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Kurzreferat

Die vorliegende Arbeit untersucht die GAD67-GFP(Aneo)-Maus als Tiermodell der Schizo-
phrenie. Durch einen Knock-in in einem unter Kontrolle des GAD67-Promotors stehenden
Gens der Glutamat-Decarboxylase (GAD) 67 kommt es zum Verlust eines GAD67-Allels.
Dadurch tritt ein ahnliches GABA-Defizit auf, wie es bei Patienten mit Schizophrenie be-
kannt ist. Die Tiere wurden im Vergleich zu Geschwistertieren (WT) auf Unterschiede im
Verhalten und der Neuromorphologie untersucht. Fir die Verhaltensversuche wurde ein Teil
der Tiere zuvor sozial isoliert. Zudem wurde nach Geschlechtsunterschieden gesucht. Als
Versuche dienten die soziale Interaktion im Offenfeld, die Prapulsinhibition der akustischen
Startle-Reaktion (PPI) sowie der Forced Swim Test. Mittels Immunfluoreszenzfarbungen
wurden die Neurone in den Ursprungsregionen des cholinergen (Septum), dopaminergen
(Substantia nigra/VVTA) und serotonergen Systems (Raphekerne) analysiert. Im Hippokam-
pus und in der Amygdala wurde die Faserdichte untersucht. In der sozialen Interaktion im
Offenfeld zeigte sich, dass Genotyp, Geschlecht und Isolation Unterschiede bedingten. In
der PPI mit kurzem Interpulsintervall zeigten mannliche gegentiber weiblichen Tieren
hohere Werte in der Schreckreaktion und der PP1. Bei einem langeren Interpulsintervall zeig-
ten GFP-M&use eine niedrigere akustische Startle-Reaktion (ASR) als WT und ménnliche
Tiere eine hohere als weibliche. Im Forced Swim Test zeigten GFP-Tiere unabhéngig von
einer Isolation ein depressiveres Verhalten als WT. GFP-Mduse zeigten eine hohere
dopaminerge Faserdichte in bestimmten Schichten des dorsalen Hippokampus als WT. Im
cholinergen und serotonergen System wurden keine Genotypenunterschiede festgestellt.
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1 Einleitung

1. Einleitung

1.1. Allgemeine Einleitung

Unter der Schizophrenie versteht man eine Gruppe von psychiatrischen Erkrankungen, die
durch Ich-Stérungen, formale Denkstérungen, Wahn, Halluzinationen, Stérungen der
Affektivitat sowie Storungen der Psychomotorik und des Sozialverhaltens gekennzeichnet
sind. Sie weisen in ihrer Symptomatik ein sehr heterogenes Bild auf, wobei nachweisbare
somatische Korrelate fehlen konnen (Mdller et al., 2009). Die Grundlagen der Erkrankungen
sind bis heute nicht komplett verstanden und daher Inhalt aktueller Forschung. Als Ausldser
werden allerdings das Zusammenspiel einer genetischen Disposition sowie verschiedener
Umweltfaktoren vermutet (Moller et al., 2009). Neuropsychopharmakologische Studien
fokussieren sich auf die Rolle verschiedener Neurotransmittersysteme, was bis dato zu
zahlreichen Entstehungshypothesen der Schizophrenie fiihrte. Da jedoch keine dieser
Hypothesen allein die Erkrankung erklaren kann, scheint die Annahme einer Beteiligung
mehrerer Systeme zugleich plausibel. Post-mortem-Untersuchungen haben gezeigt, dass
schizophrene Patienten eine um 50% verminderte Glutamat-Decarboxylase 67 (GAD67)-
MRNA-Expression im préafrontalen Kortex, Hippokampus und anderen Hirnarealen
aufweisen. Die GADG67 ist neben der GADG5 eine Isoform der Glutamat-Decarboxylase,
dem Enzym zur Synthese von GABA (y-Aminobuttersdure). Ein GADG67-Defizit hat
zundchst Auswirkungen auf das GABAerge System der genannten Regionen. Daraus
resultiert aber wiederum eine Beeinflussung nachgeschalteter Neurotransmittersysteme
(Akbarian et al., 1995; Impagnatiello et al., 1998; Guidotti et al., 2000; Duncan et al., 2010).
Die GAD67-GFP(Aneo)-Maus (Tamamaki et al., 2003), im Folgenden als GAD67-GFP-
Maus bezeichnet, weist durch einen Knock-in in einem Allel des GAD67-Gens ein
GABAerges Defizit, vergleichbar mit dem schizophrener Patienten, auf (Wang et al., 2009).
Daher war es Ziel der vorliegenden Arbeit, herauszufinden, ob und inwiefern sich die
GADG67-GFP-Maus als Tiermodell der Schizophrenie eignet. Interessant sind dabei vor
allem die moglichen Auswirkungen des selektiven GADG7-Defizits auf das Verhalten sowie
auf die Morphologie bestimmter Hirnareale, wie sie bereits in Post-mortem-Studien bei
Patienten mit Schizophrenie beobachtet wurden (Bakhshi und Chance, 2015). Eines der
Ziele war der Nachweis cholinerger, dopaminerger und serotonerger Terminalien auf einem
GADG67-positiven GABAergen Neuron im Hippokampus. Weitere morphologische Studien
konzentrierten sich auf die Analyse cholinerger, dopaminerger und serotonerger Marker in
den neuronalen Ursprungs- und Zielgebieten an GADG67-GFP-Tieren im Vergleich zu
Wurfgeschwistertieren (WT). Zudem erfolgte die Analyse des Verhaltensphanotyps
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(Sozialverhalten, Motorik, sensorimotorische Filterfunktion, depressives Verhalten). Zur
Untersuchung von Verhaltensaufféalligkeiten diente die Beurteilung der sozialen Interaktion
im Offenfeld zwischen zwei Tieren. Weiterhin wurden Versuche zur Prapulsinhibition (PPI)
als Untersuchungsmethode des sensorimotorischen Gatings und der Forced Swim Test

(FST) zur Untersuchung von depressivem Verhalten durchgefihrt.

1.2. Schizophrenie

1.2.1. Historisches

Einzelne Symptome der Erkrankung wurden bereits in der Antike beschrieben. Eine erste
Einordnung nahm jedoch Emil Kraepelin im Jahre 1893 vor, der das Krankheitsbild als
,Dementia praccox (vorzeitige Verblodung) beschrieb (Kraepelin, 1893; Moller et al.,
2009) und dabei auf eine ,,ungemein rasche Entwicklung eines dauernden psychischen
Schwichezustands® hinwies. Im Jahre 1911 fiihrte Eugen Bleuler den Begrift ,,Schizophre-
nie” (Bewusstseinsspaltung) ein, wobei fiir ihn die Spaltung des psychischen Erlebens eine
Hauptrolle spielte (Bleuler, 1911; Mdller et al., 2009). Er benannte ,,Grundsymptome** wie
Autismus, Ambivalenz, Assoziationslockerung und Affektstérung, sowie sogenannte
,»akzessorische® Symptome (Wahnphanomene, katatone Symptome und Sinnestduschun-

gen) als Reaktion auf die Erkrankung.

1.2.2. Epidemiologie und Klinik

Die Pravalenz der schizophrenen Psychosen liegt zwischen 1,4 und 4,6 pro 1.000
Einwohner, die Inzidenz etwa bei 16 — 42 pro 100.000 Einwohner (Jablensky, 2000). Das
Lebenszeitrisiko der Durchschnittsbevolkerung betragt ungeféahr 1%. Manner und Frauen
sind dabei insgesamt gleich h&ufig betroffen, jedoch erkranken bis zum 21. Lebensjahr mehr
Ménner, wohingegen nach dem 30. Lebensjahr vor allem bei Frauen die Erstdiagnose einer
Schizophrenie gestellt wird (Moller et al., 2009; Haeffner et al., 1995). Es présentiert sich
ein sehr heterogenes Erscheinungsbild schizophrener Erkrankungen, wobei im klinischen
Sprachgebrauch oft eine Unterteilung in Positiv- und Negativsymptomatik vorgenommen
wird (Crow, 1980; Andreasen, 1987; Kay et al., 1987). Unter dem Begriff der Positiv-
symptomatik werden solche Symptome zusammengefasst, die zusétzlich zum normalen
Erleben auftreten (Wahnvorstellungen, Halluzinationen, Ich-Stérungen, formale Denk-
storungen). Die Negativsymptome sind durch den Wegfall vorher vorhandener, physiologi-
scher Merkmale gekennzeichnet (Alogie, Affektverflachung, Apathie, Anhedonie, Asoziali-
tat, Aufmerksamkeitsstorungen, depressive Verstimmung). Es mussen dabei nie alle Symp-

tome gemeinsam vorhanden sein, sie kdnnen ebenso einzeln auftreten (Braus, 2005).
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Abzugrenzen von der Negativsymptomatik bei Patienten mit Schizophrenie ist die De-
pression, welche den affektiven Stérungen zugeordnet wird und als eigenstandige
Erkrankung gilt. Sie ist gekennzeichnet durch Antriebshemmung, negative Gedanken und
gedriickte Stimmung (Moller et al., 2009). Damit einhergehend ist oft eine deutliche
Minderung der Leistungsfahigkeit und des Interesses am Leben. Aufmerksamkeits- und
Informationsverarbeitungsstorungen sind typisch fir schizophrene Patienten und werden zu
den Hauptsymptomen gez&hlt. Dies fiuhrt zu einer Reizuberflutung durch das Versagen der
sensorimotorischen Filterfunktion, da nicht mehr zwischen wichtigen und unwichtigen

Umwelteinflissen unterschieden werden kann (Meincke et al., 2001).

1.2.3. Atiopathogenese und Genetik

Die multifaktorielle Genese der Erkrankung gilt als sehr wahrscheinlich, wobei offenbar
genetische Faktoren die Hauptrolle spielen. Einen Hinweis darauf gibt beispielsweise eine
Konkordanzrate von 30-50% bei monozygoten Zwillingen und von 10% bei dizygoten
Zwillingen (Wong und van Tol, 2003). Ein polygenes Vererbungsmuster gilt als sehr
wahrscheinlich, wobei der genaue Vererbungsmodus trotz moderner molekulargenetischer
Forschung bisher unklar ist (O’ Tuathaigh et al., 2007). Die unvollstindige Konkordanz bei
monozygoten Zwillingen deutet allerdings darauf hin, dass neben genetischen noch weitere
Faktoren eine Rolle spielen und die genetische Disposition keine 100%ige Penetranz besitzt
(Moller et al., 2009). Zu den bekannten Risiko- bzw. Umweltfaktoren zéhlen daher noch
pra- und perinatale Komplikationen (u.a. Virusinfektionen), Cannabiskonsum, Alter, soziale
Faktoren, Migration, frihe traumatische Erlebnisse sowie Epilepsie durch strukturelle
Abnormitaten des ZNS (Cantor-Graae, 2007; McGrath et al., 2008; Schlossberg, 2010;
Brown 2011). Daraus ergibt sich die ,, Two-hit-Hypothese“, wonach einem ,,First hit
(genetische Disposition) ein ,,Second hit* (z.B. Umweltfaktoren, Drogenkonsum, Stress)
folgt, welcher das durch zun&chst ausreichende Kompensationsmechanismen erreichte
psychische Gleichgewicht aufhebt und zum Ausbruch der Erkrankung fuhrt (Bayer et al.,
1999). Bei der bereits erwahnten polygenen Vererbung wird eine Kopplung sog. ,,Vulnera-
bilitdtsgene” angenommen. Studiendaten machen deutlich, dass mehrere genetische
Faktoren die Schizophrenie bedingen kdnnen, was eine Heterogenie als Ursache sehr
wahrscheinlich macht (O’ Tuathaigh et al., 2007).

1.2.4. Morphologie
Neuromorphologische Studien an Patienten mit Schizophrenie zeigen Erweiterungen der
Ventrikel sowie der &uBeren Liquorrdume (Andreasen et al., 1997; Harrison, 1999).
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Typische neuropathologische Befunde wie ein genereller Zellverlust oder eine reaktive
Gliose fehlen jedoch (Bogerts, 1999). Zentrale limbische Strukturen im Temporallappen
weisen neben pathologischen Zellanordnungen auch Parenchymverluste auf. So zeigen sich
beispielsweise Atrophien des Hippokampus (Heckers und Konradi, 2014). In der
funktionellen Bildgebung stellen sich zudem eine Hypodmie bzw. ein Hypometabolismus
des Frontallappens (,,Hypofrontalitit™) dar (Mdoller et al., 2009). Es konnte nachgewiesen
werden, dass die Dichte synaptischer Spines auf Pyramidenzellen der Schicht 111 des Kortex
schizophrener Patienten reduziert ist, was am meisten im temporalen und frontalen
Assoziationskortex deutlich wird (Garey et al., 2010; Ide und Lewis, 2010). Diese
Verénderungen konnen als morphologische Korrelate von Verhaltensanderungen bei
Patienten mit Schizophrenie gedeutet werden, wobei allerdings von einer langen Latenz bis

zu deren Manifestation auszugehen ist (Lewis und Levitt, 2002).

1.3. Neurobiochemische Veranderungen

In die Genese der Schizophrenie sind offenbar mehrere Transmittersysteme involviert. Von
besonderem Interesse sind dabei das dopaminerge, glutamaterge, GABAerge, serotonerge
und das cholinerge System (Carlsson et al., 2001; Abi-Dargham et al., 1997; Lewis et al,
2005; Raedler et al., 2007). Hieraus kénnen verschiedene Entstehungshypothesen abgeleitet

werden.
1.3.1. Dopamin
1.3.1.1. Kerngebiete und Projektionen

Die dopaminergen Kerngebiete sind vornehmlich in der Substantia nigra (SN), dort im
Wesentlichen in der Pars compacta (SNC), und der ventralen tegmentalen Area (VTA) des
Mittelhirns lokalisiert. Ebenfalls liegen dopaminerge Neurone vereinzelt in der Substantia
nigra pars reticularis (SNR) und pars lateralis (SNL), wobei die SNR jedoch vor allem
GABAerge Neurone enthalt. Es werden, ausgehend von diesen Ursprungsregionen, mehrere
dopaminerge Bahnsysteme unterschieden: Die mesolimbische Bahn enthélt Projektionen der
VTA zum Nucleus accumbens, dem Hippokampus, der Amygdala und dem Septum. Uber
die mesokortikale Bahn ist die VTA mit dem orbito-, préfrontalen und zinguldren Kortex
verbunden, welche wichtig fiir Verhaltens-, Lern- und Gedéchtnisvorgange, Motivation und
Aufmerksamkeit sind. Die nigrostriatale Bahn hingegen verbindet die SN mit dem dorsalen
Striatum, wobei ihre Bedeutung in der Bewegungsinitiierung und sensorimotorischen
Funktion liegt (Meltzer und Stahl, 1976; Mogenson et al., 1980; Guillin et al., 2007). Zudem

verlaufen Kollateralen zum Thalamus und in den Hirnstamm (Prensa et al., 2009). Eine
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absolute morphologische Trennung dieser drei Bahnsysteme ist jedoch nicht mdglich, da
Neurone sich teilweise Uber SN und VTA verteilen und somit Projektionen in andere
Zielgebiete moglich sind. Daher kann ebenfalls eine Einteilung in einen ventralen und einen
dorsalen Bereich der dopaminergen Urspungsgebiete vorgenommen werden (Bjorklund und
Dunnett, 2007).

1.3.1.2. Dopamin-Hypothese

Fur eine dopaminerge Beteiligung der Schizophrenie spricht einerseits, dass durch klassische
Neuroleptika wie Haloperidol tber die Blockade von D»-Rezeptoren eine Reduktion von
psychotischen Symptomen erreicht werden kann. Dabei wurde eine Korrelation der
antipsychotischen Potenz der jeweiligen Neuroleptika mit der Affinitdt zum D»-Rezeptor
festgestellt (Seeman et al., 1976; Gelders et al., 1990). Andererseits ist die Ausldésung und
Verstarkung schizophrenietypischer Psychosen durch Amphetamin, einem Dopamin-
Rezeptorantagonisten, bei Patienten mit Schizophrenie und Gesunden bekannt (Hawken und
Beninger, 2013). Dopaminagonisten kdnnen eine Negativsymptomatik mindern, was durch
klassische Neuroleptika jedoch kaum mdoglich ist (Carlsson et al., 1999; Lewis und
Lieberman, 2000; Berger et al., 2004). Die Dopamin-Hypothese geht von einer dopaminer-
gen Hypoaktivitat im Frontalhirn aus, welche mit Negativsymptomen einhergeht, und einer
Hyperaktivitdt im mesolimbischen System, welche mit Positivsymptomen verbunden ist
(van Rossum, 1966; Jentsch und Roth, 1999). Zusammenfassend ist diese Hypothese
aufgrund eines dopaminergen Ungleichgewichtes ein guter Ansatz zur Erklarung der
Positivsymptomatik. Da jedoch klassische Neuroleptika keine Wirkung auf die Negativ-

symptomatik haben, reicht sie allein nicht aus.

1.3.2. Glutamat

1.3.2.1. Kerngebiete und Projektionen

Von Pyramidenzellen des Kortex aus verlaufen glutamaterge Projektionen in Hippokampus,
Amygdala, Basalganglien und kortikale Neuronenschaltkreise. Zudem wurde der NMDA-
Rezeptor auf GABAergen, noradrenergen und serotonergen Neuronen nachgewiesen,
welche wiederum glutamaterge Pyramidenzellen in Kortex und Hippokampus inhibieren
(Farber et al., 2003). Im Hippokampus ist der NMDA-Rezeptor essentiell fur die
Langzeitpotenzierung (Michaelis, 1998; Kessels und Malinow, 2009). Die intrahippo-
kampalen Moosfasern der Kornerzellen aktivieren ebenfalls glutamaterg die Pyramiden-
zellen der CA3-Region (Frotscher, 1989).



1 Einleitung

1.3.2.2. Glutamat-Hypothese

Bei der Glutamat-Hypothese als Erklarungsansatz der Schizophrenie handelt es sich um die
Annahme einer Rezeptorfunktionsstérung oder fehlerhaften Erregungstibertragung. Uber
prasynaptische NMDA-Rezeptoren in glutamatergen Arealen wie dem préfrontalen Kortex
(PFC) und dem Hippokampus wird die tonische Freisetzung von Dopamin in subkortikalen
Arealen getriggert (Kegeles et al., 2000). Das glutamaterge und dopaminerge System sind
daher eng miteinander verbunden. Dopaminerge Neurone modulieren zudem glutamaterge
Neurone in Hippokampus und Kortex. Aufgrund dieser Interaktionen wird angenommen,
dass ein Glutamatmangel einen Anstieg der phasischen Dopaminfreisetzung bewirkt, was
eine subkortikale dopaminerge Hyperfunktion zur Folge hatte (Grace, 1991). Zudem wurde
beobachtet, dass NMDA-Rezeptorantagonisten wie Ketamin, Dizocilpin oder Phencyclidin
(PCP) psychoseahnliche Symptome mit sowohl Positiv- als auch Negativsymptomatik
auslosen konnen (Javitt und Zukin, 1991). PCP setzt dabei offenbar den NMDA-
Rezeptortonus auf GABAergen Neuronen des Hippokampus herab. Dies fuhrt zu einer
Disinhibition nachgeschalteter Pyramidenzellen, bedingt durch eine GABAerge Hypofunk-
tion. Daraus wiederum kann eine Hyperlokomotion resultieren (Olney und Farber, 1995;
Greene, 2001).

1.3.3. GABA

Der Neurotransmitter y-Aminobuttersdaure (GABA) wird durch die bereits erwéhnte
Glutamat-Decarboxylase (GAD) synthetisiert, welche in den Isoformen 65kDa (GADG65)
und 67kDa (GADG67) existiert. Dabei werden beide Isoformen gemeinsam von GABAergen
Neuronen exprimiert (Benes und Berretta, 2001). Der GABA-Rezeptor wird indes in drei
Subtypen unterteilt, den GABAAa-, GABAg- und GABAc-Rezeptor. Allen ist gemein, dass
eine Aktivierung zur Hyperpolarisation des Neurons fiihrt, was GABA zum wichtigsten
inhibitorischen Neurotransmitter im ZNS macht. Der GABAAa-Rezeptor hat die Besonder-
heit, dass er eine Bindungsstelle fir Alkohol, Benzodiazepine und Barbiturate aufweist
(Bormann, 2000; Stephenson, 2006; Enna und McCarson, 2013). GABAerge Neurone
exprimieren zudem kalziumbindende Proteine (Calbindin, Calretinin, Parvalbumin) sowie

verschiedene Neuropeptide, wodurch sie ebenfalls weiter unterteilt werden kénnen.

1.3.3.1. Kerngebiete und Projektionen

GABA wird hauptsachlich von inhibitorischen Interneuronen des Kortex, limbischen
Systems und Thalamus exprimiert (Bogerts, 2008). GABAerge Neurone nehmen eine
wichtige Stellung in den Basalganglien ein, wo sie an der Modulation von Motorik beteiligt

sind. Vom diagonalen Band von Broca Komplex des medialen Septums (MSDB) verlaufen
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GABAerge Fasern Gber den Fornix in den limbischen Kortex und den Hippokampus. Letzter
projiziert ebenfalls GABAerg zurick zum MSDB. GABAerge Neurone des medialen
Septums sind weiterhin an Gedachtnisvorgangen beteiligt (Pang et al., 2011).

1.3.3.2. GABA-Hypothese

Post-mortem-Studien an Patienten mit Schizophrenie haben eine um etwa 50% verminderte
GADG67-mRNA u.a. im Hippokampus und im préfrontalen Kortex gezeigt, wohingegen die
GADG65-mRNA nicht beeinflusst war (Akbarian et al., 1995; Impagnatiello et al., 1998;
Guidotti et al., 2000). Ein GADG67-Defizit hat Auswirkungen auf das GABAerge System der
genannten Regionen, woraus wiederum eine Beeinflussung nachgeschalteter Neurotransmit-
tersysteme resultieren kann. Vermutet wird, dass ein GABA-Mangel zur Disinhibition des
dopaminergen Systems fiihren kann, was sich wiederum in Verhaltensanderungen &uern
soll. Denkbar waren hier unter anderem ein gestortes Sozialverhalten, eine gestorte
sensorimotorische Filterfunktion oder auch eine lokomotorische Hyperaktivitat. So wird
einer gestorten PPl ein Mangel an GABA als Ursache zugeschrieben (Bogerts, 2008).
Zudem fand man bei Patienten mit Schizophrenie eine verminderte Anzahl Parvalbumin
(PARV)-positiver Neurone in Kortex und Hippokampus (Benes et al., 1998; Reynolds et al.,
2001; Bitanihirwe et al., 2009), wobei allerdings noch nicht klar ist, ob lediglich eine
verminderte PARV-Expression vorherrscht oder gar die Neuronenzahl herabgesetzt ist
(Lewis et al., 2005). Eine GABAerge Unterfunktion von Interneuronen kann nachfolgend
zur glutamatergen Exzitation von Pyramidenzellen fihren, da GABAerge Interneurone
Pyramidenzellen physiologisch direkt inhibitorisch modulieren. Ein weiteres Merkmal einer
GABAergen Unterfunktion ist, dass in Hippokampi von Patienten mit Schizophrenie teils
erhdhte GABA-Rezeptordichten gemessen wurden (Benes und Berretta, 2001). Grundséatz-
lich kann jedoch eine Hypofunktion im GABAergen System alleine nicht flr die Sympto-
matik der Schizophrenie verantwortlich gemacht werden. Das zeigt die fehlende antipsycho-
tische Wirksamkeit von Benzodiazepinen, welche, wie bereits erwahnt, synergistisch an
GABAA-Rezeptoren wirken (Bogerts, 2008).

1.3.4. Serotonin

1.34.1. Kerngebiete und Projektionen

Serotonerge Neurone sind v.a. in den Raphekernen lokalisiert, welche sich in der medialen
Formatio reticularis vom Mittelhirn Gber den Pons bis in die Medulla oblongata ausdehnen
(Azmitia und Whitaker-Azmitia, 1995). Die Nuclei raphes werden in eine inferiore und eine

superiore Gruppe eingeteilt, wobei bei den superioren Kernen zudem in eine rostrale und
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eine kaudale Gruppe unterschieden wird. Die superioren rostralen Kerne umfassen unter
anderem den Nucleus raphe dorsalis (DR). Zur superioren kaudalen Gruppe werden neben
anderen der Nucleus raphe medianus (MnR) und Nucleus raphe paramedianus (PMnR)
gezahlt (Azmitia und Whitaker-Azmitia, 1995). Vom DR verlaufen Bahnen zum Frontalhirn,
in das Striatum, in die Amygdala und den ventralen Hippokampus, in den anterioren
olfaktorischen Kortex, den mediodorsalen Thalamus und das Septum (Adell und Myers,
1995; McQuade und Sharp, 1997; De Olmos und Heimer, 1980; Risold und Swanson, 1997,
Waselus, 2011). Der MnR ist hingegen mit dem dorsalen Hippokampus, dem zinguldren
Kortex und dem Septum efferent verbunden (Mokler et al., 1998; Thomas et al., 2000; Moore
und Halaris, 1975). Beide Kerne unterhalten Faserverbindungen zum Nucleus accumbens,
der VTA und dem Hypothalamus (Kapur und Remington, 1996; Abi-Dargham et al., 1997).
Das Ruckenmark erhalt Fasern aus der inferioren Kerngruppe (Azmitia und Whitaker-
Azmitia, 1995). Zudem wurde festgestellt, dass auch die einzelnen Subkerngebiete der

Nuclei raphes untereinander gut vernetzt sind (Jacobs und Azmitia, 1992).

1.3.4.2. Serotonin-Hypothese

Eine Verbindung zur Schizophrenie lasst sich tber die Beobachtung herstellen, dass
halluzinogene Substanzen wie Meskalin oder Lysergsaurediethylamid (LSD) eine agonis-
tische Wirkung an 5-HT»-Rezeptoren besitzen und dariiber Positivsymptome ausldsen
kénnen (Penington und Fox, 1994; Halberstadt und Geyer, 2013). Zudem ist bekannt, dass
atypische Neuroleptika wie Clozapin an 5-HT>-Rezeptoren antagonistisch, sowie teilweise
an 5-HT1-Rezeptoren agonistisch, wirken und somit eine Negativsymptomatik verbessern.
Studien an Hirnen schizophrener Patienten ergaben niedrigere Konzentrationen von 5-HT-
Rezeptoren und héhere von 5-HT1-Rezeptoren (Burnet et al., 1997; Harrison, 1999). Obwohl
es keinerlei Hinweise auf eine direkte Dysfunktion des serotonergen Systems bei
schizophrenen Patienten gibt (Bogerts, 2008), wird aufgrund der geschilderten Vernetzun-
gen mit anderen Transmittersystemen und klinischen Beobachtungen nach Applikation der
genannten Substanzen wvon einer Mitbeteiligung bei der Genese der Schizophrenie
ausgegangen (Roth und Meltzer, 2000; Abdolmaleky et al., 2014).

1.3.5. Acetylcholin

1.3.5.1. Kerngebiete und Projektionen
Im ZNS wurden zwei Typen von cholinergen Neuronen nachgewiesen. So kommen
cholinerge Interneurone vor allem im Striatum und Nucleus accumbens vor, cholinerge

Projektionsneurone wurden im basalen VVorderhirn sowie im Hirnstamm nachgewiesen. Die
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cholinergen Projektionsneurone des basalen VVorderhirns liegen dabei vor allem im medialen
Septum (MS), im diagonalen Band von Broca Komplex (MSDB) und im Nucleus basalis
magnocellularis (Meynert). Projektionen verlaufen in den Kortex sowie den Hippokampus.
Dort wirken sie regulierend auf die synaptische Kommunikation und sind an kognitiven
Vorgangen beteiligt (Yakel, 2013). Vom lateralen Septum (LS) projizieren cholinerge
Projektionsneurone in die Area praeoptica des Hypothalamus, in die Amygdala, in den
Thalamus und in den Hippokampus (Risold und Swanson, 1997). Im Hirnstamm finden sich
cholinerge Neurone v.a. im laterodorsalen und pedunculopontinen tegmentalen Kerngebiet
und projizieren in Mittelhirn und andere Gebiete des Hirnstamms (Mesulam et al., 1983;
Perry et al., 1999; Mesulam, 2004).

1.3.5.2. Acetylcholin-Hypothese

Post-mortem-Untersuchungen an Patienten mit Schizophrenie zeigen eine reduzierte Anzahl
cholinerger Interneurone im ventralen Striatum (Holt et al., 1999 + 2005). Ebenfalls fand
man verminderte Rezeptordichten von M- und Mas-Rezeptoren im dorsalen Striatum,
Hippokampus, préafrontalen Kortex und Gyrus temporalis superior schizophrener Patienten
(Dean et al., 1996 + 2002; Crook et al., 1999 + 2001; Deng und Huang, 2005). Es wird
vermutet, dass die regional verminderte Dichte dieser Rezeptoren schizophrenietypisch ist,
da sie bei anderen psychiatrischen Erkrankungen wie den bipolaren Stérungen oder der
Depression nicht nachgewiesen werden konnte (Raedler et al., 2007). In pharmakologischen
Studien zeigte sich, dass Anticholinergika wie Atropin und Skopolamin, welche als MAChR-
Antagonisten wirken, bei Gesunden kognitive Dysfunktionen und in hoheren Dosen sogar
schizophrenietypische Halluzinationen induzieren kdnnen (Ellis et al., 2006; Perry und
Perry, 1995). Aus der Applikation dieser Medikamente bei Patienten mit Schizophrenie
resultierte zwar eine Verschlechterung des psychischen Zustandes, jedoch eine Milderung
der Negativsymptomatik, was oft einen Substanzmissbrauch zur Folge hat (Johnstone et al.,
1983; Singh et al., 1987; Chouinard et al., 1987; Tandon et al., 1991, 1992; Zemishlany et
al., 1996). Weiter zeigte sich bei Patienten mit Schizophrenie nach Applikation von
Acetylcholinesteraseinhibitoren und folglich steigender ACh-Konzentration im synapti-
schen Spalt eine 20%ige Reduktion von Positivsymptomen bei gleichzeitiger Gabe von
Neuroleptika wie Risperidon oder Olanzapin (Tandon, 1999). Dass die meisten an
Schizophrenie erkrankten Patienten Raucher sind, wird mit der ,Hypothese der
Selbstmedikation* erkldrt, die besagt, dass durch im Zigarettenrauch enthaltenes Nikotin
nACh-Rezeptoren aktiviert und somit kognitive Prozesse verbessert werden (Young und
Geyer, 2013; Romano et al., 2014).
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Mit keinem der genannten Transmittersysteme allein kann die Pathogenese der Schizophre-
nie vollstandig erklart werden. Somit muss eine Dysbalance mehrerer Systeme gleichzeitig
vorliegen (Carlsson et al., 1999).

1.4. Amygdala

1.4.1. Anatomie, Funktion und Projektionen

Die Amygdala liegt als Teil des limbischen Systems beiderseits im Temporallappen und
umfasst eine sehr heterogene Kerngruppe, wobei die jeweiligen Kerne durch ihre Chemo-
und Zytoarchitektur sowie durch ihre efferenten Faserverlaufe gut voneinander abgrenzbar
sind. Die Amygdala ist an Prozessen von Aufmerksamkeit und Gedachtnis sowie an der
Furchtgenerierung und der Bewertung emotionalen und sensorischen Inputs beteiligt (Davis,
1992; Amaral und Insausti, 1992; Fernando et al., 2013). Sie empfangt ihre Afferenzen tber
den lateralen Amygdalakomplex (La), der jedoch keine weiteren intraamygdaléren
Afferenzen aufweist (Pitk&nen et al., 1997). Die amygdaldren Efferenzen nehmen ihren
Ursprung hauptsachlich im zentralen Kern (Ce), nachdem sie zwischen den einzelnen
Kernen verschaltet und modifiziert wurden. Sie verlaufen zum Hypothalamus, zum basalen
Vorderhirn, in den Hirnstamm sowie ins Septum, wo eine Antwort auf die sensorischen

Stimuli generiert wird (Pitkénen et al., 1997).

1.4.2. Amygdala und Schizophrenie

Obwohl bereits viele Untersuchungen der Amygdala im Hinblick auf neurobiochemische
Verénderungen bei Patienten mit Schizophrenie erfolgt sind, ist ihre Beteiligung an der
Erkrankung noch immer nicht vollstandig verstanden. Allerdings wurde eine Volumenre-
duktion der Amygdala bei diesen Patienten nachgewiesen (Levitt et al., 2010). Zudem zeigte
sich eine amygdaldre Hypoaktivitat bei der Prdsentation von emotionalen Gesichtsaus-
driicken (Heimberg et al., 1992; Kosaka et al., 2002; Li et al., 2010). Da der Amygdala ein
hoher Stellenwert bei der Entstehung von Angst und Emotion zugeschrieben wird, vermutet
man eine Beteiligung an der emotionalen Dysregulation bei Patienten mit Schizophrenie
(Davis, 1992; Aleman und Kahn, 2005). In Tierversuchen zeigte sich, dass Individuen mit
erheblichen Schadigungen der Amygdala ihre Angstreaktionen vollstdndig verlieren, was
ebenfalls teilweise bei an Schizophrenie erkrankten Patienten beobachtet wird (Benes,
2010). Weiterhin hat die mediale Amygdala eine groRe Bedeutung fiir das Sozialverhalten
(Murakami et al., 2011). So rufen Ldsionen ein reduziertes Aggressionsverhalten und

sozialen Riickzug hervor (Wang et al., 2013).
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1.5. Hippokampus

1.5.1. Anatomie, Funktion und Projektionen

Auch der Hippokampus gehort zum limbischen System und erstreckt sich mit seiner
gebogenen Form von rostral-dorsal der Septumkerne nach kaudal-ventral in den
Temporallappen beider Hemispharen. Im Gegensatz zum Neokortex weist der Hippokampus
lediglich eine Dreischichtung auf (Andersen et al., 1969). Es werden folgende Areale
unterschieden: der Gyrus dentatus (DG), die drei Cornu ammonis (CA)-Regionen CA1-3
sowie das Subiculum. Dabei zeigen die CA-Regionen einen &hnlichen Aufbau und bestehen
jeweils aus folgenden Schichten: Stratum oriens (Or), Stratum pyramidale (Py), Stratum
radiatum (Rad) und Stratum lacunosum-moleculare (LMol). Die Schichtung des DG besteht
aus Stratum moleculare (Mol), Stratum granulare (Gr) und Stratum multiforme (ML, Hilus).
Funktionell wird der Hippokampus in einen dorsalen und einen ventralen Anteil
untergliedert. Der dorsale Hippokampus hat eine Bedeutung fiir kognitive Funktionen, der
ventrale fur Stress, Emotionen und Affekthandlungen. So korreliert die Genexpression in
Neuronen des dorsalen Hippokampus mit kortikalen Neuronen und die des ventralen
Hippokampus mit Neuronen der Amygdala und des Hypothalamus (Fanselow und Dong,
2010). Afferente Konnektionen haben ihren Ursprung vornehmlich im entorhinalen Kortex
(Tractus perforans) und enden vornehmlich an Dendriten kornerzellartiger Neurone der
aulleren Molekularschicht des DG. Diese Neurone projizieren glutamaterg als Moosfasern
an Pyramidenzelldendriten des Stratum lucidum der CA3-Region, welches nur dort
vorkommt. VVon hier aus verlaufen Axone als sog. Schaffer-Kollateralen zu Pyramidenzellen
der CAl-Region. Efferenzen ziehen Uber die Fornix zu Kortex, Septumkernen, Hypothala-
mus, Amygdala und den Corpora mamillaria. Ein Grof3teil verlauft direkt in das Subiculum
(Amaral und Witter, 1989; Amaral et al., 2007). Diese Art der Verschaltung wird als
unidirektionaler (gerichteter) trisynaptischer Schaltkreis bezeichnet. Der Hippokampus als
Integrationsorgan vieler Hirnfunktionen beeinflusst Uber seine Efferenzen viszerale,
endokrine und emotionale Prozesse. Er ist wichtig fur die Stressverarbeitung sowie fiir
Lernprozesse und Gedachtnisbildung. Letztere werden durch die Langzeitpotenzierung
(LTP) ermdglicht, einem Prozess, bei dem hippokampale NMDA-Rezeptoren eine grofle
Bedeutung haben. Dabei bewirken repetitive, hochfrequente Reize Umbauprozesse auf
Synapsenebene, wodurch eine Anpassung an den Stimulus erreicht wird. Dies bedingt
schliellich die synaptische Plastizitat (Malenka und Nicoll, 1999; Nakazawa et al., 2004;
Kessels und Malinow, 2009).
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1.5.2. GABAerge Interneurone des Hippokampus

Uber eine direkte Inhibition bzw. indirekte Disinhibition der exzitatorischen Pyramiden-
zellen konnen GABAerge Interneurone die hippokampalen Verschaltungen modulieren
(Freund und Buzsaki, 1996; Benes und Berretta, 2001). Sie werden aufgrund der Expression
von GADG67 (Stone et al., 1999) sowie bereits erwéhnter kalziumbindender Proteine
immunhistochemisch identifiziert (Andressen et al., 1993). PARV nimmt dabei Einfluss auf
die Freisetzung von GABA (Vreugdenhil et al., 2003; Schwaller, 2012). Hippokampale
Interneurone empfangen wichtige cholinerge Afferenzen vom diagonalen Band von Broca
Komplex (MSDB) des medialen Septums (Frotscher und Léranth, 1985). Sie besitzen dazu
nikotinerge und muskarinerge Acetylcholin-Rezeptoren, welche ihre Aktivitat regulieren.
Defizite in diesem System fihren zur Minderung kognitiver Funktionen, welche
beispielsweise bei der Schizophrenie von Bedeutung sind (Griguoli und Cherubini, 2012).
Zudem konnen die Acetylcholin-Rezeptoren auf intrinsischen cholinergen Interneuronen
aktiviert werden (Frotscher et al., 1986). Diese befinden sich im Gyrus dentatus und haben
spezifische Projektionen zu GABAergen Interneuronen (Freund und Buzsaki, 1996), was
wiederum regulierend auf die CA3-Region des Hippokampus wirkt (Cobb et al., 1999).
Swanson beschrieb dopaminerge Verbindungen des mesolimbischen Systems, die die
Substantia nigra pars compacta und VTA mit dem Hippokampus verbinden (Swanson,
1982). Ihm zufolge machen diese Fasern den Hauptanteil des dopaminergen Inputs des
Hippokampus aus. Wie auch in Kapitel 1.5.1. beschrieben, ist Dopamin ein wichtiger
Transmitter fir die LTP-Entstehung im Hippokampus. Dabei scheinen dopaminerge
Interneurone der CA1-Region entscheidend zu sein (Lisman und Grace, 2005). Neurone der
CA3-Region sind in die schnelle Erfassung von Eindriicken involviert und haben dabei u.a.
Verbindungen in die CA1-Region sowie den DG (Wen et al., 2015). Uber 5-HT3-Rezeptoren
erhalten GABAerge Interneurone des Gyrus dentatus serotonerge Afferenzen (Halasy et al.,
1992). Diese stammen aus den medianen Raphekernen (Kosofsky und Molliver, 1987).
Calbindinhaltige GABAerge Interneurone sind die am stérksten serotonerg innervierten und
kommen im Stratum radiatum und im Stratum oriens der CA1- und CA3-Region vor (Freund
etal., 1990).

1.5.3. Hippokampus und Schizophrenie

Post-mortem-Studien an Hirnen von Patienten mit Schizophrenie zeigten eine reduzierte
Dichte an NMDA- (Law und Deakin, 2001; Kerwin et al., 1988; Kornhuber et al., 1989)
sowie AMPA-Rezeptoren (Kurumaji et al., 1992; Porter et al., 1997). Zudem wurde eine

erhohte Dichte von 5-HT:- und eine niedrigere Dichte von 5-HT.-Rezeptoren im
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Hippokampus festgestellt (Lopez-Figueroa et al., 2004; Matsumoto et al., 2005), jedoch
kamen andere Studien nicht zu diesem Ergebnis (Burnet et al., 1997; Hashimoto et al., 1991).
Weiterhin konnte mittels funktioneller Magnetresonanztomographie (fMRI) ein hypermeta-
bolischer Zustand des linken Hippokampus bei Patienten mit Schizophrenie gezeigt werden
(Kawasaki et al., 1992). Es wurde eine verminderte Expression synaptischer Proteine wie
SNAP-25 nachgewiesen, zudem fand man Veranderungen in der Gréf3e und Anordnung von
Pyramidenzellen (Harrison, 1999; Knable et al., 2004). Weitere hirnmorphologische Auf-
falligkeiten wurden bereits in den Kapiteln 1.2.3., 1.2.4. sowie 1.3. (jeweilige Transmitter-

Hypothesen) beschrieben.

1.6. Soziale Isolation und Schizophrenie

Die soziale Isolation ist mit einem erhohten Risiko fiir Depressivitat und Suizidalitdt bei
Patienten mit Schizophrenie assoziiert (Pjesci¢ et al., 2014). Unter der sozialen Isolation
eines Versuchstieres versteht man die Trennung von der Mutter, nachdem es von dieser
postnatal eine bestimmte Zeit lang gesdugt wurde. Das in Isolation gehaltene Tier wird
daraufhin in einen Einzelkafig verbracht. Ein Grund fur eine solche Isolation im Versuch ist
die dadurch mogliche Auslésung des sog. ,,Second hit“ im Rahmen der ,,Two-hit-
Hypothese* (siche Kap. 1.2.3.), um schizophrenietypische Verhaltensweisen untersuchen zu
konnen (Bayer et al., 1999). Es ist bekannt, dass soziale Isolation fiir eine Reihe von
Verhaltensédnderungen bei neuropsychiatrischen Erkrankungen verantwortlich ist (Fone und
Porkess, 2008). So wurde gezeigt, dass Isolation wéhrend einer wichtigen Periode der
postnatalen Entwicklung bei Ratten Hyperaktivitdt im Offenfeld, schizophrenietypische
Defizite in der Prapulsinhibition (PPI), erhdhte soziale Interaktion und Aggression sowie
erhohtes Angstverhalten auslost (Samsom und Wong, 2015). Zudem wurde beschrieben,
dass hirnmorphologische Verdnderungen ebenfalls isolationsbedingt auftreten kénnen. So
wiesen beispielsweise Fone und Porkess bei Nagern eine erhdhte dopaminerge Aktivitat im
Nucleus accumbens und im ventralen Striatum nach, fanden jedoch eine reduzierte Aktivitat
im PFC (Fone und Porkess, 2008). AuRerdem konnten eine veranderte Spine-Dichte und
Morphologie im PFC, Striatum und Hippokampus gezeigt werden (Comery et al., 1995 +
1996; Silva-Gomez et al., 2003; Pascual et al., 2006). Diese und andere Erkenntnisse
verdeutlichen, dass die soziale Isolation ein gutes Instrument zur Untersuchung schizophre-

nietypischer Verhaltensweisen ist.

13



1 Einleitung

1.7. Geschlechtsunterschiede

Bei Ménnern und Frauen wird insgesamt ungeféhr gleich hdufig eine Schizophrenie
diagnostiziert, wobei Manner im Durchschnitt jedoch friher erkranken. Eine mogliche
Erklarung daflr liefert die Tatsache, dass junge Frauen einen physiologisch hdheren
Estradiolspiegel haben, was der Entwicklung einer Schizophrenie vorbeugen kénnte
(Seeman, 1983; Seeman und Lang, 1990). Diese These stiitzt zudem, dass es einen Inzidenz-
Peak bei Frauen im Alter tber 45 Jahren gibt, bei denen die Menopause beginnt und somit
der Estradiolspiegel wieder féllt (Riecher-Rdssler et al., 1997). Hirnmorphologische Studien
konnten zeigen, dass an Schizophrenie erkrankte Manner groRere Ventrikel und damit eine
reduzierte Gesamthirnmasse im Vergleich zu erkrankten Frauen haben. Dies wird besonders
in frontalen (PFC) und temporalen Hirnarealen sichtbar (Mendrek und Mancini-Marie,
2015). Insgesamt scheint der Krankheitsverlauf bei Mannern schwerwiegender zu sein, was
jedoch mit einem durchschnittlich friiheren Erkrankungsbeginn erklart wird (siehe Kap.
1.2.2)).

1.8. Hypothese und Fragestellungen

Da bei unter Schizophrenie leidenden Patienten ebenfalls ein GAD67-Mangel (,,First hit®)
nachgewiesen wurde, schien es plausibel, dass der hier verwendete Inzuchtstamm als
Schizophreniemodell dienen konnte. Im Sinne der ,,Two-hit-Hypothese“ sollte durch
Isolation einer Gruppe des Inzuchtstammes der ,,Second hit* erfolgen, um somit schizophre-
nietypische Verhaltensweisen in der sozialen Interaktion, eine veranderte sensorimotorische
Filterfunktion sowie Verhalten in auswegloser Situation untersuchen zu kénnen. Im Zuge
der hirnmorphologischen Studien wurden zudem Neuronenzahlen in Ursprungsregionen der
an der Genese der Schizophrenie beteiligten Neurotransmittersysteme und Faserdichten in
deren Zielregionen untersucht, um herauszufinden, welche Auswirkungen das GADG67-
Defizit auf diese hat. Zudem sollte der Nachweis erbracht werden, dass cholinerge, dopami-
nerge und serotonerge Nervenfasern Synapsen auf GAD67-positiven GABAergen Neuronen

haben. Die Arbeitshypothese lautet daher:
Ein GAD-67-Defizit bewirkt Verdnderungen der sozialen Interaktion, Prépulsinhibition und

dem Verhalten in auswegloser Situation, sowie hirnmorphologische Verénderungen in

Ursprungs- und Zielregionen verschiedener Transmittersysteme.
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Im Hinblick auf diese Hypothese galt es, folgende Fragen zu beantworten:

o a »~ w

Weisen beide Genotypen Unterschiede in der sozialen Interaktion, der motorischen
Aktivitat oder im angstassoziierten Verhalten auf?

Bewirkt ein GAD67-Defizit Veranderungen der Startle-Reaktion bzw. der Prépuls-
inhibition?

Unterscheiden sich beide Genotypen im Verhalten in auswegloser Situation?

Wird das Verhalten durch das Geschlecht bzw. die Isolationshaltung beeinflusst?
Sind Unterschiede in der Anzahl cholinerger Neurone im Septum nachweisbar?
Gibt es zwischen den Genotypen Unterschiede in der Anzahl dopaminerger Neurone
in deren Kerngebieten in Substantia nigra und VTA?

Lassen sich Unterschiede in der Anzahl serotonerger Neurone in den Raphekernen
erkennen?

Unterscheiden sich beide Genotypen in der cholinergen, dopaminergen und
serotonergen Innervation des Hippokampus und der Amygdala?

Wie koénnen die Ergebnisse in den Kontext der aktuellen Schizophrenieforschung

gesetzt werden?
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2. Material und Methoden

2.1. Versuchstiere

2.1.1. Allgemeine Ubersicht

Anhand von Tiermodellen und mittels vorher aufgestellter, spezifischer Hypothesen ist es
mdoglich, pathophysiologische Mechanismen zu analysieren. So kann eine gezielte
Aktivierung oder Deaktivierung bestimmte neurologische Funktionen modulieren und somit
zu Verhaltensanderungen des Versuchstieres fihren. Durch diese kann man wiederum
Rickschlisse auf Zusammenhdnge zwischen neuropathologischen Verdnderungen und
Verhaltensauffalligkeiten ziehen. Zur Untersuchung der Schizophrenie wirde jedoch ein
einzelnes Tiermodell nicht ausreichen, da es nur den jeweiligen Aspekt beleuchtet, nicht
aber die komplette Pathophysiologie dieser in ihrer Ausprdgung sehr heterogenen
Erkrankung. Des Weiteren sind Tiermodelle nicht ohne Einschrankungen auf den Menschen
iibertragbar. Viele Ubereinstimmungen lassen sich aber dennoch durch valide Tierexperi-
mente darstellen (Light und Braff, 1999; Geyer und Moghaddam, 2002; Koch, 2013). Man
macht sich dabei das Konzept der Endophénotypen zunutze, welches sich auf einfache
physiologische Merkmale stutzt. Diese konnen im Gegensatz zum klinischen Symptom
leichter im Versuchstier dargestellt werden, da sie naher an der biologischen Ursache der
jeweiligen Storung liegen. Dabei werden Parameter bevorzugt, die einfach zu erheben und
bei der Schizophrenie veréndert sind. So sind Stérungen der sensorimotorischen Filterfunk-

tion oder der Motorik Beispiele fir Endophanotypen (Gottesman und Gould, 2003).

2.1.2. Die Maus als Versuchstier

Charakteristisch fir Inzuchtstdamme sind die genetische Homogenitdt der einzelnen
Individuen und deren Folgegenerationen. Als Versuchstier ist besonders die Maus geeignet,
welche in einer Fille unterschiedlicher Stamme mit verschiedenen Eigenschaften zur
Verfligung steht (Staats, 1980). Da die Tiere genetisch identisch sind (Inzuchtstamme),
erweisen sich die mit ihnen durchgefihrten Experimente als reproduzierbar, denn Verhal-
tensunterschiede sind vor allem durch &uere Einfllsse bedingt. Somit sind sie gut geeignete
Versuchsobjekte standardisierter Tierversuche. Weitere Vorteile der Verwendung der Maus
sind die einfache Haltung, die schnelle Reproduktion sowie die hohe Aktivitét der Tiere, was
sie zur Erforschung von Verhalten pradestiniert. Zudem wurde durch langjahrige morpholo-
gische Studien eine genaue Kartierung des M&ausegehirns erstellt, was weitere derartige

Untersuchungen, auch im Vergleich zu anderen Stammen, ermdglicht.
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2.1.3. Die GAD67-GFP(Aneo)-Maus

Bei der Schaffung der GAD67-GFP(Aneo)-Maus wurde in den Genlocus der Glutamat-
Decarboxylase 67 (GADG67) eine Kassette fiir das Green Fluorescence Protein (GFP) mittels
Knock-in integriert. Dabei wurde GFP-codierende cDNA (iber homologe Rekombination in
das entsprechende Gen embryonaler Stammzellen eingebracht (Tamamaki et al., 2003).
Dieser Schritt fand im Acht-Zell-Stadium statt, wodurch eine chimdre Maus generiert
werden konnte. Die daraus resultierende ménnliche Maus wurde anschlieRend mit C57BL/6-
oder ICR-Weibchen verpaart. Die heterozygoten Nachkommen wurden mit C57BL/6-
Mausen zur GADG67-GFP rickgekreuzt. Fur die Versuche wurden ausschlieBlich
heterozygote Tiere verwendet, da homozygote GAD67-GFP-Mé&use nicht lebensfahig sind
(Tamamaki et al., 2003). Die Expression des GFP-Proteins in GABAergen Neuronen
bewirkt eine Immunfluoreszenz und ermdglicht damit die Markierung dieser Neurone. Da
der GFP-Knock-in im GAD67-Gen (GAD1) erfolgte, wird die Expression des GFP (ber den
GADG67-Promotor reguliert. Bei den heterozygoten Tieren fiihrt der Knock-in lediglich in
einem Allel zur funktionellen Zerstérung, aus welcher eine verminderte GADG67-
Expressionsrate resultiert. Bei der adulten GAD67-GFP-Maus wurde somit ein auf etwa
64% reduziertes GADG67-Protein-Level beobachtet, woraus sich eine verminderte GABA-
Expression ergibt. Diese ist zudem altersabhangig (Wang et al., 2009; Tamamaki et al.,
2003). So ist die GABA-Synthese bei neugeborenen GAD67-GFP-Mausen geringer als bei
sieben Wochen alten Tieren. Wéhrend der Entwicklung der GAD67-GFP-Maus kommt es
weiterhin zu einer Stérung in der Ausbildung synaptischer Verbindungen (Nakayama et al.,
2007). Ebenfalls wurde festgestellt, dass GAD67-GFP-Mause eine erhdhte Anfalligkeit fir
maternalen Stress zeigen. Dieser ist ebenfalls als ,,Second hit* zu verstehen und zahlt zu den
Risikofaktoren der Schizophrenie (Uchida et al., 2011). AuRerdem zeigten Studien einen um
zwei Stunden verschobenen Tag-Nacht-Rhythmus (Sandhu et al., 2014), was auch fur die
Schizophrenie beschrieben wird (Pritchett et al., 2012). Die GAD67-GFP-Maus kann somit

einen wichtigen Beitrag in der Erforschung der Pathophysiologie der Schizophrenie leisten.

2.1.4. Ethische Grundlagen

Alle Tierversuche entsprechen der Europdischen Richtlinie fiir Tierversuche von 2010 (EU
Directive 2010/63/EU). Sie wurden nach dem deutschen Tierschutzgesetz an der Universitat
Magdeburg durchgefiihrt und vom Landesverwaltungsamt Sachsen-Anhalt, Halle, Referat
203 (AZ: 42502-2-1134 Uni MD) genehmigt.
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2.1.5. Versuchstiere

Fir die Verhaltensversuche wurden mannliche und weibliche GAD67-GFP-Mause (GFP;
4, n=36; @, n=32) im Alter von 13-18 Wochen, sowie mannliche und weibliche
Waurfgeschwister (WT; &, n=36; @, n=24) im Alter von 13-18 Wochen verwendet. Zudem
wurden die Tiere in isolierte und nicht-isolierte unterteilt. Dabei wurden die in Isolation
gehaltenen Tiere am 21. postnatalen Tag von ihren Muttern abgesetzt und in Einzelhaltung
verbracht. Fir die morphologischen Studien wurden ausschlieflich méannliche GAD67-
GFP-Méause (n=6) und Kontrolltiere (WT, n=8) im Alter von 13-18 Wochen verwendet. Die
Tiere stammten aus der Zucht des Institutes fir Biologie, Otto-von-Guericke Universitat
Magdeburg, Prof. O. Stork.

2.1.6. Tierhaltung

Die Tiere wurden in Makrolon-Kafigen Typ Il (26,5cm (L) x 20cm (B) x 14cm (H)) mit
Standard-Einstreu bei 22-25°C Umgebungstemperatur gehalten. Nach dem Absetzen von
den Muttertieren am 21. Lebenstag (P21) wurden die Tiere einzeln (soziale Isolation) oder
in Gruppen von zwei bis drei Tieren gehalten. Es wurden Standard-Pelletdiat und Wasser ad
libitum geboten. Die Raumbeleuchtung folgte einem 12-Stunden-Tag-Nacht-Rhythmus mit
Beleuchtungsbeginn um 06:00 Uhr und einer zweistiindigen Ddmmerungsphase jeweils zu
Beginn der Licht- bzw. Dunkelphase. Die Tiere wurden vor jedem Versuch gewogen. Alle
Verhaltensversuche erfolgten in der Aktivitatsphase (Dunkelphase). Zur Unterscheidung der

Tiere dienten Ohrlochmarkierungen.

2.2. Verhaltensversuche

2.2.1. Soziale Interaktion im Offenfeld

Haufige Erscheinungen im Rahmen einer Schizophrenie sind eine von der Norm
abweichende lokomotorische Aktivitét, sowie ein verandertes Sozial- und angstassoziiertes
Verhalten (Mohn et al., 1999). Sie beinhalten bestimmte Aspekte der Positiv- und Negativ-
symptomatik und koénnen zudem in Tiermodellen der Schizophrenie abgebildet werden
(Ellenbroek und Cools, 2000). Mit dem Versuch zur sozialen Interaktion im Offenfeld lassen
sich genau diese Verhaltensauffalligkeiten evaluieren. Es wird dabei das Sozialverhalten von
zwei einander unbekannten Mausen gleichen Geschlechts und gleichen Genotyps in einer
neuen Umgebung untersucht (File und Hyde, 1978). Der Versuch wurde urspringlich als ein
Modell zur Analyse von Angst entwickelt (File und Seth, 2003). M&use bevorzugen einen
abgedunkelten, kleinen und mdglichst geschlossenen Raum, wohingegen ein heller, grof3er

und offener Raum vermieden wird. Fir den Versuch bedeutet dies, dass ein Aufenthalt im
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Randbereich normalerweise préferiert wird. Der natlrliche Drang der Tiere fuhrt aber
ebenfalls dazu, die neue Umgebung moglichst vollstandig zu erkunden, weshalb sie in einen
Motivationskonflikt von Furcht und Neugier geraten, welcher das Sozialverhalten
beeinflusst (Crawley, 1999; Mallo et al., 2006). Hinzu kommt die nattrliche Angst vor einem
unbekannten, neuen Versuchspartner. Generell fiihrt eine neue, hell erleuchtete Umgebung
bei Nagern zu verminderter motorischer Aktivitat. Eine abgedunkelte Umgebung hingegen
fordert Motorik und exploratives Verhalten (Hooks und Kalivas, 1995). Weiterhin ist fur
eine aktive soziale Interaktion die Motivation zum Kontakt nétig, bei einer passiven sozialen
Interaktion sitzen oder liegen die Tiere lediglich nebeneinander (Sams-Dodd, 1999). Als
Parameter werden nur Veranderungen des natlrlichen Verhaltens einbezogen, wobei die
Versuchstiere von &ulleren Einflissen abgeschirmt sind (File und Hyde, 1978; Sams-Dodd,
1999). Im Zuge der Versuche wurden soziale Interaktionen unter anderem in Form von
Schnuffeln und Folgen des Partners, sowie aggressive Verhaltensweisen wie Beillen
protokolliert. Zudem lassen sich die motorische Aktivitat (Ermittlung der Laufstrecke) sowie
das Angstverhalten (Aufenthalt am Rand oder im Zentrum) analysieren. Dabei beeinflussen
sich beide Versuchstiere stets gegenseitig, weswegen sie als eine Einheit angesehen werden
und damit einen gemeinsamen Messwert generieren (File und Seth, 2003). Es ist bekannt,
dass die Lokomaotion der Prozessierung von Motivation, Emotion sowie kognitiver Planung
unterliegt (Mogenson et al., 1980; Haber, 2003). Studien zeigten, dass emotionale, kognitive
und motorische Informationen, die fur eine adéquate soziale Interaktion nétig sind, entlang
kortiko-striatal-thalamisch-kortikaler Schleifen prozessiert werden (Haber und Fudge, 1997,
Joel und Weiner, 2000). Wahrend der Nucleus accumbens dabei limbische und motorische
Wege integriert, ist das dorsale Striatum fur die Bewegungsinitiierung zustandig. Der
prafrontale Kortex, der Hippokampus und die Amygdala projizieren glutamaterg in den
Nucleus accumbens und sind somit in die Integration eingebunden. Zusétzlich findet eine
Beeinflussung durch dopaminerge Projektionen der VTA und der SN statt (Everitt et al.,
1991). Auch serotonerge Neurone haben Efferenzen in den Nucleus accumbens (Azmitia
und Whitaker-Azmitia, 1995). Aus dem ventrolateralen Septum verlaufen ebenfalls Fasern
in dorsale Anteile des Nucleus accumbens (Risold und Swanson, 1997). Durch diese
komplizierten Verschaltungen der einzelnen Areale kann ein Ungleichgewicht, z.B. bedingt
durch ein GABAerges Defizit, das Sozialverhalten und die Motorik der Versuchstiere
beeinflussen (Guillin et al., 2007).
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2.2.1.1. Apparatur der sozialen Interaktion im Offenfeld

Die Versuche wurden in einer 85¢cm (L) x 85¢cm (B) x 30cm (H) groRen, hellgrauen und oben
offenen PVVC-Box (siehe Abb. 1 A) durchgefiihrt. Eine indirekte schattenfreie Ausleuchtung
(300 Lux) erfolgte mittels Neonrohren. Uber der Versuchsbox befand sich eine fest
installierte, auf die Versuchsregion kalibrierte Kamera (Panasonic CCTV Camera, Mod.
WV-BL200/6), welche das Bild in einen separaten Beobachtungsraum auf den dortigen PC
Ubertrug. Das Bildmaterial wurde sowohl am Bildschirm beobachtet, als auch mittels
Videorekorder aufgezeichnet. Mit der Auswertungssoftware Videomot 2 (Vers. 5.40, TSE,
Bad Homburg) wurde die Versuchsregion (85cm x 85cm Gesamtversuchsflache) in
Informationsregionen (vier Eckregionen von 21,25cm x 21,25 cm, vier Randregionen von
21,25cm x 42,5cm und eine Zentrumsregion von 42,5cm x 42,5cm) eingeteilt (siehe Abb. 1
B). Zudem wurde eine weitere Unterteilung in 100 Steuerregionen von 8,5cm x 8,5cm
vorgenommen, die zur automatischen Protokollierung der Tierbewegungen in den

Versuchsregionen diente.

Randregion

Abb. 1: Versuchsaufbau der sozialen Interaktion im Offenfeld
A: Das Offenfeld wéahrend des Versuches mit einem Mdusepaar. B: Grafik des Offenfeldes mit schematischer

Einteilung der Regionen. Die vier Eck- und vier Randregionen ergeben zusammen den Randbereich.

2.2.1.2. Durchfihrung der sozialen Interaktion

Fur die Versuche wurden jeweils zwei einander unbekannte Tiere gleichen Geschlechts,
gleichen Genotyps und &hnlichen Gewichts (Versuchspaar) in gegeniiberliegende Ecken der
Offenfeld-Box gesetzt. Die zehnminitige Beobachtung fand dabei computerisiert, videogra-
fisch und teilautomatisiert statt. Mittels der definierten rdumlichen Koordinaten und der
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festen Versuchszeit wurden mehrere Parameter eines Versuchspaares durch die Software
automatisch analysiert. Die Versuche wurden anschlie3end ebenfalls anhand der Videobén-
der manuell und verblindet ausgewertet (siehe Tab. 1).

Automatisch erhobene Parameter: Manuell erhobene Parameter:

1. Laufstrecke [m] 1. Schniiffeln [n]

2. mittlerer Abstand zwischen den Tieren [cm] 2. anogenitales Schniffeln [n]

3. Kontaktanzahl [n] 3. Folgen [n]

4. Kontaktdauer [sec] 4. aggressives Verhalten [n]

5. aktive soziale Interaktion; Gesamtzeit in [%6] 5. Faecesboli [n]

6. passive soziale Interaktion; Gesamtzeit in [%] 6. Kontakte [n]

7. Rand-/Zentrumsaufenthalt; Gesamtzeit in [%] 7. Aufstellen in der Mitte (Rearing) [n]
8. Aufstellen am Rand der Box (Leaning) [n]
9. Putzen [n]

Tab. 1: Parameter der sozialen Interaktion
Die Tabelle zeigt in der linken Spalte die automatisch und in der rechten Spalte die manuell erhobenen

Parameter der sozialen Interaktion.

Eine aktive bzw. passive soziale Interaktion wurde dabei so definiert, dass sich die Tiere in
einem bestimmten Abstand oberhalb (3cm/s, aktive SI) bzw. unterhalb (1cm/s, passive Sl)
eines Geschwindigkeitsschwellenwertes zueinander bewegten (Sams-Dodd et al., 1997).
Nach 10min erfolgte das automatische Versuchsende. Die Box wurde nach Entnahme der
Tiere mit 70%igem Ethanol gereinigt. Da sich die mit dem Programm Videomot2
erhebbaren Parameter bereits in vorherigen Versuchen als nicht ausreichend erwiesen,
wurden einzelne Rohdaten im ASCII-Format mit einem separaten Programm erneut
ausgewertet. Hierzu wurden Elemente der Fuzzy-Logik verwendet, um Schwéchen bei der
Bilderkennung durch die Videomot2-Software auszugleichen. Eine Evaluation der Software
fand bereits zuvor an Ratten und Mausen statt (Wolf, 2004).

2.2.2. Prapulsinhibition der akustischen Startle-Reaktion

Unerwartet starke sensorische (taktile, visuelle oder akustische) Reize 16sen als Reaktion
den sog. Startle-Reflex (Schreckreflex) aus, eine bei S&ugetieren ubiquitdr vorkommende
phylogenetisch alte motorische Antwort (Braff et al., 2001). Diese besteht aus einem schnell
habituierbaren Zusammenschrecken, dem sog. ,Freezing™. Hierbei kommt es zur
Muskelkontraktion im Schulter-Nacken-Bereich, zu einem Lidschluss und zur abrupten
Unterbrechung der momentan ablaufenden Tatigkeit (Kohl et al., 2013). Damit einhergehend
sind Veranderungen des Vegetativums wie ein Anstieg der Herzfrequenz und ein erhohter
Blutdruck (Koch, 1999; Meincke et al., 2001). Die akustische Startle-Reaktion (ASR) wird
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beim Menschen elektromyographisch am Lidschlussreflex gemessen. Im Mausversuch
hingegen ist dazu eine spezielle Startle-Box notig, welche die motorische Ganzkorper-
reaktion aufzeichnet. Bei der sogenannten Prapulsinhibition der akustischen Startle-
Reaktion (PPI) flhrt ein kaum wahrnehmbarer akustischer Stimulus (Prapuls, engl.
prepulse), welcher dem eigentlichen, starken akustischen Schreckreiz (>80dB SPL, sog.
pulse) ungeféhr 30-500ms vorausgeht, zu einer deutlichen Abschwachung der ASR (Koch,
1999; Braff et al., 2001; siehe Abb. 2). Die PPI stellt dabei eine protektive Filterfunktion fir
das Gehirn dar, wobei inhibitorische Mechanismen die unbewusste Wahrnehmung und
Verarbeitung des schwacheren Préapulses vor Einflissen durch den stérkeren Schreckreiz
schiitzen (Braff et al., 2001; Meincke et al., 2004). Die Verarbeitung des eigentlichen
Schreckreizes wird behindert, um so die Analyse des Prapulses storungsfrei zu ermdglichen.
Der Prapuls darf dabei jedoch nur so stark sein, dass er selbst keine Startle-Reaktion auslést
(Braff et al., 2001). Eine verminderte PPl konnte bei Patienten mit Schizophrenie festgestellt
werden (Koch, 1999; Kohl et al., 2013), was einen Defekt im Gating-Mechanismus
wahrscheinlich macht (Ludewig et al., 2003). Eine gestorte sensorimotorische Filterfunktion
gilt daher als spezifischer Marker der Schizophrenie. Eine Grafik der neuronalen Verschal-

tungen von ASR und PPI ist dem Anhang zu entnehmen (siehe Abb. 31).

A 1 Schreckreaktion Abb. 2: Die Abschwéachung der
Schreckreaktion durch den Pra-
puls

A: Ein Schreckreiz (S) l0st eine

Schreckreaktion aus. B: Ein vor

B 4 Schreclorealition dem Schreckreiz (S) présentierter
schwacher Reiz (pp) reduziert die

Schreckreaktion. Zudem ist das

PP IPI /\ Interpulsintervall (IPI) dargestellt.

2.2.2.1. Die Startle-Apparatur

Die Startle-Apparatur (Campden Instruments Ltd., UK; Piezo-Amp-System, Universitat
Tubingen) diente der Messung der ASR und PPI. Dazu wurden zwei baulich identische
Messplatze mit beleuchteten (5W, Neonbeleuchtung), bellifteten und schallgedampften
Boxen (50cm (B) x 45cm (H) x 40cm (T)) verwendet (siehe Abb. 3). Piezoelektrische
Kraftsensoren (PiezoAmp Signal Amplifier, Universitdt Tubingen) zeichneten die
Bewegungen der sich in 5¢cm (B) x 5,5cm (H) x 8cm (T) groRen Gitterkéfigen befindlichen
Tiere auf. Die Berechnung der akustischen Signale wurde am PC durch die Signal-
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Synthesizer-Software SigGen PC 1.44 (Waldmann, Tibingen) realisiert. Mit dem PC
verbunden waren zudem ein Stimulus Generator (ASPI, ELF-31, Medav, Nurnberg) und ein
Verstarker (WPA-600, Sony, Tokyo, Japan). Die akustischen Stimuli wurden Gber einen in
der Box integrierten, 21cm vom Gitterkafig entfernten, Lautsprecher prasentiert. Tierbewe-
gungen wahrend der Versuche erzeugten Spannungsanderungen im Piezoelement, welche
proportional zur aufgenommenen Kraft waren. Ein Datenaufnahmeprozessor (DAP 1200a,
Microstar Laboratories Inc, Bellvue, WA, USA) digitalisierte die so gemessene Spannung
mit der Software DAP View Plus Vers. 1.20 (Microstar Laboratories Inc, Bellvue, WA,
USA) am PC. Da das Gewicht der Tiere jeweils vor Versuchsbeginn ermittelt wurde,
konnten die Kraftwerte F (N) in Beschleunigungswerte a=F/m (m/s?) umgerechnet werden.
Diese Beschleunigungswerte ermdglichten die Erfassung der Amplitude der Schreckreak-

tion unabhangig vom jeweiligen Tiergewicht.

Abb. 3: Aufbau der Startle-Appara-
tur

1: schallgedampfte Wand

2: Lichtquelle

3: piezoelektrischer Kraftsensor

4: Gitterkéfig

5: Lautsprecher

2.2.2.2. Durchfiihrung des Startle-Versuchs

Die Versuche erfolgten jeweils nach einer Habituationsphase von 5min, in der keine Stimuli
prasentiert wurden. Erst dann begann die eigentliche Testphase (Session) bei konstantem
Hintergrundrauschen von 65dB (white noise) wéhrend des gesamten Versuchs. In der
Testphase wurden unterschiedliche akustische Stimulustypen geboten, wobei ein
Interstimulusintervall (ISI, Zeit zwischen zwei Stimuli) von jeweils 30s und versuchsabhan-
gig ein Interpulsintervall (IPI, Zeit zwischen PREPULSE und PULSE) von 100ms bzw.
400ms festgelegt wurden (siehe Tab. 2).
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Bezeichnung Stimulustyp

1. NOSTIM Kein Stimulus, nur Hintergrundrauschen bei 65dB

2. PREPULSE Préapuls allein, Sinuston, 10kHz, 75dB Sound pressure level (SPL), Dauer
20ms, Anstiegs-/Abstiegsflanke 0,4ms

3. PULSE-ALONE Startle-Stimulus allein, weilles Rauschen bei 93, 107 oder 113dB SPL, Dauer
20ms, ohne Anstiegs-/Abstiegsflanke

4. PREPULSE+PULSE Startle-Stimulus bei 93, 107 oder 113dB SPL mit vorausgehendem Prapuls

bei 75dB SPL, Interpulsintervall programmabhéngig 100ms bzw. 400ms

Tab. 2: Bedeutung der Stimulusbezeichnungen

Jede Session bestand aus insgesamt 85 Einzelmessungen (Trials) und begann mit einer
Akklimatisationsphase von zehn NOSTIM-Trials und anschlieBenden drei PULSE-
ALONE-Trials (113dB). Diese 13 Trials wurden nicht in die Berechnungen einbezogen. Im
Anschluss erfolgte die Akquisitionsphase bestehend aus 18 Bldocken mit jeweils vier
randomisiert prasentierten Einzelmessungen. Somit ergaben sich 72 zu analysierende
Einzelmessungen. Die Gitterkafige wurden nach jedem Durchgang mit 70%igem Ethanol

gereinigt und desinfiziert.

2.2.2.3. Berechnung
Aus den 72 Rohwerten wurde je Stimulustyp ein Mittelwert errechnet, sodass sich die PPI

aus folgender Formel ergab:
X-Y
PPI (%): [7] *100

Formel 1: Errechnung der Prépulsinhibition (PPI)
X= Mittelwert von PULSE-ALONE, Y= Mittelwert von PREPULSE+PULSE.

Als PPI bezeichnet man dabei den prozentualen Unterschied zwischen der Reaktion auf den
gebotenen akustischen Schreckreiz und der Reaktion auf den Schreckreiz mit vorausgehen-
dem Prapuls. Ein hohes Mal} an Prapulsinhibition geht dabei mit einer hohen Prozentzahl
einher. Andererseits sagt ein negativer Wert aus, dass es zu keiner PPl kam. Dabei ist
PREPULSE+PULSE grofier als PULSE-ALONE. Der Prapuls allein darf keine Schreckre-

aktion bewirken.
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2.2.3. Forced Swim Test (FST) nach Porsolt

Einer der am hdaufigsten genutzten Tests zur Untersuchung neuer Antidepressiva ist der
Forced Swim Test, fur den Porsolt als Erstbeschreiber gilt (Porsolt et al., 1977). Er wurde
als Paradigma zur Analyse depressiven Verhaltens entwickelt und ermdglicht die Messung
antidepressiver Effekte von Medikamenten, beispielsweise in Mausen. Der Test untersucht
dabei das Verhalten von Tieren in einer ausweglosen Situation. Diese mussen in einem mit
Wasser gefullten Becherglas schwimmen, um nicht unterzugehen. Dies fiihrt letztlich zum
Aufgeben, also zu Immobilitat und Treibenlassen der Tiere an der Wasseroberflache. Sie
ertrinken allerdings auch bei Immobilitat nicht. Der Test ist leicht durchfiihr- und gut

reproduzierbar.

2.2.3.1. Der Versuchsaufbau

Die Versuche wurden bei Raumbeleuchtung in einem Becherglas (Volumen: 3I, Durch-
messer: 12cm, Hohe: 19cm) durchgefihrt, welches mit 23°C warmem Wasser (Flllhohe:
12cm) befullt wurde. Zur exakten Temperaturerhaltung diente eine Cold-/ Hotplate (Mod.
35100, Ugo Basile). Die Datenerhebung erfolgte mittels einer selbstprogrammierten

Software (Dipl. Ing. C. Kurz).

2.2.3.2. Ablauf des Versuchs

Zu Versuchsbeginn wurde jeweils ein Tier auf den Rand des Becherglases gesetzt und mit
dem Gesall zuerst ins Wasser geschoben. AnschlieBend wurde die Latenzzeit bis zum
Auftreten der ersten Immobilitdtsphase gemessen. Die Datenerhebung weiterer manuell
erhobener Parameter (siehe Tab. 3) fand zwischen der zweiten und sechsten Minute des

Experiments statt.

Manuell erhobene Parameter:

1. Latenz bis zur ersten Immobilitatsphase [sec] 5. immobiles Treiben [sec]
2. Klettern am Glasrand [sec] 6. Klettern am Glasrand [n]
3. aktives Schwimmen [sec] 7. aktives Schwimmen [n]
4. Mobilitat (Schwimmen/ Klettern) [sec] 8. Faeces-Boli [n]

Tab. 3: Manuell erhobene Parameter des Forced Swim Test

Nach sechs Minuten (Versuchsende) wurden die Tiere aus dem Becherglas entnommen,
abgetrocknet und unter der Infrarotlampe gewéarmt. Das Wasser wurde nach jedem Versuch
gewechselt und das Becherglas gereinigt.
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2.3. Experimentelles Design der Verhaltensversuche

Die Versuchstiere wurden jeweils zuerst im Offenfeld und im Anschluss daran in der Startle-
Apparatur getestet. Daran schloss sich die Perfusion mit anschlieRender Hirnentnahme und
histologischer Aufarbeitung an. Fir den Forced Swim Test wurden separate Tiere verwen-
det.

2.3.1. Soziale Interaktion im Offenfeld

Die Versuche wurden an mannlichen und weiblichen, isolierten bzw. nicht-isolierten GFP-
Méusen und WT durchgefiihrt. Hierzu wurden einander unbekannte Tiere innerhalb der
jeweiligen Tierlinie, des gleichen Geschlechts und Isolationsmusters (isoliert/ nicht-isoliert)
zu Versuchspaaren aufgeteilt. So wurden 36 ménnliche Tierpaare (WT isoliert (n=8), WT
nicht-isoliert (n=10), GFP isoliert (n=9) und GFP nicht-isoliert (n=9)) und 28 weibliche
Tierpaare (WT isoliert (n=6), WT nicht-isoliert (n=6), GFP isoliert (n=6) und GFP nicht-
isoliert (n=10)) getestet. Alle Messungen erfolgten mit identischem Aufbau und unter

identischen Bedingungen.

2.3.2. Prapulsinhibition der akustischen Startle-Reaktion

Die Testung von 69 mannlichen Tieren (WT isoliert (n=16), WT nicht-isoliert (n=20), GFP
isoliert (n=19) und GFP nicht-isoliert (n=14)) und 56 weiblichen Tieren (WT isoliert (n=12),
WT nicht-isoliert (n=12), GFP isoliert (n=12) und GFP nicht-isoliert (n=20)) fand einzeln
und randomisiert in den Startle-Boxen statt. Alle Messungen erfolgten mit identischem
Aufbau und identischen Methoden. Zwischen beiden Verhaltensexperimenten lag jeweils

mindestens eine Stunde, in der sich die Tiere in ihren Kéfigen befanden.

2.3.3. Forced Swim Test (FST) nach Porsolt

Der FST wurde nur an mannlichen Tieren (n=59) durchgefuhrt. Davon waren 33 GFP-Tiere
(isoliert (n=20) und nicht-isoliert (n=13)) und 26 WT (isoliert (n=15) und nicht-isoliert
(n=11)). Alle Messungen erfolgten mit identischem Aufbau und unter identischen

Bedingungen.

2.4. Histologie

2.4.1. Perfusion und Fixation
Zunéchst wurden die Tiere durch intraperitoneale Pentobarbital-Injektion (180mg/kg KG,
Narcoren 6%, Merial GmbH, Hallbergmoos, Deutschland) tief narkotisiert, bis keine

Reaktion auf Schmerzreize mehr nachweisbar war. Nach Freipréparation des Herzens
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erfolgte die transkardiale Perfusion von 50ml NaCl zum Herauswaschen des Blutes aus dem
GeféaRsystem und anschliefend mit 50ml Immunfixans (15% gesattigte Pikrinsaure und 4%
Paraformaldehyd in 0,2mol Phosphatpuffer (PBS), pH 7,4) fur 8min. Nach Dekapitation der
Tiere erfolgte die sofortige Hirnentnahme. Das so gewonnene Gewebe wurde filr vier
Stunden in Immunfixans nachfixiert und anschlieRend flr weitere 24 Stunden in 20%iger
Saccharoselosung in 0,1mol PBS inkubiert. Es folgte die Kryokonservierung bei -40°C
durch 2-Methylbutan, woraufhin die Hirne bei -80°C gelagert wurden.

2.4.2. Histologische Aufarbeitung

Die Hirne wurden bei -20°C mit einem Gefrier-Mikrotom (Leica CM 3050 S, Firma Leica,
Nussloch, Deutschland) von Bregma 1.10mm bis Bregma -5.02mm (nach Paxinos und
Franklin, 2004) koronar mit einer Dicke von 40um geschnitten. Dabei wurden die Hirne von
GFP-Méusen und WT in jeweils vier korrespondierende Serien geteilt. Diese wurden
anschlieBend allesamt wie folgt gefarbt: 1. Nissl-Farbung; 2. Cholin-Acetyl-Transferase
(ChAT)-Farbung; 3. Tyrosin-Hydroxylase (TH)-Féarbung; 4. 5-Hydroxytryptamin (5-HT)-
Farbung. Die Nissl-Féarbung diente zur genaueren Abgrenzung der auszuwertenden Hirnre-

gionen.

2.4.3. Immunfluoreszenzfarbungen

Die Immunfluoreszenzférbung der Hirnschnitte gegen ChAT, TH und 5-HT erfolgte in
,Free-floating“-Technik. Die genauen Protokolle zu den Féarbungen finden sich im Anhang
(siehe Kap. 6.5.1.). Flr den Nachweis von cholinergen, dopaminergen und serotonergen
Synapsen auf GADG67-positiven GABAergen Neuronen wurden Immunfluoreszenzfarbun-

gen mit den gleichen Antikorpern und nach gleichem Farbeprotokoll durchgefiihrt.

2.5. Zellzdhlung und Flachenbestimmung

2.5.1. Technik

Die Auswertung erfolgte verblindet an codierten Objekttragern. Samtliche Angaben
beziehen sich dabei auf den Hirn-Atlas ,,The Mouse Brain — Compact Second Edition* von
George Paxinos und Keith B. J. Franklin (Paxinos und Franklin, 2004). Die auszuwertenden
Kern- und Fasergebiete wurden zundchst mikroskopisch digital fotografiert (Zeiss
Axiolmager.Z2 Fluoreszenzmikroskop (Carl Zeiss Lichtmikroskopie, Gottingen),
Rodamine-Filter (20HE Rodamine, 540-552nm), Kamera AxioCam MRm Rev. 3.1 (Carl
Zeiss Mikroskopie, Jena)), um im Anschluss am Computer manuell ausgezéhlt zu werden.

Fur die Z&hlung der immunoreaktiven Neurone wurden Bilder in 400facher Vergroélierung
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erzeugt und spater am Computer mit dem Programm Adobe Photoshop 7.0 (Adobe Systems
Incorporated, San Jose, CA, USA) wieder zusammengesetzt. Mit dem Programm ImageJ
1.47 (Wayne Rasband, National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) wurden die
Neurone zur Zéhlung manuell markiert, um Doppelzéhlungen zu vermeiden. Die skalierten
Flachenbestimmungen erfolgten ebenfalls am Computer an Fotos in 50facher VergroRerung.
Hierfir wurde das Programm Axiovision 4.6.1.0. LE® (Carl Zeiss Imaging Solutions
GmbH) genutzt. Die Bilder zur Bestimmung der Faserdichte wurden ebenfalls in 400facher

VergréRerung bei einer Belichtungszeit von 250ms erstellt.

2.5.2. Septum

Fur die Auswertung der gegen ChAT gefarbten Schnitte wurde die septale Region in das
mediale (MS) und das laterale Septum (LS) unterteilt (siche Abb. 4). So wurden zum MS
ebenfalls Neurone des horizontalen (HDB) und vertikalen (VDB) diagonalen Bandes sowie
der lambdoidalen septalen Zone (Ld) gezéhlt. Das LS beinhaltete die Kerngebiete von
dorsalem Anteil des lateralen Septums (LSD), intermedidrem Anteil des lateralen Septums
(LSI) und ventralem Anteil des lateralen Septums (LSV). Es wurden nur eindeutig
definierbare Neurone gezahlt, in denen ein Zellkern sichtbar war. Die Auswertung begann
bei Bregma 1.10mm und endete bei Bregma 0.26mm. Zudem wurden Neurone des Nucleus
basalis magnocellularis von Bregma -0.34mm bis Bregma -1,34mm erfasst. Bei vier Serien
wurde somit jeder vierte Schnitt von rostral nach kaudal ausgezéhlt. Eine Hemisphéren-
trennung fand nicht statt. Digitale Bildaufnahmen in 50facher VergroRerung ermdglichten
skalierte Flachenbestimmungen mit dem Messtool des Programms Axiovision 4.6, indem
die Regionen manuell mit dem Cursor umfahren wurden. Aus der Skalierung ergab sich die
Flache in um?, wodurch die Berechnung von Volumen und Zelldichte bei bekannter

Schnittdicke (40um) und analysierter Zellzahl realisiert werden konnte.

2.5.3. Substantia nigra und Area tegmentalis ventralis

Um die gegen TH gefarbten Neurone in den dopaminergen Kerngebieten von SN und VTA
auszuzéhlen, wurde die SN in folgende Unterregionen eingeteilt: SNC, SNR und SNL (siehe
Abb. 5). Die Auswertung erfolgte ebenfalls von rostral nach kaudal, wobei mit dem Schnitt
begonnen wurde, auf dem die ersten Neurone in der SNR angefarbt waren (Bregma
-2.46mm). Kaudal wurde geendet, sobald der Nervus occulomotorius angeschnitten wurde
(Bregma -3.52mm). Auch hier wurden nur eindeutig definierbare Neurone gezéhlt, in denen
ein Zellkern sichtbar war. Es wurden lediglich Kerngebiete der rechten Hemisphére
ausgewertet. Die Flachenbestimmung erfolgte auf die gleiche Weise wie im Septum.
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Abb. 4: Lage der analysierten Regionen im Septum

Abkulrzungen: MS, mediales Septum; VDB, vertikales diagonales Band; HDB, horizontales diagonales Band;
Ld, lambdoidale septale Zone; LSD, dorsaler Anteil des lateralen Septums; LSI, intermedidrer Anteil des
lateralen Septums; LSV, ventraler Anteil des lateralen Septums (nach Paxinos und Franklin, 2004; Bregma:
0,86).

Abb. 5: Lage der Substantia nigra und Area tegmentalis ventralis

Abkurzungen: VTA, Area tegmentalis ventralis; SNC, Substantia nigra pars compacta; SNR, Substantia nigra

pars reticularis; SNL, Substantia nigra pars lateralis (nach Paxinos und Franklin, 2004; Bregma: -3,16).

2.5.4. Raphekerne

Die serotonergen Neurone der Nuclei raphe wurden auf gegen 5-HT gefarbten Schnitten
ausgewertet. Dabei wurde folgende Unterteilung dieser Kerngebiete vorgenommen: DR,
MnR und PMnR (siehe Abb. 6). Es wurden nur angeféarbte Neurone mit eindeutiger Zellform
und sichtbarem Zellkern gezahlt. Eine Hemisphé&rentrennung fand nicht statt. Die Schnitte
wurden von rostral nach kaudal ausgewertet, wobei mit dem Schnitt begonnen wurde, auf

dem die ersten gefarbten Neurone des DR ausgemacht werden konnten (Bregma -4.04mm).
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Geendet wurde mit dem Schnitt, auf dem die letzten Neurone des MnR und PMnR
verschwanden und der pontine Nucleus raphe (PnR) sichtbar wurde (Bregma -5.02mm). Die
Flachenbestimmung und weitere Auswertung erfolgten wie bei den zuvor beschriebenen

Kerngebieten.

Abb. 6: Lage ausgewerteter Raphekerngebiete

Abkilrzungen: DR, dorsaler Nucleus raphe; MnR, medianer Nucleus raphe, PMnR, paramedianer Nucleus
raphe (nach Paxinos und Franklin, 2004; Bregma: -4,48).

2.5.5. Abercrombie-Korrekturmodell

Da es beim Schneiden der Hirne an den Schnittgrenzen zur Teilung von Neuronen kommt,
kdnnen diese, je nach GrolRe, auf zwei oder mehrere angrenzende Schnitte verteilt sein. Dies
fiihrt zum sog. ,,Overcounting®, der Zdhlung von falsch hohen Zellzahlen. Zur Vermeidung

wurde die gezéhlte Zellzahl nach folgender Formel (Abercrombie, 1946) korrigiert:

Schnittdicke bgy
Ny orrigiert™ Ngezihlt * T = Ngezihit *
Schnittdicke+ dZelle bSn+ dZelle

Formel 2: Korrekturformel nach Abercrombie
Nkorrigiert, KOrrigierte Gesamtzellzahl einer Region; ngezznit, Unkorrigierte gezahlte Gesamtzellzahl; dzeie, mittlerer

Zelldurchmesser der gezéhlten Zellen in pm; bss, Schnittdicke der Hirnschnitte.

Um dabei den mittleren Zelldurchmesser (dzene) zu ermitteln, wurden auf fiinf Schnitten pro
Hirn und Region flinf Zellen in 400facher VergrofRerung ausgemessen. Insgesamt wurden
somit 25 Zellen pro Kerngebiet erfasst. Die Schnittdicke war die festgelegte Schnittdicke
von 40um. Der Wert der korrigierten Zellzahl (nkorrigiet) Wurde fir sdmtliche weitere
Berechnungen verwendet. Volumen und Zelldichte ergaben sich aus der Flache bzw. der

korrigierten Zellzahl unter Berlcksichtigung der festgelegten Schnittdicken.
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2.5.6. Analyse der Faserdichte in Hippokampus und Amygdala

Fur die Bestimmung der Faserdichte wurden koronare Schnitte des dorsalen Hippokampus
(linke Hemisphere, ab Bregma -1.80mm; siehe Abb. 7), ventralen Hippokampus (rechte
Hemisphere, ab Bregma -2.92mm; siehe Abb. 8 + 9) und der Amygdala (linke Hemisphere,
ab Bregma -0.94mm; siehe Abb. 7) herangezogen. Auch hierbei fand die verblindete
Analyse an codierten Schnitten statt. Zur differenzierten Analyse wurden der ventrale und
dorsale Hippokampus in die drei Schichten der CAl- und CA3-Region (jeweils Or, Rad,
LMol) unterteilt, der DG in zwei Schichten (Mol, ML). Bei der Auswertung der Amygdala
fand eine Aufteilung in vier Unterregionen statt: laterale Amygdala (La), basolaterale
Amygdala (BLA), zentraler kapsularer Amygdalakern (CeC) und medialer Teil des zentralen
Amygdalakerns (CeM). Vom Hippokampus wurde jeweils ein Bild pro Schicht auf fiinf
einander folgenden Schnitten erstellt (aulRer ventraler DG, hier waren lediglich drei einander
folgende Schnitte moglich), von der Amygdala jeweils ein Bild pro Unterregion auf drei

einander folgenden Schnitten (400fache VergroRerung).

Abb. 7: Schichtung des dorsalen Hippokampus und der Amygdala

Der obere Ausschnitt zeigt den dorsalen Hippokampus mit seiner typischen Schichtung sowie den CA-
Regionen, der untere die Amygdala mit ihren Unterregionen. Abkirzungen: CA1-3, Cornu-Ammonis-
Regionen 1-3; DG, Gyrus dentatus; Or, Stratum oriens; Rad, Stratum radiatum; LMol, Stratum lacunosum-
moleculare; Mol, Stratum moleculare des DG; ML, Stratum multiforme des DG, BLA, basolateraler Kern der
Amygdala; La, lateraler Kern der Amygdala, CeC, kapsularer Teil der zentralen Amygdala, CeM, medialer
Teil der zentralen Amygdala. Die Farbmarkierungen zeigen exemplarisch die ausgewerteten Bereiche des
Hippokampus, die jeweiligen Schichten gehen jedoch dariiber hinaus (hach Paxinos und Franklin, 2004;
Bregma: -1,46).
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Abb. 8: Schichtung des ventralen Hippokampus

Abkilrzungen: siehe Abb. 7. Die Farbmarkierungen zeigen lediglich einen Ausschnitt (hach Paxinos und
Franklin, 2004; Bregma: -3,08).

Abb. 9: Schichtung des Gyrus dentatus des ventralen Hippokampus

Abkurzungen: siehe Abb. 7. Die Farbmarkierungen zeigen lediglich einen Ausschnitt (nach Paxinos und
Franklin, 2004; Bregma: -3,64).

Das Verfahren zur Bestimmung der Faserdichte wird im Anhang (siehe Kap. 6.5.2)

detailliert erlautert.

2.6. Statistik

Fur die statistische Auswertung der erhobenen Daten wurde das Programm SPSS (IBM
SPSS Statistics for Windows, Version 21.0. Armonk, NY, USA) verwendet. Mit dem
Shapiro-Wilk-Test wurde auf Normalverteilung untersucht, fir Einzelvergleiche wurden

robuste t-Tests unter Annahme ungleicher Varianzen (Welch-Test) genutzt. Mehrfachver-
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gleiche wurden mittels Varianzanalysen (ANOVA) mit und ohne Messwiederholung
ermoglicht. Hierbei diente der Levene-Test zur Prifung der Varianzhomogenitat. Traf die
Sphérizitdtenannahme (Mauchly-Test) nicht zu, wurde der Greenhouse-Geyser-Test
genutzt. Regulére Post-hoc-Tests waren bei jeweils nur zweistufigen Zwischensubjektfak-
toren nicht anwendbar. Deshalb wurden anschliefende Post-hoc-Untersuchungen mit
multiplen t-Tests (Welch-Test) unter Bonferroni-Holm-Adjustierung durchgefiihrt. Bei der
sozialen Interaktion im Offenfeld, der Prapulsinhibition der akustischen Startle-Reaktion
und dem Forced Swim Test wurden mehrere Parameter verschiedenster Blickrichtungen
ausgewertet. Da dabei keine Beschrankung auf einen priméaren Endpunkt vorlag, wurden in
der Auswertung keine a-Adjustierungen vorgenommen. Daher sollten die Ergebnisse im
explorativen Sinne interpretiert werden. Das Alphaniveau lag bei allen Analysen (Inter-
aktionen und Haupteffekte) bei 0,05. Eine detaillierte Beschreibung der statistischen

Analysen jedes Experimentes ist im Ergebnisteil nachzuvollziehen.
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3. Ergebnisse

Im folgenden Kapitel werden die signifikanten Versuchsergebnisse dargestellt. Sdmtliche
hier genannte Tabellen sowie Abbildungen zu nicht-signifikanten Ergebnissen sind in den

Kapiteln 6.5.3. und 6.5.4. im Anhang einzusehen.

3.1. Soziale Interaktion im Offenfeld

3.1.1. Unterschiede im Sozialverhalten

Die dreifaktorielle multivariate  ANOVA (Zwischensubjektfaktoren GENOTYP x
GESCHLECHT x BEHANDLUNG) ergab keine signifikanten Interaktionen fur die
Faktoren GENOTYP x GESCHLECHT x BEHANDLUNG (n.s., siche Tab. 7). Mit
,BEHANDLUNG" ist gemeint, ob ein Tier vorher isoliert bzw. nicht-isoliert war. Ebenfalls
waren fir GENOTYP x GESCHLECHT keine Interaktionen nachweisbar (n.s., siehe Tab.
8). Fur die Faktoren GENOTYP x BEHANDLUNG zeigten sich jedoch signifikante
Interaktionen im Abstand zwischen den Tieren (F(1; 56)=5,520; p<0,05) und im Aufstellen
in der Mitte des Offenfeldes, dem sog. Rearing (F(1; 56)= 6,979; p<0,05). Zwischen den
Faktoren GESCHLECHT x BEHANDLUNG waren signifikante Interaktionen im Schnif-
feln (F(1; 56)=11,246; p<0,001), im anogenitalen Schniffeln (F(1; 56)= 6,580; p<0,05), im
Rearing (F(1; 56)= 6,311; p<0,05), im Putzen (F(1; 56)= 8,649; p<0,01), in der Latenz bis
zum ersten Kontakt (F(1; 56)=7,243; p<0,01) sowie in der Anzahl der aggressiven Kontakte
(F(1; 56)= 5,619; p<0,05) nachweisbar. Fir andere Parameter ergaben sich keinerlei
signifikante Interaktionen (n.s., siehe Tab. 8).

Fir den Faktor GENOTYP ergab die dreifaktorielle multivariate ANOVA einen signifikan-
ten Haupteffekt fiir die im freundlichen Kontakt verbrachte Zeit als wichtigstem Parameter
der sozialen Interaktion. Diese war bei GFP-Tieren signifikant kiirzer als bei WT (F(1; 56)=
7,319 p<0,01; siehe Abb. 10). AulRerdem zeigten die GFP-Tiere einen signifikant hdheren
mittleren Abstand zueinander als WT (F(1; 56)=6,903; p<0,05; siehe Abb. 10). GFP-Mause
wiesen ebenfalls eine signifikant geringere aktive soziale Interaktion auf (F(1; 56)=4,956;
p<0,05). Lediglich Trends zu einem signifikanten Haupteffekt ergaben sich fur eine
geringere passive soziale Interaktion (F(1; 56)= 3,382; n.s.) sowie ein haufigeres Aufstellen
am Rand des Offenfeldes, dem sog. Leaning (F(1; 56)= 2,925; n.s.) von GFP-Mausen
gegenliber WT. Die Untersuchung der anderen Parameter ergab keine Unterschiede (n.s.,
siehe Tab. 7).
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Fur den Faktor GESCHLECHT zeigte die dreifaktorielle multivariate ANOVA, dass
méannliche Tiere einen signifikant geringeren mittleren Abstand zueinander einhielten als
weibliche Tiere (F(1; 56)=5,101; p<0,05). Ebenfalls zeigten sich ein haufigeres anogenitales
Schnuffeln (F(1; 56)=22,789; p<0,001) und ein haufigeres Folgen (F(1; 56)=9,920; p<0,01)
bei Mannchen im Vergleich zu Weibchen. Eine hthere Kontaktanzahl der ménnlichen Tiere
spiegelte sich sowohl in den signifikant haufigeren freundlichen (F(1; 56)= 9,691; p<0,01)
und auch aggressiven Kontakten (F(1; 56)= 5,158; p<0,05) ménnlicher Versuchstiere wider.
Lediglich ein Trend zeigte sich flr die langere im aggressiven Kontakt zugebrachte Zeit von
Mannchen (F(1; 56)= 2,855; n.s.). In weiteren untersuchten Parametern zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede (n.s., siehe Tab. 7).

Die dreifaktorielle multivariate ANOVA zeigte fiir den Faktor BEHANDLUNG eine
signifikant hohere passive soziale Interaktion bei isoliert gehaltenen Tieren (F(1; 56)=
11,572; p<0,001; siehe Abb. 10). Diese schniiffelten signifikant haufiger am unbekannten
Versuchspartner (F(1; 56)= 28,862; p<0,001). Isolierte Versuchstiere verbrachten signifi-
kant mehr Zeit im freundlichen Kontakt miteinander (F(1; 56)= 5,580; p<0,05) und zeigten
mehr aggressive Kontakte als nicht-isolierte Tiere (F(1; 56)= 4,665; p<0,05). Nicht-isolierte
Tiere wiesen ein signifikant haufigeres Rearing auf (F(1; 56)= 8,823; p<0,01) und putzten
sich signifikant haufiger (F(1; 56)= 5,352; p<0,05). Lediglich ein Trend zeichnete sich im
Aufstellen in der Mitte ab, alle tibrigen Parameter ergaben ebenfalls keine signifikanten
Unterschiede (n.s., siehe Tab. 7).

Unter separater Betrachtung beider Geschlechter wurde firr die Untersuchung mannlicher
Tiere eine zweifaktorielle ANOVA (Zwischensubjektfaktoren GENOTYP x BEHAND-
LUNG) durchgefiihrt. Diese ergab fur die Faktoren GENOTYP x BEHANDLUNG
signifikante Interaktionen in der passiven sozialen Interaktion (F(1; 32)= 6,936; p<0,05) und
im Rearing (F(1; 32)= 6,384; p<0,05).

Ebenfalls ergaben sich signifikante Haupteffekte fur den Faktor GENOTYP. So wiesen
mannliche GFP-Tiere eine signifikant kirzere in freundlichem Kontakt verbrachte Zeit auf
(F(1; 32)=4,743; p<0,05). Trends waren fiir den mittleren Abstand der Tiere untereinander
sowie fur die passive soziale Interaktion festzustellen. Fir die Ubrigen Parameter zeigten
sich keine signifikanten Unterschiede (n.s., siehe Tab. 10). Bezliglich signifikanter Haupt-
effekte fir den Faktor BEHANDLUNG zeigten isolierte Mannchen eine signifikant haufige-
re passive soziale Interaktion (F(1; 32)=14,613; p<0,001), ein haufigeres Beschnuffeln (F(1;
32)= 45,682; p<0,001) und anogenitales Schniffeln (F(1; 32)= 4,812; p<0,05). Isolierte
Mannchen stellten sich signifikant haufiger auf (Rearing; F(1; 32)= 12,703; p<0,001) und
putzten sich signifikant weniger (F(1; 32)= 13,728; p<0,001). Darlber hinaus zeigten
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isolierte ménnliche Tiere signifikant haufiger aggressive Kontakte (F(1; 32)=6,923; p<0,05)
und einen Trend zu langerer in aggressivem Kontakt verbrachter Zeit (n.s., siehe Tab. 10).
Bei separater Betrachtung der weiblichen GFP-Mduse und WT zeigte die zweifaktorielle
ANOVA (Zwischensubjektfaktoren GENOTYP x BEHANDLUNG) fir GENOTYP X
BEHANDLUNG lediglich Trends zu einer Interaktion im mittleren Abstand und im
Putzverhalten (n.s., siehe Tab. 9). Signifikante Haupteffekte fiir den Faktor GENOTYP
spiegelten sich nur in einer signifikant niedrigeren aktiven sozialen Interaktion weiblicher
GFP-Tiere (F(1; 32)= 4,443; p<0,05) wider. Ein Trend zu einem groReren mittleren Abstand
war fiir weibliche GFP-Tiere erkennbar (n.s., siehe Tab. 9).

Fur den Faktor BEHANDLUNG zeigte sich ein signifikant haufigeres Aufstellen nicht-
isolierter Tiere am Rand (F(1; 32)= 9,980; p<0,01), eine signifikant hohere Latenz bis zum
Auftreten des ersten Kontakts bei nicht-isolierten Tieren (F(1; 32)= 4,336; p<0,05) sowie
signifikant langere Zeit in freundlichem Kontakt bei isolierten Tieren (F(1; 32)= 4,4083;
p<0,05). Trends zeigten sich bei der passiven sozialen Interaktion sowie dem anogenitalen
Schnuffeln, alle weiteren Parameter zeigten keine signifikanten Unterschiede (n.s., siehe
Tab. 9).

Um Unterschiede innerhalb der Behandlungsgruppen nachzuweisen, wurden t-Tests durch-
gefiihrt. Isolierte mannliche GFP-Tiere wiesen eine signifikant geringere passive soziale
Interaktion auf (T=-2,32; df=15; p<0,05). Lediglich ein Trend war fiir die im freundlichen
Kontakt verbrachte Zeit zu erkennen, wonach diese bei GFP-Mausen kiirzer war als bei WT
(T=-2,02; df=15; n.s.). Ménnliche nicht-isolierte GFP-Mause stellten sich signifikant haufi-
ger auf als ihre Geschwistertiere (Rearing; T=2,88; df=17; p<0,01).

Fur isolierte GFP-Weibchen zeigte sich eine signifikant hohere Latenz bis zum ersten
Kontakt (T=2,59; df=10; p<0,05). Fir die aktive soziale Interaktion war lediglich ein Trend
erkennbar und fur weitere Parameter ergaben sich keine Signifikanzen (n.s., siehe Tab. 11).
Nicht-isolierte GFP-Weibchen zeigten lediglich einen Trend fir hdufigeres Putzen (T=1,86;
df=14; n.s.).

Zusammenfassend l&sst sich herausstellen, dass GFP-Tiere einen signifikant hoheren
Abstand zueinander, eine geringere aktive soziale Interaktion, sowie geringere in
freundlichem Kontakt verbrachte Zeit gegeniuber WT zeigten. Somit hatten GFP-Tiere
insgesamt eine verminderte soziale Interaktion im Vergleich zu WT. Dies war besonders auf
méannliche GFP-Tiere zurtickzufiihren, welche signifikant weniger Zeit in freundlichem
Kontakt verbrachten als ménnliche WT. Isolierte mannliche GFP-M&use zeigten dabei eine
signifikant geringere passive soziale Interaktion als isolierte mannliche WT. Bei weiblichen

GFP-Mausen wurde ebenfalls eine signifikant niedrigere aktive soziale Interaktion beobach-
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tet als bei weiblichen WT. Isolierte weibliche GFP-Tiere zeigten zudem eine hdhere Latenz
bis zum ersten Kontakt im Vergleich zu isolierten weiblichen WT. Isolierte Tiere zeigten
eine signifikant hohere passive soziale Interaktion als nicht-isolierte Tiere. Isolierte
Mannchen zeigten insgesamt eine héhere Kontaktanzahl, auch aggressiver Art, als nicht-
isolierte Mannchen. Nicht-isolierte weibliche Tiere hatten eine signifikant geringere
Kontaktanzahl und eine signifikant hohere Latenz bis zum Auftreten des ersten Kontakts
verglichen mit isolierten Weibchen. Isolierte weibliche Tiere verbrachten eine signifikant

ldngere Zeit in freundlichem Kontakt als nicht-isolierte.
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Abb. 10: Soziale Interaktion

Soziale Interaktion von GFP- und WT-Ma&usen sowie von isolierten und nicht-isolierten Tieren. A: Das
Diagramm zeigt die Zeit im freundlichen Kontakt in Prozent [%] von GFP- und WT-Mausen. B: Dargestellt
wird der mittlere Abstand in Zentimetern [cm] von GFP- und WT-M&usen. C: Gezeigt wird die passive soziale
Interaktion prozentual zur Gesamtzeit des Versuches [% Gesamtzeit] von isolierten und nicht-isolierten Tieren.
Angaben in MW £ SEM. Dreifaktorielle multivariate ANOVA (Zwischensubjektfaktoren GENOTYP (A+B)
bzw. BEHANDLUNG (C)). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

3.1.2. Vergleich der motorischen Aktivitat

Als Marker fur die Aktivitdt und Motorik der Versuchstiere wurde die Laufstrecke im
Offenfeld untersucht. Die dreifaktorielle multivariate ANOVA (Zwischensubjektfaktoren
GENOTYP x GESCHLECHT x BEHANDLUNG) und die zweifaktoriellen multivariaten
ANOVA (Zwischensubjektfaktoren GENOTYP x BEHANDLUNG) beider Geschlechter
zeigten jedoch keinerlei signifikante Interaktionen oder Haupteffekte. Zu erwahnen ist, dass
lediglich die einfaktorielle ANOVA (Zwischensubjektfaktor: GENOTYP) eine signifikant
groRere Laufstrecke mannlicher isolierter GFP-Mause verglichen mit mannlichen isolierten
WT zeigte (F(1; 15)=5,965; p<0,05; siehe Tab. 11).
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3.1.3. Unterschiede im Aufenthalt in den Versuchsregionen

Um Rickschlisse auf das Angstverhalten der Versuchstiere ziehen zu kénnen, wurde das
Offenfeld fur die Auswertung in Zentrum und Randbereich unterteilt (siehe Abb. 1 B). Fir
ein normales angstassoziiertes Verhalten in unbekannter Umgebung bei schattenfreier
Beleuchtung wird ein langerer Aufenthalt im geschiitzten Randbereich erwartet.

Die dreifaktorielle multivariate  ANOVA (Zwischensubjektfaktoren GENOTYP x
GESCHLECHT x BEHANDLUNG) zeigte fir den Rand- und Zentrumsaufenthalt keine
Interaktionen von GENOTYP x GESCHLECHT x BEHANDLUNG, GENOTYP x
GESCHLECHT und GENOTYP x BEHANDLUNG (n.s., siehe Tab. 8). Dennoch waren
signifikante Interaktionen fir GESCHLECHT x BEHANDLUNG im Rand- (F(1; 56)=
7,285; p<0,01) und Zentrumsaufenthalt (F(1; 56)= 7,075; p<0,05) nachweisbar. Fir den
Zwischensubjektfaktor GENOTYP war jedoch kein Haupteffekt zu sehen (n.s., siehe Tab.
9). Fir den Faktor GESCHLECHT ergab sich ein signifikant haufigerer Aufenthalt der
Weibchen am Rand des Offenfeldes (F(1; 56)= 13,023; p<0,001; siehe Abb. 11),
wohingegen sich Ménnchen signifikant haufiger in der Mitte aufhielten (F(1; 56)= 12,985;
p<0,001). Fur den Faktor BEHANDLUNG zeigte sich jeweils nur ein Trend, so waren
isolierte Tiere haufiger am Rand anzutreffen und nicht-isolierte vermehrt in der Mitte (n.s.,
siehe Tab. 11).

Bei ndherer Betrachtung mannlicher Tiere zeigte die zweifaktorielle multivariate ANOVA
(Zwischensubjektfaktoren GENOTYP x BEHANDLUNG) keine Interaktionen oder Haupt-
effekte (n.s., siehe Tab. 10). In der ANOVA (Zwischensubjektfaktoren GENOTYP X
BEHANDLUNG) von weiblichen Mausen waren keine Effekte fur GENOTYP (n.s., siehe
Tab. 9), jedoch signifikante Haupteffekte fur den Faktor BEHANDLUNG erkennbar. So
zeigten isolierte Weibchen einen signifikant langeren Randaufenthalt (F(1; 24)= 12,915;
p<0,001), wéhrend nicht-isolierte Weibchen sich signifikant hdufiger in der Mitte des
Offenfeldes aufhielten (F(1; 24)= 12,678; p<0,01).
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Zusammenfassend zeigten weibliche Tiere ein dngstlicheres Verhalten als mannliche, bei
isolierten Weibchen war dieses Verhalten deutlicher ausgepragt als bei nicht-isolierten. Ein

Genotypenunterschied konnte hingegen nicht nachgewiesen werden.

3.2. Prapulsinhibition der akustischen Startle-Reaktion

3.2.1. Uberprifung des Versuchsaufbaus

Zunachst wurde der Versuchsaufbau uberprift und die Untersuchung auf grundsétzliche
Unterschiede in der Reaktion auf verschiedene akustische Stimuli hin vorgenommen. Die
akustische Startle-Reaktion (ASR) ist die motorische Antwort auf einen Startle-Stimulus
(PULSE-ALONE), wobei die Startle-Amplitude die Reaktion auf verschiedene Stimuli
beschreibt. Es wurden vier verschiedene Stimulustypen untersucht und dabei die ASR
aufgezeichnet: 1. Kein Stimulus (NOSTIM), 2. Préapuls bei 10kHz und 75dB (PREPULSE),
3. Startle-Stimulus (PULSE-ALONE) bei 93, 107 und 113dB, 4. Prapuls (75dB) mit
nachfolgendem Startle-Stimulus bei 93, 107 und 113dB (PREPULSE+PULSE).

3.2.2. Préapulsinhibition bei einem Interpulsintervall von 100ms

Fur die Versuche wurden 65 GFP-Tiere sowie 60 WT herangezogen. Von den GFP-Tieren
waren 32 weiblich, davon wiederum 12 isoliert und 20 nicht-isoliert, sowie 33 mannlich,
wovon 19 isoliert und 14 nicht-isoliert waren. Von den WT waren 24 weiblich, davon
wiederum 12 isoliert und 12 nicht-isoliert, sowie 36 méannlich, wovon 16 isoliert und 20

nicht-isoliert waren.

3.2.3. Wirkung verschiedener PULSE-ALONE-Intensitaten auf die ASR (IP1 100ms)
Um zu untersuchen, inwieweit die Intensitat des Startle-Stimulus (PULSE-ALONE) eine

Veranderung der Startle-Reaktion (ASR) bewirkte, wurden die Startle-Antworten bei drei
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verschiedenen PULSE-ALONE-Intensitaten (93, 107 und 113dB SPL) gemessen. In der
vierfaktoriellen ANOVA mit Messwiederholung (INTENSITAT x GENOTYP x
GESCHLECHT x BEHANDLUNG) zeigte sich eine signifikante Interaktion fir die
Innersubjektfaktoren INTENSITAT x GESCHLECHT (F(1,69; 197,45)= 9,48; p<0,001),
sowie ein signifikanter Haupteffekt fir den Zwischensubjektfaktor GESCHLECHT (F(1;
117)= 24,86; p<0,001; siehe Abb. 12 A). Es waren keine weiteren signifikanten Interaktio-
nen oder Haupteffekte zu beobachten. Somit zeigten sich Geschlechtsunterschiede in der
ASR, wobei mannliche Tiere hohere Werte in der Schreckreaktion aufwiesen. Jedoch waren

keine Genotypen- oder Behandlungsunterschiede nachweisbar (n.s., siehe Tab. 13-17).

3.2.4. Wirkung verschiedener PULSE-ALONE-Intensitaten auf die PP1 (IP1 100ms)
Die Prépulsinhibition der akustischen Startle-Reaktion (PPI) wurde ebenfalls bei
verschiedenen PULSE-ALONE-Intensitaten (93, 107 und 113dB SPL) gemessen. In der
vierfaktoriellen ANOVA mit Messwiederholung (INTENSITAT x GENOTYP x
GESCHLECHT x BEHANDLUNG) zeigten sich keine signifikanten Interaktionen, jedoch
ein signifikanter Haupteffekt fir den Zwischensubjektfaktor GESCHLECHT (F(1; 117)=
5,75; p<0,05; siehe Abb. 12 B). Es waren keine weiteren signifikanten Interaktionen oder
Haupteffekte zu beobachten. Damit zeigten mannliche Tiere bei einem Interpulsintervall von
100ms eine héhere Préapulsinhibition (PPI) als weibliche Tiere. Ein Genotypenunterschied
oder ein Unterschied zwischen isolierten und nicht-isolierten Tieren war nicht feststellbar
(n.s., siehe Tab. 13-17).
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Abb. 12: Wirkung der PULSE-ALONE-Intensitaten auf ASR + PPI beider Geschlechter (IP1 100ms)
(A) zeigt die Startle-Amplitude [cm x s?] und (B) die PPI [%] in Abhangigkeit von den Intensitdten der
PULSE-ALONE-Stimuli in Dezibel [dB] bei mannlichen und weiblichen Tieren. Angaben in MW + SEM.
Vierfaktorielle ANOVA mit Messwiederholung (INTENSITAT x GENOTYP x GESCHLECHT x BEHAND-
LUNG), Innersubjektfaktoren INTENSITAT x GESCHLECHT. *p<0,05; ***p<0,001.
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3.2.5. Prépulsinhibition bei einem Interpulsintervall von 400ms

Bei diesem Experiment war der methodische Aufbau gleich dem des Versuches mit einem
Interpulsintervall von 100ms. Die Versuchstierzahlen sowie untersuchten Stimulustypen
entsprachen dem vorherigen Experiment, sodass alle Gruppen vergleichbar blieben. Als
Unterschied wurde lediglich das Interpulsintervall auf 400ms verlangert. Fir die Versuche

wurden dieselben Tiere genutzt, dazwischen lagen sieben Tage.

3.2.6. Wirkung verschiedener PULSE-ALONE-Intensitaten auf die ASR (IP1 400ms)
In der vierfaktoriellen ANOVA mit Messwiederholung (INTENSITAT x GENOTYP x
GESCHLECHT x BEHANDLUNG) zeigte sich eine signifikante Interaktion fir die
Innersubjektfaktoren INTENSITAT x GESCHLECHT (F(1,65; 193,00)= 10,22; p<0,001),
sowie ein signifikanter Haupteffekt fiir die Zwischensubjektfaktoren GENOTYP (F(1;
117)= 4,01; p<0,05) und GESCHLECHT (F(1; 117)= 31,05; p<0,001; siehe Abb. 13 A +
Tab. 18). Es waren keine weiteren signifikanten Interaktionen oder Haupteffekte zu beob-
achten. Somit wiesen GFP-Tiere eine niedrigere ASR als WT auf und ménnliche eine héhere
ASR als weibliche Tiere. Ein Unterschied zwischen isolierten und nicht-isolierten Tieren

war nicht nachweisbar (n.s., siehe Tab. 19-23).
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Abb. 13: Wirkung der PULSE-ALONE-Intensitaten auf ASR + PPI beider Geschlechter (IP1 400ms)
(A) zeigt die Startle-Amplitude [cm x s?] und (B) die PPI [%] in Abhangigkeit von den Intensitdten der
PULSE-ALONE-Stimuli in Dezibel [dB] bei mannlichen und weiblichen Tieren. Angaben in MW + SEM.
Vierfaktorielle ANOVA mit Messwiederholung (INTENSITAT x GENOTYP x GESCHLECHT x BEHAND-
LUNG), Innersubjektfaktoren INTENSITAT x GESCHLECHT. ***p<0,001.

3.2.7. Wirkung verschiedener PULSE-ALONE-Intensitaten auf die PPI (IP1 400ms)
In der vierfaktoriellen ANOVA mit Messwiederholung (INTENSITAT x GENOTYP x
GESCHLECHT x BEHANDLUNG) konnten weder signifikante Interaktionen, noch
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Haupteffekte gezeigt werden (n.s., sieche Abb. 13 B und Tab. 19-23). Zusammenfassend
ergaben sich bei einem Interpulsintervall von 400ms keinerlei Genotypen-, Geschlechts-
oder Behandlungsunterschiede in der PPI.

3.3. Forced Swim Test

Dieser Test dient der Untersuchung von Verhalten in auswegloser Situation. Dabei gilt eine
ldngere in Immobilitdt (Regungslosigkeit) verbrachte Zeit als Zeichen flr eine hohere
Empfindlichkeit gegentiber negativen Stimmungen. Es wurden ausschliel3lich mannliche
GFP-Tiere (n=33, davon 20 isoliert und 13 nicht-isoliert) und mannliche WT (n=26, davon
15 isoliert und 11 nicht-isoliert) untersucht.

Die zweifaktorielle multivariate ANOVA (GENOTYP x BEHANDLUNG) ergab keine
signifikanten Interaktionen fir GENOTYP x BEHANDLUNG (n.s., siehe Tab. 25). Jedoch
fanden sich signifikante Haupteffekte fuir den Zwischensubjektfaktor GENOTYP. So zeigten
GFP-Méuse eine signifikant niedrigere Latenz bis zum Auftreten von Immobilitat (F(2;
55)=6,233; p<0,05), schwammen signifikant weniger (F(1; 55)=56,605; p<0,001) und
verweilten folglich signifikant langer in Immobilitat (F(1; 55)=50,670; p<0,001). AulRerdem
Kletterten GFP-Mause signifikant langer am Rand des Becherglases (F(1; 55)=7,484;
p<0,01). Bei der Betrachtung des Faktors BEHANDLUNG zeigten isolierte Tiere eine
signifikant hohere Latenz bis zum Auftreten von Immobilitat (F(1; 55)=14,040; p<0,001)
und setzten signifikant weniger Faeces-Boli ab (F(1; 55)=6,792; p<0,05). Andere Parameter
ergaben keine Unterschiede (n.s., siehe Tab. 25).

Bei separater Betrachtung der isolierten Tiere zeigte die Post-hoc-Analyse, dass isolierte
GFP-Tiere eine signifikant niedrigere Latenz bis zum Auftreten der ersten Immobilitét
aufwiesen (T=-2,79; df=22,51; p<0,05; siehe Abb. 14 B), signifikant weniger schwammen
(T=-5,6; df=32,64; p<0,001) und folglich signifikant mehr Zeit in Immobilitit verbrachten
(T=5,43; df=32,59; p<0,001; siehe Abb. 14 A). Fiir andere Parameter waren die gemessenen
Unterschiede nicht signifikant (n.s., siehe Tab. 25). Fir die nicht-isolierten GFP-Mé&use und
WT zeigte die Post-hoc-Analyse, dass GFP-Maduse ldnger am Rand des Becherglases
Kletterten (T=3,09; df=18,65; p<0,01), kirzere Zeit schwammen (T=-5,98; df=19,76;
p<0,001) und damit langer immobil waren (T=5,26; df=21,2; p<0,001; siehe Abb. 14 A).

Weitere signifikante Unterschiede wurden nicht beobachtet (n.s., siehe Tab. 25).
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Abb. 14: Immobilitat und Latenz im Forced Swim Test

A: Dargestellt sind die Immobilitat in Sekunden [sec] sowie (B) die Latenz bis zum ersten Auftreten von
Immobilitat in Sekunden [sec] bei isolierten (n= 20) und nicht-isolierten (n= 13) GFP-Mdusen und isolierten
(n=15) und nicht-isolierten (n=11) WT. Angaben in MW + SEM. Post-hoc-Test: Welch-Tests mit Bonferroni-
Holm-Adjustierung. *p<0,05; ***p<0,001.

Somit zeigten GFP-Tiere eine signifikant geringere Latenz bis zum Auftreten der ersten
Immobilitat und verbrachten signifikant mehr Zeit in Immobilitat als WT. Isolierte GFP-
Tiere und WT zeigten interessanterweise eine deutlich hohere Latenz bis zum Auftreten der
ersten Immobilitat als nicht-isolierte Tiere.

3.4. Histologie

Fur die immunhistochemischen Untersuchungen wurden die Hirne von mannlichen GFP-
(n=6) und WT-Mausen (n=6) ausgewertet. Dabei wurden im medialen und lateralen Septum
(Anti-ChAT-Farbung), der Substantia nigra und VTA (Anti-TH-Farbung) sowie den
Raphekernen (Anti-5-HT-Farbung) jeweils die Zellzahl, das Volumen sowie die Zelldichte
bestimmt. Die Dichte der ChAT-, TH- und 5-HT-immunoreaktiven (IR) Nervenfasern wurde
im ventralen und dorsalen Hippokampus, dem DG sowie in der Amygdala gemessen. In der
mikroskopischen Ubersichtsaufnahme zeigten sich bei keiner der Untersuchungen generelle
morphologische Unterschiede zwischen den Tierlinien.

3.4.1. Immunfluoreszenzfarbungen
Zum Nachweis von cholinergen, dopaminergen und serotonergen Synapsen auf GAD67-
positiven GABAergen Neuronen wurden Immunfluoreszenzfarbungen durchgefiihrt und

exemplarisch in der CA1-Region des dorsalen Hippokampus eines GFP-Tieres ausgewertet.

43



3 Ergebnisse

Dabei konnte gezeigt werden, dass alle drei Fasertypen Synapsen mit GABAergen Neuronen
haben (siehe Abb. 15).

GEP + ChAT
-

GFP+TH

GFP + 5-HT

Abb. 15: ChAT-, TH- bzw. 5-HT-IR Afferenzen auf GFP-positiven GABAergen Neuronen

Die Fotos zeigen jeweils das Stratum lacunosum-moleculare der CA1-Region des dorsalen Hippokampus der
gleichen Maus. Die erste Sdule zeigt Mikrofotografien von GFP-positiven Neuronen. Die mittlere S&ule zeigt
Mikrofotografien desselben, jedoch gegen ChAT (A), TH (B) bzw. 5-HT (C) gefarbten, Schnittes. Auf den
Fotos der rechten Saule wurden beide Mikrofotografien iibereinandergelegt. Skalierungsbalken: 10pum.
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3.4.2. Cholinerge Marker

3.4.2.1. ChAT-immunoreaktive Neurone im Septum

Die Untersuchung des medialen (MS) und lateralen Septums (LS) erfolgte an gegen ChAT
gefarbten Schnitten (siehe Abb. 16). Bei der Zellzahl ergab die zweifaktorielle ANOVA mit
Messwiederholung (Innersubjektfaktor REGION; Zwischensubjektfaktor GENOTYP) eine
signifikante Interaktion der Faktoren REGION x GENOTYP (F(1; 10)=9,317; p<0,05),
jedoch keinen signifikanten Haupteffekt fir den Zwischensubjektfaktor GENOTYP (F(1;
10)=2,570; n.s.). Fir das Volumen und die Neuronendichte fanden sich keine signifikanten
Interaktionen oder Haupteffekte (n.s., siehe Abb. 25 und Tab. 26). Die Untersuchung des
Nucleus basalis magnocellularis erbrachte keine signifikanten Differenzen. GFP-Tiere und

WT wiesen somit keine Unterschiede in den untersuchten Parametern auf.

Abb. 16: Aufnahmen der ChAT-IR Neurone im Septum von GFP- und WT-Mausen
Die Abgrenzungen des medialen Septums sowie VDB und HDB sind mit weilen Linien dargestellt.
Abkurzungen: aca, Kommissura anterior; HDB, horizontales diagonales Band; LS, laterales Septum; MS,

mediales Septum; VDB, ventrales diagonales Band. Skalierungsbalken: 100um.

3.4.2.2. ChAT-immunoreaktive Fasern in Hippokampus und Amygdala

Im dorsalen und ventralen Hippokampus wurden jeweils die CAl- und CA3-Regionen mit
ihren drei Schichten Or, Rad und LMol sowie der DG mit seinen Schichten Mol und ML
ausgewertet (siehe Abb. 17). Dabei ergaben sich keine signifikanten Interaktionen oder
Haupteffekte (n.s., siehe Tab. 29). Gleiches ergab die Untersuchung der Dichte der ChAT-
IR Fasern der vier analysierten Unterregionen der Amygdala (n.s., siehe Tab. 29). Somit
zeigten sich keine Unterschiede in den untersuchten Parametern (siehe Abb. 26).
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Abb. 17: Aufnahmen der ChAT-IR Fasern des dorsalen Hippokampus von GFP- und WT-Mausen
Das jeweils oberste Foto zeigt eine Ubersicht der Hippokampusformation der ChAT-IR Hirnschnitte einer
GFP- (linke Séule) und einer WT-Maus (rechte Saule). Die darunterliegenden Fotos zeigen die Schichten der
CAL1-Region sowie des dorsalen DG. Abkirzungen: Or, Stratum oriens; Rad, Stratum radiatum; LMol, Stratum
lacunosum-moleculare; Mol, Stratum moleculare des Gyrus dentatus; ML, Stratum multiforme des Gyrus

dentatus. Die Fotos stammen jeweils von der gleichen Maus. Skalierungsbalken: 100pm.
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3.4.3. Dopaminerge Marker

3.4.3.1. TH-immunoreaktive Neurone in Substantia nigra und VTA

Fur die Untersuchung wurden die dopaminergen Ursprungsgebiete im Mesencephalon in die
Unterregionen SNC, SNR, SNL sowie die VTA unterteilt (siehe Abb. 18). Die
zweifaktorielle ANOVA mit Messwiederholung  (Innersubjektfaktor REGION;
Zwischensubjektfaktor GENOTYP) ergab fiir die Zellzahlen der SN-Regionen keine
signifikanten Interaktionen fir REGION x GENOTYP und keinen Haupteffekt fir
GENOTYP (n.s., siehe Tab. 27). Ein Vergleich der VTA beider Genotypen zeigte ebenfalls
keine Differenz (T=-0,08; df=6,41; n.s.). Die Analyse der Volumina der Substantia nigra
zeigte einen Trend zur signifikanten Interaktion von REGION x GENOTYP (F(2;
20)=2,613; n.s.), jedoch keinen Haupteffekt fur GENOTYP (F(1; 10)=2,311; n.s.). Die
Untersuchung der Neuronendichte beider Genotypen ergab ebenfalls keine signifikante
Interaktion von REGION x GENOTYP sowie keine Haupteffekte fir den Zwischen-
subjektfaktor GENOTYP (n.s., siehe Tab. 27). Auch die VTA von WT und GFP-Tieren
unterschied sich weder im Volumen (T=-1,16; df=9,40; n.s.), noch in der Neuronendichte
(T=1,30; df=6,86; n.s.). Somit konnten auch hier keine signifikanten Unterschiede zwischen
GFP-Méausen und WT aufgezeigt werden (siehe Abb. 27).

Abb. 18: Aufnahmen der TH-IR Neurone in Substantia nigra und VTA von GFP- und WT-Mausen

Die Abgrenzungen der Regionen von Substantia nigra und VTA sind mit weilRen Linien dargestellt. Abkdir-

zungen: siehe Text; *, Nervus occulomotorius. Skalierungsbalken: 100um.

3.4.3.2. TH-immunoreaktive Fasern in Hippokampus und Amygdala

Die Auswertung des dorsalen und ventralen Hippokampus erfolgte jeweils im Or, Rad und
LMol der CA1 und CAS3, sowie im Mol und ML des DG (siehe Abb. 20). Fir den dorsalen
Hippokampus ergab die zweifaktorielle ANOVA mit Messwiederholung (Innersub-
jektfaktor SCHICHT; Zwischensubjektfaktor GENOTYP) keine signifikanten Interakti-
onen von SCHICHT x GENOTYP inder CAl (F(2; 20)=0,02; n.s.), jedoch einen signifikan-
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ten Haupteffekt fur den Zwischensubjektfaktor GENOTYP in der CA1 (F(1; 10)=20,85;
p<0,01). Die Post-hoc-Analysen zeigten im Or (T=6,481; df=8,422; p<0,001), Rad
(T=2,541; df=9,900; p<0,05) und LMol (T=3,022; df=5,953; p<0,05) eine signifikant hthere
Faserdichte bei GFP-Méusen (siehe Abb. 19). Bei der Betrachtung der CA3-Region ergab
sich keine signifikante Interaktion von SCHICHT x GENOTYP und kein signifikanter
Haupteffekt (n.s., siehe Abb. 28 und Tab. 30). Im DG war eine Signifikanz fur den
Zwischensubjektfaktor GENOTYP nachweisbar (F(1; 10)=6,294; n.s.). Jedoch zeigten die
zugehdrigen t-Tests nicht-signifikante Ergebnisse (n.s., Abb. 28 und Tab. 30). Ebenso zeigte

die Auswertung des ventralen Hippokampus sowie des DG keine signifikanten Interaktionen
von SCHICHT x GENOTYP und auch keine signifikanten Haupteffekte. In den vier
untersuchten Unterregionen der Amygdala ergab die zweifaktorielle ANOVA mit
Messwiederholung (Innersubjektfaktor REGION; Zwischensubjektfaktor GENOTYP)
keine signifikanten Interaktionen fir REGION x GENOTYP und keinen signifikanten
Haupteffekt (n.s., Abb. 28 und Tab. 30).

GFP-Tiere wiesen somit im Vergleich zu WT eine hohere Faserdichte im Or, Rad und LMol

der CA1-Region des dorsalen Hippokampus auf (siehe Abb. 19).

0,15 A Abb. 19: TH-IR Faserdichten im Hippokampus
CAl1 dorsal I q dich ] d
Kk * * Dargestellt sind die Faserdichten [pm/pm er
.E Schichten der CA1 des dorsalen Hippokampus von
E 0,1 1 von GFP- und WT-Mausen. Angaben in MW *
= SEM. Zweifaktorielle ANOVA mit Messwertwie-
L

% derholung (Innersubjektfaktor SCHICHT (drei Stu-
g 0,05 fen: Or, Rad, LMol) und Zwischensubjektfaktor
é GENOTYP (zwei Stufen: GFP, WT)). Post-hoc-
Test: Welch-Test mit Bonferroni-Holm-Adjustie-
0 - : : . rung. *p<0,05; ***p<0,001. Abkurzungen: siehe

Or Rad LMol Text.

BGFP (3,n=6) OWT (&, n=6)
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Abb. 20: Aufnahmen der TH-IR Fasern des dorsalen Hippokampus von GFP- und WT-M&usen

Das jeweils oberste Foto zeigt eine Ubersicht der Hippokampusformation der TH-IR Hirnschnitte einer GFP-
(linke S&ule) und einer WT-Maus (rechte Saule). Die darunterliegenden Fotos zeigen die Schichten der CA1-
Region (Or, Rad, LMol) sowie des dorsalen DG (Mol, ML). Abkiirzungen: siehe Abb. 17. Die Fotos stammen
jeweils von der gleichen Maus. Skalierungsbalken: 100um.
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3.4.4. Serotonerge Marker

3.4.4.1. 5-HT-IR Neurone der Raphekerne

Von den Raphekernen wurden der DR, MnR sowie der PMnR jeweils separat untersucht
(siehe Abb. 21 + 22). Fir die Zellzahl ergab die zweifaktorielle ANOVA mit Messwert-
wiederholung (Innersubjektfaktor REGION; Zwischensubjektfaktor GENOTYP) keine
signifikanten Interaktionen der Faktoren REGION x GENOTYP und keine Haupteffekte fir
den Zwischensubjektfaktor GENOTYP (n.s., siehe Tab. 28). Auch die Untersuchungen der
Volumina sowie der Dichte ergaben keine signifikanten Interaktionen von REGION x
GENOTYP und keinen signifikanten Haupteffekt fur den Zwischensubjektfaktor GENO-
TYP (n.s., siehe Tab. 28). Somit wiesen die untersuchten serotonergen Parameter keine
signifikanten Unterschiede zwischen GFP und WT auf (siehe Abb. 29).

Abb. 21: Aufnahmen der 5-HT-IR Neurone im DR von GFP- und WT-Ma&usen
Die Abgrenzungen des DR sind mit weif3en Linien dargestellt. Abkirzungen: Ag, Aquddukt; DR, Nucleus

raphe dorsalis; xscp, Decussatio des Pedunculus cerebellaris superior. Skalierungsbalken: 100um.

Abb. 22: Aufnahmen der 5-
HT-IR Neurone im MnR und
PMnR von GFP-Mausen und
WT

Die Abgrenzungen von MnR
und PMnR sind mit weillen
Linien dargestellt. Abkirzun-
gen: MnR, Nucleus raphe
medianus; PMnR, Nucleus
raphe paramedianus. Skalie-

rungsbalken: 100um.
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Abb. 23: Aufnahmen der 5-HT-IR Fasern des dorsalen Hippokampus von GFP- und WT-M&usen
Das jeweils oberste Foto zeigt eine Ubersicht der Hippokampusformation der 5-HT-IR Hirnschnitte einer GFP-

(linke Saule) und einer WT-Maus (rechte Saule). Die darunterliegenden Fotos zeigen die Schichten der CA1-
Region (Or, Rad, LMol) sowie des dorsalen DG (Mol, ML). Abkiirzungen: siehe Abb. 17. Die Fotos stammen

jeweils von der gleichen Maus. Skalierungsbalken: 100um
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3.4.4.2. 5-HT-immunoreaktive Fasern in Hippokampus und Amygdala

Zur Bestimmung der Dichte serotonerger Fasern wurden die CAl und CA3 des dorsalen
Hippokampus mit ihren Unterschichten Or, Rad und LMol sowie der DG mit seinen
Unterschichten Mol und ML analysiert (siehe Abb. 23). In der CA1-Region des dorsalen
Hippokampus konnte die zweifaktorielle ANOVA mit Messwiederholung (Innersub-
jektfaktor SCHICHT; Zwischensubjektfaktor GENOTYP) keine signifikanten Interaktionen
der Faktoren SCHICHT x GENOTYP (F(1,191; 11,903)=3,251; n.s.) und ebenso keinen
Haupteffekt fir GENOTYP zeigen (F(1; 10)=2,55; n.s.). Fur die dorsale CA3-Region
konnten eine signifikante Interaktion von SCHICHT x GENOTYP (F(1,332; 13,332)=4,340;
p<0,05), jedoch kein Haupteffekt (F(1; 10)=0,11; n.s.) nachgewiesen werden. Auch in der
Analyse des DG zeigten sich keine signifikanten Interaktionen oder Haupteffekte (n.s., siehe
Tab. 31). Ebenso zeigte die Auswertung des ventralen Hippokampus sowie des ventralen
DG keine signifikanten Interaktionen von SCHICHT x GENOTYP und keine Haupteffekte
(n.s., siene Tab. 31). Flr die vier Unterregionen der Amygdala zeigte die zweifaktorielle
ANOVA mit Messwiederholung (Innersubjektfaktor REGION; Zwischensubjektfaktor
GENOTYP) keine signifikanten Interaktionen fur REGION x GENOTYP und keine
Haupteffekte (n.s., siehe Tab. 31). Somit konnten auch hier keine signifikanten Unterschiede

zwischen GFP-Tieren und WT aufgezeigt werden (siehe Abb. 30).
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4. Diskussion

4.1. Einleitung der Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde der Frage nachgegangen, inwieweit sich die GAD67-
GFP(Aneo)-Maus (Tamamaki et al., 2003) als ein Tiermodell der Schizophrenie eignet.
Durch den Knock-in in einem unter Kontrolle des GAD67-Promotors stehenden Gens der
Glutamat-Decarboxylase (GAD) 67 kommt es bei diesem Genotyp zum Verlust eines
GADG67-Allels. Dadurch tritt ein &hnliches GABA-Defizit auf, wie es bei schizophrenen
Patienten bekannt ist (Wang et al., 2009). Aus diesem Grund wurde die Vermutung
aufgestellt, dass die GAD67-GFP(Aneo)-Maus als Tiermodell der Schizophrenie dienen
kann. Fiir die Interpretation der Ergebnisse ist das Einbeziehen der ,,Two-hit-Hypothese*
wichtig, welche besagt, dass einem ,,First hit“ (hier: GAD67-Knock-in mit resultierendem
GABA-Mangel) ein ,,Second hit* (hier: soziale Isolation) folgt. Somit wird ein durch
zunachst ausreichende Kompensationsmechanismen erhaltenes psychisches Gleichgewicht
massiv gestort oder gar aufgehoben (Bayer et al., 1999). Im Fokus der vorliegenden
Untersuchungen standen dabei die Auswirkungen auf in der Schizophrenie veranderte
nachgeschaltete Neurotransmittersysteme. Im Einzelnen wurden das acetylcholinerge,
dopaminerge und serotonerge System untersucht. Anhand von Verhaltensversuchen im
Offenfeld sollten Veranderungen des Sozialverhaltens, der motorischen Aktivitat sowie des
Angstverhaltens gezeigt werden. Eine gestorte sensorimotorische Filterfunktion ist bei
Patienten mit Schizophrenie bekannt und kann bei Madusen experimentell durch eine
veranderte Prapulsinhibition nachgewiesen werden. Daher fanden entsprechende Versuche
ebenfalls statt. Zudem wurden die Tiere auf ihr Verhalten in auswegloser Situation hin im
Rahmen des Forced Swim Test untersucht. AnschlieRend wurden die Hirne bezuglich
morphologischer Korrelate analysiert. Die Gesamtbetrachtung der Ergebnisse aller Teilver-
suche soll nun im Rahmen der Diskussion dieser Arbeit aufzeigen, welchen Stellenwert die
GADG67-GFP(Aneo)-Maus in der heutigen Schizophrenieforschung hat.

4.2. Zusammenfassung der Ergebnisse

(1.) Im Open Field wurden Tiere beiden Genotyps auf Unterschiede im Sozialverhalten, in

der motorischen Aktivitat sowie im Angstverhalten untersucht. Die GFP-Tiere zeigten dabei

ein geringer ausgeprégtes Sozialverhalten als WT. So war die in sozialem Kontakt

verbrachte Zeit kirzer und der mittlere Abstand gréi3er. Ebenfalls wurden Geschlechtsun-

terschiede untersucht. Mannliche GFP-Tiere wiesen dabei eine kirzere in freundlichem

Kontakt verbrachte Zeit auf als ménnliche WT. Weibliche Tiere zeigten einen grofieren
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mittleren Abstand zueinander als mannliche, zudem selteneres Folgeverhalten oder
Beschniiffeln. Bei isolierten Tieren konnten eine héhere passive soziale Interaktion und
langere Kontaktzeit sowie durch Beschnuffeln ein groReres Interesse am Versuchspartner
beobachtet werden, als bei nicht-isolierten Tieren. Auerdem verbrachten sie mehr Zeit im
freundlichen Kontakt, wobei allerdings die Anzahl der aggressiven Kontakte groRer war.
Weibliche GFP-Tiere zeigten eine niedrigere aktive soziale Interaktion. Im Gegensatz zu
nicht-isolierten Weibchen zeigten isolierte weibliche Tiere eine haufigere Kontaktanzahl
und eine niedrigere Latenz bis zum ersten Kontakt. Des Weiteren wurde langere Zeit in
freundlichem Kontakt zugebracht. Isolierte GFP-Weibchen zeigten jedoch eine hohere
Latenz bis zum ersten Kontakt verglichen mit isolierten weiblichen WT. Isolierte M&nnchen
interagierten hdufiger miteinander, was sich in vermehrtem Schniffeln und h&ufigeren
Kontakten zeigte, jedoch auch durch haufigere Agressivitat. Isolierte GFP-Ménnchen
zeigten eine geringere passive soziale Interaktion als isolierte ménnliche WT. Ménnliche
isolierte GFP-Mause wiesen durch eine langere Laufstrecke eine vermehrte motorische
Aktivitat auf. Weibliche Tiere zeigten ein offenbar starker ausgepragtes Angstverhalten
durch haufigeren Randaufenthalt. Dieses Verhalten zeigten ebenfalls isolierte im Gegensatz
zu nicht-isolierten Weibchen.

(2.) Die Experimente zur Startle-Reaktion bei einem Interpulsintervall von 100ms ergaben
weder Unterschiede im Genotyp, noch in der Behandlung. Es zeigten sich allerdings hohere
ASR-Werte fir mannliche Tiere, welche ebenfalls eine hohere PPI als weibliche Tiere
aufwiesen. Bei einem Interpulsintervall von 400ms zeigten GFP-Tiere eine niedrigere ASR
als WT, sowie mannliche eine hthere ASR als weibliche Tiere. Die Haltung in Isolation
erbrachte keine Unterschiede. In der PPl konnten ebenfalls keine Unterschiede nachge-
wiesen werden.

(3.) Der Forced Swim Test zeigte flr isolierte und auch nicht-isolierte GFP-M&use eine
langere Zeit in Immobilitat im Vergleich zu WT. In Isolation gehaltene Tiere zeigten eine
hohere Latenz bis zum Auftreten von Immobilitat.

(4.) Die immunhistochemischen Untersuchungen der ChAT-IR Neurone sowie Faserdichten
ergaben keinerlei Unterschiede zwischen GFP- und WT-Mausen. Ebenso fanden sich keine
Unterschiede in der Anzahl TH-IR Neurone beider Genotypen. Lediglich hohere Dichten
dopaminerger Fasern im Stratum oriens, radiatum und lacunosum-moleculare der CA1-
Region des dorsalen Hippokampus von GFP-Mé&usen waren zu beobachten. Die Untersu-
chung der serotonergen Marker zeigte hingegen keine Unterschiede.
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4.3. Versuchstierzahlen

Im Allgemeinen ist bei Verhaltensversuchen mit einer hoheren Varianz der Ergebnisse zu
rechnen. Dies bedingt die aus verschiedensten Verhaltensstudien bekannten erhohten Tier-
zahlen. Mithilfe sogenannter Powertests und aufgrund von Erfahrungen aus vorange-
gangenen Untersuchungen am Institut fur Anatomie zeigte sich, dass die hier fur die
einzelnen Versuche verwendeten Tierzahlen notwendig waren, um statistisch robuste
Ergebnisse zu generieren. So ergaben beispielsweise Powertests fur die Untersuchung der
PPI unter der Annahme der Berechnung von Varianzanalysen mit messwiederholtem Design
(Within-Between Design, acht Gruppen, drei Messungen, Irrtumswahrscheinlichkeit von
5%, angenommene mittlere Effektstarke von f=0,2) bei einer Power von 80% eine
notwendige Gesamtstichprobenzahl von n=88 und bei einer Power von 95% n=120
(G*Power 3.1, Franz Faul, Universitat Kiel, Deutschland). Somit sind die Gesamttierzahlen
von insgesamt n=128 in den Verhaltensversuchen (PPIl: n=125) und in den Versuchen zur

Morphologie (n=14) als notwendig anzusehen.

4.4. Soziale Interaktion im Offenfeld

Mit dem Versuch zur sozialen Interaktion im Offenfeld lassen sich eine von der Norm
abweichende lokomotorische Aktivitét, sowie ein verandertes Sozial- und angstassoziiertes
Verhalten evaluieren (Mohn et al., 1999).

4.4.1. Sozialverhalten im Offenfeld

Das wichtigste Ergebnis des Versuchs ist die signifikant kirzere Kontaktzeit von GFP-
Tieren gegeniiber WT, was einer geringer ausgepragten sozialen Interaktion der GFP-Tiere
im Vergleich zu WT entspricht. In methodisch abgewandelter Form konnten diese
Unterschiede in der sozialen Interaktion auch durch Sandhu und Kollegen gezeigt werden,
welche ebenfalls ménnliche GAD67-GFP(Aneo)-Mduse im Vergleich zu Geschwistertieren
testeten (Sandhu et al., 2014). Weiterhin wurde in Offenfeldversuchen von Zhang und
Mitarbeitern (Zhang et al., 2014) ein herabgesetztes soziales Interesse der GFP-Ma&use
gezeigt, zudem eine reduzierte soziale Praferenz zwischen anderen Versuchspartnern und
unbekannten Objekten. Dabei wurde ferner die Vermutung geduRert, dass striatale
GABAerge Signalwege eine wichtige Rolle in der Modulation von diesen Verhaltensweisen
spielen konnten. Es ist davon auszugehen, dass auch die Dysfunktion GABAerger
Interneurone anderer Hirnregionen Einfluss auf das Verhalten hat. Weiterhin interessant ist
die Tatsache, dass in dem vorliegenden Versuch die zuvor isolierten Tiere eine starkere
soziale Interaktion zeigten als die nicht-isolierten. Betrachtet man dies vor dem Hintergrund
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der ,,Two-hit-Hypothese®, wire wohl eher ein stdrkerer sozialer Riickzug nach der als
»>econd hit" zu wertenden Isolation zu erwarten gewesen. Allerdings ist zu bedenken, dass
im Offenfeld nicht nur das Interesse bzw. Desinteresse am Versuchspartner das Verhalten
beeinflussen, sondern ebenso Neugier, Angst und Furcht vor der neuen, hell erleuchteten
Umgebung. Diese Angst lasst moglicherweise soziale Beziige zum neuen, unbekannten
Versuchspartner unwichtiger werden.

Zusammenfassend lassen die Ergebnisse dieses Versuchs und anderer Studien die Schluss-
folgerung zu, dass GFP-Tiere und WT ein unterschiedliches Sozialverhalten aufweisen. Ein

GADG7-Defizit scheint dabei ein reduziertes Sozialverhalten hervorzurufen.

4.4.2. Lokomotorische Aktivitat im Offenfeld

Die Untersuchung von GFP-Mausen und WT zeigte keine signifikanten reinen Genotypen-
unterschiede in der Lokomotion. Einzig bei mannlichen isolierten GFP-Tieren war im
Vergleich zu mannlichen isolierten WT eine grof3ere Laufstrecke nachweisbar. Somit scheint
es durch die soziale Isolation einen Genotypeneffekt bei mannlichen Versuchstieren zu
geben. Die Isolation als ,,Second hit“ konnte zur Dekompensation bei bereits
vorbestehendem First hit (GADG67-Defizit) flihren, was letztlich eine héhere motorische
Aktivitat bedingt. Die mannlichen isolierten GFP-Tiere zeigten auch im Vergleich zu allen
anderen untersuchten Gruppen die grote Laufstrecke. Es ist bekannt, dass isolierte Tiere
eine allgemein erhohte motorische Aktivitdt im Vergleich zu nicht-isolierten Tieren
aufweisen (Voikar et al., 2005). Somit wird angenommen, dass eine soziale Isolation als
Stressfaktor die hohere motorische Aktivitat bedingt. Stress kann bekanntermalen als
,.Second hit“ wirken und koénnte somit bei méannlichen isolierten GFP-Tieren zu einer
Verstarkung des Verhaltens auf Basis des ,,First hits* fihren. Bei weiblichen isolierten GFP-
Mausen und WT war ein derartiger Unterschied in der Lokomotion nicht nachweisbar.
Zusammenfassend zeigte sich in diesem Teilaspekt des Versuchs zur sozialen Interaktion

lediglich ein Einfluss des Geschlechts und des ,,Second hits* bei vorbestehendem ,,First hit*.

4.4.3. Angstassoziiertes Verhalten im Offenfeld

Im vorliegenden Versuch konnten vergleichbare Rand- und Zentrumsaufenthalte von GFP-
Tieren und WT gezeigt werden, jedoch fanden sich Unterschiede zwischen ménnlichen und
weiblichen Tieren. Weibchen hielten sich hdufiger am Rand auf als Mannchen, ebenso war
dieses Verhalten hé&ufiger bei isolierten als bei nicht-isolierten Weibchen zu beobachten.
Isolierte Weibchen scheinen somit ein starker ausgepragtes Angstverhalten zu haben als
Méannchen und nicht-isolierte Weibchen. Crawley stellte fest, dass ein vermehrter Zentrums-

56



4 Diskussion

aufenthalt ein Indikator fur verminderte Angst sei (Crawley, 1999). Logue und Kollegen
erklarten eine verminderte Defdkation im Offenfeld ebenfalls mit reduziertem Angstem-
pfinden (Logue et al., 1997). Auch bei schizophrenen Patienten wird bereits vor Ausbruch
der Erkrankung eine vermehrte Angstlichkeit in sozialen Situationen nachgewiesen (Done
etal., 1994; Jones et al., 1994). Das GAD67-Defizit hat offenbar jedoch keine Auswirkungen
auf die Angst der Tiere. Wie allerdings der Versuch des Forced Swim Test in der
vorliegenden Arbeit zeigte, hat das GAD67-Defizit Auswirkungen auf das Verhalten in
ausweglosen Situationen (siehe Kap. 4.6.). Die Offenfeldversuche von Heldt und
Mitarbeitern, die allerdings Mause mit einem lokalen GAD67-Defizit in der Amygdala
untersuchten, konnten keine Auswirkungen auf das Angstverhalten der Tiere nachweisen
(Heldt et al., 2012). Vermehrtes angstassoziiertes Verhalten als Resultat einer sozialen
Isolation wiesen auch Hellemans und Mitarbeiter in ihren Versuchen mit isolierten
mannlichen Long-Evans-Ratten (WT) nach (Hellemans et al., 2004).

An dieser Stelle zeigte sich zusammenfassend, dass es keinen Genotypenunterschied im
Angstverhalten zwischen GFP-Tieren und WT gibt, jedoch das weibliche Geschlecht oder

eine vorherige soziale Isolation angstassoziiertes Verhalten fordern.

4.5. Préapulsinhibition der akustischen Startle-Reaktion

Es ist bekannt, dass an Schizophrenie erkrankte Patienten eine verminderte PPI aufweisen
(Koch, 1999; Kohl et al., 2013). Zudem konnte in Post-mortem-Untersuchungen an Hirnen
schizophrener Patienten eine verminderte GABA-Konzentration nachgewiesen werden
(Guidotti et al., 2000; Duncan et al., 2010; Bakhshi und Chance, 2015). Mit den Versuchen
zur PPl wurden GAD67-GFP-Mause im Vergleich zu WT im Hinblick auf eine gestorte
,sensorimotorische Filterfunktion® untersucht. Ein PPI-Defizit spricht dabei fir eine
gestorte Fahigkeit, situationsrelevante Stimuli aus der Umwelt zu filtern und wurde neben
der Schizophrenie auch bei Patienten mit anderen neuropsychiatrischen Erkrankungen
nachgewiesen (Braff et. al, 2001; Basta-Kaim et al., 2015).

In der vorliegenden Arbeit wurden GFP-Md&use und WT auf Unterschiede in der ASR und
PPI bei zwei verschiedenen Interpulsintervallen (IP1) zwischen Prapuls und Schreckreiz
untersucht. Dabei zeigte die Untersuchung der ASR und PPI bei einem kurzen IP1 von 100ms
keinen Genotypenunterschied. Es konnte aber nachgewiesen werden, dass mannliche Tiere
beider Genotypen im Gegensatz zu weiblichen hohere Werte in der Schreckreaktion (ASR)
sowie der PPI haben. Bei einem ldngeren IP1 von 400ms stellte sich heraus, dass GFP-Tiere

eine niedrigere ASR als WT haben, jedoch keinen Unterschied in der PPI. Hier zeigten
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ebenfalls die ménnlichen Tiere eine hohere ASR als weibliche Tiere. Eine vorherige
Isolation der Tiere beeinflusste weder die PPI, noch die ASR.

Das optimale IPI zur Inhibition der Schreckreaktion liegt bei 100-150ms (Blumenthal,
1999). Die Verarbeitung des Prépulses soll dabei die ASR inhibieren, wenn der Prépuls in
einem Zeitfenster von 30-500ms vor dem Schreckreiz prasentiert wird. Kirzere (<30ms) und
langere (>500ms) IPI fuhren jedoch zu einer Faszilitierung der Schreckreaktion, damit zu
einer hoheren ASR (Quednow, 2008) und zu einer Verringerung der PPI (Plappert et al.,
2003). Aus Studien an Nagern ist weiterhin bekannt, dass Veranderungen in verschiedenen
Transmittersystemen und an Transmitterrezeptoren die PPl beeinflussen kénnen (Jones et
al., 2000; Tueting et al., 2006 + 2008). In Abhangigkeit vom beeinflussten Transmitter-
system kdnnen somit genetische Veradnderungen oder pharmakologische Substanzen die PPI
bei einem bestimmten IP1 beeinflussen (Valsamis und Schmid, 2011). Beispielsweise zeigte
sich bei Ratten, dass Scopolamin (ein mAChR-Antagonist) die PPI bei einem IP1 von 100-
300ms verringert, nicht jedoch bei einem niedrigeren (30ms) oder hoheren (1000ms) IPI. Im
Gegensatz dazu verringert Apomorphin (ein D2-Agonist) die PPI bei allen IPI (Jones et al.,
2000). Der selektive GABAg-Antagonist Phaclofen reduziert die PPl nur bei langen IPI
(100-500ms), ahnlich wie Scopolamin (Yeomans et al., 2010). Die Wirkungen beider Stoffe
addieren sich sogar bei gemeinsamer Applikation, weshalb davon ausgegangen wird, dass
der mACh- und der GABABg-Rezeptor im System unabhéngige Wirkungen haben (Yeomans
et al., 2010). Phencyclidin (PCP) als NMDA-Rezeptor-Antagonist wiederum erniedrigt die
PPl bei einem IPl zwischen 30-300ms (Jones et al., 2000). Da somit cholinerge,
dopaminerge, GABAerge und glutamaterge Transmittersysteme die PPI in Abhangigkeit
von der Dauer des IPI beeinflussen kdnnen, empfahl es sich, die PPl ebenfalls bei
unterschiedlichen IP1 (100ms und 400ms) zu untersuchen. Weiterhin konnten Vollenweider
und Kollegen zeigen, dass die Hohe der PPl abhangig vom IPI Uber 5-HT-Rezeptoren
moduliert werden kann. Psilocybin, ein 5-HT1a2-Rezeptoragonist, reduziert die PPI bei
kurzen (30ms) IPI, hat keinen Effekt bei mittleren (60ms) IPI und erhoht die PPI bei langen
(120 und 240ms) IPI (Vollenweider et al., 2007). In der vorliegenden Arbeit zeigte sich
lediglich eine erhéhte PPI ménnlicher Tiere bei einem IPI von 100ms, jedoch keine PPI-
Unterschiede zwischen GFP-Mausen und WT. Dieses Ergebnis wird teilweise dadurch
unterstitzt, dass in der vorliegenden Arbeit keine morphologischen Genotypenunterschiede
im serotonergen System gefunden wurden.

Der Einfluss des Geschlechts auf die PPl bei einer GABAergen Hypofunktion konnte
ebenfalls in anderen Studien gezeigt werden. So untersuchte die Arbeitsgruppe um Basta-

Kaim den Effekt einer chronischen pranatalen Lipopolysaccharid (LPS)-Gabe auf immuno-
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histochemische Veranderungen GADG67-exprimierender Neurone im medialen prafrontalen
Kortex und Hippokampus von Ratten (Basta-Kaim et al., 2015). Man fand heraus, dass eine
LPS-Gabe in den letzten zwei Schwangerschaftswochen schizophreniedhnliches Verhalten
beim Nachwuchs induziert, darunter auch ein PPI-Defizit sowie Beeintrachtigungen in der
sozialen Interaktion. Bei weiblichen Tieren wurde dabei eine im Gegensatz zu unbehandel-
ten Tieren herabgesetzte Anzahl GABAerger Neurone im medialen préafrontalen Kortex
gefunden. Bei mit LPS behandelten ménnlichen Tieren konnte dies im Gegensatz zu
unbehandelten Tieren im Hippokampus gezeigt werden. Es lie sich somit auch hier ein
Geschlechtsunterschied beobachten. Letztlich fiihren die GABAergen Defizite allerdings bei
beiden Geschlechtern zum PPI-Defizit, sind jedoch auf unterschiedliche Regionen zuriickzu-
fuhren (Basta-Kaim et al., 2015). Weiterhin untersuchten Heldt und Kollegen M&use mit
einem Defizit der 65kDa-Isoform der GAD und stellten ebenfalls fest, dass mannliche Tiere
eine hohere ASR zeigen, wenn auch nur bei héheren Schreckreizintensitaten (Heldt et al.,
2004).

Allgemeine Geschlechtsunterschiede in der PPl konnten auch in Studien weiterer
Tiermodelle nachgewiesen werden. So findet sich bei normalen mannlichen Ratten im
Vergleich zu weiblichen Ratten sowohl eine hthere ASR als auch eine héhere PPI (Faraday
und Grunberg, 2000; Lehmann et al., 1999). Ebenfalls konnten Logue und Mitarbeiter bei
Untersuchungen an Mausen eine hohere ASR mannlicher Tiere gegenuiber weiblichen
Tieren nachweisen (Logue et al., 1997). Diese Studien zeigen, dass das Ergebnis des
vorliegenden Experiments offenbar die physiologischen Geschlechtsunterschiede widerspie-
gelt.

Die heterozygote Reeler-Maus (HRM; Tueting at al., 1999) weist neben einem Reelin-
Defizit ebenfalls einen GAD67-Mangel auf und ist daher zum Teil mit der GAD67-GFP-
Maus vergleichbar. Reelin ist ein fur die kortikale und hippokampale Neurogenese
essentielles Protein, welches in Subpopulationen GABAerger Interneurone synthetisiert
wird. Tueting und Kollegen demonstrierten ein PPI-Defizit bei HRM im Vergleich zu WT
(Tueting at al., 1999). Andere Arbeitsgruppen zeigten jedoch abweichende Ergebnisse. So
fanden Salinger und Kollegen (Salinger et al., 2003) sowie Podhorna und Didriksen
(Podhorna und Didriksen, 2004) weder signifikante Unterschiede in der ASR, noch in der
PPI zwischen HRM und WT. Diese unterschiedlichen Ergebnisse wurden auf verschiedene
Haltungsbedingungen (Isolation bzw. Gruppenhaltung) zurtickgefihrt (Tueting et al., 2006
+2008). So konnten Kutiyanawalla und Mitarbeiter bei einem IP1 von 100ms fiir méannliche,
nicht-isolierte HRM eine niedrigere PPI als fir WT zeigen (Kutiyanawalla et al., 2012). Die
Beurteilung der HRM als vergleichbares Tiermodell einer GABAergen Hypofunktion ist
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daher schwierig, da neben dem zusatzlichen Reelin-Defizit die abweichenden Untersu-
chungsergebnisse auf unterschiedliche Versuchsdesigns zuriickzuftihren sind (Tueting et al.,
2008).

Eine weitere bedeutende Erkenntnis fur den Effekt einer GABAergen Hypofunktion in der
Schizophrenie ist die Abhangigkeit der GAD67-Expression von der Methylierung der
entsprechenden Promotorregion. Eine Uberexpression des verantwortlichen Enzyms DNA-
Methyltransferase 1 (DNMT1) in GABAergen Interneuronen kann somit eine Hypermethy-
lierung und folglich herabgesetzte Expression der GAD67 bedingen. Diese reduzierte
Expression wurde bereits fir Reelin nachgewiesen und konnte bei Menschen und HRM
gleichermalien gezeigt werden (Tremolizzo et al., 2002; Chen et al., 2002). In GAD67-GFP-
Méusen wurden u.a. erh6hte Konzentrationen von DNMT1 in GABAergen Neuronen des
frontalen Kortex sowie Hippokampus gefunden, was dort zur Herabregulierung der GAD67-
Synthese fiihrt (Matrisciano et al., 2013). Niedrige GAD67-Konzentrationen in diesen
Hirnregionen wurden ebenfalls in Post-mortem-Studien psychiatrischer Patienten beschrie-
ben (Akbarian et al., 1995; Impagnatiello et al., 1998; Guidotti et al., 2000; Duncan et al.,
2010). Denselben Methylierungseffekt hat auch die chronische Gabe von L-Methionin,
welches Uber eine Hypermethylierung zur verminderten GADG67-Expression fiihrt
(Tremolizzo et al., 2002; Chen et al., 2002). Hierbei konnte bei Wildtyp-M4&usen ein PPI-
Defizit nachgewiesen werden, wenngleich dies nur bei Versuchen mit langen Interpuls-
intervallen von 420ms gelang (Tremolizzo et al., 2002). Eine Korrektur dieser Hypermethy-
lierung am Promotor kann durch die Gabe von Valproat, einem Histon-Deacetylase-
Inhibitor, sowie Clozapin, einem atypischen Neuroleptikum mit DNA-Demethylie-
rungsaktivitét, erreicht werden (Tremolizzo et al., 2002 + 2005; Dong et. al, 2005, Guidotti
et al., 2009). Dieser Effekt konnte die Wirkung der genannten Medikamente bei neuropsy-
chiatrischen Erkrankungen erkl&ren.

Weiterhin konnten Matrisciano und Mitarbeiter nachweisen, dass prénataler Stress im Sinne
eines ,,Second hit“ bei Swiss-albino-ND4-Mausen eine Hypermethylierung beginstigen und
so schizophreniedhnliches Verhalten fordern kann (Matrisciano et al., 2013). Bei diesen
Méusen beobachteten sie zudem Defizite in der sozialen Interaktion und der Prapulsin-
hibition, welche ebenfalls durch die Gabe von Valproat oder Clozapin ausgeglichen werden
konnten (Matrisciano et al., 2013). Daraus lasst sich schlielen, dass dem schizophrenie-
ahnlichen Verhalten teilweise eine Hypermethylierung zugrunde liegt, da diese durch
Valproat und Clozapin aufgehoben wird.
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In Studien wurde nachgewiesen, dass soziale Isolation wéhrend der postnatalen Entwicklung
bei Ratten ein PPI-Defizit auslésen kann (Samsom und Wong, 2015). Dies konnte in der
vorliegenden Arbeit weder fir GFP-Mause, noch fir WT gezeigt werden.

Durch diese Ergebnisse zeigt sich, dass sowohl epigenetische Faktoren, medikamenttse
Mechanismen und andere Umwelteffekte Einfluss auf die Synthese und Funktion der
GADG67 haben. Im weiteren Sinne konnen diese daher auch die Genese schizophrenie-
typischen Verhaltens fordern. Allerdings bleibt aufgrund der vielseitigen Einflusse und
Versuchsdesigns ein Vergleich der Studien untereinander schwierig. Ein Einfluss der
GADG67-Expression auf die Entwicklung schizophreniedhnlichen Verhaltens scheint aber
sicher (Lewis at al., 2005). Die Bewertung des GAD67-GFP-Genotyps féllt jedoch aufgrund
der mangelnden Studienlage zu GAD67-GFP-Madusen und der eingeschrénkten Vergleichs-
mdoglichkeiten mit anderen Studien schwer. Daher soll das Ergebnis der vorliegenden Arbeit
als Ausgangspunkt fur weitere Versuche dienen. Eine vorherige soziale Isolation hatte
keinen Effekt auf die Versuchsergebnisse, der Genotyp und das Geschlecht lediglich in
Teilen.

Zusammenfassend lassen die in diesen Experimenten gewonnenen Teilergebnisse zur
Préapulsinhibition der akustischen Startle-Reaktion jedoch keinen eindeutigen Schluss zu, die
GADG67-GFP-Maus als Modell zur Untersuchung des sensorimotorischen Gatings in der
Schizophrenie etablieren zu kdnnen. Weitere Studien sind hier notig.

4.6. Forced Swim Test

Als Erstbeschreiber dieses Tests gilt Porsolt, der ihn als Test zur Untersuchung neuer
Antidepressiva etablierte (Porsolt et al., 1977). Der Test wurde ferner dazu weiterentwickelt,
um Tiermodelle der Depression zu untersuchen. Entscheidend dafir sind die Antriebshem-
mung sowie der verminderte Lebenswille depressiver Patienten (siehe Kap. 1.2.2). Im
Versuch zeigten sowohl isolierte als auch nicht-isolierte GFP-Tiere eine l&ngere in
Immobilitat verbrachte Zeit verglichen mit WT. Somit scheint dieser Genotypenunterschied
unabhangig von einer vorherigen sozialen Isolation zu sein. Interessanterweise war bei
isolierten GFP-Mdusen und WT eine hohere Latenz bis zum Auftreten der ersten
Immobilitatsphase zu beobachten. Das Ergebnis lasst somit die Schlussfolgerung zu, dass
ein GABAerges Defizit depressives Verhalten modulieren kénnte. Dies wurde auch von
Lappalainen und Kollegen beschrieben, die Mutationen des GAD67-Enzyms analysierten
(Lappalainen et al., 2004). Sie schlussfolgerten allerdings, dass das GAD67-Gen kein
Hauptlocus fiir eine Pradisposition zur Erkrankung an Depression ist. VVorherige Studien

konnten zeigen, dass die Gabe von GABA-Agonisten depressivem Verhalten vorbeugen
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kann, ebenso konnte die Behandlung mit GABA-Antagonisten depressives Verhalten
hervorrufen (Sherman und Petty, 1980; Petty und Sherman, 1981). Wenngleich im
vorliegenden Versuch eine vorherige soziale Isolation der Tiere keinen Einfluss auf das
Verhalten im Forced Swim Test hatte, ist doch aus der Schizophrenieforschung bekannt,
dass soziale Isolation mit der Entstehung von depressivem Verhalten bei Patienten mit
Schizophrenie assoziiert ist (Samson et al., 2015). So zeigte auch der Versuch zur sozialen
Interaktion in der vorliegenden Arbeit, dass isolierte mannliche GFP-Tiere eine signifikant
geringere passive soziale Interaktion hatten als isolierte ménnliche WT. Isolierte weibliche
GFP-Tiere wiesen eine hohere Latenz bis zum ersten Kontakt im Vergleich zu isolierten
weiblichen WT auf. Geht man nun von einer eher depressiven Tendenz der GAD67-GFP-
Mause aus, stiitzen sich diese Ergebnisse und die von Samson und Kollegen gegenseitig.
Verschiedene Klassen von Antidepressiva vermindern die Zeit in Immobilitat wéahrend eines
Forced Swim Tests. So ist bekannt, dass Medikamente, welche die noradrenerge
Neurotransmission beeinflussen (z.B. Imipramin), die Zeit des Kletterns am Rand des
Becherglases erhthen. Medikamente, die hingegen die serotonerge Neurotransmission
beeinflussen (z.B. Fluoxetin, Sertralin, Paroxetin, Citalopram), erhohen die in Mobilitat
verbrachte Zeit (Abelaira et al., 2013; Castagne et al., 2011) und die Latenz bis zur ersten
Immobilitatsphase der Tiere (Castagne et al., 2011). Auch in anderen Studien konnte gezeigt
werden, dass Tiere, die friihzeitig von der Mutter getrennt wurden (maternale Separation),
im FST eine erhdhte Immobilitat aufwiesen (Reus et al., 2011).

Zusammenfassend zeigten GFP-Tiere im Vergleich zu WT ein starkeres depressives
Verhalten, welches unabhéngig von einer vorherigen Isolation oder dem Geschlecht war.
Somit bedingt das zugrundeliegende GABAerge Defizit offenbar ein depressives Verhalten.
Dennoch ist der Einfluss anderer Neurotransmitter wie des Serotonins nicht zu vernach-
lassigen (Castagne et al., 2011). Dieses Ergebnis legt nahe, dass die GAD67-GFP-Maus eher
einem Depressionsmodell, als einem generellen Modell der Schizophrenie, dienen kénnte.

Gewiss sind jedoch weitere Tests notig, um diese Schlussfolgerung zu untermauern.

4.7.  Neuromorphologie

4.7.1. Synapsen auf GABAergen Neuronen im Hippokampus

Im Anschluss an die Verhaltensversuche wurden die Hirne von GFP-Tieren und WT

hinsichtlich morphologischer Unterschiede untersucht. Durch die zunachst durchgefiihrten

Immunfluoreszenzfarbungen konnte auf morphologischer Ebene gezeigt werden, dass

sowohl cholinerge, dopaminerge als auch serotonerge Nervenfasern Synapsen auf GABA-

ergen Neuronen im dorsalen Hippokampus haben. Dies zeigte den Einfluss der drei
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Transmittersysteme auf das GABAerge System, wie er in der Erforschung der Schizophrenie
postuliert wird (Raedler et al., 2007). Einschrdnkend muss jedoch angemerkt werden, dass
damit lediglich der Einfluss in eine Richtung, ndmlich auf das GABAerge System, gezeigt
werden konnte, nicht jedoch vom GABAergen System ausgehend auf andere nachgeschal-
tete Transmittersysteme. Immerhin sind Synapsen an GABAergen Neuronen im dorsalen
Hippokampus als Afferenzen dieser Neurone zu werten. Efferenzen in Form von GABA-
ergen Axonen wurden in diesem Versuch jedoch nicht direkt untersucht.

4.7.2. ChAT-IR Neurone und Nervenfasern

Die Analysen cholinerger Ursprungsregionen und Nervenfasern ergaben keinerlei Unter-
schiede. Post-mortem-Untersuchungen am menschlichen Gehirn konnten bereits einen
Einfluss muskarinerger ACh-Rezeptoren bei der Genese der Schizophrenie zeigen
(Carruthers et al., 2015). So wurde ein Defizit der M1- und M4-Subtypen unter anderem im
Hippokampus schizophrener Patienten nachgewiesen (Crook et al., 2000; Scarr et al., 2007).
Ferner konnte in Versuchen gezeigt werden, dass beim Gesunden durch die Gabe von
Muskarin-Antagonisten schizophreniedhnliche Effekte ausgeldst werden konnen (Clarke et
al., 2004). Ein Absetzen dieser bzw. die Gabe von Acetylcholinesterase-Inhibitoren fiihrte
hingegen zum Sistieren der Symptomatik (Gopel et al., 2002). Ebenso konnte post-mortem
eine verminderte Expression des nikotinergen o7-ACh-Rezeptors im Hippokampus
schizophrener Patienten nachgewiesen werden (Martin-Ruiz et al., 2003; Marutle et a.,
2001). Eine Bewertung der GAD67-GFP(Aneo)-Maus als Tiermodell der Schizophrenie
unter dem Aspekt des Neurotransmitters Acetylcholin bleibt mit den hier gewonnenen Daten
jedoch weiterhin schwierig, da ein Vergleich mit &hnlichen Studien aufgrund der Datenlage
derzeit nicht moglich scheint. Andere Studien konzentrieren sich auf funktionelle Untersu-
chungen, wohingegen diese Arbeit sich auf die Morphologie beschrénkt.

Insgesamt konnten bei den hier durchgefiihrten Untersuchungen keine schizophrenie-
typischen morphologischen Verénderungen des cholinergen Systems bei GADG67-GFP-
Méusen nachgewiesen werden. Andererseits wurden Bereiche mit einer hohen cholinergen
Innervation wie der préafrontale Kortex (PFC), in dem beim Menschen deutliche
Veranderungen gefunden wurden (Dean et al., 2002; Gibbons et al., 2013), nicht untersucht.

Hier waren weitere Studien notwendig, um diese Areale auszuwerten.

4.7.3. Tyrosinhydroxylase-IR Neurone und Nervenfasern
Die dopaminergen Ursprungsregionen der nigrostriatalen und mesolimbischen Signalwege
in der Substantia nigra und VTA wiesen keine signifikanten Unterschiede in Neuronenzahl,
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Volumen und Neuronendichte auf. Unterschiede ergaben sich allerdings im fur die Gedéacht-
nisbildung wichtigen dorsalen Hippokampus, wonach GFP-Mé&use hohere TH-IR Faserdich-
ten im Stratum oriens, radiatum und lacunosum-moleculare der CA1-Region aufwiesen. Die
Faserdichten im ventralen Hippokampus und in der Amygdala unterschieden sich hingegen
nicht.

Das hier zum Nachweis von dopaminergen Neuronen verwendete Enzym Tyrosinhy-
droxylase (TH) ist das Schlusselenzym der Katecholaminsynthese und somit auch in
noradrenergen (NA) Neuronen des sympathischen Nervensystems nachweisbar. NA wird
durch die Dopamin-pB-Hydroxylase (DBH) aus Dopamin synthetisiert. Daher ist eine
Differenzierung von dopaminergen und noradrenergen Neuronen ohne Kenntnis ihrer
Lokalisation nicht moglich. Fir Fasern gilt dies jedoch nicht, da TH in Studien fast
ausschlieBlich in Axonen dopaminerger Neurone anféarbbar ist (Pickel et al., 1975; Hokfelt
et al., 1977), wohingegen mit DBH markierte Fasern nur selten oder gar nicht doppelt mit
TH angefarbt werden (Lewis et al., 1987; Asan, 1993). Thoenen und Mitarbeiter konnten
zudem einen sehr schnellen axonalen Transport von TH in sympathischen Fasern zeigen
(Thoenen et al., 1973), weshalb die TH-Konzentration in dopaminergen Fortsatzen 10fach
hoher ist als in noradrenergen (Schmidt und Bhatnagar, 1979). Diese Erkenntnisse lassen die
Schlussfolgerung zu, dass es sich bei TH-IR markierten Fasern mit hoher Wahrscheinlich-
keit um Fasern dopaminergen Ursprungs handelt. Die hohere dopaminerge Faserdichte in
der CA1-Region des dorsalen Hippokampus bei GFP-Méusen dieser Arbeit lasst Parallelen
zum Modell von Lisman und Otmakhova zu (Lisman und Otmakhova, 2001), welches
postuliert, dass fur die Symptomatik der Schizophrenie neben einem NMDA-Rezeptor-
Defizit auch ein hyperdopaminerger Status der CA1-Region des Hippokampus verantwort-
lich sei. Dabei fihre die dopaminerge Hyperaktivitadt zur Inhibition der hippokampalen
Afferenzen aus dem Tractus perforans zur CAl-Region, was wiederum die Funktion der
CA1-Region behindern wiirde. Der CAl1-Region wird in diesem Modell zugeschrieben,
Neues wahrzunehmen, die CA3-Region hingegen speichere Informationen dauerhaft und
erhalte sie zusammen mit dem DG als Puffer in einer aktiven Form. Ist nun die CA1-Region
in ihrer Funktion behindert, werden vermehrt alte Gedachtnisinhalte Gber die CA3/DG-
Region présentiert. Zugleich gibt es aber aktuelle sensorische Reize von aufRen, welche zur
Ausbildung falscher Gedankeninhalte und schlielich zu Illusionen und Halluzinationen
fihren konnen (Lisman und Otmakhova, 2001). Auch die Dopamin-Hypothese zur
Entstehung der Schizophrenie (siehe Kap. 1.3.1.2.) postuliert eine dopaminerge
Hyperaktivitat im mesolimbischen System, welche eine Positivsymptomatik zur Folge hat

(Jentsch und Roth, 1999). Dass Dopamin in der Genese der Schizophrenie eine wichtige
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Rolle einzunehmen scheint, zeigen ebenfalls Erkenntnisse aus der pharmakologischen
Therapie der Erkrankung beim Menschen. Viele antipsychotische Medikamente binden am
D2-Rezeptor und blockieren ihn somit (Miyamoto et al., 2005). Indirekte DA-Agonisten
hingegen, beispielsweise Amphetamin, kénnen beim Gesunden Psychosen induzieren,
wobei Patienten mit Schizophrenie sensitiver fir DA-freisetzende Effekte des Amphetamins
sind (Laruelle und Abi-Dargham, 1999; Abi-Dargham, 2004). Es wird angenommen, dass
eine hyperdopaminerge Stoffwechsellage vor allem in der CAl-Region Verhaltensan-
derungen und kognitive Einschrankungen, wie sie bei an Schizophrenie erkrankten Patienten
gefunden wurden, verursacht (Lisman und Otmakhova, 2001).

Zusammenfassend zeigten GFP-M&use eine héhere dopaminerge Faserdichte in der CA1 des
dorsalen Hippokampus, was mit dem Knock-in im GAD67-Gen und einer damit verbunde-
nen GABAergen Dysfunktion einhergeht. Jedoch bleibt dabei unklar, ob das GABA-Defizit
direkt eine dopaminerge Hyperaktivitat verursacht, diese somit als Anpassung entsteht, oder
ob auch Veranderungen im dopaminergen System sekundar auf die Funktion GABAerger
Neurone einwirken kénnen. Daher werden an dieser Stelle noch weitere Studien nétig sein,

um einen genaueren Bezug zum GABAergen Defizit herstellen zu kénnen.

4.7.4. 5-HT-IR Neurone und Nervenfasern

In der Literatur werden Stérungen im serotonergen System im Zusammenhang mit einer
erhdhten Vulnerabilitat zur Entstehung psychiatrischer Erkrankungen gesehen (Roth et al.,
2009). Die morphologischen Studien der vorliegenden Arbeit konnten jedoch keinerlei
signifikante Unterschiede zwischen GFP-Tieren und WT nachweisen.

Dass das serotonerge System eine grofle Bedeutung bei der Genese psychiatrischer
Erkrankungen hat, zeigte auch die Uber Serotoninrezeptoren vermittelte antipsychotische
Wirkung atypischer Neuroleptika (Hoyer, 1988; Meltzer et al., 1989). Zudem ist Serotonin
ein wichtiger trophischer Faktor. So fiihrt ein Mangel in der Perinatalzeit zu einer
unzureichenden Proliferation von Neuronen sowie einer herabgesetzten Dichte dendritischer
Spines (Azmitia und Whitaker-Azmitia, 1995). Im adulten Gehirn ist Serotonin ebenfalls
essentiell fiir die Erhaltung einer normalen Hirnfunktion. Es beeinflusst die Formierung und
Degradation von Synapsen und Axonterminalen (Sodhi und Sanders-Bush, 2004). Yasuno
und Kollegen konnten bei PET (Positronen-Emissions-Tomographie)-Untersuchungen am
menschlichen Gehirn nachweisen, dass in der Amygdala von Patienten mit Schizophrenie
eine signifikant niedrigere Konzentration des Serotonin-Rezeptors (5-HT-1a-Rezeptor) vor-
herrscht (Yasuno et al., 2004). Sie erklarten mit dieser Erkenntnis die affektiven

Komponenten der Schizophrenie mit ihrer Negativsymptomatik bzw. damit einhergehender
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Angst und Depression. Jedoch ist zu bedenken, dass die dort untersuchten Patienten teilweise
auf antipsychotische Medikamente eingestellt waren, was bisher nicht vollstandig bekannte
Veranderungen der Neurotransmitter-Homaoostase im Gehirn bewirken kann. Die Mduse in
der vorliegenden Arbeit hingegen waren keiner Medikation ausgesetzt. Zudem ist ein
Vergleich von Ergebnissen, die aus einer PET-Untersuchung resultieren und solchen, die
mit einem immunhistochemischen Nachweis gewonnen wurden, nicht uneingeschrankt
moglich. AuBerdem ist es sehr schwierig, Rickschlusse von 5-HT-positiven Fasern auf 5-
HT-Rezeptoren und umgekehrt zu ziehen, zumal unterschiedliche Rezeptordichten auch
durch unterschiedliche Innervation reaktiv bedingt sein kénnten.

Zusammenfassend konnten hier keinerlei morphologische Unterschiede im serotonergen
System von GFP-Mausen und WT nachgewiesen werden. Ein direkter Vergleich der
Ergebnisse dieser Arbeit mit vorherigen Studien ist schwierig, da die Studienlage zu
GADG67-GFP(Aneo)-Mé&usen derzeit noch rar ist, was die Beurteilung als Tiermodell

beziglich serotonerger Veranderungen deutlich erschwert.
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5. Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit untersucht die GAD67-GFP(Aneo)-Maus im Vergleich zu Kontroll-
tieren (WT) im Hinblick auf ihre Eignung als Tiermodell der Schizophrenie. Hierzu wurden
Verhaltensversuche sowie morphologische Untersuchungen durchgefihrt.

Es zeigte sich eine geringere soziale Interaktion von GFP-Tieren gegeniiber WT im
Offenfeld. Zuvor isolierte Tiere hatten eine starkere soziale Interaktion als nicht-isolierte.
Mannliche isolierte GFP-Tiere waren motorisch aktiver als andere Versuchstiergruppen. So
bedingen sowohl der Genotyp, als auch das Geschlecht und die Behandlung Unterschiede
im lokomotorischen Verhalten. Jedoch war kein Genotypenunterschied im Angstverhalten
zwischen GFP-Méusen und WT nachzuweisen. Allerdings zeigten isolierte Weibchen ein
starker ausgepragtes Angstverhalten als nicht-isolierte Weibchen und als Mannchen. Bei
einem kurzen IP1 von 100ms zeigten mannliche Tiere im Gegensatz zu weiblichen héhere
Werte in der ASR sowie der PPI. Bei einem langeren IPI von 400ms stellte sich heraus, dass
GFP-Méause eine niedrigere ASR als WT und ménnliche eine héhere ASR als weibliche
Tiere aufwiesen. Im FST zeigten GFP-Tiere ein starkeres depressives Verhalten im
Vergleich zu WT, welches unabhédngig von einer vorherigen Isolation war. Es konnte gezeigt
werden, dass cholinerge, dopaminerge und serotonerge Transmittersysteme Einfluss auf das
GABAerge System haben. Im Gegensatz zu WT hatten GFP-Mause hohere dopaminerge
Faserdichten im Stratum oriens, radiatum und lacunosum-moleculare der CA1-Region des
dorsalen Hippokampus. In den anderen untersuchten dopaminergen Regionen fanden sich
keine Unterschiede zwischen GFP-Mé&usen und WT. Im cholinergen und serotonergen
System waren ebenfalls keinerlei Unterschiede zwischen GFP-Mausen und WT nachweis-
bar.

Zusammenfassend lieen die Ergebnisse der morphologischen Untersuchungen kaum
Verbindungen zur Schizophrenie zu. Die Verhaltensversuche wiesen allerdings durchaus
Parallelen zum Verhalten schizophrener Patienten auf. So konnten eine geringere soziale
Interaktion und ein starkeres depressives Verhalten der GFP-Tiere gezeigt werden. Beides
wird unter Negativsymptomatik im Rahmen einer Schizophrenie beschrieben. Insgesamt
zeigten die Ergebnisse, dass die GAD67-GFP(Aneo)-Maus kein uneingeschranktes Modell
der Schizophrenie ist. Jedoch lasst sich aus den hier erbrachten Ergebnissen der Wert der
Maus als Tiermodell fur depressive Verstimmung als Negativsymptom der Schizophrenie
oder als Modell fur Depression ableiten. Hierzu sind allerdings weitere Untersuchungen
notwendig. Die Maus dient jedoch sicher als ein Grundlagenmodell zur Untersuchung des

GABAergen Systems.
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6.5. Anlagen

6.5.1.

6.5.1.1.

Ansatz F

Farbeprotokolle

Protokoll der Nissl-Farbung

arblésung:
0,59 Kresylechtviolett in 100ml Acetatpuffer (pH 3,8 - 4,0) l6sen

Ansatz Acetatpuffer:

Farbung:

6.5.1.2.

20ml 2,72%iges Natriumacetat und 80ml 1,20%ige Essigsaure zusammengeben

Nachfixation in Immunfixans (15% geséttigte Pikrinsdure und 4% Paraformaldehyd in 0,2mol
Phosphatpuffer, pH 7,4) fir 5min

Spulen in 0,1mol Phosphatpuffer

Spulen in Aqua dest.

Inkubation mit gepufferter Farbldsung fiir 2-4min

Spulen in Acetatpuffer

Spulen in 100%igem Ethanol (2x)

Eintauchen in Xylol (2x)

Eindecken der Objekttrager mit Entellan Neu (Merck, Darmstadt, Germany)

Protokoll der immunhistochemischen Farbungen

Primare Antikorperldsung:

Entnahme der Hirne aus kryoprotektiver Ldsung

dreimaliges Spulen der Hirne flr jeweils 10min in 0,2mol Phosphatpuffer (PBS)

Blockierung unspezifischer Antigene fir polyklonale Antikérper (TH, ChAT, 5-HT) durch 30min
Inkubation mit 9ml 0,1mol PBS, 1g BSA (bovines Serumalbumin) und 1ml NGS (normales
Ziegenserum bei TH und 5-HT) bzw. NRbs (hormales Kaninchenserum bei ChAT), ohne erneutes
Spulen

Inkubation der Hirnschnitte mit entsprechendem primérem Antikdrper (siehe Tab. 4) sowie dem
Normalserum des Sekundéarantikérpers zur Blockierung unspezifischer Bindungen fiir 48h bei 4°C
auf dem Schiittler:

1. TH: polyklonaler Kaninchen-TH-Antikorper (1:1000) in 1% NGS

2. ChAT: polyklonaler Ziegen-ChAT-Antikdrper (1:100) in 1% NRbs

3. 5-HT: polyklonaler Kaninchen-5-HT-Antikdrper (1:15000) in 1% NGS
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Primérer Antikdrper Herkunft Typ Katalog-Nr./Klon, Hersteller Verdiinnung
Tyrosinhydroxylase 1:1000
Antikorper Kaninchen polyklonal ab112, Abcam, Cambridge, UK
(Anti-TH)
Cholinacetyltansferase Cat. # AB144P, Millipore, 1:100
Antikorper Ziege polyklonal Billerica, MA, USA
(Anti-ChAT)
5-Hydroxytryptamin Cat. # 20080, ImmunoStar, 1:15000
Antikorper Kaninchen polyklonal Hudson, WI, USA
(Anti-5-HT)

Tab. 4: Primare Antikérper der immunhistochemischen Farbungen

Markierung durch Sekundarantikérper:

- dreimaliges Spulen der Hirne fur jeweils 10min in 0,1mol Phosphatpuffer (PBS)

- Inkubation mit dem sekundaren Antikérper (siehe Tab. 5) bei Raumtemperatur flr 2h

- 1. TH + 5-HT: biotinyliertes Anti-rabbit-1gG fir die polyklonalen Primérantikérper (1:200)

- 2. ChAT: biotinyliertes Anti-goat-1gG fir die polyklonalen Primarantikérper (1:200)

[o]€]

Anti-ChAT

Burlingame, CA, USA

Sekunddrer Antikorper Herkunft Verwendung Hersteller Verdunnung
biotinyliertes Anti- Ziege fiir Primarantikdrper Vector Laboratories, 1:200
rabbit-1gG Anti-TH, Anti-5-HT Burlingame, CA, USA
biotinyliertes Anti-goat- Kaninchen fir Primérantikorper Vector Laboratories, 1:200

Tab. 5: Sekundére Antikorper der immunhistochemischen Farbungen

Sichtbarmachung mittels Immunfluoreszenz:

- dreimaliges Spulen der Hirne fur jeweils 10min in 0,1mol Phosphatpuffer (PBS)
- Inkubation mit Cy3-konjugiertem Avidin (Verdinnung: 1:1000, Code # 003-160-083; Jackson

ImmunoResearch Laboratories, Baltimore Pike, PA, USA) fiir 1h

- dreimaliges Spulen der Hirne fir jeweils 10min in 0,1mol Phosphatpuffer (PBS)

- Aufziehen der Hirnschnitte auf Objekttrager (Super Frost Plus, Thermo-Scientific) und anschlieBende

Trocknung

- Eindecken der Objekttrager mit Mowiol (Hoechst, Frankfurt-Hochst, Deutschland)

6.5.2. Verfahren zur Bestimmung der Faserdichte

Zur Bestimmung der Faserdichte wurde das Programm ImageJ verwendet. Es wurde randomisiert ein

quadratisches Gitternetz (Maschenweite: 10um) tber das Bild gelegt (siehe Abb. 24 A). Zur Z&hlung diente

anschlieBend ein Quadrat auf diesem Gitternetz, welches eine definierte Seitenlange (L= 80um) hatte (Russ

und Dehoff, 1999).
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Abb. 24: Z&hlgitter zur Faserdichtebestimmung

A: Die Pfeile markieren gezéhlte Schnittpunkte der Fasern mit dem Gitter. B: Dreidimensionales Gitter zur
zweidimensionalen Z&hlung.

Um eine zweidimensionale Zahlung in ein dreidimensionales Modell Ubertragen zu kdénnen, entsprachen
horizontale/vertikale Linien jeweils horizontalen/vertikalen Ebenen der Region (siehe Abb. 24 B). Diese Linien
sowie die Seiten des Quadrates (n=9) ergaben die Anzahl der Ebenen (P), die daher zweimal vorhanden waren

(2*P). Die Flache des Gebietes errechnete sich aus folgender Formel:

A=L*2*P

Formel 3: Flachenberechnung zur Faserdichtebestimmung
L, Seitenlange; P, Ebene; A, Flache (Russ und Dehoff, 1999).

Somit ergab sich eine Fliche von 1440pm? Im Rahmen der Zihlung von Schnittpunkten war nun zu
beriicksichtigen, dass es eine Beziehung zwischen der Anzahl von Punkten in einer Einheitsflache (Pa,
Punkte/um?) und der spezifischen Linienlange in einem Einheitsvolumen (Lv, pm/pum?®) gab. Das beinhaltete
folgende Formel:

Formel 4: Die Einheitsflache Pa
A, Flache; Ly, Linienlinge in einem Einheitsvolumen (um/um?); n, gezahlte Schnittpunkte; Pa, Punkte in einer
Einheitsfliche (Punkte/pm?; Russ und Dehoff, 1999).
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Stellte man diese Formel nun nach Lv um, erhielt man die geschatzte L&nge in einem Volumen, welche der

Faserdichte entsprach (pm/pumd):
Ly=2*P,=2%*
A

Formel 5: Geschatzte Lange in einem Volumen Lv (Faserdichte)
A, Flache; Ly, Linienléinge in einem Einheitsvolumen (um/pum?); n, gezahlte Schnittpunkte; P, Punkte in einer

Einheitsfliche (Punkte/um?; Russ und Dehoff, 1999).

6.5.3. Abbildungen

6.5.3.1. ChAT-IR Neurone und Faserdichten
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Abb. 25: ChAT-IR Neurone im Septum
Zellzahl [n] (A), Volumen [mm?] (B) und Zelldichte [n/mm?] (C) im medialen (MS) und lateralen Septum (LS)
von GFP- und WT-Ma4usen. Angaben in MW = SEM. Zweifaktorielle ANOVA mit Messwiederholung
(Zwischensubjektfaktor GENOTYP (zwei Stufen: GFP, WT) und Innersubjektfaktor REGION (zwei Stufen:
MS, LS)). Post-hoc-Test: Welch-Tests mit Bonferroni-Holm-Adjustierung.
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Abb. 26: ChAT-IR Faserdichten in Hippokampus und Amygdala

Dargestellt sind die Faserdichten [um/um®] der Schichten der CAl (A) und CA3 (B) des dorsalen
Hippokampus, der CAl (C) und CA3 (D) des ventralen Hippokampus, des dorsalen (E) und ventralen (F)
Gyrus dentatus sowie der Amygdala (G) von GFP- und WT-Mausen. Angaben in MW £ SEM. Zweifaktorielle
ANOVA mit Messwiederholung (Innersubjektfaktor SCHICHT (Hippokampus: drei Stufen CA1+3 (Or, Rad,
LMol), Amygdala; vier Stufen (BLA, La, CeC, CeM) und DG: zwei Stufen (Mol, ML) und
Zwischensubjektfaktor GENOTYP (zwei Stufen: GFP, WT)). Post-hoc-Test: Welch-Tests mit Bonferroni-
Holm-Adjustierung.
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6.5.3.2. TH-IR Neurone und Faserdichten
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Abb. 27: TH-IR Neurone in Substantia nigra und VTA

Zellzahl [n] (A), Volumen [mm?®] (B) und Zelldichte [n/mm?] (C) der Subregionen der Substantia nigra von
GFP- und WT-Mausen. Zellzahl [n] (D), Volumen [mm?] (E) und Zelldichte [n/mm?] (F) der VTA von GFP-
und WT-Méausen. Angaben in MW + SEM. A-C: Zweifaktorielle ANOVA mit Messwiederholung
(Innersubjektfaktor REGION (drei Stufen: SNC, SNR, SNL) und Zwischensubjektfaktor GENOTYP (zwei
Stufen: GFP, WT)). D-F: T-Tests. Post-hoc-Test: Welch-Test mit Bonferroni-Holm-Adjustierung.
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Abb. 28: TH-IR Faserdichten in Hippokampus und Amygdala

Dargestellt sind die Faserdichten [pum/um?®] der Schichten der CAl (A) und CA3 (B) des dorsalen
Hippokampus, der CAl (C) und CA3 (D) des ventralen Hippokampus, des dorsalen (E) und ventralen (F)
Gyrus dentatus sowie der Amygdala (G) von GFP- und WT-Mausen. Angaben in MW + SEM. Zweifaktorielle
ANOVA mit Messwiederholung (Innersubjektfaktor SCHICHT (Hippokampus: drei Stufen CA1+3 (Or, Rad,
LMol), Amygdala; vier Stufen (BLA, La, CeC, CeM) und DG: zwei Stufen (Mol, ML) und
Zwischensubjektfaktor GENOTYP (zwei Stufen: GFP, WT)). Post-hoc-Test: Welch-Tests mit Bonferroni-
Holm-Adjustierung. *p<0,05; ***p<0,001.
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6.5.3.3. 5-HT-IR Neurone und Faserdichten
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Abb. 29: 5-HT-IR Neurone in den Raphekernen

Zellzahl [n] (A), Volumen [mm?] (B) und Zelldichte [n/mm?] (C) der untersuchten Raphekerne von GFP- und
WT-Mausen. Angaben in MW + SEM. Zweifaktorielle ANOVA mit Messwiederholung (Innersubjektfaktor
REGION (drei Stufen: DR, MnR, PMnR) und Zwischensubjektfaktor GENOTYP (zwei Stufen: GFP, WT)).

Post-hoc-Test: Welch-Tests mit Bonferroni-Holm-Adjustierung.
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Abb. 30: 5-HT-IR Faserdichten in Hippokampus und Amygdala

Dargestellt sind die Faserdichten [um/um®] der Schichten der CAl (A) und CA3 (B) des dorsalen
Hippokampus, der CAl (C) und CA3 (D) des ventralen Hippokampus, des dorsalen (E) und ventralen (F)
Gyrus dentatus sowie der Amygdala (G) von GFP- und WT-Mausen. Angaben in MW + SEM. Zweifaktorielle
ANOVA mit Messwiederholung (Innersubjektfaktor SCHICHT (Hippokampus: drei Stufen CA1+3 (Or, Rad,
LMol), Amygdala; vier Stufen (BLA, La, CeC, CeM) und DG: zwei Stufen (Mol, ML) und
Zwischensubjektfaktor GENOTYP (zwei Stufen: GFP, WT)). Post-hoc-Test: Welch-Tests mit Bonferroni-
Holm-Adjustierung.
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6.5.3.4. Neuronale Verschaltungen der ASR und der PPI
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Abb. 31: Neuronale Verschaltungen der akustischen Schreckreaktion und der Prépulsinhibition

Die Grafik zeigt die hypothetische neuronale Verschaltung der akustischen Schreckreaktion (ASR) und der
Prapulsinhibition (PPI). ASR: Uber den Hérnerv wird der sensorische Input zum Cochlear root nucleus
weitergeleitet und verl&uft anschlieRend iber den Lemniscus lateralis zum Nucleus reticularis pontis caudalis
(PnC). Dieser hat Projektionen auf spinale Inter- und Motorneurone und generiert somit eine motorische
Antwort. Dabei scheint der PnC als Empfanger fur inhibitorische und exzitatorische Afferenzen anderer
Hirnstrukturen sehr wichtig zu sein, welche wiederum die ASR modulieren. PPI: Die Prapulsinformation
gelangt Uber die Hérbahn mit den Colliculi inferiores und superiores zum pedunculopontinen tegmentalen
Nucleus (PPTg). Es kommt durch die Ausschittung von ACh zur herabgesetzten Erregbarkeit der Neurone im
PnC, wodurch der Prapuls die Verarbeitung des Schreckreizes unterdriickt (Koch et al., 1999). Im Nucleus
accumbens flieBen Informationen (bergeordneter Hirnregionen zusammen. So erreichen ihn dopaminerge
Afferenzen aus der VTA, serotonerge aus den Raphekernen sowie glutamaterge aus der Amygdala, dem
medialen préfrontalen Kortex und dem ventralen Hippokampus. Zudem hat der Nucleus accumbens
inhibitorische GABAerge Efferenzen zum ventralen Pallidum und zum PPTg. Dunkelblau: PPI-modulierende
Hirnregionen; hellblau: Hirnstrukturen des PPI-Schaltkreises; grau: Hirnstrukturen der akustischen
Schreckreaktion; weil: sensorischer Input sowie Resultat. Abkiirzungen: 5-HT, Serotonin; ACh, Acetylcholin;
DA, Dopamin; GABA, y-Aminobuttersaure; Glu, Glutamat; inf., inferior; sup., superior (nach Koch et al.,
1999).
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6.5.4. Tabellen

Tabellenbeschriftung allgemein

n.s. nicht signifikant

df Anzahl der Freiheitsgrade

MW Mittelwert

SEM  Standardfehler der Mittelwerte

signifikante p-Werte werden fett hervorgehoben (z.B. p<0,01)

Legende und Erlauterungen der in den Tabellen verwendeten Abklrzungen
Soziale Interaktion im Offenfeld (Tab. 6-11)

Laufstrecke [cm]
Abstand [cm]
Kontaktanzahl automat. [n]
aktive Sl [%)]

passive Sl [%)]
Kontaktzeit [%]
Schnuffeln [n]
anogenital. Schniffeln [n]
Folgen [n]

Aggressivitat [n]
Faeces-Boli [n]
Kontaktanzahl [n]
Aufstellen Mitte [n]
Aufstellen Rand [n]
Putzen [n]

Latenz [sec]

freundliche Kontakte [n]
freundliche Kontakte [%]
aggressive Kontakte [n]
aggressive Kontakte [%]
Aufenthalt Mitte [%]
Aufenthalt Rand [%]

Gesamtlaufstrecke in Zentimetern

mittlerer Abstand der Tiere zueinander in Zentimetern

Anzahl der automatisch gezéhlten Kontakte

Dauer der aktiven sozialen Interaktion prozentual zur Versuchszeit
Dauer der passiven sozialen Interaktion prozentual zur Versuchszeit
in Kontakt verbrachte Zeit in Prozent der Versuchszeit

Anzahl des normalen Beschniiffelns der Versuchspartner

Anzahl des anogenitalen Beschniiffelns der VVersuchspartner
Anzahl des Verfolgens des Versuchspartners

Anzahl aggressiver Kontakte

Anzahl der Defékationen im Versuch

Anzahl der Kontakte

Anzahl des Aufstellens in der Mitte der Box

Anzahl des Aufstellens am Rand der Box

Anzahl des Putzens

Dauer bis zum ersten Kontakt in Sekunden

Anzahl freundlicher Kontakte

in freundlichem Kontakt verbrachte Zeit in Prozent der Versuchszeit
Anzahl aggressiver Kontakte

in aggressivem Kontakt verbrachte Zeit in Prozent der Versuchszeit
prozentualer mittlerer Aufenthalt in der Mitte der Box

prozentualer mittlerer Aufenthalt am Rand der Box

Prapulsinhibition der akustischen Startle-Reaktion (Tab. 12-23)

NOSTIM
PREPULSE
PULSE-ALONE
PREPULSE+PULSE
PPI

kein Stimulus, Messung bei Hintergrundrauschen

alleinige Darbietung des Prapulses bei 10kHz und 75dB SPL
alleinige Darbietung des Startle-Stimulus

Darbietung des Startle-Stimulus mit vorausgehendem Préapuls

Prépulsinhibition der akustischen Startle-Reaktion
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Forced Swim Test (Tab. 24-25)

Latenz [sec] Dauer bis zur ersten Immobilitatsphase in Sekunden
Klettern [sec] Dauer des Kletterns am Glasrand in Sekunden

aktives Schwimmen [sec] Dauer des aktiven Schwimmens im Glas in Sekunden
Mobilitét [sec] Dauer von Klettern und Schwimmen in Sekunden
immobiles Treiben [sec] Dauer des immobilen Treibens auf dem Wasser in Sekunden
Klettern [n] Anzahl des Kletterns am Glasrand

aktives Schwimmen [n] Anzahl des aktiven Schwimmens im Glas

immobiles Treiben [n] Anzahl des immobilen Treibens auf dem Wasser
Faeces-Boli [n] Anzahl der Defakationen im Versuch

Immunhistochemische Untersuchungen

Immunhistochemie der septalen Region (Tab. 26)

ChAT Cholin-Acetyl-Transferase

MS Mediales Septum

LS Laterales Septum

NBM Nucleus basalis magnocellularis

Immunhistochemie der Substantia nigra und der Area tegmentalis ventralis (Tab. 27)

TH Tyrosinhydroxylase

SNC Substantia nigra pars compacta
SNR Substantia nigra pars reticularis
SNL Substantia nigra pars lateralis
VTA Area tegmentalis ventralis

Immunhistochemie der Raphekerne (Tab. 28)

5-HT 5-Hydroxytryptamin (Serotonin)
DR Nucleus raphe dorsalis

MnR Nucleus raphe medianus

PMnR Nucleus raphe paramedianus

Immunhistochemie der Hippokampusformation und der Amygdala (Tab. 29-31)

CA1-3 Cornu amonis Region 1-3

Or Stratum oriens

Rad Stratum radiatum

LMol Stratum lacunosum-moleculare

DG Gyrus dentatus

DG Mol Stratum moleculare des Gyrus dentatus
DG ML Stratum multiforme des Gyrus dentatus (Hilus)
BLA Basolaterale Amygdala

CeC Core Region der zentralen Amygdala
CeM Medialer Teil der zentralen Amygdala
La Laterale Amygdala
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6.5.4.1. Tabellen zu Parametern der sozialen Interaktion
Soziale Interaktion GFP WT

Parameter isoliert nicht-isoliert isoliert nicht-isoliert isoliert nicht-isoliert isoliert nicht-isoliert
freundliche Kontakte [n] 36,83+4,45 39,00+2,57 48,89+3,13 45,7843,02 39,33+2,20 43,0044,31 47,134£2,99 44,4042,55
freundliche Kontakte [%] 17,54+2,20 13,48+1,24 17,27+1,45 15,20+2,08 27,24+7,57 16,05+1,89 22,10+1,95 20,15+2,92
aggressive Kontakte [n] 0,00+0,00 0,40+0,27 5,44+2,89 0,11+0,11 0,00+0,00 0,00+0,00 3,38+1,71 0,10+0,10
aggressive Kontakte [%] 0,00+0,00 0,15+0,12 2,62+2,20 0,05+0,05 0,00+0,00 0,00+0,00 3,40+2,36 0,03+0,03
Abstand [cm] 38,56+0,69 35,54+0,98 34,33+£1,91 34,27+1,26 31,98+3,43 35,75+1,04 28,99+1,55 33,40+1,61
aktive Sl [%] 25,84+1,34 29,81+1,69 30,25+3,20 32,23+2,08 33,43+3,59 31,70+1,94 35,69+2,47 34,61+3,38
passive Sl [%] 1,87+1,87 0,01+0,01 2,23+0,96 1,03+0,70 5,66+4,33 0,30+0,25 6,04+1,37 0,62+0,29
Schniiffeln [n] 20,50+2,45 19,80+1,87 29,78+2,99 17,56+1,09 25,50+2,88 20,00+2,24 30,88+2,37 16,30+0,94
anogenit. Schniiffeln [n] 10,50+1,06 14,50+1,44 25,56+4,33 17,67+1,53 11,50+1,48 14,33+3,04 27,13+£4,72 20,40+2,13
Folgen [n] 1,00+0,52 1,30+0,58 6,44+2,68 2,78+0,60 2,50+0,76 1,50+0,43 6,63+2,26 3,80+0,89
Aggressivitét [n] 0,00+0,00 0,20+0,20 8,67+7,43 0,11+0,11 0,00+0,00 0,00+0,00 4,00+2,31 0,10+0,10
Faeces-Boli [n] 2,17+0,70 2,80+0,76 3,00+0,82 1,44+0,44 1,33+0,80 2,67+0,84 2,25+0,86 1,70+0,47
Aufstellen Mitte [n] 9,67+2,01 12,10£2,06 6,67+1,88 18,56+2,78 11,50+3,68 7,17+2,01 8,38+1,85 10,40+0,98
Aufstellen Rand [n] 34,5043,63 51,70+2,65 42,5645,39 44114373 34,67+4,90 43,0045,37 32,75+3,21 41,7044,20
Putzen [n] 3,50+0,56 5,20+0,87 5,78+1,02 2,67+0,44 4,00+0,37 3,00+0,45 5,75+1,13 3,00+0,45
Latenz [sec] 25,00+6,00 31,70+11,04 30,78+4,62 18,78+4,98 8,00+2,66 41,67+9,63 29,75+4,82 27,3045,31
Laufstrecke [cm] 4745,53+472,86 | 5087,38+164,69 | 5908,99+412,16 | 5624,08+328,61 | 5125,05+516,10 | 5138,75+425,34 | 4730,71+213,57 | 5698,02+465,60
Aufenthalt Mitte [%] 8,22+0,82 16,19+1,69 16,25+1,88 17,46%1,67 10,29+2,35 14,61+1,08 19,44+3,06 15,93+1,32
Aufenthalt Rand [%] 91,54+0,85 83,32+1,71 83,25+1,93 82,06+1,65 89,38+2,39 84,99+1,07 80,14+3,09 83,72+1,33

Tab. 6: Mittelwerte der Versuche zur sozialen Interaktion

Statistik: Mittelwert + SEM.
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Soziale Interaktion

Dreifaktorielle ANOVA

Parameter

GENOTYP

GESCHLECHT

BEHANDLUNG

freundliche Kontakte [n]

F(1;56)=0,14; n.s.

F(1; 56)= 9,69; p<0,01

F(1;56)=0,00; n.s.

freundliche Kontakte [%]

F(L; 56)= 7,32; p<0,01

F(1; 56)=0,00; n.s.

F(L; 56)= 5,58; p<0,05

aggressive Kontakte [n]

F(1;56)=0,43; n.s.

F(1; 56)= 5,16; p<0,05

F(L; 56)= 4,67; p<0,05

aggressive Kontakte [%]

F(1;56)=0,03; n.s.

F(1;56)=2,86; n.s.

F(1;56)=2,72; n.s.

Abstand [cm]

F(L; 56)= 6,90; p<0,05

F(1; 56)= 5,10; p<0,05

F(1;56)=1,14; n.s.

aktive Sl [%]

F(L; 56)= 4,96; p<0,05

F(1;56)=2,38; n.s.

F(1;56)=0,16; n.s.

passive Sl [%]

F(1; 56)=3,38; n.s.

F(1; 56)=0,26; n.s.

F(1; 56)= 11,57; p<0,01

Schniiffeln [n]

F(1;56)=0,67; n.s.

F(1; 56)=2,01; n.s.

F(1; 56)= 28,86; p<0,001

anogenit. Schniffeln [n]

F(1;56)=0,38; n.s.

F(L; 56)= 22,79; p<0,001

F(1;56)=0,87; n.s.

Folgen [n]

F(1;56)=0,47; n.s.

F(1; 56)= 9,92; p<0,01

F(1; 56)=2,88; n.s.

Aggressivitét [n]

F(1; 56)=0,30; n.s.

F(1;56)=2,01; n.s.

F(1;56)=1,88; n.s.

Faeces-Boli [n]

F(1;56)=0,49; n.s.

F(1;56)=0,08; n.s.

F(1;56)=0,00; n.s.

Aufstellen Mitte [n]

F(1; 56)=2,30; n.s.

F(1;56)=0,32; n.s.

F(1; 56)= 3,64; n.s.

Aufstellen Rand [n]

F(1;56)=2,93; n.s.

F(1; 56)=0,05; n.s.

F(L; 56)= 8,82; p<0,01

Putzen [n]

F(1; 56)=0,39; ns.

F(1; 56)= 0,45; n.s.

F(1; 56)= 5,35; p<0,05

Latenz [sec]

F(1; 56)=0,00; n.s.

F(1; 56)=0,00; n.s.

F(1;56)=1,62; n.s.

Laufstrecke [cm]

F(1;56)=0,38; n.s.

F(1;56)=2,88; n.s.

F(1;56)=0,89; n.s.

Aufenthalt Mitte [%]

F(1;56)=0,15; n.s.

F(L; 56)= 12,99; p<0,01

F(1; 56)=3,32; n.s.

Aufenthalt Rand [%]

F(1;56)=0,12; n.s.

F(L; 56)= 13,02; p<0,01

F(1; 56)=3,37; n.s.

Tab. 7: Genotypen-, Geschlechts- und Behandlungsunterschiede der sozialen Interaktion (Teil 1)
Die Tabelle zeigt Effekte der Zwischensubjektfaktoren (GENOTYP, GESCHLECHT und BEHANDLUNG)
der dreifaktoriellen multivariaten ANOVA.
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Soziale Interaktion

Dreifaktorielle ANOVA

Parameter

GENOTYP x GESCHL.

GENOTYP x BEH.

GESCHL. x BEH.

GENOTYP x GESCHL. x BEH.

freundliche Kontakte [n]

F(L; 56)= 1,15; n.s.

F(1; 56)=0,04; n.s.

F(1;56)=1,68; n.s.

F(1; 56)=0,02; n.s.

freundliche Kontakte [%]

F(1; 56)=0,09; n.s.

F(1; 56)=0,74; n.s.

F(1; 56)=1,90; n.s.

F(1;56)=0,79; n.s.

aggressive Kontakte [n]

F(1;56)=0,20; n.s.

F(1;56)=0,19; n.s.

F(1; 56)=5,62; p<0,05

F(1;56)=0,42; n.s.

aggressive Kontakte [%]

F(1;56)=0,07; n.s.

F(1; 56)=0,07; n.s.

F(1; 56)=3,01; n.s.

F(1; 56)=0,03; n.s.

Abstand [cm]

F(1; 56)=0,00; n.s.

F(L; 56)= 5,52; p<0,05

F(1; 56)=0,56; n.s.

F(1;56)=0,24; n.s.

aktive Sl [%]

F(1;56)=0,05; n.s.

F(1;56)=1,27; n.s.

F(1;56)=0,03; n.s.

F(1;56)=0,12; n.s.

passive Sl [%]

F(1;56)=0,03; n.s.

F(1; 56)= 3,60; n.s.

F(1;56)=0,02; n.s.

F(1; 56)=0,03; n.s.

Schniiffeln [n]

F(1;56)=0,76; n.s.

F(1;56)=1,36; n.s.

F(L; 56)= 11,25; p<0,01

F(1;56)=0,16; n.s.

anogenit. Schniffeln [n]

F(1; 56)=0,17; nss.

F(1; 56)=0,00; n.s.

F(1; 56)= 6,58; p<0,05

F(1; 56)=0,08; n.s.

Folgen [n]

F(1;56)=0,01; n.s.

F(1; 56)=0,01; n.s.

F(1;56)=1,87;n.s.

F(1; 56)=0,26; n.s.

Aggressivitét [n]

F(1;56)=0,25; n.s.

F(1; 56)=0,25; n.s.

F(1; 56)=2,00; n.s.

F(1; 56)=0,30; n.s.

Faeces-Boli [n]

F(1; 56)=0,05; n.s.

F(1; 56)=0,67; n.s.

F(1;56)=3,84; n.s.

F(1;56)=0,02; n.s.

Aufstellen Mitte [n]

F(1;56)=0,28; n.s.

F(1; 56)= 6,98; p<0,05

F(1; 56)= 6,31; p<0,05

F(1;56)=0,24; n.s.

Aufstellen Rand [n]

F(1;56)=0,09; n.s.

F(1;56)=0,02; n.s.

F(1;56)=1,53; n.s.

F(1;56)=1,80; n.s.

Putzen [n]

F(1;56)=0,81; n.s.

F(1;56)=1,10; n.s.

F(1; 56)= 8,65; p<0,01

F(1;56)=1,88; n.s.

Latenz [sec]

F(1;56)=0,51; n.s.

F(1;56)=3,21; n.s.

F(L; 56)= 7,24; p<0,01

F(1;56)=10,73; n.s.

Laufstrecke [cm]

F(1; 56)=1,95; n.s.

F(1; 56)=0,71; n.s.

F(1; 56)=0,09; n.s.

F(1; 56)= 2,07; n.s.

Aufenthalt Mitte [%]

F(1; 56)=0,05; n.s.

F(1;56)=2,32; n.s.

F(1; 56)= 7,08; p<0,05

F(1;56)=0,04; n.s.

Aufenthalt Rand [%]

F(1; 56)=0,03; n.s.

F(1; 56)= 2,39; n.s.

F(1; 56)= 7,29; p<0,01

F(1; 56)=0,03; n.s.

Tab. 8: Genotypen-, Geschlechts- und Behandlungsunterschiede der sozialen Interaktion (Teil 2)
Die Tabelle zeigt Interaktionen der Zwischensubjektfaktoren (GENOTYP, GESCHLECHT und BEHANDLUNG) der dreifaktoriellen multivariaten
ANOVA. Abkiirzungen: GESCHL., GESCHLECHT; BEH., BEHANDLUNG.
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6 Anhang

Soziale Interaktion

Zweifaktorielle ANOVA

Parameter

GENOTYP

BEHANDLUNG

GENOTYP x BEHANDLUNG

freundliche Kontakte [n]

F(1;24)=0,89; n.s.

F(1;24)=0,72; n.s.

F(1; 24)=0,05; n.s.

freundliche Kontakte [%]

F(1;24)=2,86; n.s.

F(L; 24)= 4,40; p<0,05

F(1;24)=0,97; n.s.

aggressive Kontakte [n]

F(1;24)=1,00; n.s.

F(1;24)=1,00; n.s.

F(1;24)=1,00; n.s.

aggressive Kontakte [%]

F(1;24)=0,72; n.s.

F(1;24)=0,72; n.s.

F(1;24)=0,72; n.s.

Abstand [cm]

F(1; 24)= 3,35; n.s.

F(1; 24)=0,05; n.s.

F(1; 24)=3,79; n.s.

aktive Sl [%]

F(1; 24)= 4,44; p<0,05

F(1;24)=0,25; n.s.

F(1;24)=0,22; n.s.

passive Sl [%]

F(1; 24)=0,99; n.s.

F(1;24)=3,11; n.s.

F(1; 24)=0,40; n.s.

Schniiffeln [n]

F(1;24)=1,21; n.s.

F(1;24)=1,72; n.s.

F(1;24)=1,03; n.s.

anogenit. Schniffeln [n]

F(1; 24)=0,05; n.s.

F(1;24)=3,32; n.s.

F(1; 24)=0,10; n.s.

Folgen [n]

F(1;24)=1,89; n.s.

F(1;24)=0,32; n.s.

F(1;24)=1,11; n.s.

Aggressivitét [n]

F(1;24)=0,44; n.s.

F(1;24)=0,44; n.s.

F(1;24)=0,44; n.s.

Faeces-Boli [n]

F(1;24)=0,35; n.s.

F(L; 24)= 1,45; n.s.

F(1;24)=0,18; n.s.

Aufstellen Mitte [n]

F(1;24)=0,37; n.s.

F(1;24)=0,14; n.s.

F(1;24)=1,78; n.s.

Aufstellen Rand [n]

F(1;24)=1,12; n.s.

F(1;24)=9,98; n.s.

F(1;24)=1,20; n.s.

Putzen [n]

F(1; 24)=1,33; ns.

F(1; 24)=0,23; ns.

F(1; 24)=3,35; n.s.

Latenz [sec]

F(1;24)=0,13; n.s.

F(L; 24)= 4,34; p<0,05

F(1;24)=1,94; n.s.

Laufstrecke [cm]

F(1;24)=0,33; n.s.

F(1;24)=0,22; n.s.

F(1;24)=0,19; n.s.

Aufenthalt Mitte [%]

F(1;24)=0,02; n.s.

F(L; 24)= 12,68; p<0,01

F(1;24)=1,11; n.s.

Aufenthalt Rand [%]

F(1;24)=0,02; n.s.

F(L; 24)= 12,92; p<0,01

F(1;24)=1,19; n.s.

Tab. 9: Genotypen- und Behandlungsunterschiede der sozialen Interaktion weiblicher Tiere
Die Tabelle zeigt Effekte und Interaktionen der Faktoren GENOTYP und BEHANDLUNG der

zweifaktoriellen multivariaten ANOVA.

Soziale Interaktion

Zweifaktorielle ANOVA

Parameter

GENOTYP

BEHANDLUNG

GENOTYP x BEHANDLUNG

freundliche Kontakte [n]

F(1;32)=0,29; n.s.

F(1;32)=0,10; n.s.

F(1; 32)=0,00; n.s.

freundliche Kontakte [%]

F(1; 32)= 4,74; p<0,05

F(1; 32)=0,80; n.s.

F(1; 32)=0,00; n.s.

aggressive Kontakte [n]

F(1;32)=0,40; n.s.

F(1; 32)= 6,92; p<0,05

F(1; 32)=0,40; n.s.

aggressive Kontakte [%]

F(1; 32)=0,06; n.s.

F(1;32)=3,84; n.s.

F(1;32)=0,07; n.s.

Abstand [cm]

F(1;32)=3,72; n.s.

F(1;32)=1,83; n.s.

F(1;32)=1,93; n.s.

aktive Sl [%]

F(1;32)=1,81; n.s.

F(1;32)=0,02; n.s.

F(1;32)=0,28; n.s.

passive Sl [%]

F(1; 32)=3,86; n.s.

F(1; 32)= 14,61; p<0,01

F(1; 32)=5,94; p<0,05

Schniiffeln [n]

F(1; 32)=0,00; n.s.

F(1; 32)= 45,68; p<0,001

F(1; 32)=0,35; n.s.

anogenit. Schniffeln [n]

F(1;32)=0,42; n.s.

F(L; 32)= 4,81; p<0,05

F(1; 32)=0,03; n.s.

Folgen [n]

F(1;32)=0,12; n.s.

F(1; 32)=3,35; n.s.

F(1; 32)=0,06; n.s.

Aggressivitét [n]

F(1;32)=0,37; n.s.

F(1;32)=2,60; n.s.

F(1; 32)=0,36; n.s.

Faeces-Boli [n]

F(1;32)=0,14; n.s.

F(1;32)=2,56; n.s.

F(1;32)=0,58; n.s.

Aufstellen Mitte [n]

F(1;32)=2,73; n.s.

F(1; 32)= 12,70; p<0,01

F(1; 32)= 6,38; p<0,05

Aufstellen Rand [n]

F(1;32)=2,03; n.s.

F(1;32)=1,50; n.s.

F(1;32)=0,74; n.s.

Putzen [n]

F(1;32)=0,04; n.s.

F(L; 32)= 13,73; p<0,01

F(1; 32)=0,05; n.s.

Latenz [sec]

F(1; 32)=0,56; n.s.

F(1;32)=2,09; n.s.

F(1;32)=0,91; n.s.

Laufstrecke [cm]

F(1;32)=2,07; n.s.

F(1;32)=0,79; n.s.

F(1;32)=2,67;n.s.

Aufenthalt Mitte [%]

F(1;32)=0,17; n.s.

F(1;32)=0,33; n.s.

F(1; 32)=1,40; n.s.

Aufenthalt Rand [%]

F(1;32)=0,13; n.s.

F(1;32)=0,36; n.s.

F(1; 32)=1,40; n.s.

Tab. 10: Genotypen- und Behandlungsunterschiede der sozialen Interaktion mannlicher Tiere
Die Tabelle zeigt Effekte und Interaktionen der Faktoren GENOTYP und BEHANDLUNG der

zweifaktoriellen multivariaten ANOVA.
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Soziale Interaktion t-Test (Welch-Test)
Q, isoliert 4, isoliert Q, nicht-isoliert &, nicht-isoliert
Parameter T df Signifikanz T df | Signifikanz T df Signifikanz T df Signifikanz
freundliche Kontakte [n] -0,50 | 10,00 n.s. 0,41 | 15,00 n.s. -0,86 | 14,00 n.s. 0,35 [17,00 n.s.
freundliche Kontakte [%] -1,23 | 5,84 n.s. -2,02 | 15,00 n.s. -1,19 | 14,00 n.s. -1,35 [ 17,00 n.s.
aggressive Kontakte [n] - - - 0,60 |15,00 n.s. 1,50 | 9,00 n.s. 0,08 |17,00 n.s.
aggressive Kontakte [%] - - - -0,24 | 15,00 n.s. 0,97 | 14,00 n.s. 0,40 |17,00 n.s.
Abstand [cm] 1,88 | 541 n.s. 2,14 | 15,00 p<0,05 -0,14 | 14,00 n.s. 0,42 | 17,00 n.s.
aktive Sl [%] -1,98 | 6,37 n.s. -1,32 | 15,00 n.s. -0,71 | 14,00 n.s. -0,58 | 17,00 n.s.
passive Sl [%] -0,80 | 10,00 n.s. -2,32 | 15,00 p<0,05 -1,17 | 5,02 n.s. 0,56 |17,00 n.s.
Schniiffeln [n] -1,32 | 10,00 n.s. -0,28 | 15,00 n.s. -0,07 | 14,00 n.s. 0,87 | 17,00 n.s.
anogenit. Schniffeln [n] -0,55 | 10,00 n.s. -0,25 | 15,00 n.s. 0,06 |14,00 n.s. -1,02 | 17,00 n.s.
Folgen [n] -1,63 | 10,00 n.s. -0,05 | 15,00 n.s. -0,24 | 14,00 n.s. -0,93 | 17,00 n.s.
Aggressivitat [n] - - - 0,57 | 15,00 n.s. 0,76 | 14,00 n.s. 0,08 | 17,00 n.s.
Faeces-Boli [n] 0,78 |10,00 n.s. 0,63 | 15,00 n.s. 0,11 | 14,00 n.s. -0,39 [ 17,00 n.s.
Aufstellen Mitte [n] -0,44 | 10,00 n.s. -0,65 | 15,00 n.s. 1,60 | 14,00 n.s. 2,88 | 17,00 p<0,01
Aufstellen Rand [n] -0,03 | 10,00 n.s. 1,51 | 15,00 n.s. 1,63 | 14,00 n.s. 0,43 | 17,00 n.s.
Putzen [n] -0,75 | 10,00 n.s. 0,02 | 15,00 n.s. 1,86 | 14,00 n.s. 0,93 17,00 n.s.
Latenz [sec] 2,59 |10,00 p<0,05 0,15 | 15,00 n.s. -0,62 | 14,00 n.s. -1,16 | 17,00 n.s.
Laufstrecke [cm] -0,54 10,00 n.s. 2,44 |15,00 p<0,05 -0,11 | 6,53 n.s. -0,13 | 17,00 n.s.
Aufenthalt Mitte [%] -0,83 | 10,00 n.s. -0,91 | 15,00 n.s. 0,67 | 14,00 n.s. 0,73 |17,00 n.s.
Aufenthalt Rand [%] 0,85 |10,00 n.s. 0,87 |15,00 n.s. -0,70 | 14,00 n.s. -0,79 [ 17,00 n.s.

Tab. 11: Genotypen-, Geschlechts- und Behandlungsunterschiede der sozialen Interaktion
Die Tabelle zeigt die Ergebnisse der t-Tests (Welch-Test).
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6.5.4.2. Tabellen zur Prapulsinhibition bei einem Interpulsintervall von 100ms
PP1 100ms GFP WT
d Q 4

Parameter isoliert nicht-isoliert | isoliert | nicht-isoliert | isoliert | nicht-isoliert | isoliert | nicht-isoliert
NOSTIM 0,40+0,10 | 0,46+0,10 | 0,24+0,03 | 0,25+0,03 | 0,34+0,03 | 0,25+0,02 | 0,29+0,04 | 0,21+0,02
PREPULSE 0,53+0,12 | 0,71+0,19 | 0,62+0,11 | 0,74+0,20 | 0,65+0,15 | 0,44+0,08 | 0,74+0,22 | 0,59+0,15
PULSE ALONE 93 10,48+1,86 | 9,56+159 |14,86+1,37| 14,65+1,44 |11,32+1,85| 12,45+1,77 | 15,87+2,36 | 20,72+2,46
PULSE ALONE 107 24,6145,62 | 14,5042,10 | 29,11+2,07 | 29,84+2,17 | 20,52+2,65 | 22,52+4,11 | 28,12+3,18 | 36,08+3,30
PULSE ALONE 113 24,39+4,64 | 18,09+2,52 |33,90+1,95| 32,67+3,05 | 23,75+3,00 | 22,96+4,46 | 30,83+3,66 | 40,40+3,61
PREPULSE+PULSE 93 | 3,05+0,72 2,66+0,51 | 3,04+0,59 | 3,51+0,66 | 3,39+0,94 | 4,95+147 | 4,08£1,26 | 6,41+1,52
PREPULSE+PULSE 107 | 9,73+2,03 6,52+1,21 |11,75+#1,31| 12,33+2,14 | 9,11+192 | 947+215 [11,42+255| 17,49+2,54
PREPULSE+PULSE 113| 12,68+2,47 | 6,92+1,14 |12,95+150| 13,63+1,92 |10,07+2,03 | 11,08+2,16 |12,00+2,16 | 15,93+2,15
PPI 93 61,90+11,61 | 70,75+2,63 | 80,26+3,21 | 74,70+5,18 | 68,72+5,96 | 64,1646,75 | 79,46+4,23 | 70,96+5,00
PPI 107 53,42+5,98 | 54,89+4,99 |59,61+3,76 | 59,13+7,11 | 56,95+7,12 | 56,77+8,87 | 61,9045,15| 53,04+3,75
PPI1 113 47,1046,04 | 57,72+4,23 | 62,91+3,32 | 60,11+3,49 | 57,90+5,94 | 47,78+7,57 | 63,75+£3,79 | 60,04+4,19

Tab. 12: Mittelwerte der Versuche zur Prapulsinhibition bei einem IPI von 100ms
Werte in [%], Statistik: Mittelwert + SEM.
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6 Anhang

PP1 100ms Vierfaktorielle Vierfaktorielle
ANOVA ASR ANOVA PPI
GENOTYP F(1; 117)= 1,66; n.s. F(1; 117)= 0,00; n.s.
GESCHLECHT F(1; 117)= 24,86; p<0,001 F(1; 117)=5,75; p<0,05
BEHANDLUNG F(1;117)=0,09; n.s. F(1;117)=0,42; n.s.
GENOTYP x GESCHLECHT F(1; 117)= 0,05; n.s. F(1; 117)= 0,15; n.s.

GENOTYP x BEHANDLUNG

F(1;117)=3,63; n.s.

F(1;117)=1,72; n.s.

GESCHLECHT x BEHANDLUNG

F(1;117)=2,67; n.s.

F(1;117)=0,97; n.s.

GENOTYP x GESCHLECHT x BEHANDLUNG

F(1;117)=0,02; n.s.

F(1; 117)= 0,42; ns.

INTENSITAT x GENOTYP

F(1,69; 197,45)= 0,06; n.s.

F(2;234)=0,10; n.s.

INTENSITAT x GESCHLECHT

F(1,69; 197,45)= 9,48; p<0,001

F(2; 234)=1,95; n.s.

INTENSITAT x BEHANDLUNG

F(1,69; 197,45)= 0,27; n.s.

F(2; 234)= 0,03; n.s.

INTENSITAT x GENOTYP X GESCHLECHT

F(1,69; 197,45)= 0,12; n.s.

F(2;234)=0,17; n.s.

INTENSITAT x GENOTYP x BEHANDLUNG

F(1,69; 197,45)= 2,10; n.s.

F(2; 234)= 0,28; n.s.

INTENSITAT x GESCHLECHT x
BEHANDLUNG

F(1,69; 197,45)=2,37; n.s.

F(2; 234)=0,28; n.s.

INTENSITAT x GENOTYP x GESCHLECHT x
BEHANDLUNG

F(1,69; 197,45)= 1,47; n.s.

F(2; 234)=1,50; n.s.

Tab. 13: Genotypen-, Geschlechts-, Behandlungs- und Intensitatsunterschiede der Prapulsinhibition

und der akustischen Startle-Reaktion bei einem IP1 von 100ms
Die Tabelle zeigt Effekte und Interaktionen der Faktoren (GENOTYP, GESCHLECHT, BEHANDLUNG
und INTENSITAT) der vierfaktoriellen multivariaten ANOVA.

PPI 100ms Dreifaktorielle ANOVA ASR

? 3
GENOTYP F(1;52)=0,51; n.s. F(1; 65)=1,29; ns.
BEHANDLUNG F(1;52)=0,81; n.s. F(1; 65)=2,09; n.s.

GENOTYP x BEHANDLUNG

F(1;52)=1,39; n.s.

F(1; 65)=2,38; n.s.

INTENSITAT x GENOTYP

F(1,52; 79,03)= 0,01, n.s.

F(1,77; 114,72)= 0,21; n.s.

INTENSITAT x BEHANDLUNG

F(1,52; 79,03)=1,65; n.s.

F(1,77; 114,72)= 0,67; n.s.

INTENSITAT x GENOTYP x BEHANDLUNG

F(1,52; 79,03)= 2,09; n.s.

F(1,77; 114,72)= 1,12; n.s.

Tab. 14: Genotypen-, Behandlungs- und Intensitatsunterschiede der akustischen Startle-Reaktion bei

einem IP1 von 100ms

Die Tabelle zeigt Effekte und Interaktionen der Faktoren (GENOTYP, BEHANDLUNG und
INTENSITAT) der dreifaktoriellen multivariaten ANOVA.

PPl 100ms Dreifaktorielle ANOVA PPI

? 3
GENOTYP F(1; 52)= 0,05; n.s. F(1; 65)=0,12; n.s.
BEHANDLUNG F(1; 52)=0,04; ns. F(1; 65)=1,93; nss.

GENOTYP x BEHANDLUNG

F(1;52)=1,35; n.s.

F(1; 65)=0,32; n.s.

INTENSITAT x GENOTYP

F(2; 104)= 0,09; n.s.

F(2; 130)= 0,21; n.s.

INTENSITAT x BEHANDLUNG

F(2; 104)= 0,04; n.s.

F(2; 130)= 0,37; n.s.

INTENSITAT x GENOTYP x BEHANDLUNG

F(2; 104)=1,03; n.s.

F(2; 130)=0,38; n.s.

Tab. 15: Genotypen-, Behandlungs- und Intensitatsunterschiede der Prapulsinhibition bei einem IPI

von 100ms

Die Tabelle zeigt Effekte und Interaktionen der Faktoren (GENOTYP, BEHANDLUNG und
INTENSITAT) der dreifaktoriellen multivariaten ANOVA.
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Zweifaktorielle ANOVA ASR

PP1 100ms
Q, isoliert Q, nicht-isoliert 4, isoliert &, nicht-isoliert
GENOTYP F(1; 22)=0,09; n.s. F(1; 30)=2,20; n.s. F(1; 33)=0,10; n.s. F(1; 32)=3,06; n.s.
INTENSITAT x GENOTYP F(1,55; 34,09)= 0,67; n.s. F(1,25; 37,54)= 1,66; n.s. F(1,65; 54,60)=1,77; n.s. F(2; 64)=0,16; n.s.

Tab. 16: Genotypen- und Intensitatsunterschiede der akustischen Startle-Reaktion bei einem IP1 von 100ms

Die Tabelle zeigt Effekte und Interaktionen der Faktoren GENOTYP und INTENSITAT der zweifaktoriellen multivariaten ANOVA.

Zweifaktorielle ANOVA PPI

PPI 100ms
Q, isoliert Q, nicht-isoliert J, isoliert 4, nicht-isoliert
GENOTYP F(1; 22)=0,74; n.s. F(1; 30)=0,57; n.s. F(1; 33)=0,03; n.s. F(1;32)=0,33; n.s.
INTENSITAT x GENOTYP | F(1,56; 34,32)= 0,21; n.s. F(2; 60)= 1,14; n.s. F(2; 66)= 0,14; n.s. F(2; 64)= 0,41; n.s.

Tab. 17: Genotypen- und Intensitatsunterschiede der Prapulsinhibition bei einem IPI von 100ms
Die Tabelle zeigt Effekte und Interaktionen der Faktoren GENOTYP und INTENSITAT der zweifaktoriellen multivariaten ANOVA.
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6.5.4.3. Tabellen zur Prapulsinhibition bei einem Interpulsintervall von 400ms
PP1 400ms GFP WT
? 3 Q d

Parameter isoliert | nicht-isoliert | isoliert | nicht-isoliert | isoliert | nicht-isoliert | isoliert | nicht-isoliert
NOSTIM 0,22+0,05 | 0,30+0,04 | 0,29+0,03 | 0,29+0,05 | 0,25+0,07 | 0,36+0,03 | 0,30+0,04 | 0,22+0,03
PREPULSE 0,39+0,06 | 0,59+0,11 | 0,60+0,21 | 0,54+0,12 | 0,49+0,08 | 0,93+0,33 | 0,84+0,21 | 0,41+0,05
PULSE ALONE 93 8,87+1,58 | 8,23+0,77 |11,54+1,40| 13,47+1,44 |10,06+1,75| 10,50+1,31 | 15,44+1,73| 16,11+1,82
PULSE ALONE 107 14,78+2,42 | 13,52+2,07 | 28,4042,20 | 26,70+2,91 | 22,95+4,26 | 17,21+3,15 | 27,30+2,64 | 29,53+2,86
PULSE ALONE 113 18,47+2,41 | 14,70+2,20 | 29,92+2,36 | 27,67+2,66 |22,94+3,49 | 20,30+4,03 | 28,62+3,04 | 33,11+3,34
PREPULSE+PULSE 93 | 2,05+0,64 | 2,46+0,53 | 2,75+0,53 | 4,53+1,03 | 2,55+0,69 | 3,53+0,70 | 3,88+0,98 | 4,29+0,97
PREPULSE+PULSE 107 | 6,37+1,36 | 4,47+0,68 | 9,82+1,21 | 11,61+2,22 | 7,93£1,85 | 8,68+2,07 |10,57+1,74| 13,72+1,85
PREPULSE+PULSE 113 | 6,20+1,00 | 5,66+0,72 |10,82+1,35| 11,50+1,16 | 9,34+197 | 8,94+1,90 |15,58+2,37| 15,13+1,98
PP1 93 73,01+£7,36 | 68,22+5,99 | 76,46+2,86 | 69,85+5,30 | 73,68+4,92 | 65,74+5,89 | 77,93+3,56 | 74,00+4,45
PPI1 107 58,59+5,60 | 58,78+5,95 | 64,58+4,15| 60,03+5,30 | 63,26+5,25 | 48,66+6,54 | 62,98+3,57 | 53,87+5,11
PPI 113 61,74+6,65 | 52,82+5,62 | 62,10+4,91 | 54,83+6,06 | 59,35+5,54 | 51,20+7,14 | 46,08+4,96 | 53,13+5,03

Tab. 18: Mittelwerte der Versuche zur Prapulsinhibition bei einem IPI von 400ms

Werte in [%], Statistik: Mittelwert + SEM.
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6 Anhang

PP1 400ms Vierfaktorielle Vierfaktorielle
ANOVA ASR ANOVA PPI
GENOTYP F(1; 10)= 4,01; p<0,05 F(1; 117)= 0,67; n.s.
GESCHLECHT F(1; 10)= 31,05; p<0,001 F(1; 117)= 0,30; n.s.
BEHANDLUNG F(1; 10)=0,19; n.s. F(1; 117)= 3,24; n.s.
GENOTYP x GESCHLECHT F(1; 10)= 0,47; n.s. F(1; 117)= 0,05; n.s.

GENOTYP x BEHANDLUNG

F(1;10)=0,14; n.s.

F(1;117)=0,02; n.s.

GESCHLECHT x BEHANDLUNG

F(1;10)=1,01; n.s.

F(1;117)=0,27; n.s.

GENOTYP x GESCHLECHT x BEHANDLUNG

F(1;10)=0,38; n.s.

F(1;117)=0,60; n.s.

INTENSITAT x GENOTYP

F(1;193)=0,27; n.s.

F(2;234)=1,44; ns.

INTENSITAT x GESCHLECHT

F(1; 193)= 10,22; p<0,001

F(2;234)=1,67; n.s.

INTENSITAT x BEHANDLUNG

F(1;193)=1,10; n.s.

F(2; 234)= 0,25; n.s.

INTENSITAT x GENOTYP x GESCHLECHT

F(1;193)=2,37; n.s.

F(2;234)= 0,95; n.s.

INTENSITAT x GENOTYP x BEHANDLUNG

F(1;193)=1,18; n.s.

F(2;234)=2,53; n.s.

INTENSITAT x GESCHLECHT x
BEHANDLUNG

F(1; 193)=0,50; n.s.

F(2; 234)= 0,67; n.s.

INTENSITAT x GENOTYP x GESCHLECHT x
BEHANDLUNG

F(1; 193)=1,62; nss.

F(2; 234)=0,13; n=s.

Tab. 19: Genotypen-, Geschlechts-, Behandlungs- und Intensitatsunterschiede der Prapulsinhibition

und der akustischen Startle-Reaktion bei einem IPI von 400ms

Die Tabelle zeigt Effekte und Interaktionen der Faktoren (GENOTYP, GESCHLECHT, BEHANDLUNG
und INTENSITAT) der vierfaktoriellen multivariaten ANOVA.

PPI 400ms Dreifaktorielle ANOVA ASR

? 3
GENOTYP F(1;52)=3,41;ns. F(1; 65)=0,94; n.s.
BEHANDLUNG F(1;52)=0,98; n.s. F(1; 65)=0,18; n.s.

GENOTYP x BEHANDLUNG

F(1; 52)=0,03; n.s.

F(1; 65)=0,54; n.s.

INTENSITAT x GENOTYP

F(1,32; 68,80)= 2,48; n.s.

F(1,79; 116,36)= 0,56; n.s.

INTENSITAT x BEHANDLUNG

F(1,32; 68,80)= 1,80; n.s.

F(1,79; 116,36)= 0,12; n.s.

INTENSITAT x GENOTYP x BEHANDLUNG

F(1,32; 68,80)= 1,32; n.s.

F(1,79; 116,36)= 1,60; n.s.

Tab. 20: Genotypen-, Behandlungs- und Intensitatsunterschiede der akustischen Startle-Reaktion bei

einem IP1 von 400ms

Die Tabelle zeigt Effekte und Interaktionen der Faktoren (GENOTYP, BEHANDLUNG und
INTENSITAT) der dreifaktoriellen multivariaten ANOVA.

PPI 400ms Dreifaktorielle ANOVA PPI

@ 3
GENOTYP F(1;52)=0,12; n.s. F(1; 65)=0,81; n.s.
BEHANDLUNG F(1;52)=1,85; n.s. F(1; 65)=1,22; n.s.

GENOTYP x BEHANDLUNG

F(1;52)=0,28; n.s.

F(1; 65)=0,32; n.s.

INTENSITAT x GENOTYP

F(2; 104)= 0,05; n.s.

F(2; 130)= 2,68; n.s.

INTENSITAT x BEHANDLUNG

F(2; 104)=0,07; n.s.

F(2; 130)= 0,97; n.s.

INTENSITAT x GENOTYP x BEHANDLUNG

F(2; 104)=0,98; n.s.

F(2;130)=1,77; n.s.

Tab. 21: Genotypen-, Behandlungs- und Intensitatsunterschiede der Prapulsinhibition bei einem IPI

von 400ms

Die Tabelle zeigt Effekte und Interaktionen der Faktoren (GENOTYP, BEHANDLUNG und
INTENSITAT) der dreifaktoriellen multivariaten ANOVA.
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Zweifaktorielle ANOVA ASR

PPI 400ms
Q, isoliert Q, nicht-isoliert 4, isoliert &, nicht-isoliert
GENOTYP F(1;22)=1,63; n.s. F(1;30)=1,75; n.s. F(1; 33)=0,04; n.s. F(1; 32)=1,20; n.s.
INTENSITAT x GENOTYP F(1,27;27,99)= 2,95; n.s. F(1,22; 36,54)=0,77; n.s. F(2;66)=1,91; n.s. F(1,65; 52,76)= 0,42; n.s.

Tab. 22: Genotypen- und Intensitatsunterschiede der Prapulsinhibition bei einem IP1 von 400ms
Die Tabelle zeigt Effekte und Interaktionen der Faktoren GENOTYP und INTENSITAT der zweifaktoriellen multivariaten ANOVA.

Zweifaktorielle ANOVA PPI

PPI 400ms
Q, isoliert Q, nicht-isoliert J, isoliert 4, nicht-isoliert
GENOTYP F(1; 22)=0,02; n.s. F(1; 30)=0,35; n.s. F(1; 33)=1,39; n.s. F(1; 32)=0,05; n.s.
INTENSITAT x GENOTYP F(2; 44)=0,31; n.s. F(1,68; 50,51)= 0,78; n.s. F(2; 66)= 4,55; p<0,05 F(2; 64)=0,82; n.s.

Tab. 23: Genotypen- und Intensitatsunterschiede der akustischen Startle-Reaktion bei einem IPI von 400ms

Die Tabelle zeigt Effekte und Interaktionen der Faktoren GENOTYP und INTENSITAT der zweifaktoriellen multivariaten ANOVA.
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6.5.4.4.

Tabellen zu Parametern des Forced Swim Test

Forced Swim Test

Zweifaktorielle ANOVA

Parameter GFP (MW+SEM) WT (MW+SEM) GENOTYP BEHANDLUNG GENOTYP x BEHANDLUNG
Latenz [sec] 65,06+3,16 76,85+4,02 F(1; 55)=6,23; p<0,05 F(1; 55)= 14,04, p<0,001 F(1; 55)=0,65; n.s.
Klettern [sec] 11,03+1,73 5,42+1,26 F(1; 55)=7,48; p<0,01 F(1; 55)=0,09; n.s. F(1;55)=2,41;n.s.
aktives Schwimmen [sec] 100,82+4,79 152,81+4,30 F(1; 55)=58,61; p<0,001 F(1; 55)=0,01; ns. F(1; 55)=0,09; n.s.
Mobilitat [sec] 111,85+4,48 158,23+4,49 F(1; 55)= 48,07; p<0,001 F(1; 55)=0,00; n.s. F(1; 55)=0,05; n.s.
immobiles Treiben [sec] 128,42+4 .49 80,92+4,42 F(1; 55)=50,67; p<0,001 F(1; 55)=0,00; n.s. F(1;55)=0,07; n.s.
Klettern [n] 2,55+0,31 1,88+0,37 F(1; 55)=2,51; ns. F(1; 55)=0,00; n.s. F(1; 55)=1,54; n.s.
aktives Schwimmen [n] 16,12+0,51 15,35+0,58 F(1; 55)=0,86; n.s. F(1; 55)=0,04; n.s. F(1; 55)=0,05; n.s.
Immobilitat [n] 13,61+0,57 12,77+0,63 F(1; 55)=0,69; n.s. F(1; 55)=0,04; n.s. F(1;55)=0,43; n.s.
Faeces-Boli [n] 4,45+0,30 4,46+0,39 F(1; 55)=0,06; n.s. F(1; 55)=6,79; p<0,05 F(1; 55)=0,90; n.s.

Tab. 24: Genotypen- und Behandlungsunterschiede des Forced Swim Tests |
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F5 Statistik: Mittelwert + SEM. Die Tabelle zeigt Effekte und Interaktionen der Faktoren GENOTYP und BEHANDLUNG der zweifaktoriellen multivariaten ANOVA.

Forced Swim Test t-Test (Welch-Test)
&, isoliert &, nicht-isoliert
Parameter GFP (MW+SEM) WT (MW+SEM) T df Signifikanz GFP (MW+SEM) WT (MW+SEM) T df Signifikanz
Latenz [sec] 70,45+2,69 85,8+4,81 -2,79 | 22,51 p<0,05 56,77+6,36 64,64+5,05 -0,97 | 21,60 n.s.
Klettern [sec] 9,90+2,25 7,20£1,76 0,95 | 32,74 n.s. 12,77+£2,75 3,00£1,56 3,09 | 18,65 p<0,01
aktives Schwimmen [sec] 101,45+7,12 151,7345,48 -5,6 | 32,64 p<0,001 99,85+5,60 154,27+7,19 -5,98 | 19,76 p<0,001
Mobilitét [sec] 111,35+6,48 158,93+6,33 -5,25 | 32,45 p<0,001 112,62+5,78 157,2746,49 -5,14 | 21,09 p<0,001
immobiles Treiben [sec] 129,10+6,50 80,13+6,25 5,43 | 32,59 p<0,001 127,38+5,78 82,00+6,41 5,26 | 21,20 p<0,001
Klettern [n] 2,30+0,36 2,13+0,50 0,27 | 27,26 n.s. 2,92+0,56 1,55+0,55 1,76 21,91 n.s.
aktives Schwimmen [n] 16,25+0,63 15,33+0,80 0,90 | 28,63 n.s. 15,92+0,88 15,36+0,86 0,46 | 2191 n.s.
immobiles Treiben [n] 13,90+0,80 12,60+0,86 1,11 [ 31,34 n.s. 13,15+0,78 13,0040,94 0,13 | 20,33 n.s.
Faeces-Boli [n] 3,80+0,35 4,13+0,55 -0,51 | 24,75 n.s. 5,46+0,42 4,91+0,53 0,82 | 19,89 n.s.

Tab. 25: Genotypen- und Behandlungsunterschiede des Forced Swim Tests 11

Statistik: Mittelwert £ SEM. Ergebnisse der t-Tests (Welch-Test) sind Bonferroni-Holm adjustiert.
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6.5.4.5. Tabellen zur Histologie

Septum GFP (&,n=6) | WT (&, n=6) ANOVA (Messwiederholung) t-Test (Welch-Test)
MW+SEM MW+SEM REGION x GENOTYP GENOTYP T df | Signifikanz

MS Zellzahl [n] 1185,23+54,63 | 968,16+61,90 2,63 | 9,85 n.s.
- 10)= 9 32 p< -10)= 257 n.s.

LS Zellzahl [n] 745,63+42,49 755,67+49,84 F(1,10)=9,32; p<0,05 | F(1;10)=2,57,ns -0,15| 9,76 n.s.

NBM re. Zellzahl [n] 16,54+0,93 16,36+1,93 - - 0,09 | 7,20 n.s.

NBM li. Zellzahl [n] 16,15+1,52 17,95+1,39 - - -0,87 | 9,92 n.s.

MS Volumen [mm3] 0,22+0,01 0,19+0,02 2,12 | 7,04 n.s.
F(1; 10)=0,32; n.s. F(1;10)=1,51; n.s.

LS Volumen [mm?] 0,30£0,02 0,2740,03 (1;10=032ins. | F(L10)= 151N 7020050 T s,

MS Zelldichte [n/mm?3] | 5331,96+219,38 | 5312,56+369,73 0,05 | 8,13 n.s.
F(1; 10)=0,56; n.s. F(1;10)=0,17; n.s.

LS Zelldichte [n/mm?] | 2576 45620576 | 2857 53£221.14 | | (b 107 086 ns. IRL10)=0.170ns Fofa T 00T g

Tab. 26: Zellzahl, Volumen und Zelldichte ChAT-IR Neurone im Septum
Statistik: Mittelwert £ SEM. Zweifaktorielle ANOVA mit Messwiederholung. Ergebnisse der t-Tests (Welch-Test) sind

Bonferroni-Holm adjustiert fir jede Region.

SN und VTA GFP (&,n=6) | WT (&, n=6) ANOVA (Messwiederholung) t-Test (Welch-Test)
MW+SEM MW+SEM REGION x GENOTYP GENOTYP T df | Signifikanz

SNC Zellzahl [n] 465,96+23,49 | 494,21+28,55 -0,76 | 9,64 n.s.
SNR Zellzahl [n] 45,7745,74 41,26+2,61 | F(1,04;10,44)=0,68; n.s. | F(1; 10)=0,44; n.s. | 0,72 | 6,99 n.s.
SNL Zellzahl [n] 11,28+1,08 14,06+1,10 -1,81110,00 n.s.
SNC Volumen [mm?3] 0,08+0,01 0,08+0,00 -0,56 | 7,35 n.s.
SNR Volumen [mm?3] 0,14+0,01 0,15+0,01 F(2; 20)=2,61; n.s. F(1;10)=2,31;n.s. | -1,81 | 9,48 n.s.
SNL Volumen [mm?] 0,01+0,00 0,01+0,00 -1,58 | 10,00 n.s.
SNC Zelldichte [n/mm?] | 6031,82+214,57 | 6077,67+239,37 -0,14] 9,88 n.s.
SNR Zelldichte [n/mm?3] | 334,70+33,74 | 269,47+11,50 |F(1,30;13,03)=0,12; n.s. | F(1; 10)=0,01;n.s. | 1,83 | 6,15 n.s.
SNL Zelldichte [n/mm?3] | 1137,79+120,15 | 1185,79+61,12 -0,36 | 7,43 n.s.
VTA Zellzahl [n] 281,23+10,20 | 283,46+26,88 -0,08 | 6,41 n.s.
VTA Volumen [mm3] 0,06+0,00 0,07+0,00 - - -1,16 | 9,40 n.s.
VTA Zelldichte [n/mm?] | 4344,88+114,01 | 3977,404+259,93 1,30 | 6,86 n.s.

Tab. 27: Zellzahl, Volumen und Zelldichte TH-IR Neurone in der Substantia nigra und der VTA
Statistik: Mittelwert £ SEM. Zweifaktorielle ANOVA mit Messwiederholung. Ergebnisse der t-Tests (Welch-Test) sind

Bonferroni-Holm adjustiert fir jede Region.
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Raphekerne GFP (&, n=6) WT (&, n=16) ANOVA (Messwiederholung) t-Test (Welch-Test)
MW+SEM MW=+SEM REGION x GENOTYP GENOTYP T df | Signifikanz
DR Zellzahl [n] 1841,95+49,85 | 1812,13+100,10 0,27 | 7,34 n.s.
MnR Zellzahl [n] 344,92+23,38 368,19+17,21 | F(1,06; 10,60)=0,20; n.s. | F(1; 10)=0,01; n.s. | -0,80 | 9,19 n.s.
PMnR Zellzahl [n] 132,9749,52 153,17+46,13 -1,78 | 8,54 n.s.
DR Volumen [mm?3] 0,10+0,00 0,09+0,00 0,84 | 9,87 n.s.
MnR Volumen [mm?3] 0,03+0,00 0,03+0,00 F(2; 20)=1,70; n.s. F(1;10)=0,08; n.s. | 0,22 | 7,25 n.s.
PMnR Volumen [mm?3] 0,06+0,00 0,06+0,00 -0,85 9,47 n.s.
DR Zelldichte [n/mm3] 19120,55+467,40 | 19643,03+846,27 -0,54 7,79 n.s.
MnR Zelldichte [n/mm3] | 11293,96+791,83 | 12348,37+819,33 F(2; 20)=0,32; ns. F(1;10)=0,91; n.s. | -0,93 | 9,99 n.s.
PMnR Zelldichte [n/mm?] | 2370,43+197,58 | 2615,53+118,65 -1,06 | 8,19 n.s.

Tab. 28: Zellzahl, Volumen und Zelldichte 5-HT-IR Neurone in den Raphekernen
Statistik: Mittelwert £ SEM. Zweifaktorielle ANOVA mit Messwiederholung. Ergebnisse der t-Tests (Welch-Test) sind

Bonferroni-Holm adjustiert fir jede Region.
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ChAT GFP (&, n=6) | WT (3, n=6) ANOVA (Messwiederholung) t-Test (Welch-Test)
Faserlinge [um/um®] | MW=+SEM MW+SEM | SCHICHT x GENOTYP GENOTYP T df | Signifikanz
dorsal CA1 Or 0,19+0,01 0,20+0,01 -0,54| 7,78 n.s.
dorsal CAl1 Rad 0,20+0,01 0,19+0,02 F(2; 20)=0,89; n.s. F(1; 10)=0,04; n.s. | 0,44 | 5,90 n.s.
dorsal CA1 LMol 0,15+0,01 0,15+0,01 -0,66 | 10,00 n.s.
dorsal CA3 Or 0,26+0,02 0,25+0,01 1,49 | 9,58 n.s.
dorsal CA3 Rad 0,24+0,01 0,24+0,01 F(2; 20)=0,49; n.s. F(1;10)=1,61;n.s. | 0,84 | 6,93 n.s.
dorsal CA3 LMol 0,26+0,02 0,25+0,01 0,79 | 8,40 n.s.
dorsal DG Mol 0,24+0,01 0,24+0,03 A . A . -0,31] 7,85 n.s.
dorsal DG ML 0155000 | 015:007 | L 10=086ins [ FL10=000ins Foa o6 T ns.
ventral CA1 Or 0,2740,01 0,27+0,01 -0,36 | 8,55 n.s.
ventral CA1 Rad 0,24+0,01 0,24+0,01 F(2;20)=1,71; ns. F(1; 10)=0,27;n.s. | 0,03 | 9,27 n.s.
ventral CA1 LMol 0,25+0,01 0,23+0,01 1,29 | 9,99 n.s.
ventral CA3 Or 0,24+0,01 0,25+0,01 -0,56 | 9,25 n.s.
ventral CA3 Rad 0,24+0,01 0,25+0,01 F(2; 20)=0,06; n.s. F(1; 10)=0,14; n.s. | -0,26 | 9,97 n.s.
ventral CA3 Lmol 0,28+0,01 0,28+0,01 -0,02 | 9,50 n.s.
ventral DG Mol 0,26+0,01 0,28+0,01 A . N . -1,54| 8,04 n.s.
ventral DG ML 0371002 | 0goso0r | L 10=008ins | FLAO=AIZINS T e T ns
BLA 0,58+0,12 0,59+0,26 -0,18 | 7,10 n.s.
CeC 0,19+0,02 0,20+0,01 F(3: 30)= 0.22: ns. F(1: 10)= 0,15; n.s. -0,60| 9,25 n.s.
CeM 0,35+0,03 0,38+0,03 -0,54 | 9,99 n.s.
La 0,55+0,18 0,56+0,25 -0,01] 9,05 n.s.

Tab. 29: Dichte ChAT-IR Fasern in Hippokampus und Amygdala

Statistik: Mittelwert £ SEM. Zweifaktorielle ANOVA mit Messwiederholung. Ergebnisse der t-Tests (Welch-Test) sind

Bonferroni-Holm adjustiert fur jede Schicht (Hippokampus) bzw. Region (Amygdala).

Bueyuy 9



LTT

TH GFP (&, n=6) | WT (3, n=6) ANOVA (Messwiederholung) t-Test (Welch-Test)
Faserlinge [um/um?®] | MW+SEM | MW+SEM | SCHICHT x GENOTYP GENOTYP T | df |Signifikanz
dorsal CA1 Or 0,07+0,00 0,06+0,00 6,48 | 8,42 | p<0,001
dorsal CA1 Rad 0,09+0,01 0,08+0,01 F(2;20)=0,02; n.s. | F(1; 10)=20,85; p<0,01 | 2,54 | 9,90 | p<0,05
dorsal CA1 LMol 0,10+0,01 0,09+0,00 3,02 | 595 p<0,05
dorsal CA3 Or 0,09+0,02 0,08+0,01 1,511 9,29 n.s.
dorsal CA3 Rad 0,12+0,02 0,11+0,02 F(2; 20)=0,30; n.s. F(1; 10)=1,35; n.s. 0,86 | 9,86 n.s.
dorsal CA3 LMol 0,09+0,01 0,09+0,01 0,78 | 9,33 n.s.
dorsal DG Mol 0,08+0,02 0,06+0,00 A . N . 2,42 | 5,72 n.s.
dorsal DG ML 0105001 | 009s007 | L 10=027ins. | F(Li10)=6.29;p<0.05 [0 e e
ventral CA1 Or 0,11+0,00 0,11+0,00 -1,35| 7,23 n.s.
ventral CA1 Rad 0,11+0,00 0,11+0,00 F(2; 20)=1,40; n.s. F(1; 10)=0,02; n.s. -0,71] 9,92 n.s.
ventral CA1 LMol 0,12+0,01 0,11+0,00 0,79 | 8,44 n.s.
ventral CA3 Or 0,11+0,01 0,12+0,00 0,52 | 6,93 n.s.
ventral CA3 Rad 0,11+0,00 0,11+0,00 F(2; 20)=1,16; n.s. F(1; 10)=0,49; n.s. -0,91| 7,62 n.s.
ventral CA3 LMol 0,11+0,00 0,11+0,00 -0,21| 9,75 n.s.
ventral DG Mol 0,10£0,01 0,09+0,00 A . A . 0,87 | 6,40 n.s.
ventral DG ML 0141002 | oasso01 | L 10=00Zins | FLI0=0560S. oo o8 | ns,
BLA 0,3740,01 0,36+0,01 1,22 | 8,27 n.s.
CeC 0,30£0,01 0,32+0,02 F(3: 30)= 0.,56; n.s. F(1: 10)= 0.11; n.s. 0,76 | 9,14 n.s.
CeM 0,50+0,01 0,51+0,01 -0,59 | 9,66 n.s.
La 0,25+0,01 0,25+0,01 0,10 | 10,00 n.s.

Tab. 30: Dichte TH-IR Fasern in Hippokampus und Amygdala
Statistik: Mittelwert £ SEM. Zweifaktorielle ANOVA mit Messwiederholung. Ergebnisse der t-Tests (Welch-Test) sind

Bonferroni-Holm adjustiert flr jede Schicht (Hippokampus) bzw. Region (Amygdala).

Bueyuy 9



8TT

S5HT GFP (&, n=6) | WT (3, n=6) ANOVA (Messwiederholung) t-Test (Welch-Test)
Faserlinge [um/um®] | MW+SEM | MW4SEM | SCHICHT x GENOTYP GENOTYP T | df |Signifikanz
dorsal CA1 Or 0,06+0,00 0,05+0,00 1,73 | 8,25 n.s.
dorsal CAl1 Rad 0,05%0,00 0,06+0,01 F(1,19; 11,90)= 3,25; n.s. F(1; 10)=2,55; n.s. | -1,70 | 7,20 n.s.
dorsal CA1 LMol 0,10+0,02 0,08+0,02 1,75 ] 9,92 n.s.
dorsal CA3 Or 0,07+0,01 0,09+0,03 -1,46 | 5,72 n.s.
dorsal CA3 Rad 0,08+0,01 0,08+0,03 | F(1,33; 13,33)=4,34; p<0,05 | F(1; 10)=0,11; n.s.| -0,14 | 7,08 n.s.
dorsal CA3 LMol 0,08+0,01 0,07+0,02 0,99 | 941 n.s.
dorsal DG Mol 0,07+0,02 0,06+0,01 L . N . 0,81 | 9,93 n.s.
dorsal DG ML 0,08£0,01 | 0,08+0,03 FL:10)=08ns. | FL10=000ins 170 e T s
ventral CA1 Or 0,09+0,00 0,08+0,01 0,21 | 8,10 n.s.
ventral CA1 Rad 0,07+0,01 0,08+0,00 F(1,25; 12,53)=0,18; n.s. | F(1; 10)=0,08; n.s. | -0,24 | 7,58 n.s.
ventral CA1 LMol 0,14+0,01 0,15+0,02 -0,37| 8,61 n.s.
ventral CA3 Or 0,10+0,01 0,09+0,01 0,60 | 9,23 n.s.
ventral CA3 Rad 0,1040,01 0,09+0,01 F(1,22; 12,20)= 0,64; n.s. F(1;10)=0,01; n.s. | 0,40 | 9,91 n.s.
ventral CA3 Lmol 0,15+0,01 0,16+0,02 -0,35| 6,87 n.s.
ventral DG Mol 0,07+0,01 0,08+0,02 L . N . -0,66 | 6,62 n.s.
ventral DG ML 0,10:0,01 | 0,12+0,02 F1:10)=080ins. | FLI0=070:0S 700 s T s
BLA 0,20+0,01 0,21+0,01 -0,38 | 9,62 n.s.
CeC 0,18+0,01 0,19+0,01 F(3; 30)= 1,26: ns. F(1; 10)= 0,02; ns. -0,50 | 10,00 n.s.
CeM 0,20+0,01 0,21+0,00 -0,97 | 8,60 n.s.
La 0,20+0,01 0,18+0,02 0,79 | 9,64 n.s.

Tab. 31: Dichte 5-HT-IR Fasern in Hippokampus und Amygdala

Statistik: Mittelwert £ SEM. Zweifaktorielle ANOVA mit Messwiederholung. Ergebnisse der t-Tests (Welch-Test) sind

Bonferroni-Holm adjustiert fur jede Schicht (Hippokampus) bzw. Region (Amygdala).

fueyuy 9



6 Anhang
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