Validierung einer heimkafigbasierten Verhaltenstestbatterie

zur evidenzbasierten Belastungseinschatzung bei jungen Mausen

von Maria Heike Reiber



Inaugural-Dissertation zur Erlangung der Doktorwirde
der Tierarztlichen Fakultat der Ludwig-Maximilians-Universitat
Minchen

Validierung einer heimkéfigbasierten Verhaltenstestbatterie

zur evidenzbasierten Belastungseinschatzung bei jungen Mdusen

von Maria Heike Reiber

aus Reutlingen

Miinchen 2023



Aus dem Veterindrwissenschaftlichen Departement
der Tierdrztlichen Fakultat

der Ludwig-Maximilians-Universitat Mlinchen

Lehrstuhl fur Pharmakologie, Toxikologie und Pharmazie

Arbeit angefertigt unter der Leitung von: Univ.-Prof. Dr. Heidrun Potschka



Gedruckt mit Genehmigung der Tierarztlichen Fakultat

der Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen

Dekan: Univ.-Prof. Dr. Reinhard K. Straubinger, Ph.D.
Berichterstatter: Univ.-Prof. Dr. Heidrun Potschka
Korreferent/en: Priv.-Doz. Dr. Shana M. Bergmann

Univ.-Prof. Dr. Bernhard Aigner

Univ.-Prof. Dr. Anna May

Priv.-Doz. Dr. Dorothea Doring

Tag der Promotion: 11. Februar 2023



Meiner Familie



Inhaltsverzeichnis Vv

INHALTSVERZEICHNIS

I EINLEITUNG ..ot 1
1. LITERATURUBERSICHT ..ottt 3
1. Verhaltensmuster Junger MAUSE..........cccooeriiiriiiiiecce e 3
1.1 Frihe postnatale Phase und AdOIESZENZ .........c.cccveveiieieiie i 3
1.2 AQUITE PRESE.....ceiiieiieee e 5
1.3 Einfluss maternalen Verhaltens...........ccocooviiiiiiiiininee e 7
1.4 Einfluss geschlechtsspezifischer Differenzierung..........ccoeevvveniienennnnnns 9
2. Evidenzbasierte BelastungseinSChatzung.........c.ccovvvveieieienc i, 10
2.1 Ethische Grundlagen ... 10
2.2 Rechtliche Grundlagen..........coov e 12
2.3 Belastungseinschatzung genetisch veranderter Mauslinien...................... 15
3. ScN1a-Al783V-MOCEll .......ccooeiiiieiiee e 18
4. GrIaLl-MOAEI ..o 24
5. Verhaltensuntersuchungen im HeimKafig ...........cccooeviiiiiviiciiccecnn 28
5.1 SaCCharinPraferenzZ ..o 28
52 Wihl- und Nestbauverhalten...........cccocoveiiiiiiiecce e 29
5.3 Laufrad- und HeimkafigaKtiVitat............c.cccoovveieeiiiii e 31
6. OPEN-FIEld-TESL.......oiiceccceee e e 34
7. L YT T oo SRR 35
8. Fakale Kortikosteronmetaboliten...........cccocovveiiiii i, 35
9. Fragestellung und ZielSEtzung ...........ccoeiveiiiiie e 37
1. MATERIAL UND METHODEN ......cccooiiiiiiecceeeee e 39
1. VEISUCNSEIEIE ... 39
1.1. C57BL/6 WIlAtYP-IMAUSE.......cccvvieiieiie et 39
1.2 SCN1a-AL783V-MOUEIL .......ooiieeeeceee e 40
1.3 Grial-MOUEIL .....c.oooieieee e 43
2. STUAIENABSIGN ... e 46
2.1 C57BL/6 Wildtyp-MAEUSE........ccveivieiiciieieierie e 46

Scnl1a-Al1783V-und Grial-Modell ..o 49



Inhaltsverzeichnis VI

3.

3.1
3.2
3.3
3.4
3.5
3.6
3.7

M W oe

<

A w b

VIII.

N o a s~ wDh e

VerhaltensuntersuChuNgeN.........cccooeiieie e 51
SaCCharINPIATEIENZ ......c..oiiiii e 51
NeStDAUVErNAITEN ......c.eiiiei s 51
WURIVErNAITEN ... s 52
Laufrad- und HeimKkafigaKtiVItat.............cccoveveieeviiie e 53
OPEN-FIEIA-TESE ... 53
IPWIN=SCOTE ..ttt ettt sbe et sneenre e s 54
Wérmebildbasierte Wurflberwachung ...........ccocoovvviiieienencccee 55
Féakale Kortikosteronmetaboliten..........ccooviiiiiniiininiee e 55
STALISTIK .t e 56
ERGEBNISSE ..o 58
C57BL/6 Wildtyp-IMEUSE ........ocvveieeiieieieece e 58
ScN1a-Al783V-MOodell ..o 68
Grial-MOGEIL........oceeiiee s 82
Korrelations- und Hauptkomponentenanalysen.............ccccoceeveiieienen. 94
DISKUSSION ...ttt 106
C57BL/6 Wildtyp-MAUSE........cceeieieeiieee et 106
ScN1a-Al783V-MOdEll ........cooiiiieieie e 114
GrIaLl-MOdEll ......ccoeiiieee e 122
Limitationen, Schlussfolgerungen und AusblicK............cccccocoiiinnne. 127
ZUSAMMENFASSUNG ..ottt 130
SUMMARY ..ottt ettt et re e 132
LITERATURVERZEICHNIS ........coooiieee e 134
ANHANG ..ot neeneas 156
Abbildungs- und Tabellenverzeichnis.............ccoovviiiiii s 156
GBIALE ..ttt ne e 159
SOTEWAIE ... ettt 160
Losungen, Medikamente, SUbStaNZen...........cccoevveevveiesiene e 161
MoOdIfiZIerter INWIN-TESt.........cciveeiiere e 164
Korrelationsanalysen: r- und p-Werte.........ccccovereienienennenie e 168

R-SKIIPEE .t 180



Inhaltsverzeichnis VII
X. PUBLIKATIONSLISTE ..ottt en e 185
XI. DANKSAGUNG ..ottt ettt e et e s e e e e e s eee s eeeesreenns 186



Abkirzungsverzeichnis

VIl

ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Abb.
ADS/ADHS

ANOVA
ARRIVE
Bf3R

bp

bspw.
cpm
DFG
DNA
DSS
FCM
FDR
FELASA

GABA
GG

gof.
gord.

hgrd.
IBF
ILAE
IQR
kDa
MEZ
MESZ

mg
mgrd.

min

Abbildung

Aufmerksamkeitsdefizitsyndrom/
Aufmerksamkeitsdefizithyperaktivitdtssyndrom

Varianzanalyse

Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments
Deutsches Zentrum zum Schutz von Versuchstieren
Basenpaar

beispielsweise

Umdrehungen pro Minute

Deutsche Forschungsgemeinschaft
Desoxyribonukleinsaure

Dextransulfat-Natrium

Fékale Kortikosteronmetaboliten

False Discovery Rate

Federation of European Laboratory Animal Science
Associations

Gramm

y-Aminobuttersiure

Grundgesetz

gegebenenfalls

geringgradig

Stunde

hochgradig

Interfakultare biomedizinische Forschungseinrichtung
Internationale Liga gegen Epilepsie
Interquartilrange

Kilodalton

Mitteleuropdische Zeit

Mitteleuropdische Sommerzeit

Meter

Milligramm

mittelgradig

Minute



Abkirzungsverzeichnis

n Stichprobenumfang

ng/ml Nanogramm pro Milliliter

OF Open-Field

p p-Wert

P Postnataler Tag

PCA Hauptkomponentenanalyse

PCR Polymerasekettenreaktion

r Korrelationskoeffizient

resp. respektive

RFID Radiofrequenzidentifikation

RL Richtlinie

RNA Ribonukleinsdure

S Sekunden

SEM Standardfehler

SPF Spezifisch-Pathogen-frei

SUDEP Plotzlicher, unerwarteter Tod bei Epilepsiepatienten
(Sudden Unexpected Death in Epilepsy)

VO Verordnung

TierSchG Tierschutzgesetz

TierSchVersV Tierschutzversuchstierverordnung

vgl. vergleiche

VWR Laufradaktivitat (Voluntary Wheel Running)

WT Wildtyp

3R Replace, Reduce, Refine

°C Grad Celsius



I. Einleitung 1

|I. EINLEITUNG

In der biomedizinischen Forschung hat der Einsatz genetisch veranderter
Mauslinien seit der vollstandigen Sequenzierung des menschlichen und murinen
Genoms (LANDER et al., 2001; WATERSTON et al., 2002) eine immer grofi3ere
Bedeutung erlangt. Gezielte genetische Modifizierung und embryonale
Manipulation ermdglichen die Etablierung genetisch veranderter Mauslinien
(Bf3R, 2016), die als Modellorganismen bei der Erforschung von Krankheitsbildern
des Menschen eine bedeutende Rolle spielen. Wéhrend die Zahl der insgesamt in
Deutschland eingesetzten Versuchstiere (Wirbeltiere und KopffuBler) seit 2015
ricklaufig ist, steigt der Anteil genetisch veranderter Mause an der
Gesamtversuchstierzahl stetig (EU, 2020; Bf3R, 2021). Im Jahr 2020 waren bereits
knapp 50 % der bei Tierversuchen eingesetzten Mduse genetisch verandert (Bf3R,
2021). In der neurowissenschaftlichen Forschung haben genetisch verdnderte
Modellorganismen eine groRe Bedeutung im Hinblick auf die Erforschung
pathophysiologischer Mechanismen (CRYAN & HOLMES, 2005) und
pharmakologischer Interventionsmoglichkeiten (DUGGER et al., 2018). Viele
neuropsychiatrische ~ Krankheiten haben eine entwicklungspathologische
Komponente, sodass Schmerzen, Leiden und Schéden bei den Méausen, die diese
Krankheitsbilder genetisch modellieren, bereits im Laufe der Entwicklung der Tiere
auftreten konnen (SUKOFF RIZZO & CRAWLEY, 2017). Daher ist es von
besonderer Bedeutung, den Phéanotyp dieser Tiere auch im Laufe ihrer
Individualentwicklung zu charakterisieren, um so zum einen Informationen Uber
die Validitat des Tiermodells zu erhalten und zum anderen etwaige Schmerzen,
Leiden, Angste oder dauerhafte Schaden, die die Tiere im Sinne der Richtlinie (RL)
2010/63/EU in dieser Zeit erfahren, adaquat erfassen zu kénnen. Im Rahmen eines
von der Deutschen Forschungsgemeinschaft geférderten Verbundprojekts (DFG-
FOR2591, 2022) wurde ein nationales Forschungskonsortium gegriindet mit dem
Ziel, modellspezifische Methoden zur evidenzbasierten Belastungseinstufung von
Versuchstieren zu entwickeln und zu validieren (BLEICH & TOLBA, 2017). Der
Fokus des Konsortiums liegt besonders auf der Entwicklung und Validierung von
Methoden zur minimal- und nichtinvasiven Uberwachung der Tiere, wofiir auch
der Einsatz von Bildgebungsverfahren unerlésslich ist (BLEICH & TOLBA, 2017,
BLEICH et al., 2020). Validierte Methodiken zur Belastungseinschatzung von
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Labornagern, die fur den Einsatz in konventionellen Versuchstierhaltungen
praktikabel sind, bilden die Grundlage, um Schmerzen, Leiden und Schéden, die
Versuchstiere erfahren, sensitiv und graduell erfassen und diese im Sinne des
Refinements minimieren zu konnen. Dabei sollten bei den Untersuchungen stets
verschiedene Aspekte des Verhaltensrepertoires der Tiere miteinbezogen werden,
um den multidimensionalen Charakter der Belastung addquat abbilden zu kdnnen
[vgl. (ABDELRAHMAN et al., 2019; KEUBLER et al., 2020; TALBOT et al.,
2020; TANG et al, 2020; VAN DIJK et al., 2020)]. Heimkafigbasierte
Verhaltensuntersuchungen haben eine grofle Bedeutung sowohl als minimal-
invasive und praktikable Methodik der Belastungseinschatzung (ZENTRICH et al.,
2021) als auch hinsichtlich ihres breiteren Einsatzes in der praklinischen Forschung
(BARAN etal., 2022). Im Rahmen dieser Arbeit sollte daher eine heimkafigbasierte
Testbatterie entwickelt und validiert werden, die Verhaltensverdnderungen bei
jungen Mausen im Laufe der Entwicklung der Tiere abbilden kann. Auf der Basis
der Ergebnisse sollten zudem Aussagen Uber die Augenscheinvaliditat der
eingesetzten Tiermodelle und die kumulative Belastung der genetisch veranderten

Mauslinien getroffen werden.
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Il. LITERATURUBERSICHT

1. Verhaltensmuster junger Mause

Genetische und epigenetische Faktoren sowie Einflisse aus der belebten und
unbelebten Umwelt reduzieren die phanotypische Plastizitat eines Individuums
graduell im Laufe seiner Entwicklung (BRUST et al., 2015). Ein hoher Grad
genetischer Homogenitat geht nicht mit einer Uniformitét des Phanotyps einher: die
Verringerung der phanotypischen Plastizitét ist ein fortlaufender Prozess, der mit
dem Durchschreiten wichtiger Entwicklungsabschnitte auch punktuell beeinflusst
wird (BRUST et al., 2015). So stellen etwa die Geburt und die darauf folgenden
Umwelteinflusse, die Einleitung der sexuellen Differenzierung (BERTA et al.,
1990) sowie das Einsetzen der Pubertit pragende Stationen auf dem Weg der
Individualentwicklung dar (BRUST et al., 2015). Komplexe neurobiologische
Umbauvorgange im Laufe der Individualentwicklung kdnnen erhebliche
Schwankungen der Verhaltens- und Reaktionsmuster von Saugetieren mit sich
bringen (BRUST et al., 2015; PATTWELL et al., 2016; CASEY et al., 2019). Um
spezifische Verhaltens- und Reaktionsmuster der Maus charakterisieren zu kénnen,
stellt die Einteilung der Individualentwicklung der Maus in verschiedene
Entwicklungsstadien eine Grundvoraussetzung dar. Es existiert bis dato keine
einheitliche Kilassifizierung der Entwicklungs- und Lebensabschnitte der
Labormaus (BRUST et al., 2015; DUTTA & SENGUPTA, 2016). Brust und
Kollegen (2015) haben basierend auf einer umfassenden Literaturrecherche die
Lebensphasen der Maus in verschiedene Entwicklungsabschnitte unterteilt. Einen

Uberblick tber diese Klassifizierung zeigt Tabelle 1.

1.1 Frihe postnatale Phase und Adoleszenz

Die friihe postnatale Phase beginnt mit der Geburt der Jungtiere und endet mit dem
Absetzen der Jungtiere vom Muttertier, das heif3t, mit der Unabhangigkeit der
Jungtiere vom Multtertier (LE ROY et al., 2001; BRUST et al., 2015). Mit dem
Abschluss der Entwicklung der Innenohrstrukturen um den postnatalen Tag (P) 13
offnen die Jungtiere auch die Augen, sodass mit P14 die Phase explorativen und

investigativen Verhaltens beginnt (BRUST et al., 2015). Da die Jungtiere in dieser



I1. Literaturlibersicht 4

frihen Entwicklungsphase noch nicht zwischen schadlichen und nicht schadlichen
Einflissen unterscheiden kdnnen, reagieren sie mit Uberschielender Reaktion auf
externe Stimuli, was einen Schutzmechanismus des Beutetiers Maus darstellen
kann (BRUST et al., 2015). Die Phase wird daher auch als hoppy stage oder
popcorn stage bezeichnet (BRUST et al., 2015).

An die friihe postnatale Phase schlieRt sich mit dem Erreichen der Unabhéngigkeit
vom Muttertier fir die jungen Méuse eine Phase tiefgreifender neurobiologischer
Verdanderungen an, bei der es zu essentiellen Umbauvorgangen neuronaler
Netzwerke, besonders der kortikalen und limbischen Bahnen, kommt (BRUST et
al., 2015). Die in diesem Lebensabschnitt erfahrene Vielzahl neurobiologischer
Veranderungen ermdglicht es den Tieren, sich in Richtung kognitiver, sozialer,
emotionaler und sexueller Reife zu entwickeln (BRUST et al., 2015). Der Begriff
der Adoleszenz ist nicht nur im Hinblick auf die Altersklassifizierung der
Labormaus, sondern auch als Lebensabschnitt des Menschen uneinheitlich
definiert: so kann die Adoleszenz des Menschen den Lebensabschnitt zwischen
,Beginn oder Ende“ der Pubertdt und dem Erwachsenenalter bezeichnen
(PSCHYREMBEL ONLINE, 2022). Dabei ist die Adoleszenz des Menschen
gekennzeichnet durch eine Personlichkeitsfestigung (PSCHYREMBEL ONLINE,
2022).

Fur die Adoleszenz ist zentral, dass eine Transformation vom infantilen zum
erwachsenen Organismus stattfindet (BRUST et al., 2015). Diese geht mit
hormonellen Veranderungen und Veranderungen im Verhaltensmuster der Tiere
einher (BRUST et al., 2015). Bei der Labormaus kann diese Entwicklungsphase in
die frihe Adoleszenz (P22-P34), die mittlere Adoleszenz (P35-P47) und die spate
Adoleszenz (P48-P60) unterteilt werden. Die friihe Phase der Adoleszenz, die
Prapubertat, wird bei der Labormaus mit dem Absetzen der Jungtiere vom
Muttertier eingeleitet und ist gekennzeichnet durch den Beginn der sexuellen
Reifung, die mit einem Anstieg des Wachstumshormonspiegels verbunden ist
(BRUST et al., 2015). Weiter charakterisiert die Offnung der Vagina respektive der
Beginn der Spermatogenese die friihe Phase der Adoleszenz (BRUST et al., 2015).
Im Verlauf der mittleren Phase der Adoleszenz, der Pubertét, erlangen die Tiere die
sexuelle Reife, was mit einer erh6hten Pheromon- und Testosteronproduktion bei
mannlichen Tieren einhergeht (BRUST et al., 2015). In dieser Phase kann bei

mannlichen  Tieren auch der Beginn innergeschlechtlicher  sozialer
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Auseinandersetzungen beobachtet werden (BRUST et al., 2015). Der Phase der
Erlangung sexueller Reife folgt die letzte Phase der Adoleszenz, in der die Tiere
auch reifes (adultes) Verhalten entwickeln (BRUST et al., 2015). Diese letzte Phase
der Adoleszenz, in die die Tiere bereits mit erlangter sexueller Reife eintreten, wird
im Folgenden als Phase der ,sexuellen Reife” bezeichnet. Sie ist durch
Verhaltensveradnderungen charakterisiert, die das Gruppengeftige und die soziale
Interaktion der Tiere untereinander betreffen (BRUST et al., 2015). In dieser Phase
beginnen Einzeltiere zum einen, von der Gruppe abzuwandern (BRUST et al.,
2015). Zudem werden verstarkt geschlechtsspezifische soziale Verhaltensmuster
gezeigt (BRUST et al., 2015). Erfahrungen, die die Tiere wahrend des sensiblen
Entwicklungsabschnitts der Adoleszenz machen, kénnen sich auf eine Vielzahl
adulter Verhaltensmuster auswirken (BRUST et al., 2015).

1.2 Adulte Phase

Die adulte Lebensphase ist durch eine Stabilitdit und Kontinuitdt wvon
Verhaltensmustern gekennzeichnet (BRUST et al., 2015). Zudem kennzeichnet es
erwachsene Tiere, dass sie Nachkommen zeugen und diese erfolgreich aufziehen
kénnen (BRUST et al., 2015). Der Ubergang von der Phase der Adoleszenz zum
Erwachsenenalter kann bei der Labormaus nicht durch eine klare zeitliche
Trennlinie gekennzeichnet werden. Der Beginn der adulten Phase wird daher mit
der Zeitspanne P55 bis P65 beschrieben (BRUST et al.,, 2015). Obgleich
Untersuchungen zur Stabilitat von Verhaltensmustern bei erwachsenen Mausen rar
sind, gibt es Hinweise, dass neben dem Geschlecht auch Faktoren wie der Stamm
und der Grad der Inzucht Einfluss auf die Stabilisierung von Verhaltensmustern bei
jungen Tieren haben (BRUST et al., 2015; ELTOKHI et al., 2020, 2021). Eine
Untersuchung bei weiblichen Tieren des Inzuchtstamms C57BL/6N bestatigte die
Stabilitat lokomotorischer Aktivitat an P85 und P120 (BRUST et al., 2015). Die
Phase altersstabiler Verhaltensmuster, in der keine entwicklungsbedingten
Verhaltensverdnderungen mehr stattfinden, wird im Laufe der Lebensspanne der
Tiere abgeltst von einer Phase, in der alterungsbedingte Veranderungen die
Stabilitit und Kontinuitdt der Verhaltensmuster beeinflussen. Die post-
reproduktive Phase beendet definitionsgemal den adulten Lebensabschnitt der
Labormaus (BRUST et al., 2015).
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Tabelle 1. Uberblick tber die Stadien der Individualentwicklung der Maus.
Darstellung nach Brust V et al. Lifetime development of behavioural phenotype in
the house mouse (Mus musculus). Frontiers in Zoology 2015; 12: S17. Die
hervorgehobenen Altersphasen stellen die drei Entwicklungsphasen wahrend der
murinen Adoleszenz dar. Friilhe Adoleszenz (Prépubertat), mittlere Adoleszenz
(Pubertat), spate Adoleszenz (Sexuelle Reife). P = Postnataler Tag.

Altersphase

Altersspanne

Charakteristika

Frihe postnatale Phase

Prapubertat

Pubertét

Sexuelle Reife

Erwachsenenalter

Beginn der post-
reproduktiven Phase

PO-P22

P22-P34

P35-P47

P48-P60

ab P60

P570-P901

Offnen der Ohren an P3.
Offnen der Augen an P11-P13.

Popcorn-Phase an P15-P25 mit
Plateau an P20.

Ende mit dem Absetzen und
Erlangung der Unabhé&ngigkeit vom
Muttertier an P21-P25.

Beginn mit dem Absetzen.

Beginn der sexuellen Reifung,
Offnung der Vagina (P26), Beginn
der Spermatogenese (P21).

Zunahme des
Wachstumshormonspiegels.

Erreichen der sexuellen Reife (volle
Fruchtbarkeit).

Beginn der Pheromonproduktion bei
mannlichen Mausen.

Sexuell reife Tiere beginnen von der
Gruppe abzuwandern.

P55-P65 kann als spate Adoleszenz
oder als junges Erwachsenenalter
angesehen werden.

Voll entwickelter Korper.

Voll entwickeltes
Verhaltensrepertoire.

Testosteronproduktion mannlicher
Méuse erreicht den Spiegel
erwachsener M&use, was den Eintritt
ins Erwachsenenalter gemeinhin
definiert.

Phase altersstabiler VVerhaltensmuster
zwischen P85-P120.

Stammspezifische Charakteristika.
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1.3 Einfluss maternalen Verhaltens

Auch unter den optimierten Bedingungen einer Labortierhaltung ist die Firsorge
und Pflege durch das Muttertier fir die Jungtiere in der postnatalen Phase
uberlebensnotwendig (WILLIAMS & SCOTT, 1954; WEBER & OLSSON, 2008).
Das maternale Verhaltensrepertoire umfasst neben dem S&ugen der Jungtiere die
Stimulation der Verdauung durch Belecken sowie die allgemeine Stimulation durch
Belecken, Putzen und Pflegen der Jungtiere (WEBER & OLSSON, 2008).
Maternales Verhalten beginnt bereits in der friihen Trachtigkeit mit dem Bau des
maternalen Nests (WEBER & OLSSON, 2008). Wahrend der ersten drei
Lebenswochen der Jungtiere nimmt das Sdugen einen Grofdteil des maternalen
Verhaltens ein und bis zum postnatalen Tag (P) 9 verbringt das Muttertier die
meiste Zeit im Nest mit Korperkontakt zu den Jungtieren (WEBER & OLSSON,
2008). Das Verdauungssystem der Neonaten ist auf die Stimulation durch das
Muttertier angewiesen (BRUST et al., 2015). Das Ausmal} der Pflege der Jungtiere
durch das Muttertier erreicht seinen Hochststand um P8 (BRUST et al., 2015). Die
Aufrechterhaltung maternalen Verhaltens wie Leckverhalten und der Wechsel der
Saugeposition sind dabei von der Stimulierung des Muttertiers durch die Neonaten
(Vokalisation im Ultraschallbereich) abhéngig (ELWOOD & KEELING, 1982;
EHRET & BERNECKER, 1986; WEBER & OLSSON, 2008; BRUST et al., 2015).
Abweichungen im maternalen Verhalten, eine Vernachldssigung durch das
Multtertier oder der Entzug maternaler Firsorge etwa durch zu friihes Absetzen oder
wiederholte Separation vom Muttertier kdnnen zu Langzeitfolgen bei den
Jungtieren fiihren, die das Verhalten der Jungtiere lebenslang beeinflussen kénnen
(TSUDA et al., 2011; BRUST et al., 2015; GERECSEI et al., 2018). Maternales
Verhalten beeinflusst epigenetische Regulationsmechanismen wahrend der friihen
postnatalen Entwicklung der Jungtiere und beeinflusst dadurch auch die
Entwicklung der Jungtiere auf lange Sicht (SZYF et al., 2007; BRUST et al., 2015)
— insbesondere auch die Genexpression im Hippocampus adulter Tiere
(CHAMPAGNE & CURLEY, 2009). Ein wesentlicher Einflussfaktor maternalen
Verhaltens stellt die Genetik dar (BRIDGES, 1998; WEBER & OLSSON, 2008).
Als weitere EinflussgroRen auf das maternale Verhalten werden die Gréfie und
Zusammensetzung des Wurfs sowie die Erfahrung des Muttertiers (erstgebarend
versus multipar) genannt (WEBER & OLSSON, 2008). Es gibt Hinweise, dass

diese Faktoren die Zeit beeinflussen, die das Muttertier im Nest bei der
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Jungtieraufzucht verbringt (WEBER & OLSSON, 2008). Des Weiteren stellt Stress
einen wesentlichen Faktor dar, der maternales Verhalten negativ beeinflussen kann
(WEBER & OLSSON, 2008). Klassische Tests, um maternales Verhalten zu
bewerten, sind die Analyse des maternalen Nestbauverhaltens (WEBER &
OLSSON, 2008; GERECSEI et al., 2018) und der Pup-Retrieval-Test (PORTER,
1983; WEBER & OLSSON, 2008). Grundsétzlich wird beim Nestbauverhalten der
Maus zwischen zwei Nestarten unterschieden: das Nest zur Jungtieraufzucht, das
das weibliche Tier rund vier Tage nach der Verpaarung beginnt zu konstruieren,
und das Nest zur Thermoregulation, das von weiblichen wie mannlichen Méusen
konstruiert wird und den Tieren als Riickzugsort zum Schlafen dient (WEBER &
OLSSON, 2008). Das Nest zur Jungtieraufzucht ist zwei bis drei Mal so grol} wie
das Schlafnest und rundum geschlossen mit ein bis zwei Eingangen (WEBER &
OLSSON, 2008). Beim Pup-Retrieval-Test werden die Jungtiere eines laktierenden
Multtertiers aufRerhalb des Nests platziert und die Zeit erfasst, innerhalb der das
Muttertier das erste sowie alle auBerhalb platzierten Jungtiere zurtick ins Nest bringt
(WEBER & OLSSON, 2008). Das Zurlckziehen von aulerhalb des Nests
platzierten Jungtieren wird als charakteristisch fuir maternales Verhalten bewertet
(PORTER, 1983; MEEK et al., 2001; WEBER & OLSSON, 2008). Ein weiterer
haufig angewendeter Test zur Prifung maternalen Verhaltens besteht darin, dem
weiblichen oder mannlichen Tier Jungtiere zu préasentieren, die bis zu sieben Tage
alt sind, und die Reaktion des Tieres auf die prasentierten Jungtiere (Elemente
parentaler Verhaltensweisen/Kannibalismus/neutrales Verhalten) zu bewerten
(WEBER & OLSSON, 2008). Die vorgenannten Tests analysieren einzelne
Aspekte des maternalen Verhaltensreportoirs innerhalb eines relativ kurzen
Zeitfensters und werden oft wéhrend der Hellphase — in der eigentlichen Ruhephase
der Nager — durchgefiihrt (WEBER & OLSSON, 2008). Dadurch ist die
Aussagekraft der Tests limitiert (WEBER & OLSSON, 2008). Zudem lassen Tests,
die in einer flr die Tiere unbekannten Testumgebung durchgefiihrt werden, keine
Aussagen uber die Eignung des verwendeten Heimkéafigsystems und Enrichments
zu (WEBER & OLSSON, 2008).



I1. Literaturlibersicht 9

1.4 Einfluss geschlechtsspezifischer Differenzierung

Die sexuelle Differenzierung ist ein multifaktorieller und hoch komplexer Prozess
in der Ontogenese von Séugetieren (THIBAUT, 2016). Die sexuelle
Differenzierung der Geschlechtsorgane beginnt bereits im letzten Drittel der
Tréchtigkeit und spielt eine entscheidende Rolle fur den Beginn der sexuellen
Differenzierung des Gehirns (THIBAUT, 2016). Das Gehirn von Saugetieren
entwickelt in der Abwesenheit von Geschlechtshormonen einen weiblichen
Phénotyp (NUGENT et al, 2015; THIBAUT, 2016). Dabei spielen
Androgenrezeptoren eine zentrale Rolle (THIBAUT, 2016). Zudem leiten
plazentare zellulare Mechanismen bereits entwicklungsneurologische Vorgénge
der Geschlechtsdifferenzierung ein (BALE & EPPERSON, 2015; THIBAUT,
2016). Bei ménnlichen Sédugetieren befinden sich Astrozyten und Mikroglia im
Verlauf der Gehirnentwicklung in einem Zustand hoherer Aktivierung
(MCCARTHY, 2016). Mikroglia produzieren als Zellen des angeborenen
Immunsystems in dieser Zeit mehr Prostaglandine und Entziindungsmediatoren bei
mannlichen Sadugetieren (MCCARTHY, 2016). Astrozyten produzieren bei
mannlichen Tieren hohere Spiegel des exzitatorischen Neurotransmitters vy-
Aminobuttersdure (GABA) und die erhohte Produktion findet tber langere Zeit
wahrend der Entwicklung von méannlichen Tieren statt (MCCARTHY, 2016). Des
Weiteren sind epigenetische Modifikationen essentiell fur die Auspragung
sexualspezifischer Verhaltensmuster (MATSUDA et al., 2012; NUGENT et al.,
2015). Es gibt Hinweise, dass die pathophysiologischen Ursachen der
geschlechtsspezifischen Inzidenz und Symptomatik vieler neuropsychiatrischer
Erkrankungen eng mit der geschlechtsspezifischen Entwicklung des Gehirns
verknUpft sind (RUTTER et al., 2003; BAO & SWAAB, 2010; THIBAUT, 2016;
KACZKURKIN et al., 2019).
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2. Evidenzbasierte Belastungseinschatzung

2.1 Ethische Grundlagen

Die Umsetzung ethischer Richtlinien in der biomedizinischen Forschung erfordert
einen breiten gesellschaftlichen Konsens und sollte daher auf Grundlage
dogmafreier Erklarungskonzepte erfolgen, die von einem Grof3teil der Bevdlkerung
geteilt werden (GROSS & TOLBA, 2015). Ein zentrales Element, das den Schutz
der Versuchstiere begriindet und auch in der Deutschen Gesetzgebung verankert ist,
ist die Stellung des Tiers als ,,Mitgeschopf™ in der Gesellschaft (§8 1, TierSchG,
2006%). So wird in der Deutschen Gesetzgebung die Verantwortung des Menschen
beschrieben, das Leben und Wohlbefinden von Tieren — unseren Mitgeschdpfen —
zu schiitzen (8 1, TierSchG, 2006%). Eine Einigung auf ethische Grundpfeiler, fiir
die ein Konsens auch auf breiter Ebene besteht, erméglicht eine Implementierung
dieser gemeinsamen  Grundprinzipien in die Gesetzgebung, sodass
staateniibergreifende Richtlinien erstellt werden kénnen. In der Richtlinie (RL)
2010/63/EU zum Schutz der filr wissenschaftliche Zwecke verwendeten Tiere?
wurde als ein solches zentrales Prinzip der Grundgedanke der 3R, begriindet 1959
von William Russell und Rex Burch, verankert. Die Umsetzung dieser Richtlinie
erfolgt durch die nationale Gesetzgebung der Mitgliedstaaten der Europdischen
Union. Ahnlich der von Tom L. Beauchamp und James F. Childress 1979 in ihrem
Werk ,,Principles of biomedical ethics* begriindeten vier Grundpfeiler fur die
Medizinethik, stellt das Prinzip der 3R (replace, reduce, refine) das zentrale
ethisches Prinzip der Versuchstierkunde dar (RUSSELL & BURCH, 1959;
BEAUCHAMP, 1979; GROSS & TOLBA, 2015). Der Begriff replace bezeichnet
die Substitution von Tierversuchen durch tierversuchsfreie Methoden. Der Begriff
reduce zielt darauf ab, dass die Tierzahl minimiert wird bei ausreichender
statistischer Power. Unter dem Oberbegriff refine werden alle MaRnahmen
verstanden, die das Wohlbefinden der Versuchstiere verbessern und den Schaden,
den die Tiere erleiden, minimieren (GROSS & TOLBA, 2015). Tatsachliches oder
potenzielles Leid, negativer Stress (Disstress) sowie andere negative Effekte sollen

lg1 Tierschutzgesetz in der Fassung der Bekanntmachung vom 18. Mai 2006 (BGBI. I S. 1206,
1313), das zuletzt durch Artikel 105 des Gesetzes vom 10. August 2021 (BGBI. | S. 3436)
geandert worden ist

2 Richtlinie 2010/63/EU des europaischen Parlaments und des Rates vom 22. September 2010 zum
Schutz der fur wissenschaftliche Zwecke verwendeten Tiere, ABI. L 276 vom 20.10.2010, S.1-47
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unter Einsatz geeigneter Methoden des Refinements ganz vermieden oder reduziert
werden (GROSS & TOLBA, 2015). Im Hinblick auf die Einschatzung der
kumulativen Belastung der Versuchstiere ist hervorzuheben, dass das Prinzip des
Refinements unabhéngig von der Versuchsdauer wahrend der gesamten
Lebensspanne der Tiere anzuwenden ist (GROSS & TOLBA, 2015). Somit gilt es,
beim Refinement neben dem Studiendesign auch Faktoren wie Zucht,
Haltungsbedingungen und Transport zu optimieren (GROSS & TOLBA, 2015). Ein
weiterer wesentlicher Faktor ist der Einfluss des Refinements auf die Robustheit der
Daten und somit auf die Validitat der Forschungsergebnisse (BLEICH et al., 2020;
BRILL et al., 2021). So sind Belastungseinschéatzung und adaquates Refinement auf
der einen Seite ethischer Imperativ und tragen auf der anderen Seite entscheidend
zur Robustheit und Qualitat praklinischer Daten bei, indem Auswirkungen auf
Physiologie und Verhaltensweisen der Versuchstiere minimiert werden kénnen
(SMITH et al., 2018). Die Verzahnung von ethischer Verantwortung in der
Versuchstierkunde und wissenschaftlicher Qualitat wurde bereits von Russell und
Burch 1959 beschrieben, die die Wahl des geeigneten Tiermodells und die Priifung
des Studiendesigns in einem eigenen Kapitel ihres Werks ,, The principles of
humane experimental technique® erlduterten. Es gibt immer wieder Bestrebungen,
das klassische 3R-Prinzip mit einem vierten ,,R“ zu ergédnzen. So kann ein viertes
R, wie es die Indische Nationale Wissenschaftsakademie vorgeschlagen hat, fur
Rehabilitation stehen, was auf die Nachversorgung und/oder Wiederverwendung
von Versuchstieren abstellt (MANDAL & PARIJA, 2013; GROSS & TOLBA,
2015). Die erneute Verwendung eines Versuchstiers ist jedoch gemdlR der RL
2010/63/EU® in den Mitgliedsstaaten der Europaischen Union mit hohen Hirden
verbunden. Dahingegen hat die Max-Planck-Gesellschaft mit einem vierten ,, R
den Begriff Responsibility eingefiihrt und verpflichtet sich in ihrer ,,.Stellungnahme
zu  Tierversuchen in  der  Grundlagenforschung® (MAX-PLANCK-
GESELLSCHAFT, 2016) zur Umsetzung des vierten ,,R“s. Das Sozialleben von
Versuchstieren soll verbessert und die wissenschaftliche Grundlage fir eine
objektive Ermittlung von Empfindungsféhigkeit, Schmerzerfahrung, Bewusstsein
und Intelligenz in der Tierwelt weiterentwickelt werden (MAX-PLANCK-
GESELLSCHAFT, 2016). Zudem soll uber die Einrichtung eines Ethik-

Curriculums der 6ffentliche tierethische Diskurs professionell unterstiitzt werden

3 Artikel 16, RL 2010/63/EU (Fn. 2)
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(MAX-PLANCK-GESELLSCHAFT, 2016). Patrick Bateson hat 1986 in seinem
ethischen Grundsatzpapier Losungsstrategien flr das ethische Dilemma vorgestellt,
in dem sich viele Wissenschaftler in der Versuchstierkunde befinden. Dieses
Prinzip fult auf dem Grundgedanken, dass der Wert der Forschung nach dem
klassischen Schaden-Nutzen-Prinzip den Leidensgrad der Versuchstiere aufwiegen
muss (BATESON, 1986). In seinem Grundsatzpapier formuliert Bateson (1986)
auch die Grundsatzfrage ,.,how do we measure suffering?. Flecknell beschrieb
daraufhin 1994 die unmittelbare, verldssliche Detektion und Einschdtzung des
Gesamtstatus des Tiers auf Basis der Analyse von Schmerzen und Disstress als
Schlisselelement des Refinements (FLECKNELL, 1994). Mason und Mendl
stellten jedoch 1993 schon klar, dass sich die Parameter, anhand derer die Belastung
der Tiere eingeschatzt wird, im Individuum Uber die Lebenszeit verdndern kénnen.
Es genlgt daher nicht, bei der Bewertung der Schmerzen, Leiden und Schaden auf
die Betrachtung einer oder einiger weniger Parameter abzustellen, jedoch kann die
Betrachtung unterschiedlicher Parameter wiederum zu widerspriichlichen
Ergebnissen fihren (MASON & MENDL, 1993; KEUBLER et al., 2020). Um
diesem multidimensionalen Aspekt der Belastungseinschatzung und der
subsequenten Implementierung einer addaquaten Refinement-Strategie gerecht zu
werden, sollten speziesspezifische Parameter identifiziert und in verschiedenen
Tiermodellen validiert werden (KEUBLER et al., 2020; VAN DIJK et al., 2020).
Die Parameter sollten zusétzlich anhand von Korrelations-, Hauptkomponenten-
oder Clusteranalysen auf ihre Robustheit geprift werden (KEUBLER et al., 2020;
VAN DIJK et al., 2020).

2.2 Rechtliche Grundlagen

Der Tierschutz ist seit dem Jahr 2002 im Grundgesetz fiir die Bundesrepublik
Deutschland als Staatsziel verankert (vgl. Art. 20a, GG, 1949%). In der RL
2010/63/EU, die am 1. Januar 2013 in den Mitgliedstaaten der Europdischen Union
in Kraft getreten ist und die Richtlinie 86/609/EEC abgeldst hat, wird eine

prospektive Belastungseinschatzung im Rahmen des Antragstellungs-, Erlaubnis-

4 Art. 20a, Grundgesetz fiir die Bundesrepublik Deutschland in der im Bundesgesetzblatt Teil 111,
Gliederungsnummer 100-1, veroffentlichten bereinigten Fassung, das zuletzt durch Artikel 1 des
Gesetzes vom 28. Juni 2022 (BGBI. | S. 968) gedndert worden ist
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und Genehmigungsverfahrens sowie eine Feststellung der tatsachlichen Belastung
des einzelnen Tieres im Versuchsverlauf gefordert (SMITH et al., 2018). Die
Umsetzung der RL 2010/63/EU erfolgt in Deutschland Uber die TierSchVersV in
Verbindung mit dem TierSchG. Zur Belastungseinschatzung von Versuchstieren
regelt die Richtlinie 2010/63/EU generell, dass ,,der Schweregrad eines Verfahrens
(...)nach dem AusmalB von Schmerzen, Leiden, Angsten oder dauerhaften Schaden
festgelegt (wird), die das einzelne Tier wéhrend des Verfahrens voraussichtlich
empfindet bzw. erleidet (RL 2010/63/EU, Anhang 8°). Dabei ist die Definition des
Begriffs ,,Verfahren® zentral: so definiert die RL 2010/63/EU das Verfahren als
,jede invasive oder nicht invasive Verwendung eines Tieres zu Versuchszwecken
oder anderen wissenschaftlichen Zwecken mit bekanntem oder unbekanntem
Ausgang, oder zu Ausbildungszwecken, die bei dem Tier Schmerzen, Leiden,
Angste oder dauerhafte Schaden in einem AusmaR verursachen kann, das dem eines
Kanuleneinstichs gemaR guter tierarztlicher Praxis gleichkommt oder dartiber
hinausgeht** (RL 2010/63/EU, Art. 3°). Unter den Begriff des Verfahrens fallen
auch die Erschaffung oder Erhaltung genetisch verénderter Tierlinien (vgl. RL
2010/63/EU, Art. 37). Grundsatzlich unterteilt die Richtlinie 2010/63/EU die
phéanotypische Belastung von Versuchstieren in vier Kategorien: Schweregrad 1 —
geringe Belastung, Schweregrad 2 — mittlere Belastung und Schweregrad 3 — hohe
Belastung sowie keine Wiederherstellung der Lebensfunktion (RL 2010/63/EU,
Art. 15%). Als ,,gering™ — Schweregrad 1 — wird die Belastung eingestuft, wenn
genetisch verdnderte Tiere gezichtet werden, bei denen ein Phanotyp mit nur
geringen Auswirkungen oder kein klinisch nachweisbarer nachteiliger Phanotyp zu
erwarten ist (RL 2010/63/EU, Anhang 8, Abschn. 1°). In den Schweregrad 2 wird
»die Ziichtung von genetisch verdnderten Tieren, bei denen zu erwarten ist, dass sie
nur zu einem Phanotyp mit mittelschweren Auswirkungen fiihren; sowie die
Schaffung von genetisch verdnderten Tieren durch chirurgische Verfahren*
klassifiziert (RL 2010/63/EU, Anhang 8, Abschn. 319). Als ,schwer” wird die
Belastung der Tiere eingestuft bei einer ,,Ziichtung von Tieren mit genetischen

Storungen, bei denen zu erwarten ist, dass sie zu schwerer und dauerhafter

5 Anhang 8, Abschnitt 3, RL 2010/63/EU (Fn. 2)
6 Artikel 3, RL 2010/63/EU (Fn. 2)

7 Artikel 3, RL 2010/63/EU (Fn. 2)

8 Artikel 15, RL 2010/63/EU (Fn. 2)

° Anhang 8, Abschnitt 1, RL 2010/63/EU (Fn. 2)
10 Anhang 8, Abschnitt 3, RL 2010/63/EU (Fn. 2)
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Beeintrachtigung des Allgemeinzustands fuhren, bspw. Huntington-Krankheit,
Muskeldystrophie, Modelle fiir chronische wiederkehrende Nervenentziindung*
(RL 2010/63/EU, Anhang 8, Abschn. 3!!). Die RL 2010/63/EU erlautert einige
Beispiele fir die Zuordnung von Verfahrensarten zu den einzelnen Schweregraden
(RL 2010/63/EU, Artikel 15 Abs. 1 i. V. m. Anhang 8, Abschn. 3'?). RL
2010/63/EU gibt vor, dass Tierversuche, die voraussichtlich mit langer
andauernden, nicht zu lindernden starken Schmerzen, schweren Leiden oder
Angsten einhergehen, aus ethischen Griinden untersagt werden sollten (vgl. RL
2010/63/EU, Erwagung 23%). Grundsatzlich gilt fir die Belastungseinschatzung
von Versuchstieren, dass diese prospektiv im Sinne einer Schaden-Nutzen-
Abwagung und das gesamte erwartete Tierleid miteinbeziehend erfolgen muss
(SMITH et al., 2018). Zudem muss eine tatsachliche Belastungseinschatzung des
Einzeltiers im Verlauf des Versuchs erfolgen (SMITH et al., 2018). Zuletzt muss
die Belastung retrospektiv beurteilt und der Behorde mitgeteilt werden (SMITH et
al., 2018). Die RL 2010/63/EU betont explizit, dass auch ,.kumulatives Leiden
waéhrend eines Verfahrens® bei der Belastungseinschiatzung von Versuchstieren zu
berticksichtigen ist (vgl. RL 2010/63/EU, Anhang 8, Abschn. 2!4). Dies wird in der
RL 2010/63/EU vor allem im Zusammenhang mit der Wiederverwendung von
Versuchstieren naher erliutert (RL 2010/63/EU, Artikel 16%). Wie bereits
dargestellt, fallen die Erschaffung oder Erhaltung genetisch veranderter Tierlinien
auch unter den zentralen Begriff des Verfahrens (RL 2010/63/EU, Art. 36). Smith
und Kollegen (2018) schlagen im Arbeitsgruppenpapier der FELASA vor, bei der
Beurteilung der kumulativen Belastung eines Tiers alle Aspekte der Gesundheit,
des Wohlbefindens und der Pflege der Tiere sowie den Einfluss aller
versuchsbedingten Eingriffe wahrend der gesamten Lebenszeit der Tiere zu
berlicksichtigen. Dies schlielt somit neben den versuchs- und nicht
versuchsassoziierten Haltungsbedingungen auch die Aufzuchtbedingungen der
Tiere mitein (SMITH et al., 2018). In Anhang 8 gibt die RL 2010/63/EU dem Leser
Beispiele zur Durchfiihrung der Belastungseinschéatzung an die Hand, bei denen es

sich jedoch um eine Mischung aus einzelnen Verfahren und komplexeren Modellen

1 Anhang 8, Abschnitt 3, RL 2010/63/EU (Fn. 2)

12 Artikel 15 Abs. 1 i. V. m. Anhang 8, Abschnitt 3 der RL 2010/63/EU (Fn. 2)
13 Erwagung 23, RL 2010/63/EU (Fn. 2)

4 Anhang 8, Abschnitt 2, RL 2010/63/EU (Fn. 2)

15 Artikel 16, RL 2010/63/EU (Fn. 2)

16 Artikel 3, RL 2010/63/EU (Fn. 2)
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handelt und die in ihrer Gesamtheit nicht ausreichend sind, um Informationsliicken

zu schlieRen und Missverstandnisse zu vermeiden (SMITH et al., 2018).

2.3 Belastungseinschatzung genetisch veranderter Mauslinien

Genetisch verénderte Mauslinien werden unter dem Begriff ,,genetisch verénderte
Tiere* gemaR Artikel 3 der RL 2010/63/EU'" subsumiert, die als gentechnisch
verdnderte Tiere (transgen, knockout und andere Formen der gentechnischen
Veranderung) sowie natirlich entstandene oder induzierte Mutanten definiert
werden (Bf3R, 2016). Die gentechnische Verénderung bezieht sich hierbei auf
Genloci und nicht auf das Gesamtgenom der Tiere, sodass herkdmmliche In- und
Auszuchtstamme nicht als genetisch verénderte Tiere klassifiziert werden (Bf3R,
2016). Die Erzeugung genetisch veranderter Tiere durch embryonale Manipulation,
Bestrahlung und Behandlung mit mutagenen Substanzen unterliegt der
Genehmigungspflicht (Bf3R, 2016). Fir die Generierung genetisch veranderter
Tiere durch Kreuzung besteht nur dann eine Genehmigungspflicht, wenn eine
Belastung der Kreuzungsnachkommen zu erwarten ist (Bf3R, 2016). Als etabliert
gilt eine neue genetisch veranderte Linie, wenn Tiere mit gewinschtem Genotyp
auftreten und die Ubertragung der genetischen Veranderung stabil erfolgt, wovon
friihestens in der zweiten Zuchtgeneration ausgegangen werden kann (Bf3R, 2016).
Zusitzlich muss an den Tieren eine ,,basale Belastungsbewertung* (Bf3R, 2016)
erfolgen. Bei einem genetisch veranderten Tier mit einem belastenden Phéanotyp
handelt es sich um ein Tier, welches als Konsequenz der genetischen Veranderung
wahrscheinlich  Schmerzen, Leiden oder Schdden erfahrt, die einem
Kanuleneinstich gemaR guter tierédrztlicher Praxis entsprechen oder dartiber hinaus
gehen (Bf3R, 2016). Die Erschaffung oder Erhaltung genetisch verénderter
Tierlinien als Verfahren im Sinne der RL 2010/63/EU wird als beendet definiert,
wenn ,,an der Nachkommenschaft keine weiteren Beobachtungen mehr anzustellen
sind oder nicht mehr erwartet wird, dass diese Schmerzen, Leiden oder Angste
empfindet oder dauerhafte Schéden erleidet, die denen eines Kantleneinstichs
gleichkommen oder dariiber hinausgehen* (RL 2010/63/EU, Art. 17%). In
Umsetzung der RL 2010/63/EU gibt das Bf3R in seinem Konsensuspapier eine

Empfehlung ab fir die Belastungseinschdtzung genetisch veranderter Mauslinien

17 Artikel 3, RL 2010/63/EU (Fn. 2)
18 Artikel 17, RL 2010/63/EU (Fn. 2)
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und stellt hierfir ein Formblatt zur praktischen Durchfihrung der
Belastungseinschéatzung zur Verfligung (Bf3R, 2016). Das Formblatt besteht aus
einem Formular zur Beurteilung des neugeborenen Wurfs, einem Formular zur
Beurteilung des Wurfs beim Absetzen sowie einem Formular zur Beurteilung des
Einzeltiers. Die vom Bf3R im Rahmen des Konsensuspapiers empfohlenen
Untersuchungskriterien sind in Tabelle 2 zusammengefasst. Die Empfehlung des
Bf3R sieht vor, dass fur die Untersuchungen zur Belastungseinschatzung keine
zusatzlich geziichteten Tiere, sondern Tiere, die sich ohnehin in der Zucht befinden,
herangezogen werden sollen (Bf3R, 2016). Hinsichtlich der Tierzahl der zu
untersuchenden Mauslinie sollen mindestens 14 Individuen beiderlei Geschlechts
aus unterschiedlichen Wurfen (mindestens sieben ménnliche und sieben weibliche
Tiere) herangezogen werden (Bf3R, 2016). Wenn der Phénotyp nur bei Tieren eines
Geschlechts auftreten kann, ist es geméall der Empfehlung des Bf3R ausreichend,
mindestens sieben Tiere des betreffenden Geschlechts zu beurteilen (Bf3R, 2016).
Hinsichtlich der Dauer und der Zeitpunkte der Untersuchungen ist im
Konsensuspapier geregelt, dass diese generell von der Geburt bis zum Ausscheiden
aus der Zucht bzw. bis zur weiteren experimentellen Verwendung erfolgen sollen
(Bf3R, 2016): die erste Beurteilung erfolgt bei Neonaten in Form einer Beurteilung
des ganzen Wurfs, spatestens mit dem ersten Umsetzen der Tiere (Bf3R, 2016). Die
zweite Beurteilung erfolgt in Form einer Beurteilung des ganzen Wurfs mit dem
Absetzen der Tiere vom Muttertier (Bf3R, 2016). Weitere Beurteilungen, nun in
Form von Einzeltierbeurteilungen, erfolgen im Alter von zwei Monaten und dann
jeweils im Abstand von drei Monaten (Bf3R, 2016). Das Bf3R empfiehlt in seinem
Konsensuspapier, die vorgenannten Untersuchungsintervalle zu verkiirzen, sofern
bei einer der Untersuchungen oder zwischen zwei Untersuchungen Hinweise auf
einen belastenden Phanotyp festgestellt werden (Bf3R, 2016). Bezlglich der
Beurteilung der Belastung des Muttertiers und des maternalen Verhaltens empfiehlt
das Bf3R in seiner Stellungnahme eine Inaugenscheinnahme des Muttertiers bei der
Beurteilung des neugeborenen Wurfs sowie die Beurteilung der Pflege durch das
Muttertier durch Inaugenscheinnahme der Neonaten bei der ersten Wurfbeurteilung
(Bf3R, 2016). Basierend auf der Gesamtheit der Untersuchungsergebnisse wird von
der zustandigen Behorde eine Abschlussbeurteilung der genetisch verénderten
Zuchtlinie erstellt. Grundsétzlich wird dabei die Belastung genetisch verénderter
Tiere in der TierSchVersV in Umsetzung der RL 2010/63/EU in die Schweregrade

,.keine®, ,,geringe*, , mittlere” und ,,schwere* Belastung eingeteilt. Die Feststellung
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der Belastung einer Linie stellt eine Grundlage fiir die Entscheidung der Behérde
dar, die Ober die Genehmigung, Auflagen und Refinement-MaBnahmen von
Verfahren im Sinne der RL 2010/63/EU entscheidet.

Tabelle 2. Ubersicht Uber die Zeitpunkte und Parameter, die bei der
Abschlussbeurteilung genetisch veranderter Zuchtlinien gemall Bf3R
bertcksichtigt werden. *Bei Aufféalligkeiten, auch zwischen den einzelnen
Untersuchungen, sollen die Untersuchungsintervalle verkirzt werden. Beim
altersabh&ngigen Beginn einer Erkrankung sollen Untersuchungszeitpunkte zudem
prospektiv festgelegt werden. Darstellung geméR der Empfehlung Nr. 002/2016 des
Nationalen Ausschusses (TierSchG) vom 9. September 2016.

Erste Zweite

Wourfbeurteilung Wurfbeurteilung Einzeltierbeurteilung

Zeitpunkt  Neonatal, spatestens Beim  Absetzen Am 2 Monate alten Tier,

mit dem ersten des Wurfs vom dann im Abstand von 3
Umsetzen. Muttertier. Monaten.
Parameter Farbe. Korpergewicht. Korpergewicht.
Aktivitat. Auffalligkeiten: Ernéhrungszustand.
Grolie, Entwicklung. rllggrlose Stellen Kdorperhaltung.
ummerer
Milk Spot. Bisswunden Verhalten und Motorik.

Mikrophthalmie

Pflege durch das N Fell und Korperdffnungen.
Muttertier Elefantenzéhne
' Hydrozephalus  Reaktion auf Handling.
Andere N
Sonstiges:
Tumoren

Entziindungen der Haut
Verletzungen
Kannibalismus
LautduRerungen
Rektumprolaps
Anderes
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3. Scnla-A1783V-Modell

Beim Scnla-Al1783V Modell handelt es sich um ein genetisches loss-of-function
Mausmodell, bei dem es aufgrund einer heterozygoten Mutation des Scnla-Gens
(Scnla+/-) zu einem Funktionsverlust der a-1-Untereinheit eines neuronalen
Natriumkanals (Nay1.1) kommt (KUO et al., 2019; RICOBARAZA et al., 2019).
Spannungsabhéngige neuronale Natriumkanale bestehen aus einer 260 kDa grofRRen
a-Untereinheit sowie einer mit der a-Untereinheit assoziierten B-Untereinheit (YU
etal., 2006). SCN1A liegt beim Menschen auf dem Chromosom 2g24.3 und kodiert
fir die S6 Transmembranregion der Doméne IV des neuronalen Natriumkanals
Nay1.1 (LOSSIN, 2009). Bei Nayl.1 handelt es sich um den Prototyp
spannungsabhangiger Natriumkanale von Saugern (YU et al., 2006). Der komplette
Funktionsverlust der a-1-Untereinheit in GABA-ergen Interneuronen des
Hippocampus fuhrt durch Reduktion des Natriumioneneinstroms zu
Transmitterimbalanzen, die wiederum zu neuronaler Ubererregbarkeit und
epileptischen Anfallen fihren (CATTERALL et al., 2010; OAKLEY et al., 2011,
BRUNKLAUS & ZUBERI, 2014). Im Scnla-A1783V-Modell liegt eine Missense-
Mutation an der Nukleotidposition 1783 vor (LAYER et al, 2021).
Elektrophysiologische Untersuchungen haben bestatigt, dass die heterozygote
Scnla-Al1783V Missense-Mutation im Scnla-Al1783V-Mausmodell zu einer
beeintrachtigten  Funktion der Interneuronen fuhrt, die eine Scnla-
Haploinsuffizienz modelliert (LAYER et al., 2021). Durch den Austausch der Base
Cytosin durch die Base Thymin an Nukleotidposition 5348 kommt es zu einem
Austausch der korrespondierende Base Alanin zu Valin an Position 1783
(CATTERALL et al., 2010; OAKLEY et al., 2011).

Fur die Generierung der Tiere des Scnla-Al1783V-Modells wurden Mé&use der
genetischen Hintergrundstamme C57BL/6J (50 %, véterliche Seite) und 129S1/J
(50 %, miitterliche Seite) gekreuzt. Bei Mausmodellen mit heterozygoter Scnla-
Mutation kann der Phanotyp und die Mortalitdt in besonderem MaRe vom
Hintergrundstamm beeinflusst werden (YU et al., 2006; MILJANOVIC et al.,
2021Db). So berichteten Ricobaraza und Kollegen (2019) von einer Mortalitat von
75 % im Scnla-Al1783V-Modell mit 100%igem C57BL/6 Hintergrund
(MILJANOVIC et al., 2021b). Yu und Kollegen (2006) berichteten bei einem
Mausmodell mit heterozygoter Scnla-Mutation mit 100%igem 129S1/J
Hintergrund von einer 10%igen Mortalitat (YU et al., 2006; MILJANOVIC et al.,
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2021b), jedoch wurde bei diesen Scnla+/- Tieren auch kein Verhaltensphénotyp
mit Auftreten von epileptischen Anféllen beobachtet (YU et al., 2006). Hinsichtlich
der Charakterisierung junger Scnla+/- Tiere haben Bahceci und Kollegen (2020)
bereits Verhaltensveranderungen bei adoleszenten mannlichen Maéusen des
Scnla™kea_Modells mit 25 % C57BL/6 und 75 % 129S1 Hintergrund festgestellt.
Die Mortalitit wurde beim Scnla™<e-Modell mit 54 % angegeben (MILLER et
al., 2014; MILJANOVIC et al., 2021b). Bei Scnla+/- Tieren des Scnla-A1783V-
Modells mit hybridem C57BL/6J:129S1/J Hintergrund, deren Verhaltensphénotyp
von unserer Arbeitsgruppe bereits im adulten Alter charakterisiert wurde, wurde
das Auftreten spontaner Anfélle an P16 beobachtet und eine Mortalitat von 40 %
festgestellt (MILJANOVIC et al., 2021b). Epileptische Anfélle waren durch
Hyperthermie induzierbar (hyperthermieinduzierter Schwellenwert bei Scnla-
A1783V+/- Tieren an P23: 39.4 °C) (MILJANOVIC et al., 2021b). Weibliche und
mannliche adulte Scnla+/- Tiere wiesen einen verdnderten Verhaltensphanotyp
auf: im Open-Field-Test zeigten adulte Tiere Hyperlokomotion, ein generell
erhdhtes  Aktivitatsniveau und vermindertes angstassoziiertes Verhalten
(MILJANOVIC et al., 2021b). Untersuchungen im Heimkéfig deuteten auf eine
verstarkte Auspragung anhedonieassoziierter Verhaltensweisen bei adulten Scnla-
Al1783V+/- Tieren hin (MILJANOVIC et al, 2021b). GemaR der
Abschlussbeurteilung wurde die Belastung des Scnla-A1783V-Modells mit der
verwendeten Linie B6(Cg)-Scn1a™1Ps/J x 129S1/Sv-Hprt™ceMm/3 am Institut
fir Pharmakologie, Toxikologie und Pharmazie, Tierarztliche Fakultat, LMU

Minchen, als ,,mittel“ eingestuft.

Bei heterozygoten loss-of-function Mutationen des SCN1A-Gens handelt es sich in
den meisten Fallen um de-novo Mutationen, die mit dem Dravet-Syndrom assoziiert
sind (ZUBERI et al., 2011; BRUNKLAUS & ZUBERI, 2014). 70-80% der
Patienten mit Dravet-Syndrom tragen eine heterozygote Mutation des SCN1A-Gens
im Genom (DRAVET, 2011a). Bei Patienten mit Dravet-Symptom wurden Uber
1.000 Mutationsvarianten beschrieben, von denen der Grofteil zu einer SCN1A-
Haploinsuffizienz fihrt (HIGURASHI et al., 2021). Es ist beschrieben, dass die
Vielschichtigkeit =~ SCN1A-assoziierter ~ Symptomatik  auch  auf  das
Variantenreichtum der vorkommenden SCN1A-Mutationen bei Patienten mit
Dravet-Syndrom zuriickgefihrt werden kann (HIGURASHI et al., 2021; LAYER
et al., 2021). 50 bis 60 % der Patienten mit Dravet-Syndrom tragen trunkierende
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Mutationen (non-sense-Varianten) des SCN1A-Gens, wéhrend bei 30 bis 40 % der
Patienten Missense-Mutationen identifiziert wurden (ZUBERI et al., 2011;
HIGURASHI et al., 2021) Eine Mutation des SCN1A-Gens aufgrund familiérer
Préadisposition konnte bei 10 % der Patienten mit dem Symptomkomplex der
Generalisierten Epilepsie mit Fieberkrampfen plus (GEFS+) festgestellt werden
(HIGURASHI et al., 2021).

Das Dravet-Syndrom ist eine padiatrische, epileptische Enzephalopathie mit einer
geschatzten weltweiten Pravalenz von 1 zu 16.000 bis 45.000 (BRUNKLAUS et
al., 2012; KRUEGER & BERG, 2015; ISHII et al., 2017; HIGURASHI et al.,
2021). Epileptische Enzephalopathien werden gem&ll der Definition der
International League against Epilepsy (ILAE) definiert als ,,Erkrankung des
Gehirns, die durch die andauernde Pradisposition, nicht provozierte Anfalle zu
entwickeln, sowie durch die neurobiologischen, kognitiven, psychologischen und
sozialen Konsequenzen, die sich daraus ergeben, charakterisiert ist* (FISHER et
al., 2005). Hinsichtlich der Kklinischen Prasentation wurde definiert, dass eine
Epilepsieerkrankung vorliegt, wenn entweder zwei nicht provozierte Anfalle
auftreten, die mehr als 24 Stunden auseinander liegen, oder ein nicht provozierter
Anfall auftritt, der mit der Wahrscheinlichkeit einhergeht, weitere Anfélle zu
entwickeln, oder die Diagnose eines epileptischen Syndroms gestellt wird (FISHER
et al., 2014). Im Positionspapier der ILAE werden epileptische Syndrome der
Kategorie ,,Beginn bei Neonaten und Kleinkindern (< 2 Jahre)* definiert als ,,ein
charakteristisches Cluster klinischer Symptome und Merkmale aus dem EEG, die
oft von spezifischen é&tiologischen Befunden (strukturell, genetisch, metabolisch,
immunologisch und infektids) unterstiitzt werden (ZUBERI et al., 2022). Die
Diagnose des epileptischen Syndroms bei Patienten mit Epilepsie ist individuell zu
stellen, da prognostische Faktoren und Beeintrachtigungen durch die Therapie der
Epilepsie hdufig miteinzubeziehen sind (ZUBERI et al., 2022). Das Dravet-
Syndrom wurde nach der Erstbeschreiberin Charlotte Dravet benannt (DRAVET,
2011b) und wurde 1978 als ,,Severe myoclonic epilepsy in infancy (SMEI)*
beschrieben (DRAVET, 1978). Der klinische Verlauf des Syndroms kann in drei
Krankheitsstadien unterteilt werden: das ,.febrile Stadium* oder ,,diagnostische
Stadium®, das ,katastrophale Stadium*“ und das ,,Stabilisierungsstadium®

(DRAVET, 2011a). Eine Ubersicht tiber diese Krankheitsstadien bietet Tabelle 3.
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Klassischer Weise manifestiert sich das Dravet-Syndrom initial im Sauglingsalter
vor Vollendung des ersten Lebensjahres, in der Regel zwischen dem 5. und 8.
Lebensmonat (DRAVET, 2011a; AKIYAMA et al., 2012). Charakteristisch flr das
diagnostische Stadium sind temperatursensitive Anfélle (DRAVET, 2011a). Das
initiale Anfallsgeschehen bei S&uglingen steht hdufig im Zusammenhang mit
Fieber, kann aber auch durch andere thermale Stimuli wie ein hei3es Bad ausgelost
werden (DRAVET, 2000). Zudem gibt es Hinweise, dass in uber 50 % der
Sduglinge die erste klinische Manifestation im Zusammenhang mit einer Impfung
steht (TRO-BAUMANN et al., 2011). Vor dem Hintergrund, dass Fieber-
vermittelte Krampfanfélle bei 2-14 % aller Kinder im Laufe der Entwicklung
auftreten, handelt es sich bei der initialen Prasentation um ein unspezifisches
klinisches Bild (HATTORI et al., 2008).

Tabelle 3. Ubersicht tiber die Krankheitsstadien des Dravet-Syndroms im

Verlauf der Entwicklung. Darstellung nach Dravet C. The core Dravet syndrome
phenotype. Epilepsia 2011a; 52 Suppl 2: 3-9.

Krankheitsstadium Altgr der Charakteristika des Stadiums
Patienten

Febriles oder < 1Jahr Temperatursensitive Anfalle.

diagnostisches Stadium Oft klonische, unilaterale Anfélle.

Katastrophales Stadium  1-5 Jahre Hochfrequentes Anfalls- und
Statusgeschehen.
Verhaltensverschlechterung.
Neurologische Symptome.

Stabilisierungsstadium > 5 Jahre Abnahme der Anfallsaktivitat.

Anfélle treten haufig nachts auf.
Myoklonische Anfalle und
Absencen kdnnen verschwinden.
Fokale Anfalle persistieren oder
nehmen ab.

Psychische Entwicklung und
Verhaltensbeeintrachtigungen
verbessern sich meist.

Obwonhl die Stellung der Diagnose beim Dravet-Syndrom anhand der klinischen
Symptomatik erfolgt, kann ein genetischer Screening-Test, anwendbar beim
Saugling, zu einer fruheren Diagnosestellung, insbesondere beim Auftreten
temperatursensitiver Krampfanfalle, beitragen (DRAVET, 2011a). Das initial

temperatursensitive Anfallsgeschehen ist progressiv und mit dem Fortschreiten des
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Syndroms entwickeln die betroffenen Kinder spontane und schwerere Anfélle, was
den Ubergang in das Kkatastrophale Stadium des Syndroms kennzeichnet
(DRAVET, 2011a). In diesem Stadium konnen verschiedene Anfallstypen
diagnostiziert werden: generalisierte klonische Anfélle, generalisierte tonisch-
klonische Anféalle und alternierende unilaterale klonische Anfalle sowie
myoklonische Anféalle (DRAVET, 2011a). Weiter sind atypische Absencen,
komatoser Status, fokale Anfalle mit oder ohne sekundare Generalisation sowie
sehr selten tonische Anfélle beschrieben (DRAVET, 2011a).

Nach Vollendung des flinften Lebensjahres folgt klassischer Weise das
Stabilisierungsstadium, in dem die Anfallsfrequenz und die Anfallsschwere
abnehmen (DRAVET, 2011a). Allerdings ist eine Verschlechterung der Epilepsie
und der Entwicklungsbeeintrachtigungen auch nach dem 5. Lebensjahr méglich
(DRAVET, 2011a). Im Verlauf der Krankheit wird das Anfallsgeschehen bei
Patienten auch  von  Komorbiditdten  begleitet, die  mit  einer
Entwicklungsbeeintrachtigung einhergehen, die sich bei den betroffenen Kindern
meist im Vorschulalter manifestiert (DRAVET, 2011a; VERHEYEN et al., 2021).
Wie eine groRangelegte multinationale Kohortenstudie tiber die Lebensqualitit von
Patienten mit Dravet-Syndrom und deren Angehdrigen beschreibt, wurden von den
Angehorigen und Pflegenden Lernschwierigkeiten am haufigsten genannt, gefolgt
von motorischen Defiziten und Sprachschwierigkeiten (LAGAE et al., 2018). Auch
Erkrankungen des Autismus-Spektrums, Aufmerksamkeitsdefizit-
Hyperaktivitatssyndrom (ADHS) sowie Verhaltensprobleme anderer Genese
(nicht-ADHS-assoziiert) wurden haufig diagnostiziert (LAGAE et al., 2018). Eine
weitere grolRe Kohortenstudie (VILLAS et al., 2017), die in der US-amerikanischen
Bevolkerung durchgefiihrt wurde, beschreibt, dass in 97 % der Falle Uber
Schlafstérungen der Patienten berichtet wurde. Beide Studien berichten von einer
Altersabhdngigkeit erfragter Begleiterkrankungen der Patienten (VILLAS et al.,
2017; LAGAE et al., 2018). Im Vergleich zu anderen péadiatrischen Epilepsien
haben Patienten mit Dravet-Syndrom ein um den Faktor 15 erhohtes Risiko fiir
einen plotzlichen unerwarteten Tod (kurz: SUDEP) (KALUME et al., 2013). Der
pathophysiologische Mechanismus des SUDEP wird kontrovers diskutiert, wobei
Herzversagen und Atemstillstand als zugrunde liegende Ursachen diskutiert werden
(MASSEY et al.,, 2014). Es gibt Hinweise, dass dem Pathomechanismus des

SUDEP bei Patienten mit Dravet-Syndrom eine Dysregulation des autonomen
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Nervensystems in Verbindung mit einem Funktionsverlust des Natriumkanals
Nayv1.1 zugrunde liegt. So kann eine erhohte Aktivitat des Parasympathikus, die
Kalume und Kollegen (2013) zu Beginn und am Ende der Anfalle in der tonischen
Phase feststellten, eine Bradykardie mit nachfolgendem Funktionsverlust der
Ventrikel bedingen. Kuo und Kollegen (2019) beschreiben einen spezifischen
Zusammenhang der  Scnla-Al783V-Mutation mit der auftretenden
Hypoventilation und Apnoe. In bis zu 60 % der Todesfélle von Patienten mit
Dravet-Syndrom wird SUDEP als Ursache diagnostiziert (KALUME, 2013) und ist
damit ein wesentlicher Faktor, der zur hohen Mortalitdt des Dravet-Syndroms
beitragt. Die Mortalitat beim Dravet-Syndrom wurde von Charlotte Dravet und
Kollegen 1992 mit 16 % beschrieben, wobei das mittlere Todesalter der Patienten
in verschiedenen Studien zwischen finf und zwolf Jahren liegt (GENTON et al.,
2011).

Beim Dravet-Syndrom handelt es sich um eine therapierefraktéare Epilepsie, die ein
multimodales Therapieregime erfordert (WALLACE et al., 2016). Das Ziel der
Therapie besteht in der Reduktion der Anfallsfrequenz und Verbesserung der
Lebensqualitat der Patienten, da eine Anfallsfreiheit in der Regel nicht erreicht
werden kann (WALLACE et al., 2016). Vielversprechende neue Ansétze flr das
therapeutische Management des Dravet-Syndroms bietet die Prazisionsmedizin
(WALLACE et al., 2016; DUGGER et al., 2018), im Besonderen der Bereich der
Gentherapie (HIGURASHI et al., 2021). Dabei stellt die friihzeitige Diagnose eine
Grundvoraussetzung dar, um eine frihzeitige, individuelle, zielstrukturspezifische
Behandlung der Patienten zu ermdglichen (WALLACE et al., 2016; DUGGER et
al., 2018).
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4. Grial-Modell

Beim Grial-Modell handelt es sich um ein genetisches loss-of-function
Mausmodell, bei dem es aufgrund einer homozygoten Mutation des Grial-Gens zu
einem Funktionsverlust der Untereinheit 1 des L-a-amino-3-hydroxy-5-
methylisoxazol-4-propionat (AMPA) Glutamatrezeptors (GIuAl) kommt
(ZAMANILLO et al.,, 1999). L-Glutamat ist der bedeutendste exzitatorische
Neurotransmitter des zentralen Nervensystems (BROSNAN & BROSNAN, 2013).
Die von der Aminosaure Glutamat abgeleitete y-Aminobuttersdure (GABA) stellt
den bedeutendsten inhibitorischen Neurotransmitter des zentralen Nervensystems
dar (BROSNAN & BROSNAN, 2013). An der Regulation glutamaterger
Neurotransmission sind ionotrope Rezeptoren (AMPA-, NMDA- (N-methyl-D-
aspartate), Kainat-Rezeptoren) sowie metabotrope Rezeptoren (mGIuR) beteiligt
(BARKUS et al., 2012). AMPA-Rezeptoren bestehen aus den vier je rund 100 kDa
grolRen Untereinheiten GIuAl bis GIluA4, die von den Genen GRIA1 bis GRIA4
kodiert werden (CHATER & GODA, 2014). AMPA-Rezeptoren haben eine
Schlisselrolle inne bei der Modulation synaptischer struktureller und funktioneller
Plastizitat (SPRENGEL et al., 1998; HAYASHI et al., 2000; SHI et al., 2001;
MALINOW & MALENKA, 2002; KOPEC et al., 2007; LEE et al., 2010;
HUGANIR & NICOLL, 2013; CHATER & GODA, 2014).

Bei GluAl-defizienten Mdausen wurde eine Beeintrachtigung der synaptischen
Plastizitat festgestellt (ZAMANILLO et al., 1999). Des Weiteren zeigten
Untersuchungen bei GluAl-defizienten Mausen Beeintrachtigungen des
raumlichen Arbeitsgedachtnisses (ZAMANILLO et al., 1999; REISEL et al., 2002;
SCHMITT et al, 2003; BANNERMAN et al., 2004), stimuliinduzierte
Ubererregbarkeit (WIEDHOLZ et al., 2008) und Hyperlokomotion
(VEKOVISCHEVA et al., 2001; SCHMITT et al., 2003; WIEDHOLZ et al., 2008).
Weiter wurden bei GluAl-defizienten Mdusen Limitationen des Wuhlverhaltens
(BANNERMAN et al., 2004) sowie depressionsassoziierte
Verhaltensveranderungen festgestellt (CHOURBAJI et al., 2008; AUSTEN et al.,
2017). Interessanter Weise konnten bei einem Mausmodell, in dem die
Ausschaltung des GluAl-Rezeptors in glutamatergen Neuronen des Vorderhirns
erst in der Spéatadoleszenz erfolgte, keine depressions- oder angstassoziierten
Verhaltensveranderungen (Vogt et al., 2014) sowie keine Veranderungen des

Sozialverhaltens (Inta et al., 2014) festgestellt werden. Dies kann darauf hindeuten,
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dass pathophysiologische Veranderungen im Zusammenhang mit der GIluAl-
Defizienz im Grial-knockout-Mausmodell bereits vor dem Eintritt der Tiere ins
Erwachsenenalter stattfinden (VOGT et al., 2014).

Es gibt Hinweise, dass Grial-/- Méuse Beeintrdchtigungen bei Prozessen der
Informationsverarbeitung aufweisen, so etwa bei der Anpassung an neue Stimuli,
auf die sie mit einer erhdhten Aufmerksamkeit tber eine langere Zeit reagieren
(SANDERSON et al., 2010; BARKUS et al., 2012). Es ist bereits beschrieben, dass
Grial-/- Mause eine normale Entwicklung durchlaufen und eine normale
Lebenserwartung haben (BARKUS et al., 2012). Es ist zudem beschrieben, dass
Grial-/- Mduse keine Veranderungen der Feinstruktur von Dendriten und Synapsen
aufweisen (BARKUS et al., 2012). Die Ausschaltung von Grial bewirkt jedoch
eine deutliche Reduktion der Anzahl der AMPA-Rezeptoren sowie eine reduzierte
AMPA-Rezeptor-mediierte synaptische Stromstarke bei adulten und jungen
Mausen (ANDRASFALVY et al., 2003; JENSEN et al., 2003; BARKUS et al.,
2012). Es gibt Evidenz dafiir, dass die phéanotypischen Veranderungen, die bei
adulten Grial-/- Mausen festgestellt wurden, Aspekte der Negativsymptome von
Patienten mit Schizophrenie modellieren kénnen (WIEDHOLZ et al., 2008;
FITZGERALD etal., 2010; BEN ABDALLAH et al., 2011; BARKUS et al., 2012,
BARKUS et al., 2014).

GemaR der Abschlussbeurteilung wurde das Grial-Modell mit der verwendeten
Linie B6N.129-Grial™R/J am IBF Heidelberg, Universitit Heidelberg, als nicht

belastet bzw. mit dem Vermerk ,,keine Belastung* eingestutft.

GRIAL wurde im Rahmen genomweiter Assoziationsstudien als Kandidatengen der
Schizophrenie detektiert (RIPKE et al., 2013; SCHIZOPHRENIA WORKING
GROUP, 2014). Im Rahmen genomweiter Assoziationsstudien (GWAS) wurden
uber 100 Risiko-Genloci flr Schizophrenie identifiziert (FALKAI & HASAN,
2019). Die genetische Komponente der Schizophrenie belduft sich auf 64-81 %
(RUJESCU, 2019). Die Schizophrenie stellt eine komplexe Erkrankung des
zentralen Nervensystems dar, bei der genetische und umweltbedingte
Risikofaktoren interagieren (FALKAI & HASAN, 2019). Mit der hohen
Heritabilitat, die in Zwillingsstudien mit 80 % bezeichnet wurde, sind auch
Umweltfaktoren (Gen-Umwelt-Interaktion) und epigenetische Faktoren assoziiert
(VAN OS & KAPUR, 2009). Die Schizophrenie oder schizophrene Psychose
bezeichnet eine ,,Gruppe schwerer psychischer Stérungen mit im Vordergrund
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stehender Positivsymptomatik wie Wahn, Halluzinationen oder Ich-Stérungen,
teilweise auch Stérungen der Affektivitat, Psychomotorik, des Antriebs und
sozialen Verhaltens aber ohne Beeintrachtigung von Vigilanz und Orientierung™
(PSCHYREMBEL ONLINE, 2022). Der Begriff Schizophrenie wurde von Eugen
Bleuler eingefiihrt und bedeutet ,,Spaltungsirresein“ (FALKAI & HASAN, 2019).
Damit wird die Aufspaltung integrierter psychischer Funktionen wie Denken,
Fuhlen und Wollen beschrieben (FALKAI & HASAN, 2019). Die Schizophrenie
gehort zur Gruppe funktioneller Psychosen (FALKAI & HASAN, 2019). Diese
Gruppe wurde bereits 1899 von Emil Kraepelin als ,,Dementia praccox‘ benannt
und bezeichnete Erkrankungen, die im frihen Erwachsenenalter begannen und
durch kognitive Defizite und eine schlechte Langzeitprognose gekennzeichnet
waren (FALKAI & HASAN, 2019). Neuere Beschreibungen teilen die klinische
Symptomatik in Positivsymptome, affektive Symptome und Negativsymptome ein
(FALKAI & HASAN, 2019). Zu den Positivsymptomen zéhlen formale
Denkstorungen  (positiv/negativ/subjektiv/objektiv),  Ich-Stérungen, Wahn,
Halluzinationen und katatone Symptome (FALKAI & HASAN, 2019). Als
Katatonie wird ein psychomotorisches Syndrom aus einer Kombination
motorischer, sprachlicher und affektiver Symptome bezeichnet (FALKAI &
HASAN, 2019). Zu den affektiven Symptomen, die die Wahrnehmung und die
Intensitat des Erlebens von Emotionen beschreiben, zahlen Affektverflachung,
Ambivalenz und depressive Verstimmung (FALKAI & HASAN, 2019).
Negativsymptome umfassen die Affektverflachung sowie Anhedonie, sozialen
Rickzug, Amotivation und Alogie (FALKAI & HASAN, 2019). Patienten mit
early-onset-Schizophrenie  leiden  unter  einer  stirker  ausgepragten
Negativsymptomatik (FALKAI & HASAN, 2019). Patienten, bei denen eine
schizophrene Psychose bereits vor dem 13. Lebensjahr diagnostiziert wurde (very
early-onset), haben zudem eine schlechte Prognose (REMSCHMIDT & THEISEN,
2012). Patienten mit Schizophrenie leiden hdufig an kognitiven Stérungen, im
Besonderen Storungen bei Prozessen der Informationsverarbeitung, die zu
schwerwiegenden Beeintrachtigungen im Alltags- und Berufsleben der Patienten
fuhren konnen (RODEWALD, 2010). In Deutschland gibt es rund 800.000
schizophren Erkrankte (RUJESCU, 2019). Die Inzidenz der Schizophrenie wird fur
Europa und die USA mit rund 1 % angegeben, was die Schizophrenie zu einer
Krankheit von grol3er volkswirtschaftlicher Bedeutung macht (MCCUTCHEON et

al., 2020). Die Pfeiler des Therapiemanagements der Schizophrenie stellen die
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Psychotherapie, somatische Therapien, Neurostimulation und psychosoziale
Therapien dar (FALKAI & HASAN, 2019). In der Psychopharmakotherapie
werden vor allem Antipsychotika eingesetzt, die Uber eine Blockade des
dopaminergen Systems wirken (FALKAI & HASAN, 2019). Diese werden
erfolgreich zur Behandlung der Positivsymptomatik eingesetzt, sind jedoch auch
mit einem ungunstigen Nebenwirkungsprofil —hinsichtlich  unerwinschter
motorischer und metabolischer Wirkungen verbunden (FALKAI & HASAN,
2019). Aus éatiologischer Sicht haben neben der Dopamin-Hypothese auch die
Glutamat-Hypothese sowie die Interaktion beider Systeme eine grof’e Bedeutung
bei der pathophysiologischen Ursachenforschung (HOWES et al., 2015; FALKAI
& HASAN, 2019): basierend auf der Glutamat-Hypothese gibt es Evidenz dafur,
dass die Schizophrenie mit einer neurologischen Entwicklungsstorung einhergehen
kann (LANG et al, 2007; RUND, 2018; EGERTON et al., 2020).
Pharmakologische Interventionsmdglichkeiten, die Uber eine Modulation des
glutamatergen Systems wirken, bieten vielversprechende neue Therapieansatze im
Sinne eines multimodalen Therapieregimes (HOWES et al., 2015; YANG & TSAI,
2017; FALKAI & HASAN, 2019).
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5. Verhaltensuntersuchungen im Heimkafig

Verhaltensuntersuchungen, die in der vertrauten Umgebung der Tiere durchgefuhrt
werden konnen, haben den groflen Vorteil, dass sie die Aktivitat der Tiere
durchgéngig, wahrend Hell- und Dunkelphase, abbilden kénnen (PERNOLD et al.,
2019). Diese nichtinvasive und weitestgehend untersucherunabhéngige
Uberwachung bildet so auch spontane Aktivitaten der Tiere ab, die die Maus als
Beutetier in Anwesenheit eines Untersuchers oder in einer neuen Umgebung nicht
zeigen wiirde (VOIKAR & GABURRO, 2020). AuRere Einflussfaktoren wie
Handling durch den Untersucher oder die fur das Tier neue Situation eines
experimentellen Set-ups konnen an sich bereits Disstress und damit assoziierte
Verhaltensveranderungen bei den nachtaktiven Labornagern bewirken (TECOTT
& NESTLER, 2004; TAPPE-THEODOR et al., 2019). Aufgrund der geringen
Invasivitat, der praktikablen Umsetzung in konventionellen Labortierhaltungen
sowie der Mdglichkeit der Detektion subtiler VVerhaltensweisen sollten Heimkaéfig-
basierte Untersuchungen auch wichtiger Bestandteil der Belastungseinschatzung
von Labornagern sein (ZENTRICH et al., 2021). Neben der Praktikabilitat in
konventionellen Labortierhaltungen ermdglicht die Anwendung Heimkafig-
basierter Untersuchungen, die unter den standardisierten Haltungsbedingungen
einer konventionellen Labortierhaltung durchgefiihrt werden, eine hohere
Datenqualitdt im Sinne von Reproduzierbarkeit und Validitat zwischen
verschiedenen Tierhaltungen (PERCIE DU SERT et al., 2020). Heimkafigbasierte
Untersuchungen bieten zudem, insbesondere wenn Verhaltensprofile automatisiert
erstellt werden konnen, vielversprechende Einsatzmoglichkeiten bei den
tierexperimentellen Phasen von Wirkstoffentwicklung und -prifung (BARAN et
al., 2022).

5.1 Saccharinpraferenz

Beim Nagermodell stellt die Untersuchung der Préferenz des Tiers fiir eine frei
zugéngliche suRe Losung einen Verhaltenstest von hoher Praktikabilitat dar, um
Verhaltensziige, die mit Depression (CRAWLEY, 2006) und Schmerz (DE LA
PUENTE et al., 2015) assoziiert sind, zu erfassen. Anhedonie bezeichnet die
eingeschrankte oder fehlende Fahigkeit, Freude oder Lust zu empfinden sowie eine
verminderte Genussfahigkeit (PSCHYREMBEL ONLINE, 2022). Anhedonie kann
als zentrales Symptom der Depression beschrieben werden (KLEIN et al., 2015).

Der Saccharinpraferenztest wurde bei chronischen Epilepsiemodellen in Ratten und
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Mausen bereits fiir seinen Einsatz zur Belastungseinschatzung der Modelle validiert
(KOSKA et al., 2019; MOLLER et al., 2019; SEIFFERT et al., 2019; BOLDT et
al., 2021; BUCHECKER et al., 2022).

Hinsichtlich einer Altersabhéngigkeit der SulRepraferenz beim Menschen wurde die
Préferenz fur SlRes bei Heranwachsenden vor Erreichen der Pubertdt im Vergleich
zu Probanden im erwachsenen Alter als erhoht beschrieben (VENDITTI et al.,
2020). Bei Labornagern zeichnen Daten zur Altersabhéngigkeit der SuRepréferenz
ein nicht einheitliches Bild. So zeigten 31 bis 69 Monate alte Kaninchen eine hohere
Préaferenz fur SuBes als die jungeren, dreimonatigen Tiere (DRESHFIELD &
BERRY, 1994). Eine weitere Studie, in der die Praferenz fur SifRe bei jungen
Mausen untersucht wurde, detektierte stammspezifische, aber keine
geschlechtsspezifischen  Unterschiede bei der Saccharosepréferenz  von
prapubertdren (P22-P26) und pubertéren/postpubertaren (P32-P36) Tieren
(ELTOKHI et al., 2021).

5.2 Wihl- und Nestbauverhalten

Das Waihlverhalten stellt beim Labornager ein angeborenes, evolutionér
konserviertes Verhalten dar (DEACON, 2006b, 2009). Weibliche und ménnliche
Labormduse zeigen eine hohe intrinsische Motivation fur die Wuhlaktivitét
(SHERWIN et al., 2004). Obgleich Geschlechtsunterschiede bei verschiedenen
Labornagerspezies beschrieben wurden, sind diese beim Wauhlverhalten der
Labormaus gering ausgepragt (DEACON, 2009). Es ist beschrieben, dass das
angebotene Substrat einen bedeutenden Einfluss auf das Wuhlverhalten von
Labornagern hat (DEACON, 2009). Das Wihlverhalten wird in der Literatur zum
einen als ,,nicht essentielles” Verhalten der Maus beschrieben (DEACON, 2006b).
Zum anderen wurde die Befriedigung dieses Bedurfnisses fiir verschiedene
Nagerspezies als zwingend und unerlésslich beschrieben (SHERWIN et al., 2004;
POND et al., 2021). In chronischen Tiermodellen beim Labornager wurde die
Analyse des Waihlverhaltens erfolgreich als Methodik zur Erfassung von
entziindungsvermitteltem Schmerz validiert und bei der Modifizierung des
analgetischen Managements eingesetzt (ANDREWS et al., 2012; RUTTEN et al.,
2014; WODARSKI et al., 2016). Die Analyse des Wihlverhaltens wurde zudem
als ,,sensitiver positiver Indikator“ fiir das Wohlbefinden von Labornagern
(JIRKOF, 2014) validiert. Beim Nager erfolgte die Validierung sowohl in

chronischen Schmerzmodellen als auch in Modellen psychiatrischer und
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neurologischer Erkrankungen (AUBERT, 1999; DEACON et al., 2008; DEACON,
2009; JIRKOF, 2014). Es gibt bis dato nur eine limitierte Anzahl an Studien, in
denen uber das Wiihlverhalten junger Mé&use berichtet wurde. Es gibt jedoch erste
Evidenz dafiir, dass Laborméduse Wihlaktivitat in relevantem und messbarem
Ausmald bereits wahrend der Adoleszenz zeigen (HART et al., 2012; MCLINDEN
etal., 2012; ELTOKHI et al., 2020).

Ahnlich dem Wiihlverhalten ist nichtmaternales Nestbauverhalten beim
Labornager integraler Bestandteil des natirlichen Verhaltensrepertoires weiblicher
und mannlicher Labornager. Es wird als ,,nicht essentielles* Verhalten beschrieben,
fur das die Tiere eine hohe intrinsische Motivation zeigen (DEACON, 2006a). Die
Nestbauaktivitat kann in Analogie zum Wihlverhalten als ,,positiver Indikator
(JIRKOF, 2014) eingesetzt werden, um Aussagen uber das Wohlbefinden von
Laborméusen zu treffen, da bei einer Beeintrachtigung des Wohlbefindens ,,nicht
essentielle” Aktivitaten von den Tieren als erstes eingestellt werden (JIRKOF et al.,
2013b; JIRKOF, 2014; NEELY et al., 2019). Die Konstruktion des Nests aus dem
Nestmaterial erfordert eine komplexe Interaktion verschiedener Verhaltensweisen
wie Ziehen, Tragen, Zerkleinern und Graben, und setzt somit eine gerichtete
Aktivitat, Konzentration und Ausdauer voraus (GASKILL et al., 2012; JIRKOF,
2014). Die Analyse des Nestbauverhaltens wurde zudem als Verhaltenstest bei der
Maus beschrieben, um Defizite der sensorischen Reizverarbeitung detektieren zu
koénnen (KRAEUTER et al., 2019). Hinsichtlich der Altersabhangigkeit dieses
Verhaltens gibt es bereits einige Hinweise, dass junge Méuse Nestbauaktivitat in
relevantem Ausmald zeigen kdnnen: so demonstrierten Moy und Kollegen (2004),
dass drei bis vier Wochen alte Mduse verschiedener Stimme komplexe Nester
konstruierten. Eine Studie mit adoleszenten Mé&usen der Stdmme C57BL/6N,
FVB/N und DBA/2 konnte dahingegen keine relevante Nestbauaktivitét detektieren
(ELTOKHI et al., 2020). Es gibt zudem Studien in genetischen Mausmodellen, die
relevante Beeintrachtigungen des Nestbauverhaltens bereits wéhrend der
Entwicklung der Tiere beschrieben: die Untersuchung des Nestbauverhaltens 28 bis
78 Tage alter Méause eines Neuropeptid-Y-knockin-Modells zeigte, dass Tiere, die
Neuropeptid Y Uberexprimierten, schlechtere Nester bauten als Wildtyp-Mé&use
(CORDER et al., 2020). Bei sechs Wochen alten mannlichen Madusen eines
knockin-Modells fur das Rett-Syndrom, einer tiefgreifenden Autismus-Spektrum-
Storung (PSCHYREMBEL ONLINE, 2022), wurde eine Beeintrachtigung des
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Nestbauverhaltens festgestellt (WEGENER et al., 2014). Torres-Lista und Giménez
Llort (2013) haben demonstriert, dass sich das Nestbauverhalten in einem murinen
Alzheimermodell altersabhdngig unterscheidet. Eine Studie zum Einfluss von
Deltamethrin bei adoleszenten Mausen konnte keine Beeintrachtigungen des
Nestbauverhaltens im Zusammenhang mit dem Pyrethroid darstellen (ZHANG et
al.,, 2020). Die Analyse nichtmaternalen Nestbauverhaltens kann als sehr
praktikabler Verhaltenstest zur Belastungseinschatzung der Tiere herangezogen
werden, bei dem potenzielle Einflussfaktoren (SCHWABE et al., 2020) mit relativ
geringem Aufwand eliminiert werden kdnnen. Zu beachten ist hierbei, dass
normales Nestbauverhalten bei Mausen die funktionelle Integritdt des
Hippocampus voraussetzt, wie bspw. durch eine experimentelle Scrapie-Infektion
der Labormduse sowie bei Mausmodellen der Alzheimer-Krankheit gezeigt werden
konnte (JIRKOF, 2014). Daher ist in der tierexperimentellen Forschung die
Analyse des Nestbauverhaltens von besonderer Relevanz bei Mausmodellen
neurodegenerativer und neuropsychiatrischer Erkrankungen (BARKUS et al.,
2012; JIRKOF, 2014; KRAEUTER et al., 2019).

5.3 Laufrad- und Heimkafigaktivitat

Im Rahmen der Erstellung eines Aktivitatsprofils im Heimkéfig, das auch den
zirkadianen Rhythmus der Tiere abbilden kann (PERNOLD et al., 2019), hat sich
die Analyse der Laufradaktivitat als robuster Parameter zur Belastungseinstufung
adulter Mause erwiesen (HAGER et al., 2018). Mause sind hoch intrinsisch
motiviert, das Laufrad zu nutzen, und die Bereitstellung eines durchgehend frei
zuganglichen Laufrads im Heimkéfig kommt dem nattrlichen Bewegungsbedurfnis
der Tiere entgegen (MEIJER & ROBBERS, 2014). Meijer und Robbers (2014)
stellten zudem fest, dass selbst Mduse in freier Wildbahn, denen Laufrader
angeboten werden, diese nutzten. Dabei unterschied sich die von den Mdusen in
freier Wildbahn zurtickgelegte Distanz im Laufrad nicht relevant von der, die
Méuse in Gefangenschaft zeigten (MEIJER & ROBBERS, 2014). Hager und
Kollegen (2018) konnten in einem Mausmodell, bei dem die adulten Tiere durch
mechanisch herbeigefuhrte Bewegungseinschrankung erhdhten Stresspegeln
ausgesetzt waren, mittels Clusteranalyse einen Zusammenhang zwischen der
Entwicklung des Korpergewichts und der Laufradaktivitat der Tiere Uber den
Versuchsverlauf hinweg demonstrieren. Als Parameter zur Belastungseinstufung

haben Hager und Kollegen (2018) basierend auf einem Algorithmus, der den
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Zusammenhang und das Clustern von Laufradaktivitats- und Korpergewichtsdaten
beschreibt, eine weitere Validierung in unterschiedlichen Mausmodellen
vorgenommen. So bestétigten die Analysen in einem Mausmodell Dextransulfat-
Natrium (DSS)-induzierter chronischer Colitis (WEEGH et al., 2020; ZENTRICH
et al., 2021), einem depressionsassoziierten Mausmodell fir erlernte Hilflosigkeit
(MALLIEN et al., 2020) sowie einem Pankreaskarzinom-Mausmodell (WEEGH et
al., 2021) die Eignung von Laufradaktivitit und Korpergewicht als Parameter zur
Belastungseinschatzung und graduellen Abstufung tiermodellspezifischer
Belastung. In der praklinischen Forschung wird die Laufradaktivitat oft zur
Detektion schmerzassoziierten Verhaltens beim Labornager eingesetzt. Sie wurde
als Parameter in Mausmodellen chronischer entziindungsvermittelter und
neuropathischer Schmerzen validiert (CONTRERAS et al., 2021). Im Bereich der
Neurowissenschaften wurde das Laufrad insbesondere im Zusammenhang mit der
Untersuchung von Beeintrachtigungen des zirkadianen Rhythmus bei
Mausmodellen neurodegenerativer Erkrankungen eingesetzt (LENG et al., 2019),
so etwa bei sechs Wochen alten M&usen mit Apolipoprotein-E-Defizienz, die einen
genetischen Risikofaktor der Alzheimer-Krankheit darstellt (ZHOU et al., 2016).
Hinsichtlich der Laufradaktivitat junger Méause wurde demonstriert, dass junge
Mause der Stamme C57BL/6, CFW und CF1 bereits vor Erreichen der sexuellen
Reife relevante Laufradaktivitat zeigten (GORDON & CORBITT, 2015). Dabei
wurde die Zeit, die die Tiere im Laufrad verbrachten, sowie die Zeit, bis die Tiere
mit dem Laufen im Rad begannen, untersucht und es konnten keine Unterschiede
zwischen den Stdmmen und zwischen den Geschlechtern festgestellt werden
(GORDON & CORBITT, 2015). Hinsichtlich der Laufleistung von adulten M&usen
im Rad sind Geschlechtsunterschiede vielfach vorbeschrieben, wobei weibliche
Méuse groRere Distanzen zurlcklegten und langere Zeit mit der Laufradaktivitat
verbrachten als ménnliche Méuse [bspw. (SWALLOW et al., 1998; BOWEN et al.,
2012)]. Es gibt zudem Hinweise, dass der Geschlechtsunterschied bei Mausen im
Alter von zwei Monaten am groRten ist und sich dann mit zunehmendem Alter der
Tiere wieder verringert (BARTLING et al., 2017).
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Neben der Laufradaktivitit im Heimkéfig konnen weitere Daten der
Heimkafigaktivitat auf der Basis softwaregestutzter Detektion der Tiere (Tracking)
erhoben werden. Hierzu zahlen die von den Tieren zuriickgelegte Distanz, die
Geschwindigkeit der Bewegung und die Aufenthaltsdauer der Tiere in definierten
Zonen. Dies bietet die Madoglichkeit, zusatzliche Informationen zum
Basisaktivitatsprofil sowie zum Fress- und Trinkverhalten der Tiere zu generieren.
In tierexperimentellen Studien der Wirkstoffentwicklung spielen diese Daten als
»digitale Biomarker* (BARAN et al., 2022) eine zunehmend groRere Rolle
(BARAN et al., 2022). Wéarmebildbasierte Systeme stellen den Prototyp der
Heimkafigliberwachung dar und sind aufgrund der relativ geringen
Rohdatenmenge, die bei der Aufzeichnung generiert wird, auch fur lange
Untersuchungsperioden geeignet (VOIKAR & GABURRO, 2020). Der Nachteil
dieser Systeme besteht darin, dass sie keine Einzeltiererkennung ermdéglichen und
die Datenqualitat mafigeblich vom Enrichment des Kafigs beeintrachtigt wird
(VOIKAR & GABURRO, 2020). Bei einem Grofteil der heute kommerziell
verfugbaren Kafigsysteme zur kontinuierlichen Aktivitatsiiberwachung handelt es
sich um videobasierte Systeme (VOIKAR & GABURRO, 2020). Diese sind derzeit
alle fr eine Einzeltierhaltung konzipiert (VOIKAR & GABURRO, 2020) und
ermoglichen kein sicheres Erkennen des einzelnen Tieres bei Gruppenhaltung. Eine
Maoglichkeit der Einzeltiererkennung bieten Kafigsysteme, die auf Basis der
Radiofrequenzidentifikation (RFID) (ZELDOVICH, 2016) arbeiten. Dabei wird
den Tieren ein RFID-Transmitter unter kurzer Allgemeinanasthesie subkutan
implantiert, iber den sich Daten zum Einzeltier generieren lassen, sobald es sich im
elektromagnetischen Feld befindet (VOIKAR & GABURRO, 2020). Es besteht
zudem die Moglichkeit, videobasierte Systeme um RFID-Technologie zu erganzen
(VOIKAR & GABURRO, 2020). Bei einer Gruppenhaltungssituation kann die
Verhaltensweise eines Tiers, wenn dieses einen separat per RFID-Antenne
ausgeleuchteten Bereich (z. B. ein Laufrad) nutzt, sicher detektiert werden.
Ansonsten ist eine individuelle Detektion jedes Tiers in der Gruppe sehr
storungsanfallig, was eine groBe Limitation der RFID-basierten
Heimkafiglberwachung darstellt: befinden sich zwei RFID-Transmitter in
unmittelbarer Nahe, konnen die korrespondierenden RFID-Antennen die
Einzeltier-RFID-Information oft aufgrund von Signalkollisionsproblemen nicht
mehr auslesen, sodass es bei einer Gruppenhaltungssituation zu erheblichem
Datenverlust kommt (VOIKAR & GABURRO, 2020). Das Aufzeichnen einer
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Trajektorie ist somit immer dann unterbrochen, wenn sich zwei Tiere im Bereich
derselben Antenne befinden. Dies stellt insbesondere fir den Einsatz bei der
Belastungseinschatzung von Versuchstieren eine groRe Limitation der RFID-
Technologie dar (VOIKAR & GABURRO, 2020). Weiter gibt es kommerziell
verfiigbare Heimkafigsysteme, die einfache sowie komplexe Aktivitaten tber
Sensorplatten erfassen kénnen (VOIKAR & GABURRO, 2020). Diese haben den
Nachteil, dass Aktivitaten nicht Gber VVideomaterial verifiziert werden kdnnen und
einige Verhaltensweisen nicht klassifiziert werden konnen (VOIKAR &
GABURRO, 2020). Wahrend die vorgenannten Kafigsysteme alle fur
Hygienebarrieren mit offener Haltung konzipiert wurden, gibt es derzeit ein
kommerziell  verfligbares Heimkafigsystem, das individuell beliftete
Kafigeinheiten anbietet und sowohl fir Einzel- als auch Gruppenhaltung konzipiert
ist (VOIKAR & GABURRO, 2020).

6. Open-Field-Test

Die Platzierung einer Ratte in einer fiir sie unbekannten Umgebung wurde bereits
1934 als Verhaltenstest beschriecben, um die Reaktion und das Verhalten des Tiers
auf die unbekannte Arena zu untersuchen (HALL, 1934). Dabei sollte die
unbekannte Arena einen ,.emotionalen Stimulus® (HALL, 1934) fiir das Tier
darstellen. Beim Open-Field-Test wird der Labornager in eine viereckige oder
runde Arena gesetzt und das Verhalten des Tiers eine zuvor definierte Zeit lang
erfasst (LEPPANEN et al., 2006). Zum einen haben Labornager eine natiirliche
Aversion gegen Neues (LEPPANEN et al., 2006; BOISSY et al., 2007), gegen Licht
und offene, ungeschiitzte Rdume, jedoch wecken unbekannte Umgebungen zum
anderen auch die Neugier der Tiere, die neuen Riume zu erkunden (LEPPANEN et
al., 2006). Der Open-Field-Test ist daher beim Labornager ein Verhaltenstest im
Spannungsfeld zwischen aversivem Stimulus und explorativer Tendenz
(LEPPANEN et al., 2006). Er erlaubt sowohl Aussagen zur lokomotorischen
Aktivitét als auch zu angstassoziiertem Verhalten (WALSH & CUMMINS, 1976;
SEIBENHENER & WOOTEN, 2015) und explorativer Aktivitdt (CAROLA et al.,
2002). Nager haben als Beutetiere eine natiirliche Tendenz, offene Umgebungen zu
meiden (ARCHER, 1973) und halten sich daher bevorzugt in geschiitzteren

AuBenbereichen auf. Diese Tendenz wird als Thigmotaxis bezeichnet. Der Grad der
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Thigmotaxis, den Labornager im Open-Field-Test zeigen, kann Aufschluss iiber die
Auspriigung angstassoziierten Verhaltens der Tiere geben (LEPPANEN et al.,
2006). Thigmotaxis ist auch beim Menschen als Index fiir angstassoziiertes
Verhalten unter Beriicksichtigung kognitiver und emotionaler Aspekte validiert
worden (KALLAI et al., 2007). Hinsichtlich des Einsatzes des Open-Field-Tests bei
jungen Méusen gibt es Hinweise, dass die lokomotorische Aktivitdt junger Miuse
wéhrend aller drei Phasen der Adoleszenz erhoht ist (HEFNER & HOLMES, 2007,
MOORE et al., 2011; MOLENHUIS et al., 2014; BRUST et al., 2015).

7. Irwin-Score

Beim Irwin-Score (IRWIN, 1968) handelt es sich um einen Verhaltenstest, der auf
einer klassischen klinischen Untersuchung der Tiere basiert und heute routineméaRig
im Rahmen pharmakologischer Sicherheitsstudien eingesetzt wird (LYNCH et al.,
2011). Dieser Verhaltenstest zielt insbesondere darauf ab, Informationen (ber
Veranderungen des autonomen Nervensystems der Tiere zu erfassen (IRWIN,
1968). Neben Informationen zum vegetativen Nervensystem kann der Irwin-Score
inbesondere bei neurologischen Tiermodellen auch Aufschluss Uber den
Allgemeinzustand der Tiere geben (Irwin, 1968; Moscardo et al., 2007; Lynch et
al., 2011).

8. Fakale Kortikosteronmetaboliten

Die adrenokortikale Aktivitdt von Sdugetieren kann Uber die Analyse von
Kortikosteronmetaboliten, die mit dem Kot ausgeschieden werden, bestimmt
werden (PALME, 2019). Dabei hat sich die Bestimmung der féakalen
Kortikosteronmetabolitkonzentrationen als nichtinvasiver Parameter von hoher
Praktikabilitat erwiesen, der Aussagen Uber das Stresslevel in einer Vielzahl von
Sdugetieren ermdglichen kann (PALME, 2019). Bei der Labormaus kann die
Bestimmung der adrenokortikalen Aktivitdt Aussagen tber das Disstress-Niveau
der Tiere ermoglichen, das die Tiere vier bis sechs Stunden vor der Probennahme
erfahren haben (TOUMA et al., 2003; TOUMA et al., 2004). Bei adulten Tieren
wurden geschlechtsspezifische Unterschiede beschrieben, wobei weibliche Mause

héhere Metabolitkonzentrationen aufwiesen als ménnliche Mause (TOUMA et al.,
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2003). Es gibt bereits Studien, die die adrenokortikale Aktivitét bei jungen Mausen
untersucht haben (KOLBE et al., 2015; BAILOO et al., 2018; BAILOO et al.,
2020). Es gibt Hinweise, dass Jungtiere kurz nach dem Zeitpunkt des Absetzens
vom Multtertier erhohte Kortikosteronmetabolitspiegel aufweisen (KOLBE et al.,
2015). Altersabhangige Schwankungen adrenokortikaler Aktivitat wurden zudem
in einem genetischen Mausmodell fur die Alzheimer-Krankheit festgestellt
(AMBREE et al., 2006).
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Q. Fragestellung und Zielsetzung

Im Rahmen dieses Dissertationsprojekts sollte eine Verhaltenstestbatterie
entwickelt und validiert werden, die sich zur evidenzbasierten

Belastungseinschatzung bei jungen Méausen eignet.

Im ersten Teilprojekt wurden fir die Entwicklung der Testbatterie
Kandidatenparameter herangezogen, die zur Belastungseinschdtzung adulter
Labornager bereits in verschiedenen chronischen Tiermodellen validiert wurden
(HAGER et al., 2018; BLEICH et al., 2020; VAN DIJK et al., 2020). Ziel des ersten
Teilprojekts war es, altersspezifische Verhaltensmuster weiblicher und ménnlicher
Wildtyp-Méuse zu erfassen sowie die Eignung der Kandidatenparameter fiir den
Einsatz bei jungen Mausen zu prufen. Hierfiir wurden Wildtyp-Méause des Stammes
C57BL/6JRj eingesetzt. Der Stamm C57BL/6J stellt den am haufigsten
verwendeten Inzuchtstamm sowie einen hdufig verwendeten Hintergrundstamm
genetisch veranderter Mauslinien dar (MATSUO et al., 2010). Dabei sollte stets der
Einfluss des Alters und des Geschlechts auf die Untersuchungsergebnisse analysiert

werden.

Basierend auf der Prufung der Kandidatenparameter bei jungen Wildtyp-Méausen
sollte eine Verhaltenstestbatterie entwickelt und validiert werden, die sich flr ein
kontinuierliches Monitoring genetisch veranderter M&use im Laufe der
Individualentwicklung der Tiere eignet mit dem Ziel, den Zeitpunkt und die
Auspragung von Verhaltensveranderungen bei den jungen Tieren zu detektieren.
Dabei sollte stets der Einfluss des Genotyps und des Geschlechts auf die
Untersuchungsergebnisse analysiert werden. Zudem sollten die Korrelation der
Parameter gepruft und die Hauptkomponenten der modell- und altersspezifischen
Datensétze identifiziert werden. Anhand dieser Ergebnisse sollte die kumulative
Belastung der eingesetzten genetisch verénderten Mauslinien B6(Cg)-
Scnla™-1Psfy x 129S1/Sv-Hprt™iCeMM/3 ynd B6N.129-Grial™®R%/] evaluiert
werden und eine laborspezifische Empfehlung fir die Einstufung des Schweregrads

der Belastung der Linien erarbeitet werden.

Bei den im Rahmen des zweiten und dritten Teilprojekts eingesetzten
Mausmodellen handelt es sich um genetische loss-of-function Modelle mit
neurologischer bzw. neuropsychiatrischer Relevanz und

entwicklungspathologischer Komponente. Die phénotypische Charakterisierung
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der Tiere im Laufe ihrer Individualentwicklung sollte daher auch einen Beitrag zur
Prifung der Augenscheinvaliditat des Scnla-A1783V-Modells und des Grial-
Modells leisten.
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I1l. MATERIAL UND METHODEN

1. Versuchstiere

Alle Tierversuche wurden im Einklang mit der RL 2010/63/EU und dem TierSchG
durchgefuhrt. Alle tierexperimentellen Arbeiten wurden gemaf? den ARRIVE-
Richtlinien (Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments) sowie der Basel-
Erklarung  (www.basel-declaration.org)  einschlieBlich  des  3R-Prinzips
durchgefuhrt und verdffentlicht. Die Genehmigung aller Tierversuche wurde von
der Regierung von Oberbayern erteilt (Maximilianstr. 39, 80538 Minchen,
Aktenzeichen ROB-55.2-2532.Vet_02-19-157).

1.1 C57BL/6 Wildtyp-Mause

Tréchtige Mause (n = 51) des Stammes C57BL/6JRj (Janvier Labs, Le Genest-
Saint-1sle, Frankreich), die sich bei Ankunft im Institut fir Pharmakologie,
Toxikologie und Pharmazie, Tierarztliche Fakultat, LMU Miuinchen, in den
Tréachtigkeitsstadien (E) E10, E11 und E13, befanden, wurden in individuell
bellfteten Kafigen (IVC-Kafige vom Typ Il (Tecniplast Deutschland GmbH,
HohenpeiRenberg, Deutschland)) einzeln gehalten. Die Haltung der Tiere erfolgte
unter kontrollierten Umweltbedingungen (22-24 °C, 45-60 % Luftfeuchtigkeit) in
einem 12-stiindigen Hell-/Dunkelphasenrhythmus (Helligkeitsphasen von 5:00 bis
17:00 Uhr MEZ, 6:00 bis 18:00 Uhr MESZ) mit ad libitum Zugang zu Futter (Ssniff
Spezialdidaten GmbH, Soest, Deutschland) und Leitungswasser. Die K&fige waren
ausgestattet mit Einstreumaterial (Lignocel Select, J. Rettenmaier & Séhne GmbH
& Co. KG, Rosenberg, Deutschland), 14 g Nestmaterial (Enviro-Dri, Claus GmbH,
Limburgerhof, Deutschland), einem Holzstab (Labodia AG, Niederglatt, Schweiz)
und einem dreieckigen Maushaus (Zoonlab GmbH, Castrop-Rauxel, Deutschland).
Das Umsetzen der Muttertiere mit Wurf erfolgte an den postnatalen Tagen (P) 6
und 14. Mit dem Absetzen an P21 wurden die Versuchstiere (n = 200) randomisiert
(www.randomizer.org) und in 100 Experimentaleinheiten (n = 2) unterteilt. Eine
Experimentaleinheit bestand aus zwei gleichgeschlechtlichen Wurfgeschwistern.
Die Experimentaleinheiten wurden ab dem Tag des Absetzens an P21 in Makrolon-
Typ-111-Kéfigen (Ehret GmbH & Co. KG, Emmendingen, Deutschland) gehalten,
die jeweils mit Einstreumaterial (Lignocel Select), zwei Nestlets (Ancare,

Bellmore, New York, USA) und einem viereckigen Maushaus (Zoonlab GmbH)
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ausgestattet waren. Die Ké&figanordnung wurde randomisiert
(www.randomizer.org). Das Umsetzen der Tiere, die sich nicht im Versuch

befanden, fand wochentlich Dienstag vormittags statt.

Wahrend der Versuche wurden die Experimentaleinheiten in PhenoTyper-Kafigen
(Noldus, Wageningen, Niederlande) mit kontinuierlicher Videoaufzeichnung
(EthoVision XT15, Noldus, RRID:SCR_000441) gehalten, die den Tieren in dieser
Zeit als Heimkafig dienten. Jeder PhenoTyper-Kafig war mit 200 g (+/- 5 Q)
Einstreumaterial (Lignocel Select), 2 Nestlets (Ancare), einem viereckigen Haus
(Noldus) und zwei Trinkflaschen (Noldus) ausgestattet. Wahrend den ersten vier
Tage der Versuchswoche hatten die Tiere zusétzlich freien Zugang zu einem
Laufrad (PhenoWheel, Noldus), das an einer austauschbaren PhenoTyper-

Kéfigwand arretiert war.

Die Haltung der trachtigen Muttertiere, deren Nachkommen und der Versuchstiere
fand in der Tierhaltungsbarriere des Instituts fiir Pharmakologie, Toxikologie und
Pharmazie, Tierdrztliche Fakultdt, LMU Muinchen, statt. In dieser Barriere wurde
ein  Hygienemonitoring gem&R FELASA-Richtlinien mit Einstreusentinels
durchgefuhrt (vierteljahrliche serologische Untersuchung und halbjahrliche
Lebendtiereinsendung). Die Ergebnisse der Gesundheitsiberwachung aus diesem

Zeitraum lieferten keinen Hinweis auf das Vorkommen SPF-relevanter Erreger.

1.2 Scnla-A1783V-Modell

Die Zucht und Haltung der Versuchstiere (n = 40) sowie die Durchfiihrung der
Experimente fand im Institut fur Pharmakologie, Toxikologie und Pharmazie,
Tierérztliche Fakultat, LMU Minchen, statt. Die parentalen Linien B6(Cg)-
Scnla™-1bst /3 (JAX Stock #026133, The Jackson Laboratory (KUO et al., 2019;
RICOBARAZA et al., 2019)) und 129S1/Sv-HprtMmLCAG-creMn /3 (3AX Stock
#004302, The Jackson Laboratory (TANG et al., 2002)) wurden im Institut fir
Pharmakologie als Elterntierkolonie durch kontinuierliche Bruder-Schwester-
Verpaarung aufrechterhalten. Die Zucht der Versuchstiere erfolgte durch
Verpaarung zwolf weiblicher Mause des Stammes 129S1/Sv-HprtmL{(CAG-crelMnn
mit sechs ménnlichen Tieren mit dem Stammhintergrund B6(Cg)-Scnla™-Psf /],
Die zwolf weiblichen Mause mit 129S1/Sv-Hintergrund waren heterozygot fir die
Cre-Rekombinase (Cre+/-). Die sechs mannlichen Tiere hatten ein gefloxtes Scnla-
Gen und wiesen als konditionales knockin-Modell die heterozygote Missense-
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Mutation A1783V in Exon 26 auf. Durch die Verpaarung der ,,Cre-transgenen®
Linie, die die Cre-Rekombinase heterozygot exprimiert, kommt es zur Katalysation
der Rekombination zwischen zwei 34 bp loxP Erkennungssequenzen, was zur
Mutation des Scnla-Gens fihrt. Von den Jungtieren, die aus den Verpaarungen
hervorgingen und lebend geborenen wurden (n = 60), tberlebten 53 Jungtiere bis
zum Tag des Absetzens an P19. 22 Jungtiere (11 weiblich, 11 mannlich) waren
heterozygot fir Scnla-A1783V (Scnla+/-) und 31 Jungtiere waren Scnla-A1783V
WT (Scnla WT). Die Tiere wurden anhand ihres Scnla-A1783V-Genotyps in die
Experimental- und Kontrollgruppe unterteilt. Tiere der Experimentalgruppe
(n =20, weiblich/mannlich 10/10), die die heterozygote A1783V-Scnla-
Genmutation trugen, werden im Folgenden als ,,Scnla+/-“ Tiere bezeichnet. Tiere
der Kontrollgruppe (n = 20, weiblich/mannlich 10/10), die das Scnla Wildtyp
(WT)-Gen tragen, werden im Folgenden als ,,Scnla WT* Tiere bezeichnet. Die
Expression der Cre-Rekombinase (Cre+/- oder Cre WT) wurde bei der
Gruppeneinteilung nicht berucksichtigt, da hierdurch keine Effekte auf den
Phanotyp der Tiere erwartet wurden (MILJANOVIC et al., 2021b). Alle Jungtiere
wurden mittels Ohrstanzproben genotypisiert, die im Zuge der Markierung an P19
beim Absetzen genommen wurden. Alle Versuchstiere (n = 40) wurden zudem nach
Abschluss der Experimente ein zweites Mal (Uber Schwanzspitzenproben
genotypisiert, die post-Euthanasie entnommen wurden. Die Genotypisierung
erfolgte anhand eines Protokolls, das von unserer Arbeitsgruppe bereits publiziert
wurde (MILJANOVIC et al.,, 2021b). Bei jedem Tier wurde eine PCR zur
Bestatigung des Scnla-Al1783V-Genotyps (Abb. 1) sowie eine zweite PCR zur
Detektion der Expression der Cre-Rekombinase durchgefiirt. Eine Ubersicht Gber

die zur Genotypisierung verwendeten Primer befindet sich im Anhang.
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Abbildung 1. PCR (Elektrophoresegel, Agarose 5 %). Die Darstellung zeigt das
Ergebnis einer PCR zur Bestétigung des Scnla-Al1783V-Genotyps. Scnla WT:
164 bp, Scnla+/-: 164 bp und 198 bp. WT Wildtyp, +/- heterozygot. Die linke
Bande stellt den GeneRuler dar.

Weibliche Zuchttiere mit Wurf wurden unter konstanten Umweltbedingungen (22-
24 °C, 45-60% Luftfeuchtigkeit) in individuell belifteten Kafigen (IVC-Typ-II,
Tecniplast Deutschland GmbH) in einem 12-stindigen Hell-/Dunkelphasen
Rhythmus (Helligkeitsphasen von 5:00 bis 17:00 Uhr MEZ, 6:00 bis 18:00 Uhr
MESZ) gehalten. Dabei erhielten die Tiere ad libitum Zugang zu Futter (Ssniff
Spezialdidten GmbH) und Leitungswasser. Die Ké&fige waren ausgestattet mit
Einstreumaterial (Lignocel Select), 14 g Nestmaterial (Enviro-Dri, Claus GmbH),
einem Holzstab (Labodia AG) und einem dreieckigen Maushaus (Zoonlab GmbH).
VVon P14-26 wurden die Tiere taglich zugefuttert mit einem Schéalchen DietGel76A
(Ssniff Spezialdiaten GmbH) pro Kéfig, das mit 5-7 ml einer 10%igen Glukose
Losung angereichert wurde. Das Markieren und Entnehmen der Ohrbiopsien im
Rahmen des Absetzens wurde an P19 zwischen 17:00 und 19:00 Uhr (MEZ)
durchgefiihrt. Nach dem Absetzen wurden die Tiere in gleichgeschlechtlichen
Gruppen von vier bis sechs Tieren pro K&fig in Makrolon-Typ-111-K&figen (Ehret
GmbH & Co. KG) gehalten, die ausgestattet waren mit Einstreumaterial (Lignocel
Select), Nestmaterial (Enviro-Dri, Claus GmbH) sowie zwei Nestlets (Ancare) und

einem viereckigen Maushaus (Zoonlab GmbH).

Die Versuchstiere (n = 40) wurden von P26 an in gleichgeschlechtlichen
Zweiergruppen (Experimentaleinheit, n = 2) in Makrolon-Typ-111-Ké&figen (Ehret
GmbH & Co. KG) gehalten, die ausgestattet waren mit Einstreumaterial (Lignocel
Select), zwei Nestlets (Ancare) und einem viereckigen Maushaus (Zoonlab GmbH).

Die Tiere wurden einmal wochentlich umgesetzt. Die Anordnung der Kafige war
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randomisiert (www.randomizer.org). Die Einteilung der Versuchstiere in die
Experimentaleinheiten (n = 20) erfolgte anhand des Scnla-A1783V-Genotyps.
Wenn maglich, wurden Wurfgeschwister fiir eine Experimentaleinheit verwendet.
Wahrend der viertdgigen Untersuchungsphase jeweils in der frilhen und spaten
Adoleszenz wurden die Experimentaleinheiten (n = 20) in PhenoTyper-Kafigen
(Noldus), die den Tieren in dieser Zeit als Heimké&fige dienten, mit kontinuierlicher
Videouberwachung (EthoVision XT 15) gehalten. Jeder PhenoTyper-Ké&fig war
ausgestattet mit 200 g Einstreumaterial (+/- 5 g) (Lignocel Select), zwei Nestlets

(Ancare), einem viereckigen Maushaus (Noldus) und zwei Trinkflaschen (Noldus).

In der betreffenden Tierhaltungsbarriere des Instituts fir Pharmakologie,
Toxikologie und Pharmazie, Tierédrztliche Fakultat, LMU Mdunchen, wurde ein
Hygienemonitoring gemal  FELASA-Richtlinien mit  Einstreusentinels
durchgefuhrt (vierteljahrliche serologische Untersuchung und halbjdhrliche
Lebendtiereinsendung). Die Ergebnisse der Gesundheitsiiberwachung in dem
Zeitraum sechs Monate vor und sechs Monate nach den Versuchen lieferten keinen

Hinweis auf das Vorkommen SPF-relevanter Erreger.

1.3 Grial-Modell

Die Zucht der Versuchstiere erfolgte im Institut fir Pharmakologie, Toxikologie
und Pharmazie, Tierédrztliche Fakultdt, LMU Minchen. Hierfur wurden 19
weibliche und 7 maénnliche Grial heterozygote (Grial+/-) Mause der
Elterntierlinie B6N.129-Grial™®%/J (erhaltlich bei The Jackson Laboratory, JAX
Stock #019011, Mouse Genome Informatics ID: MGI:2178057) verpaart. Diese 26
Zuchttiere wurden dem Institut fir Pharmakologie von der Interfakultéren
Biomedizinischen  Forschungseinrichtung  (IBF)  Heidelberg, Heidelberg
Universitat, im Rahmen einer Kooperation der DFG-Forschungsgruppe FOR2591
geliefert. Die Generierung und Erstbeschreibung der Linie erfolgte durch Zamanillo
und Sprengel (1999). Die Linie wurde sodann tber Embryotransfer fur eine SPF-
Haltung im IBF Heidelberg saniert und dort als Elterntierkolonie etabliert. Am IBF
Heidelberg wurde die Elterntierkolonie erhalten Uber die Riickkreuzung auf

C57BL6/N Hintergrund Gber mehr als zehn Generationen.

Die Jungtiere wurden anhand ihres Grial-Genotyps in die Versuchsgruppe und die
Kontrollgruppe unterteilt. Die Versuchsgruppe umfasste Grial-knockout(Grial-/-
)-Tiere (n = 18, weiblich:mé&nnlich, n = 10:8), die im Folgenden als ,,Grial-/-* Tiere
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bezeichnet werden. Die Kontrollgruppe umfasste Grial+/+ (WT fur Grial) Tiere,
die im Folgenden als ,,Grial WT* Tiere (n = 20, weiblich:méannlich, n = 10:10)
bezeichnet werden. Alle Jungtiere wurden zwischen P16 und P19, vor dem
Absetzen an P21, Uber eine Ohrstanzprobe genotypisiert. Alle Versuchstiere
wurden nach Abschluss der Versuche post-Euthanasie ein zweites Mal Uber eine
Schwanzspitzenbiopsie genotypisiert. Die Genotypisierung erfolgte wie von
Zamanillo und Sprengel (1999) beschrieben (Abb. 2).

Die Zuchttiere wurden in Makrolon-Typ-111-Kéfigen (Ehret GmbH & Co. KG)
gehalten, die ausgestattet waren mit Einstreumaterial (Lignocel Select),
Nestmaterial (Enviro-Dri, Claus GmbH), zwei Nestlets (Ancare) und einem

dreieckigen Maushaus (Zoonlab GmbH).

Vom Tag des Absetzens an P21 an wurden die Versuchstiere (n = 38) in
gleichgeschlechtlichen Zweiergruppen als Experimentaleinheiten (n = 2) gehalten.
Die Einteilung basierte auf dem Grial-Genotyp. Wenn mdglich, wurden
Wurfgeschwister flr eine Experimentaleinheit verwendet. Die
Experimentaleinheiten (n = 19) wurden unter kontrollierten Temperatur- und
Luftfeuchtigkeitsbedingungen gehalten (22-24 °C, 45-60% Feuchtigkeit) in einem
12-Stunden Hell/Dunkel-Phasen Rhythmus mit ad libitum Zugang zu Futter (Ssniff
Spezialdidten GmbH) und Leitungswasser. Jede Experimentaleinheit wurde in
einem Makrolon-Typ-111-Kéafig (Ehret GmbH & Co. KG, Emmendingen,
Deutschland) gehalten, der ausgestattet war mit Einstreumaterial (Lignocel Select),
zwei Nestlets (Ancare) und einem viereckigen Maushaus (Zoonlab GmbH). Die
Anordnung der Kafige war randomisiert (www.randomizer.org). Die Tiere wurden
einmal wochentlich umgesetzt. Wéhrend einer viertdgigen Untersuchungsphase
jeweils in der frihen und spaten Adoleszenz (Fig. 1) wurden die
Experimentaleinheiten (n = 20) in einem Heimké&figsystem mit kontinuierlicher
Videotberwachung (PhenoTyper, Noldus) gehalten. Die Analyse des
Videomaterials erfolgte mit der Software EthoVision XT 15. Jeder PhenoTyper-
Ké&fig war ausgestattet mit 200 g Einstreumaterial +/- 5 g (Lignocel Select), zwei
Nestlets (Ancare), einem viereckigen Maushaus (Noldus) und zwei Trinkflaschen
(Noldus).

In der Tierhaltungsbarriere im IBF Heidelberg, Heidelberg Universitét, in der die
Zucht der Elterntierkolonie stattfand, wurde ein Hygienemonitoring gemaf
FELASA-Richtlinien mit vierteljhrlicher serologischer Untersuchung von
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Einstreusentinels durchgefiihrt. Die Ergebnisse der Hygienemonitorings aus dem
Zeitraum der letzten sechs Monate vor Lieferung der Zuchttiere aus dem IBF
Heidelberg an das Institut fir Pharmakologie lieferten keinen Hinweis auf das
Vorhandensein SPF-relevanter Erreger. Die Zuchttiere, die vom IBF Heidelberg
geliefert wurden, wurden in der Tierhaltungsbarriere im Institut fir Pharmakologie
nach dem Rein-Raus-Verfahren eingestallt. Zusétzlich wurde fir die betreffende
Tierhaltungsbarriere im Institut fur Pharmakologie ein Hygienemonitoring der
Zucht- und Versuchstiere mit Einstreusentinels gema FELASA Richtlinien
durchgefuhrt  (serologische  Untersuchung). Die  Ergebnisse  dieses
Hygienemonitorings bei Versuchsende lieferten keinen Hinweis auf das

Vorhandensein SPF-relevanter Erreger.

- /-

265 bp
191 bp

Abbildung 2. PCR (Elektrophoresegel, Agarose 5 %). Die Darstellung zeigt das
Ergebnis einer PCR zur Bestdtigung des Grial-Genotyps. Grial WT: 191 bp,
Grial+/- 265 bp und 191 bp, Grial-/- 265 bp. WT Wildtyp, +/- heterozygot, -/-
knockout. Die linke Bande stellt den GeneRuler dar.
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2. Studiendesign

2.1 C57BL/6 Wildtyp-Mause

Die im Institut fir Pharmakologie geborenen Versuchstiere (n = 200) des Stammes
C57BL/6JRj wurden randomisiert als Experimentaleinheiten
(gleichgeschlechtliche Wurfgeschwister, n = 2) in funf Gruppen (n = 40) eingeteilt
(www.randomizer.org) und wuchsen sodann unter standardisierten
Haltungsbedingungen bis zum Erreichen des Testalters auf, in dem die Tiere die
einwOchige Verhaltenstestbatterie durchliefen (Abb. 3). Jede der finf
Altersgruppen (n = 40) setzte sich aus 20 weiblichen und 20 méannlichen Tieren
zusammen. Die Gruppeneinteilung sollte die verschiedenen Stadien der

Individualentwicklung der Labormaus reprasentieren (Tabelle 1 i. V. m. Tabelle 4).

Die Phase der Adoleszenz kann nach einer Definition von Brust und Kollegen
(2015) in drei Entwicklungsabschnitte unterteilt werden, an denen sich auch die
Einteilung der Gruppen orientiert: 1) Phase der Prépubertat (Alter der Tiere im
Versuchszeitraum: P25 bis P31), 2) Phase der Pubertdt (P36 bis P42) und 3) Phase
nach Erreichen der sexuellen Reife (P50 bis P57). Als adulte Vergleichsgruppen
wurden 4) jung adulte Tiere (P65 bis P72) und 5) reif adulte Tiere (P120-P127)
herangezogen. Die Einbeziehung einer alteren, reif adulten Vergleichsgruppe
erfolgte, da Mause im Alter von rund drei Monaten haufig in der

neurowissenschaftlichen Forschung eingesetzt werden.

Die Benennung der Gruppen erfolgt im Folgenden anhand der Entwicklungsphase,
in der sich die Tiere wéhrend der jeweiligen Versuchswoche befanden (Abb. 3):
P25 fiir die Gruppe ,,Priapubertit, P36 fiir die Gruppe ,,Pubertit”, P50 fiir die
Gruppe ,,Sexuelle Reife”, P65 fiir die Gruppe ,,Jung adult™, P120 fiir die Gruppe
»Reif adult”. Tiere in der Spatadoleszenz (P48 bis P60) werden im Folgenden flr
alle Teilprojekte aus Grunden der einfacheren Begrifflichkeit als ,,sexuell reife*
Tiere bezeichnet, obwohl diese Bezeichnung auch fur Uber 60 Tage alte Tiere

zutreffen wiirde.

Pro Versuchswoche konnten zwolf Tiere untersucht werden. Die Untersuchung
jeder Altersgruppe (n = 40) wurde auf vier Batches aufgeteilt, woraus sich fir die
finf Altersgruppen eine Gesamtdauer der Experimente von 20 Wochen ergab. Die
Batches wurden zur Vermeidung von Batch-Effekten so geschachtelt, dass die

Altersgruppen  zeitlich  alternierend untersucht werden konnten. Der
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wiederkehrende Wochenrhythmus wurde gewéhlt, um den Einfluss externer
Faktoren in der Tierhaltung (bspw. Tierkontrolle, Umsetzen, Reinigung) auf die

Experimente zu minimieren.

Open Field

Saccharinpraferenz | Kérpergewicht
Laufradaktivitat | LBUR | | BUR |

Nestbauerhalten | Y

Euthanasie

<

Irwin Score
1 Korpergewicht
FCMs

Freitag Samstag Sonntag Montag Dienstag ~ Mittwoch Donnerstag

Abbildung 3. Schematische Ubersicht (iber eine Versuchswoche. Der
Versuchsaufbau setzt sich aus 20 gleich aufgebauten Wochen zusammen.
BUR = Burrowing-Test, FCMs = fékale Kortikosteronmetaboliten.
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Tabelle 4. Gruppenzuordnung der Versuchstiere und Aufschlisselung der
Altersspannen. * Zuchtbedingte Altersabweichung (in Tagen) vom in Spalte
., Test angegebenen Alter, w = weiblich, m = mannlich, SP = Saccharinpréaferenz,
NEST = Nestbauverhalten, VWR = Laufradaktivitat (\Voluntary-Wheel-Running),
BUR = Burrowing-Test, OF = Open-Field-Test, IRW = Irwin-Score, FCM = Fékale
Kortikosteronmetaboliten, KG = Kdrpergewicht.

Gruppe

Altersphase

n (w/m)

Test (Alter)

Abweichung *

in Tagen

P25

Prépubertét

20/20

SP, NEST, VWR (P25-P29)
BUR (P29 und P30)
OF, IRW, FCM (P31)

KG (P25 und P31)

+/-0

P36

Pubertat

20/20

SP, NEST, VWR (P36-P40)
BUR (P40 und P41)
OF, IRW, FCM (P42)

KG (P36 und P42)

P50

Sexuelle Reife

20/20

SP, NEST, VWR (P50-P54)
BUR (P54 und P55)
OF, IRW, FCM (P56)

KG (P50 und P56)

+/-0

P65

Junges
Erwachsenenalter

20/20

SP, NEST, VWR (P65-P69)
BUR (P69 und P70)
OF, IRW, FCM (P71)

KG (P65 und P71)

+/-0

P120

Reifes
Erwachsenenalter

20/20

SP, NEST, VWR (P120-
P124)

BUR (P124 und P125)
OF, IRW, FCM (P126)

KG (P120 und P126)
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2.2 Scnla-A1783V-Modell und Grial-Modell

Anhand der Kandidatenparameter, die im vorausgegangenen Teilprojekt bei
C57BL/6 Wildtyp-Mé&usen validiert wurden und sich als geeignet erwiesen haben,
wurde eine Verhaltenstestbatterie zusammengestellt, die die jungen Tiere des
Scnla-Al1783V-Modells und des Grial-Modells in den folgenden zwei
Teilprojekten durchliefen (Abb. 4). Der Klassifizierung von Brust und Kollegen
(2015) folgend wurden die Hauptuntersuchungen wahrend der frihen Adoleszenz
(Prapubertét, ab P22) und der spaten Adoleszenz (Phase der sexuellen Reife, ab
P48) der Tiere durchgefuhrt (Abb. 4). Die im Institut fir Pharmakologie
gezlichteten und geborenen Versuchstiere (Scnla-A1783V-Modell: n = 40, Grial-
Modell: n = 38) wurden anhand des Scnla- bzw. Grial-Genotyps eingeteilt und
wuchsen sodann als gleichgeschlechtliche Experimentaleinheiten (n = 2) unter
standardisierten Haltungsbedingungen bis zum Erreichen des Testalters auf. Die
beiden Gruppen des Scnla-A1783V-Modells setzten sich je zur Hélfte aus
weiblichen und mannlichen Tieren zusammen (Scnla+/- Méause: n (weiblich) = 10,
n (mannlich) = 10; Scnla WT Mause: n (weiblich) = 10, n (mannlich) = 10).
Hinsichtlich des Geschlechts gestaltete sich die Gruppenzusammensetzung der
Tiere des Grial-Modells wie folgt: Grial-/- Mause: n (weiblich) =10,
n (mannlich) = 8; Grial WT Méuse: n (weiblich) = 10, n (ménnlich) = 10.

Der Aufbau der Testbatterie war einheitlich gestaltet fir den Einsatz bei beiden
Tiermodellen. Mit Blick auf die erwartete modellspezifische Belastung der Tiere
im Laufe ihrer Individualentwicklung wurde die Verhaltenstestbatterie fur die
Versuche im Scnla-A1783V-Modell wie folgt modifiziert (Abb. 4):

1) Die Verhaltensuntersuchungen starteten erst an P27, da die Mortalitat der
belasteten Tiere der Linie Scn1a™-1Ps/) x 129S1/Sv-Hprt™€&M/j in den
ersten Tagen nach dem Absetzen, insbesondere zwischen P19 und P26
erwartungsgemal am hochsten ist (MILJANOVIC et al., 2021b) und die Tiere

in dieser Phase intensiv gepflegt werden sollten.
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2)

3)

Da Beobachtungen im Rahmen vorausgegangener Untersuchungen im Scnla-
A1783V-Modell darauf hindeuteten, dass das Muttertier reduziertes maternales
Verhalten gegeniiber den belasteten Jungtieren zeigte, wurde im Rahmen eines
Pilotprojekts ein  Wurf mit Muttertier Uber Warmebildaufzeichnung
kontinuierlich berwacht. Dies erfolgte in dem Zeitraum zwischen dem
Auftreten erster Anfélle an P16 (MILJANOVIC et al.,, 2021b) und dem

Absetzen der Jungtiere vom Muttertier an P19.
Aufgrund der erwarteten epileptischen Anfélle und motorischen Defizite der

Scnla+/- Tiere und dem damit verbundenen Verletzungsrisiko wurde den

Tieren kein Laufrad angeboten.

Saccharinpréferenz (P48-56 / P49-58)

Saccharinpraferenz (P27-33 / P23-33) Wiihlverhalten (P49-55 / P48-57)
Nestbauaktivitat (P27-33 / P23-33) Nestbauverhalten (P48-56 / P49-58)
Laufradaktivitat (n. a. / P23-33) Laufradaktivitit (n. a. / P49-58)
Heimkafigaktivitat (P29-32 / P25-32) Heimkafigaktivitat (P51-54 /| P51-57)
Open field (P29-32 / P24-28) Open field (P56-57 /| P56-58)
Irwin score (P29-32 | P24-28) Irwin score Irwin score (P56-57 /| P56-58)
FCM (P29-32 / P24-28) (P42 P42) FCM (P56-57 /| P56-58)
N + . >
I T | | | I
PO P14 P19 P21 P23 P26 P34 P42 P47 P60
—p

Intensive Pflege

Abbildung 4. Schematische Ubersicht des Versuchsablaufs im Scnla-A1783V-
und Grial-Modell. Die Altersspanne der Tiere, innerhalb der die Tests jeweils
durchgefihrt wurden, sind in den Klammern angegeben. Die modellspezifische
Anpassung der Testbatterie ist farblich hervorgehoben: rote Angaben beziehen sich
auf das Scnla-A1783V Modell, blaue Angaben beziehen sich auch das Grial
Modell. Zur besseren Ubersichtlichkeit wurde der Zeitpunkt des Absetzens der
Jungtiere vom Multtertier (Scnla-A1783V-Modell P19, Grial-Modell P21) und die
Warmebild-Videolberwachung eines Muttertiers mit Wurf von P16 bis P19 im
Scnla-Al1783V-Modell nicht dargestellt. P = postnataler Tag, FCM = féakale
Kortikosteronmetaboliten.
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3. Verhaltensuntersuchungen

3.1 Saccharinpraferenz

Die Praferenz einer angebotenen stfRen Losung (hier: Saccharin) im Vergleich zu
den Labornagern zeitgleich angebotenem Wasser kann Hinweise auf
Verhaltensziige der Tiere geben, die mit Anhedonie oder Schmerz assoziiert werden
kénnen (CRAWLEY, 2006; DE LA PUENTE et al., 2015; KLEIN et al., 2015).
Der Einsatz einer Saccharinldsung bietet gegenuber einer Sucroselésung den
Vorteil, dass ein geringerer Einfluss auf das Korpergewicht und den Energiebedarf
der Tiere und damit verbundene Datenerhebungen besteht. Die Durchfiihrung des
Saccharinpraferenztests erfolgte an vier aufeinanderfolgenden Tagen im
PhenoTyper-Ké&fig. Dieser diente den Tieren (n = 2 pro PhenoTyper-Kéfig) in
dieser Zeit als Heimkafig (Abb. 3, 4). Die Durchfuhrung des
Saccharinpraferenztests erfolgte gemal einem Testprotokoll, das von Klein und
Kollegen (2015) entwickelt wurde: an einer Wand des PhenoTyper-Kafigs waren
nebeneinander zwei Flaschen arretiert, die am ersten und dritten Tag mit jeweils
200 g Leistungswasser (+/- 1 g) gefullt wurden. Am zweiten und vierten Tag
enthielt eine der Flaschen 200 g einer 0.1 % Saccharinlésung (Aldrich Saccharin >
98%, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland), wahrend die
andere mit 200 g Leitungswasser geftllt war. Am zweiten Tag wurde die Flasche
mit der Saccharinldsung auf der linken Seite angebracht, am vierten Tag wurde die
Flasche mit der Saccharinlésung auf der rechten Seite angebracht. Die Alternierung
der Position erfolgte, um eine eventuelle Seitenpréferenz auszugleichen. Die
Flaschen wurden nach exakt 24 Stunden gewogen, um die jeweilige

Flussigkeitsaufnahme zu bestimmen.

3.2 Nestbauverhalten

Das Nestbauverhalten der Tiere im PhenoTyper-Kéfig (n = 2 pro PhenoTyper-
Kaéfig), der den Tieren in dieser Zeit als Heimkéfig diente, wurde in Anlehnung an
ein Protokoll von Jirkof und Kollegen (2013b) analysiert. Das Nestbauverhalten der
Tiere wurde im ersten Teilprojekt an sechs aufeinanderfolgenden Tagen analysiert,
die die Tiere im PhenoTyper-Kéfig verbrachten (Abb. 3). Das Nestbauverhalten der
Tiere in den Teilprojekten 2 und 3 wurde an jeweils vier Tagen in der frihen
Adoleszenz und an vier Tagen in der spaten Adoleszenz untersucht (Abb. 4). Dabeli
wurden taglich morgens Bilder der Nester der Tiere angefertigt. Die Bilder wurden
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im Abstand von 24 Stunden (+/- 1 Stunde) morgens zwischen 6:00 und 9:00 Uhr
(MEZ) oder 5:00 und 8:00 Uhr (MESZ) aufgenommen. Die Bilder umfassten eine
Aufsicht sowie zwei Seitenansichten, eine mit 90 ° und eine mit 45 °. Es existieren
verschiedene Protokolle zur Analyse des Nestbauverhaltens von Labornagern
[bspw. (DEACON, 2006a; JIRKOF et al., 2013b; KRAEUTER et al., 2019)]. Fir
die bildgestitzte Auswertung der Form und Komplexitdt des Nests wurde
basierend auf einer geringgradig modifizierten Version (BOLDT et al., 2021) des
Protokolls von Jirkof und Kollegen (2013b) die folgende Punkteskala angewandt:

- Score 1: Nestlets sind fast nicht manipuliert (> 90% sind intakt).
- Score 2: Nestlets sind geringfligig manipuliert (50-90% sind intakt).
- Score 3: Nestlets sind stark manipuliert (50-90% sind zerrissen).
- Score 4: Flaches Nest (> 90% sind zerrissen, Fetzen befinden sich in einer
Ecke des Kéfigs, < 50% der Wé&nde sind hoher als die Maus).
- Score 5: Fast perfektes Nest (> 90% sind zerrissen, > 50% der Wande sind
hoher als die Maus).
- Score 6: Perfektes Nest (> 90% sind zerrissen, > 90% der Wande sind héher
als die Maus).
Die Auswertung wurde von einer Person durchgefiihrt, die in Bezug auf die
Gruppenzugehorigkeit verblindet war. Die Auswertung wurde fur alle drei

Teilprojekte von derselben Person durchgefiihrt.

3.3 Wihlverhalten

Das Wihlverhalten der Tiere wurde in der Hell- und Dunkelphase analysiert. Die
Tests wurden im PhenoTyper-Kafig, der den Tieren als Heimkafig diente, oder in
Makrolon-Typ-I1I-Heimké&figen durchgefuhrt. Die Durchfiihrung erfolgte in
Anlehnung an ein Protokoll von Jirkof und Kollegen (2013a). Zur Analyse des
Wiihlverhaltens in der Hellphase wurde zwei Stunden vor Beginn der Dunkelphase
eine durchsichtige Plastikflasche (Lange: 20 cm, Durchmesser des
Flascheneingangs: 3,5 cm; Zoonlab GmbH), die mit 200g + 1 g Futterpellets
(Ssniff Spezialdiaten GmbH) gefillt war, im Heimké&fig platziert. Nach 120
Minuten wurde die Flasche mit den hierin verbliebenen Pellets gewogen, um die
Menge an Pellets zu bestimmen, die nach dem Test im K&fig verteilt waren. Die im
Kéfig verteilten Futterpellets wurden sodann entfernt und die gewogene Flasche flr
die Analyse des Wihlverhaltens in der Dunkelphase wieder in den Heimkafig

gelegt. Am néchsten Tag wurde direkt im Anschluss an die Dunkelphase die
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Flasche nochmals gewogen, um die Menge der Pellets zu bestimmen, die nach der
Dunkelphase im Heimkaéfig verteilt waren. Die Tests wurden im Hinblick auf einen
moglichen Trainingseffekt am darauffolgenden Tag wiederholt.

3.4 Laufrad- und Heimkafigaktivitat

Die Laufradaktivitat wurde Uber einen Zeitraum von vier Tagen im PhenoTyper-
Ké&fig, der den Tieren in dieser Zeit als Heimkéfig diente, analysiert. Hierbei hatten
die Tiere ununterbrochen freien Zugang zu einem Laufrad (Durchmesser: 15 cm,
Breite: 7 cm; PhenoWheel, Noldus, Wageningen, Niederlande), das an einer Wand
des PhenoTyper-Kafigs arretiert war. Die Analyse der Laufradaktivitat erfolgte
uber die Software EthoVision XT 15, die die Umdrehungen des Rads pro
Zeiteinheit (exakt 60 Sekunden) erfasste.

Die Analyse der Heimké&figaktivitat wurde ebenso mit der Software EthoVision XT
15 durchgefuhrt. Die Analyse wurde innerhalb eines Zeitfensters von 60 Minuten
durchgefuhrt. Vor der Analyse hatten die Tiere mindestens 60 Stunden im
PhenoTyper-Ké&fig als Heimkafig verbracht. Die 60-miniitige Analyse wurde rund
30 Minuten nach Beginn der Dunkelphase gestartet, da die Tiere zu dieser Zeit
hdchste Aktivitatslevel aufwiesen. Analysiert wurden die Gesamtaktivitat der Tiere
uber die zuriickgelegte Strecke sowie die mittlere Geschwindigkeit der Tiere.
Weiter wurde die Aufenthaltsdauer der Tiere in definierten Kafigzonen (Futterzone,

Trénkezone, Zentrum des Ké&figs) analysiert.

3.5 Open-Field-Test

Im Open-Field-Test wurden Parameter analysiert, die Aufschluss Uber die
lokomotorische Aktivitat, angstassoziiertes Verhalten und das
Explorationsverhalten der Tiere geben kénnen. Mindestens 30 Minuten vor Beginn
der Experimente wurden die Tiere in ihrem Heimkafig zur Habituation in den
Testraum verbracht. Bei dem Testraum handelt es sich um einen schallgeddmmten
Raum im Institut fir Pharmakologie, Toxikologie und Pharmazie, Tierarztliche
Fakultat, LMU Minchen. Mannliche Tiere wurden vor den weiblichen Tieren
getestet. Die Tiere wurden einzeln in eine weiBe runde Arena eingesetzt
(Durchmesser: 60 cm, Hohe 40.5 cm; Lichtverhéltnisse: 12-20 lux). Dabei wurde
das Tier 10 cm entfernt von der Wand der Arena mit dem Kopf in Richtung der
Arenawand eingesetzt. Der Test wurde mit zwei nebeneinander stehenden Open-

Field-Arenen durchgefiihrt und die Tiere einer Experimentaleinheit (n = 2) wurden
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gleichzeitig in ihre jeweilige Arena eingesetzt. Der Test dauerte ab Einsetzen der
Tiere in die Arenen exakt 15 Minuten. Die Open-Field-Arenen wurden nach jedem
Testdurchgang mit 0.1 % Essigsaure gesaubert, um Geruchsspuren zu entfernen.
Die Aufzeichnungen und Analysen wurden mit der Software EthoVision XT 8.5
(Noldus, RRID:SCR_000441) durchgefuhrt. Als Parameter lokomotorischer
Aktivitat wurde die zurtickgelegte Gesamtdistanz herangezogen. Zur Beurteilung
explorativen Verhaltens wurde die Dauer bestimmt, die sich die Tiere im
Wandbereich der Arena und im Zentrum der Arena authielten (Zonen ,,Wand* und
wZentrum®). Hierfir wurde die Arena in drei Zonen unterteilt, die Wandzone
(entsprechend 17% der Arena), die mittlere Zone (entsprechend 38% der Arena)
und die Zentrumszone (entsprechend 45%) der Arena. Zusatzlich wurde
retrospektiv anhand der Videodateien manuell gescort, wie oft sich die Tiere
wahrend der 15 Minuten aufrichteten (Position Rearing) und wie oft die Tiere in

dieser Zeit gegen die Arenawand sprangen (,,Spriinge*).

3.6 Irwin-Score

Als klassischer neurologischer Verhaltenstest in der Versuchstierkunde nach
Samuel Irwin (IRWIN, 1968) wurde der Irwin-Test durchgefthrt, um
Informationen uber das Allgemeinbefinden der Tiere und die Integritdt des
vegetativen Nervensystems zu erhalten. Der Irwin-Test wurde in drei aufeinander

folgenden Teilen durchgefiihrt:

1. Observation im Heimkafig (PhenoTyper-Kéfige oder Makrolon-Typ-I111-
Kéfige)

2. Videobasierte Observation in der Open-Field-Arena

3. Observation in frischem Kéafig (Makrolon-Typ-11-Kéfige), ausgestattet mit

Einstreumaterial (Lignocel Select).

Die Testreihenfolge richtete sich nach der Invasivitat der Parameter. Handling-
assoziierte Parameter wurden zum Schluss getestet. Als letzter Parameter wurde
rektal die Korpertemperatur der Tiere gemessen. Im Anhang befindet sich eine

detaillierte Beschreibung der Parameter und des verwendeten Punktesystems.
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3.7 Warmebildbasierte Wurfiiberwachung

Ein Muttertier mit ihren sechs Jungtieren wurde an P16 in einen PhenoTyper-Kéfig
transferiert, der den Tieren von nun an als Heimkéfig diente. Die Genotypisierung
der Tiere mit Probenmaterial, das an P19 entnommen wurde, ergab, dass es sich bei
den sechs Jungtieren um zwei weibliche und vier mannliche Scnla+/- Tiere
handelte. Jeder PhenoTyper-Ké&fig war ausgestattet mit 200 g Einstreumaterial +/-
59 (Lignocel Select), zwei Nestlets (Ancare), einem viereckigen Maushaus
(Noldus) und zwei Trinkflaschen (Noldus). Die Haltung im PhenoTyper-Kéfig
wurde Uber das Micro-Warmebild-Kameramodul FLIR Lepton 3.5 (Teledyne FLIR
LLC, Wilsonville, USA), kombiniert mit dem USB-Webcam-Breakout-Board
PureThermal 2 Smart-1/O-Board (Teledyne FLIR LLC, Wilsonville, USA), mit
kontinuierlicher Warmebildvideoaufzeichnung Uberwacht. Das Warmebild-
Kameramodul wurde angesteuert Uber die Lepton User App fir Windows
(Teledyne FLIR LLC, Wilsonville, USA). Die Wéarmebildvideoiiberwachung
wurde als kontinuierliche Aufzeichnung von P16 bis P19 durchgefiihrt, um
Informationen Uber die Interaktion der Tiere im Heimkafig sowie Separation
einzelner Tiere und Anzeichen reduzierten maternalen Verhaltens zu erhalten. Die

Auswertung sollte im Rahmen des Pilotprojekts auf deskriptiver Basis stattfinden.

4. Fakale Kortikosteronmetaboliten

Kotproben fir die Analyse der Kortikosteronmetaboliten wurden direkt im
Anschluss an den Open-Field-Test gesammelt. Im C57BL/6-Projekt wurden die
Kotproben im Laufe des Vormittags (6:00 bis 10:00 Uhr MEZ und 7:00 bis 11:00
Uhr MESZ) gesammelt. Im Scnla-A1783V und im Grial-Projekt wurden die
Kotproben zwischen 7:00 und 13:00 Uhr (MESZ) gesammelt. Die Kotproben
wurden als Einzeltierproben jeweils direkt aus der Open-Field-Arena nach
Durchfuhrung des Tests gesammelt. Um genugend Probenmaterial zu erhalten,
wurde Kot auch aus den Einzelkéafigen (Makrolon-Typ-11-Kafige), ausgestattet mit
Einstreumaterial (Lignocel Select), gesammelt. Die Proben aus den Einzelké&figen
wurden gesammelt, nachdem die Tiere zwei Stunden in den Kafigen gesessen
hatten. Die Proben wurden bei -20 °C gelagert. Zur Aufbereitung fur die Analyse
wurden die Proben getrocknet, homogenisiert und aliquotiert (Einwaage: 0.05 g
getrocknetes, homogenisiertes Probenmaterial). Danach erfolgte die Extraktion mit
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1 ml 80%igem Methanol (PALME et al., 2013). Die Proben wurden auf Trockeneis
an das Institut fir Medizinische Biochemie, Veterindrmedizinische Fakultat,
Universitat  Wien, verschickt. Dort erfolgte die Bestimmung der
Metabolitkonzentrationen. Hierfur wurde ein 5o-pregnan-33,11p3,21-triol-20-1
Enzym-Immunoassay verwendet. Dieser Immunoassay ist zur Bestimmung fakaler
Kotikosteronmetaboliten bei Mausen validiert (TOUMA et al., 2003; TOUMA et
al., 2004).

5. Statistik

Die statistische Analyse wurde mit den Programmen R Version 4.0.2 und Version
4.1.2 (R CORE TEAM, 2020) und GraphPad Prism Version 5.04 fir Windows
(GraphPad Prism Software, San Diego, CA, USA) durchgefiihrt. Daten der
C57BL/6 Wildtyp-Mause, des Scnla-A1783V-Modells und des Grial-Modells
wurden mittels parametrischer zwei-faktorieller Varianzanalyse (ANOVA) oder
nichtparametrischer Varianzanalyse (ART ,,Aligned Rank Transform*“ ANOVA
(Wobbrock 2011, Elkin 2021)) mit dem ARTool Version 2.1.2 (Washington, DC,
USA) analysiert. Hierbei wurde auf signifikante Effekte der HaupteffektgroRen
Alter und Geschlecht (C57BL/6-Wildtyp-Mause) oder Genotyp und Geschlecht
(Scnla-A1783V-Modell, Grial-Modell) geprift. Die multifaktorielle Analyse
ermoglichte auch die Prifung der Interaktion der Haupteffekte: Daten weiblicher
und méannlicher Tiere wurden separat ausgewertet und dargestellt, wenn dies durch
eine signifikante Interaktion des Geschlechts mit dem jeweils zweiten Haupteffekt
begriindet werden konnte (BUCH et al., 2019). Ansonsten wurden die Daten
weiblicher und mannlicher Tiere einer Versuchsgruppe zusammengefasst.
Signifikante Haupteffekte der Multivarianzanalyse der Daten der C57BL/6
Wildtyp-Mé&use, des Scnla-A1783V-Modells und des Grial-Modells wurden
mittels post-hoc-Test korrigiert, um dem Risiko der Alpha-Fehler-Kumulierung zu
begegnen: False-Discovery-Rate-Analyse nach Benjamini-Hochberg (FDR-
Korrektur), Bonferroni-Korrektur, Tukey s HSD oder Dunn’s post-hoc-Test. Ein p-
Wert < 0.05 wurde fir alle statistischen Analysen als signifikant angenommen.

Die Datensétze der C57BL/6J Wildtyp-Mause, des Scnla-A1783V-Modells und des
Grial-Modells wurden jeweils Korrelationsanalysen nach Spearman unterzogen

(CULHANE et al. 2005). Bei der Korrelationsanalyse nach Spearman wurde eine
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signifikante Korrelation fir r <-0.5 oder r > 0.5 jeweils in Verbindung mit p < 0.05
angenommen. Die Heatmap-Darstellung der Korrelationsanalysen erfolgte mit dem
R-Paket ,,corrplot® (WEI & SIMKO, 2021). Die graphischen Darstellungen der
Hauptkomponentenanalysen (PCA) der Datensétze der C57BL/6 Wildtyp-Méuse,
des Scnla-Al1783V-Modells und des Grial-Modells erfolgten mit dem R-Paket
ggplot2 (WICKHAM, 2016). Die graphischen Darstellungen wurden mit den
Programmen GraphPad Prism Version 5.04 und R Version 4.1.2 (R CORE TEAM,
2020) durchgefuhrt. Daten, die mittels parametrischer Statistik ausgewertet
wurden, sind als Mittelwert £ Standardfehler des Mittelwerts (Mittelwert £ SEM)
dargestellt. Daten, die mit nichtparameterischer Statistik analysiert wurden, werden

als Median mit Interquartilrange (Median (IQR)) gezeigt.
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IV. ERGEBNISSE

1. C57BL/6 Wildtyp-Méause

Saccharinpraferenz

Die Analyse der Saccharinpraferenz zeigte einen signifikanten Effekt des Alters auf die von
den Tieren tber den Gesamtzeitraum des Versuchs aufgenommene Menge an Saccharinldsung
(Abb. 5, ANOVA, F480=4.73, p = 0.002). Reif adulte Tiere (P120) zeigten eine signifikant
geringere Praferenz fiir Saccharin als prapubertére Tiere (P25) (Bonferroni-Korrektur: p < 0.05)
und pubertére Tiere (P36) (Bonferroni-Korrektur: p < 0.05). Ein Einfluss des Geschlechts auf
den Saccharingesamtkonsum sowie eine Interaktion zwischen Geschlecht und Alter wurden

nicht festgestellt.

Wihlverhalten

Die Analyse des Wihlverhaltens der Tiere wéhrend der Dunkelphase zeigte, dass sowohl das
Alter als auch das Geschlecht einen signifikanten Einfluss auf die Menge des Wihlsubstrats im
ersten und im zweiten Dunkelphasen-Test hatten (Abb. 5, ANOVAs: Test 1: Alter Fs90=12.44,
p <0.0001, Geschlecht F1,90=8.25, p = 0.005; Test 2: Alter F490=13.70, p <0.0001, Geschlecht
F100=10.09, p = 0.002). Eine Interaktion zwischen den zwei Haupteffekten konnte weder am
ersten noch am zweiten Testtag festgestellt werden. Im ersten Test wahrend der Dunkelphase
wihlten prapubertare Tiere (P25) eine signifikant geringere Menge als die alteren
Vergleichsgruppen (Bonferroni-Korrektur: P36 p < 0.05, P50 p < 0.0001, P65 p < 0.0001, P120
p <0.01). Pubertare Tiere (P36) wihlten im ersten Dunkelphasentest zudem eine geringere
Menge als jung adulte Tiere (P65) (Bonferroni-Korrektur: p < 0.05). Wéhrend der zweiten
Dunkelphase wiihlten prapubertére Tiere (P25) ebenfalls eine signifikant geringere Menge als
die alteren Vergleichsgruppen (Bonferroni-Korrektur: P36 p < 0.05, P50 p < 0.0001, P65
p <0.0001, P120 p < 0.001). Pubertére Tiere (P36) wuhlten auch im zweiten Dunkelphasentest
eine geringere Menge als jung adulte Tiere (P65) (Bonferroni-Korrektur: p < 0.05). Die Analyse
zur Erfassung der Wihlleistung in der Hellphase wéhrend des zweistlindigen Zeitfensters ergab
keine Gruppenunterschiede wéhrend des ersten Testtags (Abb. 5). Am darauffolgenden zweiten
Testtag konnte ein signifikanter Einfluss von Alter und Geschlecht auf die Menge des
gewdhlten Substrats innerhalb von 120 Minuten detektiert werden, dabei interagierten die
Haupteffekte nicht miteinander (Abb. 5, ANOVA: Alter Fa9 = 3.79, p = 0.007, Geschlecht
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F19 = 6.59, p = 0.01): im zweiten Hellphasen-Test wihlten prépubertdre Tiere (P25) eine

geringere Substratmenge als jung adulte Tiere (P65) (Bonferroni-Korrektur: p < 0.05).
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Abbildung 5. Saccharinpraferenz und Wuhlverhalten. Prépubertare (P25) und pubertére
(P36) Tiere zeigten eine hohere Praferenz von Saccharin gegentiber Wasser als reif adulte Tiere
(P120) (A). Wahrend die Analyse des Wuhlverhaltens tUber das Gewicht des Wuhlsubstrats
(Pellets) in der Dunkelphase am ersten Testtag (B) sowie am zweiten Testtag (C) mehrere
Gruppenunterschiede aufzeigte, zeigten die Analyse des ersten (D) und zweiten (E) 120-
mindtigen Hellphasen-Test ein geringer ausgepragtes Wiihlverhalten auf. Kreise symbolisieren
Daten weiblicher Tiere, Rechtecke symbolisieren Daten mannlicher Tiere. n = 9-10 pro
Altersgruppe pro Geschlecht. * p < 0.05. ANOVA mit Bonferroni-Korrektur; Mittelwert +

SEM.
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Nestbauverhalten

Die Analyse des Nestbauverhaltens an den einzelnen Untersuchungstagen zeigte einen Einfluss
des Alters der Tiere auf den Komplexitatsscore an allen Tagen auBer am vierten und funften
Untersuchungstag (Abb. 6, ART ANOVAs: Tag 1 Alter Fs90 = 3.30, p = 0.01; Tag 2 Alter
Fa0=3.42, p=0.01; Tag 3 Alter F490= 3.2, p = 0.02; Tag 4 Alter F490=2.11, p = 0.09; Tag
5 Alter F490=0.76, p = 0.6; Tag 6 Alter F490=2.79, p = 0.03). Ein Unterschied zwischen den
Altersgruppen konnte im post-hoc-Test jedoch nur am dritten Untersuchungstag bestatigt
werden: unabhangig vom Geschlecht der Tiere erreichten die Nester sexuell reifer Tiere (P50)
hohere Scores als die Nester jung adulter Tiere (P65) am dritten Untersuchungstag (Abb. 6,
Dunn’s post-hoc-Test: p < 0.05). Eine signifikante Interaktion des Alters mit dem Geschlecht
wurde an keinem der Untersuchungstage festgestellt. Unabhdngig vom Alter der Tiere
erreichten die Nester weiblicher Tiere an allen Untersuchungstagen einen hoheren
Komplexitatsscore als die méannlicher Tiere (Abb. 6, ART ANOVASs: Tag 1 Geschlecht
F190=46.52, p < 0.0001, Tag 2 Geschlecht F190 = 48.33, p < 0.0001, Tag 3 Geschlecht
F100=44.88, p < 0.0001, Tag 4 Geschlecht Fi9=24.02, p < 0.0001, Tag 5 Geschlecht
F100=21.60, p < 0.0001; Tag 6 Geschlecht F1,90=24.92, p <0.0001).

Die Analyse des Summenscores, der sich aus der Addition der Uber die einwdchige
Untersuchungsphase erzielten Tagesscores ergibt, zeigte einen signifikanten Effekt des Alters
und des Geschlechts auf die Nestkomplexitat, wobei beide Haupteffekte nicht interagierten
(Abb. 6, ART ANOVA: Alter Fs90=3.81, p =0.007, Geschlecht F1,90=73.45, p <0.0001):
unabhdngig vom Alter der Tiere erreichten die Nester weiblicher Tiere hthere Summenscores
als die Nester mannlicher Tiere. Ein Unterschied der Summenscores zwischen den

Altersgruppen konnte im post-hoc-Test nicht bestatigt werden.
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Abbildung 6. Nestbauverhalten. Die Analyse des Summenscores, der sich aus der Addition
der Einzelscores der sechs Untersuchungstage ergibt, konnte keine Unterschiede zwischen den
Altersgruppen zeigen (A). Unabhéngig vom Alter der Tiere wurden die Nester weiblicher Tiere
(B) an allen sechs Untersuchungstagen mit signifikant héheren Scores bewertet als die Nester
maéannlicher Tiere (C). Unabhéngig vom Geschlecht der Tiere erreichten die Nester sexuell reifer
Tiere (P50) am dritten Untersuchungstag hohere Scores als die Nester jung adulter Tiere (P65).
Kreise symbolisieren Daten weiblicher Tiere, Rechtecke symbolisieren Daten mannlicher
Tiere. Die getrenntgeschlechtliche Darstellung (B, C) erfolgte trotz nicht signifikanter
Interaktion der beiden HaupteffektgroBen und dient der besseren Ubersichtlichkeit. n = 10 pro
Altersgruppe pro Geschlecht. ART ANOVA mit Dunn’s post-hoc-Test; Median mit IQR.

Laufradaktivitat

Die Analyse der Laufradaktivitat innerhalb der viertdgigen Untersuchungsperiode
demonstrierte einen signifikanten Effekt von Alter und Geschlecht auf die zuriickgelegte
Gesamtdistanz, wobei beide Haupteffekte nicht signifikant miteinander interagierten (Abb. 7,
ANOVAs: Alter Fs90=22.78, p < 0.0001, Geschlecht F1,90=69.01, p < 0.0001). Prapubertére
Tiere (P25) legten eine geringere Gesamtdistanz zurtick als pubertére Tiere (P36), sexuell reife
Tiere (P50) und jung adulte Tiere (P65) (Bonferroni-Korrektur: p < 0.01, resp. p <0.0001, resp.
p < 0.01). Sexuell reife Tiere (P50) legten zudem eine grofRere Distanz zuriick als reif adulte
Tiere (P120) (Bonferroni-Korrektur: p < 0.001). Unabhéngig vom Alter legten weibliche Tiere
eine groRere Gesamtdistanz zurlick als mannliche Tiere. Die Analyse der zuriickgelegten
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Distanz innerhalb von 24 Stunden ergab, dass das Alter und das Geschlecht signifikante Effekte
auf die zuriickgelegte Distanz an allen vier Untersuchungstagen hatte (Abb. 7). An Tag 2 konnte
zusétzlich eine Interaktion zwischen Alter und Geschlecht festgestellt werden (Abb. 7,
ANOVA: Interaktion Alter x Geschlecht Fs00=2.62, p = 0.04 ): die Analyse der Laufleistung
weiblicher Tiere an Tag 2 zeigte, dass weibliche Tiere im prépubertaren Alter (P25) eine
geringere Strecke zurucklegten als alle alteren weiblichen Vergleichsgruppen (Bonferroni-
Korrektur: P36 p <0.001, P50 p <0.0001, P65 p <0.0001, P120 p <0.01). Zudem legten
weibliche sexuell reife Tiere (P50) an Tag 2 eine groRere Strecke im Laufrad zuriick als jung
adulte (P65) und reif adulte (P120) Tiere gleichen Geschlechts (Bonferroni-Korrektur: p < 0.05,
resp. p <0.001). Die Analyse innerhalb der Gruppen ménnlicher Tiere demonstrierte, dass
sexuell reife (P50) mannliche Tiere eine groRere Strecke an Tag 2 im Laufrad zurtcklegten als
die prapubertare (P25) und reif adulte Vergleichsgruppe (P120) (Bonferroni-Korrektur:
p <0.01, resp. p <0.01).
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Abbildung 7. Laufradaktivitat. Die Analyse der von den Tieren Uber den viertdgigen
Untersuchungszeitraum zurtickgelegte Distanz zeigte, dass weibliche Tiere (A) unabhéngig
vom Alter eine gréRere Distanz zurlicklegten als mannliche Tiere (B). Die Analyse der von den
Tieren zuruckgelegten Gesamtdistanz (C) zeigte Unterschiede zwischen den Altersgruppen.
Die Analyse der Distanz, die am zweiten Untersuchungstag von den Tieren zuriickgelegt wurde
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(D), konnte geschlechtsspezifische Unterschiede zwischen den Altersgruppen zeigen. Kreise
symbolisieren Daten weiblicher Tiere, Rechtecke symbolisieren Daten mannlicher Tiere. n= 10
pro Altersgruppe pro Geschlecht. * p < 0.05. ANOVA mit Bonferroni-Korrektur; Mittelwert +
SEM.

Open-Field-Test

Die Analyse der ersten funf Minuten nach Einsetzen der Tiere in die neue Umgebung der Arena
kann Information Gber das Explorationsverhalten der Tiere liefern. Die Aufenthaltsdauer in der
Zentrumszone der Arena unterschied sich nicht zwischen den Gruppen (Abb. 8). Die Analyse
der Aufenthaltsdauer in der Wandzone der Arena zeigte einen signifikanten Effekt des Alters
und des Geschlechts sowie eine signifikante Interaktion beider Haupteffekte (Abb. 8, ANOVA:
Alter F4,190 = 20.73, p < 0.0001, Geschlecht F1,90=6.86, p =0.01, Alter x Geschlecht Interaktion
Fa190 = 2.88, p = 0.02). Tiere des mannlichen Geschlechts hielten sich im prapubertaren Alter
(P25) langer im Wandbereich der Arena auf als im jung adulten (P65) und reif adulten (P120)
Alter (Bonferroni-Korrektur: p < 0.0001, resp. p < 0.001). Pubertére (P36) méannliche Tiere
hielten sich zudem langer im Bereich der Arenawand auf als jung adulte (P65) und reif adulte
(P120) ménnliche Tiere (Bonferroni-Korrektur: p < 0.001, resp. p < 0.01). Die Analyse
innerhalb des weiblichen Geschlechts zeigte, dass reif adulte (P120) Tiere eine kirzere
Aufenthaltsdauer im Wandbereich aufwiesen als alle jungeren weiblichen Vergleichsgruppen
(Bonferroni-Korrektur: P25 p < 0.0001, P36 p < 0.0001, P50 p < 0.0001, P65 p < 0.01).

Die Analyse der zuriickgelegten Distanz und Fortbewegungsgeschwindigkeit innerhalb der
Gesamtexpositionszeit von 15 Minuten kann Aufschluss tber das Lokomotionsverhalten der
Tiere geben. Die Hauptfaktoren Alter und Geschlecht hatten einen signifikanten Einfluss auf
die zuruickgelegte Distanz der Tiere, interagierten aber nicht miteinander (Abb. 8, ANOVA:
Alter F4100= 8.27, p < 0.0001, Geschlecht F1,190=4.11, p = 0.04). Unabhéngig vom Geschlecht
legten prépubertdare (P25) Tiere eine geringere Distanz zurick als alle &lteren
Vergleichsgruppen (Bonferroni-Korrektur: P36 p < 0.01, P50 p < 0.0001, P65 p <0.0001, P120
p < 0.01). Dies spiegelte sich auch in der Fortbewegungsgeschwindigkeit der Tiere (Distanz
pro 15 Minuten) wider (Anova: Alter Fa190 = 8.26, p < 0.0001, Geschlecht F1190 = 4.11,
p = 0.04): Unabhéngig vom Geschlecht bewegten sich prapubertére Tiere (P25) mit geringerer
Geschwindigkeit fort als alle alteren Vergleichsgruppen (Bonferroni-Korrektur: P36 p < 0.01,
P50 p <0.0001, P65 p <0.0001, P120 p < 0.01). Mit Blick auf die von den Tieren wahrend der
Gesamtexpositionszeit von 15 Minuten gezeigten Rearing-Positionen konnte ein signifikanter
Effekt des Alters demonstriert werden (Abb. 8, ANOVA: Alter Fs190 =28.61, p <0.0001).



IV. Ergebnisse 64

Préapubertare Tiere (P25) richteten sich weniger haufig auf den Hinterbeinen auf als alle &lteren
Vergleichsgruppen (Bonferroni-Korrektur: P36 p < 0.001, P50 p < 0.0001, P65 p < 0.0001,
P120 p <0.0001). Zudem richteten sich pubertare Tiere (P36) weniger hdufig auf als alle &lteren
Vergleichsgruppen (Bonferroni-Korrektur: P50 p < 0.0001, P65 p < 0.01, P120 p < 0.001). Die
Analyse der Anzahl der Spriinge der Tiere gegen die Arenawand zeigte einen signifikanten
Effekt des Alters (Abb. 8, ANOVA: Alter Fs190 = 2.98, p = 0.02): prapubertére Tiere (P25)
sprangen wahrend der Gesamtexpositionszeit von 15 Minuten weniger héufig gegen die
Arenawand als pubertare Tiere (P36) (Bonferroni-Korrektur: p < 0.05).
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Abbildung 8. Open-Field-Test. Die Analyse innerhalb der ersten funf Minuten zeigte, dass sie
die Aufenthaltsdauer der Tiere in der Zentrumszone (A) nicht zwischen den Altersgruppen
unterschied, wohingegen geschlechtsspezifische Unterschiede zwischen den Altersgruppen
hinsichtlich der in der Wandzone (B) verbrachten Zeit festgestellt wurden. Die Analyse der
gesamten Testdauer von 15 Minuten zeigte Unterschiede zwischen den Altersgruppen
hinsichtlich der zurlickgelegten Gesamtdistanz (C) sowie des erfassten Rearing-Verhaltens (D)
und der erfassten Spriinge gegen die Arenawand (E) auf. Kreise symbolisieren Daten weiblicher
Tiere, Rechtecke symbolisieren Daten ménnlicher Tiere. n = 20 pro Altersgruppe pro
Geschlecht. * p < 0.05. ANOVA mit Bonferroni-Korrektur; Mittelwert £ SEM.
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Irwin-Score

Die Analyse der Summenscores konnte einen signifikanten Effekt des Alters demonstrieren
(Abb. 9, ART ANOVA: Alter Fs1900=2.82, p=0.03), jedoch konnte ein signifikanter
Gruppenunterschied im post-hoc-Test nicht bestatigt werden. Des Weiteren konnte die Analyse
der Summenscores keinen signifikanten Effekt des Geschlechts und keine signifikante
Interaktion zwischen den beiden HaupteffektgroRen demonstrieren. Alters- und
geschlechtsspezifische Unterschiede wurden bei der Erfassung der Kérperinnentemperatur der
Tiere detektiert (Abb. 9, ART ANOVA: Alter Fs183=10.51, p<0.0001, Geschlecht
F1188=95.86, p <0.0001, Interaktion Alter x Geschlecht F4 188 = 8.29, p < 0.0001). Hierbei
zeigte die Analyse der Daten weiblicher Tiere, dass jung adulte Tiere (P65) eine geringere
Korpertemperatur aufwiesen als pubertére (P36), sexuell reife (P50) und reif adulte (P120)
Tiere (Dunn ‘s post-hoc-Test: p < 0.001, resp. p < 0.01, resp. p < 0.05). Die Analyse der Daten
méannlicher Tiere ergab, dass reif adulte Tiere (P120) niedrigere Korpertemperaturen aufwiesen
als prapubertére (P25), pubertare (P36) und sexuell reife (P50) Tiere (Dunn ‘s post-hoc-Test:
p <0.001, resp. p<0.001, resp. p < 0.01). Jung adulte mannliche Tiere (P65) wiesen erniedrigte
Korpertemperaturen auf im Vergleich zu pubertaren mannlichen Tieren (P36) (Dunn‘s post-
hoc-Test: p < 0.05).

Féakale Kortikosteronmetaboliten (FCM)

Die Analyse fékaler Kortikosteronmetaboliten ergab einen signifikanten Effekt des Alters und
des Geschlechts auf die Metabolitkonzentrationen und zeigte eine signifikante Interaktion der
Haupteffekte (Abb. 9, ANOVA: Alter F4190=19.20, p <0.0001, Geschlecht Fig0=19.49,
p < 0.0001, Alter x Geschlecht Interaktion Fs190=3.26, p = 0.01). Die Analyse innerhalb des
weiblichen Geschlechts ergab erhohte Metabolitkonzentrationen in préapubertéren Tieren (P25)
gegeniiber pubertaren Tieren (P36) und reif adulten Tieren (P120) (Bonferroni-Korrektur:
p <0.01, resp. p<0.01). Die Analyse innerhalb des mannlichen Geschlechts zeigte erhdhte
Metabolitspiegel in prépubertaren Tieren (P25) im Vergleich zu allen &lteren
Vergleichsgruppen (Bonferroni-Korrektur: P36 p < 0.0001, P50 p <0.0001, P65 p < 0.0001,
P120 p <0.0001). Geschlechtsunterschiede zeigten sich in sexuell reifen (P50), jung adulten
(P65) und reif adulten (P120) Tieren: weibliche Tiere wiesen hohere Metabolitkonzentrationen
auf als mannliche Tiere (Bonferroni-Korrektur: P50 p < 0.01, P65 p < 0.01, P120 p < 0.05).
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Korpergewicht

Die Auswertung der Korpergewichtsdaten der Versuchsgruppen zu Versuchsbeginn (Tag 1)
demonstrierte einen signifikanten Effekt von Alter und Geschlecht auf das Kérpergewicht
sowie eine signifikante Interaktion der beiden Haupteffekte (Abb. 9, ANOVA Alter
Fa100=491.0, p<0.0001, Geschlecht Fi190=32.01, Alter x Geschlecht Interaktion
Fa9=32.01, p<0.0001). Die Analyse innerhalb des weiblichen Geschlechts zeigte, dass
prapubertdre Tiere (P25) signifikant geringere Kdorpergewichte aufwiesen als die &lteren
Vergleichsgruppen (Bonferroni-Korrektur: P36 p <0.0001, P50 p < 0.0001, P65 p < 0.0001,
P120 p < 0.0001). Zudem hatten weibliche pubertére Tiere (P36) ein geringeres Korpergewicht
als weibliche reif adulte (P120) Tiere (Bonferroni-Korrektur: p < 0.001). Die Analyse innerhalb
des méannlichen Geschlechts zeigte, dass prapubertare Tiere (P25) signifikant geringere
Korpergewichte aufwiesen als die alteren Vergleichsgruppen (Bonferroni-Korrektur: P36
p <0.0001, P50 p<0.0001, P65 p<0.0001, P120 p <0.0001). Zudem hatten mé&nnliche
pubertdre Tiere (P36) ein geringeres Korpergewicht als méannliche jung adulte (P65) und reif
adulte (P120) Tiere (Bonferroni-Korrektur: p < 0.01, resp. p < 0.001).
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Abbildung 9. Irwin-Score, Korpertemperatur, Korpergewicht und fékale
Kortikosteronmetaboliten (FCM). Die Analyse des Irwin-Summenscores (A) konnte keine
Gruppenunterschiede zeigen. Der Summenscore ergibt sich aus der Addition aller Einzelscores.
Die Analyse der Korperinnentemperatur der Tiere (B) demonstrierte geschlechtsspezifische
Unterschiede zwischen den Altersgruppen. Ein signifikanter Gewichtsunterschied (C) wurde
zwischen allen weiblichen Altersgruppen und allen mannlichen Altersgruppen festgestellt,
aufer zwischen weiblichen sexuell reifen (P50) und weiblichen jung adulten (P65) Tieren (ns).
Kortikosteronmetabolitkonzentrationen im Kot der Tiere (D) unterschieden sich
geschlechtsspezifisch zwischen den Altersgruppen. Bei sexuell reifen (P50), jung adulten (P65)
und reif adulten (P120) Tieren wiesen Proben weiblicher Tiere héhere
Metabolitkonzentrationen auf als die der ménnlichen Tiere. n = 20 pro Altersgruppe pro
Geschlecht. Kreise symbolisieren Daten weiblicher Tiere, Rechtecke symbolisieren Daten
mannlicher Tiere. * p < 0.05. In Abb. C sind Signifikanzen aus Griinden der besseren
Ubersichtlichkeit nicht eingezeichnet. ART ANOVA (A, B) oder ANOVA (C, D) mit Dunn’s
post-hoc-Test (A, B) oder Bonferroni-Korrektur; Median (IQR) (A, B) oder Mittelwert £ SEM
(C, D).
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2. Scnla-A1783V-Modell

Saccharinpraferenz

Die Analyse der Saccharinpréferenz  zeigte bei prépubertdren Tieren keine
Gruppenunterschiede auf (Abb. 10). Bei sexuell reifen Tieren wurde ein signifikanter Effekt
des Genotyps auf die Praferenz fur Saccharin detektiert, wobei beide Haupteffektgrofien nicht
interagierten (Abb. 10, ANOVA: Genotyp F113= 23,12, p = 0.0003, FDR-korrigiertes p = 0.02,
Geschlecht F1,13=5.70, p = 0.03, FDR-korrigiertes p = 0.1). Hierbei zeigte sich, dass sexuell
reife Scnla+/- Méuse eine geringere Préaferenz fir Saccharin aufwiesen als ihre Scnla WT
Wurfgeschwister.

Im Rahmen der Untersuchungen bei sexuell reifen Tieren zeigten vier méannliche und zwei
weibliche Scnla WT Tiere stereotype Verhaltensverdnderungen des Trinkverhaltens: so
,,nippten” die Tiere an den Flaschen und leerten diese, ohne die ausstromende Flussigkeit zu
trinken. Die nasse Einstreu unter den Flaschen wurde jeweils morgens entfernt und durch
frische Einstreu ersetzt. Die betreffenden sechs Scnla WT Tiere wurden von der Analyse der
Saccharinpraferenz ausgeschlossen.
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Abbildung 10. Saccharinpréaferenz. Die Analyse der Praferenz fir Saccharin gegeniber
Wasser zeigte keine Gruppenunterschiede bei prapubertdren Tieren (A) auf, wéhrend bei
sexuell reifen Scnla WT Tieren eine hohere Saccharinpréferenz detektiert wurde als bei
Scnla+/- Tieren. n = 3-5 pro Altersgruppe pro Geschlecht. Kreise symbolisieren Daten
weiblicher Tiere, Rechtecke symbolisieren Daten mannlicher Tiere. * p < 0.05. ANOVA mit
FDR-Korrektur; Mittelwert £ SEM.
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Wihlverhalten

Die Analyse des Wuhlverhaltens ergab einen signifikanten Effekt des Genotyps und
Geschlechts auf die wéhrend des ersten Dunkelphasentests von den Tieren gewuihlte
Substratmenge und es konnte eine signifikante Interaktion beider Haupteffektgrofien detektiert
werden (Abb. 11, ANOVA: Genotyp Fi116=30.45 p<0.0001, Geschlecht Fi16=7.04,
p =0.02, Interaktion Genotyp x Geschlecht F116=6.60, p = 0.02): wahrend die Analyse im
ersten Dunkelphasentest bei weiblichen Tieren keine Gruppenunterschiede zeigte, wiihlten
méannliche Scnla+/- Tiere eine geringere Substratmenge als maéannliche Scnla WT
Wurfgeschwister (Bonferroni-Korrektur: p < 0.0001). Im zweiten Test in der darauffolgenden
Dunkelphase wurde ein signifikanter Effekt des Genotyps auf die gewihlte Substratmenge
detektiert, wohingegen ein Effekt des Geschlechts und eine Interaktion der Haupteffektgrofen
nicht bestétigt werden konnten (Abb. 11, ANOVA, Genotyp F1,16=11.21, p = 0.004, FDR-
korrigiertes p = 0.02): Scnla+/- Tiere wihlten im zweiten Dunkelphasen-Test eine geringere
Menge des Substrats als Scnla WT Wurfgeschwister. Die Analyse der Wuhlaktivitat wéhrend
der Hellphase konnte weder im ersten noch im zweiten 120-minitigen Test
Gruppenunterschiede detektieren (Abb. 11).
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Abbildung 11. Wihlverhalten. Die Analyse des Wuhlverhaltens wahrend der Dunkelphase
zeigte eine geschlechtsspezifische Reduktion der gewuhlten Substratmenge (Pellets) im ersten
Test (A), wéahrend im Test in der darauffolgenden Dunkelphase (B) bei den Scnla+/- Tieren
unabhangig vom Geschlecht eine geringe Substratmenge als bei Scnla WT Tieren detektiert
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wurde. Die Analyse der Wihlaktivitat im ersten (C) und zweiten (D) Hellphasentest ergab keine
Gruppenunterschiede. Tiere. n = 5 pro Altersgruppe pro Geschlecht. Kreise symbolisieren
Daten weiblicher Tiere, Rechtecke symbolisieren Daten mannlicher Tiere. * p < 0.05. ANOVA
mit Bonferroni-Korrektur (A) oder FDR-Korrektur (B); Mittelwert £ SEM.

Nestbauverhalten

Die Analyse des Nestbauverhaltens bei prépubertaren Tieren zeigte am ersten und zweiten
Untersuchungstag nach Nestmaterialgabe keine Gruppenunterschiede (Abb. 12). An Tag 3
wurde ein signifikanter Effekt des Geschlechts auf den Komplexitéatsscore detektiert (Abb. 12,
ART ANOVA: Geschlecht F1,16=9.00, p =0.008, FDR-korrigiertes p = 0.048): die Nester
weiblicher Tiere wurden mit héheren Punktzahlen bewertet als die mannlicher Tiere. An Tag 4
wurde ein signifikanter Effekt des Genotyps auf die Nestkomplexitat detektiert, wobei beide
Haupteffekte nicht interagierten (Abb. 12, ART ANOVA: Genotyp F1,16=24.43, p =0.0001,
FDR-korrigiertes p =0.001, Geschlecht F116=7.18, p=0.02, FDR-korrigiertes p = 0.07):
Nester von Scnla+/- Tieren wiesen eine geringere Komplexitat auf als die von Scnla WT
Wurfgeschwistern. Die Analyse des von den Nestern prapubertarer Tiere waéhrend der
viertagigen Untersuchungsperiode erreichten Summenscores zeigte keinen signifikanten Effekt
des Genotyps auf die Nestkomplexitat (Abb. 12, ART ANOVA: Genotyp F1,16 = 7.88, p = 0.01,
FDR-korrigiertes p = 0.059).

Die Analyse des Nestbauverhaltens bei sexuell reifen Tieren zeigte einen signifikanten Effekt
des Genotyps auf die Nestkomplexitat am ersten und zweiten Untersuchungstag (Abb. 12, ART
ANOVA: Tag 1 Genotyp F116=15.15 p = 0.001, FDR-korrigiertes p = 0.009, Tag 2 Genotyp
F116=6.37 p=0.02, Tag 3 Genotyp F1,16 = 8.21 p = 0.01, FDR-korrigiertes p = 0.056, Tag 4
Genotyp F1,16 = 0.00, p = 0.09). Am zweiten Untersuchungstag konnte zudem eine signifikante
Interaktion des Genotyps und des Geschlechts festgestellt werden (Abb. 12, ART ANOVA:
Interaktion Genotyp x Geschlecht F1,16 = 5.44, p = 0.03): wéhrend bei den Nestern ménnlicher
Tiere am zweiten Untersuchungstag kein genotypbedingter Unterschied festgestellt werden
konnte, bauten weibliche Scnla+/- M&use weniger komplexe Nester als ihre weiblichen Scnla
WT Wurfgeschwister (Tukey’s HSD: p < 0.05). Die Analyse des Summenscores der viertdgigen
Untersuchungsperiode bei sexuell reifen Tieren zeigte einen signifikanten Effekt des Genotyps
und Geschlechts auf die Nestkomplexitat sowie eine signifikante Interaktion (Abb. 12, ART
ANOVA: Genotyp F1,16=5.98, p = 0.03, Geschlecht F1,16 = 5.43, p = 0.03, Interaktion Genotyp
x Geschlecht F1,16 = 4.52, p = 0.049): wahrend sich die Nester méannlicher Tiere statistisch nicht

unterschieden, waren die Nester weiblicher Scnla+/- Tiere weniger komplex als die weiblicher
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Scnla WT Wurfgeschwister (Tukey’s HSD: p < 0.05).

® Scnia WT (w)
m Scn1a WT (m)
O Scnta+/-(w)
O Scnia+/-(m)

1 2 3 4
Untersuchungstage

C D

25- 251 #

3 ® °

o o
O (o]
& 15- _::E 040 & 154 [ ] O
5 - e 5 | * = X &
€ 10 n E 10- ™ o
€ [ | (o] £ (o]
@ 3 o

5 oo 54

0 T T

Scn1a WT Scn1a+/- Scn1aWT Scnla+/-

Abbildung 12. Nestbauverhalten. Die Nester prapubertérer Tiere (A) unterschieden sich tber
die viertagige Untersuchungsperiode hinweg am letzten Untersuchungstag: hier waren die
Nester von Scnla*” Tieren weniger komplex als die von Scnla WT Wurfgeschwistern. Die
Nester sexuell reifer Tiere (B) unterschieden sich am ersten Untersuchungstag zwischen den
Genotypen, wahrend sich am zweiten Untersuchungstag geschlechtsspezifisch nur die Nester
weiblicher Scnla+/- Tiere von denen der Scnla WT Wurfgeschwister unterschieden. Der
Summenscore, der Uber die viertdgige Untersuchungsperiode erreicht wurde, unterschied sich
zwischen den Genotypen nicht bei prapubertéren Tieren (C). Bei sexuell reifen Tieren wurde
ein geschlechtsspezifischer Effekt des Genotyps auf die Nestkomplexitat festgestellt (D).
Kreise symbolisieren Daten weiblicher Tiere, Rechtecke symbolisieren Daten mannlicher
Tiere. * p < 0.05 (beide Geschlechter), # p < 0.05 weibliche Tiere. n =5 pro Genotyp pro
Geschlecht. ANOVA mit FDR-Korrektur (A, B, C) oder Tukey’s HSD (B, D); Median (IQR).
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Heimkafigaktivitat

Die Analyse der Gesamtaktivitat im PhenoTyper-Kafig konnte keinen signifikanten Effekt des
Genotyps auf die innerhalb der 60-minutigen Untersuchungsperiode zurlickgelegte Distanz
zeigen (Abb. 13). Dabei unterschied sich die Fortbewegungsgeschwindigkeit der prapubertéren
Tiere zwischen den Genotypen (Abb. 13, ANOVA: Genotyp Fi3=7.69, p=0.009, FDR-
korrigiertes p =0.047): Scnla+/- Tiere bewegten sich mit hoherer Geschwindigkeit fort als
Scnla WT Tiere. Die Untersuchungen bei sexuell reifen Tieren ergaben einen signifikanten
Effekt des Genotyps auf die zuriickgelegte Distanz und die Fortbewegungsgeschwindigkeit
(Abb. 13, ANOVA: Distanz, Genotyp F1,36=26.44, p <0.0001, FDR-Kkorrigiertes p < 0.0001,
Geschwindigkeit Genotyp F13s= 9.88, p =0.003, FDR-korrigiertes p = 0.02): hierbei legten
sexuell reife Scnla+/- Mause eine geringere Strecke zurtick als Scnla WT Wurfgeschwister.
Ein relevanter Effekt des Geschlechts und eine Interaktion der Haupteffekte wurden in den

vorgenannten Analysen der Distanz und Geschwindigkeit nicht detektiert.

Die zonenspezifische Analyse der Heimkéfigaktivitdit innerhalb des 60-mindtigen
Untersuchungsintervalls zeigte fur die Aufenthaltsdauer prapubertérer Tiere in der Futter- und
Trénkezone eine signifikante Interaktion der Haupteffekte (Abb. 14, ANOVAs: Futterzone,
Interaktion Genotyp x Geschlecht F13s=11.60, p = 0.002; Trénkezone, Interaktion Genotyp x
Geschlecht F13s=10.02, p =0.003): mannliche Scnla WT Tiere hielten sich kirzer in der
Futter- und Trénkezone auf als Scnla+/- Tiere (Bonferroni-Korrektur: p < 0.01, resp. p < 0.01).
Die Aufenthaltsdauer sexuell reifer Tiere in der Futter- und Trénkezone unterschied sich
unabhéngig vom Geschlecht der Tiere zwischen den Genotypen (Abb. 14, ANOVAsS:
Futterzone, Genotyp Fi3=46.46, p <0.0001, FDR-korrigiertes p <0.0001; Trankezone
Genotyp F136=52.18, p < 0.0001, FDR-korrigiertes p < 0.0001): Scnla WT Tiere verbrachten
mehr Zeit in der Futter- und Trénkezone als Scnla+/- Tiere.

Die Analyse der Aufenthaltsdauer in der Zentrumszone des PhenoTyper-Kafigs wahrend des
60-mindtigen Untersuchungsintervalls zeigte keine Gruppenunterschiede bei prapubertaren
Tieren. Die Analyse bei sexuell reifen Tieren demonstrierte eine signifikante Interaktion der
Haupteffekte (Abb. 14, ANOVA: Interaktion Genotyp x Geschlecht F1,36=13.73, p = 0.0007):
Wahrend bei maéannlichen Tieren keine Gruppenunterschiede detektiert wurden, zeigten
weibliche Scnla+/" Tiere im Vergleich zu weiblichen Scnla WT Tieren eine verringerte

Aufenthaltsdauer in der Zentrumszone des Kéafigs (Bonferroni-Korrektur: p < 0.0001).
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Abbildung 13. Gesamtaktivitdt im PhenoTyper-Kéafig. Innerhalb des 60-minitigen
Untersuchungsintervalls legten préapubertare Scnla+/- Tiere keine grofere Distanz als Scnla
WT Waurfgeschwister zurtick (A), bewegten sich aber mit erhdhter Geschwindigkeit fort (B).
Sexuell reife Scnla+/- Tiere legten innerhalb der 60-minitigen Untersuchungsperiode eine
geringere Distanz zurick (C) und bewegten sich mit geringerer Geschwindigkeit fort (D).
Kreise symbolisieren Daten weiblicher Tiere, Rechtecke symbolisieren Daten mannlicher
Tiere. * p < 0.05. n =10 pro Genotyp pro Geschlecht. ANOVA mit FDR-Korrektur; Mittelwert

+ SEM.
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Abbildung 14. Zonenspezifische Aktivitdit im PhenoTyper-Kéafig. Die Analyse der
Aufenthaltsdauer in  der Futter- und Trankezone wahrend des 60-mindtigen
Untersuchungsintervalls zeigte geschlechtsspezifische Unterschiede zwischen den Genotypen
bei préapubertéren Tieren (A, B). Ein Effekt des Genotyps auf die Aufenthaltsdauer in der Futter-
und Trankezone konnte bei sexuell reifen Tieren demonstriert werden (C, D). Die
Aufenthaltsdauer prépubertarer Tiere in der Zentrumszone des Kafigs unterschied sich nicht
zwischen den Genotypen (E), wohingegen bei sexuell reifen Tieren ein geschlechtsspezifischer
Unterschied zwischen den Genotypen detektiert wurde (F). Kreise symbolisieren Daten
weiblicher Tiere, Rechtecke symbolisieren Daten mannlicher Tiere. * p < 0.05. n = 10 pro
Genotyp pro Geschlecht. ANOVA mit Bonferroni-Korrektur (A, B, F) oder FDR-Korrektur (C,
D); Mittelwert + SEM.
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Open-Field-Test

Innerhalb der ersten fiinf Minuten nach Einsetzen der Tiere in die Open-Field-Arenen hielten
sich prapubertdre Scnla+/- Tiere ldnger im Wandbereich der Arena auf als Scnla WT
Wourfgeschwister (Abb. 15, ANOVA: Genotyp, Fi3s=13.98, p=0.0006, FDR-korrigiertes
p = 0.004). Die Aufenthaltsdauer sexuell reifer Tiere in der &uBeren Zone unterschied sich nicht
zwischen den Gruppen (Abb. 15). Die Auswertung der Zeitdauer, die prapubertare Tiere im

Zentrum der Arena verbrachten, zeigte keine Gruppenunterschiede auf (Abb. 15).

Die Analyse der gesamten, 15-minttigen Expositionsdauer konnte einen signifikanten Effekt
des Genotyps auf die zuriickgelegte Distanz in prépubertaren und sexuell reifen Tieren
demonstrieren (Abb. 16, Prapubertat, Genotyp Fi3s=37.89, p < 0.0001, FDR-korrigiertes
p < 0.0001; sexuelle Reife, Genotyp Fi136=125.3, p <0.0001, FDR-korrigiertes p < 0.0001):
Scnla+/- Tiere legten in beiden Altersphasen eine groRere Distanz zuriick als Scnla WT
Wurfgeschwister. Scnla+/- Tiere richteten sich im prapubertéren Alter und nach Erreichen der
sexuellen Reife wahrend der Gesamtexpositionsdauer hdufiger auf (Rearing) als Scnla WT
Tiere (Abb. 16, Prapubertit Genotyp F136=23.93, p < 0.0001, FDR-korrigiertes p < 0.0001,;
sexuelle Reife Genotyp F13s=71.97, p <0.0001, FDR-korrigiertes p < 0.0001). Zudem ergab
die Analyse einen signifikanten Effekt des Genotyps auf die Anzahl der ,,Spriinge* gegen die
Arenawand bei sexuell reifen Tieren (Abb. 16, Prapubertat Genotyp F136=23.93, p =0.03,
FDR-korrigiertes p = 0.1; sexuelle Reife Genotyp F1.3s=71.97, p = 0.0003, FDR-korrigiertes
p = 0.002): Sexuell reife Scnla+/- Tiere sprangen haufiger gegen die Arenawand als Scnla WT

Tiere.
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Abbildung 15. Open-Field-Test. Innerhalb der ersten fiinf Minuten nach Einsetzen der Tiere
in die Arena hielten sich prapubertdare Scnla+/- Tiere langer im Wandbereich auf als Scnla
WT Wurfgeschwister (A), wahrend bei den Tieren nach Erreichen der sexuellen Reife keine
Gruppenunterschiede detektiert werden konnten (B). Die Aufenthaltsdauer in der
Zentrumszone der Arena von prapubertéren Tieren (C) und sexuell reifen Tiere (D) unterschied
sich nicht zwischen den Genotypen. Kreise symbolisieren Daten weiblicher Tiere, Rechtecke

symbolisieren Daten mannlicher Tiere. * p < 0.05. n = 10 pro Genotyp pro Geschlecht. ANOVA
mit FDR-Korrektur; Mittelwert + SEM.
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Abbildung 16. Open-Field-Test. Innerhalb der gesamten Testdauer von 15 Minuten zeigte
sich ein signifikanter Effekt des Genotyps auf die von prapubertéren (A) und sexuell reifen (B)
Tieren zuriickgelegte Distanz. Zudem zeigten prapubertére (C) und sexuell reife (D) Scnla+/-
Tiere haufiger die Position Rearing als Scnla WT Wurfgeschwister. Ein Einfluss des Genotyps
auf die Anzahl der ,,Spriinge* gegen die Arenawand konnte nicht bei prapubertaren Tieren (E),
jedoch bei sexuell reifen Tieren (F) detektiert werden. Kreise symbolisieren Daten weiblicher
Tiere, Rechtecke symbolisieren Daten ménnlicher Tiere. * p < 0.05. n = 10 pro Genotyp pro
Geschlecht. ANOVA mit FDR-Korrektur; Mittelwert + SEM.

Irwin-Score

Bei der Analyse des Irwin-Tests zeigte sich ein Effekt des Genotyps auf den Summenscore zu
allen drei Untersuchungszeitpunkten (Abb. 17 ART ANOVAs: Prapubertat, Genotyp
F136=4.42, p = 0.04, FDR-korrigiertes p = 0.15; Pubertéat, Genotyp F13s=17.19, p = 0.0002,
FDR-korrigiertes p = 0.002; Sexuelle Reife, Genotyp F1,3 = 10.15, p = 0.003, FDR-korrigiertes
p = 0.02). Pubertdre und sexuell reife Scnla+/- Tiere wiesen hohere Summenscores auf als
Scnla WT Waurfgeschwister (FDR-Korrektur: p = 0.002, resp. p = 0.02). Die Erh6hung der
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Summenscores konnte auf die Erhéhung der folgenden Handling-assoziierten Parameter

zuruckgefuhrt werden: Reizbarkeit, Berthrungsreaktion, VVokalisation und Harnabsatz.

Die Analyse der Korperinnentemperatur der Tiere zeigte einen signifikanten Effekt des
Genotyps bei prépubertaren, pubertdren und sexuell reifen Tieren (Abb. 17, ART ANOVA:s:
Prapubertat, Genotyp Fi134=11.22, p = 0.002, FDR-korrigiertes p = 0.01; Pubertat, Genotyp
F136=4.33, p=0.04, FDR-korrigiertes p =0.15; Sexuelle Reife, Genotyp Fi3s=23.83,
p <0.0001, FDR-korrigiertes p <0.0001): hierbei wiesen Scnla+/- Tiere niedrigere

Korpertemperaturen auf als Scnla WT Wurfgeschwister.
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Abbildung 17. Irwin-Score und Kérpertemperatur. Die Auswertung des Summenscores bei
prapubertédren (A), pubertéren (B) und sexuell reifen (C) Tieren ergab einen signifikanten Effekt
des Genotyps auf den Summenscore zum Zeitpunkt der Pubertat sowie nach Erreichen der
sexuellen Reife. Der Summenscore ergibt sich aus der Addition aller Einzelscores. Die Analyse
der Korperinnentemperatur bei prapubertéren (D), pubertaren (E) und sexuell reifen (F) Tieren
zeigte einen signifikanten Effekt des Genotyps bei prépubertéaren und sexuell reifen Tieren.
Kreise symbolisieren Daten weiblicher Tiere, Rechtecke symbolisieren Daten mé&nnlicher
Tiere. * p < 0.05. n = 10 pro Genotyp pro Geschlecht. ART ANOVA mit FDR-Korrektur;
Median (IQR).
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Fakale Kortikosteronmetaboliten (FCM)

Die Analyse der fakalen Kortikosteronmetaboliten konnte weder bei prépubertdaren noch bei
sexuell reifen Tieren einen signifikanten Einfluss des Genotyps auf die Metabolitkonzentration
demonstrieren. Ein signifikanter Effekt des Geschlechts hingegen wurde bei sexuell reifen
Tieren detektiert (Abb. 18, ANOVA: Geschlecht F135=22.93, p < 0.0001, FDR-korrigiertes
p = 0.001): unabhangig vom Genotyp wurden in den Proben weiblicher sexuell reifer Tiere
hohere Metabolitkonzentrationen gefunden als in denen mannlicher Wurfgeschwister. Eine
Interaktion der Haupteffekte konnte weder bei prapubertdren noch bei sexuell reifen Tieren

festgestellt werden.
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Abbildung 18. Fakale Kortikosteronmetaboliten (FCM). Die Analyse der Proben
prapubertérer (A) und sexuell reifer (B) Tiere konnte keinen signifikanten Effekt des Genotyps
auf die Kortikosteronmetabolitkonzentrationen aufzeigen. Kreise symbolisieren Daten
weiblicher Tiere, Rechtecke symbolisieren Daten mannlicher Tiere. * p <0.05. n = 10 pro
Genotyp pro Geschlecht. ANOVA; Mittelwert + SEM.

Korpergewicht

Die Entwicklung des Korpergewichts der Versuchstiere wurde vom Tag des Absetzens an
engmaschig erfasst (Abb. 19). Die Auswertung an einzelnen postnatalen Tagen konnte an P19
und P21 einen signifikanten Effekt des Genotyps auf das Kdrpergewicht demonstrieren
(ANOVAS: P19, Genotyp F13s=77.23, p <0.0001, FDR-korrigiertes p < 0.0001; P21, Genotyp
F136=31.40, p <0.0001, FDR-korrigiertes p < 0.0001): unabhéngig vom Geschlecht der Tiere
wiesen Scnla+/- Tiere ein geringeres Korpergewicht auf als Scnla WT Tiere. An allen
darauffolgenden Untersuchungstagen konnte eine signifikante Interaktion des Genotyps mit
dem Geschlecht detektiert werden: die Analyse des Datensatzes, der die weiblichen Tiere
umfasst, zeigte, dass weibliche Scnla+/- Tiere geringere Korpergewichte an P23, P25 und P27
hatten (Bonferroni-Korrektur: P23 p <0.05, P25 p <0.0001, P27 p < 0.01). Die entsprechende

Analyse der Daten mannlicher Tiere demonstrierte erniedrigte Kdrpergewichte bei ménnlichen



IV. Ergebnisse 80

Scnla+/- Tieren im Vergleich zu mannlichen Scnla WT Wurfgeschwistern an allen
Untersuchungstagen (Bonferroni-Korrektur: P23 p < 0.0001, P25 p < 0.0001, P27 p < 0.0001,
P30 p <0.0001, P36 p < 0.0001, P42 p < 0.01, P49 p < 0.01, P55 p < 0.05).
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Abbildung 19. Kérpergewicht. Die Auswertung der einzelnen Tage, an denen das Gewicht
erfasst wurde, zeigte einen signifikanten Effekt des Genotyps auf das Korpergewicht der Tiere
an P19 und P21 (* p < 0.05). Die geschlechtsspezifische Analyse an allen Untersuchungstagen
ab P23 demonstrierte, dass weibliche Scnla+/- Tiere erniedrigte Gewichte im Vergleich zu

weiblichen Scnla WT Wurfgeschwistern an P23, P25 und P27 hatten (* p < 0.05). Die
Gewichte méannlicher Scnla+/- Tiere unterschieden sich von denen méannlicher Scnla WT

Tiere an allen Untersuchungstagen ab P23 (* p < 0.05). * n = 10 pro Genotyp pro Geschlecht.
ANOVA mit FDR-Korrektur oder Bonferroni-Korrektur; Mittelwert + SEM.

Warmebildbasierte Wurfiberwachung

Die kontinuierliche warmebildbasierte Wurfuberwachung wurde von P16 bis P19 durchgefihrt.
Einige Standbilder der Videodateien zeigt die Abb. 20. Hierbei wurde deutlich, dass sich
einzelne Jungtiere mit hoher Anfallsaktivitét, besonders nach dem Auftreten von Anféllen, von
der Gruppe rdumlich absonderten. Mit zunehmendem Alter (und Anfallsaktivitat) wurde die
Separation einzelner Jungtiere deutlicher. Es konnte beobachtet werden, dass das Multtertier zu
Beginn der Anfallsaktivitdt Interesse fiir die sich separierenden Jungtiere zeigte. Mit
zunehmendem Alter der Jungtiere und zunehmender Anfallsschwere zeigte das Muttertier
jedoch weniger Interesse an den schwer belasteten, separierten Jungtieren. Das Muttertier
wurde dann vermehrt in der Futter- und Trankezone gemeinsam mit dem restlichen, weniger
schwer belasteten Wurf beobachtet. Vor allem direkt nachdem sich Jungtiere von

vorausgegangener Anfallsaktivitat erholt hatten, fralen sie von der DietGel76A-Zubereitung.
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Jungtiere mit einer hohen Anfallslast wurden selten in der Futterzone zusammen mit den

Wurfgeschwister beim Fressen beobachtet.

A B

Abbildung 20. Warmebildbasierte Wurfliberwachung im Heimkaéfig.

Die Abbildungen A, B und C zeigen Standbilder der Wurfliberwachung eines Wurfes mit
Muttertier an P16 im PhenoTyper-Ké&fig. Abb. D zeigt ein Standbild von Muttertier (M) und
Wurf (W) 72 Stunden spater an P19. Abb. A zeigt eine Aufsicht auf den Kafig, als sich das
Muttertier mit seinem Wurf im Haus befand (1 = Diatnahrung, 2 = befeuchtete Futterpellets,
3 = dreieckiges Maushaus). In Abb. B befinden sich das Muttertier (M) und drei Geschwister
des Wurfes (W) in der Futterzone des Kafigs, wahrend sich die tbrigen Wurfgeschwister im
Maushaus befinden. Abb. C zeigt das Muttertier in der Futterzone, wéhrend ein Jungtier (Wsep)
separiert in der rechten oberen Kafigecke liegt. In Abb. D sind zwei separiert liegende Jungtiere
abgebildet, wahrend sich das Muttertier und der Rest des Wurfes im Maushaus befinden.
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3. Grial-Modell

Saccharinpraferenz

Die Analyse der Saccharinpriferenz konnte keine Gruppenunterschiede bei prapubertiren und

sexuell reifen Tieren zeigen (Abb. 21).

A

B ® Gria1 WT (w)
= 90 O = 90 m Gria1 WT (m)
o~ o~ [ ] .
= _%_ _E%:_ °-E- — ey ea:%%aa o Grial-/-(w)
5 807 = 5 801 - O Gria1-/-(m)
n ] °
c c
g 70+ aoc 704
£ £
P S
© ©
£ 60 [ ] £ 604
3] 3]
o o
© ©
9 50 r , 9 50 . .
Gria1 WT Gria1-/- Grial WT Gria1-/-

Abbildung 21. Saccharinpréaferenz. Die Analyse der Saccharinpraferenz zeigte keine
Gruppenunterschiede bei prapubertaren (A) und sexuell reifen Tieren (B). Kreise symbolisieren
Daten weiblicher Tiere, Rechtecke symbolisieren Daten mannlicher Tiere. * p <0.05. n = 4-5
pro Genotyp pro Geschlecht. ANOVA; Mittelwert + SEM.

Woihlverhalten

Die Analyse des Wiihlverhaltens wihrend der Dunkelphase bei sexuell reifen Tieren zeigte
einen signifikanten Effekt des Genotyps auf die von den Tieren gewiihlte Substratmenge am
ersten sowie am zweiten Testtag (Abb. 22, ANOVAs: Tag 1 Genotyp F1,15=20.07, p = 0.0004,
FDR-korrigiertes p =0.003; Tag 2 Genotyp Fi,15=10.24, p=0.006, FDR-korrigiertes
p =0.03): Grial-/- Tiere wiihlten in beiden Dunkelphasen eine geringere Substratmenge als
Grial WT Wurfgeschwister. Dabei wurde ein Einfluss des Geschlechts und eine Interaktion der
Haupteffekte nicht festgestellt. Die Analyse des Wiihlverhaltens in der Hellphase zeigte an
beiden Testtagen keine Gruppenunterschiede auf (Abb. 22).
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Abbildung 22. Wiihlverhalten. Wahrend die Analyse des Wihlverhaltens in der ersten (A)
und zweiten (B) Dunkelphase eine genotypassoziierte Reduktion des gewdihlten Substrats
(Pellets) zeigte, konnte die Analyse des Wuhlverhaltens im ersten (C) und zweiten (D) 120-
mindtigen Hellphasentest keine Gruppenunterschiede bestétigen. Kreise symbolisieren Daten
weiblicher Tiere, Rechtecke symbolisieren Daten ménnlicher Tiere. * p < 0.05. n = 4-5 pro
Genotyp pro Geschlecht. ANOVA mit FDR-Korrektur; Mittelwert + SEM.

Nestbauverhalten

Das Nestbauverhalten pripubertdrer Tiere unterschied sich am ersten Untersuchungstag
geschlechtsspezifisch zwischen weiblichen Grial-/- und weiblichen Grial WT Tieren
(Abb. 23, ART ANOVA: Genotyp x Geschlecht Interaktion F1,15=5.86, p = 0.03): die Nester
weiblicher Grial-/- Tiere wurden am ersten Untersuchungstag mit niedrigeren Scores bewertet
als die weiblicher Grial WT Wurfgeschwister (Tukey’s HSD: p < 0.01). Am zweiten
Untersuchungstag konnten keine Gruppenunterschiede bestétigt werden. Am dritten und vierten
Untersuchungstag konnte ein signifikanter Effekt des Genotyps auf die Nestkomplexitit
detektiert werden (Abb. 23, ART ANOVAs: Tag 3, Genotyp F1,15=10.07, p =0.006, FDR-
korrigiertes p =0.03; Tag 4, Genotyp Fi1,15=8.29, p=0.01, FDR-korrigiertes p =0.0049):
Nester von Grial-/- Tieren wurden mit geringeren Komplexititsscores bewertet als Nester von
Grial WT Tieren. Die Analyse des Nestbauverhaltens sexuell reifer Tiere zeigte einen Effekt
des Genotyps an allen vier Untersuchungstagen (Abb. 23, ART ANOVAs: Tag 1 Genotyp
F1,15=18.62, p = 0.0006, FDR-korrigiertes p = 0.004; Tag 2 Genotyp F1,15=99.54, p < 0.0001;
Tag 3 Genotyp Fi,15=61.20, p<0.0001, FDR-korrigiertes p <0.0001; Tag 4 Genotyp
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F115=51.96, p <0.0001, FDR-korrigiertes p < 0.0001). Am zweiten Untersuchungstag konnte
ein geschlechtsspezifischer Gruppenunterschied detektiert werden (Abb. 23, ART ANOVA:
Interaktion Genotyp x Geschlecht F;15=7.15, p = 0.02): wéahrend bei den Nestern ménnlicher
Tiere keine Gruppenunterschiede festgestellt werden konnten, erreichten die Nester weiblicher
Grial-/- Tiere einen geringen Komplexititsscore am zweiten Untersuchungstag als die

weiblichen Grial WT Wurfgeschwister (Tukey’s HSD: p = 0.0001).

Die Auswertung der Summenscores, die iiber die viertdgige Untersuchungsperiode erreicht
wurden, ergab einen signifikanten Effekt des Genotyps auf die Komplexitit der Nester
prapubertirer und sexuell reifer Tiere (Abb. 23, ART ANOVA: Pripubertit, Genotyp
F1,15=10.19, p =0.006, FDR-korrigiertes p = 0.03; sexuelle Reife, Genotyp Fi,15=46.58,
p <0.0001, FDR-korrigiertes p < 0.0001). Ein signifikanter Effekt des Geschlechts auf den
Summenscore wurde in keiner Altersphase gefunden und eine relevante Interaktion der

Haupteffekte wurde nicht detektiert.
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Abbildung 23. Nestbauverhalten. Die Analyse des Nestbauverhaltens wahrend der
viertagigen Untersuchungsperiode zeigte bei prapubertéren (A) und sexuell reifen (B) Tieren
Unterschiede zwischen den Genotypen an einzelnen Untersuchungstagen. Die Nester
prapubertédrer Tiere unterschieden sich am ersten Untersuchungstag zwischen den Genotypen
nur bei weiblichen Tieren, wahrend sich bei sexuell reifen Tieren ein geschlechtsspezifischer



IV. Ergebnisse 85

Unterschied am zweiten Untersuchungstag zeigte. Die von den Nestern prépubertarer (C) und
sexuell reifer (D) Tieren erreichten Summenscores demonstrierten einen signifikanten Effekt
des Genotyps auf die Nestkomplexitét. Kreise symbolisieren Daten weiblicher Tiere, Rechtecke
symbolisieren Daten mannlicher Tiere. * p < 0.05 (beide Geschlechter); # p < 0.05 (weibliche
Tiere). n = 4-5 pro Genotyp pro Geschlecht. ART ANOVA mit FDR-Korrektur (A, B, C, D)
oder Tukey’s HSD (A, B); Median (IQR).

Laufradaktivitat

Die Analyse der Distanz, die die Tiere innerhalb des Untersuchungszeitraums von jeweils vier
Tagen im Laufrad zuriicklegten, zeigte keine Unterschiede zwischen den Genotypen bei
prapubertiren und sexuell reifen Tieren (Abb. 24). Ein Effekt des Geschlechts auf die Distanz
konnte bei sexuell reifen Tieren festgestellt werden (Abb. 24, ANOVA: Geschlecht
F1,15=13.31, p=0.002): unabhingig vom Genotyp legten weibliche Tiere groflere Strecken
zuriick als méannliche Tiere (FDR-korrigiertes p = 0.01). Eine signifikante Interaktion der

Haupteffekte wurde zu keinem Untersuchungszeitpunkt festgestellt.
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Abbildung 24. Laufradaktivitat. Die von den Tieren in der viertdgigen Untersuchungsphase
zurlickgelegte Distanz im Laufrad unterschied sich bei prapubertaren (A) und sexuell reifen (B)
Tieren nicht zwischen den Genotypen. Kreise symbolisieren Daten weiblicher Tiere, Rechtecke
symbolisieren Daten ménnlicher Tiere. * p < 0.05. n = 4-5 pro Genotyp pro Geschlecht.
ANOVA; Mittelwert £ SEM.

Heimkafigaktivitat

Die Analyse der Gesamtaktivitdit im PhenoTyper-K&fig wahrend des 60-mindtigen
Untersuchungsfensters konnte keine Gruppenunterschiede bei prépubertdren Tieren
demonstrieren (Abb. 25). Sexuell reife Grial-/- Tiere legten eine groRere Distanz im Heimkafig
zuriick als Grial WT Tiere (Abb. 25, ANOVA: Fi34=33.87, p <0.0001, FDR-korrigiertes
p <0.0001), wéhrend sich ihre Fortbewegungsgeschwindigkeit nicht unterschied (Abb. 25).
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Die Auswertung der zonenspezifischen Heimkafigaktivitdt zeigte hinsichtlich der
Aufenthaltsdauer prépubertdrer Tiere in der Trdnkezone eine signifikante Interaktion der
Haupteffekte (Abb. 26, ANOVA: Interaktion Genotyp x Geschlecht Fi;34 = 4.2, p = 0.048):
mannliche prapubertire Grial” Tiere hielten sich langer in der Trankezone auf als ménnliche
Grial WT Wurfgeschwister (Bonferroni post-hoc Test: p < 0.05). Die Aufenthaltsdauer sexuell
reifer Tiere in der Trankezone unterschied sich nicht zwischen den Gruppen (Abb. 26).
Prépubertére und sexuell reife Grial-/- Tiere hielten sich langer in der Futterzone auf als Grial
WT Wurfgeschwister (Abb. 26, ANOVA: Préapubertat, Genotyp F1,32=8.75, p = 0.006, FDR-
korrigiertes p = 0.03; sexuelle Reife, Genotyp Fi34= 45.59, p < 0.0001, FDR- korrigiertes
p < 0.0001). Die Auswertung der Aufenthaltsdauer prapubertarer und sexuell reifer Tiere in der
Zentrumszone ergab keine Gruppenunterschiede (Abb. 26).
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Abbildung 25. Gesamtaktivitat im Heimkaéfig. Die Auswertung der Gesamtaktivitat wéhrend
der 60-mindtigen Untersuchungsphase im PhenoTyper-Kéfig zeigte keine Unterschiede
hinsichtlich der im Kafig zuriickgelegten Distanz (A) und der Fortbewegungsgeschwindigkeit
(B) bei prapubertaren Tieren. Die von sexuell reifen Tieren im Heimkafig zuriickgelegte
Distanz (C) wurde signifikant vom Genotyp der Tiere beeinflusst, wahrend ihre
Fortbewegungsgeschwindigkeit (D) nicht unterschied. Kreise symbolisieren Daten weiblicher
Tiere, Rechtecke symbolisieren Daten ménnlicher Tiere. * p < 0.05. n = 8-10 pro Genotyp pro
Geschlecht. ANOVA mit FDR-Korrektur; Mittelwert + SEM.
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Abbildung 26. Zonenspezifische Heimkafigkaktivitat. Die Analyse der Aufenthaltsdauer der
Tiere in den Kifigzonen zeigte, dass sich pripubertire minnliche Grial”" Tiere linger in der
Trankezone authielten (A), wéahrend sich die Aufenthaltsdauer in dieser Zone bei sexuell reifen
Tieren nicht unterschied (B). Die Auswertung der Aufenthaltsdauer priapubertdrer (C) und
sexuell reifer Tiere (D) in der Futterzone zeigte einen signifikanten Effekt des Genotyps. Die
Aufenthaltsdauer prapubertérer (E) und sexuell reifer (F) Tiere in der Zentrumszone unterschied
sich nicht zwischen den Genotypen. Kreise symbolisieren Daten weiblicher Tiere, Rechtecke
symbolisieren Daten mannlicher Tiere. * p <0.05. n = 8-10 pro Genotyp pro Geschlecht.
ANOVA mit Bonferroni-Korrektur (A) oder FDR-Korrektur (C, D); Mittelwert + SEM.

Open-Field-Test

Die Analyse der ersten fiinf Minuten nach Einsetzen der Tiere in die Open-Field-Arenen ergab
hinsichtlich der Aufenthaltsdauer prapubertirer Tiere im Wandbereich der Arena eine
signifikante Interaktion der Haupteftekte (Abb. 27, ANOVA: Interaktion Genotyp x Geschlecht
F134=6.25, p=0.02): wihrend die Analyse der Daten ménnlicher Tiere keine
Gruppenunterschiede zeigte, verbrachten weibliche Grial-/- Tiere mehr Zeit in der Wandzone
als weibliche Grial WT Tiere (Bonferroni-Korrektur: p < 0.001). Die Analyse der

Aufenthaltsdauer im Wandbereich bei sexuell reifen Tieren konnte keine Gruppenunterschiede
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demonstrieren (Abb. 27). Bei pripubertiren Tieren konnte ein signifikanter Effekt des
Genotyps auf die Aufenthaltsdauer in der Zentrumszone festgestellt werden (Abb. 27, ANOVA:
Genotyp Fi134=12.29, p=0.001, FDR-korrigiertes p=0.007). Die Auswertung der
Aufenthaltsdauer sexuell reifer Tiere in der Zentrumszone zeigte keine Gruppenunterschiede

(Abb. 27).

Die Analyse der gesamten Testdauer von 15 Minuten konnte einen signifikanten Effekt des
Genotyps auf die zuriickgelegte Distanz prapubertirer und sexuell reifer Tiere demonstrieren
(Abb. 28, ANOVAs: Pripubertit, Genotyp Fi3s = 195.60, p < 0.0001, FDR-Korrigiertes
p < 0.0001; sexuelle Reife, Genotyp F1,33 = 232.50, p < 0.0001, FDR-korrigiertes p < 0.0001):
Grial-/- Tiere legten zu beiden Untersuchungszeitpunkten eine grofere Strecke zuriick als
Grial WT Tiere. Hinsichtlich der von den Tieren wihrend der gesamten Testdauer gezeigten
Rearing-Positionen zeigten sich keine Gruppenunterschiede bei prépubertiren Tieren
(Abb. 27). Bei sexuell reifen Tieren konnte ein signifikanter Effekt des Genotyps auf die Anzahl
der Rearing-Positionen festgestellt werden (Abb. 28, Genotyp F1,34 = 9.04, p = 0.005): Grial-
/- Tiere richteten sich haufiger auf als Grial WT Tiere (FDR-korrigiertes p = 0.03). Bei
prapubertdren Tieren unterschied sich die Anzahl der Spriinge gegen die Arenawand in
Abhingigkeit vom Genotyp (Abb. 28, Genotyp F13s = 10.18, p = 0.003): Grial WT Tiere
sprangen héufiger gegen die Arenawand als Grial-/- Wurfgeschwister (FDR-Korrigiertes
p =0.02).
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Abbildung 27. Open-Field-Test. Dic Auswertung der ersten fiinf Minuten zeigte hinsichtlich
der Aufenthaltsdauer der Tiere im Wandbereich der Arena einen geschlechtsspezifischen
Unterschied zwischen den Genotypen bei prépubertdren Tieren (A) und konnte keinen
Unterschied bei sexuell reifen Tieren aufzeigen (B). Die Aufenthaltsdauer prapubertirer Tiere
im Zentrum der Arena wihrend der ersten fiinf Minuten unterschied sich zwischen den
Genotypen (C), wiahrend bei sexuell reifen Tieren keine Gruppenunterschiede detektiert werden
konnten (D). Kreise symbolisieren Daten weiblicher Tiere, Rechtecke symbolisieren Daten

méannlicher Tiere. * p < 0.05. n = 8-10 pro Genotyp pro Geschlecht. ANOVA mit Bonferroni-
Korrektur (A) oder FDR-Korrektur (C); Mittelwert £ SEM.




IV. Ergebnisse 90

® Gria1 WT (w)
A * B * .
20 000+ — 20 000+ —— m Gria1 WT (m)
] o Grial-/- (w)
o
T 15 000 oI:IOo T 15000+ 0D 0 O Gria1-/-(m)
5 = o
g 10 000 5 10 000- -
- ° L - | |
@ ue O 7} V
9 5000 '*’ 9 5000 om®
c T L] 3 L T
Gria1 WT Gria1-/- Gria1 WT Gria1-/-
C D %
300+ 250-
& o
K m] B
o O .
£ 2 2001 Opgod
S 2001 ®
o 3 150 e
3 . o € 15 ogn®™ um
= *me B s 304—.4‘ o
$ 1004 o o 3 of oo
T [ CF ] g— L]
o Hget 3 9 504 o
(e o e
c L ] c L L]
Gria1 WT Gria1-/- Gria1 WT Gria1-/-
F
E 60+ x 60-
) . )
s £
T 401 "] ‘2 404
[= 3 (=X
n (T | 1z
N N
c =4
2 20- L] S 20-
e E : o
fra x n
N O a
0- 0-
Grial WT Gria1-/- Gria1 WT Gria1-/-

Abbildung 28. Open-Field-Test. Die Analyse der Distanz, die die Tiere zuriicklegten, zeigte
einen signifikanten Effekt des Genotyps bei prapubertiren (A) und sexuell reifen (B) Tieren.
Die Frequenz der Position Rearing unterschied sich bei prapubertiren Tieren nicht zwischen
den Genotypen (C). Sexuell reife Grial-/- Tiere richteten sich haufiger auf als Grial WT Tiere
(D). Priapubertire Grial WT Tiere sprangen héufiger gegen die Arenawand als Grial-/-
Wurfgeschwister (E). Die Frequenz der ,,Spriinge” sexuell reifer Tiere unterschied sich nicht
zwischen den Genotypen (F). Kreise symbolisieren Daten weiblicher Tiere, Rechtecke
symbolisieren Daten mannlicher Tiere. * p < 0.05. n = 8-10 pro Genotyp pro Geschlecht.
ANOVA mit FDR-Korrektur; Mittelwert £ SEM.

Irwin-Score

Die Analyse des Irwin-Tests demonstrierte einen signifikanten Effekt des Genotyps auf den
Summenscore bei prapubertdren Tieren (Abb. 29, ART ANOVA: F134 =9.22, p = 0.005, FDR-
korrigiertes p = 0.02): Prapubertire Grial WT Tiere hatten héhere Summenscores als Grial-/-

Tiere (FDR-korrigiertes p = 0.02). Die Auswertung des Summenscores pubertirer und sexuell
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reifer Tiere konnte keine Gruppenunterschiede aufzeigen (Abb. 29). Die Auswertung der
einzelnen Untersuchungsparameter bei prdpubertdren Tieren zeigte, dass die hdheren
Summenscores der Grial WT Tiere auf die Handling-assoziierten Parameter Vokalisation,
Harn- und Kotabsatz zuriickzufiihren waren. Die Auswertung der Korperinnentemperatur

prapubertirer, pubertdrer und sexuell reifer Tiere konnte keine Gruppenunterschiede aufzeigen
(Abb. 29).
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Abbildung 29. Irwin-Score und Koérpertemperatur. Die Analyse des Irwin-Summenscores
demonstrierte einen Effekt des Genotyps bei prapubertiren Tieren (A), wihrend sich die Irwin-
Gesamtpunktzahlen bei pubertiren (B) und sexuell reifen (C) Tieren nicht zwischen den
Genotypen unterschieden. Der Summenscore ergibt sich aus der Addition aller Einzelscores.
Die Auswertung der am Ende des Irwin-Tests gemessenen Korperinnentemperatur
prapubertirer (D), pubertérer (E) und sexuell reifer (F) Tiere zeigte keine Gruppenunterschiede.
Kreise symbolisieren Daten weiblicher Tiere, Rechtecke symbolisieren Daten mannlicher
Tiere. * p <0.05. n = 8-10 pro Genotyp pro Geschlecht. ANOVA mit FDR-Korrektur; Median
(IQR).
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Fikale Kortikosteronmetaboliten (FCM)

Die Bestimmung der Kortikosteronmetabolitkonzentrationen in Kotproben prapubertérer Tiere
konnte einen geschlechtsspezifischen Effekt des Genotyps demonstrieren (Abb. 30, ANOVA:
Interaktion Genotyp x Geschlecht F130 = 7.93, p = 0.009): wihrend die Analyse der Daten
méinnlicher pripubertdrer Tiere keine Gruppenunterschiede ergab, wiesen die Proben
weiblicher Grial-/- Tiere hohere FCM-Konzentrationen auf als die weiblicher Grial WT Tiere
(Bonferroni-Korrektur: p < 0.05). Die Analyse der Proben sexuell reifer Tiere zeigte einen
signifikanten Effekt des Genotyps auf die FCM-Konzentration (Abb. 30, ANOVA: Genotyp
F133 =8.34, p =0.007): die Proben Grial-/- Tiere wiesen hohere FCM-Spiegel auf als die der
Grial WT Wurfgeschwister (FDR-korrigiertes p = 0.03).

A ® Gria1 WT (w)
m Gria1 WT (m)
O Grial-/- (w)
m}

Gria1-/-(m)

B
200- : 200~

150+

g

100

_!;_ ooo
k Yy EDY

Grial WT Griat-- Grial WT Gria1--

.
¥

FCM
[ng / 0.05 g Kot]
8
®
|
FCM
[ng / 0.05 g Kot]

Abbildung 30. Fékale Kortikosteronmetaboliten (FCM). Die Analyse der Proben
prapubertédrer (A) Tiere demonstrierte einen geschlechtsspezifischen Effekt des Genotyps auf
die FCM-Konzentration. Die Auswertung der Proben sexuell reifer Tiere zeigte einen
signifikanten Effekt des Genotyps auf den Kortikosteronmetabolitspiegel (B). Kreise
symbolisieren Daten weiblicher Tiere, Rechtecke symbolisieren Daten méannlicher Tiere.
*p <0.05. n=8-10 pro Genotyp pro Geschlecht. ANOVA mit Bonferroni-Korrektur (A) oder
FDR-Korrektur (B); Mittelwert £ SEM.

Koérpergewicht

Die Auswertung der Korpergewichtsdaten konnte einen Effekt des Genotyps auf das
Korpergewicht der Tiere an allen Tagen, an denen die Tiere gewogen wurden, demonstrieren
(Abb. 31, ANOVAs: P21 Genotyp F134 = 14.81, p = 0.0005, FDR-korrigiertes p = 0.003; P23
Genotyp Fi34 = 24.73, p < 0.0001, FDR-korrigiertes p < 0.0001; P25 Genotyp Fi1,34 = 20.2,
p <0.0001, FDR-korrigiertes p <0.0001; P27 Genotyp Fi134 = 16.84, p < 0.0001, FDR-
korrigiertes p < 0.0001; P30 Genotyp Fi34 = 32.9, p < 0.0001, FDR-Korrigiertes p < 0.0001,;
P36 Genotyp F1,34=36.16, p <0.0001, FDR-korrigiertes p < 0.0001; P42 Genotyp F1,34 = 38.75,
p < 0.0001, FDR-korrigiertes p < 0.0001; P49 Genotyp Fi134 = 50.86, p < 0.0001, FDR-
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korrigiertes p < 0.0001; P55 Genotyp F1,3 = 66.35, p < 0.0001, FDR-korrigiertes p < 0.0001):
dabei hatten Grial-/- Tiere geringere Korpergewichte als Grial WT Wurfgeschwister. Eine
Interaktion der Haupteffekte konnte fiir keinen Untersuchungszeitpunkt festgestellt werden. Ein
Effekt des Geschlechts auf das Korpergewicht der Tiere konnte an allen Untersuchungstagen
ab P30 demonstriert werden (Abb. 31, ANOVAs: P30 Geschlecht F134 = 23.09, p < 0.0001,
FDR-korrigiertes p < 0.0001; P36 Geschlecht Fi34 = 71.29, p < 0.0001, FDR-Korrigiertes
p <0.0001; P42 Geschlecht Fi34 = 76.82, p < 0.0001, FDR-korrigiertes p < 0.0001; P49
Geschlecht Fi3s = 102.5, p < 0.0001, FDR-korrigiertes p < 0.0001; P55 Geschlecht
F134 = 143.1, p < 0.0001, FDR-korrigiertes p < 0.0001): unabhingig vom Genotyp wurden bei
weiblichen Tieren ab einem Alter von 30 Tagen geringere Korpergewichte festgestellt als bei

minnlichen Wurfgeschwistern.

- /| = Gria1 WT weiblich / mannlich
o | & Grial-/- weiblich/ mannlich

25+

N
o
1

Korpergewicht [g]
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v T T L) L} L} T T L} L} L) L} T T

L) T L L) L] T T T L) T L] T T L) L T T T L) L 1
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Abbildung 31. Kdrpergewicht. Ein signifikanter Effekt des Genotyps auf das Korpergewicht
konnte an allen Tagen, an denen die Tiere gewogen wurden, festgestellt werden. * p < 0.05.
n = 8-10 pro Genotyp pro Geschlecht. ANOVA mit FDR-Korrektur; Mittelwert £ SEM.
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4, Korrelations- und Hauptkomponentenanalysen
4.1 Korrelationsanalysen

Die Daten aus den Verhaltensversuchen und FCM-Analysen bei C57BL/6 Wildtyp-Ma&usen, im
Scnla-Al1783V- und Grial-Modell wurden Korrelationsanalysen nach Spearman unterzogen.
Die Auswertung erfolgte fir die Daten der C57BL/6 Wildtyp-Méuse anhand eines
kombinierten Datensatzes adoleszenter Tiere (Gruppen P25, P36 und P50; Abb. 32) sowie
anhand des Datensatzes reif adulter Tiere (Gruppe P120) als adulte Kontrollgruppe (Abb. 33).
Die Auswertung erfolgte fir die Daten des Scnla-A1783V-Modells (Abb. 34, 35) und Grial-
Modells (Abb. 36, 37) jeweils getrennt fur die Untersuchungszeitpunkte in der frihen
Adoleszenz (prépubertére Tiere) und spéaten Adoleszenz (sexuell reife Tiere). Die Daten
weiblicher und ménnlicher Tiere der jeweiligen Gruppe wurden fir die Spearman-
Korrelationsanalysen zusammengefasst. Tabelle 5 gibt eine Ubersicht Gber die analysierten
Parameter und deren abgekirzte Bezeichnung flr die Darstellung der Ergebnisse in den
abgebildeten Korrelationsmatrices (Heatmaps). Eine Auflistung der Korrelationskoeffizienten
(r-Werte) und p-Werte befindet sich im Anhang.

Eine besonders starke Korrelation (cut-off: r > 0.8 oder <- 0.8, jeweils i. V. m. p < 0.05) wurde

fur die nachfolgenden Parameter festgestellt:

C57BL/6 Wildtyp-Méuse (adoleszente Tiere):
- * BUR Du_1und BUR Du_ 2

C57BL/6 Wildtyp-Méuse (reif adulte Tiere):
* Spund VWR

Scnla-A1783V-Modell, friihe Adoleszenz / spate Adoleszenz

* OF_Dist und OF _Rearing * BUR Du_1und BUR Du 2
* Heimk_Vel und Heimk_Dist * BUR _Du_1 und Heimk_Tra
* OF_Immobil und OF _Dist ® Heimk_Trd und Heimk_Dist
® OF_Rearing und OF_Immobil ® Heimk_Trd und Heimk_Zent

* OF_Dist und OF _Rearing

® OF_Dist und OF_Immobil

® OF_Rearing und OF_Immobil
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- Grial-Modell, friihe Adoleszenz / spate Adoleszenz

* OF_Dist und OF_Immobil

® OF_Nest und OF_Immobil

* Heimk_Vel und Heimk_Dist

Tabelle 5. Uberblick tiber die im Rahmen der Korrelationsanalyse nach Spearman
analysierten Parameter. Die unter dem Punkt ,,Parameter* aufgefiihrten Abkiirzungen dienen
als Legende fur die Heatmap-Korrelationsmatrices.

Parameter

Test

Beschreibung

Sp

BUR_Hell_1 und BUR_Hell_2
BUR_Du_1 und BUR_Du_2

Nest

VWR

Heimk_Dist
Heimk_Vel
Heimk_Futt
Heimk_Tré
Heimk_Zent

OF Dist
OF_Immobil
OF_Rearing
OF_Spriinge
OF_Wand
OF Zent

Irw

Temp

FCM

Saccharinpréaferenz

Wilhlverhalten Hellphase
Wilhlverhalten Dunkelphase

Nestbauverhalten

Voluntary Wheel Running
(Laufradaktivitat)

Heimké&figaktivitét
Heimké&figaktivitét
Heimké&figaktivitét
Heimkafigaktivitat
Heimkafigaktivitat

Open-Field-Test
Open-Field-Test
Open-Field-Test
Open-Field-Test
Open-Field-Test
Open-Field-Test

Irwin-Test
Korpertemperatur
Fakale Kortikosteron-

metabolitkonzentration

Préferenz einer Saccharinlésung gegeniiber Wasser
in %.

Burrowing-Test an zwei aufeinanderfolgenden
Tagen in der Hell- sowie Dunkelphase. Gewicht des
gewdihlten Substrats in g.

Summenscore der Nestkomplexitat Uber die
viertagige (genetische Modelle) oder sechstégige
(C57BL/6 Wildtyp-Mause) Untersuchungsperiode.

Zuriickgelegte Gesamtdistanz im Laufrad (ber die
viertdgige (Grial-Modell) oder sechstagige
(C57BL/6 Wildtyp-Méuse) Untersuchungsperiode.

Zurlckgelegte Distanz  (Dist) in c¢cm und
Fortbewegungsgeschwindigkeit (Vel) in cm/s sowie
Aufenthaltsdauer in der Futterzone (Futt),
Trankezone (Trd) und Zentrumszone (Zent) des
Heimkafigs in s. Der Test wurde fiir die Dauer eines
60-minutigen Zeitfensters durchgefihrt.

Zuriickgelegte Gesamtdistanz in der Arena in cm.
Immobilitét der Tiere in der Arena in s.

Frequenz der Position Rearing.

Frequenz der ,,Spriinge” gegen die Arenawand.
Aufenthaltsdauer der Tiere im Wandbereich in s.
Aufenthaltsdauer der Tiere im Zentrum in s.

Summenscore des Irwin-Tests, kalkuliert durch
Summation aller Einzelscores.

Rektale Messung der Koérpertemperatur am Ende
des Irwin-Tests in °C.

Kortikosteronmetabolitkonzentration der  Kot-
proben in ng pro 0.05 g Kot.
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4.1.1 C57BL/6 Wildtyp-Méause

- ~ T w g
5 23 2 £ 5z,
ORI - 2 E§ 5 8§
o 2 e 2 B E @ = N a
e X £ o= B oz O 0o E =2
a 3 2 > 2 ®» wow o ow ow o w 2 g §
W @ @ o @ &2 > O 0 0 0 0 0 = F uw

Sp

BUR_Hell_1
BUR_Du_1
BUR_Hell_2

BUR_Du_2

OF_Dist
OF_Immobil
OF_Rearing

OF_Spriinge

OF_Wand
OF_Zent

Abbildung 32. Heatmap-Korrelationsmatrix (C57BL/6 Wildtyp-Ma&use, Adoleszenz).
Dargestellt sind die Ergebnisse der Korrelationsanalyse nach Spearman, die fir den
kombinierten Datensatz adoleszenter C57BL/6 Wildtyp-Mé&use (Gruppen P25, P36 und P50)
durchgefihrt wurde (n = 120). Tabelle 5 schlisselt die in dieser Abbildung verwendeten

Abkurzungen auf.
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Abbildung 33. Heatmap-Korrelationsmatrix (C57BL/6 Wildtyp-Mause, adulte Tiere).
Dargestellt sind die Ergebnisse der Korrelationsanalyse nach Spearman, die fiir den Datensatz
reif adulter C57BL/6 Wildtyp-Mause (Gruppe P120) durchgefiihrt wurde (n = 40). Tabelle 5
schlisselt die in dieser Abbildung verwendeten Abkilrzungen auf.
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4.1.2 Scnla-A1783V-Modell
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Abbildung 34. Heatmap-Korrelationsmatrix (Scnla-A1783V-Modell, frithe Adoleszenz).
Dargestellt sind die Ergebnisse der Korrelationsanalyse nach Spearman, die fir den Datensatz
prapubertérer Tiere (n = 40) durchgeflhrt wurde. Tabelle 5 schlisselt die in dieser Abbildung

verwendeten Abkirzungen auf.
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Abbildung 35. Heatmap-Korrelationsmatrix (Scnla-A1783V-Modell, spate Adoleszenz).
Dargestellt sind die Ergebnisse der Korrelationsanalyse nach Spearman, die fir den Datensatz
sexuell reifer Tiere (n = 40) durchgefiihrt wurde. Tabelle 5 schlisselt die in dieser Abbildung
verwendeten Abkirzungen auf.
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4.1.3 Grial-Modell
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Abbildung 36. Heatmap-Korrelationsmatrix (Grial-Modell, friihe Adoleszenz). Dargestellt
sind die Ergebnisse der Korrelationsanalyse nach Spearman, die fur den Datensatz
prapubertérer Tiere (n = 38) durchgefihrt wurde. Tabelle 5 schlisselt die in dieser Abbildung

verwendeten Abkirzungen auf.
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Abbildung 37. Heatmap-Korrelationsmatrix (Grial-Modell, spate Adoleszenz). Dargestellt
sind die Ergebnisse der Korrelationsanalyse nach Spearman, die fur den Datensatz sexuell reifer
Tiere (n = 38) durchgefiihrt wurde. Tabelle 5 schlisselt die in dieser Abbildung verwendeten
Abkiirzungen auf.
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4.2 Hauptkomponentenanalyse (PCA)

Fur die Hauptkomponentenanalyse der Daten der C57BL/6 Wildtyp-Tiere wurde der gesamte
Datensatz (Gruppen: P25, P36, P50, P65, P120) verwendet. Flr die Daten des Scnla-A1783V-
Modells und des Grial-Modells wurden die Hauptkomponenten jeweils fur den Datensatz der
friihen Adoleszenz und der spaten Adoleszenz analysiert. Die Kolinearitit von Parametern kann
zu einer Pradominanz dieser Parameter in der PCA fuhren. Da die beiden Open-Field-Parameter
,,Jmmobilitdt” und ,,zurtickgelegte Distanz* modelllibergreifend eine starke Korrelation bei der
Analyse nach Spearman aufwiesen (r < -0.8 i. V. m. p < 0.05), wurde der Parameter
,,Immobilitat” nicht in die Hauptkomponentenanalyse miteinbezogen. Ansonsten entsprechen
die Datensétze, die fir die PCA verwendet wurden, denen die fir die modellspezifischen

Korrelationsanalysen nach Spearman verwendet wurden.

Die PCA des Datensatzes der C57BL/6 Wildtyp-Tiere zeigte, dass die ersten beiden
Hauptkomponenten PC1 und PC2 zusammen 34.89 % der Gesamtvarianz des Datensatzes
beschreiben (Abb. 38). Die zweidimensionale Darstellung des Datensatzes lasst eine Separation
der Gruppe P25 vor allem entlang PC1 erkennen. Dabei wiesen prapubertére Tiere (P25) im
Vergleich zu allen anderen Altersgruppen eine geringere interindividuelle Varianz auf. Die
zweidimensionale Darstellung deutet darauf hin, dass sich die interindividuelle Varianz
innerhalb einer Gruppe mit zunehmendem Alter der Tiere erhohte und besonders grof3 war bei

Tieren, die die sexuelle Reife erreicht hatten.

Die PCA des Datensatzes des Scnla-Al1783V-Modells zum Zeitpunkt der frihen Adoleszenz
zeigte, dass die ersten beiden Hauptkomponenten PC1 und PC2 zusammen 46.28 % der
Gesamtvarianz des Datensatzes beschreiben (Abb. 38). Dabei konnte die zweidimensionale
Darstellung des Datensatzes keine deutliche Separation Scnla-defizienter Tiere von ihren
Scnla WT Wurfgeschwistern demonstrieren. Die PCA des Datensatzes des Scnla-A1783V-
Modells zum Zeitpunkt der spaten Adoleszenz zeigte, dass die ersten beiden
Hauptkomponenten PC1 und PC2 zusammen 51.10 % der Gesamtvarianz des Datensatzes
beschreiben (Abb. 38). Die zweidimensionale Darstellung des Datensatzes konnte eine
Separation sexuell reifer Scnla-defizienter Tiere von ihren Scnla WT Wurfgeschwistern vor
allem entlang PC1 demonstrieren. Die Darstellung des Datensatzes der Scnla+/- Tiere deutet

auf eine erhohte interindividuelle Varianz bei prépubertiren Scnla+/- Tieren hin.
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Die PCA des Datensatzes des Grial-Modells zum Zeitpunkt der friihen Adoleszenz zeigte, dass
die ersten beiden Hauptkomponenten PC1 und PC2 zusammen 38.64 % der Gesamtvarianz des
Datensatzes beschreiben (Abb. 38). Dabei konnte die zweidimensionale Darstellung des
Datensatzes keine deutliche Separation der Grial-/- Tiere von ihren Grial WT
Wurfgeschwistern demonstrieren. Die PCA des Datensatzes des Grial-Modells zum Zeitpunkt
der spaten Adoleszenz zeigte, dass die ersten beiden Hauptkomponenten PC1 und PC2
zusammen 38.89 % der Gesamtvarianz des Datensatzes beschreiben (Abb. 38). Die
zweidimensionale Darstellung des Datensatzes konnte eine Separation sexuell reifer Grial-/-
Tiere von ihren Grial WT Wurfgeschwistern vor allem entlang PC1 demonstrieren. Die
Darstellung des Datensatzes der Grial-/- Tiere deutet auf eine vergleichbar grofRe
interindividuelle Varianz bei prapubertéren und sexuell reifen Grial-/- Tieren hin.

In Tabelle 6 und 7 sind die finf Parameter (Top-Parameter), die hauptsachlich zu einer
Separation der Gruppen an PC1 und PC2 beitrugen, flr die Datensatze der beiden genetischen
Modelle aufgelistet. Bei den der Hauptkomponente PC1 zugeschriebenen Top-Parametern
handelt es sich modellibergreifend um Parameter des Open-Field-Tests, die das
Lokomotionsverhalten beschreiben kdnnen. Zusatzlich wurden Parameter des Open-Field-
Tests, die das explorative Verhalten beschreiben kdnnen, bei beiden genetischen Modellen zum
Zeitpunkt der frihen Adoleszenz als Top-Parameter indentifiziert. Fernen wurden modell- und
altersspezifisch das Nestbauverhalten, das Wihlverhalten und die Saccharinpraferenz sowie
trackingbasierte Aktivitatsparameter des Heimkéfigs als besonders relevante Parameter

identifiziert.
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Abbildung 38. Hauptkomponentenanalyse (PCA). Dargestellt ist die Aufspaltung der
Gruppen an den beiden Hauptkomponenten PC1 und PC2. Jeder Punkt reprasentiert den
individuellen Datensatz eines Tieres. A:C57BL/6 Wildtyp-Méause (n = 200). B: Scnla-
A1783V-Modell (frihe Adoleszenz, n = 40), C: Scnla-Al1783V-Modell (spate Adoleszenz,
n =40), D: Grial-Modell (frihe Adoleszenz, n = 38), E: Grial-Modell (spate Adoleszenz,

n = 38).
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Tabelle 6. Auflistung der top 5 Kandidatenparameter der Hauptkomponenten PC1 und PC2 fir
die PCA des Scnla-A1783V-Modells zum Zeitpunkt der friihen und spaten Adoleszenz.

Top 5 Parameter von PC1 Top 5 Parameter von PC2

(loading value Compl/ loading value Comp2) (loading value Compl/ loading value Comp2)

Frihe Adoleszenz Frihe Adoleszenz

1) OF_Dist (0.80/ 0.31) 1) Heimk_Futt (0.12/ 0.77))

2) OF_Rearing (0.80/ 0.23) 2) Heimk_Tra (0.10/ 0.76)

3) OF_Wand (0.78/ 0.06) 3) Heimk_Dist (0.64/ 0.65)

4) Nest (0.69/0.25) 4) Temp (0.39/0.53)

5) Heimk_Vel (0.67/ 0.52) 5) Heimk_Vel (0.67/0.52)

Spéte Adoleszenz Spéte Adoleszenz

1) Heimk_Futt (0.86/ 0.06) 1) OF_Wand (0.32/ 0.76)

2) Heimk_Dist (0.82/ 0.32) 2) OF _Zent (0.30/0.75)

3) OF _Dist (0.82/0.24) 3) BUR_Hell_2 (0.45/ 0.60)

4) Heimk_Tra (0.82/0.21) 4) Heimk_Zent (0.64/ 0.47)

5) Sp (0.75/ 0.20) 5) Heimk_Dist (0.82/ 0.32)

Tabelle 7. Auflistung der top 5 Kandidatenparameter der Hauptkomponenten PC1 und PC2 fir
die PCA des Grial-Modells zum Zeitpunkt der friihen und spaten Adoleszenz.

Top 5 Parameter von PC1 Top 5 Parameter von PC2

(loading value Compl/ loading value Comp2) (loading value Compl/ loading value Comp2)

Frihe Adoleszenz Frihe Adoleszenz

1) OF_Dist (0.89/0.2) 1) Heimk_Vel (0.41/0.72)

2) OF _Zent (0.74/ 0.28) 2) VWR (0.34/0.62)

3) OF _Wand (0.73/0.14) 3) FCM (0.21/0.60)

4) Nest (0.68/ 0.40) 4) Heimk_Dist (0.34/ 0.54)

5) OF_Spriinge (0.59/0.14) 5) Heimk_Tra (0.14/ 0.51)

Spéte Adoleszenz Spéte Adoleszenz

1) OF_Dist (0.90/ 0.25) 1) OF_Zentrum (0.50/ 0.64)

2) Heimk_Dist (0.78/ 0.26) 2) OF_Wand (0.28/ 0.63)

3) Nest (0.76/ 0.16) 3) BUR_Hell_1 (0.02/ 0.59)

4) Heimk_Futt (0.71/ 0.19) 4) Heimk_Zent (0.03/ 0.59)

5) BUR_Du_1 (0.69/ 0.45) 5) Temp (0.39/ 0.49)
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V. DISKUSSION

Genetisch  veranderte  Mause  konnen  bereits im  jungen  Alter
Verhaltensveradnderungen aufweisen, die auf ein herabgesetztes Wohlbefinden der
Tiere hindeuten konnen und modellspezifische Belastungsspitzen offenbaren
(SUKOFF RIZZO & CRAWLEY, 2017). Im Rahmen dieses Dissertationsprojekts
sollte daher eine heimkéfigbasierte Verhaltenstestbatterie entwickelt und validiert
werden, die Aussagen Uber die laborspezifische, kumulative Belastung und die
Augenscheinvaliditdt von Mausmodellen in der neurowissenschaftlichen

Forschung ermdglicht.

1. C57BL/6 Wildtyp-Mause

Im Rahmen der Untersuchungen des ersten Teilprojekts bei Wildtyp-Méausen des
Stammes C57BL/6JR]j konnte ein Einfluss des Alters sowie des Geschlechts auf

zahlreiche der untersuchten Parameter festgestellt werden.

Die Untersuchungen zur Praferenz einer stiBen Losung zeigten, dass Tiere aller
Altersgruppen die Saccharinlésung gegeniiber dem zeitgleich angebotenen Wasser
bevorzugten. Die Daten zeigten zudem, dass sich die stérkere SiiRepraferenz, die
bei Tieren in der frihen Adoleszenz detektiert wurde, mit dem Erreichen der
sexuellen Reife dem Niveau der erwachsenen Kontrollgruppen anglich. Eine
erhdhte SuRepréaferenz der prépubertaren und pubertdren Tiere kann mit dem
erhdhten Energiebedarf der Tiere in der Wachstums- und Entwicklungsphase
begrindet werden: das Tier versucht, den erhohten Energiebedarf Uber die
Aufnahme der siiBen LAsung zu decken. Untersuchungen zum Zuckerkonsum bei
Kindern und Jugendlichen haben demonstriert, dass die Praferenz fiir Stf3es mit
dem Erreichen der sexuellen Reife der Heranwachsenden abnahm (VENDITTI et
al., 2020). Bei den Daten der prapubertéren und pubertéren Tiere sticht die geringe
Varianz ins Auge. Dies ist aufféallig, denn gemeinhin ist die Varianz bei
Verhaltensuntersuchungen junger Tiere, bei denen sich der Eintritt in
verschiedenen Entwicklungsphasen (transient) individuell unterscheiden kann,
hoher als bei adulten Tieren (BRUST et al., 2015; ELTOKHI et al., 2020). Eltokhi
und Kollegen (2021) konnten bereits einen Einfluss des Alters sowie des Stammes
auf die Praferenz fir eine Saccharoselésung bei adoleszenten Mé&usen

demonstrieren. Ansonsten sind fur Untersuchungen zur StRepraferenz im Sinne des
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klassischen Verhaltensparadigmas nach Crawley (CRAWLEY, 2006) bei jungen
und adoleszenten Mé&usen nur limitierte Daten verfiigbar (RAINEKI et al., 2012;
ELTOKHI et al., 2021). Wenn jungen Tieren suRe Losungen verabreicht wurden,
so lag der Fokus vor allem darauf, die Auswirkungen eines erhdhten
Zuckerkonsums bei Kindern und Jugendlichen am Nagermodell zu untersuchen
[bspw. (REICHELT et al., 2016; NANEIX et al., 2018)] oder die Effekte erhthter
Zuckeraufnahme  im  Zusammenhang  mit  dem  altersspezifischen
Alkoholkonsumverhalten bei Jugendlichen und jungen Erwachsenen zu
untersuchen (WILMOUTH & SPEAR, 2009; AGOGLIA et al., 2016; KAMENS et
al.,, 2018). Es gibt Hinweise, dass sich die SlRepraferenz junger Tiere
speziesspezifisch unterscheiden kann: So war die Stl3eprafernz bei vier bis sechs
Monate alten Kaninchen der Rasse Neuseel&dnder geringer ausgepragt als bei den
reif adulten Tieren dieser Rasse (DRESHFIELD & BERRY, 1994). Die
vorliegenden Daten bei jungen Wildtyp-Madusen des Stammes C57BL/6JR]
sprechen dafiir, dass der Einsatz des Saccharinpraferenz-Tests bei jungen Mausen
bereits ab dem prapubertéren Alter praktikabel ist, um Hinweise auf anhedonie-
oder schmerzassoziierte Verhaltensweisen bei Mausen (CRAWLEY, 2006; DE LA
PUENTE et al., 2015) zu erhalten. Dabei sollte beruicksichtigt werden, dass eine
stammspezifische Préferenz fur Saccharose bei jungen Mé&usen mit dem
genetischen Hintergrund C57BL/6N, DBA/2 und FVB/N beschrieben wurde
(ELTOKHI et al., 2021): Eltokhi und Kollegen (2021) demonstrierten, dass
prapubertare und pubertare Wildtyp-Mdause des Stamms DBA/2 eine geringere
Saccharosepraferenz aufwiesen als Wildtyp-Mause der Stimme C57BL/6N und
FVBI/N.

Die im Rahmen der Wuhlaktivitatsanalyse erhobenen Daten zeigten ein deutlich
erhdhtes Aktivitatsniveau bei den beiden Dunkelphasentests, wéahrend die Tiere bei
beiden Hellphasentests ein fast konstant niedriges Wihlaktivitatsniveau an den Tag
legten. In beiden Dunkelphasen-Tests erreichten prépubertdre Tiere niedrigere
Wiihlaktivitatswerte als alle Vergleichsgruppen. Dies spricht dafiir, dass die im
Rahmen der Burrowing-Tests gemessene Wuhlaktivitit der prapubertaren Tiere
kein relevantes Niveau erreichte und prapubertére Tiere die angebotenen Pellets
nicht in relevantem Umfang aus der Flasche beforderten und im Kafig verteilten.
Obgleich die Wihlaktivitat bei pubertdren Tieren bereits hoher war als bei

prapubertéren Tieren, so war sie im Vergleich zur jung adulten Gruppe immer noch
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herabgesetzt. Die Wuhlaktivitatsdaten spéat-adoleszenter (sexuell reifer), jung
adulter und adulter Tiere unterschieden sich dahingegen statistisch nicht. Die Daten
lassen somit den Ruckschluss zu, dass das mit dem beschriebenen Protokoll
gemessene Wiihlaktivitatsniveau im Verlauf der Adoleszenz der Tiere zunahm. Die
Tiere zeigten mit Erreichen der sexuellen Reife ein stabiles, relevant erhéhtes
Wauhlaktivitatsniveau. Neben dem Eintritt in die Phase der sexuellen Reife, die mit
einem erhohten Aktivitatsniveau einhergehen kann (BRUST et al., 2015), kann
auch das Kaorpergewicht einen entscheidenden Einfluss auf die Stabilisierung der
Wahlleistung gehabt haben. Mit Blick auf mdgliche Unterschiede zwischen den
Geschlechtern konnten keine relevanten Wuhlaktivitatsunterschiede zwischen
weiblichen und ménnlichen Tieren gezeigt werden. Geschlechtsunterschiede im
Wauhlverhalten sind fur verschiedene Labornagerspezies beschrieben, bei der
Labormaus sind diese jedoch gering ausgepragt (DEACON, 2009). Im Hinblick auf
die Tageszeit ist ein besonders hohes Wiihlaktivitatsniveau in der Dunkelphase
beschrieben (DEACON, 2009). Dabei sollte beachtet werden, dass die Messung der
Wauhlaktivitat der M&use bei dem verwendeten Testaufbau durch die Menge an
angebotenem Wuhlsubstrat gedeckelt ist (DEACON, 2009). Eltokhi und Kollegen
(2020) beschrieben bereits, dass adoleszente Wildtyp-Méuse der Stamme
C57BL/6N, FVB/N und DBA/2 im Alter von 31 Tagen eine relevante Wiihlaktivitat
zeigten, wobei die Wihlleistung tUber Nacht von Wildtyp-Mé&usen des Stammes
FVB/N die Wiihlleistung von Wildtyp-Méausen der Stamme C57BL/6N und DBA/2
ubertraf (ELTOKHI et al., 2020). Bei der Betrachtung der verminderten
Wauhlaktivitdt der prapubertdren und pubertdren Gruppen sollte neben der
Altersphase und dem Gewicht der Tiere und der damit einhergehenden
physiologischen Limitationen beim Wuhlen und Befordern der Futterpellets auch
ein Einfluss des verwendeten Substrats selbst beachtet werden — bspw. Grolie,
Gewicht und Beschaffenheit (Textur): es ist beschrieben, dass sich die Préferenz
des Wauhlsubstrats zwischen verschiedenen Labornagerspezies (evaluiert bei
adulten Tieren) unterscheidet (DEACON, 2009). Insofern legen die Daten nahe,
dass der Burrowing-Test nach dem hier verwendeten Protokoll fiir den Einsatz bei
jungen, bereits sexuell reifen Méusen besonders geeignet ist. Fir den Einsatz bei
jungeren Tieren ist eine Modifikation des Testprotokolls in Betracht zu ziehen und

weitergehend zu prifen.

Die Daten zur Analyse des Nestbauverhaltens zeigten, dass bereits prapubertare
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Tiere unter Verwendung des beschriebenen Protokolls messbare und relevante
Nestbauaktivitat zeigten. Wahrend Elthoki und Kollegen (2020) keine relevante
Nestbauaktivitat bei adoleszenten Mausen der Stamme C57BL/6N, FVB/N und
DBAJ/2 detektierten, gibt es einige Studien, in denen die Ausiibung von Aktivitaten
zum Nestbau bereits bei jungen Mausen verschiedener Stamme kurz nach dem
Absetzen vom Multtertier demonstriert werden konnte [bspw. (MOY et al., 2004;
CORDER et al., 2020)]. Von besonderer Bedeutung sind beim nichtmaternalen
Nestbauverhalten Geschlechtsunterschiede, die mehrfach vorbeschrieben sind
(Jirkof 2014). Wahrend die vorliegende Analyse keinen altersspezifischen
Geschlechtsunterschied aufzeigen konnte, erzielten die Nester weiblicher Tiere —
unabhangig vom Lebensalter der Tiere — héhere Komplexitatsscore als die der
mannlichen Tiere. Die Ergebnisse sollten auch vor dem Hintergrund interpretiert
werden, dass alle Jungtiere Nestmaterial ab dem Zeitpunkt des Absetzens an P21
erhielten und von da an im Turnus mit dem wdchentlichen Umsetzen neues
Nestmaterial zur Verfigung hatten. Somit hatten Tiere, die in der Prépubertét an
P25 in den Versuch gingen, die kiirzeste ,, Trainingszeit™ und die ,, Trainingszeiten‘
zwischen den Versuchsgruppen unterschieden sich deutlich. Dies sollte bei der
Interpretation der Nestbauleistung der jingeren Gruppen entsprechend positiv
berticksichtigt werden. Weiter konnen KorpergroRe, Korpergewicht und
Muskelmasse limitierende Faktoren sein, die zu geringeren Nestscores bei jlingeren
Mausen beitragen konnen. Grundsatzlich sind bei der Bewertung der
Nestbauaktivitat in Labortierhaltungen auch der Einfluss tierhaltungsspezifischer

Umweltbedingungen (gefuhlte Temperatur, Zugluft) zu berticksichtigen.

Die Laufradaktivitatsanalyse Uber die viertdgige Untersuchungsperiode konnte
anhand der von den Tieren taglich zurlickgelegten Distanz aufzeigen, dass das
Laufrad von den Tieren aller Altersgruppen vom ersten Versuchstag an
angenommen wurde. Ins Auge sticht mit Blick auf die Unterschiede zwischen den
Altersgruppen, dass Tiere mit Erreichen der sexuellen Reife (P50) — unabhéngig
vom Geschlecht — deutlich gréRere Distanzen zurlicklegten als prapubertére und
reif adulte Tiere. Hervorzuheben ist zudem, dass weibliche Tiere unabhéangig vom
Alter  bemerkenswert groRere  Gesamtdistanzen in  der viertdgigen
Untersuchungsperiode zuruicklegten als maéannliche Tiere. Bezuglich der
Adaptationszeit wurde fur adulte C567BL/6J M&use bereits beschrieben, dass die

Tiere unmittelbar nach Einsetzen in die Kafige das Laufrad nutzten (HAGER et al.,
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2018). Dennoch ist das Fehlen einer Adaptationsphase an das Laufrad bei der
Interpretation der Ergebnisse zu beriicksichtigen. Fur adulte C57BL/6J Mduse, die
eine 14-tagige Adaptationsphase an das Laufrad erhielten, ist das Erreichen eines
Leistungsplateaus nach neun Tagen beschrieben (HAGER et al., 2018). Bowen und
Kollegen (2016) schlagen eine kirzere, aber geschlechtsspezifische
Adaptationszeit fur adulte C57BL/6J Mduse vor, da ménnliche Tiere bereits nach
drei Tagen und weibliche Tiere nach acht Tagen stabile Leistungsniveaus
hinsichtlich der im Laufrad zurtickgelegten Distanz und der Dauer der
Laufradaktivitat zeigten. Mit Blick auf die detektierten markanten Unterschiede
zwischen weiblichen und maénnlichen Tieren, so ist ein ausgepragter
Geschlechtsdimorphismus fur die Laufradaktivitat der Labormaus vorbeschrieben,
wobei weibliche Tiere deutlich groRere Distanzen im Rad zurticklegten und langer
im Rad liefen als mannliche Tiere (BOWEN et al., 2012; BARTLING et al., 2017).
Auch von einer Altersabhangigkeit des Geschlechtsunterschieds (Abnahme mit
zunehmendem Lebensalter der weiblichen und ménnlichen Mause) wurde berichtet
(BARTLING et al.,, 2017). Gordon und Corbitt (2015) beschrieben, dass
prapubertare C57BL/6J Mause noch keine Geschlechtsunterschiede zeigten
hinsichtlich der Dauer, die die Tiere im Rad liefen sowie der Latenzzeit bis zur
Nutzung des Laufrads (GORDON & CORBITT, 2015). Bei der Interpretation der
Distanz ist die physische Konstitution der Tiere mit den Faktoren Grofie und
Muskelmasse und die damit verbundene Abhangigkeit vom Entwicklungsstadium
zu bertcksichtigen. Hier kann die Erfassung der Dauer, die das Einzeltier im
Laufrad beim Laufen verbringt, wertvolle zusétzliche Informationen liefern, die
nicht im selben Mal3e wie die Distanz durch die vorgenannten Faktoren beeinflusst
werden. Diese Analyse setzt eine artefaktfreie Einzeltiererkennung voraus
(BARAN et al., 2022). Hinsichtlich des Testaufbaus ist interessant, dass eine
pragnante negative Korrelation von Laufradaktivitdt und Saccharinpraferenz —
beides Verhaltensweisen, fur die die Tiere eine hohe intrinsische Motivation
aufweisen — bei reif adulten C57BL/6 Wildtyp-M&usen detektiert werden konnte.
Wie fur adulte Mause bereits beschrieben [bspw. (OTSUKA et al., 2015;
PAGLIUSI et al., 2020; SARTORI et al.,, 2020)], kann sich die physische
Ertlichtigung der Tiere im Laufrad mildernd auf einen depressionsassoziierten
Phénotyp der Tiere auswirken. Obgleich ein Konterkarieren beider Tests fur den
gemeinsamen Datensatz adoleszenter C57BL/6 Wildtyp-Mause nicht gezeigt

werden konnte, sollte die parallele Testsituation bei der Interpretation der
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Ergebnisse der Verhaltenstestbatterie auch bei jungen Mausen beachtet werden.

Die heimkéfigbasierten Untersuchungen sollten mit Informationen uber
lokomotorische Aktivitdt und Explorationsverhalten aus dem Open-Field-Test
sowie mit Untersuchungen tber Veranderungen des Allgemeinzustands mit Fokus
auf das vegetative Nervensystem der Tiere im Rahmen des klassischen Irwin-Tests
erganzt werden. Beim Open-Field-Test stellten die Arenen ein fir die Tiere
unbekanntes Set-up dar und die Aktivitatsdaten sind daher trotz Adaptationszeit
unter besonderer Bertcksichtigung der fur die Tiere unbekannten Stimuli zu
interpretieren. Hinsichtlich der Gesamtdistanz, die die Tiere in der Testzeit
zuricklegten, konnte nur eine erniedrigte Distanz der prapubertaren Tiere im
Vergleich zu allen alteren Gruppen demonstriert werden. Beziiglich
lokomotorischer Aktivitatsdaten aus dem Open-Field-Test ist eine progressive
Aktivitdtszunahme im Laufe der Adoleszenz beschrieben (BRUST et al., 2015).
Analog zur Interpretation der im Laufrad zurlckgelegten Distanz ist hier das
physische Entwicklungsstadium als besondere Limitation zu berlicksichtigen. In
geringerem MaRe abhangig von Kdrpergewicht und Muskelmasse der Tiere ist der
Parameter Rearing: die Haufigkeit, mit der sich die Tiere wahrend des Tests auf
den Hinterbeinen aufrichten (Position Rearing) kann zuséatzliche Informationen
uber das Aktivitats- und Explorationsverhalten der Tiere liefern (STURMAN et al.,
2018), jedoch kann eine Verminderung der Rearing-Frequenz auch als Zeichen
schmerzassoziierten Verhaltens (im Besonderen: abdominale Schmerzen) beim
Nager gewertet werden [bspw. (STURMAN et al., 2018; DURST et al., 2021)]. Die
detektierte Zunahme der Rearing-Frequenz bei den C57BL/6 Wildtyp-Ma&usen im
Laufe der Adoleszenz kann als Zeichen ansteigender lokomotorischer Aktivitét
gewertet werden (vertikale Aktivitét). Diese spiegelt sich auch in der Zunahme der
zuriickgelegten Distanz (horizontale Aktivitat) der C57BL/6 Wildtyp-Mduse im
Laufe der Adoleszenz wider. Hinsichtlich der Untersuchung des
Explorationsverhaltens, auf das die Lichtverhaltnisse einen starken Einfluss haben
koénnen (POST et al., 2011), wurde die Beleuchtung mit 12 bis 20 lux in einem so
niedrigen Bereich gewahlt, dass der Aufenthalt der Tiere in den verschiedenen
Zonen der Arena nicht im Sinne eines klassischen Tests flir angstassoziiertes
Verhalten [bspw. (CAROLA et al., 2002; KULESSKAYA & VOIKAR, 2014,
SEIBENHENER & WOOTEN, 2015)] interpretiert werden muss. Wéahrend die

Analyse der Aufenthaltsdauer der Tiere im Zentrum der Arena keine Unterschiede
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zwischen den Altersgruppen zeigte, wurden zahlreiche geschlechtsspezifische
Altersunterschiede hinsichtlich der von den Tieren gezeigten Thigmotaxis
festgestellt: bei weiblichen Tieren nahm die Ausprdgung des thigmotaktischen
Verhaltens graduell mit zunehmendem Alter ab. Geschlechtsunterschiede bei der
Auspragung des thigmotaktischen Verhaltens (weibliche Tiere zeigten starkere
Thigmotaxis im Open-Field-Test als mannliche Tiere) sind bei adulten Mdusen
eines Swiss Albino Outbred Stammes bereits beschrieben (LEPPANEN et al.,
2006). Bei klassischen Testprotokollen des Open-Field-Tests werden oft nur die
Ergebnisse der Zentrumszone berichtet, die Aussagen Uber angstassoziiertes
Verhalten ermdglichen konnen, aber thigmotaktisches Verhalten, zu dessen
Analyse die Arena in zumindest drei Bereiche (Zentrumszone, mittlere Zone,
Wandzone) unterteilt werden sollte, nicht betrachtet. Zusammenfassend
unterstreicht der vorliegende Datensatz des Open-Field-Tests, dass die Parameter
Rearing und Thigmotaxis neben der klassischen Analyse lokomotorischer Aktivitat
besonders  bei  heranwachsenden  Tieren  wertvolle  alters-  und

geschlechtsspezifische Informationen liefern kdnnen.

Die Daten des Irwin-Tests, der Aufschluss Gber den Allgemeinzustand und das
vegetative Nervensystem der Tiere geben konnen, zeigten keine Unterschiede
hinsichtlich der von den Tieren erreichten Summenscores auf. Bei genauerer
Betrachtung einzelner Parameter, die sich zwischen einzelnen Altersgruppen
unterscheiden (bspw. Vokalisation und Harnabsatz), fiel auf, dass es sich hierbei
nur um Handling-assoziierte Parameter handelte. Es gibt Hinweise, dass sich
verschiedene Techniken und die Frequenz des Handlings geschlechtsspezifisch auf
den Disstress, den weibliche und ménnliche Tiere hierbei erfahren, auswirken
konnen (SENSINI et al., 2020): erste Daten implizieren, dass frequentes Tail-
Handling bei mannlichen Tieren mit einem hoheren Disstress-Niveau assoziiert ist
als bei weiblichen Tieren, wobei das Tunnel-Handling unabhéngig vom Geschlecht
der Tiere gegenuiber dem klassischen Tail-Handling von den Tieren bevorzugt
wurde (SENSINI et al., 2020). In den drei Teilprojekten wurden alle Tiere tber
klassisches Tail-Handling manipuliert, wobei das Handling der Tiere auf das
absolut notwendige Minimum reduziert wurde. Interessanter Weise unterschied
sich die Korperinnentemperatur der Tiere, die am Ende des Irwin-Tests erfasst
wurde, altersspezifisch zwischen den Geschlechtern. Wie bereits fir adulte Méduse
des Stammes C67BL/6J vorbeschrieben (SANCHEZ-ALAVEZ et al., 2011),
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wiesen weibliche Tiere ab Erreichen der sexuellen Reife in der spaten Adoleszenz
(P50) hohere Korpertemperaturen auf als die altersgleichen mannlichen Tiere. Da
die Korpertemperatur im Rahmen des Irwin-Tests rektal erfasst wurde, ist der von
den Tieren beim Handling und im zuvor durchlaufenen Open-Field-Test erfahrene
Disstress als wesentlicher Einflussfaktor auf die Basaltemperatur der Tiere zu

bericksichtigen.

In Ergadnzung zu den Verhaltensuntersuchungen sollten tber die Analyse der
Kortikosteronmetaboliten aus den Kotproben der Tiere auf nichtinvasive Weise
Informationen Uber die adrenokortikale Aktivitat der Tiere gesammelt werden. Es
gibt bislang nur eine limitierte Anzahl an Studien zur adrenokortikalen Aktivitat bei
jungen Mdusen (KOLBE et al., 2015; BAILOO et al., 2018; BAILOO et al., 2020).
Es wurden jedoch  bereits altersspezifische = Veranderungen  der
Kortikosteronmetabolitkonzentrationen bei Ma&usen detektiert (KOLBE et al.,
2015; BAILOO et al., 2018). Die ab der sexuellen Reife der Tiere festgestellten
Unterschiede zwischen weiblichen und ménnlichen Tieren (héhere FCM-Spiegel in
Proben weiblicher Tiere) sind fir adulte Méause bereits beschrieben worden
(TOUMA et al., 2003; TOUMA et al., 2004; BAILOO et al., 2020). Die erhohten
Basalkonzentrationen bei prapubertéren Tieren beiden Geschlechts sollten auch vor
dem Hintergrund betrachtet werden, dass die Prozedur des Absetzens und
Umgruppierens an P21 ein erhohtes Disstress-Niveau der Tiere verursachen kann
(BAILOO et al., 2020). Zudem sollte nicht auBer Acht gelassen werden, dass
erhohte Kortikosteronmetabolitkonzentrationen — besonders bei jungen Tieren —
auch Ausdruck erhdhter metabolischer Aktivitat sein konnen (BUWALDA et al.,
2011; KOOLHAAS et al., 2011) und daher fir sich alleinstehend keine Aussage

uber den Disstress-Pegel der jungen Tiere zulassen.

Bei der Betrachtung des gesamten Datensatzes der C57BL/6 Wildtyp-Mause
konnte eine Zunahme der interindividuellen Varianz im Verlauf der Adoleszenz
gezeigt werden. Zusammenfassend haben sich die im Rahmen des ersten
Teilprojekts  untersuchten  Kandidatenparameter fir den Einsatz bei
heranwachsenden Wildtyp-Mdusen des Stammes C57BL/6JRj ab dem
prapubertéren Alter als geeignet erwiesen — eine Ausnahme hiervon stellt der Test
des Wiuhlverhaltens dar. Die Ergebnisse legen nahe, dass sich das verwendete
Protokoll zur Analyse des Wihlverhaltens fur den Einsatz bei jungen Mausen

eignet, die die sexuelle Reife bereits erreicht haben. Die grundsétzliche Eignung
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der Kandidatenparameter fiir junge Wildtyp-Mause — unter besonderer Beachtung
der physiologischen Limitationen — erlaubt jedoch keine Aussage uber die
Sensitivitat der Tests bei jungen Tieren. Der Einsatz der Verhaltenstestbatterie
sollte stets unter Berticksichtigung modellspezifischer Besonderheiten in ggf.

modifizierter Form erfolgen.

2. Scnla-A1783V-Modell

Im Rahmen des zweiten Teilprojekts konnten anhand der untersuchten
Kandidatenparameter Verhaltensveranderungen bei jungen Maéusen des Scnla-
A1783V-Modells zu verschiedenen Untersuchungszeitpunkten im Laufe der
Individualentwicklung der Tiere festgestellt werden. Dabei wurden fiir eine
Vielzahl der Parameter ein Einfluss des Scnla-Genotyps detektiert. Fir einige der
Parameter war der Einfluss des Scnla-Genotyps zudem geschlechtsspezifisch

ausgepragt.

Wihrend die Untersuchungen zur Saccharinpraferenz keine Gruppenunterschiede
in der friihen Adoleszenz der Tiere demonstrierten, zeigten die Untersuchungen in
der spaten Adoleszenz eine Reduktion der SuRepraferenz in Abhangigkeit vom
Scnla-Genotyp. Vorangegangene Untersuchungen im Scnla-Al1783V-Modell
konnten bereits eine reduzierte Saccharinpraferenz sieben bis zehn Wochen alter
Scnla+/- Mause im Vergleich zu ihren Scnla WT Wurfgeschwistern nachweisen
(MILJANOVIC et al., 2021b). Die vorliegenden Ergebnisse sollten vor dem
Hintergrund interpretiert werden, dass alle Jungtiere zwischen P14 und P26 eine
mit Glukoselosung supplementierte Aufbaunahrung erhielten und schwachen
Tieren in den ersten Tagen nach dem Absetzen vom Muttertier zusatzlich
Glukosel6sung per Handfutterung verabreicht wurde. In der friih-adoleszenten
Phase kann bei den belasteten Tieren die Aufnahme der siilen Saccharinldsung
auch auf Energiedefizite zurtckgefiihrt werden, die mit der erhdhten
Anfallsfrequenz einhergehen konnen. Die Tiere versuchen, Uber die sufie
Saccharinlésung ihren erhéhten Energiebedarf zu decken. Die bei sexuell reifen
Scnla+/- Tieren festgestellte reduzierte Saccharinpréferenz kann sowohl auf
verénderte metabolische Bedirfnisse bedingt durch die Scnla-Haploinsuffizienz
und / oder auf eine verminderte Genussfahigkeit im Sinne einer Interpretation nach
Crawley hinweisen (CRAWLEY, 2006; KLEIN et al., 2015). Das Vorkommen
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dieses anhedonieassoziierten Verhaltens in der spaten Adoleszenz der Tiere muss
daher als Hinweis auf eine mogliche kumulative Belastung des Scnla-A1783V-
Modells interpretiert werden. Die Relevanz dieses Parameters wird zudem von den
Ergebnissen der altersspezifischen Hauptkomponentenanalyse im Scnla-A1783V-
Modell unterstrichen. Dies sollte vor dem Hintergrund gesehen werden, dass
Depressionen eine der haufigsten Komorbiditaten bei adulten sowie jugendlichen
Patienten mit Epilepsien darstellen (SNOEIJEN-SCHOUWENAARS et al., 2019;
SCOTT et al.,, 2020) und auch bei Patienten mit Dravet-Syndrom zu einer
erheblichen Belastung und Einschrankung der Lebensqualitdt fuhren koénnen
(BRUNKLAUS et al., 2011; VILLAS et al., 2017; LAGAE et al., 2018; SCOTT et
al., 2020). Zusammenfassend deuten die Ergebnisse darauf hin, dass der
Saccharinpraferenztest  besonders im  chronischen  Nagermodell — mit
neuropsychiatrischer Relevanz wertvolle Hinweise zur Belastungseinstufung bei

heranwachsenden Tieren liefern kann.

Die Analysen des Wihlverhaltens und des Nestbauverhaltens kénnen erganzend
Aufschluss Uber Verhaltensweisen geben, fur die die Tiere eine hohe intrinsische
Motivation zeigen (DEACON, 2012; JIRKOF, 2014). Wuhl- und Nestbauverhalten
konnen dann als sogenannte ,,positive Indikatoren bei einer Beeintrachtigung des
Wohlbefindens der Tiere bereits frihzeitig verdndert sein (JIRKOF, 2014). Bei
adulten Tieren des Scnla-A1783V-Modells konnte bereits eine Reduktion des
Wauhl- und Nestbauverhaltens in Abhangigkeit vom Scnla-Genotyp demonstriert
werden (MILJANOVIC et al., 2021b). Die Analysen der Burrowing-Tests zeigten
ein konstant niedriges Wunhlaktivitatsniveau der sexuell reifen Scnla+/- Tiere
sowohl in den Hell- als auch in den Dunkelphasen. Im Vergleich zu den Daten der
Scnla WT Wurfgeschwister konnte mit dem ersten Burrowing-Test in der
Dunkelphase eine Reduktion des Wiihlverhaltens Scnla-defizienter Tiere nur bei
mannlichen Tieren festgestellt werden, wahrend die Wauhlleistung in der
darauffolgenden Dunkelphase bei Scnla+/- Tieren unabhangig vom Geschlecht

erniedrigt war.

Die Analyse des Nestbauverhaltens zeigte Unterschiede in Abhangigkeit vom
Scnla-Genotyp bereits bei prapubertdren Tieren auf, wobei sich diese nicht im
Summenscore niederschlugen. Bei sexuell reifen Tieren konnte dahingegen ein
geschlechtsspezifischer Einfluss des Scnla-Genotyps auf den Nestsummenscore

ermittelt werden: wahrend sich die Nester sexuell reifer mannlicher Tiere nicht
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unterschieden, zeigten weibliche Scnla+/- Tiere im Vergleich zu ihren weiblichen
Scnla WT Wurfgeschwistern eine limitierte Nestbauaktivitat.
Geschlechtsspezifische Unterschiede beim nichtmaternalen Nestbauverhalten sind
flr Wildtyp-Mause verschiedener Stamme beschrieben (DEACON, 2006a). Wiihl-
und Nestbauaktivitaten konnen als fir die jungen und adulten Tiere komplexe und
anspruchsvolle taglich ausgetibte Aktivitaten betrachtet werden (GASKILL et al.,
2012; GOLD, 2012; JIRKOF, 2014). Die Analyse des Nestbauverhaltens erwies
sich als kontinuierliches Monitoring zur Verlaufskontrolle bei chronischen
Nagermodellen bereits als besonders aufschlussreich [bspw. (BOLDT et al., 2021;
MILJANOVIC et al.,, 2021b; BUCHECKER et al., 2022)]. Die Analyse des
Wauhlverhaltens, das fir die Bewertung schmerzassoziierter
Verhaltensveranderungen im Nagermodell validiert wurde [bspw. (ANDREWS et
al., 2012; RUTTEN et al., 2014; WODARSKI et al., 2016)], konnte mit dem hier
verwendeten Protokoll dahingegen nur Ergebnisse aus einem Zeitfenster von zwei
Tagen im Leben der Tiere repréasentieren. Obwohl das Wiihlverhalten in der ersten
Dunkelphase im Rahmen der Hauptkomponentenanalyse als einer der Top-
Parameter identifiziert wurde, die zur Separation der sexuell reifen Scnla+/- Tiere
von ihren Scnla WT Wurfgeschwistern beitrugen, kann die Analyse des
Wauhlverhaltens mit dem hier durchgefiihrten Protokoll als ,,Momentaufnahme* in
besonderem Malle von zirkadianen Rhythmusstérungen der Tiere beeinflusst
worden sein. Bei der Bewertung des Nestbau- und Wiihlverhaltens sollte daher
besonderes Augenmerk auf den Aktivitatsstatus der Tiere gelegt werden, da diese
Parameter koordinierte Verhaltensmuster voraussetzen (JIRKOF, 2014).
Koordinierte Verhaltensmuster kénnen von einer Hyperlokomotion oder erhohten
motorischen Reaktivitat auf neu Stimuli des Tiermodells negativ beeinflusst
werden, wie Koivisto und Kollegen (2019) bereits bei jungen Tieren eines genetisch
verénderten Mausmodells fur die Alzheimer-Krankheit demonstrierten. Auch die
negative Korrelation von Wiihlverhalten und zuriickgelegter Distanz im Open-
Field-Test gibt einen Hinweis auf den Einfluss erhdhter stimuliinduzierter Aktivitat
auf das Wiihlverhalten. Unter Beachtung der vorgenannten Limitationen, kdnnen
die Saccharinpraferenz, das Wihlverhalten und das Nestbauverhalten bei jungen
Tieren des Scnla-A1783V-Modells als Komplex fir Verhaltensweisen gesehen
werden, fir die die Tiere eine hohe intrinsische Motivation aufweisen und deren
Reduktion daher auf eine limitierte Genussfahigkeit und ein beeintrachtigtes
Wohlbefinden  der  Tiere  hindeutet = (CRAWLEY, 2006). Die
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Heimkafigaktivitatsdaten wiesen auf eine Hypolokomotion sexuell reifer Scnla+/-
Tiere wahrend des 60-minUtigen Untersuchungsfensters hin. Dahingegen lieferten
die Aktivitatsdaten prapubertarer Tiere ein uneinheitliches Bild. Sexuell reife
Scnla+/- Tiere verbrachten dabei weniger Zeit in der Futter- und Trankezone als
ihre Scnla WT Wurfgeschwister. Aussagen uber den generellen Aktivitatsstatus
der Tiere sollten aus der Analyse dieses kurzen Zeitfensters nicht abgeleitet werden.
Jedoch kann die verminderte Heimkafigaktivitat der Scnla+/- Tiere zu einem
Zeitpunkt, zu dem unbelastete Tiere hochste Aktivitatslevel zeigen — hier: kurz nach
Beginn der Dunkelphase — einen Hinweis auf das Vorkommen zirkadianer
Rhythmusstérungen in dem Modell geben. Die langere Aufenthaltsdauer
weiblicher Scnla WT Tiere in der Zentrumszone im Vergleich zu weiblichen
Scnla+/- Tieren deckt sich mit der festgestellten hoheren Gesamtaktivitat der
Scnla WT Tiere zur Untersuchungszeit. Bei der Bewertung der Aufenthaltsdauer
in der Zentrumszone des Kafigs sollte beriicksichtigt werden, dass der PhenoTyper-
Kéafig uber einen geschlossenen, dunkelgriinen Aufsatz mit integrierter
Kameraeinheit verfugt. Anders als herkdmmliche Kéfige, die oben tber einen
Gitteraufsatz geschlossen werden, ist der PhenoTyper-Kafig nach oben hin
komplett geschlossen und die Zentrumszone stellt so einen flr die Tiere
»geschiitzteren* Bereich dar. Daher kann die kiirzere Aufenthaltsdauer weiblicher
sexuell reifer Scnla+/- Tiere in der Zentrumszone als Konsequenz der erniedrigten
Gesamtaktivitat interpretiert werden und sollte nicht per se als gesteigertes

angstassoziiertes Verhalten interpretiert werden.

Die Daten des Open-Field-Tests zeigten eine horizontale und vertikale
Hyperlokomotion der Scnla+/- Tiere zu beiden Untersuchungszeitpunkten. So
kann das vermehrte Aufrichten (Rearing) der Scnla+/- Tiere, das stark positiv mit
der von den Tieren zuriickgelegten Distanz korreliert war, als Zeichen erhohter
lokomotorischer Aktivitdt im Sinne einer vertikalen Hyperlokomotion gewertet
werden. Eine Hyperlokomotion adulter Scnla+/- Tiere des Scnla-Al783V-
Modells konnte bereits von unserer Arbeitsgruppe demonstriert werden
(MILJANOVIC et al., 2021b). Hinsichtlich der Springe der Tiere gegen die
Arenawand, die von einer verblindeten Person uber die Gesamtdauer des Tests
gescort wurden, sprangen Scnla+/- Tiere — unabhé&ngig vom Geschlecht — sowohl
in der friihen als auch in der spaten Adoleszenz 6fter gegen die Arenawand als ihre

Scnla WT Wurfgeschwister. Die Spriinge gegen die Arenawand kénnen — auch vor
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dem Hintergrund der positiven Korrelation mit anderen Parametern der
Lokomotion im Open-Field — als Zeichen erhohter lokomotorischer Aktivitat
interpretiert werden. Weiter konnen die Spriinge Versuche darstellen, aus der Arena
zu entkommen und Uber die Arenawand zu springen. In diesem Zusammenhang
spricht die erhdhte Sprungfrequenz fir ein veréndertes Explorationsverhalten und
kann auf eine verminderte Fahigkeit, Risiken einzuschatzen, hindeuten. Bahceci
und Kollegen (2020) haben bereits eine verstarkte Auspragung der Thigmotaxis bei
adoleszenten Scnla+/- Méausen berichtet (BAHCECI et al., 2020). Ein erhohtes
Niveau thigmotaktischen Verhaltens konnte bei Tieren des Scnla-Al783V-
Modells im Rahmen dieser Studie nur bei prapubertdren Scnla+/- Tieren
festgestellt werden. Hinsichtlich der Belastungseinschatzung der Tiere sollte
beriucksichtigt werden, dass sich gleich mehrere Parameter aus dem Open-Field-
Test (Distanz, Rearing, Thigmotaxis) unter den Top-Parametern der
Hauptkomponentenanalyse wiederfinden, die zu einer signifikanten Separation der
genetisch verdnderten Gruppe von den Wildtyp-Gruppe entlang PC1 beitrugen.
Dies unterstreicht den Informationsgehalt insbesondere der vorgenannten drei
Parameter aus dem Open-Field-Test in Ergdnzung zu einer heimkafigbasierten
Untersuchungsreihe fiir die Belastungseinschatzung der jungen Mause. Die
Ergebnisse der altersspezifischen Hauptkomponentenanalyse deuten zudem darauf
hin, dass eine Verdnderung des Explorationsverhaltens besonders bei sehr jungen

Tieren in der friihen Adoleszenz zu beriicksichtigen ist.

Der Irwin-Test wurde vor, wahrend und nach dem Open-Field-Test durchgefihrt.
Im Scnla-Al1783V-Modell konnte eine Erhohung der Summenscores in
Abhangigkeit vom Scnla-Genotyp in der mittleren und spaten Adoleszenz
festgestellt werden. Die Erhohung des Summenscores konnte dabei auf Parameter
zurlickgefuhrt werden, die nach dem Open-Field-Test erhoben wurden und im
Zusammenhang mit dem Handling der Tiere standen. So zeigten sich erhohte
Reizbarkeit und vermehrte Schreckhaftigkeit bei Berlihrung der Scnla+/- Tiere,
wéhrend die Daten zur Handling-assoziierten Vokalisation und zum Handling-
assoziierten Harnabsatz ein uneinheitliches Bild zeigten. Bei der Bewertung ist
besonders der Einfluss des vorausgegangenen Handlings der Tiere zu
berucksichtigen. Auch die intensive Pflege schwacher Tiere nach dem Absetzen der
Jungtiere vom Muttertier, die mit frequentem Handling der schwachen Tiere

einherging, ist hier von besonderer Bedeutung. Bei der Interpretation der
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Korpertemperaturdaten missen die fir die Messung erforderliche Fixierung und
das im Rahmen des Irwin-Tests vorausgegangene Handling der Tiere als
Einflussfaktoren berlcksichtigt werden. Ein Einfluss des Scnla-Genotyps auf die
Regulation der Basalkorpertemperatur wurde im Zusammenhang mit der
temperaturabhéngigen Anfallsinduktion beschrieben (SAHAI et al., 2021).

Interessanter Weise konnte die Analyse der Kortikosteronmetaboliten aus den
Fazes prapubertérer und sexuell reifer Tiere keine Unterschiede zwischen den
Genotypen zeigen. Die Analyse konnte jedoch einen vom Genotyp unabhangigen
Geschlechtsunterschied aufzeigen: in den Proben weiblicher Tiere wurden hohere
Konzentrationen detektiert als in den Proben mannlicher Tiere, was fur adulte
Labormause bereits beschrieben wurde (TOUMA et al., 2003; TOUMA et al., 2004;
BAILOO et al., 2020).

Anhand der Korpergewichtsdaten der Tiere konnte eine geschlechtsunabhangige
Reduktion des Korpergewichts von Scnla+/- Mdusen am Tag des Absetzens an
P19 sowie an P21 demonstriert werden. Wahrend ménnliche Scnla+/- Tiere tber
die gesamte Untersuchungsperiode hinweg ein reduziertes Korpergewicht hatten,
konnte die Analyse der Daten weiblicher Tiere eine Gewichtsreduktion in
Abhangigkeit vom Scnla-Genotyp bis P27 feststellen. Ein reduziertes
Korpergewicht junger und adulter Scnla+/- Mause des Scnla-Al1783V-Modells
wurde von unserer Arbeitsgruppe bereits festgestellt (MILJANOVIC et al., 2021b).
Die vorliegenden Korpergewichtsdaten kdnnen zum einen als Zeichen einer
Entwicklungsverzogerung bei Tieren des Scnla-Al1783V-Modells gewertet
werden. Zum anderen ist jedoch der Korperbau der Tiere normal, sodass ein
transient erniedrigter body condition score und transient erniedrigte
Korpergewichte auch auf eine maternale Vernachlassigung zurtickgefiihrt werden
koénnen. Fir einen Einfluss des maternalen Verhaltens und gegen eine Klare
Entwicklungsverzdgerung bei Tieren beiden Geschlechts spricht auch die Tatsache,
dass die belasteten weiblichen Tiere im Verlauf der Adoleszenz rasch zunahmen.
Die Analyse der Daten weiblicher Tiere konnte ab P30 keine Gewichtsunterschiede
in Abhdngigkeit vom Scnla-Genotyp mehr feststellen. Bei der Interpretation sollte
beachtet werden, dass der Hypothalamus eine wichtige Rolle bei der Regulierung
des Energiestoffwechsels spielt und auch Verdnderungen des zirkadianen
Rhythmus zu starker Gewichtszunahme fiihren kénnen (ENGIN, 2017). Bei

weiblichen Ratten wurde Uber eine exzessive Gewichtszunahme wahrend einer
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ldngeren Phase des Aufkindelns der basolateralen Amygdala mit wiederholter
Anfallsinduktion berichtet (LOSCHER et al., 2003).

Die als Pilotprojekt durchgefiihrte Wérmebildvideoiberwachung konnte die
Absonderung einzelner Jungtiere von der Gruppe darstellen. Die Separation war
besonders ausgepragt bei Jungtieren, die unter einer htheren Anfallsfrequenz litten.
Prospektiv kdnnte heimkafigbasiertes Monitoring von Muttertier und Wurf unter
Einbeziehung der verschiedenen Kafigzonen bereits zu einem sehr friihen Zeitpunkt
Aufschluss Uber die Beeintrachtigung des Wohlbefindens von (einzelnen)
Jungtieren sowie Hinweise auf Veranderungen des maternalen Verhaltens geben.
Neben der Belastung, die das Jungtier in Folge der genetischen Defizienz erfahrt,
kann auch die hier beobachtete Vernachlassigung sich absondernder Tiere durch
das Muttertier Einfluss auf die physische und psychische Entwicklung der Tiere
haben (GERECSEI et al., 2018). Bei Epilepsiemodellen kann eine Wérmebild-
gestiitzte Uberwachung im Heimkafig von besonderer Bedeutung sein mit dem Ziel
einer sofortigen, automatisierten Detektion von Anfallsaktivitat. Ferner kann die
automatisierte Bildauswertung auch Hinweise auf eine Hypothermie der belasteten
Tiere liefern, die interiktal bei separierten Jungtieren aufgrund des erniedrigten
Korperkontakts sowie aufgrund eines Energiedefizits bestehen kann. Das
verwendete Warmebildmodul erwies sich flir automatisierte Untersuchungen zur
Detektion von Hyper- und Hypothermie der Tiere als nicht geeignet aufgrund des
zu geringen Auflésungsvermogens. Aus den Beobachtungen der maternalen
Fursorge lasst sich jedoch ableiten, dass die im Scnla-A1783V-Modell von unserer
Arbeitsgruppe festgestellte Mortalitat von 40 % (MILJANOVIC et al., 2021a) — die
meisten Tiere verstarben zwischen P19 und P26 — nicht als Konsequenz der mit
dem Absetzen entzogenen miitterlichen Firsorge interpretiert werden sollte.
Abgesehen von SUDEP kann die Mortalitat innerhalb dieses Zeitfensters auch als
Konsequenz einer verminderten selbststandigen Futteraufnahme gewertet werden.
Die selbststandige  Futteraufnahme kann durch ein  eingeschrénktes
Orientierungsvermdgen sowie ein herabgesetztes Allgemeinbefinden der frisch
abgesetzten Scnla+/- Tiere reduziert sein. Zudem trugen die erhohte
Anfallsfrequenz sowie stimuliinduzierte Hyperlokomotion der Scnla+/- Tiere
(Stimuli: neue Umgebung des Kaéfigs, offene Haltung, Licht, Gerdusche) zum
Energiedefizit der belasteten Tiere bei. Die engmaschige Verabreichung von

Glukoselésung und mit Glukoselésung supplementierter elektrolytreicher
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Aufbaunahrung kann dazu beigetragen haben, dass die Mortalitat des Scnla-
A1783V-Modells im Rahmen der Zucht fur dieses Dissertationsprojekt auf 10 %

reduziert werden konnte.

Die Untersuchungen an den heranwachsenden Mausen des Scnla-Al783V-
Modells zeigten, dass die Tiere einen klinisch nachweisbar nachteiligen Phénotyp
sowie fur die Belastungseinschatzung relevante Verhaltensverdnderungen
aufwiesen. Hinsichtlich des klinischen Phanotyps zeigten die Tiere ein reduziertes
Korpergewicht im Verlauf der Entwicklung, epileptische Anfalle — die bereits vor
dem Absetzen vom Muttertier auftraten — sowie Beeintrdchtigungen des
Allgemeinbefindens bei den Untersuchungen des Irwin-Tests in der mittleren und
spaten Adoleszenz. Es ist davon auszugehen, dass die Tiere die epileptischen
Anfélle nicht bei Bewusstsein erleben und sich innerhalb weniger Minuten vom
Anfallsgeschehen erholen. Hinsichtlich der Verhaltensverdnderungen konnten
transiente Beeintrachtigungen des Nestbauverhaltens in der frihen und spaten
Adoleszenz sowie eine transiente Beeintrachtigung des Wuhlverhaltens in der
spaten Adoleszenz gezeigt werden. Die Ergebnisse des Saccharinpraferenztests
kdnnen darauf hindeuten, dass sich die erfahrene Belastung kumulativ als Folge des
Syndroms aufbaut und sich diese ab der spaten Adoleszenz als
anhedonieassoziiertes Verhalten manifestierte. Neben dem Wihlverhalten und der
Saccharinpraferenz wurden vor allem Parameter des Open-Field-Tests im Rahmen
der Hauptkomponentenanalyse als relevant identifiziert. Die Daten des Open-Field-
Tests sprechen fir eine klar ausgeprégte Hyperlokomotion, die negativ mit dem
Wihlverhalten im Heimkafig korreliert war. Dies spricht dafir, dass die
Verhaltensverdnderungen zu einem hohen Grad stimuliinduziert und damit
transient und beeinflussbar im Laufe der Entwicklung bei den Tieren auftreten. Die
Ergebnisse sprechen daher fir eine laborspezifische Einstufung der Linie B6(Cg)-
Scnla™-10sffy x 129S1/Sv-Hprt™eM/ in den Schweregrad ,,mittel*.

Die Ergebnisse verdeutlichen zudem die bereits im Grundsatzpapier des Bf3R
vorgeschlagene  Notwendigkeit der modellspezifischen Anpassung der
Untersuchungszeitpunkte (Bf3R, 2016). Hieraus ergibt sich die Empfehlung, dass
die Untersuchungszeitpunkte bei allen genetischen Mausmodellen mit potenzieller
entwicklungsneurologischer Pathophysiologie angepasst werden sollten. Dabei
sollten auch die friihe postnatale Phase vor dem Absetzen der Jungtiere sowie das

maternale Verhalten intensiver berticksichtigt werden.
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3. Grial-Modell

Im Rahmen des dritten Teilprojekts konnten anhand der untersuchten
Kandidatenparameter Verhaltensverdnderungen bei jungen Méausen mit GIuAl-
Defizienz im Verlauf der Adoleszenz bestatigt werden, die vom Grial-Genotyp der
Tiere beeinflusst wurden. Weiter konnte flr einige der untersuchten Parameter ein
geschlechtsspezifischer Einfluss des Grial-Genotyps auf den Phanotyp der jungen

Tiere nachgewiesen werden.

Hinsichtlich der Saccharinpraferenz der Tiere konnten weder in der friihen noch in
der spaten Adoleszenz genotyp- oder geschlechtsbedingte Unterschiede festgestellt
werden. Die Beteiligung des GluAl-Rezeptors an der StfRepraferenz und seine
Rolle bei der hedonischen Bewertung einer siiBen Losung wurden bei adulten
Grial-/- Mausen bereits evaluiert (Austen 2017, Strickland 2021). Wahrend ein
Effekt der GluAl-Defizienz auf den Konsum einer suBen Lésung (AUSTEN et al.,
2017) und auf deren hedonische Bewertung (STRICKLAND et al., 2021) nicht
festgestellt werden konnte, konnte im Rahmen einer Clusteranalyse eine reduzierte
Aufnahmefrequenz der stiBen Losung im Zusammenhang mit der GluA1-Defizienz
gezeigt werden (STRICKLAND et al., 2021). Eine signifikante negative
Korrelation der Saccharinpraferenz mit der Laufradaktivitit wurde von
Maksimovic und Kollegen (2014) bei adulten Wildtyp-Mausen beschrieben: bei
gleichzeitigem Angebot eines Laufrads verringerten die Tiere den Konsum einer
Saccharinlosung. Die Korrelationsanalyse der Daten junger Grial-/- Tiere und ihrer
Grial WT Wurfgeschwister ergab keinen Hinweis auf eine signifikante Korrelation

beider Parameter.

Im Gegensatz zum Saccharinpraferenztest konnten die Analysen des Wihl- und
Nestbauverhaltens als weitere heimkafigbasierte Verhaltensparameter einen Effekt
des Grial-Genotyps aufzeigen. Das Wihlverhalten der Grial-/- Mause war
wahrend der beiden Dunkelphasen in der Spatadoleszenz reduziert. Bannerman und
Kollegen (2004) berichteten bereits (ber eine Limitierung der Wihlleistung bei
adulten Grial-/- Mausen der Linie B6N.129-Grial™mRs/],

Hinsichtlich des Nestbauverhaltens zeigte sich ein Effekt des Grial-Genotyps auf
die Komplexitatsscores der Nester von Tieren in der frilhen sowie spaten
Adoleszenz. Hinsichtlich eines geschlechtsspezifischen Effekts des Genotyps
(DEACON, 2006a) zeigte die Auswertung der Summenscores in der friihen und
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spaten Adoleszenz einen Effekt des Grial-Genotyps unabhangig vom Geschlecht
der Tiere. Die Analyse der einzelnen Tage stellte dahingegen auch
geschlechtsspezifische Effekte des Grial-Genotyps dar: so konnte ein
genotypbedingter Unterschied an einem Tag jeweils in der friihen und spaten
Adoleszenz nur bei weiblichen Tieren nachgewiesen werden. Eine reduzierte
Nestbauaktivitat wurde bereits bei erwachsenen Tieren eines subchronischen
phencyclidinbasierten Mausmodells fiir Schizophrenie festgestellt (PEDERSEN et
al., 2014). In diesem Zusammenhang wurde das Nestbauverhalten insbesondere fr
den Nachweis von Verhaltensverdnderungen bei den Tieren validiert, die mit den
Negativsymptomen der Schizophrenie assoziiert werden kénnen (PEDERSEN et
al., 2014). Normales Nestbauverhalten setzt die Integritat des Hippocampus voraus
(DEACON et al., 2002; KRAEUTER et al, 2019). Eine verminderte
Adaptationsfahigkeit bei Grial-/- Méusen kann aufgrund erhdhter Aktivitat des
Hippocampus (Bannerman et al., 2014) wund Veranderungen des
Kurzzeitgedachtnisses (Taylor et al., 2011; Barkus et al., 2014; Aitta-Aho et al.,
2019) zu Beeintrachtigungen der Wiihl- und Nestbauaktivitét fihren. Das Protokoll
zur Evaluation des Nestbauverhaltens von Kraeuter und Kollegen (2019) wurde im
Besonderen fiir den Nachweis sensomotorischer Gating-Defizite in Mausmodellen
neuropsychiatrischer Erkrankungen validiert. Auch eine erhohte Reaktivitat auf
neue Stimuli (hier: Nestbaumaterial, Flasche mit Wuhlsubstrat) kann zu einer
Beeintrachtigung von koordinierten Verhaltensweisen wie der Wihl- und
Nestbauaktivitat der Grial-/- Méause fuhren (Sanderson et al., 2008; Aitta-Aho et
al., 2019). Verhaltensbeeintrachtigungen konnten bei Grial-/- Mé&usen bislang nur
bei adulten oder spat-adoleszenten Tieren nachgewiesen werden [vgl. (INTA et al.,
2014; VOGT et al., 2014)]. Daher ist es besonders interessant, dass im Rahmen
dieser Dissertationsarbeit ein mit den negativen Symptomen der Schizophrenie
assoziierbarer Phanotyp (hier: beeintrachtigtes Nestbauverhalten) bei GIuAl-

defizienten Mdusen im prapubertéren Alter nachgewiesen werden konnte.

Die Analyse der Laufradaktivitat ermdglicht die Auswertung eines Verhaltens, fiir
das die Tiere eine hohe intrinsische Motivation zeigen (MEIJER & ROBBERS,
2014). Ein Einfluss der GluA1-Defizienz auf die Laufradaktivitat wurde bereits bei
adulten Méusen untersucht (MAKSIMOVIC et al., 2014; ANG et al., 2021):
wéhrend Maksimovic und Kollegen (2014) keine Verdnderungen der

Laufradaktivitat bei Grial-/- Méusen festgestellt haben, demonstrierten Ang und
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Kollegen (2021) eine geringe Reduktion der Gesamtlaufradaktivitat und im
Besonderen eine deutliche Reduktion der Laufradaktivitat von Grial-/- M&usen
wahrend der Dunkelphase. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der C67BL/6J
Wildtyp-Méuse im Rahmen des ersten Teilprojekts legten Grial-/- Méuse —
unabhéngig vom Grial-Genotyp — mit Erreichen der sexuellen Reife eine groRere
Distanz zurlck als mannliche Tiere, was fir adulte Mdause vorbeschrieben ist
(SWALLOW et al., 1998; BOWEN et al., 2012).

Die im Heimkéfig der Tiere erhobenen Aktivitatsdaten — die innerhalb des 60-
mintigen Intervalls zuruckgelegte Distanz und die
Fortbewegungsgeschwindigkeit — deuten auf eine Hypolokomotion der Grial-/-
Tiere in der Spatadoleszenz hin und zeichnen ein uneindeutiges Bild fir die
Erhebungen in der friihen Adoleszenz. Die Daten sollten vor dem Hintergrund der
Kirze des Untersuchungsintervalls interpretiert werden. Die erniedrigten
zonenspezifischen Aktivitaten prapubertarer Grial-/- Tiere und sexuell reifer
Grial-/- Tiere beiden Geschlechts koénnen auf eine Verschiebung von
Hauptaktivitatszeiten bei den Grial-/- Tieren hinweisen und von einer
Beeintrachtigung des zirkadianen Rhythmus der Tiere herrihren. Ang und
Kollegen (2021) haben im Zusammenhang mit der verminderten Laufradaktivitat
der Tiere in der Dunkelphase bereits Daten publiziert, die auf zirkadiane
Rhythmusstérungen im Grial-knockout-Mausmodell hinweisen. Daher waére es in
Zukunft von Interesse, trackingbasierte Daten zur Heimkafigaktivitéat ber langere

Untersuchungsperioden bei jungen Mausen mit GluAl-Defizienz zu generieren.

Die Aktivitatsdaten, die im Open-Field-Test erhoben wurden, zeigten in Bezug auf
die zuriickgelegte Gesamtdistanz — wie bereits mehrfach fir adulte M&use mit
GluA1-Defizienz vorbeschrieben (VEKOVISCHEVA et al., 2001; SCHMITT et
al., 2003; WIEDHOLZ et al., 2008) — eine Hyperlokomotion (horizontale Aktivitat)
der Grial-/- Tiere in der spéaten und auch bereits in der frihen Adoleszenz. Bei
Betrachtung des Parameters Rearing konnte eine Frequenzerhéhung bei Grial-/-
Tieren erst fur die spate Adoleszenz bestétigt werden. Zu beachten ist, dass der
Parameter Rearing im Grial-Modell — im Gegensatz zum Scnla-Al1783V-
Modell — nicht mit anderen Lokomotionsdaten aus dem Open-Field-Test positiv
korreliert war und deshalb auch nicht notwendiger Weise einen Hinweis auf den
Aktivitatsstatus der Tiere im Sinne der vertikalen Aktivitat liefern muss. Bei der

Betrachtung des Explorationsverhaltens der Tiere konnten Gruppenunterschiede
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nur bei prapubertaren Tieren festgestellt werden: ein erhdhtes Niveau
thigmotaktischen Verhaltens konnte bei weiblichen Grial-/- Tieren gezeigt

werden.

Die Untersuchungen im Rahmen des Irwin-Tests konnten keine relevante Erhéhung
der Summenscores bei Grial-/- Mausen darstellen. Gemeinsam mit den
Ergebnissen der Hauptkomponentenanalyse spricht dies dafir, dass die klassische
klinische Untersuchung von jungen Grial-/- Mdausen keine Hinweise auf einen

belastenden Phé&notyp der Tiere liefern kann.

Die Bestimmung der adrenokortikalen Aktivitat, die Hinweise auf den vier bis
sechs Stunden vor Probenentnahme erfahrenen Disstress der Tiere geben kann
(TOUMA et al., 2003), konnte eine Grial-assoziierte Erhohung der
Kortikosteronmetabolitkonzentrationen in der frihen und spaten Adoleszenz
nachweisen. Bei prapubertaren Tieren wiesen nur die Proben weiblicher Grial-/-
Tiere eine hohere FCM-Konzentration auf als die weiblicher Wildtyp-
Wurfgeschwister. Dies kann einen Hinweis auf ein erhohtes Disstress-Niveau
(KOLBE et al., 2015) sowie auf verdnderte metabolische Bedirfnisse im
Zusammenhang mit der korperlichen Entwicklungsverzégerung (KOOLHAAS et
al., 2011) darstellen. Als klarer  Hinweis einer  kdrperlichen
Entwicklungsverzogerung kénnen die Kdrpergewichtsdaten, die unabhéngig vom
Geschlecht der Tiere eine Reduktion des Korpergewichts bei Grial-/- Tieren
aufzeigten, gewertet werden. Ferner konnen Veranderungen im neuronalen
Netzwerk und Neurotransmitterimbalanzen zu einem verringerten Appetit der Tiere

gefiihrt haben.

Die Untersuchungen an den heranwachsenden Mé&usen des Grial-Modells zeigten,
dass die Tiere transiente Verhaltensverdnderungen im Laufe der Entwicklung
aufwiesen, die relevant fiir die Belastungseinschatzung sind. Die Reduktion des
Wauhlverhaltens in der spaten Adoleszenz sowie die transiente Beeintrdchtigung des
Nestbauverhaltens in der friihen und spaten Adoleszenz sprechen dafir, dass bei
GluAl-defizienten Méusen bereits in der  Adoleszenz milde
Verhaltensbeeintrdchtigungen bestehen. Eine generelle Hyperlokomotion in dem
Modell konnte vor allem im Hinblick auf die unveranderte Laufradaktivitat der
Tiere nicht bestétigt werden. Die negative Korrelation der Lokomotion im Open-
Field-Test mit der Nestbauaktivitat kann auf eine stimuliinduzierte Hyperaktivitat

und Beeintrachtigungen bei Informationsverarbeitungsprozessen hindeuten.
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Transiente, geschlechtsspezifisch ausgepragte Thigmotaxis kann auf erhohtes
angstassoziiertes Verhalten und Verénderungen des normalen explorativen
Verhaltens hindeuten. Den einzigen Beweis eines klinisch nachweisbar
nachteiligen Phanotyps stellt das reduzierte Korpergewicht im Laufe der
Entwicklung der Tiere dar. Die Ergebnisse sprechen daher fur eine laborspezifische
Einstufung der Linie B6N.129-Grial™R/J in den Schweregrad ,,gering®.
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4, Limitationen, Schlussfolgerungen und Ausblick

Das Studiendesign aller drei Teilprojekte umfasste im Rahmen der Durchfiihrung
der Verhaltensuntersuchungen die frequente Présentation verschiedener neuer
Objekte im Heimkéafig sowie die parallele Untersuchung verschiedener
Verhaltensparameter. Dadurch konnen zum einen wertvolle spontane
Verhaltensweisen von rein stimuliinduzierten Verhaltensweisen maskiert werden.
Zum anderen stellt die parallele Testsituation einen wesentlichen Einfluss dar im
Hinblick darauf, dass die Ergebnisse des einen Parameters vom gleichzeitig
getesteten anderen Parameter fundamental beeinflusst sein kdnnen. Eine besondere
Limitation im Hinblick auf die parallele Testsituation stellen FCM- und
Laufradaktivitatsanalyse dar, da sich die Laufradaktivitat stark auf die
adrenokortikale Aktivitat der Tiere auswirken kann (DROSTE et al., 2003). Wie
bereits dargestellt, sollte die parallele Testsituation bei der Analyse von
Laufradaktivitat und SuBepraferenz besonders beachtet werden [bspw. (OTSUKA
etal., 2015; PAGLIUSI et al., 2020)]. Des Weiteren entsteht durch das wiederholte
Testen bei der fur die beiden genetischen Modelle eingesetzten Testbatterie ein
Trainings-, Lern- bzw. GewoOhnungseffekt der Tiere, der fir alle
Folgeuntersuchungen zu berlcksichtigen ist. Hinsichtlich der Daten, die im
Heimkafig der Tiere ausgewertet wurden, ist zu beachten, dass diese nicht fur das
Einzeltier, sondern fiir die experimentelle Einheit von je zwei Tieren erhoben
werden konnten. Im Hinblick auf stark individuell ausgepragte Unterschiede beim
Eintritt in verschiedene Entwicklungsphasen (BRUST et al., 2015) sowie aufgrund
des Ranggefiges der Tiere geht dies mit einer deutlichen Erhéhung der Varianz im
Besonderen bei jungen Tieren einher. Fur die Verhaltensuntersuchungen bei den
genetisch veranderten Modellen konnten zuchtbedingt nicht alle experimentellen
Einheiten aus Wurfgeschwistern gebildet werden, was sich zusétzlich negativ auf
die angenommene ,,phdnotypische Uniformitdt“ der experimentellen Einheit

(n = 2) auswirkte.

Eine besondere Limitation bei der Bewertung der Basisdaten, die bei Wildtyp-
Méusen mit dem Hintergrund C57BL/6JRj erhoben wurden, stellt die Stamm- und
Substammspezifitat verschiedener Verhaltensweisen beim Nager dar (MATSUO et
al., 2010; ELTOKHI et al., 2020). So muss die bei C57BL/6JRj Mé&usen mit dem
Erreichen der sexuellen Reife einsetzende Wuhlaktivitat nicht mit der Altersphase

verbunden sein, sondern kann auch auf die stammspezifische physische
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Entwicklung der Tiere und das Korpergewicht zuriickzufiihren sein, das sich

zwischen den verschiedenen Mausstammen erheblich unterscheiden kann.

Hinsichtlich des Laufradverhaltens als Parameter zur Belastungseinschétzung sollte
nicht unerwahnt bleiben, dass die Tatsache, dass Mé&use auch in der freien Wildbahn
bei Angebot eines Laufrads Laufradaktivitat zeigen (MEIJER & ROBBERS, 2014),
nicht den Umkehrschluss zulasst, dass das Laufradverhalten einer Labormaus
niemals stereotyp sein kann (MASON & WURBEL, 2016). Zudem gibt es
Hinweise, dass der Verhaltensphanotyp und der Metabolismus genetisch
veranderter Mduse von der Laufradaktivitat besonders stark beeinflusst werden
konnen (BARAN et al., 2022). Diese Limitationen sollten besonders bei der

Planung pharmakologischer Wirkstoffstudien berlcksichtigt werden.

Eine weitere Limitation stellt die Praktikabilitat digitaler heimkafigbasierter
Untersuchungen dar, die zum einen vom technologischen Fortschritt der
verfiigbaren Heimkafigsysteme und zum anderen von der Kostenintensitat der
Heimkafigeinheiten abhéngt. Zum Zweck der Belastungseinschatzung genetisch
veranderter Mauslinien ist eine grundsatzliche Einzelhaltung der Mduse ethisch und
rechtlich nicht zu rechtfertigen. Daher ist die Entwicklung von Heimkafigsystemen,
die eine storungsfreie Identifikation des Einzeltiers und ein individuelles Tracking
aller Tiere einer Gruppe ermdglichen, besonders wichtig fir Untersuchungen zur

Belastungseinschatzung.

Hinsichtlich der generellen Eignung der Testbatterie zur Belastungseinschatzung
sollte beachtet werden, dass von der Belastung der Linie nicht auf die tatséchliche
Belastung des Einzeltiers geschlossen werden kann. Insofern stellt die im Rahmen
dieses Dissertationsprojekts validierte Verhaltenstestbatterie kein Verfahren dar,
mit dem die individuelle, tatséchliche Belastung einer jungen Maus beurteilt

werden kann.
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Die Verhaltenstestbatterie hat sich unter Berlicksichtigung der vorgenannten
Limitationen als geeignet erwiesen, um den Schweregrad der Belastung junger
Méuse zu bewerten und eine laborspezifische Empfehlung fir die kumulative
Belastung genetisch veranderter Mauslinien abgeben zu kénnen. Der im Rahmen
dieser Untersuchungen vergebene Schweregrad ,mittel” fiir die laborspezifische
Belastung der Linie B6(Cg)-Scn1a™1Ps/) x 129S1/Sv-Hprt™mLcreMn/ g ynterschied
sich nicht von der Einschatzung der Linie gemal Leitlinien des Bf3R (2016).
Dahingegen wurde fiir die Linie B6N.129-Grial™®%/J, die gemaR vorgenannter
Leitlinien als ,,nicht belastet” eingestuft wurde, eine ,,geringe™ laborspezifische
Belastung festgestellt. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass die
Verhaltenstestbatterie auch dann fiir den Einsatz bei genetisch verénderten
Mauslinien mit neurologischer bzw. neuropsychiatrischer Relevanz eine
hinreichende Sensitivitat hat, wenn keine oder eine geringe Belastung der Linie
erwartet wird. Bei der Abgabe einer Empfehlung zur Belastung einer Linie sollte
stets darauf hingewiesen werden, dass die Untersuchungen von laborspezifischen
Faktoren und deren Standardisierung (bspw. Umweltbedingungen, Arbeitsroutine

in der Tierhaltung, Handling der Tiere) beeinflusst werden.

Die Ergebnisse verdeutlichen die Notwendigkeit einer Einbeziehung der
Entwicklungsphase fir die kumulative Belastungseinschatzung genetisch
veranderter Mauslinien. Zudem verdeutlichen die detektierten
geschlechtsspezifischen Unterschiede zwischen den Genotypen die Notwendigkeit
der Inklusion beider Geschlechter. Dies gilt sowohl fur die evidenzbasierte
Belastungseinschétzung als auch als Basis fur die ph&notypische Charakterisierung

genetisch veranderter Mausmodelle in den Neurowissenschaften.
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

Der Einsatz genetisch verdnderter Mauslinien spielt in der biomedizinischen
Forschung eine immer groRer werdende Rolle. Besonders in der
neurowissenschaftlichen Forschung werden genetisch veranderte Mauslinien
eingesetzt, bei denen pathologische Veranderungen und Verhaltens-
beeintrachtigungen bereits im jungen Alter bei den Tieren auftreten konnen. Die
Erfassung der bei den genetisch verdanderten Mausen im Laufe ihrer
Individualentwicklung auftretenden Schmerzen, Leiden, Angste oder dauerhaften
Schéden im Sinne der Richtlinie 2010/63/EU stellt eine wichtige Voraussetzung
dar, um die kumulative Belastung der Tiere zu beurteilen und Empfehlungen zur
evidenzbasierten Belastungseinschétzung der genetisch veranderten Mauslinie
abgeben zu konnen. Daruber hinaus ermdoglicht die phénotypische
Charakterisierung genetisch  verdnderter junger Tiere die Prifung der
Augenscheinvaliditat sowie die Verbesserung der pradiktiven Validitat des
Tiermodells, insbesondere im Hinblick auf die Erforschung von Mdglichkeiten
frihzeitiger ~ pharmakologischer  Intervention. Im  Rahmen  dieses
Dissertationsprojekts sollte daher eine Verhaltenstestbatterie zur evidenzbasierten
Belastungseinschatzung junger Mause validiert werden. Hierfur durchliefen
Wildtyp-Méuse des Stammes C57BL/6JR]j im prapubertdren, pubertédren, sexuell
reifen, jung adulten sowie reif adulten Alter verschiedene Verhaltenstests, die zur
Belastungseinschatzung adulter Mausmodelle bereits validiert wurden. Dabei
wurden zahlreiche alters- und geschlechtsspezifische Unterschiede festgestellt,
wobei sich der GroRteil der Kandidatenparameter als geeignet fur den Einsatz bei

jungen Mausen verschiedener Altersstufen erwies.

Auf der Grundlage dieser Ergebnisse wurde eine  modifizierte
Verhaltenstestbatterie entwickelt und anschlielend in zwei genetischen loss-of-
function Modellen mit neurologischer bzw. neuropsychiatrischer Relevanz
validiert. Bei den eingesetzten Mausmodellen handelte es sich zum einen um
Maéuse, die eine heterozygote Missense-Mutation des Scnla-Gens exprimierten und
einen genetischen Modellorganismus fir das Dravet-Syndrom darstellen — eine
seltene, padiatrische, therapierrefraktére, epileptische Enzephalopathie. Zum
anderen wurden Mause eines Grial-knockout-Modells eingesetzt. Grial konnte in

genomweiten Assoziationsstudien (GWAS) als Kandidatengen der Schizophrenie
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identifiziert werden. Beide Mausmodelle durchliefen die modifizierte
Verhaltenstestbatterie im Laufe ihrer Entwicklung mit einem Fokus auf die Phase
der Adoleszenz. Anhand der Untersuchungen konnten Verhaltensverdnderungen
bei den jungen Tieren festgestellt werden, die vom Alter, Genotyp sowie
Geschlecht der Tiere beeinflusst wurden. Modell- und altersspezifische Analysen
der Hauptkomponenten der Datensatze ergaben, dass sich die Gruppen vor allem
anhand der lokomotorischen Parameter des Open-Field-Tests sowie anhand des
Nestbauverhaltens, des Woihlverhaltens und des Saccharinpréferenztests
unterschieden. Zudem wurden Parameter des Open-Field-Tests, die das explorative
Verhalten beschreiben kénnen, bei beiden genetischen Modellen zum Zeitpunkt der

friihen Adoleszenz als besonders relevant indentifiziert.

Anhand der Untersuchungsergebnisse konnten laborspezifische Empfehlungen fir
die kumulative Belastung der genetisch veranderten Mauslinien gegeben werden.
Hinsichtlich der Linie B6(Cg)-Scn1a™1P51/] x 129S1/Sv-Hprt™m€reMn/3 sprechen
die Ergebnisse gegen eine langer anhaltende Belastung der jungen Tiere. Anhand
der Ergebnisse konnte eine laborspezifische Empfehlung zur Einstufung dieser
Linie in den Schweregrad ,,mittel” abgegeben werden. Hinsichtlich Linie B6N.129-
Grial™®r/] die gemaR den Leitlinien des Bf3R als ,,nicht belastet* eingestuft ist,
deuten die Ergebnisse auf eine transiente, geringe Beeintrachigung relevanter
Verhaltensweisen bei den jungen Tieren hin. Anhand dieser Ergebnisse konnte flr
diese Linie eine ,,geringe* laborspezifische Belastung festgestellt werden. Die
Ergebnisse zeigen die Notwendigkeit der Charakterisierung junger Mduse fur die
kumulative Belastungseinschatzung genetisch veranderter Mauslinien — auch unter
Einbeziehung der frihen postnatalen Phase. Zudem verdeutlichen die
geschlechtsspezifischen Unterschiede die Relevanz der Inklusion beider
Geschlechter fir die phanotypische Charakterisierung genetisch veranderter

Mausmodelle in den Neurowissenschaften.
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VIlI. SUMMARY

Validation of a home-cage based behavioral test battery for evidence-based

severity assessment in young mice

The use of genetically modified mouse lines is playing an increasingly important
role in biomedical research. Particularly in neuroscience, genetically modified
mouse lines are used in which pathological changes and behavioral impairments
can already occur in animals at a young age. Appropriate assessment of the
cumulative burden of laboratory animals in terms of “pain, suffering, distress or
lasting harm”, as defined by Directive 2010/63/EU, is an important prerequisite to
make recommendations for evidence-based severity assessment of genetically
modified mouse lines. In addition, phenotypic characterization of genetic mouse
models during development will allow testing of face validity as well as improving
their predictive validity, especially with regard to exploring opportunities for early
pharmacological intervention. This dissertation project therefore aims to validate a
behavioral test battery for evidence-based severity assessment in young mice. For
this purpose, wild-type mice of the strain C57BL/6JR] at prepubescent, pubescent,
sexually mature, young adult, and mature adult ages underwent various behavioral
tests which had already been validated for severity assessment in adult mice.
Numerous age- and sex-specific differences were found, and the majority of
candidate parameters proved suitable for application in young mice of different

ages.

Based on these results, a modified behavioral test battery was designed and
subsequently validated in two genetic loss-of-function models with neurological
and neuropsychiatric relevance for Dravet syndrome and schizophrenia,
respectively. The mouse models used were, firstly, mice expressing a heterozygous
missense mutation in the Scnla gene, representing a genetic model organism for
Dravet syndrome — a rare, pediatric, therapy refractory, epileptic encephalopathy.
Secondly, mice from a Grial knockout model were used. Grial has been identified
as a candidate gene for schizophrenia in genome-wide association studies (GWAS).
Both mouse models underwent a modified behavioral test battery during their
development with a focus on the age bracket of adolescence. Based on these tests,

behavioral changes in young mice were found to be influenced by age, genotype,
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and sex of the animals. Model- and age-specific analyses of principle components
of the data sets indicated that groups differed mainly based upon locomotor
parameters of the open-field test as well as on the basis of nesting behavior,
burrowing behavior, and the saccharine preference test. In addition, parameters of
the open-field test that may describe exploratory behavior were identified as

particularly relevant during early adolescence in both genetic models.

Based on these behavioral readouts, laboratory-specific recommendations for the
assignment to severity levels were made: for the line B6(Cg)-Scnla™Ps7/) x
129S1/Sv-Hprt™miCreMmn/j the findings argue against a persistent level of distress,
and rather suggest that the model experiences a moderate overall burden. For the
line B6N.129-Grial™®/J, which is classified as a genetic model experiencing “no
harm burden” in accordance with the Bf3R guidelines, the laboratory-specific
readouts indicated transient, mild impairments of behavioral patterns relevant to
animal welfare, and suggest a mild overall burden of the line. These results
demonstrate the need for phenotypic characterization of young mice — including the
early postnatal period — for cumulative severity assessment of genetically modified
mouse lines. In addition, sex differences emphasize the relevance of including both
sexes for phenotypic characterization of genetic mouse models in neuroscience

research.
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IX. ANHANG

Die in dieser Dissertationsschrift aus Griinden der besseren Lesbarkeit flir Personen
verwendete mannliche Form bezieht sich stets auf Personen jeden Geschlechts.
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2. Gerate

Gerat

Hersteller

Analysenwaage acculab ATILON

Analysenwaage CPA124 5-0CE

Chemilumineszenz-Detektionssystem
SL Advance 4.2 Vilber

Lourmat Peglab

Fusion

Elektrophoresegerat (Microcomputer

Electrophoresis power supply, 300 V —
1000 mA), Modell E831

FLIR Lepton 3.5 Micro thermal camera

module

Gelkammer und -kamm EasyCast

Luxmeter (Light meter, MS 1300,
Voltcraft)

Magnetrihrer mit Heizplatte, Typ
MR3001

Makrolon-Typ-Il1 und Typ-111-Ké&fige
und Trinkflaschen

Mikrowelle 900 Watt

Mikrozentrifuge MIKRO 200

PhenoTyper Kafigsystem

PCR-Thermocycler Biometra

TProfessional Basic

Schittler Stuart SI 50 Orbital Shaking

Acculab Corporation, New York, USA

Sartorius AG, Gottingen, Deutschland

Vilber Lourmat Deutschland GmbH,
Eberhardzell, Deutschland

Consort BVBA Turnhout, Belgien

Teledyne FLIR LLC, Wilsonville,
USA

Thermo  Fisher  Scientific Inc.,
Waltham, Massachusetts, USA
Conrad Electronic SE, Hirschau,
Deutschland

VWR International, LLC., Radnor,
USA

Ehret GmbH & Co. KG,

Emmendingen, Deutschland

Severin Elektrogerdte GmbH, Sundern,
Deutschland

Andreas Hettich GmbH & Co. KG,

Tuttlingen, Deutschland
Noldus, Wageningen, Niederlande
Biometra

GmbH, Gattingen,

Deutschland

Stuart Scientific Co. Ltd, Nottingham,
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Incubator

USB-Webcam-Breakout-Board
PureThermal 2 Smart-1/0O-Board

Videokameras

Vortexer Heidolph REAX 2000

3. Software

Grof3britannien

Teledyne FLIR LLC, Wilsonville,
USA

Conrad Elektronik, Miinchen,
Deutschland

CCTV Camera, Panasonic, Suzhou,

China
AXis M1144-L. Network Camera, AXis

Communications AB, Lund, Schweden

Heidolph Instruments GmbH & Co.
KG, Schwabach, Deutschland

Software

Hersteller

EthoVisionXT 8.5,
EthoVision XT 15

Fusion Capt Advance Software

GraphPad Prism Version 5.04

Lepton Windows User App:
FLIR Lepton Application
version 1.3.2

R Version 4.0.2 und 4.1.2
R-packages:

1) ARTool
Version 2.1.2
2) corrplot Version 0.9.2

3) ggplot2

Noldus, Wageningen, Niederlande;
RRID:SCR_000441

Vilber Lourmat Deutschland GmbH,
Eberhardzell, Deutschland

San Diego, CA, USA; RRID:SCR_002798

Teledyne FLIR LLC, Wilsonville, USA

R Core Team, 2020.
R-packages:

1) Washington, DC, USA,
Wobbrock et al., 2011; Elkin et al. 2021
2) Wei & Simko, 2021.

3) Wickham, 2016; RRID:SCR_014601
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4, Loésungen, Medikamente, Substanzen
Losungen
Dextrose-Losung (10 %)

e Dextrose (DextroEnergy, Krefeld, Deutschland)

e Leitungswasser
Saccharin-Ldsung (0.1 %)

e Saccharin > 98% (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland)

e Leitungswasser
TAE-(Tris-Acetat-EDTA)-Puffer

e TRIS (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan; Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland)

e Essigsdure (>99.8 %) (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)

e Disodium-EDTA (Disodium- Ethylendiamintetraacetat; Merck KGaA,
Darmstadt, Deutschland)

e Aqua bidest.

Medikamente

Medikament Hersteller

Bepanthen® Augen- und Nasensalbe ~ Bayer Vital GmbH, Leverkusen,
Deutschland

Diazepam (Diazepam-ratiopharm®) Ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland

Metamizol (Vetalgin®) MSD  Animal Health  GmbH,

Schwabenheim, Deutschland

Natriumchlorid-L6sung, isoton B. Braun Vet Care GmbH, Melsungen,

Deutschland

Pentobarbital (Narcoren®) Merial GmbH, Hallbergmoos,
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Pentobarbital (Narkodorm®)

Substanzen

Deutschland

CP-Pharma Handelsgesellschaft mbH,
Burgdorf, Deutschland

Medikament

Hersteller

Agarose Standard, ROTI®Garose fiir
die DNA/RNA-Elektrophorese

Dextrose

Disodium-EDTA

Ethylendiamintetraacetat)

(Disodium-

Essigsédure (> 99.8 %)

GeneRuler
SM1553

Express DNA Ladder,

Methanol (> 99,8 %)

ROTI®GelStain
Ersatz)

(Ethidiumbromid-

Saccharin > 98 %

TRIS

aminomethan)

(Tris(hydroxymethyl)-

2-Propanol (= 99.5 %)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

DextroEnergy GmbH & Co. KG,
Krefeld, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Thermo  Fisher  Scientific

Waltham, Massachusetts, USA

Inc.,

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Sigma-Aldrich  Chemie  GmbH,

Taufkirchen, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland
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PCR-Kit

Produkt Hersteller

Phire Tissue Direct PCR Master Mix, Thermo Fisher Scientific Inc.,

F170L Waltham, Massachusetts, USA
Primer
Basensequenz Bezeichnung Hersteller
5-AAT GCC TAG TAC TAT GLU-1005 metabion international AG,
AGT GCA CG-3' Planegg, Deutschland

5-CTG CCT GGG TAAAGT
GACTTG G-3'

5‘-CAC TCA CAG CAA
TGA AGC AG-3’

5-TTC ATA GAG ACA
AGG AAT GTG TCC-3’

5-CTG GTG CTT TAC GGT
ATC GC-3'

5-AAT CCA GCA GGT
CAG CAA AG-3’

5’-GCACCT CTCCTCCTT
AGA ACA-3°

5'- GCA ACT CTT CAC
ATG GTACTT TCA-3’

5'- GGA GAA ACA CGA
GCA GGA AG-3'

GLU-3intro3*

GLU-2x1Lox-pz

Hprt Common

Hprt Mutant

Reverse

Hprt WT Reverse

SCN Common

SCN

FORWARD

SCN

Forward

Mutant

metabion international AG,
Planegg, Deutschland

metabion international AG,

Planegg, Deutschland

metabion international AG,

Planegg, Deutschland

metabion international AG,

Planegg, Deutschland

metabion international AG,

Planegg, Deutschland

metabion international AG,
Planegg, Deutschland

metabion international AG,

Planegg, Deutschland

metabion international AG,

Planegg, Deutschland
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5. Modifizierter Irwin-Test
Parameter, die im Heimkéfig der Tiere erfasst wurden:

1) Korperhaltung

-2 flach, liegend auf der Seite oder auf dem Bauch, kein Muskeltonus

-1 teilweise konservierter Muskeltonus, gelegentliche posturale Korrekturen
0 normale Haltung

+1 starre oder verkrampfte Haltung (z.B. Opisthotonus)

+2 Tiere zeigen keine Ruheposition, kénnen daher nicht ausgewertet werden

2) Beckenhthe
-1 abgeflacht

0 kaum verandert
+1 etwas erhoht

3) Schwanzhéhe

-1 Nachschleifen des Schwanzes beim Gehen

0 normale Schwanzposition

+1 Aufgestellter Schwanz (max. 90 ° Winkel) wahrend Ruhe und
Aktivitatsperiode, tw. Schwanzschlagen

+2 Schwanz (iber dem Korper aufgestellt (Straub-Phédnomen)

4) Beinrotation (nach auf3en)
0 nicht vorhanden

+1 leicht

+2 deutlich

5) Spontane lokomotorische Aktivitat

-2 keine Aktivitat

-1 verminderte Bewegung, gelegentliches Putzverhalten
0 normale Aktivitat

+1 erhohte, u. U. kraftvolle, u. U. winklige Bewegungen
+2 ruheloser Bewegungstyp

6) Ptosis (Lidschluss)

0 Augenlider getffnet

+1 Augenlid partiell offen
+2 Augenlider geschlossen

7) Exophthalmus

0 kein Exophthalmus

+1 leichter Exophthalmus

+2 ausgepragter Exophthalmus

8) Tranenfluss
0 kein Tranenfluss
+2 Tranenfluss vorhanden

9) Hypersalivation
0 keine Hypersalivation
+1 Hypersalivation vorhanden
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10) Atmung

+2 Schnappatmung, akute Atemnot

-1 verminderte, unregelmaRige, angespannte Atmung
0 normale Atmung

+1 erhohte Atemfrequenz

+2 wie +1, aber auch wéhrend der Ruheperioden

11) Piloerektion

0 nicht vorhanden

+ 1 ggrd.-mgrd. vorhanden
+2 hgrd. vorhanden

12) Ataxie

0 keine Ataxie

+1 Koordinationsprobleme beim Laufen
+2 Verlust der Bewegungskoordination

13) Stereotypien
0 keine
+2 vorhanden

14) Freezing — auf Anwesenheit des Untersuchers im Raum
0 kein Freezing

+1 leichtes Freezing sichtbar

+2 deutliches, abruptes Freezing sichtbar

15) Zittern
0 nicht vorhanden
+2 vorhanden

16) Zuckungen
0 nicht vorhanden
+2 vorhanden

17) Anfalle
0 nicht vorhanden
+2 vorhanden

18) Vokalisation

0 keine Vokalisation

+1 zeitweise spontan auftretendes leises Piepsen

+2 haufigeres, spontan auftretendes starkeres Piepsen

Parameter, die wahrend der Observation in der Arena des Open-Field-Tests erfasst
wurden:

1) Ataxie

0 keine Ataxie

+1 Koordinationsprobleme beim Laufen
+2 Verlust der Bewegungskoordination
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2) Freezing — nach Einsetzen in die Open-Field-Arena
0 kein Freezing

+1 leichtes Freezing sichtbar

+2 deutliches, abruptes Freezing

3) Zittern
0 nicht vorhanden
+2 vorhanden

4) Zuckungen
0 nicht vorhanden
+2 vorhanden

5) Anfélle
0 nicht vorhanden
+2 vorhanden

6) Vokalisation

0 keine Vokalisation

+1 zeitweise spontan auftretendes leises Piepsen

+2 haufigeres, spontan auftretendes starkeres Piepsen

Parameter, die im Einzelkafig oder im Rahmen des Handlings der Tiere erfasst
wurden:

1) Zittern
0 nicht vorhanden
+2 vorhanden

2) Zuckungen
0 nicht vorhanden
+2 vorhanden

3) Anfélle
0 keine
+2 vorhanden

4) Vokalisation

0 keine Vokalisation

+1 zeitweise spontan auftretendes leises Piepsen

+2 haufigeres, spontan auftretendes starkeres Piepsen

5) Neugier (auf Zeigen eines Stiftes hin)

-2 keine Reaktion

-1 verminderte Neugier

0 normal, Interesse an présentiertem Objekt

+1 ruckartige Verfolgung, keine Anpassung auch bei wiederholtem Entzug
+2 Angriffsverhalten

6) Berihrungsreaktion
-2 Ausfall, auch starkere Reize bleiben ohne Reaktion
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-1 nach mehrfachem oder verstarktem Stimulus langsame, abgeschwachte
Reaktion (Ducken, Entweichen)

0 normale Reaktion auf leichte Berlihrung

+1 Ausweichen oder Ducken auf leichte Bertihrung

+2 Flucht Uber groiiere Distanz, Angriffsverhalten, VVokalisierung auf leichte
Beruhrung

7) Schreckhaftigkeit

-2 keine Reaktion

-1 verzbgerte oder weniger Reaktion

0 normal

+1 Flucht

+2 starke Reaktion, Zukneifen der Augen, Anlegen der Ohren, Ducken auf dem
Boden oder vorlbergehendes Einfrieren

8) Reizbarkeit — BeilRneigung (Handling)
0 keine

+1 leichte

+2 deutliche

9) Kdrpertonus bei Handling
-2 vollig schlaff

-1 reduzierter Muskeltonus
0 normaler Muskeltonus

+1 erhdhter Muskeltonus

+2 steif

10) Bauchdeckenspannung (Handling)
-1 reduzierter Muskeltonus

0 normal

+1 erhéhte Muskelspannung

11) Harnabsatz (Handling)
0 kein Harnabsatz
+1 vorhanden

12) Kotabsatz (Handling)
0 kein Kotabsatz
+1 vorhanden

13) Fazes

-1 kein oder kaum Kot im Kéfig

0 Kotbeschaffenheit und Menge normal
+1 Kotmenge deutlich erhoht

+2 fast flussiger Kot, Durchfall

14) Stellreflex

Nur zu testen, falls Tier ununterbrochen liegt
-2 nicht vorhanden

-1 reduziert

0 keine Anderung
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. r- und p-Werte

Korrelationsanalysen

6.

Korrelationsanalyse nach Spearman (adoleszente C57BL/6 Wildtyp-Mause, Gruppen

P25, P36 und P50)
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p-Werte.

Korrelationsanalyse nach Spearman (adoleszente C57BL/6 Wildtyp-Méuse, Gruppen

P25, P36 und P50)
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Korrelationsanalyse nach Spearman (reif adulte C57BL/6 Wildtyp-Mause, Gruppe P120)

r-Werte.
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Korrelationsanalyse nach Spearman (reif adulte C57BL/6 Wildtyp-Mause, Gruppe P120)
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Korrelationsanalyse nach Spearman (Scnla-A1783V-Modell, friihe Adoleszenz)
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7. R-Skripte

# ART-ANOVA

rm(list=1s())

# download and install the ARTool package
install.packages("devtools")
devtools::install_github("mjskay/ARTool™)

# call the library

library(ARTool)

# set working directory

setwd("")

# load the data

df <- read.csv(".csv")

## show the basic structure of data, data will be displayed below
str(df)

head(df, n=100)

## define m and transform the data by function art
m <- art(Y ~ factor(X1) * factor(X2), data=df)

## Display the output to check

summary(m)

## Please check: the columns sums of aligned responses and the F values should

## all be ~0, indicating that the alignment correctly "stripped out”

## effects not of interest.
## Thus, we can apply the ANOVA on the transformed data.

anova(m)
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## In case interaction p<.05, perform “interaction contrasts"

library(phia)

library(dplyr)

library(tidyr)

## Run an ART ANOVA and define m

m = art(Y ~ factor(X1)*factor(X2), data = df)

anova(m)

## Conduct pairwise comparison within a main factor

library(deplyr) # for %>% pipe

art.con(m, "X1:X2", adjust=""") %>% # run ART-C for X1 x X2
summary() %>%

# Spearman-Korrelationsanalyse

rm(list=1s())

library("corrplot™)

library(""Hmisc")

setwd("")

#Daten Einlesen

C1 <-read.csv(".csv", sep="", dec=",",check.names = F)

#wahlt nur die Daten ohne Tiernummer oder experimentelle Gruppe aus

rownames(C1) <- C1$ID

all_C1 <- C1[,3:NCOL(C1)]

#Korrelationsanalyse

cor <- Hmisc::rcorr(as.matrix(all_C1), type="spearman")

cormat <- round(cor$r,2)

#Schreiben der P und R Werte
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write.csv2(round(cor$r,2), ".csv")
write.csv2(cor$P, ".csv')

#Auswahl der Zeilen

cormat <- cormat[1:16, 1:16]
###Heatmap der Correlationsmatrix###

corrplot(cormat, method="color", tl.col="black", tl.cex=0.2, cl.cex = 0.2,

type="upper")
#Speichern der Korrelationsmatrix als PDF

pdf(file=".pdf", width=215, height=130)

#PCA

rm(list=1s())

setwd("")

set_BI6 <- read.csv2("", fileEncoding = "Latin1", check.names = F)
#read the data set

testset <- set_BI6

testset2 <- set_BI6

names(testset)

#select the parameter, which should be used for the PCA
library(dplyr)

testset <- testset %>% select(-(animal_id:treatment))

#PCA

PCA_data <- prcomp(testset, center = TRUE, scale = TRUE)
#creats a new dataframe to plot the results

PCA result <- bind_cols(testset2$animal_id, testset2$treatment, testset2$mod,
PCA_data$x)

PCA result <- rename(PCA result, animal_id = ...1, treatment = ...2, mod = ...3)
#summary for the PCA
summary(PCA_data)

#calculating the variance (unnecessary see above)
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eig <- (PCA_data$sdev)"2
variance <- eig*100/sum(eig)
cumvar <- cumsum(variance)
PCA _result$treatment <- as.factor(PCA_result$treatment)
PCA result$treatment = factor(PCA _result$treatment,
levels = c("™, "
#Plot PCA with treatment and mod
windows(width=28, height=20)
library(ggplot2)
PCA result %>%
ggplot(aes(PC1, PC2))+
theme_bw()+

stat_ellipse(aes(fill=treatment, colour=treatment),geom = "polygon", alpha =
0.1)+

geom_point(aes(colour = treatment),size = 3)+

xlab("PC1 ( %)")+

ylab("PC2 ( %)")+

theme(text = element_text(size = 20), legend.text = element_text(size=20))+
labs (pch = "")+

scale_colour_manual(name="", labels =c("", "), values = c(""", "))+

scale_fill_manual(name="", labels =c("", "), values = c("", "d"))

#identify top parameters for PC1 and PC2
BiocManager::install("made4™)
library("made4™)

library("caret")

library("ggfortify")

library("factoextra™)

library(“caret")

# set working directory

setwd("")

# load data

d <- read.csv2(".csv", header=T)
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# save data again for later under a new name
d2 <-d

# check the data

str(d)

# save group naming to be used in PCA
groups <- d[,"Group"]

# select numeric data only

d <- d[,3:NCOL(d)]

¥

# Run the PCA on scaled and centered data

pre.proc <- preProcess(d, method=c("center", "scale™))

d <- predict(pre.proc, d)

# use the "ord" function to run the PCA

# save the resuts in "d_ord" which is an object with all PCA results

d_ord <- ord((d), type="pca")

# create temporary data frame with the loadings of the PCA

temp <- sqrt((d_ord$ord$col[,1:2])"2)

# sort the loadings according to PC1

temp <- temp[order(temp[,1], decreasing = T),]
# show the top 5

temp[1:5,]

# sort the loadings according to PC2

temp <- temp[order(temp[,2], decreasing = T),]
# show the top 5

temp[1:5,]

# show the percentage of variance explained

# non-cumulative over the first five PCs
(d_ord$ord$eig * 100/sum(d_ord$ord$eig))[1:5]
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