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Sub Contractors (DD882)

Inventions (DD882)

Scientific Progress

We evaluated a mouse model of multiple aggressor encounters for features of PTSD. Three different strains of subject mice 

(C57BL/6, DBA/2 and BALB/c) were exposed to a trained aggressor mouse for 1 to 3 random sessions per day for 5 or 10 days 

using a “cage-in-cage resident-intruder” protocol; behavioral, physiological, histological, gene expression, and metabolomic 

parameters were assessed. Subject mice exhibited fewer territorial behaviors (reduced urine marking and exploration), weight 

gain, and increased body temperature, cardiac multifocal vasculitis and myocarditis, spleen morphological changes, and 

reduced dendritic spine density in the medial prefrontal cortex.  Altered behaviors included avoidance of the aggressor and 

decreased motor activity when near the aggressor, and escape and fighting back that differed among mouse strains. More 

intense behavioral changes resulted from longer stress.  Recovery to control behaviors was incomplete by 4 weeks but 

complete after 6 weeks of home cage rest. Global metabolic profiling of stressed mouse plasma detected 496 small molecules 

(330 known and 166 unknown) whose altered levels indicate changes in neurotransmitters, redox status, neuronal damage, 

and energetics suggestive of metabolic syndrome. Ongoing analyses of stress-induced transcriptome changes in mouse brain 

and human and mouse leukocytes aims to identify common biomarkers of the diseased state. Four manuscripts are being 

drafted and more are planned.

Technology Transfer
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Foreword	
The first manuscript describing research performed under this project has been published in 

Behavioural Brain Research (listed below).  Additional manuscripts are under various stages of 

preparation including:  

1. Plasma Metabolomics in a Murine Model of Repeated Exposures to Conspecific 

Trained Aggressors that Simulates Features of Post‐traumatic Stress Disorder 

2. Differential Stress Responses of Murine Strains in a Model of Repeated Exposures to 

Conspecific Trained Aggressors 
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List	of	Appendixes,	Illustrations	and	Tables	
1. Manuscript accepted for publication:  Murine model of repeated exposures to 

conspecific trained aggressors simulates features of post‐traumatic stress disorder. 

Hammamieh R, Chakraborty N, De Lima TC, Meyerhoff J, Gautam A, Muhie S, D'Arpa P, 

Lumley L, Carroll E, Jett M.,  Behav Brain Res. 2012 Jul 20. [Epub ahead of print] 

2. DD Form 882 – Report of Inventions and Subcontracts 

Statement	of	the	problem	studied	
Resurgent interest in PTSD pathological mechanisms and medical countermeasures has been 

stimulated by the substantial increase in the two‐year prevalence rate associated with the start of the 

Iraq War and the high incidence of PTSD in U.S. veterans of recent wars in Iraq and Afghanistan. 

Significant controversy in the diagnosis of PTSD [1] has emphasized a pressing need to identify and 

validate disease‐specific diagnostic biomarkers. 

Summary	of	the	most	important	results	
We evaluated repeated exposures of mice to a trained aggressor mouse as a model (adapted 

from “social stress” models of traumatic stress) for aspects of post‐traumatic stress disorder (PTSD).  

Using a “cage‐within‐cage resident‐intruder” protocol, subject C57BL/6J mice were exposed to 

aggressors for six hours daily for five or 10 days.  At one to three random times during each six‐hour 

session, subjects were exposed directly to aggressor for one minute or 10 bites, whichever came first.  

Behavioral, physiological, and histological changes associated with aggressor‐exposure were assessed 

for up to six weeks.  During aggressor exposure, subjects displayed less territorial behavior, gained 

weight, and increased body temperature.  One day after the last aggressor exposure, inflammatory 

cardiac histopathologies were prevalent; after 10 days, only mild myocardial degeneration with 

fibrosis or fibroplasias was evident, while controls showed almost no cardiac abnormalities at any 

time.  After four weeks, the medial prefrontal cortex of control mice showed increased dendritic 

spine density, but aggressor‐exposed mice showed no increase.  Behaviors affected by aggressor 

exposure were evaluated in a partition test wherein the subject mouse is separated from the 
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aggressor by a fenestrated partition that permits sensory cues to pass but prevents direct physical 

interaction.  For up to four to six weeks after the last aggressor exposure, subjects showed prolonged 

grooming, freezing, retarded locomotion and no tail rattling.  PTSD and its co‐morbidities are often 

consequent to repeated aggravated “social” assaults (e.g., combat) and manifest socially over time, 

suggesting the relevance of this repeated aggressor‐exposure model to clinical aspects of PTSD. 

 

Bibliography	
[1] Ramchand R, Schell TL, Karney BR, Osilla KC, Burns RM, Caldarone LB. Disparate prevalence 

estimates of PTSD among service members who served in Iraq and Afghanistan: possible 

explanations. J Trauma Stress. 2010;23:59-68. 

[2] Seal KH, Metzler TJ, Gima KS, Bertenthal D, Maguen S, Marmar CR. Trends and risk factors for 

mental health diagnoses among Iraq and Afghanistan veterans using Department of Veterans 

Affairs health care, 2002-2008. American journal of public health. 2009;99:1651-8. 

[3] Adler AB, Huffman AH, Bliese PD, Castro CA. The impact of deployment length and experience 

on the well-being of male and female soldiers. Journal of occupational health psychology. 

2005;10:121-37. 

[4] Milliken CS, Auchterlonie JL, Hoge CW. Longitudinal assessment of mental health problems 

among active and reserve component soldiers returning from the Iraq war. JAMA : the journal of 

the American Medical Association. 2007;298:2141-8. 

[5] Kulka RA, Schlenger WE, Fairbank JA, Hough RL, Jordan BK, Marmar CR, et al. Trauma and the 

Vietnam War generation : report of findings from the National Vietnam veterans readjustment 

study. New York: Brunner/Mazel; 1990. 

[6] Siegmund A, Wotjak CT. Toward an animal model of posttraumatic stress disorder. Ann N Y Acad 

Sci. 2006;1071:324-34. 

[7] Ohman A, Mineka S. Fears, phobias, and preparedness: toward an evolved module of fear and fear 

learning. Psychological review. 2001;108:483-522. 

[8] American Psychiatric Association. Diagnostic criteria from DSM-IV. Washington, D.C.: The 

Association; 1994. 

[9] Hunter RG, McCarthy KJ, Milne TA, Pfaff DW, McEwen BS. Regulation of hippocampal H3 



Final Report – Systems Biology Application to Studies of Post Traumatic Stress Disorder – 57251LS – 

Agreement Number W911NF‐09‐1‐0401 – Covering 14‐Sep‐2009 ‐ 13‐Sep‐2011 

histone methylation by acute and chronic stress. Proc Natl Acad Sci U S A. 2009;106:20912-7. 

[10] Golub Y, Mauch CP, Dahlhoff M, Wotjak CT. Consequences of extinction training on associative 

and non-associative fear in a mouse model of Posttraumatic Stress Disorder (PTSD). Behav Brain 

Res. 2009;205:544-9. 

[11] Siegmund A, Dahlhoff M, Habersetzer U, Mederer A, Wolf E, Holsboer F, et al. Maternal 

inexperience as a risk factor of innate fear and PTSD-like symptoms in mice. J Psychiatr Res. 

2009;43:1156-65. 

[12] Brinks V, de Kloet ER, Oitzl MS. Corticosterone facilitates extinction of fear memory in BALB/c 

mice but strengthens cue related fear in C57BL/6 mice. Exp Neurol. 2009;216:375-82. 

[13] Pizarro JM, Lumley LA, Medina W, Robison CL, Chang WE, Alagappan A, et al. Acute social 

defeat reduces neurotrophin expression in brain cortical and subcortical areas in mice. Brain Res. 

2004;1025:10-20. 

[14] Robison CL, Meyerhoff JL, Saviolakis GA, Chen WK, Rice KC, Lumley LA. A CRH1 antagonist 

into the amygdala of mice prevents defeat-induced defensive behavior. Ann N Y Acad Sci. 

2004;1032:324-7. 

[15] Baisley SK, Cloninger CL, Bakshi VP. Fos expression following regimens of predator stress 

versus footshock that differentially affect prepulse inhibition in rats. Physiol Behav.104:796-803. 

[16] Power AE, McGaugh JL. Cholinergic activation of the basolateral amygdala regulates unlearned 

freezing behavior in rats. Behav Brain Res. 2002;134:307-15. 

[17] Wallace KJ, Rosen JB. Neurotoxic lesions of the lateral nucleus of the amygdala decrease 

conditioned fear but not unconditioned fear of a predator odor: comparison with electrolytic 

lesions. J Neurosci. 2001;21:3619-27. 

[18] Seib LM, Wellman CL. Daily injections alter spine density in rat medial prefrontal cortex. 

Neuroscience letters. 2003;337:29-32. 

[19] Kolb B, Gorny G, Soderpalm AH, Robinson TE. Environmental complexity has different effects 

on the structure of neurons in the prefrontal cortex versus the parietal cortex or nucleus accumbens. 

Synapse. 2003;48:149-53. 

[20] Van De Werd HJ, Rajkowska G, Evers P, Uylings HB. Cytoarchitectonic and chemoarchitectonic 

characterization of the prefrontal cortical areas in the mouse. Brain structure & function. 

2010;214:339-53. 



Final Report – Systems Biology Application to Studies of Post Traumatic Stress Disorder – 57251LS – 

Agreement Number W911NF‐09‐1‐0401 – Covering 14‐Sep‐2009 ‐ 13‐Sep‐2011 

[21] Kudryavtseva NN. A sensory contact model for the study of aggressive and submissive behavior 

in male mice. Aggressive Behavior. 1991;17:285-91. 

[22] Kudryavtseva NN, Bakshtanovskaya IV, Koryakina LA. Social model of depression in mice of 

C57BL/6J strain. Pharmacol Biochem Behav. 1991;38:315-20. 

[23] Blanchard RJ, McKittrick CR, Blanchard DC. Animal models of social stress: effects on behavior 

and brain neurochemical systems. Physiol Behav. 2001;73:261-71. 

[24] Yehuda R, Bierer LM, Pratchett LC, Pelcovitz M. Using biological markers to inform a clinically 

meaningful treatment response. Ann N Y Acad Sci. 2010;1208:158-63. 

[25] Maes M, Mylle J, Delmeire L, Janca A. Pre- and post-disaster negative life events in relation to 

the incidence and severity of post-traumatic stress disorder. Psychiatry Res. 2001;105:1-12. 

[26] Pulliam JV, Dawaghreh AM, Alema-Mensah E, Plotsky PM. Social defeat stress produces 

prolonged alterations in acoustic startle and body weight gain in male Long Evans rats. J Psychiatr 

Res. 2010;44:106-11. 

[27] Koolhaas JM, Meerlo P, De Boer SF, Strubbe JH, Bohus B. The temporal dynamics of the stress 

response. Neurosci Biobehav Rev. 1997;21:775-82. 

[28] Bhatnagar S, Vining C, Iyer V, Kinni V. Changes in hypothalamic-pituitary-adrenal function, 

body temperature, body weight and food intake with repeated social stress exposure in rats. Journal 

of neuroendocrinology. 2006;18:13-24. 

[29] Blanchard DC, Spencer RL, Weiss SM, Blanchard RJ, McEwen B, Sakai RR. Visible burrow 

system as a model of chronic social stress: behavioral and neuroendocrine correlates. 

Psychoneuroendocrinology. 1995;20:117-34. 

[30] Chuang JC, Cui H, Mason BL, Mahgoub M, Bookout AL, Yu HG, et al. Chronic social defeat 

stress disrupts regulation of lipid synthesis. Journal of lipid research. 2010;51:1344-53. 

[31] Bartolomucci A, Pederzani T, Sacerdote P, Panerai AE, Parmigiani S, Palanza P. Behavioral and 

physiological characterization of male mice under chronic psychosocial stress. 

Psychoneuroendocrinology. 2004;29:899-910. 

[32] Foster MT, Solomon MB, Huhman KL, Bartness TJ. Social defeat increases food intake, body 

mass, and adiposity in Syrian hamsters. Am J Physiol Regul Integr Comp Physiol. 

2006;290:R1284-93. 

[33] Savignac HM, Finger BC, Pizzo RC, O'Leary OF, Dinan TG, Cryan JF. Increased sensitivity to 



Final Report – Systems Biology Application to Studies of Post Traumatic Stress Disorder – 57251LS – 

Agreement Number W911NF‐09‐1‐0401 – Covering 14‐Sep‐2009 ‐ 13‐Sep‐2011 

the effects of chronic social defeat stress in an innately anxious mouse strain. Neuroscience. 

2011;192:524-36. 

[34] Dallman MF, Pecoraro N, Akana SF, La Fleur SE, Gomez F, Houshyar H, et al. Chronic stress 

and obesity: a new view of "comfort food". Proc Natl Acad Sci U S A. 2003;100:11696-701. 

[35] Meerlo P, Overkamp GJ, Koolhaas JM. Behavioural and physiological consequences of a single 

social defeat in Roman high- and low-avoidance rats. Psychoneuroendocrinology. 1997;22:155-68. 

[36] Keeney AJ, Hogg S, Marsden CA. Alterations in core body temperature, locomotor activity, and 

corticosterone following acute and repeated social defeat of male NMRI mice. Physiol Behav. 

2001;74:177-84. 

[37] Lumley LA, Sipos ML, Charles RC, Charles RF, Meyerhoff JL. Social stress effects on territorial 

marking and ultrasonic vocalizations in mice. Physiol Behav. 1999;67:769-75. 

[38] Shimozuru M, Kikusui T, Takeuchi Y, Mori Y. Scent-marking and sexual activity may reflect 

social hierarchy among group-living male Mongolian gerbils (Meriones unguiculatus). Physiol 

Behav. 2006;89:644-9. 

[39] Shimozuru M, Kikusui T, Takeuchi Y, Mori Y. Social-defeat stress suppresses scent-marking and 

social-approach behaviors in male Mongolian gerbils (Meriones unguiculatus). Physiol Behav. 

2006;88:620-7. 

[40] Dhabhar FS, Malarkey WB, Neri E, McEwen BS. Stress-induced redistribution of immune cells—

From barracks to boulevards to battlefields: A tale of three hormones – Curt Ritcher Award Winner 

Original Research Article. Psychoneuroendocrinology. 2012;in press. 

[41] Brun JF, Khaled S, Raynaud E, Bouix D, Micallef JP, Orsetti A. The triphasic effects of exercise 

on blood rheology: which relevance to physiology and pathophysiology? Clinical hemorheology 

and microcirculation. 1998;19:89-104. 

[42] Yalcin O, Bor-Kucukatay M, Senturk UK, Baskurt OK. Effects of swimming exercise on red 

blood cell rheology in trained and untrained rats. J Appl Physiol. 2000;88:2074-80. 

[43] Nowland MH, Hugunin KM, Rogers KL. Effects of short-term fasting in male Sprague-Dawley 

rats. Comparative medicine. 2011;61:138-44. 

[44] Tamakoshi K, Yatsuya H, Kondo T, Hori Y, Zhang H, Ishikawa M, et al. U-shaped association 

between white blood cell count and fasting plasma glucose level. Diabetes care. 2003;26:950. 

[45] Vidovic A, Grubisic-Ilic M, Kozaric-Kovacic D, Gotovac K, Rakos I, Markotic A, et al. 



Final Report – Systems Biology Application to Studies of Post Traumatic Stress Disorder – 57251LS – 

Agreement Number W911NF‐09‐1‐0401 – Covering 14‐Sep‐2009 ‐ 13‐Sep‐2011 

Exaggerated platelet reactivity to physiological agonists in war veterans with posttraumatic stress 

disorder. Psychoneuroendocrinology. 2011;36:161-72. 

[46] Boscarino JA, Chang J. Higher abnormal leukocyte and lymphocyte counts 20 years after 

exposure to severe stress: research and clinical implications. Psychosomatic medicine. 

1999;61:378-86. 

[47] Engler H, Bailey MT, Engler A, Sheridan JF. Effects of repeated social stress on leukocyte 

distribution in bone marrow, peripheral blood and spleen. Journal of neuroimmunology. 

2004;148:106-15. 

[48] Pace TW, Heim CM. A short review on the psychoneuroimmunology of posttraumatic stress 

disorder: from risk factors to medical comorbidities. Brain Behav Immun. 2011;25:6-13. 

[49] Okruhlicova L, Dlugosova K, Mitasikova M, Bernatova I. Ultrastructural characteristics of aortic 

endothelial cells in borderline hypertensive rats exposed to chronic social stress. Physiological 

research / Academia Scientiarum Bohemoslovaca. 2008;57 Suppl 2:S31-7. 

[50] Wood SK, McFadden KV, Grigoriadis D, Bhatnagar S, Valentino RJ. Depressive and 

cardiovascular disease comorbidity in a rat model of social stress: a putative role for corticotropin-

releasing factor. Psychopharmacology (Berl). 2012. 

[51] Carnevali L, Mastorci F, Graiani G, Razzoli M, Trombini M, Pico-Alfonso MA, et al. Social 

defeat and isolation induce clear signs of a depression-like state, but modest cardiac alterations in 

wild-type rats. Physiol Behav. 2012;106:142-50. 

[52] Milinis K, Fisher M. Takotsubo cardiomyopathy: pathophysiology and treatment. Postgrad Med J. 

2012; [Epub ahead of print]. 

[53] Elesber AA, Prasad A, Lennon RJ, Wright RS, Lerman A, Rihal CS. Four-year recurrence rate 

and prognosis of the apical ballooning syndrome. Journal of the American College of Cardiology. 

2007;50:448-52. 

[54] von Kanel R, Abbas CC, Begre S, Gander ML, Saner H, Schmid JP. Association between 

posttraumatic stress disorder following myocardial infarction and liver enzyme levels: a 

prospective study. Dig Dis Sci.55:2614-23. 

[55] Von Kanel R, Kraemer B, Saner H, Schmid JP, Abbas CC, Begre S. Posttraumatic stress disorder 

and dyslipidemia: previous research and novel findings from patients with PTSD caused by 

myocardial infarction. The world journal of biological psychiatry : the official journal of the World 



Final Report – Systems Biology Application to Studies of Post Traumatic Stress Disorder – 57251LS – 

Agreement Number W911NF‐09‐1‐0401 – Covering 14‐Sep‐2009 ‐ 13‐Sep‐2011 

Federation of Societies of Biological Psychiatry. 2010;11:141-7. 

[56] Boscarino JA. A prospective study of PTSD and early-age heart disease mortality among Vietnam 

veterans: implications for surveillance and prevention. Psychosomatic medicine. 2008;70:668-76. 

[57] Meyerhoff JL, Lumley, L. A., Robison, C. L., Gorny, G., Saviolakis, G., Kolb, B. Chronic social 

stress in mice is associated with increased dendritic spine density in the amygdala. Neuroscience 

Meeting 2005:872.5. 

[58] Martin KP, Wellman CL. NMDA receptor blockade alters stress-induced dendritic remodeling in 

medial prefrontal cortex. Cerebral cortex. 2011;21:2366-73. 

[59] Brown SM, Henning S, Wellman CL. Mild, short-term stress alters dendritic morphology in rat 

medial prefrontal cortex. Cerebral cortex. 2005;15:1714-22. 

[60] Radley JJ, Rocher AB, Rodriguez A, Ehlenberger DB, Dammann M, McEwen BS, et al. Repeated 

stress alters dendritic spine morphology in the rat medial prefrontal cortex. The Journal of 

comparative neurology. 2008;507:1141-50. 

[61] Radley JJ, Rocher AB, Miller M, Janssen WG, Liston C, Hof PR, et al. Repeated stress induces 

dendritic spine loss in the rat medial prefrontal cortex. Cerebral cortex. 2006;16:313-20. 

[62] Radley JJ, Sisti HM, Hao J, Rocher AB, McCall T, Hof PR, et al. Chronic behavioral stress 

induces apical dendritic reorganization in pyramidal neurons of the medial prefrontal cortex. 

Neuroscience. 2004;125:1-6. 

[63] Michelsen KA, van den Hove DL, Schmitz C, Segers O, Prickaerts J, Steinbusch HW. Prenatal 

stress and subsequent exposure to chronic mild stress influence dendritic spine density and 

morphology in the rat medial prefrontal cortex. BMC neuroscience. 2007;8:107. 

[64] Day-Wilson KM, Jones DN, Southam E, Cilia J, Totterdell S. Medial prefrontal cortex volume 

loss in rats with isolation rearing-induced deficits in prepulse inhibition of acoustic startle. 

Neuroscience. 2006;141:1113-21. 

[65] Goldwater DS, Pavlides C, Hunter RG, Bloss EB, Hof PR, McEwen BS, et al. Structural and 

functional alterations to rat medial prefrontal cortex following chronic restraint stress and recovery. 

Neuroscience. 2009;164:798-808. 

[66] Rauch SL, Shin LM, Segal E, Pitman RK, Carson MA, McMullin K, et al. Selectively reduced 

regional cortical volumes in post-traumatic stress disorder. Neuroreport. 2003;14:913-6. 

[67] Shin LM, Wright CI, Cannistraro PA, Wedig MM, McMullin K, Martis B, et al. A functional 



Final Report – Systems Biology Application to Studies of Post Traumatic Stress Disorder – 57251LS – 

Agreement Number W911NF‐09‐1‐0401 – Covering 14‐Sep‐2009 ‐ 13‐Sep‐2011 

magnetic resonance imaging study of amygdala and medial prefrontal cortex responses to overtly 

presented fearful faces in posttraumatic stress disorder. Archives of general psychiatry. 

2005;62:273-81. 

[68] Ansell EB, Rando K, Tuit K, Guarnaccia J, Sinha R. Cumulative adversity and smaller gray 

matter volume in medial prefrontal, anterior cingulate, and insula regions. Biol Psychiatry. 

2012;72:57-64. 

[69] Shin LM, Rauch SL, Pitman RK. Amygdala, medial prefrontal cortex, and hippocampal function 

in PTSD. Ann N Y Acad Sci. 2006;1071:67-79. 

[70] Kalueff AV, Tuohimaa P. Experimental modeling of anxiety and depression. Acta neurobiologiae 

experimentalis. 2004;64:439-48. 

[71] D'Aquila PS, Peana AT, Carboni V, Serra G. Exploratory behaviour and grooming after repeated 

restraint and chronic mild stress: effect of desipramine. European journal of pharmacology. 

2000;399:43-7. 

[72] van Erp AM, Kruk MR, Meelis W, Willekens-Bramer DC. Effect of environmental stressors on 

time course, variability and form of self-grooming in the rat: handling, social contact, defeat, 

novelty, restraint and fur moistening. Behav Brain Res. 1994;65:47-55. 

[73] Coscia EM, Fentress JC. Neurological dysfunction expressed in the grooming behavior of 

developing weaver mutant mice. Behavior genetics. 1993;23:533-41. 

[74] Denmark A, Tien D, Wong K, Chung A, Cachat J, Goodspeed J, et al. The effects of chronic 

social defeat stress on mouse self-grooming behavior and its patterning. Behav Brain Res. 

2010;208:553-9. 

[75] Carter M, de Lecea L. Hyperarousal and Post-Traumatic Stress Disorder: A Role for the 

Hypocretin System. In: Shiromani P, eDoux JE, Keane TM, editors. Post-Traumatic Stress 

Disorder: Basic Science and Clinical Practice: Humana Press, a part of Springer Science + 

Business Media, LLC; 2009. p. 201-. 

[76] Misslin R, Herzog F, Koch B, Ropartz P. Effects of isolation, handling and novelty on the 

pituitary--adrenal response in the mouse. Psychoneuroendocrinology. 1982;7:217-21. 

[77] Oarada M, Nikawa T, Kurita N. Effect of timing of food deprivation on host resistance to fungal 

infection in mice. Br J Nutr. 2002;88:151-8. 

[78] Bigi S, Huber C, De Acetis L, Alleva E, Dixon AK. Removal of the submaxillary salivary glands 



Final Report – Systems Biology Application to Studies of Post Traumatic Stress Disorder – 57251LS – 

Agreement Number W911NF‐09‐1‐0401 – Covering 14‐Sep‐2009 ‐ 13‐Sep‐2011 

first increases and then abolishes the agonistic response of male mice in repeated social encounters. 

Physiol Behav. 1994;55:13-9. 

[79] Corridi P, Chiarotti F, Bigi S, Alleva E. Familiarity with conspecific odor and isolation-induced 

aggressive behavior in male mice (Mus domesticus). Journal of comparative psychology. 

1993;107:328-35. 

[80] Godar SC, Bortolato M, Frau R, Dousti M, Chen K, Shih JC. Maladaptive defensive behaviours in 

monoamine oxidase A-deficient mice. The international journal of neuropsychopharmacology / 

official scientific journal of the Collegium Internationale Neuropsychopharmacologicum. 

2011;14:1195-207. 

[81] Krsiak M, Sulcova A, Donat P, Tomasikova Z, Dlohozkova N, Kosar E, et al. Can social and 

agonistic interactions be used to detect anxiolytic activity of drugs? Progress in clinical and 

biological research. 1984;167:93-114. 

[82] Lumley LA, Robison CL, Slusher BS, Wozniak K, Dawood M, Meyerhoff JL. Reduced isolation-

induced aggressiveness in mice following NAALADase inhibition. Psychopharmacology (Berl). 

2004;171:375-81. 

[83] Meek LR, Myren K, Sturm J, Burau D. Acute paternal alcohol use affects offspring development 

and adult behavior. Physiol Behav. 2007;91:154-60. 

[84] Palanza P, Parmigiani S, vom Saal FS. Urine marking and maternal aggression of wild female 

mice in relation to anogenital distance at birth. Physiol Behav. 1995;58:827-35. 

[85] Patel A, Siegel A, Zalcman SS. Lack of aggression and anxiolytic-like behavior in TNF receptor 

(TNF-R1 and TNF-R2) deficient mice. Brain Behav Immun. 2010;24:1276-80. 

[86] Sukhotina IA, Bespalov AY. Effects of the NMDA receptor channel blockers memantine and 

MRZ 2/579 on morphine withdrawal-facilitated aggression in mice. Psychopharmacology (Berl). 

2000;149:345-50. 

[87] Terranova ML, Laviola G, de Acetis L, Alleva E. A description of the ontogeny of mouse 

agonistic behavior. Journal of comparative psychology. 1998;112:3-12. 

[88] Yoshimura H, Ogawa N. Pharmaco-ethological analysis of agonistic behavior between resident 

and intruder mice: effect of anticholinergic drugs. Japanese journal of pharmacology. 

1982;32:1111-6. 

[89] Siegmund A, Wotjak CT. A mouse model of posttraumatic stress disorder that distinguishes 



Final Report – Systems Biology Application to Studies of Post Traumatic Stress Disorder – 57251LS – 

Agreement Number W911NF‐09‐1‐0401 – Covering 14‐Sep‐2009 ‐ 13‐Sep‐2011 

between conditioned and sensitised fear. J Psychiatr Res. 2007;41:848-60. 

[90] Golub Y, Kaltwasser SF, Mauch CP, Herrmann L, Schmidt U, Holsboer F, et al. Reduced 

hippocampus volume in the mouse model of Posttraumatic Stress Disorder. J Psychiatr Res. 

2011;45:650-9. 

[91] Litvin Y, Murakami G, Pfaff DW. Effects of chronic social defeat on behavioral and neural 

correlates of sociality: Vasopressin, oxytocin and the vasopressinergic V1b receptor. Physiol 

Behav. 2011;103:393-403. 

[92] Avgustinovich DF, Gorbach OV, Kudryavtseva NN. Comparative analysis of anxiety-like 

behavior in partition and plus-maze tests after agonistic interactions in mice. Physiol Behav. 

1997;61:37-43. 

[93] Kudryavtseva NN, Bondar NP, Avgustinovich DF. Effects of repeated experience of aggression 

on the aggressive motivation and development of anxiety in male mice. Neurosci Behav Physiol. 

2004;34:721-30. 

[94] Yehuda R, Antelman SM. Criteria for rationally evaluating animal models of posttraumatic stress 

disorder. Biol Psychiatry. 1993;33:479-86. 

[95] Rasmusson AM, Charney DS. Animal models of relevance to PTSD. Ann N Y Acad Sci. 

1997;821:332-51. 

[96] Stam R, Bruijnzeel AW, Wiegant VM. Long-lasting stress sensitisation. European journal of 

pharmacology. 2000;405:217-24. 

[97] Foa EB, Zinbarg R, Rothbaum BO. Uncontrollability and unpredictability in post-traumatic stress 

disorder: an animal model. Psychol Bull. 1992;112:218-38. 

[98] Huhman KL, Moore TO, Ferris CF, Mougey EH, Meyerhoff JL. Acute and repeated exposure to 

social conflict in male golden hamsters: increases in plasma POMC-peptides and cortisol and 

decreases in plasma testosterone. Horm Behav. 1991;25:206-16. 

[99] Berton O, McClung CA, Dileone RJ, Krishnan V, Renthal W, Russo SJ, et al. Essential role of 

BDNF in the mesolimbic dopamine pathway in social defeat stress. Science. 2006;311:864-8. 

[100] Tsankova NM, Berton O, Renthal W, Kumar A, Neve RL, Nestler EJ. Sustained hippocampal 

chromatin regulation in a mouse model of depression and antidepressant action. Nature 

neuroscience. 2006;9:519-25. 

[101] Golden SA, Covington HE, 3rd, Berton O, Russo SJ. A standardized protocol for repeated social 



Final Report – Systems Biology Application to Studies of Post Traumatic Stress Disorder – 57251LS – 

Agreement Number W911NF‐09‐1‐0401 – Covering 14‐Sep‐2009 ‐ 13‐Sep‐2011 

defeat stress in mice. Nature protocols. 2011;6:1183-91. 

[102] Dranovsky A, Hen R. Hippocampal neurogenesis: regulation by stress and antidepressants. Biol 

Psychiatry. 2006;59:1136-43. 

[103] Hammack SE, Cooper MA, Lezak KR. Overlapping neurobiology of learned helplessness and 

conditioned defeat: implications for PTSD and mood disorders. Neuropharmacology. 2012;62:565-

75. 

[104] Kim JJ, Foy MR, Thompson RF. Behavioral stress modifies hippocampal plasticity through N-

methyl-D-aspartate receptor activation. Proc Natl Acad Sci U S A. 1996;93:4750-3. 

[105] Wohleb ES, Hanke ML, Corona AW, Powell ND, Stiner LM, Bailey MT, et al. beta-Adrenergic 

receptor antagonism prevents anxiety-like behavior and microglial reactivity induced by repeated 

social defeat. J Neurosci.31:6277-88. 

 

 

 

 	



Final Report – Systems Biology Application to Studies of Post Traumatic Stress Disorder – 57251LS – 

Agreement Number W911NF‐09‐1‐0401 – Covering 14‐Sep‐2009 ‐ 13‐Sep‐2011 

	

Appendixes	
 

1.	Murine	Model	of	Repeated	Exposures	to	Conspecific	Trained	Aggressors	

Simulates	Features	of	Post‐traumatic	Stress	Disorder	

 

 

Rasha Hammamieh1a*, Nabarun Chakraborty1*, Thereza C. M. De Lima2, James Meyerhoff1, 

Aarti Gautam1, Seid Muhie1, Peter D’Arpa, Lucille Lange3, Erica Carroll4 and Marti Jett1 

 

 

 

 
1US Army Center for Environmental Health Research Fort Detrick, MD, USA ; 2 Federal 

University of Santa Catarina – Department of Pharmacology, Florianopolis, SC, Brazil; 3 US Army 

Medical Research Institute of Chemical Defense, Aberdeen Proving Ground, MD, USA; 4 Walter Reed 

Army Institute of Research, Silver Spring, MD, USA 

 

 
*The authors contributed equally 
a Corresponding author: Rasha.Hammamieh1@us.army.mil 

568 Doughten Drive, Fort Detrick, MD 21702 

 

 

 

   



Final Report – Systems Biology Application to Studies of Post Traumatic Stress Disorder – 57251LS – 

Agreement Number W911NF‐09‐1‐0401 – Covering 14‐Sep‐2009 ‐ 13‐Sep‐2011 

 

 

 

 

 

ABSTRACT  

We evaluated repeated exposures of mice to a trained aggressor mouse as a model (adapted 

from “social stress” models of traumatic stress) for aspects of post‐traumatic stress disorder (PTSD).  

Using a “cage‐within‐cage resident‐intruder” protocol, subject C57BL/6J mice were exposed to 

aggressors for six hours daily for five or 10 days.  At one to three random times during each six‐hour 

session, subjects were exposed directly to aggressor for one minute or 10 bites, whichever came first.  

Behavioral, physiological, and histological changes associated with aggressor‐exposure were assessed 

for up to six weeks.  During aggressor exposure, subjects displayed less territorial behavior, gained 

weight, and increased body temperature.  One day after the last aggressor exposure, inflammatory 

cardiac histopathologies were prevalent; after 10 days, only mild myocardial degeneration with 

fibrosis or fibroplasias was evident, while controls showed almost no cardiac abnormalities at any 

time.  After four weeks, the medial prefrontal cortex of control mice showed increased dendritic 

spine density, but aggressor‐exposed mice showed no increase.  Behaviors affected by aggressor 

exposure were evaluated in a partition test wherein the subject mouse is separated from the 

aggressor by a fenestrated partition that permits sensory cues to pass but prevents direct physical 

interaction.  For up to four to six weeks after the last aggressor exposure, subjects showed prolonged 

grooming, freezing, retarded locomotion and no tail rattling.  PTSD and its co‐morbidities are often 

consequent to repeated aggravated “social” assaults (e.g., combat) and manifest socially over time, 

suggesting the relevance of this repeated aggressor‐exposure model to clinical aspects of PTSD. 

 

Key words: PTSD, stress effects, avoidance, dendritic spines, cardiovascular disease 
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1.	INTRODUCTION	
 

Resurgent interest in PTSD pathological mechanisms and medical countermeasures has been 

stimulated by the substantial increase in the two‐year prevalence rate associated with the start of the 

Iraq War and the high incidence of PTSD in U.S. veterans of recent wars in Iraq and Afghanistan.  

Between 2002 and 2008, a study of 289,328 U.S. veterans who were first‐time users of VA health care 

after military service showed 22% diagnosed with PTSD and 17% diagnosed with depression [2].  

Notably, greater combat exposure has been associated with higher risk for PTSD [2], confirming 

earlier findings [3‐5]. 

 

Significant controversy in the diagnosis of PTSD [1] has emphasized a pressing need to identify 

and validate disease‐specific diagnostic biomarkers.  A number of animal models of PTSD have been 

investigated.  While no animal model can be expected to fully capture the complexity of human 

cognitive function in psychiatric disorders, the shared basic emotional processes of humans and other 

mammals suggests that animal models can capture core endophenotypes of psychiatric disorders [6, 

7]. 

 

Currently, the clinical diagnosis of PTSD rests largely on reported symptoms and reported 

history.  The essential features of PTSD as listed in DSM‐IV (309.81) include the development of 

characteristic symptoms following an event that is an extreme traumatic stressor, which involves 

threatened death or serious injury to the self, or the witnessing or learning of actual death or 

threatened death or serious injury happening to others who are family members or close associates 

(Criterion A1).  The traumatic event(s) must elicit intense fear, helplessness, or horror (Criterion A2) 
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and produce symptoms that include persistent re‐experiencing of the traumatic event(s) (Criterion B), 

persistent avoidance of stimuli associated with the trauma and numbing of general responsiveness 

(Criterion C), and persistent symptoms of increased arousal (Criterion D).  These symptoms must be 

present for more than one month (Criterion E) and cause clinically significant distress or impairment 

in social, occupational, or other important areas of functioning (Criterion F) [8].  

 

In mice, a wide variety of physiological and psychogenic stresses, including so‐called “social 

stress,” restraint stress [9], foot shock [10], juvenile abuse [11], and artificial alteration of stress 

hormones like corticosterone [12] have been shown to produce behaviors reminiscent of PTSD.  In 

“social stress” models, subordinate mice have been subjected to the inescapable exposure to: 

another mouse made aggressive by isolation and/or training [13, 14]; a predator [15]; a predator’s 

odor from sources such as skin, fur, urine or feces [16]; or, synthetic odors derived from a predator’s 

feces or anal glands [17].   

 

The quality of an animal model has been assessed using the criteria of face validity, predictive 

validity, and construct validity—i.e., how closely the model represents symptoms, efficacy of 

treatments, and cellular and molecular processes, respectively, of the human disease (discussed in 

[6]).  Face validity of models for representing symptoms of psychiatric diseases is typically an 

assumption of validity.  For example, fear of novelty and unprotected areas are assumed to represent 

anxiety, and the changed behaviors in the Learned Helplessness Model are described as depression‐

like symptoms.  Predictive validity refers to the quality of a model for showing that drugs with efficacy 

in relieving human symptoms mitigate the animal behaviors that correlate with the human 

psychiatric symptoms (e.g., effects of antidepressants in Forced Swimming Test and Tail Suspension 

Test (as discussed in [6]).  Construct validity refers to the model’s representation of cellular and 

molecular processes of the human disorder.    

  

Our systems biology approach aims to ultimately identify objective diagnostic criteria for 

PTSD.  Here we present initial studies of a mouse model that employs “cage‐within‐cage resident‐

intruder” exposures of subject mice to a trained aggressor mouse for six hours daily for five or ten 
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days.  At one to three random times during each six hour session, subject mice are removed from the 

cage‐within‐cage and put into direct physical contact with the aggressor in its home cage for one 

minute or 10 bites, whichever comes first.  We chose this model of multiple stressor exposures in 

order to model the stress of the unpredictable threats of daily trauma encountered by warfighters.  

 

During the schedules of exposure of subject mice to the aggressor and over the course of the 

recovery of the subject mice in their home cages, we evaluated behavioral, physiological, and 

histological alterations.  After significant recovery periods, a number of the acute stress effects, 

including histological and neurological pathologies and behaviors interpreted to represent human 

fear and anxiety, were persistent in aggressor‐exposed mice, modeling some features of PTSD and co‐

morbidities.  

2.	MATERIAL	AND	METHODS	

2.1	Mice		

 

2.1.1. Aggressor mice 

The SJL albino male mice (six weeks old and weighing 30‐35 g) were housed individually in 

polycarbonate cages (48 X 27 X 20 cm) for one month prior to the experiment to induce 

aggressiveness due to isolation.  They were then trained to assault intruders by occasional pairing 

with olfactory bulbectomized (OBx) male C57BL/6J mice.  All mice had free access to food and water 

and were kept in a temperature‐controlled room (21 + 2oC) on reverse 12/12 h light/dark cycle (lights 

off at 06:00 AM).   

 

2.1.2. Subject mice 

Male C57BL/6J mice (6 week old weighing 20‐25 g) were single housed under the same 

environmental conditions as the aggressor mice in a different room for one week before initiating the 

experiments.  Subject mice were kept in a separate room from aggressor mice.  All animal 

experiments were approved by the Institutional Animal Care and Use Committee (IACUC) at the 
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Walter Reed Army Institute of Research and the Medstar Research Institute and were performed in a 

facility accredited by the Association for the Assessment and Accreditation of Laboratory Animal Care 

International (AAALAC).  All mice were purchased from Jackson Laboratory, ME, USA. 

 

2.2	Aggressor	Exposure	

 

Aggressor exposure  (Agg‐E) sessions followed a modified “cage‐within‐cage resident‐

intruder” protocol in which experimental mice in a wire mesh cage (17.5 X 14 X 7.5 cm) were placed 

inside the aggressor´s large plastic cage (48 X 27 X 20 cm) for six hours (Fig. 1A).  The six‐hour sessions 

were repeated daily for either five or 10 consecutive days, as shown in the protocol timeline (Fig. 1B).  

Control mice were kept inside the same type of wired mesh box inside the same type of larger cage 

with fresh bedding for six hours without direct exposure to an aggressor on the same daily schedule.  

Control and experimental mice were deprived of food and water during the six hour “cage‐within‐

cage” sessions, while the aggressor mice were provided food and water ad libitum.  At the end of 

each six‐hour session, control and experimental mice were returned to their respective home cage 

with food and water available ad libitum until the next session.  At one to three random times during 

the six hour session, subject mice were removed from the wire mesh cage and exposed directly to the 

aggressor mouse for one minute or until 10 bites were inflicted on the subject mouse, whichever 

came first.  On average, subject mice received 10 bites within 48 sec.  

 

2.3	Physiological	Evaluations	

 

2.3.1. Body weights and temperatures  

Body weights and temperatures were recorded before and after each six hour Agg‐E session.  

The core body temperatures of the mice were recorded using Electronic ID TranspondersTM (IPTT‐300, 

Bio Medic Data Systems Inc., DE) subcutaneously implanted into the dorsal cervical region three days 

in advance of the first six‐hour stress session.  Body weights were measured by placing the mice on a 

standard laboratory scale (Sartorius, Edgewood, NY).   
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2.3.2. Spleen blood cell counts 

Following the partition test, after euthanasia via cervical dislocation of five control and five 

Agg‐E mice, spleen tissue was collected aseptically and transferred into cold media with antibiotics.  

Immediately, the tissue was mashed through a cell strainer (BD, Inc. MD) and centrifuged at 800 x g.  

The pellet was resuspended in one mL ACK lysis buffer (Lonza, VA) and incubated at room 

temperature for five‐10 min.  Nine mL RPMI‐1640 was added followed by centrifugation and 

resuspension in RPMI‐1640 media.  A 200 µl aliquot was used for complete cell count using ADVIA® 

120 Hematology System (Siemens Healthcare Diagnostics, Inc., NY).   

 

2.4	Cardiac	and	Neurohistological	Evaluations	

 

2.4.1. Heart Histopathology 

Heart samples were collected from five control and five Agg‐E euthanized mice and perfused 

in ice‐cold 4% paraformaldehyde.  Tissues were then stained, sliced, and mounted, and a board‐

certified veterinary pathologist, blinded from the animal condition, identified and analyzed the 

samples using brightfield optics.  Scoring was between one and four; where one = minimum and four 

= marked.  Primary characteristics evaluated were arterial thrombus, myocardial degeneration and 

infiltration, and lymphohistiocytic epicarditis, myocarditis and vasculitis. 

 

2.4.2. Neurohistology 

 The brains were carefully removed from the skulls of euthanized mice, impregnated with 

Golgi‐Cox staining solution, and processed following the protocol established by FD Neurotech, Inc. 

(Ellicot City, MD).  Briefly, the impregnated brains were serially sectioned at a thickness of 100 µm.  

Every third cryostat section (intervals of 300 µm) was mounted on gelatin‐coated sides, stained, 

dehydrated in ethanol, cleared in xylene, and cover‐slipped in Permount.  The spine density of mPFC 

was assessed using the Camera Lucida® technique as described by Wellman and Kolb [18, 19] and 

performed at Sinq System, Inc. (Columbia, MD).   The brain region of interest, the mPFC, defined as in 
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Van de Werd et al., 2010, consisted of three subregions: infralimbic, prelimbic, and anterior cingulate 

cortices [20].  At least 36‐40 neurons selected satisfied criteria of having a distinguishable (single) cell 

soma, and were located in such a way as to have a relatively large portion of their dendritic tree 

available for analysis.  

 

2.5	Behavioral	Evaluations	

 

2.5.1. Partition test ethogram evaluation (Freezing, Grooming, Partition Avoidance, and Tail 

Rattling) 

We performed ethogram evaluations at one day and 1.5 weeks after the five‐day schedule 

and one day, four weeks, and six weeks after the 10‐day schedule using a five‐minute partition test 

[21, 22], one hour prior to euthanasia.  The aggressor home cage (48 X 27 X 20 cm) was bisected with 

a plastic fenestrated partition (1 cm2 holes) that permits the passage of sensory cues but prevents 

direct physical contact.  The subject mouse was placed on the opposite side of the partition from the 

aggressor and videoed for the entire five minute test.  The videos were analyzed with Ethovision XT 

v.7 software (Noldus®, Leesburg, VA, USA) using 15 samples per second, dynamic subtraction 

detection, object always darker than background, erosion and dilation filters of one pixel, and one 

sample interval for averaging filter.  Grooming duration was taken as the total time spent licking the 

paws or washing the nose, face and other body parts.  Tail rattling was observed as rapid vibration of 

the tail or vigorous tapping of the tail on the floor when facing the partition. 

 

2.5.2. Urine marking test 

Blotter papers (0.8 mm thickness) were placed under the cages of control and Agg‐E mice 

during the six‐hour cage‐within‐cage sessions.  At the end of each day, the papers were collected and 

UV‐scanned using Molecular Imager Fx® (BioRad, Hercules, CA).  The number of urination marks and 

the areas contouring the urine markings were measured using Quantity One® software (BioRad, 

Hercules, CA).  The process was repeated on alternate days until the end of the 10‐day Agg‐E 

schedule.  
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2.5.3. Statistical analysis 

Statistical analyses were performed using GraphPad ® version 5.0 software (GarphPad 

Software, Inc., CA).  Experimental results were expressed as mean ± SEM.  Linear regression was used 

to evaluate body weight, temperature, and urine markings.  Unpaired t‐test with Welch’s correction 

was used to assess differences between control and Agg‐E mice at specific time points after the five‐

day and 10‐day schedules.  Two‐way ANOVA, followed by Bonferroni post‐test, was used to identify 

interactions between control or Agg‐E mouse behaviors with home‐cage rest time.  

 

3.	RESULTS	
 

Each subject C57BL/6J mouse was exposed to an SJL albino male trained aggressor mouse for 

six hours daily for five or 10 days using a modified “cage‐within‐cage resident‐intruder” protocol (Fig. 

1A).  At one to three random times during each six‐hour session, the subject was removed from its 

cage and exposed directly to the aggressor for one minute or 10 bites, whichever came first.  The 

aggressor delivered an average of 10 bites to the subject within 48 (±22.5) seconds and the latency of 

first attack was less than five (±1.0) seconds.  Throughout the course of the Agg‐E schedules, we 

recorded body weights and temperatures, and territorial urine markings.  One day after the Agg‐E 

schedules and during up to six weeks of home cage rest, we assessed changes in physiological, 

histological and behavioral parameters of Agg‐E as compared to control mice (Fig. 1B).  Control mice 

were confined within the cage‐within‐cage environment with fresh bedding, no aggressor present, 

and deprived of food and water, on the same five‐ or 10‐day schedule as the Agg‐E mice. 

 

3.1.	Body	weights	and	temperatures	

Body weights and temperatures were recorded daily prior to each six‐hour “cage‐within‐cage” 

session (Fig. 2).  The average body weights of both control and Agg‐E groups increased over the 

course of the 10‐day schedule, but Agg‐E mice gained significantly more weight (Fig. 2A; p < 0.001, 
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slopes of the linear regression lines significantly differed).  Body temperature of the Agg‐E mice was 

significantly elevated over control mice (Fig. 2B; p < 0.01, linear regression). 

 

3.2.	Territorial	urine	marking	

Urine markings were recorded on days one, three, five, seven and 10 of the ten‐day schedule 

(Fig. 3).  After ranking the urine markings by area, the largest 90% were counted.  Territorial urine 

markings of Agg‐E mice were initially three‐fold lower than control mice (p = 0.03, unpaired t‐test 

with Welch’s correction) on day one and remained lower over the 10‐day schedule (p = 0.02, linear 

regression slopes differed), being significantly lower than control mice on day 10 (p = 0.05, unpaired 

t‐test with Welch’s correction). 

 

3.3.	Spleen	blood	cell	counts	

We measured blood cells in spleen tissue at one day after the five‐day and 10‐day schedules.  

Red blood cells (RBC), white blood cells (WBC), and platelets of the five‐day Agg‐E mice were 

significantly increased compared to control mice (Fig. 4 A‐C; p < 0.01 for RBC and WBC, p < 0.05 for 

platelets; unpaired t‐test with Welch’s correction), as was hematocrit (not shown).  After the 10‐day 

Agg‐E schedule, these blood cell types also appeared to be increased in Agg‐E mice, but not to 

statistically significant levels.  Additionally, basophils of Agg‐E mice after the five‐day schedule were 

increased (p < 0.01, unpaired t‐test with Welch’s correction), and after the 10‐day Agg‐E schedule 

trended toward elevation as well (p = 0.07, unpaired t‐test with Welch’s correction) (Fig. 4D). 

 

3.4.	Heart	histopathology		

Most of the Agg‐E mice exhibited myocardial degeneration and/or lymphohistiocytic 

myocarditis one day after the five‐day (in six of eight mice) and 10‐day (in eight of 11 mice) Agg‐E 

schedules (Table 1).  More mice of the 10‐day Agg‐E group showed myocardial degeneration as 

compared to the five‐day Agg‐E group at this one day point.  None of the 28 control mice showed 

myocardial degeneration or lymphohistiocytic myocarditis at any time (control data not shown).  
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Additionally at the one day point, mice of both Agg‐E schedules exhibited fibrinoid and/or 

lymphohistocytic vasculitis (four of eight of five‐day Agg‐E; and five of 11 of 10‐day Agg‐E).  Again, 

none of the control mice exhibited either of these histopathologies at any time.  Following the home 

cage rest periods, the inflammatory histopathologies had disappeared, but myocardial degeneration 

with fibrosis or fibroplasia persisted.  More mice of the five‐day Agg‐E group showed myocardial 

degeneration after 1.5 weeks of home cage rest than did mice of the 10‐day Agg‐E group after their 

longer four‐week rest; however, more mice of the 10‐day Agg‐E group showed myocardial 

degeneration at the one day point. 

 

3.5.	Dendritic	spine	density	in	the	medial	prefrontal	cortex	

The dendritic spine density of pyramidal neurons of the medial prefrontal cortex (mPFC) was 

evaluated at one day and four weeks after the 10‐day Agg‐E schedule (Fig. 5).  At one day following 

repeated exposures, control and Agg‐E mice showed no difference in dendritic spine density.  Four 

weeks later, the dendritic spine density of control mice had increased significantly by 26% (p < 0.01) 

compared to the one day data, while the Agg‐E mice showed only a 9% increase that was not 

significant.  Accordingly, mPFC dendritic spine density of control mice tended to be greater than Agg‐

E mice at the four‐week point (p = 0.085, unpaired t‐test with Welch’s correction). 

 

3.6.	Behaviors	in	the	Partition	test	

Agg‐E and control mice behaviors were evaluated in a partition test in which subject mice are 

placed in the aggressor home cage separated from the aggressor by a fenestrated partition that 

allows transmission of sensory information but prevents direct physical contact (Fig. 6).  We 

evaluated freezing, avoidance of the aggressor, tail rattling (Fig. 7) and locomotion (Suppl. Fig. 1) in 

the partition zone, and grooming and total distance traveled in the entire subject side of the cage, 

during the five‐minute partition test.  The Agg‐E and control group values for these behaviors, except 

for the tail rattling, were normalized to the value of the control group at each time point (Fig. 7 A, B 

and C and Suppl. Fig. 1 and 2).  ANOVA with Bonferroni post‐test (BPT) was used to determine the 
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significance of differences between the control and Agg‐E groups at times after the last exposure 

session. 

 

3.6.1	Freezing	

Freezing of mice was computed as the fraction of total time spent immobile (<10% shift of 

body position between sequential frames of the fifteen frames sampled per second) within the 

partition zone (Fig. 7A).  At one day following the repeated exposures, mice exposed to the aggressor 

for five days froze more frequently than control mice (p < 0.05, BPT), and this behavior persisted after 

1.5 weeks of home cage rest (p < 0.05, BPT).  Mice exposed to the aggressor for 10 days also froze 

more than control mice one day later (p < 0.001, BPT) and after four weeks of home cage rest (p < 

0.05, BPT), but recovered to the control level of freezing in the partition zone after six weeks of home 

cage rest.  Overall, freezing did not significantly change between one day and 1.5 weeks after the 

five‐day schedule (F(1,54) = 0.01, p =0. 92; two‐way ANOVA), but after the 10‐day schedule became 

significantly less frequent over the course of home cage rest up to six weeks (F(2,54) = 3.62, p = 0.03; 

two‐way ANOVA). 

 

3.6.2	Grooming	

Grooming duration was measured by visual inspection of partition test videos (Fig. 7B).  

Grooming duration of five‐day Agg‐E mice was not statistically different than control mice after either 

one day or 1.5 weeks; although there is a trend of increased grooming of Agg‐E mice.  In contrast, 

grooming duration of 10‐day Agg‐E mice was significantly greater than control mice after one day (p < 

0.0001, BPT), was marginally greater after four weeks (p = 0.09, BPT), and was significantly greater 

after six weeks (p = 0.05, BPT).  Over the six weeks of the home cage rest, the grooming duration of 

10‐day Agg‐E mice was significantly greater than controls (F(2,54) = 4.69, p = 0.01, Two‐way ANOVA).   
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3.6.3	Avoidance	of	aggressor	(time	spent	per	visit	to	the	partition	zone)		

The time mice spent per visit to the partition zone was used as a measure of avoidance of the 

aggressor (Fig. 7C).  Although Agg‐E and control mice made a similar number of total visits to the 

partition zone, both five‐day and 10‐day Agg‐E mice time spent significantly less time per visit to the 

partition zone than control mice after one day (p < 0.01 and p < 0.001, respectively, BPT).  Five‐day 

exposed mice did not show a significant change in visit time over the 1.5 week home cage rest (F(1,53) 

= 2.73, p =0.1; two‐way ANOVA).  But 10‐day Agg‐E mice increased the time per visit to the partition 

zone over the six week course of home cage rest (F(2,54) = 5.73, p = 0.005; two‐way ANOVA).  

 

3.6.4	Tail	Rattling	

Tail rattling by Agg‐E and control mice was monitored by visual inspection of the partition test 

videos.  Mice exposed to the 10‐day schedule of aggressor exposures did not show any tail rattling 

one day after the last session, with the exception of one mouse (denoted by a dot in the figure).  At 

the four‐ and six‐week recovery points, none of these 10‐day Agg‐E mice showed any tail rattling (Fig. 

7D, star represents zero mice).  Similarly, none of the mice exposed to the five‐day schedule of 

aggressor exposures showed any tail rattling one day later.  After 1.5 weeks, only one Agg‐E mouse 

exhibited tail rattling (denoted by a dot in figure).  In contrast, 45% of control mice demonstrated tail 

rattling one day after the sham, five‐day Agg‐E schedule, which increased to 83% of mice after 1.5 

weeks of home cage rest.  After the sham, 10‐day Agg‐E schedule, 33% of control mice demonstrated 

tail rattling at day one, and after four and six weeks of home cage rest, the number of control mice 

exhibiting tail rattling increased to 67% and 100%, respectively. 

 

4.	DISCUSSION	

4.1	Ethological	relevance	of	the	model	

We found that mice repeatedly confined cage‐within‐cage in an aggressor home cage and at 

random times repeatedly subjected to attack by the aggressor, exhibited acute stress‐induced 

alterations of heart tissue and brain structure as well as alterations in behaviors associated with fear, 
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hypo‐ and hyper‐responding and anxiety, some of which persisted. We chose the aggressor‐exposure 

procedure, adapted from social stress paradigms, because of its ethological relevance to the 

traumatic stress encountered by warfighters, associated with high incidence PSTD and comorbidities.  

Social stress models vary greatly in both the procedures for inducing stress and the consequent stress 

effects [23]. Social stress procedures have been evaluated as models of anxiety disorders, depression 

and PTSD. Combat veterans with PTSD often meet criteria for several comorbid mood and anxiety 

disorders, which may be a consequence of the combat arena where multiple exposures can 

potentially produce synergistic or sensitizing effects [24]. Highly significant relationships have been 

found between the cumulative number and event severity of post‐disaster negative life events and 

the incidence rate and severity of avoidance‐depression dimension of PTSD symptomatology [25]. 

Also, greater combat exposure has been associated with higher risk for PTSD [2‐5]. 

 

4.2	Acute	stress	effects	during	or	one	day	after	repeated	Agg‐E		

During the five‐ and 10‐day schedules, Agg‐E mice gained more weight, increased body 

temperature, and produced fewer territorial urine markings. One day after the five‐day schedule, 

splenic blood cell counts of Agg‐E mice were increased (RBC, WBC, platelets, and basophils). Cardiac 

histopathologies were also present one day after the five‐ and 10‐day schedules.  Specifically, 

lymphocytic myocarditis, lymphocytic and fibrinoid vasculitis, as well as myocardial degeneration 

were found in Agg‐E mice; none of these heart histopathologies were observed in any control mice. 

Altered behaviors of Agg‐E mice one day after the last Agg‐E session included: prolonged grooming 

throughout the entire subject side of the partitioned cage, reduced time spent per visit to the 

partition zone; and, reduced locomotion and tail rattling and increased freezing within the partition 

zone.  

The weight gain of Agg‐E mice that we observed persisted over the entire 10‐day Agg‐E 

schedule. In contrast, weight loss has been observed in some social defeat models, including those 

evaluated for aspects of ethologically relevant stresses associated with existing PTSD models [26‐29]. 

However, other studies have shown weight gain. For example, following chronic social defeat stress 

for 10 days (5 min of direct aggressor exposure followed by housing across a plastic separator with 
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holes for 24 hours), C57BL/6J maintained on standard chow gained weight [30]. In an adult male 

mouse resident‐subordinate social stress model, body weight increased without an increase in food 

intake [31]. In contrast, the increased body mass and adiposity of Syrian hamsters subjected to Agg‐E 

was accompanied by an increase in food intake [32]. C57BL/6 and BALB/c mice repeatedly exposed 

(10 days) to an aggressor for 3 minutes resulted in weight gain, whereas the same number of repeats 

of aggressor exposure for 10 minutes did not produce significant changes in weight in either strain 

[33]. Thus, conflicting effects of social defeat stress on body weight appear to be largely explained by 

the procedure used to induce stress and genetic strain differences.  In humans, chronic stress induces 

either increased comfort food intake and body weight gain or decreased intake and body weight loss 

[34]. 

The increased body temperature that we observed has been previously observed in social 

defeat models [27, 35]. Repeated social defeat of male NMRI mice increased their core body 

temperature and corticosterone, indicative of a chronic stress state [36].  In our study, body 

temperature was elevated across the 10‐day Agg‐E schedule, consistent with previous reports of 

social stress resulting in no adaptation to the tachycardic or hyperthermic responses [36]. 

We observed reduced territorial urine markings during the cage‐within‐cage sessions over the 

course of the 10 day schedule, while the control animals showed a high level of urine marking (a 

hyper‐exploratory behavior) at the earlier part of the schedule that subsided, probably due to 

habituation. In a previous study mice that received 30 bites from trained aggressors during three 2‐

min encounters showed a deficit in territorial urine marking [37]. A similar deficit in territorial scent 

marking was also observed in socially stressed Mongolian gerbils [38, 39]. 

The increased blood cell counts of Agg‐E mice were determined from spleen sampled one day 

after the five day schedule and immediately after the stress of the partition test. The WBC elevation 

in Agg‐E mice is a likely consequence of their fear associated with the conspecific aggressor present in 

the partition test, which increased plasma catecholamines that are known to transiently increase 

leukocyte redistribution and leukocyte blood levels within minutes [40]. The RBC elevation is also 

likely associated with the stress of the partition test as elevated RBC counts are associated with acute 

stress [41, 42]. Only a non‐significant trend toward heightened blood cell counts of Agg‐E mice is 

evident the day after the ten‐day schedule. Possible explanations for the greater difference in blood 
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cell counts of Agg‐E versus control mice after five days of Agg‐E than after 10 days of Agg‐E are that, 

over the longer stress period, control mice increased their allostatic load as a consequence of the 

greater number of repeated sham Agg‐E exposures (e.g., 6 hours daily fasting [43, 44]), which may 

have heightened their stress response to the partition test, resulting in elevated RBC, WBC and 

platelets. Another possible explanation is that in Agg‐E mice, the repeated catecholamine‐induced 

redistribution of leukocytes became down‐regulated (WBC and basophils) upon repeated stimulation.    

Repeated stress and repeated stimulation of blood cells may lead to chronic blood cell 

dysfunction. Chronic stress has been associated with alterations in blood cell activities and numbers, 

such as increased platelet reactivity in war veterans with PTSD [45], and elevated leukocyte and total 

T‐cell counts in patients with chronic, primarily combat‐related PTSD 20 years after exposure to 

severe stress of combat [46]. In a repeated social stress model (C57BL/6J mice), exposure to the 

aggressor for 2, 4 or 6 consecutive days gradually increased the percentages and numbers of 

neutrophils and monocytes in the blood and the spleen [47].  Persistent stimulation of immune cells 

by repeated stress may lead to the development of glucocorticoid resistance of leukocytes [47] and 

other dysregulated immune parameters that have been associated with PTSD [48]. 

The lymphocytic myocarditis, lymphocytic and fibrinoid vasculitis, and myocardial 

degeneration in Agg‐E mice at one day after the five‐ and 10‐day schedule were not observed in any 

of the control mice. Other models of stress have shown cardiac disturbances, but none to our 

knowledge have reported histopathologies such as we have observed. Chronic overcrowding stress of 

borderline hypertensive Wistar rats was associated with marked subcellular injury of endothelial cells 

in aorta with mitochondrial damage, presence of vacuoles, increased number of lysosomes, Weibel‐

Palade bodies, changes of intercellular connections, and local disruption of endothelium; only slight 

changes were seen in Wistar rats [49].  Repeated social stress of seven consecutive days in a rat 

resident‐intruder model resulted in adrenal hypertrophy and heart rate variability, both of which 

were inhibited by an antagonist of the corticotropin‐releasing factor‐1 receptor [50]. Repeated 

exposure (10 consecutive times, on alternate days) to defeat by a conspecific in a rat model resulted 

in transient disturbance of heart rate circadian rhythmicity, moderate right ventricle hypertrophy, 

and the rats failed to develop habituation of cardiac autonomic responsivity (tachycardia and vagal 

withdrawal) upon re‐exposure to a homotypic acute stressor [51].  
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The cardiac histopathologies we have observed may be related to Takotsubo cardiomyopathy, 

also known as “broken heart syndrome”, or stress‐induced cardiomyopathy, a syndrome 

characterized by cardiac‐type chest pain and ECG changes, mimicking anterior myocardial infarction 

and apical aneurysmal dilatation of the left ventricle, which is triggered by a recent severe emotional 

or physical stressor, and thought to be likely due to catecholamine‐mediated myocyte damage and 

microvascular dysfunction [52].   

4.3	Stress	effects	persisting	to	1.5	to	six	weeks	

Some acute stress effects of the aggressor exposure schedules lessened or disappeared with 

single‐housed home cage rest. But other effects became evident or persisted.   

4.3.1	Persistent	cardiac	and	neurological	histopathologies	

The cardiac inflammatory histopathologies disappeared at 1.5 and 4 weeks after the five‐ and 

10‐day Agg‐E schedules, respectively. But after these recovery periods, myocardial degeneration with 

fibroplasia or fibrosis was present in several mice, suggesting that the inflammatory histopathologies 

resolved into fibroplasia or fibrosis. Interestingly, Takotsubo cardiomyopathy is usually followed by 

complete recovery; however, in a follow‐up of 4.4±4.6 years of 100 patients, 31 patients had 

continued episodes of chest pain, and 10 patients had recurrent disease, though no difference in 

survival was found over this follow‐up period of only four years [53].  Increasing evidence suggests 

that PTSD is associated with cardiovascular disease, including increased heart rate, elevated blood 

pressure, decreased heart rate variability, dyslipidemia, and low‐grade systemic inflammation and 

hypercoagulability [54, 55].  A review of 4,328 male U.S. military veterans has reported that PTSD 

diagnosis is associated with increased risk of death from early‐age heart disease [56]. 

Dendritic spine density in the mPFC was not different between controls and Agg‐E mice at one 

day after the 10‐day schedule, but four weeks later, dendritic spine density had significantly 

increased in the control but not in the Agg‐E mice. In mouse models, socially stressed animals have 

exhibited decreased dendritic spine density in both hippocampus and mPFC, as well as an increased 

dendritic spine density in the basolateral amygdala [57].  Glucocorticoid stress hormones are known 

to target mPFC and either chronic stress or chronic glucocorticoid administration produces dendritic 
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remodeling in prefrontal pyramidal neurons. Stress also causes increased release of the excitatory 

amino acid glutamate, which binds NMDA receptors in mPFC [58]. 

Alterations in mPFC and adjacent and connected neural structures have been revealed in a 

number of rat stress models [59]. Repeated and chronic restraint stress resulted in a reduced 

dendritic spine density of pyramidal cells of mPFC [60‐62]. The combination of prenatal restraint 

stress and postnatal chronic mild stress reduced mPFC dendritic spine density [63]. Chronic stress of 

isolation rearing reduced the volume of the mPFC [64]. The mPFC infralimbic region of the rat in 

response to chronic restraint stress showed dendritic retraction and spine loss that co‐occurred with 

receptor‐mediated impairments to catecholaminergic facilitation of synaptic plasticity; post‐stress 

recovery did not reverse distal dendritic retraction, but showed over extension of proximal dendritic 

arbors [65]. A competitive NMDA receptor antagonist administered during chronic restraint stress 

resulted in hypertrophy of apical dendrites, suggesting that NMDA receptor activation is crucial for 

stress‐induced dendritic atrophy in mPFC [58].  

PTSD in combat nurses and veterans, firefighters, and those with cumulative adverse life 

events has been associated with decreased volume of the mPFC [66‐68].  PTSD has also been 

associated with mPFC hypo‐responsiveness during symptomatic states and the performance of 

emotional cognitive tasks, which associated inversely with PTSD symptom severity [69].   

4.3.2	Persistent	altered	behaviors	

Behaviors altered in Agg‐E mice also diminished or disappeared with home cage rest. But 

others persisted. Visits of Agg‐E mice to the partition zone (partition avoidance) were shorter one day 

after the last six‐hour session, and this effect disappeared with as little as 1.5 weeks of home cage 

rest.  In contrast, grooming duration persisted after the 10‐day Agg‐E schedule, remaining elevated 

out to six weeks of home cage rest. Tail rattling in the partition zone, an agonistic response to the 

aggressor, was suppressed in Agg‐E mice throughout the post‐Agg‐E period; 100 percent of control 

mice displayed tail rattling while none of the 10‐day Agg‐E mice displayed this behavior after six 

weeks, and only two Agg‐E mice ever displayed any tail rattling. Freezing of Agg‐E mice in the 

partition zone was increased the day after the last Agg‐E session and persisted to four weeks. A 

summary of all the persistent effects of the Agg‐E stress is presented in Table 2. 
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Grooming duration remained elevated in Agg‐E mice even after six weeks of home cage rest. 

Grooming in rodents has been used as a model of stress, anxiety and depression [70]. Repeated 

restraint stress increased grooming duration in rats, and the antidepressant desipramine decreased 

this effect, but in the chronic, mild, stress group, desipramine increased grooming frequency [71]. 

Grooming has been suggested to be relevant to overall increases in stereotypic behavior in depressed 

patients [72, 73]. We measured persistent grooming of rostral regions in our study since anxious 

rodents generally groom their rostral regions more frequently than caudal regions [74]. Grooming is 

considered a stress‐ and arousal‐related behavior [75].  

Tail rattling of the Agg‐E mice was not observed even after 6 wks of recovery when most of 

the other behaviors returned to control levels. The tail rattling exhibited by control mice increased 

over the course of recovery, and was probably initially suppressed due to the stress of the novel 

environment [76], with food and water deprivation [77], social isolation, and restraint in the cage‐

within‐cage setting (absent an aggressor). Tail rattling is generally agreed to be an agonistic 

interaction, though it has been variably interpreted as being an aggressive or a defensive behavior, 

and some consider it a non‐specific index of stress and reaction to danger [78‐88]. Our observations 

of a near total absence of tail rattling are in accordance with previous findings that Agg‐E generally 

reduces aggression and increases defensiveness [23], and may be related to the avoidance‐

depression dimension of PTSD symptomatology. 

Freezing in the partition zone in our study exhibited a graded response to the duration of the 

Agg‐E schedule: 10‐day Agg‐E mice showed significantly more freezing than 5‐day Agg‐E mice on the 

day after Agg‐E (unpaired t‐test with Welch's correction p = 0.005). Freezing has been used as a 

measure of associative fear intensity, and higher freezing responses have been observed with 

increasing foot shock intensities [10, 89, 90]. Furthermore, freezing has been considered one 

component of a classic anxiogenic profile that resulted from 10 days of social defeat in a rat model, 

and the freezing of socially defeated mice in the presence of a male conspecific was attenuated by 

treatment with an antagonist of the arginine vasopressin receptor V1bR  [91].  Consistent with our 

result, 10 and 20 days exposure of male C57BL/6J mice to aggression in daily interactions led to the 

development of anxiety, assessed in the partition and plus‐maze tests [92, 93].  Mice defeated in 

these studies approached the partition less and spent less time per visit to the partition zone the day 
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after the last stress session. This effect was more pronounced in subjects defeated in 20‐day as 

compared with 10‐day exposures to aggressive confrontations. In the elevated plus‐maze, defeated 

mice showed fewer open and total entries than controls, and rarely passed from one enclosed arm to 

another. Thus, in this report, the plus‐maze test result is consistent with the partition test freezing 

data [92]. We observed increased freezing frequency in the partition zone at 1.5 weeks after the five‐

day Agg‐E and four weeks after the 10‐day Agg‐E and over the six weeks (two‐way ANOVA). Freezing 

is suggested to be a contextual conditioned fear response to the aggressor. 

Locomotion of Agg‐E mice was only altered in the partition zone and it persisted over the 

recovery periods.  Repeated Agg‐E has been previously associated with dramatically reduced 

exploration in the partition test [37].  We found that control and Agg‐E mice traveled similar 

distances within the entire half cage in the partition test (Supplementary Fig. S1) and made similar 

numbers of visits to the partition zone (not shown). The only difference was that Agg‐E mice traveled 

less within the partition zone (Supplementary Fig. S2), which may indicate their fear of the aggressor. 

	

4.4	Relevance	of	Agg‐E	model	to	PTSD	

Animal models relevant to PTSD have been discussed by Yehuda and Antelman, 1993 [94], 

Rasmusson and Charney, 1997 [95], Stam et al., 2000 [96], and Siegmund and Wotjak, 2006 [6]. In our 

studies, the persistence of some acutely altered behaviors after home cage rest for up to four to six 

weeks suggests symptoms similar to those reported in PTSD and co‐morbid depression and anxiety 

disorders. Our model includes uncontrollable and unpredictable stressors (randomly timed attacks by 

aggressors) which have been associated with models wherein animals are much more likely to 

develop behavioral and biochemical manifestations similar to core PTSD symptoms [95, 97]. 

The Agg‐E model that we used meets several criteria proposed for the establishment of an 

animal model of PTSD [6, 94]. We assessed behavioral correlates of associative trauma‐related 

memories (i.e., the aggressor), and found increased frequency of freezing, decreased locomotion, and 

decreased tail rattling in response to the conspecific aggressor (i.e., within the partition zone). Non‐

associative stimuli are the subject of future studies; however, other published data show that 

somewhat similar stressors sensitize animals to display anxiety‐like behavior in response to novel 
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stressors [26]. Our longitudinal study design revealed desensitization with time to both freezing in the 

partition zone and partition avoidance (fear responses). The aversive stimulus (stressor), repeated 

Agg‐E, induced the persistent phenotype we observed, and the intensity of the stressor (five or 10 

days of Agg‐E) generally correlated with the severity of symptoms. Although we have not addressed 

more acute Agg‐E, a single social defeat produces robust activation of the HPA‐axis [98] and can have 

long‐term consequences ranging to weeks [27]. The symptoms we have observed persisted for 

several weeks: cardiac degeneration, failure to show the normal increase mPFC dendritic spine 

density, more grooming, and less tail rattling, less locomotion and more freezing in the partition 

zone. These symptoms are interpreted to include exaggerated fear responses to the trauma‐related 

cue of the conspecific aggressor across the partition. Although we have not observed hypervigilance, 

the Agg‐E mice showed similar overall activity as controls, as the total locomotion of the two groups 

outside of the partition zone was similar. Hyperarousal has been suggested in rats exposed to 

repeated social defeat, as acoustic startle was enhanced and prolonged for up to 10 days [26]. In our 

study, grooming is considered an arousal‐related behavior [75]. The PTSD‐like symptoms we observed 

also included signs that may be interpreted as hyporesponding (emotional blunting, social 

withdrawal)—i.e., almost nonexistent tail rattling in the partition zone. We also observed 

considerable inter‐individual variability of PTSD‐like symptoms, which may possibly result from 

predispositions to vulnerability and resilience established prior to the experiment, such as during 

rearing.  Predictive validity, i.e., that therapeutics effective in the treatment of PTSD should 

ameliorate at least part of the PTSD‐like symptoms, was also not addressed in the current study.  

However, it has been noted that social defeat models respond to chronic, but not acute, 

administration of antidepressants, as is the case in humans; such pharmacological validity has not 

been observed in other stress models, which responded equally to both acute and chronic 

antidepressant treatments [99‐101]. 

Our data support some of the validity criteria for an animal model of PTSD and general 

dimensions of traumatic psychosocial stress with regard to the “ethological validity” of the 

unpredictable and uncontrollable nature of the trauma, “face validity” of symptoms representing 

PTSD symptoms (associative memory fear, anxiety and hypo‐ and hyper‐responding) and “construct 
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validity” of representing cellular and molecular processes (cardiac pathologies and lack of expected 

increased dendritic spine density of pyramidal neurons of mPFC).  

In other models of repetitive stress or prolonged glucocorticoid administration, neurologic 

structural changes have been observed, including reduced neurogenesis in the dentate gyrus [102], 

decreased hippocampus granule cells, and changed electrophysiological properties of hippocampal 

neurons (see [90] and references therein) as well as the changes to dendritic spine density in mPFC 

that we and others have observed [103]. Such structural changes are suggested to involve excessive 

excitatory transmission [90, 104]. Recently, Wohleb et al. have shown that the acute stress of 

repeated social defeat enhanced the inflammatory profile of CD11b+ microglia and macrophages in 

the brain, induced c‐Fos activation (in brain regions associated with threat and fear appraisal), 

anxiety‐like behavior, as well as neuroinflammation, and these effects were blocked by β‐adrenergic 

receptor antagonism and required a functional IL‐1 receptor type‐1 [105]. 

4.5	Summary	

The repeated Agg‐E procedure we used induced marked physiological changes consistent with 

repeated stimulation of the hypothalamic‐pituitary axis and sympathetic nervous system that acutely 

altered the metabolism of heart and brain tissue that later manifest as cardiac fibroplasia or fibrosis, 

reduced dendritic spine density of pyramidal neurons in the mPFC, and persistent behaviors 

indicative of fear, hypo‐responding, hyper‐responding, and anxiety, reminiscent of features of PTSD 

and comorbid dimensions.    

 

Disclaimers: The views, opinions, and/or findings contained in this report are those of the 

authors and should not be construed as official Department of the Army position, policy, or decision, 

unless so designated by other official documentation. 

Research was conducted in compliance with the Animal Welfare Act, and other Federal 

statutes and regulations relating to animals and experiments involving animals and adheres to 

principles stated in the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (NRC 2011) in facilities that 

are fully accredited by the Association for the Assessment and Accreditation of Laboratory Animal 
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Figure	Legends	
 

Fig. 1. Cage‐within‐cage configuration for aggressor exposure (Agg‐E) sessions.  (A) The 

home cage of the aggressor mouse (albino SJL) contains a small mesh cage where the subject mouse 

(C57BL/6J) is placed during each six‐hour Agg‐E session.  At one to three random times during each 

six‐hour session, the smaller cage is removed and the subject mouse is put into direct contact with 

the aggressor for one minute or until the subject receives 10 bites, whichever comes first.  The 

subject mouse is deprived of food and water while the aggressor is permitted free access to food and 

water during the six‐hour session. The control mice had similar set up during six‐hour sessions, but 

without an aggressor.  (B) The study time line shows the five‐ or 10‐day aggressor exposure schedules 

(Y axis) when body weight and temperature and territorial urine markings were recorded.  Before, 

during and after the five‐ and 10‐day Agg‐E schedules, subject mice were single‐housed in home 

cages (when not in a six‐hour session).  The dots indicate the times when the listed analyses were 

performed and mice were sacrificed (at one day and 1.5 weeks after the five‐day Agg‐E schedule; 

and, at one day, four weeks, and/or six weeks after the 10‐day Agg‐E schedule). 

 

 Fig. 2. Body weight and body temperature are increased during 10 days of Agg‐E.  Body 

weights and body temperatures of individual mice were normalized by their own baseline levels 

before the start of the 10‐day schedule.  Mean ±SEM values are plotted (n = 16‐21 mice per group).  

(A) Body weight: Linear regression slopes of body weights of Agg‐E (closed circles) and control (open 

circles) are different (p < 0.05), and Agg‐E body weights differ from controls on days five, six, nine and 

10 (unpaired t‐test with Welch’s correction; * p < 0.05; *** p < 0.001).  (B) Body temperature of Agg‐

E (closed circles) and controls (open circles).  Linear regression elevated differently (unpaired t‐test 

with Welch’s correction; p = 0.01). 

 

Fig. 3. Territorial urine marking of Agg‐E mice is reduced during the Agg‐E schedule.  The 

largest 90% of urine markings were counted and plotted ±SEM on days one, three, five, seven and 10 

of the schedule (unpaired t‐test with Welch’s correction; * p < 0.05; n = 5 mice per group).  The slopes 
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of the linear regression lines are also significantly different (p < 0.05). 

 

Fig. 4. Spleen blood cell counts of Agg‐E mice are increased.  Cell counts for red blood cells 

(RBC), white blood cells (WBC), and platelets, and basophil percent cell count one day after the five‐

day and 10‐day Agg‐E schedules are shown.  Control (diagonal hatching) and Agg‐E (shaded) means 

are plotted ±SEM (unpaired t‐test with Welch’s correction, * p < 0.05, ** p < 0.01, # p < 0.1; n = 5 

mice per group). 

 

Fig. 5.  Dendritic spine density of pyramidal neurons in mPFC increases from one day to four 

weeks after the 10‐day schedule in control but not Agg‐E mice.  Brains were collected at one day 

and four weeks after the 10‐day schedule and Golgi stained.  The density of dendritic spines of 36‐40 

neurons on 10 µm tissue slices was counted for each mouse.  Mean dendritic spine density ±SEM is 

plotted (unpaired t‐test with Welch’s correction, * p < 0.05, # p = 0.085; n = 5 mice per group).  

Control (diagonal hatching) and Agg‐E (shaded). 

 

Fig. 6. Partition test cage configuration.  The aggressor home cage is divided in half by a 

fenestrated partition that permits transmission of sensory cues but prevents direct physical 

interaction between the SJL trained aggressor (Agg) and the subject C57BL/6J mouse.  Freezing, 

aggressor avoidance, tail rattling, and locomotion were measured in the Partition Zone (hatched 

area).  Grooming and total distance traveled during the five‐minute partition test were measured 

throughout the entire Subject Side of the cage.   

 

Fig. 7. Behavior evaluations using the partition test: Freezing, grooming, partition 

avoidance, and tail rattling.  Mice were evaluated for behaviors in a five‐minute partition test one 

day and 10 days after the five‐day schedule; and one day, four weeks and six weeks after the 10‐day 

schedule.  Control (diagonal hatching) and Agg‐E (shaded) data were normalized to the control for 

each time point.  Means ±SEM are plotted (Bonferroni post test of paired comparisons of two‐way 

ANOVA data; * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001; n = 6‐17 mice per group).  (A) Freezing: Frequency 

of freezing in the partition zone.  (B) Grooming: Duration of self grooming.  (C) Partition Avoidance: 
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Time spent per visit to the partition zone.  (D) Tail rattling: Percentage of the population 

demonstrating tail rattling.  Stars represent zero mice and dots represent one mouse. 

 

Supplementary Figure Legends 

 

Fig. S1. Total distance traveled on the entire subject side of the cage during the five‐minute 

partition test is similar between control and Agg‐E mice.  Total distance traveled is plotted ±SEM at 

each time point (n = 6‐16 mice per group).   Control (diagonal hatching) and Agg‐E (shaded). 

 

Fig. S2. Locomotion of Agg‐E mice was retarded in the partition zone.  Distance traveled 

within the partition zone, normalized to distance traveled in the entire subject side of the cage, is 

plotted ±SEM (Bonferroni post test, * p < 0.05, ** p < 0.01, and # p=0.1; n = 6‐16 mice per group).  

Ten‐day Agg‐E mice showed significantly retarded locomotion in the partition zone over the six weeks 

(F(2,54) = 4.02, p =0.002).    Control (diagonal hatching) and Agg‐E (shaded). 
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2.	Abstract:	Plasma	Metabolomics	in	a	Murine	Model	of	Repeated	Exposures	to	

Conspecific	Trained	Aggressors	that	Simulates	Features	of	Post‐traumatic	Stress	

Disorder	

Controversy in the diagnosis of post‐traumatic stress disorder (PTSD) has indicated a need for 

improved diagnosis of the disorder and its varied dimensions, such as can potentially be provided 

through the use of biomarkers, potentially identifiable through metabolomic analyses. We 

evaluated plasma metabolomic changes in mice repeatedly exposed to trained aggressor mice 

(C57BL/6) for six hours daily for five or 10 days using a modification of a social defeat procedure 

in which subject mice at random times during each six‐hour session were directly exposed to the 

aggressor for one minute or 10 bites, whichever came first. We previously reported that such 

aggressor‐exposure (Agg‐E) produces body weight gain, increased body temperature, prevalent 

inflammatory cardiac histopathologies, and behavioral alterations indicative of fear, hypo‐

responding, hyper‐responding, and anxiety. Some of these acute stress effects, including cardiac 

fibroplasia or fibrosis, reduced dendritic spine density of pyramidal neurons in the mPFC, and, 

altered behaviors, were found to persist, reminiscent of PTSD. Here, we report plasma 

metabolomic analyses performed on terminal bleeds drawn at times when the mice exhibited 

acute and persistent stress effects: 24 hours after the last Agg‐E (acute), as well as 1.5 weeks after 

the five‐day Agg‐E schedule and four weeks after 10‐day Agg‐E schedule (persistent). A 

combination of GC/MS and LC/MS/MS detected 330 known and 166 unknown biochemicals in 

plasma. Differences in the levels of these biochemicals between the five‐day and 10‐day stress 

schedules, Agg‐E and controls, and acute and persistent time points were analyzed using Welch’s 

two‐sample t‐tests, two‐way ANOVA, principal component analysis and/or random forest.  These 

analyses revealed alterations in metabolites in amino acid, energy utilization, lipid and nucleotide 

pathways. Principal component analysis revealed Agg‐E and control mice metabolite profiles to be 

clearly separated one day after the last Agg‐E, with some properties of the profiles persisting after 

1.5 or four weeks of single‐housed home‐cage rest. These results suggest the promise of the 

metabolomic approach for identifying markers for monitoring PTSD. 
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3.	Abstract:	Differential	Stress	Responses	of	Murine	Strains	in	a	Model	of	Repeated	

Exposures	to	Conspecific	Trained	Aggressors	

Because mouse strains differ significantly in anxiety‐like behaviors, and systems analyses of these 

differences can potentially reveal genetic mechanisms of vulnerability or resilience to PTSD, we 

have chosen to compare three mice strains with differing anxiety for their physiological and 

behavioral responses to the trauma of multiple aggressor exposures, and the recovery of these 

responses to baseline.  We found significant differences in the degree of alteration of behavioral 

and physiological responses to the aggressor stress. 
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