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1. Einleitung

In der Offentlichkeit und den Medien wird derzeit regelmaRig Uber psychiatri-
sche Erkrankungen berichtet, wobei vor allem Depressionen und Angstzustan-
de eine wichtige Rolle spielen. Zahlen des Statistischen Bundesamts aus dem
Jahre 2012 untermauern diese Feststellung. Bei einer Gesamtzahl von insge-
samt 1648952 Fallen der 20 haufigsten Hauptdiagnosen entfallen mittlerweile
88006 Falle auf Erkrankungen aus dem psychiatrischen Formenkreis. Mit
46934 depressiven Episoden und 41108 rezidivierenden depressiven Storun-

gen resultiert daraus ein Prozentsatz von 5,3 %.

Laut eines Berichts der WHO (World Health Organization) stellen neuropsychi-
atrische Storungen 26 % der Krankheitslast in der EU (European Union) dar. Mit
den dadurch besonders ins Gewicht fallenden Angsterkrankungen und Stim-
mungsstorungen entstehen der EU Kosten in Hohe von 170 Mrd. Euro pro Jahr
(WHO 2012). AuRerdem prognostiziert die WHO, dass Depressionen im Jahre
2020 die zweithaufigste Ursache fur Arbeitsunfahigkeit sein werden (Murray et
al. 1997).

Abbildung 1 stellt die Erkrankungshaufigkeit in Hinsicht auf Depressionen in
den verschiedenen Altersbereichen dar. Hierbei kann ein kontinuierlicher Er-
krankungsanstieg bis ins Alter von 50-59 Jahren festgestellt werden. Bei uber
59-Jahrigen ist die Diagnose ,Depression“ hingegen wieder ricklaufig. Zusatz-
lich belegt das Diagramm eine deutlich starkere Anfalligkeit der Frauen fur De-

pressionen im Vergleich zu Mannern.
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Abbildung 1: Anteil der jemals arztlich oder therapeutisch festgestellten Depression in der ab 18-
jahrigen Bevolkerung (Robert Koch-Institut und Statistisches Bundesamt 2010).

Die Proteinkinase B (PKB), ebenfalls unter dem Namen Akt bekannt, spielt mit
Ausnahme der Depression auch in anderen Bereichen, wie z.B. in der Zell-
proliferation, der Zellerhaltung, dem Zellwachstum, der Angiogenese und im
Stoffwechsel eine entscheidende Rolle. Somit konnen Fehlsteuerungen von Akt
neoplastische, kardiovaskulare, neurologische und metabolische Erkrankungen
initiieren. Dies veranschaulicht, welche wesentliche Bedeutung dieser Kinase
zukommt. In der folgenden Arbeit soll neben den allgemein bekannten Grund-
kenntnissen Uber Akt vor allem die Bedeutung der Isoformen Akt2 und Akt3
hinsichtlich Depression und Angstverhalten in diversen Verhaltenstests unter-

sucht werden.



2. Grundlagen

21 Akt

2.1.1 Entdeckung der Kinase

Im Jahre 1987 gelang dem Wissenschaftler Stephan Staal erstmals die Identifi-
kation der Kinase Akt, welche er im Rahmen seiner tierexperimentellen For-
schung in einem Adenokarzinom vorfand (Staal 1987). Acht Jahre spater konn-
te Richard Roth mit Kollegen die Aktivierung von Akt durch Insulin nachweisen
(Kohn et al. 1995). Diese Entdeckung flhrte schlagartig zu einem immensen
Interesse an der Regulation und der Bedeutung der bislang eher unbekannten

Proteinkinase.

2.1.2 lIsoformen und chemische Struktur

Mittlerweile werden von Akt drei Unterformen unterschieden. Diese sogenann-
ten Isoformen werden entweder als Akt1, Akt2 und Akt3 oder als PKBa, PKBJ
und PKBYy (protein kinase B) bezeichnet (Abb. 2). Sie haben eine hochkonser-
vierte Domanenstruktur mit einer N-terminalen PH-(pleckstrin homology)-
Domane, einer Kinase-Domane und einem C-terminalen hydrophoben End-

stuck, welches fur die Regulation entscheidend ist (Hanada et al. 2004).
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Abbildung 2: Strukturen der Akt-Isoformen.

Die Phosphorylierungsstellen an der katalytischen und der regulatorischen Do-
mane sind durch wolkenahnliche Strukturen bildlich dargestellt. T308: Threonin
308; S473: Serin 474; PH: Pleckstrin-Homologie-Domane (Elghazi et al. 2007).

2.1.3 Lokalisation der Isoformen

Sowohl die Regulierung als auch die Expressionsbereiche sind bei den Isofor-
men divergierend. Bezlglich Akt1 liegt eine breite Streuung in vielen Organen
des Korpers vor. Sie ist in die Bereiche des Zellwachstums und der Zellerhal-
tung involviert. Aufgrund dieser Beteiligung sind Akt1-Knock-out-Mause durch
ein verzogertes Wachstum und eine perinatale Sterblichkeit gekennzeichnet
(Chen et al. 2001, Cho et al. 2001). Demgegenuber wirkt Akt2 bei der Insulin-
vermittelten Regulation der Glukoseverteilung mit und wird daher vornehmlich
im Muskel- und Fettgewebe exprimiert (Cho et al. 2001, Garofalo et al. 2003).
Die Expression von Akt3 wiederum ist in bestimmten Korperregionen, wie Ge-

hirn und Hoden, erhoht (Tschopp et al. 2005). Eine verminderte Expression von



Akt3 findet sich in Fettzellen, Lunge und Brustdrisengewebe (Yang et al.
2003).

2.1.4 PI3K-Akt-Signalweg

Neben dem Ausgangsprodukt PI3K (phosphoinositide-3-kinase) ist Akt eines
der Schlusselmolekule des PI3K-Akt-Signalwegs (Abb. 3). Nachdem RTKs (re-
ceptor tyrosin kinases), wie beispielsweise EGFR (epidermal growth factor re-
ceptor), durch das Binden von GFs (growth factors) an der extrazellularen Do-
mane aktiviert worden sind, folgen eine Autophosphorylierung und dadurch ein
Anstieg der Kinaseaktivitat. Durch Andocken von PI3K an den RTK erfolgt eine
Phosphorylierung von PI(3,4)P2 (phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate), wel-
ches einen Anstieg des in der Zellmembran verankerten PI(3,4,5)Ps; (phos-
phatidylinositol-3,4,5-triphosphate) induziert (Carnero et al. 2014). Bei Anwe-
senheit von PTEN (phosphatase and tensin homolog) wird PIP3 hingegen wie-
der zu PIP; Uberfuhrt.

Anschlie3end reiht sich Akt in die Signalkaskade ein. Aufgrund der Verbindung
zwischen der PH- und der Kinase-Domane liegt Akt normalerweise in einem
inaktiven Zustand vor. Kommt jedoch eine Verbindung zwischen der PH-
Domane von Akt und PIP3; zustande, resultiert daraus eine Konformationsande-
rung in Akt, welche deren Verankerung in der Plasmamembran ermdglicht. In-
folgedessen wird PDK1 (3-phosphoinositide-dependent protein kinase 1) das
Andocken ermdglicht, um den Aktivierungszyklus abzurufen und Akt an der Po-
sition Thr308 zu phosphorylieren (Calleja et al. 2007). Diese Phosphorylierung
erhoht die Aktivitat von Akt um das 100-Fache. Zum Erreichen der Maximalakti-
vitat ist jedoch zusatzlich eine Phosphorylierung von Ser473 notwendig (Alessi
et al. 1996), die einen funffachen Anstieg der Akt-Aktivitat zur Folge hat
(Sarbassov et al. 2005). Erganzend ist hinzuzufugen, dass Thr308 und Ser473

unabhangig voneinander phosphoryliert werden konnen.

Verantwortlich  fur die Phosphorylierung von Serd473 sind PDK2
(3-phosphoinositide-dependent protein kinase 2) und mTORC2 (mammalian

target of rapamycin complex 2) (Riaz et al. 2012, Yang et al. 2015). Die



Dephosphorylierung an Position Thr308 wird durch PP2A (protein phosphatase
2A) gesteuert. Die Phosphatase PHLPP (PH domain leucine-rich repeat phos-
phatase) ubernimmt im Anschluss daran die Dephosphorylierung von Ser473.
Ferner gibt es eine groliere Korrelation zwischen P(phosphoryliertem)-Thr308,
nicht aber zwischen P-Ser473 und der Phosphorylierung der nachfolgenden
Akt-Substrate PRAS40 (proline-rich Akt/PKB substrate 40 kDa), TSC2 (tube-
rous sclerosis complex 2) und AS160 (Akt substrate of 160 kDa) (Vincent et al.
2011). Das Blockieren der Ser473-Phosphorylierung durch mTOR (mechanistic
target of rapamycin)-Inhibitoren, wie z.B. torin1, hat hingegen keinen Effekt auf
die Thr308-Phosphorylierung, die Akt1-Aktivitat oder die GSK3 (glykogen syn-
thase kinase 3)-Phosphorylierung. Allerdings werden dabei die Akt2-Aktivitat
sowie die PRAS40-Phosphorylierung signifikant reduziert (Moore et al. 2011).

Sobald Akt phosphoryliert und damit aktiviert worden ist, trennt sie sich von der
Membran und gelangt ins Zytosol und schlussendlich in den Zellkern. Dort akti-
viert sie die Abfolge des Signalwegs durch die Phosphorylierung einer Vielzahl

weiterer Substrate.
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Abbildung 3: Die Aktivierung und Regulierung von Akt (Song et al. 2005).



2.1.5 Molekularbiologie

2.1.5.1 Angiogenese

Eine entscheidende Funktion von Akt ist die Regulation der Angiogenese. Da-
runter versteht man in erster Linie das Wachstum im embryonalen Organismus
sowie die Umstrukturierung eines primitiven Gefal3netzwerks in ein komplexes
System. Im adulten Organismus spielt die Angiogenese vor allem bei der
Proliferation des Endometriums und wahrend der Wundheilung eine wichtige
Rolle. Akt beeinflusst die Gefallweite, indem sie die NO(nitric oxide)-Synthase
bzw. die Isoform eNOS (endothelial nitric oxide synthase) Uber Phosphorylie-
rung aktiviert. Die damit einhergehende NO-Produktion flhrt zur Vasodilatation
der Widerstandsgefalie (Shiojima et al. 2002).

2.1.5.2 Apoptose

Eine weitere wichtige Aufgabe uUbernimmt Akt im programmierten Zelltod, der
Apoptose. Sie Ubermittelt den Zellen Wachstumssignale und unterbindet
dadurch den gezielten Zelltod (Takeda et al. 2004). Dieser Vorgang wird durch
die Inaktivierung bzw. Dephosphorylierung der proapoptotischen Faktoren wie
Bad (Bcl2-antagonist of cell death), Caspase-9 und FOXO (forkhead box pro-
tein O) Transkriptionsfaktoren induziert (Cardone et al. 1998, Cross et al. 1995,
Datta et al. 1997, Del Peso et al. 1997).

2.1.5.3 Zellwachstum, -teilung und -erhaltung

Daruber hinaus spielt Akt eine entscheidende Rolle im Wachstum. Beispiels-
weise prasentiert sich bei Mausen mit vorliegender Stérung im Akt1-Gen eine
generelle Beeintrachtigung des fotalen und postnatalen Wachtums (Chen 2001,
Cho 2001, Yang 2003). Im Gegensatz zum Wildtyp kann sowohl bei Akt1- als
auch bei Akt3-defizienten Mausen ein geringeres Gehirnvolumen nachgewie-
sen werden (Abb. 4). Bei Akt3-defizienten-Mausen liegt dieser Unterschied bei
ca. 20 %. Jedoch ist zwischen den beiden Isoformen Akt1 und Akt3 zu differen-
zieren. Wahrend der Mangel an Akt1 eine Reduktion der Zellanzahl in allen Or-
ganen zur Folge hat, fihrt die Abwesenheit von Akt3 zusatzlich auch zu kleine-
ren Zellen im Gehirn (Easton et al. 2005, Tschopp 2005). Aufgrund der be-



grenzten Verteilung der Akt3-mRNA beschrankt sich die oben beschriebene
verringerte Grolenentwicklung der Organe hauptsachlich auf das Gehirn und

die Hoden der Tiere.

Abbildung 4: Darstellung der reduzierten Gehirngrée von Akt3-defizienten Mausen gegen-
Uber Wildtyp-Mausen (Easton 2005).

Generell wurde nachgewiesen, dass der PI3K-Akt-Signalweg bei der Festle-
gung der endgultigen Organgrofe eine entscheidende Rolle spielt (Garofalo
2002, Stocker et al. 2000).

Uber den mTORC1-Signalweg beeinflusst Akt die Translation, den Zellzyklus
und die Ribosomenbiosynthese (Abb. 5). Der mTORC1 besteht aus mTOR,
Raptor (regulatory associated protein of mTOR), mLST8 (mammalian lethal with
SEC13 protein 8), PRAS40 und Deptor (domain-containing mTOR-interacting
protein) (Dibble et al. 2015). Akt besitzt in diesem Signalweg zwei Ansatzstel-
len. Zum einen phosphoryliert sie und inhibiert hierbei PRAS40. Zum anderen
greift sie Uber TSC2 in diesen Signalweg ein. Durch Phosphorylierung des
TSC2 und eine damit verbundene Hemmung der GAP (GTPase-activating pro-
tein)-Aktivitat kommt es zur Aktivierung des mTORC1 durch Anhaufung des
aktiven GTP-gebundenen Rheb (ras homologue enriched in brain) (Beauchamp
et al. 2013). Durch Phosphorylierung der Proteine 4EBP1 (eukaryotic initiation
factor 4E-binding protein 1) und S6K (S6 kinase) kontrolliert der mTORC1 die
mRNA-Translation und die Zellproliferation (Hay et al. 2004).



Neben der Aktivierung durch PDK1 kann Akt zusatzlich durch mTORC2 phos-
phoryliert und somit aktiviert werden. Dieser Komplex beinhaltet mTOR, Deptor,
mLST8, mSin1 (stress-activated protein kinase-interacting protein 1), Rictor (ra-

pamycin-insensitive companion of mMTOR) und Protor1 (Yang 2015).
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Abbildung 5: mTOR-Signalweg (Lamming et al. 2013)

Indem Akt die proapoptotischen Transkriptionsfaktoren der FOXO-Familie
phosphoryliert und damit inhibiert, ist sie wie beschrieben an der Zellerhaltung,

der Zellteilung und am Stoffwechsel beteiligt. Diese Faktoren steigern entspre-



chend die Transkription und Expression von p27kip1 (cyclin-dependent kinase
inhibitor 1B), welcher den Cyklin/CDK(cyclin-dependent kinase)-Komplex
hemmt und somit eine entscheidende Rolle im Verlauf des Zellzyklus spielt
(Burgering et al. 2003).

Die Zellerhaltung hingegen ist das Ergebnis einer positiven Regulierung der
Transkriptionsfaktoren durch Akt (Abb. 6). Hierbei nimmt Akt eine wichtige Stel-
lung in der Steuerung der NF-kB(nuclear factor ‘kappa-light-chain-enhancer’ of
activated B-cells)-abhangigen Gentranskription ein, da dieser Faktor wiederum
die Transkription zellerhaltungsfordernder Gene, wie BIRC1 und BIRC2 (ba-
culoviral AP repeat-containing protein 1/2), begunstigt (Nicholson et al. 2002).
Akt bindet an IKKa (inhibitor of kappa B kinase-a) und aktiviert diesen nachfol-
gend. Anschlieliend begunstigt dieser Inhibitor den Abbau des hemmenden
Cofaktors von NF-kB, I-kB, durch Phosphorylierung (Romashkova et al. 1999).
Somit ist Akt imstande, den antiapoptotischen Transkriptionsfaktor NF-kB indi-
rekt Uber die Hemmung des Inhibitors zu aktivieren. Infolgedessen gelangt NF-

kB zum Zellkern und regt die Transkription der zellerhaltenden Gene an.

Zusatzlich kann Akt CREB (cAMP response element-binding protein) positiv
regulieren (Du et al. 1998). CREB befindet sich im inaktiven Zustand in nicht
erregten Zellen am Anfang einer Gensequenz an der DNA und stellt einen uni-
versell verfugbaren Aktivator der Transkription dar. Durch eine direkte Phospho-
rylierung von CREB ruft Akt das Binden eines zusatzlichen Proteins hervor, das
zur Transkription von zellerhaltenden Genen, wie z.B. bcl-2 (B-cell lymphoma
2) und mcl-1 (myeloid cell leukemia 1), fuhrt (Nicholson 2002, Wang et al.
1999).

Ferner ist Akt durch die Deaktivierung von GSK3 in der Lage, deren Hemmung
von Regulatoren des Zellzyklus aufzuheben. Darunter befinden sich zum einen
die Transkriptionsfaktoren C-myc und NFAT (Nuclear factor of activated
T-cells), zum anderen Proteine wie Cyclin D, welches die Kinasefunktion der
CDKs wahrend des gesamten Zellzyklus aktiviert, sowie p21 und CDK-Inhibitor
1 (Chang et al. 2003).
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Abbildung 6: Regulation der Zellerhaltung durch Akt (Nicholson 2002).

2.1.5.4 Glukoseaufnahme und -speicherung

Neben den oben genannten Mechanismen ist Akt zusatzlich fur die insulinab-
hangige Glukoseaufnahme in gestreiften Muskel- und Fettzellen entscheidend
(Cong et al. 1997). In diesen Zellen befinden sich im menschlichen Organismus
GLUT4 (Glukosetransporter Typ 4) in intrazellularen Vesikeln. Sobald Insulin an
einen Insulinrezeptor bindet, erfolgt eine Translokation der Vesikel zur Plasma-
membran, mit der sie verschmelzen. Die nun in der Zellmembran befindlichen
GLUT4 erzeugen folglich einen Glukoseeinstrom in die Zelle. Dieser Prozess
der Translokation wird durch die Akt Phosphorylierung durch Rab GAP, AS160,
getriggert, indem die Aktivitat der Rab GAP gehemmt wird (Peck et al. 2009).

AuRerdem ist Akt durch die Phosphorylierung und Inaktivierung von GSK3 ein
wichtiger Faktor bei der Glukosespeicherung bzw. -synthese. Folglich hemmt
Akt dadurch ihre eigene Kinaseaktivitat (Cross 1995). Weil GSK3 die Glykogen-
synthase phosphoryliert und inaktiviert, resultiert aus einer Akt-vermittelten

Hemmung von GSK3 eine Dephosphorylierung bzw. Aktivierung der Glykogen-
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synthase. Daraufhin erfolgt ein Anstieg der Glykogensynthese (Embi et al.

1980).

2.1.5.5 Zahnentwicklung

Akt spielt zudem eine entscheidende Rolle bei der Entwicklung der DFCs (den-

tal follicle cells). Dabei wird der Akt-Signalweg aktiviert, nachdem die osteogene

Differenzierung durch den Transkriptionsfaktor BMP2 (bone morphogenic pro-

tein 2) eingeleitet worden ist. Wird Akt hingegen gehemmt, folgt weder eine Dif-

ferenzierung noch die Expression eines weiteren Transkriptionsfaktors, EGR1

(early growth response protein 1), welcher ebenfalls fur einen Anstieg der An-

zahl von Zahnfollikelzellen verantwortlich ware (Viale-Bouroncle et al. 2015).

2.1.5.6 Zusammenfassung der zellularen Funktionen von Akt-Effektoren

Proliferation

Growth

Survival
BAD)
Casp9
Svt)—
| 27 \/ T - ®\I/_.
By / \ AS160 Glucose
Uptake

'PRAS40 eNOS

Angiogenesis

Abbildung 7:

Die vielseitigen Aufgaben, wie z.B. Stoffwechsel, Zellerhaltung, Glukoseauf-
nahme, Angiogenese, Wachstum und Zellteilung, von verschiedenen Akt-
Substraten. Dargestellt sind zum einen Pfeile, die eine Aktivierung durch Akt
verdeutlichen sollen, zum anderen geblockte Pfeile, die eine Hemmung durch
Akt symbolisieren (Manning et al. 2007).
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2.1.6 Pathologie

2.1.6.1 Tumorerkrankungen

Akt spielt nicht nur in physiologischen zellularen Prozessen eine Schlusselrolle,
sondern ist auch an pathologischen Ablaufen im Korper wesentlich beteiligt. Sie
zahlt auRerdem zu den am haufigsten hyperaktiven Proteinkinasen in mensch-
lichen Tumorarten (Altomare et al. 2005). Allerdings mussen wiederum die un-
terschiedlichen Isoformen von Akt hinsichtlich Lokalisation und Haufigkeit diffe-
renziert werden. In erster Linie ist Akt2 zu nennen, da sie in Krebszellen von
allen drei Isoformen am haufigsten exprimiert wird. Wahrend Akt2 vorwiegend
in Eierstocktumoren, Brust- und Pankreaskrebs vorzufinden ist, wird Akt3 vor
allem in Brust- und Prostatatumorzellen Uberexprimiert (Bellacosa et al. 1995,
Cheng et al. 1992, Cheng et al. 1996, Miwa et al. 1996, Nakatani et al. 1999,
Ruggeri et al. 1998). Demgegenuber kommt Akt1 eine untergeordnete Rolle in

der Tumorgenese zu (Carnero 2014).

2.1.6.2 Diabetes

Durch die Beteiligung von Akt an der Regulierung der Glukoseaufnahme kann
eine verminderte Expression von Akt Diabetes mellitus (DM) zur Folge haben.
Die Glukoseaufnahme in Fett- und Muskelzellen erfolgt durch eine Stimulierung
der Translokation der GLUT4 in die Plasmamembran. Akt2-Knock-out-Mause
sind insulinintolerant und erkranken somit durch eine erhohte Blutzuckerkon-
zentration an DM (Cho 2001, Garofalo 2003). Neben dem Glukosetransport ist
Akt zudem fiur die Zellerhaltung und Zellteilung von Insulin-sezernierenden -
Zellen im Pankreas verantwortlich (Elghazi 2007). Ursachlich fur die reduzierte
Kinaseaktivitat von Akt ist bei DM eine erhohte Zirkulation von FFA (free fatty
acids) und entzindlichen Zytokinen. Diese wirken an der Insulinresistenz mit,
indem sie die Serinphosphorylierung von IRS1 (insulin receptor substrate 1)
veranlassen (Le Marchand-Brustel et al. 2003). Daraus resultierend wird die
Insulinsignalubertragung durch Entkoppelung von IRS1 vom aktivierten Rezep-
tor oder durch Hemmung der Effektoren gedampft. Folglich entwickelt sich eine
reduzierte Aktivierung von PI3K und Akt. AuRerdem erhdhen die entstandenen

Fettsduren die Produktion von Ceramiden aufgrund des Acyl-CoA-
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Metabolismus. Ceramide gehoren zu einer Untergruppe der Lipide und wirken
wie sekundare Botenstoffe (second messenger), die Signalwege aktivieren und
die Insulinsensibilitat herabsetzen (Schmitz-Peiffer et al. 1999). Die reduzierte
Glukoseaufnahme ist Folge der Dephosphorylierung bzw. Deaktivierung von
Akt durch PP2A, welche durch Ceramid aktiviert wird (Chavez et al. 2003).

2.1.6.3 Kardiovaskulare Erkrankungen

Akt ist auch fur verschiedene Funktionen im kardiovaskuldren System von Be-
deutung und somit an der Entstehung von kardiovaskularen Erkrankungen be-
teiligt, der haufigsten Todesursache in Deutschland. Dazu zahlen unter ande-
rem Apoplexie, der Myokardinfarkt, die arterielle Hypertonie, die periphere arte-
rielle Verschlusskrankheit und koronare Herzkrankheiten. Die entscheidende
Rolle spielt dabei Akt1. Diese Isoform reguliert die HerzgrolRe, kontraktile Auf-
gaben und die koronare GefaRneubildung. Wahrend eine kurzzeitige Uberex-
pression von Akt1 die Wirkung einer physiologischen Hypertrophie erzielt, fuhrt
eine langanhaltende Akt1-Aktivierung zu einer Hypertrophie mit kontraktiler
Dysfunktion (Shiojima et al. 2005). Zum einen hat Akt aufgrund ihrer Beteiligung
am kardialen Wachstum und an der Produktion des gefalRerweiternd wirkenden
Stickstoffmonoxids (NO) eine schutzende Wirkung auf das Herz. Zum anderen
kann Akt1 eine kardiovaskulare Erkrankung forcieren, indem sie die Leuko-
diapedese in die Intima durch einen NO-vermittelten Anstieg der mikrovaskula-
ren Permeabilitat reguliert (Di Lorenzo et al. 2009). Weiter fordert Akt1 die
Thrombozytenaggregation durch Hemmung der negativ wirkenden GSK3 (Li et
al. 2008).

2.1.6.4 Neurologische Erkrankungen

In neonatalen und adulten Motorneuronen ist Akt wesentlich in der Zellerhal-
tung und neuronalen Regenerationsprozessen involviert (Namikawa et al.
2000). In dopaminergen Neuronen der Substantia nigra, die bei Parkinson be-
troffen sind, verhindert eine Uberexpression von konstitutiv aktiviertem Akt
(myr-Akt) den neurotoxisch induzierten Zelltod und ermoglicht die Aufrechter-

haltung der axonalen Aussprossung (Ries et al. 2006).
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2.2 Psychiatrische Storungen und deren Beeinflussung durch
Akt

Der PI3K-Akt-Signalweg ist entscheidend beteiligt am Entstehen und Fort-
schreiten von diversen psychiatrischen Stérungen, wie z.B. Schizophrenie,
schweren depressiven Storungen und einer bipolaren Symptomatik. Die WHO
teilt die psychiatrischen Erkrankungen in der ICD-10 (10. Version der ,Internati-

onal Classification of Disease®) unter Abschnitt F ein.

Die unipolare Depression wird unterteilt in depressive Episoden und rezidivie-
rende depressive Storungen. Die depressiven Episoden werden wiederum un-
terteilt in leichte, mittelgradige und schwere Formen. Die Atiopathogenese ist
multifaktoriell. Einer schwedischen Studie zufolge spielt bei diesem Krankheits-
bild der genetische Einfluss mit 40% bei Frauen und 30 % bei Mannern eine
entscheidende Rolle (Kendler et al. 2006). Neurobiologische Ursachen sind je-
doch bis heute nicht eindeutig geklart und werden deshalb als Hypothesen be-
zeichnet. Die anfangliche Katecholaminhypothese, bei welcher als Ursache der
Depression ausschlieBlich ein Mangel an Noradrenalin gilt, wurde um eine ,Mo-
noaminmangelhypothese® erweitert. Neben dem Noradrenalinmangel steht
hierbei auch der funktionelle Mangel an Serotonin im Vordergrund. Aul3erdem
gibt es Hinweise darauf, dass Veranderungen der Hypothalamus-Hypophysen-
Achse ursachlich fur die Entstehung einer Depression sind. Zu nennen sind in
diesem Zusammenhang eine Storung in der zirkadianen Rhythmik des Kortisol-
haushaltes (Young et al. 1993), erhdhte Serum- und 24-h-Urinspiegel
(Deuschle et al. 1997, Kathol et al. 1989) sowie Nebennierenhyperplasien
(Amsterdam et al. 1987). Des Weiteren zahlen hierzu aktuelle psychosoziale
Belastungen (z.B. Tod naher Angehdriger oder Arbeitsplatzverlust), physikali-
sche Einwirkungen (z.B. Lichtentzug), Hypovitaminose D (Ubbenhorst et al.
2011), eine erlernte Hilflosigkeit auf alle Situationen und negative Bilder von

sich selbst, der Umwelt und der Zukunft.

Erkrankte Patienten leiden in der Regel unter einer niedergeschlagenen Grund-
stimmung mit Gefuhlen der Wert- und Hilflosigkeit. Zudem treten Appetitverlust,

Schlafstdrungen, Konzentrationsschwierigkeiten, Libidoverlust und Interesselo-
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sigkeit auf. Bei besonders schweren Episoden steht vor allem eine subjektiv
empfundene Gefuhllosigkeit mit einer absoluten inneren Leere im Vordergrund.
Aulerdem kann diese schwere Form der Depression auch psychotische Symp-
tome, wie z.B. Halluzinationen und Wahnvorstellungen, verursachen und eine
depressive Pseudodemenz hervorrufen. Im Unterschied zu Demenzerkrankten
wird bei diesen Patienten eine Reduktion der kognitiven Fahigkeit lediglich sug-
geriert. Unter Testbedingungen erzielen sie im Widerspruch zu ihrem eigenen

Empfinden deutlich bessere Ergebnisse.

Demgegenuber zeigen Patienten in manischen Phasen gegensatzliche Symp-
tome. Es dominiert eine anhaltend und situationsinadaquat gehobene Stim-
mung. Eine unipolare Manie ohne Beteiligung von depressiven Phasen tritt sehr
selten auf. Die ICD-10 unterscheidet drei verschiedene Arten von Manien. Die
schwachste Form wird als Hypomanie bezeichnet, bei der es zu einer leichten
Auspragung manischer Symptome kommt. Charakteristisch fur diese Form ist
eine anhaltende, leicht gehobene Stimmung mit einer euphorischen Gesellig-
keit, einer gesteigerten Libido und einem verminderten Schlafbedurfnis. Im Ge-
gensatz dazu wird bei der Manie ohne psychotische Symptome die situa-
tionsinadaquat gehobene Stimmung vom Umfeld nicht als amusant, sondern
als befremdlich empfunden. Die oben genannten Symptome sind deutlich ge-
steigert. AuRerdem Uberwiegt eine maldlose Selbstiberschatzung mit Gbertrie-
benem Optimismus. Bei der schwersten Form der Erkrankung, der Manie mit
psychotischen Symptomen, treten zusatzlich Grolien-, Verfolgungs- und/oder
religioser Wahn und Halluzinationen auf. Eine zwischenmenschliche Beziehung

ist bei Betroffenen meist nicht mehr moglich.

Bipolare Stérungen, Manien und Depressionen zahlen zu den affektiven Sto-
rungen. Wahrend bei der unipolaren Depression eine dauerhafte Antriebslosig-
keit und Dampfung der Affektivitat vorliegt, sind bipolare Stérungen durch min-
destens zwei Episoden gekennzeichnet, in denen das Aktivitatsniveau und die
Stimmung des Patienten deutlich gestort sind. Meist liegt bei bipolaren Stérun-

gen ein immer wiederkehrender Wechsel zwischen depressiven und manischen
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Phasen vor. Jedoch werden auch Stérungen mit sich wiederholenden mani-

schen Episoden als bipolar eingestuft.

Demgegenuber zahlt die Schizophrenie zu den psychotischen Erkrankungen.
Sie ist gekennzeichnet durch grundlegende charakteristische Storungen des
Denkens, der Wahrnehmung, des Affekts und der Psychomotorik. Hingegen
sind Bewusstsein und intellektuelle Fahigkeiten in der Regel nicht beeintrach-
tigt, allerdings kdnnen sich im Krankheitsverlauf kognitive Defizite entwickeln.
Zu den charakteristischen Symptomen zahlen vor allem ein desorganisierter
Sprachgebrauch mit formalen Denkstorungen, Wahnvorstellungen, Halluzinati-
onen und Ich-Storungen. Patienten mit Schizophrenie leiden nicht selten zu-
satzlich an einer schweren Depression oder Angststorung (Sim et al. 2006).
Hierbei ist anzumerken, dass sich sowohl die Symptome als auch die Behand-

lung der unterschiedlichen Erkrankungen uberlagern.

AulBerdem ist eine differenzierte Betrachtung zwischen den beiden Gefluhlsau-
Rerungen Angst und Furcht entscheidend. Wahrend im Zustand der Angst eine
Gefahr erwartet wird, deren Ursache jedoch unklar ist, liegt bei Furcht eine aku-
te Gefahr vor und die betroffene Person ist auf die Bedrohung fokussiert. Au-
Rerdem ist Angst normalerweise kontinuierlich vorhanden und fordert zudem
eine dauerhafte Aufmerksamkeit, wohingegen Furcht episodisch ablauft und

nach der Bedrohungslage wieder abflacht (Rachman 2004).

Das Schaubild (Abb. 8) verdeutlicht die enge Verbindung zwischen Angst, De-
pression und Wahrnehmung und stellt die Angriffspunkte bei Stressbelastung

dar.
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Stress Stress

Abbildung 8: Analyse der Interaktion zwischen Furcht, Angst, Depression und Wahrneh-
mung. Zusatzlich werden die moglichen Angriffspunkte von Stress auf diese
Faktoren dargelegt. AuBerdem wird deren Schnittmenge mit posttraumatischem
Stress (l), phobischen Stdérungen (lI) und wiederkehrenden Depressionen in
Verbindung mit negativen Erfahrungen (lll) veranschaulicht (modifiziert nach
(Kalueff et al. 2007).

Auf molekularbiologischer Ebene gibt es fur die Ausbildung von psychiatrischen
Erkrankungen mehrere Ansatzpunkte im PI3K-Akt-Signalweg. Wichtige Rollen
spielen dabei die Kinasen GSK3 und PDK1. Die Hemmung von GSK3 durch
einige antimanische Medikamente, wie zum Beispiel Lithium, fallt dabei beson-
ders ins Gewicht. Diese Hemmung erfolgt zum einen uber eine direkte Hem-
mung der Mg®*-ATP-abhangigen katalytischen Aktivitat von GSK3 (Ryves et al.
2001), zum anderen durch einen Anstieg der Ser21-/Ser9-
Phosphorylierungsstellen von GSK3 durch einen noch nicht endgultig erforsch-
ten Mechanismus. Aulderdem hemmen antidepressive Medikamente, wie MAO
(monoamine oxidase), selektive Serotonin-Wiederaufnahme-Hemmer und zykli-
sche Antidepressiva, GSK3 durch eine Zunahme ihrer N-terminalen Phosphory-

lierung in diversen Gehirnregionen (Beaulieu et al. 2008, Li et al. 2004).

18



Die PDK1-Signalubertragung hingegen beeinflusst neben Akt (Whiteman et al.
2002) unter anderem die p70 rsk (ribosomale S6 kinase) (Dann et al. 2007), die
SGK (serum and glucocorticoid inducible protein kinase) (Lang et al. 2006), die
p90 rsk (Hauge et al. 2006), und die PKC (protein kinase C) (Newton 2003).

Zum Phanotyp von PDK1-hypomorphen Mausen (pdk1hm), bei denen die PDK1
nur noch eine Restaktivitat besitzt, und Gsk-Mausen, die genetisch so veran-
dert wurden, dass sie nicht mehr durch Akt und SGK gehemmt werden kdnnen,

1"™_Maus konnten so-

unterscheiden sich grundlegend voneinander. Der Pdk
wohl in der Verhaltensforschung als auch in biochemischen Untersuchungen
des Gehirns angstliche und depressive Eigenschaften zugeordnet werden. Im
Gegensatz dazu besitzt die Gsk-Maus einen hyperaktiven Phéanotyp mit einem
risikofreudigen Verhaltensmuster (Ackermann et al. 2008, Ackermann et al.

2010).

In Bezug auf einzelne Isoformen von Akt zeigten Studien bei Patienten mit
Schizophrenie eine geringere Expression von Akt1 im prafrontalen Cortex und
im Hippocampus im Vergleich zu gesunden Testpersonen. Dies konnte jedoch
nur fur Akt1, nicht aber fur die beiden anderen Isoformen Akt2 und Akt3, besta-

tigt werden (Emamian et al. 2004).

Einen besonderen Einfluss auf die Ausbildung einer psychiatrischen Erkran-
kung haben Neurotrophine. Bei diesen handelt es sich um korpereigene Signal-
stoffe, welche die Entwicklung und das Wachstum von Nervenzellen vermitteln
und somit fur das Lernen und die Gedachtnisbildung entscheidend sind. Eines
der wichtigsten Neurotrophine ist BDNF (brain-derived neurotrophic factor). Akt
wird Uber die Aktivierung von PI3K indirekt durch BDNF beeinflusst (Elliott et al.
2005), welcher mit Depressionen und bipolaren Storungen in Verbindung ge-
bracht wird (Lang et al. 2005, Lang et al. 2004, Lang et al. 2007). In Untersu-
chungen wurde bei verstorbenen Personen, die nachweislich an Depressionen
litten, eine verringerte Menge an BDNF im Blutserum und im Gehirn festgestellt
(Mao et al. 2010). Im Korper ist BDNF fur die Neurogenese bzw. die Ner-
venneubildung verantwortlich. Bei Patienten mit starken Depressionen liegt so-

mit ein erniedrigter BDNF-Spiegel im Blutplasma vor (Sen et al. 2008). Ande-
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rerseits entwickelten Mause nach einer direkten Infusion von BDNF in die Ge-
hirne einen ,antidepressiven Effekt® wahrend der Tiermodellversuche fur De-

pressionen (Siuciak et al. 1997).

Ein weiterer Wachstumsfaktor, der eine gewichtige Rolle bei der Entwicklung
einer Depression spielt, ist IGF1 (insulin like growth factor 1). Dieses Peptid-
hormon wird hauptsachlich in der Leber gebildet, jedoch auch im Gehirn expri-
miert und stellt einen wesentlichen Bestandteil der Steuerung des Zellwachs-
tums im Korper dar. Die Steuerung geschieht uber die Bindung an membran-
standigen IGF-Rezeptoren (Tyrosinkinaserezeptoren), welche die gleiche Struk-
tur aufweisen wie Insulinrezeptoren (Hoshaw et al. 2005). Durch die Aktivierung
des Rezeptors wird PI3K angeregt und der Signalweg mit Akt eingeleitet. Vor-
klinische Studien mit Ratten zeigten ebenfalls einen ,antidepressiven Effekt® in
deren Verhalten (Paslakis et al. 2012).

Zudem wird Akt mit der Regulierung der Langzeit-Potenzierung (long-term po-
tentiation, LTP) in Verbindung gebracht, einer langandauernden Verstarkung
der synaptischen Ubertragung im Hippocampus fiir die Gedachtnisbildung und
die Fahigkeit zu lernen (Li et al. 2010).

2.3 Methoden zur Erforschung von Depression

Zur Erforschung der neurobiologischen Mechanismen von Angst und Depressi-
onen werden unter anderem Tierversuche herangezogen. Dabei werden diver-
se Untersuchungsmethoden unterschieden, die zum Verstandnis von depressi-

vem Verhalten dienen sollen.

2.3.1 Saccharosekonsumtest

Primar ist hier der Saccharosekonsumtest (sucrose consumption test) zu nen-
nen. Mithilfe dieses Tests kann bei Nagern eines der Hauptsymptome der De-
pression, die Anhedonie, festgestellt werden. Anhedonie ist gekennzeichnet
durch einen Zustand der Lustlosigkeit und durch das Fehlen oder das einge-
schrankte Empfinden von Freude. In diesem Test wird den Mausen neben rei-

nem Wasser auch saccharosehaltiges Wasser angeboten. Wahrend gesunde
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Mause vorrangig die gesufdte Flussigkeit zu sich nehmen, zeigen depressive
Mause wenig Interesse daran (Bergner et al. 2010, Kos et al. 2006). Entschei-
det sich ein Tier im Laufe der Untersuchungen in weniger als 65 % der Falle fur
die Saccharoselosung, wird dies als Anzeichen einer Anhedonie gewertet
(Strekalova et al. 2004).

2.3.2 Forcierter Schwimmtest

Eine weitere experimentelle Methode zur Erfassung von Depression ist der for-
cierte Schwimmest. Dieser war Bestandteil der unten aufgefuhrten Testreihen.
In diesem Versuch werden die Mause in einen Behalter mit Wasser gesetzt und
ihr Schwimmverhalten fur sechs Minuten beobachtet. Der wichtigste Parameter
ist dabei die sogenannte Floating-Zeit, das regungslose Treibenlassen, das mit

angstlichem Verhalten in Verbindung steht.

2.3.3 TST (tail suspension test)

Des Weiteren kann der TST (tail suspension test) angewandt werden (Abb. 9).
In diesem Test werden die Mause in einer speziellen Apparatur am Schwanz
aufgehangt. Innerhalb einer Periode von sechs Minuten wird zwischen einer
Erregungsphase und einer Immobilitatsphase unterschieden. Letztere ist ge-
kennzeichnet durch das passive Hangen der Mause ohne jegliche Bewegung
des Korpers. Ferner stellt die Immobilitatsphase einen Indikator flr depressives

und angstliches Verhalten dar (Steru et al. 1985).
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Abbildung 9: Schematische Darstellung der Mobilitats- (linke Seite) und der Immobilitdtspha-

se (rechte Seite) der Mause im forcierten Schwimmtest (oben) und im TST (un-
ten) (Abelaira et al. 2013).
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2.3.4 CSM (chronic mild stress)

Depressives Verhalten von Mausen kann auflerdem im CSM (chronic mild
stress) untersucht werden. Hierbei werden die Tiere Uber einen Zeitraum von
drei Wochen einer Reihe von unterschiedlichen Stressfaktoren ausgesetzt.
Wahrend die ersten CSM-Versuche in den frihen 80er Jahren beispielsweise
Elektroschockbehandlungen, das Untertauchen in kaltem Wasser und eine Im-
mobilisation der Nager beinhalteten (Katz et al. 1981), werden heute Nahrungs-
und FlUssigkeitsentzug oder Isolation herangezogen (Abelaira 2013). Neben
optischen Auffalligkeiten wie der Abnahme der Bewegungsaktivitat, des sexuel-
len oder aggressiven Verhaltens (Chen et al. 2010) liegt der Fokus der For-

schung zunehmend auf der Messung von Neurotrophinen.
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3. Ziel der Studie

Wie oben aufgefuhrt, spielt der PI3K-Akt-Signalweg eine entscheidende Rolle in
der Pathophysiologie und in der Behandlung von neuropsychiatrischen Erkran-
kungen. Aufgrund der Tatsache, dass die Phanotypen von GSK3- und PDK1-
Knock-out-Mausen hinsichtlich dieser Thematik bereits bekannt waren, richtete
sich die Analyse auf Akt, die das Bindeglied zwischen den beiden genannten
Kinasen in der Signalkaskade darstellte. Die aktuelle Studie zielte auf eine diffe-
renziertere Erforschung von Akt2- und Akt3-Knock-out-Mausen in Bezug auf ein
depressives und angstliches Verhaltensmuster ab. Aulderdem sollten die Ge-

dachtnisleistung und der Orientierungssinn der Tiere untersucht werden.

Die Ergebnisse sollten in erster Linie einen Beitrag dazu leisten, Erkrankungen
aus dem psychiatrischen Formenkreis, wie z.B. Schizophrenie und Depression,
besser verstehen zu konnen. AuRerdem konnen neue Erkenntnisse auf mole-

kularer Ebene die Entwicklung neuer Medikamente begunstigen.
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Material und Methoden

3.1 Tiere

Alle Experimente basierten auf den deutschen Gesetzen fur das Wohlergehen
der Tiere. AuRerdem fanden die Versuche mit einer Genehmigung der zustan-
digen Behorden statt. Die Generierung und die grundlegenden Merkmale der
Akt2-defizienten Mause wurden bereits im Jahre 2001 beschrieben (Cho 2001).
Die durchgefuhrten Versuche beinhalteten weibliche und mannliche Tiere, die
unterschiedlichen Alters waren. Die Altersgrenze von zwei Monaten wurde je-

doch nicht unterschritten.

Die insgesamt 59 Akt2-Knock-out-Mause (akt2”") und 64 Wildtyp-Mause

(akt2*) wurden auf vier Gruppen aufgeteilt:
- Erste Gruppe: 14 akt2™”"-, 16 akt2"*-Mause
- Zweite Gruppe: 8 akt2” -, 10 akt2"*-Mause
- Dritte Gruppe: 12 akt2™ -, 12 akt2"*-Mause
- Vierte Gruppe: 4 akt2™"-, 5 akt2"*-Mause

Wahrend der Versuchsaufbau des Achtarmigen Irrgartens 12 akt2”"- und 11
akt2"*-Mause umfasste, waren im Wasserlabyrinth nach Morris 9 akt2™"- und
10 akt2**-Mause involviert. Bei Beginn dieser Tests waren die Tiere zwischen 8
und 12 Wochen alt.

Bei den Versuchen mit Akt3-Knock-out-Mausen (akt3”") wurden bei den Tests
das Offene Feld, die Hell-Dunkel-Kammer, das Angehobene Null-Labyrinth und
der Porsolt forcierte Schwimmtest mit 10 akt3”"- und 7 akt3"”*-Mausen analy-
siert. In den Versuchen des Wasserlabyrinths nach Morris und des Achtarmigen

Irrgartens waren insgesamt 15 akt3” - und 12 akt3**-Mause involviert.
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3.2 Haltung der Tiere und Art der Behandlungen

Die Mause wurden in der Tierhaltung des Physiologischen Instituts in Tibingen
in einem offenen Regalsystem untergebracht. Die Kafige entsprachen mit einer
GroRe von 370 cm? bzw. 820 cm? den Typen Il und Il der in Europa festgeleg-
ten Exemplare. Die Kafigschalen waren mindestens einen Zentimeter mit einer
Einstreu gefullt und mit einem Gitter verschlossen. Sie bestanden wie die dort
befestigte Trinkflasche aus Polycarbonat und wurden in regelmafigen Abstan-
den in einem Autoklav sterilisiert. Die Tiere hatten Zugang zu Standardfutter
und Leitungswasser ad libitum. AuRerdem wurde den Mausen ein lichtge-
schitztes Hauschen (9 x 10 cm) bereitgestellt, um den natirlichen Nestbau zu

ermoglichen.

Um sicherzustellen, dass die Versuchszeiten der Tiere ihren Aktivitatsphasen
entsprechen, wurden sie wahrend der Verhaltenstests in einem eigenen Raum
gehalten, der einen entgegengesetzten Nacht-Tag-Rhythmus vortaduschen soll-
te. So waren die 24 Stunden pro Tag auf eine Dunkelphase zwischen 7 und 19
Uhr und eine helle Phase zwischen 19 und 7 Uhr aufgeteilt. Ein spezielles Be-
luftungssystem sorgte fur eine relative Luftfeuchtigkeit von 55 % und eine kon-

stante Temperatur von 22°C (+/- 2°C).

Pro Tag wurde nur eine Versuchsart durchgefuhrt. Zum Experiment waren die
Tiere bereits 30 Minuten vor Versuchsbeginn im entsprechenden Raum, damit
Fehlinterpretationen des Verhaltens durch eventuelle Hyperaktivitdten infolge
des Transportstresses ausgeschlossen werden konnten. Auf’erdem wurden
Geruche und Verschmutzungen fur die nachfolgende Maus durch eine intensive
Reinigung mit 70-prozentigem Alkohol entfernt, um eine negative Beeinflussung

der Messung zu vermeiden.

Die Versuche fanden uUber einen Zeitraum von drei Monaten in folgender chro-

nologischer Reihenfolge statt:

- Test des Offenen Feldes (open field)
- Hell-Dunkel-Kammer (light-dark-box)

- Angehobenes Null-Labyrinth (elevated-O-maze)
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- Forcierter Schwimmtest nach Porsolt (forced swimming test)
- Notstandtest (emergence test)

- Test mit neuem Objekt (object exploration test)

- Wasserlabyrinth nach Morris (water maze)

- Achtarmiger Irrgarten (radial maze)

3.3 Videoaufnahmen und Belichtung

Die einzelnen Versuche wurden mit der Kamera 302050-SW-KIT-Cam mit einer
Auflésung von 0,62-0,72 Pixel (TSE-Systems, Bad Homburg, Germany) aufge-
zeichnet. Diese stand mit einem Computer in Verbindung, der die gewonnenen
Rohdaten im Programm Microsoft Excel weiterverarbeitete. Somit konnten die
Mause auf dem Bildschirm verfolgt und verschiedene Parameter, wie Positio-
nen und Geschwindigkeiten, optisch dargestellt und gemessen werden. Die Ex-
perimente fanden beinahe alle unter einem indirekten Raumlicht mit dimmbaren
Gluhbirnen statt. Deren Intensitat war so eingestellt, dass im Zentrum der Ver-

suchsplattform weniger als 30 Lux resultierten.

Die einzige Ausnahme in den Versuchsreihen bildete der Test in der Hell-
Dunkel-Kammer. Hierbei wurde mit ca. 500 Lux die maximale Lichtintensitat

bendtigt.

3.4 Versuche

3.4.1 Test des Offenen Feldes (open field)

10cn1{

Abbildung 10: Skizze des Versuchsaufbaus des Offenen Feldes.
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Der erste Versuchsaufbau war das Offene Feld (open field) (Abb. 10). Hierbei
handelte es sich um eine beinahe quadratische Box (Seitenlange: 50 cm; Hohe
40 cm) aus weilken Spannholzplatten, die auf zwei gegenuberliegenden Seiten
mit durchsichtigen PVC (polyvinyl chloride)-Platten unterbrochen waren. Dieses
4 cm grole Fenster, welches sich 4 cm uUber der Bodenplatte befand, war die
Durchtritts6ffnung fur eine Lichtschranke, welche auRen mit einem verstellbaren
Rahmen befestigt wurde. Mithilfe dieses Rearing-Systems konnte im Experi-
ment die Anzahl der ,Rearings®, des sogenannten ,Mannchenmachens® der
Mause, festgehalten werden. Diese Korperhaltung galt als Hinweis fur ein inte-
ressiertes und mutiges Verhalten und war somit eine wichtige Komponente fur
die Beurteilung der Angstforschung. Wie oben dargestellt, wurde die Box in ei-
nen zentralen Bereich und einen Randbereich unterteilt, der 10 cm von den
Wanden entfernt war. Uber eine an der Decke befestigte Videokamera wurde
die Flache im Computerprogramm mit einem virtuellen Raster versehen.
Dadurch konnten nicht nur die exakten Bewegungsablaufe der Nager verfolgt
werden, sondern ermdglichte die Messung der Besuche des Zentrums, der
Randregion bzw. der jeweils 10 cm? groRen Ecken. Lange Aufenthalte in den
aulleren Bereichen waren Indikatoren fur angstliches Verhalten der Tiere,
ebenso wie hinterlassene Exkremente und Urinspritzer. Nachdem die Mause zu
Beginn einer jeden Messung jeweils in dieselbe Ecke gesetzt worden waren,

folgte eine 30-minutige Aufnahme.

3.4.2 Hell-Dunkel-Kammer (light-dark-box)

Abbildung 11: Skizze des Versuchsaufbaus der Hell-Dunkel-Kammer
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Der Versuchsaufbau der Hell-Dunkel-Kammer (light-dark-box) bestand neben
der oben genannten Box des Offenen Feldes zusatzlich aus einem integrierten
Kasten, der mit einer Hohe von 40 cm und einer Seitenlange von 16 cm ca.
33% der Bodenplatte bedeckte. Das Material war aus lichtundurchlassigem
schwarzen Acryl. Diesen dunklen Bereich konnten die Mause uber einen zent-
ral gelegenen Eingang (Lange: 10 cm; Hohe: 11 cm) erreichen. Der Grundriss
dieser Anordnung wird in Abbildung 11 veranschaulicht. Jeweils ein virtuelles
Quadrat an beiden Ecken diente auch in diesem Versuch zur Analyse des Be-
wegungsmusters der Mause. Ferner konnte der Eingang mit einem dort befind-
lichen Rechteck uberwacht werden. In dem 10-minutigen Experiment stand die
Erforschung des Angstverhaltens im Vordergrund, wobei sich angstliches Ver-
halten vor allem in vermehrtem Aufenthalt in der dunklen Box und im Eingangs-

bereich ausdrickte.

3.4.3 Angehobenes Null-Labyrinth (elevated-O-maze)

Abbildung 12: Bild des Versuchsaufbaus des Angehobenen Null-Labyrinths

Der Testaufbau des Angehobenen Null-Labyrinths (elevated-O-maze) war ein
5,5 cm breiter Rundweg, der auf vier 40 cm hohen Stelzen befestigt wurde und in
vier Sektoren unterteilt war (Abb. 12). Wahrend zwei gegenuberliegende Ab-
schnitte an beiden Seiten von 11 cm hohen Wanden umgeben waren, fehlten an
den dazwischenliegenden Bereichen derartige Sicherungen. Die Apparatur hatte

einen aulReren Durchmesser von 46 cm und bestand aus einem grauen PVC.
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Nachdem die Mause auf einen festgelegten Punkt gesetzt worden waren, folgte

eine 10-minutige Videoaufzeichnung zur Uberwachung des Bewegungsmusters.

Hierbei konnten sehr angstliche Tiere von anderen Tieren dadurch unterschie-
den werden, dass sich ihr Aufenthalt vor allem auf die geschutzten umwande-
ten Bereiche beschrankte. Eine hohe Anzahl gewagter Blicke nach unten in die
Tiefe war hingegen ein entscheidender Indikator fur furchtloses Verhalten. Da-
bei konnte ein geschutztes und ein mutigeres ungeschutztes Kopfnicken unter-
schieden werden. Wahrend sich beim geschutzten Nach-unten-Schauen der
Korper immer noch in dem umwandeten Abschnitt befand, war beim unge-
schitzten Kopfnicken der komplette Korper des Tieres im ungeschutzten Be-

reich.

3.4.4 Forcierter Schwimmtest nach Porsolt (forced swimming test)

v—‘

Abbildung 13: Bild des Versuchsaufbaus des Forcierten Schwimmtests nach Porsolt

Fir den Versuch des Forcierten Schwimmtests (forced swimming test) nach
Porsolt wurde ein 30 cm hoher Wasserbehalter mit einem Durchmesser von
20 cm verwendet (Abb. 13). Damit die Mause nicht Gefahr liefen auszukuhlen,

betrug die Wassertemperatur zwischen 24 und 26 °C.

Dieser Test wurde auf 6 Minuten festgelegt. Das sogenannte Floating, bei dem
die Mause regungslos im Wasser treiben, war hierbei ein wichtiger Parameter
fur angstliches Verhalten (Machado-Vieira et al. 2004). Falls es einem Tier nicht

gelang, sich in der vorgegebenen Zeit Uber Wasser zu halten, wurde der Ver-
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such sofort abgebrochen und die Maus zurlck in ihren Kafig gesetzt. Nach dem
Experiment befanden sich die Tiere zum Aufwarmen und Trocknen unter einer

Warmelampe.

3.4.5 Notstandtest (emergence test)

10cm <

Abbildung 14: Skizze des Versuchsaufbaus des Notstandtests

Ein weiteres Experiment zur Messung des Angstverhaltens, welches in Abbil-
dung 14 dargestellt ist, war der Notstandtest (emergence test), modifiziert nach
Dulawa et al. (Diez et al. 2012). In der bereits oben beschriebenen Box des Of-
fenen Feldes wurde mit Klebeband ein Hauschen befestigt. Dieses war 10 cm
lang, 9 cm breit und mit zwei Eingangen versehen, die wiederum 3 cm lang und
3,5 cm breit waren. Dabei ist zu beachten, dass fur jede einzelne Maus das in-
dividuelle Hauschen des eigenen Kafigs verwendet wurde, um ihr einen ver-
trauten Platz in der sonst fremden Umgebung zu ermdglichen. Wahrend die
.,mutigen® Tiere innerhalb der vorgegebenen Zeit von 30 Minuten die unbekann-
te Peripherie erkundeten, verlieRen ,schreckhafte Mause das Hauschen eher

selten oder kehrten ofter dahin zurtck.

31



3.4.6 Test mit neuem Objekt (object exploration test)

10cm <

Abbildung 15: Skizze des Versuchsaufbaus des Tests mit neuem Objekt

Der Test mit neuem Objekt (object exploration test), dessen Aufbau ebenfalls
gemal der veranderten Fassung nach Dulawa et al. (Diez 2012) erfolgte, sollte
das Verhalten der Tiere analysieren, wenn diese mit einem unbekannten Ge-
genstand konfrontiert wurden. Die Aufbauskizze kann Abbildung 15 enthommen
werden. Anfanglich wurde die Maus in der bereits vorgestellten Box fur 30 Mi-
nuten beobachtet. In dieser Zeit konnte sie sich an ihre Umgebung gewohnen.
Anschlielend wurde das Tier kurzzeitig aus der Box genommen, bis ein farbi-
ger, 4 cm grol3er Plastikdeckel eines Reagenzglases in der Mitte der Plattform
mit einem Klebeband angebracht worden war. Nachdem die Maus erneut in die
Box gesetzt worden war, erfolgte eine zweite Uberwachung fir weitere 30 Minu-
ten. Ein gewichtiges Kriterium fur ein interessiertes und mutiges Verhalten der

Mause war das Beruhren des Deckels mit der Nasenspitze.
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3.4.7 Wasserlabyrinth nach Morris (water maze)

—

~

Abbildung 16: Skizze des Versuchsaufbaus des Wasserlabyrinths nach Morris

Ein Stahlbecken mit einem Durchmesser von 150 cm stellte den Versuchsort
des Wasserlabyrinths nach Morris (water maze) dar (Abb. 16). Dabei wurde die
ursprungliche Methode im Umgang mit den Mausen herangezogen (Dulawa et
al. 1999, Mohajeri et al. 2004). Der Behalter war bis zu einer Hohe von ca.
20 cm mit 24-26 °C warmem Wasser geflllt. Des Weiteren befand sich in ihm
eine runde Plattform (d = 15 cm), die einen halben Zentimeter unterhalb der
Wasseroberflache montiert wurde. Daraufhin wurde das Wasser mit einer wei-
Ren, opaken Flussigkeit vermengt, um die exakte Lage der Plattform unsichtbar

zu gestalten.

Der Versuch wurde unterteilt in eine Lernphase und eine Umstellungsphase.
Die erste Phase erstreckte sich Uber einen Zeitraum von drei Tagen, mit jeweils
sechs Versuchsreihen pro Tag. Dabei startete an einem Tag jede einzelne

Maus von sechs verschiedenen Startpunkten im Becken.

Das Ziel der Ubung war es, dass die Tiere trotz unterschiedlicher Anfangsposi-
tion die im Wasser befindliche Plattform erreichen. Hierfir wurden gezielt Erin-
nerungsvermogen und Gedachtnisleistungen der Mause beansprucht. In der
Umstellungsphase mussten sich die Nager binnen kurzer Zeit auf eine neue

Situation einstellen, nachdem die Plattform fur die restlichen zwdlf Durchgange
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an den darauffolgenden zwei Tagen in den gegenuberliegenden Quadranten

des Beckens positioniert worden war.

Jeder einzelne Versuch wurde entweder durch das Erreichen der Plattform be-
endet, oder das Tier wurde nach Nichterreichen der Ebene binnen 120 Sek.
aus den Becken entfernt. Der Testlauf galt erst dann als erfolgreich, sobald die

Maus 5 Sek. auf der Plattform verweilt war.

Wahrend des gesamten Experiments dienten den schwimmenden Nagern ein
Metallregal in der Ecke des Zimmers sowie an den Beckenrand befestigte ge-
ometrische Zeichen als Orientierungshilfe. Diese unterschieden sich zudem in

Form und Farbe.

Sowohl zu Beginn als auch am Ende des Versuchs wurden die Tiere mit einer
an einer Stange befestigten I6chrigen Plastikplatte transportiert. Dieser Vorgang
geschah ohne jegliches Drangen der Tiere durch den eigenstandigen Gang auf
die Platte. Somit konnte sichergestellt werden, dass die Mause nicht unter

Stressbeteiligung manuell gefangen werden mussten.

Die Versuchsauswertung erfolgte durch Auswertung verschiedener Faktoren,
wie z.B. der Zeit, der Distanz, des Aufenthalts in Randregionen und der Schnel-

ligkeit der Mause.
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3.4.8 Achtarmiger Irrgarten (radial maze)

Abbildung 17: Bild des Versuchsaufbaus des Achtarmigen Irrgartens

Mithilfe einer speziellen Apparatur aus PVC wurden im Achtarmigen Irrgarten
(radial maze) vor allem der Orientierungssinn und das Erinnerungsvermogen
der Tiere getestet. Der Aufbau (Abb. 17) wurde auf einem Tisch in 75 cm Hohe
befestigt und bestand aus einem Oktagon mit einem Umkreisdurchmesser von
18,5 cm. An dessen Kanten waren wiederum strahlenformig acht 38 cm lange
Gange angeordnet. Am Ende eines jeden Gangs war auf Kopfhohe der Nager
ein kleiner Behalter angebracht, welcher vor Versuchsbeginn mit Futter gefullt
wurde. Mit einer Wandhodhe von 15 cm wurde sichergestellt, dass sich die Mau-

se in der neuen Umgebung nicht an aul3eren Punkten orientieren konnten.

Vor Versuchsbeginn wurde das Gewicht der Mause auf etwa 85% des Aus-
gangskorpergewichts reduziert, wobei taglich sowohl das Gewicht als auch der
entsprechende Ernahrungs- und Kraftezustand kontrolliert wurde. Aufgrund des
entstehenden Hungerempfindens wurden die Tiere im Test Uberdurchschnittlich
zur Futtersuche angeregt. Nachdem sich das oben genannte Gewicht der Mau-
se stabilisiert hatte, wurde zunachst ein zweitagiger Trainingsdurchgang abge-
halten, bevor die Messungen registriert wurden. Die folgenden Testreihen er-

streckten sich Uber einen Zeitraum von 10 Tagen.
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Vor Versuchsbeginn wurde jede einzelne Schussel am Ende der Gange mit
einem herkdmmlichen Hirsekorn geflllt. Im Folgenden wurde die Maus in die
Mitte des Oktagons gesetzt und die Messung gestartet. Das Ziel der Ubung war
jedes einzelne Korn in einer moglichst kurzen Zeit zu verzehren. Der Test wur-
de nach maximal 10 Minuten beendet oder sobald sich kein Korn mehr in den

Behaltern befand.

Folgende Parameter wurden bei diesem Test erhoben: Zu Beginn wurde bis
zum Auftreten des ersten Fehlers die Anzahl der korrekten Gangbesuche ermit-
telt, welche einem Gangbesuch mit erfolgter Nahrungsaufnahme entsprachen.
AuRerdem wurde die Gesamtzahl der Fehler in Form von Gangbesuchen mit
fehlender Nahrungsaufnahme registriert. Zudem wurde die Zahl der Erinne-
rungsfehler dokumentiert; darunter ist zu verstehen, dass das Tier einen Gang
betrat, in dem es das Hirsekorn bereits verzehrt hatte. Neben der Anzahl der
gesammelten Korner war aul3erdem der gemessene Winkel zwischen den be-
nutzten Gangen ein Bestandteil der Untersuchung. So wurde einerseits der
Durchschnittswinkel aller Winkel erhoben, andererseits der bevorzugte Winkel
der Mause mit seinem Verhaltnis zur Gesamtzahl der Winkel ermittelt. Falls ein
Nagetier einen Gang betrat, ohne die Nahrung aufzunehmen, stellte dies eben-

falls einen weiteren Parameter dar.

3.5 Statistische Analyse

Die statistischen Berechnungen erfolgten mit der Software PASW von SPSS
auf dem Betriebssystem Windows. Zur grafischen Darstellung der Vergleichs-
gruppen wurde die Statistiksoftware Graph Pad Prism genutzt. Als signifikant

gelten die Ergebnisse mit einem p-Wert < .05 (p<0.05).
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4. Ergebnisse

4.1 Offenes Feld

41.1 Akt2

Im Offenen Feld konnten mehrere signifikante Unterschiede zwischen den bei-
den Mausgruppen festgestellt werden. Wahrend die Durchschnittsgeschwindig-
keit der akt2”"-Mause mit p = .0597 beinahe signifikant kleiner war (Abb. 18A),

+/+

war vor allem die zurickgelegte Gesamtstrecke gegenuber den akt2” -Mausen

deutlich herabgesetzt (p = .0183) (Abb. 18B).

Zudem hielten sich die akt2”"-Mause bezeichnend langer (p = .0001) in Rand-
gebieten auf (Abb. 18C), wobei in diesen Bereichen die zuruckgelegte Strecke
bei den akt2**-Mausen bedeutend langer (p= .0265) war (Abb. 18D). Des Wei-
teren konnte bei den akt2”"-Mausen ein signifikant langerer Aufenthalt mit
p <.0001 in den Ecken des Versuchsaufbaus beobachtet werden (Abb. 18E).
AuRerdem besuchten sie gegeniiber den akt2"*-Mausen wesentlich seltener
(p = .0024) das Zentrum des Offenen Feldes (Abb. 18F). Dies wirkte sich nicht
nur auf eine wesentlich geringere Gesamtzeit im zentralen Bereich aus, son-

dern auch auf eine bedeutend geringere zurtuckgelegte Distanz.

37



8 4 160 -

A B
71 s 140 |
—_ T *
(2]
= 1 — 120 1
5 ° E
= ] N ;
B o |5 100
=y @
S 4 S 80 |
E &
S 3] @ 60 -
3 O
O 2] 40 |
1 20 |
0 0/
301 120 5
— T
= 251 = £ 100 | *
E S
ﬁ 201 % 80 -
: 5
S 151 c 60 |
2 4
&
X 10" E 40
£ 2
T 51 © 20
N n
0 0"
16 - « E 180, F
= 14 | 160 .
S |
=42 % 140 *
2 £ 120,
w 10 | (o)
c I ™ 100
[0 0
- 8 3
.E e 80 -
a 61 S 60
I 3
g 4 - @ 40
(]
© 2 20
0 0
Abbildung 18: Analysen des Verhaltens der akt2™ - und wt(wild type)-Mause im Test des Offe-
nen Feldes.

n = 38 akt2”-Mause (schwarzer Balken), 43 wt-Mause (weiler Balken).
* zeigt einen statistisch signifikanten Unterschied (p < .05) zu den Wildtyp-Mausen an.
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A: Durchschnittsgeschwindigkeit (p =.0597; Mann-Whitney-Test). B: Zurlckgelegte Gesamt-
strecke (p =.0183; Mann-Whitney-Test). C: Aufenthaltszeit im Randbereich (p <.0001; t-Test).
D: Zuriickgelegte Strecke im Randbereich des Offenen Feldes (p = .0265; Mann-Whitney-Test).
E: Aufenthaltszeit in den Ecken des Offenen Feldes (p < .0001; t-Test). F: Anzahl der Besuche
des Zentrums (p = .0024; t-Test).

Die Auswertungen des Rearing-Verhaltens, bei dem sich die Mause auf ihre

Hinterbeine stellen, sind in folgender Tabelle dargestellit.

Tabelle 1: Rearing-Verhalten der akt2” - und wt-Mause im Offenen Feld
Rearing-Parameter im akt2™- akt2™"- Statistik
Offenen Feld Méuse Mause

303.09 £ 27711+ p =.0092; Mann-
Anzahl der Rearings in der Grenzregion 6.00 8.37 Whitney-Test
16.51 £ 12.60 p <.0001; t-Test
Rearing-Zeit in der Grenzregion [min] 0.40 0.48
Verhaltnis Zeit/Rearing in der Grenzregion |3.33 +0.11 |2.74 £ 0.09 | p = .0003; Mann-
[s/Rearing] Whitney-Test
82.30 £ 52.92 + p <.0001; t-Test
Anzahl der Rearings im Zentrum [min] 4.42 4.72
Rearing-Zeit im Zentrum [min] 3.08+0.18 {1.79+£0.19 | p <.0001; t-Test
Verhaltnis Zeit/Rearing im Zentrum 2.34+£0.10 [ 1.93 £ 0.09 | p = .0060; t-Test
[s/Rearing]

n = 38 akt2” -Méause, 43 wt-Méause.

41.2 Akt3

Die Versuche der akt3”"-Mause im Offenen Feld lieferten folgende Ergebnisse.
Die Durchschnittsgeschwindigkeit (Abb. 20A) ergab bei den akt3”"-Méausen
einen niedrigeren Wert (p = .179) als bei den Wildtieren. In erster Linie zeigten
akt3”"-Mause jedoch einen signifikant kleineren Wert mit p = .018 beziiglich der
Gesamtstrecke (Abb. 20B). Im Randbereich waren die Wildtyp-Mause langer
(p =.158) unterwegs (Abb. 20C) und legten dabei mehr Strecke (p =.161)
(Abb. 20D) zuriick. Dieses Ubergewicht der Aufenthaltszeit der Wildtyp-M&use
konnte auch speziell in den Ecken des Aufbaus beobachtet werden (p = .341)
(Abb. 20E). Die Anzahl der Besuche des Zentrums war bei den Knock-out-
Tieren kleiner (p =.741) (Abb. 20F). Zusatzlich waren bei den akt3”"-Mausen
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sowohl die Zahl an Urinspritzern (p = .126) (Abb. 20G) als auch die Anzahl an
Exkrementen (p = 1,03) (Abb. 20H) gegenuber den Wildtyp-Mausen deutlich
erhoht.
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Abbildung 19: Analysen des Verhaltens der akt3™ - und wt-Mause im Test des Offenen Feldes.
n = 10 akt3”"-Mause (schwarzer Balken), 7 wt-Mause (weier Balken).
* zeigt einen statistisch signifikanten Unterschied (p < .05) zu den Wildtyp-Mausen an.

A: Geschwindigkeit (p =.179; t-Test). B: Gesamtstrecke (p = .018; t-Test). C: Zeit im Randbe-
reich (p =.158; t-Test). D: Strecke im Randbereich (p =.161; t-Test). E: Gesamizeit in den
Ecken (p = .341; t-Test). F: Besuche des Zentrums (p = .741; t-Test). G: Anzahl der Urinspritzer
(p = .126; t-Test). H: Anzahl der Exkremente (p = 1,029; t-Test).
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4.2 Hell-Dunkel-Kammer
421 Akt2

In der Hell-Dunkel-Kammer konnte das differierende Verhalten von Knock-out-
und Wildtyp-Mausen in divergent beleuchteten Bereichen bestimmt werden.
Neben einem erheblich langeren Aufenthalt (p = <.0001) (Abb. 21A) suchten

+/+

die akt2™”"- gegeniiber den akt2”*-Mausen signifikant dfter (p =.0053) den
dunkleren Abschnitt auf (Abb. 21B). In den helleren Segmenten konnte eine
geringere Aufenthaltszeit (p = <.0001) (Abb. 21C) und eine kirzere zuruckge-
legte Strecke (p =.0004) (Abb. 21D) der akt2” - im Vergleich zu den akt2"*-

Mausen festgestellt werden.

Daruber hinaus konnte eine betrachtliche Abweichung im Rearing-Verhalten
gezeigt werden. Verglichen mit akt2**-Mausen ist bei den akt2”"-Mausen die
auffallend geringe Zahl des ,Mannchenmachens® in den beleuchteten Berei-
chen zu nennen (Abb. 21E). Ebenfalls wurde sowohl bei der Gesamtzeit des
Rearings (p = <.0001) (Abb. 21F) als auch beim Verhaltnis zwischen der durch-
schnittlichen Zeit und der Anzahl des ,Mannchenmachens® (p = .0195) ein deut-
lich kleinerer Wert bei den akt2”"-Mausen eruiert (Abb. 21G).

Im abgedunkelten Bereich war es auffallig, dass sich trotz des langeren Aufent-
halts der akt2”"-Mause (Abb. 21H) die Wildtyp-Mause beinahe signifikant 6fter
(p = .0559) auf die Hinterbeine stellten (Abb. 211). Im Gegensatz dazu wiesen
die erhobenen Werte im Bereich des Eingangs zur Dunkelkammer Signifikan-
zen auf. Die Werte der Knock-out-Mause in diesem Bereich sind gegenuber
den Wildtyp-Mausen hinsichtlich der Besuche (p <.0001) (Abb. 21J), der Auf-
enthaltszeit (p = .0021) (Abb. 21K) und der zurtckgelegten Strecke (p = .0067)
(Abb. 21L) signifikant groRer.
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Abbildung 20: Analysen des Verhaltens der akt2”"- und wt-Mause in der Hell-Dunkel-
Kammer.

n = 31 akt2”-Mause (schwarzer Balken), 38 wt-Mause (weiler Balken).
* zeigt einen statistisch signifikanten Unterschied (p < .05) zu den Wildtyp-Mausen an.
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A: Aufenthaltszeit im geschutzten/dunklen Bereich der Box (p <.0001; t-Test). B: Anzahl der
Besuche im geschutzten/dunklen Bereich (p = .0053; Mann-Whitney-Test). C: Aufenthaltszeit
im ungeschitzten/hellen Bereich (p <.0001; t-Test). D: Zurlickgelegte Strecke im ungeschiitz-
ten/hellen Bereich (p =.0004; t-Test). E: Anzahl des ,Mannchenmachens® im ungeschutz-
ten/hellen Bereich (p =.0002; t-Test). F: Durchschnittliche Dauer des ,Mannchenmachens®
(p < .0001; t-Test). G: Verhaltnis zwischen der durchschnittlichen Zeit des ,Mannchenmachens*
und der Anzahl des ,Mannchenmachens* (p =.0195; t-Test). H: Anzahl des ,Mannchenma-
chens® im geschutzten/dunklen Bereich (p =.0559; Mann-Whitney-Test). |: Durchschnittliche
Besuche im Eingangsbereich der dunklen Box (p < .0001; t-Test). J: Durchschnittliche Aufent-
haltszeit im Eingangsbereich der dunklen Box (p =.0021; t-Test). K: Zuriickgelegte Strecke im
Eingangsbereich der dunklen Box (p = .0067; t-Test).

4.2.2 Akt3

Die Auswertung der Versuche mit den akt3”"-Mausen in der Hell-Dunkel-
Kammer liel® erkennen, dass diese im hellen, ungeschutzten Bereich sowohl
hinsichtlich der Zeit (p = .0797) als auch in Bezug auf die zurtickgelegte Strecke
(p =.0879) geringere Werte aufwiesen als die Wildtyp-Mause. Diese Unter-
schiede werden noch deutlicher bei Betrachtung des hellen Abschnitts ohne
Eingangsbereich (Abb. 22A). Wahrend die akt3”-Mause in Bezug auf die Ge-
samtstrecke im hellen Bereich zu 29 % der Strecke im Eingangsbereich zurlck-
legten, wurde bei den akt3*”*-Mausen ein Wert von 20 % ermittelt. Beziiglich der
Aufenthaltszeit verbrachten die Knock-out-Mause 46 % ihrer Zeit au3erhalb der
dunklen Kammer im Eingangsbereich. Fur die Vergleichsgruppe der Wildtyp-
Mause wurde hingegen ein Wert von 29 % ermittelt. Dies spiegelt sich auch im
absoluten Wert der Gesamtstrecke ohne Eingangsbereich (p =.0571) wider
(Abb. 22B).

Ahnliche Unterschiede konnten vor allem bei den Besuchen in den Ecken des
hellen Bereichs (p = .0517) ermittelt werden, die am weitesten vom Eingang der
dunklen Kammer entfernt waren (Abb. 22C). AuRerdem hielten sich die akt3™"-

Mause deutlich langer (p = .0805) im geschutzten dunklen Areal auf (Abb. 22D).

45



Gesamtstrecke im
hellen Bereich [m]

Gesamtstrecke ohne
Eingangsbereich [m]

Verhéltnis Gesamtstrecke ohne
Eingangsbereich/ Gesamtstrecke
[%]

wit- 154 123 80
Mause
akt3”™- | 103 73 71
Mause
Gesamtzeit im hel- | Gesamtzeit ohne Ein- | Verhaltnis Gesamtzeit ohne Ein-
len Bereich [min] gangsbereich [min] gangsbereich/ Gesamtzeit [%]
wt- 3,8 2,7 71
Mause
akt3”™- 2,8 1,5 54
Mause
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Zeit im dunklen Bereich [min]
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Abbildung 21: Analysen des Verhaltens der akt3”"- und wt-Mause in der Hell-Dunkel-
Kammer.

n = 10 akt3”-Mause (schwarzer Balken), 7 wt-Mause (weiler Balken).

A: Verhaltnis Gesamtstrecke ohne Eingangsbereich/Gesamtstrecke [%]. B: Gesamtstrecke im
hellen Bereich ohne Eingangsbereich (p =.0571; t-Test). C: Besuche der Ecken (p = 0517;
t-Test). D: Zeit im dunklen Bereich (p = .0805; t-Test).

4.3 Angehobenes Null-Labyrinth

4.3.1 Akt2

Im Angehobenen Null-Labyrinth {ibten die akt2”"-Mause sowohl das geschiitzte
(p< .0261) (Abb. 23A) als auch das ungeschutzte (Abb.23B) Nach-unten-
Schauen wesentlich seltener aus (p = .008). Zudem konnte beobachtet werden,
dass die Wildtyp-Mause signifikant haufiger (p =.0095) die offenen Bereiche
besuchten (Abb. 23C). Entsprechende Ergebnisse zeigten sich bezuglich der
zuruckgelegten Strecke (p =.0049) (Abb. 23D) und der Aufenthaltszeit im un-
geschutzten Abschnitt (p = .0005) (Abb. 23E).

+/+

Dementsprechend besuchten die akt2”'-Mause wiederum die umwandeten
Areale bedeutend haufiger (p =.0095) als die akt2”"-Mause (Abb. 23F). Ob-
wohl die akt2”"-Mause wesentlich mehr Zeit (p =.0005) in den geschiitzten
Bereichen verbrachten (Abb. 23G), legten beide Gruppen annahernd die glei-

che Strecke zuruck (p = .301) (Abb. 23H).
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Abbildung 22: Analysen des Verhaltens der akt2™”"- und wt-Mause im Angehobenen Null-
Labyrinth.

n = 31 akt2”-Mause (schwarzer Balken), 38 wt-Mause (weiler Balken).
* zeigt einen statistisch signifikanten Unterschied (p < .05) zu den Wildtyp-Mausen an.

A: Anzahl der geschutzten Kopfnicker (p <.0261; t-Test). B: Anzahl der ungeschitzten Kopfni-
cker (p =.008; Mann-Whitney-Test). C: Anzahl der Besuche der offenen Bereiche (p =.0095;
Mann-Whitney-Test). D: Zurlickgelegte Strecke in den offenen Bereichen (p =.0049; Mann-
Whitney-Test). E: Aufenthaltszeit in den offenen Bereichen (p = .0005; t-Test). F: Anzahl der
Besuche der geschlossenen Bereiche (p =.0095; Mann-Whitney-Test). G: Aufenthaltszeit in
den geschlossenen Bereichen (p = .0005; t-Test). H: Zuriickgelegte Strecke in den geschlosse-
nen Bereichen (p = .301; t-Test).

4.3.2 Akt3

Die akt3”-Mause wagten im Angehobenen Null-Labyrinth im Vergleich zu den
Wildtyp-Mausen nicht nur im sicheren Bereich seltener (p = .12) den Blick nach
unten (Abb. 24A), sondern hatten auch weniger (p = .15) ungeschutzte Kopfni-
cker (Abb. 24B). AuRerdem wurde fur die Knock-out-Tiere sowohl hinsichtlich
der Zeit (p = .028) (Abb. 24C) als auch der Strecke (p = .039) (Abb. 24D) in den
geschlossenen Bereichen signifikant geringere Werte ermittelt. Bezuglich der
prozentualen Verteilung der Zeit und Strecke in den offenen Bereichen zur Ge-
samtzeit sowie Gesamtstrecke konnen aus der Abbildung 20E entnommen

werden.
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E Gesamtzeit in den offenen Berei- | Gesamtstrecke in den offenen Berei-

chen [%] chen [%]
wt-Mause 17 23
akt3™"- 10 17

Mause

Abbildung 23: Analysen des Verhaltens der akt3™” - und wt-Mause im Angehobenen Null-
Labyrinth.

n = 10 akt3”-Mause (schwarzer Balken), 7 wt-Mause (weiler Balken).
* zeigt einen statistisch signifikanten Unterschied (p < .05) zu den Wildtyp-Mausen an.

A: Anzahl der geschitzten Kopfnicker (p = .12; t-Test). B: Anzahl der ungeschutzten Kopfnicker
(p = .15; t-Test). C: Zeit in den offenen Bereichen (p = .028; t-Test). D: Strecke in den offenen
Bereichen (p = .039). E: Prozentuales Verhaltnis von Strecke und Zeit in den offenen Bereichen
zur Gesamtstrecke bzw. Gesamtzeit zwischen den akt3™ - und wt-Mausen.

4.4 Forcierter Schwimmtest nach Porsolt

441 Akt2

Der in einem gewohnlichen Messbecher durchgefuhrte Schwimmtest ergab bei
den akt2”"-Mausen ein signifikant ldngeres (p =.0161) regungsloses Treiben
auf dem Wasser (Floating) (Abb. 25).

3,5+
3,0

2,5+ T

2,01

1,5

Floating-Zeit [min]

1,0

0,5+

0,0-

Abbildung 24: Analyse des Verhaltens der akt2™ - und wt-Mause im Forcierten Schwimmtest
nach Porsolt.

n = 22 akt2”"-Mause (schwarzer Balken), 24 wt-Mause (weiler Balken).
* zeigt einen statistisch signifikanten Unterschied (p < .05) zu den Wildtyp-Mausen an.
Durchschnittliche Zeit des regungslosen Treibens (p = .0161; Mann-Whitney-Test).
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44.2 Akt3

Der gleiche Versuch zeigte beim Vergleich der akt3” - und der wt-Mause bei-
nahe keinen Unterschied (p = .747) (Abb. 26).

3,00

2,50 T

2,00

1,50

Floating-Zeit [min]

1,00

0,50

0,00

Abbildung 25: Analyse des Verhaltens der akt3™"- und wt-Mause im Forcierten Schwimmtest
nach Porsolt.

n =10 akt2”-Mause (schwarzer Balken), 7 wt-Mause (weier Balken). (p = .747; t-Test).

4.5 Notstandtest

451 Akt2

Der mit einem Hauschen versehene Versuchsaufbau des Offenen Feldes liefer-
te zwei wesentliche Ergebnisse. Zum einen war die Zeit, welche die Mause in
ihrem gewohnten Hauschen verbrachten, bei den akt2”"-Mausen langer
(p =.0003) (Abb.27A). Zum anderen gingen die akt2"*-Miuse dementspre-
chend ofter (p = .0325) auf die offene, ungeschuitzte Flache (Abb. 27B).

52



16+ A 160 B
T 14- * 140 -
E 2 i
s 124 -g 120 -
5 @ %
2 10 D100
z :

4 © 80 -
E ¢ : S
= ]
ﬁ 6 - 3 60+
T 2
£ 4 S 40+
< ?
3 24 @ 20

0- 0"~

Abbildung 26: Analysen des Verhaltens der akt2”"- und wt-Mause im Notstandstest.
n = 9 akt2”"-Mause (schwarzer Balken), 12 wt-Mause (weier Balken).
* zeigt einen statistisch signifikanten Unterschied (p < .05) zu den Wildtyp-Mausen an.

A: Aufenthaltszeit im Hauschen (p =.0003; Mann-Whitney-Test). B: Anzahl der Besuche des
Offenen Feldes (p = .0325; t-Test).

4.6 Test mit neuem Objekt

4.6.1 Akt2

Die Ergebnisse dieses Experiments zeigten zwei wesentliche Unterschiede
zwischen den Maustypen. Die akt2"*-Mause beriihrten das neue Objekt nicht
nur wesentlich ofter (p = .0002) (Abb. 28A), sondern hatten im Vergleich zu den
akt2”"-Mausen wahrend des gesamten Versuchs im Durchschnitt auch einen
signifikant geringeren Abstand zu ihm (p = .0002) (Abb. 29B).
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Abbildung 27: Analysen des Verhaltens der akt2™"- und wt-Mause im Test mit neuem Objekt.
n = 9 akt2”"-Mause (schwarzer Balken), 12 wt-Mause (weier Balken).
* zeigt einen statistisch signifikanten Unterschied (p < .05) zu den Wildtyp-Mausen an.

A: Anzahl der Berthrungen des neuen Objekts (p =.0002; Mann-Whitney-Test). B: Durch-
schnittliche Distanz zum neuen Objekt (p = .0002; Mann-Whitney-Test).

4.7 Wasserlabyrinth nach Morris
4.7.1 Akt2

Die Analyse dieses Tests zeigte keinen wesentlichen Unterschied zwischen den
akt2”"- und den Wildtyp-Mausen hinsichtlich der untersuchten Faktoren. So-
wohl in Bezug auf die Gesamtzeit (Abb. 29A), als auch auf die zurickgelegte
Distanz (Abb. 29B), waren die erhobenen Werte zwischen dem ersten und dem
18. Durchgang abfallend. Nachdem die Plattform in den gegenuberliegenden
Quadranten versetzt worden war, konnte eine beinahe identische Kurve, jedoch
mit einem niedrigeren Ausgangsniveau, festgestellt werden. Hinsichtlich der
gemessenen Zeit, in der sich die Tiere im Randbereich aufhielten, war bis zum
sechsten Durchgang eine deutliche Reduktion zu beobachten. AnschlielRend
verbrachten sie beinahe keine Zeit mehr in den Randbereichen (Abb. 29C). Zu-
dem wurde eruiert, dass die Durchschnittsgeschwindigkeit der Mause wahrend

des gesamten Versuchs annahernd gleich blieb (Abb. 29D).
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Abbildung 28: Analysen des Verhaltens der akt2™”"- und wt-Mause im Wasserlabyrinth nach
Morris.

n =9 akt2”"-Mause (-B-); 10 akt2"”"-Mause (--).

A: Zeit bis zum Erreichen der Plattform. B: Gesamtstrecke bis zum Erreichen der Plattform. C:
Aufenthaltszeit in den Grenzregionen des Beckens. D: Durchschnittliche Schwimmgeschwin-
digkeit.

4.7.2 Akt3

Bei den akt3”"-Méausen konnten im Wasserlabyrinth nach Morris hinsichtlich
der Gesamtzeit bis zum Erreichen der Plattform (Abb. 30A) geringflgig niedri-
gere Werte als bei den Wildtyp-Mausen festgestellt werden. Die Auswertungen
der Gesamtstrecke bis zum Erreichen des Versuchsziels (Abb. 30B), der ge-
messenen Durchschnittsgeschwindigkeit (Abb. 30C) und der prozentualen Auf-

enthaltszeit im Zielquadranten ergaben keine wesentlichen Unterschiede.
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Abbildung 29: Analysen des Verhaltens der akt3™”"- und wt-Mause im Wasserlabyrinth nach
Morris.

n = 15 akt3"-Mause (-W-); 12 akt3"*-Mause (-[1-).

A: Zeit bis zum Erreichen der verborgenen Plattform. B: Zuriickgelegte Strecke bis zum Errei-
chen des Versuchsziels. C: Durchschnittliche Schwimmgeschwindigkeit. D: Zeit im Zielquadran-
ten.

4.8 Achtarmiger strahlenformiger Irrgarten
4.8.1 Akt2

Mit dieser speziellen Apparatur konnten wiederum keine relevanten Unter-
schiede zwischen den akt2"*- und den akt2”"-Mausen konstatiert werden.
Wahrend der 10-tagigen Versuchsreihe konnte jedoch beobachtet werden,
dass die Tiere innerhalb von drei Tagen exponentiell ofter einen richtigen
Gangbesuch eines noch nicht betretenen Seitenarms getroffen hatten. Nach-
dem zwischenzeitlich nur noch eine leichte Steigerung der Anzahl der richtigen
Entscheidungen zu verzeichnen war, wurde ab dem sechsten Durchgang ein
konstant hohes Niveau erreicht (Abb. 31A). Dieses schnelle Lernvermdgen
konnte anhand der Gesamtzahl der Fehlversuche bestatigt werden. So wurden
nach anfanglich vielen Fehlleistungen ab dem dritten Durchgang kontinuierlich
weniger Fehler erzeugt (Abb. 31B). Die begangenen Erinnerungsfehler, welche
durch das Begehen eines Arms entstanden, in dem das Hirsekorn bereits ge-

fressen worden war, zeigten ebenfalls eine abfallende Tendenz (Abb. 31C).
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Abschliel3end verdeutlicht der Blick auf die Analyse der Gesamtzeit (Abb. 31D)
und der Gesamtdistanz (Abb. 31E), dass die Tiere in den ersten drei Durch-
gangen immer schneller und mit weniger Umwegen das Versuchsziel erreich-
ten. Im weiteren Verlauf stellten sich konstant niedrige Versuchszeiten und Dis-

tanzen ein.

Anzahl der richtigen Entscheidungen

0 Ll T T T T
5 6 7 8 9 10
Durchgange

-
N
w
AN

Gesamtzahl der Fehler

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Durchgange
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Abbildung 30: Analysen des Verhaltens der akt2”"- und wt-Mause im Achtarmigen Irrgarten.
n =12 akt2”"-Mause (-®-); 11 akt2""-Mause ( -0-).

A: Anzahl der richtigen Gangentscheidungen bis zum ersten begangenen Fehler. B: Gesamt-
fehlerzahl. C: Gesamtzeit, in der das Versuchsziel durch das Sammeln aller Hirsekorner er-

reicht wurde. D: Gesamtstrecke, bis alle Kérner gesammelt wurden.

4.8.2 Akt3

Wie bei den akt2”"-Mausen waren im Achtarmigen Irrgarten auch bei den

akt3”"-Mausen keine signifikanten Abweichungen zu den Wildtyp-Mausen zu
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verzeichnen. Die beiden Mausgruppen unterschieden sich weder hinsichtlich
der Gesamtzeit (Abb. 32A) noch in Bezug auf die Gesamtstrecke (Abb. 32B),
die Gesamtzahl der richtigen Entscheidungen (Abb. 32C) oder die Gesamtzahl
der entstandenen Fehler (Abb. 32D). Es war jedoch auffillig, dass die akt3™ -
Mause anfangs eine hohere Anzahl an richtigen Entscheidungen trafen und

weniger Fehler produzierten. Die Gesamtzahl der Erinnerungsfehler war hinge-
gen im ganzen Verlauf ahnlich (Abb. 32E).
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Abbildung 31: Analysen des Verhaltens der akt3”"- und wt-Mause im Achtarmigen Irrgarten.
n =15 akt3” -Mause (-8-); 12 akt3"”*-Mause (-0-).

A: Gesamtzeit. B: Gesamtstrecke. C: Gesamtzahl der richtigen Entscheidungen. D: Gesamtzahl
der Fehler. E: Gesamtzahl der Erinnerungsfehler.

63



5. Diskussion

5.1 Ergebnisdiskussion

Zur Erforschung der Bedeutung von Akt2 und Akt3 auf das Verhalten wurden
akt2”™- und akt3”"-Mause mit C57BI/6J-Wildtyp-Mausen in diversen Experi-
menten miteinander verglichen. Dabei wurde zum einen das Angstverhalten der
Tiere in freien Beobachtungstests untersucht, wozu der Test des Offenen Fel-
des, die Hell-Dunkel-Kammer, das Angehobene Null-Labyrinth, der Forcierte
Schwimmtest nach Porsolt, der Notstandtest und der Test mit neuem Objekt
zahlen. Zum anderen wurden die Nager bezuglich ihrer Orientierung und ihres
raumlichen Erinnerungsvermogens analysiert. Diese Versuche fanden im Was-
serlabyrinth nach Morris sowie im Achtarmigen strahlenformigen Irrgarten statt.
Wahrend die akt2”"-Mause alle aufgezahlten Versuche durchliefen, wurden bei
den akt3”"-Mausen mit Ausnahme des Notstandstests und des Tests mit neu-

em Objekt ebenfalls alle erwahnten Experimente durchgeflhrt.

Die erhobenen detaillierten Analysen der akt2”"-Méause offenbarten in den di-
versen Tests unterschiedliche Verhaltensmuster im Vergleich mit den Wildtyp-
Mausen. Im Test des Offenen Feldes war eine deutliche Antriebslosigkeit bei
den akt2”"-Mausen zu erkennen. Neben einer wesentlich geringeren Durch-
schnittsgeschwindigkeit duBerte sie sich vor allem darin, dass die akt2”"-Mause
signifikant weniger Strecke zurucklegten. Auffallend war ebenfalls deren Lokali-
sation. Es konnte eruiert werden, dass sich die akt2”-Mause signifikant 6fter in
den auflleren Regionen, einschliel3lich der Ecken, aufhielten und die zentralen

+/+

Regionen im Vergleich zu den akt2”’-Mausen eher mieden. Die Auswertung
des Rearing-Verhaltens offenbarte signifikante Parameter. Durch das Aufstellen
auf die Hinterbeine drickt sich ein neugieriges und somit mutiges Verhalten der
Tiere aus. Sowohl in den Randregionen als auch im Zentrum des Offenen Fel-
des waren die Anzahl der Rearings, die Rearing-Zeit und das Verhaltnis von
Rearing-Zeit zu Rearing bei den akt2”"-Méausen signifikant kleiner als bei den

akt2"*-Mausen.
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Ein ahnlich dngstliches Verhalten der akt2”"-Mause konnte in der Hell-Dunkel-
Kammer beobachtet werden. In diesem Versuchsaufbau waren die Besuche
und die Aufenthaltszeit der akt2™"- gegeniiber den akt2**-Mausen in den dunk-
len Bereichen signifikant erhht. AuRerdem bewegten sich die akt2”"-Méause im
hellen Bereich signifikant weniger und verbrachten dort weniger Zeit. Die Ana-
lyse des Eingangsbereichs, die einen verlangerten Aufenthalt und eine grofere
zuruckgelegte Strecke zeigte, wies ebenfalls auf ein erhdhtes und ausgeprag-
tes Angstverhalten der akt2”"-Mause hin. Die Knock-out-Tiere blieben im Ver-
gleich mit den Wildtyp-Mausen somit eher in der vermeintlich sicheren Box und
ragten (iberwiegend nur mit dem Kopf aus der Dunkelkammer. Die akt2""-
Mause erkundeten hingegen die offene, helle Flache ohne langes Verweilen im
Eingangsbereich. Ein mutiges bzw. normales Verhalten zeigte sich bei den
akt2"*-Mausen darliber hinaus in Bezug auf den Parameter des ,Mannchen-
machens® (Calabrese 2008). So stellten sich die Wildtyp-Mause nicht nur im
hellen Bereich, sondern auch in der Dunkelkammer aufgrund ihrer neugierige-
ren Verhaltensweise deutlich ofter auf ihre Hinterbeine. AuRerdem blieben sie
erheblich langer in dieser Position. Dies verdeutlichte ebenfalls das im Ver-

gleich dazu angstliche und zuriickhaltende Wesen der akt2”-Mause.

Der Versuch des Angehobenen Null-Labyrinths spiegelte gleichermalRen das
depressive Verhalten der akt2”"-Mause wider. Dies bekraftigt in erster Linie die
signifikant niedrigere Anzahl geschutzter und ungeschutzter ,Kopfnicker® bei
den akt2”"-Mausen. Dabei ist besonders auffllig, dass die Anzahl der Kopfni-
cker im ungeschutzten Bereich im Vergleich mit denen im geschutzten Areal

+/+

noch weiter voneinander abwich. Zusatzlich hatten die akt2”"-Mause in puncto
Zeit, Distanz und Anzahl der Besuche der ungeschutzten Bereiche gegenuber
den akt2”"-Mausen deutlich héhere Werte. Das eher scheue Verhalten der
akt2”"-Mause filhrte dazu, dass die Tiere ldnger in den umwandeten Segmen-

ten verweilten.

Dass die akt2”-Mause einen geschiitzten Bereich favorisieren und weniger
Interesse an unbekannten Arealen haben, zeigten ferner die Analysen des Not-

standtests. Zum einen verbrachten die Knock-out-Mause wesentlich mehr Zeit
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im bekannten Hauschen, zum anderen war die Anzahl der Besuche des Offe-

nen Feldes signifikant niedriger.

AuBerdem konnte im Forcierten Schwimmtest nach Porsolt eine groRere
Stressanfalligkeit der akt2”"-Mause nachgewiesen werden. So wurde bei die-
sen im Vergleich zu den Wildtyp-Mausen eine signifikant langere Floating-Zeit
beobachtet, die mit einem Zustand der Depression in Verbindung gebracht wird
(Machado-Vieira 2004).

Der Test mit neuem Objekt gab dariiber Aufschluss, dass sich die akt2”"-
Mause sehr zdgerlich und angstlich unbekannten Gegenstanden nahern. Sie
berthrten den Deckel nicht nur bezeichnend weniger oft, sondern hielten wah-

+/+

rend des gesamten Tests im Vergleich mit den akt2™” -Mausen durchschnittlich

einen signifikant groReren Abstand zum Objekt.

Die Experimente im Wasserlabyrinth nach Morris und im Achtarmigen strahlen-
formigen Irrgarten sollten hingegen Informationen Uber das Orientierungsver-
mogen und das Lernverhalten der Tiere liefern. Im Wasserlabyrinth nach Morris

+/+

benétigten sowohl akt2™"- als auch akt2**-Mause im Laufe der ersten sechs
Durchgange fur das Erreichen des Versuchsziels immer weniger Zeit, bis sie
konstant niedrige Zeiten erreichten. Erst nachdem die Plattform im Becken ver-
setzt worden war, war ein erneuter kurzfristiger Anstieg der Gesamtzeit zu er-

kennen.

Die Analysen des Verhaltens der akt2”"-Mause im Achtarmigen strahlenférmi-
gen Irrgarten ergaben ein vergleichbares Bild mit einem ahnlichen Kurvenver-
lauf. Sowohl bei den Knock-out- als auch bei den Wildtyp-Mausen war nach
anfanglich fehlerhaften Durchgangen fortwahrend ein konstant niedriger Wert

der Gesamtzahl mit einer geringen Fehlerquote festzustellen.

Es konnten im Wasserlabyrinth und im Achtarmigen strahlenférmigen Irrgarten

+/+

demzufolge keine auffalligen Unterschiede zwischen den akt2”"- und den

akt2”"-Mausen eruiert werden.
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Die Ergebnisse der akt3”"-Mause, die mit den korrespondierenden Wildtyp-
Mausen verglichen wurden, zeigten im Vergleich mit den akt2”"-Mausen in bei-
nahe allen Experimenten eine ahnliche Tendenz. Jedoch wurden weniger signi-

fikante Parameter festgestellt.

Eine dieser Signifikanzen war im Offenen Feld die Gesamtstrecke. In dieser
unbekannten Umgebung waren die akt3”"-Mause deutlich weniger aktiv und
erkundungsfreudig als die Wildtyp-Mause. Speziell in den Randbereichen der
Box wiesen sie sowohl bezlglich der Zeit als auch der zurickgelegte Strecke
geringere Werte auf. Das depressive Verhalten der Knock-out-Tiere war eben-
falls an der geringeren Durchschnittsgeschwindigkeit sichtbar. Zusatzlich waren
nach den Versuchen mit den akt3”-Méausen wesentlich mehr Urinspritzer und
Exkremente vorzufinden. Dies gilt ebenfalls als Indikator fur angstliches Verhal-

ten.

Die gleiche Verhaltensweise konnte in der Hell-Dunkel-Kammer beobachtet
werden. Auch hierbei mieden die akt3”-Mause im Vergleich zu den Wildtyp-
Mausen den offenen hellen Bereich deutlich ofter. Daruber hinaus besuchten
die akt3”"-Méause wesentlich seltener die von der schiitzenden Dunkelkammer
am weitesten entfernt liegenden hellen Ecken der Versuchsbox. Der Bewe-
gungsradius und die Aufenthaltszeit der akt3”"-Mause war im Vergleich mit den
akt3"”*-Mausen zudem mehr auf den Eingangsbereich und die dunkle Box be-

schrankt.

Der Versuchsaufbau des Angehobenen Null-Labyrinths wurde ebenfalls zur
Erforschung des Angstverhaltens der Tiere entwickelt. Obwohl Mause von Na-
tur aus offene Flachen eher meiden, konnte im offenen Bereich des Tests bei
den akt3”"-Mausen im Vergleich zu den Wildtyp-Mausen ein signifikanter Un-
terschied festgestellt werden. Die Werte waren sowohl bei der Zeit als auch bei
der zuruckgelegten Strecke in den offenen Abschnitten des Rundgangs bei den
akt3”"-Mausen deutlich kleiner. Zudem wurden bei den akt3”"-M&usen wesent-
lich weniger geschutzte und ungeschutzte Kopfnicker beobachtet. Diese Er-

gebnisse der Knock-out-Tiere deuten auf ein erhohtes Angstverhalten und eine
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reduzierte Bereitschaft hin, unbekannte Gebiete zu erkunden (Shepherd et al.
1994).

Im Unterschied dazu ergab die Analyse des Forcierten Schwimmtests nach
Porsolt keine maRgeblichen Unterschiede zwischen den akt3”- und den
akt3”*-Mausen. Ahnliche Tendenzen zeigten sich in der Auswertung der Expe-
rimente im Wasserlabyrinth nach Morris. Hierbei wurde anfangs die Plattform im

+/+

Wasser sowohl von den akt3™ - als auch von den akt3**-Mausen zunehmend
schneller gefunden, bis diese sie ab dem sechsten Durchgang mit konstant
niedriger Zeit direkt ansteuerten. Erst nachdem die Plattform im Becken umge-
stellt worden war, war kurzfristig die Gesamtzeit bis zum Erreichen des Ver-

suchsziels erneut langer.

Auch im Achtarmigen strahlenférmigen Irrgarten waren die akt3”-Mause ge-
genuber den Wildtyp-Mausen nicht beeintrachtigt. Bis zu einem konstant niedri-
gen Wert ab dem sechsten Durchgang bendtigten die Tiere immer weniger Zeit,
um das Versuchsziel zu erreichen. Die anfanglich begangenen Fehler wurden

ebenfalls ab der Halfte der Durchgange auf ein niedriges Niveau begrenzt.

Somit konnte bei den akt3”"-Mausen weder im Achtarmigen strahlenférmigen
Irrgarten noch im Wasserlabyrinth nach Morris ein reduziertes Orientierungs-

oder raumliches Erinnerungsvermogen nachgewiesen werden.

Im Allgemeinen kann Akt eine Ubergeordnete Rolle fur die Behandlung von De-
pressionen und bipolaren Krankheiten zugesprochen werden. Dies beruht
hauptsachlich auf der Tatsache, dass sie fur die Phosphorylierung und somit fur
die Hemmung von GSK3 verantwortlich ist (Cross et al. 1995, Shaw et al.
1997). Im Umkehrschluss konnte bereits in Verhaltenstests mit gsk3”"-Mausen
eine manische Verhaltensweise der Tiere nachgewiesen werden, welche im
Vergleich mit den Wildtyp-Mausen deutlich aktiver und weniger stressanfallig
waren (Ackermann 2010). Die Folgen der Unterdrickung durch Akt kdnnen als
Ursachen fur die Effekte von stimmungsaufhellenden Medikamenten bei bipola-

ren Stérungen gewertet werden (Gould et al. 2005, Klein et al. 1996). Dabei
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sind vor allem Lithium, Clozapin, Olanzapin und Valproinsaure zu nennen, die

eine Phosphorylierung von GSK3 hervorrufen (Aubry et al. 2009).

AuRerdem ist Akt ihrerseits auf die Aktivierung durch PI3K angewiesen
(Carracedo et al. 2008). Diese Kinase wird wiederum durch den Wachstumsfak-
tor BDNF stimuliert, welcher mit bipolaren Erkrankungen und Schizophrenie in
Verbindung gebracht wird. Zudem verstarkt BDNF den positiven Effekt von EGF
(epidermal growth factor) auf die Neurogenese und begunstigt somit die Ver-
mehrung und Fortbewegung von neuronalen Progenitorzellen NSPCs (neural

stem/progenitor cells) (Zhang et al. 2011).

Zukunftig sollten wir, neben dem am besten erforschten Aktsubstrat GSKS3,
mehr Aufmerksamkeit anderen Folgesubstraten von Akt, wie z.B. Bax und
FOXO, widmen. Der Anteil von Bax im Temporallappen ist beispielsweise bei
Patienten mit chronischer Schizophrenie hoher (Jarskog et al. 2004). Ferner
spielt die Familie der FOXO eine gewichtige Rolle bei Stress und Anderungen

des Gemutszustands (Polter et al. 2009).

Nach Abschluss der Analysen der Testreihen deutet vieles auf eine Beteiligung
von Akt2 und in geringerem Male auch von Akt3 bezuglich angstlichen und
depressiven Verhaltenes hin. In Zukunft kbnnen die beiden Isoformen von Akt
demzufolge als Tiermodell fur psychiatrische Erkrankungen, in erster Linie bei
Depressionen, dienen. Vor allem sollte mit dieser Studie ein Beitrag geleistet
werden, dieses Krankheitsbild besser zu erforschen und neue Behandlungsme-

thoden zu ermoglichen.

5.2 Methodendiskussion

Zwar helfen die genannten Tests, psychische Storungen besser zu verstehen,
jedoch haben die Tiermodelle fur Verhaltenstests auch ihre Grenzen. So ist
beispielsweise die Erforschung von GefuhlsauRerungen wie Schuld, Traurigkeit
und Gedanken an Suizid auf den Menschen begrenzt.

Dessen ungeachtet ist in Bezug auf die Experimente mit akt3”"-Méausen der

Stichprobenumfang als mdgliche Verbesserung zu diskutieren.
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6. Zusammenfassung

Um einen moglichen Einfluss des Phosphoinositid-3-Kinase(PI3K)-Signalwegs
auf psychiatrische Erkrankungen, wie beispielsweise Depressionen und bipola-
re Storungen, nachzuweisen, wurden mit Akt2- bzw. Akt3-defizienten Mausen
zwei Mausmodelle untersucht. Diese Mause wurden in der vorliegenden Arbeit
diversen Verhaltenstests unterzogen und mit genetisch unveranderten Wildtyp-
Mausen verglichen. Es handelt sich um Knock-out-Mause, bei denen Isoformen
der Proteinkinase B, auch unter dem Namen Akt bekannt, genetisch ausge-
schaltet wurden. Akt umfasst insgesamt drei nahe verwandte Isoformen, Akit1,
Akt2 und Akt3, und ist an einer Vielzahl von molekularbiologischen Prozessen
im Korper beteiligt; es seien vor allem die Zellproliferation, die Angiogenese, die
Apoptose, die Glukoseaufnahme und die Zahnentwicklung zu nennen. Daher
kann eine Dysregulation von Akt unter anderem zu schwerwiegenden Krankhei-
ten, wie z.B. Diabetes, Krebs sowie kardiovaskularen und neurologischen Er-

krankungen, fuhren.

Summa summarum konnte anhand der Analyse der in den Versuchen erzielten
Ergebnisse festgestellt werden, dass ein Mangel an den Kinasen Akt2 und Akt3
bei den Tieren zu einem angstlichen und passiven Phanotyp fuhrt. Dies zeigte
sich in einer signifikanten Reduktion der Bewegungsaktivitat und einer Vermei-
dung von offenen und ungeschiitzten Flachen der akt2™"- und akt3”"-Mause in
den Versuchen des Offenen Feldes, der Hell-Dunkel-Kammer und des Null-
Labyrinths. Dabei ist festzuhalten, dass dieser Effekt in den verschiedenen
Tests bei den akt2”"-Mausen starker ausfiel als bei den akt3”"-Méausen. Dieses
angstliche Verhalten kann als Erkrankung aus dem psychiatrischen Formen-

kreis, insbesondere die der Depression, interpretiert werden.

Demgegenuber konnten in den Experimenten des Wasserlabyrinths und des
achtarmigen Irrgartens keine Unterschiede im Vergleich mit den Wildtyp-
Mausen festgestellt werden. Somit konnte kein Nachweis fur eine Beteiligung
der beiden Isoformen an Gedachtnisleistungen oder raumlichem Erinnerungs-

vermogen erbracht werden.
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