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Der Vorteil des schlechten Gedachtnisses ist,
dass man dieselben guten Dinge mehrere Male
zum ersten Mal genief3en kann.

Friedrich Nietzsche
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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Die ENU-Methode als Ansatz zur Generierung von Tiermodellen

Zur Untersuchung der Pathogenese menschlicher Erkrankungen sind Tiermodelle
von grof3er Bedeutung. Mause sind hierfur besonders gut geeignet, da sie in ihrer
Ontogenese, Physiologie und ihrem Genom dem Menschen sehr ahnlich sind.
Des weiteren hat man bei Mausen den Vorteil, gezielte Eingriffe in das Genom der
Tiere vornehmen zu koénnen (Brown, 1998; Gardier, 2000; Hunter et al., 2000).
Nach der Vollendung der Sequenzierung des menschlichen Genoms ist primar die
Frage nach der Funktion der einzelnen Gene offen. Im allgemeinen geht man
dieser Fragestellung mit genorientierten (gene-driven) Methoden nach, wobei man
Tiermodelle entwickelte, deren Genmaterial gezielt manipuliert wurde. Diese
hypothesenorientierten Ansatze ermoglichten die Entwicklung einer Vielzahl von
Tiermodellen, welche einen guten Einblick in die Funktion schon bekannter Gene
boten (Champtiaux & Changeux, 2002; Timpl et al., 1998; Contarino et al., 1999).
Ein anderer Ansatz zur Analyse von Genfunktionen basiert auf willkurlichen
genetischen Manipulationen, z.B. durch radioaktive Strahlung oder mutagene
Substanzen. Eine sehr potente mutagene Chemikalie stellt Ethyl-Nitroso-Urea
(ENU; Maekawa et al., 1984; Nolan et al., 2000; Hrabé de Angelis et al., 2000)
dar. Die mittels ENU induzierten Genmutationen haben den Vorteil, dass es sich
hierbei vorwiegend um Punktmutationen handelt, welche nach den Mendelschen
Regeln weiter vererbt werden. Des weiteren besteht die Mdglichkeit, bisher noch
unbekannte Gene zu untersuchen. Eine Genmutation wird hierbei ausschlielich
auf der Basis eines auffalligen Phanotyps vermutet. Folglich handelt es sich um
eine phanotyporientierte (phenotype-driven) und hypothesenfreie Methode.

Die Wirkungsweise von ENU beruht auf einer Alkylierung der Basen der
Desoxyribonukleinsdure (DNS). Hierbei werden haufig Ethylgruppen an die
Sauerstoffatome von Thymin und Guanin angehangt, wobei Ethylguanin bzw.
Ethylthymin entstehen. Diese Ethylgruppen sind DNS-Anhange, welche an sich
keine Mutationen darstellen, sondern dazu fuhren, dass die entsprechenden
Basen bei der Zellteilung falsch identifiziert werden. Auf diese Weise wird
Ethylguanin als Adenin und Ethylthymin als Cytosin erkannt. Dadurch werden

Thymin und Guanin falschlicherweise komplementar dazu synthetisiert. Nach
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einigen Zellteilungen entstehen somit Punktmutationen, die von den DNS-
Reparaturmechanismen nicht erkannt werden (Popp et al., 1983; Harbach et al.,
1992; Noveroske et al., 1999).

ENU wird intraperitoneal injiziert und verursacht eine drastische Erhdohung der
Mutationsrate in den prameiotischen spermatogenen Stammzellen von
mannlichen Mausen (Popp et al., 1983; Russell 1989). Auf diese Weise kommt es
pro 700 Gameten zu durchschnittlich einer Genmutation (Balling, 2001). Durch
Verpaarung der behandelten mannlichen Mause mit unbehandelten Weibchen der
gleichen Stammlinie (C3HeB/Fed (C3H)) entsteht eine grol’e Anzahl potentiell
mutierter Nachkommen (Nolan et al., 2000; Soewarto et al., 1999). Zur
Identifikation phanotypisch interessanter Varianten (ein Tier wird solange als
Variante definiert, bis eine Mutation im Genom nachgewiesen werden kann) muss
eine zuverlassige und genaue Phanotypisierung bei jedem dieser Nachkommen
(F1-Generation) individuell durchgefuhrt werden. Diese F1-Tiere werden, falls ein
auffalliger Phanotyp gefunden wird, als dominante Variante angenommen und
direkt weiterverpaart oder andernfalls mit den eigenen Nachkommen (G2) zur

Untersuchung von rezessiven Gendefekten gekreuzt (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Ubersicht des Zuchtplans innerhalb des ENU-Projektes.

Primares Ziel der ENU-Methode ist die Identifikation noch nicht erforschter
Kandidatengene. Man erhofft sich dadurch, neben der Entdeckung neuer
Zusammenhange auch Erfolge bei der Behandlung von genetisch bedingten

Krankheiten zu erreichen. Des weiteren kdnnen relevante Phanotypen zur
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Entwicklung neuer Tiermodelle im Rahmen von Erhaltungszuchten etabliert
werden. Der Vorteil der ENU-Methode besteht darin, dass die entstehenden
Mutationen willkurlich sind, wodurch die Chance, noch nicht bekannte Gene zu
identifizieren, steigt. Der Nachteil dieses Verfahrens liegt in der gro3en Anzahl von
Tieren, welche generiert werden mussen, da durchschnittlich nur 2 % der Mause

einen relevanten und stabilen Phanotyp zeigen.
1.2 Verhaltensphanotypisierung von ENU-Mausvarianten

In der Verhaltensphanotypisierung von Nagern ist eine Vielzahl von
Verhaltenstests etabliert. Ein Grofteil dieser Verhaltensuntersuchungen stutzt sich
auf nicht erlerntes (unkonditioniertes) Verhalten. In der Regel beschranken sich
solche Tests selektiv auf die Untersuchung einer Verhaltensdimension (z.B. Angst,
Neugier oder Aggressivitat; zur Ubersicht siehe Crawley, 2000). Dieser Ansatz ist
sinnvoll, wenn man ein spezifisches Verhalten von Tieren basierend auf einer
Hypothese analysieren mochte. Dagegen ist es bei einem hypothesenfreien
Ansatz nétig, ein Gesamtbild des Verhaltenphanotyps einer Maus zu untersuchen.
Hierbei wird in der Regel eine Reihe von selektiven Tests in einer sogenannten
multiplen Testbatterie hintereinander geschaltet. Bei dieser Vorgehensweise sollte
jeder Test mit einem naiven Tier durchgefuhrt werden, da jegliche Vorerfahrung
das Verhalten des Individuums modifizieren kdénnte (Andreatini & Bacellar, 2000;
Espejo, 1997). Bei der Verhaltensphanotypisierung im ENU-Projekt kommt dabei
erschwerend hinzu, dass die zu untersuchenden Tiere individuell unterschiedliche
F1-Mause sind. Zur Untersuchung des gesamten Verhaltensmusters eines Tieres
musste jedes einzelne Tier in mehreren selektiven Verhaltenstests analysiert
werden. Demzufolge kdnnten testinduzierte Vorerfahrungen die Zuverlassigkeit
der Resultate beeintrachtigen. Zusatzlich ist aufgrund der hohen Tieranzahl ein
zeitsparendes Testverfahren nétig. Zur Erfullung dieser Anspriche schien es
sinnvoll, einen komplexen Verhaltenstest, das modified Hole Board (mHB; Ohl et
al., 2001a, b), zur Untersuchung von ENU-Mausvarianten einzusetzen. Dieser
Test ermoglicht es, einen zuverlassigen Verhaltensphanotyp fur jedes einzelne
Tier zu erstellen. Eine Vielzahl von Verhaltensdimensionen, wie z.B. Angst,
soziale Affinitat und Explorationsverhalten kénnen reproduzierbar im mHB

gemessen werden (Ohl et al, 2001a, b). Durch Integration eines



Einleitung 4

Objekterkennungstests ist es zusatzlich madglich, die Gedachtnisleistung eines
Tieres einzuschatzen. Aufgrund der Zuverlassigkeit und der multidimensionalen
Untersuchungsmaglichkeiten ist das mHB besonders gut als
Hochdurchsatzverfahren im Rahmen des ENU-Projektes geeignet.

Um ein Tier als Variante selektieren zu kdnnen, muss dessen Verhaltensphanotyp
als von der Norm abweichend identifiziert werden koénnen. Statistische
Berechnungen ergaben, dass 99% aller Tiere einer normal verteilten Population
innerhalb einer Grenze der 2,5-fachen Standardabweichung liegen sollten.
Demzufolge kdnnen Individuen, deren Verhaltensdaten aulerhalb der 2,75-fachen
Standardabweichung liegen, nicht mehr einer Normalverteilung zugeordnet
werden (Field, 2000). Somit werden fur jeden Verhaltensparameter basierend auf
dem Verhalten der Wildtyp Linie (wt) Grenzwerte berechnet. An dieser
sogenannten baseline wird das Verhalten der Varianten gemessen. In der
vorliegenden Arbeit konnte nur eine begrenzte Anzahl von wt-Mausen (n=20) flr
diese Berechnung getestet werden. Da es hierbei hauptsachlich um eine generelle
Uberprifung der Methode gehen sollte, wurde die Berechnung der Grenzwerte
innerhalb dieses Projektes auf 2,75/2 x Standardabweichung reduziert.
Idealerweise  sollten moglichst mehrere  Verhaltensparameter  einer
Verhaltensdimension aul3erhalb der Grenzwerte liegen, um ein Tier als Variante
zu identifizieren. Wird eine Maus aufgrund des ersten, basalen Versuchdurchlaufs
im mHB als abweichend von der Norm eingestuft, muss dieser Phanotyp in einem
weiteren Test im mHB, dem Konfirmationstest, bestatigt werden. Erst dann wird
ein als founder bezeichnetes Tier zum Aufbau einer Zuchtlinie herangezogen.
Innerhalb des in MUnchen durchgefuhrten ENU-screens wurde mit dieser Methode
eine dominante Variante identifiziert, welche sich ausschlieRlich durch eine
reduzierte Objekterkennung (RO) im mHB von den wt-Tieren unterschied.
Basierend auf diesem F1-Tier wurde die RO-Linie gegrindet. Im Verlauf der
vorliegenden Arbeit sollte diese Linie verhaltenscharakterisiert und validiert
werden. Durch pharmakologische Experimente wurde die klinische Relevanz von
RO-Tieren als Tiermodell dberpruft. Parallel dazu wurde die grobe
Genotypisierung bei RO-Mausen vorgenommen, um die chromosomale Region zu

finden, auf der sich die durch ENU verursachte Mutation befinden konnte.
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1.3 Genotypisierung von ENU-Mausvarianten

Fur die Genotypisierung wurden ENU-Varianten mit Inzuchtmausen der Linie
C57BL/6J (BL6) verpaart und die resultierenden Nachkommen (N1), welche im
mHB den Verhaltensphanotyp zeigten, erneut mit BL6 verpaart. Die DNS der
daraus hervorgehenden N2-Generation wurde aus Gewebeproben der Tiere
extrahiert und fur die Genotypisierung verwendet. Da keine Informationen uber die
Lage der Mutation bei ENU-Mausen vorhanden sind, wird durch gleichmafig tber
das Genom verteilte genetische Marker eine Lokalisierung des mutierten Gens
vorgenommen (Griffiths et al. 1999). Diese Marker sind sogenannte
Mikrosatelliten, welche aus sehr kurzen repetitiven DNS-Sequenzen bestehen. Mit
Hilfe einer Kopplungsanalyse lasst sich statistisch ermitteln, wie hoch die
Wahrscheinlichkeit ist, dass ein Gen und ein nahe gelegener Marker gemeinsam
vererbt werden (Griffiths et al. 1999). Je geringer der Abstand zwischen Marker
und Gen ist, umso kleiner ist die Chance, dass es bei einer genetischen
Rekombination wahrend der Meiose zur Segregation der beiden kommt (Knippers,
2001). Auf diese Weise wird das gesamte Genom der phanotypisierten N2
Nachkommen nach einem heterozygoten Locus durchsucht, der an einen
bekannten Marker gekoppelt ist und so mit hochster Wahrscheinlichkeit mit
diesem zusammen vererbt wird. Ist dieser Locus bei allen Varianten vorhanden,
geht man davon aus, die chromosomale Region der Mutation gefunden zu haben.
Durch zusatzliche Marker und DNS Proben weiterer Tiere kann die Region enger
eingegrenzt werden, wodurch letztlich eine ldentifizierung und Analyse des

Kandidatengens maoglich ist.
1.4 Kognitive Funktionen des deklarativen Gedachtnisses

In der Literatur ist eine Vielzahl von unterschiedlichen Benennungen flr
verschiedene ineinander Ubergehende Gedachtnissysteme aufgefihrt. Bei
Experimenten mit Tieren kommt hinzu, dass die Ubertragung der
unterschiedlichen menschlichen Gedachtnisleistungen auf Tiermodelle eine
weitere Schwierigkeit darstellt, die haufig kontrovers diskutiert wird. In der
vorliegenden Arbeit wird der Definition von Squire et al. (1994) gefolgt, welche das
Gedachtnis in zwei Untergruppen unterteilt haben: das deklarative (explizite) und

das nicht-deklarative (implizite) Gedachtnis (Abbildung 2).
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Beim Menschen wird das deklarative Gedachtnis als bewusste Erinnerung
definiert, welche sich im Tiermodell nicht untersuchen lasst (Squire & Kandel,
1999). Aus dem Grund wurde zunachst, vorwiegend auf der Basis von klassischer
Konditionierung, das nicht-deklarative Gedachtnis bei Tieren analysiert.

Im Jahre 1957 wurden in klinischen Beobachtungen des amnestischen Patienten
H.M. massive Schadigungen des medialen Temporallappens mit Verlusten des
deklarativen Gedachtnisses in Verbindung gebracht (Ubersicht Scoville & Milner,
1957). Ende der siebziger Jahre gelangen Mortimer & Mishkin eine Reihe von
Experimenten mit Primaten, denen groRRe beidseitige Lasionen im medialen
Temporallappen zugefligt wurden. Diese Lasionen riefen bei den Affen eine
vergleichbare Symptomatik hervor, wie sie bei amnestischen Patienten typisch ist
(Squire & Kandel, 1999).

deklarativ non-deklarativ
(explizit) (implizit)

[ I I ]
Fakten Ereignisse Prozedurales lernen Pragung klassisches nicht-assoziatives
semantisches Gedéachtnis | | episodisches Gedachtnis Konditionieren Lernen

Medial-Temporal Medial-Temporal Striatum Neokortex Amygdala Reflex
Lappen Lappen Zerebellum
Dienzephalon Dienzephalon

Abbildung 2: Unterteilung unterschiedlicher Gedachtnissysteme und die zugehorigen
Gehirnstrukturen, abgeandert nach Squire und Knowlton (1984).

Seitdem wurden viele Experimente entwickelt, um das deklarative Gedachtnis im
Tiermodell zu untersuchen. Eine dieser Aufgabenstellungen, bei denen sowohl
menschliche Amnestiker als auch im Temporallappen lasionierte Primaten
beeintrachtigt sind, stellt der Objekterkennungstest dar (Alvarez et al., 1994; Duva
et al., 1999; Squire & Zola, 1998). Bei diesen Experimenten wurden den Tieren in
einer Vielzahl von Versuchsdurchgangen ein bekanntes und ein unbekanntes
Objekt prasentiert. Nach jeder ,richtigen® Wahl erhielten die Affen eine
Futterbelohnung.

1988 wurde der Objekterkennungstest von Ennaceur & Delacour modifiziert und

als Test fur das deklarative Gedachtnis bei Nagetieren etabliert. Hierbei wurde
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nicht das Erlernen einer Regel bendtigt, sondern das spontane
Explorationsverhalten (Neugier) der Tiere genutzt. Experimente zeigten, dass
Ratten wie auch Mause wahrend eines einzigen Versuchsdurchganges, in dem sie
zwischen einem bekannten und einem unbekannten Objekt wahlen konnten,
bevorzugt das unbekannte Objekt explorierten (Dodart et al., 1997; Bartolini et al.,
1996: Vaucher et al., 2002; Sargolini et al., 2002; Ryabinin et al., 2002). Diese
Vorgehensweise fuhrte zur Eliminierung von zwei Variablen: der Futterbelohnung
und der Anzahl der Versuchsdurchgédnge. Daher kann man mit dem
Objekterkennungstest selektiv die Fahigkeit der Tiere untersuchen, sich an einen
bekannten Stimulus zu erinnern (Ennaceur & Delacour, 1988). Zur weiteren
Differenzierung der Funktion der einzelnen Gehirnareale des medialen
Temporallappens wurden elektrophysiologische Ableitungen bei Affen wie auch
bei Nagetieren wahrend eines Objekterkennungstests durchgeflhrt. Es zeigte sich
eine hohere Feuerungsrate der Neuronen im perirhinalen Kortex als im
Hippokampus (Xiang & Brown, 1998; Miller et al., 1993). Diese Ergebnisse wurden
durch Studien bestatigt, die immunhistologische Farbemethoden bei Ratten
benutzten, um Immediate Early Genes (IEGs) in Hirnschnitten zu identifizieren.
Dabei wird in der Literatur vorwiegend Uber das IEG c-fos berichtet (Robertson,
1991; Zhang et al., 2002). C-fos ist ein Transkriptionsfaktor, welcher nach wenigen
Minuten in aktiven Neuronen exprimiert wird. Das daraus hervorgehende Protein
c-Fos ist als Indikator fur unspezifische neuronale Aktivitat im Gehirn nachweisbar.
Zhu et al. (1995) fuhrten ein Experiment durch, bei welchem den Ratten entweder
ein bekanntes oder ein unbekanntes Bild prasentiert wurde. Aus den Ergebnissen
lasst sich schlieBen, dass das unbekannte Bild eine vermehrte c-Fos
Proteinexpression im perirhinalen Kortex und den benachbarten temporalen
Hirnarealen, aber nicht im Hippokampus zur Folge hatte (Abbildung 3).

Im Gegensatz dazu konnte bei Tierversuchen, die eine raumliche Komponente
enthielten, eine erhdhte neuronale Aktivitdt im Hippokampus und postrhinalen
Kortex, jedoch nicht im perirhinalen Kortex gezeigt werden (Brown & Aggleton,
2001; Vann, et al., 2000; Montero et al., 2001). Diese Untersuchungen zeigten,
dass die Objekterkennung einen Test flur ein sehr spezifisches Gedachtnissystem
darstellt, welches vorwiegend in den kortikalen Hirnarealen des Temporallappens

verarbeitet wird.
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Abbildung 3: Schema eines vertikalen Hirnschnittes der Maus (Paxinos & Franklin 2000).

Da die visuelle Sinneswahrnehmung bei Mausen der taktilen und olfaktorischen
Wahrnehmung weit unterlegen ist, kann man davon ausgehen, dass die
Objekterkennung primar von der Sensibilitat des Tast- und Geruchssinns bestimmt
wird (Artal et al., 1998; Feldman, 2003; 2001; Carvell & Simons, 1990). Die
Schnurrhaare, welche feinste Texturunterschiede ertasten kdonnen, werden im
sogenannten Barrel Kortex (Abbildung 3) topographisch reprasentiert.
Untersuchungen dieser Hirnregion haben gezeigt, dass eine Stimulation der
Schnurrhaare oder die Exploration einer neuen Umgebung zu einer vermehrten c-
Fos-Expression fuhrte (Staiger et al., 2002; Melzer & Steiner 1997; Filipkowski et
al. 2000). Folglich kann man mit Hilfe immunhistochemischer Methoden die
Aktivitat wahrend der Wahrnehmung von Objekten und wahrend der Verarbeitung
dieser Informationen auf neuronaler Ebene untersuchen. Auf diese Weise ist die

differenzierte Einschatzung dieser beiden Teilschritte moglich.
1.5 Acetylcholinesterasehemmer zur Verbesserung der Gedachtnisleistung

Das cholinerge System scheint im Bezug auf Gedachtnissteuerung und gezielte
Aufmerksamkeit eine wichtige Einheit im Gehirn von Saugetieren darzustellen
(Squire & Davis, 1981; Blokland, 1996). Eine Vielzahl von Studien hat gezeigt,
dass ein Mangel an Acetylcholin und cholinergen Neuronen zu einer reduzierten
Lernfahigkeit und verringertem Erinnerungsvermogen fuhrt, wie es z. B. auch bei

Alzheimerpatienten zu beobachten ist (Whitehouse et al., 1982; Bowen & Davison,
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1983; Bartus et al., 1985; Reinikainen et al., 1990). Zur Behandlung von Morbus

Alzheimer und Demenz wurde eine grolde Anzahl von Medikamenten entwickelt,

welche die Konzentration von Acetylcholin im Gehirn erhoht. Die erfolgreichste
Methode dabei scheint die Hemmung der Hydrolyse von Acetylcholin durch das
Enzym Acetylcholinesterase zu sein (lkonen et al., 1999; Scali et al., 1997; Liu et
al.,, 2002; Jann, 1998). Die erste Generation dieser Substanzen wurde zur
Behandlung von Patienten verwendet, wobei die toxischen Nebenwirkungen
relativ hoch waren (Gifford, et al., 1999). Spater wurde eine zweite Generation von
Acetylcholinesterasehemmern entwickelt, welche gezielt auf das zentrale
Nervensystem angewendet werden konnte und weniger Begleiterscheinungen
hatte (Giacobini, 1998). Eine dieser Substanzen ist Metrifonate, eine Vorstufe
eines Acetylcholinesterasehemmers, welcher bei einem pH-Wert >6 in
Dichlorovinyl Dimethyl Phosphat (DDVP) hydrolysiert wird (Nordgren et. al. 1978;
Holmstedt et al. 1978). Im Gegensatz zu Substanzen, welche den Wirkstoff direkt
enthalten, ist die Abbauphase von Metrifonate erheblich langer. Diese Eigenschaft
tragt dazu bei, das Metrifonate bevorzugt fur Langzeittherapien verwendet wurde,
wie sie oft bei dementen Patienten notwendig sind (Jann, 1998; Cummings et al.
2000).

1.6 Zielsetzung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Charakterisierung und Validierung der im
Objekterkennungstest beeintrachtigten RO-Linie (Abbildung 4). Dazu wurde diese
dominante ENU-Mauslinie Uber sieben Generationen gezlchtet, wobei deren
Nachkommen im mHB verhaltensphanotypisiert wurden, um vor allem die
Penetranz und Stabilitdt des Phanotyps Uber mehrere Generationen zu
untersuchen. Zur Validierung des Verhaltensphanotyps von RO-Mausen wurden
diese in selektiven Verhaltenstests analysiert.

Durch weitere Untersuchungen sollte auf neuronaler Ebene das Aktivitatsmuster
von RO-Tieren im Vergleich zu wt-Mausen mittels der Expression des Proteins c-
Fos analysiert werden. Zur Uberprifung der klinischen Relevanz von RO-Tieren
als Tiermodell wurde eine pharmakologische Validierung mit einem

Acetylcholinesterasehemmer durchgefuhrt.
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In Verbindung mit der Genotypisierung der RO-Linie sollte mittels einer
Kopplungsanalyse die chromosomale Region der Mutation im Genom ausfindig

gemacht werden.

Furchi
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Abbildung 4: Schematische Zusammenfassung der Zielsetzung. Tiere aus der RO-Zucht wurden
alle im mHB verhaltensphanotypisiert. Falls sich ein Tier bei dem basalen Test im Phanotyp
bestatigte, wurde es eine Woche spater zur Konfirmation erneut im mHB getestet. RO-Mé&use,
welche sich bei der Konfirmation erneut bestéatigten wurden anschlieend zur Erhaltung der Zucht
oder fur selektive Tests verwendet. Nach zweimaliger Auszucht mit BL6 wurden die bestéatigten
RO-Mause genotypisiert.
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2 Material und Methoden
2.1 Tierhaltung

Die Mause wurden im Max-Planck-Institut fur Psychiatrie (Munchen) gezuchtet
und getestet. Urspringlich wurden C57BL/6J (BL6J) und C3HeB/Fed (C3H) 1996
als Stammlinien von Jackson Laboratorien (Bar Harbor, Maine, USA) bezogen.
Nach der Geburt blieben alle Nachkommen bis zum Alter von drei Wochen bei der
Mutter und wurden anschlieend in Plexiglaskafigen (30 x 20 x 14 cm) zu maximal
funf gleichgeschlechtlichen und gleichaltrigen Tieren gehalten. Wenn es nicht
mdglich war, reine Geschwistergruppen zu erhalten, wurden auch Tiere aus
verschiedenen Wirfen zusammengesetzt. Es herrschten standardisierte
Haltungsbedingungen (12 Stunden hell-dunkel Zyklus, Licht an um 7.00 Uhr, 2242
°C Raumtemperatur, 605 % Luftfeuchtigkeit). Futterpellets (Altromin 1314, Lage,
Deutschland) und Wasser standen nach Bedarf zur Verfligung. Einmal pro Woche,
jeweils am gleichen Wochentag pro Raum, wurden alle Tiere in saubere Kafige

umgesetzt.
2.2 Das mHB

Das mHB stellt eine Kombination aus open field und hole board dar. Das open
field ist ein validierter Verhaltenstest, der die Lokomotion von Nagetieren
untersucht (Kelley, 1993). Das hole board diente urspriinglich dazu, exploratives
Verhalten bei Nagern zu erforschen (File & Wardill, 1975). Mit Hilfe einer
modifizierten Variante des hole boards konnten kognitive Fahigkeiten von Tupaias
analysiert werden (Ohl et al., 1997; Ohl & Fuchs, 1998; Ohl, 1999). Diese
modifizierte Version wurde spater als komplexer ethologischer Test flr Nagetiere
etabliert (Ohl et al., 2001a, b). Das hole board besteht aus grauem PVC (60 x 20 x
2 cm) mit 23 eingestanzten Lochern (1,5 x 0,5 cm) in drei Reihen, jeweils versetzt
angeordnet. Jedes Loch ist mit einem Deckel verschlossen, der aus dem gleichen
Material wie das board besteht und sich leicht zur Seite wegdrehen lasst. Das
board befindet sich in der Mitte einer PVC box (150 x 50 x 50 cm), deren Boden
durch graues Klebeband in 12 Rechtecke unterteilt ist (je 15 x 15 cm). Ein Drittel
der gesamten box wird durch eine Trennwand aus durchsichtigem PVC

abgetrennt, welche 120 in Reihen angeordnete Lécher enthalt. Dieser Teil der box
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dient als Gruppenkompartiment, in dem sich wahrend des Versuchs die soziale
Gruppe aus dem Heimkafig befindet (Abbildung 5). Dadurch hat das Versuchstier
die Moglichkeit zum olfaktorischen und visuellen Kontakt mit seiner sozialen
Gruppe, was erheblich dazu beitragt, eine stressreduzierte Testsituation

herzustellen.

unbekanmtes
Objekt

bekanntes
Chig ekt

Abbildung 5: Das modified hole board.

2.2.1 Verhaltensparameter

Wahrend eines Versuchsdurchlaufs wurden, der Kategorisierung von Ohl et al.
(2001a) entsprechend, folgende Parameter gemessen und bestimmten

Verhaltensdimensionen zugeordnet:
Angstverhalten:

Nager tendieren dazu, in einem neuen Areal zuerst an der Wand entlang, d.h. im
geschutzten Areal (box) zu explorieren und erst spater die freien Flachen, also das
ungeschuitzte Areal (board) zu erforschen (Lister, 1990; Crawley, 2000). Bei
Unsicherheit in einer neuen Umgebung tasten sich Nager zaghaft voran und
zeigen durch eine komplett durchgestreckte Koérperhaltung (stretched attends)
eine vorsichtige Exploration der naheren Umgebung, was ebenfalls auf eine
erhdohte Angst der Tiere schlielden lasst (Rodgers et al., 2000). Dieses Verhalten
wird auch als Risikoabschatzung bezeichnet.

Das Angstverhalten im mHB wurde daher durch folgende Parameter gemessen

bzw. berechnet:
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Tabelle 1: Verhaltensparameter zur Einschitzung des angstbezogenen Verhaltens.

Verhaltensparameter Kriterien

Y%board % der Zeit, welche das Tier mit mindestens zwei
Beinen auf dem board verbringt

Latenz board Latenz bis zum ersten Betreten des boards

Eintritt board Anzahl der Eintritte auf das board

Rearings board Anzahl der rearings auf dem board

Stretched attends Anzahl der durchgestreckten Korperhaltungen

Exploration:

Da das olfaktorische System bei Mausen stark ausgepragt ist (Artal et al., 1998;
Feldman, 2003; 2001; Carvell & Simons, 1990), geschieht die gerichtete
Exploration unbekannter Strukturen in einer neuen Umgebung vor allem durch
beschnuppern. Als Indikator einer generellen, ungerichteten Exploration kdnnen
rearings verstanden werden. Hierbei versucht die Maus nur auf den Hinterbeinen
stehend olfaktorische Informationen der Umgebung einzuholen. Folgende
Parameter wurden im mHB im Hinblick auf die Exploration gemessen bzw.

berechnet:

Tabelle 2: Verhaltensparameter zur Einschatzung der Exploration.

Verhaltensparameter |Kriterien

. ) Anzahl der beschnupperten Ldcher (gerichtete
Explorierte Locher
Exploration)

Latenz bis zum ersten Beschnuppern eines Loches
Latenz Locher
(gerichtete Exploration)

. Anzahl der rearings in der box (ungerichteten
Rearings box _
Exploration)

) Latenz bis zum ersten rearing (ungerichtete
Latenz rearings box _
Exploration)

% der Zeit die das Tier mit der Exploration von beiden

%Objekte
o Objekten verbracht hat
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Lokomotion:

Jedes sichtbare Verhalten eines Tieres beruht letztlich auf dem Vorhandensein
oder Fehlen von Bewegung. Daher ist die lokomotorische Aktivitat ein potentiell
beeinflussender Faktor flr alle erhobenen Verhaltensparameter. Aus diesem
Grund wurde die allgemeine Aktivitat durch die Anzahl der LinienUbertritte

kontrolliert.

Tabelle 3: Verhaltensparameter zur Messung der Lokomotion

Verhaltensparameter Kriterien

LinienuUbertritte Ubertreten der Linie mit allen vier Pfoten

Physiologische Erregung:

Physiologische Erregung auflert sich in vermehrtem Absetzen von Kotballchen
(Flint et al., 1995) sowie im Reinigen des eigenen Fells (grooming; Ammassari-
Teule, et al.,, 1994; Choleris et al., 2001). Entsprechend wurden folgende

Parameter erhoben:

Tabelle 4: Verhaltensparameter zur Einschétzung der physiologischen Erregung.

Verhaltensparameter |Kriterien

Defakation Anzahl der Kotballchen

Latenz grooming Latenz bis zur ersten Fellreinigung
Objekterkennung:

Versuche haben gezeigt, dass ein Nagetier sich mehr flr ein unbekanntes Objekt
interessiert als fir ein bekanntes. Entsprechend wird eine langere Exploration des
bekannten Objektes in Relation zum unbekannten Objekt als Indiz fur eine
verminderte Gedachtnisleistung interpretiert (Spreng et al., 2001; Ennaceur &
Delacour, 1988; Zhu et al., 1996; Brown & Aggleton, 2001; Misslin, 1981). Da ein
unbekanntes Objekt jedoch auch einen aversiven Reiz darstellt, findet die
Exploration des unbekannten Objektes meist mit einer grolReren Latenz statt als
die eines bekannten Stimulus (Belzung et al., 2001; Adriani et al., 2000; Kopp et
al., 1999; Hode et al., 2000).
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Als Indikatoren zur Einschatzung der deklarativen Gedéachtnisleistung wurden

daher folgende Quotienten berechnet:

Tabelle 5: Quotienten zur Einschatzung der Objekterkennung:

Quotient Interpretation

%Zeit %der Zeit, welche das Tier mit dem Objekt verbrachte.

unbekanntes/bekanntes |Wenn der Quotient >1 ist, dann wurde das

Objekt unbekannte Objekt langer exploriert.

Frequenz Haufigkeit der Exploration der Objekte.
unbekanntes/bekanntes |Wenn der Quotient >1 ist, dann wurde das
Objekt unbekannte Objekt haufiger exploriert.

Latenz Latenz bis zur ersten Exploration der Objekte.

unbekanntes/bekanntes |Wenn der Quotient >1 ist, dann wurde das bekannte

Objekt Objekt vor dem unbekannten Objekt exploriert.

Soziale Affinitat

Im Zusammenhang mit einem Verhaltenstest, der das basale Verhalten einer
Maus untersuchen soll, ist Stress ein Storfaktor, der so klein wie moglich gehalten
werden muss. Um dies zu gewahrleisten, ist es den Tieren im mHB mdglich, den
Kontakt zu der jeweiligen sozialen Gruppe aufrecht zu erhalten. Die Zeit, die eine
Maus in Kontakt mit der sozialen Gruppe verbringt, wurde als Indikator fur soziale
Affinitat gewertet (Ohl et al., 2001¢) und mit Hilfe folgender Parameter gemessen

bzw. berechnet:

Tabelle 6: Verhaltensparameter zur Einschatzung der sozialen Affinitat.

Verhaltensparameter |Kriterien

%der Zeit, welche das Tier an der Trennwand mit

%Gruppe
° sozialem Kontakt verbrachte

Latenz Gruppe Latenz bis zum ersten sozialen Kontakt
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2.2.1.1 Versuchsdurchfiihrung im mHB

Drei Tage vor dem Verhaltenstest wurde in die jeweiligen Kafige ein zwolfeckiges,
zylinderféormiges Objekt aus Messing (2 x 2 x 1 cm) gelegt. Das Objekt blieb zwei
Tage im Kafig und wurde einen Tag vor der Verhaltenstestung entfernt. Zur
Habituation wurden alle Tiere einer Gruppe fiur 20 min in das
Gruppenkompartiment gesetzt. Fur einen Versuchsdurchlauf wurde jedes Tier
einzeln aus dem Gruppenkompartiment genommen und in die linke Ecke der box
des mHB platziert. In der Ecke diagonal zum Startpunkt befanden sich
nebeneinander, mit einem Abstand von ca. 2 cm, ein Messingzylinder (bekanntes
Objekt) und ein fur das Tier unbekanntes Objekt. Dieses Objekt bestand aus
einem weilRen Spielwurfel (1,5 x 1,5 x 1,5 cm) bei dem ersten basalen Test und
aus einem roten Dreieck aus Gummi (2,5 x 2,5 x 2,5 cm) bei dem zweiten
Durchgang, der Konfirmation. Es wurden zwei unterschiedliche unbekannte
Objekte gewahlt, um die Maoglichkeit einer Wiedererkennung des unbekannten
Objektes in der Konfirmation auszuschlieBen. Die Versuchsdauer betrug funf
Minuten. Nach jedem Versuchsdurchlauf wurde der Boden der box mit Wasser

gereinigt.

2.3 Der selektive Objekterkennungstest

Alle Versuche wurden in einem Macrolon® Typ Il Kafig (43 x 24 x 15 cm) ohne
Deckel durchgefuhrt. Am ersten Tag wurden die Tiere in der Gruppe 50 min zur
Habituation in einen neuen Typ Il Kafig gesetzt. Am zweiten Tag kamen die Tiere
einzeln in die jeweiligen Kafige, wobei bei diesem Durchgang zwei identische
Objekte (@ 2 cm; Hohe 1,5 cm Kunststoffdeckel von 14 ml Falcontubes von
Sarstedt, NUumbrecht, Deutschland) in der hinteren Halfte des Kafigs lagen. Am
dritten und letzten Tag wurde eins der beiden Objekte vom Vortag durch ein
neues, unbekanntes Objekt ausgetauscht (Bleistiftspitzer aus Eisen 1 x 1x 2,5
cm). Die Tiere wurden zur freien Exploration der beiden Objekte erneut einzeln in
die Kafige gesetzt (Abbildung 6). Die Versuchsdauer an Tag zwei und Tag drei

betrug jeweils 10 min.
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1.Tag 2. Tag 3. Tag
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Abbildung 6: Versuchsplan bei dem selektiven Objekterkennungstest. Am ersten Tag gewdéhnen
die Tiere sich finfzig Minuten an einen leeren Kafig. Am zweiten Tag konnen sie zehn Minuten
zwei identische Objekte explorieren. Am dritten Tag wird ein Objekt vom Vortag durch ein neues,
unbekanntes Objekt ausgetauscht und die Tiere kénnen erneut 10 Minuten explorieren.

Zusatzlich zu den von Ennaceur und Delacour (1988) gemessenen Parametern
wurden in dieser Arbeit auch die generelle Exploration (Anzahl der rearings) sowie
die Lokomotion (gelaufene Distanz) der Tiere gemessen.

Zur Berechnung der Objektexploration wurde die Summe aus der Zeit, welche die

Tiere mit der Exploration beider Objekte verbracht hatten, gebildet (Ennaceur &
Delacour 1988):

Objektexploration
2.Tag: a1 +a2=e1
3.Tag:a +b = e2

Am zweiten Tag wurden den Tieren zwei identische Objekte prasentiert. Der
Quotient g1 ermdglicht somit die Einschatzung ob die Tiere eine Objekt-

unabhangige Seitenpraferenz zeigten:
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Praferenz
2.Tag: al/a2=q1
wenn g#1 dann wurde ein Objekt langer exploriert

wenn =1 dann wurden beide Objekte gleich lang exploriert

Zur Berechnung der Objekterkennung wurde der Quotient aus der Explorationszeit
des unbekannten Objektes im Verhaltnis zum bekannten Objekt am dritten Tag

gebildet:

Objekterkennung
3.Tag: a/b=q2
wenn g>1 dann wurde das bekannte Objekt langer exploriert

wenn g=1 dann wurden beide Objekte gleich lang exploriert

wenn <1 dann wurde das unbekannte Objekt langer exploriert

Drei Stunden nach dem Versuch wurden die Tiere getotet und die Hirne wurden
fur die c-Fos Farbung entnommen. Fur diese Methode wurden zusatzlich zwei
Kontrollgruppen (n=6) verwendet. Eine Gruppe bestand aus unbehandelten, nicht
getesteten Mausen. Tiere der zweiten Gruppe wurden durch 10 minatiges
Schwimmen in einem Wasserglas gestresst und nach drei Stunden getotet. Diese
Kontrollgruppen dienten zur Uberprifung der Methode. Dazu wurde die Anzahl
der aktiven Zellen im PVN kontrolliert. Hierbei sollten die basalen Tiere eine
geringere Aktivitat zeigen als Tiere, welche durch das Schwimmen gestresst

wurden.
2.4 Die pharmakologische Validierung

Um den Verhaltensphanotyp der RO Tiere pharmakologisch zu validieren, wurden
RO Mause (n=13) unter dem Einfluss von Metrifonate in dem selektiven
Objekterkennungstest untersucht. Der behandelten Gruppe (n=7) wurde 30 min
vor jedem Versuchsdurchlauf 80mg/kg Korpergewicht Metrifonate geldst in 5%-
igem Natriumcitrat Puffer (pH=5) oral appliziert. Die RO Vehikelgruppe erhielt nur
den Puffer ohne Wirkstoff. Die Versuchsdurchfiihrung entsprach dem oben

beschriebenen Objekterkennungstest.
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2.5 Raumliche Lernkurve im mHB

FuUr die Lernkurve war die box des mHB 50 X 50 cm grof3. Auf dem in der Mitte
plazierten board (35 x 17,5 cm) befanden sich zehn offene Zylinder (@ 3,2 cm,
Hohe 3 cm), welche in zwei parallelen Reihen zu je funf Stick angeordnet waren.
Drei der Zylinder waren mit Textilband markiert. Alle zehn Zylinder enthielten ein
Stick Mandel (0,02-0,05 g). Bei den nicht markierten Zylindern lag das
Mandelstiickchen unter einem feinmaschigen Plastiknetz und somit flir das Tier
nicht erreichbar. Im Gegensatz dazu lag die Futterbelohnung bei den markierten
Zylindern auf dem Plastiknetz (Abbildung 7). Des weiteren wurden alle Zylinder mit
geschmacksneutralem Vanillearoma (Vanillearoma in Wasser 0,02 %; Micro-Plus,
Stadtoldendorf, Deutschland) ausgestrichen. Dieser Geruchsstoff bewirkte in

Pilotstudien eine Erhohung der Motivation der Tiere.

Ty
s
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Abbildung 7: Der Versuchsaufbau bei dem raumlichen Lerntest im mHB.

Zusatzlich zu den Verhaltensparametern, die bei der Verhaltensphanotypisierung
im mHB aufgefuhrt sind (Kapitel 2.2.1), wurden wahrend des Lerntests noch

folgende Leistungen gemessen:
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Arbeitsgedachtnis

Als Arbeitsgedachtnis wird eine zeitlich begrenzte Speicherung von Informationen
betrachtet (Jones, 2002; Goldman-Rakic, 1996). In der raumlichen Lernkurve im
mHB wurden wiederholte Besuche von markierten Zylindern als Fehler des
Arbeitsgedachtnisses gewertet, da die Tiere sich nur fur die Zeit eines
Versuchsdurchgangs merken mussten, welche Zylinder sie schon besucht hatten.

Tabelle 7: Verhaltensparameter zur Einschitzung des Arbeitsgedachtnisses.

Verhaltensparameter |Kriterien

Wiederholungsfehler | wiederholter Besuch eines markierten Zylinders

Deklaratives Gedéachtnis

Laut Squire und Zola (1996) besteht das deklarative Gedachtnis aus der
bewussten Erinnerung von Ereignissen oder Fakten. In der rdumlichen Lernkurve
sollen die Tiere trainiert werden, einen markierten Zylinder mit einer
Futterbelohnung zu assoziieren. Im Gegensatz zu der Objekterkennung wird bei
der raumlichen Lernkurve nicht nur das Erinnerungsvermogen untersucht,

sondern auch die Fahigkeit, eine Assoziation zu erlernen. Durch die raumliche
Komponente des Versuchsaufbaus wird diese Aufgabenstellung neben dem

perirhinalen Kortex auch vor allem in dem Hippokampus verarbeitet.

Tabelle 8: Verhaltensparameter zur Untersuchung des deklarativen Gedachtnisses.

Verhaltensparameter |Kriterien

. Besuch eines nicht markierten Zylinders +
Falscher Zylinder

Auslassung eines markierten Zylinders

Motivation

Das Losen einer Gedachtnisaufgabe erfordert immer ein gewisses Mall an
Motivation. Es gibt zwei Arten, diese bei Tieren zu steigern: entweder positiv

durch Belohnungen, wie z.B. mittels Futterbelohnung, oder negativ durch
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Bestrafung, z.B. mittels Elektroschock. Zur Einschatzung der Motivation eines
Tieres wahrend des Versuchs wurde einerseits die Anzahl der ausgelassenen
Zylinder gezahlt und andererseits die Zeit bis zum ersten Zylinderbesuch
gemessen. Mit Hilfe der Latenz bis zum ersten Zylinderbesuch kann man eine
Aussage Uber die generelle Motivation des Tieres treffen, auf die Suche nach der
Futterbelohnung zu gehen. Die Anzahl der ausgelassenen Zylinder deutet auf

eine verringerte Motivation hin, die Aufgabenstellung zu I6sen.

Tabelle 9:Verhaltensparameter zur Untersuchung der Motivation.

Verhaltensparameter |Kriterien

Auslassung Anzahl der nicht besuchten markierten Zylinder
Latenz Zylinder Latenz bis zum ersten Besuch eines Zylinders
Versuchsdauer

Nach dem Auffinden der letzten Futterbelohnung wurde der Verhaltensversuch
beendet. Entsprechend dient die Versuchsdauer als Indikator daftir, wie schnell

das Tier die Aufgabe I6sen konnte.

2.5.1 Versuchsdurchfiihrung bei der raumlichen Lernkurve

Zwei Tage vor dem ersten Versuchstag erhielt jedes Tier zusatzlich zu den
standardisierten Futterpellets ein kleines Stuck Mandel (0,02-0,05 g) zur
Habituation. Vor Beginn des Versuchs wurden alle Tiere aus einem Kafig in das
Gruppenkompartiment gesetzt und dann einzeln in die Versuchsbox platziert. Die
Mause wurden taglich in vier Versuchsdurchgangen trainiert, wobei jeder
Versuchsdurchgang hochstens funf Minuten dauerte oder so lange, bis alle drei
Futterbelohnungen gefunden wurden. Die Tiere sollten lernen, ein markiertes Loch
mit einer Futterbelohnung zu assoziieren. Ein Zylinder galt als besucht, wenn sich
die Nase der Maus im Zylinder unterhalb des Zylinderrandes befand.

Alle Versuche fanden zwischen 8.00 Uhr und 13.00 Uhr statt. Die Experimente im
mHB wurden von einem trainierten Beobachter observiert, der die
Verhaltensparameter mit Hilfe eines PCs und entsprechender Software (Observer
3.0, Noldus, Wageningen, Holland) wahrend der Versuchszeit aufzeichnete.

Zusatzlich wurden die Versuche auf Video festgehalten. Bei der selektiven
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Objekterkennung wurde neben den Verhaltensparametern auch die Laufstrecke
der Tiere mit Hilfe eines Trackingprogramms (Ethovision Color Pro 2.1.6,

Wageningen, Holland) aufgenommen.

2.6 Immunhistochemie

Alle Chemikalien wurden, wenn nicht anders angegeben, von Sigma (Taufkirchen,
Deutschland), Roth (Karlsruhe, Deutschland) oder Merck (Darmstadt,

Deutschland) bezogen.

2.6.1 Entnahme und Lagerung der Hirne

Die Tiere wurden drei Stunden nach dem Verhaltensversuch in einem
Glasbehalter mit Isofluran (Curamed Pharma, Karlsruhe, Deutschland) leicht
anasthesiert und dekapitiert. Die Hirne wurden innerhalb von hochstens 3min aus
der Kalotte entfernt und in vorgekihltes 2-Methylbutan (-30 bis -40°C; Roth
GmbH, Karlsruhe, Deutschland) schockgefroren. AnschlieRend wurden die Hirne

auf Trockeneis und bei -80°C gelagert.

2.6.2 Gehirnschnitte am Kryostat

FUr die Analyse der Gehirne mittels Immunhistochemie wurden Hirnschnitte mit
einer Schnittdicke von 16 um in verschiedenen Regionen (Atlas Paxinos &
Franklin, 2000) am Kryostaten (Reichert-Jung, 2800 Frigocut E) angefertigt und
auf poly-L-Lysin (0,01 %, Sigma, Deisenhof, Deutschland) beschichtete
Objekttrager (Super Frost, Menzel Glaser, Merck, Ismaning, Deutschland)

aufgenommen. Diese wurden bei —20°C bis zur Farbung gelagert.

2.6.3 Immunhistochemie zur c-Fos Analyse

Die Hirnentnahme wurde durchgefuhrt wie in Kapitel 2.6.1 beschrieben.

Die am Kryostat gewonnenen 16 pm dicken Hirnschnitte wurden 30 min lang auf
Raumtemperatur gebracht und anschlieBend 30 min mit einer 4%-igen
Paraformaldehyd-Lésung fixiert. Nach 3x10 mindtigem Waschen in
phosphatgepufferter Saline (PBS) wurden die Schnitte zur Reduktion der

endogenen Peroxidasen 30 min mit 0,6 % H>O, behandelt. Zur Erhéhung der
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Zellpermeabilitat wurden die Schnitte nach einem weiteren Waschschritt mit PBS
fur 1 h in 0,2 %-igem Triton X-100 (Sigma, Steinheim, Deutschland) inkubiert.
AnschlieRend folgten erneut 2 x 5 minutige Waschgange mit PBS. Daraufhin
wurden die Hirnschnitte fir mindestens 1h bei Raumtemperatur mit 5 %-igem
Ziegen-Serum (500 pl pro Objekttrager; Vector Laboratorien, Burlingame, USA) in
einer feuchten Kammer inkubiert, um nichtspezifische Bindungen zu minimieren.
Eine Losung aus PBS mit 1,5%-igem Ziegen Serum wurde angesetzt, in welcher
der 1. Antikoérper (Kaninchen polyklonaler Antikorper, Vector Laboratorien,
Burlingame, USA) 1:15 000 verdunnt wurde. AnschlieBend wurden auf jeden
Objekttrager 500 uyl dieses Gemisches aufgetragen und Uber Nacht bei
Raumtemperatur in einer feuchten Kammer inkubiert. Am nachsten Tag wurden
die Schnitte 3x10 min in PBS gewaschen und mit dem 2. Antikorper aus einem
ABC-Kit (Kaninchen; Vector Laboratorien, Burlingame, USA) fur 1 h bei
Raumtemperatur in der feuchten Kammer inkubiert. Nach 3x10 min waschen in
PBS wurde ein Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex Kit (Vector Laboratorien,
Burlingame, CA) der Bedienungsanleitung folgend verwendet und die Schnitte
erneut flr eine Inkubationszeit von 1 h in die feuchte Kammer gelegt. Die
Lokalisation des Antigens wurde durch Auftragen des Diaminobenzidine (DAB)-
Farbekits (Vector Laboratorien, Burlingame, USA) sichtbar gemacht. Die DAB-
Ldosung wurde nach 2min mit Leitungswasser entfernt, wodurch die Farbung
gestoppt wurde. AnschlieBend wurden die Schnitte in destilliertem Wasser
gewaschen. Letztlich wurden die Hirnschnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe
(70 %, 96 % und 100 % Ethanol) dehydriert, in Rotihistol (Roth, Karlsruhe,
Deutschland) Uberfuhrt und in Roti-Histokitt (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

eingedeckt.

2.6.4 Auswertung der c-Fos Farbung

Zur quantitativen Auswertung der c-Fos Proteinexpression wurden pro Tier 20
Schnitte fir jede Hirnregion (PVN, Barrel Kortex und perirhinalen Kortex nach
Atlas Paxinos & Franklin, 2000) verwendet. Dabei wurden Hirnschnitte mittels
eines Mikroskops (Zeiss/Axioplan) bei 10-facher VergroRerung digitalisiert (CCD
Videokamera, XC-77CE, Sony). Die so konservierten Bilder der Hirngebiete

wurden daraufhin mit Hilfe eines Bildanalyse-Programmes (Optimas 5.2, Optimas
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Corporation, Media cybernetics, Washington, USA) am Computer ausgewertet.
Mittels eines Makros (Dr. Barthelmes, MPI flr Psychiatrie, Minchen, Deutschland)
wurde die Anzahl der dunkelgefarbten Zellen pro Ausschnitt gezahlt (Auflosung:
256 Graustufen). AnschlieRend wurde pro Hirnregion und Tier der Mittelwert der

Anzahl der dunkelgefarbten Zellen pro mm? ermittelt.
2.7 Statistik

Die statistischen Auswertungen wurden am PC mittels der Software ,Statistica
6.1“ (Statsoft, Tulas, USA) durchgefuhrt. Die Daten wurden mittels einer
Varianzanalyse (ANOVA) untersucht. Bei wiederholten Testungen wurden alle
Daten einer Zwei-Faktoren Varianzanalyse mit Messwiederholungen unterzogen.
Hierbei wurde die Mauslinie bzw. die Experimentalgruppe (Metrifonate vs.
Vehikel) als unabhangige Variable, der Versuchsdurchlauf als abhangige Variable
angesehen. Wenn signifikante Effekte in der Interaktion der Faktoren auftraten,
wurden die Gruppenvergleiche mittels eines post-hoc LSD-Tests ermittelt.

Unterschiede wurden als signifikant angesehen, wenn p<0.05 war.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung und Penetranz des Verhaltensphanotyps der RO-

Linie

Fir die baseline wurden C3H (wt) sowie die Hybriden der beiden Auszuchten mit
BL6; BL6C3H (N1 wt) und BL6BL6C3H (N2 wt) wt Mannchen (n=20) und wt
Weibchen (n=20) im mHB

Verhaltensphanotypisierung der wt-Mause wurden die oberen und unteren

getestet. Basierend auf dieser
Grenzwerte fur jeden Verhaltensparameter pro Geschlecht und Linie berechnet:
Mittelwert + 2,75/2 x Standardabweichung

Alle Tiere wurden zweimal im mHb getestet, einmal basal und ein zweites Mal zur
Konfirmation der Verhaltensdaten.

Ein Tier der RO-Linie wurde als im Verhaltensphanotyp bestatigt betrachtet, wenn
primar der Quotient %Zeit unbekanntes/bekanntes Objekt unterhalb des
Grenzwertes der wt-Mause lag. Als zusatzlicher Parameter wurde der Quotient
Frequenz unbekanntes/bekanntes Objekt beachtet. Zu den Ausschlusskriterien
zahlten eine vom wt abweichende Lokomotion und Veranderungen bezuglich des
Angstverhaltens. Des weiteren wurde darauf geachtet, dass die Tiere keine

physiologischen Probleme zeigten.

Tabelle 10: Ergebnisse der Verhaltensphanotypisierung der RO-Linie im mHB.

Mannchen Weibchen
geboren-getestet- geboren-getestet- Penetranz
Generation | bestatigt bestatigt insgesamt
F1 07 - 07 - 03 02 -02-02 56%
F2 63 —61-23 58 -35-13 38%
F3 26 — 26 — 03 23-00-00 12%
F4 11-11-05 10 - 04 - 01 40%
F5 19-19-05 20-15-08 38%
F6 21-21-14 25-00-00 67%
F7 20-20-14 19-00-00 70%
N1 33-26-05 33-10-03 22%
N2 121-121-30 105-105- 30 27%
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Die RO-Linie wurde Uber sieben Generationen basierend, auf der C3H-
Inzuchtlinie, gezlchtet. Von jeder Generation wurden Tiere zur Untersuchung der
Penetranz des Phanotyps stichprobenartig verhaltensphanotypisiert (Tabelle 10).
Aus der F4-Generation wurden zwei im Phanotyp bestatigte Mannchen mit BL6-
wt-Weibchen ausgezichtet. Die auf C3H basierenden RO-Mause zeigten Uber alle
Generationen eine durchschnittliche Penetranz des Phanotyps von 46%.

Die RO-Mannchen, basierend auf der C3H-Inzuchtlinie, wurden reprasentativ
graphisch dargestellt (Abbildung 8- Abbildung 16; Mittelwert + SEM aller

Verhaltensparameter siche Anhang).
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Abbildung 8: Vergleich des Angstverhaltens im mHB von RO- (n=67) und wt-Mannchen (n=20).
Die gestrichelten Linien geben die unteren und oberen Grenzwerte an. Die Parameter, welche das
Angstverhalten messen (s. Abschnitt 2.2.1), befanden sich bei allen RO-Mé&nnchen sowohl bei
dem basalen Test als auch bei der Konfirmation innerhalb der wt Grenzen (Mittelwerte + SEM).
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Abbildung 9: RO- und C3H-wt-Mé&nnchen zeigten weder bei der basalen Testung noch bei der
Konfirmation einen Unterschied in der direkten Exploration im mHB (Mittelwerte + SEM).
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Abbildung 10: Vergleich der Objektexploration im mHB von RO-Mannchen (n=67), die auf der
C3H-Inzuchtlinie basieren. und von C3H-wt-Mannchen (n=20). Die gestrichelten Linien geben die
unteren und oberen Grenzwerte an. Bei dem basalen Test wie auch in der Konfirmation befanden
sich RO-Mause innerhalb der Grenzwerte (Mittelwerte + SEM).
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Abbildung 11: In der generellen Exploration im mHB unterschieden sich RO-Mannchen (n=67)
sowohl in dem basalen Test als auch in der Konfirmation nicht von C3H-wt-Mannchen (n=20). Die
gestrichelten Linien geben die unteren und oberen Grenzwerte an (Mittelwerte + SEM).
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Abbildung 12: Die lokomotorische Aktivitdt im mHB war bei RO-Mausen (n=67) vergleichbar mit
C3H-wt-Tieren (n=20). Sowohl bei dem basalen Test als auch bei der Konfirmation befanden sich
alle RO-Tiere innerhalb der berechneten wt-Grenzen (Mittelwert + SEM).
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Abbildung 13: Vergleich der physiologischen Erregung im mHB von RO-Méannchen (n=67), die auf
der C3-Inzuchtlinie basieren, und von C3H-wt-M&nnchen (n=20). Die gestrichelten Linien geben
die unteren und oberen Grenzwerte an, nach denen ein Tier entweder einer Normalpopulation
zugeordnet oder als Mutante identifiziert wurde. Bei den Parametern, welche die physiologische
Erregung messen, befanden sich alle RO-Méannchen innerhalb der wt-Grenzen (Mittelwerte +
SEM).
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Abbildung 14: Die soziale Affinitdét im mHB stellte sich bei RO-Méausen (n=67) &hnlich wie bei
C3H-wt-Tieren (n=20) dar. Sowohl in dem basalen Test als auch in der Konfirmation befanden
sich alle RO-Tiere innerhalb der berechneten wt-Grenzen (Mittelwert + SEM).
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Abbildung 15: In der Objekterkennung im mHB explorierten RO-Mause (n=67) im Vergleich mit wt-
Tieren (n=20) sowohl basal wie auch in der Konfirmation das unbekannte Objekt weniger lange
und weniger oft in Relation zum bekannten Objekt (Mittelwerte + SEM).
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Abbildung 16: In der basalen Testung explorierten wt-Mause beide Objekte mit einem geringen
Zeitabstand voneinander. RO-Tiere dagegen lagen (ber dem oberen Grenzwert, d.h. sie
explorierten das bekannte Objekt lange vor dem unbekannten. Im Gegensatz dazu zeigte sich bei
der Konfirmationstestung kein Unterschied zwischen den beiden Linien (Mittelwerte + SEM).
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3.2 Die selektive Objekterkennung

Um die Resultate der RO-Tiere aus der Verhaltensphanotypisierung im mHB in
einem selektiven Verhaltenstest zu Uberprifen, wurde eine Woche nach der
Phanotypiserung im mHB mit RO- (n=6) und wt- (n=10) Mannchen ein selektiver
Objekterkennungstest durchgefuhrt.

Die Ergebnisse wurden mittels einer Zwei-Faktoren Varianzanalyse mit
Messwiederholung untersucht, wobei Mauslinie und Versuchstag als unabhangige
Variablen definiert wurden. Bei einer signifikanten Interaktion der Faktoren wurde
eine post-hoc Analyse durchgefluhrt. Demzufolge beziehen sich die aufgeflihrten
Freiheitsgrade und p-Werte ausschlieBlich auf die Interaktion Mauslinie x
Versuchsdurchlauf sowie die Ergebnisse der post-hoc Analyse.

RO-Tiere zeigten im Vergleich zu wt-Mausen keine Unterschiede in der
Lokomotion (gelaufene Distanz F4 14=0,025; p=0,877; Abbildung 17) und der
generellen Exploration (rearings F1,14=0,976; p=0,34; Abbildung 17).
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Abbildung 17: Bei dem selektiven Objekterkennungstest zeigte sich in der Lokomotion (gelaufene
cm) und der generellen Exploration (rearings) kein signifikanter Unterschied zwischen wt-Mausen
und RO-Tieren (Mittelwert + SEM).

Dagegen ergab die Analyse einen signifikanten Unterschied zwischen RO-Mausen
und wt-Tieren bei der Exploration beider Objekte (e1, e2; Fq 2,=6,11; p=0,03;
Abbildung 18). Die post-hoc Analyse zeigte, dass RO-Mause am zweiten Tag
mehr Zeit mit beiden identischen Objekten verbrachten (e1) als die wt-Tiere
(p=0,01). Der Vergleich beider Linien in den Quotienten q1 und g2 ergab eine
signifikante Interaktion (Fq 22=8,296; p=0,01; Abbildung 19). Die post-hoc Analyse
zeigte, dass zum einen innerhalb der Mauslinie wt-Tiere einen héheren g2 als q1

hatten (p=0,001), zum anderen war g2 der wt-Mause hoéher als g1 (p=0,001) und
hoher als g2 (p=0,003) der RO-Tiere.
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Abbildung 18: RO-Tiere explorierten die beiden identischen Objekte (Berechnung von el und e2
s. Abschnitt 2.3) am zweiten Versuchstag (el) signifikant langer als wt-Mause. Dagegen zeigte
sich kein Unterschied zwischen den beiden Linien bei der Objektexploration am dritten Versuchtag
(e2) (Mittelwerte + SEM; * p< 0.05).
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Abbildung 19: Die Parameter zur Untersuchung der Objekterkennung (q1 und g2 zur Berechnung
s. Abschnitt 2.3) ergaben einen signifikanten Unterschied innerhalb der wt-Linie am zweiten
Versuchstag (gl) mit zwei identischen Objekten verglichen mit dem dritten Versuchstag (q2) mit
zwei verschiedenen Objekten im Test. Wahrend am zweiten Versuchstag wt-Mause wie auch RO-
Tiere fur die Exploration beider identischer Objekte jeweils die gleiche Zeit aufwendeten,
verbrachten wt-Mause mehr Zeit mit dem unbekannten Objekt am dritten Versuchstag verglichen
mit RO-Mausen (Mittelwerte + SEM; * p< 0.05).

3.3 Dieraumliche Lernkurve im mHB

Zur weiteren Untersuchung der Gedachtnisleistung der RO-Tiere wurden RO-
(n=8) und wt-Mause (n=8) in einem raumlichen Test untersucht. Hierbei wurden
vier Versuchsdurchgange pro Tag uber einen Zeitraum von finf Tagen
durchgefuhrt. Am letzten Versuchstag wurde die Sequenz der markierten Locher
verandert. Zur Auswertung wurde eine Drei-Faktoren Varianzanalyse mit
Messwiederholung durchgefuhrt, wobei Mauslinie, Versuchsdurchlauf und

Versuchstag als unabhangige Variablen definiert wurden. Die Werte beziehen
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sich, wenn nicht ausdricklich anders beschrieben, auf die Interaktion aller
Faktoren. Zur vereinfachten Darstellung wurden die Versuchstage durch
gestrichelte Linien markiert. Bezuglich der Wiederholungsfehler wurde eine
signifikante Interaktion zwischen Mauslinie x Versuchsdurchgang (Fi2, 168=4,3;
p=0,001; Abbildung 20) ermittelt, wobei RO-Mause jeweils im zweiten

Versuchsdurchgang mehr Wiederholungsfehler machten als wt-Tiere.
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Abbildung 20: Bei der Anzahl der Wiederholungsfehler machten RO-Mause jeweils im zweiten
Versuchsdurchgang mehr Wiederholungsfehler als wt-Mause (Mittelwertex SEM).

Dagegen ergaben sich signifikante Unterschiede in der Interaktion aller drei
Faktoren bei der Anzahl der falschen Zylinder (F12, 168=2,69; p=0,002; Abbildung
21). Es zeigte sich, dass RO-Mause wahrend des ersten Versuchsdurchgangs am
zweiten Tag (p=0,007) mehr falsche Zylinder besuchten als wt-Mause. Im
Gegensatz dazu besuchten RO-Mause weniger falsche Zylinder als wt-Tiere
wahrend des zweiten Versuchsdurchgangs am dritten Tag (p=0,002) und des
ersten Versuchsdurchgangs am vierten Versuchstag (p=0,02). Die Anzahl der
ausgelassenen Zylinder ergab eine signifikante Interaktion aller drei Faktoren (F2,
168=2,66; p=0,003; Abbildung 22), dabei lielen RO-Tiere wahrend des ersten
Versuchsdurchgangs am ersten Tag (p=0,001) wund des zweiten
Versuchsdurchgangs am vierten Tag (p=0,02) weniger Zylinder aus als wt-Tiere.
Die Analyse ergab fur den Parameter Latenz Zylinder eine signifikante Interaktion
zwischen Versuchsdurchlauf x Mauslinie (Fs, 42=4,54; p=0,008; Abbildung 23).

Uber die Versuchstage gemittelt zeigten RO-M&use eine kleinere Latenz als wt-
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Tiere im ersten Versuchsdurchgang (p=0,001) sowie im zweiten
Versuchsdurchgang (p=0,001).
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Abbildung 21: Bei dem Parameter zur Messung des deklarativen Gedéachtnisses zeigten wt-
Mause einen signifikanten Unterschied zu RO-Tieren. Wahrend RO-Mause beim ersten
Versuchsdurchgang am zweiten Tag mehr falsche Zylinder besuchten als wt-Mause, machten wt-
Tiere mehr Fehler beim dritten Versuchsdurchgang am dritten Tag und beim ersten Durchgang
am vierten Tag (* p<0,05 Mittelwerte £ SEM).
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Abbildung 22: RO-Mause liel3en wahrend des ersten Versuchsdurchgangs am ersten Tag und des

zweiten Versuchsdurchgangs am dritten Tag weniger Zylinder aus, als wt-Mause (* p<0,05
Mittelwerte £ SEM).
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Abbildung 23: Bei der Latenz bis zum ersten Zylinderbesuch wurde eine signifikante Interaktion
Mauslinie x Versuchsdurchgang ermittelt. Es zeigte sich, dass RO-Mause wahrend der ersten und
zweiten Versuchsdurchgénge eine bedeutend niedrigere Latenz zeigten als wt-Mause (Mittelwerte
+ SEM).

Trotz der Unterschiede in der Latenz bis zum ersten Zylinderbesuch zeigte sich
keine Signifikanz fir die Interaktion der Faktoren bei der Anzahl der explorierten
Zylinder (F12, 168=1,31; p=0,22; Abbildung 25).

Bei der Versuchsdauer konnte kein Unterschied zwischen den Mauslinien ermittelt
werden (F12, 168=0,82; p=0,63; Abbildung 25). Bezuglich der Angstparameter ergab
die Analyse keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Mauslinien (%
board: Fi2, 168=1,58; p=0,10; Abbildung 26; Latenz board: Fi2 16s=0,52; p=0,89;
rearing board: Fq2, 168=1,52; p=0,12). Im Bezug auf die physiologische Erregung
der Tiere ergab sich eine signifikante Interaktion zwischen den Faktoren Mauslinie
x Tag, wobei RO-Tiere am letzten Versuchstag Uber die Versuchsdurchgange
gemittelt weniger Kotballchen absetzten als wt-Mause (Mauslinie x Versuchstag
Fs4 56=2,80; p=0,034). Allerdings wurde kein Unterschied fur den Parameter %
grooming ermittelt (F12, 16s=1,01; p=0,44).
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Abbildung 24: In dem raumlichen Lerntest zeigten beide Mauslinien keinen signifikanten
Unterschied bei der Anzahl der explorierten Zylinder (Mittelwerte + SEM).
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Abbildung 25: Die Zeit, welche die Tiere auf dem board verbrachten, dient zur Messung des

angstbezogenen Verhaltens. Die Varianzanalyse ergab hierbei keinen Unterschied zwischen den
beiden Mauslinien (Mittelwerte + SEM).



Ergebnisse 37

Bezuglich der lokomotorischen Aktivitat (Linientbertritte) ergab die Interaktion aller
drei Faktoren einen signifikanten Effekt (F12 16s=2,49; p=0,005; Abbildung 27). Die
post-hoc Analyse zeigte, dass RO-Mause weniger aktiv waren als wt-Tiere
wahrend des ersten (p=0,001) und zweiten (p=0,001) Versuchsdurchgangs am
ersten Tag sowie wahrend des ersten (p=0,007), zweiten (p=0,02) und dritten
(p=0,002) Versuchsdurchgangs am zweiten Tag. Dieser Unterschied blieb
bestehen wahrend des ersten Versuchsdurchgangs am dritten Tag (p=0,001) und
wahrend des zweiten Versuchsdurchgangs des vierten Tages (p=0,005) sowie
wahrend des ersten Versuchsdurchgangs am flunften Tag (p=0,01). Im Gegensatz
dazu wurde in der generellen Exploration (rearings box) keine signifikante
Interaktion der drei Faktoren ermittelt (F12, 264=1,59; p=0,09; Abbildung 28).
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Abbildung 26: In der raumlichen Lernkurve im mHB war die lokomotorische Aktivitat bei wt-Tieren
signifikant héher als bei RO-Mausen (Mittelwerte + SEM; * p< 0.05).
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Abbildung 27: Beziiglich der generellen Exploration in der raumlichen Lernkurve zeigten die
beiden Mauslinien keinen signifikanten Unterschied (Mittelwerte + SEM).

Die Analyse bezuglich der Interaktion mit der sozialen Gruppe ergab fur beide

Mauslinien keine signifikante Interaktion (F12, 168=1,33; p=0,21).

3.4 Die pharmakologische Validierung

Zur Validierung des Verhaltensphanotyps der RO-Mause wurde ein selektiver
Objekterkennungstest unter dem Einfluss eines Acetylcholinesterasehemmers
(Metrifonate) durchgefuhrt. Eine Woche nach der Verhaltensphanotypisierung im
mHB wurden RO-Mause (n=13) in der selektiven Objekterkennung getestet. Eine
behandelte Gruppe (Pharma, n=7) wurde mit einer Vehikel-Gruppe (Vehikel, n=6)
verglichen. Die Daten wurden mittels einer Zwei-Faktoren Varianzanalyse mit
Messwiederholung ausgewertet, wobei Behandlung und Versuchstag die beiden
unabhangigen Variablen darstellten. Bei einer signifikanten Interaktion der
Faktoren wurde eine post-hoc Analyse durchgefuhrt. Demzufolge beziehen sich
die aufgefihrten Freiheitsgrade und p-Werte ausschlieB3lich auf die Interaktion
Behandlung x Versuchsdurchlauf sowie die Ergebnisse der post-hoc Analyse.
Pharma-Tiere zeigten im Vergleich zu Vehikel Mausen keine Unterschiede in der
Lokomotion (gelaufene Distanz F4 11=0,068; p=0,798; Abbildung 26) und der
generellen Exploration (rearings F1,11=0,67; p=0,43; Abbildung 26).
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Abbildung 28: Bei der pharmakologischen Validierung zeigte sich in dem selektiven
Objekterkennungstest bei der Lokomotion (gelaufene cm) und der generellen Exploration
(rearings) kein signifikanter Unterschied zwischen Vehikel-Mausen und der behandelten Gruppe
(Mittelwert + SEM).

Bei der Exploration beider Objekte unterschieden sich die Pharma-Mause nicht
von den Vehikel-Tieren (e1, e2; F1 11=0,082; p=0,78; Abbildung 29).
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Abbildung 29: Pharma-Tiere explorierten die beiden identischen Objekte (Berechnung von el und
e2 s. Abschnitt 2.3) am zweiten Versuchstag (el) genauso lang wie die verschiedenen Objekte
am dritten Versuchstag (e2). Des weiteren zeigte sich kein Unterschied zwischen den beiden
Linien bei der Objektexploration an den beiden Versuchstagen (Mittelwerte + SEM).

Der Vergleich beider Experimentalgruppen in den Quotienten g1 und g2 ergab
eine signifikante Interaktion (F4 11=7,01; p=0,023; Abbildung 30). Die post-hoc
Analyse zeigte, dass zum einen die Pharma-Tiere einen hoheren g2 als q1 hatten
(p=0,01) und zum anderen der g2 der Pharma-Gruppe hoher als q1 (p=0,02) und
héher als g2 (p=0,005) der Vehikel-Tiere war.
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Abbildung 30: Die Quotienten zur Untersuchung der Objekterkennung (q1 und g2 zur Berechnung
s. Abschnitt 2.3) ergaben einen signifikanten Unterschied zwischen den Versuchsdurchlaufen der
Pharma-Tiere (q1 und g2). Des weiteren wurde ein signifikanter Unterschied zu den Vehikel-
Tieren am zweiten und am dritten Versuchstag ermittelt. Wahrend am zweiten Versuchstag
Pharma-Mause wie auch Vehikel-Tiere beide identischen Objekte ungeféahr gleich lang
explorierten, verbrachten Pharma-Méuse mehr Zeit mit dem unbekannten Objekt am dritten
Versuchstag verglichen mit Vehikel-Mausen (Mittelwerte + SEM; * p< 0.05).

3.5 c-Fos Analyse nach der selektiven Objekterkennung

Fur die Auswertung der c-Fos Farbung wurden pro Tier und Hirnregion 20
Hirnschnitte analysiert. Dabei wurde die Anzahl der Zellen willkurlich von jeweils
einer Hemisphare ermittelt. AnschlieRend wurde aus diesen Zahlen der Mittelwert
der aktiven Zellen pro Tier und Hirnregion errechnet. Diese Mittelwerte gingen als
absolute Zahl fir jedes Tier pro Hirnregion in die Ein-Faktoren Varianzanalyse ein.
Die zwei Kontrollgruppen (Stress, basal) dienten zur Uberpriifung der Methode.
Somit wurde bei diesen Tieren ausschlieBlich die Anzahl der c-Fos
exprimierenden Zellen im Nukleus Paraventrikularis gezahlt. Hierbei zeigte die
Versuchsgruppe nach 10 mindtigem Schwimmen eine signifikante Erhéhung der
c-Fos Expression verglichen mit den basalen Tieren (Fi 11= 6,27; p=0,03;
Abbildung 31).
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Abbildung 31: Die quantitative Auswertung der immunhistochemischen Farbung von c-Fos im
PVN der beiden Kontrollgruppen zeigte signifikant mehr aktive Zellen bei den gestressten Tieren
verglichen mit unbehandelten basalen Mausen (n=6; Mittelwerte + SEM; * p< 0.05).

Kontrolle basal PVN Kontrolle Stress PVN

Abbildung 32: Exemplarische Ausschnitte aus dem PVN (10fach vergroRert) zeigen die c-Fos
Expression bei der basalen Kontrollgruppe im Vergleich zu Mausen, welche durch Schwimmen
gestresst wurden.

Die Resultate der RO-Mause verglichen mit wt-Tieren nach der selektiven
Objekterkennung zeigten einen signifikanten Effekt sowohl im Barrel Kortex als
auch im perirhinalen Kortex. Wahrend RO-Mause im Barrel Kortex mehr c-Fos

exprimierten als wt-Tiere (F1 11= 5,5; p=0,04; Abbildung 33), zeigten sie im
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perirhinalen Kortex eine signifikant geringere Expression als wt-Mause (F4 11=
10,96; p=0,007; Abbildung 34).
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Abbildung 33: Die quantitative Auswertung der c-Fos Expression im Barrel Kortex ergab
signifikant mehr aktive Zellen bei RO-Mausen verglichen mit wt-Tieren (n=6; Mittelwerte + SEM; *
p< 0.05).
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Abbildung 34: Wahrend der selektiven Objekterkennung exprimierten RO-Tiere signifikant weniger
c-Fos im perirhinalen Kortex als wt-Mause (n=6; Mittelwerte + SEM; * p< 0.05).
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Abbildung 35: Exemplarische Darstellung des Barrel Kortex und perirhinalen Kortex in
Hirnschnitten (10 fach vergroRert) von wt- und RO-Mausen mit einer immunhistochemischen c-
Fos Farbung. Die Tiere wurden zuvor in einem selektiven Objekterkennungstest untersucht.

3.6 Die Kopplungsanalyse

Fur die Kopplungsanalyse wurden 93 Mikrosatellitenmarker verstreut Uber das
gesamte Genom bei 48 phanotyppositiven N2-Tieren der RO-Linie untersucht. Die
Auswertung erfolgte mittels eines Chi-Quadrat-Tests, wobei die zu erwartende
Haufigkeit des Auftretens von parentalen bzw. rekombinanten Loci mit der
beobachteten Haufigkeit verglichen wurde.

Als Signifikanzschwelle wurde Chi2=15; p=0,0001 festgelegt. Die Auswertung der
Kopplungsanalyse ergab keine signifikante Kopplung zwischen dem Phanotyp und

einem genetischen Marker (Tabelle 11).
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Tabelle 11: Resultate der statistischen Auswertung der Kopplungsanalyse.

Marker parental rekombinant Chi2
D1Mit211 49% 51% 0,02
D1Mit216 54% 46% 0,23
D1Mit303 58% 42% 0,95
D1Mit338 53% 47% 0,11
D1Mit424 54% 46% 0,22
D2Mit365B 49% 51% 0,02
D2Mit380B 43% 57% 0,9
D2Mit411A 53% 47% 0,11
D2Mit525A 48% 53% 0,1
D3Mit130A 49% 51% 0,02
D3Mit169A 56% 44% 0,61
D3Mit76 56% 44% 0,61
D3Mit84 61% 39% 1,98
D4Mit180A 46% 54% 0,22
D4Mit31 35% 65% 3,6
D4Mit39 49% 51% 0,02
D4Mit87 44% 56% 0,61
D5Mit138A 38% 63% 25
D5Mit20A 42% 58% 0,95
D5Mit255 51% 49% 0,02
D5Mit388A 61% 39% 1,68
D6Mit105 63% 37% 2,13
D6Mit183 54% 46% 0,22
D6MIit289A 48% 53% 0,1
D6Mit348 46% 54% 0,23
D7Mit145 39% 61% 1,98
D7Mit227 46% 54% 0,22
D7Mit238 46% 54% 0,22
D7Mit259 54% 46% 0,22
D8Mit112A 44% 56% 0,61
D8Mit31 46% 54% 0,22
D8MIit339A 56% 44% 0,5
D8Mit42A 46% 54% 0,22
D9Mit12 39% 61% 1,98
DIMit18A 34% 66% 4,12
DIMIit289A 48% 53% 0,1
DIMIit297A 44% 56% 0,64
DIMIt311A 33% 68% 4,9
D10Mit123A 46% 54% 0,22
D10Mit134 38% 62% 2,08
D10Mit271 41% 59% 1,2
D10Mit3A 45% 55% 0.4
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Marker parental rekombinant Chi2
D10Mit42A 46% 54% 0,22
D11Mit214 39% 61% 1,98
D11Mit242 56% 44% 0,61
D11Mit271 61% 39% 1,98
D11Mit322 54% 46% 0,23
D11Mit36 56% 44% 0,61
D11Mit82 57% 43% 0,9
D11Mit86 60% 40% 1,6
D12Mit221 54% 46% 0,22
D12Mit259 47% 53% 0,11
D12Mit263 53% 48% 0,1
D12Mit34A 47% 53% 0,11
D13Mit139A 33% 67% 5,33
D13Mit14 33% 67% 5,33
D13Mit144A 38% 63% 3
D13Mit164 29% 71% 8,33
D13Mit198 31% 69% 6,75
D13Mit202A 41% 59% 1,2
D13Mit21 35% 65% 4,08
D13Mit24 38% 62% 2,57
D13Mit262 48% 53% 0,1
D13Mit287 38% 62% 2,08
D13Mit30 34% 66% 4,79
D13Mit63 30% 70% 7,68
D13Mit64 30% 70% 7,68
D13Mit67 40% 60% 2,08
D13Mit88 31% 69% 6,75
D13Mit97 38% 63% 3
D14Mit155A 58% 42% 0,95
D14Mit174A 60% 40% 1,6
D14Mit97B 56% 44% 0,61
D15Mit171 42% 58% 0,95
D15Mit270A 50% 50% 0
D15Mit85 45% 55% 0.4
D16Mit101 38% 63% 3
D16Mit30A 35% 65% 4,08
D16Mit146 38% 63% 3
D16Mit189A 41% 59% 1,2
D16Mit5 41% 59% 1,32
D16Mit75A 40% 60% 2,08
D16Mit88A 40% 60% 2,08
D17Mit133A 44% 56% 0,61
D17Mit180 43% 57% 0,9
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Marker parental rekombinant Chi2

D17Mit206 49% 51% 0,02

D18Mit183 55% 45% 0,4

D18Mit187 65% 35% 3,6

D18Mit60 45% 55% 0.4

D19Jpk1A 40% 60% 2,08

D19Mit11 38% 62% 2,57

D19Mit111 34% 66% 4,12

D19Mit19 43% 57% 0,9
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4 Diskussion

4.1 Charakterisierung und Penetranz des Verhaltensphanotyps der RO-

Linie

Zur Erforschung von psychischen Krankheiten sind Tiermodelle von unerlasslicher
Bedeutung. Im Gegensatz zu pharmakologisch oder verhaltensbiologisch
induzierten Krankheitsbildern bei Versuchstieren kann man bei genetisch
manipulierten Tiermodellen neben der Symptomatik auch die zugrundeliegenden
Ursachen und die Behandlungsmoglichkeiten einer Erkrankung untersuchen
(Mckinney & Bunney 1969). Die Validitat eines klinisch relevanten Tiermodells
basiert daher neben einem stabilen Verhaltensphanotyp auch auf einer
pharmakologischen Validierung dieses Phanotyps. In Verbindung mit dem ENU
Projekt wird vor allem auch die Identifikation noch nicht erforschter

Kandidatengene angestrebt (Soewarto et al., 2000; Hrabé de Angelis et al., 2000).

4.1.1 Der Verhaltensphanotyp

Die Exploration einer neuen Umgebung ist essentiell fir das Uberleben eines
Tieres. Zum Zweck der Futtersuche wie auch zur Entdeckung von Gefahren
besitzen die meisten Lebewesen einen natlrlichen Explorationsantrieb (Berlyne,
1960). Diese angeborenen Eigenschaften konnen als Basis zur Untersuchung des
Verhaltensphanotyps bei Mausen genutzt werden. Im mHB wurden diese
naturlichen Verhaltensweisen in einer Vielzahl von Parametern gemessen, um so
den Verhaltensphanotyp von C3H-wt-Mausen und RO-Tieren zu untersuchen (s.
Kapitel 2.2.1). Hierbei zeigten RO-Mause ein ahnliches Verhalten wie wt-Tiere
bezuglich der Lokomotion, der Exploration, des Angstverhaltens und der sozialen
Affinitat. Allein die Parameter zur Messung der Objektdiskriminierung (Abbildung
15) lagen bei den RO-Tieren aulerhalb der Normwerte, die fir das Verhalten der
wt-Tiere berechnet wurden. Obwohl RO-Mause die Objekte insgesamt ahnlich
lange explorierten wie wt-Mause (Abbildung 10), verbrachten sie diese Zeit
vorwiegend mit dem bekannten Objekt. Diese Verhaltensweise deutete auf eine
beeintrachtige Fahigkeit bei der Diskriminierung zwischen dem bekannten und
unbekannten Stimulus hin. Auffallig ist hierbei, dass wt-Mause basal beide Objekte

fast zeitgleich explorieren (Abbildung 16), wahrend sie in der Konfirmation das
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bekannte Objekt zuerst untersuchten. RO-Tiere hingegen verhielten sich
diesbezuglich in beiden Versuchsdurchgangen identisch, indem sie das bekannte
Objekt deutlich vor dem Unbekannten explorierten.

Studien zufolge explorieren Tiere, die zwischen einem bekannten und einem
unbekannten Objekt wahlen kdnnen, das unbekannte bedeutend langer (Ennaceur
& Delacour, 1988; Buckley & Gaffan, 1998; Bussey & Saksida, 2002; Tanaka,
1993; Powell et al., 2002; Sewards & Sewards, 2002). Des weiteren konnte
gezeigt werden, dass Tiere mit Lasionen im perirhinalen Kortex beide Objekte
ungefahr gleich lang explorierten (Bussey, et al. 2003; Buckley & Gaffan, 1998;
Bussey & Saksida, 2002; Mumby et al. 2002). Daraus wurde geschlossen, dass
Nagetiere mit einem intakten Gedachtnissystem einen bekannten Stimulus als
solchen erkennen und daraufhin mehr Zeit mit dem unbekannten Objekt
verbringen. Das Verhalten der wt-Tiere in der vorliegenden Studie entsprach
demzufolge einem funktionierenden  Gedachtnissystem, wahrend die
beeintrachtigte Objekterkennung bei RO-Tieren auf einen Fehler in einem der
notwendigen Verarbeitungssysteme hindeutete. Dabei konnen unterschiedliche
Faktoren eine Rolle spielen. Zur Wiedererkennung eines Objektes gehdrt neben
der Gedachtnisleistung auch die Fahigkeit zur Wahrnehmung des Gegenstandes.

Zur genaueren Untersuchung der RO-Linie wurden im Laufe dieser Arbeit weitere

Verhaltenstests sowie immunhistologische Methoden angewandt.

4.1.2 Penetranz

Zur Untersuchung der Stabilitdt und Penetranz des Verhaltensphanotyps wurde
die RO-Linie Uber sieben Generationen auf der C3H-Inzuchtlinie basierend
gezuchtet (Abbildung 36). Der Phanotyp galt als bestatigt, wenn ein Tier bei der
Relation der verbrachten Zeit mit den jeweiligen Objekten mehr als 2,75/2 x
Standardabweichung vom wt-Verhalten abwich. Es wurde von jeder Generation
eine Stichprobe von Tieren getestet. Die Penetranz des Phanotyps lag im
Durchschnitt Uber alle Generationen bei 46%, wobei zwischen den Generationen
erhebliche Schwankungen zu beobachten waren. Bei einer dominanten Variante
geht man theoretisch von einer Penetranz von 50% aus, da jeweils eine Variante
mit einer wt-Maus verpaart wird. Folglich sollten 50% der Tiere zwei wt-Allele
erhalten und die anderen 50% ein wt-Allel und das veranderte dominante Allel der
Varianten erben (Mendel, 1865).



Diskussion 49

phdnatypisieren

8 s ¥ £ 5 ¥ ¥ ;
£ . & & & K .8 B B
w 0 ™ w rm T ox ) )y =) =
= } ¥ oea 1 i Y o E
(] % L E‘ Lk LL [
O 2 FxeLswt
o M1 = BLS wi
L ™

M2 genolypisieren

Abbildung 36: Schema des Zuchtplans der RO-Linie, bei welcher ein dominanter Vererbungsgang
vermutet wurde.

Die groRen Schwankungen zwischen den Generationen konnten grof3tenteils auf
die relativ geringe Anzahl der getesteten Tiere pro Generation zurlckzufuhren
sein. Wichtig war, dass der Phanotyp in jeder Generation erneut beobachtet
wurde. Die durchschnittliche Penetranz von 46% wies darauf hin, dass insgesamt
eine Annaherung an den statistisch idealen Wert von 50% durch eine grofde
Anzahl von Tieren erreicht wurde. Man kann in dem Fall nicht von einer
vollstandigen Penetranz sprechen. Jedoch wurde der Phanotyp mit einer nahezu

idealen Haufigkeit weiter vererbt.
4.2 Die selektive Objekterkennung

Die selektive Objekterkennung ist ein Verhaltenstest, bei dem den Tieren aulder
dem bekannten und unbekannten Objekt kein weiterer Stimulus prasentiert wird.
Der selektive Objekterkennungstest wurde zur Untersuchung des deklarativen
Gedachtnisses entwickelt, da die Tiere das bekannte Objekt als solches erkennen
mussen (Ennacour & Delacour, 1988; Dodart et al., 1997). Hierbei handelt es sich
um eine hypothesenorientierte gezielte Untersuchung, sodass eine Vielzahl von
Verhaltensweisen wie z.B. sozialer Kontakt und Angstverhalten, die im mHB
gemessen wurden, im selektiven Objekterkennungstest nicht untersucht werden

konnen. Daflr werden Unterschiede zwischen den Tieren bezuglich der
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Objekterkennung verstarkt hervorgehoben. Aufgrund des Versuchsaufbaus ist es
maglich, die Exploration von zwei identischen unbekannten Objekten mit der von
einem bekannten und einem unbekannten Objekt zu vergleichen.
Ubereinstimmend mit den Ergebnissen aus der Verhaltensphanotypisierung im
mHB konnte bei der selektiven Objekterkennung kein Unterschied bezuglich der
Lokomotion und generellen Exploration (Abbildung 17) zwischen den Tieren
gefunden werden. Obwohl RO-Tiere die beiden identischen Objekte insgesamt
langer explorierten als wt-Mause (Abbildung 18), ergab sich bei beiden Mauslinien
keine Praferenz fur eines der Objekte (Abbildung 19). Folglich kann eine
Seitenpraferenz der Tiere ausgeschlossen werden.

Im Laufe des Objekterkennungstests investierten beide Mauslinien gleich viel Zeit
in die Exploration der beiden verschiedenen Objekte (Abbildung 18). Allerdings
zeigten wt-Mause im Gegensatz zu RO-Tieren mehr Interesse fur das unbekannte
Objekt als fur das bekannte (Abbildung 19). Diese Verhaltensweise deutete darauf
hin, dass RO-Tiere schlechter zwischen den Objekten diskriminieren konnten als
wt-Mause (Bartolini et al., 1996; Sargolini et al., 2002, Ryabinin et al., 2002).
Aufgrund der Zeit, welche die beiden Mauslinien zur Objektexploration
verwendeten kann ausgeschlossen werden, dass die beeintrachtigte
Objekterkennung auf einer reduzierten Motivation der RO-Mause beruhen kénnte.
Allerdings blieb weiterhin ungeklart, ob RO-Tiere die Objekte schlechter
wahrnehmen konnten oder ob es sich um eine reduzierte Gedachtnisleistung
handelte. Insgesamt bestatigten die Resultate, dass RO-Mause nicht nur in einem
komplexen Verhaltenstest wie dem mHB eine reduzierte Fahigkeit zur
Objekterkennung zeigten, sondern auch in einem selektiven
Objekterkennungstest. Daraus lasst sich schlie3en, dass es sich bei der RO-Linie
um einen stabilen Phanotyp handelte, der sich nicht auf einen spezifischen

Versuchsaufbau bezog.
4.3 Dieraumliche Lernkurve

Bei der raumlichen Lernkurve sollten die Tiere lernen, eine Markierung an einem
Zylinder mit einer Futterbelohnung zu assoziieren. Bei dieser komplexen
kognitiven Aufgabe kann sowohl die Leistung des Arbeitsgedachtnisses als auch
die des deklarativen Gedachtnisses untersucht werden. Die zeitlich begrenzte

Speicherkapazitat des Arbeitsgedachtnisses sollte durch wiederholte Besuche
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eines markierten Zylinders innerhalb eines Versuchdurchgangs eingeschatzt
werden. Die Leistung des deklarativen Gedachtnisses dagegen wurde mittels der
Anzahl der Besuche der falschen Zylinder definiert (siehe Kapitel 2.5). Im
Gegensatz zum Objekterkennungstest wurde hierbei die Fahigkeit des Erlernens
einer assoziativen  Aufgabenstellung und weniger das angeborene
Explorationsverhalten untersucht. Aufgrund der raumlichen Komponente wird bei
diesem Verhaltensversuch neben dem perirhinalen Kortex auch der Hippokampus
zur Verarbeitung der Aufgabenstellung bendétigt, was einen weiteren Unterschied
zur Objekterkennung darstellte.

Das Verhalten der Tiere deutete weder auf einen Unterschied bezuglich des
Arbeitsgedachtnisses noch auf Abweichungen in der deklarativen
Gedachtnisleistung hin. Beide Mauslinien bendétigten die gleiche Zeit bis zum
Losen der Aufgabenstellung. Die grundlegende Motivation, in einem Zylinder nach
der Futterbelohnung zu suchen, war bei den RO-Tieren anfangs tendenziell hoher
als bei wt-Mausen (Abbildung 23). Jedoch =zeigte sich auch nach einer
Angleichung beider Mauslinien in diesem Parameter kein Unterschied in der
kognitiven Leistung der Tiere. Die Motivation, alle drei Futterbelohnungen zu
suchen, wurde mit der Anzahl der ausgelassenen Futterbelohnungen (Abbildung
22) eingeschatzt und auch hier war kein Unterschied zwischen den beiden
Mauslinien festzustellen.

In dem raumlichen Lerntest waren RO-Tiere in der box sowohl lokomotorisch als
auch bei der generellen Exploration weniger aktiv als wt-Mause (Abbildung 26 und
27). Im Gegensatz dazu verbrachten sie tendenziell mehr Zeit auf dem board
(Abbildung 25). Allerdings besuchten RO-Tiere trotz ihrer vermehrten Zeit auf dem
board nicht mehr Zylinder als wt-Mause (Abbildung 24).

In einer Studie von Roullet & Lasalle (1995) wurden acht verschiedene wt-
Mauslinien in  einem komplexen raumlichen Verhaltensversuch  mit
Futterbelohnung getestet. Als Ergebnis zeigte sich, dass C3H-Mause die
Aufgabenstellung nach funf Versuchsdurchgangen nicht erfullen konnten. Aus
dem Grund wurden diese Mause in einem zweiten Experiment mit funfzehn
Versuchsdurchgangen erneut untersucht. Die Resultate lie3en darauf schlieflden,
dass C3H-wt-Mause einen unterdurchschnittlichen Lerneffekt zeigten. Als
Erklarung wurde auf die visuelle Beeintrachtigung von C3H-Tieren hingewiesen,

da diese wt-Linie unter einer retinalen Degeneration leidet und im Alter von funf
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Wochen komplett erblindet (Sidman & Green, 1965; Nagy & Misanin, 1970).
Ammassari-Teule et al. (1993) kamen zu den gleichen Resultaten im Bezug auf
C3H-wt-Mause. Allerdings fuhrte hier eine Modifizierung des Labyrinths, in
welchem taktile Orientierungshilfen eingebaut wurden, dazu dass C3H-wt-Tiere
eine Verbesserung der Lernleistung zeigten. Nagetiere konnen mit Hilfe ihrer
Schnurrhaare auch geringe taktile Unterschiede ertasten und somit die eher
geringen visuellen Fahigkeiten ausgleichen (Gui¢-Robles et al., 1989; Lipp & Van
der Loos, 1991; Brecht et al., 1997).

In der raumlichen Lernkurve wurden die Zylinder mit Futterbelohnung mittels eines
Textilbbandes markiert. Dies fuhrte zu einem Unterschied in der
Oberflachenstruktur zwischen den richtigen und den falschen Zylindern, welcher
von den Mausen ertastet werden konnte. Somit konnten auch blinde Tiere einen
richtigen von einem falschen Zylinder unterscheiden. Insgesamt zeigten beide
Mauslinien eine vorhandene Lernfahigkeit, die sich vor allem in der Reduktion der
Versuchsdauer verdeutlichte. Allerdings lie3 sich in der erbrachten Leistung kein
Unterschied zwischen den beiden Mauslinien feststellen. Folglich schienen RO-
Mause im Bezug auf raumliche hippokampusabhangige Aufgabenstellungen keine
Beeintrachtigung zu besitzen. Man kann somit davon ausgehen, dass es sich bei
dem Verhaltensphanotyp der RO-Mause um einen sehr spezifischen Phanotyp
handelte, welcher sich selektiv auf ganz bestimmte Gedachtnissysteme

beschrankte.
4.4 Die pharmakologische Validierung

Die klinische Relevanz eines Tiermodells beruht neben einem vergleichbaren
Krankheitsbild vor allem auch auf einer aussagefahigen Behandlungsmaoglichkeit
(Mckinney & Bunney, 1969). Demzufolge stellen pharmakologische
Untersuchungen einen essentiellen Schritt zur Validierung eines Tiermodells dar.
In der vorliegenden Arbeit wurde zur pharmakologischen Bestatigung der RO-Linie
der Acetylcholinesterasehemmer Metrifonate eingesetzt. Eine Vielzahl von
Untersuchungen mit lasionierten Tieren und Alzheimerpatienten konnte zeigen,
dass Metrifonate zu einer Verbesserung der kognitiven Leistung fihrte (Cummings
et al., 2000; Williams, 1999; Lamb & Faulds, 1997; Ikonen et al., 1999; Scali et al.,
1997; Riekkinen et al., 1996). Seine Wirkung basiert auf einer Erhdhung der

Acetylcholin-Konzentration im  Gehirn, durch Inhibition des Enzyms
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Acetylcholinesterase. Zur Analyse der pharmakologischen Wirkung auf das
Verhalten der Tiere wurde eine Gruppe behandelter RO-Mause mit einer Vehikel-
Gruppe, ebenfalls bestehend aus Tieren der RO-Linie, in einem selektiven
Objekterkennungstest verglichen. Bei der Objektexploration konnte eine generelle
Seitenpraferenz bei beiden Experimentalgruppen ausgeschlossen werden, da
keines der beiden identischen Objekte langer exploriert wurde als das andere
(Abbildung 30). Bei der Objektdiskriminierung wurde durch die Behandlung mit
Metrifonate eine eindeutige Verbesserung erzielt, die dazu fihrte, dass die
behandelten Tiere mehr Zeit mit dem unbekannten Objekt verbrachten (Abbildung
30). Folglich konnte man davon ausgehen, dass das bekannte Objekt als solches
erkannt wurde. Allerdings verbrachten die Vehikeltiere sowohl am zweiten als
auch am dritten Tag insgesamt weniger Zeit mit den Objekten als die behandelten
Tiere (Abbildung 29). Dies bestatigt die Behauptung von Blokland (1996), dass der
Neurotransmitter Acetylcholin  primar flir eine erhdhte Aufmerksamkeit
verantwortlich gemacht werden sollte, welche auch zu einer Verbesserung der
Gedachtnisleistung fuhrt. Die verstarkte Aufmerksamkeit der behandelten Tiere
wird durch die Tatsache unterstrichen, dass beide Versuchsgruppen keinen
Unterschied in der generellen Exploration zeigten.

In Ubereinstimmung mit friiheren Studien konnte gezeigt werden, dass Tiere, die
ursprunglich in ihrer Gedachtnisleistung beeintrachtigt waren, durch eine
pharmakologische Behandlung mit Metrifonate ihre Gedachtnisleistung erheblich
steigern konnten (Scali et al., 1997; Riekkinen et al., 1996; Liu et al., 2002; Ikonen
et al., 1999). Folglich schienen Mause der RO-Linie ein geeignetes Tiermodell fur
Demenz oder Amnesie darzustellen. RO-Tiere zeigten auf der Verhaltensebene
sowohl eine vergleichbare Symptomatik als auch eine Verbesserung dieser

Symptome nach einer entsprechenden pharmakologischen Behandlung.

4.5 Die Rolle des perirhinalen Kortex im Gedéachtnissystem des

Temporallappens

Der perirhinale Kortex gehdrt zusammen mit dem Hippokampus, dem
parahippokampalen Kortex und dem entorhinalen Kortex zum Gedachtnissystem
des medialen Temporallappens (Abbildung 36). Dieses System ist unter anderem
fur die Verarbeitung des deklarativen Gedachtnisses zustandig. Eine Stérung

eines der Glieder dieses Kreises hat erhebliche Gedachtnisstérungen zur Folge.
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Abbildung 37: Schematische Ansicht des Gedachtnissystems des medialen Temporallappens
(geéndert nach Milner et al., 1998)

Der grofdte Teil der Informationen, die Uber den entorhinalen Kortex zum
Hippokampus weitergeleitet werden, entsteht in den benachbarten Hirnregionen,
dem perirhinalen Kortex und parahippokampalen Kortex. In diese Hirnareale
wiederum verlaufen wechselseitige Projektionen aus anderen Bereichen des
Gehirns wie z.B. des frontalen und des temporalen Lappens (Milner et al., 1998).
Auf diese Weise konnen Wahrnehmungen verarbeitet und Gedachtnisinhalte
gespeichert werden (Squire & Kandel, 1999). Bekanntlich sind die meisten
deklarativen Gedachtnisfunktionen hippokampusabhangig. Allerdings konnte
tierexperimentell mit elektrophysiologischen (Murray & Richmond, 2001) und
immunhistochemischen (Brown & Aggleton, 2001; Bussey et al., 2002; Squire &
Zola, 1998; Mumby et al., 2002; Tanaka, 1993) Methoden gezeigt werden, dass
bei Diskriminierungsaufgaben weniger der Hippokampus, sondern mehr der
perirhinale Kortex von Bedeutung ist. Quantitative Analysen des Proteins c-Fos

fuhrten zu der Annahme, dass die Gedachtnisleistung bei der Objekterkennung
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unmittelbar mit einer Aktivitat im perirhinalen Kortex und nicht zwingend im
Hippokampus verbunden war.

Die Resultate der c-Fos Untersuchung von RO-Mausen und wt-Tieren wiesen
darauf hin, dass die neuronale Aktivitat im perirhinalen Kortex bei RO-Mausen
geringer war als bei wt-Tieren (Abbildung 34). Aus fruheren Experimenten ist
ersichtlich, dass die c-Fos Expression im perirhinalen Kortex in Verbindung mit
Diskriminierungsaufgaben eine sensible und valide Methode darstellt (Xiang &
Brown, 1998; Miller et al., 1993). Zudem konnte eine Studie von Tanaka (1993)
durch elektrophysiologische Ableitungen zeigen, dass die neuronale Aktivitat bei
der Objekterkennung unabhangig von der Relevanz oder der Komplexitat eines
Objektes gleichbleibend vorhanden war.

Folglich konnte man ausschlieen, dass die unterschiedliche neuronale Aktivitat
im perirhinalen Kortex der beiden Mauslinien auf eine objektispezifische
Besonderheit zurtckzufiuhren ware. Allerdings muf® beachtet werden, dass die c-
Fos Expression einen unspezifischen Indikator darstellt, der keine weiteren
Schlisse auf bestimmte molekulare Unterschiede der Tiere zulasst. Insgesamt
zeigen die vorliegenden Daten einen Unterschied der neuronalen Aktivitat
zwischen wt-Mausen und RO-Tieren in dem Gedachtnissystem des perirhinalen
Kortex. In Verbindung mit den entsprechenden Verhaltensdaten ist anzunehmen,
dass aus der reduzierten neuronalen Aktivitat im perirhinalen Kortex eine

beeintrachtigte Gedachtnisleistung bei RO-Mausen resultierte.

4.6 Die sensorische Wahrnehmung im Barrel Kortex

Bei Mausen spielen die Schnurrhaare eine grof3e Rolle fur die sensorische
Wahrnehmung, den Gleichgewichtssinn und die Orientierung (Ahl, 1986). Im
Gehirn werden die Schnurrhaare topographisch im Barrel Kortex reprasentiert,
dieser befindet sich in der IV Schicht des somatosensorischen Kortex. Die
sensorische Information eines einzelnen Haares wird an einen barrel
weitergeleitet, der je nach Lokalisation des Schnurrhaares festgelegt ist (Kossut,
1992). Eine Vielzahl von Studien ergab, dass die c-Fos Expression in dieser
Hirnregion sensibel auf sensorische Reize reagierte (Filipkowski et al., 2000 a;
Melzer & Steiner, 1997; Staiger et al., 2002). Ein Experiment von Filipkowski
(2000b) ergab, dass die c-Fos Expression im Barrel Kortex von der Beschaffenheit

eines Stimulus beeinflusst werden kann. Objekte mit Lochern resultierten in einer
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hoheren c-Fos Expression als kompakte Gegenstande. Folglich schien die
Messung von c-Fos im Barrel Kortex eine adaquate Methode darzustellen, um
auch geringe Unterschiede in der Exploration von Objekten detektieren zu kdnnen.
Bei der quantitativen c-Fos Analyse von RO-Mausen und wt-Tieren zeigte sich
eine erhohte neuronale Aktivitat im Barrel Kortex bei RO-Mausen verglichen mit
wt-Mausen (Abbildung 33). Dies fuhrte zu der Annahme, dass RO-Tiere bei der
Objektexploration mehr sensorische Informationen an den Barrel Kortex
weiterleiteten als wt-Mause. Da beide Gruppen identische Objekte erhielten
konnte dieser Unterschied nicht durch die Eigenschaft dieser Gegenstande
hervorgerufen werden. Zusatzlich verbrachten RO-Mause mehr Zeit mit der
Exploration der beiden identischen Objekte (e1). Folglich schien sowohl die
Explorationsdauer als auch die Intensitdt, mit der RO-Mause die Objekte
untersuchten, grof3er zu sein als bei wt-Tieren. Allerdings beschrankte sich diese
Verhaltensweise auf die beiden identischen Objekte oder auf den bekannten
Stimulus. Im Zusammenhang mit den immunhistochemischen Ergebnissen aus
dem perirhinalen Kortex zeigten diese Resultate, dass RO-Mause einerseits zu
einer verstarkten Exploration der Objekte neigten, jedoch andererseits durch eine
reduzierte neuronale Aktivitat im perirhinalen Kortex eine Beeintrachtigung der

Gedachtnisleistung daraus hervorging.

4.7 Die Kopplungsanalyse

Neben Assoziationsanalysen stellen Kopplungsanalysen die gangigste Methode
zur Lokalisation von Kandidatengen dar. Bei diesem Verfahren wird nach einem
Genlocus gesucht, der mit einem bestimmten Phanotyp koseggregiert (Borecki &
Suarez, 2001). Bei den RO-Mausen wurden 93 Mikrosatellitenmarker, welche Uber
das gesamte Genom der Tiere verteilt lagen, untersucht und statistisch
ausgewertet. Soweit konnten die Ergebnisse dieser Untersuchungen keine
entsprechende genetische Region lokalisieren. Um einen auffalligen Genlocus zu
entdecken, muss er gekoppelt mit einem der Mikrosatellitenmarker vererbt
werden. Dies ist wahrscheinlicher je naher der gesuchte Locus an einem dieser
Marker lokalisiert ist. Liegt dieser Genort in einem gro3en Abstand zu den
eingesetzten Mikrosatellitenmarkern, kann es bei der Meiose zu einer

Rekombination und somit zur Segregation der beiden kommen (Knippers, 2001).
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Um dies zu verhindern sollten die Marker in nicht zu grolRen Abstanden gewahlt
werden. Bei einem Abstand von mehr als 20 cM ist es wahrscheinlich, dass es zu
einer Rekombination zwischen den Markern kommen kann. Eine Uberpriifung der
benutzten Mikrosatelliten fiihrte zur Annahme, dass einige Stellen auf dem Genom
mit Hilfe von weiteren Mikrosatellitenmarkern untersucht werden sollten (Tabelle s.

Anhang).
4.8 Schlussbetrachtung

Gedachtnissysteme bauen auf komplexen Prozessen auf, die oft durch eine Fllle
von Genen beeinflusst werden kdénnen. In den letzten Jahren wurde eine Vielzahl
von Kandidatengenen fur kognitive Prozesse beim Menschen wie auch bei der
Maus beschrieben. Beim Menschen wurden die Gene mittels Kopplungs- bzw.
Assoziationsanalysen ermittelt, wahrend bei den Studien mit Mausen
ausschliellich gezielte genetische Manipulationen vorgenommen wurden (zur
Ubersicht Morley & Montgomery, 2001). Folglich ist es mdglich, eine
Beeinflussung eines Gedachtnissystems basierend auf einer monogenetischen
Veranderung zu beobachten.

Auf Grund des stabilen Verhaltensphanotyps koénnte trotz der modifizierten
Grenzwerte die Moglichkeit einer genetischen Mutation bei der RO Linie nicht

ausgeschlossen werden.

In der vorliegenden Arbeit konnte mittels der ENU-Methode eine Linie gezlchtet
werden, die ein valides und Klinisch relevantes Tiermodell darstellte. Sowohl in
ihrem Verhaltensphanotyp als auch bezuglich der Behandlungsmaglichkeit konnen
RO-Mause modellhaft Erkrankungen wie Amnesie oder Demenz darstellen.
Aufgrund des sehr spezifischen Phanotyps von RO-Mausen konnten diese Tiere
zur Untersuchung von Zusammenhangen kognitiver Prozessen eingesetzt

werden.
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5 Zusammenfassung

In der Biomedizin haben Tiermodelle eine unentbehrliche Bedeutung erreicht. In
den letzten Jahren wurde eine Methode zur Generierung von Tiermodellen
eingefuhrt, welche auf willkurlichen genetischen Manipulationen mittels der
mutagenen Substanz ENU basiert. Hierbei wurden relevante Mausvarianten
ausschlielich aufgrund ihres Phanotyps selektiert und zur Griindung einer neuen
Mauslinie verpaart.

Da es sich hierbei um einen hypothesenfreien Ansatz handelt, wurde fir die
Verhaltensphanotypisierung ein komplexer Versuchsaufbau gewahlt, welcher es
erlaubte, eine Vielzahl von Verhaltensdimensionen in einem Test zu untersuchen.
Aufgrund der schnellen und zuverlassigen Untersuchungsmaoglichkeiten schien
das mHB besonders gut geeignet als Hochdurchsatzverfahren im Rahmen des
ENU-Projektes.

Mit dieser Methode wurde eine dominante Mausvariante identifiziert, welche sich
durch eine beeintrachtigte Objekterkennung von wt Tieren unterschied. Basierend
auf diesem F1-Tier wurde die RO-Linie gegrindet.

Im Laufe der vorliegenden Arbeit wurde die RO-Linie Uber sieben Generationen
gezuchtet und im mHB verhaltenscharakterisiert, um vor allem die Penetranz und
Stabilitat des Phanotyps uber mehrere Generationen zu untersuchen. Dabei
wurde gezeigt, dass RO-Mause einen sehr selektiven Verhaltensphanotyp
darstellten, der sich ausschliel3lich in der Objekterkennung von wt-Tieren
differenzieren lie. Die Penetranz des Phanotyps lag mit 46% in einem idealen
Bereich fur einen dominanten Vererbungsgang. Zur weiteren Analyse des
Verhaltensphanotyps von RO-Mausen wurden diese in zwei selektiven
Verhaltenstests, dem Objekterkennungstest und einem raumlichen Lerntest,
untersucht. Wahrend sich der Verhaltensphanotyp in dem selektiven
Objekterkennungstest bestatigte, wurde in dem komplexen raumlichen Lerntest
kein Unterschied zwischen RO--und wt-Mausen beobachtet. Folglich konnte
gezeigt werden, dass sich die beiden Linien in hippokampusabhangigen
Aufgabestellungen nicht voneinander unterschieden.

Durch immunhistologische als auch elektrophysiologische Untersuchungen sind
Hirnareale im kortikalen Temporallappen definiert, welche zur Wahrnehmung und

zur Verarbeitung der Informationen wahrend eines Objekterkennungstests aktiviert



Zusammenfassung 59

werden. Auf dieser Kenntnis basierend wurde die c-Fos Expression nach einem
Objekterkennungstest von RO-Tieren und wt-Mausen untersucht. Die Resultate
zeigten, dass bei RO-Tieren eine erhohte sensorische Aktivitat ausgelost wurde,
jedoch war in der Hirnregion zur Verarbeitung und Speicherung dieser
Informationen weniger neuronale Aktivitat zu erkennen. Folglich konnte die
beeintrachtigte Fahigkeit zur Objekterkennung auf einen Unterschied der Tiere bei
der Verarbeitung von Gedachtnisinhalten zurickzuflhren sein.

Zur Untersuchung der klinischen Relevanz der RO-Mause als Tiermodell wurde
eine pharmakologische Validierung mit dem Acetylcholinesterasehemmer
Metrifonate in einem selektiven Objekterkennungstest durchgefiihrt. Dabei wurde
durch die Behandlung mit Metrifonate eine signifikante Verbesserung der
Objektdiskriminierung bei RO-Tieren erreicht. Somit ist die RO-Linie als valides
klinisches Tiermodell einzustufen.

Als erster Versuch zur Ermittelung des manipulierten Gens sollte mittels einer
Kopplungsanalyse die chromosomale Region der Mutation im Genom ausfindig
gemacht werden. Dafur wurden Mikrosatellitenmarker Uber das komplette Genom
verteilt und nach einer gekoppelten Vererbung mit dem Phanotyp in Form eines
rekombinanten Locus abgesucht. Soweit wurde noch keine signifikante Kopplung
zwischen dem Phanotyp und einem der genetischen Marker gefunden. Dies
konnte darauf hindeuten, dass die Abstande zwischen den Mikrosatelliten zu grof3
gewahlt waren. Eine zweite Erklarung ware, dass der Verhaltensphanotyp nicht

auf einer genetischen Grundlage basierte.
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6 Anhang

Tabelle 12: Grenzwerte der wt-Weibchen fur die basale Testung und die Konfirmation im mHB. Im
Vergleich dazu Mittelwert + SEM der RO-Weibchen mit bestatigtem Verhaltensphanotyp.

Grenzwert Grenzwert Mittelwert + SEM

wt @ basal wt @ konfirm. |RO wt @
Parameter unten |oben |unten |oben |basal konfirm.
Rearing box 9.7 49,7 (12,3 |53,3 |27,3+3,9 |29,1+4,6
Latenz rearing box 5,0 64,5 |79 49,0 [39,9+58 (41,5+8,0
Rearing board -0,6 2,1 -0,6 1,8 0,5+0,2 0,9+0,3
Eintritt board 1,4 16,4 |1,8 152 |55+08 [6,2+0,7
% board 3,1 17,2 2,9 14,4 |146+3,7 [93+1,4
Latenz board -14,6 |188,2 |7,4 135,7 [109,6 +|89,2 £ 18,1

19,9
Explorierte Lécher -0,9 |421 |53 33,2 (16,022 |155+23
Latenz Locher -29,4 |168,3 |8,2 92,7 |74,6+20,8|54,9+10,9
Latenz 3,2 7,3 -23 18,9 75+58 |52+1,6
unbekanntes/bekanntes
Objekt
Frequenz 0,05 |23 0,2 2,1 09+0,2 |0,5+0,1
unbekanntes/bekanntes
Objekt
% Zeit 1,1 29 1,1 249 |0,7+0,1 ]0,7%0,2
unbekanntes/bekanntes
Objekt
Linienubertritte 47,1 |178,5 |58,4 [174,9 |95+9,8 94,0+7,2
% Gruppe 23 (149 |14 |144 1208+59 |189+55
Latenz Gruppe -20,1 |184,7 |9,5 106,5 |86 +21,9 (46,455
Latenz grooming 146,7 [318,1 |97,4 |(296,2 |221,9 +[159,1 +
17,5 20,0

Deféakation -0,3 |1,0 -04 0,7 0,4+0,1 1,2+0,3
Stretched attends 0 0 0 0 0+0 0+0
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Tabelle 13: Basale Grenzwerte der N2-wt-Tiere fur die Verhaltensphanotypisierung im mHB, im
Vergleich dazu Mittelwerte £ SEM der phanotypisierten und bestatigten RO-Tiere.

Grenzwert Grenzwert Mittelwert + SEM

N2 wt @ N2 wt & RO N2
B unten | oben |unten | oben Q 3
Rearing box 402 |654 |29,7 |536 [526+25 (495+26
Latenz rearing box 1,5 20,8 |03 30,9 [121+£1,2 [13,8+1,3
Rearing board -1,5 6,9 -0,3 1,4 55+£0,9 2,8+0,6
Eintritt board 6,7 21,3 |104 |221 |175+0,8 |16,3+1,1
% board 6,7 184 |74 19,1 [(17,1+0,9 [14,8+0,9
Latenz board 8,8 64,8 |[-7,3 [559 [294+3,0 (31,3137
Explorierte Locher 15,5 |61,2 (20,3 |47,6 |53,2+4,2 |48,6+55
Latenz Loécher -1,1 71,8 |-0,7 |30,5 [294+3,0 (27,835
Latenz -1,0 |27 -1,7 |58 1,2+0,3 (22104
unbekanntes/bekanntes
Objekt
Frequenz 0,1 3,2 0,2 2,2 1,2+0,1 |0,7%0,1
unbekanntes/bekanntes
Objekt
% Zeit 0,3 512 10,9 2,7 0,2+0,04 |0,5+0,05
unbekanntes/bekanntes
Objekt
Linienubertritte 984 |168,6 (80,1 |161,9 [121,5+4,1(126,3+6,6
% Gruppe 2,4 8,4 2,3 13,1 |48+08 |[57+0,6
Latenz Gruppe -0,2 |96,6 |10,3 |94,1 |48,1+8,3 |37,9+3,8
Latenz grooming 136,6 |348,6 (78,1 |353,6 |203,1 +1202,9 *

17,2 17,4

Defakation -0,3 |0,5 -06 |14 04+01 |0,8%0,2
Stretched attends 0 0 0 0 0+0 0+0
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Tabelle 14: Grenzwerte der N2-wt-Tiere fur die Konfirmation der Verhaltensphanotypisierung im
mHB, im Vergleich dazu Mittelwerte + SEM der phénotypisierten und bestéatigten RO-Tiere.

Grenzwert Grenzwert Mittelwert + SEM

N2 wt @ N2 wt & RO N2
B unten | oben |unten | oben Q 3
Rearing box 279 |715 |238 (483 [408+28 [429+25
Latenz rearing box 1,1 228 |51 229 (119+11 |157+1,8
Rearing board -16 |10,6 |-0,3 |85 11,8+7,6 [(2,8+0,5
Eintritt board 4.4 25,7 18,5 27,5 116,3+0,7 |18,5+1,0
% board 6,7 276 |116 (31,5 [20,3+1,7 [194+14
Latenz board -25 |586 |-04 (242 |20,0+2,7 (12115
Explorierte Lécher 17,6 |66,6 |196 [61,0 [39,8+2,6 |46,6+3,5
Latenz Locher 4.4 272 |-3,9 |375 |224+29 |16,3+24
Latenz 36 [12,1 |-11 5,6 33+1,1 [|39+11
unbekanntes/bekanntes
Objekt
Frequenz 0,3 1,3 0,2 1,9 0,6 £0,1 0,6 £0,1
unbekanntes/bekanntes
Objekt
% Zeit 0,7 2,4 0,6 3,9 0,4+0,06 (0,5+0,05
unbekanntes/bekanntes
Objekt
LinienUbertritte 87,1 |153,4 |66,9 |131,6 [103,4+6,0|108,9+4,0
% Gruppe -20 (17,0 |-2,3 |157 [6,9+09 |59+0,6
Latenz Gruppe -38,5 |117,9 |-2,9 |58,9 |49,2+9,1 |42,2+6,5
Latenz grooming 56,3 |[306,6 55,6 |278,2 [145,8 +|158,7 *

14,5 14,2

Defakation -0,3  |1,1 -04 |26 05+0,2 |1,2%+0,3
Stretched attends 0 0 0 00 00
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Tabelle 15: Position der Mikrosatellitenmarker, welche fur die Kopplungsanalyse bei RO-Tieren
eingesetzt wurden. Dunkel hinterlegte Felder signalisieren Marker, welche neu hinzugefugt
wurden, um Licken grofer als 20 cM zu vermeiden.

Marker Position in cM nach MGI* | Abstand zum nachsten
Marker in cM

D1Mit211 15

D1Mit303 34,8 19,8

D1Mit216 49,7 14,9

D1Mit338 62 12,3

D1Mit424 81,6 19,6

Telomer 127 15
D2Mit365 17

D2Mit380 40,4 23,4
D2Mit525 61,2 20,8
D2Mit411 77,6 16,4

Telomer 114 9
D3Mit130 3,9

D3Mit169 20,6 16,7
D3Mit76 45,2 24,6
D3Mit84 71,8 26,6
e O L
Telomer 95 7,4
D4Mit39 10,6

D4Mit87 31,4 20,8
D4Mit31 51,3 19,9
D4Mit180 81 29,7
Telomer 84 3
D5Mit388 18

D5Mit255 34 16

D5Mit20 52 18
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Marker Position in cM nach MGI* |Abstand zum nachsten
Marker in cM
D5Mit138 69 17
e (N
Telomer 92 12
D6Mit348 2,6
D6Mit183 26,5 23,9
D6Mit105 45,5 19
D6Mit289 62,3 16,8
Telomer 75 12,7
D7Mit227 16
D7Mit145 26,4 10,4
D7Mit238 53 26,6
D7Mit259 72 19
Telomer 74 2
D8Mit339 23
D8Mit31 33 10
D8Mit112 53 20
D8Mit42 71 18
Telomer 82 11
DIMit297 15
D9Mit289 38 23
DIMit12 55 17
DIMit311 65 10
DIMit18 71 6
Telomer 79 8
D10Mit123 4
D10Mit3 21 17
D10Mit42 44 23
D10Mit134 59 15
D10Mit271 70 11
Telomer 77 7
D11Mit82 14
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Marker Position in cM nach MGI* | Abstand zum nachsten
Marker in cM
D11Mit271 21 7
D11Mit86 28 7
D11Mit242 31 3
D11Mit322 44 13
D11Mit36 47,64 3,64
e N
D11Mit214 70 10,5
Telomer 80 10
D12Mit221 16
D12Mit34 29 13
D12Mit259 45 16
D12Mit263 58 13
Telomer 66 8
D13Mit14 10
D13Mit198 16 6
D13Mit88 21 5
D13Mit164 24 3
D13Mit63 26 2
D13Mit64 30 4
D13Mit139 32 2
D13Mit21 35 3
D13Mit67 37 2
D13Mit97 40 3
D13Mit24 43 3
D13Mit202 47 4
D13Mit144 48 1
D13Mit30 52 4
D13Mit287 57 5
D13Mit262 68 11
Telomer 80 12
D14Mit174 10,5
D14Mit155 25 14,5
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Abstand zum nachsten

Marker Position in cM nach MGI*
Marker in cM
D14Mit97 58 13,7
Telomer 69 11
D15Mit85 16,4
D15Mit270 28,4 12
D15Mit171 54,5 26,1
L (o A
Telomer 81 11,8
D16Mit130 4
D16Mit88 9,7 57
D16Mit146 16,9 7,2
D16Mit101 17 0,1
D16Mit75 26,7 9,7
D16Mit5 38 11,3
D16Mit189 55,2 17,2
Telomer 72 16,8
D17Mit133 10,4
D17Mit180 294 19
D17Mit206 44,3 14,9
A A L
Telomer 73 16,3
D18Mit60 16
D18Mit183 37 21
D18Mit187 47 10
Telomer 60 13
D19Mit111 15
D19Mit19 26 11
D19Mit11 41 15
D19Jpk1 55 14
Telomer 57 2

* Mouse Genome Informatics (www.informatics.jax.org).
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