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Kurzreferat 

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss der nasalen Applikation des Neuropeptids Orexin 

auf verschiedene Endophänotypen der Schizophrenie untersucht. Als Tiermodell der Schizo-

phrenie dienten hierbei subkutane Injektionen des N-methyl-D-Asparaginsäure- (NMDA)-Re-

zeptor-Antagonisten Dizocilpin (MK801) bei Labormäusen. Mithilfe des modifizierten Tests 

nach Crawley wurde das Sozialverhalten der Testtiere untersucht. Dabei reduzierte MK801 

phasenübergreifend die Erkundungszeit, während Orexin allein keinen Einfluss hatte, aber 

den MK801-Effekt verstärkte. Beim Test auf Präpulsinhibition reduzierte MK801 die mittlere 

Präpulsinhibition bei beiden Geschlechtern, wobei Orexin sie bei den MK801-vorbehandelten 

Männchen zusätzlich reduzierte. Die Schreckreaktionsamplitude wurde bei den Männchen 

durch MK801 erhöht, Orexin hingegen verringerte sie bei den MK801-vorbehandelten Tieren. 

Im Offenfeld-Test wurde bei beiden Geschlechtern eine durch MK801 gesteigerte Lokomotion 

gemessen, Orexin hatte keinen signifikanten Effekt. Zusätzlich wurde hier auch die Aufent-

haltszeit im Zentrum und die Anzahl der Aufrichtungen als Maß der Ängstlichkeit bestimmt. 

MK801 reduzierte beides als Nebeneffekt der Hyperaktivität, während Orexin den Zentrums-

aufenthalt erhöhte, jedoch keinen Einfluss auf die Aufrichtungen hatte. c-Fos-Färbungen von 

Gehirnschnitten der Männchen ergaben, dass MK801 die höchste Aktivität im ventromedialen 

Cortex und Nucleus accumbens hervorruft, während es bei den Weibchen eher weniger Wir-

kung zu zeigen schien und nur in Kombination mit Orexin Tendenzen aufwies. Die vorliegende 

Arbeit zeigt somit einen Einfluss von Orexin auf bestimmte Endophänotypen der Schizophre-

nie und liefert damit wichtige Daten für die weitere Erforschung dieser Therapiemöglichkeit.  
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1. Einleitung 

Emil Kraepelin, ein richtungsgebender deutscher Psychiater des späten 19. Jahrhunderts be-

schrieb zum ersten Mal die Dementia praecox, die im Jahr 1911 vom Schweizer Psychiater 

Eugen Bleuler in Schizophrenie umbenannt wurde. Seit den ersten Beschreibungen dieser 

psychotischen Störung wurde umfangreiche Forschung auf diesem Gebiet betrieben. Bis 

heute ist die Pathophysiologie der Schizophrenie noch nicht abschließend geklärt und es wird 

eine multifaktorielle Genese vermutet. Dem Ganzen wird mit einer multifaktoriellen mehrdi-

mensionalen Therapie begegnet, die jedoch nur in wenigen Fällen zu einer Vollremission führt. 

In der überwiegenden Zahl der Fälle werden episodische bzw. chronisch-progrediente Ver-

läufe beobachtet, weshalb weitere Forschung auf diesem Gebiet notwendig ist.   

Die Schizophrenie ist eine Erkrankung des Menschen, die durch vielfältige diagnostische Me-

thoden, wie die Erhebung des psychopathologischen Befundes, des internistischen und neu-

rologischen Status und weitere Untersuchungen festgestellt wird. In diesem Umfang erscheint 

es schwierig, eine solch komplexe psychiatrische Erkrankung mittels eines Tiermodelles so-

wohl neuropathologisch als auch symptomatisch nachzuempfinden. Bestimmte menschliche 

Aspekte wie Halluzinationen, Wahn oder Sprachverarmung, die mittels psychopathologischer 

Befunde erfragt werden, können in Tieren nur schwer initial festgestellt und im weiteren Verlauf 

beobachtet werden. Tatsächlich gibt es bezogen auf die Halluzination schon Ansätze, wie sie 

im Tier modelliert werden könnte (Schmack et al. 2021), welche jedoch noch nicht flächende-

ckend etabliert worden sind. Nichtsdestotrotz kann das Tiermodell für viele Fragestellungen 

herangezogen werden (Spitzer und Erk 2006). Dafür werden die komplexen Symptome der 

Schizophrenie auf grundlegende neurobiologische Gesichtspunkte bzw. deren Dysfunktionen 

reduziert. Um das zu veranschaulichen, wurden von Gottesman und Shields 1973 sogenannte 

Endophänotypen eingeführt (Gottesman und Shields 1973), welche später von anderen Wis-

senschaftlern und Wissenschaftlerinnen, darunter Nancy Andreasen, aufgegriffen wurden (An-

dreasen 2000). Diese Phänotypen stellen Faktoren dar, welche sich nicht auf die klinische 

Symptomatik konzentrieren, sondern sich auf die neurobiologischen Phänomene der Krank-

heit beziehen. Folgende Phänotypen – ein gestörtes Arbeitsgedächtnis, eine verminderte Auf-

merksamkeit, gestörte Emotionalität, verminderte Präpulsinhibition, Hyperaktivität, gestörte 

Verhaltenshemmung sowie eine gestörte sequentielle Informationsverarbeitung – ermöglichen 

es, die neurobiologischen Phänomene im Versuchstier abzubilden und damit die Ausprägung 

der Schizophrenie zu objektivieren (Andreasen 2000; Gottesman und Shields 1973).   

Für tierexperimentelle Studien haben sich das Dopamin- bzw. Glutamat-Modell in der Schizo-

phrenie-Forschung etabliert. NMDA-Rezeptorantagonisten bringen sowohl positive als auch 

negative Symptome hervor, während dopaminerge Agonisten bei menschlichen Versuchsper-
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sonen hauptsächlich die Positivsymptomatik, beispielsweise in der Ausprägung eine Psy-

chose, auslösen können. Daraus resultierend ist das Glutamat-Modell das umfangreichere 

Modell und diente als Grundlage dieser Arbeit (Rung et al. 2005). 

Der NMDA-Rezeptor, ein ionotroper Glutamat-Rezeptor, ist an mehreren physiologischen 

Funktionen beteiligt – darunter an der synaptischen Plastizität. Eine Fehlfunktion dieses Re-

zeptors kann die zelluläre Homöostase aus dem Gleichgewicht bringen und zur Manifestation 

neuropsychiatrischer Pathologien führen, indem die Neuroplastizität reduziert wird. Schizo-

phrenie ist mit einer solchen Fehlfunktion verknüpft, weshalb es möglich ist, mit NMDA-Re-

zeptorantagonisten Symptome und kognitive Beeinträchtigungen im Sinne der Endophänoty-

pen im Tiermodell hervorzurufen, die der Schizophrenie sehr ähnlich sind (Hall et al. 2015). In 

der vorliegenden Arbeit wurde in den Experimenten dafür der NMDA-Rezeptorantagonist 

MK801, auch Dizocilpin genannt, genutzt. Studien haben ergeben, dass MK801 die motori-

sche Aktivität erhöht und damit eine Positivsymptomatik induziert, während es gleichzeitig so-

ziale Interaktionen hemmt, was eine Negativsymptomatik widerspiegelt (Rung et al. 2005). Ein 

weiterer Endophänotyp wird ebenfalls durch MK801 beeinflusst, wie Studien an Mäusen zei-

gen, dass die Präpulsinhibition durch den NMDA-Rezeptorantagonisten reduziert wird (Curzon 

und Decker 1998).  

In der nachfolgenden Arbeit soll es vorrangig um den potentiell therapeutischen Einsatz von 

physiologischem Orexin (auch Hypocretin genannt) in der Schizophrenie gehen. Ursprünglich 

wurde Orexin für seine Rolle als Regulator der Nahrungsaufnahme und beim Schlaf-Wach-

Rhythmus bekannt (Adamantidis et al. 2007; Lecea et al. 1998; Sakurai et al. 1998), jedoch 

zeigte weitere Forschung auch eine Beteiligung an der Regulierung von Angst, Stress, Moti-

vation und weiteren Funktionen (Übersichten siehe: (Nevárez und Lecea 2018; Sakurai 2014). 

Im wachen, aktiven Zustand und bei Hunger haben die Orexin-Neuronen des Tieres eine hohe 

Aktivität. Im Schlaf hingegen ist ihre Funktion reduziert (Yoshida et al. 2001; Zeitzer et al. 

2003). 

Die zwei Neuropeptide Orexin A und B (auch Hypocretin 1 und 2 genannt) werden von Orexin-

Neuronen freigesetzt und bilden zusammen mit ihren Rezeptoren das Orexin-System. Sie wer-

den im dorsomedialen, lateralen und perifornischen Hypothalamus als Präpro-Orexin synthe-

tisiert und erst später in die aktiven Peptide Orexin A und B proteolytisch aufgespalten ((Lecea 

et al. 1998); (Peyron et al. 1998); (Sakurai et al. 1998)). Die aktiven Neuropeptide binden an 

zwei G-protein-gekoppelte Rezeptoren, die Orexin-Typ-1- (OX1R) und Typ-2-Rezeptoren 

(OX2R). Durch das breit gefächerte Verteilungsmuster dieser Rezeptoren kann Orexin in vie-

len Bereichen im Gehirn agieren (Ch'ng und Lawrence 2015; Hervieu et al. 2001; Marcus et 

al. 2001). Unter anderem projiziert das Orexin-System in das limbische System, welches für 

Funktionen wie Lernen, Gedächtnis, Emotionen und Antrieb verantwortlich ist (Nambu et al. 
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1999); (Sakurai et al. 2005). Verschiedene Studien belegen den Einfluss von Orexin beim Ler-

nen und Gedächtnis (Dang et al. 2018; Wayner et al. 2004), kognitiver Flexibilität (Durairaja 

und Fendt 2021), Motivation (Mahler et al. 2014), Stress (Giardino und Lecea 2014), Fortbe-

wegung (James et al. 2017), Stimmung, Angst (Abbas et al. 2015; Khalil und Fendt 2017), 

Geselligkeit und sozialem Gedächtnis (Faesel et al. 2021; Yang et al. 2013).  

Die Beeinflussung dieser kognitiven Fähigkeiten durch Orexin hängt mit seiner Rolle im 

menschlichen und tierischen Sozialverhalten zusammen. So hat zum Beispiel eine Studie er-

geben, dass menschliche Orexin-A-Spiegel bei sozialer Interaktion und positiven Emotionen 

maximal sind (Blouin et al. 2013). Eine Studie im Jahr 2015 zeigte, dass OX1R-Knock-out-

Mäuse eine Verminderung der Geselligkeit, erhöhte Schreckreaktionen und eine verringerte 

Präpulsinhibition aufwiesen (Abbas et al. 2015). Eine weitere Studie im Jahr 2013 zeigte ein 

eingeschränktes soziales Gedächtnis bei Mäusen, deren Orexin-Neurone im Alter von drei 

Monaten degenerierten. Eine  nasale Verabreichung von Orexin A verbesserte diesen Ge-

dächtnisdefekt (Yang et al. 2013). 

Auch bei neuropsychiatrischen Erkrankungen konnte mittlerweile eine Rolle von Orexin nach-

gewiesen werden. In klinischen Studien zeigte sich bei schizophrenen Patienten weniger Ne-

gativsymptomatik, wenn sie höhere Orexin-A-Level in der Cerebrospinalflüssigkeit aufwiesen 

(Chien et al. 2015). Andere Studien zu Narkolepsie, ausgelöst durch den Verlust von Orexin-

Neuronen, zeigen neben anderen Symptomen auch eine beeinträchtigte Präpulsinhibition 

(Frauscher et al. 2012).  Daraus ergab sich die Hypothese, dass das Orexin-System bei ver-

schiedenen neuropsychiatrischen Störungen, insbesondere bei der Schizophrenie, die Aus-

prägung der Endophänotypen beeinflussen kann (Perez und Lodge 2021; Deutch und Bubser 

2007). 

Innerhalb dieser Arbeit stand die Arbeitshypothese im Vordergrund, dass die nasale Applika-

tion von Orexin die Endophänotypen Präpulsinhibition und Bewegungsaktivität sowie das So-

zialverhalten im Allgemeinen bei MK801-vorbehandelten Mäusen beeinflussen kann. Um 

diese Phänotypen experimentell zu adressieren, wurden männliche und weibliche Mäuse na-

sal entweder mit Orexin oder 9-prozentiger isotonischer Kochsalzlösung (Saline) und anschlie-

ßend subkutan mit MK801 oder Saline behandelt. Daraufhin folgten Tests auf Präpulsinhibition 

der Schreckreaktion und eine generelle Messung der Bewegungsaktivität. In einem weiteren 

Test wurde das Sozialverhalten der Testtiere gegenüber fremden Tieren anderer Zuchtlinien 

beobachtet.  

Schizophrene Patienten zeigen eine defizitäre Aufmerksamkeit und Informationsverarbeitung, 

sowohl kognitiv als auch sensorisch. Dieses Phänomen kann durch die Präpulsinhibition der 

akustischen Schreckreaktion gemessen werden. Physiologisch ist die Präpulsinhibition ein 

Mechanismus, der eine Informationsüberflutung des Gehirns verhindert, indem ein schwacher 
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Reiz (Präpuls) die Schreckreaktion auf einen nachfolgenden Schreckreiz unterdrückt bzw. ver-

mindert. Somit kann die Präpulshemmung als Maß für die sensomotorische Filterung verstan-

den werden, die vom zentralen Nervensystem vermittelt wird. Bei gesunden Menschen wird 

die Aufmerksamkeit reguliert, indem überflüssige sensorische oder motorische Prozesse ge-

filtert werden. Dieses Verhaltensereignis ist bei Schizophrenie durch eine abnorme Funktion 

des kortikostriato-thalamokortikalen Schaltkreises verändert. Kumari und Kollegen testeten 

männliche Patienten auf die Präpulshemmung der akustischen Schreckreaktion. Dabei fanden 

sie heraus, dass ein früher Krankheitsbeginn bei Männern mit Schizophrenie mit schwerwie-

genden Defiziten in der Präpulshemmung der Schreckreaktion verbunden war (Kumari et al. 

2000). Die Hypothese der vorliegenden Arbeit war, dass MK801 bei den Versuchstieren ein 

Defizit in der Präpulsinhibition bewirkt, und dass die Behandlung mit Orexin diesem Defizit 

entgegenwirken kann.   

Beim Open-Field-Test wurde erwartet, dass die Tiere unter dem Einfluss von MK801 aktiver 

sind als die Kontrollen und dass diese Hyperaktivität durch die nasale Applikation von Orexin 

abgemildert werden kann. Der Sozialverhalten-Test nach Crawley diente der Überprüfung der 

Hypothese, dass die Tiere unter MK801 generell weniger sozial sind und über eine geringere 

soziale Wiedererkennungstendenz verfügen und dieses Phänomen durch Orexin rückgängig 

gemacht werden kann.  

Ein davon unabhängiges Experiment sollte die neuronale Aktivität in bestimmten Gehirnarea-

len durch die Pharmaka untersuchen. Dafür wurden weitere Testtiere nach den gleichen phar-

makologischen Behandlungen, ohne im Verhalten getestet zu werden, perfundiert, ihre Ge-

hirne immunhistochemisch gefärbt und anschließend unter dem Fluoreszenzmikroskop unter-

sucht. Damit sollte die Arbeitshypothese überprüft werden, dass die Pharmaka-Kombinationen 

Veränderungen in der Aktivität der Neuronen der Gehirngebiete ventromedialer Cortex, Nu-

cleus accumbens (Core und Shell Region) und Amygdala hervorrufen.  
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2. Material und Methoden 

2.1. Tiere 

2.1.1. Mäuse 

Für die verhaltenspharmakologische Untersuchung der Fragestellung wurden insgesamt 14 

Mäuse, davon 7 weibliche Tiere und 7 männliche Tiere, der Zuchtlinie C57BL/6J pharmakolo-

gisch behandelt und anschließend in verschiedenen Verhaltenstests (siehe Tabelle 1) beo-

bachtet. 26 Mäuse gleicher Zuchtlinie wurden nicht im Verhalten beobachtet, sondern im An-

schluss an die pharmakologische Behandlung perfundiert und immunhistochemisch unter-

sucht (c-Fos als Marker für neuronale Aktivität). Alle Experimente fanden im Jahr 2021 statt. 

Das Geschlecht, Gewicht und Alter der Versuchstiere wurden für die bessere Übersichtlichkeit 

in Tabelle 1 dargestellt (die Angaben Alter und Gewicht beziehen sich jeweils auf den ersten 

Testtag des jeweiligen Experimentes). 

Tabelle 1 - Alter und Gewicht der Versuchstiere  

Test Geschlecht Anzahl 
Alter  

(in Wochen)  
Gewicht  

(in Gramm) 
Verhaltenstests 
(insg. 14 Tiere)         

Sozialverhalten m 7 10 23 - 27 

  w 7 8 14 - 20 

Präpulsinhibition & m 7 17 28 - 30 

 Offenfeld w 7 13 19 - 22 
Immunhistochemie 
(c-Fos) 
(insg. 26 Tiere) m 13 10 21 - 27 

  w 13 11 17 - 21 

Für die Tests auf Sozialverhalten wurden außerdem noch 4 männliche Wildtyp-Tiere der 

Zuchtlinie Orexin-KO, 3 männliche Wildtyp-Tiere der Zuchtlinie SHANK2-KO, 3 weibliche Wild-

typ-Tiere der Zuchtlinie Orexin-Cre und 2 weibliche Wildtyp-Tiere der Zuchtlinie Orexin-KO als 

Partner-Tiere genutzt. Diese Tiere wurden nicht pharmakologisch behandelt. Die Partner-Tiere 

sollten fremd für die Test-Tiere sein, deswegen wurden andere Zuchtlinien benutzt, die auf-

grund der geringeren Verwandtschaft sehr wahrscheinlich auch verschieden im Geruch sind.  

2.1.2. Haltung 

Die Mäuse wurden in durchsichtigen Typ III-Käfigen (42,5 cm x 27,6 cm x 15,3 cm) in der 

Tierhaltung des Instituts für Pharmakologie und Toxikologie der Universität Magdeburg gehal-

ten. Die Tiere hatten ad libitum Zugriff auf Wasser und Standard-Labornagetierfutter (Ssniff® 

R/M-H, V1534-0). Maximal 7 Tiere gleichen Geschlechts und gleicher Zuchtlinie wurden in 
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einem Käfig gehalten, der wöchentlich gesäubert wurde und mit Sägemehleinstreu, Zellstoff-

tüchern zum Nestbau und Papprollen ausgestattet war. Die Temperatur und die Luftfeuchtig-

keit wurden im Raum der Tierhaltung durchgehend konstant gehalten (22 °C ± 2 °C; 55 % ± 5 

%). Zudem wurde ein Tag-Nacht-Rhythmus durch eine automatische Lichtschaltung simuliert. 

Diese Schaltung hatte einen 12/12-Stunden Hell-Dunkel-Rhythmus, wobei das Licht um 

06:00 Uhr morgens angeschaltet wurde. Die Experimente erfolgten ausschließlich während 

der Licht-Phase.   

2.1.3. Kennzeichnung 

Die Tiere wurden zur Unterscheidung innerhalb der Käfige eindeutig gekennzeichnet. Dies 

erfolgte einerseits durch die Ohrlochung unter Isofluran und andererseits durch die Markierung 

des Schwanzes mit einem für Tiere unschädlichen Stift. Die Kennzeichnung am Schwanz 

wurde wöchentlich wiederholt, da diese mit der Zeit verblasste. Die Tiere, die nicht mehrfach 

ein Experiment durchlaufen haben, sondern perfundiert wurden, hatten keine Ohrlochung, 

sondern wurden lediglich am Schwanz gekennzeichnet.  

2.1.4. Rechtliche Grundlage 

Die Haltung der Tiere sowie die Durchführung der Experimente erfolgte unter Einhaltung der 

nationalen und internationalen Richtlinien (Deutsches Tierschutzgesetz, Europäische Richtli-

nie 2010/63/EU) und mit Genehmigung des Landesverwaltungsamt Sachsen-Anhalt 

(Az. 42502-3-890 Uni MD und 42502-2-1618 Uni MD). 

2.2. Versuchsdesign 

Um den Effekt einer nasalen Orexin-Applikation auf MK801-induzierte Verhaltensveränderun-

gen zu testen, wurde in jedem der durchgeführten Verhaltensexperimente 4 Kombinationen 

von Behandlungen durchgeführt, wobei jedes Tier nach Einhaltung einer Wash-Out-Periode 

(mind. 1 Woche) jede der Behandlungen in einer pseudo-randomisierten Reihenfolge erhielt: 

(1) Kontrollbehandlung, d. h. die Kombination aus einer nasalen Applikation und einer subku-

tanen Injektion von Saline, (2) Kombination einer nasal applizierten isotonischen Saline und 

einer subkutanen Injektion von MK801, (3) Kombination einer nasalen Applikation von Orexin 

und einer subkutanen Injektion von Saline, (4) Kombination beider Pharmaka, d. h. die Tiere 

erhielten nasal Orexin und subkutan eine MK801-Injektion. 

Vor Beginn der jeweiligen Experimente wurden die Tiere an die Handhabung gewöhnt. Das 

umfasste sowohl die Gewöhnung an die Experimentatorin selbst als auch an die nasale Appli-

kation von Flüssigkeiten sowie die Fixation des Tieres, die dafür nötig war. Zur Gewöhnung 

an die nasale Applikation von Flüssigkeiten wurde isotonische Saline genutzt. Dieses Proze-

dere wurde bei jedem Tier jeweils zweimal vor dem Experiment durchgeführt, umfasste einen 
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Zeitrahmen von circa 10 Minuten pro Tier pro Tag und diente der Stressreduktion des Tieres 

am Testtag. 

Vier Wochen lang durchliefen die 14 Versuchstiere alle 7 Tage den gleichen Verhaltenstest 

(Sozialverhalten) mit einer anderen pharmakologischen Behandlung. Die Reihenfolge der Be-

handlung jedes Tieres erfolgte pseudorandomisiert nach dem Schema eines lateinischen 

Quadrates.  

Im Anschluss daran erfolgten 2 weitere kombinierte Verhaltenstests (Präpulsinhibition & Of-

fenfeld) mit denselben 14 Tieren, ebenfalls in 4 aufeinanderfolgenden Wochen, wobei wieder 

jedes Tier jede Behandlung durchlief.  

Davon unabhängig wurden 26 weitere Tiere einmalig mit jeweils einer der 4 Medikamenten-

kombinationen behandelt. Diese Tiere wurden nach einer Stunde, noch unter Pharmaka-Ein-

fluss, perfundiert. Danach wurde das Gehirn entnommen und Schnitte angefertigt. Diese wur-

den immunhistochemisch gefärbt. 

 

2.3. Pharmaka/Substanzen 

Die Pharmaka Dizocilpin (MK801, (5S,10R)-(+)-5-Methyl-10,11-dihydro-5H-dibenzo[a,d]cyclo-

hepten-5,10-imin Maleat – Research Biochemicals International; Natick, Massachusetts, USA) 

und Orexin (Bachem; Bubendorf, Schweiz) wurden in Saline gelöst. Ihre Konzentrationen ba-

sierten auf publizierten Experimenten und betrugen bei Orexin 0,1 mM (Yang et al. 2013) und 

bei MK801 0,15 mg/kg in einem Applikationsvolumen von 10 ml/kg (Moy et al. 2013).  

Während MK801 immer unmittelbar vor dem Experiment in Saline gelöst wurde, erfolgte die 

Lösung von Orexin einmalig vor Beginn des gesamten Versuches in Saline und wurde bis zum 

jeweiligen Experiment in kleinen Portionen im Gefrierschrank (bei -20 °C) gelagert und kurz 

vor dem jeweiligen Experiment aufgetaut.  

Orexin wurde den Mäusen gewichtsunabhängig verabreicht – jedes Tier erhielt 10 µl 0,1 mM 

Orexin nasal, d. h. auf den Nasenspiegel, mittels einer Pipette verabreicht. Die MK801-Dosis 

war hingegen gewichtsabhängig - pro Gramm Körpergewicht wurde 0,01ml 0,15 mg/kg MK801 

subkutan injiziert.  

Die nasale Applikation wurde experimentübergreifend 30 Minuten und die subkutane Injektion 

20 Minuten vor dem Beginn des jeweiligen Verhaltensexperimentes durchgeführt.  
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2.4. Verhaltenstests 

2.4.1. Test auf Sozialverhalten 

2.4.1.1. Apparatur 

Das Sozialverhalten der Tiere wurde mit einer modifizierten Version des Sozialverhalten-Tests 

von Crawleys untersucht (Faesel et al. 2021). Innerhalb dieses Experiments wurden die 14 

Mäuse alle 7 Tage über 4 Wochen, jeweils unter einer anderen pharmakologischen Behand-

lung, beobachtet, wie sie mit fremden Mäusen anderer Zuchtlinien (sogenannten „Strangers“) 

interagierten. Dafür wurden 2 Boxen (23 cm x 33 cm x 45 cm) genutzt, welche undurchsichtige 

Wände und keine Deckenplatten hatten. Pro Durchgang konnten in jeder Box 1 Testtier und 

daher parallel 2 Testtiere getestet werden. In jeder Box gab es 2 kleine, runde geschlossene 

Drahtkäfige (8,5 cm Durchmesser, 10 cm Höhe), die in gegenüberliegenden Ecken der Box 

standen. Diese Drahtkäfige waren, je nach Phase des Experimentes, entweder leer oder be-

inhalteten 1 oder 2 Strangers. Über den Boxen war eine Kamera angebracht, welche das Ex-

periment filmte und eine Lampe, welche die Boxen indirekt ausleuchtete (ca. 30 Lux). Die Bo-

xen, die Kamera und die Lampe befanden sich in einer lichtundurchlässigen Kammer (74 cm 

x 71 cm x 74 cm), die während des Experimentes geschlossen waren.  

2.4.1.2. Zeitlicher Ablauf 

Der Test auf Sozialverhalten war in 3 Phasen unterteilt (Abb. 1), die jeweils 10 Minuten lang 

waren. Vor der ersten Phase erfolgte die pharmakologische Behandlung – 30 Minuten vor dem 

Experiment wurde entweder Saline oder Orexin nasal appliziert, 10 Minuten später erfolgte die 

subkutane Injektion mit MK801 oder Saline.  

 

Abbildung 1 - Schematischer Ablauf des Tests auf Sozialverhalten  

Die Testtiere wurden nasal mit Saline oder Orexin behandelt, gefolgt von einer subkutanen Injektion 

von MK801 oder Saline 10 Minuten später, bevor sie nach weiteren 20 Minuten die drei 10-minütigen 

Experiment-Phasen (Gewöhnung, Sozialverhalten und Wiedererkennung) durchliefen. 
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Die erste Phase des Sozialverhaltens-Tests nannte sich die Gewöhnungs-Phase (engl. Habi-

tuation), in welcher sich das Versuchstier an die Umgebung gewöhnen sollte. In dieser Phase 

waren die Drahtkäfige bereits in der Apparatur platziert, jedoch befanden sich keine Strangers 

in ihnen. Als nächstes folgte die Phase, in der auf Soziabilität (engl. Sociability) getestet wurde. 

Hier befand sich in einem der beiden Drahtkäfige ein Stranger. In der letzten Phase, der Wie-

dererkennungsphase (engl. Recognition) wurde in den zweiten, bislang leeren, Käfig ein wei-

terer gleichgeschlechtlicher Stranger, aus einer anderen Zuchtlinie als der erste Stranger, ge-

setzt. Der erste Stranger blieb in seinem Käfig. In welchem der beiden Käfige in der „Sozial-

verhalten“-Phase der erste Stranger saß, wurde pro Versuchstier jede Woche gewechselt. 

Nach jeder Phase wurde das Versuchstier kurz aus der Apparatur herausgenommen, während 

die Strangers in die Drahtkäfige gesetzt wurden. Nach Ende der dritten Phase wurden alle 

Tiere in die jeweiligen Haltungskäfige zurückgesetzt und die Apparatur gereinigt. 

2.4.1.3. Auswertung 

Die Verhaltensweisen der Versuchstiere wurden mithilfe eines Video-Tracking Programmes 

(EthoVision XL Version 12) quantifiziert. Die Tracking-Software war in der Lage, die Nasen-

spitze und das Zentrum des Tieres mit einer hohen zeitlichen und räumlichen Auflösung zu 

detektieren. Zudem wurde die Apparatur in virtuelle Zonen eingeteilt, wobei Zonen mit einem 

Abstand von 2 cm um die Stranger-Käfige dafür benutzt wurden, Erkundungsverhalten der 

Testmäuse gegenüber der leeren und mit Stranger besetzten kleinen Käfige zu quantifizieren. 

Erkundungsverhalten wurde dabei mit dem Aufenthalt der Nasenspitze des Testtieres in den 

Zonen um die kleinen Käfige definiert. Das Programm berechnete die Aufenthaltszeit des Ver-

suchstieres in den einzelnen Zonen. 
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2.4.2. Präpulsinhibition der Schreckreaktion und Offenfeld-Test 

2.4.2.1. Apparatur Präpulsinhibition 

Nach Abschluss des Tests auf Sozialverhalten wurden dieselben 14 Versuchstiere in 4 Durch-

gängen auf die Präpulsinhibition (PPI) der Schreckreaktion und direkt im Anschluss im Offen-

feld getestet (Abb. 2), jeweils unter den 4 verschiedenen pharmakologischen Behandlungen.  

Die Präpulsinhibition wurde in der Apparatur SR-LAB, hergestellt von San Diego Instruments 

in den USA, getestet. Diese Apparatur bestand aus mehreren undurchsichtigen schalldichten 

Boxen (35 cm x 35 cm x 38 cm), welche jeweils einen durchsichtigen Zylinder aus Plexiglas 

enthielt. Dieser Zylinder (4 cm x 10 cm) befand sich auf einer Platte, die mit einem Bewegungs-

sensor versehen war.  

 

Abbildung 2 - Schematischer Ablauf des kombinierten Präpulsinhibitions- und Offenfeld-Tests 

Das Testtier wurde zuerst nasal mit Orexin oder Saline behandelt, gefolgt von einer subkutanen Injektion 

von MK801 oder Saline 10 Minuten später. Nach einer 20-minütigen Wartezeit wurde das Tier in der 

verschlossenen Präpulsinhibitions-Apparatur platziert und eingewöhnt, bevor ihm verschiedene Blöcke 

an Schreckreizen präsentiert wurden. Im Anschluss daran wurde das Tier unverzüglich für weitere 30 

Minuten in der Offenfeld-Apparatur platziert. 

 

2.4.2.2. Zeitlicher Ablauf Präpulsinhibition 

Für das Experiment wurde das Versuchstier, wie auch beim Test auf Sozialverhalten als erstes 

nasal mit Orexin oder Saline behandelt. 10 Minuten später erfolgte die subkutane Injektion mit 

MK801 oder Saline. Nach weiteren 20 Minuten wurde das Tier im Zylinder der Apparatur plat-

ziert, welcher daraufhin vorne und hinten verschlossen wurde. Es folgte eine Eingewöhnungs-

zeit von 5 Minuten, in welcher dem Tier außer einem konstanten Hintergrundrauschen mit 
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einer Lautstärke von 60 dB SPL keinerlei Reize präsentiert wurden. Danach wurde das Ver-

suchstier einem Block von 12 Schreckreizen ausgesetzt – diese waren 108 dB SPL laut und 

40 ms lang. Die Zeit zwischen den Schreckreizen betrug 20 s.  

Danach folgten 6 Blöcke mit jeweils 6 Reiz-Typen. Entweder wurden dem Versuchstier nur ein 

Schreckreiz (108 dB SPL, 40 ms) präsentiert oder diesem ging ein sogenannter Präpuls vo-

raus. Die Präpulse hatten 5 verschiedene Lautstärken – 2, 4, 8, 12 oder 16 dB SPL lauter als 

das Hintergrundrauschen. Die Präpulse waren 20 ms lang und wurden 100 ms vor dem 

Schreckreiz präsentiert. Jeder der 6 Stimuli-Blöcke beinhaltete also einen Schreckreiz ohne 

Präpuls und 5 Schreckreize, denen jeweils 5 unterschiedlich laute Präpulse vorangingen. Die 

Reihenfolge dieser Stimuli war innerhalb eines Blockes pseudorandomisiert, der Interstimulus-

Intervall betrug 20 s. Insgesamt dauerte der PPI-Versuch für jedes Tier 20 Minuten. Nach je-

dem Durchgang wurde der Zylinder gereinigt.  

2.4.2.3. Auswertung Präpulsinhibition 

Der Bewegungssensor der Platte, auf der die Zylinder mit dem Versuchstier befestigt waren, 

zeichnete während des Experimentes die Bewegungen (d. h. die Schreckreaktion auf den 

Schreckreiz) des Tieres auf und wandelte sie in Spannungsschwankungen um. Diese wurden 

vom Programm für die spätere Auswertung gespeichert.  

2.4.2.4. Apparatur Offenfeld-Test 

Direkt im Anschluss an den PPI-Test, wurden die Testtiere einzeln und ohne erneute pharma-

kologische Behandlung in die Offenfeld-Apparatur gesetzt. Dieses bestand aus einer Box 

(49,5 cm × 49,5 cm × 41,5 cm) mit durchsichtigen Wänden und keiner Deckplatte. In dieser 

Apparatur konnte sich das Versuchstier frei bewegen. Die Wände der Apparaturen waren mit 

Infrarot-Lichtschranken (Abstand von 16 mm) ausgestattet (TSE Systems, Bad Homburg, 

Deutschland). So konnte zu jedem Zeitpunkt bestimmt werden, wo sich das Versuchstier in-

nerhalb der Apparatur aufhält. Die Lichtschranken deckten nicht nur die x- und y-Achse, son-

dern auch die z-Achse ab, sodass auch das Aufrichte-Verhalten der Tiere quantifiziert werden 

konnte.  

2.4.2.5. Zeitlicher Ablauf Offenfeld-Test 

Insgesamt wurde das Verhalten der Tiere 30 Minuten lang im Offenfeld aufgezeichnet.  

2.4.2.6. Auswertung Offenfeld-Test 

Die TSE Pheno Master Software registrierte die Daten der Infrarotsensoren und errechnete 

daraus die zurückgelegte Distanz der Maus, die Zeit im Zentrum der Apparatur, sowie die 

Anzahl der Aufrichtungen (engl. Rearing). So konnte mithilfe dieses Experimentes einerseits 
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die generelle motorische Aktivität des Tieres quantifiziert werden, aber auch die Tendenz des 

Tieres, sich im Zentrum der Apparatur aufzuhalten. Diese Tendenz ist ein Maß dafür, wie ver-

ängstigt bzw. neugierig das Versuchstier ist.  

Auch diese Apparatur wurde nach jedem Durchgang gereinigt. 

2.5. c-Fos-Immunhistochemie 

2.5.1. Zeitlicher Ablauf und Durchführung c-Fos-Immunhistochemie 

Von den 26 Testtieren, die behandelt wurden, aber keine Verhaltenstests absolvierten, wurden 

Gehirnschnitte angefertigt (Abb. 3). 

 

Abbildung 3 - Schematische Darstellung der Anfertigung der Gehirnschnitte  

Die Testtiere wurden zuerst nasal mit Orexin oder Saline behandelt, gefolgt von einer subkutanen In-

jektion mit MK801 oder Saline 10 Minuten später. Nach weiteren 60 Minuten wurden die Tiere mit Ke-

tamin, Xylazin und Acepromazin betäubt, gefolgt von einer transkardialen Perfusion mit Paraformalde-

hyd und Pikrinsäure. Anschließend wurden die Gehirne entnommen, tiefgefroren und im Kryostaten 

geschnitten. Daraufhin erfolgte die immunhistochemische Färbung sowie die Mikroskopie der Gehirn-

schnitte.  

Die Tiere wurden analog zu den Verhaltenstests als erstes nasal mit Orexin oder Saline be-

handelt. 10 Minuten später erfolgte die subkutane Injektion mit MK801 oder Saline.  

Nach weiteren 60 Minuten erfolgte die Betäubung mit Ketamin (100 mg/kg) als Injektionsan-

ästhetikum, Xylazin (20 mg/kg) als Sedativum und Muskelrelaxans sowie Acepromazin (3 
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mg/kg) als Neuroleptikum mit starken sedativen Eigenschaften. Im Anschluss daran wurden 

die Tiere transkardial perfundiert (Abb. 4) – zuerst mit Saline, bis die Tiere blutleer waren, 

anschließend mit Zamboni-Fixationslösung (4% Paraformaldehyd, 0,2% 0,1 M Pikrinsäure-

Lösung; genauere Informationen siehe Anlagen).   

 

Abbildung 4 - Schematische Darstellung des Perfusionsablaufs  

(Quelle: https://www.neuroscienceassociates.com/instructions/perfusion-protocol/, zuletzt gesehen 

18.02.24 09:46) 

Nach erfolgreicher Perfusion wurden die Gehirne der Mäuse entnommen und einzeln für 

24 Stunden in Zamboni-Lösung bei Raumtemperatur, anschließend in Sucrose-Lösung im 

Kühlschrank zwischengelagert. Für die darauffolgenden Schritte wurde das Gehirn tiefgefro-

ren und im Kryostaten (Typ CM1950, Leika; Wetzlar, Deutschland) in 40 µm starke Scheiben 

geschnitten.  

Im Weiteren erfolgte die Immunhistochemie mit c-Fos (Verdünnung 1/2000, Anti-c-Fos Polyc-

lonal Rabbit Affinity Purified, Synaptic Systems GmbH, Göttingen, Deutschland) als Primär-

Antikörper, Anti-rabbit Biotin (Verdünnung 1/1000; Dianova, Hamburg, Deutschland) als Se-

kundär-Antikörper und Streptavidin Cy3 (Verdünnung 1/1000; Invitrogen – Life Technologies, 

Eugene, Oregon, USA) als Tertiär-Antikörper für die Farbreaktion. Das gesamte Protokoll der 

Immunhistochemie inklusive der Wasch- und Inkubationsschritte ist den Anlagen zu entneh-

men.  

Danach wurden die Gehirnschnitte mithilfe einer aufsteigenden Ethanolreihe entwässert und 

mit Rotihistol entfettet. Anschließend wurden die Schnitte auf gelatinierte Objektträger aufge-

zogen, in DPX eingebettet, mit einem Deckglas versehen und im Kühlschrank bei 4 °C aufbe-

wahrt. Die Kryostatschnitte wurden im Anschluss mit einem Fluoreszenzmikroskop (Typ 

DFC7000GT, Leica) bei 10-facher Vergrößerung mikroskopiert und die Aufnahmen als JPG-

Datei gespeichert.  
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2.5.2. Auswertung c-Fos-Immunhistochemie 

Für die Auswertung dieser Dateien wurde ein Programm genutzt, welches in Kooperation mit 

dem Informatiker Jonas Mucke selbst geschrieben wurde. Dieses System war in der Lage, die 

Farbmarkierungen der Immunhistochemie in einem ausgewählten Bereich des Gehirns zu 

zählen, sodass die Hirnaktivität bestimmter Areale quantifiziert werden konnte.  

Das Programm wurde in der Programmiersprache Python geschrieben und verfügt über eine 

grafische Benutzeroberfläche, die es dem Anwender ermöglicht, die mikroskopischen Bilder 

einzulesen und bestimmte Areale im Gehirn zu markieren. Die Areale sind rechteckig, wobei 

die Abmessungen des Rechtecks pixelgenau eingestellt werden können. Durch die Anwen-

dung von Bildbearbeitungstechniken werden diese markierten Areale analysiert, während die 

verschiedenen Schritte der Analyse dem Anwender angezeigt werden, um die Transparenz 

des Zählprozesses zu erhöhen. Am Ende des Prozesses werden dem Anwender die erkann-

ten markierten Zellen, mittels eines lila-farbigen Rahmens um die Zellen, sowie die ermittelte 

Anzahl der markierten Zellen angezeigt. Der Anwender hat die Möglichkeit, diese Zahl manuell 

zu korrigieren (ggf. bei vielen überlappenden Zellen in der mikroskopischen Aufnahme, die 

das Programm als einen zusammenhängenden Komplex erkennt), bevor die Daten in eine 

CSV-Datei exportiert werden.  

Zu Beginn der Verwendung des Programms steht das Einlesen des Bildes. Anschließend wird 

das Bild bearbeitet, um die Zellen leichter erkennen zu können. Der erste Bearbeitungsschritt 

ist die Umwandlung des Bildes in Graustufen. Dies geschieht basierend auf den verschiede-

nen Farbkanälen, da die markierten Zellen eine gelbliche Färbung haben, die sich stark von 

dem rot-schwarzen Hintergrund unterscheidet. Nach der Umwandlung in Schwarz-Weiß wird 

das Bild mit verschiedenen Bildfiltern bearbeitet. Um das Rauschen zu reduzieren wird ein 

Gauß-Filter eingesetzt, während ein Schärfe-Filter die Kanten betont und so die Objekterken-

nung im nächsten Schritt erleichtert. 

Als nächstes wird das Bild ein letztes Mal gefiltert, sodass alle Pixel unter einem bestimmten 

Farbwert als "nicht markiert" und alle Pixel über diesem Farbwert als "markiert" gekennzeich-

net werden. Zuletzt wird ein Inselerkennungsalgorithmus verwendet, der die Anzahl der dis-

junkten Objekte im Bild erkennt. Dies ist die Anzahl der erkannten Zellen. 

Bei allen Filtern werden anpassbare Parameter genutzt, welche der Anwender stets selbst-

ständig einstellen kann, um bessere Ergebnisse zu erzielen. Dabei können die Stärke und 

Kernelgröße des Gauß-Filters, des Schärfe-Filters und der "nicht markiert"/"markiert"-Schwelle 

eingestellt werden. 
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2.6. Statistik 

Die statistische Betrachtung der vorliegenden Daten wurde mit GraphPad Prism (Version 8, 

GraphPad Software Inc., Chicago, IL, USA) und Systat (Systat Software GmbH, Frankfurt am 

Main, Deutschland) durchgeführt. Bei der Analyse der Experimente fanden vor allem die mul-

tifaktoriellen Varianzanalysen und als Post-Hoc-Tests der Uncorrected Fisher LSD Test oder 

der Tukey’s Multiple Comparison Test Anwendung. Die Faktoren der Varianzanalyse sowie 

die Art des Post-Hoc-Tests werden bei der Auswertung unter jedem Experiment gesondert 

erläutert. Die Überschreitungswahrscheinlichkeit (p-Wert) wurde durchgehend auf p < 0,05 

festgelegt. 
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3. Ergebnisse 

3.1. Sozialverhalten-Test 

3.1.1. Sozialverhalten-Test – Phasenübergreifende Betrachtung 

Dieser Test diente der Beobachtung des Sozialverhaltens der Testtiere unter verschiedenen 

pharmakologischen Behandlungen. Im Folgenden werden die einzelnen Phasen des Experi-

mentes (Habituationsphase, Sozialverhalten-Phase und Wiedererkennungsphase) nachei-

nander ausgewertet, jeweils im Hinblick auf die Erkundungszeiten und das Verhältnis der 

Stranger-Käfigbesuche. Die männlichen und weiblichen Tiere werden hier und auch in den 

nachfolgenden Diagrammen getrennt dargestellt und ausgewertet. 

Abbildung 5 zeigt die Habituationsphase des Sozialverhalten-Tests mit den Erkundungszeiten 

in Abhängigkeit von pharmakologischen Behandlungen (Abb. 5A – männliche Testtiere; Abb. 

5C – weibliche Testtiere) und das Verhältnis der Käfigbesuche in Abhängigkeit von den Be-

handlungen (Abb. 5B - männliche Testtiere; Abb. 5D – weibliche Testtiere). 

Die Erkundungszeit (in Sekunden) ist als gesamte Aufenthaltsdauer der Nasenspitze des Test-

tieres in den Zonen um die kleinen Käfige mit den Strangers definiert. Die drei Phasen des 

Experimentes sind im folgenden Text mit Abkürzungen versehen – die Gewöhnungsphase (h1 

und h2), die Sozialverhalten-Phase (s1 und s2) und die Wiedererkennungsphase (r1 und r2). 

Die Beschriftung mit der Zahl 1 steht für die Daten des Käfigs mit dem ersten Stranger (im 

Diagramm durch einen einfarbigen Balken dargestellt), während die Beschriftung mit der Zahl 

2 für die Daten des Käfigs mit den zweiten Stranger (im Diagramm durch einen gestrichelten 

Balken dargestellt) steht.  

Eine multifaktorielle Varianzanalyse (engl. analysis of variance, ANOVA) der Erkundungszei-

ten mit den Faktoren Geschlecht, Phase, Käfig und Behandlung über die Phasen hinweg 

zeigte einen Haupteffekt für das Geschlecht (F1,7 = 6,38; p = 0,04). Die weiblichen Mäuse er-

kundeten signifikant mehr als die männlichen Mäuse. Auch die Phase des Experimentes hatte 

einen signifikanten Effekt auf die Erkundungszeit (F2,14 = 8,56; p = 0,004), welcher jedoch nicht 

geschlechtsabhängig war (F1,12 = 0,56; p = 0,58). Während die Orexin-Behandlung keinen sta-

tistisch relevanten Einfluss auf die Erkundungszeit zeigte (F1,7 = 0,17; p = 0,70), reduzierte die 

Behandlung mit MK801 geschlechtsunabhängig das Erkundungsverhalten (F1,7 = 23,57; p = 

0,002) und zeigte dabei keine Interaktion mit dem Geschlecht (F1,7 = 2,62; p = 0,15).  Die 

Interaktion der Faktoren MK801-Behandlung und Käfige zeigte jedoch einen Trend (F1,7 = 5,25; 

p = 0,056) zur Interaktion mit den Käfigen, was darauf hinweist, dass MK801 das Sozialver-

halten reduzierte. 
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Eine zusätzliche Möglichkeit, das vorliegende Experiment auszuwerten, greift auf die Verhält-

nisse der Käfigbesuche zurück. Das Verhältnis der Käfigbesuche ist das Verhältnis der Erkun-

dungszeiten an den beiden Käfigen und stellt ein Maß dar, inwiefern sich das Testtier häufiger 

am Käfig mit dem ersten Stranger oder am Käfig mit dem zweiten Stranger aufgehalten hat. 

Dieses Verhältnis kann Werte von -1 bis 1 annehmen, wobei ein Wert von 1 bedeuten würde, 

dass sich das Testtier ausschließlich am Käfig, der ab der zweiten Phase mit dem ersten 

Stranger besetzt wird, aufgehalten hat und ein Wert von -1 bedeuten würde, dass das Testtier 

ausschließlich am Käfig war, der ab der dritten Phase mit dem zweiten Stranger besetzt wird. 

Ein Wert von 0 bedeutet, dass sich das Testtier gleich häufig an beiden Käfigen aufgehalten 

hat. Unter Kontrollbedingungen wäre in der Habituationsphase einen Wert um 0 erwarten, in 

der Sozialverhalten-Phase einen deutlich positiven Wert und in der Wiedererkennungsphase 

einen deutlich negativen Wert. 

Eine dreifaktorielle ANOVA der Verhältnisse der Käfigbesuche über die Phasen hinweg zeigte 

keinen Haupteffekt für das Geschlecht (F1,7 = 0,27; p = 0,62). Jedoch hatte die Phase des 

Experimentes einen signifikanten Effekt auf das Verhältnis (F2,14 = 7,73; p = 0,005), welcher 

jedoch nicht geschlechtsabhängig war (F1,12 = 1,39; p = 0,28). Während Orexin, MK801 sowie 

deren Interaktion keinen statistisch relevanten Einfluss auf die Verhältnisse zeigten, wurde für 

MK801 phasenabhängig ein Effekt gefunden (F2,14 = 3,76; p = 0,049).  

Wurde diese Analyse für die beiden Geschlechter getrennt durchgeführt, zeigte sich, dass die 

Phasen einen signifikanten Einfluss auf die Verhältnisse der Käfigbesuche der männlichen 

Testtiere hatten (F1,76; 10,58 = 5,89; p = 0,02). Dieser Einfluss war bei den weiblichen Tieren nicht 

zu beobachten (F1,96; 11,74 = 0,83; p = 0,46). Der Faktor Behandlung sowie die Interaktion zwi-

schen der Phase und der Behandlung erreichte bei beiden Geschlechtern nicht das Signifi-

kanzniveau (Fs < 1,33; ps > 0,29).  

Um den genauen Effekt der beiden Behandlungen zu analysieren, wurden im Folgenden Post-

hoc-Tests (Uncorrected Fisher LSD) für jede Phase und für die Geschlechter getrennt durch-

geführt. 
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3.1.2. Sozialverhalten-Test – Habituationsphase  

In einer ANOVA mit den Faktoren Geschlecht, Orexin-Behandlung und MK801-Behandlung 

wurden in der Habituationsphase erwartungsgemäß keine Haupteffekte auf das Verhältnis der 

Käfigbesuche oder Interaktionen nachgewiesen.   

Bei den männlichen Testtieren (Abb. 5A) verbrachten in der Habituationsphase die Kontroll-

gruppe und die Tiere, die nur Orexin bekommen hatten, annährend gleich viel Zeit an den 

beiden Käfigen wie nach der Kontrollbehandlung mit Saline (t (h1) = 0,56; p (h1) = 0,59; t (h2) 

= 0,19; p (h2) = 0,86). MK801 verringerte die Explorationszeit gegenüber der Kontrollgruppe 

(t (h1) = 1,29; p (h1) = 0,24; t (h2) = 0,93; p (h2) = 0,39), die Kombination mit Orexin reduzierte 

sie um ein weiteres, sodass sie eine statistische Signifikanz erreichte (t (h1) = 2,60; p (h1) = 

0,04; t (h2) = 6,45; p (h2) = 0,0007). Alle Gruppen verbrachten unabhängig von der pharma-

kologischen Behandlung ähnlich viel Zeit am ersten wie am zweiten Käfig (siehe Verhältnis 

Käfigbesuche, Abb. 5B). 

Auch bei den weiblichen Mäusen (Abb. 5C) zeigte sich in der Habituationsphase kein Unter-

schied in der Erkundungsdauer zwischen der Kontrollgruppe und der Gruppe mit nasaler 

Orexin-Behandlung (t (h1) = 2,19; p (h1) = 0,07; t (h2) = 0,89; p (h2) = 0,43). Signifikant waren 

jedoch die Reduktion der Dauer durch MK801 allein (t (h1) = 2,91; p (h1) = 0,03; t (h2) = 2,89; 

p (h2) = 0,03) und Orexin und MK801 zusammen (t (h1) = 2,86; p (h1) = 0,03; t (h2) = 3,42; p 

(h2) = 0,01) im Vergleich zur Kontrollgruppe, sowie die Reduktion der Dauer durch MK801 

allein (t (h1) = 2,89; p (h1) = 0,03; t (h2) = 1,72; p (h2) = 0,14) und Orexin und MK801 zusam-

men (t (h1) = 2,48; p (h1) = 0,048; t (h2) = 1,66; p (h2) = 0,15) im Vergleich zur Gruppe unter 

nasalem Orexin allein. Wie bei den männlichen Testtieren verbrachten die weiblichen Testtiere 

unabhängig von der pharmakologischen Behandlung ähnlich viel Zeit am ersten wie am zwei-

ten Käfig (siehe Verhältnis Käfigbesuche, Abb. 5D), allerdings waren die Tiere unter dem Ein-

fluss von MK801 signifikant weniger insgesamt an den Käfigen als die Tiere, die kein MK801 

bekommen hatten (ts > 2,48; ps < 0,05). 

Zusammenfassend spiegeln sich diese Ergebnisse in den Verhältnissen der Käfigbesuche wi-

der. In der Habituationsphase der männlichen Testtiere (Abb. 5B) war bei allen 4 pharmakolo-

gischen Behandlungen ein ausgeglichenes Erkundungsverhalten zu beobachten (ts < 1,41; ps 

> 0,21; Vergleich mit Kontrollgruppe).  

Äquivalent zeigte sich das Erkundungsverhalten der weiblichen Testtiere (Abb. 5D) (ts < 1,08; 

ps > 0,32; Vergleich mit Kontrollgruppe).  
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Abbildung 5 – Diagramm Habituationsphase (Sozialverhalten-Test).  

Die Erkundungszeiten wurden bei beiden Geschlechtern (Abb. 5A, 5C) vor allem durch die MK801-

Behandlung bei Orexin-vorbehandelten Tieren reduziert (t > 2,60; p < 0,04; Vgl. zur Kontrolle). Ebenfalls 

war bei beiden Geschlechtern unter allen 4 pharmakologischen Behandlungen ein ausgeglichenes Er-

kundungsverhalten (Abb. 5B, 5C) zu beobachten (ts < 1,41; ps > 0,21; Vergleich mit Kontrollgruppe) - 

keiner der beiden leeren Käfige wurde bevorzugt. 

3.1.3. Sozialverhalten-Test – Sozialverhalten-Phase 

Abbildung 6 zeigt die Sozialverhalten-Phase des Sozialverhalten-Tests mit den Erkundungs-

zeiten in Abhängigkeit von den 4 pharmakologischen Behandlungen (Abb. 6A – männliche 

Testtiere; Abb. 6C – weibliche Testtiere) und das Verhältnis der Käfigbesuche in Abhängigkeit 

von den beiden Behandlungen (Abb. 6B - männliche Testtiere; Abb. 6D – weibliche Testtiere). 

Die Analyse der Erkundungszeiten der männlichen Testtiere zeigte, dass die Kontrollgruppe 

und die Tiere, die nur Orexin bekommen hatten, annährend gleich viel Zeit am ersten Käfig 

verbrachten (t (s1) = 0,18; p (s1) = 0,86). MK801 verringerte die Explorationszeit gegenüber 

der Kontrollgruppe (t (s1) = 2,38; p (s1) = 0,05), die Kombination mit Orexin reduzierte sie um 
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ein weiteres (t (s1) = 5,45; p (s1) = 0,002). Der zweite Stranger-Käfig wurde von den Tieren in 

der Sozialverhalten-Phase unter allen pharmakologischen Behandlungen recht gleichmäßig 

erkundet (ts (s2) < 1,44; ps (s2) > 0,20), jedoch erwartungsgemäß insgesamt weniger als der 

erste Stranger-Käfig.                                                                             

 

Abbildung 6 – Diagramm Sozialverhalten-Phase (Sozialverhalten-Test)  

Bei den Männchen reduzierte MK801 die Erkundungszeit (Abb. 6A) am ersten Stranger-Käfig 

(p (s1) = 0,05; t (s1) = 2,38), die Vorbehandlung mit Orexin verstärkte diesen Effekt um ein weiteres (p 

(s1) = 0,002; t (s1) = 5,45). Das spiegelte sich auch im Verhältnis der Käfigbesuche wider (Abb. 6B) (t 

= 2,48; p = 0,048; Ox/Mk vs. Sal/Sal).  

Bei den weiblichen Testtieren waren ähnliche Tendenzen zu sehen, jedoch nicht statistisch 

signifikant. Interessant war, dass die Aufenthaltsdauer der Tiere unter MK801 durch die Kom-

bination mit Orexin geringfügig an beiden Käfigen erhöht und nicht weiter reduziert wurde. 

Die Verhältnisse der Käfigbesuche wurden wieder mit einer multifaktoriellen ANOVA mit den 

Faktoren Geschlecht und den beiden Behandlungen ausgewertet. Für den Faktor Geschlecht 

wurde ein Trend gefunden (F1,7 = 4,20; p = 0,08), d. h. die Männchen hielten sich im Verhältnis 
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öfter am ersten Käfig (mit Stranger) als am zweiten Käfig (leer) auf, zeigten also mehr soziales 

Erkunden. Orexin hatte keinen Haupteffekt (F1,7 = 2,49; p = 0,16), auch nicht geschlechtsab-

hängig (F1,7 = 0,20; p = 0,53). MK801 bewirkte erwartungsgemäß ein signifikantes Defizit (F1,7 = 

8,00; p = 0,03). Dieser Effekt war nicht geschlechtsabhängig und interagierte auch nicht mit 

Orexin (Fs < 1,27; ps > 0,29).   

Im Uncorrected Fisher LSD Post-Hoc-Test der Sozialverhalten-Phase produzierte MK801 

(t = 0,41; p = 0,70) und Orexin (t = 0,54; p = 0,61) allein keine robusten Defizite bei den Männ-

chen, die Kombination beider Pharmaka zusammen führte jedoch zu einer signifikanten Re-

duktion des Verhältnisses der Käfigbesuche (t = 2,48; p = 0,048). 

In der Sozialverhalten-Phase der Weibchen war mit MK801 ein reduziertes Verhältnis zu er-

kennen, das jedoch klar über dem Signifikanz-Niveau blieb (t = 1,04; p = 0,34). Für die Orexin-

Behandlung und die Kombination aus Orexin und MK801 wurden wieder höhere, jedoch nicht 

signifikante Verhältnisse beobachtet (ts < 0,44; ps > 0,68). 

 

3.1.4. Sozialverhalten-Test – Wiedererkennungsphase 

Abbildung 7 zeigt die Wiedererkennungsphase des Sozialverhalten-Tests mit den Erkun-

dungszeiten (Abb. 7A – männliche Testtiere; Abb. 7C – weibliche Testtiere) und das Verhältnis 

der Käfigbesuche in Abhängigkeit von den beiden Behandlungen (Abb. 7B - männliche Test-

tiere; Abb. 7D – weibliche Testtiere). 

Der Uncorrected Fisher LSD-Test zeigte bei den Erkundungszeiten der männlichen und weib-

lichen Testtiere bei allen Behandlungskombinationen keine signifikanten Unterschiede zwi-

schen den beiden Käfigen (ts (r1/r2) < 1,82; ps (r1/r2) > 0,11), außer der Gruppe, die Orexin 

und MK801 bekommen hat (t (r2) = 2,65; p (r2) = 0,04) – die Männchen erkundeten den zwei-

ten Käfig signifikant weniger als die Kontrollgruppe. Bei den Weibchen zeigte sich hingegen 

eine Tendenz, dass die Behandlung mit Orexin die Erkundungszeit des zweiten Käfigs gegen-

über der Kontrollgruppe und auch bei vorbehandelten MK801-Tieren erhöhte.  

In der Auswertung der Verhältnisse der Käfigbesuche mit einer multifaktoriellen ANOVA wur-

den keine Effekte vom Geschlecht, der Behandlung mit MK801 oder Interaktionen zwischen 

diesen beiden Faktoren gefunden (Fs < 1,20; ps > 0,31). Ebenso war die Behandlung mit 

Orexin nicht signifikant (F1,7 = 1,71; p = 0,23), jedoch war ein Trend für die Interaktion Orexin-

Behandlung und Geschlecht zu beobachten (F1,7 = 4,11; p = 0,08).  
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Abbildung 7 – Diagramm Wiedererkennungsphase (Sozialverhalten-Test)  

Die Tiere erkundeten behandlungsunabhängig die beiden Käfige ähnlich lange (ts (r1/r2) < 1,82; 

ps (r1/r2) > 0,11) – eine signifikante Reduktion der Erkundungszeit durch eine Behandlung war nur bei 

den Männchen (Abb. 7A) mit der Kombination aus MK801 und Orexin gegenüber den Kontrollbedin-

gungen nachzuweisen (t (r2) = 2,65; p (r2) = 0,04). Das spiegelte sich im Verhältnis der Käfigbesuche 

wider – bei beiden Geschlechtern (Abb. 7B und 7D) waren keine Behandlungsunterschiede detektierbar 

(ts < 0,93; ps > 0,39). 

Im Uncorrected Fisher LSD Post-Hoc-Test der Verhältnisse in der Wiedererkennungsphase 

waren bei beiden Geschlechtern keine Behandlungsunterschiede detektierbar (ts < 0,93; 

ps > 0,39). Generell war jedoch in der Wiedererkennungsphase kaum zu erkennen, dass die 

Mäuse den Käfig mit dem zweiten Stranger bevorzugten. Am ehesten war eine Wiedererken-

nungstendenz unter Orexin (ts = 0,93; ps = 0,39) bei den Weibchen und unter MK801 (t = 0,93; 

p = 0,39) bei den Männchen zu erkennen. 
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3.2. Präpulsinhibitions-Test und Offenfeld-Test 

3.2.1. Präpulsinhibitions-Test – Mittlere Präpulsinhibition und Präpulsinhibition 

bei verschiedenen Präpulsintensitäten 

Bei den Tests auf Präpulsinhibition der Schreckreaktion wurde den Versuchstieren verschie-

dene Präpulsintensitäten präsentiert. Um den Effekt der pharmakologischen Behandlungen 

auf die Präpulsinhibition besser zu visualisieren, wurde die prozentuale Präpulsinhibition über 

alle Intensitäten gemittelt und gegen die pharmakologischen Behandlungen aufgetragen (Abb. 

8A (männliche Testtiere) und 8B (weibliche Testtiere)). Abbildung 8C (männliche Testtiere) 

und 8D (weibliche Testtiere) zeigen die Präpulsinhibition in Abhängigkeit von der Präpulsin-

tensität (in dB SPL über dem Hintergrundrauschen).  

Eine dreifaktorielle ANOVA mit den beiden Behandlungen (Saline bzw. Orexin; Saline bzw. 

MK801) und dem Geschlecht als Faktoren zeigte keinen generellen Effekt des Geschlechts 

(F1,12 = 3,26; p = 0,10) auf die mittleren Präpulsinhibitionen. Orexin hatte unabhängig vom Ge-

schlecht einen Haupteffekt auf die mittlere Präpulsinhibition (F1,12 = 5,22; p = 0,04). Die signi-

fikante Interaktion zwischen Geschlecht und Orexin-Behandlung (F1,12 = 8,71; p = 0,01) wies 

darauf hin, dass bei den Männchen die mittlere Präpulsinhibition stärker durch Orexin reduziert 

wurde als bei den Weibchen. Die Behandlung mit MK801 reduzierte generell die mittlere Prä-

pulsinhibition (F1,12 = 33,31; p < 0,0001), wobei es keine signifikante Interaktion mit dem Ge-

schlecht gab (F1,12 = 1,50, p = 0,24). Ebenso wurden keine Interaktionen zwischen Orexin- und 

MK801-Behandlung (F1,12 = 2,56; p = 0,14) und beiden Behandlungen mit dem Geschlecht 

(F1,12 = 0,09; p = 0,78) gefunden. 

Diese Befunde wurden durch zweifaktorielle ANOVAs, die separat für männliche und weibliche 

Mäuse durchgeführt wurden, bestätigt. Bei den Männchen wurden sowohl für die Orexin- als 

auch für die MK801-Behandlung Haupteffekte detektiert (F1,6 = 8,73, p = 0,03 bzw. 

F1,6 = 195,80, p < 0,0001; Abb. 8A), während bei den Weibchen die Orexin-Behandlung keinen 

Haupteffekt hatte (F1,6 = 0,52, p = 0,50) und die MK801-Behandlung nur knapp über dem Sig-

nifikanzniveau war (F1,6 = 5,51, p = 0,057). Bei beiden Geschlechtern interagierten die Be-

handlungen nicht miteinander (Fs < 3,17, ps > 0,12). 
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Abbildung 8 – Diagramm Präpulsinhibition – Mittlere Präpulsinhibition (A, B) und Präpulsinhibi-

tion bei verschiedenen Präpulsintensitäten (C, D) 

Sowohl die Orexin- als auch die MK801-Behandlung reduzieren die Präpulsinhibition geschlechtsab-

hängig. Bei den Männchen waren beide Behandlungen effektiv (Orexin: F1,6 = 6,81, p = 0,04; 

MK801: F1,6 = 171,80, p < 0,0001), während es bei den Weibchen nur einen Trend für die MK801-Be-

handlung (F1,6 = 5,51, p = 0,057) gab und Orexin keine Effekte hatte. 

 

Um zu untersuchen, ob die beobachteten Orexin- bzw. MK801-Effekte von den verschiedenen 

Präpulsintensitäten abhängig sind, wurde eine weitere ANOVA durchgeführt. Die multifaktori-

elle ANOVA mit den beiden Behandlungen (Saline bzw. Orexin; Saline bzw. MK801), der Prä-

pulsintensität und dem Geschlecht als Faktoren zeigte ebenfalls keinen generellen Effekt des 

Geschlechts (F1,12 = 3,34; p = 0,09). Orexin hatte unabhängig vom Geschlecht keinen gene-

rellen Haupteffekt auf die mittlere Präpulsinhibition (F1,12 = 3,95; p = 0,07). Jedoch erreichte 

die Interaktion zwischen Geschlecht und Orexin-Behandlung das statistische Kriterium 

(F1,12 = 7,01; p = 0,02) und zeigte, dass bei den Männchen die Präpulsinhibition stärker durch 
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Orexin reduziert wurde als bei den Weibchen. MK801 reduzierte generell die mittlere Präpul-

sinhibition (F1,12 = 35,79; p ≤ 0,0001), wobei es keine signifikante Interaktion mit dem Ge-

schlecht gab. Die Orexin- und MK801-Behandlung interagierten (F1,12 = 5,26; p = 0,04), indem 

Orexin den MK801-Effekt verstärkte. Die Behandlungen interagierten jedoch nicht mit dem 

Geschlecht (F1,12 = 0,46; p = 0,51). Die Präpulsintensität hatte als einzelner Faktor einen sig-

nifikanten Haupteffekt (F4,48 = 134,31; p ≤ 0,0001), zeigte aber keine statistische Interaktion 

mit dem Geschlecht. Jedoch erreichten die Interaktionen von Präpulsintensität und Orexin 

(F4,48 = 2,55; p = 0,51) wie auch Präpulsintensität und MK801 (F4,48 = 5,07; p = 0,002) das 

statistische Kriterium. Orexin- und MK801-Effekte waren bei höheren Präpulsintensitäten stär-

ker ausgeprägt.  

Um diese Effekte besser verstehen zu können, wurden beide Geschlechter in 2 weiteren Va-

rianzanalysen getrennt ausgewertet. Die beiden Behandlungen und die Präpulsintensität stell-

ten die Faktoren dieser zweifaktoriellen ANOVA dar. Wie erwartet hatte die Präpulsintensität 

bei den Männchen einen stark signifikanten Haupteffekt auf die Präpulsinhibition (F4,30 = 53,02; 

p < 0,0001), ebenso wie die beiden Behandlungen (Orexin: F1,6 = 6,81; p = 0,04; MK801: F1,6 

= 171,80; p < 0,0001). Während die Orexin-Behandlung nicht mit der Präpulsintensität intera-

gierte (F4,24 = 1,11; p = 0,38), war für MK801 eine solche Interaktion zu beobachten (F4,24 = 

7,17; p = 0,0006), d. h. MK801-Effekte waren bei höheren Präpulsintensitäten stärker ausge-

prägt. 

Bei Weibchen wurde mit dieser Analyse auch ein genereller Effekt der Präpulsintensität beo-

bachtet (F4,24 = 100,50; p < 0,0001) sowie ein Trend für die MK801-Behandlung (F1,6 = 5,51; p 

= 0,057). Weder die Orexin-Behandlungen noch die verschiedenen Interaktionen erreichten 

das Signifikanzniveau (Fs < 3,17; ps > 0,10). 

Zusammengefasst reduzierte sowohl die Orexin- als auch die MK801-Behandlung die Präpul-

sinhibition. Diese Behandlungseffekte waren geschlechtsabhängig. Bei Männchen waren 

beide Behandlungen effektiv, während es bei Weibchen nur einen Trend für die MK801-Be-

handlung gab und Orexin keine Effekte hatte. 

3.2.2. Präpulsinhibitions-Test – Basale Schreckreaktion 

Da während des Präpulsinhibitions-Tests auch die basale Schreckreaktion gemessen wurde, 

lassen sich auch Aussagen über die Effekte der Orexin- und MK801-Behandlungen auf die 

generelle Schreckhaftigkeit der Versuchstiere treffen. In Abbildung 9 sind die mittleren 

Schreckreaktionsamplituden der männlichen (Abb. 9A) und weiblichen (Abb. 9B) Versuchs-

tiere in Abhängigkeit von den beiden Behandlungen dargestellt. 
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Abbildung 9 – Diagramm Schreckreaktionsamplitude  

Bei den männlichen Mäusen (A) reduzierte die Orexin-Behandlung die Erhöhung der Schreckreaktion 

durch MK801 (F1,6 = 7,36; p = 0,04), während bei den weiblichen Mäusen (B) sowohl die Orexin- als auch 

die MK801-Behandlung keinen signifikanten Einfluss auf die Schreckreaktionsamplitude hatten. 

Eine dreifaktorielle ANOVA mit den beiden Behandlungen und dem Geschlecht als Faktoren 

zeigte einen Trend für das Geschlecht (F1,12 = 3,58; p = 0,08), d. h. die männlichen Testtiere 

zeigten generell eine intensivere Schreckreaktion.                                                               

Orexin hatte keinen generellen Effekt und auch keine Interaktion mit dem Geschlecht 

(Fs < 1,02; ps > 0,33). MK801 hingegen erhöhte generell die Schreckreaktion (F1,12 = 13,31; p 

= 0,003), wobei es keine signifikante Interaktion mit dem Geschlecht gab (F1,12 = 2,82; 

p = 0,12). Ebenso wurden keine Interaktionen zwischen Orexin- und MK801-Behandlung (F1,12 

= 2,05; p = 0,18) gefunden. Es gab jedoch eine Interaktion zwischen den beiden Behandlungen 

und dem Geschlecht (F1,12 = 11,31; p = 0,006). 

Um die Ursache dieser Interaktion zu verstehen, wurden die beiden Geschlechter auch ge-

trennt ausgewertet. Zweifaktorielle Varianzanalysen zeigten bei den Männchen einen deutli-

chen Effekt von MK801 (F1,6 = 18,03, p = 0,005), bei den Weibchen jedoch nicht (F1,6 = 1,60; 

p = 0,25). Die Orexin-Behandlung war weder bei Männchen noch bei Weibchen signifikant 

(Fs < 1,16; ps > 0,32). Interessanterweise gab es bei Männchen eine signifikante Interaktion 

zwischen der Orexin- und MK801-Behandlung (F1,6 = 7,36; p = 0,04), die bei Weibchen nur als 

Trend vorhanden war (F1,6 = 4,26; p = 0,08).  

Post-hoc-Vergleiche (Sidak’s Multiple Comparisons) zeigten, dass bei den Männchen ein deut-

licher MK801-Effekt bei Saline-vorbehandelten Tieren zu beobachten war (t = 4,69; p = 0,007), 

jedoch nicht bei Orexin-vorbehandelten Tieren (t = 0,85; p = 0,67). Im Gegensatz dazu war bei 

Saline-vorbehandelten Weibchen kein MK801-Effekt zu detektieren (t = 0,48; p = 0,88), aber 

dafür bei Orexin-vorbehandelten Weibchen (t = 3,39; p = 0,03). 
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Zusammengefasst reduzierte bei männlichen Mäusen die Orexin-Behandlung die Erhöhung 

der Schreckreaktion durch MK801, während bei den weiblichen Mäusen sowohl die Orexin- 

als auch die MK801-Behandlung keinen Einfluss auf die Schreckreaktionsamplitude hatten. 

3.2.3. Offenfeld-Test – Lokomotorische Aktivität 

Die lokomotorische Aktivität der Mäuse wurde mithilfe des Offenfeld-Tests quantifiziert. Die 

gesammelten Daten umfassten die Bewegungsaktivität über die Zeit, die gesamte zurückge-

legte Strecke, das Aufrichte-Verhalten und die Aufenthaltsdauer im Zentrum des Offenfelds.  

Abbildung 10 zeigt die gesamte zurückgelegte Strecke der männlichen (Abb. 10A) und weibli-

chen (Abb. 10C) Testtiere sowie das Zeit-Strecken-Profil der männlichen (Abb. 10B) und weib-

lichen (Abb. 10D) Testtiere im Offenfeld-Test in Abhängigkeit von den beiden pharmakologi-

schen Behandlungen. 

 

Abbildung 10 – Diagramm Lokomotorische Aktivität im Offenfeld-Test  

Die lokomotorische Aktivität (A, C) wurde bei beiden Geschlechtern durch die MK801-Behandlung deut-

lich gesteigert (Fs > 15,70; ps < 0,008), während die Orexin-Behandlung selbst keine Effekte hatte und 

auch nicht mit den MK801-Effekten interagierte (Fs < 0,80; ps > 0,40). Das Zeit-Strecken-Profil wies Ge-

schlechtsunterschiede auf – die Aktivität der Männchen (B) steigerte sich bei MK801-Behandlung im 
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Laufe des Tests (F5,30 = 11,65; p < 0,0001) und wurde erst in der zweiten Hälfte weniger, während bei 

Weibchen (D) ab Beginn unter MK801-Behandlung ein Trend zur Reduktion der Aktivität (F5,30 = 1,97; 

p = 0,11) im Zeitverlauf zu beobachten war. 

Eine dreifaktorielle ANOVA mit Geschlecht und den beiden Behandlungen als Faktoren zeigte 

einen Trend für das Geschlecht (F1,12 = 4,17; p = 0,06). Die männlichen Testtiere waren durch-

schnittlich etwas aktiver als die weiblichen. Orexin hatte keinen Haupteffekt auf die Gesamt-

aktivität der Tiere (F1,12 = 0,88; p = 0,37) und es gab keine Interaktion von Orexin und dem 

Geschlecht (F1,12 = 0,18; p = 0,68). Die Gesamtaktivität wurde erheblich durch MK801 gestei-

gert (F1,12 = 73,49; p < 0,0001), wobei es keine signifikante Interaktion mit dem Geschlecht gab 

(F1,12 = 2,15; p = 0,17). Zudem wurden keine Interaktionen zwischen Orexin- und MK801-Be-

handlung (F1,12 = 0,001; p = 0,98) und den beiden Behandlungen mit dem Geschlecht 

(F1,12 = 0,58; p = 0,46) gefunden. 

Diese Ergebnisse wurden durch getrennte zweifaktorielle Varianzanalysen für die beiden Ge-

schlechter bestätigt. Die MK801-Behandlung hatte einen hochsignifikanten Effekt bei beiden 

Geschlechtern (Fs > 15,70; ps < 0,008), während die Orexin-Behandlung keinen Effekt hatte 

(Fs < 0,80; ps > 0,40) und es auch keine Interaktionen zwischen Orexin- und MK801-Behand-

lung gab (Fs < 0,39; ps > 0,55).  

In Abbildung 10B und D ist der Zeitverlauf der lokomotorischen Aktivität (Zeit-Strecken-Profil) 

der männlichen und weiblichen Testtiere dargestellt. Ausgewertet wurde die zurückgelegte 

Strecke in Abhängigkeit von der Zeit und den beiden pharmakologischen Behandlungen. Eine 

multifaktorielle ANOVA mit den Faktoren Geschlecht, Orexin-Behandlung, MK801-Behand-

lung und Zeit zeigte einen Trend für das Geschlecht (F1,12 = 3,68; p = 0,08). Die männlichen 

Testtiere waren durchschnittlich aktiver als die weiblichen. Orexin hatte keinen Haupteffekt 

(F1,12 = 0,86; p = 0,37) und es gab keine Interaktion von Orexin und dem Geschlecht der Tiere 

(F1,12 = 0,17; p = 0,69). MK801 zeigte einen starken Haupteffekt (F1,12 = 70,27; p < 0,0001), 

wobei es keine signifikante Interaktion mit dem Geschlecht gab (F1,12 = 2,26; p = 0,16). Der 

Faktor Zeit hatte einen signifikanten Haupteffekt (F1,12 = 20,92; p < 0,0001) und eine Interaktion 

mit dem Geschlecht (F1,12 = 8,19; p < 0,0001), d. h. der zeitliche Verlauf der Lokomotion zeigte 

Geschlechtsunterschiede. Die Behandlung mit MK801 interagierte stark mit dem Zeitverlauf 

der Motorik (F1,12 = 8,90; p < 0,0001), mit einem Trend bezüglich der Geschlechtsunterschiede 

(F1,12 = 2,24; p = 0,06). Orexin zeigte keine Interaktion mit dem Zeitverlauf (F1,12 = 0,97; 

p = 0,44) und auch keine geschlechtsabhängige Interaktion (F1,12 = 0,97; p = 0,44). Es wurden 

keine Interaktionen zwischen Orexin- und MK801-Behandlung (F1,12 = 0,0001; p = 0,99), den 

beiden Behandlungen mit der Zeit (F1,12 = 1,06; p = 0,39) und jeweils mit dem Geschlecht 

gefunden (Fs < 0,34; ps > 0,32). 
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Getrennte dreifaktorielle Varianzanalysen für die beiden Geschlechter zeigten, dass sowohl 

der Faktor Zeit (Fs > 5,29; ps < 0,001) als auch die MK801-Behandlung (Fs > 14,75; ps < 

0,009) einen hochsignifikanten Haupteffekt bei beiden Geschlechtern hatte, während die 

Orexin-Behandlung keinen Haupteffekt hatte (Fs < 0,71; ps > 0,43). Die Interaktion von 

MK801-Behandlung und Zeit war nur bei den männlichen Testtieren signifikant (F5,30 = 11,65; 

p < 0,0001), bei den weiblichen Tieren nicht (F5,30 = 1,97; p = 0,11). Für die Orexin-Behandlung 

gab es bei beiden Geschlechtern keine Interaktionen mit der Zeit, ebenso keine Interaktionen 

zwischen den beiden Behandlungen (Fs < 1,08; ps > 0,39). Bei den Männchen konnte jedoch 

ein Trend für eine Interaktion zwischen den Behandlungen und der Zeit festgestellt werden 

(F5,30 = 2,18; p = 0,08; Weibchen: F5,30 = 0,55; p = 0,73). 

Mit Tukey’s Multiple Comparisons Post-Hoc-Tests wurde im Folgenden geprüft, wie sich die 

beiden pharmakologischen Behandlungen genau auf das Zeit-Strecken-Profil der Testtiere 

auswirkten. 

Bei den Männchen waren in den ersten 5 Minuten keine Substanzeffekte zu erkennen, d. h. 

bei allen pharmakologischen Behandlungen bewegten sich die Tiere gleich viel (ps > 0,97). 

Nach 10 Minuten erhöhte sich dann jedoch die Aktivität der mit MK801 behandelten Testtiere, 

sowohl unter der Behandlung mit MK801 allein als auch unter der Kombination von Orexin mit 

MK801. Nach 15 Minuten wurde ein Maximum erreicht, danach fielen die 2 Kurven bis Minute 

30 stetig ab, waren aber immer signifikant über der Aktivität nach Saline/Saline- oder 

Orexin/Saline-Behandlung (ps ≤ 0,016). Die Aktivität der Kontrollgruppe und der Testtiere, die 

nur Orexin nasal bekamen, war nicht unterschiedlich (ps > 0,63). Die Tiere bewegten sich ab 

Minute 5 stetig weniger, ab Minute 15 blieb die Aktivität auf konstantem Level.  

Die weiblichen Testtiere hatten unter jeder pharmakologischen Behandlung ihren Peak bei 5 

Minuten. Danach fielen alle Kurven bis zur Minute 30 ab. Gegenüber der Saline/Saline-Be-

handlung und der Orexin/Saline-Behandlung hatten die Weibchen unter MK801 allein und un-

ter MK801/Orexin von Minute 10 bis Minute 15 eine signifikant erhöhte Lokomotion 

(ps ≤ 0,035), für die MK801/Orexin-Behandlung auch in Minute 20 (p = 0,02), danach näherten 

sich die Kurven wieder an (0,07 > ps > 0,47). Äquivalent zu den Männchen waren die Loko-

motionskurven für Saline/Saline- und Saline/Orexin-Behandlung nicht verschieden (ps > 0,74). 

Zusammengefasst induzierte die MK801-Behandlung eine deutliche Steigerung der lokomo-

torischen Aktivität, während die Orexin-Behandlung selbst keine Effekte hatte und auch nicht 

auf die MK801-Effekte wirkte. Bezüglich des Zeitverlaufs des MK801-Effektes konnten Ge-

schlechtsunterschiede festgestellt werden. Bei Männchen steigerte sich bei MK801-Behand-

lung die Aktivität im Laufe des Tests und wurde erst in der zweiten Hälfte weniger, während 

bei Weibchen von Anfang an – auch mit MK801-Behandlung – eine Reduktion der Aktivität im 

Laufe der Zeit zu beobachten war. 
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3.2.4. Offenfeld-Test – Aufenthalt im Zentrum des Offenfeldes 

Abbildung 11 zeigt die prozentuale Aufenthaltszeit der männlichen (Abb. 11A) und weiblichen 

(Abb. 11B) Testtiere im Zentrum des Offenfeldes in Abhängigkeit von den 4 pharmakologi-

schen Behandlungen. 

 

Abbildung 11 – Diagramm Zentrum-Aufenthaltszeit im Offenfeld-Test  

Die Orexin- oder MK801-Behandlung beeinflusste nur bei den Männchen (A) die Aufenthaltszeit im 

Zentrum des Offenfeldes. Orexin erhöhte die Aufenthaltsdauer im Zentrum (t = 2,71; p = 0,04). MK801 

tendierte dazu, sie zu reduzieren (t = 2,33; p = 0,06). Bei den weiblichen Testtieren (B) hatten die beiden 

Behandlungen keinen signifikanten Einfluss (F1,6 < 3,26; p > 0,12). 

Eine dreifaktorielle ANOVA mit dem Geschlecht und den beiden Behandlungen als Faktoren 

zeigte einen Haupteffekt für das Geschlecht (F1,12 = 23,61; p = 0,0004), d. h. die männlichen 

Testtiere verbrachten unabhängig von den Behandlungen prozentual mehr Zeit im Zentrum 

als die weiblichen Testtiere.                                                                        

Orexin erhöhte unabhängig vom Geschlecht die Aufenthaltszeit im Zentrum (F1,12 = 13,18; 

p = 0,003). Die signifikante Interaktion zwischen Geschlecht und Orexin-Behandlung 

(F1/12 = 5,81; p = 0,033) zeigt, dass dieser Effekt bei Männchen stärker ausgeprägt ist als bei 

den Weibchen. MK801 senkte generell die Aufenthaltszeit im Zentrum (F1,12 = 8,38; p = 0,01), 

wobei es einen Trend für eine Interaktion mit dem Geschlecht gab (F1,12 = 3,74; p = 0,08). Die 

Interaktionen zwischen Orexin- und MK801-Behandlung (F1,12 = 0,01; p = 0,94) und den beiden 

Behandlungen mit dem Geschlecht (F1,12 = 2,72; p = 0,13) waren nicht signifikant. 

Die Geschlechtsunterschiede wurden durch eine getrennte zweifaktorielle Varianzanalyse für 

jedes Geschlecht bestätigt. Bei den Männchen hat sowohl die Orexin- (F1,6 = 11,82; p = 0,01) 

als auch die MK801-Behandlung (F1,6 = 6,27; p = 0,05) jeweils einen signifikanten Haupteffekt, 

die beiden Behandlungen interagieren jedoch nicht (F1,6 = 1,62; p = 0,25). Bei den Weibchen 
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erreichte weder die Orexin- noch die MK801-Behandlungen noch deren Interaktion das statis-

tische Kriterium (F1,6 < 3,26; p > 0,12). 

Die anschließenden Post-hoc-Tests (Two-stage linear-step procedure) zeigen, dass Orexin 

bei den männlichen Mäusen die Aufenthaltszeit im Zentrum gegenüber der Kontrollgruppe er-

höht (t = 2,71; p = 0,04). Im Gegensatz dazu war mit MK801 ein Trend für eine reduzierte 

Aufenthaltszeit zu beobachten (t = 2,33; p = 0,06) und die zusätzliche Gabe von Orexin ver-

ringerte diesen Effekt nur geringfügig (t = 0,91; p = 0,39). 

Zusammengefasst waren der Aufenthalt im Zentrum des Offenfeldes nur bei Männchen durch 

Orexin- oder MK801-Behandlung beeinflusst. Orexin erhöhte die Aufenthaltsdauer im Zent-

rum, MK801 reduzierte sie. 

Abbildung 12 zeigt das Aufrichte-Verhalten der männlichen (Abb. 12A) und weiblichen (Abb. 

12B) Testtiere im Offenfeld-Test in Abhängigkeit von den beiden pharmakologischen Behand-

lungen. 

 

Abbildung 12 – Diagramm Aufrichtungen im Offenfeld-Test  

Das Aufrichte-Verhalten im Offenfeld wurde stark von MK801 reduziert (F1,12 = 335,63; p < 0,0001). 

Dieser Effekt war bei Männchen (A) stärker ausgeprägt (F1,12 = 15,33; p = 0,002) als bei den Weibchen 

(B). Orexin hatte keine Effekte auf das Aufrichte-Verhalten (F1,12 = 1,31; p = 0,27). 

Eine dreifaktorielle ANOVA mit Geschlecht und den beiden pharmakologischen Behandlungen 

zeigte einen Haupteffekt für das Geschlecht (F1,12 = 22,99; p = 0,0004). Die männlichen Test-

tiere richteten sich unabhängig von der Behandlung häufiger auf als die weiblichen Testtiere.                                                                        

Orexin hatte keinen Haupteffekt auf das Aufrichte-Verhalten der Testtiere (F1,12 = 1,31; 

p = 0,27). Ebenso wurde keine Interaktion zwischen Orexin und dem Geschlecht gefunden 

(F1,12 = 0,96; p = 0,35). MK801 hingegen zeigte einen starken Haupteffekt (F1,12 = 335,63; 

p < 0,0001), der mit dem Geschlecht interagierte (F1,12 = 15,33; p = 0,002), d. h. besonders bei 
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den Männchen reduzierte MK801 die Aufrichtungen im Offenfeld. Es wurden keine Interaktio-

nen zwischen Orexin- und MK801-Behandlung (F1,12 = 0,06; p = 0,81) und den beiden Behand-

lungen mit dem Geschlecht (F1,12 = 0,0002; p = 0,99) gefunden. 

Zweifaktorielle Varianzanalysen für jedes Geschlecht zeigten bei beiden Geschlechtern einen 

signifikanten Effekt der MK801-Behandlung (Fs > 161,30; ps < 0,0001), jedoch nicht für die 

Orexin-Behandlung (Fs < 2,09; ps > 0,19) oder der Interaktion zwischen beiden Behandlungen 

(Fs < 0,06; ps > 0,82). 

Zusammengefasst wurde das Aufrichte-Verhalten im Offenfeld stark von MK801 reduziert. 

Dieser Effekt war bei Männchen stärker ausgeprägt. Orexin hatte keine Effekte auf das Auf-

richte-Verhalten. 
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3.3. Immunhistochemie mit c-Fos 

In einem separaten Experiment sollte nach den pharmakologischen Behandlungen gemessen 

werden, inwiefern Neurone in den Kerngebieten ventromedialer Cortex, Nucleus accumbens 

(Core und Shell Region) und der Amygdala aktiviert werden. Dieser Versuch stellte ein Pilot-

experiment dar und wurde nur mit wenigen Versuchstieren durchgeführt, um erste Daten zu 

sammeln. Aufgrund der niedrigen Gruppengröße erfolgte die Auswertung nicht statistisch, son-

dern rein visuell bzw. deskriptiv.  In den nachfolgenden Diagrammen ist die Anzahl c-Fos po-

sitiver Zellen (als Maß für die Aktivität des Kerngebiets) in Abhängigkeit von den pharmakolo-

gischen Behandlungen zu sehen. Die Kerngebiete sowie die männlichen und weiblichen Tiere 

werden in getrennten Diagrammen visualisiert. Aufgrund der niedrigen Versuchstieranzahlen 

in den einzelnen Gruppen sind in den Diagrammen nicht die Mittelwerte, sondern die Einzel-

tierdaten eingetragen.  

Im ventromedialen Cortex (Abb. 13) zeigten die männlichen Testtiere (Abb. 13A) die niedrigste 

Aktivität unter Kontrollbedingungen. Die alleinige Gabe von Orexin schien keine Auswirkung 

auf die Aktivität des Hirnareals zu haben, während die alleinige Gabe von MK801 die höchste 

Aktivierung in den Einzeldaten zeigte. Die Kombination aus nasalem Orexin und subkutanen 

MK801 schien das hohe Aktivitätsniveau unter MK801 allein zu senken. 

Bei den weiblichen Testtieren (Abb. 13B) schienen die Behandlungen mit jeweils nur MK801 

oder Orexin keine wesentliche Auswirkung auf die Aktivität des ventromedialen Cortex zu ha-

ben. Orexin zeigte eine reduzierende Wirkung auf die Hirnaktivität. Die Kombination aus 

MK801 und Orexin neigte aber dazu, eine erhöhte Aktivität der Hirnregion hervorzurufen. 

 

Abbildung 13 – Diagramm c-Fos positive Zellen im ventromedialen Cortex  

Bei den männlichen Testtieren schien die Behandlung mit MK801 das Hirnareal am meisten zu aktivie-

ren, während ein ähnliches Aktivitätsniveau bei den Weibchen unter der Kombination aus MK801 und 

Orexin zu sehen war, und MK801 allein keine Auswirkung hatte. 
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Im Nucleus accumbens wurden die Shell- und Core-Region getrennt ausgewertet. Dabei fiel 

auf, dass die Core-Region sowohl bei den männlichen als auch bei den weiblichen Testtieren 

generell weniger aktiv war als die Shell-Region. Des Weiteren war eine große Streuung der 

Einzeltierdaten in der Core-Region zu beobachten.  

Die Core-Region (Abb. 14) war bei den Männchen (Abb. 14A) vor allem unter der alleinigen 

Gabe von MK801 aktiver. Orexin schien allein wenig Einfluss auf die neuronale Aktivität zu 

haben, aber in Kombination mit MK801 eine erhöhte Aktivität zu bewirken. Die niedrigste Ak-

tivität dieser Hirnregion war unter Kontrollbedingungen zu beobachten. Die getroffenen Aus-

sagen lassen sich für die Core-Region auch auf die weiblichen Testtiere (Abb. 14B) übertra-

gen.  

 

 

Abbildung 14 – Diagramm c-Fos positive Zellen in der Core-Region des Nucleus accumbens  

Bei beiden Geschlechtern schien MK801, gefolgt von der Kombination beider Pharmaka, eine erhöhte 

Aktivität dieses Hirngebietes hervorzurufen.  

  

Nucleus Accumbens (Core) 
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Die Shell-Region (Abb. 15) war bei den männlichen Testtieren (Abb. 15A) unter Kontrollbedin-

gungen am wenigsten aktiv und unter der alleinigen Gabe von MK801 am aktivsten. Orexin 

allein, sowie die Kombination beider Pharmaka schienen keinen Einfluss auf die neuronale 

Aktivität zu haben. Bei den weiblichen Testtieren (Abb. 15B) war es umgekehrt – die Hirnregion 

war unter Kontrollbedingungen am aktivsten und unter der alleinigen Gabe von MK801 am 

wenigsten aktiv. Die alleinige Behandlung der weiblichen Tiere mit Orexin zeigte eine niedri-

gere Aktivität des Hirnabschnittes als unter Kontrollbedingungen. In Kombination mit MK801 

schien die Hirnaktivität wieder das Kontrollniveau zu erreichen.  

    

 

Abbildung 15 – Diagramm c-Fos positive Zellen in der Shell Region des Nucleus accumbens  

MK801 schien bei den männlichen Tieren eine Erhöhung, bei den weiblichen Tieren eine Erniedrigung 

der neuronalen Aktivität zu bewirken. Orexin sowie die Kombination beider Pharmaka zeigten bei beiden 

Geschlechtern eher weniger Einfluss. 

Die Amygdala (Abb. 16) war bei den Männchen (Abb. 16A) unter Kontrollbedingungen am 

aktivsten, während sie unter der alleinigen Gabe von MK801 am wenigsten aktiv war. Orexin 

allein tendierte dazu diesen Effekt nicht zu beeinflussen, bewirkte aber in Kombination mit 

MK801 eine Steigerung der neuronalen Aktivität, wie es auch in der Shell-Region bei den 

Weibchen zu beobachten war. Die Hirnaktivität der Amygdala war bei den Weibchen (Abb. 

16B) unter Kontrollbedingungen und unter den alleinigen Gaben von MK801 und Orexin ähn-

lich hoch, während sie bei Kombination beider Pharmaka anstieg. 

Nucleus Accumbens (Shell) 
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Abbildung 16 – Diagramm c-Fos positive Zellen in der Amygdala  

Unter Kontrollbedingungen war die Hirnaktivität bei den Männchen am höchsten und bei den Weibchen 

am niedrigsten. Die Gabe von Orexin bei MK801-vorbehandelten Tieren tendierte bei beiden Ge-

schlechtern dazu, die Aktivität zu erhöhen.  

Zusammenfassend war ein Geschlechtsunterschied bei der Aktivierung der Hirnregionen fest-

zustellen. Bei den Männchen schien MK801 die höchste Aktivität im ventromedialen Cortex 

und im Nucleus accumbens bzw. die geringste Aktivität in der Amygdala hervorzurufen. Orexin 

könnte diese Effekte antagonisieren. Bei den Weibchen hatte MK801 allein regionsübergrei-

fend eher weniger Wirkung, aber in Kombination mit Orexin rief es eine erhöhte Aktivität her-

vor. In der Core Region des Nucleus accumbens war bei beiden Geschlechtern und über alle 

pharmakologischen Behandlungen hinweg die geringste Aktivität, im ventromedialen Cortex 

die höchste Aktivität zu beobachten. 
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4. Diskussion 

In der vorliegenden Arbeit wurde die Hypothese überprüft, ob die subkutane Gabe von MK801 

Verhaltensendophänotypen der neuropsychiatrischen Erkrankung Schizophrenie hervorrufen 

kann und ob diese von der nasalen Gabe von Orexin beeinflusst werden kann. Von dieser 

Arbeitshypothese ausgehend wurden die Mäuse verschiedenen Tests ausgesetzt, welche be-

sagte Endophänotypen messen können.  

4.1. Sozialverhalten-Test 

Mit der modifizierten Version des Sozialverhalten-Tests von Crawley wurde das Sozialverhal-

ten der Tiere untersucht (Faesel et al. 2021). 

In der Habituationsphase war bei beiden Geschlechtern unter allen 4 pharmakologischen Be-

handlungen ein ausgeglichenes Erkundungsverhalten zwischen den beiden leeren Käfigen zu 

beobachten. Wie erwartet wurde keiner der beiden leeren Käfige bevorzugt erkundet. Jedoch 

erkundeten die Tiere geschlechtsunabhängig unter MK801 die beiden Käfige weniger als die 

Kontrollgruppe. Dies könnte unter anderem ein Nebenprodukt der Hyperaktivität sein, die 

MK801 auslöst (Rung et al. 2005). Die Tiere schienen sich nicht per se von den Käfigen fern-

zuhalten, sondern willkürlich durch die Apparatur zu laufen. Orexin schien diesen Effekt zu 

beeinflussen, jedoch nicht wie erwartet, indem es die Erkundungszeit erhöhte, sondern sie bei 

den Männchen weiter reduzierte. Das könnte durch eine verstärkte Hyperaktivität ausgelöst 

werden, wodurch die Tiere noch willkürlicher handeln.  

In der Sozialverhalten-Phase reduzierte MK801 erwartungsgemäß die Erkundungszeit der 

Männchen am ersten Stranger-Käfig, die Vorbehandlung mit Orexin verstärkte diesen Effekt 

jedoch um ein weiteres. Dieser Orexin-Effekt war auch in dieser Phase gegenteilig zu der Ver-

mutung, dass Orexin die durch MK801 hervorgerufene Ausprägung des Endophänotyps ab-

mildern kann. Bei den Weibchen gab es keine signifikanten Effekte, jedoch tendierte die Vor-

behandlung mit Orexin dazu, den Aufenthalt am ersten Stranger-Käfig bei MK801-behandelten 

Tieren zu erhöhen, was ein Gegensatz zu den Männchen darstellt. Diese Tendenz sollte in 

zukünftigen Experimenten durch mehr Testtiere exploriert werden. In vorherigen Studien wie 

beispielsweise bei der Untersuchung der Morphologie von Orexin-Neuronen (Grafe et al. 

2019), der Exploration des Orexin-Systems bei stressbedingten Veränderungen der kognitiven 

Flexibilität (Grafe et al. 2017) und bei der Regulierung der Nahrungsaufnahme (Freeman et al. 

2021) wurden bereits ähnliche Geschlechtsunterschiede festgestellt. Die geschlechtsdimor-

phe Expression von Orexin könnte der Grund für diese vorliegenden Geschlechtsunterschiede 

sein (Grafe et al. 2019).  

In der Wiedererkennungsphase erkundeten beide Geschlechter behandlungsunabhängig die 

beiden Käfige ähnlich lange – eine signifikante Reduktion der Erkundungszeit des zweiten 

Käfigs war nur bei den Männchen mit der Behandlungskombination aus MK801 und Orexin 
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gegenüber den Kontrollbedingungen nachzuweisen. Bei den Weibchen hingegen schien die 

Behandlung mit Orexin die Erkundungszeit des zweiten Käfigs gegenüber der Kontrollgruppe 

und auch bei vorbehandelten MK801-Tieren zu erhöhen. Die Phase sollte zeigen, ob die Tiere 

unter Kontrollbedingungen den zweiten Käfig bevorzugen, da sich in diesem ein Artgenosse 

anderer Zuchtlinie mit fremdem Geruch befand. Folglich sollten die Testtiere gegenüber dem 

neuen Tier eine größere Neugier zur Schau stellen als dem Artgenossen im ersten Käfig (mit 

ebenfalls fremdem Geruch), der vom Testtier bereits in der Sozialverhalten-Phase zuvor er-

kundet werden sollte. Bereits unter Kontrollbedingungen konnte diese Hypothese bei den 

männlichen Testtieren nicht signifikant bestätigt werden, während bei den weiblichen Tieren 

die gegenteilige Tendenz zu sehen war. Da sie keinen erwartungsgemäßen Kontrollbedingun-

gen gegenübergestellt werden können, sind die Ergebnisse der pharmakologischen Behand-

lungen mit Orexin und MK801 als fragwürdig zu beurteilen. Bei ähnlichen Studien des Instituts 

für Pharmakologie und Toxikologie (Universitätsklinikum Magdeburg), in dem diese Arbeit 

durchgeführt wurde, wurden vergleichbare Phänomene beobachtet (Kolodziejczyk et al. 2020). 

In weiterführenden Studien könnte versucht werden, eine Signifikanz durch Erhöhung der 

Gruppengröße zu erreichen. Des Weiteren könnte das Testen verschiedener Zuchtlinien als 

potentielle Strangers erfolgsversprechend sein – wenn sich die Stranger im Geruch stärker 

voneinander unterscheiden, könnte das Testtier die beiden Käfige vermutlich leichter ausei-

nanderhalten. 

4.2. Präpulsinhibitions-Test 

Kennzeichnend für die Schizophrenie ist eine defizitäre Aufmerksamkeit und Informationsver-

arbeitung. Als messbare Größe der sensomotorischen Filterung ist die Präpulsinhibition der 

akustischen Schreckreaktion sowohl bei Patienten mit diagnostizierter Schizophrenie (Braff et 

al. 1978) als auch in den korrelierenden Nagetiermodellen (Geyer et al. 2001) reduziert.  

Für die Objektivierung dieses Endophänotyps wurde den Testtieren Schreckreize mit unter-

schiedlich lauten vorausgehenden Präpulsen präsentiert und die Schreckreaktion des Tieres 

gemessen. Bei den Kontrolltieren mit intakter Präpulsinhibition wurde erwartet, dass die Infor-

mationsüberflutung des Gehirns verhindert wird und der schwache Reiz (Präpuls) die Schreck-

reaktion auf den nachfolgenden Schreckreiz unterdrückt bzw. reduziert. Dieser Mechanismus 

ist bei der Schizophrenie durch eine abnorme Funktion des kortikostriato-thalamokortikalen 

Schaltkreises verändert und die Schreckreaktion der Tiere wäre dementsprechend höher zu 

erwarten (Geyer et al. 2001). 

Auf die mittlere Präpulsinhibition hatte bei den Männchen sowohl die Orexin- als auch die 

MK801-Behandlung einen Haupteffekt, während bei den Weibchen die Orexin-Behandlung 

keinen Haupteffekt hatte und die MK801-Behandlung nur knapp über dem Signifikanzniveau 

war. Die Behandlung der Tiere mit MK801 reduzierte die Präpulsinhibition wie erwartet. Orexin 
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hingegen reduzierte, entgegen der Erwartung, die Präpulsinhibition ebenfalls und verstärkte in 

Kombination mit MK801 diesen Effekt bei den Männchen. 

Ein Blick auf die Präpulsinhibitionen bei verschiedenen Intensitäten zeigt erwartungsgemäß 

geschlechter- und behandlungsübergreifend eine Zunahme der Präpulsinhibition bei steigen-

der Präpulsintensität. Die zusammengefassten Ergebnisse und Effekte, die bereits bei der 

mittleren Präpulsinhibition erläutert wurden, sind hier für jede Präpulsintensität detailliert zu 

sehen. Bei 8 dB SPL über dem Hintergrundrauschen ist sowohl bei den männlichen als auch 

bei den weiblichen Tieren die größte Reduktion der Präpulsinhibition durch die Kombination 

von MK801 und Orexin gegenüber den Kontrollbedingen zu sehen. Zusammengefasst waren 

bei den Männchen beide Behandlungen effektiv, während es bei den Weibchen nur einen 

Trend für die MK801-Behandlung gab und Orexin keine Effekte hatte. 

Die akustisch evozierte Schreckreaktion wurde durch die Apparatur als Spannungsschwan-

kung gemessen und als Schreckreaktionsamplitude ausgegeben. Bei den männlichen Mäusen 

war die Schreckreaktion unter Kontrollbedingungen minimal und unter MK801 maximal. Die 

Orexin-Behandlung tendierte die Erhöhung der Schreckreaktion durch MK801 zu reduzieren 

und zeigte an dieser Stelle erstmalig den erwünschten Effekt. Bei den weiblichen Mäusen hin-

gegen hatte sowohl die Orexin- als auch die MK801-Behandlung keinen signifikanten Einfluss 

auf die Schreckreaktionsamplitude. Da verschiedene externe Einflussfaktoren bei der 

Amplitude der Schreckreaktion eine Rolle spielen, lassen sich durch bestimmte Modulationen 

in zukünftigen Experimenten gegebenenfalls auch bei den weiblichen Tieren signifikante Er-

gebnisse erzielen. Zum Beispiel spielt die circadiane Rhythmik eine Rolle, wobei höhere 

Amplituden während der Dunkelphasen erzielt werden können (Davis und Sollberger 1971). 

Da die Experimente für diese Studie strikt zur Hellphase stattfanden, wäre ein zukünftiger 

Durchgang unter gleichen Bedingungen zur Dunkelphase durchzuführen und zu überprüfen, 

ob die Daten aussagekräftiger werden. Auch die sensorische Umgebung ließe sich in nachfol-

genden Experimenten optimieren. Hintergrundgeräusche wirken sich neben der Tonintensität 

des Schreckreizes ebenfalls auf die Schreckamplitude aus und sind insbesondere bei fehlen-

der Gewöhnung einflussreich (Davis 1974). Obwohl die Tür des Testraumes während der Stu-

die stets geschlossen war und die Apparatur prinzipiell schalldicht sein sollte, ist nicht vollstän-

dig auszuschließen, dass Störungen, beispielsweise Geräusche innerhalb des Raumes (durch 

das Vorbereiten nächster Experimente oder den Computer) auftraten und das Experiment be-

einträchtigten. Durch eine verstärkt schallisolierte Atmosphäre der Apparaturen oder des Rau-

mes könnten sich signifikantere Schreckamplituden erzielen lassen. Zudem wurde in einer 

anderen Studie gezeigt, dass auch die Beleuchtung einen Einfluss auf die Schreckreaktion 

hat. Wird die Schreckreaktion in der Gegenwart von hellem Licht ausgelöst, so erhöht sich die 

Schreckreaktionsamplitude (Walker und Davis 1997). Die Apparatur der vorliegenden Studie 
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war eine grundsätzlich lichtundurchlässige Box. Möglicherweise sind aber einige Boxen licht-

durchlässiger, wenn sie während des Experimentes nicht richtig geschlossen waren oder 

durch einen Konstruktionsfehler, was eine mögliche Fehlerquelle der Daten darstellt. Diese 

Fehlerquelle wäre vor zukünftigen Experimenten zu überprüfen oder mit gezielter Nutzung ei-

ner Lichtquelle für eine weitere Signifikanzsteigerung einzusetzen. 

4.3. Offenfeld-Test 

Ein weiterer Verhaltensendophänotyp, die Hyperaktivität, wurde mit dem Offenfeld-Test adres-

siert. Als objektivierbare Messwerte der Lokomotion wurde für diese Studie die gesamte zu-

rückgelegte Strecke („lokomotorische Aktivität“) über die Zeit, die Aufenthaltszeit im Zentrum 

und die Anzahl der Aufrichtungen quantifiziert.  

Die lokomotorische Aktivität wurde bei beiden Geschlechtern durch die MK801-Behandlung 

erwartungsgemäß deutlich gesteigert, während die Orexin-Behandlung entgegen der Erwar-

tung selbst keine Effekte hatte und auch nicht mit den MK801-Effekten interagierte. Das Zeit-

Strecken-Profil wies Geschlechtsunterschiede auf – die Aktivität der Männchen steigerte sich 

bei MK801-Behandlung im Laufe des Tests und wurde erst in der zweiten Hälfte weniger, 

während bei Weibchen ab Beginn unter MK801-Behandlung ein Trend zur Reduktion der Ak-

tivität im Zeitverlauf zu beobachten war. Eine Studie aus dem Jahr 2013 untersuchte bereits 

die Wirkung von MK801 auf beide Geschlechter im Tiermodell und fand komplexe Unter-

schiede zwischen Männchen und Weibchen. Als präklinisches Modell der Schizophrenie soll-

ten diese Unterschiede weiter untersucht werden, da sie eine Vorhersagekraft für die thera-

peutische Wirksamkeit von Medikamenten bieten (Feinstein und Kritzer 2013). 

Die Orexin- oder MK801-Behandlung beeinflusste nur bei den Männchen die Aufenthaltszeit 

im Zentrum des Offenfeldes. Orexin erhöhte die Aufenthaltsdauer im Zentrum, während 

MK801 dazu tendierte, sie zu reduzieren. Die nasale Applikation von Orexin zeigte bei MK801-

vorbehandelten Tieren eine Tendenz der Erhöhung des Aufenthalts im Zentrum. Gegebenen-

falls lässt sich durch die Testung einer größeren Gruppe an Versuchstieren zukünftig eine 

Signifikanz erreichen. Bei den weiblichen Testtieren hatten die beiden Behandlungen keinen 

signifikanten Einfluss. 

Das Aufrichte-Verhalten im Offenfeld wurde stark von MK801 reduziert. Dieser Effekt war bei 

Männchen stärker ausgeprägt als bei den Weibchen. Orexin hatte keine Effekte auf das Auf-

richte-Verhalten. Dieser stark gespiegelte Effekt von MK801 auf die lokomotorische Aktivität 

gegenüber dem Effekt auf die Aufenthaltszeit im Zentrum und das Aufrichte-Verhalten lässt 

sich durch die von MK801 ausgelöste Hyperaktivität erklären und spricht nicht automatisch für 

einen angstauslösenden Effekt von MK801. Die Tiere liefen vermehrt im Kreis entlang der 

Wände der Apparatur und stoppten nicht, um sich aufzurichten. Dieses Phänomen wurde in 
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dem Institut, in dem diese Arbeit durchgeführt wurde, bereits im Rahmen eines anderen Ex-

perimentes unter der Verabreichung von dem Medikament Amphetamin gesehen (Demidova 

et al. 2022), welches wie MK801 ebenfalls eine Möglichkeit der Modellierung der Schizophre-

nie bei Mäusen darstellt.  

4.4. c-Fos-Immunhistochemie 

Im c-Fos-Experiment wurden Testtiere im Anschluss an die pharmakologische Behandlung 

perfundiert und immunhistochemisch untersucht. c-Fos diente dabei als Marker für die neuro-

nale Aktivität verschiedener Gehirnareale. Da dieser Versuch ein Pilotexperiment darstellte 

und daher nur mit wenigen Versuchstieren für erste Daten durchgeführt wurde, wurde auf eine 

Statistik verzichtet und die Auswertung erfolgte rein deskriptiv. Bei den Männchen schien 

MK801 die höchste Aktivität im ventromedialen Cortex und im Nucleus accumbens bzw. die 

geringste Aktivität in der Amygdala hervorzurufen, was eventuell durch Orexin antagonisiert 

wird. Bei den Weibchen hatte MK801 regionsübergreifend weniger Wirkung, wohingegen 

MK801 in Kombination mit Orexin eine erhöhte Aktivität hervorrief. In der Core Region des 

Nucleus accumbens war bei beiden Geschlechtern und über alle pharmakologischen Behand-

lungen hinweg die geringste Aktivität, im ventromedialen Cortex die höchste Aktivität zu be-

obachten. Im weiteren Verlauf sollte dieses Experiment mit weiteren Testtieren durchgeführt 

werden, um die gesammelten Daten zu erweitern und so möglicherweise signifikante Effekte 

zu erhalten. Dann könnten auch vermutete Geschlechtsunterschiede weiter untersucht wer-

den. In fernerer Zukunft könnten diese Daten die Grundlage für humane Bildstudien bilden, 

indem im Vorhinein die, beispielsweise für die Therapie relevanten, Gehirnareale herausgear-

beitet sein werden.  

Eine Fehlerquelle in der Auswertung der fluoreszenzmikroskopischen Bilder ist das Auszählen 

der farbmarkierten Bereiche. Dieses Auszählen findet entweder manuell oder mithilfe eines 

Programmes statt. Im Institut für Pharmakologie und Toxikologie wurden in der Vergangenheit 

eher suboptimale Erfahrungen mit Programmen für diesen Auswertungsprozess gemacht, da 

die einzelnen Analyseschritte oft nicht eingesehen werden können und keine weiteren Mög-

lichkeiten der Überprüfung des vorliegenden Ergebnisses existieren. Dazu kommt, dass sich 

die mit dem Fluoreszenzmikroskop aufgenommenen Bilder häufig in Helligkeit und Kontrast 

leicht voneinander unterscheiden und auch die Zellen teilweise überlappen. Wird ein Bild mit 

niedrigerem Kontrast mit gleichen Parametern ausgewertet wie ein Bild mit höherem Kontrast, 

erkennt das Programm gegebenenfalls einige Zellen nicht, die sonst manuell mitgezählt wer-

den würden, und klassifiziert zusammenhängende Zellen nur als eine. Das manuelle Auszäh-

len hingegen ist auch fehlerbehaftet, was jedoch bei sorgfältiger Aufteilung des Bildes in Quad-

ranten zu vernachlässigen ist. Von Nachteil bei diesem Verfahren ist vor allem der Zeitauf-

wand, der bei vielen Versuchstieren und mehreren Hirnregionen pro Tier enorm ist.  
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Um die Vorteile dieser beiden Methoden zu vereinen, wurde für die Auswertung der Bildda-

teien der vorliegenden Studie ein Programm genutzt, welches in Kooperation mit dem Infor-

matiker Jonas Mucke selbst geschrieben wurde und ein weiteres Ergebnis dieser Arbeit dar-

stellt. Besagtes Programm ist in der Lage, die Farb-Markierungen der Immunhistochemie in 

einem ausgewählten Bereich des Gehirnes zu zählen, sodass die Hirnaktivität bestimmter Are-

ale quantifiziert werden können. Die verschiedenen Schritte der Analyse werden dem Anwen-

der angezeigt, um die Transparenz des Zählprozesses zu erhöhen. Bei allen Filtern werden 

anpassbare Parameter (Stärke und Kernelgröße des Gauß-Filters, des Schärfe-Filters und der 

"nicht markiert"/"markiert"-Schwelle) genutzt, welche der Anwender selbstständig für jedes 

Bild einzeln einstellen kann, um besseren Ergebnissen zu erzielen. Am Ende des Prozesses 

werden dem Anwender die erkannten markierten Zellen mittels eines farbigen Rahmens um 

die Zellen sowie die ermittelte Anzahl der markierten Zellen angezeigt. Der Anwender hat die 

Möglichkeit, diese Zahl manuell zu korrigieren (ggf. bei vielen überlappenden Zellen in der 

mikroskopischen Aufnahme, die das Programm als einen zusammenhängenden Komplex er-

kennt). 

Python ist eine sehr beliebte Programmiersprache, die von einer großen Community von Ent-

wicklern unterstützt wird und daher in diesem Kontext verwendet wurde. Es gibt viele verfüg-

bare Bibliotheken und Tools, die für die Entwicklung von Anwendungen wie dem beschriebe-

nen Programm nützlich sein können. So wurden zum Beispiel die Tools OpenCv und Pillow 

für die Bildbearbeitung, TKinter für die plattformübergreifende Benutzeroberflächen und Pan-

das für die Arbeit mit CSV/tabellarischen Daten für die jeweiligen Aufgaben genutzt. Im weite-

ren Verlauf wären so, falls notwendig, leichter zusätzliche Features zum Programm hinzufüg-

bar. Zudem hat Python eine sehr leserliche und einfache Syntax, die es Entwicklern erleichtert, 

den Code zu verstehen und zu bearbeiten. Dies kann die Wartung und Erweiterbarkeit des 

Programms verbessern. Ein weiterer Vorteil ist, dass Python eine große Anzahl von Bibliothe-

ken für die Verarbeitung von Bildern und die Erstellung von grafischen Benutzeroberflächen 

hat, die für dieses Anwendungsgebiet sehr nützlich sind. Python ermöglicht es außerdem, das 

Programm plattformübergreifend zu entwickeln und auszuführen, was bedeutet, dass es so-

wohl unter Windows, Linux als auch MacOS genutzt werden kann. Darüber hinaus hat Python 

eine große Anzahl von Bibliotheken für die Datenanalyse, die es ermöglicht, die erfassten Da-

ten einfach zu verarbeiten und zu analysieren und die Ergebnisse in einer CSV-Datei zu spei-

chern. All diese Merkmale von Python machen es zu einer geeigneten Wahl für die Entwick-

lung einer Anwendung wie dem beschriebenen Programm. 

Wie bei jeder Programmiersprache und jeder Entwicklungsumgebung gibt es auch bei der 

Verwendung von Python einige mögliche Nachteile, die je nach Kontext und Anwendungsfall 

variieren können. Der wohl größte Nachteil von Python ist, dass es eine interpretierte Sprache 

ist, was bedeutet, dass der Code erst bei der Ausführung interpretiert wird. Dies kann dazu 
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führen, dass die Ausführungsgeschwindigkeit langsamer ist als bei kompilierten Sprachen. In 

Anwendungen, in denen die Ausführungsgeschwindigkeit von entscheidender Bedeutung ist, 

kann dies ein Nachteil sein. Sollte das Programm also erweitert werden, um viele Bilder gleich-

zeitig zu analysieren, könnte der Prozess lange dauern. Da in diesem Fall die Bilder sequen-

ziell von einem Anwender ausgewählt und markiert werden müssen, entfällt dieser Nachteil. 

Aufgrund der stark überwiegenden Vorteile in diesem Szenario ist Python eine sinnvolle Wahl 

gewesen. Das Programm verbindet die Rechenleistung eines Computers mit der Möglichkeit 

Schritte individuell anzupassen und ist damit ein nützliches, akkurates und zeiteffizientes 

Werkzeug für die Untersuchung der Zellstrukturen im Gehirn. In dem Institut, in dem diese 

Arbeit angefertigt wurde, kann und wird besagtes Programm bereits für weiterführende Studien 

zur Erforschung von neurobiologischen Prozessen auf diesem Gebiet angewendet. 

 

4.5. Experimentübergreifende Betrachtungen 

4.5.1. Pharmaka 

4.5.1.1. MK801 

Experimentübergreifend gibt es einige Limitationen und Ansätze für zukünftige Studien, die es 

an dieser Stelle zu diskutieren gilt.  

Zum Beispiel könnten die Dosierungen der Pharmaka angepasst werden. MK801 löste hinrei-

chend signifikante Defizite in den Experimenten aus, führte jedoch auch zu einer ausgeprägten 

Hyperaktivität. Auch niedrigere Dosierungen zeigen in anderen Studien des Magdeburger In-

stituts für Pharmakologie und Toxikologie bereits einen Einfluss auf bestimmte Verhaltensen-

dophänotypen (Durairaja et al. 2023), sodass anzunehmen ist, dass auch in der vorliegenden 

Studie eine niedrigere Dosierung von MK801 ausreichen würde, um die erwünschten Defizite 

zu produzieren. MK801 ist kein vollständiges Modell, mit dem die menschliche Schizophrenie 

im Tier modelliert werden kann, jedoch war es experimentell klar in der Lage Störungen der 

sensomotorischen Filterung (Braff et al. 1978) und weitere Endophänotypen wie Hyperaktivität 

und reduziertes Explorationsverhalten, sowie eine erhöhte neuronale Aktivität im Nucleus ac-

cumbens hervorzurufen und hatte in diesem Experiment somit eine Abbild- und Konstrukt-

Validität. 

4.5.1.2. Orexin 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Rolle des Orexin-Systems bei Schizophrenie 

deutlich komplexer zu sein scheint als ursprünglich gedacht. Das könnte daran liegen, dass 

verschiedene Symptome der Schizophrenie über verschiedene Gehirnareale vermittelt wer-

den. Zum Beispiel wird die Positiv-Symptomatik über das Striatum (N. accumbens) und die 
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Negativ-Symptomatik (und kognitive Symptome) vermehrt über den präfrontalen Cortex ver-

mittelt. Die vorliegenden Ergebnisse deuten darauf hin, dass Orexin verschieden auf die 

MK801-Wirkung in diesen Gehirnregionen wirkt. Insgesamt scheint die Positiv-Symptomatik, 

wie das Präpulsinhibitions-Defizit und die Hyperaktivität, durch Orexin verstärkt zu werden. Auf 

die Negativ-Symptomatik hingegen, wie beispielsweise Defizite im Sozialverhalten, Angst oder 

geringeres Explorationsverhalten, scheint Orexin geschlechtsabhängig positive Effekte zu ha-

ben. Eine Studie des Instituts, wo diese Arbeit durchgeführt wurde, zeigte ebenfalls, dass die 

durch MK801-ausgelöste kognitive Symptomatik durch Orexin reduziert werden kann 

(Durairaja et al. 2023). In diese Richtung sind weitere Studien geplant. Beispielsweise kann 

ein Neuroleptikum mit Orexin kombiniert werden. Das Neuroleptikum, welches erfahrungsge-

mäß effektiv die Positiv-Symptomatik blockiert, wirkt jedoch eher schlecht bis gar nicht auf die 

negativen und kognitiven Symptome. Diese bisher nur spärliche Wirkung könnte durch die 

zusätzliche Nutzung von Orexin kompensiert beziehungsweise ergänzt werden.  

Orexin könnte zukünftig zusätzlich sowohl in der Dosierung als auch in der Applikationsform 

variiert werden. In den zugrunde liegenden Experimenten zeigte Orexin an mehreren Stellen 

Effekte beziehungsweise Tendenzen, jedoch nicht ausschließlich wie erwartet. Bei der 

Schreckreaktionsamplitude und beim Zentrumsaufenthalt der Männchen wirkte Orexin erwar-

tungsgemäß beziehungsweise zeigte die erwarteten Tendenzen. Auf die lokomotorische Akti-

vität und das Aufrichte-Verhalten hatte Orexin keinen Effekt. Im Sozialverhaltens-Test zeigte 

Orexin in der Sozialverhaltens-Phase bei den Männchen sogar den gegenteiligen Effekt. Die 

Tatsache, dass Orexin generell Effekte zeigt, spricht für die Wirkung der nasalen Applikations-

form. Nichtsdestotrotz sind andere, teils invasivere Formen, wie die invasive Applikation durch 

Kanülen in die Hirnventrikel oder die chemogenetische Stimulation des Orexin-Systems mög-

lich und sollten in Bezug auf die Wirksamkeit zukünftig auch miteinander verglichen werden. 

Diesbezüglich gibt es im Institut für Pharmakologie und Toxikologie bereits laufende Studien, 

deren bisher nur vorläufige und nicht publizierte Ergebnisse ähnliche Tendenzen zeigen. Für 

die benutzerfreundliche, auf den Menschen übertragbare nicht-invasive Applikationsform, bie-

tet die nasale Verabreichung jedoch Potential und könnte zunächst mit unterschiedlichen Do-

sierungen getestet werden. Eine stärkere Dosis könnte die Ergebnisse, die bisher nur als Ten-

denzen vorliegen, bestärken. Auf der anderen Seite wäre als zukünftiger Ansatz die Testung 

von Orexin-Antagonisten bei den Experimenten denkbar, wo Orexin entgegen der Erwartung 

gewirkt hat. Mögliche duale Orexin-Rezeptorantagonisten, welche an beiden Orexinrezepto-

ren wirken und sedierende und hypnotische Wirkungen haben, sind beispielswiese Daridor-

exant, Lemborexant und Suvorexant, während Seltorexant ein selektiver Orexin-Typ-2-Rezep-

tor-Antagonist in der Entwicklung ist. Zusätzlich könnten die Experimente mit heterozygoten 

Orexin-Knockout Mäusen wiederholt werden, um zu überprüfen, ob die nasale Gabe von 
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Orexin andere Effekte hervorruft, wenn die Tiere initial ein Orexindefizit aufweisen. Prinzipiell 

könnten auch spezifische Agonisten getestet werden.  

4.5.2. Gruppengröße 

Generell bietet es sich an, Teile dieser Studie, insbesondere die c-Fos-Immunhistochemie, mit 

einer größeren Anzahl an Testtieren weiterzuführen, da die Daten von so wenigen Tieren nur 

bedingt aussagekräftig und übertragbar sind. So ließen sich auch bisher detektierte oder ver-

mutete Geschlechtsunterschiede noch detaillierter betrachten. 

4.6. Schlussfolgerung 

Zusammenfassend lässt sich die Arbeitshypothese klar bestätigen – die subkutane Gabe von 

MK801 kann Verhaltensendophänotypen der neuropsychiatrischen Erkrankung Schizophrenie 

hervorrufen und diese können von der nasalen Gabe von Orexin, zum Teil positiv aber auch 

zum Teil negativ, beeinflusst werden. Es zeigten sich Effekte und Tendenzen, die teilweise 

schon in ähnlichen Studien beobachtet wurden, aber auch neue Erkenntnisse, die in weiter-

führenden Studien näher adressiert werden müssen. Die Daten der vorliegenden Arbeit spre-

chen dafür, dass die Rolle des Orexin-Systems bei Schizophrenie deutlich komplexer als an-

fangs vermutet ist. Insbesondere auch Geschlechtsunterschiede sollten zukünftig weiter ex-

ploriert werden, da geschlechterspezifische Medizin und damit auch therapeutische Möglich-

keiten genau durch diese Studien eine Chance haben. 
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5. Zusammenfassung 

Orexin, ursprünglich bekannt für seine Rolle bei der Nahrungsaufnahme und beim Schlaf-

Wach-Rhythmus (Adamantidis et al. 2007; Lecea et al. 1998; Sakurai et al. 1998), wurde in 

den letzten Jahren immer interessanter in Bezug auf seine beeinflussende Rolle beim Lernen 

und Gedächtnis (Dang et al. 2018; Wayner et al. 2004), kognitiver Flexibilität (Durairaja und 

Fendt 2021), Motivation (Mahler et al. 2014), Stress (Giardino und Lecea 2014), Stimmung, 

Angst (Abbas et al. 2015; Khalil und Fendt 2017), Geselligkeit und sozialem Gedächtnis (Fa-

esel et al. 2021; Yang et al. 2013). In der Zusammenschau mit anderen Studien entstand die 

Hypothese, dass das Orexin-System insbesondere bei der Schizophrenie die Ausprägung be-

stimmter Endophänotypen beeinflussen kann (Perez und Lodge 2021; Deutch und Bubser 

2007). Konkret wurde in dieser Arbeit der Einfluss der nasalen Applikation von Orexin auf die 

Endophänotypen Hyperaktivität, verminderte Präpulsinhibition und Störungen im Sozialverhal-

ten untersucht. Dafür wurde Wildtyp-Mäuse subkutan MK801 injiziert, was ein bewährtes Tier-

modell der Schizophrenie darstellt (Rung et al. 2005). Mithilfe des modifizierten Sozialverhal-

tens-Test nach Crawley (Faesel et al. 2021) wurde das Sozialverhalten der Testtiere unter-

sucht. Dabei reduzierte MK801 phasenübergreifend die Erkundungszeit, während Orexin kei-

nen Einfluss hatte oder diesen Effekt bei den Männchen in der Habituations- und Sozialver-

haltensphase verstärkte. Beim Test auf Präpulsinhibition reduzierte MK801 die mittlere Prä-

pulsinhibition erwartungsgemäß bei beiden Geschlechtern, während Orexin sie entgegen der 

Erwartung bei den MK801-vorbehandelten Männchen ebenfalls reduzierte. Die Schreckreak-

tionsamplitude wurde bei den Männchen durch MK801 erhöht, Orexin hingegen verringerte 

sie bei den MK801-vorbehandelten Tieren. Der Offenfeld-Test adressierte einen weiteren En-

dophänotyp, die Hyperaktivität, und zeigte bei beiden Geschlechtern eine durch MK801 ge-

steigerte lokomotorische Aktivität. Für Orexin konnte an dieser Stelle kein signifikanter Effekt 

nachgewiesen werden. Als Indikator der Ängstlichkeit wurde im Offenfeld-Test auch die Auf-

enthaltszeit im Zentrum und die Anzahl der Aufrichtungen bestimmt. MK801 reduzierte den 

Zentrumsaufenthalt und die Aufrichtungen, was jedoch nicht zwingend für eine angstauslö-

sende Wirkung von MK801 spricht, sondern eher als Nebeneffekt der Hyperaktivität interpre-

tiert werden kann. Orexin erhöhte den Zentrumsaufenthalt, zeigte jedoch keinen Einfluss auf 

die Aufrichtungen. Bei den c-Fos-Färbungen der Gehirnschnitte schien MK801 bei den Männ-

chen die höchste Aktivität im ventromedialen Cortex und Nucleus Accumbens hervorzurufen, 

während es bei den Weibchen weniger Wirkung und nur in Kombination mit Orexin Tendenzen 

zeigte. Die Ergebnisse der Experimente zeigen einen klaren Einfluss von Orexin auf bestimmte 

Endophänotypen. In weiterführenden Studien könnten durch höhere Tierzahlen signifikantere 

Ergebnisse erzielt und die Geschlechtsunterschiede weiter herausgearbeitet werden. Somit 

kann ein wichtiger Beitrag zur Therapieforschung der Schizophrenie geleistet werden.   
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Anästhesie-Protokoll Maus – c-Fos-Immunhistochemie 
 

Ketamin (100 mg/kg) + Xylazin (20 mg/ kg) + Acepromazine (3 mg/kg) 

Menge Artikelbezeichnung Bestell-Nr. 

1x (±)-Ketamin-hydrochlorid 

 

K2753-5G 

1x Xylazin-hydrochlorid 

 

X1251-1g 

1x Acepromazinemaleat 

 

A7110- 10mg 

 

Injektionsvolumen: in Abhängigkeit des Körpergewichts, z. B. 0,3 ml bei 30 g Maus  

 

 

 

Zamboni Fixationslösung – c-Fos-Immunhistochemie 
 

Inhaltsstoffe: 

- 350 ml doppelt gefilterte gesättigte Pikrinsäure 

- 80 g Paraformaldehyd 

Achtung: Mundschutz und Handschuhe verwenden! 

Vorgehensweise: 

1) Inhaltsstoffe in einer 500 ml Flasche auf 60 Grad erhitzen. 

2) 2,52 % NaOH tropfenweise zugeben bis sich das Paraformaldehyd gelöst hat. 

3) In eine 2l Flasche filtrieren und mit Phosphatpuffer auffüllen. 

Phosphatpuffer 2l: 

6,62 g   NaH2PO4 x H2O 

44,8 g   Na2HPO4 x 2 H2O 
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Protokoll c-Fos-Immunhistochemie 
 

1.Tag 

1. Schnitte (40 µm) 1x mit PBS waschen 
2. 30 min. in 50 % Ethanol inkubieren 
3. 3x mit PBS + 0,3 % Triton waschen 
4. 1x mit Working Buffer (PBS + 0,3 %Triton + 1 % NGS) inkubieren 
5. 1 Stunde in Blocking Solution (PBS + 0,3 % Triton + 3 % NGS) inkubieren. 
6. Primär antibody c-FOS 1/2000 (Anti-c-Fos Polyclonal Rabbit Affinity Purified, Syn-

aptic Systems GmbH) in Working Buffer für 96 Stunden bei Raumtemperatur (RT) 
2.Tag 

7. 4x mit PBS + 0,3 % Triton waschen 
8. 1,5 Stunden in anti-rabbit Biotin (Verdünnung 1/1000 in PBS + 0,3 %Triton + 1 % 

NGS) inkubieren. 
9. 3x mit PBS + 0,3 % Triton waschen 
10. 1 Stunde bei RT in ABC Elite Lösung inkubieren  

  (Ansatz: 25 µl von Reagenz A und Reagenz B pro 10 ml PBS +  
  0,3 % Triton) 

11. 3x mit PBS + 0,3 % Triton waschen 
12. 20 min. bei RT mit Biotin-Tyramin-Lösung inkubieren 

  (Ansatz: 24 µl BT, 20 µl H2O2 pro 10 ml PBS + 0,3 % Triton) 
13. 3x mit PBS + 0,3 % Triton waschen 
14. Streptavidin Cy3 1/1000 in Working Buffer bei RT inkubieren. 

3. Tag 

15. 3x mit PBS waschen 
16. Schnitte auf Gelatine beschichtete Objektträger aufziehen, trocknen lassen, ent-

wässern und mittels DPX einbetten. 
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