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1 Einleitung

1 Einleitung

Im tierexperimentellen Kontext bedeutet Refinement, das speziesspezifische
Normalverhalten, das Wohlbefinden und die Gesundheit von zu Versuchszwecken
gehaltenen Tieren zu férdern und jegliche Methoden zu verbessern, sodass potentielle
Belastungen, Schmerzen oder Distress auf ein absolutes Minimum reduziert werden. Dabei
sollen alle Lebensphasen eines Tieres einbezogen werden. Neben der artgerechten Zucht
und dem schonenden Transport der Versuchstiere, tragen optimierte Haltungsbedingungen
und tierschonende Verfahren wahrend der Durchfliihrung des Versuchs zum Refinement
bei. Laut den Entwicklern des 3R-Konzepts, RUSSELL und BURCH, ist das Anwenden von
Refinement-Verfahren allein jedoch nicht ausreichend. Die Forscher sollten stets danach
streben, die Anzahl der verwendeten Versuchstiere und der durchgeflihrten Versuche
generell zu reduzieren (Reduction) und wenn mdéglich, Ersatz- und Ergdnzungsmethoden
zum Tierversuch (Replacement) anwenden. Kann in der spezifischen Fragestellung jedoch
nicht auf das Tierexperiment verzichtet werden, so soll das Refinement Anwendung finden.
Dabei ist ein grundlegendes Verstdndnis Uber die Spezies, mit der in dem Versuch
gearbeitet werden soll, der Ausgangspunkt, um ein maximales Refinement zu erreichen.
Das Wissen (ber die physiologischen Bediirfnisse und die speziesspezifischen
Verhaltensanspriche ist notwendig, um Tieren ein hohes MaBl an Wohlbefinden zu
garantieren. Die standardisierten Bedingungen der Labortierhaltung weichen in
verschiedenen Aspekten (z.B. der Ressourcenverfligbarkeit, dem Platzangebot, den
Kommunikationsméglichkeiten) von den natidrlichen Bedingungen ab. Individuell
unterschiedlich kdnnen sich Tiere bis zu einem gewissen MaB an sich andernde
Umweltbedingungen anpassen. Grundlage eines artgerechten und speziesspezifischen
Refinements bildet die Kenntnis Gber das Normalverhalten der Spezies. Diese Arbeit tragt
dazu bei, Abweichungen von diesem Normalverhalten (hier: Stereotypien) zu erkennen
und interpretieren zu kdnnen. Dazu wird das (stereotype) Verhalten der FVB/NJ-Mause,
exemplarisch flir stereotype Mauslinien, detailliert charakterisiert und systematisch
zusammengetragen, welche Konsequenzen stereotypes Verhalten fiir den Metabolismus,
die physische Fitness und das Profil von Stresshormonen und Neurotransmittern hat. Das
so gewonnene Wissen soll helfen, Empfehlungen zur Verwendung stereotyper Tiere in
Studien mit tierexperimentellem Schwerpunkt auszusprechen, das grundlegende
Verstandnis Uber Stereotypien zu erweitern und so einen grundlegenden Beitrag zum

Refinement zu leisten.
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2 Literaturiibersicht
2.1 Das 3R-Konzept von Russell und Burch

Im Jahr 1954 beauftragte die Universities Federation for Animal Welfare William Moy
Stratten Russell, einen Bericht Uber die Fortschritte der tiergerechten Forschung im Labor
zu schreiben. Unterstitzt wurde Russell dabei von Rex Burch, dessen Beitrag vor allem im
Flihren von Interviews mit anderen Forschern und der Datensammlung bestand. Aus dieser
Zusammenarbeit entstand im Jahr 1959 ein Bericht mit dem Titel ,Principles of Humane
Experimental Technique" (Russell and Burch, 1959; Tannenbaum and Bennett, 2015), der
den Grundstein flir das 3R-Konzept legte. Russell und Burch verfolgten damals das Ziel,
darauf aufmerksam zu machen, dass eine humane Wissenschaft gute Wissenschaft
bedeute und um dies zu erreichen, der beste Weg die Anwendung der 3R sei. Um den
Begriff ,human® naher zu erldutern, entwickelten sie das Konzept der Unmenschlichkeit
(,Concept of Inhumanity"). Es seien grundsatzlich zwei Arten der Unmenschlichkeit, die im
Rahmen des tierexperimentellen Arbeitens relevant sein kdnnen, zu unterscheiden. Die
direkte Unmenschlichkeit ist als eine unvermeidbare Folge des angewandten Verfahrens zu
verstehen. So ist z.B. zur Prifung der Wirksamkeit von Analgetika das Zufligen von
gewissen Schmerzen notwendig. Die zufdllige, bzw. bedingte (,contingent™)
Unmenschlichkeit bezeichnet das Verursachen von Distress, als zufalliges und
unbeabsichtigtes Nebenprodukt der Anwendung eines Verfahrens, welches filir seinen
Erfolg jedoch nicht notwendig ist. Dazu zahlen z.B. die inaddquate Haltung von
Versuchstieren und der nicht-fachgerechte Umgang mit Tieren. Russell und Burch betonen,
dass beide Formen der Unmenschlichkeit durch die Anwendung der 3R eliminiert, oder
zumindest auf ein Minimum reduziert, werden kénnen. Die Entwicklung des 3R-Konzepts
sollte als eine Chance betrachtet werden und nicht als eine Einschrankung fir die
Forschung. Das Konzept bekraftigt, welche Prinzipien der tiergerechten (humanen)
Forschung zugrunde liegen und welche Aspekte bei der Planung von Tierversuchen zu

beachten sind.

Mit dem Gebot des Replacements (Ersatz, Vermeidung) werden Forscher angehalten vor
Durchfiihrung eines Tierversuchs zu priifen, ob das verfolgte Versuchsziel mit anderen
Methoden als dem Tierversuch erreicht werden kann. Zum Replacement zdhlt jede
wissenschaftliche Methode, die im Verlauf des Versuchs Interventionen an Wirbeltieren
ersetzt, indem nicht-empfindungsfahiges Material zum Einsatz kommt. Unterschieden wird
hier zwischen relativem und absolutem Replacement. Beim relativen Replacement werden,
z.B. zur Generierung von Zellkulturen oder Ex-vivo-Modellen, Tiere verwendet, dem
eigentlichen Versuch werden sie jedoch nicht ausgesetzt. Das absolute Replacement
verzichtet auf jeder Ebene des geplanten Experiments auf die Verwendung von Tieren. Es

stellt laut Russell und Burch demnach das absolute Ideal dar. Hierzu zahlen u.a.
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Computersimulationen (in silico) und die in-vitro-Nachstellung von Prozessen. Kommt man
nach Prifung der etablierten Ersatzmethoden zu dem Schluss, dass der Tierversuch
notwendig ist, soll nach dem Gebot der Reduction (Reduzierung, Verminderung)
zumindest die Anzahl der eingesetzten Versuchstiere auf ein unerlassliches MaB reduziert
werden. Ausgehend von einer prazisen statistischen Planung, darf die wissenschaftliche
Aussagekraft dabei nicht verloren gehen. Des Weiteren sollen nach dem Prinzip der
Reduction méglichst viele Informationen von den verwendeten Tieren gewonnen werden.
Demnach zahlen neben der Statistik u.a. auch der intra- und interinstitutionelle Austausch
von gewonnenen Geweben, Organen, Praparaten etc., die zum Verfolgen des
urspriinglichen Versuchsziels nicht von primarem Interesse waren, zu den Methoden der
Reduction. Als drittes Gebot besagt das Refinement (Verfeinern, Verbessern), dass im
Rahmen eines unerldsslichen Versuchs, die Belastungen, denen die Tiere ausgesetzt sind,
so gering wie mdglich gehalten werden sollen. Dies bezieht sich auf alle Lebensphasen
eines Versuchstieres: vom stressfreien und schonenden Transport der Tiere Uber eine
adaquate Haltung, bis hin zu Methoden, die Distress und Schmerzen wahrend des Einsatzes
der Tiere im Versuch auf ein MindestmaB reduzieren. Russell und Burch heben hervor, dass
man sich mit dem alleinigen Refinement von Tierversuchen nicht zufrieden stellen sollte
und, dass der Fokus auf der fortschreitenden Etablierung von Replacement- und Reduction-
Methoden liegt. Keines der 3R’s kann isoliert betrachtet werden und alleinig dazu fiihren,
dass Tierversuche humaner gestaltet werden. Sie sind eher als ein Netzwerk zu verstehen.
Angepasste Schmerztherapien bei Tieren, die z.B. in invasiven Versuchen mit
chirurgischem Hintergrund eingesetzt werden, fihren demzufolge nicht nur zu einer
geringeren Belastung fir das Tier und tragen damit zum Refinement bei. Durch die,
aufgrund des Analgetika-Einsatzes zu erwartende, geringere Anzahl verstorbener Tiere

wird dadurch ebenfalls ein Beitrag zur Reduction geleistet.

Nachdem Russell und Burch's Werk veréffentlicht wurde, verging etwas Zeit bis das 3R-
Prinzip ausgedehnte Anwendung fand. Diverse Tierschutzbewegungen Ende der 1970er
Jahre und die zunehmend sensibilisierte Offentlichkeit begannen Tierversuche vermehrt zu
hinterfragen und regten zum Umdenken an. Mit fortschreitender Etablierung von
Ersatzmethoden gewann auch das 3R-Konzept an Bedeutung. Ein Beitrag zu dieser
Entwicklung wurde in den 1980er Jahren geleistet. Aufgrund der Verwendung von
N&hrmedien und Antibiotika wiesen Zellkulturen kiinftig langere Uberlebenszeiten auf und
kamen demnach verstarkt zur Anwendung. Durch die flachendeckende Bereitstellung
leistungsfahiger Computer ergab sich ein weiteres Voranschreiten bezlglich der
Etablierung von Replacement-Methoden. Fortan konnten so z.B. Interaktionen zwischen
bestimmten Stoffen und Zellen simuliert werden und der Begriff in-silico-Verfahren wurde
gepragt. Mittlerweile sind Russell und Burch’s 3R fest in der nationalen und internationalen
Gesetzgebung verankert. Durch die Direktive 2010/63/EU zum Schutz der fir
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wissenschaftliche Zwecke verwendeten Tiere, dessen vierter Artikel die europaischen
Mitgliedsstaaten auf den Grundsatz der ,Vermeidung, Verminderung und Verbesserung"
festlegt, erfuhr das 3R-Prinzip fortan auch gesetzliche Anerkennung. Mit der Novellierung
des deutschen Tierschutzgesetzes im Jahr 2013 und mit der Tierschutz-
Versuchstierverordnung wurden die Bestimmungen der Europdischen Richtlinie, und somit
auch das 3R-Konzept, in nationales Recht umgesetzt. Demzufolge muss seitdem jede(r)
Wissenschaftler/in im Rahmen des Genehmigungsverfahrens zum Tierversuch schriftlich
prazise darlegen und wissenschaftlich begriinden, warum diese konkrete Fragestellung
nicht mit Hilfe von Ersatzmethoden beantwortet werden kann und welche Methoden

eingesetzt werden, um maximal der Reduction und dem Refinement gerecht zu werden.

2.2 Die BB3R-Forschungsplattform

Ziel der 2014 gegrindeten BB3R-Forschungsplattform mit integrierter Graduiertenschule
ist es, systematische Forschung zu Alternativmethoden und tierschonenden
Arbeitstechniken voranzutreiben und exzellente Nachwuchswissenschaftler auf hohem
Niveau zu qualifizieren (Schaefer-Korting et al., 2015). Das 3R-Prinzip wird zunehmend
zum gemeinsamen Bezugspunkt diverser Organisationen und Initiativen. BB3R setzt sich
dafir ein, 3R-bezogene Kompetenzen der Region Berlin-Brandenburg zu bindeln und ein
Netzwerk mit staatlichen Institutionen, Verbanden und der pharmazeutischen Industrie
herzustellen. Das vom Bundesministerium fir Bildung und Forschung (BMBF) gefdrderte
Verbundprojekt der Freien Universitat Berlin, der Universitadt Potsdam, der Charité Berlin,
der Technischen Universitat Berlin, des Bundesinstituts fir Risikobewertung (BfR) und des
Zuse-Instituts soll dariiber hinaus der Schaffung eines 3R-Expertenpools fiir die Beratung
in Fragen der Forschung und Ausbildung dienen. Ein zentrales Anliegen der BB3R-
Forschungsplattform ist es auBerdem, einen Wissenstransfer in die Offentlichkeit durch
Print- und elektronische Medien zu gewahrleisten. Im Rahmen von BB3R werden mehrere
Teilprojekte bearbeitet, dazu zadhlen die Etablierung und Weiterentwicklung von
Krankheitsmodellen der Haut, die Optimierung der Organ-on-a-chip-Plattform, die
Etablierung einer Testplattform der Immunologie und der Nanotoxikologie und Computer-
basierte Methoden zur Wirkstoff- und Risikoanalyse. Auf Ebene des Refinements wurden
bzw. werden, neben dem Projekt der vorliegenden Dissertation, Entscheidungsgrundlagen
flr die Zulassung von Mehrfachversuchen an Nagern und GroBtieren erarbeitet und eine

individuelle Schmerztherapie fir diverse Mausstamme entwickelt.

2.3 Refinement im Fokus

Zum Refinement von Versuchen mit tierexperimentellem Schwerpunkt tragen alle
MaBnahmen bei, die positive Zustande (z.B. das Wohlbefinden der Tiere) férdern und/oder
negative Erfahrungen (z.B. Schmerzen und Stress) minimieren. Die Aufrechterhaltung der

Gesundheit der Tiere wird dabei durch tierarztliche Betreuung, Richtlinien und Gesetze
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gewahrleistet. Hierzu zahlt auch die Sicherstellung des psychologischen Wohlergehens der
Tiere, welches z.B. durch Training mittels positiver Verstarkung im Versuchsdesign
integriert werden kann. Um den Versuchstieren den groBtmdéglichen Komfort anzubieten,
mussen sie auch die Mdglichkeit haben, sich artgerecht zu entwickeln und zu verhalten. Ist
ein Tier nicht in der Lage speziesspezifisches Verhalten auszuliben, kann dies Distress
verursachen. Distress ergibt sich aus einem aversiven, negativen Zustand, den ein Tier
nicht bewaéltigen kann oder an den es sich nicht anpassen kann und in dem das Tier
demnach nicht in einen Zustand der Homoéostase zurickkehren kann. Dieser Stress vermag
laut ZURLO und HUTCHINSON (Zurlo and Hutchinson, 2014) weniger offensichtlich zu sein
als andere aversive Situationen, wie z.B. Schmerzen, jedoch kann durch die Tatsache hoch
motiviertes Verhalten nicht ausleben zu kénnen, das Wohlbefinden von Tieren
beeintrachtigt werden. Das umfassende Verstandnis der Bedlirfnisse der Spezies, mit der
wir arbeiten, bildet die Grundlage um Verhaltensanspriiche zu definieren, dessen
Gemutszustand beurteilen zu kdénnen und demnach zu erkennen, inwiefern ihr

Wohlbefinden in positiver oder negativer Weise beeinflusst wird.

Das bedeutet bezliglich des Themenkomplexes der vorliegenden Arbeit, dass Stereotypien
in erster Linie ausreichend verstanden werden missen, um ihre Auswirkungen auf den
mentalen Zustand des Tieres beurteilen zu kdénnen. Die Grundlage eines umfassenden
Verstandnisses bildet hierbei die detaillierte Charakterisierung stereotypen Verhaltens und
die systematische Darstellung der Konsequenzen, die Stereotypien flir das jeweilige Tier
haben und leistet damit einen grundlegenden Beitrag zum Refinement. Um das Verhalten
von Labornagern zu verstehen und maogliche Abweichungen interpretieren zu kénnen, muss

die Phylogenese (stammesgeschichtliche Entwicklung) der Maus berlcksichtigt werden.

2.4 Die Geschichte der Labormaus

Die Maus, die heute als Versuchstier eingesetzt wird, gehért zur Ordnung der Rodentia,
der Familie der Muridae, der Gattung Mus und der Spezies Mus musculus. Genetische
Studien haben gezeigt, dass nahezu alle Inzuchtmausstdmme, die in der derzeitigen
Versuchstierkunde Anwendung finden, sich durch ein Genom auszeichnen, das auf die Mus
musculus domesticus, Mus musculus musculus und Mus musculus castaneus
zurickzufihren ist (Hedrich and Bullock, 2004). Zusatzlich tragt das Genom von Mus
musculus molossinus (Cross-Hybrid von M. m. musculus und M. m. castaneus) zum Genom
der heutigen Labormaus bei. Der geographische Ursprung der Spezies Mus musculus
befindet sich auf dem indischen Kontinent. Von dort aus verteilten sich die verschiedenen
Subspezies Uber den gesamten Globus. M. m. domesticus folgte europdischen Migranten
und verbreitete sich so vorranging in Westeuropa, Afrika, dem Nahen Osten, Amerika und
Australien. M. m. musculus verbreitete sich Uber Osteuropa bis nach Japan. M. m.

castaneus verweilte vor allem in Sldostasien. Die Mause dieser Subspezies unterscheiden
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sich nicht nur in auBerlichen Merkmalen, wie der Fell- und Augenfarbe, auch konnten bei
Wildfangen verschiedene Verhaltensmerkmale verzeichnet werden. Mit zunehmendem
Interesse an den diversen Varianten der Mus musculus nahm im Laufe des spaten 19. und
des frihen 20. Jahrhunderts auch der Handel unter den sogenannten ,mouse fanciers"
(den Vorgangern der heutigen Zichter) zu. Aufgrund ihrer geringen GréBe und der hohen
Reproduktionsraten wurden Mause schon in frihen Zeiten der Wissenschaft als
Versuchstier verwendet. Allerdings gab es in diesen Zeiten keine kommerziellen Zichter
und Anbieter von Mausen zu wissenschaftlichen Zwecken. Dies anderte sich zu Beginn des
20. Jahrhunderts, als Abbie Lathrop eine Mausezucht in Granby, Massachusetts erdffnete.
Urspriinglich sollten die Mause als Haustiere angeboten werden, Abbie Lathrop registrierte
allerdings zunehmend, dass das Verkaufen der Tiere an Wissenschaftler lukrativer zu sein
schien. So verkaufte Abbie Lathrop Mause an William E. Castle und seinen Studenten, C.C.
Little vom Bussey Institute in Boston und Leo Loeb von der University of Pennsylvania. Der
am haufigsten verwendete Inzuchtmausstamm der letzten 80 Jahre, die C57BL/6-Maus ist
auf die Zucht von Abbie Lathrop zurlick zu fihren. Im 20. Jahrhundert wurden vor allem
Inzuchtmausstamme in der Wissenschaft verwendet. Jedoch belegten Studien mit
Wildféangen, dass es eine hohe Anzahl an natirlich auftretenden Polymorphismen gibt, die
bei den Inzuchtmausstémmen nicht erfasst werden konnen. Zeitgleich wurden die
Mendelschen Gesetze bekannt und so begann die gezielte Zucht, in erster Linie auf
verschiedene Fellfarben, in zweiter Instanz auf eine hohe Empfindlichkeit gegentlber
Tumoren (Fox et al., 2007).

2.5 Die FVB/NJ-Maus

Der FVB/NJ-Mausstamm hat seinen Ursprung in einer Kolonie von Auszucht-Swiss-Mausen,
die 1966 am National Institute of Health selektiv auf eine hohe Empfindlichkeit gegenliber
Histamindiphosphat und dem namensgebenden B-Stamm des Friend-Leukdmievirus
gezlichtet wurden. Dies flhrte zur Etablierung des FVB/N-Inzuchtstamms, der
anschlieBend in das Jackson Laboratory Uberfihrt und zukiinftig als FVB/NJ] bezeichnet
wurde. Die albinotischen FVB/N-Mduse zeichnen sich durch enormen Reproduktionserfolg
und eine gleichbleibende hohe Anzahl abgesetzter Jungtiere aus. Der FVB/N-
Inzuchtmausstamm ist durch die Vielzahl prominenter Pronuklei ideal fiir das Einbringen
von genetischem Material durch Mikroinjektion und somit flir die meisten transgenen
Experimente und nachfolgenden genetischen Analysen geeignet (Taketo et al., 1991). In
der Neurobiologie stellt dieser Stamm ein etabliertes Epilepsiemodell dar. Mause dieses
Stammes sind empfanglich fir Neurodegenerationen und daraus resultierende Anfalle, die
mit Chemokonvulsiva wie Pilocarpin oder Kaininsaure induziert werden (Schauwecker,
2012). Wahrend der Zucht und Betreuung von Mdusen dieses Stammes in der zentralen
Tierhaltung des Deutschen Instituts flir Erndhrungsforschung (DIfE) stellte sich heraus,

dass einige Tiere stereotypes Verhalten aufwiesen.
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2.6 Vorkommen stereotypen Verhaltens

Stereotypes Verhalten wird im Allgemeinen definiert als das abnormale und
unangemessene Wiederholen von Verhaltens- und Bewegungsmustern, ohne
Abweichungen in der Ausfiihrung, welches funktionslos bzw. nicht zielfiihrend flr das Tier
zu sein scheint (Mason, 1991). Bei Tieren, die in ihrem natlrlichen Habitat leben, scheinen
Stereotypien nicht vorzukommen. Dieser Annahme liegen zwei Theorien zu Grunde: (1)
sie werden nicht beobachtet und deshalb wird davon ausgegangen, dass sie nicht
vorkommen; (2) sie kommen zu einem geringen Teil vor, die Uberlebensrate stereotyper
Tiere ist allerdings sehr gering, sodass sie kaum beobachtet werden kdnnen (Mostard,
2011). Die Angaben zu Stereotypien bei Mausen in der Versuchstierhaltung variieren
betrachtlich, zudem gibt es starke stammspezifische und geschlechterabhdngige
Unterschiede (Bechard et al., 2012; Cabib and Bonaventura, 1997; Cash-Padgett et al.,
2016; Ryan et al., 2010). Dariber hinaus gilt es bei zu Versuchszwecken gehaltenen
Mausen zu unterscheiden, ob es sich um Tiere aus der versuchstierkundlichen Zucht oder,
wie z.T. bei den Afrikanischen Striemen-Grasmausen ublich, um Wildfange handelt. Denn
die Herkunft des Tieres beeinflusst die spatere Entwicklung stereotypen Verhaltens.
Wildfange neigen weniger zu haltungsbedingten Stereotypien als Tiere, die bereits in
Gefangenschaft aufgezogen werden. Hierbei spielt allerdings das Alter, in dem die Tiere
aus dem natirlichen Lebensraum entnommen werden eine Rolle. Studien zeigen, dass
Tiere, die bis zum Adultstadium in der Natur aufwachsen, relativ resistent gegen die
Entwicklung stereotypen Verhaltens zu sein scheinen. Wohingegen Tiere, insbesondere
Mannchen, die noch juvenil klnstlichen Haltungsbedingungen exponiert werden, in nahezu
gleichem MaBe Stereotypien entwickeln, wie Tiere, die unter diesen Haltungsbedingungen
aufgewachsen sind (Jones et al., 2011). Die Pravalenz stereotypen Verhaltens ist also stark
von der Spezies, dem Geschlecht, den Haltungsbedingungen und der Herkunft abhdngig.
Daher ist das Abschdtzen der Gesamtzahl weltweit betroffener Tiere kaum madglich. Im
Rahmen der Zucht und Betreuung von FVB/NJ-Mausen in der zentralen Tierhaltung des
DIfE konnte beobachtet werden, dass nicht alle Tiere eines Wurfes Stereotypien aufweisen.
Jedoch sind die Zucht-, Aufzucht- und Haltungsbedingungen fir alle Tiere absolut identisch

und auch das genetische Profil der Tiere zeigt nahezu 100%ige Ubereinstimmung.

2.7 Standardisierung der Haltungsbedingungen

Die Standardisierung ist ein zentrales Anliegen in der Versuchstierkunde. Neben der
standardisierten Verwendung von Tieren (Inzucht- oder Auszuchtmauslinien), sollen vor
allem die Haltungsbedingungen der Tiere maximal standardisiert werden, um unter
Verwendung moglichst weniger Tiere eine maximale Aussagekraft und Reproduzierbarkeit
der zu erwartenden Ergebnisse zu gewahrleisten. Dazu werden Richtlinien verfasst, die das

Makroklima im Tierhaltungsraum regeln. Laut Empfehlungen der Gesellschaft fir
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Versuchstierkunde (GV-Solas) aus dem Jahr 2014 (Busch et al., 2014) soll die
Standardhaltung der Maus in einem Raum mit 20-24 °C Temperatur, 45-65% relativer
Luftfeuchtigkeit, 15-20-facher Luftwechselrate pro Stunde, einer Lichtintensitat <200 Lux
mit reduzierter Larmbelastung erfolgen. Die Installation eines konsequenten Lichtregimes
mit einem 12-Stunden-Hell-Dunkel-Rhyhmus beruht auf der Beobachtung, dass nahezu
alle Organismen auf der Welt mit einer biologischen Uhr, die im 24-Stunden-Takt lauft,
ausgestattet sind. Auch das Monitoring chemischer, physikalischer und mikrobieller
Kontaminanten tragt, neben der Reduzierung des Allergie- und Zoonosepotentials flir das
Personal, zu einer Standardisierung der Haltungsumwelt bei. Dariber hinaus soll auch das
Mikroklima im Kafig maximal einheitlich gestaltet werden. Dazu zéhlen Empfehlungen zur
optimalen Besatzdichte, zum Typ und der Tiefe des Einstreumaterials, zum Nestmaterial
und zu den Reinigungsroutinen. Hervorzuheben ist hierbei die Entwicklung der
Kafigsysteme, in denen die Labornager gehalten werden. Wahrend die urspringliche
Haltungsform die sogenannten ,offene Kafigen™ darstellen, werden sie im Rahmen der
zunehmenden Standardisierung von technologisierten Systemen abgeldst. In den offenen
Kafigen ist eine vokale, pheromonale und olfaktorische Kommunikation, wenn auch in
Grenzen, mdglich. Die Tiere haben demnach die Méglichkeit sich an bestimmte Gerdusche
und Haltungssituationen zu gewdhnen. Der Nachteil besteht allerdings darin, dass das
Nichtvorhandensein eines Filtersystems die Transmission von aerogenen Infektionen und
Allergenen beglinstigt. Dem wurde durch die Integration eines Filters (filter-top-cages)
entgegengewirkt. Dies flihrte allerdings zu einer erhdéhten Luftfeuchte und einer
gestiegenen Kohlendioxid- und Ammoniakkonzentration innerhalb des Kafigs. Das
heutzutage hauptsdchlich verwendete Haltungssystem sind die individuell-ventilierten
Kafige (IVC). Hier wird das verminderte Infektions- und Allergierisiko mit einer optimierten
Bellftung des Kéafigs kombiniert. Jedoch zeigten BAUMANS et al., dass ein erhéhter Luftzug
der automatischen Bellftungsanlage eine aversive Situation fir die Tiere darstellt
(Baumans et al., 2002). Zudem stellt der Kdfig auch eine Art auditive und olfaktorische
~Abschottung"™ gegenliber der Umwelt dar. Was auf der einen Seite die Tiere vor Larm aus
dem Haltungsraum bewahrt, schrankt auf der anderen Seite die Kommunikation zwischen
den Kafigen ein. Mit zunehmender Standardisierung der Haltungsbedingungen, wurde ein
intensiveres Hygienemonitoring ermoglicht, die Verhaltensanspriiche der Mause sind dabei
jedoch in den Hintergrund geriickt. Das Verhalten eines jeden Individuums ist allerdings
flexibel und kann sich an verandernde Umweltbedingungen anpassen. Eventuell haben sich
so die Mause in versuchstierkundlichen Einrichtungen Uber die Jahre hinweg an die

zunehmende Technisierung und die humanisierten Haltungsbedingungen angepasst.

2.8 Normalverhalten der Maus

Das Normalverhalten orientiert sich stets an dem Verhalten wie es bei der jeweiligen

Spezies in freier Wildbahn vorkommt. Jede héher entwickelte Tierart verfligt Uber
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arttypische LautduBerungen, Bewegungen und Korperstellungen. Die Gesamtheit dieser
Verhaltensweisen wird als Ethogramm bezeichnet. Die Hausmaus, Mus musculus, zeichnet
sich durch eine hohe Anpassungsfahigkeit aus. Vergleichbar hohe Mutationsraten, die ein
genetisches Anpassungsvermoégen ausmachen und die starke Reproduktionsleistung
ermdglichen es, sich schnell an verandernde Umweltbedingungen zu adaptieren. Die
omnivoren Mause verbringen in ihrem natidrlichen Habitat viel Zeit mit der Nahrungssuche
und dem Suchen nach geeigneten Reproduktionspartnern. Die sensorische Welt der Mause
wird vor allem durch den Riechsinn bestimmt. Sie nutzen Geruchsstoffe und Pheromone
daftr, Futter zu erkennen, Prédatoren auszumachen, sich gegenseitig zu identifizieren
sowie Aufschluss tUber den hormonellen und sozialen Status eines Artgenossen zu erlangen.
Die Aufzucht von Jungtieren geschieht in vielen Fallen unter paternaler Beteiligung. Die
Vatertiere helfen dem Muttertier dabei, die Nachkommen zu saubern, sie wieder ins Nest
zu holen, wenn Gefahr droht und begleiten sie bei den ersten explorativen Ausfligen im
Alter von drei bis vier Wochen. Das Alter, in dem die Jungtiere das Nest endglltig
verlassen, variiert mit der Verfligbarkeit von Ressourcen. Mause in freier Wildbahn leben
entweder allein (vor allem mannliche Tiere) oder im Familienverband. Ihr Aktivitédtshoch
zeigen sie in der Morgendammerung. Mause sind sehr agil, bewegen sich in kurzen,
schnellen Bewegungsetappen fort, kénnen gut klettern, springen und schwimmen. Die
Territorien der Mausebdcke erstrecken sich von einigen Quadratmetern bis hin zu mehreren
Quadratkilometern, die es ermdglichen, sich fortzubewegen, zu klettern und zu graben.
Sie vermeiden dabei Regionen mit geringer Vegetation. Den Hauptanteil der aktiven Zeit
verbringen die Tiere mit dem Patrouillieren entlang der Grenzen ihres Territoriums, mit
dem Identifizieren von Artgenossen, der Futtersuche und der Aufzucht von Jungtieren. Das
physische und soziale Umfeld von Wildmausen unterscheidet sich in vielerlei Hinsicht von
den Bedingungen, in denen zu Versuchszwecken gehaltene Mause untergebracht werden
(Kapitel 2.7). Diese kinstlichen Haltungsbedingungen kdénnen dazu fiihren, dass Mause
sogenannte Verhaltensabweichungen entwickeln (Latham et al., 2004). Gezeigtes
Verhalten wird dann als Verhaltensabweichung (abnormales Verhalten) definiert, wenn es
zu intensiv, zu haufig, zu lang oder in Abwesenheit eines adaquaten Stimulus auftritt
(Sambraus, 1997). Jedoch muss ein Verhalten, dass in dieser Hinsicht von einem
gelaufigen Mittelwert abweicht, nicht zwangslaufig pathologisch sein, es kann auch der
Ausdruck einer Adaptation sein. AuBerdem bedarf der Begriff ,abnormal® einer
spezifischeren Definition. Abnormal kann auf der einen Seite ,abweichend von der Norm"
bedeuten. Das bedeutet, abnormale Verhaltensweisen waren demzufolge statistisch selten
und/oder abweichend von einer gewahlten Population. Auf der anderen Seite kann das
Adjektiv ,abnormal®™ auch mit ,funktionslos" gleichgesetzt werden oder bedeuten, aufgrund
einer zugrundeliegenden Pathologie (dem Tier) zu schaden. Stereotypien kdnnen
demzufolge flir eine Population, die in Gefangenschaft lebt, durchaus ,normal® (=nicht

statistisch selten) sein. Die Mehrheit der Autoren bezieht sich bei der Begriffsbestimmung
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allerdings auf freilebende Tiere oder Tiere, die in naturnahen Haltungsbedingungen leben.
Folgt man dieser Sichtweise, sind Stereotypien im Kontext und der Frequenz der Ausiibung
des Verhaltens tatsdachlich ,abnormal® (Mason, 1991). Vielleicht sind Stereotypien aber

auch als Ausdruck einer normalen Verhaltensanpassung zu verstehen.

2.9 Verhaltensanpassung

Ziel eines jeden Individuums ist es sich optimal an die herrschenden Umweltbedingungen
anzupassen, um eine moglichst hohe biologische Fitness zu erreichen. Ausschlaggebend
fir den adaptiven Wert eines Merkmals sind dessen Auswirkungen auf die Anzahl der
Nachkommen (viele Nachkommen = hohe biologische Fitness). Um diese zu maximieren,
haben sich evolutionsbiologisch nicht nur die physischen und psychischen Eigenschaften
von Tierarten herausgebildet, sondern auch deren tierartspezifisches Verhaltensrepertoire
(Ethogramm). Die klnstlichen Haltungsbedingungen, z.B. in der Versuchstierkunde, der
Landwirtschaft, in Zoos und Zirkussen, stellen allerdings neue Herausforderungen dar,
weichen von den evolutionar geformten ,Umwelterwartungen™ ab und schdpfen dariber
hinaus scheinbar die Mdglichkeiten zur Adaptation aus (Dipjan and Puppe, 2016). Die
Verhaltensanpassung geschieht dabei auf mehreren Ebenen der Entwicklung einer Spezies
(Phylogenese), bzw. derer Individuen (Ontogenese). Der Evolutionsfaktor ,Mutation™ tragt
Uber spontane Veranderungen des Genoms zur Ausbildung unterschiedlicher Phanotypen
innerhalb einer Population und somit auch zu der Auspragung verschiedener (adaptiver)
Verhaltensweisen bei. Die Mutation kann demzufolge eine zufdllige Verbesserung der
Anpassung bewirken. Ob der Genpool (und die damit verbundene Verhaltensanpassung)
nachhaltig verandert werden, hangt entscheidend davon ab, wie die Selektion auf die neue
Merkmalsauspragung wirkt. Wobei selektierte Merkmale, die eine hohere biologische
Fitness indizieren (einen héheren adaptiven Wert besitzen), dabei die Richtung vorgeben.
Umgekehrt kénnen bestimmte Verhaltensaspekte selbst Einfluss auf Evolutionsprozesse
nehmen. Eine Anderung des Verhaltens kann zu einer Anderung der
Selektionsbedingungen flihren und somit neue evolutive Anpassungen bedingen.
Selektierte Merkmale kénnen genetisch bedingt sein oder es kann sich um umweltbedingte
Varianten oder Modifikationen handeln. Als Modifikation bezeichnet LORENZ (Lorenz, 1978)
»[...] jede andauernde Veranderung, die in einem Organismus wahrend seines individuellen
Lebens durch duBere Einwirkungen hervorgerufen wird". Dient diese Modifikation nicht nur
dem kurzzeitigen Erwerb von nicht im Genom verankerter Information, sondern fiihrt zu
einer dauerhaften Anpassung des Individuums, wird diese Modifikation ,gespeichert" und
im Rahmen der Phylogenese weitergegeben. Eine reversible Verhaltensanpassung im
Rahmen der Ontogenese kann durch Lernvorgange geschehen. Lernen stellt die Auswahl
jenes ,Verhaltensprogramms" dar, das auf die vorliegende Umweltsituation am besten
passt. Jedem Lernvorgang liegt dabei ein phylogenetischer Mechanismus zugrunde, der

angeborene Informationen enthalt. Laut LORENZ stehen demnach die Phylogenese (u.a.
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Mutation, Selektion) und die Adaptation des Verhaltens (u.a. Modifikation, Lernen) in
unmittelbarer Beziehung zueinander, wobei beide Mechanismen nicht isoliert betrachtet
werden kénnen. Laut TEMBROCK (Tembrock, 1987) haben sich im Laufe der Evolution drei
Wege der Verhaltensanpassung an bestimmte Umweltbedingungen herausgebildet: (1)
Nutzung der Lokomotionsfahigkeit, um entsprechend den aktuellen Umweltanspriichen
gunstigere Umweltbedingungen aufzusuchen - in der Versuchstierhaltung fir die Tiere
nicht mdéglich; (2) Verdanderung der Umwelt oder bestimmter Eigenschaften durch aktives
Einwirken - flr Tiere unter artifiziellen Haltungsbedingungen nur begrenzt maéglich; (3)
Nutzung des gegebenen Verhaltensrepertoires und dessen Anpassung an die

vorherrschenden Umweltbedingungen durch Anderung im Geno- und/oder Phénotypus.

Laut FRASER et al. gibt es drei Méglichkeiten, weshalb Tiere ihre Umwelt nicht bewaltigen
kdnnen und daraus potentiell Probleme entstehen (Fraser et al., 1997): (1) Die im
Verhaltensrepertoire verankerten, hoch motivierten Verhaltensweisen haben keine
Funktion mehr. In der neuen Umgebung kénnen so unangenehme subjektive Erfahrungen
entstehen, ohne dabei die Biologie des Tieres an sich zu beeintrachtigen. So wird z.B. durch
die in der Versuchstierkunde (Ubliche ad Ilibitum Fitterung der physiologische
Nahrungsbedarf der Tiere gedeckt; die Nahrungssuche, die unter natlirlichen Bedingungen
viel Zeit in Anspruch nehmen wiirde, wird allerdings verdrangt. (2) Die artifizielle Umwelt
stellt Herausforderungen an das Tier, die es nicht erfiillen kann. So kann z.B. die
Gruppenhaltung von Mausebdcken, ohne die Mdglichkeit zur Schaffung von Territorien oder
Riickzugsmoglichkeiten, zu erheblichen Auseinandersetzungen flihren. (3) Das Tier
reagiert mit einer gewissen Adaptation auf die Umwelt; die Anpassungsmoglichkeiten
erweisen sich allerdings als unzureichend. Mause reagieren bei Haltungstemperaturen
unterhalb der thermoneutralen Zone, neben anderen Adaptationsversuchen auch mit
vermehrtem Nestbau, um eine eigene thermoneutrale Zone zu schaffen. Steht ihnen
allerdings nicht genltigend oder gar kein Nestmaterial zur Verfligung, ist die Anpassung an
die Umwelt ungentigend (Gaskill et al., 2012). Kdénnen Tiere Gber einen langeren Zeitraum
ihre Umwelt nicht bewaltigen, kann es bei einigen Individuen zur Ausbildung von

angepassten Verhaltensweisen, wie Stereotypien, kommen.

2.10 Entstehung stereotypen Verhaltens

Stereotypien entstehen laut WURBEL als eine Verhaltensantwort auf Frustration,
Motivationskonflikte, Bewegungsdrang, Ersatzhandlungen oder aus umorientiertem
Verhalten (Wirbel, 2006). Deshalb kann das urspringliche Verhalten, aus dem die
Stereotypie hervorgegangen ist, Auskunft (ber die zugrundeliegende Motivation geben.
Allerdings erscheinen die Grenzen zwischen den Griinden, die zum Wiederholen des
urspriinglichen Verhaltens (source behaviour) fihren und dem Entwicklungsprozess, bei

dem diese Wiederholungen der Verhaltensantworten zu stereotypem Verhalten werden,
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flieBend. Eine Motivationsgrundlage, die bereits in vielen Studien Bestatigung fand, ist der
Versuch aus dem Kaéfig auszubrechen (escape attempts). Die mdglichen Griinde, die zu
den ,Ausbruchsversuchen" flihren sind mannigfaltig. Sie reichen von einer Aversion gegen
den eigentlichen Haltungskafig, Gber die Maximierung der Reproduktionsmdéglichkeiten und
dem Drang nach Kontaktaufnahme zu den Mdusen aus dem Nachbarkafig, bis hin zu der
Suche nach Versteckmdglichkeiten und Futterressourcen. Aus mehreren Studien an
Gerbilen wei man, dass sie wahrend der Haltung in einfachen Kafigen ohne
Versteckmdglichkeit stereotypes Graben entwickeln. Dieses Graben geschieht vor allem in
den Ecken des Kafigs und wird von der KafiggréBe nicht beeinflusst (Wiedenmayer and
Brunner, 1992; Wiedenmayer et al., 1996). Bietet man Gerbilen den Zugang zu einem
artifiziellen Tunnelsystem an, das einem Bewohnen von Erdhdhlen ahnelt, kann die
Entwicklung des stereotypen Verhaltens verhindert werden. Der Zugang zu einer separaten
Sandarena, wo das Graben an sich mdglich ist, allerdings kein solides Gangsystem
konstruiert werden kann, reicht nicht, um das stereotype Graben zu verhindern. Die
Motivation fir dieses Verhalten scheint in dem Fall also ebenfalls ein ,Ausbruchsversuch®
zu sein, mit dem Ziel Schutz in einem stabilen Gangsystem zu finden (Wiedenmayer,
1997). Zahlreiche Studien belegen auBerdem, dass das vehemente Benagen des
Kafiggitters (wire gnawing, bar-mouthing, bar-chewing) den Versuch aus dem Kafig zu
gelangen widerspiegelt (Nevison et al., 1999; Wirbel et al., 2010). So zeigen CD1(ICR)-
Mause eine klare Praferenz zu Gitterstaben, die an der Kafigwand angebracht sind,
gegenlber Staben, die sich innerhalb des Kafigs befinden. Diese Praferenz wird dadurch
bestarkt, dass die Tiere nach ungefahr einer Woche , Lernzeit" sich nahezu ausschlieBlich
an die Gitterstabe hdangen, die einmal taglich gedffnet werden (Lewis and Hurst, 2004).
Ein weiterer Grund flir den Drang aus dem Ka&fig zu gelangen und den daraus
resultierenden Stereotypien kann das abrupte Absetzen sein. In der Versuchstierkunde
Ublich ist das Absetzen von Mausen in einem Alter von 21 Tagen. Hierbei werden die
Jungtiere von einem Tag auf den anderen von dem Muttertier getrennt und danach in
gleichgeschlechtlichen Gruppen gehalten oder, wenn der Versuchsaufbau es verlangt, in
Einzelhaltung gesetzt. ICR-Mduse, die bereits an Tag 17 abgesetzt wurden und Tiere mit
sehr niedrigem Absatzgewicht zeigten vermehrt ,Ausbruchsversuche" (escape-related
behaviour) und entwickelten héhere Stereotypie-Level (Wirbel and Stauffacher, 1997).
Die Annahme ist also, dass Tiere, die vorzeitig oder mit einem geringen Gewicht abgesetzt
werden, eine herabgesetzte koérperliche Fitness aufweisen und so der Drang zur
laktierenden Mutter zu gelangen, erhoht ist. Diese Ergebnisse kénnen allerdings nicht in
allen Studien bestatigt werden. Das Ausliben stereotypen Verhaltens ist ein
energieintensiver Prozess. Dass ICR-Mause mit einem geringeren Gewicht auch die
geringeren Stereotypie-Level aufweisen kann auch damit begriindet werden, dass Tiere
mit einer herabgesetzten koérperlichen Verfassung angehalten sind ihre Energie ,,.zu sparen®

(Nevison et al., 1999). Zusatzlich gibt es auch Daten, die belegen, dass weder das
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Absatzalter noch das Absatzgewicht, sondern vielmehr die WurfgréBe einen Einfluss auf
die spatere Entwicklung von Stereotypien bei weiblichen Mausen hat (Bechard et al.,
2012). Darlber hinaus pragen frihe soziale Erfahrungen in hohem MaBe die Entwicklung
von Stereotypien. Mause, die wie bei Wildmausen ublich, biparental aufgezogen wurden
(das heiBt von Mutter- und Vatertier gleichzeitig) zeigen im Verlauf seltener stereotypes
Verhalten (Jones et al., 2010a).

Stereotypien werden in den meisten Fallen nicht plétzlich entwickelt, die Entstehung gleicht
eher einem Prozess (Wiedenmayer, 1997). Zu Beginn nehmen die Frequenz und die Dauer
eines bestimmten Verhaltens zu. So ist z.B. das Grabeverhalten bei Mongolischen
Wistenrennmausen, die in Kafigen ohne Nestbox gehalten werden und im Verlauf des
Lebens zu einer erhdhten Pravalenz von Stereotypien neigen, bereits vom 24.-28.
Lebenstag verstarkt ausgebildet (Schmoock, 2004). In einem weiteren Schritt dndert sich
die Qualitat der Stereotypien; mit der Zeit werden sie zunehmend invariabler. Mause, die
mit zunehmendem Alter die Stereotypie des ,wire gnawing" (vehementes Benagen des
Kafiggitters) entwickelt haben, sind vor dem Einsetzen des eigentlichen stereotypen
Verhaltens bereits vermehrt geklettert, wobei sie anfangs scheinbar zufallig zeitgleich
geschniffelt und gelegentlich am Kafiggitter genagt haben und sich daraus das typische
Verhaltensmuster entwickelt hat (Wirbel et al., 2010). In der sich anschlieBenden
Emanzipationsphase wird das Verhalten vermehrt unabhangig vom Ausléser gezeigt und
verliert an Variabilitat. Die nachste Stufe ist das establishment oder die Perseveration. Hier
wird das stereotype Verhalten auch in Situationen gezeigt, in denen es normalerweise nicht

entstehen wirde.

Stereotypien werden oft als ,,Selbstverstarker™ beschrieben. Effekte, die mit der Ausiibung
eines Verhaltens assoziiert sind, verstarken es wiederum und flihren zu einer vehementen
Wiederholung. Somit werden Stereotypien von verschiedenen Autoren auch
stressreduzierende Effekte aufgrund der selbstbelohnenden Eigenschaften zugesprochen.
So entstand auch der Begriff der ,Coping-Hypothese"™. Coping bezieht sich hier auf eine
erlernte Verhaltensantwort, die zumindest in den meisten Fallen Vorteile fiir das
Individuum bringt und relativ spezifisch in Bezug auf die Ursache oder den Effekt ist
(Wirbel, 2006). Tiere, die in kiinstlichen Lebensraumen untergebracht sind, werden mit
einer Vielzahl von potenziellen Stressoren konfrontiert. Die Standardhaltungsbedingungen,
die in der Versuchstierkunde blich sind, bedeuten eine Exposition zu artifiziellem Licht,
lauten Gerduschen, potentiell unangenehmen Geriichen, unkomfortablen Temperaturen
bei limitiertem Platzangebot, eingeschrankten Bewegungsmdglichkeiten, gezwungener
Ndhe zu Menschen und Haltung in abnormalen sozialen Gruppen. Soziale Tiere isoliert und
in einer wenig strukturierten, kargen Haltungsumgebung unterzubringen, kann

chronischen Stress bedeuten (Schoenecker et al., 2000). Stereotypien werden als eine
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Moglichkeit zur Anpassung an diese aversiven Umstdnde diskutiert. Eine Mdglichkeit
besteht darin, durch die Ausiibung stereotypen Verhaltens den eigenen Stress-Level zu
senken, indem die Aktivitat der Hypothalamus-Hypophysen-Achse (HPA) herabgesetzt wird
und so weniger Cortisol (CSL) und Corticosteron (CST) ausgeschittet werden. Die Coping-
Hypothese wird, nicht zuletzt wegen der inkongruenten Datenlage, weiterhin kontrovers
diskutiert. Es bleibt also unklar, ob stereotypes Verhalten Tieren hilft, bestimmte
Situationen zu bewaltigen. Festzuhalten bleibt allerdings, dass zumindest -einige
Stereotypien in einigen Spezies, vorteilhaft zu sein scheinen. Wobei ungeklart ist, ob die
(coping) Effekte fundamentale Griinde fiir die Entstehung und Ausliibung stereotypen

Verhaltens sind oder angenehme Nebeneffekte darstellen.

2.11 Pravention stereotypen Verhaltens

MaBnahmen, die zum Inhibieren von Stereotypien diskutiert werden, lassen sich in zwei
Kategorien einteilen. Zu der ersten Kategorie zahlen Interventionen, die der
Symptombekdmpfung dienen ohne den Ausldser zu identifizieren oder der Ursache
entgegen zu wirken. Beobachtungen bei Rételmdusen, die durch Absenkung der
Kafigoberseite vom stereotypen Springen abgehalten wurden, zeigten dass bei Tieren mit
héheren Stereotypie-Levels auch eine starkere und andauerndere Erhéhung der Plasma
CST Werte im Vergleich zu den weniger stereotypen Tieren (Kennes and de Rycke, 1988)
festzustellen war. Bei Mausen, die durch die Verringerung der Abstdnde zwischen den
Gitterstdben, davon abgehalten wurden, das stereotype Wire gnawing auszuliben,
erhohten sich initial die CST Levels und die Tiere verhielten sich vermehrt inaktiv bis sie
abweichende Verhaltensgewohnheiten entwickelt hatten. An Tag drei nach der ,Inhibition"
glichen sich die CST Levels wiederum den Basalwerten an (Wirbel et al., 1998; Wiirbel
and Stauffacher, 1996). Hiermit lieB sich feststellen, dass Stereotypien nicht unweigerlich
zur chronischen Stressreduktion beitragen. Durch das Abhalten vom Ausliben stereotypen
Verhaltens werden jedoch Verhaltensroutinen durchbrochen, die zumindest zu einer

kurzzeitigen Erhéhung des Stresslevels fihren.

Zur zweiten Kategorie von Méglichkeiten Stereotypien zu verhindern, gehéren praventive
MaBnahmen, die bereits die Ursache bekampfen und so die Entwicklung stereotypen
Verhaltens idealerweise vermeiden. Hierzu zahlen z.B. Aspekte, die wahrend der Aufzucht
beachtet werden sollten und die Strukturierung der Haltungsumwelt. Nagetiere in
Versuchstierhaltungen werden oft in Kafigen gehalten, die in Bezug auf das vorherrschende
Platzangebot und die angebotene Komplexitdt wesentlichen Besonderheiten ihres
natirlichen Habitats nicht entsprechen. Die Standardhaltungsbedingungen bedeuten somit
Einschrankungen fiir das Ausleben des speziesspezifischen Verhaltens und flihren zu einer
madglichen addquaten Anpassung an diese Haltungsbedingungen (z.B. Verdnderungen in

der Gehirnentwicklung und den daraus resultierenden neurologischen Konsequenzen). Die
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Eignung von Tieren, die unter diesen Bedingungen gehalten werden, ist demnach laut
WURBEL fiir die Forschung (insbesondere die Verhaltensneurologie) in Frage zu stellen
(Wirbel, 2001). Die Hausmaus Mus musculus, von der die heutigen Labormause
urspringlich abstammen, ist fir ihre hohe Adaptationsfahigkeit bekannt. Dies ermdglicht
es ihr dem Menschen (und damit mdglichen essentiellen Ressourcen) auch in variierenden
Lebensraumen zu folgen (Latham et al., 2004). Tiere dieser Spezies in reizarmen, wenig
strukturierten Kafigen zu halten, beeintrachtigt nicht nur deren Wohlbefinden, sondern
tragt laut diversen Untersuchungen auch zu einer reduzierten Reproduzierbarkeit von
Versuchen bei (Richter et al., 2009; Wolfer et al., 2004). Das , Environmental Enrichment"
ist scheinbar die potenteste Methode, um auf der einen Seite stereotypes Verhalten
vorzubeugen und auf der anderen Seite das Wohlergehen der Tiere zu maximieren (Daigle
et al., 2014; Mason et al., 2007). Als Kafiganreicherung werden alle Veranderungen der
Haltungsbedingungen bezeichnet, die die Frequenz und die Vielfalt natlrlicher
Verhaltensweisen steigern, das Auftreten abnormalen Verhaltens minimieren und die
Fahigkeit Herausforderungen zu bewaltigen, die die artifizielle Umgebung mit sich bringt,
maximieren (Leach et al., 2000). Dabei sollte sich die Gestaltung des Kéafigs stets an den
natlrlichen Bedingungen, in denen die jeweilige Spezies lebt, orientieren. Fiir eine normale
Gehirn- und Verhaltensentwicklung steht dabei eher das optimale als das maximale
Enrichment im Vordergrund (van Praag et al., 2000). Eine der potentiell wertvollsten
Ressourcen flir Mduse ist das geeignete Nestmaterial (Olsson and Dahlborn, 2002). Mause,
die in einem Versuch entweder nur Nestmaterial (Baumwolle) oder zusatzlich noch Kletter-
und Versteckmdglichkeiten angeboten bekommen (die sich in einer Gruppe Uber den
gesamten Versuchszeitraum nicht @andern und in der anderen Gruppe neun verschiedene
Kombinationen zusammengestellt werden), zeigen deutlich gesunkene Stereotypie-Levels
im Gegensatz zu Tieren desselben Stammes, die ohne Kafiganreicherung gehalten werden.
Allerdings lasst sich kein Unterschied zwischen den verschiedenen Enrichment-Regimen an
sich auf die Entwicklung von Stereotypien und Angst-assoziiertem Verhalten feststellen
(Gross et al., 2011). Entscheidend ist dabei auBerdem, in welcher Lebensphase ein Tier
mit der Kafiganreicherung konfrontiert wird. Das sogenannte ,early enrichment", also die
Haltung in ausgestalteten Kafig bereits in sehr jungem Alter kann zu einer deutlichen
Absenkung der Stereotypie-Pravalenzen flihren, welche selbst dann beibehalten werden
kann, wenn die Tiere in spateren Lebensphasen in karge Kafige Gberfliihrt werden (Cooper
et al., 1996a; Jones et al., 2011; Powell et al., 2000). Daten, dass die Kafiganreicherung
bei Mdusen im Alter von wenigen Wochen, sechs Monaten und elf Monaten die Stereotypie-
Levels gleichermaBen effektiv herabgesenkt hat, weisen darauf hin, dass zu diesem
Zeitpunkt die Stereotypien noch nicht vollstédndig entwickelt und emanzipiert waren(Gross
et al., 2011; Gross et al., 2012). Je alter ein Tier wird und je etablierter das stereotype

Verhalten ist, desto schwieriger scheint es zu sein, dieses Verhalten zu durchbrechen und
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desto geringer wird die Motivation des Tieres Zugang zu einem ausgestalteten Kafig zu
erlangen (Tilly et al., 2010).

Zur zweiten Kategorie gehdrt ebenfalls die pharmakologische Behandlung abnormal
repetitiven  Verhaltens. Besonders  erwiesen haben sich  hier Serotonin-
Wiederaufnahmehemmer, wie Fluoxetin und trizyklische Antidepressiva, wie Clomipramin
(Mills and Luescher, 2006). Eine Zwischenstellung zum Verhindern stereotypen Verhaltens
nimmt die Elimination durch gezielte Zucht ein, wobei die genetische Komponente bei der
Entwicklung von Stereotypien nicht abschlieBend geklért ist. Bei Rdételmdusen und
Afrikanischen Striemen-Grasmadusen scheint der genetische Einfluss auf die Entwicklung
stereotypen Verhaltens in Tochtergeneration gegeben zu sein. Hier war der Nachwuchs
stereotyper Elterntiere drei bis sieben Mal haufiger ebenfalls stereotyp. Diese Ergebnisse
wurden mit cross-fostering Versuchen bestatigt. Wobei sich zusatzlich ein starkerer
maternaler als paternaler Beitrag zur genetischen Transmission stereotypen Verhaltens
herausstellte. Die Frage, inwieweit auch die Form des stereotypen Verhaltens
weitergegeben wird, ergab unterschiedliche Erkenntnisse (Jones et al., 2008; Schoenecker
and Heller, 2000; Schwaibold et al., 2001). Auch wenn stereotype Tiere z.T. eine
gesteigerte Reproduktionsleistung aufweisen (Jones et al., 2010b), gestaltet sich die
Zucht oft schwierig und diverse Zuchtparameter scheinen stark spezies- und
stammabhdngig zu sein. Dem abnormalen Verhalten durch gezielte Zucht
entgegenzuwirken, erweist sich zusammenfassend als ethisch diskussionswiirdig.
Verhaltensabweichungen weisen, zumindest in manchen Fallen, auf Missstande der
Haltungsbedingungen und die damit verbundenen Einschrankungen in der Expression
speziesspezifischen Verhaltens hin. Diese Anzeichen ziichterisch zu eliminieren, wirde die
Gefahr mit sich bringen, Tiere zu kreieren, die widerstandsfahig und robust sind,
dementsprechend potentiell eingeschranktes Wohlbefinden nicht mehr durch

Verhaltensanzeichen kenntlich machen.

2.12 Individualitat und Animal Personality

Die Haltungsbedingungen, die bei einigen FBN/NJ-Mausen zur Ausbildung stereotypen
Verhaltens flihren und bei anderen nicht, sind fir alle Tiere identisch. Demzufolge musste
auch die, fiur die Entwicklung stereotypen Verhaltens als ursachlich beschriebene,
Limitierung des speziesspezifischen Verhaltens fir alle Individuen unter diesen
Bedingungen gleich sein. Dazu kommt, dass es sich bei den Tieren des FVB/NJ]-
Mausstamms um Geschwistertiere eines Inzuchtmausstammes mit nahezu 100%iger
genetischer Ubereinstimmung handelt. Unklar bleibt, warum manche Tiere unter diesen
Umstdnden Stereotypien entwickeln und andere nicht. Eine Erklarung dessen kénnte das
evolutionsbiologisch begriindete Streben nach Individualitdt sein. Die phanotypische

Variabilitat beschreibt in der Biologie die Unterschiedlichkeit der Individuen einer Art.
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Hintergrund dessen bildet die genetische Variabilitét. Sie ist die Voraussetzung flr die
Evolution einer Art, indem sie durch neue Kombinationen genetischer Anlagen eine
optimale Anpassung an sich verandernde Umweltbedingungen ermdéglicht. Damit
einhergehend, entwickeln sich zwischen den Individuen einer Art fortwahrend
divergierende somatische (koérperliche), morphologische (anatomische), physiologische
und biochemisch-immunologische Eigenschaften, als Ausdruck einer Individualitdt heraus.
Der Erhalt der Individualitat innerhalb einer Spezies bildet die Grundlage flir die genetische
Abgrenzung der Individuen voneinander und stellt so die Voraussetzung flr die Evolution
neuer Spezies dar (Wrede, 2013). AuBerdem haben Erkenntnisse aus der Forschung zur
Persdnlichkeit von Tieren gezeigt, dass es Unterschiede im Verhalten und in der Plastizitat
des Verhaltens in Bezug auf die Umweltbedingungen/-anderungen gibt. Der Begriff der
Persdnlichkeit von Tieren (Animal Personality) beschreibt stabile individuelle
Verhaltensunterschiede, die zwischen den Individuen einer Population variieren und
innerhalb der Individuen zeitlich bestédndig ausgepragt sind. Unterschieden wird dabei ein
Verhaltenstyp (behavioural type) als Merkmal eines Individuums, dass die zeit- und
kontextunabhangige Bestandigkeit des Verhaltens innerhalb eines Individuums beschreibt
und Verhaltenssyndrome (behavioural syndromes), welche als Merkmal einer Population
verstanden werden und die Konstanz des Verhaltens zwischen Individuen innerhalb einer
Population beschreiben. Laut REALE werden die Begriffe Persénlichkeit, Temperament und
Individualitat haufig simultan verwendet und beziehen sich auf die finf Hauptmerkmale
des individuellen Verhaltens: Aktivitat, Mut / Scheu (boldness / shyness;
Verhaltensantwort auf potentiell bedrohliche Situationen), Exploration (Verhaltensantwort
auf unbekannte Situationen), Aggressivitat und Soziabilitdt (Réale et al., 2007). Obwohl
per definitionem die individuellen Unterschiede im Verhalten Giber verschiedene Zeitpunkte
hinweg konstant bleiben, bedeutet das nicht, dass sie festgesetzt sind. Das heift,
Verhaltensmerkmale sind plastisch und passen sich in gewissem MaBe an die aktuelle
Situation an. Die Heterogenitdt der Umweltbedingungen erfordert evolutionsbiologisch
bedingt eher eine Verhaltensplastizitat als eine Verhaltensbestdandigkeit. Die definierte
zeitliche Konstanz eines Verhaltenstyps bedeutet, dass das Verhalten eines Individuums in
einer bestimmten Situation bzw. einem bestimmten Kontext zuverldssig von dem
Verhalten anderer Individuen derselben Population abweicht. Beispielsweise errichten viele
Spezies (Population) ihre Habitate eher in Gebieten, die wenigen Pradatoren ausgesetzt
sind (behavioural syndrome). Eher mutige Individuen dieser Population (behavioural type)
zeigen diese Verhaltensweise im Errichten ihres Habitats eher weniger. Studien von HERDE
und ECCARD an Wildmausen haben allerdings gezeigt, dass diese Verhaltensunterschiede
zwar Uber kurze Zeitspannen hinweg stabil sind, sie sich aber (ber verschiedene
Lebensphasen hinweg (unreif vs. hormonelle Reife) flexibel gestalten (Herde and Eccard,
2013). Zudem stellte sich heraus, dass es im Rahmen des behavioural syndromes

Zusammenhdnge zwischen Verhaltensmerkmalen gibt, die mit der Korrelation wichtiger
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Etappen des Lebenszyklus' einhergehen. So fiihren individuelle Unterschiede in der
Aktivitat, Mut und Aggressivitat zu Unterschieden im Wachstum, der Fruchtbarkeit und der
Reproduktion (Biro et al., 2008). Dem Konzept der Animal Personality folgend, sollten auch
das Auftreten und die Haufigkeit (und vielleicht sogar die Auspragung) von Stereotypien
unter bestimmten Haltungsbedingungen vorhersagbar zwischen Individuen variieren. Die
Entwicklung stereotypen Verhaltens kann Ausdruck einer individuell divergierenden
Adaptation an (potentiell aversive) Umweltbedingungen sein und die damit einhergehende
gesteigerte physische Aktivitat wiederum zu der Ausbildung eines gewissen metabolischen
Phanotyps mit potentiell gesteigerter immunologischer Kompetenz beitragen. Bisher ist
nicht geklart, inwiefern und in welchem AusmaB das Ausliben stereotypen Verhaltens den
Metabolismus eines Tieres beeinflusst und wie sich die Auswirkungen der erhdhten Aktivitat
auf das Immunsystem der Tiere darstellen. Ein Marker biologischer Fitness ist die Kapazitat
des Immunsystems eines Individuums. Gesteigerte physische Aktivitat korreliert mit einem
intakten Immunsystem, wobei ein intaktes Immunsystem gleichzeitig die Voraussetzung
fir physische Aktivitdt darstellt. Folglich korrelieren Anderungen im Verhalten, die mit
gesteigerter physischer Aktivitdt einhergehen, gleichzeitig mit der Leistungsfahigkeit des
Immunsystems. Eine spezifische Verhaltensweise kann sich dann als evolutionar
erfolgreich durchsetzen, wenn diese dem Individuum persénliche Vorteile bringt und in
einer Sicherung von Nachkommen resultiert. Dieser Ansatz folgt damit der sogenannten
,Pace-of-life syndrome"- Hypothese, die besagt, dass diese Zusammenhdnge durch
Koevolution als Anpassung an bestimmte Umweltbedingungen entstanden sind (Réale,
2010). So bedingt z.B. eine gesteigerte Aggressivitat den Erwerb essentieller Ressourcen,
was potentiell mit der Koevolution hoher Wachstumsraten einhergeht. Allerdings erhéht
Aggressivitdat wiederum die Mortalitat und fihrt so zu einer Selektion auf friihe sexuelle
Reife und intensive Reproduktion in frithen Lebensphasen (Biro et al., 2008). Nach dieser
Hypothese wdre eine Kovarianz zwischen stabilen individuellen Unterschieden im Verhalten

(z.B. Aktivitat), der Kapazitat des Immunsystems und des Metabolismus zu erwarten.
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3 Zielsetzung

Um einen Beitrag zum Refinement von zu Versuchszwecken gehaltenen Tieren zu leisten,
muss grundlegend das Verhalten der betreffenden Tiere verstanden werden. Im Rahmen
der vorliegenden Arbeit soll deshalb das stereotype Verhalten von FVB/NJ]-Mausen,
exemplarisch flr stereotype Mauslinien, erstmals detailliert charakterisiert werden und das
so erlangte Verstandnis Uber die Entwicklung und die Konsequenzen stereotypen
Verhaltens systematisch zusammengetragen werden und zur Klarung folgender

Hypothesen beitragen:

1. Das Auftreten von Stereotypien variiert zwischen Individuen und ist Ausdruck

von unterschiedlichen Persénlichkeitstypen.

2. Das Verhalten korreliert mit einem metabolischen Phanotyp und tragt dariber

zur Entwicklung der Individualitat eines Lebewesens bei.

3. Die beobachteten Stereotypien bei FVB/N]J-Mausen kovariieren mit einem
proaktiven Personlichkeitstyp (gesteigerter Aktivitdt= Fitness), proximat
bedingt durch eine glinstigere metabolische Stoffwechsellage.

4. Nicht alle Stereotypien sind als Ausdruck des Leidens zu verstehen.

5. Die Verwendung stereotyper Tiere in metabolisch-orientierten Studien

beeinflusst die Validitat der Ergebnisse.
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4 Eigene Untersuchungen
4.1 Tierversuch

Der Tierversuch und die damit verbundenen Eingriffe wurden vom Landesamt flr
Arbeitsschutz, Verbraucherschutz und Gesundheit Brandenburg gepriift und unter der
Tierversuchsnummer G 2347-43-2014 genehmigt. Alle Eingriffe wurden unter Beachtung
des Deutschen Tierschutzgesetzes und der Tierschutzversuchstier-Verordnung
durchgefihrt. Die Mause wurden entsprechend ausgearbeiteter Richtlinien der FELASA
(www.felasa.eu/guidelines.php) und der nationalen Gesellschaft fiir Versuchstierkunde GV-

SOLAS (www.gv-solas.de/index.html) untergebracht und behandelt.

4.1.1 Tiere und Tierhaltung

Die Mause stammen aus der hausinternen Zucht der Zentralen Versuchstierhaltung des
Deutschen Instituts fir Erndhrungsforschung (DIfE), Max-Rubner-Laboratorium (MRL),
Arthur-Scheunert-Allee 114-116, 14558 Nuthetal. Die Tiere wurden unter SPF-
Bedingungen (spezifiziert pathogenfrei) gezichtet und aufgezogen. Ab Versuchsbeginn
erfolgte die Haltung der Mause in individuell ventilierten Kéfigen (IVC) mit den InnenmaBen
16 x 30,5 x 13 cm (B x L x H), die als offene Kafige genutzt wurden. Riech- und
Sichtkontakt war demzufolge stets gewahrleistet. Es wurden standardisierte
Haltungsbedingungen, wie in Tabelle 4-1 aufgelistet, mit einem circadianem Tag-/
Nachtrhythmus mit je einer halben Stunde Dammerungsphase, eingehalten. Die Kafige
waren mit Espenholzschnitzeln als Einstreumaterial und Papierhandtichern und Baumwoll-
Nestlets als Nistmaterial ausgestattet. Die Tiere hatten ad libitum Zugang zu Futter und
Wasser. Alle Mause wurden taglich visitiert und der Verbrauch von Futter und Wasser

regelmaBig kontrolliert.

Tabelle 4-1: Standardhaltungsbedingungen der Versuchstiere dieser

Studie.

Hell-Dunkel-Rhythmus 12:12 Stunden (06.00-18.00 Uhr)
Raumtemperatur 22 £0,5°C

Relative Luftfeuchte 50 £ 10 %

RaumgroBe 18,9 m2

20



4 Eigene Untersuchungen

4.2 Studiendesign

Der Versuch begann mit der Verpaarung der Parentalgeneration und der Erfassung diverser
Zuchtparameter. Wie in Abb. 4-1 dargestellt, startete mit der Geburt von Jungtieren in der
Fi-Generation die Beobachtung der Parentalgeneration, in der das maternale Verhalten
erfasst wurde. Vom Absetzen an, (ber einen Zeitraum von 11 Wochen, wurden
anschlieBend die Tiere der Fi-Generation kontinuierlich beobachtet, bis zum Versuchsende
woéchentlich Kotproben gesammelt und das Kérpergewicht bestimmt. Zuséatzlich erfolgten
begleitende Untersuchungen, wie Blutentnahmen (BE), die nicht-invasive Messung der
Kérperzusammensetzung mittels Kernspinresonanzspektroskopie (NMR), Verhaltenstests
(Open Field) und die Erfassung der Futter- und Wasseraufnahme und der
Bewegungsaktivitat im Kafig der Indirekten Tierkalorimetrie (ITK) flr jeweils 24 Stunden

Uber den Zeitraum einer Woche.

Koérpergewicht
Fazessammlung

Videobeobachtung

Geburt Absatz W2 W7 W10 W11 W12 W13
Maternales Verhalten NMR BE BE 3x Open Field ITK NMR
NMR BE
Sektion

Abb. 4-1: Studiendesign dargestellt als zeitlicher Verlauf. (NMR= Nuclear Magnetic Resonance
Spectroscopy; BE= Blutentnahme; ITK= indirekte Kalorimetrie; W2 (...13) = Versuchswoche 2 (...13)).

4.2.1 Parentalgeneration

Zehn weibliche FVB/NJ-Mause (4 nicht-stereotype, 6 stereotype) wurden 2:1 (2 Weibchen,
1 Bock) mit nicht-stereotypen Mannchen verpaart. Die Zucht wurde mittels taglicher Plaque
Kontrolle und Kérpergewichtserfassung Giberwacht. Da die vaterliche Firsorge nicht explizit
analysiert werden sollte und um unvorhergesehene Einfllisse durch biparentale Aufzucht
zu vermeiden, wurden die Weibchen bei den ersten Anzeichen einer Trachtigkeit separiert.
Durch Erfahrungen in der Zucht von FVB/NJ-Mausen im MRL war bekannt, dass -
insbesondere bei stereotypen Muttertieren - oft hohe Aufzuchtverluste zu verzeichnen
sind, daher wurden die Zuchtkafige und die K&fige zur Beobachtung des maternalen
Verhaltens zusatzlich mit Papphdusern ausgestattet. Es wurde vermutet, dass die
Muttertiere ihre Nachkommen durch die Ausibung stereotypen Verhaltens physisch

traktieren, sozusagen ,Uberrennen®, die Papphduser sollten hier einen Schutz darstellen.
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4.2.2 Nachzucht

Die Wirfe wurden am 22. Lebenstag abgesetzt. Zuchtparameter, wie die WurfgroBe,
Geschlechterproportionen und Aufzuchtverluste wurden dokumentiert. 35 FVB/NJ-Mause
(19 weiblich, 16 mannlich) der Fi-Generation bildeten die Versuchstiere fiir den folgenden
Verlauf der Studie. Fir die detaillierte Beurteilung des Nachzuchtverhaltens wurden diese
Tiere vom Absatz bis zum Ende des Versuchs einzeln gehalten. Die Einteilung der Tiere zu
den entsprechenden Gruppen (stereotyp = ST; nicht-stereotyp = nST) erfolgte im Laufe
des Versuchs, abhangig davon ob stereotypes Verhalten gezeigt wurde oder ausblieb. So

ergaben sich die in Tabelle 4-2 dargestellten Versuchsgruppen:

Tabelle 4-2: Gruppeneinteilung.

Versuchsgruppe gesamt weiblich mannlich
nicht-stereotyp (nST) 16 7 (44%) |9 (56%)
stereotyp (ST) 19 12 (63%) |7 (37%)

4.3 In vivo Methoden

4.3.1 Videoiiberwachung

Die Erfassung des maternalen Verhaltens und des Nachzuchtverhaltens erfolgte unter
Verwendung Infrarot-empfindlicher Kameras. Wie in Abb. 4-2 zu erkennen ist, gab es vier
offene Haltungsregale mit je drei Einlegebéden, von denen jeweils zwei Regale
hintereinander standen. In jedem der beiden Regalsysteme befanden sich in einem Regal
die Kafige, wahrend auf dem anderen Regal dahinter (senkrecht zur Langsachse des
Kafigs) die Kameras positioniert waren. In jeder Regalebene standen nebeneinander drei
Kafige, respektive drei Kameras. Mit der Kamera-spezifischen Software wurden
Videoaufzeichnungen angefertigt und auf einer externen Festplatte gespeichert, anhand
derer die Auswertung erfolgte. Die Beobachtung der Tiere der Fi-Generation (n=35)

erfolgte in zwei Etappen, sodass 18 Kameraplatze ausreichten.
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Abb. 4-2: Regalsystem und Kameraplatzierung zur videogestiitzten Beobachtung der Tiere.
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4.3.2 Maternales Verhalten

Die Beobachtung des muitterlichen Verhaltens erfolgte Giber einen Zeitraum von 21 Tagen
nach der Geburt von Jungtieren. Die Verhaltensbeobachtungen wurden in den in Abb. 4-3
dargestellten drei 7-Tage-Intervallen durchgefiihrt. Zu der jeweiligen Uhrzeit wurde das
Verhalten fir je 30 Minuten erfasst und innerhalb der 30 Minuten alle drei Minuten
ausgewertet (Beispiel: 0.00, 0.03, 0.06, 0.09, 0.12, 0.15, 0.18, 0.21, 0.24, 0.27, 0.30
Uhr). Sodass das Verhalten jedes Muttertiers Uber den gesamten Versuchszeitraum 1155

Mal detektiert wurde.

Intervall 1: 0.00 Uhr 6.00 Uhr 10.00 Uhr 14.00 Uhr 18.00 Uhr
Intervall 2: 1.00 Uhr  7.00 Uhr 11.00 Uhr 15.00 Uhr 19.00 Uhr
Intervall 3: 2.00 Uhr 8.00 Uhr 12.00 Uhr 16.00 Uhr 20.00 Uhr

= 5x 30 min / Tag

Verhalten alle 3 Minuten erfasst:

= 11 Beobachtungen / 30 min

5 x 30 min @ 11 Beobachtungen

= 55 Beobachtungen / Tier / Tag

5 x 30 min @ 11 Beobachtungen Uber 21 Tage
= 1155 Beobachtungen / Tier / Versuch

Abb. 4-3: Auflistung der Beobachtungsintervalle und der Gesamtbeobachtungen pro
Muttertier wahrend der Erfassung des maternalen Verhaltens.

Zur detaillierten Erfassung des maternalen und des nicht-mutterlichen Verhaltens wurde
ein, in Tabelle 4-3 gezeigtes, eigens entwickeltes Protokoll verwendet. Die Beurteilung des
maternalen Verhaltens erfolgte hierbei in Ubereinstimmung mit den Methoden von MYERS
(Myers et al., 1989) und CHAMPAGNE (Champagne et al., 2003). Um das nicht-mitterliche
Verhalten zu evaluieren, basierte das Protokoll auf dem Maus-Ethogramm der Stanford
School of Medicine ( http://mousebehavior.org/). Erfasst wurde hierbei auch, wo sich das
Muttertier innerhalb des Kafigs aufhielt; im Nest oder auBerhalb des Nests und ob das
Muttertier Kontakt zu seinen Jungen hatte oder nicht. Im Falle einer direkten Interaktion
mit den Nachkommen, wurde unterschieden ob das Muttertier ein Junges geputzt oder
gepflegt (grooming pup), getragen (carrying pup) oder gesaugt hat. Hierbei wurden
zusatzlich die verschiedenen Positionen zum Saugen (nursing posture) differenziert. Die

arched-back nursing posture stellt die intensivste und gleichzeitig die flr das Muttertier
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anstrengendste Form des Saugens dar (Caldji et al., 1998). Die Mutter positioniert sich
hierbei wie ein Schutzschild tiber den Wurf, ihre GliedmaBen vom Kérper gespreizt und den
Ricken in Form eines Bogens dorsal-konvex gebogen. Bei der blanket Saugeposition liegt
das Tier auf der Seite wahrend die Jungen gesdaugt werden. Wahrend des passiven Saugens
zeigt das Muttertier gleichzeitig anderes Verhalten, wie z.B. fressen oder Nestbauverhalten.
Das Saugen erfolgt in dem Moment eher zuféllig, passiv und unter der Anstrengung der
Jungen, weniger der Mutter. Fir die weiteren Darstellungen und die Auswertung wurden
diese Verhaltensweisen unter jeglichen Interaktionen mit den Nachkommen
zusammengefasst (interaction with pups). Bei den nicht-mitterlichen Verhaltensweisen
wurde unterschieden ob das Muttertier gerade Nestbauverhalten (manipulating nest
shavings) gezeigt hat, es sich erholt bzw. geschlafen (resting) oder sich geputzt (self-
grooming) hat. Beim resting wurde jedes Verhalten detektiert, bei dem sich das Muttertier
vom Wurf separiert hat, um sich auszuruhen. Zumeist legte es sich hierbei flach auf den
Boden, entweder mit offenen oder geschlossenen Augen. AuBBerdem wurde aufgezeichnet
ob das Tier gefressen (eating) oder an Einstreumaterial oder Kotpellets geknabbert
(gnawing) hat. FUr die Analysen als ,anderes Verhalten" (other) zusammengefasst wurde:
ob das Tier getrunken (drinking), sich auf den Hinterbeinen aufgestellt (rearing),
geschniiffelt (sniffing) oder in der Einstreu gegraben (digging) hat, an der Futterraufe oder
dem Kafiggitter geklettert (climbing) oder gelaufen (walking) ist oder ob es im Moment der
Beobachtung den Kafig oder die Umgebung erkundet (scanning), uriniert (urination) oder
defdkiert (defecation) hat. AuBerdem wurde erfasst ob es Zeit mit stereotypem Verhalten

(stereotypy) verbracht hat.
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Tabelle 4-3: Protokoll zur detaillierten Erfassung des maternales Verhaltens wahrend der ersten 21

Tage post partum.

Location of mother

in nest

out of nest

Maternal behaviour

contact with pup

no contact with pup

grooming pup

carrying pup

Nursing porsture

arched nursing

blanket nursing

passive nursing

interaction with pups

Non-maternal
behaviour

manipulating nest shavings

resting

self-grooming

eating

gnawing

drinking

rearing

sniffing

digging

climbing

walking

scanning

urination/defecation

other

stereotypy

4.3.3 Nachzuchtverhalten

Das Verhalten der Nachkommen wurde vom Absatz bis zur Versuchswoche 12

kontinuierlich erfasst. Die Tiere wurden in drei 4-Wochen-Intervallen beobachtet (Abb. 4-

4). Hierbei wurden sie flinf Mal am Tag flir je eine halbe Stunde tGberwacht, wobei innerhalb

der 30 Minuten das gezeigte Verhalten alle drei Minuten differenziert wurde. Sodass das

Verhalten jedes Tieres im Rahmen der 12 Wochen insgesamt 4620 Mal erfasst wurde.

Allerdings gab es in einer Nacht technische Probleme, deshalb fehlen bei den ersten zehn

Tieren vier Aufnahmeperioden, also 44 Beobachtungen.
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Intervall 1: 0.00 Uhr 6.00 Uhr 10.00 Uhr 14.00 Uhr 18.00 Uhr
Intervall 2: 1.00 Uhr  7.00 Uhr 11.00 Uhr 15.00 Uhr 19.00 Uhr
Intervall 3: 2.00 Uhr 8.00 Uhr 12.00 Uhr 16.00 Uhr 20.00 Uhr

= 5x 30 min / Tag

Verhalten alle 3 Minuten erfasst:

= 11 Beobachtungen / 30 min

5 x 30 min @ 11 Beobachtungen

= 55 Beobachtungen / Tier / Tag

5 x 30 min @ 11 Beobachtungen Uber 12 Wochen

= 4620 Beobachtungen / Tier / Versuch

Abb. 4-4: Auflistung der Beobachtungsintervalle und der Gesamtbeobachtungen pro
Tier wahrend der Erfassung des Nachzuchtverhaltens.

Zur Beurteilung des Verhaltens der Tiere wurde ein Protokoll erstellt, dass sich wiederum
an dem Maus-Ethogramm der Stanford School of Medicine ( http://mousebehavior.org/)
orientiert. Erfasst wurde hierbei, ob das Tier zum Zeitpunkt der Beobachtung inaktiv war
(immobility). Dazu zahlte, ob es geschlafen oder sich ausgeruht hat oder ob es sich im
Nest befand und das genaue Verhalten nicht detektiert werden konnte. Alle anderen
Verhaltensweisen wurden identisch zur Erfassung des nicht-mutterlichen Verhaltens
definiert und evaluiert. Um den Bias durch den Beobachter zu reduzieren, wurden die
Kafigzuordnungen bei den Videoauswertungen ausgeblendet und die Kameranummern
taglich gewechselt. Die Zuordnung der Videoauswertung zu den entsprechenden Tieren

erfolgte jeweils erst nach der Analyse.
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Tabelle 4-4: Protokoll zur detaillierten Erfassung des Nachzuchtverhaltens.

immobility

manipulating nest shavings
self-grooming

eating

gnawing

climbing

rearing

digging

drinking

sniffing

walking other
scanning

Offspring behaviour

urination/defecation

stereotypy

Stereotypes Verhalten

Die FVB/NJ] Mause, die in dieser Studie Verwendung fanden, zeigen vorrangig drei Formen
stereotypen Verhaltens. Das Kreiseln, oder ,circuit running", ist definiert als das
anhaltende Ablaufen einer identischen kreisférmigen Route entlang des Kafigbodens im
oder entgegen des Uhrzeigersinns. Das ,,back-flipping" ist ein Rickwartssalto entlang
der Langsseite des Kafigs, der entweder an der Futterraufe oder auf der
gegeniberliegenden Kafigseite beginnt und je auf der entsprechend anderen Seite endet,
mit oder ohne Einbeziehung des Kafiggitters wdhrend des Sprungs. Diese beiden
Verhaltensweisen wurden als stereotyp definiert, wenn sie mindestens drei Mal
nacheinander gezeigt wurden, ohne Pausen zwischen den Verhaltensabldufen, die langer
als drei Sekunden waren. AuBerdem zeigen FVB/NJ] Mduse stereotypes ,,wire gnawing",
auch bekannt als ,bar-mouthing”. Damit ist gemeint, dass die Tiere mit den
VordergliedmaBen am Kafiggitter hangen, wahrend sie es vehement mit den Zahnen
benagen. Dies kann punktuell geschehen oder wahrend sich die Tiere entlang der
Gitterstdbe bewegen. Das Benagen des Kédfiggitters wurde als stereotyp definiert, wenn es
Uber einen Zeitraum von mindestens zehn Sekunden wiederholt wurde und ohne Pausen,

die langer als drei Sekunden waren, ausgefihrt wurde.

4.3.4 Open Field Test

Im Rahmen des Open Field Tests werden die Tiere in eine neue Umgebung verbracht. Dies
stellt eine Situation dar, in der sie mit bisher unbekannten Gerlichen, Gerauschen und
Lichtverhaltnissen konfrontieren werden. Bei dem Open Field Test handelt es sich um eine

validierte Methode, um das Raumnutzungsverhalten von Mausen zu beurteilen, angstliches
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und exploratives Verhalten zu charakterisieren und Rickschlisse auf die korperliche

Fitness des Tieres zu ziehen (Belzung and Griebel, 2001).

Konstruktion

FlUr diese Studie wurde ein kreisformiges Open Field mit einem Innendurchmesser von 95
cm konstruiert (Abb. 4-5). Die 50 cm hohen Wande des Open Fields bestanden aus
Edelstahlblech. Da das automatisierte Aktivitatsiberwachungssystem (ANY-maze Version
4.99 m; Stoelting, Irland) mit dem das Aktivitatsprofil der Tiere aufgezeichnet wurde, mit
Farbkontrasten arbeitet, um die Tiere zu erkennen und die FVB/NJ Mause albinotisch sind
(dementsprechend die Fellfarbe weil3 ist), musste das gesamte Open Field mdglichst in
dunklen Farbténen gehalten werden. Die Wande des Open Fields wurden daher mit
schwarzer, matter Tafelfolie beklebt. Den Untergrund des Testsystems bildete
dunkelbraunes Linoleum. Das Open Field wurde mit indirektem Licht beleuchtet und die
umgebenden Wande mit weiBem Stoff abgedeckt. GroBe Wichtigkeit bestand hierbei darin,
keine Schatten zu verursachen, da diese potentiell die Testergebnisse beeinflussen
kénnten. Uber dem Open Field, in 150 cm Héhe, befand sich die Kamerahalterung. An ihr
waren zwei Kameras befestigt. Eine wurde zur Aufzeichnung des Tieres genutzt (HD Pro
Webcam C920; Logitech, Lausanne, Schweiz) und war mit der Software verbunden, die
andere diente lediglich als Infrarotquelle (DCS-932L; D-Link GmbH), um das Tier auch bei

Nacht verfolgen zu kénnen.

Abb. 4-5: Konstruktion des Open Fields zur Erfassung des Explorationsverhaltens. Links schematisch,
rechts im Versuchsaufbau.
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Zonierung des Open Fields

Gedanklich wurde das Open Field in drei Bereiche (Zentrum, mittlere Zone, auBere Zone)
aufgeteilt. Das Zentrum wurde als der Bereich definiert, der durch die Transportplattform
begrenzt war. Auf der Plattform wurden ein rotes Kunststoff-Haus und eine dunkelblaue
Serviette platziert, die mit einer nicht transparenten Abdeckung bedeckt waren. Diese, in
Abb. 4-6 gezeigte, Kombination reprasentierte den Ausgangspunkt fiir jeden Test und
lieferte Schutz und eine Nestbaumadglichkeit wahrend des 24-Stunden-Tests. Sie diente
auBerdem zum Transport des Tieres aus dem Kafig ins Open Field. Sobald die Abdeckung

abgenommen wurde, startete der Test.

Abb. 4-6: Kombination im Zentrum des Open Fields. Links mit Abdeckung zum Transfer der Tiere in das
Open Field, rechts ohne Abdeckung.

Die auBere Zone wurde als der Bereich definiert, der durch die Wande des Open Fields
begrenzt wurde, einschlieBlich eines 12 cm breiten inneren Korridors. Die mittlere Zone
war der Bereich zwischen der duBeren Zone und dem Zentrum (Abb. 4-7). Im Aufbau des
Open Fields dieser Studie hielt sich demzufolge ein besonders exploratives Tier vermehrt
in der mittleren Zone auf, wohingegen ein eher angstliches Tier viel Zeit im Zentrum,

respektive im Haus verbringt.

A

Zentrum Zentrum
/ Mittlere Zone Mittlere Zone
AuBere Zone AuBere Zone
___—

Abb. 4-7: Einteilung des Open Fields in die verschiedenen Zonen. (A) Schematische Darstellung (B) Im
Versuchsaufbau; Zonen mittels ANY-maze Software eingeteilt; mittlerer Querstreifen stellt das Messinstrument
zur Festlegung des Durchmessers des Open Fields dar.
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Wahrend des 24-Stunden-Open-Field-Tests wurde zusatzlich ein Bereich eingerichtet, in
dem sich eine Raufe mit Futter und Wasser ad libitum befand. Diese Raufe bestand aus
einem Kafiggitter eines Haltungskafigs, an dessen Ecken vier Edelstahlréohren als

Standbeine befestigt wurden.

Ablauf des Open Field Tests

Am Tag der Testung wurde die Maus aus dem Kafig genommen und mit Hilfe der im oberen
Abschnitt beschriebenen Transportplattform im Zentrum des Open Fields positioniert. Das
Tier hatte eine Minute Zeit sich zu akklimatisieren bevor die Abdeckung abgenommen
wurde und der Test startete. Jeder Open Field Test fand am Morgen zwischen 09.00 und
11.00 Uhr statt. Der erste Open Field Test wurde in der Versuchswoche zehn durchgeflihrt,
der zweite in der Versuchswoche 11, beide Tests dauerten je flinf Minuten pro Tier. Hier
wurden vor allen Dingen Parameter zur Beurteilung des Angst- bzw. Explorationsverhaltens
analysiert. Der dritte Test fand in Versuchswoche 12 statt und dauerte 24 Stunden, um
Daten zum Raumnutzungsverhalten und zur kérperlichen Fitness zu sammeln. Zwischen
jedem Tier wurde das Open Field mit Seifenwasser gereinigt und mit 70%igem Ethanol

desinfiziert.

Zielparameter

Das automatisierte Aktivitdtsiberwachungssystem registrierte die zurlickgelegten
Distanzen pro Tier (m), die durchschnittliche Fortbewegungsgeschwindigkeit (m/s), die
Rotationen des Tieres um die eigene Kdrperachse (im oder entgegen des Uhrzeigersinns)
und die Zeit, in der die Tiere inaktiv waren (s). Als inaktiv wurden hier Tiere erfasst, die
sich mindestens finf Sekunden lang nicht bewegt haben. Es wurde festgelegt die
Korpermitte des Tieres als Bezugspunkt zu verwenden, um den Eintritt in bzw. den Austritt
aus einer bestimmten Zone aufzuzeichnen. Abhangig von dieser Einstellung, wurde

auBerdem die Zeit (s) gemessen, die das Tier in dem jeweiligen Bereich verbracht hat.

4.3.5 Indirekte Tierkalorimetrie

In der Versuchswoche 12 wurden die Tiere in die Messeinrichtung der ITK (Phenomaster,
TSE Systems, Bad Homburg, Deutschland) verbracht. Zunachst hatten die Mause zwei
Tage Zeit zur Adaptation. In dieser Zeit wurde die Futter- und Wasseraufnahme
kontrolliert, um zu Uberpriifen ob die Tiere sich an die speziellen Futterraufen und
Trankeinrichtungen, die mit einer Hangewaage versehen waren, gewdhnt haben. Die
Kéfige entsprachen von der GroBe und der Einrichtung her den urspringlichen
Haltungskafigen. Allerdings handelt es sich hierbei um Respirationskdfige mit einem

speziell konstruierten, luftdicht verschlossenen Deckel ohne Kafiggitter, der eine
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kontinuierliche Zu- und Abfuhr von Atemluft ermdglicht. Mit Hilfe der Online-Messung der
Konzentration von Sauerstoff und Kohlendioxid in der Ein- und Ausatemluft kénnen der
Energieumsatz sowie der respiratorische Quotient (RQ) berechnet werden. Anhand des RQ
kann abgeschatzt werden, welche Substrate (Protein, Fett, Kohlenhydrate) der Organismus
zur Gewinnung von Energie vorwiegend heranzieht (Abschatzung der Substratoxidation).
AuBerdem erfolgten in diesen Kafigen die Bestimmung der Wasser- und Futteraufnahme.
Dartber hinaus wurde anhand von integrierten Infrarotschranken Aktivitatsprofile der Tiere

erstellt. Die eigentliche Messperiode betrug drei Tage.

4.3.6 Blutentnahmen

Blutentnahmen erfolgten zwei Wochen nach dem Absetzen, in Versuchswoche sieben und
final wahrend der Organentnahme zu Beginn der Versuchswoche 13. Die erste und die
zweite Blutentnahme erfolgten unter kurzer Isoflurananasthesie durch Punktion des
retrobulbaren Venenplexus. Dabei wurden durch einen Nackengriff die Halsvenen gestaut
und mit einer Kapillare unter Druck mit leichten Rotationsbewegungen im medialen
Augenwinkel in Richtung gegenlberliegendes Kiefergelenk durch die Konjunktiven der
Venenplexus punktiert und so ca. 100 pl in einer EDTA-beschichteten Microvette
aufgenommen. Die finale Blutentnahme erfolgte mittels Herzpunktion unter tiefer
Isoflurannarkose. Hierbei wurde das Tier in Riickenlage positioniert und von ventral leicht
links lateral des Sternums das Herz punktiert. So konnte etwa 1 ml Blut pro Tier

entnommen und wiederum in eine EDTA-beschichteten Microvette Uberfiihrt werden.

4.3.7 Blutanalyse

Aus den mit EDTA versetzten Microvetten wurde mit einem vollautomatischen
Hamatologieanalysegerat (Abacus Junior Vet; Guder Medizintechnik GmbH & Co. KG, Bad
Oeynhausen, Deutschland) ein Differentialblutbild erstellt und mittels Schnelltests die
Blutglucose (Contour next; Bayer AG, Leverkusen, Deutschland), Triglyceride, Cholesterin
und Laktat (Accutrend Plus; Roche, Berlin, Deutschland) bestimmt. Die Auswertung der

Blutwerte befindet sich im Anhang.

4.3.8 Bestimmung des Korpergewichts

Das Kdérpergewicht wurde beim Absetzen und von da an wéchentlich bis zum Versuchsende

erfasst.

4.3.9 Sammlung fakaler Proben

Ungefahr zehn Kotpellets wurden als zufallig ausgewahlte Proben wahrend des
wochentlichen Umsetzens aus dem Kafig der letzten Woche gesammelt und bei -20°C bis

zur weiteren Verwendung gelagert.
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4.3.10 Bestimmung der Kérperzusammensetzung

Die nicht-invasive Bestimmung der Koérperzusammensetzung erfolgte mittels
Kernspinresonanzspektroskopie (NMR; Echo MRI ™ - 100 H; Echo Medical Systems, USA)
beim Absatz, in Versuchswoche 7 und am Ende der Versuchswoche 12. Fir diese
Messmethode ist keine Narkose notwendig. Hierbei wird ein magnetisches Feld erzeugt und
dadurch die charakteristische Kernresonanz bestimmter Atome oder funktioneller Gruppen
verandert, wodurch Rickschliisse auf die Molekilstruktur gezogen werden kénnen. Diese
Eigenschaft wird flir die Unterscheidung von Muskelmasse und Fettmasse genutzt. Die
Messung erfolgt in einem Zeitraum von ca. 40 Sekunden. Dazu wurden die Tiere in eine
rote Plexiglas-Réhre von 6 cm Durchmesser verbracht, die in das Gerat eingeflihrt wurde.
Nach abgeschlossener Messung wurden die Tiere sofort wieder in ihren Haltungskafig

gesetzt.

4.3.11 Euthanasie

Zu Beginn der Versuchswoche 13, am Tag der Organentnahme, wurden die Tiere um 10.00
Uhr (£1h) mittels Isoflurannarkose tief andsthetisiert und via finaler Herzpunktion
entblutet. Ein Teil des Blutes wurde in einer mit EDTA versetzen Microvette aufgefangen

und bis zur Weiterverarbeitung auf den Rotator gelegt.

4.3.12 Bestimmung der Korperlange

Zur Bestimmung der Koérperlange wurde die Maus auf einem Korkbrett fixiert, dessen
Oberseite mit laminiertem Millimeterpapier bespannt war. Um die Nasenspitze sicher auf
Hohe der Nulllinie zu positionieren, wurde mit einer Kanile durch das Septum nasi
(Nasenscheidewand) gestochen und anhand des Millimeterpapiers die Lange von der

Nasenspitze bis zum Schwanzansatz, bzw. der Schwanzspitze gemessen.

4.3.13 Sektion

Entnahme des braunen Fettgewebes (BAT)

Zuerst wurde das Fell im Nackenbereich mit 70%igem Ethanol desinfiziert, die Haut
erd6ffnet und das nun zum Vorschein kommende braune Fettgewebe entnommen.
Vorhandene Anteile weiBen Fettes wurden entfernt, das braune Fettgewebe mit der

Feinwaage gewogen und in Kryoréhrchen in flissigem Stickstoff schockgefroren.

Entnahme des Gehirns

Der Kopf wurde mit einem Scherenschlag abgesetzt und die Haut vom Schadel ab
prapariert. Nun wurde das Os frontale zwischen den beiden Augenhdhlen mit einer Schere
durchtrennt und beidseits vom jeweiligen lateralen Augenwinkel bis zum Os occipitale
geschnitten ohne das Gehirn zu verletzen. Nun konnte die Schadeldecke nach caudal

angehoben und das Gehirn enthommen werden. Anteile des verlangerten Rickenmarks
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(Medulla oblongata) wurden entfernt, das Gehirn gewogen und in Kryoréhrchen in

flissigem Stickstoff schockgefroren.

Eroffnung der Bauchhéhle

Das Fell wurde wiederum mit 70%igem Ethanol bespriiht und die Bauchhéhle mit einem
U-féormigen Schnitt durch Haut und Muskulatur, beginnend im Beckenbereich,
fortschreitend bis zu den jeweiligen Rippenbdgen, eréffnet.

Entnahme der Milz

Die Milz wurde im caudalen Anteil mit der Pinzette gegriffen, von Pankreas, Fett und
Gekrose befreit und entnommen. Das Gewicht wurde mit der Feinwaage bestimmt. Das
craniale Drittel wurde abgetrennt und flUr histologische Analysen in Einbettkassetten
verpackt und in 4% Formaldehyd Uberfiihrt. Der caudale Anteil wurde in Kryordhrchen

transferiert und in flissigem Stickstoff schockgefroren.

Entnahme der Leber

Die Leber wurde an der ventralen Seite mit der Pinzette fixiert und unter Abtrennung der
Portalvene und anderer anatomischer Strukturen entnommen und das Gesamtgewicht
bestimmt. Ein Drittel des linken medialen Leberlappens (Lobus hepatis lateralis sinister)
wurde abgetrennt, in eine Histosette Uberfiihrt und in Formaldehyd fixiert. Der Lobus
hepatis medialis sinister und der Lobus hepatis medialis dexter wurden getrennt

voneinander je in ein Kryoréhrchen transferiert und in flissigem Stickstoff schockgefroren.

Entnahme des Herzens

Der Brustkorb wurde unter Durchtrennung der Rippen eréffnet und das Herz enthommen.
Eventuell noch intracardial vorhandenes Blut wurde durch vorsichtigen Druck aus dem
Herzen entfernt und das Herzgewicht bestimmt. Das Herz wurde in drei Teile zerlegt.
Herzbasis und Herzspitze wurden getrennt voneinander je in ein Kryoréhrchen gegeben
und in flissigen Stickstoff schockgefroren. Der mittlere Teil des Herzens wurde in eine

Histosette verpackt und in Formaldehyd fixiert.

Entnahme des Musculus quadriceps

Die Haut an der HintergliedmaBe wurde mit 70%igem Ethanol benetzt und danach entfernt.
Mit der einen Hand wurde der Unterschenkel fixiert, mit der anderen Hand der Muskel
beginnend an der Kniescheibe entlang des Femurs abgetrennt. Anhaftendes Fett wurde
entfernt. Der M. quadriceps des linken Beines wurde in einer Histosette in Formaldehyd
gegeben und der Muskel der rechten HintergliedmaBe in einem Kryordhrchen in flissigem

Stickstoff schockgefroren.
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Entnahme des Musculus soleus

Mit der einen Hand wurde die distale Extremitat des Tieres festgehalten. Dann wurde mit
einer spitzen Schere zwischen der Achillessehne und dem Unterschenkelknochen, bzw.
dem Calcaneus, eingestochen und die Achillessehne durchtrennt. Nun wurde das
abgetrennte Ende der Achillessehne mit einer Klemme fixiert und das gesamte Muskelpaket
des Unterschenkels nach proximal gezogen. Der sich nun auf der Unterseite aufspannende
dinne Muskel (M. soleus) wurde herausgetrennt. Der M. soleus des linken Beines wurde in
einer Histosette in Formaldehyd gegeben und der Muskel der rechten HintergliedmalBe in

Aluminiumfolie verpackt und in flissigem Stickstoff schockgefroren.

Lagerung der Organe
Alle Stickstoff-fixierten Organe wurden anschlieBend bei -80°C bis zur Weiterverarbeitung

gelagert. Die in Formaldehyd fixierten Organe wurden am Folgetag weiterverarbeitet.

4.4 Labordiagnostische Methoden

4.4.1 Analyse der fakalen Corticosteroide

Extraktion fakaler Corticosteroide

Angelehnt an die Methoden von RUNNING (Running, 2015) und KUO (Kuo et al., 2011),
wurden 0,14g (* 0,05 g) der aufgetauten fakalen Pellets eingewogen und mit der
neunfachen Menge 80%igen Methanols versetzt. Die Proben wurden dann fiir 20 Minuten
im Thermomixer bei 75°C gekocht und gleichzeitig bei 900 rpm geschiittelt. Nachdem finf
Keramikkugeln zu jedem Réhrchen hinzugefligt wurden, wurden die Proben zuerst manuell
zerkleinert und danach fir finf Minuten gevortext. AnschlieBend wurden sie bei 13.000 x
g und Raumtemperatur fiir zehn Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde bis zur

Weiterverarbeitung bei -20°C gelagert.

Fdkaler Corticosteron Assay

Die fakalen Corticosterongehalte wurden im aufgetauten Uberstand geméaB
Herstellerabgaben mittels Corticosteron ELISA (Enzym-linked Immunosorbent Assay) Kit
bestimmt und die Absorptionen mit dem Plattenphotometer gemessen. In dem Kit wird ein
polyklonaler Antikérper gegen Corticosteron verwendet, der in kompetitiver Weise an
Corticosteron im Standard, in der Probe oder an ein Alkalische-Phosphatase-Molekil, das
kovalent an Corticosteron gebunden ist, bindet. Die Intensitdt des entstandenen Farbtons
ist demnach umgekehrt proportional zur Corticosteronkonzentration der Probe, bzw. des
Standards.
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Fdkaler Cortisol Assay

Die fikalen Cortisolgehalte wurden im aufgetauten Uberstand gem&B Herstellerangaben
mittels Cortisol ELISA Kit bestimmt und die Absorptionen mit dem Plattenphotometer
gemessen. In dem Kit wird ein monoklonaler Antikdrper gegen Cortisol verwendet, der in
kompetitiver Weise an Corticosteron im Standard, in der Probe oder an ein Alkalische-
Phosphatase-Molekiil, das kovalent an Corticosteron gebunden ist, bindet. Die Intensitat
des entstandenen Farbtons ist demnach umgekehrt proportional zur Cortisolkonzentration

der Probe, bzw. des Standards.

4.4.2 Analyse von Dopamin und Serotonin im Gehirn

Die Neurotransmitter Dopamin (DA) und Serotonin (SRT) wurden aus Gesamtgehirn-
Lysaten mittels Flissigkeitschromatographie-Tandem-Massenspektrometrie (LC-MS/MS)
analysiert. Zunachst wurden die zu untersuchenden Neurotransmitter aus dem
Probenmaterial extrahiert. Im Anschluss fand eine chromatographische Auftrennung des
Extraktionsgemisches statt. Letztlich konnten die Analyten mit Hilfe eines Triplequadrupol-
Massenspektrometers unter Verwendung des Multiple Reaction Monitoring (MRM)-Modus

quantifiziert werden.

LC-MS/MS-Prinzip

Ein chromatographisches Trennsystem (hier Flissigkeitschromatographie; LC) wird Uber
ein Elektrospray-Ionisations (ESI)-Interface an ein Triplequadrupol-Massenspektrometer
gekoppelt. Bei Anwendung des MRM-Modus wie im vorliegenden Fall, dient der erste
Quadrupol (Q1) als Massenfilter. Es werden Precursor-Ionen anhand ihres Masse-zu-
Ladungsverhaltnis (m/z) selektiert. Diese durchqueren auf stabilen Bahnen den Quadrupol.
Andere Ionen mit einem abweichenden m/z werden herausgefiltert. Es schlieBt sich eine
Kollisionszelle (Q2) an. Hier fragmentieren die Precursor-Ionen in charakteristische
Produkt-Ionen durch Kollisions-induzierte Dissoziation (collision-induced dissociation; CID)
durch Einleitung eines Inertgases (hier: N2). Die Funktionsweise des dritten Quadrupols
(Q3) ist analog zu jener von Q1. Allerdings werden hier nun die Produkt-Ionen anhand
ihres m/z selektiert. Man erhalt als Ergebnis einer MRM-Analyse ein Signal stellvertretend
fir eine substanzspezifische Fragmentierung, einen sogenannten Massenlibergang (m/z
Precursor-Ion > Produkt-Ion). Zur Erhéhung der Spezifitédt analysiert man in der Regel
mehrere solcher Masseniibergange pro zu analysierender Substanz. Den Massenlbergang

héchster Intensitat bezeichnet man als quantifier, alle weiteren als qualifier.

Herstellung des Extraktionspuffers
Der Extraktionspuffer wurde direkt vor der Analyse frisch hergestellt. In Ubereinstimmung
mit der zuvor beschriebenen Methode (Schumacher et al., 2015) bestand der Puffer aus

0,002 M Natriumthiosulfat in 0,2 M Perchlorsdure. Abweichend wurden jedoch hdhere
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Mengen an isotopenmarkierten internen Standards zugesetzt, namlich 500 nM SRT-d4 und
1000 nM DA-da4.

Gewebeaufbereitung

Die Gehirne wurden gewogen, in neue Ro6hrchen transferiert und wahrend der
weiterfolgenden Verarbeitung kontinuierlich auf Eis gelagert. 15 Keramikkugeln und 2,0 ml
Extraktionspuffer wurden zu jeder Probe hinzugegeben. Die Proben wurden finf Mal flr je
30 Sekunden im Homogenisierer (Bead Ruptor 12; Biolab Products GmbH, Bebensee,
Deutschland) gemischt. Zwischen jedem Homogenisierungsschritt wurden die Proben fir
eine Minute auf Eis gestellt. Die hun homogenisierten Proben wurden bei 16.000 x g und
4°C fir 10 Minuten zentrifugiert (Jouan C3i Multifunction Centrifuge Series; Thermo
Scientific, Schwerte, Deutschland). 1 ml des Uberstands wurde in ein neues Réhrchen
Uberfiihrt und wiederum bei 16.000 x g und 4 °C fir 10 Minuten zentrifugiert. Der so

erhaltene Uberstand wurde fiir die LC-MS/MS Analyse verwendet.

Serotonin und Dopamin Bestimmung

Fir die Analysen wurde ein Agilent 1260 Infinity LC System, gekoppelt an ein Agilent 6490
Triple Quadrupol-Massenspektrometer (beides Agilent Technologies; Waldbronn,
Deutschland), verknipft mit einer Elektronenspray Ionenquelle, welche im positiven Ionen
Modus (ESI+) arbeitet, verwendet. Die Quantifizierung der Neurotransmitter erfolgte, wie
oben beschrieben, anhand der Massenibergange des Analyten im Verhdltnis zu den

Massenibergangen der deuterierten internen Standards.

Weiterfithrende Untersuchungen
Im Anhang H.3 befinden sich die detaillierte Beschreibung der weiterfihrenden
Untersuchungen zur gehirnarealspezifischen Analyse der SRT und DA Gehalte, deren

Ergebnisse und Interpretationsmoéglichkeiten.

4.4.3 Glykogenbestimmung in Leber und Muskel

Die Glykogen- und Triglyceridbestimmung in den Geweben erfolgte entsprechend der von
der DIfE-Arbeitsgruppe ,,Physiologie des Energiestoffwechsels™ etablierten Methode (Walter
and Klaus, 2014).

Gewebeaufbereitung

Zur Bestimmung des Glykogengehalts wurden die zuvor in Stickstoff fixierten und bei -
80°C gelagerten Proben des M. quadriceps und des Lobus hepatis medialis sinister mit dem
Mikrotom bei -20 °C in 10 uym feine Abschnitte geschnitten und durch Zugabe von 3
gekihlten Keramikkugeln und kurzes Vortexen zu einem homogenen Pulver verarbeitet.

Fir die Glykogenbestimmung wurden 35 mg Leberhomogenat und 50 mg
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Muskelhomogenat (und weitere 40 mg des Muskelhomogenats fir die
Triglyceridbestimmung) in neue Kryoréhrchen Gberfihrt und bis zur Weiterverarbeitung in
flissigem Stickstoff aufbewahrt. Alle weiteren Arbeitsschritte erfolgten auf einem Eisblock,
zwischen den Arbeitsschritten und beim Transport wurden die Proben auf Eis gestellt. Zu
jeder Probe wurden 750 ul 0,1n Natronlauge (NaOH) / 50mg Muskel bzw. 35 mg Leber und
je 10 Zirkoniumkugeln hinzugefiugt. AnschlieBend wurden die Proben fir drei Minuten in
der Kugelmihle (mit gekihltem Aufsatz) lysiert. Nach kurzem Zentrifugieren, um
eventuelle Luftblasen zu zerstéren, wurde das Lysat in neue, eisgekiihlte ReaktionsgefaBe
Uberflihrt und wiederum auf Eis gestellt. Die Proben wurden nun fir 45 min, bei 75 °C und
1000 rpm im Thermoshaker (Thermoshaker TS1; Biometra GmbH, Goéttingen) inkubiert.
Danach wurden die Proben gevortext, fir finf Minuten auf Eis gestellt und wieder
gevortext. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt (45 min, 4°C, 12.400 x g) wurde
der so erhaltene Uberstand in ein neues Réhrchen Uberfiihrt und erneut fir 30 min, bei
4°C und 12.400 x g zentrifugiert. So erhielt man einen sehr klaren Uberstand, von dem

500 pl aliquotiert und auf Eis gelagert wurden.

Glykogenbestimmung

Die Bestimmung des Glykogengehalts der Leber bzw. des Muskels erfolgte als
Dreifachbestimmung aus dem aliquotierten Uberstand mittels UV-Test zur Bestimmung
von nativer Starke und von Starkepartialhydrolysaten (BioAnalysis Stdrke; R-Biopharm

AG, Darmstadt, Deutschland) gemaB Herstellerangaben des Kits.

4.4.4 Triglyceridbestimmung im Muskel

Herstellung des Homogenisierungs-Puffers
Der Puffer flir die Gewebeextraktion bestand aus 10 mM Natriumdihydrogenphosphat-

monohydrat, versetzt mit 1 mM EDTA und 1% Polyoxyetylen-10-tridecyl Ether (pH 7,4).

Gewebeaufbereitung

Der Lysieransatz bestand aus 400 pl Homogenisierungs-Puffer pro 40 mg des
Muskelhomogenats. Zwei Drittel des errechneten Puffervolumens wurden zu dem
Muskelhomogenat pipettiert und nach Zugabe von 10 Zirkoniumkugeln fiir 3 Minuten in
der Kugelmiuhle lysiert. Nach kurzem Zentrifugieren, um Luftblasen zu verhindern und
eventuell abgesetztes Fett vom Rand zu entfernen und mit in das neue R&hrchen zu
Uberfihren, wurde das Lysat in ein neues Reaktionsgefal3 tberfihrt und auf Eis gelagert.
Das restliche Drittel wurde genutzt, um die Zirkoniumkugeln zu ,waschen™ und so die
Ausbeute zu maximieren. Beide Lysate wurden vereinigt und fiir 30 min bei 4°C und 23.100
x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues, gekiihltes ReaktionsgefdB gegeben.
Hier war darauf zu achten, dass sich die fettige Phase zum Teil am Rand abgesetzt hat und

man deshalb vorsichtig mit der Pipette den Rand splilen musste. Die Proben wurden nun
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fir 5 min, bei 70 °C und 600 rpm im Thermoshaker (Thermoshaker TS1; Biometra GmbH,
Gottingen) inkubiert, fir 5 min auf Eis gestellt und erneut fiir 30 min bei 4°C und 23.100
x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und bis zur Weiterverarbeitung auf

Eis gelagert.

Triglyceridbestimmung

Mit Hilfe eines Kits zur quantitativen enzymatischen Bestimmung von Triglyceriden und
freiem Glycerol (Triglyceride Reagent, Free Glycerol Reagent; Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland) erfolgte die Analyse als Triplikat aus dem gewonnen Uberstand.
Proteinbestimmung

Als Referenz fiir die Glykogen- und Triglyceridbestimmung wurde aus dem Uberstand,
ebenfalls als Triplikat, der Proteingehalt der jeweiligen Probe bestimmt (DC Protein Assay
Reagents Package, Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen, Deutschland). Das Verfahren
basiert auf der Reaktion von Protein mit einer alkalischen Kupfer(Cu)-Tartrat-L6sung und
Folin-Reagenz. In der ersten Reaktion (Biuretreaktion) kommt es zu der Bildung eines blau-
violetten, quadratisch-planaren Komplexes zwischen den Peptidbindungen und den
Kupfer(II)-Ionen in alkalischer Losung. In einem zweiten Schritt wird Cu(II) zu Cu(I)
reduziert. Dieses Cu(I) wiederum reduziert das gelbe Folin-Ciocalteu-Reagenz
[Molybdan(VI)- und Wolfram(VI)-Heteropolysduren) zu Molybdanblau. Die proportional zur
Proteinkonzentration resultierende Blaufarbung wird zur quantitativen Bestimmung mittels

Photometrie bei 750 nm vermessen.

4.5 Histologische Methoden

Alle histologischen Auswertungen wurden, sofern nicht anders erwahnt, am Mikroskop
(Axio Imager Al; Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland) mit der Axio Vision 4.6.3

Software vorgenommen.

4.5.1 Probenaufbereitung

Die Formaldehyd-fixierten Gewebeproben wurden mit kaltem Leitungswasser gewaschen
und in einer aufsteigenden Ethanolreihe entwdssert. AnschlieBend wurden sie in Paraffin
eingebettet, geklihlt und mit dem Mikrotom 2 pm diinne Schnitte angefertigt. Diese wurden
im Wasserbad auf beschichtete Objekttrager tUberflihrt, getrocknet, entparaffiniert, gefarbt

und anschlieBend permanent eingeschlossen.

4.5.2 Farbungen

Hamatoxylin-Eosin (HE)
Flr diese Farbung wurden saures Hamalaun nach Mayer und 1%-wassrige Eosinldsung
verwendet. Bei dieser Ubersichtsfarbung werden die basophilen Nukleinsdure-reichen

Zellbestandteile (Zellkern, raues Endoplasmatisches Retikulum) mit einem basischen
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Farbstoff (Eisen-Hamatoxylin) blau gefarbt. Die Rotfarbung azidophiler Strukturen, wie z.B.
des Zytoplasmas, der Zellplasmaproteine und der Kollagenfasern erfolgt mit einem sauren
Farbstoff (Eosin).

Perjod-Acid-Schiff Reaktion-Farbung (PAS)

Die Schnitte werden in 1%iger Perjodsdureldsung oxidiert, in destilliertem Wasser gespiilt,
danach in Schiff’sches Reagenz Uberfihrt und anschlieBend mit Sulfitwasser gespult. Nach
erneutem Spilen mit destilliertem Wasser, folgt eine Kernfarbung (siehe HE). Bei dieser
Farbung werden Kohlenhydratgruppen mit der Perjodsaure-Schiff's—Reaktion
nachgewiesen. Mit Leukofuchsin (Schiff'sches Reagenz) bildet sich ein stabiler roter
Farbkomplex, sodass sich Bindegewebe blau darstellt, das Zytoplasma sich rosa farbt und

Kerne blau-schwarz erscheinen.

Pikro-Siriusrot-Farbung (SR)

Die entparaffinierten Schnitte werden flir eine Stunde in einer Sirius-Red-Lésung gefarbt.
Bei dieser Farbung stellen sich Kollagenfasern rot dar, wéhrend Muskelfasern und
Zytoplasma gelb erscheinen. Die Farbereaktion beruht auf der Bindung der Sulfongruppen
des Farbstoffs an die basischen Aminogruppen von Lysin und Hydroxylysin, sowie an die
Guanidingruppe des Arginins bei niedrigem pH-Wert. Diese Farbung eignet sich, um den
Gesamtkollagenanteil zu bestimmen, wahrend die Differenzierung in verschiedene

Kollagentypen unter polarisiertem Licht umstritten ist (Lattouf et al., 2014).

Immunhistologische Farbung des Proliferating-Cell-Nuclear-Antigen (PCNA)

Die 2 pm-dicken in Paraffin eingebetteten Praparate der Milz wurden mit Toluol
entparaffiniert und Uber eine absteigende Ethanolreihe bis hin zum destillierten Wasser
gefihrt. AnschlieBend erfolgte die hitzeinduzierte Vorbehandlung der Schnitte im
Mikrowellenofen. Mittels Wasserstoffperoxid (3% H202 in destilliertem Wasser) wurde
danach die endogene Peroxidase blockiert und die Praparate mit einem primaren anti-
PCNA-Antikdrper (Anti-PCNA antibody, rabbit, ab18197, 1:1000 verdinnt; Abcam,
Cambridge (UK)) fir 18 Stunden bei 4°C inkubiert. Nach dem Spillen mit Tris-Puffer
erfolgte eine Inkubation mit Histofine bei Raumtemperatur fir 30 Minuten. Nach erneutem
Spilen mit Tris-Puffer erfolgte die Entwicklung der Reaktion mit Diaminobenzidin.
AbschlieBend wurde die Praparate Uber eine aufsteigende Ethanolreihe und Toluol gefiihrt

und mittels Deckglas permanent eingeschlossen.

In der Immunhistochemie duBert sich das Vorhandensein von PCNA in einer schwachen,
diffusen Farbung der Zellkerne und des Plasmas. Demgegenilber ist die stabilere PCNA-
Fraktion, welche an die Replikationsorte gebunden ist, durch punktférmige nukleare

Strukturen erkennbar.
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4.5.3 Kardiomyozytenfldachen

In die Analyse gezielt mit einbezogen wurden Kardiomyozyten, deren Zellkern klar
abzugrenzen und zentral im Myozyten gelegen war, um sicher zu gehen, dass der
Flacheninhalt bei allen Kardiomyozyten in derselben Schnittebene bestimmt wurde. Dazu
wurden bei 40-facher VergréBerung durchschnittlich 100 Kardiomyozyten pro Tier in der
PAS-Farbung mit dem Kontur (Spline) Werkzeug der Software vermessen. Die Analysen

fanden ausschlieBlich in der linken Ventrikelwand statt.

4.5.4 Kardiomyozytendiameter

Zur Bestimmung der Kardiomyozytendiameter wurden nur Zellen ausgewdhlt, die im
Querschnitt angeschnitten wurden, deren Zellgrenzen gut dargestellt waren und deren
Kern annahernd zentral lag. Vermessen wurden bei 20-facher VergréBerung zehn
Gesichtsfelder jedes PAS-gefarbten Herzschnittes. Pro Gesichtsfeld erfillten im
Durchschnitt zehn Zellen die genannten Kriterien. So wurden durchschnittlich 100
Kardiomyozyten pro Tier vermessen. Ermittelt wurde hier der Diameter durch den Zellkern
in Langs- bzw. Querachse der Zelle und die jeweils diagonal verlaufenden Diameter und
daraus der Mittelwert gebildet. Die Analysen fanden ausschlieBlich in der linken

Ventrikelwand statt.
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Abb. 4-8: Bestimmung der Diameter der Kardiomyozyten.
Dargestellt sind Kardiomyozyten im Querschnitt und die
Bestimmung derer Diameter (quer, langs, diagonal). Farbung:
PAS, VergroBerung: 20x.

4.5.5 Kollagenanteil des Herzens

Zur Bestimmung des Gesamtkollagenanteils des Herzens wurden in der SR-Farbung mit
dem Mikroskop und der zugehoérigen Kamera bei 40-facher VergroBerung zehn Bilder pro

Gewebsschnitt angefertigt, auf dem Computer (acer E3-112 series) gespeichert und
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anschlieBend mit Hilfe des Computerprogramms Image] 1.50i ausgewertet. Um eine
prazise Quantifizierung in semiautomatischer Weise zu erreichen, wurde ein NIH Image]
Plug-In, welches von Gabriel Landini (University of Birmingham) entwickelt wurde,
verwendet. Dieses Plug-In ermdéglicht es, Makros zu generieren, anhand derer man flr
jedes Bild einen expliziten Farb-Schwellenwert festlegen kann. Beim Fotografieren war es
besonders wichtig keine BlutgefdBe aufzunehmen, da diese aufgrund ihres Kollagenanteils
die Quantifizierung beeinflusst hatten. AuBerdem wurde besonders darauf geachtet, alle
Bilder bei annahernd gleicher Lichtintensitét anzufertigen, dass die Vergleichbarkeit der
Bilder untereinander gewahrleistet blieb. Wie in Abb. 4-9 dargestellt, wurden nun anhand
des durch Pixelintensitaten prazise definierten Rotton-Schwellenwerts (der dem Kollagen
entsprach), im mit Hilfe der Software angefertigten Schwarz-WeiB3-Bild des Originalbildes,
die entsprechenden Graustufen quantifiziert. Gegebenenfalls vorhandene Artefakte
konnten vor der Messung exkludiert werden. Die Analysen fanden ausschlieBlich in der

linken Ventrikelwand statt.
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Abb. 4-9: Darstellung der Auswertung der Sirius-Red-Farbung mit Imagel. Von links nach rechts:
Erstellung eines Schwarz-WeiB-Bildes aus dem Original und Festlegung eines Schwellenwertes.
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4.5.6 Muskelquerschnittsflache des M. soleus

Pro Tier wurden zwei Muskelquerschnitte auf annahernd gleicher Ebene angefertigt und
mit SR gefarbt. Beide wurden vermessen und der Mittelwert der Daten gebildet. Dazu
wurden die Querschnitte mit dem Mikroskop und der zugehdrigen Kamera bei 20-facher
(je nach MuskelgréBe auch 10-facher) VergréBerung komplett fotografiert und durch
Umfahren mit dem entsprechenden Werkzeug der Software die Gesamtflache des

jeweiligen Gewebequerschnitts ermittelt.

100 pm

Abb. 4-10: Bestimmung der
Querschnittsflache des M. soleus.
Farbung: SR; VergroBerung: 10x.

4.5.7 Anzahl der Myozyten des M. soleus

Von zwei auf annahernd gleicher Ebene liegenden HE-gefdrbten Muskelquerschnitten pro
Tier wurden bei 10-facher VergroBerung zwei bis finf Fotos je Querschnitt angefertigt. Die
Anzahl an Myozyten pro Querschnitt wurde ermittelt, anschlieBend wurde der Mittelwert

aus beiden Messungen gebildet.

4.5.8 Diameter der Myozyten des M. soleus

Fir die Erfassung der Diameter der Myozyten wurden nur Zellen ausgewdhlt, die im
Querschnitt angeschnitten wurden und deren Zellkern deutlich zu erkennen war. Dazu
wurden bei 10-facher VergréBerung im PAS-gefarbten Muskelquerschnitt 2-6 Bilder des
Schnittes angefertigt. Durchschnittlich erfillten zehn Zellen pro Bild die genannten
Kriterien, sodass pro Tier 20-60 Zellen vermessen wurden und der Mittelwert aus den

jeweiligen Messungen gebildet wurde. Ermittelt wurde hier der Diameter durch den
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Zellkern in Langs- bzw. Querachse der Zelle und die jeweils diagonal verlaufenden

Diameter und daraus der Mittelwert gebildet.

4.5.9 Diameter der Myozyten des M. quadriceps

Fir die Erfassung der Diameter der Myozyten wurden nur Zellen ausgewahlt, die im
Querschnitt angeschnitten wurden und deren Zellkern deutlich zu erkennen war. Dazu
wurden bei 20-facher VergroBerung im PAS-gefarbten Muskelquerschnitt 10 Bilder des
Schnittes angefertigt. Durchschnittlich erflllten finf Zellen pro Bild die genannten
Kriterien, sodass pro Tier 50 Zellen vermessen wurden und der Mittelwert aus den
jeweiligen Messungen gebildet wurde. Ermittelt wurde hier der Diameter durch den
Zellkern in Langs- bzw. Querachse der Zelle und die jeweils diagonal verlaufenden

Diameter und daraus der Mittelwert gebildet.

4.5.10 Kollagenanteil des M. soleus

Mit einem Software-generierten Flachenmessprogramm von Axio Vision wurde pro Tier bei
zwei auf annahernd gleicher Ebene geschnittenen, SR-geféarbten Muskelquerschnitten in
der 10-fachen VergréBerung der Anteil an Sirius-Red positiv gefarbter Flache und damit an
Gesamtkollagen bestimmt. Dazu wurden beide Querschnitte vermessen und der Mittelwert
gebildet.

4.5.11 Kollagenanteil M. quadriceps

Mit einem Software-generierten Flachenmessprogramm von Axio Vision wurden pro Tier
10 Bilder eines SR-gefarbten Muskelquerschnitts in der 20-fachen VergroBerung
vermessen. Bestimmt wurde der prozentuale Anteil an Sirius-Red positiv gefarbter Flache

(respektive Kollagen).

Auswahl des Messrahmens Segmentierung Durchflihrung der Messung
T A ‘ 3

}

Abb. 4-11: Darstellung der Auswertung der Sirius-Red-Farbung mit Axio Vision. Von links nach rechts:
Auswahl des Messrahmens aus dem Original, Segmentierung der zu messenden Flachen und Messung des SR
positiv gefarbten Anteils.
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4.5.12 Proliferating-Cell-Nuclear-Antigen (PCNA) der Milz

In die Analyse miteinbezogen wurden nur intensiv gefarbte Zellkerne, die durch dunkle
Granulationen charakterisiert sind. Bei einer 40-fachen VergréBerung wurden pro Tier die
PCNA-positiven Zellen in zehn Rastern (Flache des Rasters: 12,5x12,5 mm= 156,25 mm?)
gezahlt und der Mittelwert gebildet. Das Raster kann in Abb. 4-12 nicht dargestellt werden,
da es sich im Okular befindet und nicht von der Kamera erfasst werden kann.

Rechnung zur Bestimmung der ausgezéhlten Rasterflache: 12,5x12,5 mm / 400 (da 400er
GesamtvergréBerung) = 0,03125x0,03125 mm = 31,25x31,25 um = 976,5625 um?; 976,5625 um?

Xx 10 (da 10 ausgezéhlte Raster pro Tier) = 9765,625 um? = 9,765625 mm? ausgezéhlte Fldche pro
Tier.

Abb. 4-12: PCNA-Farbung der Milz.
Darstellung der PCNA-positiv gefarbten
Zellen der Milz (dunkelbraun);
VergréBerung: 40x.
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4.5.13 Material

Gerat

Hersteller, Sitz (Land)

Eismaschine

Ziegra Eismaschinen GmbH, Isernhagen

(D)

Feinwaage, Analytics AC120S

Sartorius Lab Instruments Gmbh&Co. KG,
Gottingen (D)

Flissigchromatografie, 1260 Infinity LC
System

Agilent Technologies, Waldbronn (D)

Hamatologie Schnelltest (Glucose),
Contour next

Bayer AG, Leverkusen (D)

Hamatologie Schnelltest (TG,Chol., Lakt.),
Accutrend Plus

Roche, Berlin (D)

Hamatologie-Analysegerat, Abacus Junior
Vet

Guder Medizintechnik GmbH & Co. KG, Bad
Oeynhausen (D)

Homogenisierer, Bead Ruptor 12

Biolab Products GmbH, Bebensee (D)

Homogenisierer, TissuelLyser LT

Qiagen, Hilden (D)

Indirekte Tierkalorimetrie, Phenomaster

TSE Systems, Bad Homburg (D)

Kamera, C920

Logitech, Lausanne (CH)

Kamera, DCS-932L

D-Link GmbH, Eschborn (D)

Kernspinresonanzspektroskopie, Echo MRI
T - 100 H

Echo Medical Systems, Houston (USA)

Massenspektrometer, 6490 Triple
Quadrupole-MS

Agilent Technologies, Waldbronn (D)

Mikroskop, Axio Imager Al

Carl Zeiss AG, Oberkochen (D)

Mikrotom, Microm HM-500 M Cryostat

GMI, Minnesota (USA)

Pipetten, Eppendorf Research Multipette
Stream

Eppendorf, Hamburg (D)

Plattenphotometer, EON

Biotek Instruments, Berlin (D)

Plattenphotometer, RT-6100

Rayto Life and Analytical Sciences Co.,
Nanshan (CHN)

Rotator, Taumel-Rollenmischer RM 5

Omnilab, Bremen (D)

Stickstoff, fllissig

Air Liquide, Berlin (D)

Thermoshaker, Thermomixer comfort

Eppendorf, Hamburg (D)

Thermoshaker, Thermoshaker TS1

Biometra GmbH, Goéttingen (D)

<wird fortgesetzt>
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<Fortsetzung>

Tierwaage, MSE 52015-100-DO

Sartorius Lab Instruments Gmbh&Co. KG,
Gottingen (D)

Vortexer, Uniprep Gyrator-24

UniEquip, Planegg (D)

Vortexer,Vortex Genie 2

neolLab, Heidelberg (D)

Zentrifuge, Biofuge fresco

Heraeus, Hanau (D)

Zentrifuge, Heraeus™ Megafuge™ 16
Centrifuge

Thermo Scientific, Schwerte (D)

Zentrifuge, Jouan CR3i

Thermo Scientific, Schwerte (D)

Zentrifuge, MiniSpin

Eppendorf, Hamburg (D)

Substanz

Hersteller, Sitz (Land)

Anti-PCNA antibody, rabbit, ab18197,
1:1000 verdinnt

Abcam, Cambridge (UK)

DA-d4 Hydrochlorid

CDN Isotopes, Pointe-Claire, Canada

Diaminobenzidin

Dako, Glostrup (DNK)

Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)

Carl Roth, Karlsruhe (D)

Eosin

Carl Roth, Karlsruhe (D)

Ethanol, reinst

Carl Roth, Karlsruhe (D)

Formaldehyd 4%

Carl Roth, Karlsruhe (D)

Hamalaun

eigene Herstellung E. Meyer (DIfE)

Isofluran

CP Pharma, Burgdorf (D)

Methanol, reinst

Carl Roth, Karlsruhe (D)

Natriumdihydrogenphosphat-monohydrat

Merck, Darmstadt (D)

Natriumhydroxid

Carl Roth, Karlsruhe (D)

Natriumthiosulfat

Sigma- Aldrich, Taufkirchen (D)

Paraffin

Thermo Fisher Scientific, Schwerte (D)

Perchlorsaure

Sigma- Aldrich, Taufkirchen (D)

<wird fortgesetzt>
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<Fortsetzung>

Perjodsdurelésung

Carl Roth, Karlsruhe (D)

Polyoxyetylen-10-tridecylether

Sigma- Aldrich, Taufkirchen (D)

Schiff'sches Reagenz

Merck, Darmstadt (D)

Simple Stain Mouse Max Po R, Universal
Immuno-peroxidase Polymer for mouse
tissues, Anti-Rabbit

Nichirei Biosciences Inc., Tokyo (JPN)

Sirius-Red-Farbelésung, Pulver

Sigma- Aldrich, Taufkirchen (D)

SRT-d4 Creatinin-Sulphat-Komplex

CDN Isotopes, Pointe-Claire, Canada

Sulfitwasser

eigene Herstellung E. Meyer (DIfE)

Toluol

Sigma- Aldrich, Taufkirchen (D)

Tris-Puffer

Carl Roth, Karlsruhe (D)

Wasserstoffperoxid

Carl Roth, Karlsruhe (D)

Material

Hersteller, Sitz (Land)

Blutréhrchen, Microvette® CB 300 K2E

Sarstedt AG & Co KG, Nimbrecht (D)

Einbettkassetten, Uni-Link

Engelbrecht Medizin- und Labortechnik
GmbH, Edermiinde (D)

Einmal-Injektions-Kantle 23 G x 1” (0,6 x
25 mm)

Henry Schein Inc., Melville (USA)

Einmal-Spritzen, Omnifix-F

B. Braun AG, Melsungen (D)

Handschuhe (Latex, Nitril)

Mexpo International Inc., California (USA)

Kapillare zur Blutentnahme,
Hamatokritkapillare

Hirschmann Laborgerate GmbH&Co. KG,
Eberstadt (D)

Keramikkugeln, 2,8 mm Keramik Beads,
21-24-ZY 28.5

Biolab Products GmbH, Bebensee (D)

Keramikkugeln, Zirconia Beads II

Stratec molecular GmbH, Berlin (D)

Kryoréhrchen mit AuBengewinde

Carl Roth, Karlsruhe (D)

Linoleum, Tarkett Veneto, Chocolate

Living Floor GmbH, Essingen, (D)

Operationsbesteck, diverses

Eickemeyer Medizintechnik, Tuttlingen (D)

<wird fortgesetzt>
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<Fortsetzung>

Pipettenspitzen, diverse

Eppendorf AG, Hamburg (D)

Reaktionsgefal3, Seal Safe

Sarstedt AG & Co KG, Nimbrecht (D)

Réhrchen fir Bead Ruptor, 7 ml Tubes
ohne Beads, 21-19-651-02U

Biolab Products GmbH, Bebensee (D)

Stickstoff, fllissig

Air Liquide, Berlin (D)

Kit

Hersteller, Sitz (Land)

BioAnalysis Starke

R-Biopharm AG, Darmstadt (D)

Corticosterone ELISA Kit (Catalog no. ADI-
900-097)

Enzo Life Sciences (USA)

Cortisol ELISA Kit (Catalog no. ADI-900-
071)

Enzo Life Sciences (USA)

DC Protein Assay Reagents Package

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen (D)

Free Glycerol Reagent

Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D)

Triglyceride Reagent

Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D)

Software

Hersteller, Sitz (Land)

ANY-maze Version 4.99 m

Stoelting, Dublin (IRL)

Axio Vision 4.6.3

Carl Zeiss AG, Oberkochen (D)

Graph Pad Prism 7

GraphPad Software Inc., La Jolla (USA)

IBM SPSS 20

IBM Deutschland GmbH, Berlin (D)

Image] 1.50i

National Institutes of Health, Maryland
(USA)

Kafigeinrichtung

Hersteller, Sitz (Land)

Einstreu, LTE E-001 Struktureinstreu

ABEDD Vertrieb GmbH, Wien (A)

Futter, A153F0300

ssniff Spezialdiaten GmbH, Soest (D)

IVC Kéfige, SealSafe-IVC Blue Line

Tecniplast, HohenpeiBenberg (D)

Nestmaterial, Nestlets, Alpha-Nest

LBS Serving Biotechnology, Horley (UK)

Papphauser, Des.Res ™

LBS Serving Biotechnology, Horley (UK)

Kunststoffhaus, Mouse igloo

LBS Serving Biotechnology, Horley (UK)
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4.5.14 Statistik

Die statistische Auswertung der Daten der vorliegenden Arbeit erfolgte mit der Software
IBM SPSS 20 (IBM Deutschland GmbH, Berlin (D)). Alle Daten wurden ihm Rahmen einer
deskriptiven Statistik auf Normalverteilung (Shapiro-Wilk Test) und Homogenitat der
Varianzen (Levene’s Test) geprift und der addquate statistische Test ausgewahlt. Bei dem
Vergleich von zwei unabhangigen Stichproben (Vergleich nicht-stereotyp / stereotyp)
wurde bei intervallskalierten Daten, die normalverteilt sind, der T-Test flir unabhangige
Stichproben angewandt und bei Daten, die nicht normalverteilt sind, der Wilcoxon-
Rangsummen Test (Mann-Whitney-U Test). Bei dem Vergleich von drei oder mehr
ungepaarten (unabhdngigen) Gruppen (Vergleich zwischen den verschiedenen Formen des
stereotypen Verhaltens) wurde bei intervallskalierten Daten, die normalverteilt sind, die
einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) und bei nicht-normalverteilten Daten der Kruskal-
Wallis Test durchgefiihrt. Die Graphen wurden mit der Software Graph Pad Prism erstelit.
P-Werte unter 0,05 wurden als signifikant erachtet (*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,005).
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5 Ergebnisse

Sofern nicht anders erwdahnt, werden alle Gruppenvergleiche zwischen nicht-stereotypen
und stereotypen FVB/NJ]-Mdusen als Mittelwert £ Standardfehler des Mittelwerts (SEM)
dargestellt. Alle Daten zu den verschiedenen Formen stereotypen Verhaltens werden als
Mittelwert £ Standardabweichung (SD) dargestellt, da die GruppengréBe z.T. kleiner sechs
ist.

5.1 Zuchtparameter

Wahrend des Versuchs wurden zehn weibliche FVB/NJ]-Mause (4 nicht-stereotype, 6
stereotype) 2:1 (2 Weibchen, 1 Bock) mit nicht-stereotypen Mannchen verpaart, anhand
derer der erste Versuchsabschnitt (Erfassung der maternal care) durchgefihrt wurde.
Daraus gingen 61 Nachkommen in der Fi-Generation hervor. Von den 61 Tieren wurden
35 im Absatzalter flir den zweiten Versuchsabschnitt randomisiert ausgewahlt. Die Gbrigen

Tiere wurden fir die weitere Zucht und andere Projekte verwendet.

Tabelle 5-1: Zuchtparameter. Ubersicht der durchschnittlichen
WurfgroBe, der Aufzuchtverluste in %, der Anzahl abgesetzter Jungtiere,
dem Verhéltnis zwischen weiblichen und mannlichen
(Weibchen/Mannchen) und nicht-stereotypen und stereotypen Jungtieren
(nST/ST) nicht-stereotyper (n=4) und stereotyper Muttertiere (n=6),
dargestellt als Mittelwert £SEM.

nicht-stereotype | stereotype

Muttertiere Muttertiere
WurfgroéBe 8,5 +1,76 7,2 £0,86
Aufzuchtverluste (%) | 0,0 £0,00 38,8 £19,62
Abgesetzte Junge 8,5 £1,76 5,4 £0,96
Weibchen/Mannchen |14/20 15/12
nST/ST 23/11 14/13

Die Aufzuchtverluste variierten stark zwischen den stereotypen Muttertieren. Von zwei
stereotypen Muttertieren wurden alle geborenen Jungtiere erfolgreich abgesetzt. Ein
Muttertier verlor eins von acht Jungtieren, ein weiteres verlor zwei von zehn Jungtieren.
Zwei der stereotypen Muttertiere verloren ihren kompletten Wurf. Eins gebar sechs
Jungtiere, welche innerhalb von drei Tagen alle verendeten. Bei dem anderen Muttertier
konnte keine Geburt beobachtet werden, eventuell aufgrund eines spaten Aborts oder

Kannibalismus.
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5.2 Variabilitat und Transmission stereotypen Verhaltens

Es gab individuelle Unterschiede in der Ausflihrung stereotypen Verhaltens wahrend der
Trachtigkeit. Zwei Muttertiere zeigten das circuit running bereits vor und wahrend der
Verpaarung, wahrend der Trachtigkeit und ebenfalls post partum. Zwei Muttertiere Ubten
circuit running vor der Verpaarung aus, reduzierten jedoch sehr stark die Intensitat des
stereotypen Verhaltens wahrend der Trachtigkeit. Eines der beiden Muttertiere
intensivierte das stereotype Verhalten wieder als die Jungen begannen selbststandig
Nahrung aufzunehmen. Das andere Weibchen erhdéhte den Grad der Stereotypie nach dem
(nicht beobachteten) Werfen, siehe Abschnitt 5.1. AuBerdem gab es zwei Tiere, die vor
und wahrend der Verpaarung und Uber die Trachtigkeit hinweg keine Stereotypie
aufwiesen. Eines der beiden Muttertiere entwickelte stereotypes circuit running als die
Jungtiere selbststandig begannen zu fressen, das andere Tier begann mit dem Ausliben
von stereotypem back flipping als der Wurf abgesetzt wurde. Es konnte kein
Zusammenhang zwischen dem stereotypen Verhalten des Muttertiers und der Entwicklung
von Stereotypien bei den Nachkommen in der Fi-Generation gefunden werden. Jungtiere
nicht-stereotyper Muttertiere entwickelten zu 37,05+14,80% Stereotypien, die
Nachkommen stereotyper Muttertiere zeigten zu 44,20+15,89% ebenfalls stereotypes

Verhalten.

5.3 Maternales Verhalten

Um bereits parentale Aspekte zu erfassen, die zu einer Entwicklung stereotypen Verhaltens
bei Jungtieren in der F:-Generation fihren kdnnten, begann der Versuch mit der
Beobachtung der mitterlichen Flrsorge (maternal care). Die Zuchtbdcke wurden nach
Reproduktionserfolg aus dem Zuchtkéafig entfernt. Das maternale Verhalten wurde iber
den Zeitraum von 21 Tagen post partum (Geburt von Jungtieren bis zum Absatz derer)
mittels eines eigens entwickelten Protokolls erfasst (Kapitel 4.3.2). Jedes Tier wurde finf
Mal am Tag flr eine halbe Stunde mit der Videokamera aufgezeichnet. Die Zeiten der
Videoaufzeichnungen wurden in festgelegten Intervallen alle 7 Tage variiert. Innerhalb
dieser halben Stunde wurde alle drei Minuten [z.B. 06.00, 06.03, 06.06, (...), 06.30 Uhr]
anhand eines eigens entwickelten Protokoll das zu diesem Zeitpunkt gezeigte Verhalten
erfasst. Daraus resultierend ergaben sich pro Muttertier 1155 Beobachtungszeitpunkte [21
Tage @ 5x30 min (11 Beobachtungen in den 30 min) = 21x5x11 = 1155). Die jeweils
gezeigten Verhaltensweisen wurden prozentual errechnet. Hier dargestellt werden die
Mittelwerte £SD der stereotypen Muttertiere (n=4; schwarz) und nicht-stereotypen

Muttertiere (n=4; weiB).
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Abb. 5-1: Maternales Verhalten 1. Anteil der Stereotypie, des Ruhe-, Fress-, Putz-
und Nageverhaltens, der Interaktion mit den Jungen, des Bearbeitens von
Nestmaterial und anderem Verhalten der nicht-stereotypen (nST;n=4) und
stereotypen (ST;n=4) Muttertiere in %, lUber den Zeitraum von 21 Tagen post partum
gemittelt £SD. Der Mann-Whitney-U-Test ergab keine signifikanten Unterschiede.

Beziiglich der in Abb. 5-1 dargestellten Verhaltensweisen fanden sich im Gruppenvergleich
keine signifikanten Unterschiede. Die stereotypen Muttertiere (ST) verbrachten
zusammengenommen Uber den Zeitraum von 21 Tagen 9,87+4,92% mit stereotypem
Verhalten, 25,79+4,39% damit sich auszuruhen, 21,04%+1,98% mit dem Fressen,
14,17+1,85% damit sich zu pflegen und zu putzen, 3,48+0,41% Einstreu und Kotpellets
zu benagen, 5,74+1,15% Nestmaterial zu bearbeiten und 14,49+4,07% mit Verhalten,
das als ,anderes" klassifiziert wurde (trinken, graben, klettern, schniiffeln etc.). Im
Vergleich dazu zeigten nicht-stereotype Muttertiere zu 21,22+2,38% Ruhephasen, zu
25,20+1,92% Fressverhalten, 11,60+0,50% Pflege- und Putzverhalten, knabberten zu
3,21+0,24%, bearbeiteten Nestmaterial zu 4,04+1,05% und zeigten zu 16,97+2,30%
~anderes" Verhalten. Die Interaktion mit den Jungtieren bestand im Wesentlichen daraus,
dass das Muttertier die Jungtiere getragen hat, sie gepflegt oder beleckt hat. Zwar zeigten
nicht-stereotype Muttertiere erhdhte Levels an Interaktionen (17,75+£13,80%) im
Vergleich zu stereotypen Muttertieren mit 5,63+3,26%, jedoch ist dieser Unterschied
aufgrund der ausgepragten Standardabweichung und der geringen Tieranzahl nicht
signifikant. Zudem ist dieser Aspekt relativ unprazise, denn erfasst wurde die Interaktion
mit den Jungtieren nur, wenn es sicher festgestellt werden konnte. Befand sich ein
Muttertier im Nest bei den Jungtieren, war es zwar im Kontakt zu den Jungtieren, eine
direkte Interaktion konnte in den meisten Fallen vor dem Hintergrund des eingeschrankten

Einblicks in das Nest jedoch nicht sicher festgestellt werden.
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Zu den besagten Beobachtungszeitpunkten wurde zusatzlich zum detaillierten Erfassen des
gezeigten Verhaltens der Aufenthaltsort des Muttertieres festgehalten (im Nest oder nicht)
und detektiert ob es sich im Kontakt zu den Jungtieren befand oder sich abgesondert von
ihnen im Kafig aufgehalten hat. Hier dargestellt sind wiederum die Daten der stereotypen
Muttertiere (n=4; schwarz) und der nicht-stereotypen Muttertiere (n=4; weiB), prozentual
als gemittelte Werte der Gruppen Uber den gesamten Beobachtungszeitraum von 21

Tagen.
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Abb. 5-2: Maternales Verhalten 2. Anteil in %, wie haufig sich die nicht-
stereotypen (nST; n=4) und stereotypen (ST; n=4) Muttertiere im Nest
bzw. im Kontakt mit den Jungtieren befanden, Giber den Zeitraum von 21
Tagen post partum gemittelt £SD. Der Mann-Whitney-U-Test ergab keine
signifikanten Unterschiede.

Nicht-stereotype Muttertiere befanden sich genauso haufig im Nest (nST: 42,01+1,30%
vs. ST: 43,06+£1,73%) und hatten genauso viel Kontakt zu ihren Jungtieren wie stereotype
Muttertiere (nST: 46,54+1,27% vs. ST: 44,34+2,55%).

5.4 Nachzuchtverhalten

5.4.1 Entwicklung des stereotypen Verhaltens der Nachkommen

Insgesamt entwickelten 19 von 35 FVB/NJ Mausen der Fi-Generation Stereotypien. Die
Stereotypien wurden, wie in Kapitel 4.3.3 beschrieben, definiert. Das stereotype Circuit
running und Back flipping wurden dann als stereotyp definiert, wenn sie mindestens drei
Mal nacheinander ausgefiuhrt wurden, ohne Pausen zwischen den Verhaltensablaufen, die
langer als drei Sekunden waren. Das Wire gnawing wurde als stereotyp definiert, wenn es
Uber einen Zeitraum von mindestens zehn Sekunden wiederholt wurde und ohne Pausen,

die langer als drei Sekunden waren, ausgefihrt wurde.
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Tabelle 5-2: Gruppeneinteilung der Nachkommen. Anzahl der Jungtiere mit den
verschiedenen Formen der Stereotypien (back flipping, circuit running, wire gnawing)
und Gruppeneinteilung (nST: nicht-stereotyp; ST: stereotyp), differenziert nach

Geschlecht.

Versuchsgruppe gesamt weiblich mannlich
nST 16 7 9

ST 19 12 7

back flipping 10 4 6

circuit running 5 0

wire gnawing 4 3 1

Bei 53% der 19 stereotypen FVB/NJ-Mause konnte back flipping beobachtet werden, 26%
zeigten circuit running und 21% wire gnawing. Den Hauptanteil der stereotypen Tiere
bildeten mit 63% die Weibchen, im Gegensatz zu 37% stereotyper Mannchen (Tabelle 5-
2).
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Abb. 5-3: Alter der Stereotypieentwicklung. Entwicklung des
stereotypen Verhaltens jedes Tieres der Gruppe ST (stereotyp;
n=19) entsprechend des Alters in Wochen.

Die FVB/NJ-Mause der Gruppe ST entwickelten die Stereotypien im Alter von finf bis 12
Wochen, im Mittel mit 8 Wochen [7,84+0,53 (SD) Lebenswochen]. Bei einem Tier wurde
stereotypes Verhalten erstmals im Alter von finf Wochen festgestellt, bei sechs Tieren mit
sechs Lebenswochen, bei vier Tieren mit sieben Wochen, bei drei Tieren mit acht Wochen,

bei je einem Tier mit neun und mit elf Wochen und bei drei Tieren im Alter von 12 Wochen.
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5.4.2 Aktivitdt und circadiane Rhythmik

Um den subjektiven Eindruck, dass stereotype Tiere vehement aktiver sind als nicht-
stereotype, wurde im Rahmen dieser Arbeit erstmal detailliert erfasst, wie sich das
Aktivitatsprofil stereotyper FVB/NJ-Mause gegenliber dem nicht-stereotyper FVB/NJ-Mause
verhalt. Die Aktivitat ergibt sich aus der Summe aller aktiven Verhaltensweisen wahrend
der 12-Wochen-Beobachtung. Das Verhalten jedes Tier wurde finf Mal pro Tag fir 30
Minuten aufgezeichnet. Die Zeitpunkte der Aufzeichnung variierten nach 3 festgelegten 4-
Wochen-Intervallen (Kapitel 4.3.3). Innerhalb jeder 30-min(itigen Beobachtungszeit wurde
alle drei Minuten das gezeigte Verhalten detektiert. Insgesamt ergaben sich pro Tier 4620
Beobachtungszeitpunkte [5x30 min pro Tag (11 Beobachtungen innerhalb 30 min) x 84
Tage = 5x11x84 = 4260 / Tier]. In Abb. 5-4 und Abb. 5-5 dargestellt wird der prozentuale
Anteil der gesamten gezeigten Verhaltensweisen, gemittelt Gber die 12 Wochen, als
Gruppenmittelwert flir die stereotypen Tiere (schwarz; n=19) und die nicht-stereotypen
Tiere (grau; n=16). In Abb. 5-4 sind die Verhaltensweisen, die zu den jeweiligen Uhrzeiten
gezeigt wurden, dargestellt. Da die Intervalle alle 4 Wochen wechselten, ergaben sich pro
Uhrzeit 1540 Beobachtungszeitpunkte pro Tier [5x30 min pro Tag (11 Beobachtungen
innerhalb 30 min) x 28 Tage = 5x11x28 = 1540 / Tier /Uhrzeit]. Zusammengefasst wurden
hier alle aktiven Verhaltensweisen (,Aktivitat") und separat als griine Linie wurde
dargestellt wie viele der Beobachtungszeitpunkt (1540 / Tier /Uhrzeit) die Tiere damit
verbracht haben, stereotypes Verhalten auszuiben (dargestellt als Gruppenmittelwert der
stereotypen FVB/NJ Mause).

100

Aktivitit nST
] — Aktivitat ST

':j — stereotypes Verhalten ST

Verhalten (%)

Abb. 5-4: Circadiane Rhythmik. Anteil der aktiven Verhaltensweisen (Mittelwert) in % der stereotypen (ST;
n=19) und der nicht-stereotypen Tiere (nST; n=16) und der Anteil des stereotypen Verhaltens der stereotypen
Tiere (ST; n=19) in Abhdngigkeit von der Tageszeit, gemittelt Uiber den Zeitraum der 12-wdchigen Beobachtung
(Mann-Whitney-U-Test; *p<0,05; ** p<0,01). Der gepunktete und umrandete Bereich stellt die Dunkelphase in
der Tierhaltung dar.
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Stereotype und nicht-stereotype Mause zeigten vergleichbare Aktivitatsmuster bezliglich
der circadianen Rhythmik. Wobei die stereotypen Tiere zu zwei Tageszeiten signifikant
erhohte Aktivitaten aufwiesen im Vergleich zu den nicht-stereotypen Tieren: um 06.00 Uhr
(nST: 9,17£1,77% vs. ST: 14,82+1,76% aktiven Verhaltens; p<0,05) und um 16.00 Uhr
(nST: 36,60+2,63% vs. ST: 48,32+3,29% aktiven Verhaltens; p<0,01). Das Ausiiben
stereotyper Verhaltensweisen geht mit dem generellen Aktivitatsprofil einher. Der héchste
Anteil stereotypen Verhaltens ist zu Tageszeiten zu verzeichnen, in denen es dunkel in der
Tierhaltung ist (19.00 Uhr: 27,21+0,03%; 20.00 Uhr: 27,22+0,04% stereotypen
Verhaltens). Zusatzlich ist ein Hohepunkt des stereotypen Verhaltens morgens um 08.00
Uhr zu finden (18,86+0,03% stereotypen Verhaltens).

Im Gegensatz zu Abb. 5-4, ist in Abb. 5-5 die Gesamtaktivitdt Uber den
Beobachtungszeitraum von 12 Wochen flUr die nicht-stereotypen Tiere, die stereotypen
Tiere insgesamt und die verschiedenen Typen der Stereotypien (wire gnawing, back
flipping, circuit running) dargestellt. Der hier abgebildete Prozentwert des gezeigten
Verhaltens ergibt sich also aus allen gezeigten aktiven Verhaltensweisen (graben,
schniiffeln, klettern, fressen etc.) aus den 4620 Beobachtungszeitpunkten. Schwarz
hinterlegt ist derjenige Anteil der Gesamtaktivitat (%), den die Tiere mit dem Ausliben von

stereotypem Verhalten verbracht haben.
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Abb. 5-5: Stereotypie- und Aktivitatslevel. Anteil des stereotypen Verhaltens (schwarz) an der
Gesamtaktivitdt (grau) in % Uber den Zeitraum der 12-wdchigen Beobachtung, dargestellt fir die
nicht-stereotypen Tiere (n=16), die stereotypen Tiere (n=19) und die verschiedenen Formen der
Stereotypien (back flipping; n=10, circuit running; n=5, wire gnawing, n=4) als Mittelwert+SEM
(Mann-Whitney-U-Test; nur aktives Verhalten; *** p<0,005).
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Zusammengenommen, Uber den gesamten Zeitraum der 12-wodchigen Beobachtung,
waren stereotype Tiere (ST) aktiver als nicht-stereotype Mause (nST) (nST: 44,78+1,04%
vs. ST: 51,56+1,32%; p<0,001). Wobei Mause, die das circuit running auslibten am
aktivsten waren (58,97+1,30%; p<0,001), gefolgt von back flipping Tieren
(50,01£1,12%) und wire gnawing Mausen (46,19+1,72%).

Die Zeit, die die Tiere mit der Ausfihrung stereotypen Verhaltens verbrachten, variierte je
nach Typ der Stereotypien. Wie in Abb. 5-5 dargestellt, erzielten die circuit running Mause
die héchsten Stereotypie-Level (29,00+4,68% der aktiven Zeit), verglichen mit Tieren, die
back flipping (13,30+1,89% der aktiven Zeit) oder wire gnawing (10,75+2,95% der

aktiven Zeit) entwickelten.

5.4.3 Detailliertes Verhalten der Nachkommen

Um Aussagen zum Wohlbefinden von Tieren treffen zu kdénnen, ist es essentiell deren
Verhalten profund zu charakterisieren und prazise zu erfassen, wie sich das individuelle
Verhaltensrepertoire darlegt. Das detaillierte Verhalten der Nachkommen wurde anhand
von Videoaufhahmen mittels eigens entwickelten Protokolls tGber den Zeitraum von 12
Wochen ausgewertet (Kapitel 4.3.3). Jedes Tier wurde dabei 5x tdglich je Uber einen
Zeitraum von 30 Minuten gefilmt. Die Zeitpunkte der Videoaufnahmen variierten nach 3
festgelegten 4-Wochen-Intervallen. Innerhalb jeder 30 Minuten wurde alle drei Minuten
das gezeigte Verhalten anhand eines eigens entwickelten Protokolls detektiert. Pro Tier
ergaben sich somit Uber die 12 Wochen Beobachtungszeit 4260 Beobachtungszeitpunkte
[5x30 min pro Tag (11 Beobachtungen innerhalb 30 min) x 84 Tage = 5x11x84 = 4260 /
Tier]. In Tabelle 5-3 aufgelistet sind die prozentualen Anteile der 4260
Beobachtungszeitpunkte, die das jeweilige Tier mit den verschiedenen Verhaltensweisen
verbracht hat, dargestellt als Gruppenmittelwerte £SEM flr die nicht-stereotypen (n=16)
und stereotypen (n=19) FVB/NJ-Mause. Als ,Anderes" wurden hier zusammengefasst:

trinken, schniffeln, laufen, Urinier- und Defakationsverhalten.
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Tabelle 5-3: Nachzuchtverhalten. Ubersicht der Verhaltensweisen, die von den Nachkommen wahrend der
12-wdchigen Beobachtung gezeigt wurden. Dargestellt flr nicht-stereotype und stereotype Nachkommen als
Anteil in % der gesamten gezeigten Verhaltensweisen, gemittelt fiir die jeweilige Gruppe liber 12 Wochen £SEM
(*p=<0,05; **p<0,01*** p<0,005).

Nicht-stereotyp (n=16) Stereotyp (n=19)
Inaktivitat 55,23%1,04 48,44+1,32%%*
Putzverhalten 13,50+0,48 14,63+0,50***
Fressverhalten 6,08+0,23 7,10£0,20%**
Klettern 6,40+0,68 4,82+0,56*
Graben 3,26%0,14 2,74£0,16%*
Sich aufstellen 3,27+0,23 2,75+0,19
Knabbern 4,31+0,17 3,65+0,18*
Bearbeiten von Nestmaterial |3,27%0,20 3,46+0,25
Anderes 4,66+0,28 3,34£2,21%%*
Stereotypes Verhalten 0,00+£0,00 9,08+1,41

Neben Verhaltensweisen wie ,sich aufstellen™ oder das Bearbeiten von Nestmaterial, wo es
keine signifikanten Unterschieden zwischen den Gruppen gab, ist vor allen Dingen die
Immobilitat hervorzuheben. Stereotype FVB/NJ] Mause verbrachten weniger Zeit damit zu
ruhen oder zu schlafen. Darlber hinaus fraBen stereotype Tiere signifikant haufiger,
verbrachten aber weniger Zeit damit zu klettern, graben oder knabbern. AuBerdem zeigten
nicht-stereotype Tiere mehr Verhaltensweisen, die als ,andere" klassifiziert wurden.

Die Daten bezlglich des Kletterns und ,Anderes Verhalten™ waren nicht normalverteilt,
demnach wurde der Mann-Whitney-U-Test angewandt. Bei allen anderen Verhaltensweisen
wurde der T-Test flr unabhangige Stichproben angewandt, da die Daten der

Normalverteilung folgten.

5.5 Open Field Test

Das Open Field (deutsch: offenes Feld) impliziert eine unbekannte Situation und eine neue
Umgebung flr das Tier mit Gerlichen, Gerduschen und Lichtverhéltnissen, mit denen es
bis zu diesem Zeitpunkt noch nicht konfrontiert wurde. Es ist eine validierte Methode, um
angstliches und exploratives Verhalten zu charakterisieren (Belzung and Griebel, 2001).
Dartiber hinaus kann das Raumnutzungsverhalten beurteilt werden und dartber
Rickschlisse auf die korperliche Fitness des Tieres gezogen werden. Das Open Field wurde
an ein automatisiertes Aktivitatsiberwachungssystem (ANY-maze Version 4.99 m;
Stoelting, Irland) gekoppelt. Durch diese Software wurde das Verhalten der Maus im Open
Field erfasst und diverse Parameter erhoben. Der Open Field Test wurde pro Tier jeweils in
Versuchswoche 10 (W10) und Versuchswoche 11 (W11) jeweils fur finf Minuten und in
Versuchswoche 12 (W12) (iber den Zeitraum von 24 Stunden durchgeflihrt (Kapitel 4.3.4).

58



5 Ergebnisse

5.5.1 Exploratives Verhalten

Um zu beurteilen, wie sich das Tier im Open Field verhielt, wurden die Zeiten ausgewertet,
die das Tier in den verschiedenen Bereichen verbrachte. Das Open Field wurde dabei mit
Hilfe der automatisierten Aktivitatsiiberwachungssoftware (ANY-maze) in verschiedene
Zonen unterteilt und die darin verbrachte Zeit automatisch detektiert. In Abb. 5-6 und
Abb. 5-7 dargestellt sind die Gruppenmittelwerte der nicht-stereotypen (n=16) und
stereotypen (n=19) FVB/NJ] Mause.

@ suBere Zone
* 3 mittlere Zone

Bl Zcntrum

Exploration der Zonen (min)

nsST ST nST ST

Abb. 5-6: Explorationsverhalten 1. Zeit in Minuten (von max. 5 min), die in den
verschiedenen Zonen des Open Field Tests in Versuchswoche 10 (W10) und
Versuchswoche 11 (W11) von den nicht-stereotypen (nST; n=16) und stereotypen
Tieren (ST; n=19) verbracht wurde (Mann-Whitney-U-Test; *p<0,05).

Im ersten Open Field Test verbrachten die nicht-stereotypen FVB/NJ Mduse mehr Zeit die
neue Umgebung zu explorieren. Wahrend die Mause vergleichbare Zeiten in der mittleren
Zone verbrachten (nST: 2,20+0,14 vs. ST: 1,87£0,28 min /5 min), hielten sich nicht-
stereotype Mause wahrend des ersten Tests weniger im Zentrum, also im Haus, auf (nST:
0,69+0,27 vs. ST: 1,82+0,47 min /5 min) und explorierten signifikant langer die duBere
Zone (nST: 2,11+0,18 vs. ST: 1,31£0,25 min; p<0,05). Diese Verhaltensunterschiede
konnten im zweiten Open Field Test, in der darauffolgenden Woche, nicht mehr beobachtet
werden (Zentrum: nST: 1,55+0,44 vs. ST: 1,64+0,43 min; mittlere Zone: nST: 1,95+0,25
vs. ST: 2,03%+0,28 min; duBere Zone: nST: 1,50+0,21 vs. ST: 1,33%+0,23 min/5 min).
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Abb. 5-7: Explorationsverhalten 2. Zeit in Stunden (von max. 24 h), die in den
verschiedenen Zonen des Open Field Tests in Versuchswoche 12 (W12) von den
nicht-stereotypen (nST; n=16) und stereotypen Tieren (ST; n=19) verbracht wurde.
Der Mann-Whitney-U-Test ergab keine signifikanten Unterschiede.

Im 24-stiindigen Open Field Test in der Versuchswoche 12 verbrachten die Mause beider
Versuchsgruppen annahernd gleich viel Zeit in den verschiedenen Bereichen des Open
Fields. Wahrend die Mause vergleichbare Zeiten in der mittleren Zone (nST: 7,88+0,54 vs.
ST: 9,91+0,89 h/24 h) und in der duBeren Zone (nST: 3,54+0,36 vs. ST: 3,59+0,27 h/24
h) verbrachten, hielten sich stereotype FVB/NJ-Mause etwas weniger im Zentrum auf (nST:
12,59+0,80 vs. ST: 10,49+0,97 h/24 h), wenngleich der Unterschied nicht signifikant war.
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5.5.2 Aktivitdt

Die Aktivitat wurde im 24-Stunden Open Field Test durch die ANY-maze Software
automatisch bestimmt (Kapitel 4.3.4). Definiert wurde die Aktivitat als Zeit, in der das Tier
nicht inaktiv war. Als inaktiv wurde ein Tier dann detektiert, wenn es sich mindestens flinf

Sekunden lang nicht bewegt hat.
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Abb. 5-8: Aktivitat im Open Field. Zeit in Stunden, die die nicht-
stereotypen (nST; n=16) und stereotypen (ST; n=19) Tiere wahrend
des dritten Open Field Tests (24 Stunden) aktiv verbracht haben,
dargestellt als Mittelwert £SEM (Mann-Whitney-U-Test; *p<0,05).

Die stereotypen Tiere (16,75+0,62 mobile Stunden/ 24h) waren signifikant aktiver als die
nicht-stereotypen Mause (14,89+0,66 mobile Stunden/ 24h; p<0,05). FVB/NJ-Mause, die
das Circuit running auslbten, zeigten sich am aktivsten im 24 h Open Field mit 17,56+0,70
mobilen Stunden/ 24h, gefolgt von wire gnawing Tieren mit 16,59+1,76 mobilen Stunden/
24h und back flipping Mausen mit 16,27+3,67 mobilen Stunden/ 24h.
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5.5.3 Rotationen

Mit der Software konnte ebenfalls gemessen werden wie oft und in welche Richtung sich

ein Tier um die eigene Koérperachse drehte.
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Abb. 5-9: Rotationen im Open Field. Rotationen um die eigene
Korperachse wahrend des dritten Open Field Tests (24 Stunden),
dargestellt fur die gesamten stereotypen Tiere (n=19), die nicht-
stereotypen Tiere (n=16) und die verschiedenen Formen der
Stereotypien (back flipping; n=10, circuit running; n=5, wire gnawing;
n=4) als Mittelwert £SD (Kruskal-Wallis-Test;

p=<0,005).

Stereotype Tiere drehten sich signifikant haufiger um die eigene Kérperachse als nicht-
stereotype Tiere (ST: 5263,42+1414,55 vs. nST: 1458,56+106,45 Rotationen in 24
Stunden; p<0.05). Wobei sich circuit running Mause (14365,00+2079,81 Rotationen in 24

h) am meisten von den nicht-stereotypen Tieren unterschieden (p<0,05), gefolgt von
Mdusen, die back flipping auslibten (2179,20+617,37 Rotationen in 24 h) und wire

gnhawing Tieren (1597,00+188,32 Rotationen in 24 h).

Daraus errechnet wurde, wie in Abb. 5-10 dargestellt, der prozentuale Anteil der

Rotationen im Uhrzeigersinn bzw. entgegen des Uhrzeigersinns an der Anzahl der

Gesamtrotationen, gemittelt als Gruppenmittelwerte.
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Abb. 5-10: Seitenpriferenzen der Rotationen. Anteil der Rotationen im Uhrzeigersinn
(schwarz; im UZS) und entgegen des Uhrzeigersinns (grau; entgegen UZS) relativ zu der
Anzahl der Gesamtrotationen wahrend des dritten Open Field Tests (24 Stunden), dargestellt
flr die nicht-stereotypen (n=16) und die gesamten stereotypen (n=19) Tiere und die
verschiedenen Formen der Stereotypien (back flipping; n=10, circuit running; n=5, wire
gnawing; n=4).

AuBerdem zeigten circuit running Mause, und zwei der back flipping Mause, klare
Seitenpraferenzen (Abb. 5-10). Sie liefen entweder zu anndahernd 100% im Uhrzeigersinn
(circuit running n=2) oder entgegen des Uhrzeigersinns (circuit running n=3; back flipping
n=2), wohingegen die nicht-stereotypen Mause (n=16), die wire gnawing (n=4) Mause

und die Ubrigen back flipping (n=8) Tiere ihre Richtung zu annahernd 50% variierten.
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5.5.4 Zuriickgelegte Distanzen

Unter Angabe der MaBe des Open Fields konnte die Software ermitteln, welche Wegstrecke

die Tiere in 24 Stunden abgelaufen haben.
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Abb. 5-11: Distanzen im Open Field. Zuriickgelegte Distanz in km
wahrend des dritten Open Field Tests (24 Stunden), dargestellt fir
die nicht-stereotypen (n=16) und die stereotypen Tiere gesamt
(n=19) und die verschiedenen Formen der Stereotypien (back
flipping; n=10, circuit running;, n=5, wire gnawing; n=4) als
Mittelwert £SD (Kruskal-Wallis-Test; *p<0,05; ** p<0,01; ***
p<0,005).

Mduse, die stereotypes circuit running ausubten, liefen hier 12,89+1,37 km/ 24h, also
signifikant mehr im Vergleich zu back flipping Mausen mit 2,21+£0,51 km/ 24h (p<0,05)
und nicht-stereotypen Mdusen mit 1,77+0,14 km/ 24h (p<0,005) und mehr als wire
gnawing Mause mit 1,94+0,17 km/ 24h, wenn auch der Unterschied nicht signifikant ist.
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5.5.5 Geschwindigkeiten

Unter Angabe der MaBe des Open Fields konnte die Software ermitteln mit welcher

Durchschnitts- und Maximalgeschwindigkeit sich die Tiere fortbewegt haben.
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Abb. 5-12: Durchschnittsgeschwindigkeit. Durchschnittsgeschwindigkeit in m/s
der nicht-stereotypen (nST; n=16) und der stereotypen (ST; n=19) Tiere wahrend
des ersten Open Field Tests in Versuchswoche 10 (W10), Versuchswoche 11 (W11)
und Versuchswoche 12 (W12), dargestellt als Mittelwert £SEM (Mann-Whitney-U-
Test; *p<0,05).

Die Tiere beider Gruppen bewegten sich wahrend des ersten Open Field Tests in Woche 10
(nST: 0,12+0,01 vs. ST: 0,12+0,02 m/s) und wahrend des zweiten Tests in Woche 11
(nST: 0,12+0,01 Vs. ST: 0,14+0,02 m/s) mit annahernd gleicher
Durchschnittsgeschwindigkeit fort. Wahrend des dritten Open Field Tests, der Uber den
Zeitraum von 24 Stunden lief, erreichten die nicht-stereotypen Mause eine
Durchschnittsgeschwindigkeit von 0,02+0,00 m/s, also signifikant weniger als die
stereotypen Tiere mit 0,06+0,01 m/s (p>0,05).
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Abb. 5-13: Maximalgeschwindigkeit. Maximalgeschwindigkeit in m/s der
nicht-stereotypen (nST; n=16) und der stereotypen (ST; n=19) Tiere wahrend
des ersten Open Field Tests in Versuchswoche 10 (W10), Versuchswoche 11
(W11) und Versuchswoche 12 (W12), dargestellt als Mittelwert £SEM. Der
Mann-Whitney-U-Test ergab keine signifikanten Unterschiede.

Die nicht-stereotypen und die stereotypen Mduse erzielten in etwa die

gleichen

Maximalgeschwindigkeiten wahrend des ersten und zweiten Open Field Tests (W10: nST:
0,40+0,01 vs. ST: 0,39+£0,04 m/s; W11l: nST: 0,62+0,09 vs. ST: 0,62+0,08 m/s).

Wadhrend des dritten Open Field Tests, Uber den Zeitraum von 24 Stunden, erreichten die

nicht-stereotypen Tiere eine Maximalgeschwindigkeit von 1,57+0,13 m/s und die

stereotypen Tiere 1,46+0,14 m/s.
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5.6 Indirekte Tierkalorimetrie

In der Versuchswoche 12 wurden die Tiere in die Messeinrichtung der ITK verbracht. Die
MaBe der Kafige in der ITK sind denen der Home Cages, in denen die Tiere wahrend des
gesamten Versuchs gehalten wurden, nahezu identisch. Ziel der hier generierten Daten
war es, zu erfassen wie viel Distanz die Tiere auf der Flache des fiir sie gewohnten Kafigs
zuriicklegen und diese Daten mit den zurlickgelegten Wegstrecken im Open Field

(vermehrtes Platzangebot) zu vergleichen.

5.6.1 Zuriickgelegte Distanzen

In den Kafigen der ITK sind spezielle Infrarotschranken installiert, anhand derer die mit
der Messeinrichtung verbundene Software genau ermitteln kann, welche Distanzen die

Tiere zurlickgelegt haben (Kapitel 4.3.5).
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Abb. 5-14: Distanzen in der ITK. Zurlickgelegte Distanz in km in der

ITK (24 Stunden), dargestellt fiir die nicht-stereotypen (n=16) Tiere,

die stereotypen Tiere gesamt (n=19) und die verschiedenen Formen

der Stereotypien (back flipping; n=10, circuit running; n=5, wire

gnawing; n=4) als Mittelwert £SD (Kruskal-Wallis-Test; ** p<0,01;

*** p<0,005).
Hier liefen die circuit running Tiere im Durchschnitt 8,40+4,51 km/24h, also signifikant
mehr als nicht-stereotype Mause mit 1,53+0,23 km/24h (p<0,01) und nicht signifikant

mehr als wire gnawing (2,84+0,28 km/24h) und back flipping Mause (2,22+0,26 km/24h).

AuBerdem gab es keine gruppenabhangigen signifikanten Unterschiede der zuriickgelegten
Distanzen in der Arena des Open Fields (Abb. 5-11) verglichen mit den zurlickgelegten
Distanzen in den Kafigen der ITK (Abb. 5-14).
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5.6.2 Futter- und Wasseraufnahme

Um die physische Aktivitat und die Kdrpergewichtsentwicklung relativieren zu kdénnen,
wurden (ber spezielle Futterraufen und Trankeinrichtungen, die mit Hangewaagen
versehen waren, ebenfalls die Futter- und Trinkwasseraufnahme wahrend der Messperiode

in der ITK erfasst.
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Abb. 5-15: Fress- und Trinkverhalten. Wasseraufnahme in ml und
Futterverbrauch in g der nicht-stereotypen (nST; Futter: n=16, Wasser: n=15)
und stereotypen (ST; Futter: n=16, Wasser: n=13) Tiere in der Messeinrichtung
der ITK in der Versuchswoche 12, dargestellt als Mittelwert £SEM. Mann-Whitney-
U-Test (Wasseraufnahme) bzw. T-Test (Futteraufnahme) ergaben keine
signifikanten Unterschiede.

Es konnten keine Unterschiede in der Futteraufnahme zwischen nicht-stereotypen Mausen
mit 4,33+0,19 g/Tier/Tag (n=16) und stereotypen Mausen mit 4,13+0,17 g/Tier/d (n=16)
festgestellt werden. Auch die Trinkwasseraufnahme unterschied sich nicht (nST:
3,37£0,17; n=15 vs. ST: 3,99+0,41; n=13). Jedoch gab es signifikante Unterschiede
zwischen den Tieren, die die verschiedenen Formen stereotypen Verhaltens ausgelibt
haben. Tiere, die circuit running zeigten (n=5), nahmen 5,38+1,39 ml/Tag Wasser zu sich,
also signifikant mehr als nicht-stereotype (p<0,05) und signifikant mehr als back flipping
(n=7) FVB/NJ-Mause mit 2,98+0,66 ml/Tag (p<0,05), jedoch nicht mehr als wire gnawing
(n=4) Tiere mit 3,35+0,31 ml/Tag. Bei der Futteraufnahme ergaben sich keine
Gruppenunterschiede. Hier nahmen circuit running FVB/NJ)'s (n=5) 4,56+0,54 g/Tag zu
sich, demnach etwas mehr als wire gnawing Tiere (n=3) mit 4,12+0,71 g/Tag und als back
flipping Mause (n=5) mit 3,84+0,64 g/Tag.

Die Futterraufen sind spezielle, im Kafig hangende, sich bei Berihrung leicht bewegende
Raufen, die im unteren Bereich mit einer Auffangeinrichtung fur Futterreste versehen sind.
Die Tranken sind mit Nippeln ausgestattet, die das Auslaufen von Wasser verhindern sollen.

Diese mussen durch die Maus wahrend des Trinkens etwas zur Seite positioniert werden
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und unterscheiden sich in dem Punkt von den Trankeinrichtungen im Haltungskafig. Da sie
sich nicht an die speziellen Futtereinrichtungen und Wasserflaschen gewdhnt haben,
mussten sieben Tiere (6 stereotype und 1 nicht-stereotypes) von der
Futteraufnahmemessung und drei Tiere (alle stereotyp) von der Erfassung der

Trinkwasseraufnahme ausgeschlossen werden.

5.7 Korpergewichtsentwicklung

Das Koérpergewicht wurde vom Absatz an Uber den gesamten Zeitraum der Studie

wochentlich erfasst.

Tabelle 5-4: Geschlechterabhidngige Korpergewichtsentwicklung. Mittleres Kérpergewicht in g, dargestellt
als Mittelwert £SEM, der nicht-stereotypen und stereotypen Tiere, getrennt nach Geschlecht, vom Absatz bis zur
Versuchswoche 12 (W1, [...], W12), ungleiche Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede (Einfaktorielle
Varianzanalyse; p<0,05).

Nicht-stereotyp Stereotyp

Weibchen Mannchen Weibchen Mannchen

n=7 n=9 n=12 n=7
Absatz 16,50 +£0,50°°  |13,38 +0,53%"¢ (12,50 +£0,61°¢  [13,19 +0,50°"
w1 21,50 £0,32°°  [21,16 £0,89°° |18,17 £0,54° 20,80 +£1,01%P¢
w2 23,20 £0,16%°¢  [25,09 £0,72°° |21,03 £0,73° 25,07 £0,73%P¢
w3 23,74 £0,35°°¢ (26,99 £0,65°° |21,91 £0,77° 26,70 £0,86%P¢
w4 24,89 +£0,36°°¢  [27,84 £0,95°° |22,78 +£0,95° 28,41 +£1,00%P¢
W5 26,54 £0,50°° |29,17 +£1,08*¢ 23,14 +0,98° 29,63 +1,17°P¢
W6 27,44 £0,66°°  [31,58 £1,06°° |21,99 +0,61° 30,23 +1,35%"¢
W7 27,23 £0,75°°  |31,94 +£1,18*¢ 22,82 +0,59° 30,86 +1,46%"°
w8 26,51 £0,25%°¢  [33,40 £0,85%¢ |23,57 £0,42° 31,93 +1,46°"¢
W9 27,33 £0,43%°  |34,71 +£1,12* 23,81 £0,64° 33,00 £1,51%"°¢
W10 26,99 +£0,35%¢  [34,78 £1,06°° |23,86 +0,52° 32,83 +£1,57°P°¢
w11 27,54 £0,47°°  |34,42 +£0,88%° |24,08 £0,57° 33,14 +1,52°°°¢
W12 28,41 £0,58%°  [34,23 £1,07°° |24,52 £0,49° 32,77 £1,50%"°¢

Es konnten geschlechterabhangige Koérpergewichtsentwicklungen festgestellt werden,
wobei vor allem stereotype Weibchen, auBer beim Absatz, kontinuierlich weniger wogen
als nicht-stereotype weibliche FVB/NJ-Mause (p<0,05). Stereotype Mannchen wogen
ebenfalls weniger als nicht-stereotype FVBN/J-Mannchen, wobei der Unterschied zu keinem

Zeitpunkt signifikant war.
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Abb. 5-16: Gruppenabhdngige Korpergewichtsentwicklung. Mittleres
Korpergewicht in g, dargestellt als Mittelwert, der nicht-stereotypen (grau;

n=16) und stereotypen Tiere (schwarz;
Versuchswoche 12 (W1,

n=19),

[..1, Wi12),

(*p<0,05; ** p<0,01).

vom Absatz bis zur
T-Test unabhangiger Stichproben

Zusammengenommen unterschieden sich die Kérpergewichte nicht-stereotyper FVB/NJ-
in Versuchswoche 1,

Mduse von denen stereotyper FVB/NJ-Mduse beim Absetzen,

Versuchswoche 3, Versuchswoche 5-10 (*p<0,05) und in den Versuchswochen 11-12

(**p=<0,01). Wobei sich die Tiere, die das circuit running ausfihrten, am meisten

hinsichtlich der

Koérpergewichtsentwicklung von

unterschieden (p<0,05; Tabelle H-2 im Anhang H.2).

nicht-stereotypen

FVB/NJ-Mausen
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5.8 Korperzusammensetzung

Ziel dieser Bestimmung war es, die Koérpergewichtsentwicklung genauer definieren zu
konnen und zu evaluieren, ob es eine Art ,Trainingseffekt" durch die gesteigerte
korperliche Betatigung stereotyper FVB/NJ]-Mduse gibt. AuBerdem komplettiert diese
Messung die Erstellung eines ,metabolischen Profils® der FVB/NJ-Mause, das bis zu diesem
Zeitpunkt nicht existierte. Die Korperzusammensetzung wurde beim Absatz, in

Versuchswoche 7 und Versuchswoche 12 mittels NMR erfasst.
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Abb. 5-17: Korperfettanteil. Fettanteil (Mittelwert) in g/ 10 g Kérpergewicht
(KGW) der nicht-stereotypen (nST) und stereotypen (ST) Tiere im Absatzalter,
in der Versuchswoche 7 (W7) und Versuchswoche 12 (W12), (T-Test
unabhangiger Stichproben; *** p<0,005).
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Abb. 5-18: Korpermuskelanteil. Muskelanteil (Mittelwert) in g/ 10 g
Kérpergewicht (KGW) der nicht-stereotypen (nST) und stereotypen (ST) Tiere
im Absatzalter, in der Versuchswoche 7 (W7) und Versuchswoche 12 (W12), (T-
Test unabhangiger Stichproben; *** p<0,005).
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Im Absatzalter unterschieden sich die Tiere nicht in ihrer Kérperzusammensetzung (nST:
1,11+0,04 vs. ST: 1,06+0,05 g Fett/10 g KGW und nST: 8,52+0,06 vs. ST: 8,67+0,07 g
Muskel/g 10 g KGW). Verglichen mit nicht-stereotypen Mausen, bestanden die Kérper der
stereotypen Mduse allerdings aus mehr Muskulatur und weniger Fett in Versuchswoche 7
(nST: 1,56+0,06 vs. ST: 1,00+£0,10 g Fett/10 g KGW und nST: 7,92+0,04 vs. ST:
8,45+0,09 g Muskel/10 g KGW; p<0.005) und am Ende der Versuchswoche 12 (nST:
1,69+0,08 vs. ST: 1,06+0,11 g Fett/10 g KGW und nST: 7,76+0,08 vs. ST: 8,28+0,10 g
Muskel/10 g KGW; p<0.005).

Detaillierte Daten zu den verschiedenen Typen des stereotypen Verhaltens befinden sich
in Tabelle H-2 im Anhang H.2.

5.9 Korperldange, Organgewichte

5.9.1 Korperldange

Die Kdérperlange wurde einmalig, final ermittelt (Kapitel 4.3.12). Gemessen wurde hierbei
die Lange des Kdrpers von der Nasenspitze des Tieres bis zur Schwanzwurzel bzw. bis zur

Schwanzspitze.
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Abb. 5-19: Korperlange 1. Ldnge der nicht-stereotypen (nST;
n=16) und stereotypen (ST; n=19) Tieren in cm, gemessen von der
Nasenspitze bis zur Schwanzwurzel. Dargestellt als Boxplot. Box
kennzeichnet Interquartilsabstand (unteres Quartil bei 25%, Median
bei 50% und oberes Quartil bei 75%). Striche stellen 2,5% bzw.
97,5% Perzentil dar. T-Test unabhangiger Stichproben ergab keine
signifikanten Unterschiede.
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Wie die Abb. 5-19 zeigt, sind die nicht-stereotypen und stereotypen Mduse gemessen von
der Nasenspitze bis zur Schwanzwurzel annahernd gleich groB (nST: 10,47+0,07 vs. ST:
10,37+£0,08 cm). Auch zwischen den Tieren der verschiedenen Typen der Stereotypien gibt
es keine signifikanten Unterschiede (back flipping; n=10; 10,43+0,42 vs. circuit running;
n=5; 10,26+0,13 vs. wire gnawing; n=4; 10,38+0,30 cm).
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Abb. 5-20: Korperldnge 2. Ldnge der nicht-stereotypen (nST;
n=16) und stereotypen (ST; n=19) Tieren in cm, gemessen von der
Nasenspitze bis zur Schwanzspitze. Dargestellt als Boxplot. Box
kennzeichnet Interquartilsabstand (unteres Quartil bei 25%, Median
bei 50% und oberes Quartil bei 75%). Striche stellen 2,5% bzw.
97,5% Perzentil dar; T-Test unabhangiger Stichproben (*p<0,05).

Betrachtet man die Gesamtlange von der Nasenspitze bis zur Schwanzspitze, ergaben sich
hier allerdings Unterschiede. Nicht-stereotype Tiere erreichten hier eine Gesamtlange von
19,36+£0,11 cm. Sie waren also verglichen mit stereotypen Tieren mit 18,99+0,12 cm
signifikant groBer (p<0,05; Abb. 5-20). Zwischen den Tieren der verschiedenen Typen der
Stereotypien gibt es keine signifikanten Unterschiede (back flipping; n=10; 19,09+0,52
vs. circuit running; n=5; 18,76%+0,47 vs. wire gnawing; n=4; 19,03+£0,60 cm). Tragt man
die Daten der beiden Messungen zusammen, lasst sich demnach sagen, dass sich der
Korper der Tiere bis zur Schwanzwurzel nicht zwischen nicht-stereotypen und stereotypen
FVB/NJ-Mdusen unterscheidet. Misst man allerdings die Gesamtlange der Tiere bis zur
Schwanzspitze, ergeben sich signifikante Unterschiede. Demzufolge haben nicht-
stereotype FVB/NJ-Mduse langere Schwanze im Vergleich zu nicht-stereotypen FVB/NJ-

Mausen.
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5.9.2 Organgewichte

Nach Entnahme wurde jedes der folgenden Organe vor der Weiterverarbeitung gewogen
und so Indikatoren flir weitere Analysen gesammelt.
Tabelle 5-5: Organgewichte. Relative Organgewichte von Herz, Leber, Milz, Gehirn und braunem Fettgewebe

(BAT), dargestellt als Mittelwert (%) vom Korpergewicht £SEM, getrennt nach Gruppen (nicht-stereotyp,
stereotyp) und Geschlecht; n.s. (nicht-signifikant).

Nicht-stereotyp Stereotyp Signifikanz

Organ | Weibchen Ma@nnchen Weibchen Mannchen Stereotypie | Geschlecht
n=7 n=9 n=12 n=7

Herz 0,43 +£0,02 |0,50 £0,02 |0,43 £0,01 |0,46 £0,02 |p<0,005 n.s.
Leber |5,25 +0,11 |5,84 +£0,16 (4,92 £0,16 |5,40 £0,11 |p<0,005 p<0,05
Milz 0,38 £0,01 (0,47 £0,04 |0,31 0,01 (0,34 £0,03 |p<0,05 p<0,005
Gehirn | 1,48 £0,09 |1,70 £0,09 |1,36 +£0,02 |1,45 £0,13 |p<0,05 p<0,05
BAT 0,52 £0,04 |0,56 £0,05 |0,56 £0,07 (0,73 £0,06 |n.s. p<0,05

Bei der finalen Sektion ergaben sich signifikante Unterschiede in den relativen Herz-,
Leber-, Milz- und Gehirngewichten. Alle relativen Gewichte der genannten Organe waren
bei stereotypen Tieren signifikant héher. Das relative Gewicht des braunen Fettgewebes
ergab keinen signifikanten Unterschied zwischen nicht-stereotypen und stereotypen
Tieren. AuBerdem lieBen sich bei allen Organen, auBer beim Herzen geschlechterabhangige
Unterschiede der Organgewichte nachweisen, wobei die mannlichen Tiere bei allen

Organen hohere relative Gewichte als die Weibchen aufwiesen.

Die Daten zum relativen Milzgewicht verhielten sich nicht normalverteilt, demnach wurde
der Kruskal-Wallis-Test angewandt. Die Daten der anderen relativen Organgewichte

wurden aufgrund der Normalverteilung der Daten anhand der einfaktoriellen

Varianzanalyse (ANOVA) ausgewertet.
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Das relative Gewicht des Herzens wurde bestimmt, da es sich hierbei um das vornehmliche
Herz-Kreislauf-Organ handelt. Die Leber wurde als zentrales Stoffwechselorgan
ausgewabhlt.
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Abb. 5-21: Herz- und Lebergewicht. Gewichte von (A) Herz und (B) Leber relativ zum Koérpergewicht (in
%). Angeordnet nach den gesamten stereotypen (n=19) und nicht-stereotypen Tieren (n=16) und fir die
verschiedenen Formen stereotypen Verhaltens (back flipping;, n=10, circuit running;, n=5, wire gnawing, n=4)
einzeln dargestellt als Boxplot. Box kennzeichnet Interquartilsabstand (unteres Quartil bei 25%), Median bei
50% und oberes Quartil bei 75%). Striche stellen 2,5% bzw. 97,5% Perzentil dar, Kruskal-Wallis-Test
(*p=<0,05; *** p<0,005).

Signifikante Unterschiede bei den Herzgewichten ergaben sich vor allem fir die circuit
running Mause, ihre Herzen waren signifikant schwerer im Vergleich zu den Herzen nicht-
stereotyper FVB/NJ-Mause. Bei den Lebergewichten ergaben sich signifikante Unterschiede
flir Mause, die circuit running und back flipping ausgelibt haben. Die Lebergewichte dieser
beiden Gruppen waren erhéht im Vergleich zu den Lebergewichten nicht-stereotyper
Mause.
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Das relative Milzgewicht wurde als Reprasentant des Immunsystems erfasst. Das
Gehirngewicht wurde mit Fokus auf die Bestimmung der zerebralen Neurotransmitter SRT
und DA bestimmt.
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Abb. 5-22: Milz- und Gehirngewicht. Gewichte von (A) Milz und (B) Gehirn relativ zum Korpergewicht (in
%). Angeordnet nach den gesamten stereotypen (n=19) und nicht-stereotypen Tieren (n=16) und fir die
verschiedenen Formen stereotypen Verhaltens (back flipping; n=10, circuit running;, n=5, wire gnawing, n=4)
einzeln dargestellt als Boxplot. Box kennzeichnet Interquartilsabstand (unteres Quartil bei 25%), Median bei
50% und oberes Quartil bei 75%). Striche stellen 2,5% bzw. 97,5% Perzentil dar, Kruskal-Wallis-Test
(*p=<0,05; *** p<0,005).

Signifikante Unterschiede bei den Milzgewichten ergaben sich vor allem fir die circuit
running Mause, ihre Milzen waren signifikant schwerer im Vergleich zu den Milzen nicht-
stereotyper FVB/NJ-Mduse. Die Gehirngewichte stereotyper FVB/NJ-Mausen waren zwar
signifikant erhéht gegenliber den Gewichten der Gehirne nicht-stereotyper FVB/NJ-Mduse,
allerdings ergaben sich keine Unterschiede in Abhangigkeit der Form des stereotypen
Verhaltens.
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Das Braunes Fettgewebe (BAT) hat einen bedeutenden Einfluss auf den Energieverbrauch
und die Kalte-induzierte Thermogenese (Nedergaard et al., 2007). Daten aus an Ratten
haben gezeigt, dass vermehrtes physisches Training die Aktivitdt des braunen Fettgewebes
steigert, wahrend sich in Ausdauer-trainierten humanen Athleten vergleichsweise
niedrigere BAT-Aktivitdt nachwiesen lies (Trexler et al., 2017).
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Abb. 5-22: Gewicht braunes Fettgewebe. Gewicht des braunen
Fettgewebes relativ zum Kérpergewicht (in %). Angeordnet nach
den gesamten stereotypen (n=19) und nicht-stereotypen Tieren
(n=16) und fiur die verschiedenen Formen (back flipping; n=10,
circuit running; n=5, wire gnawing, n=4) stereotypen Verhaltens
einzeln dargestellt als Boxplot. Box kennzeichnet
Interquartilsabstand (unteres Quartil bei 25%), Median bei 50% und
oberes Quartil bei 75%). Striche stellen 2,5% bzw. 97,5% Perzentil
dar. Der Kruskal-Wallis-Test ergab keine signifikanten
Unterschiede.

Das Gewicht des braunen Fettgewebes unterschied sich weder zwischen nicht-stereotypen
und stereotypen FVB/NJ-Mdusen, noch gab es signifikante Unterschiede in Anhangigkeit

von der Form des stereotypen Verhaltens.

5.10 Fdkale Corticosteroide

Stereotypien werden vor dem Hintergrund der ,,Coping-Hypothese" (Wirbel, 2006) als eine
Mdglichkeit zur Anpassung an aversiven Umweltbedingungen diskutiert (Kapitel 2.10).
Durch die Herabsenkung der Aktivitdt der Hypothalamus-Hypophysen-Achse sollen
weniger Cortisol (CSL) und Corticosteron (CST) ausgeschiittet werden und so die Stress-
Levels gesenkt werden. In diverse Studien, bei denen die Tiere am Auslben des

stereotypen Verhaltens gehindert wurden, wurden gesteigerte Glucocorticoidspiegel
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gemessen und so im Umkehrschluss die Coping-Hypothese bestatigt (Fureix et al., 2013;
Odberg, 2006; Wiirbel and Stauffacher, 1996), jedoch bleibt die Datenlage weiterhin
inkongruent. Fir die Messungen der fakalen Corticosteroide (CSL, CST) wurden bei der
vorliegenden Arbeit die stereotypen FVB/NJ-Mduse mit den hdchsten Stereotypie-Levels
ausgewahlt. Die fakalen Corticosteron- und Cortisolgehalte wurden aus wdchentlichen
randomisierten Kotproben mittels ELISA Kit bestimmt (Kapitel 4.3.9 und 4.4.1).

Tabelle 5-6: Fdkales Corticosteron. Corticosterongehalte des fakalen Extrakts in pg/ml
der nicht-stereotypen (nST) und stereotypen (ST) Tiere, dargestellt als Mittelwert £SD
(Standardabweichung) und unter Angabe der Anzahl (n=...) der jeweils analysierten Proben
pro Gruppe und Versuchswoche (W1, [..], W11), T-Test fir unabhangige Stichproben

(*p=<0,05).

Corticosteron nST ST

w1 3998,00 +345,81 n=4 |4608,16 £473,09 n=8
w2 3868,05 +£458,57 n=4 |3894,52 £395,42 n=7
W3 7155,90 £1297,01 n=4 |3849,40 £527,04 * | n=8
w4 5919,80 +915,39 n=4 |4335,92 +481,24 n=7
W5 5340,60 +£1422,86 n=4 |5154,03 +442,64 n=8
WS 5674,31 £1693,42 n=4 |4763,84 +£547,38 n=8
w7 7508,03 £2208,21 n=4 |574,15 £760,15 n=8
w8 10604,92 £1994,00 | n=4|7033,17 £892,47 n=8
w9 9105,48 +1566,77 n=4 |7939,33 £1783,97 n=3
W10 9730,71 £2215,64 n=4 |7926,88 £1539,43 n=3
W11 10372,26 £1209,30 | n=4|9034,97 £1066,24 n=3

Tabelle 5-7: Fakales Cortisol. Cortisolgehalte des fakalen Extrakts in pg/ml der nicht-
stereotypen (nST) und stereotypen (ST) Tiere, dargestellt als Mittelwert *SD
(Standardabweichung) und unter Angabe der Anzahl (n=...) der jeweils analysierten Proben
pro Gruppe und Versuchswoche (W1, [...], W11). Der T-Test unabhangiger Stichproben
ergab keine signifikanten Unterschiede.

Cortisol nST ST

w1 1263,55 +191,87 n=4 |1034,01 £199,55 n=>5
w2 1874,82 365,20 n=4|1133,74 £125,30 n=6
W3 2032,01 £633,44 n=4 |1938,36 £585,03 n=>5
w4 1530,98 +£162,54 n=4 |2000,05 +£601,44 n=
W5 1354,49 105,63 n=4|1217,84 £255,10 n=6
W6 1330,76 £191,57 n=4|1292,29 +£183,46 n=>5
w7 1280,77 +£301,96 n=4 |1441,21 +£212,87 n=6
w8 1781,93 +£869,78 n=3|1311,62 £177,07 n=>5
w9 805,66 £167,63 n=3|2031,09 £589,97 n=3
W10 1073,72 +£220,58 n=3|1926,76 £182,94 n=3
W11 1197,08 +£236,05 n=3 |1804,02 +£351,51 n=3
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Wie in den Tabellen 5-6 und 5-7 aufgelistet, wiesen stereotype Tiere lediglich in der
Versuchswoche 3 (Lebenswoche 6) signifikant niedrigere fédkale Corticosteronwerte auf. Zu
den anderen Zeitpunkten und bei den fakalen Cortisolgehalten gab es keine

Gruppenunterschiede.

5.11 Neurotransmitter des Gehirns

Aus vorangegangenen pharmakologischen Studien ergab sich ein mdglicher
Zusammenhang zwischen dem Auslben stereotypen Verhaltens und den zerebralen
Neurotransmittern Serotonin (SRT) und Dopamin (DA) [siehe Ausfiihrungen in (Mostard,
2011) und die ausflihrliche Diskussion in Kapitel 6.4 der vorliegenden Arbeit. Deshalb
wurde am Institut flir Erndhrungswissenschaft der Universitdt Potsdam, Abteilung flr
Erndhrungstoxikologie die bereits etablierte Methode zur SRT- und DA-Bestimmung im
Fadenwurm C.elegans (Schumacher et al., 2015) an die Messungen aus Gesamtgehirn-
Lysaten angepasst und im Rahmen weiterfihrender Untersuchungen die
gehirnarealspezifische Bestimmung der Neurotransmitter etabliert (siehe Anhang H.3).
SRT und DA wurden aus Gesamtgehirn-Lysaten mittels LC-MS/MS bestimmt (Kapitel
4.4.2).
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Abb. 5-23: Zerebrale Neurotransmittergehalte. Gehalt an Dopamin (DA) und Serotonin
(SRT) in ng/mg Gehirngewicht in Gesamtgehirn-Lysaten, dargestellt als Mittelwert £ SD fir
die nicht-stereotypen (n=16) und stereotypen (n=19) Tiere und die verschiedenen Formen
der Stereotypien (back flipping; n=10, circuit running, n=5, wire gnawing, n=4). Die
einfaktorielle Varianzanalyse ergab keine signifikanten Unterschiede.

Es stellten sich keine Unterschiede in den DA- und SRT-Gehalten heraus. Die Gehirne nicht-
stereotyper Tiere enthielten 1,79+0,15 ng/mg DA und 1,47+0,14 ng/mg SRT, die der wire
gnawing Tiere 1,84+0,08 ng/mg DA und 1,43+0,05 ng/mg SRT, die der back flipping Tiere
1,94+£0,25 ng/mg DA und 1,51+0,12 ng/mg SRT und die Gehirne der circuit running Tiere
enthielten 1,88+0,25 ng/mg DA und 1,46+0,18 ng/mg SRT. Die Gehirne der stereotypen
Tiere insgesamt enthielten 1,90+0,22 ng/mg DA und 1,48+0,12 ng/mg SRT.
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5.12 Glykogengehalte der Leber und des Muskels

Um mogliche Trainingseffekte zu charakterisieren, die durch das Ausiiben stereotypen
Verhaltens bedingt sein kdnnten, wurden die Glykogengehalte der Leber und des Muskels
und die muskularen Triglyceridgehalte bestimmt. Wahrend, die in der Leber vorhandenen
Glykogenspeicher hauptsachlich zur Glucosehomdostase beitragen, deckt das muskular
vorhandene Glykogen vorrangig den Muskeleigenbedarf an Energie wahrend physischer
Aktivitdt (Jensen et al., 2011). Bekannter Weise lassen sich bei Ausdauer-trainierten
Menschen und auch nach anhaltendem Training von Ratten erhdhte Glykogengehalte der
Skelettmuskulatur nachweisen (Burgomaster et al., 2008; Hespel and Richter, 1990;
Hickner et al., 1997). Die UV-Test-basierte Glykogenbestimmung in der Leber und im M.

quadriceps erfolgte nach der im Kapitel 4.4.3 beschriebenen Methode.

5.12.1 Glykogengehalt der Leber
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Abb. 5-24: Leberglykogen. Glykogengehalt der Leber in pg/ mg
Protein, dargestellt als Mittelwert £SEM der nicht-stereotypen
(nST; n=16) und der stereotypen (ST; n=19) Tiere. Der Mann-
Whitney-U-Test ergab keine signifikanten Unterschiede.

Dier Gruppenmittelwert des Glykogengehalts der Leber der nicht-stereotypen Tiere lag bei
31,50+8,45 pg/ mg Protein, vergleichbar mit dem der stereotypen Tiere, welcher bei
33,38+5,42 ug/ mg Protein lag.

Wobei sich auch keine Unterschiede im hepatischen Glykogengehalt in Abhangigkeit der
Form des stereotypen Verhaltens ergaben (wire gnawing: 18,99+7,85 pg/ mg; back
flipping: 42,26+8,18 ug/ mg; circuit running: 27,14+8,60 ug/ mg Protein).
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5.12.2 Glykogengehalt des Muskels
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Abb. 5-25: Muskelglykogen. Glykogengehalt des M. quadriceps
in ug/ mg Protein, dargestellt als Mittelwert £SEM der nicht-
stereotypen (nST; n=16) und der stereotypen (ST; n=19) Tiere und
die verschiedenen Formen der Stereotypien (back flipping;, n=10,
circuit running; n=5, wire gnawing; n=4), (T-Test unabhangiger
Stichproben; *p<0,05; ** p<0,01).

Im Mittel lag der Glykogengehalt des M. quadriceps der nicht-stereotypen Tiere bei
7,39+1,15 pg/ mg Protein. Der Mittelwert des Glykogengehalts des Muskels der
Stereotypie-Gruppe lag bei 14,06+1,33 pg/ mg Protein und war damit signifikant erhdht.

FVB/NJ-Mause, die das back flipping ausliibten, wiesen im Vergleich zu nicht-stereotypen
Mdusen erhdhte muskuldre Glykogengehalte auf (14,04+0,77 pg/ mg Protein; p<0,01).
Es ergaben sich allerdings keine Unterschiede flr circuit running (15,24+3,33 ug/ mg

Protein) und wire gnawing 16,11+3,34 ug/ mg Protein) Tiere.
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5.13 Triglyceridgehalt des Muskels

Die

intramuskular gespeicherten Lipidtropfchen dienen als wichtige Substratquelle

wdhrend eines Ausdauertrainings mit moderater Intensitdt (Hoppeler et al., 1985;

Sacchetti et al., 2002; van Loon et al., 2003). Die enzymatische Triglyceridbestimmung im

M. quadriceps erfolgte nach der in Kapitel 4.4.4 beschriebenen Methode.
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Abb. 5-26: Muskeltriglyceride. Triglyceridgehalt des M.
quadriceps in ug/ mg Protein, dargestellt als Mittelwert £SEM der
nicht-stereotypen (nST; n=16) und der stereotypen (ST; n=19)
Tiere. Der Mann-Whitney-U-Test ergab keine signifikanten
Unterschiede.

Es stellte sich kein Unterschied in den Triglyceridgehalten des M. quadriceps zwischen den

nicht-stereotypen Tieren mit 1170,60+200,50 pg/ mg Protein und den stereotypen Tieren
mit 958,82+203,79 pg/ mg Protein heraus.

Die muskuldren Triglyceridgehalte unterschieden sich lediglich zwischen wire gnawing
(1750,36+577,55 ug/ mg Protein) und back flipping (846,35+268,72 ug/ mg Protein;
p<0,05) Tieren. Die Mause, die das circuit running ausiibten, lagen bei 550,51+£108,61 ug/

mg Protein.
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5.14 Histologische Parameter des Herzens

5.14.1 Kardiomyozytenfldachen

Das bei der finalen Organentnahme festgestellte erhéhte relative Herzgewicht sollte nun in
weiteren histologischen Analysen hinsichtlich Parameter einer Hypertrophie und/oder
kardialen Fibrose untersucht werden. Die Bestimmung der Flachen der Kardiomyozyten
erfolgte mikroskopisch mit Hilfe der Axio Vision Software an PAS-gefarbten Herzschnitten
(Kapitel 4.5.2 und 4.5.3). Vermessen wurden bei einer 40-fachen VergréBerung
durchschnittlich 100 Kardiomyozyten pro Tier.
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Abb. 5-27: Kardiomyozytenflachen. Flache der Kardiomyozyten
der nicht-stereotypen (nST; n=16) und stereotypen (ST; n=19)
Tiere, dargestellt als Mittelwert £SEM. Der T-Test unabhangiger
Stichproben ergab keine signifikanten Unterschiede.

Hinsichtlich der durchschnittlichen GréBe der Kardiomyozyten, gemessen am Flacheninhalt
des einzelnen Kardiomyozyten, ergaben sich keine Gruppenunterschiede. So lag der
Mittelwert der nicht-stereotypen Tiere bei 335,84+11,87 um?und der der stereotypen Tiere
bei 345,23+47,73 ym?2. Auch zwischen den Tieren der verschiedenen Typen stereotypen
Verhaltens ergaben sich keine Unterschiede hinsichtlich der durchschnittlichen
Kardiomyozytenflachen (wire gnawing: 346,98+20,14 ym?; circuit running: 335,55+15,68
um?2; back flipping 349,37+18,43 um?).
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5.14.2 Kardiomyozytendiameter

Die Bestimmung der Kardiomyozytendurchmesser erfolgte mikroskopisch mit Hilfe der Axio
Vision Software an PAS-gefarbten Herzschnitten (Kapitel 4.5.2 und 4.5.4). Der
Durchmesser von durchschnittlich 100 Kardiomyozyten pro Tier wurde bei einer 20-fachen

VergréBerung vermessen.
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Abb. 5-28: Kardiomyozytendiameter. Durchmesser der
Kardiomyozyten der nicht-stereotypen (nST; n=16) und stereotypen
(ST; n=19) Tiere, dargestellt als Mittelwert £SEM. Der T-Test
unabhangiger Stichproben ergab keine signifikanten Unterschiede.

Es ergaben sich keine Unterschiede im Durchmesser der Kardiomyozyten zwischen nicht-
stereotypen und stereotypen Mausen. Ermittelt wurde hier der Diameter durch den
Zellkern in Langs- bzw. Querachse der Zelle und die jeweils diagonal verlaufenden
Diameter und daraus der Mittelwert gebildet. Dieser Mittelwert betrug 19,47+0,67 um fir
stereotype FVB/NJ-Mduse und 18,87+£0,27 pm fir die nicht-stereotypen Mause. Die
FVB/NJ-Mduse, die wire gnawing ausibten, hatten hierbei einen durchschnittlichen
Kardiomyozytendiameter von 19,02+0,63 um, die circuit running Tiere 18,94+0,27 um
und die back flipping Mause 18,77+0,45 um.
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5.14.3 Kollagenanteil des Herzen

Als Marker einer méglichen kardialen Fibrose wurde der Anteil des Gesamtkollagens des
Herzens bestimmt. Dazu wurde die Sirius Red positiv gefarbte Fldche von 10 ausgewahlten
Bereichen eines histologischen Schnittes pro Tier mit Hilfe der Image] Software erfasst
(Kapitel 4.5.2 und 4.5.5).
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Abb. 5-29: Herzkollagengehalt. Kollagenanteil des Herzens,
gemessen an der Sirius-Red positiven Flache, der nicht-stereotypen
(nST; n=16) und stereotypen (ST; n=19) Tiere, dargestellt als
Mittelwert £SEM. Der T-Test unabhangiger Stichproben ergab keine
signifikanten Unterschiede.

Der Kollagenanteil des Herzens variierte nicht zwischen den Gruppen. Fir die nicht-
stereotypen Maduse ergab sich ein Mittelwert von 0,60+0,06 %, vergleichbar zum
Mittelwert der stereotypen Tiere, welcher bei 0,56+0,07 % lag. Die Herzen der back flipping
Tiere wiesen einen Kollagenanteil von 0,65+0,11 % auf und damit nicht signifikant mehr
als die wire gnawing Mduse mit 0,45+0,09 % und die circuit running Tiere mit 0,45+0,08
%.
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5.15 Histologische Parameter der Skelettmuskulatur

5.15.1 Muskelquerschnitt des M. soleus

Der M. soleus wurde flur die histologischen Analysen als Prototyp der roten Slow-Twitch
Muskelfasern (MyHC Typ I) ausgewadhlt. Als Marker fir eine mdégliche trainingsbedingte
muskulare Hypertrophie stereotyper FVB/NJ-Mduse, wurde die Gesamtquerschnittsflache
des M. soleus mikroskopisch mit Hilfe der Axio Vision Software an zwei SR-gefdrbten

Muskelquerschnitten pro Tier bestimmt (Kapitel 4.5.2 und 4.5.6).

Querschnittsflache des
M sokus(mmz)

T
ST nST

Abb. 5-30: Querschnitt des M. soleus. Muskelquerschnittsflache
des M. soleus in mm? der nicht-stereotypen (nST; n=16) und
stereotypen (ST; n=19) Tiere, dargestellt als Mittelwert £SEM. Der
T-Test unabhdngiger Stichproben ergab keine signifikanten
Unterschiede.

Es ergaben sich keine Unterschiede in der Gesamtquerschnittsflache des M. soleus
zwischen nicht-stereotypen FVB/NJ-Mdusen mit 0,97+0,13 mm? und stereotypen M&usen
mit 1,09+0,16 mm?2. Stereotype wire gnawing Mause wiesen die gréBte durchschnittliche
Gesamtquerschnittsflache des M. soleus auf mit 1,19+0,19 mm?, nicht signifikant mehr als
back flipping Tiere mit 1,16+0,18 mm? und circuit running FVB/N]-M&use mit 0,89+0,07

mm?2.
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5.15.2 Anzahl der Myozyten des M. soleus

Die Anzahl der Myozyten wurde mikroskopisch im Querschnitt des M. soleus bestimmt
(Kapitel 4.5.2 und 4.5.7).
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Abb. 5-31: Anzahl der Myozyten des M. soleus. Anzahl der
Myozyten/ Querschnitt des M. soleus der nicht-stereotypen (nST;
n=16) und stereotypen (ST; n=19) Tiere, dargestellt als Mittelwert
+SEM. Der T-Test unabhangiger Stichproben ergab keine
signifikanten Unterschiede.

Es stellte sich kein Gruppenunterschied hinsichtlich der Anzahl der Myozyten pro
Muskelquerschnitt des M. soleus heraus. Bei nicht-stereotypen Tieren waren
durchschnittlich 562,13+61,56 Myozyten/Muskelquerschnitt zu zahlen, wahrend sich bei
stereotypen Mausen durchschnittlich 591,42+44,22 Myozyten/Muskelquerschnitt ergaben.
Die Anzahl der Myozyten pro Muskelquerschnitt des M. soleus unterschieden sich ebenfalls
nicht zwischen den Tieren der verschiedenen Typen stereotypen Verhaltens (wire gnawing:
707,50£108,06; circuit running 586,70+58,81; back flipping 547,35+65,50
Myozyten/Muskelquerschnitt).
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5.15.3 Diameter der Myozyten des M. soleus

Mikroskopisch ermittelt wurden der Diameter durch den Zellkern in Langs- bzw. Querachse
der Zelle und die jeweils diagonal verlaufenden Diameter und daraus der Mittelwert
gebildet (Kapitel 4.5.2 und 4.5.8). Vermessen wurden bei 10-facher VergréBerung 20-60
Myozyten pro Tier und der jeweilige Durchschnitt pro Tier ermittelt. Die Mittelwerte pro

Tier sind hier wiederum als Gruppenmittelwerte dargestellt.
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Abb. 5-32: Myozytendiameter des M. soleus. Durchmesser der
Myozyten des M. soleus der nicht-stereotypen (nST; n=16) und
stereotypen (ST, n=19) Tiere, dargestellt als Mittelwert £SEM. Der
T-Test unabhangiger Stichproben ergab keine signifikanten
Unterschiede.

Hinsichtlich der durchschnittlichen Durchmesser der Myozyten des M. soleus ergaben sich
keine Gruppenunterschiede. Ermittelt wurde hier der Diameter durch den Zellkern in
Langs- bzw. Querachse der Zelle und die jeweils diagonal verlaufenden Diameter und
daraus der Mittelwert gebildet. Die Durchmesser der Myozyten nicht-stereotyper FVB/NJ-
Mduse beliefen sich auf 40,23+1,09 um, die der stereotypen Mduse auf 40,38+0,87 um.
Fir stereotype Mduse, die das Wire Gnawing auslibten, ergaben sich Diameter der
Myozyten des M. soleus von 40,75x2,21 ym, welche sich vergleichbar zu den Diametern
der Myozyten der circuit running (39,72+0,56 pm) und back flipping Tiere (40,56%1,45

pm) verhielten.
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5.15.4 Kollagenanteil des M. soleus

Mit Hilfe eines Software-generierten Flachenmessprogramm von Axio Vision wurde der
Anteil Sirius Red positiv gefarbter Flache (und somit an Kollagen) bestimmt (Kapitel 4.5.2
und 4.5.10). Dazu wurden pro Tier bei zwei auf annahernd gleicher Ebene liegenden

Schnitten die Flachen an Sirius Red positiv gefarbten Bereichen erfasst.

Sirius Red” Flache (%)

ST nST

Abb. 5-33: Kollagenanteil M. soleus. Kollagenanteil des M.
soleus, gemessen an der Sirius-Red positiven Flache, der nicht-
stereotypen (nST; n=16) und stereotypen (ST; n=19) Tiere,
dargestellt als Mittelwert +SEM. Der T-Test unabhangiger
Stichproben ergab keine signifikanten Unterschiede.

Bezogen auf die Gesamtquerschnittsflache des M. soleus ergaben sich keine Unterschiede
im relativen Anteil an Kollagen. Flr die nicht-stereotypen Mause ergab sich ein Mittelwert
von 2,75+0,40 %, vergleichbar zum Mittelwert der stereotypen Tiere, welcher bei
2,71£0,41 % lag. Auch zwischen den Typen stereotypen Verhaltens ergaben sich keine
Unterschiede hinsichtlich der Kollagengehalten des M. soleus (wire gnawing: 2,19+0,63
%; circuit running: 2,98+0,93 %, back flipping: 2,28+0,52 %).
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5.15.5 Diameter der Myozyten des M. quadriceps

Der M. quadriceps wurde ausgewahlt, da er sich im Gegensatz zum M. soleus hauptsachlich
aus den weiBen Fast-Twitch Muskelfasern (MyHC Typ IIb, bzw. IIx) zusammensetzt. Zur
Bestimmung der Diameter der Myozyten (als Indikator einer muskuldren Hypertrophie)
wurden pro Tier 50 Zellen nach festgelegten Kriterien ausgewdhlt und bei 10-facher
VergréBerung vermessen (Kapitel 4.5.2 und 4.5.9). Ermittelt wurde hier der Diameter
durch den Zellkern in Langs- bzw. Querachse der Zelle und die jeweils diagonal

verlaufenden Diameter und daraus der Mittelwert gebildet.
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Abb. 5-34: Myozytendiameter des M. quadriceps.

Durchmesser der Myozyten des M. quadriceps der nicht-

stereotypen (nST; n=16) und stereotypen (ST; n=19) Tiere,

dargestellt als Mittelwert +SEM. Der T-Test unabhangiger

Stichproben ergab keine signifikanten Unterschiede.
Entsprechend den Daten zum M. soleus verhielten sich die Ergebnisse der histologischen
Analysen des M. quadriceps. Es ergaben sich keine Unterschiede hinsichtlich der Diameter
des M. quadriceps. Weder zwischen nicht-stereotypen (nST) und stereotypen Tieren (ST),
noch zwischen Tieren, die die verschiedenen Typen stereotypen Verhaltens ausgelibt
haben (nST: 55,38+0,80; ST: 53,95+0,86; wire gnawing: 54,42+2,38; circuit running:

53,87+0,94; back flipping 53,79+£1,35 pm).
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5.15.6 Kollagenanteil des M. quadriceps

Um Anzeichen einer moéglichen muskuldren Fibrose zu detektieren, wurde bei 10 Bildern
pro Tier eines SR-gefarbten Muskelquerschnitts in der 20-fachen VergréBerung der
prozentuale Anteil an Sirius-Red positiv geférbter Flache (respektive Kollagen) bestimmt
(Kapitel 4.5.2 und 4.5.11).
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Abb. 5-35: Kollagenanteil M. quadriceps. Kollagenanteil des M.
quadriceps, gemessen an der Sirius-Red positiven Flache, der nicht-
stereotypen (nST; n=16) und stereotypen (ST; n=19) Tiere,
dargestellt als Mittelwert +£SEM. Der T-Test unabhangiger
Stichproben ergab keine signifikanten Unterschiede.

Auch hinsichtlich des Kollagenanteils unterschieden sich die Mm. quadriceps nicht (nST:
2,37£0,22; ST: 2,06+0,15; wire gnawing: 2,17%0,24; circuit running: 2,32+0,48; back
flipping 1,89+£0,16 %).
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5.16 PCNA-positive Zellen der Milz

Um das erhohte relative Milzgewicht stereotyper FVB/NJ-Mause genauer zu
charakterisieren, wurde der Proliferating-Cell-Nuclear-Antigen (PCNA) - Gehalt bestimmt.
Als Marker einer mdglichen gesteigerten Replikations-, bzw. Proliferationsrate innerhalb
der Milz, wurden pro Tier bei einer 40-fachen VergroBerung die in der Immunhistologie

PCNA-positiv angefarbten Zellen in 10 Rasterflachen gezahlt (Kapitel 4.5.2 und 4.5.12).
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Abb. 5-36: PCNA-positive Zellen der Milz. Anzahl PCNA-
positiver Zellen der Milz nicht-stereotyper (nST; n=16) und
stereotyper (ST; n=19) Tiere, dargestellt als Mittelwert £SEM. Der
T-Test unabhdngiger Stichproben ergab keine signifikanten
Unterschiede.

Hinsichtlich der Anzahl PCNA-positiver Zellen der Milz ergaben sich keine Unterschiede
zwischen nicht-stereotypen Tieren mit durchschnittlich 106,93+6,70 PCNA*-Zellen/
9,765625 mm? (Rasterflache) und stereotypen FVB/NJ]-Mdusen mit einem Mittelwert von
114,13+6,24 PCNA*-Zellen/ 9,765625 mm? (Rasterflache). Circuit running Méuse wiesen
die héchste Anzahl PCNA-positiver Zellen auf mit 126,68+17,13 und damit nicht signifikant
mehr als back flipping FVB/NJ-Mduse mit 109,93+6,22 und wire gnawing Tiere mit
107,20+15,52 PCNA*-Zellen/ 9,765625 mm? (Rasterflache).
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6 Diskussion

Motorische Stereotypien, wie sie bei der FVB/NJ-Maus vorkommen, sind gekennzeichnet
durch repetitive und invariante Verhaltensausfiihrungen, die funktionslos, bzw. nicht
zielfUhrend flr das Tier zu sein scheinen. Sie werden als umweltbedingt definiert und
kommen nahezu ausschlieBlich unter artifiziellen Haltungsbedingungen mit restriktiven
Mdglichkeiten zur artgerechten Umweltbewadltigung vor (Mostard, 2011). Laut MASON und
anderen Wissenschaftlern stellen sie Abweichungen vom Normalverhalten dar (Mason,
1991) und werden als Indikator potentiell beeintrachtigten Wohlbefindens diskutiert
(Hewson, 2003). In dieser Arbeit soll das stereotype Verhalten der FVB/NJ-Maus,
exemplarisch flir stereotype Mauslinien, erstmals detailliert charakterisiert und
herausgearbeitet werden, welche Konsequenzen das Ausiben von Stereotypien fir den
Metabolismus des Tieres hat. Das somit gewonnene Verstandnis tber die Hintergriinde und
die Auswirkungen des stereotypen Verhaltens soll zusammengenommen einen Beitrag zum
Refinement leisten, um im Sinne dieses ,R"s, des von Russell und Burch entwickelten
Konzepts (Russell and Burch, 1959), die Haltungs-, Lebens- und Versuchsbedingungen von
fur tierexperimentelle Zwecke gehaltenen Mausen zu verbessern. Auf verschiedenen
Ebenen (Zucht, Parentalgeneration, Nachkommen der Fi-Generation) wurden M&use des
Inzuchtstammes FVB/NJ], die spontan Stereotypien entwickelten und Mause dieses
Stammes, die sich scheinbar normal verhielten, beobachtet und metabolisch phanotypisiert

und die so erlangten Erkenntnisse systematisch zusammengetragen.

6.1 Einfluss des maternalen Verhaltens auf die Entwicklung von Stereotypien

Die durchschnittliche WurfgréBe stereotyper FVB/NJ-Muttertiere entsprach annahernd der
nicht-stereotyper FVB/NJ-Muttertiere, jedoch fuhrten die bis zu 100%igen
Aufzuchtverluste stereotyper Muttertiere zu einer reduzierten Anzahl abgesetzter
Jungtiere. Durch das Ausliben stereotypen Verhaltens erfolgte die Begattung zudem meist
erst nach mehreren Versuchen. Daraus ergaben sich léangere Intervalle bis stereotype
Weibchen tragend wurden. Der nachgewiesene gesteigerte Reproduktionserfolg
stereotyper Muttertiere von in Gefangenschaft ziichtenden Afrikanischen Striemen-
Grasmausen konnte demnach bei FVB/NJ-Mausen nicht bestatigt werden (Jones et al.,
2010b). Ebenso wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit keine Hinweise flr eine direkte
(von der Parental- auf die erste Tochtergeneration) genetische Transmission stereotypen
Verhaltens gefunden, wie sie sich bei den bereits erwdhnten Afrikanischen Striemen-
Grasmdusen darstellten. Bei Tieren dieser Gattung belegten Studien, dass Jungtiere
stereotyper Elterntiere zu einer erhéhten Pravalenz von Stereotypien neigen (Schwaibold
et al., 2001) und dass dieser Einfluss eher maternalen, als paternalen Ursprungs zu sein
scheint (Jones et al., 2008). Bei den FVB/N]-Mdusen dieser Studie ergab sich kein

Zusammenhang zwischen dem stereotypen Verhalten des Muttertiers und der Entwicklung
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von Stereotypien bei den Nachkommen in der Fi-Generation. Jungtiere nicht-stereotyper
Muttertiere zeigten ahnliche Prdvalenzen stereotypen Verhaltens wie die Jungtiere

stereotyper Muttertiere (Kapitel 5.2).

Die Muttertiere unterschieden sich u.a. nicht im Ruhe-, Fress-, Putz-, Nage- und
Nestbauverhalten. Auch hinsichtlich des maternalen Verhaltens ergaben sich keine
Unterschiede zwischen nicht-stereotypen und stereotypen Muttertieren. Ein Unterschied ist
das scheinbar vermehrt vorhandene Interaktionsverhalten nicht-stereotyper Muttertiere
mit ihren Jungtieren. Diesbeziiglich muss allerdings erwdhnt werden, dass hier nur jene
Interaktionen aufgelistet sind, welche tatsachlich prazise beobachtet werden konnten. Im
Sinne einer eingeschrankten Beobachtungsmadglichkeit auf Grund technischer
Voraussetzungen (Environmental Enrichment) ergaben sich hierbei teilweise
Einschrankungen. Demnach geben die Daten beziiglich der Aufenthalte der Muttertiere im
Nest bzw. in Kontakt zu den Jungen mehr Aufschluss Uber die Intensitdt des maternalen
Verhaltens. Diese Aspekte unterschieden sich nicht zwischen den stereotypen und nicht-
stereotypen Muttertieren. Somit scheint eine frihe soziale Komponente nicht ursachlich flar
die spatere Entwicklung des stereotypen Verhaltens zu sein. Die Ontogenese der
Stereotypien der Jungtiere geht bei den FVB/NJ-Mausen dieser Arbeit zeitlich nicht mit dem
Absatz einher. Die Entwicklung des stereotypen Verhaltens kénnte mit der einsetzenden
Geschlechtsreife zusammenhéngen. Ublicher Weise erreichen die meisten Mausstdmme,
die flr tierexperimentelle Zwecke eingesetzt werden, ihre Geschlechtsreife im Alter von
funf bis acht Wochen, wobei es starke stammabhangige Unterschiede gibt (Hedrich and
Bullock, 2004). Dies stellte sich ebenfalls als kritischer Zeitraum flr die Entwicklung

stereotypen Verhaltens bei den Tieren dieser Arbeit dar.

6.2 Einfluss stereotypen Verhaltens auf das Explorations- und

Raumnutzungsverhalten

Die Messung des Angst-bezogenen Verhaltens bei Mausen erfolgt unter Verwendung
etablierter Tests, wie dem erhdhten Plusférmigen-Labyrinth (elevated Plus-maze), der
Hell-Dunkel-Box (Light-Dark-Chamber) oder dem Open Field Test. Diese Verfahren
basieren auf der Exposition zu einer unbekannten, potentiell aversiven Umgebung. Man
unterscheidet eine zeit- und situationsabhangige Angst, die auf Erfahrungen zu einem
bestimmten Zeitpunkt bezogen wird oder in Anwesenheit eines spezifischen Stimulus
gezeigt wird (state anxiety) und eine Furcht, die als Charakterzug eines Tieres
kontextspezifisch nicht variiert und als verankertes Merkmal eines Individuums verstanden
wird (trait anxiety). Das angstbezogene Verhalten von FVB/N-Mdusen wurde in mehreren
Studien u.a. mit dem Verhalten von C57BL/6-Mdusen verglichen. Die Verhaltenstests
lieferten dabei kontrare Daten. MINEUR et al. (Mineur and Crusio, 2002) stellten fest, dass
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FVB/N-Mause im Vergleich zu Mausen des Stammes C57BL/6 vermehrt angstliches
Verhalten im Plus-Maze zeigten und sich auBerdem hyperaktiv verhielten. Die
Hyperaktivitat konnten KULESSKAYA et al. (Kulesskaya and Voikar, 2014; Vdikar et al.,
2001) ebenfalls feststellen, jedoch fanden sie keine Unterschiede im Verhalten zwischen
den Stammen im erhdhten Plus-Maze und in der Light-Dark-Box. In der Studie von GIRARD
zeigten sich die FVB/N-Mause gegensatzlich vorangegangener Studien mit einer geringeren
Aktivitat im Open Field Test und stellten sich als weniger @ngstlich heraus (Girard et al.,
2016). Bei diesen Untersuchungen wurde nicht explizit erwahnt, ob es sich um stereotype
oder nicht-stereotype FVB/N-Mause handelt. Studien zum Explorationsverhalten, dem
Suchen nach Neuem (novelty seeking) und zum Wahlverhalten ergaben jedoch, dass nicht
nur die Form, sondern auch das Level des stereotypen Verhaltens die Ergebnisse von

Verhaltensstudien beeinflussen kdnnen (Novak et al., 2016).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein modifizierter Open Field Test verwendet. Im Zentrum
des Open Fields befand sich ein rotes Kunststoffhaus als Versteck- und
Rickzugsmadglichkeit. Eine gesteigerte Angst vor der unbekannten Umgebung dauBerte sich
in diesem Versuchsaufbau demnach in vermehrter Zeit, die im Zentrum (Kunststoff-Haus)
oder im Randbereich des Open Fields (duBere Zone) verbracht wurde. Die stereotypen
FVB/NJ-Mause hielten sich wahrend des ersten 5-minttigen Open Field Tests vermehrt im
Haus, also in der ,sicheren™ Umgebung, und weniger Zeit in der duBeren Zone auf, sie
zeigten demnach weniger exploratives Verhalten. Wahrend des zweiten 5-minltigen Tests
wurde dieser Effekt aufgehoben. Es gab hier keine Unterschiede im Verhalten zwischen
den nicht-stereotypen und den stereotypen Mdusen. Nachdem die stereotypen Tiere sich
bei der ersten Konfrontation vermehrt angstlich zeigten, kann diese Tatsache als Zeichen
einer vorsichtigen Adaptation an die neue Umgebung gewertet werden. Im 24-Stunden
Test wurde das Kunststoff-Haus mit der darin befindlichen Nestbaumdglichkeit zum
Schlafen bzw. Ausruhen genutzt. Wahrend dieses Tests hielten sich die stereotypen Tiere
tendenziell (wenn auch nicht signifikant) weniger im Haus und vermehrt in der dauBeren
Zone auf. Dabei zeigten stereotype FVB/NJ]-Mduse wahrend des 24-Tests eine signifikant
erhohte Gesamtaktivitat und legten signifikant groBere Distanzen zurlick. Hier gab es
allerdings starke Unterschiede zwischen den verschiedenen Formen stereotypen
Verhaltens, die im Rahmen dieser Studie bei den FVB/NJ-Mausen festgestellt wurden.
Mause, die das kreisformige Ablaufen des Kéfigbodens ausibten (circuit running),
erreichten hierbei die héchsten Aktivitatslevels und legten die weitreichendsten Distanzen
zurlick. Mause, die im Haltungskafig vehement das Kafiggitter benagten (wire gnawing),
verhielten sich im 24-Stunden Open Field ahnlich den nicht-stereotypen Mausen. Dabei
nutzten sie kaum die externe Futterraufe, die fir den 24-Stunden Test ins Open Field

verbracht wurde, zum Klettern und Benagen.
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Im Rahmen des dritten (24-Stunden) Open Field Tests konnte festgestellt werden, dass
sich vor allem circuit running ausiibende Mduse stets in eine bevorzugte Richtung um die
eigene Korperachse drehen, wahrend nicht-stereotype Mduse und Mduse, die die anderen
Stereotypieformen zeigen, sich nicht fiir eine der beiden Laufrichtungen entscheiden
(Kapitel 5.5.3). Das Vorhandensein einer Handigkeit bei Mausen ist bereits bekannt (Biddle
and Eales, 1996), es bleibt jedoch unklar, ob die im Rahmen des stereotypen Verhaltens
gezeigten Seitenpraferenzen der Links- bzw. Rechtshdndigkeit des Menschen entsprechen
kdénnten. Diese Tendenz, stets eine bevorzugte Richtung zu wahlen, zeigt sich auch bei der
Laufstereotypie von Pferden. In diesem Fall stellte sich heraus, dass es einen starken
saisonalen Zusammenhang gibt und die Richtung weniger von einer Handigkeit abhangig
ist (Bredenbréker, 2013).

Stereotype FVB/NJ-Mause zeigten sowohl in der Open Field Arena, als auch in den Home-
Cage-éhnlichen Kafigen der Messeinrichtung der ITK eine signifikant hdhere
Bewegungsaktivitat als nicht-stereotype Mause. Wobei vor allem die Mause, die das circuit
running ausiben hervorzuheben sind (Kapitel 5.5.4 und 5.6.1). Es stellte sich heraus, dass
scheinbar normal entwickelte Tiere (=nicht-stereotyp), selbst wenn sie ein vermehrtes
Platzangebot zur Verfligung haben, dieses nicht durch mehr Bewegung ausschépfen. Und
dass ebenso stereotype Tiere, mit einem erhéhten Aktivitatsniveau, ihren
Bewegungsanspruch scheinbar unter Home Cage Bedingungen decken kénnen, denn der
Unterschied im Laufpensum der circuit running Mause zwischen dem Open Field und der
ITK ist statistisch nicht signifikant. Hervorzuheben ist allerdings, dass das Tier, das die
groBte Distanz im Rahmen dieses Projektes zurlicklegte, insgesamt 26,12 km in 24
Stunden lief. Und das im Home-Cage-ahnlichen Kafig der ITK und nicht in der Open Field
Arena. Hingegen bleibt unklar ob sich die Stereotypien in diesem MaBe ausgebildet hatten,
wenn die Mduse bereits in den GréBenverhaltnissen des Open Fields aufgewachsen waren.
Allerdings ist bekannt, dass nicht allein durch ein gréBeres Haltungsareal das Wohlbefinden
der Tiere gesteigert wird, die Erhéhung der biologisch relevanten Kafigkomplexitat kann
von betrachtlicherem Wert flir Mduse sein (Gaskill and Pritchett-Corning, 2015). Die
komplexe Strukturierung und Ausgestaltung der Haltungsumwelt tragt vorwiegend zu einer
Pravention stereotypen Verhaltens bei (Mason et al., 2007; Wiedenmayer et al., 1996).
Die alleinige Deckung des Bewegungsanspruchs eines Tieres ist dabei nicht ausreichend.
Obwohl in Studien an einem transgenen Mausmodell stereotypes Verhalten durch das
Angebot eines Laufrads nahezu verhindert werden konnte (Richter et al., 2008),
beeinflusste der kontinuierliche Zugang zum Laufrad die Entwicklung von Stereotypien bei
Hirschmadusen (Peromyscus maniculatus) nicht (Pawlowicz et al., 2010). Durch die
Moglichkeit zur koérperlichen Betatigung allein, kdénnen Stereotypien demzufolge nicht
vermieden werden. Zumal das Laufen in einem Laufrad ebenfalls in einer repetitiven und

invarianten Art und Weise ausgefihrt, als Substitution anderer Verhaltensweisen verrichtet
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wird und deshalb ein stereotyper bzw. suchterzeugender Charakter per se nicht
ausgeschlossen werden kann (Richter et al., 2014). Die Laufdistanz einer FVB/NJ-Maus von
26,12 km in der Einrichtung der ITK macht deutlich, welches AusmaB physischer Aktivitat

stereotype (vor allem circuit running) Mause verrichten.

6.3 Auswirkungen stereotypen Verhaltens auf die physische Fitness und den

metabolischen Phanotyp

Es ist bekannt, dass ein geringes Absatzgewicht zu einer erhéhten Préavalenz stereotypen
Verhaltens fuhrt (Wirbel and Stauffacher, 1997) und stereotype Tiere generell leichter sind
als nicht-stereotype (z.B. Schmoock, 2004). Dennoch geht diese Studie Uber frihere
Erkenntnisse hinaus und erfasst Uber einen langeren Zeitraum die
Koérpergewichtsentwicklung und die Ko&rperzusammensetzung nicht-stereotyper und
stereotyper Mduse als Verlauf. In ICR-Mdusen geht die Entwicklung der Stereotypien
zeitlich und verhaltensbezogen mit dem Absetzen einher. Vor allem Tiere mit einem
geringen Absatzgewicht und vorzeitig abgesetzte Mause zeigen direkt nach der Trennung
vom Muttertier erhéhte Blut-Corticosteron-Spiegel. Begriindet scheint diese Tatsache in
einer stressinduzierenden gesteigerten Sdugemotivation. Die Jungtiere initileren mehrere
~Ausbruchsversuche™, um zurilick zum Muttertier zu gelangen (Wirbel and Stauffacher,
1998, 1997).

Auffallend ist, dass FVB/NJ]-Mause, die im Laufe des Lebens Stereotypien entwickelt haben,
bereits im Absatzalter ein geringeres Gewicht aufwiesen, wobei sich die
Kdérperzusammensetzung zu diesem Zeitpunkt noch nicht unterschied. Im Verlauf der
gesamten Studie zeigen die Mause zu erwartende (geschlechterabhangige
Gewichtsentwicklungen. Bis auf Versuchswoche zwei und vier, wiesen stereotype Tiere
hierbei ein signifikant geringeres Kérpergewicht auf, als nicht-stereotype Tiere. Zusatzlich
divergierten die Tiere im Verlauf des Projektes zunehmend hinsichtlich ihrer
Kérperzusammensetzung. Bei stereotypen FVB/NJ-Mdusen machte bei den NMR-
Messungen in Versuchswoche sieben und zwdlf ein wesentlicher Anteil des Kdérpers die
Muskelmasse aus, wohingegen der Fettanteil geringer ausfiel. Wie die Daten der
Verhaltensbeobachtung, den Open Field Tests und der ITK zeigen, weisen stereotype
FVB/NJ-Mause maBgeblich erhdéhte Aktivitdtsniveaus auf, die mit einer gesteigerten
physischen Betatigung einhergehen (gemessen an den Stereotypie-Levels, der reduzierten
Immobilitét und den erhdhten zurickgelegten Distanzen). Stereotype Tiere, in dieser
Arbeit vor allem die circuit running Mause, zeichnen sich demnach durch eine gesteigerte
korperliche Fitness aus, die sich in der Koérpergewichtentwicklung und der
Kérperzusammensetzung widerspiegelt. Zudem miissen stereotype FVB/NJ]-Mause ihren

durch die gesteigerte korperliche Aktivitat erhéhten Energiebedarf decken. Wie die 12-
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Wochen-Verhaltensbeobachtung zeigt, fressen stereotype Mause haufiger. Jedoch werden
hierbei die einzelnen Futteraufnahmeperioden durch das Ausiiben stereotypen Verhaltens
unterbrochen. Nicht-stereotype Mause hingegen, fressen zwar seltener, aber Uber einen
ldangeren Zeitraum. Dies ist auch zu den Daten zur Futter- und Trinkwasseraufnahme aus
der Messeinrichtung der ITK kongruent. Vergleicht man die tatsachliche Futteraufnahme
der Tiere, ergeben sich keine Unterschiede. Demzufolge nehmen stereotype Mause die
gleiche Menge an Futter auf, obwohl sie sich mehr kdrperlich verausgaben. Ein weiterer
Aspekt, der bei der Interpretation der Daten zur Kérpergewichtsentwicklung bericksichtigt
werden muss. Je nachdem, wo der MaB3stab angesetzt wird, nehmen demzufolge nicht-
stereotype FVB/NJ-Mause in Anbetracht ihrer reduzierten kérperlichen Aktivitat
verhaltnismaBig ,zu viel® Futter auf, setzen sich demzufolge aus einem entscheidenden

Kdrperfettanteil zusammen und wiegen mehr als stereotype Mause.

Inwiefern die gesteigerte Tagesaktivitat und die vermehrte kérperliche Betatigung (im
Rahmen der Auslbung des stereotypen Verhaltens und den damit verbundenen
zurickgelegten Tagesdistanzen) Einfluss auf Parameter der physischen Fitness auf
molekularer und zellularer Ebene haben, wurde in den sich anschlieBenden

labordiagnostischen Untersuchungen analysiert.

Fette und Kohlenhydrate sind die Haupt-Substrate fiir die aerobe Adenosin-Triphosphat-
Synthese (ATP-Synthese) in der Skelettmuskulatur. Endogene Kohlenhydrate, die
hauptsdchlich als Muskel- und Leber-Glykogen gespeichert werden, stellen weniger als 5%
des Gesamtspeichers eines durchschnittlichen Menschen dar. Die lUberwiegende Mehrheit
der Energiereserven wird als Fett gespeichert, hauptsachlich als Triacylglyceride (TG),
welche in subkutanem und tiefviskosem Fettgewebe abgelagert werden. Kleinere Mengen
an TG zirkulieren als Lipoproteinpartikel und werden in Lipidtrépfchen (LD) innerhalb der
Muskelfasern (intramuskulare TG) gespeichert (Hoppeler et al., 1985). LD bieten wahrend
eines Ausdauertrainings mit moderater Intensitat eine wichtige Substratquelle (Sacchetti
et al., 2002; van Loon et al., 2003). Sie stellen dabei einen schnell verfligbaren Speicher
sequestrierter  Fettsdauren dar, welcher der Erhaltung der intrazelluléren
Energiehomd&ostase dient. Dieser wird vor allem dann ausgeschopft, wenn das
Energieangebot limitiert ist, die Energiereserven ausgeschopft sind oder ein erhohter
Energiebedarf besteht (Shepherd et al., 2012). Die Skelettmuskulatur wandelt chemische
Energie in mechanische Leistung um, Glykogen stellt hierbei das Hauptsubstrat wahrend
intensiven Trainings dar (Hermansen et al., 1967). Glykogen entspricht der Speicherform
von Kohlenhydraten in Sdugetieren. Beim Menschen werden ca. 80% (ca. 500g) des
Glykogens in der Skelettmuskulatur gespeichert. Die Glykogenkonzentration der Leber ist
héher, da die Leber jedoch eine geringere Gesamtmasse aufweist, beldauft sich die

Glykogenmasse der Leber lediglich auf ca. 100g beim Menschen (Hawley et al., 1997). In
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geringen Mengen kommt Glykogen auch im Herzen und im Gehirn vor und stellt hier ein
Uberlebenswichtiges Substrat zur anaeroben Energiegewinnung wahrend kurzzeitigen

Sauerstoffdefizits dar.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten wir keine Unterschiede im Glykogengehalt der Leber und
im TG-Gehalt des M. quadriceps zwischen nicht-stereotypen und stereotypen Mausen
feststellen. Jedoch fanden wir signifikante Unterschiede im Glykogengehalt des Muskels,
welcher bei stereotypen Tieren héher war. Eine der Hauptfunktionen des Glykogens ist die
Erhaltung einer physiologischen Blutglucose-Konzentration. Jedoch tragt nur das
Leberglykogen zur Glucosefreisetzung ins Blut bei. Die Skelettmuskulatur ist aufgrund der
fehlenden Glucose-6-Phosphatase nicht dazu in der Lage. Das Glykogen im Muskel deckt
Uberwiegend den Muskeleigenbedarf an Energie wahrend des Trainings und trégt nur wenig
zur Aufrechterhaltung der Blutglucose-Konzentration wahrend Fastenperioden bei (Jensen
et al., 2011). Die FVB/NJ-Mause dieser Studie unterschieden sich weder in der
durchschnittlichen Futteraufnahmemenge, noch in der Blutglucose-Konzentration,
dementsprechend waren auch keine Unterschiede im Glykogengehalt der Leber
festzustellen. Die periphere Lipolyse geschieht nachweislich vorrangig bei Ubungen mit
geringer Intensitdt, wohingegen eine Muskel-TG-Lipolyse vermehrt bei Ausdaueriibungen
hoéherer Kraft-Intensitat stattfindet (van Loon et al., 2003). Da davon auszugehen ist, dass
sich stereotype Mause mit der Ausliibung stereotypen Verhaltens zwar physisch betdtigen,
aber nicht all ihre Kraftreserven ausschdpfen, kénnte dies eine Erklarung fur die nicht

vorhandenen Unterschiede im TG Gehalt des Skelettmuskels sein.

Mit steigender Intensitat (verlangerte Dauer und erhoéhte investierte Anstrengung) des
Trainings, nehmen auch die Gewebeaufnahme der Glucose aus dem Plasma und die
Glykogen-Oxidation im Muskel zu (Romijn et al., 1993). Die erhdhten Glykogengehalte des
M. guadriceps stereotyper Mause sind als ein Trainingseffekt zu werten. In Abhangigkeit
der Form der Stereotypie verbrachten die FVB/NJ-Mduse ca. 10-29% ihrer aktiven Zeit mit
der Ausibung stereotypen Verhaltens. Wie man auch an der Kérpergewichtsentwicklung
und am erhéhten Muskelanteil der Kérperzusammensetzung stereotyper Mause erkennt,
scheint diese kdrperliche Betatigung zu der Auspragung gesteigerter physischer Fitness
und einem damit verbundenen metabolischen Phanotyp einherzugehen. Es ist bekannt,
dass der Glykogengehalt der Skelettmuskulatur nach anhaltendem Training zunimmt
(Burgomaster et al., 2008) und trainierte Personen gesteigerte Glykogengehalte im
Skelettmuskel aufweisen (Hickner et al., 1997). Auch bei Ratten konnte nachgewiesen
werden, dass einen Tag nach dem Training der Glykogengehalt im Skelettmuskel erhéht
war und dass sich dieser Effekt als noch pragnanter herausstellte, wenn sie freien Zugang

zu Futter und mit Glucose-versetztem Trinkwasser hatten (Hespel and Richter, 1990).
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Im Rahmen der histologischen Analysen sollte geklart werden, inwiefern auch Parameter
auf zelluldrer Ebene auf einen Trainingseffekt stereotypen Verhaltens hindeuten.
Urspriinglich wurden Muskelfasern auf immunhistochemischer Grundlage in drei Typen
klassifiziert: I, IIa und IIb (und IIc als Hybridform). Bei Nagetieren wurde anschlieBend
eine vierte Form (IIx) basierend auf monoklonalen Antikérpern gegen Myosin-Heavy-Chain
(Schwere-Kette-Myosin; MyHC) identifiziert. Humane Muskelfasern, die zuvor als IIb
klassifiziert wurden, konnte ein MyHC-Gen nachgewiesen werden, das homolog zu dem
IIx-Gen bei Nagern ist. Daher werden menschliche Fasertypen derzeit als I, IIa und IIx
eingeteilt. Neben MyHC kommt eine Vielzahl weiterer kontraktiler und struktureller
Proteine in verschiedenen Isoformen vor, deren Expression mehr oder weniger eng mit
Fasertypen zusammenhadngt. Insgesamt werden zehn verschiedene MyHC-Gene mit dem

Skelettmuskel verbunden (Gundersen, 2011).

Kontraktions- Verklrzungs- Querschnitts- Leistungs-
MyHC Typ dauer (Twitch) | geschwindigkeit flache Stoffwechsel Ausdauer fahigkeit
I Langsam Langsam Klein Oxidativ Hoch Hoch
IIx
Ib Schnell Schnell GroB3 Glykolytisch Gering Gering

Abb. 6-1: Eigenschaften der vier Haupt-Muskelfaser-Typen der S3dugetiere. Modifiziert nach Gundersen
2011. (MyHC = Myosin Heavy-Chain)

Basierend auf der Analyse physiologischer und histochemischer Eigenschaften einzelner

motorischer Einheiten (Kontraktionsdauer, Verkirzungsgeschwindigkeit,

Querschnittsflache, Stoffwechsel, Ausdauer, Leistungsfahigkeit) koénnen diese in
verschiedene, weitgehend nicht Uberlappende Gruppen (I-IIb) kategorisiert werden.
Jedoch koénnen sich die physiologischen Eigenschaften von Einheiten desselben
histochemischen Typs zwischen den verschiedenen Muskeln unterscheiden (Burke, 1967).
Flr die Analysen im Rahmen dieser Arbeit haben wir den M. soleus als Prototyp der roten
Slow-Twitch Muskelfasern (MyHC Typ I) ausgewahlt. Dieser Muskel zeichnet sich durch
langsam kontrahierende Fasern aus, die zwar verzégert auf Reize reagieren, aber auch
erst spater ermiden. Muskelfasern dieses Typs werden vor allem durch Ausdauersport
trainiert (Burke et al., 1974). Der M. quadriceps hingegen setzt sich hauptsachlich aus den
weiBen Fast-Twitch Muskelfasern (MyHC Typ IIb, bzw. IIx) zusammen. Sie ermdglichen
eine schnelle Reaktion auf Reize und eine enorme Krafterzeugung, ermiden jedoch schnell.
Muskelfasern dieses Typs sind vor allem in der Muskulatur von Sprintern sehr ausgepragt
entwickelt die Muskulatur als

vorhanden. Unabhangig vom Typ der Muskelfasern,

Anpassungsreaktion an eine erhbéhte physische Beanspruchung eine Hypertrophie. Eine
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Muskelhypertrophie ist gekennzeichnet durch eine Zellvolumenzunahme, die durch die
zunehmende Anzahl an Myofibrillen, Mitochondrien und Zellkernen (Myonuclei) bedingt ist
(Seiden, 1976).

Zur Analyse einer potentiellen, durch das Ausiben stereotypen Verhaltens bedingten,
muskuldren Hypertrophie, wurden maBgebende Parameter auf zelluldrer Ebene erfasst.
Stereotype FVB/NJ-Mduse unterschieden sich nicht von nicht-stereotypen FVB/NJ-M&usen
hinsichtlich der Gesamtquerschnittsflaiche des M. soleus, der Anzahl der
Myozyten/Muskelquerschnitt (M. soleus) und des durchschnittlichen Durchmessers der
Myozyten des M. soleus und des M. quadriceps. Die Durchmesser der Myozyten sind
geschlechtsbedingt bei weiblichen Tieren geringer als bei mannlichen Tieren. Es zeigen sich
allerdings keine Unterschiede in Abhangigkeit des stereotypen Verhaltens. Aufgrund der
divergierenden Glykogengehalte des M. quadriceps ist dennoch von einer Art
,Trainingseffekt" bei stereotypen FVB/NJ-Mausen durch die erhdéhte physische Aktivitat
auszugehen. Jedoch scheint die kérperliche Betatigung ein gewisses MaB3, das potentiell zu

einer Hypertrophie fihren wiirde, nicht zu Ubersteigen.

Bei der finalen Organentnahme stellten sich signifikante Unterschiede in den Gewichten
verschiedener Organe heraus. Im Verhaltnis zum Kérpergewicht hatten stereotype Mduse
relativ erhbhte Gewichte des Herzens, der Milz, des Gehirns und der Leber. Das relative

Gewicht des braunen Fettgewebes unterschied sich nicht zwischen den Gruppen.

Da sich der Unterschied im relativen Herzgewicht besonders pragnant zwischen circuit
running Mdusen und nicht-stereotypen Madusen darstellte, kénnte das erhohte relative
Herzgewicht stereotyper Tiere ein Zeichen einer (durch die immens gesteigerten taglich
zurlickgelegten Distanzen)  Trainings-induzierten Herzhypertrophie  sein. Die
Herzhypertrophie ist gekennzeichnet durch eine VergréoBerung oder Verdickung des
Myokards, welche sich durch eine Zunahme der KardiomyozytengroBe und durch
Veréanderungen in anderen Herzmuskelkomponenten, wie z. B. der extrazelluldren Matrix,
ergibt. Die Ursachen einer Herzhypertrophie kénnen physiologisch sein, wie z.B. bei
gesteigerter physischer Aktivitat eines Athleten oder pathologischen Ursprungs, wie z.B.
bei Herzklappenerkrankungen oder Bluthochdruck. Jedoch bleibt die Datenlage bezlglich
histologischer Parameter zur Beurteilung einer hypertrophen Kardiomyopathie
inkongruent. Wahrend sich viele Autoren einig sind, dass makroskopische Analysen zu
einer klaren Abgrenzung zwischen nicht-hypertroph und hypertroph fiihren (Pluim et al.,
2000), sind histomorphometrische Messungen keine geeigneten Indizes. Kardiale
Hypertrophien werden makroskopisch gepragt durch eine Zunahme der Dicke der
Ventrikelwande (bei linksventrikuldrer Hypertrophie ist vornehmlich der linke Ventrikel

betroffen, bei der globalen Hypertrophie beide Ventrikel) und/oder des interventrikuldren
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Septums (Gielen et al., 2010). Wahrend manche Studien belegen, dass Training
histologisch zu einer Zunahme der Breite und Lédnge von Kardiomyozyten fihrt und kardiale
Hypertrophie mit einer Zunahme der GréBe der Kardiomyozytenzellkerne einhergeht,
konnten diese Fakten nicht in allen Studien reproduziert werden. In einer Dissertation zur
Analyse histomorphometrischer Parameter zur Evaluierung der hypertrophen
Kardiomyopathie der Katze wurde herausgearbeitet, dass sich in den durchgefiihrten
histologischen Untersuchungen keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der
maximalen und minimalen Durchmesser sowie der Querschnittsflachen der
Kardiomyozyten und/oder ihrer Kerne ergaben, obwohl diese Veranderungen im
Zusammenhang mit hypertropher Kardiomyopathie beim Menschen diskutiert werden.
Zudem konnte bei Katzen mit hypertropher Kardiomyopathie keine Myokardfibrose
festgestellt werden. Das Aufstellen eines Grenzwertes einer Hypertrophie war demzufolge

anhand histomorphometrischer Parameter allein nicht méglich (Heblinski, 2010).

Die im Rahmen dieser Arbeit festgestellten erhéhten relativen Herzgewichte stereotyper
FVB/NJ-Mause konnten mit Hilfe histologischer Parameter nicht als Zeichen einer
Hypertrophie oder Myokardfibrose gewertet werden. Es ergaben sich keine Unterschiede
hinsichtlich des Kollagenanteils (als Indikator einer Myokardfibrose), der
Querschnittsflachen der Kardiomyozyten und der durchschnittlichen
Kardiomyozytendurchmesser (als Indikatoren einer Hypertrophie) der linken
Ventrikelwand zwischen nicht-stereotypen und stereotypen FVB/N]J-Mausen. Bei
Untersuchungen zur Mongolischen Wiistenrennmaus ergaben sich bei den Tieren, die ohne
Nestmoglichkeit gehalten wurden, erhéhte Stereotypiepravalenzen. Bei diesen stereotypen
Tieren wurden ebenfalls erhdhte relative Herzgewichte festgestellt. Diskutiert wurde im
Rahmen dieser Untersuchung, dass Tiere, die in einer restriktiven Umwelt gehalten
werden, einem Zustand chronischen Stresses ausgesetzt werden. Chronischer Stress
wiederum kann zu einer Steigerung des Blutdrucks fiihren und kann die damit verbundene
Erhéhung des relativen Herzgewichts erklaren (Pinto and Enroth-Cugell, 2000), jedoch
wurden im Rahmen dieser Untersuchungen keine weiterfiihrenden histologischen Analysen

durchgefihrt.

Stereotype FVB/NJ-Mause zeigten ein erhdhtes relatives Milzgewicht gegenilber nicht-
stereotypen Mdusen. Der Unterschied stellte sich als besonders eindeutig fliir Mause
heraus, die das circuit running ausibten. Tiere, die diese Form der Stereotypien zeigen,
legten im 24 Stunden Open Field Test signifikant weitere Distanzen als nicht-stereotype
Mduse zurlick. Diese koérperliche Betatigung hat diverse metabolische Konsequenzen. Das
erhohte relative Milzgewicht stereotyper FVB/NJ-Mduse kdnnte ein Anzeichen dafiir sein,
dass die gesteigerte physische Fitness stereotyper FVB/NJ-Mause mit einem

vergleichsweise leistungsfahigeren Immunsystem einhergeht.

102



6 Diskussion

Als Marker einer mdglichen gesteigerten Replikations-, bzw. Proliferationsrate innerhalb
der Milz, wurde im Rahmen dieser Arbeit das Proliferating-Cell-Nuclear-Antigen (PCNA)
bestimmt. PCNA ist ein 36kD schweres nukledres Protein, das in diversen humanen
Zelltypen, sowie bei Mdusen, Végeln und Hamstern nachgewiesen wurde. Es handelt sich
hierbei um ein Hilfsprotein, das die DNA wahrend der Replikation ringférmig umgibt. Es
wird als Co-Faktor der DNA-Polymerase & wahrend der DNA-Synthese und DNA-Reparatur
exprimiert (Shivji et al., 1992). Differenzieren kann man hierbei zwei Formen von PCNA:
Die Form, die vor allem bei der DNA-Reparatur zum Tragen kommt, befindet sich in sehr
niedrigen Konzentrationen in ruhenden Zellen. Die andere Form ist vorrangig an Orten der
Replikation (also im Zellkern) lokalisiert und vermehrt sich stark wahrend des Zellzyklus.
Die genaue Rolle des PCNA wahrend des Zellzyklus ist weiterhin unklar, jedoch scheint es
die Replikation in der S-Phase erst zu ermdglichen. Das fir die DNA-Synthese
verantwortliche PCNA wird Gber die G1-Phase bis hin zur S-Phase verstarkt exprimiert,
wohingegen die Konzentration wahrend der G2- und der M-Phase sehr niedrig ist (Dietrich,
1993). Neben dem Einsatz in der Tumordiagnostik (z.B. Barboza et al., 2005), findet die
Analyse des PCNA vor allem als potentieller Proliferationsmarker Verwendung (z.B. Kubben
et al., 1994; Paulo et al., 2013). Die Analyse der Milzproben der FVB/NJ-Maduse dieser
Studie ergaben keine Unterschiede in der PCNA-Expression zwischen nicht-stereotypen
und stereotypen FVB/NJ]-Mausen. Das erhohte relative Milzgewicht stereotyper Mause

scheint also nicht in einer unspezifischen Zellproliferation begriindet zu sein.

Es ist bekannt, dass moderates Training enormen Einfluss auf das Immunsystem hat und
dariber hinaus zu einer Verjingung des Immunsystems alternder Individuen hat (Simpson
et al., 2012). Insbesondere hat sich gezeigt, dass intensives Ausdauertraining wie Laufen,
Schwimmen, Radfahren oder Rudern eine Leukozytose hervorruft, die mit einer
Neutrophilie, B- und T-Lymphozytose und gesteigerter Zirkulation Natlrlicher Killerzellen
assoziiert ist. Die durch moderates Training geférderte Immunabwehr flihrt sogar zu einer
verstarkten Resistenz gegentlber Influenza-Viren bei Mausen (Lowder et al., 2005). Geht
man also davon aus, dass das Ausliben stereotypen Verhaltens, insbesondere des circuit
runnings, kontinuierliches Training fir die Tiere bedeutet, kdnnte dies einen
immunologischen Vorteil flr stereotype Tiere nahelegen. Um diese Hypothese
abschlieBend zu klaren, kénnte eine detaillierte Charakterisierung des Immunsystems

Aufschluss geben und demzufolge eventuell das erhdhte relative Milzgewicht erklaren.

Die erhdhten relativen Lebergewichte stereotyper FVB/NJ-Mduse konnten im Rahmen
dieser Arbeit nicht abschlieBend geklart werden. Es wurden keine weiterfihrenden
histologischen Untersuchungen durchgefihrt. Auch der Unterschied des relativen

Gehirngewichts bleibt unbegriindet. Zwar stellte sich heraus, dass es bei stereotypen
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FVB/NJ-Mdusen signifikant héher ist, dennoch gab es keine signifikanten Unterschiede in

Abhdngigkeit der Form der Stereotypie.

6.4 Auswirkungen stereotypen Verhaltens auf das Wohlbefinden von Tieren

Ein Ziel dieser Arbeit war es, herauszuarbeiten, inwiefern Tiere, die stereotypes Verhalten
ausuben, in ihrem Wohlbefinden beeintrachtigt sind oder sogar leiden. Nach dem
Bedarfsdeckungs- und Schadensvermeidungskonzept von TSCHANZ (Tschanz, 1985) sind
die Grundeigenschaften des Lebens Selbstaufbau, Selbsterhaltung und Reproduktion. Um
sich selbst zu erhalten, muss ein Individuum féhig sein, das Aufgebaute vor Zerstdérung zu
bewahren. Somit ist die Fahigkeit zur Schadensvermeidung Voraussetzung fur die
Selbsterhaltung. Zur Selbsterhaltung werden dariber hinaus diverse Stoffe, Reize und
Bedingungen, die zum Gelingen der Entwicklung erforderlich sind, bendtigt. Da kein
Individuum in der Lage ist, all diese essentiellen Ressourcen selbst herzustellen, wird ein
gewisser Bedarf hervorgerufen. Ein Individuum nutzt seine Sinne, um bestimmte
bedarfsdeckende Objekte oder Situationen, die Nutzen bringen kénnen, zu erkennen. Mit
dem Suchen, Erkennen und Nutzen ist somit eine spezifische Verhaltensweise und
zielgerichtetes Handeln verbunden. Die Grundfunktionen jedes Verhaltens sind
zusammengenommen eine optimale Bedarfsdeckung und maximale Schadensvermeidung.
Kdénnen diese Grundfunktionen nicht gedeckt werden, scheint der Aspekt des Leidens
gegeben zu sein. Stereotypien werden schon seit vielen Jahren als Indikatoren fir
suboptimale Haltungsbedingungen (Broom, 1986; Hediger, 1950), eingeschranktes
Wohlbefinden (Fraser and Broom, 1997b; Hewson, 2003; Wiepkema, 1983) und Stress
(Vestergaard, 1981) beschrieben. Diese Ansicht basiert auf mehreren Merkmalen
stereotypen Verhaltens: dem Kontext, in dem es entsteht; den Verhaltensmustern, aus
denen es sich entwickelt; den Faktoren, die dessen Entwicklung beeinflussen und der
Tatsache, dass manche Stereotypien auch selbst-verletzend sind. Situationen, in denen ein
Tier hoch motiviertes Verhalten ausleben mdchte (wie z.B. Fortpflanzung), dazu aber nicht
in der Lage ist (weil es z.B. in gleichgeschlechtlichen Gruppen gehalten wird), fihrt zur
Frustration. Diese Frustration kann sich wiederum in umgelenkten Verhaltensweisen,
Ersatzhandlungen oder Stereotypien widerspiegeln (Mason, 1991). Unvermeidbarer Stress
oder Angst, mangelnde Stimulation und restriktive physikalische Komplexitdt sowie
kognitive und raumliche Einschrankungen werden kontrovers als Ursachen stereotypen
Verhaltens diskutiert. In den meisten Fallen deutet das Auftreten von Stereotypien auf ein
erhohtes Risiko beeintrachtigten Wohlbefindens und damit verbundenen Leidens hin
(Broom, 1991; Dantzer, 1991; Dawkins, 2008; Mason, 1991). Stereotypien werden aber
nicht immer mit eingeschréanktem Wohlbefinden in Verbindung gebracht. In einer Ubersicht
von 286 Stereotypie-bezogenen Publikationen von 1985-2004, die GJ] MASON

zusammengestellt hat, berichteten 153 Veréffentlichungen von Zusammenhangen
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stereotypen Verhaltens mit eingeschranktem Wohlbefinden. Das heiBt, Stereotypien
entstanden in Situationen von Stress, Angst oder Depression. Allerdings stellten 133 dieser
Publikationen keinen Bezug zu verringertem Wohlbefinden her oder indizierten sogar
gesteigertes Wohlergehen (Mason and Latham, 2004). Dies deutet darauf hin, dass
manche Stereotypien unter Umstanden eine Problemldsung darstellen und dazu beitragen,
mit an sich unlésbaren Belastungen umzugehen. Bei der Beantwortung der Frage ob
Stereotypien als Indikatoren flir Leiden und beeintrachtigtes Wohlbefinden bei Tieren
dienen, sind also diverse Aspekte zu beachten. Eine groBe Rolle spielt dabei der Faktor
~Zeit". Da sich Stereotypien typischer Weise in Entwicklungsstufen herausbilden und sich
in letzter Instanz vom urspringlichen Ausléser loslésen und emanzipieren (Kapitel 2.10),
werden Stereotypien auch dann gezeigt, wenn der urspringliche Stimulus, der zur
Entstehung des Verhaltens geflihrt hat, verandert oder entfernt wird. Stereotypien sind
somit nicht immer Indikatoren flr eine derzeitig bestehende Situation, sondern kénnen
auch auf zurickliegende Diskrepanzen, Einschréankungen oder Traumata hinweisen.
Stereotypien entwickeln sich zeitabhdngig, wobei das Quellverhaltensmuster (source
behaviour) an Wiederholungen, Frequenz und Dauer der Ausflhrung zunimmt
(Wiedenmayer, 1997; Wirbel and Stauffacher, 1996). Dies ist in der Regel mit einer
progressiven Limitierung des Verhaltensrepertoires und abnehmender Flexibilitét der

stereotypen Sequenzen assoziiert (Baker et al., 1983).

Diese Einengung des Verhaltensrepertoires konnte auch in dieser Arbeit gezeigt werden.
Im Rahmen der 12-wdchigen Beobachtung stellte sich heraus, dass stereotype FVB/NJ-
Mduse weniger kletterten, gruben und knabberten bzw. nagten als die nicht-stereotypen
Mduse. AuBerdem zeigten sie auch weniger ,anderes Verhalten®, hier wurde Schniffeln,
Laufen, den Kafig Erkunden, Trinken, Urinieren und Kotabsatzverhalten zusammengefasst.
Die Auslibung des stereotypen Verhaltens flihrte also zu einer Beschréankung der gezeigten
Verhaltensweisen und erfolgte auf Kosten der Inaktivitat. Stereotype FVB/NJ-Mduse
verbrachten wesentlich mehr Zeit mit aktiven Verhaltensweisen, anstatt zu schlafen oder

sich auszuruhen.

Wildtiere, die in kinstlichen Haltungsbedingungen untergebracht werden, tendieren in
dieser Umgebung zu einer erhdhten Inaktivitat. Das gilt vor allem fir viele Spezies, die in
Zoos gehalten werden (Meyer-Holzapfel, 1968). In einer Studie zum Verhalten von
Wildfangen Afrikanischer Striemen-Grasmause stellte sich heraus, dass die vormals
freilebenden Tiere auf die artifizielle Umgebung mit einer erhéhten Stressanfalligkeit und
Angstlichkeit reagieren und die damit verbundene erhéhte Inaktivitit ein Anzeichen
beeintrachtigten Wohlergehens sein kann (Jones et al., 2011). Die Arbeitsgruppe um
Carole Fureix fand heraus, dass C57BL/6 und DBA/2-Mause individuell und stammabhangig

unterschiedlich auf restriktive Haltungsbedingungen reagieren. Sie entwickeln stereotypes

105



6 Diskussion

Verhalten oder sie verharren vermehrt im ,awake-but-motionless™-Zustand. Das heift, die
Tiere sind zwar wach, verbringen diese Zeit aber nicht mit aktiven Verhaltensweisen,
sondern halten sich bewegungslos im Kafig auf. Wobei Tiere, die am wenigsten stereotypes
Verhalten zeigten, am meisten wach, aber regungslos waren. Diese Tiere reagierten
auBerdem mit einer erhdhten Immobilitat im forcierten Schwimm-Test. Der forcierte
Schwimm-Test stellt fir die Tiere eine ausweglose Situation dar. Nachdem sie in ein
zylindrisches, wassergeflilltes Glas ohne Plattform verbracht werden, wird die Zeit bis zu
dem Punkt gemessen, an dem die Tiere ,resignieren® - also bis sie aufhdren, mit
schwimmenden Bewegungen aus dem Zylinder gelangen zu wollen. Eine zeitige
Immobilitat spricht fir einen negativen emotionalen Zustand und ist ein Indikator fir eine
depressive Grundstimmung. Sie postulierten somit, dass ,wach, aber bewegungslos® zu
sein eine Reaktion auf restriktive, nicht-angereicherte Haltungsbedingungen ist, eine
Alternative zu stereotypem Verhalten darstellt und depressionsahnliche Zustande

widerspiegeln kann (Fureix et al., 2016).

Es kann also ebenso vermutet werden, dass die nicht-stereotypen FVB/N]J-Mause, die
signifikant mehr inaktive Phasen zeigten, diejenigen sind, die durch die Einzelhaltung und

die Haltung unter nicht-angereicherten Bedingungen vergleichsweise mehr leiden.

Zur Beurteilung eines potentiellen Leidens durch die Ausiibung von Stereotypien kann auch
die Herabregulierung der HPA-Achse in Betracht gezogen werden. Wenn man der Coping-
Hypothese folgt, ist die Entstehung stereotypen Verhaltens darauf zuriickzufiihren, dass
ein Individuum aktuell oder in der Vergangenheit immensen Stress durch Reaktionen auf
die eigene Haltungsumwelt erfahrt bzw. erfuhr (Kapitel 2.10). Das physiologische Konzept
des Stresses beinhaltet dabei die Interaktion zwischen externen Ereignissen (Stressoren)
und individuellen Pradispositionen (bestimmt durch genetische Faktoren und frihe
Erfahrungen), die messbare Stressreaktionen hervorrufen (Ladewig et al., 1993). Waeil
wahrend der Konfrontation mit diversen Stressoren konsequent die Cortisolproduktion
(bzw. bei Nagetieren vorrangig die Corticosteronproduktion) angeregt wird, wurden
Plasmacortisolkonzentrationen und fakale Corticosteronlevels haufig verwendet, um die
Stressreaktionen bei diversen Spezies zu charakterisieren. ICR-Mause, die bereits an Tag
17 abgesetzt wurden und Tiere mit sehr niedrigem Absatzgewicht, die zu erhdhten
Stereotypie-Levels neigten, zeigten 48 Stunden nach dem Absatz erhéhte CST-Blutwerte,
am 30. Lebenstag gab es allerdings keinen Unterschied mehr im Vergleich zu den Tieren,
die mit einem hoéheren Gewicht an Tag 21 abgesetzt wurden (Wirbel and Stauffacher,
1997). In einem Versuch, in dem selektiv fir eine niedrige, intermediare und hohe
Stressreaktivitat gezlichtete Mduse einem speziellen Stressreaktivitatstest unterzogen
wurden, zeigten Mause mit einer intermedidaren Stressreaktivitdt erhéhte Stereotypie-

Levels. Die Entwicklung stereotypen Verhaltens scheint also weniger eine Frage der
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individuellen akuten Stressantwort (Erhéhung der CST-Werte in Folge einer stressigen
Situation) zu sein, sondern viel mehr der Méglichkeit zur Wiederherstellung der CST-
Basalwerte nach der Konfrontation mit einem Stressor (recovery) (Engel et al., 2011).
Allerdings gibt es auch Studien, die keine Unterschiede in der CSL oder CST Werten
zwischen stereotypen und nicht-stereotypen Tieren feststellten (Fureix et al., 2013) oder

sogar erhdhte féakale CST Basalwerte in Tieren, die stereotypes Verhalten zeigen, fanden.

Im Versuchsaufbau der vorliegenden Arbeit wurden liber den gesamten Versuchszeitraum
hinweg fakale Proben gesammelt und auf ihren Cortisol- und Corticosterongehalt hin
analysiert. Einen Unterschied konnte man bei den fakalen Corticosteronwerten in
Versuchswoche drei verzeichnen. Hier zeigten die nicht-stereotypen FVB/NJ-Mause erhdhte
Corticosteronwerte. Nach Ausschluss maéglicher technischer Unterschiede wahrend der
Sammlung oder der Bearbeitung der Proben, bleibt diese Tatsache ungeklart. Wie die
Ergebnisse des ersten und zweiten Open Field Tests zeigen, verhalten sich stereotype
FVB/NJ-Mause in unbekannten Situationen vermehrt angstlich. Sie kdnnten demnach in
Situationen, mit denen sie erstmal konfrontiert werden auch mehr Stress erfahren und
entsprechend erhdhte Corticosteronlevels aufweisen. Die Tiere dieser Studie wurden nach
Absatz in Einzelhaltung verbracht, obwohl sie zuvor in Gruppenhaltung aufgezogen wurden
(mit dem Muttertier und den Geschwistertieren zusammen). Die erhéhten
Corticosteronwerte stereotyper Tiere in Versuchswoche drei kdnnten demzufolge Ausdruck
der anhaltenden Adaptationsphase stereotyper FVB/NJ-Mause sein. Wobei unklar bleibt,
warum sich die Levels in Versuchswoche eins und zwei nicht entsprechend unterschieden.
Eine weitere Mdglichkeit besteht darin, dass bekanntermaBen unmittelbar vor Entwicklung
des stereotypen Verhaltens z.T. die Konzentrationen der Stresshormone erhéht sind
(Mcbride and Cuddeford, 2001). Allerdings handelt es sich bei den in der vorliegenden
Arbeit gefundenen Unterschieden um die Corticosterongehalte der Tiere in Lebenswoche
sechs. Der durchschnittliche Beginn des stereotypen Verhaltens bei den FVB/NJ-Mausen
dieser Studie fand jedoch in Lebenswoche acht statt. Generell konnten relativ ausgepragte
Standardabweichungen bei den fakalen Cortisol- und Corticosteronwerten ermittelt
werden, die die statistische Aussagefahigkeit beeinflussen. Um einen madglichst
umfassenden, durch die Probennahme an sich ungestérten, Uberblick Uber die
Hauptstresshormone der Mduse (Corticosteron und Cortisol) zu bekommen, orientierte sich
die fakale Probensammlung dieser Studie an Protokollen, die aus der Forschung an
Wildtieren bekannt sind (siehe Kapitel 4.4.1). Durch die Bestimmung der Glucocorticoide
aus Fazessammelproben ldsst sich weniger eine Aussage (iber den Glucocorticoidspiegel zu
einem definierten Zeitpunkt treffen, es ermdglicht jedoch die Erfassung eines zeitlichen
Verlaufs als Gesamtlberblick. Es gibt diverse Faktoren, die die Validitat dieser Methode
beeinflussen. Die fékalen Pellets wurden als zufallig ausgewdhlte Probe aus dem Kafig

entnommen. Hierbei konnte zum Zeitpunkt der Probennahme nicht mehr unterschieden

107



6 Diskussion

werden, zu welchem Tageszeitpunkt das Pellet abgesetzt wurde und ob es eventuell mit
Urin kontaminiert war. Laut einer Ubersichtsarbeit von PALME (Palme, 2005) kénnen dies
Faktoren sein, die den fakalen Glucocorticoidgehalt mitbestimmen. PALME arbeitete auch
heraus, dass frische Kotproben und getrocknete Kotproben im Glucocorticoidgehalt
korrelieren, zumindest wenn die folgenden Verarbeitungsschritte standardisiert erfolgen.
Bei der Sammlung der fékalen Proben dieser Arbeit wurde darauf geachtet, ausschlieB3lich
bereits getrocknete Fékalpellets zu wahlen und diese direkt bei -20 °C zu lagern, um die
Aktivitat bakterieller Enzyme moglichst gering zu halten. Die Probenaufbereitung erfolgte
ebenfalls nach einem Protokoll, das fir alle Proben identisch war. Somit stellte die
eingeschrankte Mdéglichkeit die Kotproben entsprechend ihres ,Alters® bzw. ihrer Frische
zu unterscheiden, den limitierenden Faktor wédhrend der Analyse der fékalen
Glucocorticoidgehalte dar. Um die Methode =zuverléssig zu validieren und die
Reproduzierbarkeit mdéglicherweise zu erhéhen, sollte die direkte Probenaufbereitung und
Analyse von Frischkot der einer Sammelprobe getrockneter Fézes aus dem Kafig
gegenlbergestellt werden. Zusammengenommen konnten im Rahmen dieser Arbeit keine
Hinweise zur Bestatigung der Coping-Hypothese gefunden werden. Gemessen an den
fakalen Glucocorticoiden lasst sich also festhalten, dass die vorherrschendenden
Haltungsbedingungen weder bei stereotypen, noch bei nicht-stereotypen FVB/NJ-Mausen

eine pragnante Stressantwort auszuldésen scheinen.

Zudem kann die (in manchen Fallen) durch stereotypes Verhalten ausgeldste Aktivierung
des Belohnungssystems und der damit verbundene Einfluss der Neurotransmitter
Serotonin (SRT) und Dopamin (DA) als Zeichen verringerten Leidens interpretiert werden.
Es ist mdglich, durch spezifische Gehirn-Catecholamin-Modulationen Stereotypien in
normalerweise nicht-stereotypen Nagetieren zu modulieren. DA-Agonisten induzieren
Stereotypien (z.B. Vandebroek and Odberg, 1997), wohingegen sie sich mit DA-
Antagonisten aufheben lassen (z.B. Kjaer et al., 2004).

Dopamin stellte sich als der Hauptneurotransmitter heraus, der an der Entstehung und
Erhaltung stereotypen Verhaltens beteiligt zu sein scheint. Bereits im Jahr 1874 zeigte
HARNACK (Harnack, 1874), dass ,zwanghaftes Knabbern®™ beim Kaninchen durch
Apomorphin auslésbar ist. Spater stellte sich heraus, dass Apomorphin zu den DA-
Agonisten gehoért. Seitdem haben multiple Studien die Induktion stereotypen Verhaltens
durch Verabreichung von DA-Agonisten bestatigt. Die ausgelosten Stereotypien dhneln
dabei phanotypisch umweltbedingten (spontane) Stereotypien, wie sie bereits fiir mehrere
Tierarten beschrieben waren (Cooper and Dourish, 1990). DA steuert die Feinmotorik und
sorgt fur psychischen Antrieb, Wohlbefinden, Lebensfreude und Konzentrationsfahigkeit.
Dartiber hinaus wird DA eine wichtige Rolle bei der Motivation zugeschrieben: es gilt als
Belohnungssystem, das bei Tier und Mensch Uberlebensdienliche Verhaltensweisen

verstarkt. AuBerdem ist DA wesentlich an der Regulation des Schlaf-Wach-Rhythmus' und
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der Thermoregulation beteiligt (Dantzer, 1991; Eban-Rothschild et al., 2016; Wise, 2004).
Dopaminhaltige Zellen finden sich vielerorts im Zentralnervensystem. Zwei dopaminerge
Neuronengruppen haben dabei eine besondere Bedeutung. Eine entspringt der aus dem
ventralen Tegmentum und projiziert zum Nucleus accumbens, zum olfaktorischen
Tuberculum, der Amygdala und dem Hippocampus und bildet das mesokortikolimbische
System, das vor allem die Motivationskomponente regelt. Die zweite Neuronengruppe stellt
das nigrostriatale System dar und ist maBgeblich an der Koordination der willklrlichen
Motorfunktion beteiligt. Neuronen dieses Systems entspringen der Substantia nigra pars
compacta (SNpc) und ziehen ins Striatum (bei Nagern genauer: in das Putamen, Nucleus

caudatus).

Serotonin, auch 5-Hydroxytryptamin (5-HT), ist auch auBerhalb des zentralen
Nervensystems weit verbreitet. Die enterochromaffinen Zellen des Darms enthalten in
etwa 90% des Gesamtgehalts an Serotonin. Periphere serotoninerge Neurone befinden
sich hauptsachlich im Darm, in BlutgefaBen und im Herzen. Als zentraler Neurotransmitter
ist Serotonin nur in Neuronen nachweisbar, deren Zellkérper in den Raphekernen im
Hirnstamm sitzen. Von dort innervieren sie mit ihren Axonen praktisch alle Regionen des
Gehirns. SRT ist an zahlreichen zentralnervésen Funktionen beteiligt, hat wichtige Herz-
Kreislauffunktionen (z.B. Vasokonstriktion, Senkung des Sympathikotonus, Hadmostase),
beeinflusst die Magen-Darm-Motilitat und intestinale Fllssigkeitssekretion. Darliber hinaus
reguliert SRT kognitive und emotionale Verhaltensweisen, hat einen entscheidenden
Einfluss auf die Stimmung, regelt die circadiane Rhythmik und spielt eine immense Rolle
bei der Schmerzwahrnehmung und -verarbeitung. SRT-Dysbalancen kdnnen auf der einen
Seite zu Unruhe und Halluzinationen und auf der anderen Seite zu depressiven
Verstimmungen, Angst und Aggressionen flihren. Der vorwiegende Teil, des beziiglich der
Rolle von SRT bei der Entstehung von Stereotypien Bekannten, beruht auf Studien zu
pharmakoinduziertem Verhalten (Barwick et al., 2000; Canal et al., 2015; Proietti Onori et
al., 2014; Yeghiayan and Kelley, 1995). Diverse Studien beschreiben Effekte von 5 HT-
Wiederaufnahmeinhibitoren, wie Fluoxetin, auf die Entwicklung stereotypen Verhaltens
(Hugo et al., 2003; Poulsen et al., 1996; Wynchank and Berk, 1998). Wobei der Effekt
abhangig vom Stereotypie-Level ist. Eine Studie an Rételm&usen zeigte einen Stereotypie-
induzierenden Effekt bei Tieren mit einem geringen Stereotypie-Level, aber einen
hemmenden Effekt bei hoch-stereotypen Mausen (Odberg and Mers, 1998). Clozapin ist
ein Arzneistoff aus der Gruppe der Neuroleptika, welcher Dopamin Rezeptoren blockiert
und als partieller 5-HT Antagonist agiert. Citalopram ist neben Fluoxetin ein weiterer
Arzneistoff aus der Gruppe der selektiven Serotonin-Wiederaufnahmehemmer. Schénecker
und Heller fanden heraus, dass Clozapin keine Wirkung auf Stereotypien unter ungestérten
Bedingungen hat, weder in mannlichen noch in weiblichen Tieren. AuBerdem stellte sich

heraus, dass auch Citalopram unter ungestérten Bedingungen stereotypes Verhalten nicht
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beeinflusst. Allerdings verminderte Citalopram die, nach akutem Stress (blicherweise
erhohten, Stereotypie-Level. In einer zusatzlichen Studie ergab sich zudem ein
Geschlechtsunterschied bei der Behandlung von Stereotypien mit Citalopram. Die durch
die Citalopram-Behandlung beglinstigte 5-HT-Neurotransmission verminderte die
Ausilibung bereits entwickelter Stereotypien bei weiblichen, nicht jedoch bei mannlichen,
Mdusen. Dies deutet darauf hin, dass bereits etablierte Stereotypien bei weiblichen Mdausen
mit einer relativ verminderten serotonergen Funktionsweise einhergehen (Schoenecker et
al., 2003; Schoenecker and Heller, 2001).

Es wurden diverse Tiermodelle etabliert, um Erkenntnisse Uber die zugrundeliegenden
Prozesse humaner mentaler Beeintrachtigungen, stereotype Verhaltensweisen
miteinbegriffen, zu erlangen. Bei der Mehrheit dieser Modelle handelt es sich um
pharmakologisch-induzierte Stereotypien bei Labornagern. Allerdings wird diskutiert, ob
maoglicherweise verschiedene Mechanismen oder Entwicklungspfade bei pharmakologisch-
induzierten bzw. spontanen Stereotypien existieren. Demzufolge stellen Modelle, die rein
auf pharmakologisch-induzierten Stereotypien beruhen, keine ideale Grundlage zum
Verstandnis spontaner Stereotypien bei Menschen und Tieren dar (Vandebroek et al.,
1998). In einer Studie aus dem Jahr 1999 wurden im Corpus Striatum (Nucleus caudatus
und Putamen) die Dichte der Di- und D2-Rezeptoren mittels Radioligand Bindungsassay
und die Konzentration an Serotonin und Dopamin und seiner Metaboliten, 3,4-
Dihydroxyphenylessigsaure (DOPAC) und Homovanillinsaure (HVA), mit einer HPLC
(Hochleistungsfliissigkeitschromatographie) analysiert. Abhangig davon ob die Tiere in
angereicherten oder kargen Kafigen aufgezogen wurden oder Stereotypien entwickelten
oder nicht, wurden hier keine Unterschiede in den besagten Rezeptordichten und
Neurotransmitterkonzentrationen gefunden (Powell et al., 1999). Diese Ergebnisse
konnten ebenfalls in einer weiteren Studie nachvollzogen werden. Dabei ergaben sich
mittels LC-MS-Bestimmung keine Unterschiede im Dopamin-, DOPAC- und HVA-Gehalt des
frontalen Cortex und des Striatums. Vielmehr wurde hier ein Defizit im Glutathion-Redox-
System im frontalen Cortex nachgewiesen, das nicht mit einem veranderten
Dopaminumsatz oder einer erhdhten Superoxid-Dismutase-Aktivitdt einhergeht
(Guldenpfennig et al., 2011).

Im Rahmen dieses Promotionsprojektes wurden die Serotonin- und Dopamingehalte aus
Gesamt-Gehirn-Lysaten mittels LC-MS/MS bestimmt. Hier ergaben sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen stereotypen und nicht-stereotypen FVB/NJ-Mausen, wobei die
Dopaminwerte bei stereotypen Tieren leicht, wenn auch nicht signifikant, erhéht waren.
Beachtet man den Aspekt, dass SRT an der Regulation der circadianen Rhythmik beteiligt
ist, und wir keinen Unterschied im tageszeitabhdangigen Aktivitdtsmuster der Mause sehen,

waren diesbezuglich auch keine SRT-Unterschiede zu erwarten. SRT reguliert allerdings
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dariber hinaus diverse kognitive und emotionale Verhaltensweisen und hat einen
entscheidenden Einfluss auf die Stimmung, Angst- und Aggressionsverhalten. Vorrangig
fir die Leidens-assoziierte Beurteilung von Stereotypien ist von Bedeutung, dass SRT
Emotionen beeinflusst und SRT-Imbalancen zu Depressionen flihren kénnen. Demzufolge
ist eine gehirnarealspezifische Analyse erstrebenswert. In der vorangegangenen Studie
(siehe oben, gleiches Kapitel) wurden die SRT-Gehalte lediglich im Striatum bestimmt.
Allerdings spielt SRT als zentraler Neurotransmitter vor allem in den Raphe-Kernen und
dem Hypothalamus eine libergeordnete Rolle, deshalb sollten diese Regionen Gegenstand
zukinftiger Analysen sein. Beim dopaminergen System sind zwei Neuronengruppen von
besonderer Relevanz. Eine Neuronengruppe entspringt der Substantia nigra und projiziert
zum Striatum. Diese Neuronengruppe ist vor allem fir die Steuerung willkirlicher
Motorfunktion verantwortlich. Zwar zeigen stereotype Tiere insgesamt eine erhohte
Aktivitét und die stereotypen Verhaltensmuster erscheinen in ihrer Ausfuhrung sehr
komplex, allerdings kommt es im Laufe der Emanzipation stereotypen Verhaltens auch zu
einer Beschréankung des Verhaltensrepertoires, sodass diverse Verhaltensweisen nicht
mehr oder nur noch limitiert gezeigt werden. Sodass es plausibel ist, dass in den
vorangegangenen Studien, in denen DA (und dessen Metaboliten) im frontalen Cortex und
im Striatum bestimmt wurden, keine Unterschiede detektieren konnten. Allerdings stellte
sich in den Daten der vorliegenden Arbeit eine Tendenz zu erhéhten DA-Gehalten der
Gesamt-Gehirn-Lysate der stereotypen Tiere heraus. Eine Begriindung kénnte man
eventuell in der zweiten Neuronengruppe finden. Nervenzellen dieser Gruppe entspringen
am ventralen Tegmentum und projizieren u.a. zum Nucleus accumbens und der Amygdala.
Diese Neuronengruppe stellt das mesokortikolimbische System dar, das maBgebliche
Bedeutung flir die Motivation hat und gleichzeitig als ,positives Belohnungssystem"
entscheidend an der Entstehung der Emotion ,Freude" beteiligt ist. Gerade vor dem
Hintergrund der Debatte inwiefern Stereotypien als Indikatoren fiir Leiden und
beeintrachtigtes Wohlbefinden dienen, sollten sich zuklnftige Studien auf Analysen
bezliglich der Dopaminkonzentrationen und Dopaminrezeptorexpression in spezifischen

Arealen des mesokortikolimbischen Systems fokussieren.

Zur objektiven Beurteilung des Einflusses stereotypen Verhaltens auf das Wohlergehen des
Tieres sind keine einzelnen Indizes hinweisgebend. Vielmehr sollten sie immer in
Abhdngigkeit von der betroffenen Spezies, dessen Geschlecht, den vorherrschenden
Haltungsbedingungen und der Form und dem Level der Stereotypie betrachtet werden
(Mason and Latham, 2004).

Des Weiteren spielt auch die Personlichkeit des Tieres (Animal Personality) bei der
Entwicklung und der Beurteilung stereotypen Verhaltens eine Rolle (Ijichi et al., 2013).
Animal Personality wird definiert als individuelle Verhaltensunterschiede, die Uber

verschiedene Kontexte und Zeiten hinweg konstant bleiben (Gosling, 2008) (Kapitel 2.12).
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Dies bedeutet, dass Tiere aufgrund ihrer physiologischen Konstitution unterschiedlich auf
suboptimale Bedingungen reagieren (Koolhaas et al., 1999). Es ist davon abhdngig, wie
stressanfallig die Tiere per se sind und wie sie versuchen Stress zu minimieren, wenn eine
kritische Grenze bereits erreicht wurde (Koolhaas et al., 2010). Proaktive Tiere zeichnen
sich durch aktive Stressreaktionen aus, wie z.B. aktives Schwimmen im forcierten
Schwimm-Test (Veenema et al., 2005) und geringe Immobilitat (Benus et al., 1987). Die
eher reaktiven Individuen reagieren in stressigen Situationen vorwiegend mit der freeze-
response (dem ,Einfrieren™). Proaktive Tiere versuchen Kontrolle liber Stressoren zu
behalten und erreichen dies durch Aggression, Entfernung des Stressors oder, falls diese
Méglichkeiten fehlschlagen, indem sie sich selbst aus dem Kontext, in dem der Stressor
anwesend ist, entfernen. Reaktive Tiere wiederum wenden eher passive Reaktionen auf
den Stressor an und zeigen, wenn Uberhaupt, lediglich Versuche ihn zu kontrollieren
(Porsolt et al., 1977). Proaktive Individuen haben viele Gemeinsamkeiten mit stereotypen
Tieren bezlglich diverser physiologischer und verhaltensorientierter Merkmale, die darauf
hindeuten, dass es hier einen Zusammenhang gibt. Die Verhaltensmuster proaktiver Tiere
werden z.B. haufig unabhdngig von der aktuellen Situation gezeigt und in Routinen
ausgefihrt (Bolhuis et al., 2004), dhnlich der Entwicklungsstufen und der Emanzipation
stereotypen Verhaltens. AuBerdem koénnen bei proaktiven Individuen hohe
Dopamingehalte nachgewiesen werden (Lecca et al., 2004; Nelson and Killcross, 2006),
ein zentraler Neurotransmitter in der Ontogenese stereotypen Verhaltens. Im Gegensatz
zu Dopamin, ist Serotonin negativ mit der Proaktivitat korreliert. Proaktive Tiere reagieren
mit einer rapiden Zunahme des Frustrationsverhaltens, wenn eine positive Verstarkung
ausbleibt (David et al., 2004). Da Frustration potentiell einen grundlegenden Faktor fiir die
Entstehung stereotypen Verhaltens darstellt, sind proaktive Tiere mit einer geringen
Frustrationstoleranz vermutlich pradisponiert flir die Entwicklung von Stereotypien. In
stressigen Situationen zeigen proaktive Tiere klare Verhaltensreaktionen, wahrend sie
versuchen, den Stressor unter Kontrolle zu bringen. Sie reagieren aber weniger mit einer
Antwort der Hypothalamus-Hypophysen-Achse (HPA). Reaktive Tiere hingegen verhalten
sich unter stressigen Konditionen eher passiv, was dazu verleitet, dieses Verhalten als eine
geringe Stressreaktion zu interpretieren. Sie zeigen allerdings eine deutliche Aktivierung
der HPA (Ruis et al., 2000). Gibt es tatsachlich einen Zusammenhang von proaktiven
Personlichkeiten zu stereotypen Individuen und umgekehrt, kénnten nicht-stereotype Tiere
durch suboptimale Umweltbedingungen und das damit verbundene beeintrachtigte
Wohlbefinden mehr gestresst sein als stereotype Tiere. Somit kénnte, aufgrund der
ausbleibenden Verhaltensreaktionen, chronischer Stress bei reaktiven (=nicht-
stereotypen) Individuen nur erschwert identifiziert werden und sie eventuell diejenigen

sein, die mehr unter den aktuellen Gegebenheiten leiden (Ijichi et al., 2013).
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass unabhangig davon, ob Stereotypien aufgrund
zurickliegender oder aktueller Einschrankungen ausgeldst wurden, die Haltungssysteme,
die zu stereotypem Verhalten flhren, tatsachlich suboptimal gestaltet sind und das
Ausliben speziesspezifisches Verhalten limitieren, bzw. eine Adaptation erfordern.
Wadhrend der Haltung von Labornagern weicht die Haltungsumgebung oftmals von
evolutionar gepragten Umwelterwartungen ab. Dies fihrt zu einer Diskrepanz zwischen der
inhdrenten Anpassungsfahigkeit einer Spezies und den Anforderungen, die eine
anthropogene Umgebung an sie stellt (Didpjan and Puppe, 2016). Fortschrittliche
Technologien der Haltungssysteme, wie IVC, ermdglichen einerseits ein optimiertes
Hygienemanagement und einen hohen Standardisierungsgrad, andererseits beeinflussen
sie den Verhaltensphanotyp durch die Modulation von kognitivem und angstassoziiertem
Verhalten (Kallnik et al., 2007; Mineur and Crusio, 2009) und erhdhen z.B.
Schreckreaktionen (Logge et al., 2013). Dartber hinaus ist im IVC die vokale, pheromonale
und olfaktorische Kommunikation begrenzt, was zu fortschreitenden Limitierungen der
visuellen, olfaktorischen und auditiven Fahigkeiten fihrt (Baumans et al., 2002). Die
Haltung im IVC stellt somit eine Form der Isolationshaltung dar, da die Mdéglichkeiten des
interindividuellen Austauschs olfaktorischer und akustischer Signale beschrankt sind
(Hawkins et al., 2003). Die heutigen Inzucht-Labormduse unterscheiden sich zudem von
Wildmausen in der Hinsicht, dass die Geruchskapazitaten inzuchtbedingt modifiziert
wurden und demnach die Differenzierung in ,selbst" und ,fremd" limitiert ist (Nevison et
al., 2000). Des Weiteren flihrt ein Mangel an olfaktorischer Stimulation in frihen
Lebensphasen zu einer reduzierten olfaktorischen Leistung im spdteren Leben und
beeinflusst damit das Verhalten und die Anpassungsfahigkeit des Tieres (Francois et al.,
2013; He et al., 2012.; Scott et al., 2017). Das Wohlbefinden eines Individuums ist
allerdings nur dann sichergestellt, wenn eine adaquate Reaktion auf Umweltveranderungen
erfolgen kann (Fraser et al., 1997.; Morgan et al., 2007). Ist ein Tier Uber einen langeren
Zeitraum unfahig, seine Umwelt zu manipulieren und hoch motiviertes natirliches
Verhalten auszuleben, fiihrt dies zu Distress und dariber hinaus zu abnormalen
Verhaltensweisen, wie Stereotypien (Mason, 1991).

Im Rahmen dieser Arbeit konnten allerdings keine Hinweise dafiir gefunden werden, dass
Tiere, die unter diesen Umstanden Stereotypien entwickeln mehr oder weniger unter den

gegebenen Haltungsbedingungen leiden als nicht-stereotype Tiere.

6.5 Auswirkungen stereotypen Verhaltens auf die Ergebnisse

tierexperimenteller Studien

In vielen Artikeln Uber die Prinzipien der Labortierhaltung wird die sogenannte

~Environmental Standardization™, also die standardisierte Gestaltung der Haltungsumwelt,
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empfohlen. Die benannte Standardisierung soll auf der einen Seite die Variation innerhalb
eines Experiments verringern, damit die Sensitivitat erhéhen und so die Anzahl bendétigter
Tiere innerhalb der Studie reduzieren. Auf der anderen Seite soll die Standardisierung der
Haltungsumgebung auch zu einer Senkung der Variation zwischen den Experimenten und
somit zu einer gesteigerten Reproduzierbarkeit innerhalb und zwischen verschiedenen
Laboren fluhren (Zutphen et al., 2001). Versuchsbedingungen Uber Labore hinweg zu
standardisieren bedeutet in den meisten Fallen die Haltung der Tiere in einer reizarmen
Umgebung. Wie bereits erwdhnt, kann diese fehlende Strukturierung der Umwelt
Verhaltensabweichungen, wie Stereotypien, ausldésen. Zudem stellte sich heraus, dass
,Environmental Standardization® eher die Ursache, als das Heilmittel einer schlechten
Reproduzierbarkeit von Versuchsergebnissen ist. Zudem kann die Standardisierung zu
verfalschten Resultaten und der unnétigen Verwendung von Tieren fihren. Demzufolge
spiegeln Experimente, die unter standardisierten Bedingungen durchgefiihrt werden
lediglich eine ,lokale Wahrheit" mit geringer externer Validitat wider (Richter et al., 2009).
Durch die Verwendung von Tieren, die abnormale Verhaltensweisen zeigen, wird die
Validitéat  (=Gdlltigkeit,  Aussagekraft) tierexperimenteller  Studien  maBgeblich
eingeschrankt. AuBerdem sinken, aufgrund der gesteigerten interindividuellen Variation,
die Reliabilitéat (=Zuverlassigkeit, Verbindlichkeit) und die Reproduzierbarkeit
(=Nachvollziehbarkeit) tierexperimenteller Untersuchungen (Garner, 2005). Dariber
hinaus beeinflussen insbesondere die Form und das Level der ausgefiihrten Stereotypie die
Ergebnisse von Wahlversuchen und Untersuchungen zum explorativen Verhalten und
tragen somit zu der Variabilitdt und verminderten Reproduzierbarkeit bei (Novak et al.,
2015).

Die Ergebnisse dieses Projektes bestatigen diese Ausfiihrungen. Die FVB/N]J-Mduse der
vorliegenden Studie wurden unter standardisierten Haltungsbedingungen gehalten, welche
zu einer 54%igen Pravalenz stereotypen Verhaltens in der Fi-Generation flhrten.
Abgesehen von diversen Verhaltensaspekten (Verhaltensrepertoire, Verhalten im Open
Field), unterschieden sich nicht-stereotype Tiere in erheblicher Weise von stereotypen
Tieren hinsichtlich der kérperlichen Fitness (zuriickgelegte Distanzen,
Kdrpergewichtsentwicklung, Kérperzusammensetzung), der damit assoziierten Parameter
(z.B. Glykogengehalt des M. quadriceps) und in Bezug auf die relativen Organgewichte.
Nicht-stereotype und stereotype Tiere innerhalb einer Studie zu randomisieren wiirde im
weiteren Sinne bedeuten, eine Maus des proaktiven Typs mit einer eher trdagen Maus
gleichzusetzen und hatte entscheidenden Einfluss auf die Versuchsergebnisse und die
anschlieBende Interpretation der Resultate. Anstatt Tiere vom Experiment zu exkludieren,
die im Verlaufe eines Projektes stereotypes Verhalten entwickeln, sollte das erklarte Ziel

sein, Stereotypien zu verhindern. Die artgerechte und adaquate Kafiganreicherung
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(,Environmental Enrichment") erweist sich scheinbar als effektivste Methode, um

stereotypem Verhalten entgegenzuwirken (siehe Kapitel 2.11).

Mehrere wissenschaftliche Arbeiten stellten heraus, dass eine Kafiganreicherung der
gewlinschten Standardisierung von Experimenten nicht entgegenwirkt. Environmental
Enrichment steigert laut WURBEL das Wohlbefinden von Tieren, ohne die Reliabilitdt und
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu reduzieren, wahrend es auBerdem zentrale
Dysfunktionen und angstliches Verhalten abschwacht (Wtrbel, 2007). Im Umkehrschluss
steigern also komplexe Haltungssysteme, die zu einer Reduzierung von Stereotypien
beitragen, sogar die Aussagekraft und Wiederholbarkeit von Daten zum Verhalten von
Labornagern (Garner and Mason, 2002). Studien stellten heraus, dass eine angereicherte
Gestaltung der Kafigumgebung keinesfalls die individuelle Variabilitat erhéht und zudem
zu keinem erhohten Risiko, bei der Wiederholung von Versuchen divergierende Ergebnisse
zu erlangen, fihrt (Wolfer et al., 2004). Aus einer Studie ergab sich darlber hinaus die
Feststellung, dass die Reliabilitdét von Untersuchungen zum Angst- und
Explorationsverhalten auch durch wechselnde Experimentatoren und Laborbedingungen
nicht ernsthaft eingeschrankt wird (Lewejohann et al., 2006). Hierbei bleibt allerdings
offen, welchen Einfluss das Geschlecht des Experimentators auf die Ergebnisse hat. Die
systematische Randomisierung der Haltungsbedingungen bewirkt laut WURBEL und
GARNER ceine gesteigerte externe Validitat (und somit Reproduzierbarkeit) der
Versuchsergebnisse ohne die Anzahl verwendeter Tiere zu maximieren (Wdurbel and
Garner, 2007). Mause sollten demzufolge in einer strukturierten, komplexen,
angereicherten Umwelt gehalten werden, um die Heterogenitat der Versuchsbedingungen
zu maximieren und so die Qualitadt der Forschungsergebnisse und das Wohlbefinden der
Tiere zu steigern. Kafiganreicherung sollte demnach zukilnftig eher ein ,,Muss" als ein
,Kann" sein oder besser noch, den Goldstandard darstellen. Denn durch eine artspezifische
und verhaltensgerechte Gestaltung der Haltungsumwelt und dem Angebot von kognitiver
und/oder Umweltanreicherung kann das Tier speziesspezifisches Normalverhalten
entwickeln und ausleben und der Entstehung stereotypen Verhaltens entgegengewirkt

werden (Dlpjan and Puppe, 2016).

Abschlussbetrachtung

Ein zentrales Ziel des Refinements in der 3R-Forschung ist es, die Haltungsbedingungen
von zu Versuchszwecken gehaltenen Tieren zu verbessern, um Unbehagen und damit
verbundene Verhaltens- und/oder kérperliche Beeintrachtigungen zu vermeiden. Unklar ist
jedoch, welchen Stellenwert umweltbedingte Verhaltensabweichungen, wie Stereotypien,
hierbei einnehmen. Zudem fehlen konkrete Daten z.B. zur Verwendung stereotyper Tiere

in Studien mit tierexperimentellem Schwerpunkt oder zur Belastungseinschdatzung von
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Mausstéammen, die zu einer vergleichsweise hohen Pravalenz stereotypen Verhaltens
neigen. Bevor jedoch tatsachliche Empfehlungen erlassen werden kdnnen, sind profunde
Grundlagen erforderlich, die das Verstandnis von derartigen Verhaltensabweichungen
erweitern. Diese Arbeit trug stark zu diesem Aspekt bei und zeigte deutlich, dass
Stereotypien in FVB/NJ-Mausen hinsichtlich ihres Fortbewegungsmusters variieren,
offensichtlich nicht direkt genetisch oder verhaltensassoziiert Ubertragen werden und einen
signifikanten Einfluss auf diverse metabolische Parameter haben. Die beobachteten Effekte
scheinen unabhangig von standardisierten Haltungsbedingungen zu sein. Dieser Aspekt
deutet darauf hin, dass individuelle Eigenschaften und Variablen im Sinne der Animal

Personality viel starker berlcksichtigt werden missen.
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Im Sinne des Refinements von Tierversuchen sollen alle Bedingungen wahrend der Zucht,
der Haltung und des Transports von zu Versuchszwecken gehaltenen Tieren und alle
Methoden wdhrend des Versuchs so verbessert werden, dass die verwendeten Tiere ein
minimales MaB an potentiellem Distress, Schmerzen oder Leiden erfahren. Zudem soll ihr
Wohlbefinden durch die Mdglichkeit des Auslebens speziesspezifischer Verhaltensweisen
und die Anwendung tierschonender Verfahren maximal geférdert werden. Zur Etablierung
von Grundsatzen des Refinements sind grundlegende Kenntnisse Uiber die physiologischen
Bedlrfnisse und Verhaltensanspriiche der jeweiligen Spezies unabdingbar. Die
Experimentatoren sollten das Normalverhalten der Tiere kennen, um potentielle
Verhaltensabweichungen, wie Stereotypien, zu verstehen und interpretieren zu kdnnen.
Standardisierte Haltungsbedingungen von zu Versuchszwecken gehaltenen Mausen
weichen in diversen Aspekten von der natiirlichen Umgebung ab und erfordern eine
gewisse Adaptation. Eine Verhaltensanpassung ermdglicht einem Tier, sich optimal an sich
andernde Umweltbedingungen anzupassen und formt dariber hinaus das
speziesspezifische Verhaltensrepertoire. Ist ein Tier Uber einen langeren Zeitraum unfahig,
sich an die gegebenen Umstande anzupassen, kdnnen abnormale Verhaltensweisen, wie
Stereotypien auftreten. Stereotypien werden definiert als Abweichungen vom
Normalverhalten, die repetitiv und ohne Abweichungen im Ablauf ausgefiihrt werden,
scheinbar keiner Funktion dienen und der konkreten Umweltsituation nicht immer
entsprechen.

Bisher war unklar, in welchem Ausmal stereotypes Verhalten den metabolischen Phdanotyp
eines Individuums beeinflusst. Ziel dieser Arbeit war es daher, das stereotype Verhalten
der FVB/NJ-Maus, exemplarisch flr stereotype Mauslinien, erstmals detailliert zu
charakterisieren, systematisch zusammenzutragen, welche metabolischen Konsequenzen
dieses Verhalten bedingt und wie sich diese auf das Wohlbefinden der Tiere und die
Verwendung stereotyper Tiere in Studien mit tierexperimentellem Schwerpunkt auswirken.
Um bereits frihe Einflussfaktoren auf die spatere Entwicklung stereotypen Verhaltens in
der ersten Tochtergeneration (Fi-Generation) zu erfassen, begann der Versuch mit der
Charakterisierung der miutterlichen Flrsorge (maternal care) in der Parentalgeneration.
Insgesamt wurden 35 Jungtiere der Fi-Generation vom Absatz an, Uber einen Zeitraum
von 11 Wochen einzeln gehalten, kontinuierlich beobachtet, bis zum Versuchsende
wochentlich Kotproben gesammelt und das Kérpergewicht bestimmt. Zusatzlich erfolgten
begleitende Untersuchungen wie Verhaltenstests und die Erfassung der physischen
Aktivitdt und metabolischer Parameter. AnschlieBend wurden u.a. die zerebralen
Serotonin- und Dopamingehalte, fakale Glucocorticoidlevels, hepatisches Glykogen und

muskuldre Glykogen- und Triglyceridlevels bestimmt.
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Hinsichtlich der miutterlichen Filrsorge ergaben sich keine Unterschiede zwischen
stereotypen und nicht-stereotypen Muttertieren. Nahezu unabhangig von der mutterlichen
Herkunft entwickelte sich bei mehr als der Halfte der 35 Jungtiere in der Fi-Generation
stereotypes Verhalten. Diese Daten deuten darauf hin, dass es keine Anzeichen fir das
Erlernen oder eine direkte genetische Transmission stereotypen Verhaltens bei der FVB/NJ-
Maus gibt. Der liberwiegende Anteil der stereotypen Jungtiere wies die Stereotypie des
back flipping (Springen von Rlckwartssaltos) auf, einige Tiere zeigten das stereotype
circuit running (kreisférmiges Ablaufen des Kafigbodens) und wire gnawing (vehementes
Benagen des Kéfiggitters). Uber den gesamten Beobachtungszeitraum zeichneten sich die
stereotypen FVB/N]J-Mause durch ein eingeschranktes Verhaltensrepertoire aus. Zu
Gunsten der erhdhten Aktivitdt und des Auslibens stereotypen Verhaltens lebten sie
insgesamt weniger andere Verhaltensweisen (Klettern, Graben, Nagen) aus. Dariber
hinaus waren Stereotypien sowohl im 24-Stunden Open Field Test als auch in der
Messeinrichtung der indirekten Tierkalorimetrie mit einer erhéhten Aktivitédt und Motilitat
assoziiert, wahrend die circadiane Rhythmik nicht divergierte. Diese erhdhte kdrperliche
Betatigung spiegelte sich in den zu erwartenden geschlechterabhdngig niedrigeren
Korpergewichtsentwicklungen der stereotypen Tiere wieder. AuBerdem unterschieden sich
die Korperfett- und Korpermuskelanteile. Stereotype FVB/N]J-Mause setzten sich in
Versuchswoche 7 und 12 aus mehr relativer Muskelmasse und weniger Fettmasse
zusammen, verglichen mit nicht-stereotypen FVB/NJ]J-Mausen. Es stellten sich zudem
signifikante Unterschiede hinsichtlich der Organgewichte heraus. Das relative Gewicht des
braunen Fettgewebes verhielt sich dhnlich zwischen den Versuchsgruppen, jedoch wiesen
die stereotypen Mause erhohte relative Herz-, Milz-, Gehirn- und Lebergewichte auf.
Dariber hinaus konnten, mit den im Rahmen dieser Studie erhobenen Daten zu fakalen
Cortisol- und Corticosterongehalten sowie den Neurotransmittern Serotonin und Dopamin,
keine Hinweise flr eine stressabhangige Regulation der Stereotypien bei der FVB/NJ-Maus
gefunden werden.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass das Ausiben stereotypen Verhaltens zu
Differenzen im metabolischen Phanotyp nicht-stereotyper und stereotyper FVB/NJ]J-Mduse
fuhrt. Im Sinne der ,Guten Wissenschaftlichen Praxis® (“Sicherung guter wissenschaftlicher
Praxis,” 2013) sollte das zentrale Ziel jedes Wissenschaftlers sein, aussagekraftige und
reproduzierbare Daten hervorzubringen. Jedoch kénnen keine validen Resultate von Tieren
erzeugt werden, die in Aspekten variieren, die fir den vorgesehenen Zweck der Studie
nicht bertcksichtigt wurden. Deshalb sollten nicht-stereotype und stereotype Individuen
nicht innerhalb einer Versuchsgruppe randomisiert werden. Stereotype Tiere demzufolge
konsequent von geplanten Studien auszuschlieBen, wiirde allerdings dem Gebot des
zweiten R’s - der Reduction - widersprechen. Um Refinement zu garantieren, sollte der
Fokus auf der maximal erreichbaren Pravention stereotypen Verhaltens liegen. Diverse

Studien haben bereits gezeigt, dass die Anreicherung der Haltungsumwelt (environmental
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enrichment) zu einer Senkung der Pravalenz von Stereotypien bei Mdusen fihrt (Cooper
et al., 1996b; A. N.-M. Gross et al., 2011; Gross et al., 2012; Megan Anne Jones et al.,
2011; Leach et al., 2000; Mason et al., 2007; Olsson and Dahlborn, 2002; Powell et al.,
1999; Tilly et al., 2010), dennoch kommen sie weiterhin vor. Daher sollte environmental
enrichment zukinftig weniger ein ,Kann", sondern ein ,Muss" sein — oder vielmehr: der
Goldstandard. In Anbetracht der Tatsache, dass das Ausiliben stereotypen Verhaltens mit
dem zirkadianen Rhythmus der Gesamtaktivitat einhergeht und die héchsten Niveaus zu
Zeiten erreicht werden, in denen sich normalerweise weder Tierpfleger noch
Experimentator in der Tierhaltung befinden, werden Stereotypien nicht immer zuverlassig
bemerkt. Daher wiirde eine profunde phanotypische Charakterisierung dazu beitragen,
Mausstéamme zu erkennen, die zu Stereotypien neigen und den fir den spezifischen Zweck
am besten geeigneten Mausstamm zu identifizieren, bevor ein Experiment geplant wird.
Somit fuhrt eine detaillierte Charakterisierung im Sinne des Refinements wiederum zum

Erreichen der gewlnschten Reductionstandards.
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In the sense of refinement animal experimentation, all conditions during breeding,
husbandry and transport of animals used for experimental purposes and all methods during
the experiment should be improved to reduce the degree of potential distress, pain or
suffering. In addition, their well-being should be guaranteed by the possibility of expressing
natural and species-specific behavioural patterns and by the application of considerate
procedures. In order to establish principles for refinement, basic knowledge about the
physiological needs and behavioural requirements of the respective species is
indispensable. The experimenters should know the normal behaviour of animals in order
to understand and interpret potential behavioural deviations, such as stereotypies.
Standardized housing conditions of laboratory mice deviate from the natural environment
in various aspects and might require a certain adaptation. Behavioural adaptation allows
animals to adjust to environmental changes and leads to species’ characteristic behaviour.
If an animal is unable to adapt to environmental conditions, abnormal behaviours like
stereotypies might occur. Stereotypies are defined as deviations from normal behaviour,
which are executed repetitively and without deviations in the performance, seem to serve
no function and do not always correspond to the concrete environmental situation.

Since it remains unclear to what extend stereotypic behaviour influences the individual’s
metabolic phenotype, this study investigated behaviour of FVB/N] mice in detail,
exemplarily for stereotypy-prone mouse strains, and compiled the impact of behavioural
deviations on physical activity, animal metabolism, animal welfare and on results obtained
from studies with an animal specific focus.

To detect early indicators for the later development of stereotypic behaviour in the F;
generation, this study started with investigating maternal care in the parental generation.
Overall, 35 animals of the F1 generation were kept individually from weaning age. For 11
weeks they were observed, faecal samples were obtained and body weight was
determined. Additionally, behavioural tests, metabolic parameters and physical activity
were investigated. Furthermore, among others, cerebral serotonin and dopamine contents,
faecal glucocorticoid levels and hepatic glycogen, muscular triglyceride and glycogen levels
were assessed.

Regarding maternal care there were no differences between stereotypic and non-
stereotypic mothers. Almost independently of the mother's origin, more than half of the
35 pups developed stereotypic behavior in the F1 generation. Data suggest that there is
obviously no evidence of learning or a direct genetic transmission of stereotypic behavior
in the FVB/NJ-mouse. The predominant portion of stereotypic animals performed the
stereotypy of back-flipping (backwards jumping), some animals demonstrated stereotypic
circuit running (running in circles on the cage bottom) and wire gnawing (persistent

ghawing on the cage grid while hanging with the forelimbs on it). Because of the increased
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activity and the performance of stereotypic behaviour, stereotypic mice displayed a
restricted behavioural repertoire (reduced climbing, digging, gnawing). Moreover,
stereotypies were associated with increased activity and motility, both in the 24-hours
open field test and in the ITK system, while the circadian rhythm did not diverge. This
elevated physical activity was reflected in the expected gender-dependent lower body
weight development of stereotypic animals. In addition, stereotypic FVB/NJ-mice contained
more relative muscle mass and less fat mass compared to non-stereotypic FVB/NJ-mice in
experimental weeks 7 and 12. Significant differences in the organ weights were found. The
relative weight of the brown adipose tissue was comparable between the experimental
groups, but stereotypic mice had elevated relative heart, spleen, brain and liver weights.
Additionally, generated data on faecal cortisol and corticosterone levels and on the
neurotransmitters serotonin and dopamine revealed no evidence for a stress-dependent
regulation of stereotypies in the FVB /NJ-mouse.

In conclusion, the performance of stereotypic behaviour leads to differences in the
metabolic phenotype between non-stereotypic and stereotypic FVB/NJ mice. In the sense
of "Good Scientific Practice" (“Sicherung guter wissenschaftlicher Praxis,” 2013), the
central aim of any scientist should be to generate meaningful and reproducible data.
However, no valid results can be generated with data derived from animals which differ in
aspects that were not considered for the designated purpose of the study. Therefore,
stereotypic and non-stereotypic individuals should not be randomized within one trial
group. To generally exclude stereotypic animals consequently from further studies, though,
would interfere with the commandment of the second "R" - the reduction. To guarantee a
maximum refinement, the focus should be the highest achievable prevention of
stereotypies. Multiple studies indicate that environmental enrichment decreases the
prevalence of stereotypic behaviour in mice (Cooper et al., 1996b; A. N.-M. Gross et al.,
2011; Gross et al., 2012; Megan Anne Jones et al., 2011; Leach et al., 2000; Mason et al.,
2007; Olsson and Dahlborn, 2002; Powell et al., 1999; Tilly et al., 2010), nevertheless
they still occur. Thus, environmental enrichment of animal housing should not be a "can"
but a "must", or rather the “golden standard”. Considering that the performance of
stereotypic behaviour is associated with the circadian rhythm of overall activity and reaches
the highest levels at times when usually no caretaker or experimenter is in the animal
facility, stereotypies may fail to be noticed. Hence, a profound phenotypic characterization
would help to identify a stereotypy-prone mouse strain and to determine the mouse strain
most suitable for the specific purpose before planning an experiment. Besides the
contribution to refinement, this profound characterization would support the desired

reduction standards.
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H.1 Ergebnisse der Blutenthahmen

Tabelle H-1: Blutwerte. Leukozyten (LEU;103/ul), Lymphozyten (LYM;103/ul), Monozyten (MID;103/ul),
Granulozyten (GRA;103/ul), Thrombozyten (THR;103/ul), Erythrozyten (ERY;10%/ul), Hamoglobin (HGB; g/dl),
Hamatokrit (HCT; %), Mittleres korpuskulares Volumen (MCV; fl), Mittleres korpuskulares Hamoglobin (MCH; pg),
Mittlere korpuskulare Hamoglobinkonzentration (MCHC; g/dl), Cholesterin (CHOL; mg/dl), Triglyceride
(TG;mg/dl), Lactat (LACT; mmol/l), Glucose (GLUC; mmol/l) in den Versuchswochen 2 (W2), 7 (W7) und 13
(W13) der nicht-stereotypen (nST; n=16) und stereotypen (ST; n=19) FVB/NJ-Mause; dargestellt als Mittelwert
+SEM.

w2 w7 W13

nST ST nST ST nST ST Normbereich
LEU |5,41 +£0,51 4,32 +£0,27 7,89 +0,34 6,26 0,47 2,69 +0,54 1,93 £0,46 3-10 (10°/pl)
LYM |4,76 +£0,46 3,79 £0,23 7,28 £0,37 5,74 +0,45 2,19 £0,49 1,14 £0,32 3,4-7,4 (10°/ul)
MID |0,19 +0,05 0,16 +0,04 0,26 +0,06 0,28 +0,05 0,18 +0,08 0,11 +0,04 0-0,6 (10°/pl)
GRA (0,45 £0,07 0,37 £0,03 0,38 +0,06 0,28 +0,06 0,36 +0,06 0,54 +£0,07 0,5-3,8 (10°/ul)
THR |790,63 +43,60(731,95 £42,20|857,94 +26,81 (864,11 £39,75 |512,91 +128,57 |544,60 £163,05 |750-1250 (10%/pl)
ERY |7,97 £0,37 7,42 £0,31 9,39 +£0,08 9,15 +0,15 7,63 0,88 7,81 0,70 7-12 (10%/ul)
HGB |13,18 £0,70 12,13 +£0,53 14,30 £0,11 |14,35 +0,17 11,29 +1,32 12,32 +0,94 10,7-14,5 g/dl
HCT |40,14 £1,73 |37,97 £1,50 |43,86 +£0,38 |43,77 +0,61 35,94 +4,16 39,57 £2,60 35-45 (%)
MCV |50,63 £0,24 |51,47 £0,25 |46,81 +£0,19 |47,84 +£0,45 47,09 +£0,25 51,40 +1,69 45-55 (fl)
MCH |16,44 £0,16 |16,34 £0,06 |15,24 +£0,09 |15,72 +0,23 14,79 +0,12 15,92 +0,40 11,1-12,7 (pg)
MCHC|32,59 +0,45 |31,36 £0,60 |32,61 +£0,25 |38,64 +1,80 31,31 £0,20 31,08 £0,45 22,3-32 (g/dl)
CHOL (140,94 +14,28(107,16 £17,18 (191,13 +6,13 (202,05 £71,89 |199,64 +10,64 |164,20 +41,25 [55-200 (mg/dl)
TG 284,00 £23,99|267,67 +£14,20|403,44 +£32,88|370,74 £122,98 335,70 +32,19 (340,00 +£52,10 [70-350 (mg/dl)
LACT |7,00 +0,38 7,92 0,56 6,25 +0,55 6,89 0,47 8,76 +0,91 8,70 +0,78 6-10 (mmol/I)
GLU (8,23 £0,41 8,85 +0,47 8,52 0,30 8,39 0,34 8,37 +£0,97 7,08 £0,90 3,49-11,43 (mmol/l)

Die Blutwerte der FVB/NJ-Mduse unterscheiden sich zusammengenommen nicht zwischen
den nicht-stereotypen und den stereotypen Tieren. Die bei manchen Werten auffdlligen

Schwankungen zwischen den Versuchswochen kdnnen in den unterschiedlichen

Entnahmetechniken und Blutvolumina, und dem demzufolge variierenden Verhdaltnis von

EDTA zu Probenmaterial, begriindet sein.
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H.2 Korpergewicht und Kérperzusammensetzung

Tabelle H-2: Entwicklung des Korpergewichts und der Korperzusammensetzung. Entwicklung des
Korpergewichts vom Absatz (KGW Absatz) Uiber die Versuchswochen hinweg (KGW W1 ... KGW W12) in g und des
Korperfett- und Muskelanteils in g/10 g KGW in den Versuchswochen 2, 7 und 12 der nicht-stereotypen Tiere und
der verschiedenen Formen der Stereotypien (Wire gnawing etc.); dargestellt als Gruppenmittelwerte £SD; die
Anzahl der Tiere ist indiziert mit (n=...); (Einfaktorielle Varianzanalyse gegeniber nicht-stereotypen Tieren;
*p<0,05; ** p<0,01).

Nicht-stereotyp (n=16) |Wire gnawing (n=4) |Back flipping (n=10) |Circuit running (n=5)
KGW Absatz (14.74+2.15 13.75+1.75 12.67+£1.92 12.12+1.87
KGW W1 21.31+2.03 19.50+1.32 19.96+2.96 17.21+£0.71%
KGW W2 24.26+1.87 22.90+3.10 23.51+3.15 20.24+1.61%*
KGW W3 25.57+2.26 24.55+3.67 24.73+.354 20.86+1.09*
KGW w4 26.55+2.65 25.88+4.77 26.10+4.08 21.54+1.53*
KGW W5 28.02+£2.85 26.75+5.00 26.91+4.60 21.80+1.50*
KGW W6 29.77+3.32 23.38+5.59 27.23+4.97 21.94+1.01%*
KGW W7 29.88+3.75 25.05+4.20 27.76+4.87 22.4042.37%**
KGW W8 30.39+4.01 26.18+3.85 28.56+5.49 23.20+1.51%**
KGW W9 31.48+4.56 26.30+3.65 29.61+5.99 23.08+1.85%*
KGW W10 31.37+4.65 26.08+3.48 29.53+5.92 22.88+1.08%**
KGW W11 31.41+4.10 26.08+3.35 29.66+6.12 24.00+2.05**
KGW W12 31.69+3.92 26.30+.3.30 29.80+5.44 24.08+1.72%
Fett W2 1.11+0.15 1.11+0.28 1.00+0.15 1.05+0.25
Fett W7 1.56+0.25 0.99+0.42 1.20+0.41 0.59+0.24
Fett W12 1.69+0.32 1.17+0.37 1.27+0.48 0.57+0.27
Muskel W2 8.52+0.26 8.54+0.32 8.77+0.21 8.57+0.42
Muskel W7 7.92+0.17 8.39+0.36 8.33+0.36 8.71+0.36
Muskel W12 |7.76+0.33 8.16+0.30 8.12+0.45 8.67+0.24

Zusammengenommen unterschieden sich die FVB/NJ-Mause, die die Stereotypie des circuit

running ausubten, am starksten von nicht-stereotypen Tieren hinsichtlich der Entwicklung

des Kdrpergewichts und der Kérperzusammensetzung.
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H.3 Gehirnarealspezifische SRT- und DA-Bestimmung

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit analysierten Proben wurden als Extrakte aus
Gesamtgehirn-Lysaten = gewonnen  (Kapitel 4.4.2). Der hierfir verwendete
Extraktionspuffer bestand aus 0,02 M Natriumthiosulfat, 0,2 M Perchlorsaure, 500 nM SRT-
ds (deuterierter SRT-Standard) und 1000 nM DA-d4 (deuterierter DA-Standard).
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Abb. H-1: SRT und DA im Gesamtgehirn-Lysat. Gehalt an Dopamin (DA) und
Serotonin (SRT) in ng/mg Gehirngewicht in Gesamtgehirn-Lysaten, dargestellt als
Mittelwert £ SEM fir die nicht-stereotypen (n=16) und stereotypen (n=19) Tiere.
Der T-Test unabhangiger Stichproben ergab keine signifikanten Unterschiede.

Es stellten sich keine Unterschiede in den DA- und SRT-Gehalten heraus. Die Gehirne nicht-
stereotyper Tiere enthielten 1,79+0,15 ng/mg DA und 1,47+0,14 ng/mg SRT. Die Gehirne
der stereotypen Tiere enthielten 1,90+0,22 ng/mg DA und 1,48+0,12 ng/mg SRT.

Um in einem weiteren Schritt zu analysieren, ob bei den gehirnarealspezifischen
Messungen Differenzen in den SRT- und DA-Gehalten zwischen nicht-stereotypen und
stereotypen FVB/NJ-Mausen zu finden sind, wurden weitere Proben genommen. Dazu
wurde das frisch enthommene Gehirn auf einen Block gelegt (Steel Brain Matrix 51386,
Stoelting, Dublin; IRL), der eisgekihlt wurde und nach einem in der Arbeitsgruppe
~Zentrale Regulation des Stoffwechsels™ des Deutschen Instituts fiir Erndhrungsforschung
etablierten Protokoll spezifische Areale entnommen. Dazu wurde das Gehirn zunachst
coronal in Scheiben geschnitten. Ausgehend von dem Schnitt bei Bregma (Abb. H-2) wurde
bei der Scheibe, die sich durch das Schneiden bei +2 ergab, der Bereich herausgetrennt,
der den Nucleus caudatus und das Putamen und den Nucleus accumbens enthalt. Durch
einen Schnitt bei -2 ergab sich eine Scheibe, aus der der Hypothalamus isoliert werden
konnte. Der Bereich zwischen -2 und -4 enthielt die Area tegmentalis ventralis und die

Substantia nigra, die nun herausgetrennt werden konnten. Die Proben wurden gewogen
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und in einem Kryoréhrchen in Stickstoff fixiert und bis zur Probenaufbereitung bei -80 °C
gelagert. Die Probenaufbereitung erfolgte in den Schritten, wie sie fir die
Probenaufbereitung der Gesamtgehirnhomogenate in dieser Arbeit dargestellt wurde
(Kapitel 4.4.2).
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Abb. H-2: Sektion des Gehirns zur Entnahme spezifischer Areale. Die rote
Linie indiziert Bregma (o) als Ausgangspunkt. CPU (Nucleus caudatus und

Putamen), NAC (Nucleus accumbens), HTA (Hypothalamus), VTA (Area
tegmentalis ventralis).

In einem ersten Probedurchlauf wurde der Extraktionspuffer (EP) mit 50 uM SRT-d4 und
100 pM DA-d4 versetzt. Zu den Hypothalamus- (HTA) und Nucleus accumbens- (NAC)
Proben wurden je 100 pl des EP hinzugegeben, zu den Proben der Area tegmentalis
ventralis (VTA), der Substantia nigra (SN) und des Nucleus caudatus/Putamen (CPU) je
200 pl. Die Signale des Massenspektrometers waren allerdings zu hoch. Also wurde in
einem zweiten Schritt das Volumen des zugegebenen EP und die Konzentration der
Standards auf 100 uM SRT-d4 und 200 uM DA-d4 erhoht. Zu den Proben des HTA wurden
nun 300 pl EP hinzugefiigt, zu den des NAC, der SN und der VTA wurden je 500 ul EP
hinzugegeben und die Proben des CPU wurden mit 1000 ul EP versetzt. Die analysierten

Daten konnten nun ausgewertet werden.
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Abb. H-3: SRT und DA in den Gehirnarealen. Gehalt an (A) Serotonin (SRT) und (B) Dopamin (DA) in ng/mg
Gehirngewicht in den verschiedenen Hirnarealen (CPU=Nucleus caudatus, Putamen; HTA=Hypothalamus;
NAC=Nucelus accumbens; SN=Substantia nigra; VTA=Area tegmentalis ventralis), dargestellt als Mittelwert +
SEM fur die nicht-stereotypen (n=4) und stereotypen (n=3) Tiere. T-Test unabhangiger Stichproben; *p<0,05.

Die Daten dieser Voruntersuchungen ergeben signifikante Unterschiede zwischen nicht-
stereotypen und stereotypen FVBN/J-Mausen in den SRT-Gehalten der Substantia nigra
(nST: 1,04%+0,62 vs. ST: 0,60+0,36 ng/mg, p<0,05) und in den DA-Gehalten des
Hypothalamus (nST: 0,64+0,25 vs. ST: 0,19+0,11 ng/mg, p<0,05), des Nucleus
accumbens (nST: 6,32+0,30 vs. ST: 2,65+1,89 ng/mg, p<0,05) und der Substantia nigra
(nST: 0,27+£0,24 vs. ST: 0,06+0,05 ng/mg, p<0,05). Keine signifikanten Unterschiede
ergaben sich bei den DA-Gehalten des Nucleus caudatus und des Putamen (CPU; nST:
12,63+£1,07 vs. ST: 13,35+3,45 ng/mg) und der Area tegmentalis ventralis (VTA; nST:
0,32+0,18 vs. ST: 0,41£0,21 ng/mg) und in den SRT-Gehalten des Nucleus caudatus und
des Putamen (CPU; nST: 1,34+0,39 vs. ST: 0,82+0,20 ng/mg), des Hypothalamus (HTA;
nST: 1,68+0,81 vs. ST: 0,68+0,36 ng/mg), des Nucleus accumbens (nST: 2,02+0,14 vs.
ST: 0,66+0,25 ng/mg und der Area tegmentalis ventralis (VTA; nST: 1,32+0,82 vs. ST:
1,04+0,12 ng/mg).

Zum Teil ergaben sich groBe Standardabweichungen und die geringe Anzahl der Proben
lieB keine zuverlassige Statistik zu. Da die Ergebnisse aber vielversprechend sind, werden

die gehirnarealspezifischen DA- und SRT-Bestimmungen weiter etabliert.
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