Korrelationen
zwischen der Anderung der Lokomotionsdauer und der Cortisolinderung (r, = +0,39; n = 39;
P <0,05) sowie zwischen der Vokalisationsdauer und der Cortisoldnderung (r, =+0,34; n = 39;
P < 0,05). Bei allein isolierten Tieren konnten keine signifikanten Korrelationen zwischen

Verhaltens- und Cortisoldnderungen gefunden werden.

3.5.3 HORMONKONZENTRATION UND RNA EXPRESSION

PFC. Die Korrelationsanalyse zwischen den Hormonkonzentrationen im Plasma und den
Genexpressionen im PFC ergab negative Korrelationen bei den allein isolierten Ferkeln

zwischen Cortisol und 113-HSD1 mRNA (1, =-0,43; n=27; P <0,05).

Amygdala. In der Amygdala wurde bei allein isolierten Probanden eine negative Korrelation

zwischen ACTH und der 113-HSD1 mRNA gefunden (r; = -0,49; n=27; P <0,01).

Hypothalamus. Positive Korrelationen zwischen der Cortisolkonzentration im Plasma und der
GR mRNA Expression im Hypothalamus wurden nur bei Ferkeln mit bekanntem
Isolationspartner (rs=+0,39; n=27; P < 0,05) und bei allein isolierten Tieren gefunden

(r;=+0,42; n=27; P <0,05).

Hypophyse. In der Hypophyse wurden bei Ferkeln mit bekanntem Isolationspartner positive
Korrelationen zwischen ACTH und IL-6 mRNA nachgewiesen werden (r,=+0,48; n =27,
P <0,05). Dagegen zeigte sich bei Ferkeln mit unbekanntem Isolationspartner eine negative
Korrelation zwischen Cortisol und der mRNA Expression von POMC (r,=-0,48; n =27,
P < 0,05). Bei allein isolierten Ferkeln bestand eine positive Korrelation zwischen Cortisol und

c-fos mRNA (r; = +0,40; n =27; P <0,05).
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4 DISKUSSION

Diese Arbeit zeigt anhand eines multidisziplindren Untersuchungsansatzes, dass psychosozialer
Stress in Form von maternaler Deprivation und sozialer Isolation zu veridnderten ethologischen
und physiologischen Reaktionsmechanismen bei Ferkeln fiihrte. Die Verdnderungen umfassten
Erhohungen in der Verhaltensreaktivitdit und dem generellen Erregungsgrad der Tiere,
gesteigerte Stresshormonkonzentrationen und modifizierte Expressionen von Genen, welche die
Glucocorticoidantwort in stress- und verhaltensrelevanten Hirnregionen regulieren. Weiterhin
wurde erstmalig der komplexe Einfluss der sozialen Unterstiitzung auf Verhalten und
Neuroendokrinum beim juvenilen Hausschwein untersucht. Unabhéngig vom interindividuellen
Bekanntheitsgrad wiesen Ferkel, die zusammen mit einem Artgenossen isoliert wurden,
geringer ausgepragte ethologische und physiologische Stressreaktionen im Vergleich zu den
allein isolierten Tieren auf. Der Effekt der Unterstiitzung war bei den Versuchstieren mit
bekanntem Sozialpartner jedoch deutlicher ausgepréigt, was sich in einem ruhigeren, weniger
erregten Verhalten dieser Ferkel zeigte. Der ontogenetische Einfluss wirkte sich bei den Tieren
dahingehend aus, dass junge Ferkel deutlich mehr Adaptationsprobleme infolge der Isolations-

prozedur aufwiesen als die dlteren Tiere.

4.1 EFFEKTE DER SOZIALEN ISOLATION

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss der sozialen Isolation auf die
Verhaltensreaktivitit der Ferkel in ,,open-field/,,novel-object”-Tests untersucht. Dazu wurden
die Verhaltenstests sowohl vor als auch nach der Isolation durchgefiihrt. Durch die wiederholte
Darbietung eines Stimulus kommt es zu einer Habituationsreaktion, die aus einer verringerten
ethologischen und physiologischen Reizantwort resultiert (Harris, 1943; Gattermann, 2006). So
reagierten Tiere auf Stimuli durch eine Anreicherung ihrer Haltungsumwelt mit einer
verstirkten Verhaltensantwort, die jedoch schnell einer Habituation unterliegen kann (Tarou
und Bashaw, 2007). Weitere Studien belegen, dass auch die wiederholte Durchfiihrung von
Verhaltenstests zu verminderten Verhaltensreaktionen in den jeweiligen Testsituationen fiihrte.
Nach Hayne und Gonyou (2003) verringerte sich bei Schweinen die Anndherungszeit an eine

unbekannte Person nach einem wiederholt durchgefiihrten ,,human-approach“-Test. Auf die
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mehrmalige Konfrontation mit einem ,,open-field“-Test reagierten Ferkel mit einer Reduktion
aktiver Verhaltensweisen wie Lokomotion und Vokalisation (Kanitz et al., 2009).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die wiederholte Durchfiihrung des ,,open-field/,,novel-
object“-Tests genutzt, um Abweichungen in der Habituationsreaktion als Folge der sozialen
Isolation zu untersuchen. Haltungsbedingte Herausforderungen wie Isolation oder Absetzen
koénnen in psychosozialem Stress resultieren, welcher eine hyperreaktive Stressantwort in Form
verminderter Habituation bedingen kann (McEwen, 2007). Diese Hyperstimulation kann zu
Adaptationsproblemen fithren und sich negativ auf das Wohlbefinden der Tiere auswirken
(Korte et al., 2007). Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen, dass eine soziale Isolation
nach einem ,,open-field*/,,novel-object*“-Test eine verminderte Habituation in der Verhaltens-
reaktivitit wihrend des darauffolgenden ,,open-field/,,novel-object*“-Tests bewirkte. Dies war
durch eine geringere Abnahme des Lokomotions- und Fluchtverhaltens und einer geringeren
Zunahme der passiven Verhaltensweise Stehen/Sitzen bei den allein isolierten Tieren
gekennzeichnet. Diese Befunde bestdtigen vorangegangene Arbeiten, in denen isolierte Ferkel
in einem wiederholten ,,open-field“-Test keine Habituation beziiglich der Vokalisations-
hiufigkeit (Ruis et al., 2001) bzw. eine verminderte Abnahme aktiven Verhaltens im Vergleich
zu den Kontrollen aufwiesen (Kanitz et al., 2009). Die in der vorliegenden Arbeit durch die
Isolation ausgeloste Aktivitdtssteigerung stellt eine kurzfristige Auswirkung der sozialen
Deprivation dar. Daneben zeigten sich bei vielen Sdugetieren auch langfristige Veranderungen
im Verhalten. Die soziale Isolation wiahrend der postnatalen Phase fiihrte bei adulten Nagern zu
erhohtem Angstlichkeitsverhalten (Wigger und Neumann, 1999; Kalinichev et al., 2002).
Zahlreiche Untersuchungen an verschiedenen Spezies demonstrierten zudem, dass sozial
deprivierte Tiere bis in die adulte Lebensphase hinein stereotype Verhaltensweisen aufwiesen
(Latham und Mason, 2008). Generell reagieren Tiere auf eine soziale Deprivation mit einer
biphasischen Verhaltensantwort, welche sich in eine anfingliche Protestphase mit erhohten
aktiven  Verhaltensmustern und  einer  anschlieBenden  passiven  Phase  mit
»depressionsidhnlichem* Verhalten untergliedern ldsst (Hoff et al., 1994; Hennessy et al., 1995).
Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte einmalige Isolation fiihrte zu einer kurzfristigen
Aktivititssteigerung bei den Ferkeln und entspricht dem initialen Teil der biphasischen
Reaktion. Im Gegensatz zur einmaligen Isolation fiihrte eine wiederholte zweistiindige Isolation
bei Saugferkeln zu einer verminderten Verhaltensreaktivitit im ,,open-field“-Test, was als
depressives Verhalten gewertet werden kann (Kanitz et al., 2004).

Die aktuellen Ergebnisse belegen, dass nicht nur die Verhaltensantwort sondern auch
die physiologischen Parameter durch die soziale Isolation verdndert wurden. Isolierte Ferkel
wiesen, im Gegensatz zu den Kontrolltieren, hohere Konzentrationen an Stresshormonen wie

ACTH und Cortisol auf. Diese Ergebnisse verdeutlichen eine Aktivierung der HPA-Achse
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infolge der Isolationsprozedur und bestétigen zahlreiche vorangegangene Arbeiten, in denen
ebenfalls erhohte ACTH- und Cortisolwerte nach akuter und chronischer Isolation von
Schweinen gefunden wurden (Ruis et al., 2001; Kanitz et al., 2004, 2009; Tuchscherer et al.,
2010). Die hier untersuchte einmalige Isolation von Ferkeln fiihrte weiterhin zu erniedrigten
CBG-Konzentrationen im Plasma. Daraus resultierte eine hohere Verfiigbarkeit von freiem und
damit biologisch aktivem Cortisol (Le Roux et al., 2002). Auch bei anderen Sdugetierspezies
zeigten sich Verdnderungen in der Stressantwort nach einer sozialen Isolation. Schmidt et al.
(2004) konnten bei Nagern feststellen, dass die Isolation verschiedene Komponenten der HPA-
Achse zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach der Deprivation beeinflusste. Dies beinhaltete ein
erhohtes basales ACTH- und Cortisolniveau (Rosenfeld et al., 1991; Cirulli et al., 1994; Rentesi
et al., 2010) sowie eine generell erhohte HPA-Antwort auf zusétzliche Stressoren (Suchecki et
al., 1993; Kuhn und Schanberg, 1998; Schmidt et al., 2002; Rivarola und Suarez, 2009). Auch
bei Menschen und Primaten fiihrte die maternale Deprivation zu einer Aktivierung der HPA-
Achse und bedingte erhohte Cortisolwerte wihrend eines sozialen Stresstests im
Erwachsenenalter (Sanchez, 2006; Pesonen et al., 2010). Generell sind die endokrinen
Verdnderungen Kennzeichen fiir ein aktiviertes HPA-System infolge der maternalen
Deprivation und sozialen Isolation.

Bereits eine einmalige soziale Isolation bewirkte in der vorliegenden Arbeit eine
verdnderte Genexpression in stress- und verhaltenrelevanten Hirnregionen wie PFC, Amygdala,
Hypothalamus und Hypophyse. Die sozial isolierten Ferkel wiesen dabei eine geringere MR
mRNA Expression in PFC und Hypothalamus auf, der Gehalt an GR mRNA blieb dagegen
unbeeinflusst. Das Verhidltnis von MR/GR verdnderte sich in den vier untersuchten
Hirnregionen infolge der Isolation signifikant, wobei das MR/GR Verhéltnis bei sozial
isolierten Ferkeln niedriger war als bei den Kontrolltieren. Poletto et al. (2006) haben gezeigt,
dass schon eine 15-miniitige soziale Isolation bei Ferkeln zu einer Reduktion der GR und MR
mRNA im PFC fiihrte, wogegen die mRNA Expression im Hippocampus unveréndert blieb.
Eine vierstiindige Isolation von Ferkeln verursachte nach Kanitz et al. (2009) eine Erh6hung der
GR und MR mRNA im Hypothalamus, wahrend im Hippocampus keine isolationsbedingten
Verdnderungen auftraten. In der Amygdala resultierte die Isolation zusétzlich in einer
verminderten MR mRNA Expression. Auch bei anderen Séugerspezies wie Nager und Primaten
konnte eine verminderte GR und MR mRNA Expression im limbischen System infolge sozialer
Deprivation gefunden werden (Vazquez et al., 1996; Avishai-Eliner et al., 1999; Schmidt et al.,
2002, 2004; Arabadzisz et al., 2010; Faturi et al., 2010). Nach Liberzon et al. (1999) fiihrte eine
Stressprozedur in Form von drei aufeinanderfolgenden, verschiedenen Stressoren nach
24 Stunden zu einer Reduktion der MR und GR mRNA. Lingerfristig betrachtet, bewirkte die

gleiche Stressprozedur nach einer siebentdgigen Erholphase eine erniedrigte MR mRNA sowie
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eine erhohte GR mRNA Expression. Generell kann die Verschiebung des Rezeptorverhiltnisses
in einer modifizierten HPA-Regulation resultieren. Eine verringerte Expression des MR zieht
eine erhohte basale und stressinduzierte Aktivitdt der HPA-Achse nach sich (de Kloet et al.,
1994). Besonders Modulationen der GR-Aktivitit bewirken zudem Verdnderungen in den
negativen Riickkopplungsmechanismen der Stressachse (de Kloet et al., 1998). Auch die
Verhaltensadaptation und kognitive Funktionen konnen iiber die Glucocorticoid-gesteuerten
Rezeptoren reguliert werden (McEwen und Sapolsky, 1995). Nach Oitzl et al. (1997) ist der GR
vorrangig in Langzeitgedédchtnisprozesse involviert, wohingegen der MR entscheidend die
Verhaltensreaktionen in neuen Situationen beeinflusst. Untersuchungen von Greenwood-Van
Meerveld et al. (2001) an Ratten unterstiitzen diese Aussage, da Cortisol-Injektionen in die
Amygdala eine Aktivierung von Corticosteroidrezeptoren ausloste, die bei den Tieren ein
angstlichkeitsdhnliches Verhalten im Kreuzlabyrinth induzierten. Interessanterweise wurde
durch die Gabe von GR- und MR-Antagonisten diese Cortisol-vermittelte Wirkung wieder
aufgehoben (Myers und Greenwood-Van Meersfeld, 2007). Letztendlich verweist eine
Imbalance von GR- und MR-vermittelten Effekten auf eine Fehlsteuerung der Stressantwort,
von Adaptationsmechanismen sowie von kognitiven Prozessen (de Kloet und Derijk, 2004).

Die vorliegende Arbeit belegte mittels der Untersuchungen an den Glucocorticoid-
konvertierenden Enzymen 11B-HSD1 und 11B-HSD2, dass eine vierstiindige Isolation zu
erhohten Expressionsraten der 113-HSD2 im PFC, der Amygdala und dem Hypothalamus der
Ferkel fiihrte. Die Expression der 11B-HSD1 mRNA blieb in den hier untersuchten
Hirngebieten von der Isolation unbeeinflusst. Nach Poletto et al. (2006) bewirkte eine
15-miniitige Isolation keine Verdnderungen der hippocampalen 118-HSD1 und 11B-HSD2
mRNA Expression. Allerdings war die mRNA Expression beider Enzyme im PFC der Ferkel
reduziert. Kanitz et al. (2009) konnten feststellen, dass eine soziale Isolation die 11B-HSDI1
mRNA in Hypothalamus und Hippocampus der Tiere erhohte. Dagegen blieben die Expression
der 118-HSD1 mRNA in der Amygdala und die 118-HSD2 mRNA in allen untersuchten
Hirnarealen von der Isolation unbeeinflusst. Allgemein ermoglicht die 11B-HSD2 die
Umwandlung von biologisch aktiven Glucocorticoiden in ihre inerte Form. Die gesteigerte
Enzymexpression von 11B-HSD2 in der vorliegenden Studie stellt wahrscheinlich einen
Adaptationsmechanismus dar, um den Organismus vor hohen Cortisolkonzentrationen infolge
nachfolgender potentieller Stressoren zu schiitzen. Gerade in der postnatalen Phase bedarf das
Gehirn eines Schutzes vor hohen Glucocorticoidkonzentrationen, da diese die Zellproliferation
und die Zelldifferenzierung inhibieren kénnen (Holmes und Seckl, 2006).

Zusammenfassend belegen die aufgefiihrten Studien, dass die unterschiedlichen
Ergebnisse sowohl in den verschieden angelegten Versuchsdesigns (z.B. Art und Dauer des

Stressors, Zeitpunkt der Analyse) als auch in rassespezifischen Besonderheiten der Schweine
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begriindet sein konnen. So unterschieden sich Schweine verschiedener Rassen signifikant in der
basalen und stressbedingten Konzentration von ACTH und Cortisol (Désautés et al., 1997;
Foury et al.,, 2007). Auch die Konzentration und die Bindungskapazitit von CBG waren
rasseabhédngig (Marple et al., 1974; Geverink et al., 2006). Zusitzlich traten Unterschiede in der
mRNA Expression von GR, MR, 11B-HSD1 und 11B-HSD2 (Wei et al., 2010) sowie in der
Rezeptordichte von GR und MR (Perreau et al., 1999) auf cerebraler Ebene aufgrund der
Rassezugehorigkeit auf.

Der Einfluss der Isolation auf die neuronale Aktivitdt in stressrelevanten Hirngebieten
wurde mit Hilfe der c-fos Expression untersucht. In Ubereinstimmung mit der Studie von
Kanitz et al. (2009) konnte festgestellt werden, dass die soziale Isolation von Ferkeln zu
erhohten Konzentrationen an c-fos mRNA im Hypothalamus und der Amygdala fiihrte. In
beiden Hirngebieten verursachten psychische Stressoren hohere neuronale Aktivititsniveaus
verglichen mit physischen Stressfaktoren (Emmert und Herman, 1999; Abraham und Kovacs,
2000). Da sowohl der Hypothalamus als auch die Amygdala eine zentrale Rolle in der
Regulation der Stressantwort spielen, kann deren isolationsabhidngige Beeinflussung zu
Verianderungen in der Stressadaptation fithren. Eine gesteigerte neuronale Aktivitit konnte auch
in Untersuchungen an gestressten Nagern gefunden werden. Psychischer Stress in Form von
Immobilisation bewirkte bei Ratten eine deutliche Zunahme der c-fos mRNA in Hypothalamus
und Amygdala sowie in zahlreichen weiteren stressrelevanten Hirnregionen (Vallés et al., 2006;
Ons et al., 2010). Auch psychosozialer Stress durch maternale Deprivation erhohte die c-fos
mRNA im Hypothalamus (Smith et al., 1997; Akbari et al., 2008). Soziale Isolation in
Kombination mit einem Stresstest fiihrte zu einer gesteigerten Anzahl Fos-positiver Zellen im
Hypothalamus und der Amygdala von isolierten Ratten (Sanders und Anticevic, 2007).

Untersuchungen an verschiedenen Tierarten belegten, dass sowohl psychischer als auch
physischer Stress die Gentranskription, die Proteinsynthese und die Freisetzung von
proinflammatorischen Zytokinen im Gehirn und der Peripherie verdndern konnen. Bei Ratten
fiihrten unvorhersehbare Elektroschocks zu einer niedrigeren TNF-oo mRNA in Hypothalamus
und Hypophyse verglichen mit den ungestressten Kontrolltieren (O*Connor et al., 2003). Jedoch
verdnderte sich die IL-6 mRNA in den untersuchten Hirngebieten infolge dieses Stressors nicht.
Die mRNA Expression des Zytokins IL-1f hingegen erhohte sich durch die Elektroschocks in
Hypothalamus, Hippocampus und Hypophyse. In der vorliegenden Arbeit hatte eine einmalige
soziale Isolation von Ferkeln keine Auswirkungen auf die Expression von IL-6 und TNF-a in
den Hirngebieten PFC, Amygdala, Hypothalamus und Hypophyse. Moglicherweise ist die
soziale Isolation bei Schweinen keine addquate Stressform um die mRNA Expression der
Zytokine IL-6 und TNF-a im Gehirn zu verdndern. Eventuell hdngt das erhaltene Ergebnis auch

vom gewdhlten Analysezeitpunkt ab, da eine potentiell verdnderbare mRNA Expression nach
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der vierstiindigen Isolation schon wieder innerhalb des Ausgangsniveaus liegen kénnte. Nach
Morsink et al. (2006) fiihrten erhohte Glucocorticoidkonzentrationen, wie sie nach Stressoren-
einwirkung auftreten konnen, zu zeitlich dynamischen Modulationen in der Expression von
Glucocorticoid-abhidngigen Genen. Nach einer Stunde reagierten die Hippocampuszellen von
Ratten auf eine Glucocorticoidapplikation mit der Herunterregulation von 81 Genen, drei
Stunden danach waren 161 Gene hoch bzw. herunter reguliert und fiinf Stunden nach der
Applikation wurde mit 15 hoch regulierten Genen annéhernd das Ausgangsniveau erreicht.
Allerdings konnen Unterschiede im zeitlichen Verlauf der Expression auftreten, die sowohl von
der untersuchten Spezies als auch vom analysierten Gen abhingen. Mit den Untersuchungen der
vorliegenden Studie kann zudem die Moglichkeit einer verdnderten Proteinexpression von IL-6
und TNF-a nicht ausgeschlossen werden. So stellten Jankord et al. (2007) bei Schweinen fest,
dass der Proteingehalt an IL-6 im Hypothalamus der Tiere durch akuten Stress infolge
korperlicher Belastung erniedrigt wurde. Bei Méusen fiihrte ein sozialer Stresstest zu erhohten
Proteinkonzentrationen von IL-6 im Gehirn und im Blut der Tiere (Meagher et al., 2007).
Elektroschocks bei Ratten bewirkten Erhohungen des IL-1B Proteins in Hypothalamus und
Hypophyse (O'Connor et al., 2003).

4.2 EFFEKTE DER SOZIALEN UNTERSTUTZUNG

Beruhend auf Studien bei Menschen, wird der positive Effekt der sozialen Unterstiitzung auf
Wohlbefinden und Gesundheit durch zwei verschiedene Theorien erklidrt (Cohen und Wills,
1985). Einerseits kann die soziale Unterstiitzung unabhéngig von einwirkenden Stressoren
generell vorteilhaft auf den Rezipienten wirken (,,main- or direct-effect model®), indem
beispielsweise ein gesundheitsbewusstes Verhalten und das Selbstwertgefiihl bei der
unterstiitzten Person gefordert werden. Andererseits kann die Anwesenheit eines Sozialpartners
in Belastungssituationen die physiologischen Stressreaktionen mit erhohten Cortisol-
konzentrationen bei den Rezipienten abmildern (,,stress buffering model®).

Das experimentelle Design der vorliegenden Arbeit beim Schwein orientierte sich an
der Theorie des ,stress buffering models®, um den Einfluss der sozialen Unterstiitzung in
Belastungssituationen im Kontext der konventionellen Nutztierhaltung zu untersuchen. Als
Stressor wurde eine vierstiindige soziale Isolation der Ferkel gewéhlt. Wie bereits diskutiert
wurde, 16st eine soziale Isolation bei S#ugetieren eine kurzfristige Zunahme von aktiven
Verhaltensmustern aus. Diese Verhaltensreaktion auf die Isolationsprozedur wird primédr durch

eine soziale Motivation der Tiere bedingt (Jones und Merry, 1988). Das Ziel des verdnderten
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Verhaltens ist dabei die Riickkehr zum Sozialpartner (Newberry und Swanson, 2008). Die
Ergebnisse dieser Arbeit verdeutlichen, dass das Verhalten der isolierten Versuchsferkel
maBgeblich davon beeinflusst wurde, ob die Tiere die Isolation allein oder mit einem sozialen
Gefihrten erlebten. Tiere mit sozialer Unterstiitzung wiesen wihrend der Isolationsphase ein
weniger erregtes Verhalten als Ferkel ohne Isolationspartner auf. Dies spiegelte sich in einer
geringeren Aktivitdtsdauer und einem langeren Liegeverhalten der Tiere wider. Des Weiteren
war auch das Fluchtverhalten wéhrend der Isolation bei Ferkeln mit Partner geringer ausgeprégt.
Versuchsbedingt konnte keine Vokalisationsanalyse wéhrend der Isolationsprozedur
vorgenommen werden. Allerdings zeigte sich bei den ,,open-field/ ,novel-object““-Tests vor
und nach der Isolation, dass die Vokalisationsabnahme bei Ferkeln mit sozialem Gefdahrten
groBer war als bei den allein isolierten Tieren. Diese Ergebnisse unterstiitzen die Befunde von
Herskin und Jensen (2000), welche die Stressantwort von vollstindig und teilweise isolierten
Ferkeln miteinander verglichen. Nach zweiwochiger Isolation wiesen Tiere mit
eingeschrinktem Kontakt zu Artgenossen verringerte stressbedingte Verhaltensreaktionen (z.B.
weniger Scharren, héufigeres Spielverhalten) als die vollstindig isolierten Probanden auf.
Interessanterweise verminderte schon das Vorspielen von miitterlichen LautduBerungen die
lokomotorische Aktivitdt von isolierten Ferkeln in einer fremden Umgebung (Puppe et al.,
2003). Auch bei anderen Nutztierarten wie Schaf, Ziege und Rind wurden isolationsbedingte
Erhohungen der Vokalisationsrate durch die Anwesenheit eines Artgenossen reduziert (Lyons et
al., 1993; Boissy und Le Neindre, 1997; Farevik et al., 2006). Untersuchungen an Labortieren
veranschaulichen, dass beispielsweise Nager wéhrend einer Isolationsprozedur weniger
vokalisierten, wenn in der Testsituation ein sozialer Gefdhrte anwesend war (Hennessy und
Ritchey, 1987; Hennessy et al., 2002). Bei hoheren Sdugetierarten wie Primaten bewirkte eine
soziale Unterstiitzung durch gleichaltrige Partner eine geringere Anzahl repetetiver abnormaler
Verhaltensweisen (z.B. Umherwerfen des Kopfes) in haltungsbedingten Stresssituationen
(Gilbert und Baker, 2011).

Die in der vorliegenden Arbeit gezeigten Verhaltensreaktionen der Ferkel auf die
Isolation wurden durch die hormonellen Ergebnisse bestitigt. Ferkel aller Isolationsarten hatten
eine deutliche Zunahme der Cortisolkonzentration und eine ausgeprigte Abnahme der CBG-
Werte im Vergleich zu den Kontrolltieren. Die soziale Unterstiitzung bewirkte allerdings, dass
die Cortisolzunahme bei Ferkeln mit Sozialpartner weniger ausgeprigt war als bei den allein
isolierten Probanden. Es ist bekannt, dass bei Schweinen die adrenocorticale Stressreaktivitit
und aktives Verhalten in einem ,,open-field“-Test gut miteinander korrelieren (von Borell und
Ladewig, 1992). Auch in dieser Arbeit wiesen allein isolierte Ferkel eine positive Korrelation
zwischen der stressinduzierten Cortisolkonzentration und dem gezeigten Fluchtverhalten

wiahrend der Isolationsprozedur auf. Bei Ferkeln, die wahrend der Isolation sozial unterstiitzt
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wurden, korrelierten die Cortisolwerte und das Fluchtverhalten jedoch nicht. Ein Grund dafiir
konnten die signifikant geringeren Cortisolkonzentrationen und das reduzierte Fluchtverhalten
bei den sozial unterstiitzten Tieren sein. Diese Ergebnisse verdeutlichen eine verminderte
Stressantwort aufgrund der sozialen Unterstiitzung, wodurch im Gegensatz zu einer
ausgepragten Stressreaktion die Korrelation moglicherweise nicht mehr nachzuweisen ist.

Weitere Untersuchungen bestitigen, dass auch bei Schafen eine soziale Unterstiitzung
durch Artgenossen zu signifikant geringeren Cortisolwerte nach einem ,,novel-human‘-Test im
Vergleich zu den allein getesteten Tieren fithrte (Lyons et al., 1993). Selbst die vorgespielte
»playback“-Stimme des Muttertieres reduzierte die Cortisolkonzentrationen von sozial isolierten
Kélbern (Steinhardt und Thielscher, 1999). Des Weiteren verringerte sich bei Nagern die
stressbedingte Cortisolkonzentration in einer unbekannten Umgebung durch die Pridsenz der
maternalen Sozialpartnerin (Hennessy et al., 2002).

Aus der Literatur ist bekannt, dass verschiedene Faktoren fiir die Funktion der sozialen
Unterstiitzung ausschlaggebend sein konnen. Dazu gehort die Spezies, das Geschlecht, der
Ontogenesestatus und die Beziehung zum sozialen Gefdhrten (Hennessy et al., 2009). Des
Weiteren kann auch eine Kombination aus den angefiihrten Effekten die soziale Unterstiitzung
beeinflussen. Nach Rault (2012) kénnen die Bindungen zwischen einem Individuum und seinen
verschiedenen Sozialpartnern einer unterschiedlichen Bewertung unterliegen. Die ,,primiren‘
Bindungen sind beispielsweise zwischen dem Muttertier und seinem juvenilen Nachwuchs
moglich, wohingegen ,sekundire” Bindungen zwischen den Geschwistertieren auftreten
konnen. Abhingig vom Ontogenesestatus des Tieres kann der Bindungsgrad zum sozialen
Partner jedoch wechseln und damit auch die Moglichkeit von diesem Partner soziale
Unterstiitzung zu empfangen. Die Studie von Hennessy et al. (2006) an ménnlichen
Meerschweinchen verschiedener Altersstufen verdeutlichte, dass eine Stressreaktion infolge
einer neuen Haltungsumwelt bei juvenilen Tieren wihrend der Sdugezeit durch die Mutter
abgemildert wurde, wohingegen die adulten Tiere durch ihre Geféhrtin soziale Unterstiitzung
erhielten. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde ebenfalls nachgewiesen, dass der
Bekanntheitsgrad zwischen dem Versuchstier und seinem jeweiligen Sozialpartner einen
Einfluss auf die Stress abmildernden Effekte der sozialen Unterstiitzung hatte. So lagen Ferkel
mit bekanntem Isolationspartner wéhrend der Isolation signifikant ldnger und waren
dementsprechend weniger aktiv als die allein und mit unbekanntem Partner isolierten Tiere. Die
Kontaktdauer zum Isolationspartner erwies sich als unabhingig vom Bekanntheitsgrad des
sozialen Gefdhrten. Jedoch war die Haéufigkeit des Sozialkontaktes bei Ferkeln mit
unbekanntem Partner signifikant grofer als bei Tieren mit bekanntem Isolationspartner. Da die
Ferkel mit unbekanntem Partner wahrend der Isolation ein aktiveres Verhalten zeigten, bedingte

dies einen ofter auftretenden Kontaktabbruch mit nachfolgender Kontaktwiederaufnahme mit
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dem Sozialpartner. In den wiederholten ,,open-field*/,,novel-object*“-Tests war die Abnahme
von aktiven Verhaltensweisen wie Lokomotion und Vokalisation bei Ferkeln mit bekanntem
Isolationspartner ausgeprigter als bei den allein isolierten Tieren. Dieses ausgeglichene,
weniger erregte Verhalten der familidr unterstiitzten Tiere entsprach damit dem Verhalten der
Kontrolltiere und verweist auf die unverminderte Fihigkeit zur Habituation an den
Verhaltenstest. Demgegeniiber wurden bei Ferkeln, die mit einem unbekannten Artgenossen
isoliert waren, dhnliche Verhaltensdnderungen wie bei den allein isolierten Tieren festgestellt.
Sowohl die Zunahme des passiven Verhaltens (Stehen/Sitzen) als auch die Abnahme des
aktiven Verhaltens (Fluchtverhalten, Vokalisation) war bei ihnen deutlich geringer im Vergleich
zu den Kontrollferkeln. Auch gegeniiber den Ferkeln mit bekanntem Isolationspartner
vokalisierten die Tiere mit unbekanntem Geféahrten deutlich mehr. Die aufgefiihrten Ergebnisse
verdeutlichen, dass der Effekt der sozialen Unterstiitzung auf das Verhalten der Tiere
ausgepriagter war, wenn die Ferkel mit einem bekannten Sozialpartner isoliert waren.
Moglicherweise bestand zwischen dem Versuchstier und dem bekannten Sozialpartner eine
»primire” oder ,sekundire“ Bindung, wogegen zu den unbekannten Artgenossen eine
schwichere oder gar keine Bindung vorlag. Interessanterweise unterschieden sich die sozial
unterstiitzten Tiere abhidngig vom gewéhlten Sozialpartner auch in ihrem Exkretionsverhalten
(Miktion, Defikation). Ferkel, die mit einem bekannten Partner isoliert waren, wiesen eine
geringere Abnahme der Hiaufigkeit und Latenz des Ausscheidungsverhaltens in den
wiederholten ,,open-field*/,,novel-object“-Tests im Vergleich zu allein und mit unbekanntem
Partner isolierten Tieren auf. Bei der Bewertung von Verhaltensweisen im ,,open-field“-Test
wird die Ausscheidung von Harn und Kot oftmals mit emotionaler Erregung in Verbindung
gebracht (Hall, 1934; Forkman et al., 2007). Davon ausgehend, konnten die Ergebnisse so
interpretiert werden, dass die Ferkel mit bekanntem Isolationspartner im Verhaltenstest nach der
Behandlung erregter waren als die isolierten Tiere ohne bzw. mit unbekanntem Artgenossen.
Allerdings steht die Auswertung des Exkretionsverhaltens somit im Gegensatz zum
untersuchten Vokalisationsverhalten, welches laut Forkman et al. (2007) einen relevanten
Indikator fiir die Erregung von Versuchstieren in neuen Situationen darstellt. Nach Beendigung
der Isolation konnte zudem beobachtet werden, dass allein und mit unbekanntem Artgenossen
isolierte Tiere eine hohere Ausscheidungsrate aufwiesen als Ferkel mit bekanntem
Isolationspartner. Dieser Befund ist eine potentielle Ursache fiir das insgesamt geringere
Exkretionsverhalten der allein und mit unbekanntem Partner isolierten Ferkel in den
wiederholten ,,open-field*/,,novel-object“-Tests.

Die  Untersuchung der  Stresshormone  bestitigte die  Ergebnisse  der
Verhaltensreaktionen. Ferkel mit unbekanntem Isolationspartner wiesen, genau wie allein

isolierte Tiere, eine geringere Abnahme der ACTH-Konzentration im Vergleich zu den
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Kontrolltieren auf. Studien an Rindern erbrachten &hnliche Ergebnisse. Separierte Kilber
bevorzugten die Ndhe von familidren Tieren anstelle der fremder Artgenossen. Zudem
verringerte die Anwesenheit eines bekannten Isolationspartners am deutlichsten die
Vokalisationsraten der untersuchten Tiere (Farevik et al., 2006). Nach Boissy und Le Neindre
(1997) reduzierte die Anwesenheit eines Artgenossen unabhingig von dessen Bekanntheitsgrad
die Vokalisationsrate und die allgemeine Aktivitit von isolierten Rindern. Jedoch verminderte
sich die Herzschlagrate der isolierten Probanden nur durch die Pridsenz eines bekannten
Sozialpartners. Bei juvenilen Meerschweinchen konnte die Cortisolreaktion auf eine fremde
Umgebung sowohl durch das Muttertier und die Geschwister aber auch durch familidre und
unbekannte Weibchen abgemildert werden (Hennessy et al., 2002). Dagegen wurde bei den
adulten weiblichen Tieren einer physiologischen Stressreaktion nur durch familidre Artgenossen
entgegen gewirkt, fremde Artgenossen losten keine soziale Unterstiitzung aus (Hennessy et al.,
2008). Bei adulten ménnlichen Meerschweinchen milderte zudem nur die soziale Gefdhrtin
zuverlédssig einen Cortisolanstieg aufgrund einer neuen Haltungsumwelt ab (Sachser et al.,
1998). Die aufgefiihrten Studien belegen, dass der Bekanntheitsgrad zwischen dem Versuchstier
und seinem Sozialpartner sowohl die Verhaltensantwort als auch die Stresshormonkonzentration
nach Stressoreneinwirkung beeinflusst. Deshalb wurde in dieser Arbeit auch untersucht, ob
Korrelationen zwischen der Anderung von Verhaltensweisen in den ,open-field/,,novel-
object“-Tests und der Cortisolanderung (Ergebnisse nach der Behandlung minus vor der
Behandlung) durch die Art des sozialen Partners (IB oder IU) verdndert wurden. Es kann
festgestellt werden, dass Ferkel mit unbekanntem Isolationspartner positive Korrelationen
zwischen der Cortisolinderung und der Anderung der Lokomotionsdauer und Vokalisations-
dauer aufwiesen. Dagegen war bei Ferkeln, die mit einem bekannten Partner isoliert waren, die
Cortisolinderung negativ mit der Anderung der Lokomotionsdauer korreliert. Der Stress-
abmildernde Effekt der sozialen Unterstiitzung beruht vermutlich auf einer Suppression der
HPA-Achse, wobei die physiologischen Grundlagen am Ende dieses Kapitels genauer diskutiert
werden. Die vorgestellten Ergebnisse verdeutlichen jedoch, dass die soziale Unterstiitzung mit
bekannten Artgenossen das Verhalten der Versuchstiere {iber andere Regulationsmechanismen
als die HPA-Achse beeinflussen konnte. Endogene Opioide beispielsweise sind an der
Ausprigung sozialer Beziehungen beteiligt und kénnen durch soziale Stimuli freigesetzt werden
(Machin und Dunbar, 2011). Die Rolle des endogenen Opioid-Systems wurde an Knockout-
Maiusen untersucht, bei denen die Expression einzelner oder mehrerer Opioide und
Opioidrezeptoren unterdriickt war (Kieffer und Gavériaux-Ruff, 2002). Es konnte gezeigt
werden, dass die lokomotorische Aktivitit der Tiere durch Enkephaline moduliert wurde. Doch
auch das Vokalisationsverhalten wihrend einer Isolation konnte durch Opioid-Agonisten wie

Morphin vermindert werden (Nelson und Panksepp, 1998).
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Neben dem Einfluss auf Verhalten und Stresshormone wurde in der vorliegenden Arbeit
erstmals beim Nutztier nachgewiesen, dass die mRNA Expressionen stressregulierender
Signalmolekiile im Gehirn durch die soziale Unterstiitzung beeinflusst werden kénnen. In den
untersuchten Hirngebieten PFC, Amygdala, Hypothalamus und Hypophyse hatten Ferkeln mit
unbekanntem Isolationspartner ein signifikant groBeres Verhéltnis von MR/GR mRNA im
Vergleich zu den allein isolierten Ferkeln. Zudem wiesen Probanden, die mit einem
unbekannten Artgenossen isoliert wurden, in PFC und Amygdala tendenziell niedrigere mRNA
Expressionen der Zytokine IL-6 und TNF-o als die Tiere aus alleiniger Isolation auf.
Unabhingig vom Bekanntheitsgrad des Artgenossen hatten Ferkel mit Isolationspartner in PFC
und Amygdala eine geringere 113-HSD2 mRNA Expression als die allein isolierten Tiere. Die
physiologische Antwort der mit einem sozialen Geféahrten isolierten Ferkel entsprach damit dem
neuroendokrinen Basalzustand der untersuchten Kontrolltiere und verdeutlicht den
abmildernden Effekt der sozialen Unterstiitzung auf stressinduzierte Verdnderungen im Gehirn.
Bei den allein isolierten Ferkeln konnte in PFC und Amygdala zudem eine negative Korrelation
zwischen der 11B-HSD1 mRNA und den Stresshormonen ACTH und Cortisol gefunden
werden. Nach Holmes und Seckl (2006) ist dieses Enzym in den negativen Riickkopplungs-
mechanismus der HPA-Achse involviert und eine verringerte Enzymexpression bedingt eine
langsamere Riickkehr zum basalen Glucocorticoidniveau. Dies deutet eine verminderte
Adaptationsleistung der allein isolierten Ferkel an. Bei Ferkeln mit Isolationspartner waren die
Stresshormone nicht negativ mit der 113-HSD1 mRNA korreliert, wodurch wiederum ein
positiver Einfluss der sozialen Unterstiitzung auf die Reaktivitdt der HPA-Achse bestatigt wird.
Weiterhin zeigten Ferkel aller Isolationsarten einen signifikanten Anstieg der c-fos mRNA im
Hypothalamus. Allerdings konnte bei Tieren mit unbekanntem f{solationspartner in der
Amygdala eine geringere c-fos Expression als bei allein isolierten Ferkeln festgestellt werden.
Diese Ergebnisse unterstiitzen die Befunde von da Costa et al. (2004), welche Schafe fiir
30 Minuten sozial isolierten. Betrachteten die Schafe wihrend dieser Zeit Bilder von
Artgenossen, so reduzierte sich durch diese Form der sozialen Unterstiitzung die c-fos mRNA
Expression in Angst- und Stress-assoziierten Hirnregionen (zentrale Kerngebiete der Amygdala,
PVN des Hypothalamus). Auch Kiyokawa et al. (2009) fanden bei Ratten einen positiven Effekt
der sozialen Unterstiitzung auf den Marker neuronaler Aktivitit. Demnach verminderte die
Anwesenheit eines Artgenossen den Proteingehalt an c-Fos im Hypothalamus der separierten
Tiere. Zusammenfassend implizieren die Ergebnisse, dass eine soziale Unterstlitzung durch
Artgenossen die isolationsbedingten neuroendokrinen und neuroimmunologischen Verén-
derungen auf molekularer Ebene abmildern kann.

Generell wird beim Schwein die Funktion der sozialen Unterstiitzung vermutlich

vorrangig iiber olfaktorische Signale gewihrleistet, da die Tiere zu den Makrosmaten zéhlen
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und hauptséchlich ihren Riechsinn nutzen (Mayer et al., 2006). Dagegen spielt der Sichtkontakt
bei der Etablierung und Aufrechterhaltung von tierindividuellen Beziehungen nur eine unter-
geordnete Rolle (Ewbank et al., 1974). Zahlreiche Untersuchungen bestitigen, dass Schweine
ihre Artgenossen gut iiber Geruchsstoffe diskriminieren kdnnen und so zielgerichtet zwischen
familidren und unbekannten Schweinen unterscheiden konnen (Kristensen et al., 2001; Mendl et
al., 2002; McLeman et al., 2008). Vermutlich werden die gruppenspezifischen Schliisselreize
von den Schweinen erlernt, da die Erkennung auf familidren Geruchsmerkmalen basiert, die
unabhéngig von der genetischen Verwandtschaft sein kdnnen (Stookey und Gonyou, 1998).

Die physiologischen Mechanismen, welche den Funktionen der sozialen Unterstiitzung
zugrunde liegen, sind bisher kaum untersucht worden. Allerdings gibt es Hinweise, dass die
Vorteile positiver sozialer Interaktionen auf einer Suppression der HPA-Achse beruhen
(Kirschbaum et al., 1995; Thorsteinsson und James, 1999; Detillion et al., 2004). Diese
Hemmung konnte zum einen aus der verminderten Freisetzung proinflammatorischer Zytokine
resultieren. Geringere Zytokinkonzentrationen wirkten weniger hemmend auf die Hirngebiete
PFC und Hippocampus, welche dadurch einen grofleren inhibitorischen Einfluss auf die HPA-
Achse hatten (Crane et al., 2003; Koo und Duman, 2008). Wie durch die vorliegende Studie
festgestellt wurde, ensprach auch das Verhéltnis von MR/GR bei sozial unterstiitzten Ferkeln
dem Niveau der nicht isolierten Kontrolltiere. Dadurch war eine ausbalancierte Aktivierung der
beiden Rezeptoren gewahrleistet, welche die Grundlage fiir das homeostatische Gleichgewicht
eines Organismus darstellt. Weiterhin bestehen Hinweise, dass auch das hypothalamische
Neuropeptid Oxytocin an der Suppression der HPA-Achse beteiligt sein kann. Generell wird
dem Oxytocin eine entscheidende Rolle bei der Ausprigung sozialer Beziehungen und der
sozialen Artgenossenerkennung zugesprochen (Lim und Young, 2006; Young et al., 2011). Die
experimentelle Verabreichung von Oxytocin flihrte zu einer verringerten HPA-Aktivitit in Form
erniedrigter ACTH- und Cortisolkonzentrationen (Windle et al., 1997; Heinrichs et al., 2003).
Ebenso konnten Oxytocin-Gaben das Verhalten der Versuchstiere veréndern, beispielsweise
durch eine reduzierte Angstlichkeit im erhohten Kreuzlabyrinth oder in der Hell-Dunkel-Box
(van den Burg und Neumann, 2011). Die aufgefiihrten Studien belegen, dass die Wirkung der
sozialen Unterstiitzung auf einer reduzierten Aktivitit der HPA-Achse beruht, wobei
verschiedene Regulationsmechanismen beteiligt sein konnen. Letztendlich verdeutlichen die
verminderten ethologischen und physiologischen Stressreaktionen jedoch die positiven

Auswirkungen der sozialen Unterstiitzung auf das Wohlbefinden und die Gesundheit der Tiere.
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4.3 EINFLUSS DES LEBENSALTERS

Mit der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass bei Schweinen ein Einfluss des
Lebensalters auf ethologische Reaktionen in Stresssituationen besteht. So wiesen 7 Tage alte
Ferkel im ,,open-field“/,,novel-object“-Test vor der Behandlung mehr aktive (Lokomotion,
Fluchtverhalten, Vokalisation) und weniger passive Verhaltensweisen (Stehen/Sitzen) als die
21 Tage und 35 Tage alten Probanden auf. Zudem waren das Ruheverhalten und der
Sozialkontakt wéhrend der Isolationsprozedur bei den Ferkeln vom 7. Lebenstag signifikant
geringer als bei den ilteren Versuchstieren. Auch Kanitz et al. (2009) stellten altersabhiangige
Reaktionen von Ferkeln im ,,open-field“-Test fest. Im Vergleich zu 35 Tage alten Tieren, trat
bei Ferkeln vom 7. und 21. Lebenstag mehr aktives und weniger passives Verhalten wahrend
der Testsituation auf. Die erhohte Prasenz der aktiven Verhaltensweisen Lokomotion,
Vokalisation und Fluchtversuch veranschaulicht eine gesteigerte Aktivitdt und Erregung der
7 Tages alten Ferkel im Vergleich zu den élteren Tieren (Forkman et al., 2007). Dieses aktivere
Verhalten wihrend des Verhaltenstests und der Isolationsphase resultierte aus dem Verlust von
sozialen Bindungen und der darausfolgenden Motivation zur Riickkehr zum maternalen
Sozialpartner (Newberry und Swanson, 2008). Die Verhaltensantwort der é&ltesten
Versuchsgruppe (35. Tag) war in den Testsituationen dagegen geringer ausgeprigt. Dieser
niedrigere Erregungsgrad der dlteren Tiere kann als Konsequenz einer wachsenden
Unabhéngigkeit von der miitterlichen Fiirsorge gewertet werden (Puppe et al., 2003).

Zusitzlich konnte durch die Auswertung der wiederholten ,,open-field*/,,novel-object*-
Tests festgestellt werden, dass Ferkel vom 7. Tag eine geringere Abnahme aktiven Verhaltens
(Fluchtverhalten, Vokalisation) und eine geringere Zunahme passiven Verhaltens
(Stehen/Sitzen) im Vergleich zu den édlteren Tieren aufwiesen. Die Ergebnisse legen dar, dass
die Habituation an die Testsituation bei den Ferkeln der jlingsten Altersgruppe eingeschrinkt
war, was als eine verminderte Adaptationsfahigkeit der jungen Tiere gewertet wird. Generell
konnte gezeigt werden, dass bei Ferkeln bis zur dritten Lebenswoche mehr Adaptations-
probleme in Stresssituationen (z.B. soziale Isolation, Absetzen vom Muttertier) auftraten als bei
den alteren Artgenossen (Kanitz et al., 2009; Hameister et al., 2010). Sowohl in der Haltung von
landwirtschaftlichen Nutztieren als auch von Zoo- und Labortieren fiihrte die Reduktion des
Absetzalters zu weitreichenden Verhaltensdnderungen wie dem vermehrten Auftreten von
abnormalen Verhaltensweisen (Latham und Mason, 2008). Dabei wirkten sich die

unterschiedlichen Absetzzeitpunkte nicht nur auf kurzfristige Verhaltensinderungen aus,
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sondern konnten auch langfristige Anderungen des Verhaltens bis in die adulte Lebensphase
beeinflussen. Ein vermindertes Absetzalter bei juvenilen Nagern bedingte beispielsweise ein
erhohtes Aggressivitits- und Angstlichkeitsverhalten im adulten Stadium der Tiere (Nakamura
et al., 2003; Kikusui et al., 2004).

Die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen bestétigten, dass das
Alter der Ferkel keinen Einfluss auf die Basalwerte der physiologischen Parameter ACTH und
Cortisol hatte. Gleichfalls fanden Kanitz et al. (2011) keine Unterschiede in den ACTH-
Konzentrationen von 7, 21 und 35 Tage alten Ferkeln. Im Gegensatz dazu stellten Klemcke et
al. (1995) hohere basale ACTH-Konzentrationen bei Ferkeln vom 12. Lebenstag im Vergleich
zu den 19 Tage und 26 Tage alten Tieren fest. Auch in den Studien von Kanitz et al. (2009) und
Tuchscherer et al. (2009) zeigten 7 Tage alte Ferkel hohere ACTH-Werte als Tiere vom 21. Tag
auf. Zusitzlich filhrte ein ACTH-Challenge bei 7 Tage alten Ferkeln zu hoéheren Cortisol-
reaktionen verglichen mit den 21 Tage und 35 Tage alten Tieren (Kanitz et al., 1999). Dennoch
konnten bei zahlreichen weiteren Studien an Ferkeln im Alter zwischen 3 Tagen und 35 Tagen
keine altersabhéngigen Verdnderungen in der Cortisolkonzentration nachgewiesen werden
(Klemcke und Pond, 1991; Klemcke et al., 1995; Kanitz et al., 2009; Tuchscherer et al., 2009).
Allerdings konnte die in der vorliegenden Arbeit untersuchte basale CBG-Konzentration im
Plasma positiv mit dem Lebensalter der Tiere in Verbindung gebracht werden. Dieser Befund
unterstiitzt somit vorangegangene Studien, in denen altersabhéngige Erhéhungen von CBG bei
Ferkeln zwischen dem ersten und achtzigsten Lebenstag gefunden wurden (Heo et al., 2003;
Roberts et al., 2003; Kanitz et al., 2009, 2011). Es ist bekannt, dass einige Komponenten der
HPA-Achse auch auf der Transkriptionsebene einem ontogenetischen Einfluss unterliegen.
Beispielsweise hatten Ferkel vom 7. Lebenstag, verglichen mit 21 Tage und 35 Tage alten
Tieren, niedrigere Expressionen von GR, MR und 11p-HSD1 mRNA in PFC und Hypophyse
(Kanitz et al., 2011). Zusammenfassend verdeutlichen die Ergebnisse, dass sich die Funktion
der HPA-Achse altersabhingig entwickelt und jiingere Ferkel moglicherweise sensitiver auf
bestimmte Stressoren reagieren konnen. Abweichungen zwischen den durchgefiihrten Studien
beruhen vermutlich auf Unterschieden im Versuchsdesign. So war beispielsweise die Zahl an
Versuchstieren in einigen Studien relativ gering und zudem koénnen verschiedene
Schweinerassen beziiglich ihrer basalen Stresshormonkonzentrationen divergieren (Désautés et
al., 1997; Foury et al., 2007).

Die hier untersuchten Anderungen der Hormonkonzentrationen (Werte nach der
Behandlung minus Werte vor der Behandlung) waren unabhingig vom Alter der Ferkel. Dies
unterstiitzt Befunde von Klemcke und Pond (1991), die nach einer kurzzeitigen maternalen
Deprivation von Saugferkeln keine unterschiedlichen Cortisolkonzentrationen zwischen den

verschieden alten Tieren (3.-31. Lebenstag) nachweisen konnten. Die Mehrheit der in der
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Ubersichtsarbeit von Hameister et al. (2010) angefiihrten Studien fand beim Absetzen ebenfalls
keinen Effekt des Alters auf die Anderung von Stresshormonkonzentrationen. Dagegen
bewirkte ein 1-miniitiger Immobilitatsstress bei 12 Tage alten Ferkeln, im Vergleich zu 19 Tage
und 26 Tage alten Tieren, hohere ACTH- und Cortisolantworten (Klemcke et al., 1995).
Zusitzlich wiesen die zeitiger gestressten Versuchstiere eine schlechtere Wachstumsrate als die
zu einem spiteren Zeitpunkt immobilisierten Tiere auf. Untersuchungen an Nagern
verdeutlichen, dass sich ein friihes Absetzalter negativ auf die neuroendokrine Stressantwort
auswirken kann. Fine friihzeitige Separation vom Muttertier filhrte zu einer lang anhaltenden
Hyperreaktivitit der HPA-Achse, die durch stetig erhohte Cortisolkonzentrationen
gekennzeichnet war (Kikusui und Mori, 2009). Die aufgefiihrten Studien veranschaulichen, dass
ein Einfluss des Lebensalters auf behandlungsabhingige Anderungen von Stresshormonen
besteht, dieser jedoch deutlich von der Art des verwendeten Stressors und der gewihlten
Tierspezies abhingt.

Wie die Ergebnisse der vorliegenden Studie belegen, beeinflusste das Alter der Ferkel
die Expression Stress-assoziierter Gene in PFC, Amygdala und Hypothalamus. Nach der
Behandlung war das Verhiltnis von MR/GR in Amygdala und Hypothalamus von 7 Tage alten
Ferkeln signifikant geringer als bei Tieren vom 35. Lebenstag. Zudem hatten die jiingeren
Ferkel im PFC eine hohere Expression von GR und MR mRNA im Vergleich zu den 21 Tage
alten Tieren. Auch Poletto et al. (2006) konnten im PFC von 12 Tage alten Ferkeln hohere MR
mRNA Expressionen als bei den 23 Tage alten Tieren feststellen. Bei den hier untersuchten
7 Tage alten Ferkeln war zudem das Zytokin IL-6 in PFC und Hypothalamus hdher exprimiert
als bei den dlteren Probanden. In der Amygdala war die mRNA Expression von IL-6 und TNF-a
bei den jungen Tieren geringer als bei Ferkeln vom 21. Tag. Auf die mRNA Expression der
Enzyme 11B-HSD1/2 sowie des neuronalen Markers c-fos konnte nur ein ungerichteter
Alterseffekt nachgewiesen werden. Auch Kanitz et al. (2009) konnten nach einer vierstiindigen
sozialen Isolation nur geringfiigige Einfliisse des Alters auf die Expression Glucocorticoid-
abhéngiger Gene in Amygdala, Hypothalamus und Hippocampus finden. Die komplexen
Ergebnisse aus den Untersuchungen der mRNA Expression und der Stresshormonkonzentration
verdeutlichen ontogenetisch bedingte Unterschiede in der Regulation der HPA-Achse. Bei den
7 Tage alten Ferkeln waren deutlichere Veridnderungen feststellbar, die moglicherweise zu einer
inaddquaten Adaptation an soziale Stressoren filhren. Aus dieser verminderten
Anpassungsleistung konnen ein verschlechtertes Wohlbefinden und eine verringerte

Wachstumsleistung der Tiere resultieren.
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4.4 SCHLUSSFOLGERUNGEN

Zur experimentellen Simulation der psychosozialen Stresskomponente beim Absetzen von
Ferkeln wurden eine maternale Deprivation und soziale Isolation genutzt. Mit Hilfe
multidisziplindrer Untersuchungen konnte festgestellt werden, dass die Isolation zu
Verianderungen im neuroendokrinen System und im Verhalten der Ferkel fiihrte. Die Isolation
bewirkte Erhhungen von Stresshormonen und Modifikationen in der Expression von Genen,
welche die Glucocorticoidantwort im Gehirn regulieren. Insbesondere bei isolierten Ferkeln
ohne soziale Unterstiitzung verdnderten sich die mRNA Expressionen von Cortisol-
regulierenden Rezeptoren und Enzymen in stress- und verhaltensrelevanten Hirnarealen.
Dariiberhinaus erhdhte sich durch die soziale Isolation die mRNA Expression von c-fos, einem
Marker neuronaler Aktivitdt. In den wiederholten ,,open-field*/,,novel-object™-Tests wiesen
allein isolierte Ferkel eine gesteigerte Verhaltensaktivitit und Erregbarkeit auf, was als
Ausdruck einer verminderten Habituation an den Verhaltenstest anzusehen ist. Aus diesen
Ergebnissen kann geschlussfolgert werden, dass psychosozialer Stress durch maternale
Deprivation und soziale Isolation bei den Saugferkeln zuverlédssig eine Aktivierung der HPA-
Achse auslost und zu Modifizierungen in der HPA-Regulation sowie zu einer gesteigerten
neuronalen Aktivitdt fiihrt. Neben physiologischenen Stressantworten traten ethologische
Stressreaktionen wie eine verringerte Fahigkeit zur Adaptation auf. Daraus kann abgeleitet
werden, dass die maternale Deprivation und soziale Isolation ein geeignetes Modell zur
Untersuchung der psychosozialen Stresskomponente beim Absetzen darstellt.

Bei Ferkeln, die wihrend der vierstiindigen Isolationsphase soziale Unterstiitzung durch
gleichaltrige Artgenossen erhielten, wurde eine verringerte Freisetzung des Stresshormons
Cortisol festgestellt. Im Vergleich zu allein isolierten Ferkeln wiesen Tiere, die sozial
unterstiitzt wurden, zudem geringere Verdnderungen von stressregulierenden Genen auf und
tendierten somit in Richtung des neuroendokrinen Basalniveaus der Kontrolltiere. Wahrend der
Isolationsprozedur war das Verhalten von sozial unterstiitzten Ferkeln deutlich ruhiger und
ausgeglichener. Physiologische und ethologische Stressreaktionen sowie verdnderte
Genexpressionen von Signalmolekiilen in stress- und verhaltensassoziierten Hirnarealen infolge
der maternalen Deprivation konnen bei Saugferkeln demnach mittels einer geeigneten sozialen
Unterstiitzung durch gleichaltrige Artgenossen abgemildert werden.

In dieser Arbeit wurde erstmalig nachgewiesen, dass auch der Bekanntheitsgrad der
Tiere den Effekt der sozialen Unterstlitzung auf das stressinduzierte Verhalten und die
neuroendokrine Stressregulation entscheidend beeinflusst. Ferkel, die mit einem bekannten
Artgenossen isoliert waren, zeigten ein ruhigeres, weniger erregtes Verhalten und eine deutliche

Reduktion der physiologischen Stressantwort. Die physiologischen und ethologischen Stress-
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reaktionen dieser sozial unterstiitzten Tiere entsprachen damit eher dem neuroendokrinen
Basalzustand und den Adaptationsmechnismen von nicht isolierten Kontrollferkeln. Da der
positive Effekt der sozialen Unterstiitzung bei Ferkeln mit bekanntem Artgenossen ausgeprégter
war, weist dies auf interindividuelle Erkennungsmechanismen beim Schwein hin.

Unabhéngig von der Behandlung der Ferkel wurde ein ontogenetischer Einfluss auf die
basale HPA-Aktivitit und das Verhalten nachgewiesen. Jiingere Ferkel wiesen Modifikationen
von Cortisol-regulierenden Genen im Gehirn sowie ein aktiveres und erregteres Verhalten im
»open-field“/,,novel-object“-Test vor der Behandlung und wihrend der Isolationsphase auf.
AuBerdem war die Habituation an den wiederholten ,,open-field*/,,novel-object™-Test bei den
jingeren Ferkeln vermindert, was durch eine hdéhere Dauer an Fluchtversuchen und
Vokalisation belegt werden konnte. Die Ergebnisse lassen die Schlussfolgerung zu, dass die
Stressregulationssysteme in der neonatalen Phase noch nicht vollstéindig ausgereift sind und die
Tiere dadurch moglicherweise sensitiver auf Stressoren reagieren. Daraus ergeben sich grofBere
Adaptationsprobleme in Belastungssituationen, die in verringertem Wohlbefinden und
verminderter Leistungsbereitschaft resultieren konnen.

AbschlieBend kann festgestellt werden, dass durch die Charakterisierung der komplexen
Interaktion von Verhalten und Neuroendokrinum grundlegende Erkenntnisse in der Regulation
von psychosozialem Stress beim Schwein und deren Beeinflussung durch sozialkommunikative
Prozesse gewonnen wurden. Im Kontext der Verbesserung von Wohlbefinden und tiergerechter
Haltung kann abgeleitet werden, dass Tierhaltungs- bzw. Managementsysteme bevorzugt
werden sollten, die Ferkeln eine Sozialisationsphase vor dem Absetzen oder ein gemeinsames
Absetzen ermdglichen. Dariiberhinaus sollte von einer Reduktion des in der EU-Richtlinie

91/630 gesetzlich vorgeschriebenen Mindestabsetzalters von 21 Tagen abgesehen werden.

-84 -



5 Zusammenfassung

S ZUSAMMENFASSUNG

Das in der konventionellen Schweinehaltung durchgefiihrte friithe und abrupte Absetzen von
Ferkeln ist ein multipler Stressor fiir die Tiere, welcher neben verédnderter Haltungsumwelt und
Futterumstellung auch zum Verlust von sozialen Bindungen fiihrt. Aufgrund des Bindungs-
verlustes kommt es bei den Ferkeln zu psychosozialem Stress, der negative Auswirkungen auf
Wohlbefinden, Gesundheit und Leistung haben kann. Allerdings wurden solche psychosozialen
Belastungssituationen in der wissenschaftlichen Bewertung potentieller Stressoren bisher kaum
beriicksichtigt. Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand daher in Untersuchungen zu
neuroendokrinen und ethologischen Interaktionen nach experimenteller Simulation der
psychosozialen Stresskomponente beim Absetzen von Ferkeln sowie in Untersuchungen zur
Beeinflussung dieser Regelkreise iiber sozialkommunikative Prozesse. Als Stressmodell diente
eine vierstiindige maternale Deprivation und soziale Isolation von Saugferkeln im Alter von 7,
21 oder 35 Lebenstagen. Ferkel mit sozialer Unterstiitzung bekamen wéhrend der Isolation
entweder einen bekannten oder unbekannten Artgenossen gleichen Alters zugesetzt. Erstmalig
wurde dabei untersucht, ob sich der Bekanntheitsgrad der Ferkel auf den Stress-abmildernden
Effekt der sozialen Unterstiitzung auswirkt. AuBerdem wurde der Einfluss des Ontogenesestatus
auf stressinduzierte Reaktionen analysiert.

Bereits eine einmalige maternale Deprivation und soziale Isolation loste bei den
Probanden physiologische Stressreaktionen mit héheren ACTH- und Cortisolkonzentrationen,
niedrigeren CBG-Werten und modifizierten Expressionen relevanter Signalmolekiile in stress-
und verhaltensassoziierten Hirnarealen aus. Durch die Isolation erhohten sich zudem die
Verhaltensaktivitit und die Erregbarkeit der Tiere, gleichzeitig war die Habituation an einen
wiederholten ,,open-field*/,,novel-object““-Test vermindert. Diese Ergebnisse lassen den Schluss
zu, dass psychosozialer Stress durch maternale Deprivation und soziale Isolation sowohl zu
einer Aktivierung des HPA-Systems als auch zu verringerten ethologischen Adaptations-
leistungen fiihrt. In den multidisziplindren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die
negativen Folgen der maternalen Deprivation und Isolation durch geeignete Formen sozialer
Unterstiitzung abgemildert werden konnen. Die sozial unterstiitzten Tiere wiesen eine geringere
Freisetzung von Stresshormonen und geringere Verdnderungen von stressregulierenden Genen
auf und entsprachen damit eher dem neuroendokrinen Basalniveau der Kontrolltiere. Auch die

ethologische Stressreaktion der Ferkel mit Sozialpartner war deutlich reduziert. Erstmalig wurde
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beim Schwein nachgewiesen, dass der Bekanntheitsgrad der Tiere den positiven Effekt der
sozialen Unterstiitzung auf das stressinduzierte Verhalten und die neuroendokrine
Stressregulation beeinflusst. Ferkel mit bekanntem Isolationspartner reagierten mit ruhigerem
Verhalten auf die Isolationsprozedur und habituierten besser an den wiederholten
Verhaltenstest. Auch die Reduktion der physiologischen Stressantwort war bei ihnen
ausgepragter. Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass Ferkel mit sozialer Unterstiitzung durch
bekannte Artgenossen besser an Belastungssituationen adaptieren konnen. Die Untersuchungen
zum Alterseinfluss ergaben, dass 7 Tage alte Ferkel eine hohere Verhaltensaktivitit und
Erregung wihrend der Isolation und den Verhaltenstests aufwiesen als die dlteren Tiere. Dies
deutet an, dass jiingere Ferkel empfindlicher auf diesen Stress reagieren und mehr
Adaptationsprobleme aufweisen.

Diese Arbeit liefert grundlegende Erkenntnisse in der Regulation von psychosozialem
Stress und deren Beeinflussung durch sozialkommunikative Prozesse. Deshalb stellt sie einen
wissenschaftlichen Beitrag zur Verbesserung von Wohlbefinden und Tiergerechtheit beim
Schwein dar. Als praktische Konsequenz aus diesen Ergebnissen sollten soziale und
altersabhingige Bewiltigungskompetenzen von Individuen verstirkt beriicksichtigt und
Tierhaltungssysteme bevorzugt werden, die eine Sozialisationsphase vor dem Absetzen oder ein

gemeinsames Absetzen ermdglichen.
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6 SUMMARY

In intensive housing systems of pigs, early and abrupt weaning not only involves nutritional and
environmental changes, but also causes to the loss of social interactions, which results in
psychosocial stress. However, the impact of psychosocial stress on animal welfare, health, and
performance is rarely considered in the assessment of potential stressors in animal husbandry.
Therefore, the aim of the present study was to simulate the psychosocial stress component of
weaning by a 4-h maternal deprivation and social isolation of suckling piglets at 7, 21 or 35
days of age. The consequences of psychosocial stress on the interaction of neuroendocrine and
behavioural stress reactions and the effect of social support on these processes were examined.
During isolation piglets received social support from either a familiar or an unfamiliar piglet of
the same age. Hence, the influence of inter-individual relationships between piglets on the effect
of social support was determined for the first time. In addition, the effect of age on stress-
induced neuroendocrine and behavioural reactions was analysed.

Even a single maternal deprivation and social isolation caused physiological reactions,
consisting of higher ACTH and cortisol concentrations, lower CBG values, and a modified
mRNA expression of stress-related molecules in various brain regions. After isolation, piglets
displayed increased behavioural activity and arousal, and the habituation to repeated open-
field/novel object tests decreased. In conclusion, psychosocial stress by maternal deprivation
and social isolation leads to an activation of the HPA system and to a decreased behavioural
adaptation to stressful events. The multidisciplinary approach showed that negative effects of
maternal deprivation and isolation can be attenuated by social support. Release of stress
hormones and changes in the expression of stress-regulating genes were lower in piglets
isolated with social partners, indicating neuroendocrine levels similar to non-isolated
control piglets. Additionally, the behavioural stress reaction was considerably lower in piglets
with social support. For the first time, it could be demonstrated that inter-individual
relationships between piglets influence the positive effect of social support on stress-induced
behaviour and neuroendocrine stress regulation. Piglets with familiar isolation partners showed
quieter behaviour during the isolation procedure, and they habituated better to a repeated
behavioural test. Moreover, the reduction of physiological stress reactions was more
pronounced. It seems that piglets with familiar partners adapt much better to stressful events

than piglets with unfamiliar partners. Further, the 7-day-old piglets had a higher behavioural
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activity and arousal during the isolation procedure and the behavioural tests compared to the
older piglets. This suggests that younger piglets react more sensitive to this stressor and
exhibited more adaptational problems.

The present study provides basic findings on the regulation of psychosocial stress in
pigs and the interference by social support processes, which can be regarded a scientific
contribution to improve animal welfare. As a practical consequence, social and age-dependent
coping competence of individuals should be considered in the assessment of animal housing
systems. Consequently, alternative housing systems where piglets are allowed to mix during

lactation or where all piglets of one litter can be weaned together should be preferred.
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PUFFER ZUR ANALYSE

MOPS-Puffer (200 ml, pH 7,0)

16,74 g MOPS (Roth, Deutschland)

2,72 g Natriumacetat (Roth, Deutschland)

0,74 g Ethylendiamintetraessigsdure (Roth, Deutschland)
0,10 % Diethylpyrocarbonat (Roth, Deutschland)

Die Gebrauchslosung wird aus einer 10fachen Verdiinnung der Stammlosung mit bidestilliertem

Wasser hergestellt.

Na-Phosphatpuffer (1000 ml, pH 7.4)

1,38 g Natriumdihydrogenphosphat (Roth, Deutschland)
8,77 g Natriumchlorid (Roth, Deutschland)

1,00 g Natriumazid (Roth, Deutschland)

1,00 g Gelatine (Roth, Deutschland)

TBE-Puffer (Stammlosung, 1000 ml, pH 8,0)

54,00 g Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Roth, Deutschland)
27,50 g Borsdure (Roth, Deutschland)
1,46 g Ethylendiamintetraessigsdure (Roth, Deutschland)

Die Gebrauchslosung wird aus einer 10fachen Verdiinnung der Stammldsung mit bidestilliertem

Wasser hergestellt.
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ERGEBNISSE

VERHALTEN WAHREND DER [SOLATION

Tabelle A.1: Einfluss des Lebensalters auf die Dauer, Héufigkeit und Latenz von Verhaltensparametern
wihrend der Isolation (n =72 pro Altersgruppe). Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante
Effekte zwischen den Gruppen (a,b,c P < 0,05; Tukey-Kramer-Test)

Alter
Verhalten
7. Tag 21. Tag 35. Tag

Liegen

Dauer (min) 155,8+ 6,5 1749+ 64 1740+ 6,9

Latenz (s) 1197,0 £ 125,7¢ 764,3 + 123,9° 858,6 + 131,8
Aktivitit

Dauer (min) 41,6+ 3,0 33,0+ 3,0 33,1+ 3,1
Fluchtversuch

Dauer (min) 1,2+ 0,3 1.3+ 0,3 14+ 03

Haufigkeit (Anzahl) 239+ 44 20,5+ 43 20,1+ 46

Latenz (s) 59+ 04° 41+ 04° 39+ 04°
Riickzug

Dauer (min) 31,6+ 44 21,9+ 473 31,1+ 4,7

Haufigkeit (Anzahl) 554+ 64 38,1+ 6,3 51,0+ 6,8

Latenz (s) 41+ 02° 43+ 02° 30+ 02°
Sozialkontakt

Dauer (min) 86,1+ 82° 117,4+ 8,0° 108,8+ 8,5

Héufigkeit (Anzahl) 80,6 £ 8,2 90,9+ 8,1 96,1+ 8,5

Latenz (s) 29+ 0,2 25+ 0,2 29+ 0,2
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VERHALTEN IM ,,OPEN-FIELD/,, NOVEL-OBJECT*“-TEST

Tabelle A.2: FEinfluss der Behandlungsvariante auf die Dauer, Héufigkeit und Latenz von
Verhaltensparametern im ,,open-field”/,,novel-object“-Test vor der Behandlung (n=54 pro
Behandlungsvariante). K: Kontrolle, IB: Isolation mit bekanntem Partner, IU: Isolation mit unbekanntem
Partner, IS: Isolation allein

Behandlungsvariante
Verhalten
K IB U IS

Lokomotion

Dauer (s) 2332+ 10,6 2488 +10,6 236,9 + 10,6 237,0+ 10,6

Haufigkeit (Anzahl) 55,6+ 2,1 527+ 2,1 50,0+ 2,1 50,5+ 2,1

Latenz (s) 102+ 1,6 9,7+ 1.6 9,7+ 1,6 103+ 1,6
Stehen/Sitzen

Dauer (s) 224,6 £ 10,8 200,1 + 10,8 217,4 +£10,8 221,1 +£10,8

Haufigkeit (Anzahl) 703+ 32 63,6+ 32 649+ 32 67,1+ 3,2
Exkretion

Dauer (s) 22,0+ 3,6 25,8+ 3,7 26,4+ 3,7 25,1+ 3,7

Haufigkeit (Anzahl) 3,0+ 0,5 3,1+ 0,5 32+ 0,5 34+ 0,5

Latenz (s) 302,4+322 225.3+32,0 2429 + 32,1 268,1 +£32,0
Flucht

Dauer (s) 30,5+ 3,1 246+ 3,1 27,1+ 3,1 234+ 3,1

Haufigkeit (Anzahl) 128+ 1,0 112+ 1,0 11,8+ 1,0 11,0+ 1,0

Latenz (s) 90,7+ 12,6 103,0+ 12,6 96,5+ 12,6 100,5+ 12,6
Vokalisation

Dauer (s) 39044+ 11,7 413,0+ 11,7 395, 7+ 11,7 393,7+ 11,7

Haufigkeit (Anzahl) | 112,5+ 3,5 1092+ 3,5 104,8 £ 3,5 1072+ 3,5

Latenz (s) 73+ 14 74+ 14 69+ 14 85+ 1,4
Objektkontakt

Dauer (s) 27,6+ 3,2 322+ 32 32,7+ 3,2 274+ 3.2

Haufigkeit (Anzahl) 83+ 0,5 93+ 0,5 83+ 0,5 84+ 0,5

Latenz (s) 436,8+ 2,7 | 430,0+ 2,6 4322+ 27 |431,0+ 2,7
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Tabelle A.3: Einfluss des Lebensalters auf die Verhaltensdnderungen in den ,,open-field*/,,novel-object*-
Tests (n=72 pro Altersgruppe). Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Effekte
zwischen den Gruppen (** P < 0,05; Tukey-Kramer-Test).

Alter
Verhalten
7. Tag 21. Tag 35. Tag

Lokomotion

Dauer (s) -100,5+ 11,2 -102,3+ 11,0 973+ 11,4
Stehen/Sitzen

Dauer (s) 96,7 + 12,2° 1354+ 12,1° 1200+ 12,5
Exkretion

Haufigkeit (Anzahl) 2,0+ 04 20+ 0,4 -13+ 04

Latenz (s) 166,1 £ 35,0° 72,5+ 34,5° 32,5+ 35,7°
Flucht

Dauer (s) 24+ 34° 173+ 3,3° 104+ 3,5°

Hiufigkeit (Anzahl) -1,7+ 1,0° 7,8+ 1,0° 5.1+ 1,0

Latenz (s) 110,7 + 26,1° 189,7 + 25,9° 1353 + 26,7
Vokalisation

Dauer (s) -108,0 + 14,0° -156,0 + 14,3° -140,1 + 14,3

Hiufigkeit (Anzahl) -15,7+ 4,0° 312+ 39° 199+ 4.1
Objektkontakt

Dauer () 10,2+ 3,6° 9,6+ 3,6° 1,5+ 3,7

Hiufigkeit (Anzahl) 0,5+ 0,6° 39+ 0,6 -13+0,6°

Latenz (s) 149+ 72 282+ 7,1 20,7+ 7.4
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HORMONKONZENTRATIONEN

Tabelle A.4: Einfluss der Behandlungsvariante auf die ACTH-, Cortisol- und CBG-Konzentrationen
sowie den FCI vor der Behandlung (n =54 pro Behandlungsvariante). K: Kontrolle, IB: Isolation mit
bekanntem Partner, IU: Isolation mit unbekanntem Partner, IS: Isolation allein

Behandlungsvariante
Stresshormon
K IB U IS
ACTH (pg/ml) 31,4+33 36,8+ 3,6 39,7+33 354+34
Cortisol (nmol/l) 58,0+ 5,1 76,1 +54 65,5+4,9 64,3 +4.8
CBG (fmol/ml) 36,3+£3,3 35,8+£3,3 34,8+33 32,7+33
FCI 1,7+0,7 2,1+£0,7 3,5+£0,7 2,8+0,7

Tabelle A.5: Einfluss des Lebensalters auf die Anderung der ACTH-, Cortisol- und CBG-
Konzentrationen sowie des FCI (n = 72 pro Altersgruppe).

Alter
Stresshormon
7. Tag 21. Tag 35. Tag
ACTH (pg/ml) 2,0+ 6,6 16,4£5,9 7,6+7,1
Cortisol (nmol/I) 31,8+9,6 34,7+8,1 47,0+9,7
CBG (fmol/ml) -0,9+2,7 -1,7+£2,7 -2,9+2.8
FCI 59+3,5 4,1+3,1 6,5+3,5
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GENEXPRESSIONSSTUDIEN

Tabelle A.6: Einfluss des Lebensalters auf die Expression stressrelevanter Gene im PFC (n =36 pro
Altersgruppe). Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Effekte zwischen den Gruppen

(a,b,c P <0,05; Tukey-Kramer-Test)

mRNA Alter

(pg/ng total RNA) 7. Tag 21. Tag 35. Tag
GR 58,63 £4,27° 34,88 427" 45,63 4,55
MR 0,56 = 0,07° 0,34 +0,07° 0,42 £ 0,08
MR/GR 0,88 +0,11 0,99 +0,11 0,91 +0,12
11B-HSD1 5,55+ 1,39 7,33+ 1,39 2,68+ 1,46
11B-HSD2 1,72+ 0,21° 0,77 £ 0,21° 1,34 + 0,24
CRH 38,60 +2,11° 12,37 +2,11° 18,89 + 2,14°
c-fos 7,79 + 0,89 2,25+ 0,89 521+0,89
IL-6 0,14 +0,02° 0,04 + 0,02° 0,07 = 0,02°
TNF-o 0,19 + 0,06 0,15+ 0,06 0,28 + 0,06

Tabelle A.7: Einfluss des Lebensalters auf die Expression stressrelevanter Gene in der Amygdala (n =36
pro Altersgruppe). Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Effekte zwischen den

Gruppen (a,b,c P <0,05; Tukey-Kramer-Test)

mRNA Alter

(pg/ug total RNA) 7. Tag 21. Tag 35. Tag
GR 66,77 + 4,37 66,98 + 4,37 61,05 + 4,42
MR 0,36 + 0,05 0,40 + 0,05 0,46 + 0,05
MR/GR 0,53 + 0,06 0,59 + 0,06 0,79 +0,07°
11B-HSD1 10,46 + 0,72 8,76 + 0,72 7,97 £0,72
11B-HSD2 0,97+ 0,15 1,19+ 0,15 1,50 £ 0,16
CRH 9,67 + 2,34 9,37+2734 9,66 + 2,67
c-fos 1,31 £0,33° 2,32 +£0,33 3,21+0,33°
IL-6 0,38 + 0,08° 0,66 = 0,08° 0,55 + 0,09
TNF-a 0,12 + 0,04 0,29 + 0,04 0,36 = 0,04°
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Tabelle A.8: Einfluss des Lebensalters auf die Expression stressrelevanter Gene im Hypothalamus
(n =36 pro Altersgruppe). Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Effekte zwischen den
Gruppen (a,b,c P <0,05; Tukey-Kramer-Test)

mRNA Alter

(pg/ug total RNA) 7. Tag 21. Tag 35. Tag
GR 89,30 + 8,54 103,46 + 8,53 118,02 + 8,77
MR 0,33 + 0,04 0,32 + 0,04 0,55+ 0,04°
MR/GR 0,37+ 0,03 0,32+ 0,03 0,48 + 0,04
11B-HSD1 6,17+0,75 4,29 £0,75° 7,26 £0,79°
11p-HSD2 1,25+0,12 0,97 +0,12 1,32+0,12
CRH 3,51+ 0,45 3,07+ 0,45 3,38+ 0,45
c-fos 2,39+ 0,25 2,17+0,25 1,97 £ 0,25
IL-6 0,49 + 0,07 0,14 +0,07° 0,36+ 0,07
TNF-a 0,19 + 0,05 0,30 + 0,05 0,31+ 0,05

Tabelle A.9: Einfluss des Lebensalters auf die Expression stressrelevanter Gene in der Hypophyse
(n =36 pro Altersgruppe). Unterschiedliche Buchstaben kennzeichnen signifikante Effekte zwischen den

Gruppen (a,b,c P <0,05; Tukey-Kramer-Test)

mRNA Alter

(pg/ng total RNA) 7. Tag 21. Tag 35. Tag
GR 46,58 + 10,07 74,80 + 10,06 52,61 11,33
MR 0,43+ 0,12 0,70+ 0,12 0,47+ 0,14
MR/GR 0,77+ 0,12 0,93+ 0,12 0,92+ 0,12
11B-HSD1 13,18+ 2.51° 2385+ 2,51° 18,92+ 2.66
11B-HSD2 6,36+ 1,98 7,55+ 1,98 458+ 220
POMC 96,46 + 38,37 174,17 + 38,37 81,37 +41,69
c-fos 728+ 3,03 12,29+ 3,02 557+ 3,05
IL-6 0,12+ 0,06 0,16+ 0,06 0,04+ 0,06
TNF-o 0,17+ 0,10 0,42+ 0,10 042+ 0,11
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ABBILDUNGSVERZEICHNIS

Abb. 1.1: Schematische Darstellung der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-
Achse und deren regulierender Strukturen. Die stressinduzierte Achsenaktivierung

lost gleichzeitig negative Riickkopplungswege aus.

Abb. 2.1: Schematische Eingruppierung der Versuchstiere in die drei Altersstufen und
die vier Behandlungsgruppen (A). Darstellung eines Versuchferkels mit
Isolationspartnerin der Isolationsbox (B).

Abb. 2.2: Schematische Darstellung des experimentellen Versuchsdesigns der
Durchgénge 1-6.

Abb. 2.3: Schematische Darstellung des experimentellen Versuchsdesigns der
Durchgénge 7-9.

Abb. 3.1: Einfluss der Isolationsvarianten in Abhéngigkeit vom Alter auf
die Liegedauer (A) und Liegelatenz (B) sowie auf die Aktivititsdauer (C)
wihrend der Isolation (n = 18 pro Isolationsvariante und Altersgruppe).

Abb. 3.2: Einfluss der Isolationsvarianten in Abhéngigkeit vom Alter auf Dauer (A),
Héufigkeit (B) und Latenz (C) der Fluchtversuche wéhrend der Isolation
(n = 18 pro Isolationsvariante und Altersgruppe).

Abb. 3.3: Einfluss der Isolationsvarianten in Abhéngigkeit vom Alter auf die
Riickzugsdauer (A), die Riickzugshiufigkeit (B) und die Riickzugslatenz (C)
wihrend der Isolation (n = 18 pro Isolationsvariante und Altersgruppe).

Abb. 3.4: Einfluss der Isolationsvarianten in Abhéngigkeit vom Alter auf die Dauer (A),

die Haufigkeit (B) und die Latenz (C) des Sozialkontaktes wéihrend der Isolation
(n = 18 pro Isolationsvariante und Altersgruppe).

Abb. 3.5: Einfluss der Behandlungsvarianten in Abhéngigkeit vom Alter auf die
Anderung der Lokomotions- (A) und Steh-/Sitzdauer (B) in den ,,open-field*/
,hovel-object“-Tests (n = 18 pro Behandlungsvariante und Altersgruppe).

Abb. 3.6: Einfluss der Behandlungsvarianten in Abhéngigkeit vom Alter auf die
Anderung der Exkretionshiufigkeit (A) und Exkretionslatenz (B) in den ,,open-
field/,,novel-object“-Tests (n = 18 pro Behandlungsvariante und Altersgruppe).

Abb. 3.7: Einfluss der Behandlungsvarianten in Abhéngigkeit vom Alter auf die
Anderung der Fluchtdauer (A), Fluchthiufigkeit (B) und Fluchtlatenz (C)
in den ,,open-field*/,,novel-object“-Tests (n = 18 pro Behandlungsvariante und
Altersgruppe).

Abb. 3.8: Einfluss der Behandlungsvarianten in Abhéngigkeit vom Alter auf die
Anderung der Vokalisationsdauer (A) und Vokalisationshiufigkeit (B) in
den ,,open-field*/,,novel-object““-Tests (n = 18 pro Behandlungsvariante und
Altersgruppe).

Abb. 3.9: Einfluss der Behandlungsvarianten in Abhéngigkeit vom Alter auf die
Anderung der Objektkontaktdauer (A), -hdufigkeit (B) und -latenz (C) in
den ,,open-field*/,,novel-object“-Tests (n = 18 pro Behandlungsvariante und
Altersgruppe).

Abb. 3.10: Einfluss der Behandlungsvarianten in Abhéngigkeit vom Alter auf die
Anderungen der Plasmakonzentrationen von ACTH (A), Cortisol (B) und
CBG (C) sowie die Anderung des FCI (D) (n = 18 pro Behandlungsvariante und
Altersgruppe).

Abb. 3.11: Einfluss der Behandlungsvarianten in Abhéngigkeit vom Alter auf die
mRNA Expression von GR (A) und MR (B) im PFC (n =9 pro Behandlungs-
variante und Altersgruppe).

Abb. 3.12: Einfluss der Behandlungsvarianten in Abhingigkeit vom Alter auf das
Verhéltnis MR/GR (n = 9 pro Behandlungsvariante und Altersgruppe).
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Abb. 3.13: Einfluss der Behandlungsvarianten in Abhingigkeit vom Alter auf die
mRNA Expression von 113-HSD1 (A) und 11B8-HSD2 (B) im PFC (n =9 pro
Behandlungsvariante und Altersgruppe).

Abb. 3.14: Einfluss der Behandlungsvarianten in Abhéngigkeit vom Alter auf die
mRNA Expression von CRH (A) und c-fos (B) im PFC (n = 9 pro Behandlungs-
variante und Altersgruppe).

Abb. 3.15: Einfluss der Behandlungsvarianten in Abhéngigkeit vom Alter auf die
mRNA Expression von IL-6 (A) und TNF-a (B) im PFC (n = 9 pro Behandlungs-
variante und Altersgruppe).

Abb. 3.16: Einfluss der Behandlungsvarianten in Abhéngigkeit vom Alter auf die

mRNA Expression von GR (A) und MR (B) in der Amygdala (n =9 pro
Behandlungsvariante und Altersgruppe).

Abb. 3.17: Einfluss der Behandlungsvarianten in Abhéngigkeit vom Alter auf das
Verhéltnis MR/GR (n = 9 pro Behandlungsvariante und Altersgruppe).

Abb. 3.18: Finfluss der Behandlungsvarianten in Abhéngigkeit vom Alter auf die
mRNA Expression von 113-HSD1 (A) und 11B-HSD2 (B) in der Amygdala
(n =9 pro Behandlungsvariante und Altersgruppe).

Abb. 3.19: Einfluss der Behandlungsvarianten in Abhingigkeit vom Alter auf die
mRNA Expression von CRH (A) und c-fos (B) in der Amygdala (n =9 pro
Behandlungsvariante und Altersgruppe).

Abb. 3.20: Einfluss der Behandlungsvarianten in Abhingigkeit vom Alter auf die
mRNA Expression von I1-6 (A) und TNF-a (B) in der Amygdala (n =9 pro
Behandlungsvariante und Altersgruppe).

Abb. 3.21: Einfluss der Behandlungsvarianten in Abhéngigkeit vom Alter auf die
mRNA Expression von GR (A) und MR (B) (n =9 pro Behandlungsvariante und
Altersgruppe) im Hypothalamus.

Abb. 3.22: Einfluss der Behandlungsvarianten in Abhingigkeit vom Alter auf das
Verhéltnis MR/GR im Hypothalamus (n = 9 pro Behandlungsvariante und
Altersgruppe).

Abb. 3.23: Finfluss der Behandlungsvarianten in Abhéngigkeit vom Alter auf die
mRNA Expression von 113-HSD1 (A) und 11B-HSD2 (B) im Hypothalamus
(n =9 pro Behandlungsvariante und Altersgruppe).

Abb. 3.24: Finfluss der Behandlungsvarianten in Abhéngigkeit vom Alter auf die
mRNA Expression von CRH (A) und c-fos (B) im Hypothalamus (n =9 pro
Behandlungsvariante und Altersgruppe).

Abb. 3.25: Finfluss der Behandlungsvarianten in Abhéngigkeit vom Alter auf die
mRNA Expression von IL-6 (A) und TNF-a (B) im Hypothalamus (n =9 pro
Behandlungsvariante und Altersgruppe).

Abb. 3.26: Einfluss der Behandlungsvarianten in Abhéngigkeit vom Alter auf die
mRNA Expression von GR (A) und MR (B) in der Hypophyse (n =9 pro
Behandlungsvariante und Altersgruppe).

Abb. 3.27: Einfluss der Behandlungsvarianten in Abhingigkeit vom Alter auf das
Verhiltnis MR/GR in der Hypophyse (n = 9 pro Behandlungsvariante und
Altersgruppe).

Abb. 3.28: Einfluss der Behandlungsvarianten in Abhingigkeit vom Alter auf die
mRNA Expression von 113-HSD1 (A) und 11B-HSD2 (B) in der Hypophyse
(n =9 pro Behandlungsvariante und Altersgruppe).

Abb. 3.29: Einfluss der Behandlungsvarianten in Abhingigkeit vom Alter auf die
mRNA Expression von POMC (A) und c-fos (B) in der Hypophyse (n =9 pro
Behandlungsvariante und Altersgruppe).

Abb. 3.30: Einfluss der Behandlungsvarianten in Abhdngigkeit vom Alter auf die
mRNA Expression von IL-6 (A) und TNF-a (B) in der Hypophyse (n =9 pro
Behandlungsvariante und Altersgruppe).
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