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Zusammenfassung

In der vorliegenden Dissertation wurden reziproke Embryotransfers zwischen den beiden
Mauseinzuchtstdmmen C3H/HeN und DBA/2J und dem Auszuchtstamm NMRI durchgefiihrt,
um genetische und maternale Effekte auf das Verhalten des adulten Nachwuchses in drei
Tests von Angstverhalten (Motilitatsbox, Elevated Plus-Maze und Sensitivierung der
akustischen Schreckreaktion) zu untersuchen. Hierbei ist erstmals der Transfer von
Embryonen in Leihmditter des Stammes DBA/2J gelungen. Die Prozedur des Embryotransfers
an sich hatte fast keine Effekte auf das Verhalten der beiden Inzuchtstdamme, jedoch
weitreichende Einflusse auf Verhaltensparameter von NMRI-Mausen, wo unter anderem ein
Anstieg im Angstverhalten der Nachkommen beobachtet wurde. Stabile genetische Einflusse
wurden auf die horizontale und vertikale Aktivitat sowie die Schreckhaftigkeit der Nach-
kommen gefunden. Im Gegensatz dazu waren genetischen Einflisse auf das Angstverhalten
variabel und stammesabhéngig. Maternale Effekte auf das Verhalten des Nachwuchses der
beiden Inzuchtstdmme wurden beim Aufrichtverhalten in der Motilitdtsbox und der
Amplitude der akustischen Schreckreaktion gefunden. Im Gegensatz dazu zeigte der
Auszuchtstamm NMRI eine Vielzahl von maternalen Effekten in allen Verhaltenstests. Um
die globalen maternalen Effekte in uterine und postnatale Komponenten zu unterteilen, wurde
eine zusatzliche Adoption beim Stamm NMRI durchgefihrt. Einflisse der uterinen Umwelt
wurden in allen drei Tests gefunden und sie veranderten das Verhalten des Nachwuchses in
Richtung des Rezipientenstammes. Postnatale Effekte wurden nur in der Motilitatsbox und
der akustischen Schreckreaktion ermittelt und diese verdnderten das Verhalten des
Nachwuchses, mit einer Ausnahme, entgegengesetzt zum Verhalten des Leihmutterstammes.

Beim nachfolgenden Vergleich der Neuropeptid Y (NPY)- und Parvalbumin (PARV)-
exprimierenden Neurone in den Amygdalakerngebieten der Stamme C3H und DBA wurde
bei unbehandelten DBA-Tieren eine signifikant hohere Anzahl PARV-immunreaktiver
Neurone im lateralen, basomedialen und zentralen Kern der Amygdala festgestellt. Auch bei
den morphologischen Untersuchungen wurden weitreichende Effekte der Prozedur des
Embryotransfers an sich festgestellt, welche wiederum stammesabhéngig waren. Die Anzahl
der NPY- und PARV-immunpositiven Neurone in den verschiedenen Amygdalakernen der
Nachkommen wurde vorwiegend von genetischen Faktoren determiniert. Maternale Effekte
wurden nur auf die Anzahl NPY-exprimierender Neurone gefunden. Diese waren abhangig
von der genetischen Herkunft der Blastozysten und veranderten die Zellzahl in Richtung des
Rezipientenstammes. Zusammenfassend muss also festgestellt werden, dass der Embryo-

transfer das Verhalten und die Amygdalamorphologie der Nachkommen verandern kann.
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Einleitung 1

A. Einleitung

1. Die Amyqdala

Die Amygdala (auch Corpus amygdaloideum oder Mandelkern genannt) ist ein Kerngebiet im
medialen Temporallappen, welches zum limbischen System gerechnet wird. Sie ist unter

anderem involviert in eine Vielzahl von emotionalen Funktionen, wobei das Angst- bzw.

Furchtverhalten unter den S&ugetieren vermutlich am besten konserviert ist (Reviews:
LeDoux, 2003; Misslin, 2003; Davis, 2000).

Abb.1. Amygdala der Maus.

Dargestellt ist ein Nissl-gefarbter Querschnitt
durch den temporalen Pol eines Mausgehirns.
L = lateraler Nucleus

BL = basolateraler Nucleus

BM = basomedialer Nucleus
CeA = zentraler Nucleus
MeA = medialer Nucleus

CoA = kortikale Nuclei

Die Gehirnstruktur besteht aus anatomisch und funktionell unterschiedlichen Nuclei. Die
1819 vom Anatomen Burdach entdeckte basolaterale Amygdala (BLA) beinhaltet den
lateralen (L), basolateralen (BL) und basomedialen (BM) Kern. Zusatzlich werden der
zentrale (CeA), der mediale (MeA) und die kortikalen Nuclei (CoA) zum Amygdala-Komplex
gerechnet (Sah et al., 2003; Pitk&nen, 2000; Swanson und Petrovich, 1998) (Abb.1).

Die Amygdala ist weder strukturell noch funktionell eine Einheit (Swanson, 2003; Swanson
und Petrovich, 1998). Die kortikalen Nuclei haben starke olfaktorische Beziige und ahneln
benachbarten olfaktorischen kortikalen Strukturen (Davis und Whalen, 2001). Der zentrale
und mediale Kern der Amygdala sind &hnlich dem Striatum, benutzen GABA (y-Amino-
buttersdure) als inhibitorischen Neurotransmitter und enthalten eine Vielzahl von Neuro-
peptiden, wohingegen Neurone des lateralen und basolateralen Kerns der Amygdala viele
gemeinsame Eigenschaften mit kortikalen Neuronen haben und Glutamat als exzitatorischen

Neurotransmitter benutzen (Swanson und Petrovich, 1998; McDonald, 1996; Davis et al.,
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1994).

Funktionell kdnnen die verschiedenen Nuclei der Amygdala in unterschiedliche Subsysteme

unterteilt werden (Maren und Fanselow, 1996; LeDoux, 1995). Der basolaterale Komplex
bildet die primdre sensorische Zwischenstation der Amygdala, wo Afferenzen von
subkortikalen und kortikalen sensorischen Regionen konvergieren (Mc Donald, 1998;
Pitkénen et al., 1997). Ein zweites Subsystem beinhaltet den zentralen Nucleus, welcher eine
wichtige Zwischenstation zur Expression von emotionalem Verhalten darstellt, da er zu
Zielgebieten im Hypothalamus und Hirnstamm projeziert, welche direkt in die Erzeugung von
Furchtantworten involviert sind (Rogan und LeDoux, 1996). Der laterale Nucleus ist tiber den
basolateralen und basomedialen Nucleus mit dem zentralen Nucleus verbunden (Pitkénen,
2000; Savander et al., 1997).

Die beiden bedeutendsten extrinsischen Fasersysteme der Amygdala sind der ventrale
amygdalofugale Trakt und die Stria terminalis. Die Amygdala innerviert den Bettkern der
Stria terminalis (BNST) und dazwischenliegende Regionen der Substantia innominata und
diese teilen mit der Amygdala ahnliche Muster von absteigenden Projektionen, sodass diese
Regionen als ,,erweiterte“ Amygdala zusammengefasst werden (Alheid, 2003; Cassell et al.,
1999; de Olmos und Heimer, 1999).

Eine elektrische Stimulation der Amygdala ruft Verhaltensmuster hervor, welche jenen
ahneln, die durch Stress oder furchtvolle Stimuli produziert werden (Chapman et al., 1954;
Feindel und Penfield, 1954), wohingegen Lasionen der Amygdala den Erwerb und/oder die
Expression von vielen Aspekten der Furchtantwort blockieren (File et al., 1998; Goldstein et
al., 1996; Davis et al., 1993).

Beim Menschen wurden Amygdalaschdden assoziiert mit einer Verminderung des
Gedachtnisses fir Gesichter und Defiziten in der Erkennung von Emotionen auf Gesichtern
(Adolphs et al., 1999; Broks et al., 1998; Calder et al., 1996). Weiterhin gehen Furcht und
Angst oft epileptischen Anféllen der Temporallappen voraus, welche gewohnlich einhergehen
mit abnormaler elektrischer Aktivitat der Amygdala (Gloor, 1992). Beim Affen fiihren
bilaterale Resektionen des Temporallappens zum Kluver-Bucy-Syndrom, welches
charakterisiert ist durch Furchtverlust, Hypersexualitat, Hyperoralitdt, Verdnderungen im
Sozialverhalten und im maternalen Verhalten bei Weibchen (Kluver und Bucy, 1937,1934).
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2. Intrinsische und extrinsische Projektionen der Amyqgdala

Wichtige neuronale Schaltkreise der Amygdala wurden vor allem mittels der Untersuchung
der akustischen Schreckreaktion bzw. der Furchtkonditionierung aufgeklart (Reviews: Maren,
2001; LeDoux, 2000; Davis, 2000; Fendt und Fanselow, 1999). Bei dieser ubiquitdren Form
des Lernens erfolgt die Paarung eines emotional neutralen konditionierten Stimulus (CS), fir
gewohnlich ein akustischer oder visueller Reiz, mit einem aversiven unkonditionierten
Stimulus (US), meist einem elektrischen Fulischock. Nach einer kurzen Anzahl von
Paarungen produziert der neutrale Stimulus Effekte, die vorher nur durch den aversiven
Stimulus hervorgerufen wurden, unter anderem Anstieg von Herzfrequenz und Blutdruck,
somatomotorische Immobilitat, Hypoalgesie und Potenzierung von somatischen Reflexen
(Rogan und Le Doux, 1996; Fanselow, 1994). Ein Amygdalaschaden interferiert mit dem
Erwerb und der Expression von konditionierter Furcht (Maren und Fanselow, 1996; Bechara
etal., 1995; LaBar et al., 1995).

Informationen Uber akustische Reize gelangen von den kochledren Rezeptoren durch den
Hirnstamm zur auditorischen Thalamusregion. Diese leitet die Information durch eine direkte
monosynaptische Verbindung zur Amygdala weiter (Doron und LeDoux, 1999), wie auch
durch einen indirekten Weg (Uber kortikale Strukturen (Romanski und LeDoux, 1992).
Kortikale Projektionen zur Amygdala entstehen nicht im primaren auditorischen Kortex,
sondern in sekundaren Feldern (auditorischer Assoziationskortex), welche sowohl direkte
thalamische Projektionen wie auch Projektionen vom priméren auditorischen Kortex erhalten
(Romanski und LeDoux, 1993). Beide Wege konvergieren im lateralen Nucleus der
Amygdala (Li et al., 1996; Romanski et al., 1993), welches das sensorisch rezeptive Gebiet
der Amygdala ist. Obwohl der tonotopisch organisierte kortikale Input detailliertere
Informationen Uber die exakte Natur des Stimulus liefert und daher fir komplexe akustische
Ereignisse notwendig ist, erlaubt der thalamoamygdalé&re Pathway die schnelle Initiation von
Verteidigungsmechanismen auf potentiell geféhrliche Stimuli, welche dadurch nicht ins
Bewusstsein gelangen (Le Doux, 1998; LeDoux et al., 1989).

Die Information Uber die Fufischocks wird ebenfalls Gber parallele thalamoamygdaldre und
kortikoamygdaldre Projektionen weitergeleitet (Shi und Davis, 1999). Die Ubertragung zur
Amygdala erfolgt entweder ber die posterioren intralaminaren Nuclei des Thalamus, welche
die Information direkt vom Rickenmark erhalten (Cliffer et al., 1991; Dado und Giesler,
1990; LeDoux et al., 1987), oder Uber den parietalen insularen Kortex. Letzterer erhélt
konvergierende Informationen von somatosensorischen Kortizes, ventroposterioren und

posterioren thalamischen Nuclei, posterioren intralaminaren Nuclei und dem
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parabrachialen Nucleus des Mittelhirns (Shi und Cassell, 1998a,b; Craig et al., 1994; Yasui et
al., 1989). Der parietale insulare Kortex und die posterioren intralaminaren thalamischen
Nuclei projezieren wiederum zum lateralen, basolateralen, basomedialen und zentralen
Nucleus der Amygdala (Shi und Cassell, 1998a,b; Shi und Davis, 1997). Im Gegensatz dazu
enden visuelle und auditorische Informationen nur am lateralen Nucleus, welcher deshalb
wichtig fur die Plastizitat ist (Shi und Cassell, 1997; McDonald und Mascagni, 1996;
Romanski et al., 1993).

Vom lateralen Nucleus entspringen vier Hauptprojektionen. Zum einen existieren reziproke
Projektionen zuriick zum Kortex, einschlieBlich dem frontalen Kortex, welche fur eine
bewusste Empfindung von Furcht und Angst sowie Motivation und Auswahlverhalten
verantwortlich sein kénnten (Davis und Whalen, 2001). Des Weiteren gibt es unidirektionelle
Projektionen zum ventralen Striatum und zum Nucleus accumbens, welche fiir die Motivation
signifikante Informationen zu motorischen Gebieten weiterleiten, die notwendig fur die
Vermeidung von aversiven Stimuli sind. Letztendlich ist der laterale Nucleus auch direkt und
Uber den basolateralen und basomedialen Nucleus mit dem zentralen Nucleus der Amygdala
verbunden (Pitkdnen et al., 1997, 1995; Savander et al., 1997). Dieser hat weit gestreute
Verbindungen zu autonomen, neuroendokrinen und motorischen Strukturen in Hypothalamus
und Hirnstamm (Davis, 2000) (Tab.1).

Anatomische Zielstruktur Anzeichen von Furcht oder Angst
Zentrales Grau Freezing, Hypoalgesie
Nucleus dorsalis nervi vagi

. Kardiovaskuldre und gastrointestinale Effekte
Nucleus ambiguus

Tachykardie, Galvanische Hautreaktion,
Lateraler Hypothalamus ) o
Erhéhung des Blutdrucks, Pupillendilation

Ventrale tegmentale Area
Erregung

Erhohte Wachsamkeit
Erhohte Aufmerksamkeit

Locus coeruleus
Lateraler dorsaler tegmentaler Nucleus

Basales VVorderhirn

Nucleus parabrachialis Respiratorische Stressantwort
Nucleus reticularis pontis caudalis Potenzierung von Schreckreaktionen
Nucleus facialis Faziale Expressionen von Furcht und Angst

Nucleus paraventralis des Hypothalamus
Kortikosteroid-Freisetzung

(meist Uber den Bettkern der Stria terminalis)

Tab.1. Projektionen des zentralen Kerns der Amygdala zu verschiedenen Zielstrukturen und mdgliche
Funktionen dieser Verbindungen in Bezug auf spezifische Anzeichen von Furcht und Angst (hach
Davis und Whalen, 2001; Davis, 1997; Davis et al., 1994)
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Lasionen des CeA interferieren mit der Expression von konditionierten Furchtantworten
(Young und Leaton, 1996; Roozendaal et al., 1991; Hitchcock und Davis, 1986), wohingegen
sich eine Zerstdrung der anatomischen Zielgebiete des CeA selektiv auf die Expression von
einzelnen Antworten auswirkt (Amarapanth et al., 1999; LeDoux et al., 1988).

Langer andauernde Effekte, die mehr Angst als Furcht &hneln und nicht abhéngig von
Konditionierung sind, konnten Projektionen zum lateralen Bettkern der Stria terminalis
(BNST) involvieren (Walker et al., 2003; Davis und Shi, 1999; Davis, 1998).

Die kontextuelle Furchtkonditionierung (Furchtreaktion auf die Kammer, in welcher die CS-
US-Paarung stattfindet) involviert neben der Amygdala auch den Hippokampus (Rudy et al.,
2004; Antoniatis und Mc Donald, 2000; Maren et al., 1997). Hierbei projezieren Gebiete des
ventralen Hippokampus (CA1 und Subiculum) zum basolateralen und basomedialen Nucleus
der Amygdala (Fanselow, 2000; Maren, 1999; Majidishad et al., 1996).

Neokortex
BNST
INS
PIR
TE
PRh
Thalamus
MGv
MGm v —» Hypothalamus

PIN »| BL
\ VMH

LH
/ Amygdala
v v

Emotionaler Mittelhirn Medulla

Stimulus i
Hippokampus

PAG DMV
PB
PnC

Abb.2. Extrinsische und intrinsische Projektionen der Amygdala.

CeA, zentraler Nucleus der Amygdala; BL, basolateraler Nucleus der Amygdala; BNST, Bettkern der
Stria terminalis; DMV, Nucleus dorsalis nervi vagi; INS, Insula; L, lateraler Nucleus der Amygdala;
LH, lateraler Hypothalamus; MGm und MGv, mediale und ventrale Anteile des medial geniculate
Nucleus des Thalamus; PAG, zentrales Hohlengrau; PB, Nucleus parabrachialis; PIN, Nucleus
intralaminaris posterior des Thalamus; PIR, piriformer Kortex; PnC, Nucleus reticularis pontis
caudalis; PRh, perirhinaler Kortex; PVN, Nucleus paraventralis des Hypothalamus; TE, auditorischer
Kortex; VMH, Nucleus ventromedialis hypothalami. Der Einfachheit halber wurden alle Projektionen
als unidirektionelle Verbindungen dargestellt, obwohl diese in vielen Fallen reziprok sind.
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3. Synaptische Plastizitat

Die Assoziation zwischen neutralen und aversiven Stimuli erfolgt in den
lateralen/basolateralen Nuclei der Amygdala (Fanselow und LeDoux, 1999; Campeau und
Davis, 1995) und Lé&sionen des BLA blockieren den Erwerb und die Expression von
konditionierter Furcht (Cousens und Otto, 1998; Maren et al., 1996; Campeau und Davis,
1995). Die Furchtkonditionierung ist assoziiert mit einer Langzeit-Potenzierung (LTP;
andauernde Form von synaptischer Plastizitdt) und einer erhohten Synchronisation der
Aktivitat in den Projektionsneuronen des BLA (Maren, 2000; Paré und Collins, 2000; Rogan
et al., 1997; Review: Maren und Quirk, 2004; Blair et al., 2001). Bei der Assoziation
zwischen neutralem Stimulus und dem aversiven Ereignis sind NMDA (N-methyl-D-
aspartat)-Rezeptor-vermittelte Prozesse in der Amygdala involviert (Walker und Davis, 2002;
Gewirtz und Davis, 1997; Rogan und LeDoux, 1996). Die Infusion eines NMDA-Rezeptor-
antagonisten (APV; +-2-Amino-5-phosphonovalonsdure) in die basolaterale Amygdala vor
dem Training der Tiere verhindert die Induktion von LTP und auch die Furcht-
konditionierung, jedoch wirkt sich eine APV-Infusion nur vor Testung der Tiere nicht auf die
Expression von konditionierter Furcht aus (Paschall et al., 2001; Davis, 2000; Miserendino et
al., 1990). Dies ist Ubereinstimmend mit der Rolle von NMDA-Rezeptoren bei der Induktion,
nicht aber bei der Expression von LTP (Maren und Baudry, 1995; Bliss und Collingridge,
1993).

Im Gegensatz dazu blockieren AMPA (+-a-Amino-3-hydroxy-5-methylisoxazol-4-
propionsaure)-Rezeptorantagonisten sowohl den Erwerb als auch die Expression von
konditionierter Furcht (Walker und Davis, 2002; McKernan und Shinnick-Gallagher, 1997;
Kim et al., 1993). Auch die prasynaptischen Gruppe Il metabotrophen Rezeptoren sind in die
Furchtkonditionierung involviert (Walker und Davis, 2002; Stanek et al., 2000; Klodzinska et
al., 1999; Helton et al., 1998).

Die transkriptionelle Aktivierung und die Proteinsynthese in der Amygdala sind essentiell fur
die Bildung des Furchtgedachtnisses (Goosens et al., 2000; Schafe et al., 2000, 1999; Schafe
und LeDoux, 2000; Atkins et al., 1998) und es wurden einige Signaltransduktionsfaktoren
und Mediatoren von strukturellen Organisationsprozessen identifiziert, welche im BLA der
Maus wahrend der Bildung des Furchtgedachtnisses induziert werden (Pape und Stork, 2003;
Stork et al., 2001).



Einleitung 7

4. Emotionales Gedachtnis

Emotional beladene Ereignisse werden besser in Erinnerung behalten als neutrale Ereignisse,
wobei die Amygdala verantwortlich ist fir die Modulation des Gedachtnisses durch
Emotionen (Cahill, 2000; Adolphs et al., 1997). Hierbei flihrt die Ausschuttung von adrenalen
Stresshormonen (Noradrenalin  und Glucokortikoide) wéhrend emotional erregenden
Ereignissen zu einer Freisetzung von Noradrenalin und Acetylcholin im basolateralen
Komplex der Amygdala (Reviews: Paré, 2003; Mclintyre et al., 2003; McGaugh, 2002).
Glucokortikoide kdnnen die Blut-Hirn-Schranke frei passieren und direkt Mineralokortikoid-
und Glucokortikoid-Rezeptoren im Gehirn aktivieren (Honkaniemi et al., 1992). Im Gegen-
satz dazu kann Adrenalin nicht die Blut-Hirn-Schranke Uberwinden (Weil-Malherbe et al.,
1959), jedoch befinden sich B-adrenerge Rezeptoren auf dem aufsteigenden Nervus vagus
(Schreurs et al., 1986). So kénnte peripheres Adrenalin ber Projektionen des Nervus vagus
zu noradrenergen Neuronen des Nucleus tractus solitarii (NTS), und von dort aus Uber
Projektionen zum Nucleus paragigantocellularis und weiter zum Locus coeruleus (LC), zu
einer Noradrenalin-Freisetzung in der Amygdala fuhren (McGaugh, 2002; Clayton und
Williams, 2000; Van Bockstaele et al.,, 1999). Die Aktivierung von muscarinischen
Rezeptoren innerhalb der basolateralen Amygdala durch cholinerge Neurone vom Nucleus
basalis magnocellularis ist eine Voraussetzung fur die Noradrenalin-induzierte Gedé&chtnis-
verstarkung (Power und McGaugh, 2002; Dalmaz et al., 1993). Lé&sionen des basolateralen
Komplexes, wie auch der Stria terminalis, blockieren die Gedachtnis-modulierenden Effekte
von Stresshormonen (Roesler et al., 2002; Roozendaal et al., 1998, 1996; Roozendaal und
McGaugh, 1996) und Injektionen von [-adrenergen oder muscarinischen Rezeptoragonisten
in die Amygdala nach dem Lernereignis erhdhen die Retention (Ferry und McGaugh, 1999;
Salinas et al., 1997).

Auch Einflisse von anderen neuromodulatorischen Systemen, wie dem GABAergen System
und dem peptidergen System, auf die Speicherung von Erinnerungen werden durch die
Freisetzung von Noradrenalin in der Amygdala vermittelt (Ferry und McGaugh, 2000; Brioni
et al., 1989; Gallagher et al., 1985).

Die Amygdala ist vermutlich nicht die Speicherstelle fir emotional geférderte Erinnerungen
(Parent et al., 1995), sondern fordert die Konsolidierung des Langzeitgedachtnisses in anderen
Gehirnstrukturen, wo die Erinnerungen tatséchlich gespeichert werden, wie Hippokampus
und Striatum (Paré, 2003; Mclintyre et al., 2001; Packard und Teather, 1998). Eine Uber-
aktivierung dieses modulatorischen Systems koénnte zur Entwicklung des posttraumatischen

Stress-Syndroms beitragen (Pitman,1989).
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5. Untersuchung von Angstverhalten

Es existieren einige Verhaltenstests, um auf Angst basierendes Verhalten bei Nagern zu
untersuchen (Reviews: Karl et al., 2003; Finn et al., 2003; Carola et al., 2002; Belzung und
Griebel, 2001; File, 2001).

5.1 Motilitatsbox

Die Motilitatsbox ist eigentlich ein verkleinertes Open Field, welches horizontale und
vertikale Aktivitat misst. Einige der gemessenen Verhaltensmerkmale schlieRen emotionale
Faktoren ein (Rodgers, 1997; Archer, 1973). Die Tiere werden in eine umrandete Box gesetzt,
die sie fur einen gewissen Zeitraum frei erkunden kénnen. Die neue Umwelt erzeugt beim
Tier einen Konflikt zwischen Angst und Erkundungsverhalten (Montgomery, 1955) und die
Nager tendieren dazu, offene Platze zu meiden und konzentrieren ihre Lokomotion auf das
periphere Gebiet, wo sie die Wande beriihren konnen (thigmotaktisches Verhalten). Offene
Flachen, also das Zentrum der Box, wurden in freier Wildbahn eine Gefahr darstellen und
haben anxiogene Wirkung (Ramos und Mormede, 1998; Archer, 1973; Hall, 1934), ebenso
waren Aufrichtungen des Tieres in freier Wildbahn geféhrlich. Die verschiedenen
Verhaltensweisen wie horizontale Exploration, die Frequenz von Aufrichtungen and
Anlehnungen an die Wande sowie die im Zentrum der Box verbrachte Zeit werden
quantifiziert.

Die Motilitatsbox ist kleiner als das Open Field, und deshalb sind die emotionalen Faktoren,
welche die lokomotorische Aktivitat beeinflussen, vermutlich reduziert (Markel et al., 1989;
Goma and Tobena, 1978). Der Vorteil dieses Systems ist jedoch die prézise Quantifizierung
der horizontalen und vertikalen Aktivitat, sodass diese Parameter untereinander in Bezug
gesetzt werden konnen (Yilmazer-Hanke et al., 2004b).

Klassische anxiolytische Substanzen, wie Benzodioazepine und 5-HTia-Rezeptoragonisten,
erhdhen die Lokomotion im Zentrum des Open Field, wahrend anxiogene Substanzen, wie
CRF (Corticotropin Releasing Factor)-Rezeptorantagonisten, diese vermindern (Prut und
Belzung, 2003; Bert et al., 2001; Schmitt et al., 2000).
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5.2 Elevated Plus-Maze

Das Elevated Plus-Maze (EPM) ist das meistbenutzte Modell fur Angstverhalten bei Nagern
(Korte und De Boer, 2003; Lister, 1987). Das Maze besteht aus vier erhdhten Armen, welche
in einem Kreuz angeordnet sind. Zwei der gegenuberliegenden Arme besitzen hohe Seiten-
wénde und werden daher als geschlossene Arme bezeichnet, wéhrend die anderen beiden
Arme keine Wande haben und daher als offene Arme bezeichnet werden. In der Mitte
befindet sich eine zentrale Plattform, von der aus das Tier in jeden der vier Arme gelangen
kann. Die gesamte Apparatur befindet sich etwa 1 Meter tiber dem Boden, sodass die Méuse
von den offenen Armen herunterfallen konnen. Die Tiere werden in die zentrale Plattform
gesetzt und kdnnen das Maze fur eine gewisse Zeit frei erkunden. Der Verhaltenstest basiert
auf einem Konflikt zwischen Explorationsverhalten und Furcht vor offenen und exponierten
Gebieten. Nager zeigen hoheres Vermeidungsverhalten und geringere Exploration in den
offenen Armen des Maze als in den geschlossenen Armen (Pellow und File, 1986; Pellow et
al., 1985; Montgomery, 1955), was vermutlich auf der Abwesenheit von thigmotaktischen
Signalen auf diesen Kompartimenten beruht (Rodgers und Dalvi, 1997; Treit et al., 1993).

Die Anzahl der Eintritte in die verschiedenen Kompartimente des Maze oder in die
geschlossenen Arme wird als Indikator der generellen Aktivitat benutzt (File, 2001; Rodgers
und Johnson, 1995), wahrend der Prozentsatz von Eintritten in die offenen Arme und die
darin verbrachte Zeit als Indikator des Angstverhaltens angesehen wird (Ramos und
Mormede, 1998; Pellow et al., 1985). Der Aufenthalt auf der zentralen Plattform des Maze
wird als Entscheidungsfindungsprozess oder als ein Ausdruck der ,,Risikoabschéatzung*
betrachtet (Rogers und Johnson, 1995; Cruz et al., 1994; Rodgers et al., 1992).

Vor allem Reagenzien, welche am GABAAa/Benzodiazepin-Rezeptorkomplex agieren
(Ethanol, Benzodiazepine, Barbiturate, etc.), produzieren konsistente und reproduzierbare
Effekte auf das Angstverhalten der Tiere im EPM (Hogg, 1996; Rodgers et al., 1995;
Handley und McBlane, 1993). Aber auch die Effekte vieler anderer, das Angstverhalten
modulierender Agenzien kdnnen mit diesem Test festgestellt werden, jedoch sind die Befunde
dort etwas mehr variabel (Dawson und Tricklebank, 1995; Handley and McBlane, 1993).
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5.3 Sensitivierung der akustischen Schreckreaktion

Die akustische Schreckreaktion (ASR) ist ein unfreiwilliges schnelles Zusammenzucken von
somatischen Muskeln aufgrund eines plotzlichen unangenehmen sensorischen Stimulus,
welches in allen Saugerspezies gefunden wird (Koch, 1999; Koch und Schnitzler, 1997;
Yeomans und Frankland, 1996). Der Reflex wird durch einen relativ einfachen oligo-
synaptischen Kreislauf vermittelt, welcher im niederen Hirnstamm lokalisiert ist und eine sehr
kurze Latenzzeit besitzt (Caeser et al., 1989). Er beinhaltet nur drei Synapsen an kochledren
Wurzelneuronen, Neuronen im Nucleus reticularis pontis caudalis (PnC) und an den Motor-
neuronen der Hirnnervenkerne und des Rickenmarks (Walker und Davis, 2002; Lee et al.,
1996; Lingenhohl und Friauf, 1994). Die kochledren Neurone (interstitielle Neurone der VIII
Nervenwurzel) erhalten direkte Informationen von den Ganglienzellen in der Kochlea und
projezieren zum PnC der retikuldren Formation, welchem eine Schlisselrolle in diesem
Reflex zukommt (Carlson und Willot, 1998). Die Riesenneuronen im ventrokaudalen Teil des
PnC aktivieren schliellich Motorneurone in Hirnstamm und Rickenmark (Yeomans und
Frankland, 1996; Lingenhohl und Friauf, 1994).

Die Neurone des PnC erhalten auch Projektionen von anderen Nuclei des zentralen
auditorischen Pathways, einschlieRlich dem dorsalen und ventralen kochledren Nucleus und
der lateralen oberen Olive, wie auch Projektionen von anderen Nuclei der Formatio
reticularis, einschlielich des ventrolateralen tegmentalen Nucleus (Meloni und Davis, 1998;
Herbert et al., 1997; Lee et al., 1996; Kandler und Herbert, 1991), jedoch liefert die direkte
Projektion von den kochledaren Wurzelneuronen zum PnC die kirzeste Latenzzeit (Koch,
1999).

Die Schreckreaktion kann verstarkt werden durch konditionierte Furcht und sensitiviert
werden durch FuBRschocks (Dirks et al., 2001; Koch, 1999; Davis et al., 1997; Davis, 1989).
Die Amygdala ist sowohl wichtig fur die Sensitivierung dieses Reflexes durch FulRschocks
(Fendt et al., 1994b; Sananes und Davis, 1992) als auch fur die Furchtkonditionierung (Davis
et al., 1993; Sananes und Davis, 1992). Es besteht eine direkte Projektion vom medialen Teil
des CeA (ber den ventralen amygdalofugalen Trakt zum PnC (Koch und Ebert, 1993, Rosen
et al., 1991), jedoch existieren auch indirekte Projektionen Uber das zentrale Hohlengrau
(Fendt et al., 1996, 1994a), den laterodorsalen tegmentalen Nucleus (Hitchcock und Dauvis,
1991) und die tiefen Kerne des Mittelhirns (Frankland und Yeomans, 1995). Sowohl L&sionen
des CeA als auch des zentralen Graus blockieren die Sensitivierung der akustischen Schreck-
reaktion (Fendt et al., 1994a; Hitchcock et al., 1989).
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6. Peptidexpression in der Amygdala

In der Amygdala wird die meiste Neuropeptid-Expression im CeA und im MeA gefunden,
die limitierte Peptid-Expression im basolateralen Komplex ist meist auf Interneurone
beschrankt (Swanson und Petrovich, 1998; Davis et al.,, 1994). Es wurden einige
Neuropeptide identifiziert, welche in das Angstverhalten involviert sind (Reviews: Holsboer,
2003; Landgraf, 2001; Griebel, 1999).

6.1 Neuropeptid Y (NPY)

NPY ist eines der am weitesten verbreiteten Peptide im ZNS und wird vor allem von
Neuronen im Hypothalamus, in limbischen Strukturen, im zerebralen Kortex, im Hirnstamm
und im Striatum exprimiert (Gray und Morley, 1986). Das hochkonservierte Peptid besteht
aus 36 Aminoséduren und ist in eine Vielzahl von Prozessen involviert, wie dem circadianen
Rhythmus (Yannielli und Harrington, 2001), der Nahrungsaufnahme (Beck, 2000; Gerald et
al., 1996), dem Gedachtnis (Redrobe et al., 1999; Flood et al., 1989), der sympathischen
Kontrolle der kardiovaskularen Funktion (Klemfuss et al., 1998; Hokfelt et al., 1998), der
neuronalen Erregbarkeit (Vezzani et al., 1999; Palmiter et al., 1998), den Verhaltensantworten
auf Stress (Thorsell et al., 1999, 1998) und dem Angstverhalten (Heilig und Widerlov, 1995).
Die Effekte von NPY werden durch mindestens 5 Klassen von G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren (Y1, Y2, Ys, Ys und Ys) vermittelt (Michel et al., 1998), wobei Y;- und Ys-
Rezeptoren in die neurobiologischen Mechanismen von Emotionalitat und Furcht involviert
sind (Berglund et al., 2003; Kask et al., 2002; Sajdyk et al., 2002, 1999). Die Amygdala
enthalt hohe Level von NPY (de Quidt und Emson, 1986a,b; Allen et al., 1983), moderate
Mengen von Y;-und Y,-Rezeptoren und geringe Level von Ys-Rezeptoren (Wolak et al.,
2003; Oberto et al., 2001).

NPY hat einen anxiolytischen Effekt in einer Vielzahl von Verhaltenstests. NPY-defiziente
Mause zeigten erhdhtes Angstverhalten im Open Field (Bannon et al., 2000), weiterhin flihrte
die intrazerebroventrikuldare Gabe eines selektiven Y;-Rezeptorantagonisten zu einer
gesteigerten Defékation im Open Field (Kask und Harro, 2000). Auf dem EPM steigerte eine
Gabe von NPY oder NPY-Agonisten die verbrachte Zeit in den offenen Armen (Heilig, 1995;
Kirby et al., 1995; Broqua et al., 1995, 1994; Heilig et al., 1989), wahrend die Gabe von Y-
Rezeptorantagonisten zu anxiogenen Effekten fiihrte (Kask et al., 1997, 1996). Auch
inhibierten Injektionen von NPY die Furcht-potenzierte Schreckreaktion (Broqua et al., 1995;
Wettstein et al., 1994) und Furchtkonditionierung erhdhte die NPY-Level in der Amygdala
(Krysiak et al., 2000).
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6.2 y-Aminobuttersaure (GABA)

GABA st einer der wichtigsten inhibitorischen Neurotransmitter im ZNS und wird durch
zwei Isoformen der Glutamat-Decarboxylase (GAD65 und GADG67) synthetisiert (Erlander et
al., 1991; Martin et al., 1991). GABAAa-Rezeptoren, welche vorwiegend die inhibitorischen
Effekte vermitteln, sind pentamere Chlorid-Kanéle, welche aus Kombinationen von 18 bisher
identifizierten Untereinheiten zusammengesetzt sind (Rudolph et al., 2001; Sieghart, 2000;
Barnard et al., 1998). In der Amygdala existiert eine tonische GABAerge Inhibition im BLA
(Shekhar et al., 2003; Sanders und Shekhar, 1995a) und eine lokale Infusion in GABAA-
Rezeptorantagonisten fiihrt zu einem Anstieg in glutamaterger Erregung und einem nach-
folgenden Anstieg in Herzfrequenz, Blutdruck und Angstverhalten (Sajdyk und Shekhar,
1997; Sanders und Shekhar, 1995a,b). Des Weiteren zeigen GADG65-defiziente Mé&use ein
erhohtes Angstverhalten im Open Field und auf dem EPM (Kash et al., 1999).
Benzodiazepine und ihre Agonisten produzieren ihre pharmakologischen Effekte durch
Bindung an eine allosterische Benzodiazepin-Erkennungsstelle am GABAAa-Rezeptor-
komplex, erhohen die Aktivitat dieses Rezeptors fur seinen Neurotransmitter und fordern
somit die inhibitorische Aktivitat von GABA (Macdonald und Olsen, 1994; Zorumski und
Isenberg, 1991; Tallman und Gallager, 1985). Viele Verhaltensversuche mit Nagern haben
einen anxiolytischen Effekt von Benzodiazepin-Agonisten gezeigt (Schmitt et al., 2000; Jessa
et al., 1996; Griebel et al., 1996a; Dalvi und Rodgers, 1996), umgekehrt haben inverse
Benzodiazepin-Agonisten anxiogene Effekte (Clément et al., 1997; Prado de Carvalho et al.,
1983). Die anxiolytischen Effekte von Benzodiazepinen im EPM werden nach lokaler
Infusion in den lateralen und basolateralen Nucleus der Amygdala erhalten, welche die
hdchsten Dichten von Benzodiazepin-Rezeptoren in der Amygdala aufweisen (Niehoff und
Kuhar, 1983), nicht jedoch nach lokaler Infusion in den CeA (Pesold und Treit, 1995; Green
und Vale, 1992). Jedoch haben Benzodiazepine auch anxiolytische Effekte bei Tieren mit
Amygdalalasionen (Kopchia et al., 1992; Yadin et al., 1991).

In den Interneuronen des BLA sind GABA und NPY kolokalisiert (Eva et al., 2004; Oberto et
al., 2001; McDonald und Pearson, 1989). Weiterhin existiert dort eine Kolokalisation von
GABA mit den Calcium-bindenden Proteinen Parvalbumin, Calbindin-Dyg und Calretinin
(Pitkanen und Kemppainen, 2002; Kemppainen und Pitkénen, 2000), und Antikérper gegen
diese Proteine kdnnen als neuroanatomische Marker verwendet werden (Baimbridge et al.,
1992). Fast alle Parvalbumin-immunpositiven Neuronen in der BLA sind GABAerg und ihre
Hauptfunktion besteht vermutlich in der Feedback-Inhibition innerhalb des BLA, da sie

vorwiegend exzitatorischen Input von Projektionsneuronen des BLA erhalten und



Einleitung 13

symmetrische Synapsen mit Somata oder proximalen Dentriten von pyramidalen Zellen
bilden (Mc Donald und Mascagni, 2001; Smith et al., 2000, 1998).

Des Weiteren sind die Peptide Corticotropin-Releasing Factor (CRF) (Bale und Vale, 2004;
Van Gaalen et al., 2002), Neurotensin (NT) (Kitabgi, 2002; Griebel et al., 2001),
Cholecystokinin (CCK) (Rotzinger und Vaccario, 2003; Herranz, 2003) und Substanz P (SP)
(Santarelli et al., 2001; Teixeira et al., 1996) in die Modulation des Angstverhaltens involviert

und produzieren anxiogene Effekte in einer Vielzahl von Verhaltenstests.

7. Maternale Faktoren

Verschiedene Mauseinzuchtstdmme unterscheiden sich in ihrem Angstverhalten in der
Motilitatsbox, auf dem EPM und in der Furcht-sensitivierten ASR (Carola et al., 2002; Dirks
et al., 2001; van Gaalen und Steckler, 2000; Griebel et al., 2000; Falls et al., 1997; Logue et
al., 1997; Bullock et al., 1997; Carlson et al., 1996; Trullas und Skolnick, 1993). Als Ursache
der Variation unter Stdmmen werden oft direkte genetische Effekte angenommen und Mause-
inzuchtstamme werden aufgrund ihres gut charakterisierten Genoms fur die Suche nach
Genen verwendet, welche mit Verhaltensmerkmalen assoziiert sind. Eine Vielzahl von
Genorten fir das Angstverhalten wurde bisher schon durch QTL (Quantitative Trait Loci)-
Analyse gefunden (Review: Flint, 2003).

Jedoch unterscheiden sich Mausestamme nicht nur in ihrem Genotyp, sondern auch in ihrer
maternalen Umwelt im frihen Leben (Clément et al., 2002). Zusatzlich zu den nucledren
Genen liefern die Weibchen Mitochondrien, Ei-Cytoplasma und die fir die Entwicklung
notwendige Umwelt. So kdnnen maternale Effekte entweder genetisch (X-chromosomal,
mitochondriale DNA, genomisches Imprinting) oder umweltbedingt (cytoplasmatische,
uterine und postnatale Komponenten) sein (Carlier et al., 1992; Roubertoux et al., 1990).
Diese konnen additiv oder in Interaktion miteinander und/oder mit dem Genotyp des
Nachwuchses agieren. Maternale Effekte werden oft als epigenetische Faktoren klassifiziert,
da sie die Genexpression des Nachwuchses modifizieren und deshalb potentiell die Beziehung
zwischen Genotyp und Phédnotyp beim Nachwuchs verédndern (Reviews: Robinson, 2004,
Crabbe und Phillips, 2003).

Bei Sdugern ist das uterine Leben relativ lang und betrégt bei Mdusen etwa 20 Tage. Die
uterine Umwelt ist abhdangig vom genetischen Hintergrund der Mutter und von den Umwelt-

bedingungen, denen diese wéhrend der Schwangerschaft ausgesetzt ist. Uterine Einfllisse auf
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den sich entwickelnden Fetus konnen vermittelt werden durch den Grad der Vaskularisierung
der Plazenta, welcher die Ubertragung von Sauerstoff, Nahrstoffen oder Antikorpern
kontrolliert, wie auch durch maternale Hormone, maternalen Metabolismus und uteriner
WurfgroRe (Rossiter, 1996; Atchley et al., 1991). Uterine Einflisse wurden bisher auf das
adulte kognitive Verhalten (Denenberg et al., 2001, 1998, 1991), die sensorische und
motorische Entwicklung (Roubertoux et al., 1990; Nosten und Roubertoux, 1988), den Salz-
appetit bei hypertensiven Ratten (Erkadius et al., 1996), den freiwilligen Ethanolkonsum
(Randall und Lester, 1975) und das Gewicht (Brumby, 1960) der Nachkommen gefunden. Ein
uteriner sowie ein cytoplasmatischer Effekt wurden auf das Alter der Nachkommen bei
Offnung der Augenlider gefunden (Nosten und Roubertoux, 1988). Diese Studie ist der
einzige bisher gezeigte cytoplasmatische Effekt.

Der Nachwuchs von Mausen ist bei der Geburt unreif und sein Uberleben in den ersten drei
Wochen héngt von der maternalen Firsorge ab. Postnatale Effekte konnten durch unter-
schiedliches Brutpflegeverhalten der Mutter entstehen (Carlier et al., 1982) oder durch
Unterschiede in der Produktion und Zusammensetzung der Milch (Ragueneau, 1987).
Postnatale maternale Effekte wurden fir den Blutdruck (Cierpial and McCarthy, 1991), die
Reflex-Ontogenie (Ward, 1980), Lernen (Bovet-Nitti et al., 1968), Aggression (Southwick,
1968), Reaktivitat auf eine neue Umwelt (Gomez-Serrano et al., 2001; Van Abeelen, 1980;
Poley und Rayce, 1970; Bovet-Nitti et al., 1968; Reading, 1966) und die sensorische und

motorische Entwicklung (Nosten, 1989) der Nachkommen gefunden.

8. Untersuchung maternaler Faktoren

Es existieren verschiedene Mdglichkeiten zur Untersuchung von maternalen Einfliissen auf
das Verhalten. Ein globaler maternaler Effekt (pré- und/oder postnatale maternale Effekte)
kann durch Vergleich von reziproken weiblichen F1-Hybriden zweier Inzuchtstimme gezeigt
werden (Carlier et al., 1992).

Eine Abgrenzung der direkten genetischen Effekte von maternalen Einflissen kann durch die
Methode des Embryotransfers erfolgen (Carlier et al., 1992; Brumby, 1960). Es existieren
verschiedene Transfertechniken, wobei bei operativen Transfers die Embryonen entweder in
die Tube oder den Uterus der Rezipienten transferiert werden. Die Synchronisierung der
embryonalen und endometrialen Entwicklung ist sehr wichtig fir eine erfolgreiche
Implantation der Embryonen (Fisher und Smithberg, 1973; Doyle et al., 1963; McLaren und

Michie, 1956). Beim Ovidukttransfer kénnen Embryonen vom 1-Zell- bis zum Morula-
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Stadium (0,5 bis 2,5 Tage) in die Ampulle des Rezipienten am Tag 1 der Pseudo-
schwangerschaft transferiert werden, beim Uterustransfer werden 3,5 Tage alte Blastozysten
in den Uterus eines pseudoschwangeren Rezipienten am Tag 2,5 transferiert.

Zum Nachweis eines cytoplasmatischen Effekts kann die Ovartransplantation herangezogen
werden (DeFries et al., 1967), jedoch muss hierfur der Rezipient das Histokompatibilitéts-
Allel des Donors besitzen. Die Transplantation kann daher nicht von einem Inzuchtstamm in
einen anderen erfolgen, sondern es werden F1-Hybride als Rezipienten verwendet (Carlier et
al., 1992).

Die Methode der Leihmutterschaft dient zur Abgrenzung der postnatalen maternalen Umwelt
von allen anderen Effekten, die vor oder wéhrend der Geburt agieren, einschlielich der
genetischen Effekte. Hierbei erfolgt der Transfer eines ganzen Wurfes von einem gegebenen

Weibchen zu einem anderen.

9. Fragestellung

Die Technik des Embryotransfers wird auch kommerziell fir die Herstellung von transgenen
Tieren (Osada und Maeda, 1998; Hofker und Breuer, 1998), die Sanierung von Tieren (Van
Keuren und Saunders, 2004; Morrell, 1999) und die Embryo-Kryokonservierung (Rall et al.,
2000; Glenister und Thornton, 2000) bendtigt. Zur Sanierung von kontaminierten Stdammen
wurden friher die Nachkommen oft per Kaiserschnitt zur Welt gebracht, jedoch kdnnen
gewisse Viren die Plazenta-Barriere passieren und Embryonen in verschiedenen Stadien der
Entwicklung infizieren (vertikale Transmission) (Morell, 1999). Da die Zona pellucida,
welche den Embryo bis zur Implantation umgibt, den Kontakt zwischen infektiésen viralen
Partikeln und der Zellmembran zu verhindern scheint (Reetz et al., 1988; Carthew et al.,
1985), ist die Sanierung von Tieren mittels Embryotransfer moglich (Okamoto und
Matsumoto, 1999; Reetz et al., 1988). Die Kryokonservierung dient zur Archivierung von
Mausestammen. Fur selten benétigte Stdimme sind die Kosten der Kryokonservierung oft
geringer als die Kosten einer kontinuierlichen Zucht (Mobraaten, 1986), des Weiteren bietet
die Archivierung einen Schutz vor dem Verlust der Stdmme durch ausbleibende Zucht oder
genetischen Veranderungen.

In der vorliegenden Dissertation sollte geklart werden, ob die Prozedur des Embryotransfers
an sich oder der Stamm der verwendeten Leihmutter einen Einfluss auf das Verhalten der
Nachkommen der transferierten Blastozysten haben. Dies wurde am Beispiel des Amygdala-

vermittelten Angstverhaltens untersucht. Die Inzuchtméusestamme DBA/2J und C3H/HeN
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wurden verwendet, da sie sich in einer Vielzahl von Verhaltensuntersuchungen unterscheiden,
z.B. in der Furcht-sensitivierten ASR, auf dem EPM, im Water Maze und im Radiallabyrinth
(Yilmazer-Hanke et al., 2003; Schwegler et al., 1996). Da jedoch unklar war, ob der Embryo-
transfer in DBA-Leihmutter gelingen wuirde, wurde zusatzlich noch der Auszuchtstamm
NMRI in die Analyse mit einbezogen. NMRI-M&use sind gute Embryorezipienten, da sie eine
relativ geringe Aggressivitat gegeniiber Neugeborenen zeigen und sich durch eine gute Milch-
produktion auszeichnen. Daher werden sie auch oft als Rezipienten fir den kommerziellen
Embryotransfer benutzt. Es wurden reziproke Embryotransfers zwischen den drei Stdmmen
durchgefiihrt und das Angstverhalten des resultierenden adulten Nachwuchses wurde in der
Motilitatsbox, auf dem EPM und in der Furcht-sensitivierten ASR untersucht. Um die
globalen maternalen Effekte in uterine und postnatale Faktoren zu unterteilen, wurde ein
zusétzlicher Jungenaustausch beim Stamm NMRI durchgefuhrt. Weiterhin wurde die Anzahl
der NPY- und Parvalbumin-immunpositiven Neuronen in den Amygdalakerngebieten der
Stamme DBA und C3H quantifiziert, um einen mdglichen Einfluss dieser Peptide auf

Unterschiede im Angstverhalten der beiden Mausestamme zu untersuchen.
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B. Durchfihrung

1. Versuchstiere

1.1 Verwendete Mausestamme

DBA/2J C3H/HeN

NMRI

Abb.3. Verwendete Mausestamme fur den Embryotransfer

DBA/2]

Dieser Inzuchtstamm ist einer der &ltesten Mausinzuchtstdmme. Die Inzucht wurde 1909 von
Little begonnen, ausgehend von einer Maus-Kolonie, welche fir die Fellfarbe segregierte.
Von 1929 bis 1930 wurden Kreuzungen unter Substdimmen durchgefihrt und einige neue
Substdmme etabliert, einschlieflich DBA/1 und DBA/2. Diese beiden Substdmme unter-
scheiden sich in einer groen Anzahl von Loci (einschlieBlich des MHC H2-Haplotyps), was
vermutlich auf restliche Heterozygotie bei der Trennung der Substdmme zurlckzufihren ist.
Der Name des Stammes weist auf eine Mutation der Fellfarbe hin: d fir dilute, b fiir braun
und a flr nicht-Aguti.

Der hier verwendete Stamm kam 1998 aus einem Stock des Instituts fir Humangenetik,
Universitat Heidelberg und wird seitdem im Zentralen Tierlabor der Universitat Magdeburg

durch Bruder-Schwester-Verpaarung weiter gezichtet.
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C3H/HeN

Der C3H-Elternstamm wurde 1920 von Strong entwickelt aus der Kreuzung eines Bagg

albino-Weibchens mit einem DBA-Ménnchen und nachfolgender Selektion auf hohes
Vorkommen von Brusttumoren. Das hohe Vorkommen von Brusttumoren resultierte aus
einem exogenen Virus (MMTV = Mouse Mammary Tumor Virus), welcher durch die Mutter-
milch Gbertragen wurde.

Der Substamm C3H/He wurde 1941 nach Heston gebracht und von dort aus weit verbreitet.
Der Substamm C3H/HeN ist nun frei von exogenem MMTV.

Dieser Inzuchtstamm ist homozygot fir das rd (retinal degeneration) Gen, welches progressiv
zu reduziertem Sehvermdgen flhrt.

Der Stamm wurde 2003 von HARLAN/Winkelmann (Borchen) geliefert und seitdem im
Zentralen Tierlabor der Universitdt Magdeburg durch Bruder-Schwester-Verpaarung
gezlichtet.

NMRI
Die benétigten Tiere dieses Auszuchtstammes wurden von HARLAN/Winkelmann (Borchen)
geliefert und nicht weitergezichtet. NMRI-Mause sind Albinotiere und eignen sich besonders

gut als Embryorezipienten.

1.2 Versuchstierhaltung

Die Haltung der Tiere erfolgt im Zentralen Tierlabor der Universitdit Magdeburg unter
standardisierten Bedingungen bei einer Temperatur von 22 + 2°C und einer relativen
Luftfeuchtigkeit von 55 + 5%.

In der Versuchstieranlage existiert ein kiinstlicher Tag-Nacht-Rhythmus, wobei die Tagphase
(8 Stunden) morgens um 8.00 Uhr beginnt und nachmittags um 16.00 Uhr endet. Zwischen
Tag- und Nachtphasen existiert ein zweistiindiger DAmmerungszustand.

Die Jungtiere werden im Alter von 4-5 Wochen von ihren Eltern entwohnt, die Geschwister
werden nach Geschlecht getrennt und zu maximal 6 Tieren in einem Kafig gehalten.

Die Mause werden in Typ Il Makrolon-Ké&figen gehalten und haben Futter und Wasser zur

freien Verfugung.
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2. Embryotransfer

Um den Einfluss von maternalen und genetischen Faktoren auf das Verhalten der Nach-
kommen zu untersuchen, werden reziproke Embryotransfers mit den drei Mdusestammen
durchgefiihrt, das heil3t, Blastozysten eines jeden Stammes werden in Rezipienten eines jeden
Stammes transferiert (Abb.4).

Bei der Bezeichnung der insgesamt 9 Transfergruppen wird zuerst der Stamm des Embryo-
Donators angegeben und anschlieBend der Empfangerstamm, z.B. C3H in DBA fir den
Transfer von C3H-Blastozysten in DBA-Leihmlitter.

Der Embryotransfer wird nach der Methode von McLaren und Michie (1956) durchgefiihrt,
welche in Nagy et al. (2003) ausfuhrlich dargestellt ist.

Donatoren Rezipienten
C3H C3H
DBA DBA
NMRI NMRI

Abb.4. Reziproke Embryotransfers der drei Mdusestimme

2.1 Vasektomie

Zur Herstellung von scheintrdchtigen Weibchen fir den Embryotransfer werden
vasektomierte Mannchen benétigt, bei denen die Samenleiter durchtrennt sind. Dazu werden
NMRI-Mé&nnchen im Alter von 10 Wochen verwendet.

Nach einer gewichtsabhéngigen Narkose mit Ketazyl (Ketamin-Xylazin-Kombination mit 100
mg/kg Korpergewicht Ketamin und 16 mg/kg Koérpergewicht Xylazin) wird der Bauch des
Méannchens kurz oberhalb der Penismuskulatur rasiert und das Operationsfeld mit 70%igem
Ethanol desinfiziert. Durch einen transversalen ca. 0,5 cm langen Haut- mit anschliefendem
Muskelschnitt wird die Bauchhohle gedffnet. Der Hoden wird vorsichtig in den Bauchraum

gedriickt. Mit einer stumpfen Pinzette wird der testikulare Fettkdrper aus der Kdrperhohle
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gezogen, wobei der Hoden mdglichst im Bauchraum verbleiben sollte (Nebenhoden wird mit
nach aullen gelagert). Im Hodenfett liegt als Schlaufe der Ductus deferens, von dem mit Hilfe
eines Kauters ein ca. 1 cm langes Stick entfernt wird. Der Hoden wird vorsichtig in die
Bauchhohle zuriickgelagert und der Vorgang wird mit dem zweiten Samenleiter wiederholt.
AnschlieRend wird getestet, ob die Hoden wieder in das Skrotum zurlckrutschen. Die
Bauchdecke wird vernédht, die Haut geklammert und das Tier auf eine Warmeplatte zum
Aufwachen gelegt. Das Entfernen der Klammern erfolgt nach 5 Tagen. Nach einer zwei-
wochigen Erholungsphase werden die Mannchen auf ihre Sterilitit getestet durch eine 1:2-
Verpaarung mit geschlechtsreifen Weibchen. Die vasektomierten Mannchen sind 1-1% Jahre
einsetzbar und kénnen zweimal pro Woche zur Paarung herangezogen werden. Wahrend der
Verpaarungen erfolgt eine Kontrolle der Haufigkeit der Kopulationen anhand der auftretenden

Vaginalpropfe der Weibchen.

2.2 Medien far die Embryokultur

Fur die Kultur von Mé&useembyronen werden zwei Zellkulturmedien verwendet, welche
modifizierte Krebs-Ringer Bicarbonat-Losungen sind. Im Inkubator wird M16-Medium
benutzt, bei welchem der pH-Wert durch Begasung mit CO, eingestellt wird. Beim M2-
Medium wird ein Teil des Bicarbonats durch HEPES-Puffer ersetzt und es dient zum Arbeiten
aulerhalb des CO,-Inkubators.

2.2.1 Herstellung der Stocklosungen
Zur Herstellung der Medien werden 5 Stocklgsungen angesetzt:

e LOsung A: g/100ml

(10x) NaCl 94,66 mM 5,534
KCL 4,78 mM 0,356
KH,PO, 1,71 mM 0,162
MgSQ, x 7H,0 1,19 mM 0,293
Natriumlaktat 4,349
(60% Sirup) (=3,35ml)
Glucose 5,56 mM 1,000
Penicillin 0,060
(767 1U/mg)
Streptomycin 0,050

(1580 1U/mg)
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e L Osung B: g/100ml
(10x) NaHCO3 4,15 mM 2,101
Phenolrot 0,003
e LOsung C: g/10ml
(100x) Natriumpyruvat 0,33 mM 0,036
e Losung D: g/10ml
(100x%) CaCl, x 2H,0 1,71 mM 0,252
e LOsung E: g/100ml
(10x) HEPES 20,85 mM 5,958
Phenolrot 0,003

Die bendtigten Reagenzien und Losungen fur die Embryokultur werden von Fluka (Seelze)
und Sigma (Minchen) bezogen und sind grofitenteils Embryo-getestet.
Die Losungen B und C sind alle zwei Wochen frisch anzusetzen, die (brigen sind zwei

Monate haltbar. Die Lagerung erfolgt generell bei 6°C in 10 ml- und 50 ml-Falconréhrchen.

2.2.2 Sterilfiltration

Die Sterilfiltration erfolgt unter einer sterilen Werkbank.

Kleine Volumen werden mit einer Spritze durch einen Sterilfilter mit einer PorengroRe von
0,2 um (Schleicher und Scheli; Bezug durch Fisher Scientific, Schwerte) filtriert. Sowohl die
konzentrierten Stocklosungen als auch die Kulturmedien werden nach dem Ansetzen

sterilfiltriert.

2.2.3 Herstellung der Medien aus konzentrierten Stockldsungen
Das Ansetzen der Medien erfolgt unter einer sterilen Werkbank.

M2-Medium:

(100ml) Ldsung A 10,0 ml
Losung B 1,6 mi
Losung C 1,0 ml
Losung D 1,0 ml
Losung E 8,4 ml
H,O 78,0 mi

BSA 400 mg
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M16-Medium:

(100ml) Losung A 10,0 ml
Losung B 10,0 ml
Losung C 1,0 ml
Losung D 1,0 ml
H.0 78,0 mi
BSA 400 mg

Bei der Herstellung des M2-Mediums wird das BSA gleich dazugegeben, beim M16-Medium
erfolgt vor BSA-Zugabe die Einstellung des pH-Wertes.
Die Medien sind bei 6°C zwei Wochen haltbar.

2.2.4 Einstellung des pH-Wertes

Bei dem M2-Medium wird der pH-Wert mit NaOH auf pH 7,4 eingestellt.

Beim M16-Medium erfolgt die Einstellung des pH-Wertes durch Begasung mit CO,. Die
CO.-Einleitung wird optisch kontrolliert, das heif3t, es wird so lange CO, zugegeben, bis das
Medium die gleiche Farbe hat wie das M2-Medium.

2.2.5 Bestimmung der Osmolaritat

Die Bestimmung der Osmolaritét erfolgt mit dem Osmomat 030 (Gonotec, Berlin).

Fur Eichung und Probenbestimmung werden je 150 pl Flissigkeit verwendet. Es erfolgt
immer eine Doppelbestimmung der Probe.

Als Richtwerte flr die Osmolaritat der Medien dienen:

M2 =0,280 - 0,290 mOsmol/kg

M16 = 0,292 — 0,300 mOsmol/kg

2.3 Blastozystengewinnung aus Spendertieren

Bei den Spenderweibchen, aus welchen die Blastozysten gewonnen werden, wird zur
Steigerung der Ausbeute und zur Synchronisation der Zyklen eine Superovulation induziert.
Dies erfolgt durch intraperitoneale Gabe von 5 Einheiten (0,1 ml) Pregnant mare's serum
gonadotropin (PMSG) (Ovogest®, Intervet) zur Stimulation der Follikelreife, gefolgt von 5
Einheiten (0,1 ml) menschlichem Choriogonadotropin (HCG) (Intergonan®, Intervet) zur
Stimulierung der Ovulation 48 Stunden spater. Die Gabe der Hormone erfolgt in

Abhangigkeit des Tag/Nacht-Rhythmuses des Tierlabors.
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Nach der HCG-Gabe wird das Weibchen sofort mit einem paarungsféhigen Mé&nnchen des
selben Stammes Uber Nacht zusammengesetzt. Am ndchsten Morgen werden die Weibchen
fruh morgens auf die Anwesenheit eines Vaginalpropfs untersucht, welcher die voran-
gegangene Kopulation anzeigt (Abb.5). Der Vaginalpropf besteht aus einem Sekret der
Koagulationsdrise und Spermien, das sich nach Kontakt mit der Luft innerhalb weniger
Minuten zum Propf verhdrtet und bis zu 12 Stunden im Genitale bleiben kann. Der Propf
verhindert den Samenrtickfluss, des Weiteren hindert er Rivalen an einer Kopulation. Der
Morgen nach der Paarung wird als Tag 1 der Schwangerschaft bezeichnet. Nicht gepaarte
Weibchen kdénnen nach zwei Wochen nochmals zur Verpaarung herangezogen werden,
jedoch ist diese fur gewohnlich nur bei 25-50% der Tiere erfolgreich (Nagy et al., 2003).

1 by T . P N J

VP* VP
Abb.5. Vaginalpropf (\VVP) als Bestatigung der vorangegangenen Paarung

Drei Tage spater werden die Tiere durch zervikale Dislokation getdtet, das Peritoneum
gedffnet und Uterus, Ovarien und Ovidukt vom Fettgewebe freiprépariert. Der Uterus wird
oberhalb der Cervix durchtrennt und die beiden Uterushdrner, welche mit den Ovidukten in
Verbindung stehen, werden in ein 6 cm-Petrischélchen mit einem Tropfen M2-Medium bei
Raumtemperatur dberfuhrt. Unter dem Sektionsmikroskop (Leica MZ 7s, Leica Microsystems
Ltd., Heerbrugg, Schweiz) wird das Fettgewebe mit Hilfe einer Mikroschere entfernt, das
Infundibulum (trichterférmige Offnung des Ovidukts) aufgesucht und mittels einer mit M2-
Medium gefiillten 1 ml-Spritze mit sehr dinner stumpfer Kantle (0,20 x 0,25 mm, Unimed,
Lausanne, Schweiz) werden die Blastozysten aus Ovidukt und Uterus gespilt. Die
Blastozysten werden mit Hilfe einer Arbeitspipette mit Mundstick (Dr. Gundel, Bio Medical
Instruments, Z6lInitz) dreimal in M2-Medium gewaschen, auf ihre Qualitat hin Gberpruft und
anschlieBend bis zum Transfer in IVF-Schélchen (Falcon; Vertrieb durch Neolab, Heidelberg)
mit M16-Medium Dbei 37°C und 5% CO, inkubiert (Kleininkubator C42, Labotect,
Gottingen).
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2.4 Herstellung pseudoschwangerer Empfangertiere

Da bei Mausen eine luteale Phase im Ostruszyklus fehlt, ist eine Reizung der Cervix
notwendig, um das Corpus luteum nach der Ovulation zu aktivieren. Deshalb wird bei den
Empféangerweibchen durch Paarung mit einem vasektomierten Mé&nnchen eine Schein-
schwangerschaft induziert.

Zur Erzeugung einer Scheinschwangerschaft werden Weibchen im Ostrus (sichtbar an Rotung
und Schwellung der Vagina; Champlin et al., 1973) ber Nacht 2:1 mit vasektomierten
Maéannchen verpaart und am néchsten Tag auf Anwesenheit eines Vaginalpropfs untersucht.
Hat eine Paarung stattgefunden, so werden diese Weibchen zwei Tage spéater als Empféanger-
tiere verwendet. Der Unterschied von einem Schwangerschaftstag zwischen Donor und
Empfanger soll die Verzogerung in der Embryonalentwicklung kompensieren, welche durch
die Manipulationen des Embryotransfers verursacht wird. Empirisch resultiert dies in einem
héheren Prozentsatz von Implantationen (McLaren und Michie, 1956).

Nicht bendtigte pseudoschwangere Weibchen werden nach drei Wochen wieder verwendet.

Abb.6 zeigt den zeitlichen Ablauf der Hormonbehandlung und Verpaarungen.

Donator Rezipient
™ -2: PMSG
m 0: HCG
Verpaaren
™ 0.5: Propfkontrolle m{ 0: Verpaarung mit

sterilem Mannchen
= 0.5 Propfkontrolle

W >l 25

Transfer

Abb.6. Zeitverlauf der Hormonbehandlung und der Verpaarungen beim Embryotransfer
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2.5 Blastozystentransfer

Fur den Transfer werden die Empfangertiere durch eine intraperitoneale Injektion von
Ketazyl narkotisiert, der Ricken des Tieres wird rasiert und mit 70%igem Ethanol
desinfiziert. Es erfolgt ein dorsaler longidudinaler Hautschnitt von ca. 0,5 cm etwas unterhalb
des letzten Rippenbogens mit anschlieBendem Spreizen des Unterhautgewebes. Das Ovar ist
durch die semi-transparente Abdominalwand leicht erkennbar. Es folgt ein Muskelschnitt
seitlich (ber dem Ovar und der Fettkdrper des Ovars wird mit einer Pinzette aus dem
Einschnitt gezogen, wobei Ovar, Ovidukt und der obere Teil des Uterushorns mit aus der
Bauchhohle ausgelagert werden. Der Uterus wird auf eine Filterunterlage gelegt und am
Fettkorper wird eine kleine Klammer befestigt, um zu verhindern, dass der Uterus wieder ins
Peritoneum zurtickgleitet. Das entsprechende Ovar wird auf eine Pseudoschwangerschaft
untersucht, welche sich durch die Anwesenheit eines hellroten Corpus luteums zeigt. Die
Transferpipette (Dr. Gindel, Bio Medical Instruments, Z6lInitz) wird mit den Blastozysten
beladen, wobei eine Luftblase das Ende der zu transferierenden Blastozystenldsung anzeigt.
Unter einem Operationsmikroskop (Leica M651, Leica Microsystems Ltd., Heerbrugg,
Schweiz) erfolgt die Nadelpunktion des Uterus in das endometriale Lumen mit einer leicht
angewinkelten Insulinspritze (Omnikon, Heiland Vet Pharma, Hamburg) nahe der utero-
tubalen Verbindung. Nach Entfernung der Nadel wird die Transferpipette in das
Punktionsloch eingefiihrt und die Blastozysten mit einer minimalen Menge an M16-Medium
in das Uteruslumen transferiert, bis sich die Luftblase im Uterus befindet. Die Rezipienten
erhalten 8-14 Embryonen in ein Uterushorn. Theoretisch konnte man die Blastozysten auch
auf beide Uterushdrner verteilen, jedoch bedeutet dies zwei Schnitte und ist fur das Tier
entsprechend belastender.

Nach erfolgtem Transfer werden die Reproduktionsorgane wieder zuriick in die Bauchhéhle
gelagert, der Muskelschnitt wird mit einem selbstauflésenden sterilen Faden (Bondek Plus,
Genzyme, Neu-Isenburg) gendht und die Oberhaut mit Wundklammern verschlossen.
AnschlieRend wird das Operationsgebiet mit Brohmol (Heiland Vet Pharma, Hamburg)
desinfiziert. Das Tier wird zum Aufwachen auf eine Warmeplatte gelegt und die Klammern
werden nach 5 Tagen entfernt.

Nach der Geburt wird die WurfgroRe (wenn notig) auf 8 Tiere reduziert, um mogliche
Erndhrungseffekte auf die zu untersuchenden phanotypischen Merkmale auszugleichen. Die
Jungtiere werden bis zur Entwoéhnung im Alter von drei Wochen bei ihren Leihmdttern
belassen. Danach erhalten sie eine Ohrlochmarkierung und die Geschwister werden nach

Geschlecht getrennt in Kafigen zu maximal 5 Tieren gehalten.
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2.6 Jungenaustausch

Um die maternalen Effekte in uterine und postnatale Faktoren unterteilen zu kénnen, wird
eine weitere Gruppe eingefiihrt, bei welcher NMRI-Blastozysten in C3H-Rezipienten
transferiert werden und die Neugeborenen einen Tag nach der Geburt einer NMRI-Amme
untergesetzt werden (Gruppe NMRI in C3H in NMRI). Diese NMRI-Tiere verbringen also

nur ihre pranatale Zeit in der maternalen Umwelt einer C3H-Mutter.

3. Verhaltensuntersuchungen

Drei unterschiedliche Tests werden verwendet, um auf Angst basierendes Verhalten zu
untersuchen. Die Anordnung der Verhaltenstests ist so gewéhlt, dass die am wenigsten
invasiven Untersuchungen zuerst erfolgen, um zu verhindern, dass Verhaltensantworten durch
vorherige Tests verandert werden (Mcllwain et al., 2001).

Getestet werden 17 Tiere pro Transfergruppe und zusatzlich dieselbe Anzahl von un-
behandelten Kontrolltieren eines jeden Stammes. Sind in einer Transfergruppe mehr als 17
Nachkommen vorhanden, so werden bevorzugt die Wirfe getestet, deren WurfgroR3e in etwa
derjenigen der unbehandelten Kontrolltiere entspricht. Auch wird darauf geachtet, dass das
Verhaltnis der Geschlechter ausgewogen ist.

Die Verhaltensuntersuchungen begannen in einem Alter von 10 Wochen und wurden immer
zur gleichen Tageszeit zwischen 8.00 Uhr und 12.00 Uhr durchgefiihrt.

3.1 Motilitatsbox
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Abb.7. Motilitatsbox

Zur Habituation werden die Tiere in ihren Kéfigen zwei Stunden vor Testbeginn in den
Versuchsraum gebracht, welcher abgedunkelt wird, sodass in der Arena der Boxen eine
Lichtintensitat von < 5 Lux vorliegt (mit einem Luxmeter gemessen).

Das Testsystem besteht aus drei nebeneinander stehenden Acrylboxen (45 x 45 x 45 cm),
welche nach oben hin offen sind und mit denen drei Méuse gleichzeitig getestet werden
kdnnen (Abb.7). Die Bewegung des Tieres wird mit Hilfe von 15 Infrarot-Sensorpaaren
detektiert, welche in Streifen mit einer Distanz von 2,8 cm in der x- und y- Dimension 2,5 cm
uber dem Boden der Box angeordnet sind. Die vertikale Aktivitat (Aufrichtungen der Tiere
und Anlehnungen an die Wande) wird durch Infrarot-Sensoren in der z-Dimension gemessen,
welche sich 4 cm Uber denjenigen befinden, welche die Bewegung in x- und y- Dimension
dokumentieren.

Die Hard- und Software stammt von TSE-Systems, Bad Homburg.

Zu Testbeginn wird die Maus in die Mitte der Box gesetzt und der Experimentator verlasst
anschlieBend sofort den Raum. Die Maus kann nun 10 Minuten lang ungestort ihre
Umgebung erkunden. Die Unterbrechung der Infrarot-Sensoren durch die Bewegung des
Tieres wird mit einer Sampling-Rate von 10 Hz aufgezeichnet, als x-, y- und z-Koordinaten in
einem PC gespeichert und mit Hilfe der Software in die gesamte Bewegungsaktivitat
umgewandelt. Am Ende des Tests wird die Maus in ihren Kafig zuriickgebracht und die Box
gereinigt.

Die Testzeit betragt fur jedes Tier 10 Minuten, die Daten werden jedoch fir zwei 5-Minuten-

Abschnitte getrennt ausgewertet.

Folgende Verhaltensparameter werden von der Software kalkuliert:
1. mit horizontalen Bewegungen verbrachte Zeit
2. zurlckgelegter Weg
3. Anzahl von vertikalen Bewegungen (Aufrichtungen/Anlehnungen an die
Wande)
4. mit vertikalen Bewegungen verbrachte Zeit
5. in der Mitte der Box verbrachte Zeit.
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3.2 Elevated Plus Maze

Abb.8. Elevated Plus-Maze

Eine Woche nach dem Test in der Motilitdtsbox werden die Tiere auf dem Elevated Plus-
Maze (EPM) getestet. Die Mdause werden wiederum zwei Stunden vor dem Test in ihren
Kaéfigen in den Versuchsraum zur Habituation gebracht.

Das Maze besteht aus einer Plus-formigen Plattform aus weil} gestrichenem Holz, welche sich
75 cm Uber dem Boden befindet. Die vier Arme (30 cm x 5 ¢cm) sind durch ein Zentrum (5 cm
x 5 c¢cm) verbunden und werden von einer wei3en Glihbirne beleuchtet, welche eine mittlere
Lichtintensitdat von 60 Lux auf allen Armen liefert (mit dem Luxmeter gemessen). Zwei der
gegeniberliegenden Arme werden als ,,geschlossene Arme* bezeichnet, da sie 40 cm hohe
Seiten- und Endwande besitzen, wohingegen die anderen beiden Arme als ,,offene Arme*
bezeichnet werden, da sie nur 0,5 cm hohe Rander aufweisen (Abb.8).

Zu Beginn des Tests wird die Maus so ins Zentrum der Apparatur gesetzt, dass sie in einen
geschlossenen Arm sieht. Die Maus kann nun fir 5 Minuten die Apparatur frei erkunden,
wéhrend der Experimentator einen Computer benutzt, der sich in einer Entfernung von 2 m
zur Apparatur befindet, um die Eintritte in die verschiedenen Kompartimente des Maze
mittels eines eigens dafiir entworfenen Computerprogramms basierend auf der Programmier-
sprache C++ (Dipl.-Ing. C. Kurtz, Institut fur Anatomie, Universitdt Magdeburg) zu
dokumentieren. In diesem Computerprogramm wurde jedem Arm sowie dem Zentrum je eine
Nummer gegeben und der Experimentator driickt diese Zahl beim Eintritt der Maus in das
entsprechende Kompartiment. Fur einen Eintritt in ein Kompartiment muss die Maus dieses
mit allen vier Pfoten betreten haben. Am Ende einer Verhaltensmessung wird das Tier zuriick
in seinen Kafig gesetzt und das Maze mit Wasser gereinigt, welchem ein Detergenz zugesetzt
wurde. Die Software berechnet anschlieend die Anzahl der Eintritte und die verbrachte Zeit
auf den verschiedenen Positionen des Maze.
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3.3 Sensitivierung der akustischen Schreckreaktion

AbDb.9. Testapparatur fir die akustische Schreckreaktion

Eine Woche nach dem Test auf dem EPM wird die Sensitivierung der akustischen Schreck-
reaktion gemessen. Dies erfolgt im Haltungsraum der Tiere, sodass keine Habituation notig
ist.

Zwei schallisolierte Kammern (100 x 80 x 60 cm) werden fir die Messung der akustischen
Schreckreaktion benutzt, wodurch zwei Méause gleichzeitig getestet werden koénnen. Die
Kammern werden von einer kalten Gluhbirne (5 W) beleuchtet und sind von auf3en durch ein
Glasfenster gut einsehbar. Die Mause werden in einen engen Maschendrahtkafig
(8 x 5 x 5,5 cm) gesetzt, welcher auf einer piezoelektrischen Ubertragungsplattform innerhalb
der schallisolierten Kammer befestigt wird (Abb.9). Akustische Stimuli werden durch einen
digitalen Funktionsgenerator produziert und UGber einen Lautsprecher bertragen, welcher sich
in einem Abstand von 49 cm vom Tier befindet. Der Output des Transducer-Systems wird
amplifiziert und von 3 bis 500 Hz gefiltert. Die resultierende Spannung wird digitalisiert und
durch ein Microcomputer-System analysiert. Die Amplitude der Schreckreaktion wird als die
Peak-zu-Peak-Spannung genommen, welche durch das Transducer-System wahrend eines
Zeitfensters von 80 ms nach Stimuluseinsatz geliefert wird. Von diesem Wert wird die Peak-
zu-Peak-Spannung in dem 80 ms-Zeitfenster vor dem Stimuluseinsatz subtrahiert. Die
elektrischen Stimuli werden mit einem daftr entworfenen Gleichstrom-Generator erzeugt,
welcher sich aulRerhalb der Kammer befindet.

Tiere von jeder Transfergruppe werden abwechselnd in den beiden Kammern getestet.

Jede Messung besteht aus einer 5-minltigen Akklimatisations-Periode in der Kammer, in
welcher ein 55 dB lautes Geréuschdruckpegel (SPL RMS; sound pressure level root mean
square) Hintergrundgerdusch mit einer Bandbreite von 2-40 KHZ présentiert wird. Nach der
AkKlimatisationsperiode werden 40 akustische Stimuli (100 dB SPL RMS Pulse bei 10
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kHz mit einer Dauer von 20 ms, einschlie3lich 0,4 ms Anstieg-/Abfallzeiten) tber das Hinter-
grundgerdusch in Intervallen von 20 s aufgesetzt. AnschlieBend werden 10 elektrische
FuBschocks von 0,75 mA und einer Dauer von 500 ms in Intervallen von 1 s durch Eisen-
stangen prasentiert, welche sich gleichmaRig in einem Abstand von 0,5 cm auf dem Boden
des Maschendrahtké&figs befinden. 10 Sekunden nach dem letzten FulRschock werden weitere
30 akustische Stimuli mit einem Interstimulus-Intervall von 20 s gegeben.

Die Amplituden der Schreckreaktion von Blécken von 10 Stimuli werden zusammengefasst
und als Mittelwerte = S.E.M. fir jede Transfergruppe sowie die unbehandelten
Kontrollgruppen eines jeden Stamms angegeben. Die ,,sofortige Sensitivierung“ des Reflexes
wird berechnet als die Differenz zwischen dem Mittelwert des ersten Blockes nach den
FuBschocks (Block 5) und dem Mittelwert des letzten Blockes vor den Fufl3schocks (Block 4).
Die ,,gesamte Sensitivierung“ wird berechnet als die Differenz zwischen dem Mittelwert aus
allen Blocken nach den Fufischocks (Block 5 bis Block 7) und dem Mittelwert aus den zwei
letzten Blocken vor den Fullschocks (Block 3 und Block 4).

4. Perfusion und Gehirnentnahme

Eine Woche nach dem letzten Verhaltenstest werden die Mé&use transkardial perfundiert. Dazu
wird eine Uberdosis Pentobarbital (0,15 ml) intraperitoneal injiziert. Sobald kein FuR-
sehnenreflex mehr vorhanden ist, wird der Brustraum gedffnet, eine diinne Injektionskanile
in den rechten VVorhof des Herzens eingeftihrt und das rechte Atrium gedffnet.

Zuerst wird das Blut des Tieres durch physiologische Kochsalzlésung ersetzt, anschlieRend
erfolgt die Fixierung mit einer Mischung aus 4% Paraformaldehyd, 15% gesattigter Pikrin-
séure und 0,1% Glutaraldehyd in 0,1 M Phosphatpuffer (pH 7,35).

Nach der etwa 5-8 minutigen Perfusion erfolgt eine Dekapitation, das Gehirn wird
entnommen und ber Nacht durch Immersion in 4% Paraformaldehyd und 15% geséttigter
Pikrinsdure in 0,1 M Phosphatpuffer nachfixiert. Nach dieser Immersionsfixierung werden die
Gehirne in einer 20%igen Saccharose-Ldsung (in 0,1 M Phosphatpuffer) inkubiert, bis diese
abgesunken sind. AnschlieRend werden sie mit Hilfe von eiskaltem Butanol schockgefroren

und bei —80°C gelagert.
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5. Immunhistochemie

Von den Gehirnen werden serielle Kryostatschnitte (3 Serien) bei —9°C mit einer Dicke von
40 um hergestellt. Nach dreimaligem Waschen der Schnitte in 0,1 M PB (je 10 min) wird flr
jedes Gehirn eine Serie auf Objekttrager gezogen und mit Cresyl-Violett Nissl-gefarbt, um
eine ldentifizierung der Amygdalakerngebiete zu erlauben. Die beiden verbleibenden Serien
werden als freiflotierende Schnitte fur die Immunzytochemie (NPY und PARV) verwendet
und bis zur Weiterverarbeitung in einer kryoprotektiven Losung (9% Ethylenglycol und
6,25% Glycerin in 0,05 M PB) bei -20°C aufbewahrt.

5.1 Neuropeptid Y (NPY)-Farbung

Die Schnitte werden aus der kryoprotektiven Losung genommen und viermal fir 10 Minuten
mit 0,1 M PB gespult. Die endogene Peroxidase-Aktivitat durch eine 10-mintige Inkubation
in einer Mischung aus 5% Methanol und 0,3% H;O, in 0,1 M Phosphatpuffer unterdriickt.
Nach nochmaligem Spiilen der Schnitte (viermal fir 10 Minuten mit 0,1 M PB) erfolgt die
Inkubation mit dem primaren Antikorper [polyklonaler NPY-Antikorper aus der Ziege, 1:300
in 0,1 M PB (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, California, USA)] fir 48 Stunden bei
4°C auf dem Schuttler. Im Anschluss erfolgt ein weiterer Spulgang (dreimal fir 10 Minuten
mit 0,1 M PB) und die Inkubation mit dem sekundéren biotinylierten Antikérper [bio o goat
aus dem Kaninchen, 1:200 (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA)] bei Raum-
temperatur fir 60 Minuten auf dem Schittler. Nach einem weiteren Spulschritt (dreimal fur
10 Minuten mit 0,1 M PM) erfolgt die Reaktion mit dem makromolekularen Komplex aus
Avidin und biotinylierter Meerrettich-Peroxidase (Vectastain Elite ABC-Kit, Vector
Laboratories, Burlingame, CA, USA) fur 1,5 Stunden auf dem Schiittler und anschlieBendem
Spulen der Schnitte (dreimal fir 10 Minuten). Durch eine 3-mindtige Reaktion von
Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (DAB, 1 mg/1 ml) mit H,O, (0,0075%) wird die
Immunférbung sichtbar gemacht. Die Schnitte werden nochmals in 0,1 M PB gewaschen, auf
gelatinisierte Objekttrager aufgezogen und tber Nacht in den Trockenschrank gestellt. Am

nachsten Tag werden sie mit Balsam eingedeckt.
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5.2 Parvalbumin (PARV)-Farbung

Auch hier werden die Hirnschnitte nach Entnahme aus der kryoprotektiven Losung gespiilt
und die endogene Peroxidase wird blockiert. Als primérer Antikorper wird eine 1:5000-
Verdinnung eines monoklonalen PARV-Antikorpers aus der Maus verwendet (Swant, Swiss
antibodies, Bellinzona, Schweiz), welcher in 0,1 M PB mit 1% normalem Pferdeserum und
0,01% Natrium-Azid gel6st ist. Als sekundarer Antikdérper dient ein biotinylierter Maus-
Antikorper aus dem Pferd (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) in einer Verdinnung
von 1:200, dessen Inkubationszeit 1,5 Stunden betrdgt. Die Immunférbung wird mit dem
Avidin-Biotin-Komplex (Vectastain ABC-Kit, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA)
und Diaminobenzidin als Chromogen sichtbar gemacht.

Fur jeden Antikorper wird ein negativer Kontrollschnitt angefertigt, bei welchem der primére
Antikorper in der Prozedur weggelassen wird und der deshalb nur unspezifische Farbungen
aufweist.

Die Gehirnschnitte von Maéusen verschiedener Transfergruppen werden zur selben Zeit

gefarbt, um abweichende Farbungen zwischen den Gruppen zu vermeiden.

6. Quantifizierung der Neurone

Es wird die Nomenklatur der Amygdalakerne von Pitkénen et al. (1995) sowie der Atlas des
Rattengehirns von Swanson (1992) verwendet.

Die Gehirnschnitte der Mause aus verschiedenen Gruppen werden kodiert, sodass der
Untersucher nicht weif3, um welche Gruppe es sich bei einem vorliegenden Gehirn handelt.
Die Amygdalakerngebiete in beiden Hemisphdren des Gehirns werden ausgezéhlt, die
Grenzen der Amygdalakerne in den Immunhistochemie-Schnitten werden durch einen
Vergleich mit den entsprechenden Nissl-gefarbten Schnittserien identifiziert.

Die NPY- und PARV-immunreaktiven Neurone werden im lateralen, basolateralen und
basomedialen sowie im zentralen Kern der Amygdala bestimmt. Der zentrale Kern wird dabei
noch in kapsuléren, lateralen und medialen Unterkern unterteilt.

Alle immungeférbten Neurone in den entsprechenden Kernen werden bei 20facher
VergréRerung mit einem Axioplan-Mikroskop (Carl Zeiss, Oberkochen) gezéhit. Der ,,Optical
Dissector” wird hierbei nicht verwendet, da die Anzahl der immunpositiven Neurone in den

entsprechenden Kerngebieten bersichtlich ist.
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Da die Gehirne in drei Serien geschnitten und gefarbt werden (1. Serie = Nissl-Farbung,
2. Serie = PARV-Farbung und 3. Serie = NPY-Farbung) und jede Schnittserie komplett
ausgewertet wird, erfolgt also systematisch die Bestimmung der Anzahl immunpositiver
Neurone in jedem dritten Schnitt. Zur Ermittlung der Zellzahlen im gesamten Gehirn wird
deshalb die Anzahl der in jedem Kern gezéhlten immunpositiven Neurone mit drei
multipliziert. Die Anzahl der ermittelten immunpositiven Neurone einer Gruppe wird als
Mittelwert + S.E.M. flr jeden Kern oder Unterkern ausgedriickt.

Bei der PARV-Farbung waren bei einigen Gehirnschnitten Teile des Schnittes schlecht
gefarbt. Bei diesen Gehirnen wird die Anzahl immunpositiver Neurone nur in den Amygdala-
kernen der gut gefarbten Gehirnhdlfte ermittelt und anschlieBend das Ergebnis mit zwei

multipliziert.

7. Statistische Auswertung

Die Berechnungen erfolgen mit dem Programmpaket der Firma SAS (SAS Institute Inc.,
Version 8,2).

Alle untersuchten Kriterien stellen stetige Parameter dar.

Zum Vergleich zweier Gruppen werden t-Tests verwendet, speziell der Welsch-Test, da keine
grundsatzliche Gleichheit der Varianzen vorliegt. Mehrgruppenvergleiche erfolgen mittels
varianzanalytischer Verfahren und werden unter Verwendung der Prozedur GLM
(generalized linear models) durchgefihrt. Es wird zundchst eine drei-faktorielle
Varianzanalyse (ANOVA) durchgefuhrt. Diejenigen Parameter, welche in der drei-
faktoriellen ANOVA signifikante Effekte aufweisen, werden anschlieBend mit Hilfe von ein-
faktoriellen ANOVAs detaillierter untersucht. Nachfolgende paarweise post-hoc Vergleiche
erfolgen mit dem Tukey-Test.

Alle statistischen Entscheidungen basieren auf einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5%.

Die Betrachtung wird unter Verwendung zahlreicher Merkmale und verschiedener Blick-
richtungen durchgefiihrt. Da diese sich nicht auf einen priméren Endpunkt beschranken und
diesbeziiglich keine a-Adjustierungen vorgenommen werden, sollten die Ergebnisse im

explorativen Sinne interpretiert werden.
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C. Ergebnisse

I. Stammesunterschiede beim Erfolg der Embryotransfers

Zwischen den fir den Embryotransfer verwendeten Mausestammen gab es betrdchtliche
Unterschiede beim Erfolg der Transfers. Fur die Verhaltensuntersuchungen wurden 17 Tiere

pro Transfergruppe bendtigt, was jedoch bei der Gruppe DBA in DBA nicht gelang.

1. Schwangerschaftsraten

Die Schwangerschaftsrate wurde kalkuliert als der Prozentsatz der Rezipienten, welche
tragend wurden und mindestens einen Nachkommen (tot oder lebend) geboren hatten.

Fur die Schwangerschaftsraten wurde die Versuchszeit in zwei Halften aufgeteilt, da zu
Versuchsbeginn noch technische Probleme auftraten und deshalb die Erfolgsquoten etwas
geringer ausfielen. In der ersten Versuchshélfte betrug die Schwangerschaftsrate 50,94%.
Diese Rate konnte dann auf 64,38% gesteigert werden. Uber den gesamten Versuch wurde
eine Schwangerschaftsrate von 58,73% erreicht (Tab.2).

Die Embryotransfers in NMRI-Rezipienten wurden fast alle in der ersten Versuchshalfte
durchgefiihrt, da diese gleich zu Versuchsbeginn erfolgreich waren. Im Gegensatz dazu
erfolgten die Transfers in DBA-Rezipienten fast alle in der zweiten Versuchshélfte, da dieser
Stamm schlecht ziichtete und die Weibchen sich nur schwer superovulieren lieRen, sodass erst
zu diesem Zeitpunkt eine gentigend hohe Anzahl von Tieren zur Verfligung stand.

Die hdochste Schwangerschaftsrate wurde beim isogenen Transfer des Stammes NMRI
erreicht (83,33%). Die Schwangerschaftsraten beim Transfer in DBA-Rezipienten waren

nicht schlechter als diejenigen der anderen Stamme.

Donatoren

Rezipienten C3H DBA NMRI Gesamt
n=202% 40,00%° n=16 40,00% n=13 62,50% n=49 47,83%
C3H G0,00%b 80,00%d 56,25% 63,64% 61,54% 60,00% 59,18% 69,23%
n=23 66,67% n=14 / n=10 / n=47 50,00%
DBA 69,56% | 70,00% | 57.14% | 57.14% | 50,00% | 5556% | 61,70% | 62,79%
NMRI n=12 41,67% n=12 50,00% n=6 83,33% n=30 53,85%
4167% | /| | 5000% | 5000% |8333% | / | 5333% | 50,00%
n=55 44,00% n=42 46,15% n=29 66,67% n=126 50,94%
Gesamt 60,00% | 73.33% | 54,76% | 5862% | 62,07% | 57.14% | 58,73% | 64,38%

Tab.2. Schwangerschaftsraten bei den reziproken Embryotransfers der Stamme C3H, DBA und NMRI
a = Anzahl durchgefuhrter Transfers

b = Schwangerschaftsrate tiber den gesamten Zeitraum

¢ = Schwangerschaftsrate in der ersten Versuchshalfte

d = Schwangerschaftsrate in der zweiten Versuchshalfte
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2. Uberlebensraten der transferierten Blastozysten

Die Uberlebensrate der Embryonen wurde kalkuliert als der Prozentsatz der transferierten
Blastozysten, welche bis zur Geburt oder bis zum Absetzen uberlebten. Diese wurde sowohl
fur die gesamte Anzahl der Rezipienten berechnet, als auch fur diejenigen Rezipienten,

welche tragend wurden.

2.1 Uberlebensraten der gesamten transferierten Blastozysten bis zur Geburt

Insgesamt hatten 21,77% der transferierten Blastozysten bis zur Geburt berlebt (Tab.3).
Hierbei erwies sich der Stamm NMRI als bester Embryo-Donator, da diese Blastozysten die
hochste Uberlebensrate aufwiesen, unabhangig vom Stamm des Rezipienten. Auch als
Embryo-Rezipienten wurden mit NMRI-Mausen die hdchsten Uberlebensraten erreicht,
unabhangig vom Stamm der Embryo-Donatoren. Die hochste Uberlebensrate wurde beim
isogenen Transfer des Stammes NMRI erzielt.

Der Transfer von Embryonen in DBA-Rezipienten fiihrte zu den schlechtesten Uberlebens-
raten der Embryonen bis zur Geburt. Vor allem beim Transfer von DBA-Blastozysten in
DBA-Rezipienten Uberlebte nur ein sehr geringer Anteil der transferierten Blastozysten.
Jedoch war bei dieser Transfergruppe die Anzahl der lebend geborenen Jungen sehr unsicher,
da viele tote Jungtiere aufgefunden wurden und nicht bekannt war, ob diese bei der Geburt

noch gelebt hatten.

Donatoren
Rezipienten C3H DBA NMRI Gesamt
C3H n=224* 22,77%" |n=185 18,38% |n=141 36,17% |n= 550 24,73%
DBA n=283 14,49% |n=182 9,34%* |n=119 23,53% |n= 584 14,73%
NMRI n=115 21,74% |n=131 22,90% |n= 62 59,68% |n= 308 29,87%
Gesamt n=622 18,81% |n=498 16,27% |n=322 36,02% |n=1442 21,77%

Tab.3. Uberlebensraten der transferierten Blastozysten bis zur Geburt. Es wurden nur die bei der
Geburt lebenden Jungen mit eingerechnet, nicht jedoch die Totgeburten.

a = Anzahl der transferierten Blastozysten

b = Uberlebensrate der gesamten transferierten Blastozysten bis zur Geburt

* Anzahl lebend geborener Jungen unsicher

2.2 Uberlebensraten der gesamten transferierten Blastozysten bis zum Absetzen

Insgesamt hatten 17,96% der transferierten Blastozysten die postnatale Zeit tberlebt und
konnten im Alter von 21 Tagen abgesetzt werden (Tab.4). Der Stamm NMRI zeigte sich auch
hier wieder als am besten flir den Embryotransfer geeignet, da er sowohl als Embryo-Donator

als auch als Embryo-Rezipient die hochsten Uberlebensraten der transferierten Blastozysten
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aufwies.

Wurden DBA-Weibchen als Embryo-Rezipienten verwendet, so tberlebten nur sehr wenige
der transferierten Blastozysten bis zum Absetzen. Dies lag nicht nur an der geringen
Uberlebensrate bis zur Geburt. Etwa die Halfte der lebend geborenen Tiere der Transfer-
gruppen C3H in DBA und DBA in DBA (berlebte die postnatale Zeit nicht, da die Leihmtter
die Jungtiere oft nicht saugten und sie teilweise auffralen oder tottrampelten. Von den neun
bis zum Absetzalter tberlebenden Jungtieren der Transfergruppe DBA in DBA mussten drei

einer DBA-Amme untergesetzt werden, da ihre Leihmutter sie nicht sdugte.

Donatoren
Rezipienten C3H DBA NMRI Gesamt
C3H n=224* 20,54%" |n=185 14,05% |n=141 36,17% |n= 550 22,36%
DBA n=283 7,42% | n=182 495% |n=119 22,69% |n= 584 9,76%
NMRI n=115 20,00% [(n=131 19,85% |n= 62 48,39% |n= 308 25,65%
Gesamt n=622 14,47% |n=498 12,25% |n=322 33,54% |n=1442 17,96%

Tab.4. Uberlebensraten der gesamten transferierten Blastozysten bis zum Absetzen
a = Anzahl der transferierten Blastozysten
b = Uberlebensrate der gesamten transferierten Blastozysten bis zum Absetzen

2.3 Uberlebensraten der Blastozysten bis zur Geburt in erfolgreichen Schwanger-
schaften

Bei tragenden Weibchen Uberlebten 35,8% der transferierten Blastozysten bis zur Geburt
(Tab.5). Auch hier erwies sich der Stamm NMRI sowohl als Embryo-Donator als auch als
Embryo-Rezipient den anderen Stdmmen deutlich tiberlegen.

Beim Transfer von Embryonen in DBA-Rezipienten Uberlebten deutlich weniger Embryonen
bis zur Geburt, vor allem bei den Transfergruppen DBA in DBA und C3H in DBA.

Donatoren
Rezipienten C3H DBA NMRI Gesamt
C3H n=137° 37,23%"|n=112 30,36% |n= 86 59,30% |n=335 40,60%
DBA n=208 19,71% |n=104 16,35%™* |[n= 60 46,67% |n=372 23,12%
NMRI n=46 54,35% |n= 72 4167% |n=52 7115% |n=170 54,12%
Gesamt n=391 29,92% |[n=288 28,13% |n=198 58,59% |n=877 35,80%

Tab.5. Uberlebensraten der transferierten Blastozysten bis zur Geburt in erfolgreichen Schwanger-
schaften

a = Anzahl der transferierten Blastozysten bei schwangeren Rezipienten

b = Uberlebensrate der Blastozysten in schwangeren Rezipienten bis zur Geburt

* Anzahl lebend geborener Jungen unsicher
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2.4 Uberlebensraten der Blastozysten bis zum Absetzen in erfolgreichen Schwanger-
schaften

Bei tragenden Weibchen tberlebten 29,53% der transferierten Blastozysten bis zum Absetzen
(Tab.6). Auch hier erwies sich der Stamm NMRI als am besten fiir den Embryotransfer
geeignet, sowohl als Embryo-Donator als auch als Rezipient.

DBA-Weibchen lieferten sowohl als Embryo-Donatoren als auch als Rezipienten das
schlechteste Ergebnis. Bei den Transfergruppen C3H in DBA und DBA in DBA verstarben in
der postnatalen Periode etwa die Halfte der Jungtiere. Dies stand im Gegensatz zu den
transferierten NMRI-Blastozysten, welche selbst in DBA-Leihmilittern eine geringe postnatale
Sterblichkeit aufwiesen.

Donatoren
Rezipienten C3H DBA NMRI Gesamt
C3H n=137° 3,58%° [n=112 2321% |n= 86 59,30% |n=335 36,72%
DBA n=208 10,10% |n=104 8,65% |[n= 60 45,00% |n=372 15,32%
NMRI n=46 50,0006 |n= 72 36,11% |n=52 57,69% |n=170 46,47%
Gesamt n=391 23,02% |n=288 21,18% |n=198 54,54% |n=877 29,53%

Tab.6. Uberlebensraten der transferierten Blastozysten bis zum Absetzen in erfolgreichen Schwanger-
schaften

a = Anzahl der transferierten Blastozysten bei schwangeren Rezipienten

b = Uberlebensrate der Blastozysten in schwangeren Rezipienten bis zum Absetzen

3. Durchschnittliche WurfgroRRe bei erfolgreichen Schwangerschaften

Die durchschnittliche WurfgréRe aller Transfers betrug 4,68 Tiere (Tab.7). Wurden NMRI-
Blastozysten als Embryo-Donatoren verwendet, so fuhrte dies zu groReren Wirfen im
Vergleich zum Transfer von C3H- oder DBA-Blastozysten, unabhdngig vom Stamm des
Rezipienten. Der Transfer von Blastozysten in DBA-Leihmitter fihrte bei Embryo-
Donatoren aller Stdmme zu einer niedrigeren WurfgréRRe, wohingegen der Transfer in NMRI-

Rezipienten die grolten Wirfe lieferte.

Donatoren
Rezipienten C3H DBA NMRI Durchschnitt
C3H 4,25 3,78 6,38 4,80
DBA 2,56 2,13 5,60 3,43
NMRI 5,00 5,00 7,40 5,80
Durchschnitt 3,94 3,64 6,46 4,68

Tab.7. Durchschnittliche WurfgroRen der reziproken Embryotransfers der Stamme DBA, C3H und
NMRI
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I1. Verhaltensuntersuchungen

1. Vergleich der drei Ausgangsstimme

Zuerst wurde Uberprift, ob sich die hier verwendeten Méausestdmme C3H/HeN, DBA/2J und
NMRI wie erwartet in ihrem Angstverhalten in der Motilitatsbox, auf dem Elevated Plus-
Maze und in der Furcht-sensitivierten akustischen Schreckreaktion unterscheiden. Die
durchgefiihrte ANOVA zeigte signifikante Unterschiede zwischen den drei Stdammen in allen
Verhaltenstests. Die Unterschiede zwischen den einzelnen Stdmmen wurden durch post-hoc
Tests ermittelt.

Die angegebenen F- und p-Werte beziehen sich, soweit nicht anders angegeben, auf die

gesamte Testzeit (10 Minuten) in der Motilitatsbox.

a) Motilitatsbox

In der Motilitatsbox unterschieden sich die drei Stdmme signifikant in der mit horizontaler
Exploration verbrachten Zeit [F = 22,10, df = 2, p < 0,001], dem zuriickgelegten Weg
[F = 40,16, df = 2, p < 0,001], der mit Aufrichtungen verbrachten Zeit [F = 51,40, df = 2,
p < 0,001] und der Anzahl von Aufrichtungen [F = 44,94, df = 2, p < 0,001], was durch eine
ein-faktorielle ANOVA gezeigt wurde.

Die post-hoc Tests ergaben, dass NMRI-Tiere eine langere Zeit mit horizontaler Bewegung
verbrachten als die beiden Inzuchtstdmme, einen langeren Weg zuriicklegten als C3H-Mause
und sich h&ufiger aufrichteten und mehr Zeit mit Aufrichtungen verbrachten als die Stdimme
C3H und DBA (Abb.10a-d).

Im Gegensatz dazu zeigte der Stamm C3H die geringste Aktivitdt mit der niedrigsten
Laufzeit, dem kirzesten zuriickgelegten Weg in der Box, einer signifikant geringeren Anzahl
von Aufrichtungen und einer kirzeren Zeitperiode, welche mit Aufrichtverhalten verbracht
wurde.

Der Stamm DBA wies eine intermedidre Aktivitat auf, jedoch gab es beim zuriickgelegten
Weg in der Box keine signifikanten Unterschiede zwischen DBA- und NMRI-Mausen in den
letzten 5 Minuten des Tests und Uber die gesamte Testzeit hinweg betrachtet. Auch die mit
horizontaler Exploration verbrachte Zeit in den letzten 5 Minuten des Tests unterschied sich
nicht signifikant zwischen DBA- und NMRI-M4&usen.

Die im Zentrum der Box verbrachte Zeit als ein Indikator des Angstverhaltens war nur in den

ersten 5 Minuten des Tests signifikant unterschiedlich zwischen den Stdmmen [F = 3,20,
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df = 2, p < 0,05], wobei sich C3H-Mduse langer im Zentrum aufhielten als DBA-Maduse
(Abb.10e).
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Abb.10. Verhalten der Mausestamme C3H/HeN, DBA/2J und NMRI in der Motilitatsbox.

In der Motilitdtsbox unterschieden sich die unbehandelten Stdmme in der durchschnittlich mit
horizontaler Exploration verbrachten Zeit (a), dem durchschnittlich zuriickgelegten Weg in der Box
(b), der durchschnittlich mit Aufrichtungen verbrachten Zeit (c) und der durchschnittlichen Anzahl
von Aufrichtungen (d). Die durchschnittlich im Zentrum der Box verbrachte Zeit unterschied sich nur
in den ersten 5 Minuten des Tests zwischen den Inzuchtstdammen DBA und C3H (e).

* =p<0,05-0,01; ***=p<0,001

b) Elevated Plus-Maze (EPM)

Die ein-faktorielle ANOVA zeigte signifikante Unterschiede zwischen den drei Ausgangs-
stdimmen in allen untersuchten Verhaltensparametern des EPM [F = 10,76, df = 2, p < 0,001
fur die Anzahl der Eintritte in die offenen Arme; F = 29,31, df = 2, p < 0,001 fir die Anzahl
der Eintritte in die geschlossenen Arme; F = 32,97; df = 2, p < 0,001 fiir die Anzahl der
Eintritte in die zentrale Plattform; F = 3,55, df = 2, p = 0,04 flr die verbrachte Zeit in den
offenen Armen; F = 8,17, df = 2, p < 0,01 fir die verbrachte Zeit in den geschlossenen Armen

und F = 7,98, df = 2, p < 0,01 fir die verbrachte Zeit auf der zentralen Plattform des Maze].
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Jedoch zeigten die Tukey-Tests, dass sich die Inzuchtstdmme DBA und C3H in diesem
Verhaltenstest nicht signifikant unterschieden.

NMRI-Méuse hingegen wiesen signifikant mehr Eintritte in die offenen und geschlossenen
Arme, sowie in das Zentrum des Maze auf als die beiden Inzuchtstimme (Abb.11a). Dies
stimmte mit der hoheren Aktivitat von NMRI-M&usen in der Motilitatsbox uberein.

Die durchschnittlich verbrachte Zeit in den offenen Armen des Maze als ein MaR des
Angstverhaltens unterschied sich signifikant zwischen den Stdmmen [F = 3,55, df = 2,
p = 0,04] (Abb.11b), wie auch die relative verbrachte Zeit in den offenen Armen [F = 3,55,
df = 2, p = 0,04] (Abb.11c), was durch eine ein-faktorielle ANOVA gezeigt wurde. Jedoch
wurden in den post-hoc Tests nur Unterschiede zwischen den Stdimmen NMRI und DBA
festgestellt, wobei DBA-Mause in diesem Verhaltenstest signifikant ,,angstlicher* waren als
NMRI-Mause.
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Abb.11. Verhalten der Mausestaimme C3H/HeN, DBA/2J und NMRI auf dem EPM.

Auf dem EPM zeigten NMRI-Mause mehr Eintritte in die offenen Arme als die anderen beiden
Stdmme (a). Die durchschnittlich verbrachte Zeit auf den offenen Armen (b) und die relative
verbrachte Zeit auf den offenen Armen (c) war bei NMRI-Mausen héher als bei DBA-Mausen.

* =p<0,05-0,01; ***=p<0,001

¢) Furcht-sensitivierte akustische Schreckreaktion (ASR)

In der Furcht-sensitivierten ASR zeigte die ein-faktorielle ANOVA signifikante Unterschiede
zwischen den Stdmmen in den Amplituden der Schreckreaktion [F = 36,55, df = 2, p < 0,001
fur B 1-2; F = 33,14, df = 2, p < 0,001 fir B 3-4 und F = 35,70, df = 2, p < 0,001 fur B 5-7].

AnschlieBende post-hoc Tests zeigten, dass DBA-Maduse eine geringere Amplitude der
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Schreckreaktion aufwiesen als die anderen beiden Stdmme, wohingegen sich C3H- und
NMRI-Méuse nicht signifikant in ihren Amplituden unterschieden (Ausnahme: Block 5)
(Abb.12a).

Auch zeigte die ANOVA, dass die Unterschiede zwischen den Stdmmen in der ,,sofortigen*
Sensitivierung der ASR (B5 minus B4) die Signifikanzschwelle nicht erreichten [F = 2,63,
df = 2, p = 0,08], wéhrend die ,,gesamte Sensitivierung dieses Reflexes nach den Ful3schocks
(B 5-7 minus B 3-4) sich signifikant zwischen den Stdammen unterschied [F = 6,94, df = 2,
p < 0,01]. Hier wiesen DBA-Mduse eine geringere Sensitivierung auf als C3H-Méuse
(Abb.12b), wie anschlieende Tukey-Tests zeigten.

Fir Einzelergebnisse des ANOVAs und der post-hoc Tests siehe Anhang Tab.1.

d  Akustische Schreckreaktion b Sensitivierung der ASR
= 2000 _ > 2000
S 1500 x mB1-2 5 1500 o T -
3 1000 OB 34 3 1000
= 500 OB 5-7 = 500
<E( 0 g 0
DBA C3H NMRI DBA C3H NMRI

Abb.12. Verhalten der Mausestamme C3H/HeN, DBA/2J und NMRI in der Furcht-sensitivierten ASR.
DBA-Méuse wiesen eine niedrigere Amplitude der ASR auf als C3H- und NMRI-Mdause, welche sich
in diesem Parameter nicht signifikant unterschieden (a). Weiterhin zeigten DBA-Mause eine geringere
»gesamte* Sensitivierung dieses Reflexes (B 5-7 minus B 3-4) im Vergleich zu C3H-Mausen (b).

** =p<0,01-0,001; ***=p<0,001

2. Effekt der Transferprozedur

Die Prozedur des Embryotransfers an sich koénnte einen Einfluss auf das Verhalten des
adulten Nachwuchses haben. Ein solcher Transfereffekt wurde durch den Vergleich der
unbehandelten Kontrolltiere eines jeden Stammes mit der entsprechenden isogenen
Transfergruppe untersucht (z.B. Vergleich der NMRI-Kontrolltiere mit der Transfergruppe
NMRI in NMRI). Die Mause dieser Gruppen hatten denselben genetischen Hintergrund und
dieselbe uterine und postnatale Umwelt, aber die Tiere der isogenen Transfergruppen wurden
einem Embryotransfer unterzogen.

Der t-Test zeigte einen signifikanten Transfereffekt beim Inzuchtstamm C3H in der
durchschnittlich mit Aufrichtungen verbrachten Zeit in der Motilitatsbox [t = 2,67, df = 33,4,
p = 0,01]. Die Tiere des isogenen Transfers dieses Stammes richteten sich haufiger auf als die

unbehandelten Kontrolltiere (Abb.13a). Dieser Effekt war in den ersten 5 Minuten des Tests
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signifikant [t = 2,55, df = 28,9, p = 0,02], in der zweiten Testhalfte lag er an der Signifikanz-
grenze [t = 2,01, df = 32,9, p = 0,05].

Beim Inzuchtstamm DBA konnten keine signifikanten Effekte der Transferprozedur auf die
untersuchten Verhaltensparameter der drei Tests gefunden werden.

Im Gegensatz dazu zeigte der durchgefuhrte t-Test beim Auszuchtstamm NMRI eine Vielzahl
von Transfereffekten in der Motilitdtsbox und der Furcht-sensitivierten ASR. In der
Motilitatsbox flhrte die Prozedur des Embryotransfers zu einer signifikant geringeren Zeit,
welche die M&use im Zentrum der Box verbrachten [t = -2,13, df = 30,7, p = 0,04], was auf
eine hohere Angstlichkeit dieser Tiere schlieBen lieR (Abb.13b). Die etwas geringere
horizontale Exploration des isogenen Transfers [t = -1,72, df = 26,5, p < 0,1] und die etwas
héhere Anzahl von Aufrichtungen [t = 1,96, df = 28,4, p = 0,06] erreichten nicht die
Signifikanzgrenze.

In der Furcht-sensitivierten ASR zeigte der durchgefiihrte t-Test beim isogenen Transfer des
Stammes NMRI eine signifikant geringere Amplitude der Schreckreaktion bei fast allen
Blocken im Vergleich zu den unbehandelten Kontrolltieren [t = -5,04, df = 17,3, p < 0,001 fur
B 1-2; t =-5,19, df = 17,7, p < 0,001 fiir B 3-4 und t = -3,50, df = 24,9, p < 0,01 fur B 5-7]
(Abb.13c). Einzig in Block 5 erreichten die Unterschiede nicht die Signifikanzschwelle.
Zusétzlich zeigten die isogenen Transfertiere dieses Stammes eine signifikant hdhere
,sofortige” Sensitivierung dieses Reflexes (B 5 minus B 4) verglichen mit den unbehandelten
Kontrollen [t = 2,99, df = 29, p < 0,01], was wiederum auf ein htheres Angstverhalten der
transferierten Tiere hinwies (Abb.13d).

Fur detaillierte Einzelergebnisse siehe Anhang Tab.2 und Tab.3.
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Abb.13. Effekte der Prozedur des Embryotransfers auf Verhaltensparameter von C3H- und NMRI-
Mausen. Bei C3H-Mausen zeigte der isogene Transfer einen signifikanten Anstieg in der mit Auf-
richtungen verbrachten Zeit in der Motilitatsbox (a). Der isogene Transfer des NMRI-Stammes zeigte
eine signifikante Reduktion bei der im Zentrum der Motilitatsbox verbrachten Zeit (b). Weiterhin
fuhrte der isogene Transfer von NMRI-Mdausen zu einer signifikanten Reduktion der Amplitude der
ASR (c) und einem Anstieg der ,,sofortigen” Sensitivierung dieses Reflexes (d).

* =p<0,05-0,01; **=p<0,01-0,001; ***=p<0,001

3. Vergleich der isogenen Transfers der drei Stimme

Aufgrund der Effekte des Embryotransfers an sich, zeigten die isogenen Transfers der drei
Mausestamme (C3H in C3H, DBA in DBA und NMRI in NMRI) nun andere Verhaltens-
unterschiede in den durchgeftihrten Tests als die unbehandelten Kontrolltiere.

a) Motilitatsbox

Die ein-faktorielle ANOVA zeigte einen signifikanten Unterschied zwischen den isogenen
Transfers der drei Stdamme in ihrer mit horizontaler Exploration verbrachten Zeit [F = 9,609,
df = 2, p < 0,001]. Jedoch erreichten die Unterschiede in der zweiten Versuchshalfte nicht
mehr die Signifikanzschwelle [F = 2,85, df = 2, p = 0,07] und die nachfolgenden Tukey-Tests
zeigten, dass sich nur die isogenen Transfers der Stimme C3H und NMRI in diesem
Parameter unterschieden, wobei NMRI-M&use eine hohere Aktivitat aufwiesen (Abb.14a).
Die signifikanten Unterschiede der drei Stamme beim zurtickgelegten Weg hatten sich durch
die Transferprozedur nicht verandert [F = 32,25, df = 2, p < 0,001] (Abb.14b). Die Anzahl der
Aufrichtungen [F = 46,43, df = 2, p < 0,001] und die mit Aufrichtungen verbrachte Zeit
[F = 48,94, df = 2, p < 0,001] waren weiterhin signifikant unterschiedlich zwischen den
isogenen Transfergruppen, jedoch zeigten die post-hoc Tests keine Unterschiede zwischen
den isogenen Transfers der Stamme C3H und DBA (Abb.14c,d).

Der Unterschied zwischen unbehandelten C3H- und DBA-M&usen in der im Zentrum der Box
verbrachten Zeit in den ersten 5 Minuten des Tests konnte nach der Transferprozedur nicht
mehr gefunden werden, sodass sich die drei isogenen Transfergruppen in diesem Verhaltens-

test nicht in ihrem Angstverhalten unterschieden.

b) Elevated Plus-Maze
Die ein-faktorielle ANOVA zeigte einen signifikanten Unterschied der isogenen Transfer-
gruppen in der Anzahl der Eintritte in die offenen Arme des EPM [F = 10,32, df = 2,

p < 0,001], jedoch konnte in den nachfolgenden Tukey-Tests kein Unterschied zwischen den
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isogenen Transfers der Stdimme DBA und NMRI festgestellt werden (Abb.14e). Auch
unterschieden sich die Gruppen signifikant in der Anzahl der Eintritte in die geschlossenen
Arme [F = 34,09, df = 2, p < 0,001] und das Zentrum [F = 37,57, df = 2, p < 0,001] des Maze.
AnschlieRende post-hoc Tests zeigten jedoch, dass sich nun auch die isogenen Transfer-
gruppen der Stamme C3H und DBA unterschieden, wobei DBA-Mause mehr Eintritte in
diese Kompartimente aufwiesen als C3H-Mause (Abb.14f). Die Unterschiede der isogenen
Transfergruppen in der verbrachten Zeit im Zentrum des Maze [F = 3,54, df = 2, p = 0,04]
hatten sich durch die Transferprozedur nicht verandert, die Unterschiede in der verbrachten
Zeit in den geschlossenen Armen erreichten nun die Signifikanzgrenze nicht mehr [F = 3,00,
df =2, p=0,06].

Nach der Prozedur des Embryotransfers unterschieden sich die Stdmme nicht mehr signifikant
in der absoluten und relativen verbrachten Zeit in den offenen Armen des Maze, es existierten

also keine Unterschiede im Angstverhalten mehr.

¢) Furcht-sensitivierte ASR

Die ein-faktorielle ANOVA zeigte signifikante Unterschiede der isogenen Transfergruppen
der drei Stamme in den Amplituden der ASR [F = 27,60, df = 2, p < 0,001 fur B 1-2;
F =2827, df =2, p <0,001 fir B 3-4 und F = 14,21, df = 2, p < 0,001 fir B 5-7].
Nachfolgende Tukey-Tests ergaben jedoch, dass der isogene Transfer des Stammes C3H eine
héhere Schreckhaftigkeit aufwies als die isogenen Transfers der anderen beiden Stdmme,
wohingegen diese sich nicht signifikant in ihren Amplituden unterschieden (Abb.14g).

Nach der Prozedur des Embryotransfers existierte kein signifikanter Unterschied mehr
zwischen den Stdammen C3H und DBA in der ,,gesamten® Sensitivierung (B 5-7 minus
B 3-4), die isogenen Transfers der drei Stamme unterschieden sich also auch in diesem
Verhaltenstest nicht in ihrem Angstverhalten.

Fur detaillierte Einzelergebnisse siehe Anhang Tab.4.
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Abb.14. Verhaltensunterschiede zwischen den isogenen Transfers der Stdamme DBA/2J, C3H/HeN
und NMRI in der Motilitatsbox, auf dem EPM und in der Furcht-sensitivierten ASR.

In der Motilitdtsbox unterschieden sich nur die isogenen Transfers der Stdamme C3H und NMRI in
ihrer durchschnittlich mit horizontaler Exploration verbrachten Zeit (a). Es existierten keine Unter-
schiede zu den unbehandelten Tieren im durchschnittlich zuriickgelegten Weg in der Box (b). Die
isogenen Transfers der Stdmme C3H und DBA unterschieden sich nicht mehr in ihrer durchschnittlich
mit Aufrichtungen verbrachten Zeit (c) und ihrer durchschnittlichen Anzahl von Aufrichtungen (d). Im
EPM unterschieden sich die isogenen Transfers der Stdmme DBA und NMRI nicht mehr signifikant in
ihrer durchschnittlichen Anzahl von Eintritten in die offenen Arme (e). Bei der durchschnittlichen
Anzahl der Eintritte in die geschlossenen Arme und das Zentrum des Maze unterschieden sich nach
der Transferprozedur auch die Stimme C3H und DBA (f). In der ASR unterschieden sich die isogenen
Transfers der Staimme NMRI und DBA nicht mehr signifikant in ihrer Amplitude, jedoch zeigte nun
der isogene Transfer des NMRI-Stammes eine geringere Amplitude als der isogene Transfer des C3H-
Stammes (g). *** = p < 0,001
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4. Wechselseitiger Transfer der drei Ausgangsstamme

Durch die reziproken Embryotransfers zwischen den drei Mé&usestimme wurden neun
Transfergruppen erhalten, welche wiederum in den drei Verhaltenstests untersucht wurden
(Tab.8).

Anzahl getesteter Nachkommen
Transfergruppen Motilitatshox Elevated Plus-Maze Furcht-sensitivierte ASR
C3H in C3H 18 17 17
C3Hin DBA 17 17 17
C3H in NMRI 15 17 17
DBA in DBA 9 8 9
DBA in C3H 17 16 17
DBA in NMRI 17 17 17
NMRI in NMRI 17 17 15
NMRI in C3H 17 17 17
NMRI in DBA 17 16 17

Tab.8. Transfergruppen und Anzahl der getesteten Nachkommen pro Transfergruppe in den drei
Verhaltenstests.

4.1 Drei-faktorielle Varianzanalyse

Zur allgemeinen Ubersicht wurde mit den Ergebnissen der Verhaltensuntersuchungen der
Nachkommen der reziproken Transfergruppen eine drei-faktorielle ANOVA mit den Faktoren
Embryo-Donatoren (genetische Effekte), Embryo-Rezipienten (maternale Effekte) und
Geschlecht berechnet (Tab.9).

a) genetische Effekte

Die Analyse zeigte einen signifikanten Effekt des genetischen Hintergrundes der
transferierten Embryonen auf alle untersuchten Parametern der Motilitatsbox [F = 44,37,
df = 2, p < 0,001 fir die mit horizontaler Exploration verbrachte Zeit; F = 89,27, df = 2,
p < 0,001 fur den zurlckgelegten Weg; F = 159,47, df = 2, p < 0,001 fur die Anzahl der
Aufrichtungen; F = 146,56, df = 2, p < 0,001 fur die mit Aufrichtungen verbrachte Zeit und
F=3,09, df = 2, p < 0,05 fur die im Zentrum verbrachte Zeit]. Die Verweildauer der Tiere im
Zentrum der Box als ein Indikator des Angstverhaltens war nur in den ersten 5 Minuten des
Tests und Uber die gesamte Testzeit hinweg signifikant abhéngig von der genetischen
Herkunft der Embryonen, nicht jedoch in der zweiten Testhalfte.

Auf dem EPM war die Anzahl der Eintritte in die verschiedenen Kompartimente des Maze
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[F = 26,76, df = 2, p < 0,001 fur die Anzahl der Eintritte in die offenen Arme; F = 55,96,
df = 2, p < 0,001 fur die Anzahl der Eintritte in die geschlossenen Arme und F = 61,06,
df =2, p < 0,001 fur die Anzahl der Eintritte in die zentrale Plattform], die verbrachte Zeit in
den geschlossenen Armen [F = 10,91, df = 2, p < 0,001] und in der zentralen Plattform
[F = 16,71, df = 2, p < 0,001], sowie der Quotient (verbrachte Zeit in offenen
Armen/verbrachte Zeit in geschlossenen Armen) [F = 3,48, df = 2, p = 0,03] signifikant von
der genetischen Abstammung der transferierten Embryonen abhéngig. Jedoch erreichte der
genetische Einfluss auf die verbrachte Zeit in den offenen Armen des Maze nicht die
Signifikanzschwelle [F = 2,35, df = 2, p < 0,01], ebenso war die relative Zeit in den offenen
Armen nicht signifikant von genetischen Faktoren abhangig.

In der ASR wurde die Amplitude aller Blocke signifikant von genetischen Faktoren
beeinflusst [F = 88,34, df = 2, p < 0,001 fur B 1-2; F = 85,94, df = 2, p < 0,001 fiir B 3-4 und
F = 47,36, df = 2, p < 0,001 fur B 5-7], wie auch die ,sofortige“ und die ,,gesamte*
Sensitivierung dieses Reflexes [F = 7,34, df = 2, p < 0,01 fiir die ,,sofortige” Sensitivierung

und F = 6,34, df = 2, p < 0,01 fiir die ,,gesamte* Sensitivierung].

b) maternale Effekte

Ein signifikanter Einfluss des genetischen Hintergrundes der Rezipienten wurde in der
Motilitatsbox bei der Anzahl der Aufrichtungen [F = 8,95, df = 2, p < 0,001] und der mit
Aufrichtungen verbrachten Zeit [F = 12,89, df = 2, p < 0,001] gefunden. Weiterhin existierte
ein signifikanter maternaler Einfluss auf den zuriickgelegten Weg in der Motilitatsbox,
allerdings nur in den ersten 5 Minuten des Tests [F = 3,12, df = 2, p < 0,05].

Auf dem EPM hatte die genetische Herkunft der Rezipienten keinen signifikanten Effekt auf
das Verhalten des transferierten Nachwuchses.

Im Gegensatz dazu zeigte sich bei der Furcht-sensitivierten ASR ein signifikanter Einfluss des
genetischen Hintergrundes der Rezipienten auf die Amplituden aller Blocke [F = 5,50, df = 2,
p < 0,01 fir B 1-2; F = 6,56, df = 2, p < 0,01 fir B 3-4 und F = 7,37, df = 2, p < 0,001 fur
B 5-7]. Der maternale Einfluss auf die ,,gesamte” Sensitivierung dieses Reflexes durch die

FulRschocks erreichte nicht die Signifikanzgrenze [F = 2,94, df = 2, p = 0,06].

¢) Wechselwirkungen zwischen genetischen und maternalen Effekten
In der Motilitatsbox wurde eine signifikante Wechselwirkung zwischen der genetischen
Herkunft der Donatoren und derjenigen der Rezipienten bei der mit horizontaler Exploration
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verbrachten Zeit [F = 2,65, df = 4, p = 0,04] und dem zuriickgelegten Weg [F = 2,64, df = 4,
p = 0,04] in den ersten 5 Minuten des Tests festgestellt, (iber die gesamte Testzeit hinweg
betrachtet lagen diese Wechselwirkungen an der Signifikanzgrenze [F = 2,42, df =4, p = 0,05
flr die mit horizontaler Exploration verbrachte Zeit und F = 2,40, df = 4, p = 0,05 fur den
zurlickgelegten Weq].

Auf dem EPM zeigte sich eine solche Wechselwirkung bei der Anzahl der Eintritte in die
geschlossenen Arme [F = 3,51, df = 4, p < 0,01] und die zentrale Plattform [F = 2,92, df = 4,
p = 0,02] des Maze, wie auch bei der auf der zentralen Plattform verbrachten Zeit [F = 2,83,
df = 4, p = 0,03].

Bei der Furcht-sensitivierten ASR konnten keine signifikanten Wechselwirkungen zwischen

genetischen und maternalen Faktoren festgestellt werden.

d) Geschlecht

In der Motilitatsbox wurde ein signifikanter Einfluss des Geschlechtes der untersuchten Tiere
auf die horizontale Aktivitét in den letzten 5 Minuten des Tests festgestellt [F = 4,41, df = 2,
p = 0,04], jedoch war dieser Uber die gesamte Testzeit hinweg betrachtet nicht signifikant. Im
Gegensatz dazu zeigte sich bei der ASR ein signifikanter Einfluss des Geschlechtes der Tiere
auf ihre Schreckhaftigkeit in allen Blocken, wobei Mannchen eine héhere Amplitude der
Schreckreaktion aufwiesen [F = 10,95, df =1, p< 0,01 firB 1-2; F=7,22,df =1, p< 0,01
fur B 3-4 und F = 6,13, df = 1, p = 0,02 fiir B 5-7].

e) Wechselwirkung zwischen genetischen Effekten und Geschlecht

Eine signifikante Wechselwirkung zwischen der genetischen Abstammung der Embryo-
Donatoren und dem Geschlecht des Nachwuchses wurde in der ASR bei Block 1-2 [F = 3,10,
df =2, p <0,05] und Block 3-4 [F = 3,45, df = 2, p = 0,04] gefunden.

f) Wechselwirkungen zwischen maternalen Effekten und Geschlecht

Wechselwirkungen zwischen dem genetischen Hintergrund der Rezipienten und dem
Geschlecht des Nachwuchses wurden nur in der Motilitatsbox bei der Verweildauer der Tiere
im Zentrum der Box [F = 3,90, df = 2, p = 0,02] sowie bei der Anzahl der Aufrichtungen in
den ersten 5 Minuten des Tests [F = 3,60, df = 2, p = 0,03] festgestellt.
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L Donatoren x | Donatoren x | Rezipienten
Variable Ges(,i(f:lllelcht Dogfaiozren Rezc;]E)Legten Rezipienten Geschlecht | x Geschlecht
- B B df=4 df=2 df=2
Motilitatsbox
Horizontale F=1,71 - F=0,30 F=2,42 F=1,50 F=0,41
Exploration p>0,1 p>0,1 p =0,05 p>0,1 p>0,1
We F=0,10 F=2,20 F=2,40 F=1,26 F=0,24
9 p>0,1 p>0,1 p =0,05 p>0,1 p>0,1
Aufrichtzeit F=0,01 F=0,54 F=0,97 F=0,41
p>0,1 p>0,1 p>0,1 p>0,1
. F=0,42 F=1,13 F=2,69 F=1,40
Zahl Aufrichtung 0> 0.1 0> 01 b= 0,07 0> 0.1
Zentrale F=0,41 r F=1,29 F=0,93 F=1,08
Exploration p>0,1 p>0,1 p>0,1 p>0,1
EPM
L F=0,22 F=0,03 F=0,75 F=0,38 F=1,01
Eintritte in OA p>0,1 - p>0,1 p>0,1 p>0,1 p>0,1
. F=1,53 F=2,35 F=0,39 F=0,20 F=1,34 F=1,35
Zeitin OA p>0,1 p<01 p>0,1 p>0,1 p>0,1 p>0,1
. . F=1,58 F=2,22 F=0,40 F=0,20 F=1,27 F=1,35
Relative Zeit OA p>01 >01 p>0,1 p>01 p>01 p>01
F=1,33 F=0,29 F=0,16 F=0,99 F=1,30
OA/OA+GA p>0,1 i p>0,1 p>0,1 p>0,.1 p>0,1
ASR
F=2,04 F=1,01
B1+B2/2 p =0,09 p>0,1
F=1,20 F=0,32
B3+B4/2 p>01 p>01
F=1,39 F=1,18 F=1,30
B5+B6+B7/3 0> 0.1 0>0.1 0> 0.1
B5 - B4 F=0,13 F=0,38 F=1,38 F=1,11 F=0,47
p>0,1 p>0,1 p>0,1 p>0,1 p>0,1
F=1,42 F=2,94 F=1,70 F=0,01 F=1,55
(B5-7) — (B3-4) p>0,1 p = 0,06 p>0,1 p>0,1 p>0,1

Tab.9. Drei-faktorielle Varianzanalyse mit den Faktoren Embryo-Donatoren, Embryo-Rezipienten und
Geschlecht fur die untersuchten Verhaltensparameter der Nachkommen der Transfergruppen in den
drei Verhaltenstests. Fiir detaillierte Ergebnisse sieche Anhang Tab. 5a und b.

OA = offene Arme des EPM

GA = geschlossene Arme des EPM

df = Anzahl der Freiheitsgrade

rot = signifikante p-Werte (p < 0,05)

gelb = p-Werte nahe der Signifikanzgrenze (p = 0,05 bis p<0,1)

4.2 Ergebnisse der einzelnen Transfergruppen

Diejenigen Verhaltensparameter, welche signifikante Effekte oder Effekte nahe der
Signifikanzschwelle in der drei-faktoriellen ANOVA aufwiesen, wurden zur weiteren
Charakterisierung mittels ein-faktoriellen ANOVAs und nachfolgenden Tukey-Tests unter-

sucht.
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4.2.1 Bestimmung von genetischen Einfliissen

Genetische Einflusse auf das Verhalten der Nachkommen wurden durch den Vergleich der
Transfers von genetisch unterschiedlichen Blastozysten in Leihmutter des selben Stammmes
ermittelt. Dies wurde flr Leihmtter aller drei Mausestamme durchgefthrt.

4211 4212 4213
C3H \ DBA \ NMRI \
DBA — gy C3H ——p DBA C3H — p NMRI

4.2.1.1. Transfer von genetisch unterschiedlichen Blastozysten in C3H-Rezipienten

C3H
DBA —» C3H

NMRI —

Durch den Vergleich der Transfergruppen C3H in C3H, DBA in C3H und NMRI in C3H
wurden genetische Einflusse auf das Verhalten des Nachwuchses von C3H-Leihmittern
untersucht, da Embryonen unterschiedlicher genetischer Herkunft in genetisch identische
Rezipienten transferiert wurden. Genetische Einfliisse auf die Verhaltensparameter des
Nachwuchses wurden in allen drei Verhaltenstests gefunden (Tab.10).

In der Motilitatsbox zeigte die ein-faktorielle ANOVA signifikante Effekte der genetischen
Herkunft der transferierten Embryonen auf alle untersuchten Verhaltensparameter [F =11,42,
df = 2, p < 0,001 fur die mit horizontaler Exploration verbrachte Zeit; F = 32,11, df = 2,
p < 0,001 fir den zurlickgelegten Weg; F = 60,90, df = 2, p < 0,001 fur die mit Aufrichtungen
verbrachte Zeit; F = 53,71, df = 2, p < 0,001 fiir die Anzahl der Aufrichtungen und F = 6,15,
df =2, p < 0,01 fir die Verweildauer im Zentrum der Box].

AnschlieRende post-hoc Tests ergaben, dass der Transfer von NMRI- und DBA-Blastozysten
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in C3H-Leihmutter zu langeren Laufzeiten, einem langeren zurtickgelegten Weg und einem
héheren Aufrichtverhalten des Nachwuchses fiihrte im Vergleich zur isogenen Transfer-
gruppe. Die Nachkommen von NMRI- und DBA-Blastozysten unterschieden sich nicht
signifikant in der mit horizontaler Exploration verbrachten Zeit und dem zuriickgelegten Weg,
jedoch zeigten NMRI-Mause ein héheres Aufrichtverhalten als DBA-M&use. Weiterhin fiihrte
der Transfer von NMRI-Blastozysten in C3H-Rezipienten zu einer langeren Verweildauer der
Nachkommen im Zentrum der Box im Vergleich zum Transfer von DBA- und C3H-
Blastozysten (Abb.15a).

Auf dem EPM zeigte die ANOVA nur signifikante Unterschiede zwischen den drei Transfer-
gruppen in der Anzahl der Eintritte in die verschiedenen Kompartimente des Maze [F = 6,49,
df = 2, p < 0,01 fur die Anzahl der Eintritte in die offenen Arme; F = 16,89, df = 2, p < 0,001
fir die Anzahl der Eintritte in die geschlossenen Arme und F = 16,09, df = 2, p < 0,001 flr
die Anzahl der Eintritte in die zentrale Plattform des Maze]. Die absolute und relative Zeit,
welche in den verschiedenen Kompartimenten des Maze verbracht wurde, sowie der Quotient
(verbrachte Zeit in offenen Armen/verbrachte Zeit in geschlossenen Armen) unterschieden
sich nicht signifikant zwischen dem Nachwuchs von C3H-, DBA- und NMRI-Blastozysten.
AnschlieRende post-hoc Tests ergaben, dass der Transfer von NMRI-Blastozysten in C3H-
Rezipienten zu einer htheren Anzahl von Eintritten in die offenen Arme des Maze fihrte im
Vergleich zum Transfer von DBA-Blastozysten und dem isogenen Transfer. Auch zeigten
Nachkommen des Transfers von NMRI- oder DBA-Blastozysten in C3H-Rezipienten eine
hohere Anzahl von Eintritten in die geschlossenen Arme und die zentrale Plattform des Maze
verglichen mit dem isogenen Transfer (Abb.15b).

In der Furcht-sensitivierten ASR unterschieden sich fast alle untersuchten Parameter
signifikant zwischen den Transfergruppen [F = 23,59, df = 2, p < 0,001 fir B 1-2; F = 24,50,
df =2, p<0,001 fir B 3-4; F = 17,85, df = 2, p < 0,001 fir B 5-7 und F = 3,87, df = 2,
p = 0,03 fur die ,,gesamte* Sensitivierung], nur bei der ,,sofortigen” Sensitivierung der ASR
zeigte die ein-faktorielle ANOVA keine Unterschiede zwischen den Gruppen.

Nachfolgende Tukey-Tests ergaben, dass der Transfer von DBA-Blastozysten in C3H-
Rezipienten zu einer geringeren Amplitude der ASR bei den Nachkommen fiihrte verglichen
mit dem Transfer von NMRI- oder C3H-Blastozysten. Die Nachkommen von C3H-
Blastozysten wiesen nur im mittleren Block (B 3-4) eine hohere Amplitude als die
Nachkommen von NMRI-Blastozysten auf. Weiterhin zeigten die Nachkommen von DBA-
Blastozysten eine signifikant niedrigere ,,gesamte* Sensitivierung der ASR im Vergleich zum
Nachwuchs von C3H- Blastozysten (Abb.15c).
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Transfer in C3H versus unbehandelte Tiere
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Abb.15. Genetische Einfllisse beim Transfer von Blastozysten in C3H-Rezipienten.

Die genetischen Effekte wurden analysiert durch den Vergleich des Verhalten des Nachwuchses von
genetisch unterschiedlichen Blastozysten (C3H, DBA und NMRI), welche in C3H-Leihmdtter
transferiert wurden. Hier wurde das Verhalten des resultierenden Nachwuchses a) in der Motilitatsbox
b) auf dem EPM und c) in der Furcht-sensitivierten ASR verglichen mit dem Verhalten der
unbehandelten Tiere. Verhaltensmessungen wurden als Mittelwerte + S.E.M. dargestellt. Die
horizontale, vertikale und zentrale Aktivitdt in der Motilitdtsbox sowie die in den offenen Armen des
EPM verbrachte Zeit wurde in Sekunden dargestellt. Auch die Anzahl von Aufrichtungen/
Anlehnungen an die Wande in der Motilitatsbox sowie die Anzahl der Eintritte in die verschiedenen
Kompartimente des EPM wurden dargestellt, ebenso wie die Amplitude der Schreckreaktion und die
»sofortige” (B5-B4) und ,,gesamte” (B5-B7)/(B3+B4) Sensitivierung der ASR, welche in mV
gemessen wurden.

OA = offene Arme des EPM

GA  =geschlossene Arme des EPM

ZENT = zentrale Plattform des EPM

Fur Mittelwerte + S.E.M. der untersuchten Parameter der Nachkommen der reziproken
Transfergruppen siehe Anhang Tab.6.

ANOVA und Tukey-Tests der Transfers

Variable CC-DC-NC Tukey-Tests

F-Werte p-Werte CC-DC CC-NC DC-NC
Motilitatsbox
Horizont. Exploration 11,42 < 0,001 + + -
Weg 32,11 < 0,001 + + -
Aufrichtzeit 60,90 < 0,001 + + +
Zahl Aufrichtungen 53,71 < 0,001 + + +
Zentrale Exploration 6,15 <0,01 - + +
Elevated Plus-Maze
Eintritte in OA 6,49 <0,01 + -
Zeit in OA 0,70 >0,1
Relative Zeit OA 0,59 >0,1
OA/OA+CA 0,74 >0,1
Akustische
Schreckreaktion
B1+B2/2 23,59 < 0,001 + - +
B3+B4/2 24,50 < 0,001 + + +
B5+B6+B7/3 17,85 < 0,001 + - +
B5 - B4 1,10 >0,1
(B5-7) — (B3-4) 3,87 0,03 + - -

Tab.10. ANOVA und Tukey-Tests der Transfers von genetisch unterschiedlichen Blastozysten in
C3H-Leihmiitter. Signifikante F- und p-Werte wurden fett dargestellt.

Anzahl der Freiheitsgrade df = 2

OA = offene Arme des EPM

GA = geschlossene Arme des EPM

flir Details siehe Anhang Tab.7
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4.2.1.2 Transfer von genetisch unterschiedlichen Blastozysten in DBA-Rezipienten

DBA
C3H —— DBA

NMRI —

Genetische Einflisse auf das Verhalten des adulten Nachwuchses von DBA-Leihmittern
wurden durch den Vergleich der Transfergruppen DBA in DBA, C3H in DBA und NMRI in
DBA untersucht. Auch hier wurden wieder Unterschiede zwischen den Transfergruppen in
allen Verhaltenstests gefunden (Tab.11).

In der Motilitatsbox zeigte der Nachwuchs der drei Transfergruppen signifikante Unter-
schiede in der mit horizontaler Exploration verbrachten Zeit [F = 31,29, df = 2, p < 0,001],
dem zuriickgelegten Weg [F = 36,49, df = 2, p < 0,001], der mit Aufrichtungen verbrachten
Zeit [F = 50,89, df = 2, p < 0,001] und der Anzahl der Aufrichtungen [F = 69,72, df = 2,
p < 0,001], was durch eine ein-faktorielle ANOVA gezeigt wurde. Jedoch existierten keine
signifikanten genetischen Effekte auf die Verweildauer der Tiere im Zentrum der Box.
Nachfolgende Tukey-Tests ergaben, dass der Transfer von NMRI-Blastozysten in DBA-
Leihmiditter zu einer langeren mit horizontaler Exploration verbrachten Zeit bei den Nach-
kommen fuhrte im Vergleich zu Nachkommen des isogenen Transfers und des Transfers von
C3H-Blastozysten, welche sich in diesem Parameter nicht unterschieden. Weiterhin fiihrte der
Transfer von NMRI- und DBA-Blastozysten in DBA-Rezipienten zu einem langeren
zuriickgelegten Weg der Nachkommen verglichen mit dem Transfer von C3H-Embryonen.
Beim Aufrichtverhalten unterschieden sich alle drei Transfergruppen signifikant voneinander,
wobei der Transfer von C3H-Blastozysten zu einem niedrigeren Aufrichtverhalten der
Nachkommen im Vergleich zum isogenen Transfer fiihrte, der Transfer von NMRI-
Blastozysten hingegen zu einem hoheren Aufrichtverhalten (Abb.16a).

Auf dem EPM zeigte die ANOVA signifikante Einflisse des genetischen Hintergrundes der
Blastozysten auf die Anzahl der Eintritte in die verschiedenen Kompartimente [F = 8,00,
df = 2, p < 0,01 fur die Anzahl der Eintritte in die offenen Arme; F = 30,29, df = 2, p < 0,001
fir die Anzahl der Eintritte in die geschlossenen Arme und F = 29,50, df = 2, p < 0,001 flr
die Anzahl der Eintritte in die zentrale Plattform des Maze]. Die Nachkommen der drei

Transfergruppen unterschieden sich auch signifikant in der in den geschlossenen Armen
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[F = 4,27, df = 2, p = 0,02] und der zentralen Plattform [F = 14,70, df = 2, p < 0,001]
verbrachten Zeit. Die absolute und relative in den offenen Armen verbrachte Zeit und der
Quotient (verbrachte Zeit in offenen Armen/verbrachte Zeit in geschlossenen Armen) waren
jedoch nicht von der genetischen Herkunft der Blastozysten abhédngig.

Nachfolgende post-hoc Tests ergaben, dass der Transfer von NMRI-Blastozysten in DBA-
Leihmiitter bei den Nachkommen zu einer htheren Anzahl von Eintritten in die offenen Arme
des Maze fiihrte als der Transfer von C3H-Blastozysten. Der Transfer von C3H-Embryonen
flihrte bei den Nachkommen zu weniger Eintritten in die geschlossenen Arme und die zentrale
Plattform des Maze als der isogene Transfer, im Gegensatz dazu fuhrte der Transfer von
NMRI-Blastozysten zu einer hoéheren Anzahl von Eintritten in diese Kompartimente
(Abb.16b). Auch fuhrte der Transfer von NMRI-Blastozysten in DBA-Leihmdtter bei den
Nachkommen sowohl zu einer signifikant geringeren verbrachten Zeit in den geschlossenen
Armen als auch zu einer hoheren verbrachten Zeit im Zentrum des Maze im Vergleich zum
isogenen Transfer. Die Nachkommen von NMRI- und C3H-Blastozysten unterschieden sich
nur in der im Zentrum des Maze verbrachten Zeit, wobei der Transfer von NMRI-
Blastozysten zu einem langeren Aufenthalt bei den Nachkommen fiihrte.

In der Furcht-sensitivierten ASR unterschieden sich die Nachkommen der drei Transfer-
gruppen signifikant in allen untersuchten Parametern [F = 20,66, df = 2, p < 0,001 fir B 1-2;
F =25,04,df =2, p<0,001 fir B 3-4; F = 10,58, df =2, p < 0,001 fur B 5-7; F = 4,57, df = 2,
p = 0,02 fir die ,,sofortige* Sensitivierung und F = 4,40, df = 2, p = 0,02 fiir die ,,gesamte*
Sensitivierung], wie die durchgefiihrte ANOVA zeigte.

Durch nachfolgende Tukey-Tests wurde festgestellt, dass sich in den ersten beiden
zusammengefassten Blocken (B 1-2 und B 3-4) alle drei Transfergruppen signifikant
voneinander unterschieden. Der Transfer von C3H-Blastozysten flihrte hier zu einer erhéhten
Amplitude der ASR beim Nachwuchs, Nachkommen des isogenen Transfers zeigten die
niedrigste Amplitude und der Transfer von NMRI-Blastozysten fiihrte zu einem intermediaren
Verhalten des Nachwuchses. Nach den FuBschocks existierte kein Unterschied mehr
zwischen Nachkommen von C3H- und NMRI-Blastozysten in der Amplitude der ASR.
Weiterhin  zeigten Nachkommen des isogenen Transfers eine hohere ,sofortige”
Sensitivierung der ASR im Vergleich zum Transfer von C3H-Blastozysten. Nachkommen des
Transfers von NMRI-Blastozysten wiesen eine héhere ,,gesamte Sensitivierung des Reflexes

auf als Nachkommen von C3H-Blastozysten (Abb.16c).
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Transfer in DBA versus unbehandelte Tiere
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Abb.16. Genetische Einfllsse beim Transfer von Blastozysten in DBA-Rezipienten.

Die genetischen Effekte wurden analysiert durch den Vergleich des Verhalten des Nachwuchses von
genetisch unterschiedlichen Blastozysten (C3H, DBA und NMRI), welche in DBA-Leihmitter
transferiert wurden. Hier wurde das Verhalten des resultierenden Nachwuchses a) in der Motilitatsbox
b) auf dem EPM und c) in der Furcht-sensitivierten ASR verglichen mit dem Verhalten der
unbehandelten Tiere. Verhaltensmessungen wurden als Mittelwerte + S.E.M. dargestellt. Die
horizontale, vertikale und zentrale Aktivitdt in der Motilitdtsbox sowie die in den offenen Armen des
EPM verbrachte Zeit wurde in Sekunden dargestellt. Auch die Anzahl von Aufrichtungen/
Anlehnungen an die Wande in der Motilitatsbox sowie die Anzahl der Eintritte in die verschiedenen
Kompartimente des EPM wurden dargestellt, ebenso wie die Amplitude der Schreckreaktion und die
»sofortige” (B5-B4) und ,,gesamte” (B5-B7)/(B3+B4) Sensitivierung der ASR, welche in mV
gemessen wurden.

OA = offene Arme des EPM

GA  =geschlossene Arme des EPM

ZENT = zentrale Plattform des EPM

Fir Mittelwerte = S.E.M. der untersuchten Parameter der Nachkommen der reziproken
Transfergruppen siehe Anhang Tab.6.

ANOVA und Tukey-Tests der Transfers

Variable DD-CD-ND Tukey-Tests

F-Werte p-Werte DD-CD DD-ND CD-ND
Motilitatsbox
Horizont. Exploration 31,29 <0,001 - + +
Weg 36,49 < 0,001 + - +
Aufrichtzeit 50,89 < 0,001 + + +
Zahl Aufrichtungen 69,72 < 0,001 + + +
Zentrale Exploration 0,69 >0,1
Elevated Plus-Maze
Eintritte in OA 8,00 <0,01 - - +
Zeit in OA 0,39 >0,1
Relative Zeit OA 0,39 >0,1
OA/OA+CA 0,70 >0,1
Akustische
Schreckreaktion
B1+B2/2 20,66 < 0,001 + + +
B3+B4/2 25,04 < 0,001 + + +
B5+B6+B7/3 10,58 < 0,001 + +
B5 - B4 4,57 0,02 + - -
(B5-7) — (B3-4) 4,40 0,02 - - +

Tab.11. ANOVA und Tukey-Tests der Transfers von genetisch unterschiedlichen Blastozysten in
DBA-Leihmdtter. Signifikante F- und p-Werte wurden fett dargestellt.

Anzahl der Freiheitsgrade df = 2

OA = offene Arme des EPM

GA =geschlossene Arme des EPM

flir Details siehe Anhang Tab.7
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4.2.1.3 Transfer von genetisch unterschiedlichen Blastozysten in NMRI-Rezipienten

NMRI
C3H —> NMRI

pEA —

Auch bei Nachkommen von NMRI-Leihmittern wurden durch den Vergleich der Transfer-
gruppen NMRI in NMRI, C3H in NMRI und DBA in NMRI signifikante genetische Effekte
auf das Verhalten des Nachwuchses ermittelt. In der Motilitatsbox zeigte der Nachwuchs der
drei Transfergruppen signifikante Verhaltensunterschiede in der mit horizontaler Exploration
verbrachten Zeit [F = 8,00, df = 2, p < 0,01], dem zurilickgelegten Weg [F = 30,31, df = 2,
p < 0,001], der mit Aufrichtverhalten verbrachten Zeit [F = 40,82, df = 2, p < 0,001] und der
Anzahl der Aufrichtungen [F = 39,99, df = 2, p < 0,001], wie die durchgefiihrte ANOVA
zeigte. Wieder wurden keine genetischen Einflisse auf die Verweildauer im Zentrum der Box
gefunden (Tab.12).

Anschlielende paarweise Gruppenvergleiche erfolgten mit Hilfe von Tukey-Tests. Der
Transfer von C3H-Blastozysten in NMRI-Rezipienten fiihrte bei den Nachkommen zu einer
geringeren mit horizontaler Exploration verbrachten Zeit im Vergleich mit dem isogenen
Transfer, sowie zu einer kirzeren zurtickgelegten Wegstrecke im Vergleich zum Transfer von
NMRI- und DBA-Blastozysten. Beim Aufrichtverhalten unterschieden sich alle drei Transfer-
gruppen signifikant voneinander, wobei der Transfer von C3H-Blastozysten zu einem
geringeren Aufrichtverhalten fihrte, der isogene Transfer zeigte das hochste Aufricht-
verhalten und der Transfer von DBA-Blastozysten lieferte intermediare Werte (Abb.17a).

Auf dem EPM zeigte die ANOVA signifikante Unterschiede zwischen den drei Transfer-
gruppen in der Anzahl der Eintritte in die verschiedenen Kompartimente [F = 14,89, df = 2,
p < 0,001 fiir die Anzahl von Eintritten in die offenen Arme; F = 19,01, df = 2, p < 0,001 fur
die Anzahl von Eintritten in die geschlossenen Arme und F = 25,40, df = 2, p < 0,001 fur die
Anzahl von Eintritten in die zentrale Plattform], wie auch in der in diesen Kompartimenten
verbrachten Zeit [F = 5,96, df = 2, p < 0,01 flr die verbrachte Zeit in den offenen Armen;
F = 12,88, df = 2, p < 0,001 flr die verbrachte Zeit in den geschlossenen Armen und
F = 12,29, df = 2, p < 0,001 fiir die verbrachte Zeit auf der zentralen Plattform]. Auch die
relative verbrachte Zeit in den offenen Armen [F = 5,97, df = 2, p < 0,01] und der Quotient
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(verbrachte Zeit in offenen Armen/verbrachte Zeit in geschlossenen Armen) [F = 5,65, df = 2,
p < 0,01] unterschieden sich signifikant zwischen dem Nachwuchs der Transfergruppen.
AnschlieBende Tukey-Tests ergaben, dass der Transfer von DBA- oder C3H-Blastozysten in
NMRI-Leihmitter beim Nachwuchs zu einer verminderten Anzahl von Eintritten in die
offenen und geschlossenen Arme, wie auch in die zentrale Plattform des Maze fiihrte, im
Vergleich zum isogenen Transfer. Weiterhin verbrachten die Nachkommen von C3H- und
DBA-Blastozysten weniger Zeit in den offenen Armen und in der zentralen Plattform des
Maze, hielten sich im Gegenzug jedoch langer in den geschlossenen Armen auf, verglichen
mit den Nachkommen des isogenen Transfers (Abb.17b). Beim Nachwuchs des isogenen
Transfers war der Anteil der in den offenen Armen verbrachten Zeit (sowohl bezogen auf die
Gesamtzeit als auch bezogen auf die verbrachte Zeit in den geschlossenen Armen) signifikant
hoher als bei den Nachkommen der Transfers von C3H- und DBA-Blastozysten.

In der Furcht-sensitivierten ASR wurden fast alle untersuchten Parameter vom genetischen
Hintergrund der transferierten Blastozysten beeinflusst. Die Nachkommen der drei Transfer-
gruppen unterschieden sich signifikant in der Amplitude der ASR [F = 74,83, df = 2,
p < 0,001 fir B 1-2; F = 39,54, df =2, p < 0,001 fur B 3-4 und F = 21,68, df = 2, p < 0,001 fir
B 5-7], wie auch in der ,sofortigen” Sensitivierung dieses Reflexes [F = 5,45, df = 2,
p < 0,01]. Die Unterschiede in der ,,gesamten* Sensitivierung lagen an der Signifikanzgrenze
[F=3,17,df =2, p=0,05].

Die Tukey-Tests zeigten, dass der Transfer von DBA-Blastozysten in NMRI-Rezipienten zu
einer geringeren Amplitude der ASR beim Nachwuchs flihrte im Vergleich zum isogenen
Transfer, jedoch nicht im mittleren Block (B 3-4). Im Gegensatz dazu fihrte der Transfer von
C3H-Embryonen in NMRI-Leihmutter zu einer hheren Schreckhaftigkeit des Nachwuchses.
Weiterhin zeigten die Nachkommen des Transfers von C3H-Blastozysten in NMRI-
Rezipienten eine signifikant niedrigere ,,sofortige* Sensitivierung im Vergleich zum isogenen
Transfer (Abb.17c).
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Abb.17. Genetische Einfllisse beim Transfer von Blastozysten in NMRI-Rezipienten.

Die genetischen Effekte wurden analysiert durch den Vergleich des Verhalten des Nachwuchses von
genetisch unterschiedlichen Blastozysten (C3H, DBA und NMRI), welche in NMRI-Leihmiditter
transferiert wurden. Hier wurde das Verhalten des resultierenden Nachwuchses a) in der Motilitatsbox
b) auf dem EPM und c) in der Furcht-sensitivierten ASR verglichen mit dem Verhalten der
unbehandelten Tiere. Verhaltensmessungen wurden als Mittelwerte + S.E.M. dargestellt. Die
horizontale, vertikale und zentrale Aktivitdt in der Motilitdtsbox sowie die in den offenen Armen des
EPM verbrachte Zeit wurde in Sekunden dargestellt. Auch die Anzahl von Aufrichtungen/
Anlehnungen an die Wande in der Motilitatsbox sowie die Anzahl der Eintritte in die verschiedenen
Kompartimente des EPM wurden dargestellt, ebenso wie die Amplitude der Schreckreaktion und die
»sofortige” (B5-B4) und ,,gesamte” (B5-B7)/(B3+B4) Sensitivierung der ASR, welche in mV
gemessen wurden.

OA = offene Arme des EPM

GA  =geschlossene Arme des EPM

ZENT = zentrale Plattform des EPM

Fur Mittelwerte + S.E.M. der untersuchten Parameter der Nachkommen der reziproken
Transfergruppen siehe Anhang Tab.6.

ANOVA und Tukey-Tests der Transfers

Variable NN - DN - CN Tukey-Tests

F-Werte p-Werte NN-DN NN-CN DN-CN
Motilitatsbox
Horizont. Exploration 8,00 <0,01 + -
Weg 30,31 < 0,001 - + +
Aufrichtzeit 40,82 < 0,001 + + +
Zahl Aufrichtungen 39,99 <0,001 + + +
Zentrale Exploration 1,08 >0,1
Elevated Plus-Maze
Eintritte in OA 14,89 < 0,001 + + -
Zeit in OA 5,96 <0,01 + + -
Relative Zeit OA 5,97 < 0,01 + + -
OA/OA+CA 5,65 <0,01 + + -
Akustische
Schreckreaktion
B1+B2/2 74,83 < 0,001 + + +
B3+B4/2 39,54 < 0,001 - + +
B5+B6+B7/3 21,68 < 0,001 + + +
B5 - B4 5,45 <0,01 - + -
(B5-7) — (B3-4) 3,17 0,05

Tab.12. ANOVA und Tukey-Tests der Transfers von genetisch unterschiedlichen Blastozysten in
NMRI-Leihmutter. Signifikante F- und p-Werte wurden fett, F- und p-Werte nahe der Signifikanz-
grenze kursiv dargestellt.

Anzahl der Freiheitsgrade df = 2

OA = offene Arme des EPM

GA =geschlossene Arme des EPM

flr Details siehe Anhang Tab.7
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4.2.2 Bestimmung von maternalen Einflissen

Maternale Einfliisse auf das Verhalten der adulten Nachkommen wurden durch den Vergleich
der Transfers von genetisch identischen Blastozysten in Leihmiitter der drei Stdimme ermittelt.

Dies wurde fiir Blastozysten aller drei Mausestamme durchgefthrt.

NMRI

/V

e DR, DBA — p C3H NMRI _— p C3H

\ANMRI S NMRI S DBA

4.2.2.1 Transfer von C3H-Blastozysten in Rezipienten verschiedener Stamme

C3H
/

C3H —>» DBA

\ NMRI

Maternale Einflsse auf das Verhalten des adulten Nachwuchses des Stammes C3H wurden
durch Vergleich der Transfergruppen C3H in C3H, C3H in DBA und C3H in NMRI ermittelt.
Die Mause dieser Gruppen hatten denselben genetischen Hintergrund, entwickelten sich aber
in unterschiedlichen maternalen Umwelten.

Maternale Einflisse auf das Verhalten des C3H-Nachwuchses wurden in der Motilitatsbox
bei der mit Aufrichtungen verbrachten Zeit [F = 6,32, df = 2, p < 0,01] und der Anzahl der
Aufrichtungen [F = 4,16, df = 2, p = 0,02] durch eine ein-faktorielle ANOVA ermittelt.
Nachfolgende post-hoc Tests zeigten, dass der Transfer in DBA-Leihmitter zu einer
signifikanten Reduktion in der mit Aufrichtungen verbrachten Zeit beim Nachwuchs fiihrte
im Vergleich zur isogenen Transfergruppe und dem Transfer in NMRI-Leihmiitter (Abb.18a).
Weiterhin zeigten die Nachkommen des Transfers in DBA-Rezipienten eine signifikant
geringere Anzahl von Aufrichtungen als die Nachkommen des Transfers in NMRI-
Rezipienten (Abb.18b). Die ANOVA ergab jedoch, dass diese Unterschiede in den ersten 5

Minuten des Verhaltenstests nicht die Signifkanzschwelle erreichten [F = 3,04, df = 2,
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p = 0,06].

Auf dem EPM erreichten die Verhaltensunterschiede der drei Transfergruppen bei der Anzahl

der Eintritte in die geschlossenen Arme [F = 2,87, df = 2, p = 0,07] und das Zentrum
[F =2,67,df =2, p=0,08] des Maze nicht die Signifikanzgrenze, wie die durchgefiihrte ein-
faktorielle ANOVA zeigte.

Auch ergab diese, dass sich der Nachwuchs der drei Transfergruppen signifikant in den
Amplituden der letzten drei Blocke der ASR unterschied [F = 3,28, df = 2, p < 0,05]. Die
Verhaltensunterschiede in den Blocken 3-4 erreichten jedoch nicht ganz die Signifikanz-
schwelle [F = 3,04, df = 2, p = 0,06]. Anschlielende Tukey-Tests zeigten, dass der Transfer
von C3H-Blastozysten in NMRI-Leihmditter zu einer Reduktion der ASR im Vergleich zum
isogenen Transfer flhrte. Der Transfer in DBA-Leihmitter verursachte keine Verhaltens-
anderungen beim Nachwuchs (Abb.18c).

Fur detaillierte Einzelergebnisse siehe Anhang Tab.8.

a Aufrichtzeit b Anzahl der Aufrichtungen
60 ** 90 *
@ 45 L 4('_:5 60 — L
= 30 E 30 ’Ik
N 15 < ﬁ
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C3Hin C3Hin C3Hin C3Hin C3Hin C3Hin
C3H DBA NMRI C3H DBA NMRI

C Akustische Schreckreaktion

W C3Hin C3H
$>'E 1600 - O C3Hin DBA
= 1200 P *lfucsH in NMRI
©
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< 0

B1-2 B3-4 B5-7

Abb.18. Maternale Effekte auf Blastozysten von C3H-M&ausen.

Der Transfer von C3H-Blastozysten in DBA-Leihmditter fiihrte beim Nachwuchs zu einer signifikant
geringeren mit Aufrichtungen verbrachten Zeit in der Motilitdtsbox (a). Nachkommen der Transfer-
gruppe C3H in DBA richteten sich in der Motilitatsbox weniger auf als Nachkommen der Transfer-
gruppe C3H in NMRI (b). Der Nachwuchs des Transfers von C3H-Blastozysten in NMRI-Rezipienten
zeigte eine geringeren Amplitude der ASR im Mittelwert der Blocke 5-7 verglichen mit dem isogenen
Transfer (c).

(*): p=0,05-0,1; *:p<0,05-0,01; **:p<0,01-0,001
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4.2.2.2 Transfer von DBA-Blastozysten in Rezipienten verschiedener Stamme

DBA
/

DBA ——» C3H

T~ NMRI

Durch den Vergleich der Transfergruppen DBA in DBA, DBA in C3H und DBA in NMRI
wurden maternale Einflusse auf das Verhalten des Nachwuchses von DBA-Blastozyten unter-
sucht. Der genetische Hintergrund der Rezipienten beeinflusste auch hier wieder die mit
Aufrichtungen verbrachte Zeit und die Anzahl der Aufrichtungen des Nachwuchses in der
Motilitatsbox. Jedoch zeigte die ein-faktorielle ANOVA, dass die Verhaltensunterschiede
uber die gesamte Testperiode hinweg betrachtet nicht die Signifikanzschwelle erreichten
[F = 3,11, df = 2, p = 0,06 flr die mit Aufrichtungen verbrachte Zeit und F = 2,51, df = 2,
p < 0,1 fur die Anzahl von Aufrichtungen]. In den ersten 5 Minuten des Tests existierten
jedoch signifikante Unterschiede zwischen den Transfergruppen [F = 4,01, df = 2, p = 0,03
flr die mit Aufrichtungen verbrachte Zeit und F = 4,38, df = 2, p = 0,02 fur die Anzahl von
Aufrichtungen]. Der Transfer von DBA-Blastozysten in NMRI-Rezipienten fiihrte hier zu
einer langeren Zeit, welche der Nachwuchs mit Aufrichtverhalten verbrachte, und zu einer
hoheren Anzahl von Aufrichtungen verglichen mit der isogenen Transfergruppe, wie
nachfolgende Tukey-Tests ergaben. Der Transfer von DBA-Blastozysten in C3H-Rezipienten
flhrte zu keinen signifikanten Unterschieden verglichen mit dem isogenen Transfer oder mit
der Gruppe DBA in NMRI.

Auch auf dem EPM erreichten die Unterschiede zwischen den Transfergruppen in der Anzahl
der Eintritte in die geschlossenen Arme [F = 2,84, df = 2, p = 0,07] und das Zentrum
[F=2,47,df =2, p<0,1] wieder nicht die Signifikanzschwelle, wie die ANOVA zeigte.
Auch ergab diese wieder einen signifikanten Einfluss von maternalen Faktoren auf die
Amplitude der ASR [F =4,42,df =2, p=0,02 fur B 1-2; F=4,14,df =2, p = 0,02 fir B 3-4
und F =453, df =2, p=0,02 fir B 5-7]. Anschlieliende post-hoc Tests ermittelten, dass der
Transfer von DBA-Blastozysten in NMRI- und C3H-Rezipienten zu einer Reduktion der
Amplitude der ASR beim Nachwuchs in allen Blocken fiihrte, auRer beim Transfer in C3H-
Rezipienten bei B 5-7, verglichen mit der isogenen Transfergruppe. Die beiden

Transfergruppen selbst unterschieden sich nicht signifikant in ihrem Verhalten (Abb.19a).
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Die maternale Umwelt beeinflusste auch die Sensitivierung der ASR [F = 2,66, df = 2,
p = 0,08 fur die ,,sofortige” Sensitivierung und F = 3,77, df = 2, p = 0,03 fir die ,,gesamte*
Sensitivierung]. Nachkommen des Transfers von DBA-Blastozysten in NMRI-Rezipienten
zeigten eine signifikante Reduktion der ,,gesamten* Sensitivierung (B 5-7 minus B 3-4)
verglichen mit Nachwuchs des isogenen Transfers (Abb.19b), das heif3t, der Transfer in die
maternale Umwelt von NMRI-Rezipienten flihrte zu einem verminderten Angstverhalten. Bei
der ,,sofortigen* Sensitivierung erreichte dieser Unterschied nicht die Signifikanzschwelle.
Der Transfer von Blastozysten in C3H-Leihmitter fiihrte zu keiner signifikanten
Verhaltensanderung, verglichen mit dem isogenen Transfer oder dem Transfer in NMRI-

Rezipienten. Fir detaillierte Einzelergebnisse siehe Anhang Tab.8.

a Akustische Schreckreaktion b Sensitivierung der ASR
_ m DBA in C3H

g 600 * mOBA G T>E‘ 1400 i) * _ [1DBA in DBA
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E 0 E 0 ‘ ‘

B 1-2 B 3-4 B 5-7 B5-B4 Post-B3+4

AbDb.19. Maternale Effekte auf Blastozysten von DBA-Mausen.

Der Transfer von DBA-Blastozysten in C3H- oder NMRI-Rezipienten fuhrte zu einer geringeren
Amplitude der ASR beim Nachwuchs (a). Die Sensitivierung dieses Reflexes war signifikant geringer
beim Nachwuchs von DBA-Blastozysten, welche in NMRI-Leihmdtter transferiert wurden, im
Vergleich mit Nachkommen des isogenen Transfers (b).

(*): p=0,05-0,1; *=p<0,05-0,01

4.2.2.3 Transfer von NMRI-Blastozysten in Rezipienten verschiedener Stamme

NMRI
/

NMRI ———» C3H

\ DBA

Materale Einfliisse auf das Verhalten des Nachwuchses von NMRI-Blastozysten wurden
durch den Vergleich der Transfergruppen NMRI in NMRI, NMRI in C3H und NMRI in DBA
ermittelt. Im Gegensatz zu den Inzuchtstdmmen DBA und C3H wurde beim Transfer von
Blastozysten des Auszuchtstammes NMRI eine Vielzahl von Parametern in allen

Verhaltenstests gefunden, welche von maternalen Faktoren beeinflusst wurden.
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Die ein-faktorielle ANOVA zeigte, dass sich alle untersuchten Verhaltensparameter der
Motilitatsbox signifikant zwischen den drei Transfergruppen unterschieden [F = 10,54, df = 2,
p < 0,001 fur die mit horizontaler Exploration verbrachte Zeit; F = 6,41, df = 2, p < 0,01 fir
den zuruickgelegten Weg; F = 6,86, df = 2, p < 0,01 flr die mit Aufrichtungen verbrachte Zeit;
F =5,26, df = 2, p < 0,01 fur die Anzahl der Aufrichtungen und F = 7,42, df = 2, p < 0,01 fur
die im Zentrum der Box verbrachte Zeit].

Der Transfer von NMRI-Blastozysten in DBA-Rezipienten fiihrte bei den Nachkommen zu
einer hoheren lokomotorischen Aktivitét in x-, y-Richtung, verglichen mit den Nachkommen
des isogenen Transfers oder des Transfers in C3H-Rezipienten (Abb.20a), wie nachfolgende
Tukey-Tests ermittelten. Im Gegensatz dazu zeigten Nachkommen des Transfers von NMRI-
Blastozysten in C3H-Leihmdtter einen signifikant geringeren zurtickgelegten Weg in den
ersten 5 Minuten des Tests und Uber die gesamte Testzeit betrachtet, der Transfer in DBA-
Leihmiitter fiihrte zu keiner signifikanten Verhaltensanderung (Abb.20b). Beim Transfer von
NMRI-Blastozysten in DBA-Rezipienten verbrachten die Nachkommen weniger Zeit mit
Aufrichtverhalten und zeigten auch eine geringere Anzahl von Aufrichtungen als die Mdause
des isogenen Transfers oder des Transfers in C3H-Rezipienten (Abb.20c und d). Jedoch
fihrte der Transfer von NMRI-Blastozysten in C3H- oder DBA-Rezipienten zu einer
signifikant langeren Verweilzeit des Nachwuchses im Zentrum der Box verglichen mit dem
isogenen Transfer, was darauf hinwies, dass diese Tiere weniger dngstlich waren (Abb.20e).
Beim Auszuchtstamm NMRI zeigte die ein-faktorielle ANOVA erstmals einen maternalen
Einfluss auf einen Verhaltensparameter des EPM. Die drei Transfergruppen unterschieden
sich signifikant in der in der zentralen Plattform des Maze verbrachten Zeit [F = 6,14, df = 2,
p < 0,01], wobei anschlieBende Tukey-Tests ergaben, dass der Nachwuchs des Transfers in
C3H-Leihmutter weniger Zeit auf diesem Kompartiment verbrachte als Nachkommen des
isogenen Transfers oder des Transfers in DBA-Rezipienten (Abb.20f).

In der ASR zeigte die ein-faktorielle ANOVA signifikante Unterschiede zwischen den
Transfergruppen in den Amplituden fast aller Blocke [F = 6,31, df = 2, p < 0,01 fir B 1-2;
F=493,df =2, p=0,01flr B 3-4und F=4,41, df = 2, p = 0,02 flir B 5-7], einzig bei Block
6 bestanden keine Verhaltensunterschiede. Die post-hoc Tests ermittelten, dass der Transfer
von NMRI-Blastozysten in C3H- oder DBA-Rezipienten zu einer hoheren Amplitude der
ASR bei den Nachkommen in allen Bldcken fiihrte, auBBer bei Block 1-2 beim Nachwuchs der
Gruppe NMRI in DBA (Abb.20g).

Fur detaillierte Einzelergebnisse siehe Anhang Tab. 8.
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a Horizontale Exploration b Weg in x-, y- Dimension
*kk **
450 ; — A 60 = —= B
@ 300 E 4 =
3 150 = 15
0 0 ‘
NMRI in NMRI in NMRI in NMRI in NMRI in NMRI in
C3H DBA NMRI C3H DBA NMRI
C Aufrichtzeit d Anzahl der Aufrichtungen
150 ok 200 , i
~ 120 ' L] - = 160 * =
2 90 * ook g 120
% 60 c 80
N 30 < 40
0 0
NMRI in NMRI in NMRI in NMRI in NMRIin NMRIin
C3H DBA NMRI C3H DBA NMRI
e Zentrale Exploration f Zeit im Zentrum des EPM
** *%
R lgg | - 80 I =
&« = *% 2 60 * % L
= 50 | | =2 40 I
‘© = ‘©
N 25 N 20
0 0
NMRI in NMRI in NMRI in NMRI in NMRIin NMRIin
C3H DBA NMRI C3H DBA NMRI
g Akustische Schreckreaktion
B NVRIin C3H
< 1500 *k * OO NMRIin DBA
E 1200 2 NMVRI in NMRI
L 900
2 600 x
2 300
1S
< 0

B1-2 B34 B5-7

Abb.20. Maternale Effekte auf Blastozysten von NMRI-Méausen.

Der Transfer von NMRI-Blastozysten in DBA-Rezipienten fiihrte zu einer hdheren horizontalen
Exploration beim Nachwuchs (a), wéhrend der Transfer in C3H-Rezipienten zu einer signifikanten
Reduktion im zuriickgelegten Weg fiihrte (b). Der Nachwuchs des Transfers in DBA-Leihmutter
verbrachte eine kirzere Zeit mit Aufrichtverhalten (¢) und zeigte eine geringere Anzahl von
Aufrichtungen im Vergleich zum isogenen Transfer und zum Transfer in C3H-Blastozysten (d). Der
Nachwuchs des Transfers in C3H- oder DBA-Leihmiitter verbrachte eine langere Zeit im Zentrum der
Motilitdtsbox (e), wahrend der Transfer in C3H-Rezipienten zu einer signifikant reduzierten
Verweildauer auf der zentralen Plattform des EPM fuhrte (f). Nachkommen der Transfers in C3H-
oder DBA-Leihmutter zeigten eine hohere Amplitude der ASR im Verleich zu Nachkommen des
isogenen Transfers (g).

*.p<0,05, **:p<0,01-0,001; ***:p<0,001
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4.3 Zusammenfassung der Einzelmerkmale mittels Score-Analyse

Bei jedem der drei durchgefiihrten Verhaltenstests wurden mehrere Parameter untersucht, die
oft ein ahnliches Verhalten messen und teilweise sogar miteinander korrelieren. Um globale
Aussagen Uber das Verhalten zu erhalten, ware es wiinschenswert, diese zu einem Parameter
zusammenzufassen. Auf Basis der Uberlegungen, die zu den stabilen multivariaten Verfahren
von Lé&uter geflhrt haben (L&uter, 1996; Lduter et al., 1995), wurden deshalb nach
inhaltlichen Kriterien Summenscores fiir die vier interessierenden Hauptmerkmale des
Verhaltens gebildet (Aktivitat, Aufrichtung, Angst und Schreckhaftigkeit). Jeder Score wurde
durch mehrere einzelne Merkmale représentiert, wobei alle Merkmale die gleiche Gewichtung
erhielten. Durch diese standardisierten Summenscores wurden die vielen Einzelmerkmale auf
vier Hauptcharakteristika konzentriert und somit wurden zusammenfassende Interpretationen
maoglich. Fir die statistische Analyse liefern diese Scores jedoch keine neuen Erkenntnisse.
Zur Berechnung der Summenscores wurde bei den Verhaltensparametern der Motilitatsbox
nur die gesamte Testzeit von 10 Minuten betrachtet. Diejenigen Merkmale, welche eine
Verhaltensanderung in die gleiche Richtung bewirkten, wurden bei der Berechnung mit dem

gleichen Vorzeichen versehen.

Zusammensetzung der einzelnen Summenscores:

e Aktivitat = Horizontale Exploration + Weg + Weg/Zeit + Eintritte GA + Eintritte ZENT

¢ Aufrichtung = Aufrichtzeit + Anzahl Aufrichtungen + Anzahl Aufrichtungen/Zeit

e Angst = Zentrale Exploration + Eintritte OA + relative Zeit in OA + Quotient Zeit OA/GA-
(B5 minus B4) — (B 5-7 minus B 3-4)

e Schreckhaftigkeit = Block 1 + Block 2 + Block 3 + Block 4 + Block 5 + Block 6 + Block 7

Mit den berechneten Summenscores der neun Transfergruppen wurde wiederum zur
allgemeinen Ubersicht eine drei-faktorielle ANOVA mit den Faktoren Embryo-Donatoren
(genetische Effekte), Embryo-Rezipienten (maternale Effekte) und Geschlecht durchgefihrt
(Tab.13).

Die Aktivitat der Tiere wurde von den Embryo-Donatoren, also dem genetischen Hintergrund
determiniert [F = 106,89, df = 2, p < 0,001], des Weiteren existierte eine signifikante
Wechselwirkung zwischen Embryo-Donatoren und Rezipienten [F = 3,62, df = 4, p < 0,01].
Im Gegensatz dazu wurde das Aufrichtverhalten der Tiere sowohl von der genetischen

Abstammung der Blastozysten [F = 80,33, df 0 2, p < 0,001] als auch von maternalen
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Faktoren beeinflusst [F = 12,78, df = 2, p < 0,001], jedoch existierten hier keinerlei Wechsel-
wirkungen zwischen den beiden Faktoren. Das Angstverhalten der Tiere war alleine von der
genetischen Herkunft der Embryonen abhangig [F = 3,55, df = 2, p = 0,03]. Bei der Schreck-
haftigkeit der Tiere spielte das Geschlecht eine signifikante Rolle [F = 9,36, df = 1,
p < 0,01]. Weiterhin wurde dieses Verhalten sowohl von den Embryo-Donatoren [F = 80,81,
df = 2, p < 0,001] als auch von den Rezipienten [F = 7,97, df = 2, p < 0,001] signifikant
beeinflusst, es spielten also sowohl genetische wie auch maternale Faktoren bei der
Auspragung dieses Verhaltens eine Rolle. Die Wechselwirkung zwischen Embryo-Donatoren
und Geschlecht erreichte die Signifikanzgrenze nicht [F = 2,65, df = 4, p = 0,07].

- Donatoren x Donatoren x Rezipienten x

Variable Geschl_echt Donatciren Re2|p|¢inten Rezipienten Geschlecht Geschlecht
df =1 df =2 df =2 df =4 df =2 df=2
F=0,62 F=1,01 F=0,57 F=0,29
Aktivitat p>0,1 p>0,1 p>0,1 p>0,1
F=0,24 F=0,55 F=0,09 F=0,43
Aufrichtung p>0,1 p>0,1 p>0,1 p>0,1
F=0,00 F=0,46 F=0,89 F=1,06 F=0,34
Angst p>0.1 . p>01 p>0.1 p>01
Schreck- F=1,31 F=2,65 F=1,01
haftigkeit p>0,1 p=0,07 p>0,1

Tab.13. Ergebnisse der drei-faktoriellen Varianzanalyse mit den Faktoren Embryo-Donatoren,
Embryo-Rezipienten und Geschlecht fur die Summenscores des Verhaltens der reziproken Transfers
der Stdmme C3H, DBA und NMRI.

df = Anzahl der Freiheitsgrade

rot = signifikante p-Werte (p < 0,05)

gelb = p-Werte nahe der Signifikanzgrenze (p = 0,05 bis p <0,1)

4.4 Interpretation der Ergebnisse mit Hilfe der Summenscores

Zur Ermittlung der genetischen und maternalen Einflusse auf die Summenscores des
Verhaltens bei den verschiedenen Stdmmen wurden ein-faktorielle ANOVAs mit
anschlieRenden Tukey-Tests durchgefuhrt. Genetische Einflisse auf das Verhalten des
Nachwuchses wurden wieder durch den Vergleich der Transfers von genetisch unter-
schiedlichen Blastozysten in definierte Rezipienten ermittelt, maternale Effekte durch den
Vergleich der Transfers von genetisch identischen Blastozysten in Rezipienten der
verschiedenen Stamme.

Fur detaillierte Ergebnisse siehe Anhang Tab.9a und b.
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a) Aktivitat

Die ein-faktoriellen ANOVAs zeigten, dass die Aktivitdt der Tiere vor allem durch ihre
genetische Abstammung determiniert wurde [F = 37,62, df = 2, p < 0,001 fir die Transfers in
C3H-Blastozysten, F = 49,94, df = 2, p < 0,001 fur die Transfers in DBA-Blastozysten und
F =30,71, df = 2, p < 0,001 fiir die Transfers in NMRI-Blastozysten].

Nachkommen von NMRI-Blastozysten waren am aktivsten, Nachkommen von DBA-
Embryonen zeigten intermediare Werte und der Nachwuchs von C3H-Blastozysten zeigte
generell die geringste Aktivitat, wie die anschlielenden post-hoc Tests zeigten. Einzig beim
Transfer in C3H-Leihmitter konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den Nach-
kommen von DBA- und NMRI-Blastozysten festgestellt werden (Abb.21a).

Maternale Faktoren hatten nur bei Blastozysten des Auszuchtstammes NMRI einen
signfikanten Einfluss auf die Aktivitat der Nachkommen [F = 5,45, df = 2, p < 0,01], wobei
der Transfer in C3H-Leihmdtter zu einer niedrigeren Aktivitdt des Nachwuchses flhrte,

verglichen mit dem isogenen Transfer und dem Transfer in DBA-Rezipienten (Abb.21Db).

a Aktivitat - genetische Einflisse b Aktivitat - maternale Einfliisse
391 *kk *xk Kkk 391 *%
2 386 mC3H ? 386 min C3H
§ 381 O DBA é 381 Oin DBA
376 T NMRI 376 min NMRI
371 ‘ ‘ | 371
in C3H in DBA in NMRI C3H DBA NMRI

Abb.21. Genetische (a) und maternale (b) Einfllisse auf die Aktivitat der Nachkommen.
**:p<0,01-0,001; ***:p<0,001

b) Aufrichtung

Beim Transfer von genetisch unterschiedlichen Blastozysten in Leihmitter desselben
Stammes zeigte die ein-faktoriellen ANOVAs einen signifikanten Einfluss der genetischen
Herkunft der Embryonen auf das Aufrichtverhalten des Nachwuchses [F = 26,57, df = 2,
p < 0,001 fir die Transfers in C3H-Rezipienten, F = 32,93, df = 2, p < 0,001 fir die Transfers
in DBA-Rezipienten und F = 28,82, df = 2, p < 0,001 fir die Transfers in NMRI-
Rezipienten]. AnschlieBende Tukey-Tests ergaben, dass Nachkommen von NMRI-
Blastozysten ein hoheres Aufrichtverhalten aufwiesen als Nachkommen von C3H- und DBA-
Blastozysten (Abb.22a).
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Jedoch zeigten die ANOVAs bei diesem Verhalten auch einen signifikanten maternalen
Effekt auf C3H-Blastozysten [F = 5,85, df = 2, p < 0,01] und NMRI-Blastozysten [F = 7,37,
df =2, p <0,01], wahrend dieser bei Embryonen des DBA-Stammes an der Signifikanzgrenze
lag [F = 3,18, df = 2, p = 0,05]. Der Transfer von C3H- und NMRI-Blastozysten in DBA-
Leihmiitter fihrte zu einem geringeren Aufrichtverhalten des Nachwuchses im Vergleich zu
den Transfers in Leihmditter der Stimme C3H und DBA, wie durch post-hoc Tests ermittelt
wurde (Abb.22b).

d Aufrichtung-genetische Einfliisse b Aufrichtung-maternale Einflisse
177 *kk *hk *hk 177 *% 1%\ *%k
¢ 174 M mC3H ¢ 174 min C3H
E 171 i‘ﬂ rﬂ ODBA E 171 Oin DBA
“ 168 T NMRI “ 168 min NMRI
165 ‘ ‘ | 165
in C3H in DBA in NMRI C3H DBA NMRI

Abb.22. Genetische (a) und maternale (b) Einflisse auf das Aufrichtverhalten der Nachkommen.
(*): p=10,05-0,1; **: p<0,01-0,001; ***:p<0,001

¢) Angstverhalten

Die drei-faktorielle ANOVA zeigte zwar einen signifikanten Einfluss der genetischen
Herkunft der Embryonen auf das Angstverhalten des Nachwuchses, jedoch konnte dieser bei
der Einzelbetrachtung der Transfergruppen nicht gefunden werden (Abb.23a).

Weiterhin spielten auch maternale Effekte bei der Ausprédgung des Angstverhaltens beim
adulten Nachwuchs keine signifikante Rolle (Abb.23b).

d Angst - genetische Einflisse b Angst - maternale Einflisse
1814 1814
8 1811 mC3H 8 1811 min C3H
§ 1808 ODBA § 1808 Cin DBA
o T NMRI o min NMRI
1805 1805
in C3H in DBA in NMRI C3H DBA NMRI

Abb.23. Genetische (a) und maternale (b) Einfliisse auf das Angstverhalten der Nachkommen.
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d) Schreckhaftigkeit

Die ANOVAs zeigten beim Transfer von genetisch unterschiedlichen Embryonen in
Leihmiitter desselben Stammes einen signifikanten Einfluss der genetischen Herkunft der
Embryonen auf die Schreckhaftigkeit der Nachkommen [F = 24,60, df = 2, p < 0,001 flr die
Transfers in C3H-Rezipienten, F = 19,15, df = 2, p < 0,001 fir die Transfers in DBA-
Rezipienten und F = 44,80, df = 2, p < 0,001 fur die Transfers in NMRI-Rezipienten]. Die
nachfolgenden Tukey-Tests ergaben, dass der Transfer von C3H-Blastozysten zu der
hdchsten Schreckhaftigkeit beim Nachwuchs fuhrte, Nachkommen von NMRI-Blastozysten
zeigten intermedidre Amplituden der ASR, wahrend Nachkommen von DBA-Blastozysten am
wenigsten schreckhaft waren. Nur beim Transfer in C3H-Leihmitter existierten keine
signifikanten Unterschiede in der Schreckhaftigkeit der Nachkommen von C3H- und NMRI-
Blastozysten (Abb.24a).

Des Weiteren zeigten die ein-faktoriellen ANOVAs signifikante maternale Einflusse auf die
Schreckhaftigkeit der Nachkommen von DBA-Blastozysten [F = 5,08, df = 2, p = 0,01] und
NMRI-Blastozysten [F = 5,53, df = 2, p < 0,01], wéhrend diese beim Nachwuchs von C3H-
Embryonen die Signifikanzschwelle nicht erreichten [F = 2,75, df = 2, p = 0,07]. Die
maternale Umwelt einer NMRI-Leihmutter fihrte bei NMRI-Embryonen zu einer geringeren
Schreckhaftigkeit des Nachwuchses im Vergleich zur maternalen Umwelt von DBA- oder
C3H-Leihmuttern, wie anschlieRende post-hoc Tests zeigten. Bei DBA-Embryonen fuhrte der
Transfer in NMRI-Leihmutter ebenfalls zu weniger schreckhaften Nachkommen, jedoch nur

im Vergleich mit dem isogenen Transfer (Abb.24b).

a Schreckhaftigkeit-genetische b Schreckhaftigkeit - maternale
Einflusse Einflusse
5060 Kk Kk *kk 5060 rx\ * *k
5 5040 5 5040 ,
@ 5030 O DBA & 5030 Oin DBA
5020 ONMRI 5020 Oin NMRI
in C3H in DBA in NMRI C3H DBA NMRI

Abb.24. Genetische (a) und maternale (b) Einfliisse auf die Schreckhaftigkeit der Nachkommen.
(*): p=0,05-0,1; *: p<0,05-0,01; **:p<0,01-0,001; ***:p<0,001



Ergebnisse 73

5. Abschéatzung des Einflusses uteriner und postnataler Faktoren

Die beobachteten maternalen Einfliisse auf das Verhalten des Nachwuchses kénnten sowohl
wahrend der Tragzeit im Uterus der Leihmutter auf den sich entwickelnden Nachwuchs
eingewirkt haben, wie auch in der postnatalen Periode, da die Nachkommen noch bis zur
Entwéhnung im Alter von 21 Tagen bei ihrer Leihmutter verblieben.

Zur Abgrenzung von uterinen und postnatalen Faktoren wurde eine neue Gruppe eingefiihrt,
bei welcher NMRI-Blastozysten in C3H-Leihmitter transferiert und von diesen ausgetragen
wurden. Am Tag nach der Geburt wurden die Jungtiere einer NMRI-Amme untergesetzt,
sodass diese NMRI-Mause nur der uterinen Umwelt einer C3H-Mutter ausgesetzt waren,
nicht aber deren postnatalen Effekten (Gruppe NMRI in C3H in NMRI).

5.1 Uterine Einflisse auf das Verhalten von NMRI-Mausen

Durch den Vergleich der Gruppe NMRI in C3H in NMRI mit dem isogenen Transfer des
Stammes NMRI (Gruppe NMRI in NMRI) konnten die uterinen Effekte auf das Verhalten des
Nachwuchses ermittelt werden, da die Nachkommen beider Gruppen dieselbe genetische
Abstammung und dieselbe postnatale Umwelt hatten, ihre prénatale Zeit jedoch in den Uteri
von Rezipienten unterschiedlicher genetischer Herkunft verbrachten.

In der Motilitatsbox fihrte der Transfer in die uterine Umwelt einer C3H-Leihmutter zu einer
signifikanten Reduktion der Zeit, welche der Nachwuchs mit Aufrichtverhalten verbrachte
[t =-3,15, df = 31,7, p < 0,01] und zu einer reduzierten Anzahl von Aufrichtungen [t = -3,32,
df = 31,7, p < 0,01] im Vergleich zum Transfer in die uterine Umwelt einer NMRI-Mutter,
was durch einen t-Test gezeigte wurde (Abb.25a,b). Auch verbrachte der Nachwuchs von
NMRI-Blastozysten, welche in den Uterus eines C3H-Rezipienten transferiert wurden,
signifikant mehr Zeit im Zentrum der Box als der Nachwuchs des isogenen Transfers
[t=3,17, df = 28,3, p < 0,01], was auf ein reduziertes Angstverhalten hinwies (Abb.25c¢). Die
Unterschiede zwischen den beiden Gruppen in der mit horizontaler Exploration verbrachten
Zeit lagen an der Signifikanzgrenze [t = 2,07, df = 22, p = 0,05].

Auf dem EPM zeigte der Nachwuchs von NMRI-Blastozysten, welche in den Uterus einer
C3H-Mutter transferiert wurden, signifikant weniger Eintritte in die offenen Arme des Maze
als der Nachwuchs des isogenen Transfers [t = -2,48, df = 28,7, p = 0,02] (Abb.25d). Der

Verhaltensunterschied der Nachkommen beider Gruppen in der Anzahl der Eintritte in die
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zentrale Plattform des Maze erreichte die Signifikanzgrenze nicht [t = -1,82, df = 31,9,
p =0,08].

Der Transfer von NMRI-Blastozysten in den Uterus einer C3H-Mutter resultierte in einem
signifikanten Anstieg der Amplitude der ASR beim Nachwuchs im Vergleich zu NMRI-
Mausen, welche ihre prénatale Zeit im Uterus von NMRI-Leihmittern verbracht hatten
[t=5,74, df = 17,3, p < 0,001 fur B 1-2; t = 5,96, df = 17,6, p < 0,001 fiir B 3-4 und t = 5,87,
df = 25, p < 0,001 fir B 5-7] (Abb.25e). Der Unterschied zwischen den beiden Gruppen bei
der ,,gesamten” Sensitivierung dieses Reflexes durch die FuBschocks erreichte nicht die
Signifikanzschwelle [t = 1,92, df = 29,2, p = 0,07]. Hier fihrte der Transfer von NMRI-
Blastozysten in den Uterus einer C3H-Mutter zu einer etwas starkeren Sensitivierung dieses
Reflexes bei den adulten Nachkommen (Abb.25f).

Fur Details des t-Tests siehe Anhang Tab.10.

a Aufrichtzeit b Anzahl der Aufrichtungen
160 200
@ 120 - < 150 ok
= 80 = N 100
3 40 < 50
0 T 1 0 T 1
NMRIin NMRI NMRIin C3Hin NMRI in NMRI NMRIin C3H in
NMRI NMRI
C Zentrale Exploration d Eintritte in offene Arme
80 6
» 60 T <
;q_:: 40 3 E ; L- i
20
N < |_T_|
0 0
NMRIin NMRI NMRIin C3Hin NMRIin NMRI NMRIin C3Hin
NMRI NMRI
e Akustische Schreckreaktion f Sensitivierung der ASR
S S
£ 2000 £ 3000
o 1500 )
5 1000 " 5 2000 o =
£ 500 2 ok 2 1000 —
g- 0 g- f T 1
< B 1-2 B 3-4 B 5-7 < NMRIin NMRI  NMRIin C3Hin

NMRI
B NMRIin NMRI CONMRIin C3H in NMRI
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Abb.25. Uterine Effekte auf das Verhalten von NMRI-Mé&usen.

Der Nachwuchs von NMRI-Blastozysten, welche in C3H-Leihmlditter transferiert und nach der Geburt
einer NMRI-Amme untergesetzt wurden, zeigte eine signifikante Reduktion in der durchschnittlich
mit Aufrichtungen verbrachten Zeit (a) und in der durchschnittlichen Anzahl von Aufrichtungen (b) in
der Motilitatsbox, verglichen mit dem isogenen Transfer. Diese Mause verbrachten auch mehr Zeit im
Zentrum der Box (c). Auf dem EPM zeigten NMRI-Mause, welche ihre pranatale Zeit im Uterus einer
C3H-Mutter verbrachten, signifikant weniger Eintritte in die offenen Arme des Maze im Vergleich
zum isogenen Transfer (d). Sie wiesen auch eine héhere durchschnittliche Amplitude der ASR auf (e),
jedoch erreichte der Anstieg in der ,,gesamten* Sensitivierung der ASR nicht die Signifikanzschwelle

().
(*): p=0,05-0,1; *: p<0,05-0,01; **:p <0,01-0,01; ***: p < 0,001

5.2 Postnatale Einflisse auf das Verhalten von NMRI-Mausen

Postnatale Einflisse auf das Verhalten des Nachwuchses wurden durch den Vergleich der
Gruppe NMRI in C3H in NMRI mit der Transfergruppe NMRI in C3H ermittelt. Der Nach-
wuchs beider Gruppen hatte dieselbe genetische Abstammung und wuchs in derselben
uterinen Umgebung auf, jedoch wurden die Neugeborenen der einer Gruppe von den C3H-
Rezipienten aufgezogen, wahrend die Neugeborenen der anderen Gruppe von einer NMRI-
Mutter adoptiert wurden.

Der t-Test zeigte, dass die Adoption durch eine NMRI-Leihmutter zu einem signifikant
langeren zurlickgelegten Weg des Nachwuches in der Motilitatsbox flihrte im Vergleich zu
NMRI-Méusen, welche bei ihrer C3H-Leihmutter verblieben [t = 2,61, df = 21,9, p = 0,02]
(Abb.26a). Weiterhin verbrachten NMRI-Mause, welche von einer NMRI-Leihmutter
adoptiert wurden, eine signifikant geringere Zeit mit Aufrichtverhalten [t = -4,07, df = 31,9,
p < 0,001] und zeigten eine geringere Anzahl von Aufrichtungen [t = -4,12, df = 31,5,
p < 0,001] als NMRI-Maduse, welche ihre postnatale Zeit in der Umwelt einer C3H-Mutter
verbrachten (Abb.26b,c). Die Unterschiede der beiden Transfergruppen in der mit
horizontaler Exploration verbrachten Zeit in der Motilitdtsbox in den ersten 5 Minuten
[t = 1,84, df = 31,3, p = 0,08] und Uber den gesamten Testzeitraum hinweg [t = 1,77,
df = 26,9, p = 0,09] erreichten nicht die Signifikanzgrenze.

Bei den untersuchten Parametern des EPM wurden keine postnatalen Einflisse auf das
Verhalten des Nachwuchses gefunden.

Im Gegensatz dazu zeigten Mduse, welche von NMRI-Leihmdttern aufgezogen wurden, eine
signifikant hohere Amplitude der ASR im Vergleich mit Tieren, welche nach der Geburt bei
ihren C3H-Muttern verblieben [t = 2,15, df = 31,4, p = 0,04 fir B 1-2; t = 3,26, df = 28,3,
p < 0,01 fur B 3-4 und t = 2,86, df = 31,9, p < 0,01 fiir B 5-7] (Abb.26d).
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Fur Details des t-Tests siehe Anhang Tab.10.

a Weg in x-, y- Dimension b Aufrichtzeit
__ 60 - 160
£ 45 x @ 120 ok
> 30 = 80 =
15 3 40
=0 ‘ 0 ‘ ‘
NMRIin C3H NMRIin C3Hin NMRIin C3H NMRIin C3Hin
NMRI NMRI
C Anzahl der Aufrichtungen d Akustische Schreckreaktion
S
s 1
< 150 *kk [} * *%*
S 100 = S 1000 >
S “go £ 500
< o 0
0 ‘ 1 g
< B 1-2 B 3-4 B 5-7

NMRIin C3H NMRIin C3Hin

NMRI . . .
B NMRIin C3H ONMRIin C3H in NMRI

Abb.26. Postnatale Effekte auf das Verhalten von NMRI-M&usen.

Die Nachkommen von NMRI-Blastozysten, welche in C3H-Leihmdtter transferiert und nach der
Geburt einer NMRI-Amme untergesetzt wurden, wiesen einen signifikant langeren durchschnittlichen
Weg in der Motilitatsbox auf, verglichen mit Tieren, die bei der C3H-Leihmutter verblieben (a). Sie
verbrachten auch eine geringere durchschnittliche Zeit mit Aufrichtverhalten (b) und zeigten eine
geringere durchschnittliche Anzahl von Aufrichtungen (c). In der Furcht-sensitivierten ASR wiesen
die adoptierten Mé&use eine signifikant hohere durchschnittliche Amplitude der ASR auf (d).

*:p <0,05-0,01; **:p<0,01-0,001; ***:p<0,001
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I11. Immunhistochemische Untersuchungen

1. Neuropeptid Y (NPY)

1.1 Vorkommen NPY-immunpositiver Neurone in der Amygdala

Die meisten NPY-immunpositiven Neurone fanden sich im basolateralen Komplex (BLA) der
Amygdala, wobei im basolateralen Nucleus (BL) etwas mehr Neurone immungefarbt waren
als im lateralen Nucleus (L). Auch im basomedialen Kern der Amygdala (BM) waren NPY -
immunpositive Neurone zu finden (siehe Tab.14 und Abb.27).

Im zentralen Kern (CeA) fanden sich NPY-immunpositive Zellen vor allem in der kapsuléren
Untereinheit (CeAc), da diese Zellen als ein Band vom Striatum herunterzogen und so vor
allem im oberen Teil des zentralen Kerns vorkamen. Die medialen (CeAm) und lateralen
(CeAl) Untereinheiten des zentralen Kerns wiesen deutlich weniger immungefarbte Neurone
auf.

Die meisten immungeféarbten Neuronen waren Kklein und bi- oder multipolar (Abb.27i). Im

BLA waren diese vorwiegend an den Kerngrenzen lokalisiert.

1.2 Vergleich der Stamme C3H und DBA

Morphologisch wurden nur die Gehirnschnitte der reziproken Transfers der Stamme C3H und
DBA ausgewertet, da dies die urspriinglich interessierenden Mausestimme waren.
Zum Vergleich der immunpositiven Zellzahlen der beiden Stdmme in den verschiedenen

Kerngebieten der Amygdala wurde ein t-Test durchgefuhrt (Tab.14).

Mittelwerte mit Standardfehlern t-Test
Variable DBA-Kontrolle C3H-Kontrolle df t-Werte p-Werte
(n=6) (n=6)
NPY-BM 231,25 +10,25 255,75 + 30,02 6,15 0,77 >0,1
NPY-L 419,25 + 34,99 445,50 + 33,91 9,99 0,54 >0,1
NPY-BL 544,25 + 8,84 551,25 + 38,02 5,54 0,18 >0,1
NPY-BLA 1194,75 + 48,73 1252,50 + 92,89 7,56 0,55 >0,1
NPY-CeAc 445,75 + 19,64 545,50 + 28,97 8,8 2,85 0,02
NPY-CeAm 83,00 + 6,60 127,25 + 24,49 5,72 1,74 >0,1
NPY-CeAl 116,00 + 21,93 115,25+ 17,70 9,57 -0,03 >0,1
NPY-CeA 644,75 + 27,62 788,00 + 62,32 6,89 2,10 0,07

Tab.14. Mittelwerte + S.E.M. der Anzahl NPY-immunpositiver Neurone in den verschiedenen
Amygdalakerngebieten der Mdusestamme C3H und DBA sowie Ergebnisse des t-Tests zum Vergleich
der beiden Stamme.

rot = signifikante p-Werte (p < 0,05); gelb = p-Werte nahe der Signifikanzgrenze (p = 0,05 bis p <0,1)
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Abb.27 Verteilung von NPY-immunreaktiven Neuronen in der Amygdala der Maus.

Links dargestellt (a-d) sind die mit einem Antikorper gegen NPY immungefarbten Gehirnquerschnitte
einer Maus der Transfergruppe DBA in C3H, rechts daneben die entsprechenden Nissl-Férbungen
(e-h) zur anatomischen Lokalisation der Amygdala-Subregionen. Dargestellt wurden verschiedene
rostrokaudale Ebenen der Amygdala. Die NPY-immunpositiven Neurone waren meist klein und
bipolar (i).

Beim Vergleich der Amygdalakerngebiete der beiden Mausestdmme existierte nur ein
signifikanter Unterschied in der Anzahl NPY-immunreaktiver Neurone im kapsuléren Anteil
des zentralen Kerns [t = 2,85, df = 8,8, p = 0,02], wobei C3H-Tiere dort eine hdhere Zellzahl
aufwiesen. Im gesamten zentralen Kern erreichten die Unterschiede zwischen den beiden
Stammen nicht die Signifikanzgrenze [t = 2,10, df = 6,89, p = 0,07] (Abb.28) und auch in den
anderen Amygdalakernen wiesen die beiden Stamme keine signifikanten Unterschiede auf

(Tab.14).

NPY-Farbung

1000 +
800 ()
600 EDBA
400 OC3H
200 ~

Zahl immunpositiver Neurone

CeAc CeAm CeAl CeA

Abb.28. Anzahl NPY-immunpositiver Neurone im zentralen Kern der Amygdala sowie in den
einzelnen Untereinheiten dieses Kerns in Gehirnschnitten der Mausestimme C3H und DBA.
(*): p=0,05-0,1; *:p<0,05-0,01

1.3 Effekt der Transferprozedur

Die Effekte der Prozedur des Embrotransfers an sich wurden durch den Vergleich der
unbehandelten Kontrolltiere eines jeden Stammes mit der zugehérigen isogenen Transfer-
gruppe untersucht.

Bei Méausen des Stammes C3H hatte der Embryotransfer keine signifikanten Auswirkungen
auf die Anzahl NPY-immunreaktiver Neurone in den verschiedenen Kerngebieten der
Amygdala, was durch einen t-Test gezeigt wurde.

Im Gegensatz dazu zeigten sich beim Stamm DBA signifikante Unterschiede zwischen den
unbehandelten Kontrolltieren und den Nachkommen des isogenen Transfers in der Anzahl

NPY-immunpositiver Zellen in fast allen Kerngebieten der Amygdala [t = -5,34, df = 6,61,
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p < 0,01 fur den basolateralen Komplex und t = -4,38, df = 9,35 p < 0,01 firr den zentralen
Kern], wobei die Prozedur des Embryotransfers zu einer Abnahme der Anzahl NPY-
immunpositiver Neurone flihrte (Abb.29a). Im basolateralen Komplex waren der baso-
mediale Kern [t = -5,81, df = 9,93, p < 0,001] und der basolaterale Kern [t = -6,16, df = 8,89,
p < 0,001] am starksten betroffen, jedoch fanden sich auch Unterschiede im lateralen Kern
[t =-2,83, df = 5,99, p = 0,03] (Abb.29b,c). Der kapsulére Teil des zentralen Kerns wies als
einzige Ausnahme keine signifikanten Unterschiede in der Anzahl NPY-immunpositiver
Zellen zwischen Nachkommen des isogenen Transfers und den unbehandelten Kontrolltieren
auf, der mediale [t = -4,37, df = 9,07, p < 0,01] und der laterale [t = -3,08, df = 5,42,
p = 0,03] Anteil zeigten jedoch ebenfalls eine signifikant reduzierte Anzahl immunpositiver
Neurone bei Méusen des isogenen Transfers (Abb.29d).

Fur Mittelwerte und Standardabweichungen der beiden Gruppen siehe Anhang Tab.11.
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Abb.29. Signifikante Effekte des Embryotransfers auf die Anzahl NPY -immunpositiver Neurone in
den Amygdalakerngebieten des Stammes DBA. Die Transferprozedur fihrte in fast allen Amygdala-
kernen zu einer reduzierten Anzahl immunpositiver Neurone. a) basolateraler Komplex und zentraler
Kern b) basomedialer Kern c) lateraler und basolateraler Kern d) Untereinheiten des zentralen Kerns
*:p<0,05-0,01; **:p<0,01-0,001; ***:p<0,001
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1.4 Vergleich der isogenen Transfers der beiden Stamme

Da sich aufgrund des Embryotransfer die Anzahl NPY-immunpositiver Zellen in fast allen
Amygdalakernen des Stammes DBA vermindert hatten, wiesen die beiden isogenen
Transfergruppen (C3H in C3H und DBA in DBA) nun andere Unterschiede auf als die
unbehandelten Kontrolltiere.

Der durchgefiihrte t-Test zeigte, dass die Anzahl NPY-immunpositiver Zellen im baso-
medialen Kern der Amygdala bei Nachkommen des isogenen Transfers des Stammes C3H
signifikant hoéher war als beim Nachwuchs des isogenen Transfers des Stammes DBA
[t = 3,55, df = 7,1, p < 0,01] (Abb.30a). Auch im lateralen Kern der Amygdala wies die
isogene Transfergruppe des C3H-Stammes eine signifikant hohere Anzahl immunpositiver
Zellen auf [t = 2,62, df = 6,01, p = 0,04], im basolateralen Kern existierte jedoch weiterhin
kein Unterschied zwischen den Nachkommen der isogenen Transfers der beiden Stdmme
(Abb.30b). Der Unterschied im gesamten basolateralen Komplex erreichte die Signifikanz-
grenze [t = 2,97, df = 5,76, p = 0,03] (Abb.30c).

Dies war auch im zentralen Kern der Fall [t = 7,23, df = 8,11, p < 0,001], wobei signifikante
Unterschiede in allen Untereinheiten dieses Kerns gefunden wurden [t = 4,85, df = 9,57,
p < 0,001 fur den kapsularen Anteil; t = 3,67, df = 5,81, p = 0,01 fir den medialen Anteil und
t=3,73,df =5,42, p = 0,01 fur den lateralen Anteil] (Abb.30c,d).

Eine Tabelle der Ergebnisse des t-Tests befindet sich im Anhang (Tab.12).

ad Vergleich isogene Transfers b Vergleich isogene Transfers
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Abb.30. Vergleich der Anzahl NPY-immunpositiver Neurone in den Kerngebieten der Amygdala
zwischen den isogenen Transfergruppen der Stimme C3H und DBA. Nachkommen des isogenen
Transfers des Stammes C3H wiesen in fast allen Kerngebieten der Amygdala héhere Zellzahlen auf.
a) basomedialer Kern b) lateraler und basolateraler Kern c¢) basolateraler Komplex und zentraler Kern
d) Untereinheiten des zentralen Kerns ; *: p < 0,05-0,01; **: p <0,01-0,001; ***:p < 0,001
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1.5 Wechselseitiger Transfer der Stamme C3H und DBA

Durch die reziproken Embryotransfers zwischen den beiden Mausestdimme wurden vier
Transfergruppen erhalten, bei welchen die Bestimmung der NPY-immunpositiven Neuronen
in den Amygdalakernen erfolgte: C3H inC3H

C3H in DBA

DBA in DBA

DBA in C3H

1.5.1 Drei-faktorielle Varianzanalyse

Zur allgemeinen Ubersicht wurde mit den Ergebnissen der Zellzahlung bei den Nachkommen
der reziproken Transfers der Stamme C3H und DBA eine drei-faktorielle ANOVA mit den
Faktoren Embryo-Donatoren (genetische Effekte), Embryo-Rezipienten (maternale Effekte)
und Geschlecht durchgefihrt (Tab.15).

a) genetische Effekte

Ein signifikanter Einfluss der genetischen Abstammung der Embryonen auf die Anzahl NPY-
immunreaktiver Neurone wurde sowohl im zentralen Kern [F = 63,16, df = 1, p < 0,001] als
auch im basolateralen Komplex [F = 5,64, df = 1, p = 0,03] festgestellt.

Im zentralen Kern war die Anzahl immunpositiver Zellen in allen Untereinheiten signifikant
von der genetischen Herkunft der Embryonen abhéngig [F = 45,88, df = 1, p < 0,001 fir den
kapsuldren Anteil; F = 25,33, df = 1, p < 0,001 fur den medialen Anteil und F = 10,16, df = 1,
p < 0,01 fur den lateralen Anteil].

Auch im basomedialen [F = 15,86, df = 1, p < 0,01] und im lateralen Kern [F = 7,69, df = 1,
p = 0,01] hatten genetische Faktoren einen signifikanten Einfluss auf die Anzahl NPY-
immunreaktiver Neurone, die einzige Ausnahme bildete der basolaterale Kern, wo kein
genetischer Einfluss festgestellt werden konnte.

b) maternale Effekte

Ein signifikanter Einfluss der genetischen Herkunft der Rezipienten auf die Anzahl NPY-
immunpositiver Neurone wurde im basomedialen Kern der Amygdala festgestellt [F = 5,08,
df = 1, p = 0,04]. Im zentralen Kern erreichte dieser nicht die Signifikanzschwelle [F = 3,14,
df =1, p=0,09].
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¢) Wechselwirkungen zwischen genetischen und maternalen Effekten

Eine signifikante Wechselwirkung zwischen der genetischen Herkunft der Donatoren und
derjenigen der Rezipienten auf die Anzahl immunpositiver Zellen wurde nur im basolateralen
Komplex gefunden [F = 6,34, df = 1, p = 0,02], wobei diese Wechselwirkung im lateralen
Kern signifikant war [F = 6,26, df = 1, p = 0,02], im basolateralen Kern hingegen an der
Signifikanzgrenze lag [F = 4,34, df = 1, p = 0,05].

d) Geschlecht

Ein signifikanter Einfluss des Geschlechtes der Nachkommen auf die Zahl der NPY-
immunpositiven Neurone in den verschiedenen Kerngebieten der Amygdala konnte nicht
nachgewiesen werden. Einzig in den kapsuldren und medialen Anteilen des zentralen Kerns
lag der Einfluss des Geschlechtes an der Signifikanzgrenze [F = 3,70, df = 1, p = 0,07 fur den
kapsularen Anteil und F = 4,34, df =1, p = 0,05 fiir den medialen Anteil], wobei mannliche

Nachkommen eine etwas hohere Anzahl immunpositiver Zellen aufwiesen.

e) Wechselwirkungen zwischen genetischen/maternalen Effekten und Geschlecht

Es wurde keinerlei Wechselwirkung zwischen der genetischen Herkunft der Embryonen und
dem Geschlecht der Tiere auf die Anzahl NPY-immunreaktiver Neurone in den
verschiedenen Kernen der Amygdala gefunden, ebenso gab es keine Wechselwirkungen

zwischen maternalen Faktoren und dem Geschlecht.

Geschlecht Donatoren Rezipienten | Donatoren x | Donatoren x | Rezipienten x
Variable Rezipienten Geschlecht Geschlecht
dfi=1 df=1 df=1 dfi=1 dfi=1 dfi=1
F=0,79 F=1,99 F=2,88 F=0,16
NPY-BM p>0,1 >0,1 p>0,1 p>0,1
F=0,04 F=0,00 F=0,51 F=0,26
NPY-L p>0,1 p>0,1 p>0,1 p>0,1
NPY-BL F=0,54 F=0,52 F=0,08 F=4,34 F=0,33 F=0,60
p>0,1 p>0,1 p = 0,05 p>0,1 p>0,1
F=0,02 F=0,31 F=0,10 F=0,33
NPY-BLA p>0,1 p>0,1 p>0,1 p>0,1
F=3,70 F=0,43 F=0,34 F=1,29 F=1,49
NPY-CeAc b =0,07 p>0,1 0> 0,1 p>0,1 p>0,1
F=4,34 F=0,90 F=1,14 F=1,12 F=0,38
NPY-CeAm p=0,05 p>0,1 p>0,1 p>01 p>01
F=2,22 F=2,99 F=0,79 F=0,05 F=0,65
NPY-CeAl > 0,1 p>0.1 p>0,1 p>0.1 p>01
F=1,12 F=3,14 F=1,60 F=0,92 F=0,01
NPY-CeA p>0,1 - p=0,09 p>0,1 p>0,1 p>0,1

Tab.15. Ergebnisse der drei-faktoriellen Varianzanalyse mit den Faktoren Embryo-Donatoren,
Embryo-Rezipienten und Geschlecht fir die Anzahl NPY-immunpositiver Neurone in den
verschiedenen Amygdalakernen des Nachwuchses der reziproken Embryotransfers der Stamme C3H
und DBA. df = Anzahl der Freiheitsgrade; rot = signifikante p-Werte (p < 0,05); gelb = p-Werte
nahe der Signifikanzgrenze (p = 0,05 bis p <0,1)
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1.5.2 Einzelergebnisse der wechselseitigen Transfers

Zur Bestimmung des Einflusses maternaler und genetischer Faktoren auf die Anzahl NPY-
immunpositiver Neurone in den Amygdalakerngebieten der beiden Mé&usestdamme wurden
jeweils zwei Transfergruppen mit Hilfe von t-Tests verglichen.

Fur Mittelwerte und Standardabweichungen der einzelnen Transfergruppen siehe Anhang
Tab.13, fiir Details der Ergebnisse der t-Tests siehe Anhang Tab.14.

1.5.2.1 Bestimmung von genetischen Einfllissen

Genetische Einflisse auf die Anzahl NPY-immunpositiver Neurone in den Amygdalakernen
des Nachwuchses wurden durch den Vergleich der Transfers von genetisch unterschiedlichen
Blastozysten in Leihmitter des selben Stammes untersucht. Diese Analyse wurde sowohl fir
C3H- als auch fur DBA-Leihmutter durchgefihrt.

a) C3H — b) DBA —_
D

DBA — C3H —

BA

a) Transfer von C3H- und DBA-Blastozysten in C3H-Rezipienten

Der Vergleich der Transfergruppen C3H in C3H und DBA in C3H zeigte signifikante
genetische Effekte auf die Anzahl NPY-immunreaktiver Neurone im zentralen Kern der
Amygdala [t = 4,36, df = 9,75, p < 0,01]. Hierbei fuhrte der Transfer von C3H-Embryonen zu
signifikant hoheren Zellzahlen im kapsuldren Teil des zentralen Kerns [t = 4,19, df = 9,92,
p < 0,01] im Vergleich zum Transfer von DBA-Embryonen. Die Unterschiede der beiden
Transfergruppen im medialen Anteil des Kerns erreichten die Signifikanzgrenze nicht

[t = 2,15, df = 6,51, p = 0,07] (Abb.31).

Genetische Effekte
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200 - 79\
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BMC3HinC3H [ODBAin C3H
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Abb.31. Genetische Einflisse auf die Anzahl NPY-immunpositiver Neurone im zentralen Kern der
Amygdala beim Transfer in C3H-Leihmditter.
(*): p=0,05-0,1; **: p<0,01-0,001

b) Transfer von C3H- und DBA-Blastozysten in DBA-Rezipienten

Wurden C3H-Embryonen in DBA-Leihmiitter transferiert, so zeigten die Nachkommen im
zentralen Kern [t = 7,86, df = 9,08, p < 0,001] und im basolateralen Komplex [t = 4,28,
df = 5,56, p < 0,01] eine signifikant hthere Anzahl NPY-immunpositiver Neurone als beim

Transfer von DBA-Blastozysten (Abb.32a).

Einzig die Unterschiede in der Anzahl NPY-immunpositiver Neurone im basolateralen Kern
erreichte die Signifikanzgrenze nicht [t = 2,13, df = 5,54, p = 0,08], wéhrend sich die beiden
Transfergruppen im basomedialen Kern [t = 5,29, df = 9,9, p < 0,001] und im lateralen Kern
[t=5,59, df = 6,33, p < 0,01] signifikant unterschieden (Abb.32b,c).

Im zentralen Kern war die Anzahl immunpositiver Zellen in allen Untereinheiten signifikant
von der genetischen Herkunft der Embryonen abhangig [t = 4,99, df = 9,15, p < 0,001 fur den
kapsularen Anteil; t = 4,92, df = 6,47, p < 0,01 fir den medialen Anteil und t = 2,66,
df = 5,32, p = 0,04 fiir den lateralen Anteil] (Abb.32d).
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AbDb.32. Genetische Einflusse auf die Anzahl NPY-immunpositiver Neurone in den verschiedenen
Amygdalakernen beim Transfer in DBA-Leihmutter. a) basolateraler Komplex und zentraler Kern
b) basomedialer Kern c) lateraler und basolateraler Kern d) Untereinheiten des zentralen Kerns

(*): p=10,05-0,1; *:p<0,05-0,01; **:p<0,01-0,001; ***:p<0,001
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1.5.2.2 Bestimmung von maternalen Einflussen

Maternale Einflusse auf die Anzahl NPY-immunpositiver Neurone in den Amygdala-
kerngebieten der Nachkommen wurden durch den Vergleich der Transfers von genetisch
identischen Blastozysten in C3H- und DBA-Leihmutter untersucht. Dies wurde sowohl fir
C3H- als auch fur DBA-Blastozysten durchgeftihrt.

a) C3H b) DBA
C3H — DBA —
T DBA

a) Transfer von C3H-Embryonen in C3H- und DBA-Rezipienten

Der t-Test zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den Transfergruppen C3H in
C3H und C3H in DBA in der Anzahl NPY-immunpositiver Neurone in den verschiedenen
Kernen der Amygdala. Im lateralen Kern erreichten die Unterschiede zwischen den beiden

Gruppen nicht die Signifikanzgrenze [t =-1,84, df = 9,82, p < 0,1].

b) Transfer von DBA-Embryonen in C3H- und DBA-Rezipienten

Der Transfer von DBA-Blastozysten in C3H-Leihmutter fihrte bei den Nachkommen zu einer
signifikant hoheren Anzahl NPY-immunpositiver Neurone im basolateralen Komplex
[t = 2,87, df = 5,68, p = 0,03] und im zentralen Kern [t = 2,59, df = 8,92, p = 0,03] im
Vergleich zum Transfer in DBA-Leihmutter (Abb.33a), wie der durchgefuhrte t-Test zeigte.
Im basolateralen Komplex existierten jedoch nur signifikante Unterschiede zwischen den
beiden Transfergruppen im basomedialen Kern [t = 2,35, df = 8,89, p = 0,04], die maternalen
Einflusse auf die Anzahl immunpositiver Zellen im lateralen und basolateralen Kern lagen an
der Signifikanzgrenze [t = 2,19, df = 5,82, p = 0,07 flr den lateralen Kern und t = 2,43,
df = 6,09, p = 0,05 fiir den basolateralen Kern] (Abb.33b,c).

Die Unterschiede der beiden Transfergruppen im zentralen Kern beruhten auf signifikanten
maternalen Effekten in den medialen und lateralen Anteilen des Kerns [t = 3,11, df = 9,14,
p = 0,01 fur den medialen Anteil des Kerns und t = 3,10, df = 6,32, p = 0,02 fur den lateralen
Anteil des Kerns], im kapsuldren Teil existierten keine Unterschiede zwischen den beiden
Gruppen (Abb.33d).
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Abb.33. Maternale Einflisse auf die Anzahl NPY-immunpositiver Neurone in den verschiedenen
Amygdalakerngebieten von DBA-Méusen. a) zentraler Kern und basolateraler Komplex b) baso-
medialer Kern c) lateraler und basolateraler Kern d) Untereinheiten des zentralen Kerns

(*): p=0,05-0,1; *: p<0,05-0,01
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2. Parvalbumin (PARV)

2.1 Vorkommen PARV-immunpositiver Neurone in der Amygdala

PARV-immunpositive Neurone fanden sich in der Amygdala vor allem im basolateralen
Komplex (BLA), wobei diese im basolateralen Kern (BL) zahlreicher waren als im lateralen
Kern (L). Auch im basomedialen Kern der Amygdala (BM) existierte eine betrachtliche
Anzahl immunpositiver Neurone, wohingegen der zentrale Kern (CeA) vergleichsweise
wenige immungefarbte Zellen aufwies. Dort waren die meisten immunpositiven Zellen im
kapsularen Anteil des Kerns (CeAc) zu finden, wohingegen diese in der lateralen Unter-
einheit (CeAl) recht selten anzutreffen waren (siehe Abb.34 und Tab.16).

Die meisten PARV-immunpositiven Zellen waren multipolare Neurone von mittlerer GréRe
(Abb.34).

2.2 Vergleich der Stamme C3H und DBA

Mit den ermittelten Mittelwerten und den zugehorigen Standardfehlern der Anzahl PARV-
immunpositiver Neurone in den verschiedenen Amygdalakerngebieten der beiden Ausgangs-

stdimme wurde ein t-Test zum Vergleich der Stamme durchgefiihrt (Tab.16).

Mittelwerte mit Standardfehlern t-Test
Variable DBA-KEJntroIIe C3H—KE>ntroIIe of t-Werte p-Werte
(n=6) (n=6)

PARV-BM 1220,50 + 52,40 1017,75 + 57,32 9,92 L2.61 0,03
PARV-L 1629,75 + 97,36 1190,50 + 69,99 9,08 £3,66 <0,01
PARV-BL 5314,50 + 241,88 4898,50 + 286,40 9,73 21,11 >0,1
PARV-BLA 8164,75 + 340,24 7106,75 + 342,80 10,0 2,19 0,05
PARV-CeAc 182,75 + 13,01 143,50 + 15,29 9,75 -1,96 0,08
PARV-CeAm 110,75 + 7,71 96,25 + 12,21 8,44 -1,00 >0,1
PARV-CeAl 38,00+ 7,17 23,00 + 2,97 6,66 -1,93 <0,1
PARV-CeA 331,50 + 20,28 262,75 + 20,71 10,0 L2,37 0,04

Tab.16. Mittelwerte £ S.E.M. der Anzahl PARV-immunpositiver Neurone in den verschiedenen
Amygdalakerngebieten der Mausestimme C3H und DBA sowie Ergebnisse des t-Tests zum Vergleich
der beiden Stamme.

rot = signifikante p-Werte (p < 0,05); gelb = p-Werte nahe der Signifikanzgrenze (p = 0,05 bis p <0,1)

Abb.34.Verteilung von PARV-immunreaktiven Neuronen in der Amygdala der Maus.

Links dargestellt (a-d) sind die mit einem Antikérper gegen Parvalbumin immungefarbten Gehirn-
querschnitte einer Maus der Transfergruppe DBA in DBA, rechts daneben die entsprechenden Nissl-
Féarbungen (e-h) zur anatomischen Lokalisation der Amygdala-Subregionen. Dargestellt wurden
verschiedene rostrokaudale Ebenen der Amygdala. Die PARV-immunpositiven Neurone waren
multipolar (i).
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Der durchgefiihrte t-Test zeigte signifikante Unterschiede zwischen den Stdmmen C3H und
DBA bei der Anzahl PARV-immunreaktiver Neurone im basomedialen [t = -2,61, df = 9,92,
p = 0,03] und lateralen Kern der Amygdala [t = -3,66, df = 9,08, p < 0,01], wobei DBA-Tiere
eine hohere Anzahl immunpositiver Neurone aufwiesen als C3H-Ma&use (Abb.35a,b). Die
beiden Méusestdamme unterschieden sich jedoch nicht signifikant in der Anzahl immun-
positiver Zellen im basolateralen Kern, sodass der Unterschied im gesamten basolateralen
Komplex an der Signifikanzgrenze lag [t = -2,19, df = 10,0, p = 0,05] (Abb.35b). Auch im
zentralen Kern der Amygdala wiesen DBA-Tiere eine hthere Anzahl PARV-immunreaktiver
Neurone auf als Maduse des Stammes C3H [t = -2,37, df = 10,0, p = 0,04]. Dieser Unterschied
zwischen den beiden Stdmmen war auf etwas unterschiedliche Zellzahlen im kapsuléren und
lateralen Anteil zurtickzufuhren, welche allerdings die Signifikanzgrenze nicht erreichten
[t = -1,96, df = 9,75, p = 0,08 fur die kapsulére Untereinheit und t = -1,93, df = 6,66,
p <0,1 fir die laterale Untereinheit] (Abb.35c).
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Abb.35. Anzahl der PARV-immunpositiven Neurone in den Kerngebieten der Amygdala bei den
Méusestimmen C3H und DBA. a) basomedialer Kern b) lateraler und basolateraler Kern, sowie
gesamter basolateraler Komplex c) zentraler Kern mit seinen Untereinheiten.

(*): p=10,05-0,1; *:p<0,05-0,01; **:p<0,01-0,001
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2.3 Effekt der Transferprozedur

Durch den Vergleich der unbehandelten Kontrolltiere eines jeden Stammes mit der
zugehdrigen isogenen Transfergruppe wurden wieder die Effekte des Embryotransfers an sich
untersucht. Ein Effekt der Transferprozedur wurde nur beim Inzuchtstamm C3H festgestellt,
wo der durchgefiihrte t-Test bei Nachkommen des isogenen Transfers eine signifikant
geringere Anzahl PARV-immunpositiver Neurone im basolateralen Kern der Amygdala
zeigte im Vergleich zu den unbehandelten Kontrolltieren [t = -2,60, df = 9,97, p = 0,03]
(Abb.36a). Im basomedialen und lateralen Kern waren keine Effekte der Transferprozedur
feststellbar, jedoch Uberschritten die Unterschiede der beiden Gruppen im gesamten baso-
lateralen Komplex ebenfalls die Signifikanzgrenze [t = -2,84, df = 9,45, p = 0,02] (Abb.36b).

Fur Mittelwerte der isogenen Transfergruppen und detaillierte Ergebnisse des t-Tests siehe

Anhang Tab.15.
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Abb.36. Effekt der Prozedur des Embryotransfers auf die Anzahl PARV-immunpositiver Neurone im
basolateralen Komplex der Amygdala des Stammes C3H. Der Embryotransfer fuhrte dort zu einer
reduzierten Anzahl immunpositiver Neurone. a) lateraler und basolateraler Kern b) gesamter baso-
lateraler Komplex

*:p<0,05-0,01

2.4 Vergleich der isogenen Transfers der beiden Stamme

Aufgrund des Effekts des Embryotransfers auf die Anzahl PARV-immunpositiver Neurone
des Stammes C3H, wiesen die beiden isogenen Transfergruppen (C3H in C3H und DBA in
DBA) nun andere Unterschiede auf als die unbehandelten Kontrolltiere.

Bei der isogenen Transfergruppe des Stammes DBA wurden nun sowohl im lateralen
[t =-3,65, df = 7,03, p < 0,01] als auch im basolateralen Kern [t = -2,27, df = 9,98, p < 0,05]
der Amygdala signifikant hohere Zellzahlen festgestellt als bei der isogenen Transfergruppe
des Stammes C3H, wie der durchgefiihrte t-Test zeigte (Abb.37a). Im basomedialen Kern
existierten keine Unterschiede zwischen den Nachkommen der beiden isogenen Transfers, die

Zellzahlen im gesamten basolateralen Komplex unterschieden sich jedoch signifikant



Ergebnisse 92

[t=-3,12, df = 8,52, p = 0,01] (Abb.37b).
Auch im kapsuldren Teil des zentralen Kerns zeigte der Nachwuchs des isogenen Transfers

des Stammes DBA eine signifikant héhere Anzahl immunreaktiver Neurone als Nachkommen
der Transfergruppe C3H in C3H [t = -2,34, df = 8,59, p < 0,05], die Unterschiede im
gesamten zentralen Kern erreichten die Signifikanzgrenze nicht [t = -2,07, df = 9,65,
p =0,07] (Abb.37c).

Fur detaillierte Ergebnisse des t-Tests zum Vergleich der isogenen Transfers der beiden

Stdmme siehe Anhang Tab.16.

a Vergleich isogene Transfers b Vergleich isogene Transfers
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Abb.37. Vergleich der Anzahl PARV-immunpositiver Neurone in den Kerngebieten der Amygdala
zwischen den Nachkommen der isogenen Transfers der Stdmme C3H und DBA. a) lateraler und
basolateraler Kern b) basolateraler Komplex c) kapsuldrer Anteil des zentralen Kerns und gesamter

zentraler Kern.
(*): p=10,05-0,1; *:p<0,05-0,01; **:p<0,01-0,001

2.5 Wechselseitiger Transfer der Stamme C3H und DBA
2.5.1 Drei-faktorielle Varianzanalyse

Mit den ermittelten Zellzahlen der PARV-immunreaktiven Neurone in den verschiedenen
Kerngebieten der Amygdala bei Nachkommen der reziproken Transfers der Stamme C3H und
DBA wurde eine drei-faktorielle ANOVA mit den Faktoren Embryo-Donatoren (genetische
Effekte), Embryo-Rezipienten (maternale Effekte) und Geschlecht durchgefuhrt (Tab.17).
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a) genetische Effekte

Es existierte ein signifikanter genetischer Einfluss auf die Anzahl PARV-immunreaktiver
Zellen im basolateralen Komplex [F = 8,98, df = 1, p < 0,01], wobei sowohl die Zellzahlen im
lateralen [F = 10,75, df = 1, p < 0,01] als auch im basolateralen Kern [F = 5,30, df = 1,
p = 0,03] signifikant von der genetischen Herkunft der Embryonen abhéngig waren. Einzig im
basomedialen Kern hatte die genetische Herkunft der Embryonen keinerlei Einfluss auf die
Anzahl PARV-immunpositiver Zellen.

Weiterhin wurde die Anzahl PARV-immunpositiver Neurone im zentralen Kern signifikant
von der genetischen Herkunft der Embryonen beeinflusst [F = 20,59, df = 1, p < 0,001]. Dort
waren signifikante genetische Effekte in den kapsuléren und lateralen Anteilen des Kerns zu
finden [F = 17,00, df = 1, p < 0,001 fur den kapsularen Anteil und F = 4,47, df =1, p < 0,05
fiir den lateralen Anteil], der Effekt im medialen Anteil erreichte jedoch nicht die Signifikanz-

schwelle [F = 3,56, df = 1, p = 0,08].

b) maternale Effekte

Es wurden keine signifikanten Einflusse der genetischen Herkunft der Rezipienten auf die
Anzahl PARV-immunreaktiver Neurone in den Kerngebieten der Amygdala festgestellt. Nur
im lateralen Kern lag der maternale Einfluss auf die Anzahl immunpositiver Zellen nahe der
Signifikanzgrenze [F = 4,20, df = 1, p = 0,06].

¢) Wechselwirkungen zwischen genetischen und maternalen Effekten

Eine signifikante Wechselwirkung zwischen der genetischen Herkunft der Embryonen und
derjenigen der Rezipienten auf die Anzahl PARV-immunreaktiver Neurone wurde nur im
basomedialen Kern der Amygdala gefunden [F = 6,60, df = 1, p = 0,02], die Wechselwirkung
im gesamten basolateralen Komplex erreichte nicht die Signifikanzgrenze [F = 3,37, df = 1,
p =0,09].

d) Geschlecht

Es existierte keinerlei Einfluss des Geschlechtes der Nachkommen auf die Anzahl PARV-

immunreaktiver Neurone in den untersuchten Kerngebieten der Amygdala.

e) Wechselwirkungen zwischen genetischen/maternalen Effekten und Geschlecht
Wechselwirkungen zwischen der genetischen Herkunft der Embryonen oder derjenigen der
Rezipienten und dem Geschlecht der Tiere auf die Anzahl PARV-immunreaktiver Neurone in
den verschiedenen Amygdalakernen wurden nicht gefunden.
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Geschlecht Donatoren Rezipienten | Donatoren x | Donatoren x | Rezipienten

Variable Rezipienten | Geschlecht | x Geschlecht
df=1 dfi=1 df=1 df=1 dfi=1 dfi=1
PARVEBM | o1 | pabs | peoa bs01 | poo1
PARV-L >0 p=006 | pr01 | podi | proi
PAREL | peos 0201 | bros | prai | poo:
PARV-BLA Eioboj Eilgfi’ szsdi)?g E=>067,E13 Eiobz,i
rrrvcens | P57 | BR[| PR | Rer | R
PARVCOAM | 501 | 0o | p>01 | pr0s | poos | pooa
PaRvCenl | 008 e | B | B | S
PARV-CEA | 5303 5261 | 501 | pro1 | poos

Tab.17. Ergebnisse der drei-faktoriellen Varianzanalyse mit den Faktoren Embryo-Donatoren,
Embryo-Rezipienten und Geschlecht fir die Anzahl PARV-immunpositiver Neurone in den
verschiedenen Amygdalakernen der Nachkommen der reziproken Embryotransfers der Stimme C3H
und DBA. df = Anzahl der Freiheitsgrade
rot = signifikante p-Werte (p < 0,05)

gelb = p-Werte nahe der Signifikanzgrenze (p = 0,05 bis p<0,1)

2.5.2 Einzelergebnisse der wechselseitigen Transfers

Zur Bestimmung des Einflusses maternaler und genetischer Faktoren auf die Anzahl PARV-

immunpositiver Neurone in den Amygdalakerngebieten der beiden Mé&usestdamme wurden

jeweils zwei Transfergruppen mit Hilfe von t-Tests verglichen.

Fur Mittelwerte und Standardabweichungen der einzelnen Transfergruppen siehe Anhang
Tab.17, fur Details der Ergebnisse der t-Tests siehe Anhang Tab.18.

2.5.2.1 Bestimmung von genetischen Einflussen

Genetische Einflusse auf die Anzahl PARV-immunpositiver Neurone in den Amygdalakernen

des Nachwuchses wurden durch den Vergleich der Transfers von genetisch unterschiedlichen

Blastozysten in Leihmdtter des selben Stammes untersucht. Diese Analyse wurde sowohl fir
C3H- als auch fur DBA-Leihmutter durchgefihrt.

a) C3H -

DBA —

b) DBA —,

C3H —

DBA
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a)Transfer von C3H-und DBA-Blastozysten in C3H-Rezipienten

Der Transfer von DBA-Blastozysten in C3H-Leihmdtter fuhrte bei den Nachkommen zu
einer signifikant hoheren Anzahl von PARV-immunreaktiven Neuronen im basomedialen
[t = -2,80, df = 9,96, p = 0,02], im lateralen [t = -3,43, df = 8,14, p < 0,01] und im
basolateralen Kern [t = -2,34, df = 9,91, p = 0,04], verglichen mit dem Transfer von C3H-
Blastozysten (Abb.38a,b). Somit waren auch die Zellzahlen im gesamten basolateralen
Komplex signifikant unterschiedlich zwischen den beiden Transfergruppen [t = -3,66,
df = 9,01, p < 0,01] (Abb.38b).

Auch im zentralen Kern zeigte der Nachwuchs des Transfer von DBA-Blastozysten in C3H-
Rezipienten eine signifikant hohere Anzahl PARV-immunreaktiver Zellen als die
Nachkommen des isogenen Transfers [t = -2,87, df = 8,64, p = 0,02], jedoch konnte dieser
Unterschied nur im kapsuldren Anteil des Kerns gefunden werden [t = -3,56, df = 9,32,

p <0,01], nicht jedoch in den medialen und lateralen Anteilen (Abb.38c).

a Genetische Effekte b Genetische Effekte
(] (&)
S 1600 S 10000
S 1200 * ) 5 7500 *k
() C3Hin C3H Q
Z 800 u _ Z 5000 *
E 0 L E 0
BM L BL BLA

C Genetische Effekte

2

S 400

5 300 d
Z 200 **

% 100

< 0

o

CeAc CeAm CeAl CeA

Abb.38. Genetische Einflisse auf die Anzahl PARV-immunpositiver Neurone in den verschiedenen
Amygdalakernen beim Transfer in C3H-Leihmdtter. a) basomedialer Kern b) lateraler und baso-
lateraler Kern, sowie gesamter basolateraler Komplex c) zentraler Kern mit seinen Untereinheiten

*:p <0,05-0,01; **:p<0,01-0,001
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b) Transfer von C3H- und DBA-Blastozysten in DBA-Rezipienten

Der Transfer von C3H-Blastozysten in DBA-Leihmutter flhrte bei den Nachkommen zu einer
signifikant geringeren Anzahl PARV-immunreaktiver Neurone im zentralen Kern als der
Transfer von DBA-Blastozysten [t = -3,09, df = 8,42, p = 0,01] (Abb.39a). Die Unterschiede
der Transfergruppen machten sich in den kapsuldren und medialen Anteilen des Kerns
bemerkbar [t = -2,56, df = 9,76, p = 0,03 fur den kapsuldaren Anteil und t = -2,28, df = 9,61,
p < 0,05 fur den medialen Anteil], im lateralen Anteil des zentralen Kerns existierten keine

genetischen Einflisse auf die Anzahl immunpositiver Neurone (Abb.39b).

a Genetische Effekte b Genetische Effekte
(0]
g 400 % 300
> 300 * . 5
(]
2 oo EDBA in DBA 3 200 N
< 100 OC3H in DBA £ 100 *
x 4
< 0 < 0
o
CeA CeAc CeAm CeAl

Abb.39. Genetische Einfliisse auf die Anzahl PARV-immunpositiver Neurone im zentralen Kern der
Amygdala beim Transfer in DBA-Leihmdtter. a) gesamter zentraler Kern b) Untereinheiten des
zentralen Kerns; *: p < 0,05 bis p =0,01

2.5.2.2 Bestimmung von maternalen Einflussen

Maternale Einflusse auf die Anzahl PARV-immunpositiver Neurone in den Amygdala-
kerngebieten der Nachkommen wurden durch den Vergleich der Transfers von genetisch
identischen Blastozysten in C3H- und DBA-Leihmutter untersucht. Dies wurde sowohl fir

C3H- als auch fur DBA-Blastozysten durchgefiihrt.

a) C3H b) DBA
C3H — DBA —

T DBA TR o3y

a) Transfer von C3H-Blastozysten in C3H- und DBA-Rezipienten
Die drei-faktorielle ANOVA zeigte nur einen maternalen Einfluss auf die Anzahl von PARV-

immunpositiven Neuronen im lateralen Kern der Amygdala, welcher die Signifikanzschwelle

nicht erreichte [F = 4,20, df =1, p = 0,06].
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Die anschlieend durchgefiihrten ein-faktoriellen ANOVAs ergaben jedoch signifikante
maternale Einflusse auf die Anzahl PARV-immunpositiver Neurone beim Transfer von C3H-
Blastozysten in C3H- und DBA-Rezipienten. Dort fiihrte der Transfer von C3H-Blastozysten
in DBA-Leihmiitter zu einer signifikant htheren Anzahl von PARV-immunpositiven Zellen
im basolateralen Komplex [t = -3,36, df = 8,79, p < 0,01] des Nachwuchses im Vergleich zum
isogenen Transfer (Abb.40b). Der maternale Einfluss auf die Anzahl immunpositiver Neurone
im BLA kam durch signifikante Unterschiede der beiden Transfergruppen im lateralen Kern
[t = -2,42, df = 9,2, p = 0,04] und im basomedialen Kern [t = -3,20, df = 8,5, p = 0,01]
zustande, im basolateralen Kern hingegen lagen keine signifikanten maternalen Einflisse vor
(Abb.40a,b).

a Maternale Effekte b Maternale Effekte
2 2
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Abb.40. Maternale Einflisse auf die Anzahl PARV-immunpositiver Neurone im basolateralen
Komplex von C3H-Mausen. a) basomedialer Kern b) lateraler und basolateraler Kern sowie gesamter

basolateraler Komplex
*: p <0,05-0,01

b) Transfer von DBA-Blastozysten in C3H- und DBA-Rezipienten
Bei Nachkommen von DBA-Blastozysten wurden keine maternalen Einfllisse auf die Anzahl

PARV-immunpositiver Neurone in den verschiedenen Amygdalakernen gefunden.
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D. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde die Methode des Embryotransfers benutzt, um genetische
und maternale Einfliisse auf die Expression des Angstverhaltens und die Anzahl Parvalbumin
(PARV)- und Neuropeptid Y (NPY)-immunreaktiver Neurone in den Amygdalakerngebieten
des Nachwuchses dreier Mdusestdmme zu untersuchen.

Die beiden Inzuchtstaimme C3H und DBA wurden ausgewahlt, da sie signifikante
Unterschiede in der Furcht-sensitivierten akustischen Schreckreaktion (ASR) aufweisen,
wobei C3H-Tiere als ,,angstlich* und DBA-Tiere als ,nicht &ngstlich* gelten. Da jedoch
bekannt war, dass DBA-Mause schlechte Rezipienten flir Embryonen sind (persénliche
Kommunikation Prof. Dr. Herbert Schwegler, Institut fir Anatomie, Universitdt Magdeburg
und Frank Zimmermann, Zentrales Tierlabor, Universitat Heidelberg) und unklar war, ob die
Transfers in diesen M&usestamm gelingen wurden, wurde der Auszuchtstamm NMRI in das
Transferschema mit einbezogen, da dieser oft als Rezipient fiir die kommerzielle Sanierung
von Tieren verwendet wird. Mit diesen drei Mausestammen wurden reziproke Embryo-
transfers durchgefthrt.

Die wesentlichen Ergebnisse lassen sich wie folgt zusammenfassen:

1) Die Prozedur des Embryotransfers an sich hatte weitreichende Effekte auf das
Verhalten und die Amygdalamorphologie der Nachkommen.

2) Das Verhalten des Nachwuchses wurde vorwiegend von genetischen Faktoren
determiniert. Maternale Einflisse wurden auf das Aufrichtverhalten und die
Amplitude der ASR bei Nachkommen aller drei Stdmme gefunden, beim
Auszuchtstamm NMRI wurden weitere maternale Effekte in allen Verhaltenstests

ermittelt.

3) Ein nachfolgender Jungenaustausch beim Auszuchtstamm NMRI zeigte, dass uterine
Faktoren das Verhalten der Nachkommen entsprechend dem Verhalten des
Leihmutter-stammes verdnderten. Agierten sowohl uterine als auch postnatale
Faktoren am selben Verhaltensparameter, so wirkten diese in entgegengesetzte
Richtungen.

4) Die Amygdalamorphologie wurde vorwiegend vom genetischen Hintergrund der
Nach-kommen bestimmt. Stammesabhé&ngige maternale Einfliisse wurden nur auf die

Anzahl NPY -immunpositiver Neurone gefunden.
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1. Erfolg des Embryotransfers

Trotz anderslautender Prognosen ist erstmals der Transfer von Embryonen in Leihmutter des
Stammes DBA gelungen. Die drei verwendeten Mausestdimme unterschieden sich jedoch
deutlich in der Effizienz des Embryotransfers. Bei Mdausen des Stammes DBA gab es
betrachtliche Probleme beim Auslosen der Superovulation. Der Ostruszyklus der Weibchen
lieR sich nur schwer synchronisieren, das heil3t, es wurden nur wenige Weibchen mit einem
Vaginalpropf erhalten. Da dieser Stamm auch schlecht zlichtete und deshalb nicht ausreichend
Embryo-Donatoren zur Verfligung standen, mussten die Weibchen mehrmals nacheinander
superovuliert werden. Es ist bekannt, dass signifikante genetische Unterschiede in der
ovulatorischen Antwort von Mausen auf Gonadotropinen bestehen (Rall, 2000; Spearow und
Barkley, 1999; Spearow et al., 1999; Roudebush und Duralia, 1996) und auch Van Keuren
und Saunders (2004) berichteten Uber Probleme bei der Superovulation mit dem Stamm
DBA/2J.

Die Schwangerschaftsraten der verschiedenen Transfergruppen waren in erster Linie vom
Zeitpunkt des Transfers abhangig und in der ersten Versuchshalfte aufgrund geringerer
technischer Fahigkeiten etwas niedriger. Die durchschnittliche Schwangerschaftsrate tiber den
gesamten Versuchszeitraum betrug 58,73%. Zwischen den verschiedenen Transfergruppen
gab es keine bedeutenden Unterschiede in den Schwangerschaftsraten.

In tragenden Weibchen (berlebten 35,8% der Blastozysten bis zur Geburt und 29,53%
konnten abgesetzt werden. Die Uberlebensrate der transferierten Blastozysten war sowohl
von der genetischen Herkunft der Blastozysten als auch von der genetischen Herkunft der
Rezipienten abhingig. Embryonen des Stammes NMRI hatten die hochsten Uberlebensraten,
unabhangig von der maternalen Umwelt, wohingegen der Transfer von DBA-Embryonen zu
den niedrigsten Uberlebensraten in Rezipienten aller drei Stamme fiihrte. Auch zeigten
Embryonen, welche in DBA-Leihmitter transferiert wurden, eine deutlich geringere Uber-
lebensrate als beim Transfer in Rezipienten der anderen beiden Stdmme, der Transfer in
NMRI-Leihmdtter fuhrte hingegen zu den besten Ergebnissen. Der isogene Transfer des
Stammes DBA bereitete deshalb die meisten Schwierigkeiten, jedoch war auch der Transfer
von C3H-Embryonen in Rezipienten des Stammes DBA nicht ganz unproblematisch. Bei
diesen beiden Transfergruppen tberlebten nur relativ wenige Blastozysten bis zur Geburt und
von diesen verstarb die Halfte in der postnatalen Periode. Insgesamt zeigte sich, dass der
Auszuchtstamm NMRI sowohl als Embryo-Donator als auch als Embryo-Rezipient die
hdchsten Erfolgsraten beim Embryotransfer lieferte, wohingegen der Inzuchtstamm DBA am

wenigsten flr diese Prozedur geeignet war, vor allem nicht als Embryo-Rezipient.
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Der Einfluss der genetischen Herkunft der Embryonen auf die Uberlebensrate beim Embryo-
transfer wurde auch in anderen Studien gezeigt (Chin und Wang, 2001; Ernst et al., 2000) und
auch van Keuren und Saunders (2004) berichteten Uber Probleme bei der Sanierung des
Stammes DBA/2J aufgrund geringer Geburtenraten nach dem Embryotransfer. Auch ist
bekannt, dass die uterine maternale Umwelt das Uberleben und die Entwicklung der
transferierten Embryonen beeinflusst (Ernst et al., 2000; Pomp et al., 1989; Moore et al.,
1970). Bei Verwendung von Hybridstimmen als Embryo-Rezipienten entwickelt sich ein
héherer Prozentsatz von transferierten Embryonen erfolgreich, verglichen mit Inzucht-
Rezipienten (Chin und Wang, 2001; Bulman-Fleming und Wahlsten, 1988).

Der isogene Transfer des Stammes DBA bereitete in dieser Studie die meisten Probleme und
auch in anderen Studien wurde beschrieben, dass der Transfer von Embryonen zwischen
demselben Stamm weniger erfolgreich war als der Transfer in einen anderen Stamm (Ernst et
al., 2000; Moore et al., 1970). Dies steht jedoch im Gegensatz zum isogenen Transfer des
Stammes NMRI, welcher die besten Schwangerschafts- und Uberlebensraten lieferte.

Die erreichten Erfolgsraten beim Embryotransfer waren mit denjenigen anderer Studien
vergleichbar, zumindest in der zweiten Versuchshalfte. Pomp et al. (1989) fuhrten reziproke
Embryotransfers mit den Inzuchtstimmen C3HeB/FeJ und SWR/J sowie ihrer F1-Kreuzung
durch, wobei sich bei 69,4% der durchgeflhrten Transfers die Embryonen bis zur Geburt
entwickelten. Die Uberlebensrate der gesamten transferierten Blastozysten betrug 22,7%. Im
Hinblick auf diejenigen Rezipienten, von welchen lebender Nachwuchs erhalten wurde,
uberlebten 30,5% der transferierten Embryonen bis zur Geburt. Moore et al. (1970) erhielten
eine Schwangerschaftsrate von 68% und eine Uberlebensrate der Blastozysten von 31%.

Ein erfolgreicher Embryotransfer ist abhangig von der Qualitat der transferierten Embryonen,
den Rezipienten und den Transfertechniken, wobei diese oft der limitierende Faktor sind. Die
hier durchgefiihrte klassische Methode des Embryotransfers von Beatty (1951) und McLaren
und Michie (1956) involviert die Nadelpunktur durch die Uteruswand nahe der utero-tubalen
Verbindung in das Uteruslumen, gefolgt von der Insertion einer Transferpipette und dem
Transfer der Embryonen. Die Schwangerschaftsrate nach dem Transfer variiert von 0%-75%,
abhdngig von den Fahigkeiten des Operateurs (Chin und Wang, 2001). Die Ursachen fiir den
variablen Erfolg liegen vermutlich in der Ausstol3ung der Embryonen aus dem Uterus nach
dem Transfer (Goto et al., 1993), was durch ein Trauma der Reproduktionsorgane und
dadurch bedingten Kontraktionen des Uterus verursacht werden konnte. Dies soll durch den
intraendometrialen Embryotransfer verhindert werden, bei welchem die Insertion der

Embryonen direkt in das Endometrium erfolgt (Nakayoma et al., 1995; Goto et al., 1992).
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Auch existiert aufgrund des positiven Drucks innerhalb des Uterus das Problem, dass
transferierte Embryonen wahrend und nach dem traditionellen Transferprozess leicht wieder
aus dem punktierten Loch herausflieBen. Um dies zu verhindern wurde der utero-tubale
Transfer entwickelt (Chin und Wang, 2001), bei dem die Insertion der Transferpipette von der
Uterus- auf die Oviduktseite der utero-tubalen Verbindung verlagert wurde. Die Autoren
erhielten mit dieser Methode eine Implantationsrate von 100%, die Lebensfahigkeit der
Embryonen variierte von 60%-95%.

Es existiert auch eine Technik des transzervikalen Uterustransfers, welche keinen operativen
Eingriff erfordert (Mitchell et al., 2002), jedoch wird diese nicht routinemé&Rig angewandt.
Eine hohere Erfolgsrate des Embryotransfers konnte mit natirlich verpaarten Embryo-
Donatoren erreicht werden, da in vielen Studien schadliche Effekte der Superovulation fest-
gestellt wurden (Ertzeid und Storeng, 2001, 1992; Ertzeid et al., 1993; Beaumont und Smith,
1975). Nach erfolgter Hormonbehandlung wurde ein hoherer Anteil von abnormen
Préaimplantations-Embryonen, eine niedrigere Implantationsrate, eine erhéhte Mortalitat nach
der Implantation sowie reduziertes Gewicht und Entwicklungsretardierung der lebenden Feten
beobachtet. Die Superovulation erhéht den Anteil von chromosomalen Abnormalitaten in
Mausembryonen (Elbing und Colot, 1987, 1985; Luckett und Mukherjee, 1986), weiterhin
werden die schadlichen Effekte vermutlich durch ein hormonelles Ungleichgewicht und/oder
Modifikationen der uterinen Umwelt verursacht (Ertzeid und Storeng, 2001; Van der Auwera
und D* Hooghe, 2001; Szoltys et al., 1994; Elmazar et al., 1989). In einer Studie von Kovacs
et al. (1993) konnte jedoch keine Verminderung der Lebensféhigkeit der durch Super-
ovulation erhaltenen Blastozysten nach Transfer in eine pseudoschwangere Leihmutter fest-
gestellt werden.

Madoglicherweise wurden beim isogenen Transfer des Stammes DBA auch deshalb so
schlechte Ergebnisse erzielt, da die Tiere zum Teil mehrmals superovuliert werden mussten.
Jedoch wurden in einer Studie von Combelle und Albertini (2003) kompensatorische
Mechanismen postuliert, welche die Entwicklungskompetenz von mehrfach superovulierten
Oozyten verbessern. In einer anderen Studie wurde aber ein erhdhtes Vorkommen von
Spindeldefekten bei ovulierten Mauseiern gefunden, welche multiplen Runden der
Superovulation unterworfen waren (Van Blerkom und Davis, 2001).

Hohere Erfolgsraten des Embryotransfers konnten auch durch Verbesserung des Kultur- oder
Transfermediums erreicht werden. Dies kénnte durch Zugabe von Hyaluronsaure (Gardner et
al., 1999), Epidermal Growth Factor (EGF) (Morita et al., 1994), Platelet Activating Factor
(PAF) (Roudebush et al., 2004) oder Leukemia Inhibitory Factor (LIF) (Mitchell et al., 2002)

erfolgen.
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Eine weitere Mdoglichkeit zur Verbesserung der Implantationseffizienz besteht in der
artifiziellen Offnung der Zona pellucida vor dem Transfer (Liu et al., 1993). Dies kann
mechanisch mittels partieller Zona-Dissektion oder durch ,,Zona-Drilling* mit saurer
Tyrode’s Losung erfolgen (Liu et al., 1993), eine weitere Moglichkeit besteht in der Zugabe
von Proteasen zum Kulturmedium (Lee et al., 1997). Die Zona pellucida sollte jedoch nicht
vollstdndig vom Embryo entfernt werden.

In der vorliegenden Studie wurden bei zwei durch Embryotransfer erzeugten Mausen
Abnormalitaten festgestellt. Eine Maus hatte eine Missbildung an der Vorderpfote, eine
weitere Maus hatte multiple Abnormalitdten mit einer verdickten Herzwand und einer
geschrumpften Leber. Abnormalitaten aufgrund der Prozedur des Embryotransfers wurden
bisher vor allem bei Wiederkauern gefunden, wobei dort ungewdhnlich groBer Nachwuchs
geboren wurde, welcher auch andere Veranderungen in Organ- und Gewebeentwicklung und
plazentale Anomalien zeigte (,,Large Offspring“-Syndrom) (Sinclair et al., 2000; Walker et
al., 1996). Dies ist jedoch vermutlich durch die in-vitro-Kultur der Embryonen in komplexen
Seren oder die Co-Kultur von somatischen Zellen bedingt, welche zu einer abweichenden
Expression von Genen mit genomischen Imprinting fuhrt (McEvoy et al., 2001; Sinclair et al.,
2000; Niemann und Wrenzycki, 2000). Im Gegensatz dazu konnten in den Studien von Van
der Meer et al. (1999, 2001) keine negativen Einfliisse von biotechnologischen Prozeduren
zur Herstellung von transgenen Tieren, einschlieBlich Embryotransfer, auf die

anatomische/morphologische Entwicklung der Nachkommen gefunden werden.

2. Verhaltensuntersuchungen

Das Angstverhalten der Nachkommen der verschiedenen Transfergruppen sowie der
unbehandelten Mduse eines jeden Stammes wurde in drei Verhaltenstests (Motilitatsbox,
EPM und Furcht-sensitivierte ASR) untersucht.

Die Ausgangsstamme unterschieden sich signifikant in ihrem Verhalten in der Motilitatsbox,
wobei NMRI-Mduse die hochste horizontale und vertikale Aktivitat aufwiesen, Méuse des
Stammes DBA zeigten intermedidre Aktivitat, wohingegen C3H-Mause die geringsten Werte
lieferten. Die Verweildauer im Zentrum der Box als ein Indikator des Angstverhaltens
unterschied sich nur in den ersten 5 Minuten des Tests signifikant zwischen den Stdmmen
C3H und DBA, wobei C3H-Mdause weniger angstlich waren. Auf dem EPM zeigten Mé&use
des Auszuchtstammes NMRI ebenfalls wieder die hochste Aktivitat und waren weniger
angstlich im Vergleich zu den beiden Inzuchtstdammen, welche sich in diesem Verhaltenstest

nicht signifikant unterschieden. In der Furcht-sensitivierten ASR wiesen DBA-M4&use eine
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geringere Amplitude der Schreckreaktion als die anderen beiden Stdmme auf. Auch existierte,
wie erwartet, ein Unterschied zwischen den Stdmmen C3H und DBA in der Sensitivierung
dieses Reflexes durch die Fufischocks, wobei DBA-Méause weniger ,angstlich” als C3H-
Méuse waren. Dieses Verhalten der drei Mdusestdamme stimmt mit den Ergebnissen anderer
Studien Uberein (Yilmazer-Hanke et al., 2003; Logue et al., 1997).

Die Tatsache, dass NMRI-Mause auf dem EPM das geringste Angstverhalten zeigten,
wohingegen bei der Furcht-sensitivierten ASR die Mause des Stammes DBA die geringste
Sensitivierung des Reflexes aufwiesen, ist nicht verwunderlich, da verschiedene Verhaltens-
tests unterschiedliche Formen der Angst messen (Clément et al., 2002; Flaherty et al., 1998)
und die Verhaltensparameter dieser drei Tests fir Angstverhalten in einer Faktoranalyse zu
verschiedenen Faktoren beitragen (Yilmazer-Hanke et al., 2003, 2004b; Aguilar et al., 2002;
Griebel et al., 1996b). Des Weiteren wurde in einer Studie von Homanics et al. (1999) keine
Korrelation zwischen dem Angstverhalten im OF und auf dem EPM gefunden. Auch wurde in
den Studien von Yilmazer-Hanke et al. (2002, 2004a) mit Wistar-Ratten und Ratten der
Roman-Linien entgegengesetztes Verhalten der Tiere in explorativen Verhaltenstests
(Motilitatsbox, EPM) und der Furcht-sensitivierten ASR gefunden, welche ein nicht

vermeidbares Reflexverhalten untersucht.

2.1 Effekt der Transferprozedur

Um die Frage zu klaren, ob die Prozedur des Embryotransfers per se einen phanotypischen
Effekt auf den Nachwuchs produziert, wurde das Verhalten der unbehandelten Kontrolltiere
eines jeden Stammes mit demjenigen der entsprechenden isogenen Transfergruppe ver-
glichen. Beim Inzuchtstamm DBA konnten keine Effekte der Transferprozedur auf die
untersuchten Parameter der drei Verhaltenstests festgestellt werden. Beim Inzuchtstamm C3H
wirkte sich die Prozedur des Embryotransfers nur auf die Anzahl der Aufrichtungen in der
Motilitatsbox aus, wobei Nachkommen des isogenen Transfers sich h&ufiger aufrichteten als
unbehandelte Méause. Im Gegensatz dazu zeigten sich beim Auszuchtstamm NMRI eine
Vielzahl von Effekten des Embryotransfers auf Verhaltensparameter der Motilitatsbox und
der Furcht-sensitivierten ASR, unter anderem auch ein erhdhtes Angstverhalten der Nach-
kommen des isogenen Transfers in beiden Verhaltenstests sowie ein Trend zu einem héheren
Aufrichtverhalten in der Motilitatsbox.

Eine unterschiedliche Sensitivitat von M&usestdmmen gegenuber der Prozedur des Embryo-
transfers wurde auch in anderen Studien bei anatomischen/morphologischen Merkmalen

beschrieben (Atchley et al., 1991; Cowley et al., 1989). Es ist unklar, wie solch unter-
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schiedliche Effekte der Transferprozedur auf das Verhalten der Mausestdimme zustande
kommen. Da die Prozedur des Embryotransfers jedoch ein operativer Eingriff ist, verursacht
er bei den Rezipienten vermutlich ein gewisses MaR an Stress. In vielen Studien wurde ein
erhohtes Angstverhalten der Nachkommen nach pranatalem Stress in auf freier Exploration
beruhenden Verhaltenstests, wie OF und EPM, festgestellt (Vallée et al., 1997; Weinstock,
1997; Poltyrev et al., 1996). Weiterhin waren pranatal gestresste Tiere in der ersten Woche
nach der Geburt signifikant leichter als nicht-gestresste Tiere (Chapillon et al., 2002; Meek et
al., 2000), was den Befunden nach dem Embryotransfer entspricht. Diese Effekte werden
vermutlich durch das postnatale maternale Verhalten vermittelt, da Stress wahrend der
Schwangerschaft das maternale Verhalten in der S&ugeperiode beeinflusst (Champagne und
Meaney, 2000; Maccari et al., 1995; Moore und Power, 1986) und gestresste Mausemutter
weniger Nahrung zu sich nehmen (Ward und Wainwright, 1988). So konnte eine
unterschiedliche Stressanfalligkeit der Leihmutter (oder der transferierten Blastozysten) der
verschiedenen Stamme zu Unterschieden im Angstverhalten des adulten Nachwuches fuhren.
In einer Studie von Kinsley und Svare (1987) wurden solche stammesabhéngigen Effekte von
pranatalem Stress auf das adulte Agressionsverhalten von Mausen beschrieben.

Jedoch flhrte prénataler Stress bei Mé&usen, im Gegensatz zu den Befunden des Embryo-
transfers in dieser Studie, nur zu einer erhohten horizontalen und vertikalen Aktivitat im
juvenilen, nicht aber im adulten Alter (Fonseca et al., 2002; Alonso et al., 2000).

Auch ist der Praimplantationsembryo sensitiv gegentber epigenetischen Modifikationen, da
wéhrend der frihen Embryonalentwicklung extensive Veranderungen in der Genom-weiten
Methylierung stattfinden (Yoder et al., 1997). Neuere Studien haben gezeigt, dass eine
suboptimale in-vitro-Kultur von Mausembryonen zu abweichenden epigenetischen
Modifikationen im Genom sowie zu signifikanten Veranderungen im Angstverhalten und der
lokomotorischen Aktivitat des adulten Nachwuches fuhren kann (de Kloet et al., 2005; Ecker
et al., 2004; Ferndndez-Gonzalez et al., 2004). Auch konnten die Embryonen verschiedener
Mausestamme unterschiedlich empfindlich gegeniber solch biotechnologischen Prozeduren
sein, was zu stammesabhangigen Verhaltensdnderungen fuhren kénnte (Dulioust et al., 1995).
Ein Effekt der Transferprozedur auf das Aufrichtverhalten der Nachkommen wurde auch in
einer Studie von Denenberg et al. (1998) gefunden, wo der isogene Transfer von BXSB-
Yaa+-Mé&usen zu einer hoheren vertikalen Aktivitat des Nachwuchses im OF fiihrte. Jedoch
unterschied sich in dieser Studie die isogene Transfergruppe nicht nur durch die Prozedur des
Embryotransfers von den unbehandelten Kontrolltieren, sie wurden auch per Kaiserschnitt zur
Welt gebracht und hatten eine andere postnatale Umwelt, sodass unklar ist, ob der

beobachtete Effekt dem Embryotransfer zuzuschreiben ist. Nichtdestoweniger stimmt
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der Anstieg in der vertikalen Aktivitdt mit dem in dieser Studie beobachteten Transfereffekt
beim Inzuchtstamm C3H (berein.

In der vorliegenden Studie existierte ein groRer Unterschied zwischen den beiden Inzucht-
stdmmen und dem Auszuchtstamm NMRI in Bezug auf die Effekte des Embryotransfers. Dies
konnte durch die genetische Inhomogenitét des Nachwuchses des Auszuchtstammes erklart
werden, da Miitter ihren genetischen Nachwuchs am Uringeruch, basierend auf dem MHC-
Komplex (H-2 Komplex bei Méusen) der Jungtiere, erkennen kdnnen (Yamazaki et al., 2000;
Manning et al., 1992). So sollten die Nachkommen der isogenen Transfers von DBA- und
C3H-Blastozysten von ihren Leihmittern als ihr eigener genetischer Nachwuchs erkannt
werden. Im Gegensatz dazu zeigen die isogenen Nachkommen des Auszuchtstammes NMRI
vermutlich gréRere Abweichungen von den MHC-Genotypen ihrer Leihmdtter als die unbe-
handelten Kontrolltiere dieses Stammes. Jedoch konnten Manning et al. (1995) keine auf dem
MHC-Komplex basierende Unterscheidung der Jungtiere von ihren Miittern in Erkennungs-
Assays mit semi-wilden Mus musculus mit bekanntem MHC-Typ finden.

Transfereffekte konnten auch aufgrund kleinerer WurfgroBen nach dem Embryotransfer
entstehen. Zwar wurde in dieser Studie die WurfgroRe beschrankt, um mdégliche Erndhrungs-
effekte auszugleichen, dennoch wiesen die isogenen Transfergruppen etwas geringere Wurf-
groRen im Vergleich zu den unbehandelten Kontrolltieren auf. Dies machte sich jedoch
vorwiegend bei den Inzuchtstdimmen DBA und C3H und weniger beim Auszuchtstamm
NMRI bemerkbar. Einige Studien weisen darauf hin, dass das emotionale Verhalten der Tiere
mit der GroRe des Waurfes variiert (Priestnall, 1973; La Barba und White, 1971). Jedoch
fuhrten in diesen Studien grolRere Wurfe zu einer hdheren Emotionalitat der Tiere, was dem
Verhalten der Nachkommen des isogenen Transfers des NMRI-Stammes widerspricht, welche
trotz etwas geringerer WurfgroRe ein erhdhtes Angstverhalten zeigten.,

Im Gegensatz dazu konnten in den Studien von Van der Meer et al. (1999, 2001) keine
signifikanten Einflisse von biotechnologischen Prozeduren, welche in die Produktion von
transgenen Tieren involviert sind (Mikroinjektion, in-vitro-Kultur und Embryotransfer), auf
verschiedene Verhaltensaspekte der Nachkommen, wie lokomotorische Aktivitat, Angst und

Exploration in einer unbekannten Umgebung, gefunden werden.
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2.2. Genetische und maternale Einflisse auf das Verhalten

Mit Hilfe der reziproken Embryotransfers zwischen den drei Mausestdmmen wurden
genetische und maternale Einfliisse auf das Verhalten des adulten Nachwuchses in den drei
Verhaltenstests untersucht. Dabei wurde zuerst eine drei-faktorielle Varianzanalyse
(ANOVA) durchgefiihrt, um den Einfluss des genetischen Hintergrundes, maternaler
Faktoren und des Geschlechtes sowie auch Interaktionen zwischen diesen Faktoren zu
bestimmen. Die in der drei-faktoriellen ANOVA ermittelten signifikanten Effekte des
genetischen Hinter-grundes der Nachkommen und maternaler Faktoren wurden anschlieRend
zur genaueren explorativen Charakterisierung weiter mit Hilfe von ein-faktoriellen ANOVAs
und einer nachfolgenden paarweisen Analyse mittels Tukey-Tests untersucht.

2.2.1. Genetische Einflisse auf das Verhalten der Nachkommen

Das Verhalten des Nachwuchses wurde in allen drei Tests stark von der genetischen Herkunft
der Embryonen beeinflusst. Dies ist nicht verwunderlich, da das fetale Genom schon im 2-
Zell-Stadium aktiviert wird (Review: Latham, 1999) und somit zur Entwicklung im Uterus
beitragt. In der Motilitatsbox wurden signifikante Einfllisse des Blastozysten-Stammes auf die
horizontale und vertikale Aktivitdt bei Rezipienten aller drei Stdmme festgestellt. Der
genetische Einfluss auf die Verweildauer im Zentrum der Box, also auf das Angstverhalten,
erreichte die Signifikanzschwelle nur knapp und wurde nur nach Transfer der Blastozysten in
C3H-Rezipienten gefunden. Auf dem EPM wurden Einflisse des genetischen Hintergrundes
der transferierten Embryonen auf die Aktivitat der Nachkommen bei allen drei untersuchten
Rezipientenstdammen gefunden, aber nur beim Transfer in NMRI-Rezipienten konnte ein
genetischer Einfluss auf das Angstverhalten festgestellt werden. Bei der Furcht-sensitivierten
ASR war die Amplitude des Reflexes beim Transfer in Rezipienten aller Stdamme vom
Genotyp der Nachkommen abhdngig, wéhrend die genetischen Einflusse auf die
Sensitivierung dieses Reflexes sich zwischen den Rezipienten-Stdimmen unterschieden.
Zusammengefasst kann festgestellt werden, dass die horizontale und vertikale Aktivitat und
die Amplitude der ASR signifikant von der genetischen Herkunft der Tiere bestimmt wurden,
wahrend genetische Einfliisse auf das Angstverhalten variabel und stammesabhangig waren.

Die hier beobachteten variablen genetischen Einflisse auf das Angstverhalten der Tiere im
EPM stehen im Gegensatz zu anderen Studien bei Méusen (Lamberty und Gower, 1996;
Trullas und Skolnick, 1993) und Ratten (Berton et al., 1997; Rex et al., 1996). In der Studie
von Trullas und Skolnick (1993) wurden 78% bzw. 69% der Varianz unter den 16

untersuchten Mausinzuchtstimmen in der verbrachten Zeit und der Anzahl der Eintritte in die



Diskussion 107

offenen Arme des EPM genetischen Faktoren zugeschrieben. Im Gegensatz dazu waren nur
27% und 42% der Varianz zwischen den Stdmmen in der ambulatorischen Aktivitat im OF
und auf dem EPM genetisch bedingt.

Auch wurde bei Nagern durch quantitative genetische Untersuchungen, wie Selektionsstudien
und den Vergleich von Inzuchtstdmmen, ein signifikanter genetischer Beitrag zum Angst-
verhalten festgestellt (Wigger et al., 2001; Simmel and Bagwell, 1983; DeFries et al., 1978).
Durch Kreuzungen zwischen Nagerinzuchtstdimmen ist es mdglich, genetische Loci zu
kartieren, welche das Verhalten in Nagermodellen von Angst beeinflussen (Quantitative Trait
Loci (QTL)-Analysen) und eine Vielzahl von Genloci fiir das Angstverhalten wurde bereits
gefunden (Flint, 2003).

Es zeigte sich auch, dass die Effekte der Transferprozedur nicht stabil waren, da sich in
einigen Fallen die Nachkommen der transferierten Blastozysten wie die unbehandelten
Kontrolltiere verhielten, wohingegen bei anderen Parametern ihr Verhalten demjenigen der

isogenen Transfergruppen entsprach.

Ein Einfluss des Geschlechts auf das Verhalten des Nachwuchses wurde nur bei der
Amplitude der ASR gefunden, wo Mé&nnchen generell schreckhafter waren als Weibchen.
Dieser Befund ist tbereinstimmend mit der Studie von Logue et al. (1997), in welcher bei 5
von 13 Inzuchtstdmmen eine hohere Schreckhaftigkeit der Mé&nnchen feststellt wurde, steht
jedoch im Gegensatz zur Studie von Yilmazer-Hanke et al. (2003), wo keine Geschlechts-
unterschiede in der Amplitude der ASR bei 7 M&usestammen gefunden wurden. In anderen
Studien wurden Geschlechtsunterschiede auf dem EPM beschrieben, wobei Weibchen fir
gewohnlich eine hohere Aktivitdt und eine geringere Vermeidung von offenen Armen
aufwiesen als Mannchen (Wigger et al., 2001; Rodgers und Cole, 1993; Johnston und File,
1991). Geschlechtsabhdngige Verhaltensunterschiede konnten entstehen, da sich einigen
Studien zufolge die Mutter mancher Mausestdmme mehr um den ménnlichen als um den
weiblichen Nachwuchs kiimmern (Moore, 1995; Birke und Sadler, 1991; Alleva et al., 1989).
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2.2.2 Maternale Einflisse auf das Verhalten der Nachkommen

Maternale Effekte auf das Verhalten des Nachwuchses wurden ebenfalls in allen drei
Verhaltenstests gefunden, jedoch zeigten sich hier wiederum Unterschiede zwischen den
beiden Inzuchtstdmmen C3H und DBA und dem Auszuchtstamm NMRI.

Bei den beiden Inzuchtstdmmen wurden maternale Effekte auf das Aufrichtverhalten der
Nachkommen in der Motilitdtsbox und auf die Amplitude der ASR festgestellt. Der Transfer
von Blastozysten in DBA-Leihmitter fihrte zu einem reduzierten Aufrichtverhalten des
Nachwuchses in der Motilitatsbox, bei der Furcht-sensitivierten ASR wurde eine reduzierte
Schreckhaftigkeit des Nachwuchses der beiden Inzuchtstdmme nach Transfer in NMRI-
Leihmiitter beobachtet. Ein maternaler Einfluss auf die Sensitivierung dieses Reflexes wurde
nur beim Nachwuchs von DBA-Blastozysten festgestellt, wo der Transfer in NMRI-
Rezipienten zu einer reduzierten ,,gesamten* Sensitivierung, verglichen mit dem isogenen
Transfer, flhrte.

Im Gegensatz zu den beiden Inzuchtstimmen wurden beim Auszuchtstamm NMRI maternale
Einflusse auf eine Vielzahl von Verhaltensparametern in allen drei Tests mit Hife der ein-
faktoriellen ANOVAs ermittelt. In der Motilitdtsbox wurden alle untersuchten Verhaltens-
parameter durch die genetische Herkunft der Leihmutter beeinflusst. Der Transfer von NMRI-
Blastozysten in DBA-Leihmdtter flihrte bei den Nachkommen zu einer erhéhten
lokomotorischen Aktivitat und, wie auch bei den beiden Inzuchtstdmmen, einem reduzierten
Aufrichtverhalten. Die Verweildauer des Nachwuchses im Zentrum der Box als ein Indikator
des Angstverhaltens wurde durch den Transfer in C3H- und DBA-Rezipienten erhéht. Auf
dem EPM wurde nur die auf der zentralen Plattform des Maze verbrachten Zeit von
maternalen Faktoren beeinflusst. Wie auch bei den beiden Inzuchtstimmen flhrte der
Transfer in NMRI-Leihmitter zu einer reduzierten Schreckhaftigkeit des Nachwuchses in der
Furcht-sensitivierten ASR.

Die Anwesenheit von maternalen Einfliissen auf das Angstverhalten der Nachkommen in der
Motilitatsbox steht im Gegensatz zur Studie von De Fries et al. (1967), in welcher durch
Ovartransplantation gezeigt wurde, dass die maternale Umwelt nur zu einem kleinen Teil der
Varianz im Verhalten im Open Field beitréagt.

Das Aufrichtverhalten der Tiere scheint besonders durch Umweltfaktoren beeinflusst zu
werden, da es sowohl durch den Embryotransfer (bei C3H-Mausen signifikant, bei NMRI-
Tieren nur Trend) wie auch durch maternale Faktoren bei Mausen aller drei Stdmme
veréndert wurde. Auch hatten maternale Faktoren den gréfiten Einfluss auf Blastozysten des

Auszucht-stammes NMRI und diese entwicklungsméRige Labilitdt von NMRI-Embryonen
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wurde auch bei den Effekten der Transferprozedur gefunden.

Interaktionen zwischen genetischen und maternalen Faktoren auf das Verhalten des Nach-
wuchses wurden nur bei der Anzahl der Eintritte in die geschlossenen Arme und die zentrale
Plattform des EPM gefunden, sowie bei der in der zentralen Plattform verbrachten Zeit. Dies
ist verwunderlich, da man mehr stammesabhangige maternale Effekte erwarten wirde. Jedoch
ist die Varianzanalyse relativ insensitiv fir die Untersuchung von Genotyp-Umwelt-
Interaktionen, da die Anzahl der Tiere, welche flr die Untersuchung einer Interaktion mit
addquater statistischer Aussage bendtigt wird, viel grofer ist als bei den Einzeleffekten
(LeRoy et al., 2001; Wahlsten, 1990).

Die durchgefuhrte zusammenfassende Analyse der Hauptmerkmale des Verhaltens mit Hilfe
der stabilen multivariaten Verfahren nach Lauter (Lauter, 1996; L&uter et al., 1995) zeigte
signifikante genetische Einflisse auf alle untersuchten Verhaltensmerkmale (Aktivitat,
Aufrichtung, Angst und Schreckhaftigkeit). Maternale Effekte wurden jedoch nur beim
Aufrichtverhalten und der Schreckhaftigkeit des Nachwuchses gefunden. Eine Wechsel-
wirkung zwischen genetischen und maternalen Effekten existierte bei der Aktivitat der Nach-
kommen. Das Angstverhalten wurde in dieser Analyse durch Parameter aller drei VVerhaltens-
tests repréasentiert, obwohl bekannt ist, dass diese zu unterschiedlichen Faktoren in Faktor-
analysen beitragen. Trotzdem ist es legitim, diese mittels multivariaten Verfahren zu einem

Faktor zusammenzufassen.

2.3 Uterine und postnatale Einfltsse auf das Verhalten von NMRI-Mausen

Mit der Methode des reziproken Embryotransfers wurde der globale maternale Effekt auf das
Verhalten der Nachkommen untersucht, da diese denselben Genotyp und dieselbe
mitochondriale DNA (mtDNA) besal3en, sich jedoch in der globalen maternalen Umwelt
unterschieden. Um diese maternalen Einflusse in uterine und postnatale Faktoren zu unter-

teilen, wurde ein zusatzlicher Jungenaustausch beim Stamm NMRI durchgefihrt.

2.3.1 Uterine Einflusse auf das Verhalten von NMRI-Mausen

Uterine Einflusse auf Verhaltensparameter des Nachwuchses wurden auf das Aufricht-
verhalten und die Verweildauer im Zentrum der Motilitatsbox, die Anzahl der Eintritte in die
offenen Arme des EPM und die Amplitude der ASR gefunden. Alle ermittelten uterinen
Effekte verdnderten das Verhalten der Nachkommen entsprechend dem Verhalten der
Leihmiitter.

Uterine Einflisse auf den sich entwickelnden Embryo kdnnen unter anderem vermittelt
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werden durch die plazentale Permeabilitat, maternale mRNA-Transkripte, Hormonsekretion,
maternales Alter, Kondition der Mutter, vorherige Schwangerschaften, Dauer der Schwanger-
schaft und WurfgroRe (Carlier et al., 1999; Rossiter, 1996; Crusio und Schmitt, 1996).

Es wurden bereits uterine Einflisse auf das adulte kognitive Verhalten des Nachwuchses von
Denenberg et al. (1998, 2001) beschrieben. Durch verschiedene Embryotransfer-Experimente
mit autoimmunen Mauseinzuchtstdmmen und dem Hybridstamm CB6F1 zeigten die Autoren,
dass in einen Hybriduterus transferierte Méuse bessere kognitive Werte im Diskriminierungs-
Lernen, im Shuttlebox-Lernen, im Lashley-Maze und im Morris Water-Maze erzielten.
Uterine Effekte, welche das Verhalten der Jungtiere in Richtung des Verhaltens der Leih-
mutter beeinflussten, wurden auch in einer Studie von Erkadius et al. (1996) gefunden. Dort
spielte ein maternaler uteriner Faktor eine Rolle in der Entwicklung des Salzappetites bei
spontan hypertensiven Ratten (SHR).

Weitere uterine Effekte wurden auf das Uberleben der transferierten Embryonen (Ernst et al.,
2000; Pomp et al., 1989), die sensorische und motorische Entwicklung (Crusio und Schmitt,
1996; Roubertoux et al., 1990; Nosten und Roubertoux, 1988), den freiwilligen Ethanol-
konsum (Randall und Lester, 1975) und das Gewicht und die Schwanzlédnge (Ernst et al.,
2000; Cowley et al., 1989; Brumby, 1960) der Nachkommen beschrieben.

2.3.2 Postnatale Einfliisse auf das Verhalten von NMRI-M&ausen

Postnatale Einflisse auf das Verhalten der Nachkommen wurden in der Motilitatsbox beim
zuruckgelegten Weg und beim Aufrichtverhalten gefunden, wie auch bei der Amplitude der
ASR. Jedoch wurde hier bei den Nachkommen das Aufrichtverhalten und die Amplitude der
ASR entgegengesetzt dem Verhalten des Aufzuchtstammes verandert.

Die meisten der bisher durchgefuhrten Studien bezliglich maternaler Effekte auf das
Verhalten des Nachwuchses haben nur postnatale maternale Effekte durch Adoption unter-
sucht. Postnatale Effekte im OF in entgegengesetzter Richtung zum Verhalten des Adoptions-
stammes wurden auch in anderen Studien mit Mdusen und Ratten beschrieben (Gomez-
Serrrano et al., 2001; van Abeelen, 1980). Wurden DBA-Jungtiere von C57BL/6-Leihmuttern
aufgezogen, so zeigten die adulten Nachkommen eine geringere horizontale und vertikale
Aktivitat, was entgegengesetzt zum Verhalten des Adoptionsstammes war (van Abeelen,
1980). Andere Adoptionsstudien mit Rattenstimmen fanden jedoch keine postnatalen
maternalen Effekte auf das Verhalten im OF (Ohta et al., 1998; Cierpial et al., 1989) und auf
dem EPM (Wigger et al., 2001). Im Gegensatz zur vorliegenden Studie fanden Gomez-
Serrano et al. (2001) postnatale Effekte in der ASR in Richtung des Stammes der Leihmutter.
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Die Prozedur der Adoption per se kdnnten auch einen Einfluss auf das Verhalten der Nach-
kommen gehabt haben. In einer Kreuz-Adoptions-Studie von Maxon und Trattner (1981) mit
den Inzuchtstammen DBA/1 Bg und C57 wurde ein Adoptionseffekt auf die Aktivitat im OF
gefunden. Bartolomucci et al. (2004) zeigten, dass eine Leihmutterschaft bei Mausen zu
einem geringeren Angstverhalten bei mannlichen Nachkommen fuhren kann, auch erhohte die
Adoption von ganzen Wirfen das maternale Firsorgeverhalten und verminderte die Stress-
induzierte Kortikosteron-Sekretion beim adulten Nachwuchs (Maccari et al., 1995). Jedoch
wurden in einer weiteren Kreuz-Adoptions-Studie mit den Inzuchtstimmen DBA/2 und
C57BL/6 (van Abeelen, 1980) keine Effekte der Adoption auf 9 Verhaltenskomponenten im
OF gefunden. So ist ein Effekt der Adoptionsprozedur auf das Verhalten des Nachwuchses
vermutlich abhangig vom verwendeten Stamm und dem eingesetzten Verhaltenstest.

Eine weitere Annahme der Adoptionsmethode ist, dass die postnatale Umwelt, welche von
der Leihmutter geliefert wird, unabhangig vom Genotyp der adoptierten Jungtiere ist (Carlier
et al., 1992). Jedoch unterscheidet sich das Firsorgeverhalten der Weibchen oft abhangig vom
adoptierten Jungenstamm (Fleming et al., 1999; Ward, 1980; Ressler, 1962). Dies stellt eine
klassische Genotyp-Umwelt-Interaktion dar (Ward, 1980), welche vermutlich durch
Variationen in der Responsivitat der Weibchen auf die vom Nachwuchs emittierten Signale
(zum Beispiel Vokalisationen im Ultraschall-Bereich) entsteht. Im Gegensatz dazu konnten
andere Studien keinen Effekt des Stammes der Jungtiere auf das maternale Verhalten finden
(Carlier et al., 1983; Poley und Rayce, 1970).

Mdogliche Mechanismen fir postnatale Effekte sind Unterschiede im maternalen Firsorge-
verhalten und in der Ern&hrung der Jungtiere. Verschiedene M&useinzuchtstdamme unter-
scheiden sich im Brutpflegeverhalten der Weibchen (Brown et al., 1999; Carlier et al., 1982;
Ward, 1980) und die maternale Firsorge scheint einen bedeutenden Einfluss auf die
Entwicklung und die emotionale Reaktivitat der Jungtiere zu haben (Champagne et al., 2003;
Calatayud und Belzung, 2001; Fleming et al., 1999).

Bei der Ratte beeinflussen Variationen in der maternalen Flrsorge die Entwicklung von
Verhaltensantworten und endokrinen Antworten auf Stress beim Nachwuchs. Adulte
Nachkommen von Miittern, welche eine hohe Frequenz von Fursorgeverhalten (Lecken und
Pflegen) zeigen, weisen ein geringeres Angstverhalten im OF und eine geringere Stress-
reaktivitat in einer neuen Umwelt auf (Francis et al., 1999; Caldji et al., 1998; Liu et al.,
1997). Der Einfluss des maternalen Verhaltens wird hierbei vorwiegend Uber die Expression
des hippokampalen Glucokortikoidrezeptors vermittelt, welcher die HPA-Achse kontrolliert
(Liu et al., 1997; Meaney et al., 1996). Dies erfolgt durch eine stabile Veranderung der DNA-

Methylierung und der Chromatinstruktur im Promotor des Gens fiir den Glucokortikoid-
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Rezeptor (Weaver et al., 2002, 2004; Review: Robinson, 2004). Ein geringes Flrsorge-
verhalten der Mutter fuhrt zur Methylierung der Promotorregion kurz nach der Geburt, was zu
einer Suppression der Genaktivitat und damit zu angstlichen Nachkommen fiihrt (Weaver et
al., 2004).

Das maternale Verhalten hat auch einen Einfluss auf die Expression weiterer Rezeptoren
(GABAA-, Benzodiazepin-, NMDA-Rezeptoren), Neuropeptide (CRF), Nervenwachstums-
faktoren (BDNF), sowie auf die hippokampale Synaptogenese, welche in emotionale
Reaktivitat und Gedéchtnisleistungen involviert sind (Branchi et al., 2004; Bredy et al., 2004;
Fries et al., 2004; Caldji et al., 2000, 2003; Diorio et al., 2000; Liu et al., 2000).

Des Weiteren zeigten Francis et al. (1999), dass Variationen in der maternalen Fiirsorge die
Basis einer nicht-genomischen Vererbung von individuellen Unterschieden in der Stress-
reaktivitat Gber Generationen sein konnen (Review: Meaney, 2001; Champagne und Meaney,
2001; Fleming et al., 1999), welche die Expression des Oxytocin-Rezeptorgens zu involvieren
scheint (Meaney, 2001; Champagne et al., 2001; Francis et al., 2000).

Weiterhin fiihrt auch eine lange Separation von der Mutter beim adulten Nachwuchs von
Nagern zu einem Anstieg der Emotionalitadt und neuroendokrinen Reaktivitdt (Romeo et al.,
2003; Schmidt et al., 2002; Huot et al., 2001; Ladd et al., 2000; Wigger und Neumann, 1999;
Barbazange et al., 1996), kurzes postnatales ,,Handling” der Jungtiere dagegen flihrt zu einem
verminderten Angstverhalten der adulten Tiere im OF und EPM (Sternberg und Ridgway,
2003; Meerlo et al., 1999; Anisman et al., 1998). Die Effekte des postnatalen ,,Handlings*
kdnnten durch eine vermehrte maternale Flrsorge nach dem ,,Handling” vermittelt werden
(Denenberg, 1999; D’Amato et al., 1998; Anisman et al., 1998). Auch fiihren bessere
Aufzuchtbedingungen, wie Exposition in neue Umgebungen, zu einem verminderten
Angstverhalten und einem verbesserten Hippokampus-abhdngigen Lernen im adulten Leben
(Tang, 2001; Chapillon et al., 1999; Zaharia et al., 1996).

Postnatale maternale Einfllsse auf das Angstverhalten des adulten Nachwuchses wurden auch
bei Méusen gezeigt. BALB/c-Méuse, welche von C57BL/6-Leihmittern aufgezogen wurden,
zeigten ein signifikant geringeres Angstverhalten und moderatere HPA-Antworten auf Stress
sowie eine vermehrte Expression der y2-Untereinheit des BZ/GABAAa-Rezeptors im zentralen
Nucleus der Amygdala (Caldji et al., 2004; Zaharia et al., 1996). Jedoch wurde bei C57BL/6-
Mausen das relativ geringe Angstverhalten nicht erhoht durch eine Aufzucht von BALB/c-
Leihmattern.

In der vorliegenden Studie unterschieden sich besonders die Mausestimme DBA und NMRI
im Brutpflegeverhalten der Muttertiere. DBA-Mause werden generell als ,,schlechte Mutter

angesehen, da sie relativ wenig Zeit im Nest verbringen und sich nicht sehr viel um ihre
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Jungen kiimmern (Ward, 1980), NMRI-M&use hingegen sind ,,gute Mdtter“, da sie die meiste
Zeit mit der Aufzucht und Pflege ihrer Jungen verbringen. Die schlechtere maternale Umwelt
von DBA-Tieren konnte verantwortlich sein fur das geringere Aufrichtverhalten des
Nachwuchses, wahrend das bessere Firsorgeverhalten von NMRI-Mittern die beobachtete
reduzierte Schreckhaftigkeit der Nachkommen vermitteln kénnte.

Auch liefern Mutter verschiedener Mausestamme Milch, welche sich in ihrer Quantitat und
ihren biochemischen Eigenschaften unterscheidet (Meier et al., 1965). Solche Unterschiede in
der Quantitdt und der nutritiven Qualitdt der Milch konnten zu Unterschieden in der
Entwicklung des ZNS fuhren, welche sich anschlielend im Verhalten der Nager manifestieren
konnten (Akman et al., 2004; Wainwright, 1992, 2001; Carrié et al., 2000; Umewaza et al.,
1999). Zwar wurde die WurfgroR3e auf 8 Tiere beschrankt, um maglichen Erndhrungseffekten
entgegenzuwirken, dennoch war die GroRe der Wirfe bei den Transfergruppen etwas
unterschiedlich.

Als generelle Schlussfolgerung kann festgestellt werden, dass, wenn uterine und postnatale
maternale Faktoren denselben Verhaltensparameter beeinflussten, die uterinen Faktoren das
Verhalten des Nachwuchses in Richtung des Rezipienten-Stammes verénderten, wahrend die
postnatalen Faktoren diesem Effekt entgegenwirkten.

Im Gegensatz zu den hier beobachteten entgegengesetzten Richtungen von uterinen und
postnatalen Effekten zeigten Francis et al. (2003) durch pra- und postnatalen Transfer von
C57BL/6-Mausen in C57BL/6- oder BALB/c-Mitter, dass dort die postnatale und uterine
Umwelt interagieren missen, um das Verhalten der Nachkommen im OF, auf dem EPM und
dem Morris Water-Maze in Richtung des Mutterstammes zu veréndern (Review: Crabbe und
Philipps, 2003).

Beim Vergleich der GroRenordnungen der uterinen und postnatalen Effekte auf die
Verhaltensparameter konnte festgestellt werden, dass der uterine Effekt auf die Schreck-
haftigkeit der Nachkommen bedeutender war als der postnatale Effekt (durch Vergleich der p-
Werte der t-Tests). Dies stand im Gegensatz zum Aufrichtverhalten der Tiere, wo postnatale
maternale Effekte einen gréReren Einfluss hatten.

Es sollte beachtet werden, dass die Unterteilung der globalen maternalen Effekte in uterine
und postnatale Faktoren nur beim Auszuchtstamm NMRI durchgefuhrt wurde, und nicht

notwendigerweise dieselben Ergebnisse bei den anderen beiden Stdimmen liefert.
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2.4 Weitere mogliche Einflusse auf das Verhalten der Nachkommen

In dieser Studie kann ein Einfluss der biologischen Mutter vor dem Zeitpunkt des Transfers
(Blastozysten-Stadium) nicht ausgeschlossen werden und die Methode erlaubt auch nicht die
Untersuchung von umweltbedingten cytoplasmatischen Effekten, da der Nachwuchs, welcher
sich im Cytoplasma unterscheidet, sich ebenfalls in der maternalen Umwelt zwischen
Fertilisation und Transfer unterscheidet. Aufgrund dessen ist es nicht mdglich, einen reinen
genetischen Effekt zu identifizieren (Carlier et al., 1992).

Daneben koénnte genomisches Imprinting verantwortlich sein fur phénotypische Variation.
Dieses Phanomen beschreibt eine Form der Vererbung, welche nicht den Mendelschen
Regeln entspricht und zu einem Unterschied in der Expression der zwei parentalen Allele
eines autosomalen Lokus fiihrt. Es wurden einige Gene mit Imprinting gefunden, welche im
Gehirn exprimiert werden und einen Einfluss auf das Verhalten haben (Plagge et al., 2005;
Isles und Lawrence, 2000; Lefebre et al., 1998).

Auch die Umgebung des Raumes, in welchem die Tiere getestet werden, und der
Experimentator selbst kodnnen einen Einfluss auf die Ergebnisse von Verhaltens-
untersuchungen haben (Wahlsten et al., 2003; Crabbe et al., 1999).

2.5 Zusammenfassung Verhaltensuntersuchungen

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Prozedur des Embryotransfers an sich
weitreichende Effekte auf das Verhalten der Nachkommen des Auszuchtstammes NMRI
hatte. Bei den beiden Inzuchtstdmmen hingegen wurden kaum Transfereffekte beobachtet.

Das Verhalten des Nachwuchses wurde vorwiegend von genetischen Faktoren determiniert.
Maternale Einflisse wurden auf das Aufrichtverhalten in der Motilitdtsbox und auf die
Amplitude der ASR in allen drei untersuchten Mausestammen gefunden wurden, wahrend
beim Auszuchtstamm NMRI weitere maternale Effekte in allen drei Verhaltenstests gefunden
wurden. Eine Unterteilung der maternalen Faktoren in uterine und postnatale Effekte wurde
nur beim Stamm NMRI durchgefiihrt, wo uterine Faktoren das Verhalten der Nachkommen in
Richtung des Rezipientenstammes veranderten. Bei Verhaltensparametern, bei denen sowohl
uterine als auch postnatale Faktoren einen Einfluss auf das adulte Verhalten zeigten, agierten

diese Faktoren in entgegengesetzte Richtungen.
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3. Immunhistochemische Untersuchungen

Die Verteilung von Neuropeptid Y (NPY)- und Parvalbumin (PARV)- enthaltenden Neuronen
in den verschiedenen Amygdalakernen wurde mittels Immunzytochemie untersucht. Diese

Untersuchungen wurden nur bei den Inzuchtstdammen DBA und C3H durchgefiihrt.

3.1 Neuropeptid Y (NPY)

NPY ist ein Neuropeptid, welches anxiolytische Wirkung in einer Vielzahl von
Verhaltenstests zeigt, einschlieBlich EPM und Furcht-potenzierter ASR (Bannon et al., 2000;
Broqua et al., 1995; Heilig, 1995). Im basolateralen Komplex der Amygdala (BLA) finden
sich Neuropeptide nur in nicht-pyramidalen Neuronen (McDonald, 1985) und ann&hernd 80-
90% der NPY-immunpositiven Neurone im BLA sind auch GABAerg (McDonald und
Pearson, 1989). Es handelt sich hierbei vermutlich um Interneurone (McDonald, 1992;
McDonald und Pearson, 1989; Gustafson et al., 1986), jedoch existieren auch einige nicht-
pyramidale Projektionsneurone (Amaral et al., 1992; McDonald, 1992). Es wurde gezeigt,
dass NPY im Hippokampus der Ratte prasynaptisch die Glutamat-Freisetzung inhibieren und
dadurch LTP attenuieren kann (Whittaker et al., 1999; Klapstein und Colmers, 1993). Im
BLA verstérkt NPY durch diese Mechanismen vermutlich die Inhibition.

NPY-immunpositive Neurone wurden in allen Amygdalakernen gefunden. Die grofite Dichte
immungefarbter Neurone wurden im BLA festgestellt, wobei der basolaterale Kern etwas
mehr NPY-immunpositive Neurone aufwies als der laterale Kern. Auch im basomedialen
Kern der Amygdala waren viele NPY-immungeféarbte Neurone zu finden. Im zentralen Kern
hingegen fanden sich deutlich weniger immunreaktive Zellen, welche in allen Untereinheiten
anzutreffen waren. Jedoch waren sie besonders zahlreich im kapsuldren Anteil, da diese
Zellen als ein Band vom Striatum herunterzogen und so vor allem im oberen Teil des
zentralen Kerns vorkamen. Die meisten immunpositiven Neurone waren klein und bi- oder
multipolar und im BLA vorwiegend an den Kerngrenzen lokalisiert.

Die Verteilung der NPY-immunpositiven Neurone bei der Maus steht im Gegensatz zu
derjenigen bei der Ratte, wo ebenfalls NPY-positive Neurone in allen bedeutenden Kernen
der Amygdala gefunden wurden, sich jedoch im lateralen Kern mehr NPY-immunpositive
Neurone befanden als im basolateralen Kern (Yilmazer-Hanke et al., 2002, 2004b;
McDonald, 1989). Auch konnten in anderen Studien keine NPY -immunreaktiven Neurone im
lateralen Anteil des zentralen Kerns der Ratte gefunden werden, diese kamen nur gelegentlich
im medialen und kapsuléren Anteil vor (Asan, 1998; McDonald, 1989; Gustafson et al.,
1986).
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Die Stamme C3H und DBA unterschieden sich nur in der Anzahl NPY-immunpositiver
Neurone im kapsuldren Anteil des zentralen Kerns (CeAc), wo C3H-Tiere eine hohere Zell-
zahl aufwiesen. Der CeAc erhélt Informationen von den meisten sensorischen Modalitaten
und projeziert zum medialen Anteil des zentralen Kerns (CeAm), von welchem die Mehrzahl
der absteigenden Projektionen zum Hirnstamm und Hypothalamus ausgeht (Petrovich und
Swanson, 1997). Die héhere Anzahl NPY-immunpositiver Neurone im CeAc des Stammes
C3H konnte fur das etwas geringere Angstverhalten dieser Tiere in der Motilitatsbox
verantwortlich sein. Des Weiteren konnte dies auch eine Ursache flr die geringere
lokomotorische Aktivitat dieses Stammes in der Motilitdtsbox und auf dem EPM sein, da
NPY die lokomotorische Aktivitdt sowohl in bekannter als auch in einer neuen Umwelt in
einer dosisabhangigen Weise reduzieren kann (Heilig und Murison, 1987).

In Studien von Yilmazer-Hanke et al. (2002, 2004b) mit Thyroxin-behandelten Wistar-Ratten
und Ratten der Roman-Sublinien mit hohem und niedrigem Shuttlebox-Lernen (RHA/Verh
und RLA/Verh) wurde eine héhere Anzahl von NPY-immunpositiven Neuronen im baso-
lateralen Komplex bei Linien mit niedrigem Angstverhalten in Explorations-basierenden
Verhaltenstests, wie der Motilitdtsbox und dem EPM, gefunden. Jedoch konnten in einer
weiteren Studie (Yilmazer-Hanke et al., 2004a) mit zwei Wistar-Rattenlinien, welche unter-
schiedliches Angstverhalten auf dem EPM und in der Furcht-sensitivierten ASR zeigten,
keine Unterschiede in der Anzahl NPY-immunreaktiver Neurone in der Amygdala festgestellt
werden.

Die Prozedur des Embryotransfers per se hatte keine Auswirkungen auf die Anzahl NPY-
immunpositiver Neurone in den Amygdalakernen des Stammes C3H. Im Gegensatz dazu
wurden bei Méusen des Stammes DBA nach dem Transfer weniger NPY-immunpositive
Zellen in fast allen Amygdalakernen gefunden. Es ist unklar, wie diese reduzierte Anzahl
NPY-immunpositiver Neurone in fast allen Kerngebieten der Amygdala des Stammes DBA
nach dem Embryotransfer zustande kam. Da es jedoch beim isogenen Transfer des Stammes
DBA erhebliche Probleme beim postnatalen Uberleben der Wiirfe gab und auch die
uberlebenden Tiere sehr schlecht von ihren Leihmittern versorgt wurden, kdnnte dies in
einem erheblichen Stress fur den Nachwuchs resultiert haben, dhnlich wie bei einer
maternalen Separation. Bei dieser wurde ebenfalls eine verminderte Anzahl NPY-
immunpositiver Neurone bei weiblichen Wistar-Ratten gefunden, jedoch nur im baso-
lateralen Kern der Amygdala (Park et al., 2005).

Auch war der Nachwuchs des isogenen Transfers des Stammes DBA aufgrund schlechter
postnataler Versorgung sehr klein im Vergleich zu unbehandelten DBA-Tieren. Dies kénnte

zu einem geringeren Gehirngewicht und somit zu einer Reduktion in der gesamten
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Anzahl von Neuronen in der Amygdala geftihrt haben. Gegen diese These spricht jedoch, dass
sich die Anzahl PARV-immunpositiver Neurone in den verschiedenen Amygdalakernen
durch den Embryotransfer nicht signifikant verandert hatte. Jedoch wurde in einer Studie von
Yilmazer-Hanke et al. (2004b) mit Thyroxin-behandelten Wistar-Ratten eine erhohte Anzahl
NPY-immunpositiver Neurone im BLA trotz einer reduzierten Gesamtanzahl der Neurone
dieses Kerns gefunden. Daher ist es nicht auszuschliefl3en, dass die hier beobachtete Reduktion
der NPY-immunpositiven Zellen nach dem Embryotransfer eine Konsequenz des geringeren
Korpergewichts der Tiere nach dem Transfer war.

Die reduzierte Anzahl NPY-immunpositiver Neurone in fast allen Amygdalakernen machte
sich jedoch nicht beim Verhalten des isogenen Transfers des Stammes DBA bemerkbar, da
sich das Angstverhalten durch die Transferprozedur nicht signifikant veréandert hatte.

Die drei-faktorielle ANOVA zeigte, dass die Anzahl NPY-immunreaktiver Neurone in den
verschiedenen Amygdalakernen vorwiegend durch die genetische Herkunft der Embryonen
bestimmt wurde. Maternale Einfliisse wurden nur auf die Anzahl immunpositiver Zellen im
basomedialen Kern gefunden, jedoch existierten signifikante Wechselwirkungen zwischen
genetischen und maternalen Faktoren im basolateralen Komplex. Das Geschlecht der Tiere
hatte keinen Einfluss auf die Anzahl NPY-immunpositiver Neurone. Nachfolgend durch-
geflihrte exploratorische Analysen mittels ein-faktoriellen ANOVAs und anschlielenden
Tukey-Tests zeigten, dass genetische Einflusse auf die Anzahl NPY-immunpositiver Neurone
bei Rezipienten des Stammes C3H nur im zentralen Kern der Amygdala vorhanden waren. Im
Gegensatz dazu zeigten sich beim Transfer in DBA-Leihmditter genetische Einfllisse auf die
Anzahl immunreaktiver Neurone in fast allen Amygdalakernen.

Maternale Einflusse auf die Anzahl NPY-immunpositiver Neurone wurden nur bei M&usen
des Stammes DBA festgestellt. Dort wurden nach dem Transfer von Blastozysten in C3H-
Leihmutter héhere Zellzahlen im zentralen und basomedialen Kern der Amygdala gefunden,
die Anzahl der immunpositiven Neurone wurde also entsprechend der Amygdalamorphologie
der Leihmutter veréndert.

Auch in anderen Studien wurde bereits gezeigt, dass postnatale Manipulationen einen Einfluss
auf die Anzahl NPY-immunreaktiver Neurone im basolateralen Komplex der Amygdala
haben konnen. So fuhrte eine neonatale Thyroxin-Behandlung bei Wistar-Ratten zu einem
reduzierten Angstverhalten sowie einem Anstieg in der Anzahl NPY-immunpositiver
Neurone im gesamten BLA (Yilmazer-Hanke et al., 2004b). Umgekehrt flihrte eine maternale
Separation von weiblichen Wistar-Ratten zu einem anxiogenen Verhalten im EPM und einer
Reduktion der Anzahl NPY-immunpositiver Zellen im basolateralen Kern. Eine nach-

folgende Akupunktur konnte das Angstverhalten von maternal separierten Ratten
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reduzieren sowie die Anzahl NPY-immunpositiver Neurone im basolateralen Kern erhéhen
(Park et al., 2005). Im Gegensatz dazu fanden Jiménez-Vasquez et al. (2001) eine verminderte
NPY-Immunreaktivitat nach maternaler Separation bei Ratten nur im dorsalen Hippokampus,

nicht jedoch in der Amygdala.

3.2 Parvalbumin (PARV)

Parvalbumin ist ein Calcium-bindendes Protein, welches neben Calbindin-D-g¢ und Calretinin
zur Gruppe von Calcium-bindenden Proteinen mit EF-Hand gehort (Schwaller et al., 2002;
Baimbridge et al., 1992). Das Protein wird in einer Subpopulation von GABAergen Inter-
neuronen des BLA exprimiert und 94% der PARV-immunpositiven Neurone im BLA sind
GABAerg (McDonald und Mascagni, 2001; Kemppainen und Pitk&nen, 2000; Morys et al.,
1999). Antikorper gegen PARV werden als neuroanatomischer Marker verwendet, um die
Verbindungen zwischen spezifischen Zelltypen in immunhistochemischen Studien zu unter-
suchen (Baimbridge et al., 1992; Celio und Heizmann, 1981), da die vorhandenen Antikdrper
gegen GABA oder GAD (Glutamat-Decarboxylase) nur das Soma und die proximalen
Dendriten von Interneuronen anfarben (Carlsen, 1988). Die Immunhistochemie gegen PARV
farbt jedoch nur einen Teil der GABAergen Interneuronen an, bei der Ratte etwa 43% im
basolateralen Nucleus und ca. 19% im lateralen Nucleus (McDonald und Mascagni, 2001).
Anscheinend exprimieren nur sehr wenige Projektionsneurone des BLA, wenn uberhaupt,
Calcium-bindende Proteine (Pitkdnen und Amaral, 1993, 1994; McDonald, 1994; McDonald
und Baimbridge, 1990).

PARV-immunpositive Interneurone erhalten (berwiegend exzitatorischen Input wvon
pyramidalen Projektionsneuronen des BLA selbst (ca. 11% der Synapsen), wohingegen nur
ca. 1% der Terminalen, welche Synapsen an PARV-immunreaktiven Neuronen bilden, von
kortikoamygdaloiden Projektionen stammt (Smith et al., 1998, 2000) und thalamische Axone
nur sehr wenige Synapsen an Interneuronen des BLA bilden (< 1%) (LeDoux et al., 1991;
Carlsen und Heimer, 1988). Sie sind vorwiegend in die Feedback-Inhibition im BLA
involviert, da viele PARV-immunreaktive Neurone Basket- oder Chandelier-Zellen sind,
welche inhibitorische Synapsen an den Perikarya oder den initialen Axonsegmenten von
pyramidalen Projektionsneuronen bilden (McDonald und Betette, 2001; Smith et al., 1998,
2000; Sorvari et al., 1996). Jedoch zeigen PARV-enthaltende Neurone auch Immunreaktivitat
fir Komponenten des GABAAa-Rezeptors und erhalten eine GABAerge Innervation
(McDonald und Mascagni, 2004; Li et al., 2002), welche vermutlich groftenteils intrinsisch

ist und Interneurone involviert (LeGal La Salle et al., 1978). Eine starke GABA-vermittelte
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Inhibition von PARV-immunreaktiven Interneuronen kdnnte Uber einen disinhibitorischen
Mechanismus zu einem Anstieg in der Erregbarkeit von pyramidalen Projektionsneuronen
fihren, was wichtig sein konnte fur synchronisierte rhythmische Oszillationen (McDonald
und Mascagni, 2004). In Neuronen des BLA sind GABA und NPY kolokalisiert und NPY
konnte direkt die Aktivitat von GABAergen Neuronen modulieren durch die Stimulation von
Y1-Rezeptoren (Eva et al., 2004; Oberto et al., 2000, 2001; McDonald und Pearson, 1989).
Bei der Immunfarbung gegen PARV waren bei einigen Gehirnschnitten Teile des Schnittes
schlecht gefarbt. Bei diesen Gehirnen wurde die Anzahl immunpositiver Zellen nur in den
Amygdalakernen der gut gefarbten Gehirnhélfte bestimmt. Da keine Lateralisierung der
PARV-immunreaktiven Neurone in der Amygdala festgestellt werden konnte, wurde dieser
Wert mit zwei multipliziert.

Die PARV-immunpositiven Neurone waren eine morphologisch heterogene Population von
nicht-pyramidalen Interneuronen. Die Mehrzahl der Zellen hatte mittlere GroRe und multi-
polare Somata mit Dendriten von variabler Dicke, welche keine Dornen besalien. Sie kénnten
den Typ2-Neuronen entsprechen, welche von Sorvari et al. (1995) beschrieben wurden.
PARV-immunpositive Neurone fanden sich in der Amygdala vor allem im BLA, wobei diese
im basolateralen Kern zahlreicher waren als im lateralen Kern. Auch im basomedialen Kern
existierte eine betréchtliche Anzahl PARV-immunreaktiver Neurone, wohingegen diese im
zentralen Kern vergleichsweise wenig gefunden wurden. Dort wies der kapsuldre Anteil
dieses Kerns die hochste Anzahl PARV-immunpositiver Zellen auf, im lateralen Anteil waren
diese recht selten anzutreffen.

Diese Befunde entsprechen der Verteilung von PARV-immunreaktiven Neuronen in der
Amygdala der Ratte (McDonald und Betette, 2001; Celio, 1990), jedoch wurden in einer
Studie von Yilmazer-Hanke et al. (2002) keine PARV-immunreaktiven Neurone im zentralen
Kern der Ratte gefunden.

Zwischen den beiden Inzuchtstimmen C3H und DBA existierten Unterschiede in der Anzahl
PARV-immunreaktiver Neurone im lateralen, basomedialen und zentralen Kern, wobei
Mause des Stammes DBA hohere Zellzahlen aufwiesen. Da eine vermehrte GABAerge
Inhibition der glutamatergen Projektionsneurone im BLA zu einem verminderten Angst-
verhalten flhrt, konnte die héhere Anzahl PARV-immunreaktiver Neurone im BLA des
Stammes DBA verantwortlich sein fiir die geringere Sensitivierung der ASR bei diesem
Méausestamm.

In einer Studie mit Ratten der Roman-Linien (RHA/Verh und RLA/Verh) wurden mehr
PARV-immunpositive Neurone im basolateralen Kern der Amygdala bei RLA/Verh-Ratten
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gefunden, welche ein geringeres Angstverhalten in Tests, basierend auf explorativem
Verhalten, zeigten (Motilitatsbox und EPM) (Yilmazer-Hanke et al., 2002).

Ein Effekt der Transferprozedur auf die Anzahl PARV-immunpositiver Neurone wurde nur
beim Stamm C3H festgestellt. Dort waren im Vergleich zu unbehandelten Kontrolltieren
weniger immunpositive Zellen im basolateralen Kern der isogenen Transfergruppe zu finden.
Der BLA scheint besonders empfindlich gegenuber Einflissen im frihen Leben zu sein, da
auch eine zeitlich beschrankte neonatale Thyroxin-Behandlung zu einem Anstieg in der
Anzahl NPY-immunpositiver Neurone in den Nuclei des BLA bei adulten Ratten fiihrte
(Yilmazer-Hanke et al., 2004b).

Die durchgefihrte drei-faktorielle ANOVA zeigte wieder einen bedeutenden Einfluss der
genetischen Herkunft der Embryonen auf die Anzahl PARV-immunpositiver Neurone in fast
allen Amygdalakernen. Die einzige Ausnahme stellte der basomediale Kern dar, bei welchem
jedoch eine signifikante Wechselwirkung zwischen genetischen und maternalen Einflissen
gefunden wurde. In keinem Kern der Amygdala wurde ein signifikanter Einfluss der
genetischen Herkunft der Rezipienten festgestellt, auch existierten keine geschlechts-
abhéngigen Unterschiede.

Die explorativen Analysen mittels ein-faktoriellen ANOVAs zeigten genetische Einflusse
beim Transfer von Embryonen in Rezipienten des Stammes C3H in allen Amygdalakern-
gebieten. Beim Transfer von Blastozysten in Leihmditter des Stammes DBA wurden
genetische Einflisse jedoch nur auf die Zellzahlen im zentralen Kern der Amygdala
gefunden.

Es ist jedoch zu beriicksichtigen, dass fehlende Unterschiede in der Anzahl immunpositiver
Neurone nicht automatisch eine gleiche Synthese oder Freisetzung dieser Proteine innerhalb
der Amygdala oder in ihren Projektionsgebieten bedeuten. Des Weiteren ist die Immun-
zytochemie mehr eine qualitative als eine quantitative Methode und aufgrund schlechter
Penetration der Antikorper oder aufgrund anderer unbekannter Griinde kdnnte es sein, dass
nicht alle Antigen-enthaltenden Zellen angefarbt werden und es so zu einer Unterschétzung

der exakten Zellzahlen kommt.

3.3 Zusammenfassung immunhistochemische Untersuchungen

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass sich die Mausestimme C3H und DBA vor
allem in der Anzahl PARV-immunreaktiver Neurone im basomedialen, lateralen und
zentralen Kern der Amygdala unterschieden, wobei DBA-Tiere dort hohere Zellzahlen

aufwiesen. Die Prozedur des Embryotransfers fiihrte zu weitreichenden Verénderungen
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in der Amydalamorphologie der beiden Mausestimme, welche jedoch stammesabhangig
waren. Die Anzahl NPY- und PARV-immunreaktiver Neurone in den Amygdalakerngebieten
der beiden Mausestaimme wurde vorwiegend von genetischen Faktoren determiniert.
Maternale Einflisse wurden nur auf die Anzahl NPY-immunpositiver Neurone des Stammes
DBA gefunden und diese beeinflussten die Zellzahl entsprechend der Amygdalamorphologie

der Leihmutter.

4. Generelle Schlussfolgerung

Die vorliegende Studie zeigte signifikante Effekte der Transferprozedur an sich, wie auch
Einflusse des Rezipienten-Stammes auf das Verhalten und die Amygdalamorphologie der
Nachkommen. Dies kdnnte Konsequenzen bei der Produktion von transgenen Tieren, bei der
Sanierung von Tieren und der Rederivation von kryokonservierten Embryonen mittels
Embryotransfer haben. Es existiert eine Vielzahl von Studien, welche die Einflusse des
genetischen Hintergrundes der Tiere fir transgene Zwecke untersuchten (Auerbach et al.,
2003; Cook und Bolivar, 2002; Wolfer et al., 2002; Gerlai R., 2001; Frankel W.N., 1998;
Crawley et al., 1997; Owen et al., 1997; Logue et al., 1997), aber mdglichen Effekten des
Embryotransfers an sich und des Rezipienten-Stammes wurde bisher wenig Aufmerksamkeit
geschenkt (Gingrich und Hen, 2000). Bei einigen transgenen Tieren wurden bereits maternale
Einflusse auf die Verhaltensphanotypen beschrieben (Brody und Geyer, 2004; Weller et al.,
2003). So konnten biotechnologische Prozeduren, welche den Transfer von Embryonen in
Leihmiditter involvieren, potentiell das Verhalten und die Gehirnmorphologie der Nach-
kommen veréndern, zumindest in der ersten Generation. Dies traf in dieser Studie vor allem
auf den Auszuchtstamm NMRI zu und kénnte moglicherweise ein generelles Phdanomen bei
Auszucht- und Hybridstdammen aufgrund der h6heren Heterozygotie dieser Tiere sein. Doch
gerade diese Stdmme werden oft und gerne als Rezipienten fir den Embryotransfer
verwendet, da mit ihnen bessere Ergebnisse mit hoheren Wurfgroien erzielt werden als mit
Inzuchtstdimmen. Aufgrund der vorliegenden Studie ist jedoch davon auszugehen, dass sich
die so erzeugten Nachkommen im Verhalten und in der Amygdalamorphologie grundlegend

von den Ausgangsstdmmen unterscheiden.
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F. Anhang

1. Abkiirzungen

ACTH
AMPA +-a-Amino-3-hydroxy-5-methylisoxazol-4-propionséure
ANOVA = Varianzanalyse

Adrenocorticotropes Hormon

APV = +-2-Amino-5-phosphonovalonsdure

ASR = akustische Schreckreaktion

BDNF = Brain Derived Neurotrophic Factor

BL = basolateraler Nucleus der Amygdala

BLA = basolateraler Komplex der Amygdala

BM = basomedialer Nucleus der Amygdala

BNST = Bettkern der Stria terminalis

BZ = Benzodiazepin

CCK = Cholecystokinin

CeA = zentraler Nucleus der Amygdala

CeAc = zentraler Nucleus der Amygdala, kapsularer Anteil
CeAl = zentraler Nucleus der Amygdala, lateraler Anteil
CeAm = zentraler Nucleus der Amygdala, medialer Anteil
CoA = Kkortikale Nuclei der Amygdala

CRF = Corticotropin Releasing Factor

CS = konditionierter Stimulus

DMV = Nucleus dorsalis nervi vagi

EGF = Epidermal Growth Factor

EPM = Elevated Plus-Maze

GABA = y-Aminobutterséure

GAD = Glutamat-Decarboxylase

5-HT = 5-Hydroxytryptamin, Serotonin
INS = Insula

L = lateraler Nucleus der Amygdala
LC = Locus coeruleus

LH = lateraler Hypothalamus

LIF = Leukemia Inhibitory Factor
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LTP
MeA
MGm
MGv
MtDNA
NMDA
NPY
NT
NTS
OF
PAF
PAG
PARV
PB
PIN
PIR
PnC
PRh
PVN
QTL
S.E.M.
SP

TE

us
VMH
ZNS

Langzeitpotenzierung

medialer Nucleus der Amygdala

mediale Anteile des medial geniculate Nucleus des Thalamus
ventrale Anteile des medial geniculate Nucleus des Thalamus
mitochondriale DNA

N-methyl-D-aspartat

Neuropeptid Y

Neurotensin

Nucleus tractus solitarii

Open Field

Platelet Activating Factor

zentrales Hohlengrau

Parvalbumin

Nucleus parabrachialis

Nucleus intralaminaris posterior des Thalamus
piriformer Kortex

Nucleus reticularis pontis caudalis
perirhinaler Kortex

Nucleus paraventralis des Hypothalamus
Quantitative trait loci

Standardfehler des Mittelwertes

Substanz P

auditorischer Kortex

unkonditionierter Stimulus

Nucleus ventromedialis hypothalami

Zentralnervensystem
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2. Tabellen

Signifikante p-Werte (p < 0,05) wurden fett hervorgehoben, p-Werte nahe der Signifikanz-
grenze (p = 0,05 bis p < 0,1) wurden kursiv dargestellt.
n.s. = nicht signifikant (p > 0,1)

Legende Tabellen:

a) Motilitatsbox
LAUF 0005
LAUF 0510
LAUF 0010
WEG 0005
WEG 0510
WEG 0010
AUFRZ 0005
AUFRZ 0510
AUFRZ 0010
ZAUFR 0005
ZAUFR 0510
ZAUFR 0010
MITTE 0005
MITTE 0510
MITTE 0010

Laufzeit in den ersten 5 Minuten

Laufzeit in den zweiten 5 Minuten

Laufzeit in den gesamten 10 Minuten

zurlickgelegter Weg in den ersten 5 Minuten

zuriickgelegter Weg in den zweiten 5 Minuten

zurlickgelegter Weg in den gesamten 10 Minuten

mit Aufrichtungen verbrachte Zeit in den ersten 5 Minuten

mit Aufrichtungen verbrachte Zeit in den zweiten 5 Minuten
mit Aufrichtungen verbrachte Zeit in den gesamten 10 Minuten
Anzahl der Aufrichtungen in den ersten 5 Minuten

Anzahl der Aufrichtungen in den zweiten 5 Minuten

Anzahl der Aufrichtungen in den gesamten 10 Minuten

im Zentrum der Box verbrachte Zeit in den ersten 5 Minuten
im Zentrum der Box verbrachte Zeit in den zweiten 5 Minuten
im Zentrum der Box verbrachte Zeit in den gesamten 10 Minuten

b) Elevated Plus-Maze

ZAHL OA
ZAHL GA
ZAHL ZENT
ZEIT OA
ZEIT GA
ZEIT ZENT
OA/OA+GA

OA/Ges.Zeit

Anzahl der Eintritte in die offenen Arme
Anzahl der Eintritte in die geschlossenen Arme
Anzahl der Eintritte in die zentrale Plattform
verbrachte Zeit in den offenen Armen
verbrachte Zeit in den geschlossenen Armen
verbrachte Zeit in der zentralen Plattform

verbrachte Zeit in den offenen Armen / (verbrachte Zeit in den offenen

Armen + verbrachte Zeit in den geschlossenen Armen)
relative verbrachte Zeit in den offenen Armen

¢) Furcht-sensitivierte akustische Schreckreaktion

B5 - B4
(B567) — (B34)

= ,sofortige” Sensitivierung
»gesamte* Sensitivierung

d) Transfergruppen

CC = C3HinC3H
DC = DBAInC3H
NC = NMRIinC3H
DD = DBAinDBA
CD = C3HinDBA
ND = NMRIin DBA
NN = NMRIin NMRI
CN = C3HinNMRI

DN

DBA in NMRI
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Mittelwerte und Standardfehler der Mittelwerte ANOVA Tukey-Test
Variable DBA-Kontrolle C3H-Kontrolle | NMRI-Kontrolle F-

(n=17) (n=18) (n=16) werte | P-Werte | C-D | C-N | D-N

Motilitats-
box
LAUF 0005 165,41 + 4,85 135,72+ 7,85 202,00 £ 5,09 28,39 < 0,001 + + +
LAUF 0510 160,29 + 4,32 137,67 + 7,46 172,88 + 4,75 9,52 < 0,001 + + -
LAUF 0010 325,71 +7,81 273,39 + 13,78 374,88 £ 9,20 22,10 < 0,001 + + +
WEG 0005 21,35+1,13 12,22 +1,01 26,04 + 1,46 34,68 < 0,001 + + +
WEG 0510 22,56 +£0,71 12,79+ 1,00 20,63 + 1,00 33,10 < 0,001 + + -
WEG 0010 43,92 +1,47 25,02 +1,82 46,68 + 2,32 40,16 < 0,001 + + -
AUFRZ 0005 25,18 + 2,07 8,39+1,77 39,25 + 4,00 32,70 < 0,001 + + +
AUFRZ 0510 31,41 +2,34 15,28 + 2,84 57,94 + 3,80 50,43 < 0,001 + + +
AUFRZ 0010 56,59 + 3,16 23,67 + 4,27 97,19+ 7,39 51,40 < 0,001 + + +
ZAUFR 0005 38,06 + 2,66 14,94 + 3,51 64,31 +5,43 38,77 < 0,001 + + +
ZAUFR 0510 52,71 +2,91 21,39 +4,79 75,38 + 5,08 38,75 < 0,001 + + +
ZAUFR 0010 90,76 + 4,58 36,33 + 7,95 139,69 + 9,89 44,94 < 0,001 + + +
MITTE 0005 17,53 +1,92 49,72 + 14,34 33,25 + 4,08 3,20 < 0,05 + - -
MITTE 0510 20,29 + 2,07 17,22 + 7,08 19,06 + 1,56 0,12 n.s.
MITTE 0010 37,82+ 2,67 66,94 + 19,99 52,31 +4,48 1,38 n.s.
Elevated
Plus-Maze
ZAHL OA 1,24 +0,32 0,64 + 0,27 2,88 +0,43 10,76 | <0,001 - + +
ZAHL GA 6,76 + 0,99 5,14 + 0,80 14,38 £ 0,87 29,31 | <0,001 - + +
ZAHL ZENT 8,06 + 1,24 5,79+ 0,91 17,56 £ 0,99 32,97 | <0,001 - + +
ZEIT OA 10,53 + 3,15 14,21 + 5,37 25,74 + 4,42 3,55 0,04 - - +
ZEIT GA 274,00 + 5,62 251,93 + 13,46 222,62 + 8,48 8,17 <0,01 - - +
ZEIT ZENT 15,47 + 3,08 33,86 + 10,25 51,63 £5,78 7,98 <0,01 - - +
OA/OA+GA 0,04 + 0,01 0,06 + 0,02 0,11 +0,02 3,86 0,03 - - +
OA/Ges. Zeit 0,04 + 0,01 0,05 + 0,02 0,09 + 0,01 3,55 0,04 - - +
Schreck-
reaktion
BLOCK1 112,81 + 19,63 | 1445,00 + 132,41 | 1149,12 + 142,86 | 39,05 < 0,001 + - +
BLOCK2 104,18 + 26,11 | 1494,76 + 147,81 | 1299,25 + 175,67 | 32,67 < 0,001 + - +
BLOCK3 91,76 + 22,32 1288,73 + 120,07 | 1173,12 + 160,06 | 33,45 < 0,001 + - +
BLOCK4 83,06 + 22,50 1253,43 + 132,97 | 999,18 + 144,01 | 29,78 < 0,001 + - +
BLOCKS5 334,12 £+ 68,20 |1336,37 +114,96 | 945,99 + 121,00 | 25,54 < 0,001 + + +
BLOCK®6 225,48 + 46,05 |1364,68 + 113,90 | 1186,52 + 157,22 | 29,53 < 0,001 + - +
BLOCK7 176,88 + 51,65 | 1405,88 + 120,26 | 1205,66 + 162,51 | 31,20 < 0,001 + - +
B1+B2/2 108,49 + 21,66 | 1469,88 + 137,69 | 1224,18 + 157,54 | 36,55 < 0,001 + - +
B3+B4/2 87,41 + 21,91 1271,08 + 123,75 | 1086,15 + 148,07 | 33,14 < 0,001 + - +
B5+B6+B7/3 245,50 + 51,08 1378,98 + 96,50 | 1112,73 +£ 138,28 | 35,70 < 0,001 + - +
B5 - B4 251,06 + 61,49 112,94 + 101,70 | -53,18 + 107,51 2,63 0,08
(B567)—(B34) | 561,67 + 144,86 | 1594,78 + 203,38 | 1165,88 + 242,52 | 6,94 <0,01 + - -

Tab.1. Verhalten der Ausgangsstimme DBA, C3H und NMRI in der Motilitatsbox, auf dem Elevated
Plus-Maze und in der Furcht-sensitivierten Schreckreaktion. Angegeben sind die Mittelwerte +
Standardfehler der Mittelwerte (S.E.M.) fiir die untersuchten Parameter der drei VVerhaltenstests, sowie
das Ergebnis der ANOVA und der nachfolgenden Tukey-Tests fiir den Vergleich der drei Stdimme.
Anzahl der Freiheitsgrade df = 2

C-D = Vergleich der Stamme C3H und DBA

C-N = Vergleich der Stamme C3H und NMRI

D-N = Vergleich der Stamme DBA und NMRI



Anhang 143

Vergleich der Kontrollen mit den zugehdrigen isogenen Transfers

Variable NMRI C3H DBA
Motilitatsbox df t-Werte | p-Werte df t-Werte | p-Werte df t-Werte | p-Werte
LAUF 0005 25,6 -1,25 n.s. 33,3 0,13 n.s. 14,2 -0,60 n.s.
LAUF 0510 29,8 -1,84 0,08 30,8 -0,13 n.s. 14,3 -1,16 n.s.
LAUF 0010 26,5 -1,72 <0,1 31,5 -0,00 n.s. 13,7 -0,98 n.s.
WEG 0005 27,1 0,74 n.s. 32,8 0,34 n.s. 17,1 -0,68 n.s.
WEG 0510 27,6 -0,13 n.s. 31,8 -0,00 n.s. 11,7 -0,86 n.s.
WEG 0010 25,4 0,42 n.s. 31,8 0,18 n.s. 12,6 -0,85 n.s.
AUFRZ 0005 25,0 1,88 0,07 28,9 2,55 0,02 12,5 -0,59 n.s.
AUFRZ 0510 30,8 0,91 n.s. 32,9 2,01 0,05 17,3 -1,70 n.s.
AUFRZ 0010 29,4 1,47 n.s. 33,4 2,67 0,01 11,9 -1,27 n.s.
ZAUFR 0005 28,9 1,91 0,07 32,3 1,56 n.s. 15,4 -0,97 n.s.
ZAUFR 0510 29,8 1,69 n.s. 32,8 1,59 n.s. 14,4 -1,24 n.s.
ZAUFR 0010 28,4 1,96 0,06 33,0 1,68 n.s. 13,9 -1,28 n.s.
MITTE 0005 20,4 -2,69 0,01 26,3 -1,19 n.s. 19,2 -0,45 n.s.
MITTE 0510 24,8 -0,37 n.s. 24,2 -0,52 n.s. 15,2 -0,23 n.s.
MITTE 0010 30,7 -2,13 0,04 24,3 -1,06 n.s. 13,4 -0,40 n.s.
Elevated Plus-

Maze

ZAHL OA 25,5 1,32 n.s. 24,6 -0,34 n.s. 9,24 0,89 n.s.
ZAHL GA 30,9 0,12 n.s. 25,7 -1,30 n.s. 11,0 0,99 n.s.
ZAHL ZENT 29,3 0,84 n.s. 245 -1,17 n.s. 10,6 1,01 n.s.
ZEIT OA 24,4 0,99 n.s. 19,3 0,68 n.s. 10,7 0,62 n.s.
ZEIT GA 28,9 -1,54 n.s. 26,6 -0,78 n.s. 9,75 -0,56 n.s.
ZEIT ZENT 30,8 1,30 n.s. 28,4 0,45 n.s. 10,1 0,48 n.s.
OA/OA+GA 24,2 1,09 n.s. 20,6 0,59 n.s. 9,96 0,68 n.s.
OA/Ges.Zeit 24,4 0,99 n.s. 19,3 0,68 n.s. 10,7 0,62 n.s.
Akustische

Schreckreaktion

BLOCK1 19,0 -4,56 < 0,001 33,0 -0,60 n.s. 8,22 1,54 n.s.
BLOCK2 17,0 -5,25 < 0,001 32,9 -0,83 n.s. 9,28 1,09 n.s.
BLOCK3 17,9 -5,23 < 0,001 31,1 -0,47 n.s. 9,67 0,98 n.s.
BLOCK4 17,7 -4,83 <0,01 32,8 -0,54 n.s. 12,0 1,07 n.s.
BLOCKS5 28,9 -1,65 n.s. 30,7 -0,48 n.s. 14,8 1,35 n.s.
BLOCK6 23,3 -3,71 < 0,01 28,1 -0,24 n.s. 11,0 1,86 0,09
BLOCK7 20,0 -4,32 < 0,001 28,6 -0,06 n.s. 13,9 1,62 n.s.
B1+B2/2 17,3 -5,04 | <0,001 33,0 -0,75 n.s. 8,45 1,39 n.s.
B3+B4/2 17,7 -5,19 < 0,001 32,2 -0,52 n.s. 10,5 1,05 n.s.
B5+B6+B7/3 24,9 -3,50 < 0,01 26,4 -0,27 n.s. 12,9 1,72 n.s.
B5 - B4 29,0 2,99 < 0,01 31,0 0,09 n.s. 19,5 1,24 n.s.
(B567) — (B34) 28,5 -0,35 n.s. 26,2 0,11 n.s. 17,2 1,78 0,09

Tab.2. Effekt der Transferprozedur auf die adulten Nachkommen der Stdmme C3H, DBA und NMRI.
Ergebnisse der t-Tests fur den Vergleich der unbehandelten Kontrolltiere eines jeden Stammes mit der
zugehdrigen isogenen Transfergruppe.

df = Anzahl der Freiheitsgrade



Variable _ Mittelwerte und Standardfehler der _Mittelwerte _
NMRI-Kontrolle NMRIin NMRI C3H-Kontrolle C3Hin C3H DBA-Kontrolle DBA in DBA
Motilitdtsbox
LAUF 0005 202,00 + 5,09 194,47 + 3,22 135,72+ 7,85 137,33 £ 9,08 165,41 + 4,85 159,89 + 7,86
LAUF 0510 172,88 + 4,75 161,41 + 4,03 137,67 £7,46 135,94 + 10,41 160,29 + 4,32 150,78 + 6,97
LAUF 0010 374,88 £ 9,20 355,88 + 6,16 273,39 + 13,78 273,28 + 18,37 325,71+7,81 310,67 + 13,30
WEG 0005 26,04 +1,46 27,36 +1,02 12,22 +1,01 12,76 + 1,22 21,35+1,13 20,09 +1,48
WEG 0510 20,63 + 1,00 20,48 +0,72 12,79+ 1,00 12,79+1,31 22,56 +0,71 21,14 +1,50
WEG 0010 46,68 + 2,32 47,84 + 1,45 25,02 +1,82 25,54 + 2,39 43,92 + 1,47 41,23+2,78
AUFRZ 0005 39,25 + 4,00 48,06 + 2,44 8,39+1,77 16,78 £ 2,78 25,18 + 2,07 22,56 + 3,97
AUFRZ 0510 57,94 + 3,80 63,12 + 4,23 15,28 + 2,84 24,22 + 3,42 31,41+2,34 24,89 + 3,04
AUFRZ 0010 97,19 + 7,39 111,18 + 6,04 23,67 + 4,27 41,00 + 4,90 56,59 + 3,16 47,44 + 6,50
ZAUFR 0005 64,31+ 5,43 77,47 + 4,26 14,94 + 3,51 23,78 + 4,44 38,06 + 2,66 33,44 + 3,93
ZAUFR 0510 75,38 + 5,08 86,59 + 4,28 21,39+ 4,79 33,33 +5,81 52,71 +2,91 45,89 + 4,66
ZAUFR 0010 139,69 + 9,89 164,06 + 7,50 36,33 + 7,95 57,11 + 9,46 90,76 + 4,58 79,33 + 7,66
MITTE 0005 33,25 + 4,08 21,29+ 1,76 49,72 + 14,34 30,28 + 7,85 17,53+ 1,92 16,22 + 2,20
MITTE 0510 19,06 + 1,56 17,88 +2,81 17,22 +7,08 13,17 + 3,33 20,29 + 2,07 19,44 + 3,09
MITTE 0010 52,31 +4,48 39,18 + 4,22 66,94 + 19,99 43,44 + 9,48 37,82+ 2,67 35,67 + 4,67
Elevated Plus-Maze
ZAHL OA 2,88 +£0,43 4,00 + 0,74 0,64 + 0,27 0,53+0,19 1,24 +0,32 2,00 + 0,80
ZAHL GA 14,38 + 0,87 14,53 + 0,96 5,14 + 0,80 3,82+ 0,62 6,76 + 0,99 8,88 + 1,89
ZAHL ZENT 17,56 + 0,99 18,94 + 1,30 5,79+0,91 4,47 + 0,65 8,06 + 1,24 10,88 + 2,49
ZEIT OA 25,74 + 4,42 35,00 + 8,25 14,21 +5,37 25,94 + 16,49 10,53 + 3,15 14,88 + 6,29
ZEIT GA 222,62 + 8,48 200,49 + 11,54 251,93 + 13,46 232,71 + 20,58 274,00 + 5,62 266,13+ 12,89
ZEIT ZENT 51,63+5,78 62,92 + 6,49 33,86 + 10,25 41,35+ 13,15 15,47 + 3,08 19,00 + 6,66
OA/OA+GA 0,11 +0,02 0,15+ 0,04 0,06 + 0,02 0,10 +£ 0,06 0,04 +£0,01 0,06 + 0,03
OA/Ges.Zeit 0,09 + 0,01 0,12 +£ 0,03 0,05+ 0,02 0,09 + 0,05 0,04 £0,01 0,05+ 0,02
Schreckreaktion
BLOCK1 1149,12 + 142,86 454,32 + 53,09 1445,00 + 132,41 1333,52 + 131,60 112,81 + 19,63 370,79 + 166,57
BLOCK2 1299,25 + 175,67 346,04 + 45,47 1494,76 + 147,81 1318,36 + 151,60 104,18 + 26,11 209,71 + 93,23
BLOCK3 1173,12 + 160,06 296,19 + 49,98 1288,73 + 120,07 1199,16 + 150,17 91,76 + 22,32 163,70 + 69,79
BLOCK4 999,18 + 144,01 272,24 + 43,31 1253,43 + 132,97 1149,85 + 139,27 83,06 + 22,50 137,58 + 45,83
BLOCK5 945,99 + 121,00 661,03 + 123,35 1336,37 + 114,96 1277,56 + 147,36 334,12 + 68,20 503,89 + 105,18
BLOCK®6 1186,52 + 157,22 518,54 + 87,53 1364,68 + 113,90 1315,36 + 171,66 225,48 + 46,05 443,46 + 107,65
BLOCK7 1205,66 + 162,51 444 91 + 67,38 1405,88 + 120,26 1393,52 + 175,61 176,88 + 51,65 339,87 + 86,42
B1+B2/2 1224,18 + 157,54 400,18 + 43,70 1469,88 + 137,69 1325,94 + 133,54 108,49 + 21,66 290,25 + 129,13
B3+B4/2 1086,15 + 148,07 284,21 + 44,63 1271,08 + 123,75 1174,51 + 140,05 87,41 +21,91 150,64 + 56,34
B5+B6+B7/3 1112,73 + 138,28 541,49 + 86,27 1378,98 + 96,50 1328,81 + 160,96 245,50 + 51,08 429,07 + 94,03
B5 - B4 -53,18 + 107,51 338,79 + 101,72 112,94 + 101,70 127,71+ 127,23 251,06 + 61,49 366,31 + 69,46
(B567) - (B34) 1165,88 + 242,52 1056,05 + 204,97 1594,78 + 203,38 1637,42 + 343,18 561,67 + 144,86 985,93 + 189,08

Tab.3. Mittelwerte und Standardfehler der Mittelwerte (S.E.M.) der untersuchten Verhaltensparameter der Motilitatsbox, des Elevated Plus-Maze und der Furcht-
sensitivierten akustischen Schreckreaktion bei den unbehandelten Kontrolltieren der Stamme C3H, DBA und NMRI sowie den zugehdrigen isogenen
Transfergruppen.



Vergleich der Kontrollen Vergleich der isogenen Transfers

ANOVA (df = 2) Tukey-Test ANOVA (df = 2) Tukey-Test

Variable CC | CC | DD
F-Werte p-Werte C-D | C-N | D-N F-Werte p-Werte DD | -NN | -NN

Motilitatsbox
LAUF 0005 28,39 < 0,001 + + + 18,13 < 0,001 - + +
LAUF 0510 9,52 < 0,001 + + - 2,85 0,07
LAUF 0010 22,10 < 0,001 + + + 9,69 < 0,001 - + -
WEG 0005 34,68 < 0,001 + + + 42 51 < 0,001 + + +
WEG 0510 33,10 < 0,001 + + - 16,66 < 0,001 + + -
WEG 0010 40,16 < 0,001 + + - 32,25 < 0,001 + + -
AUFRZ 0005 32,70 < 0,001 + + + 36,85 < 0,001 - + +
AUFRZ 0510 50,43 < 0,001 + + + 35,10 < 0,001 - + +
AUFRZ 0010 51,40 < 0,001 + + + 48,94 < 0,001 - + +
ZAUFR 0005 38,77 < 0,001 + + + 46,06 < 0,001 - + +
ZAUFR 0510 38,75 < 0,001 + + + 31,64 < 0,001 - + +
ZAUFR 0010 44,94 < 0,001 + + + 46,43 < 0,001 - + +
MITTE 0005 3,20 < 0,05 + - - 1,41 n.s.
MITTE 0510 0,12 n.s. 1,02 n.s.
MITTE 0010 1,38 n.s. 0,24 n.s.
Elevated Plus-
Maze
ZAHL OA 10,76 < 0,001 - + + 10,32 < 0,001 - + -
ZAHL GA 29,31 < 0,001 - + + 34,09 < 0,001 + + +
ZAHL ZENT 32,97 < 0,001 - + + 37,57 < 0,001 + + +
ZEIT OA 3,55 0,04 - - + 0,47 n.s.
ZEIT GA 8,17 <0,01 - - + 3,00 0,06
ZEIT ZENT 7,98 <0,01 - - + 3,54 0,04 - - +
OA/OA+GA 3,86 0,03 - - + 0,78 n.s.
OA/Ges.Zeit 3,55 0,04 - - + 0,47 n.s.
Akustische
Schreckreaktion
BLOCK1 39,05 < 0,001 + - + 21,57 < 0,001 + + -
BLOCK?2 32,67 < 0,001 + - + 27,36 < 0,001 + + -
BLOCK3 33,45 < 0,001 + - + 24,75 < 0,001 + + -
BLOCK4 29,78 < 0,001 + - + 28,31 < 0,001 + + -
BLOCKS5 25,54 < 0,001 + + + 8,98 < 0,001 + + -
BLOCK6 29,53 < 0,001 + - + 12,36 < 0,001 + + -
BLOCK7 31,20 < 0,001 + - + 18,80 < 0,001 + + -
B1+B2/2 36,55 < 0,001 + - + 27,60 < 0,001 + + -
B3+B4/2 33,14 < 0,001 + - + 28,27 < 0,001 + + -
B5+B6+B7/3 35,70 < 0,001 + - + 14,21 < 0,001 + + -
B5 - B4 2,63 0,08 1,75 n.s.
(B567) - (B34) 6,94 <0,01 + - - 1,62 n.s.

Tab.4. Vergleich der unbehandelten Kontrolltiere und Vergleich der isogenen Transfers der Stamme C3H,
DBA und NMRI in den untersuchten Parametern der Motilitatsbox, des Elevated Plus-Maze und der Furcht-

sensitivierten akustischen Schreckreaktion. Ergebnisse der ANOVAs mit den zugehdrigen Tukey-Tests.
df = Anzahl der Freiheitsgrade

C-D = Vergleich der Stimme C3H und DBA
C-N = Vergleich der Stdamme C3H und NMRI
D-N = Vergleich der Stamme DBA und NMRI

CC-DD = Vergleich der isogenen Transfers der Stdamme C3H und DBA
CC-NN = Vergleich der isogenen Transfers der Stamme C3H und NMRI
DD-NN= Vergleich der isogenen Transfers der Stamme DBA und NMRI




Variable Geschlecht | Donatoren | Rezipienten | Donatoren x | Donatoren x | Rezipienten x
Rezipienten | Geschlecht Geschlecht
Motilitatsbox di=1 df=2 df =2 df=4 df =2 df =2
F=0,04 F=66,34 F=0,73 F=2,65 F=143 F=0,84
LAUF 0005 p=n.s. p < 0,001 p=n.s. p =0,04 p=n.s. p=n.s.
F=4,41 F =19,50 F=0,09 F=1,75 F=117 F=0,12
LAUF 0510 p =0,04 p <0,001 p=n.s. p=n.s. p=n.s. p=n.s.
F=171 F =44,37 F=0,30 F=242 F=1,50 F=041
LAUF 0010 p=n.s. p <0,001 p=n.s. p = 0,05 p=n.s. p=n.s.
F=1,04 F =96,57 F =312 F=264 F=1,03 F=0,33
WEG 0005 p=n.s. p <0,001 p <0,05 p = 0,04 p=n.s. p=n.s.
F=2,96 F=6217 F=0,84 F=1,50 F=1,04 F=0,17
WEG 0510 p =0,09 p <0,001 p=n.s. p=n.s. p=n.s. p=n.s.
F=0,10 F = 89,27 F=2,20 F=2,40 F=1,26 F=0,24
WEG 0010 p=n.s. p <0,001 p=n.s. p = 0,05 p=n.s. p=n.s.
F=1,02 F =129,62 F=8,53 F=2,22 F=0,65 F=197
AUFRZ 0005 p=n.s. p <0,001 p <0,001 p = 0,07 p=n.s. p=n.s.
F=0,85 F =102,76 F=11,12 F=0,55 F=1,19 F=0,55
AUFRZ 0510 p=n.s. p <0,001 p <0,001 p=n.s. p=n.s. p=n.s.
F=0,01 F = 146,56 F=12,89 F=0,54 F=0,97 F=041
AUFRZ 0010 p=n.s. p <0,001 p <0,001 p=n.s. p=n.s. p=n.s.
F=292 F =160,48 F=781 F=1,81 F=255 F =3,60
ZAUFR 0005 p=009 | p<000l | p<0,001 p=ns. D =008 p = 0,03
F=0,14 F =110,89 F=7,15 F=1,20 F=230 F=0,26
ZAUFR 0510 p=n.s. p <0,001 p <0,01 p=n.s. p=n.s. p=n.s.
F=0,42 F = 159,47 F=8,95 F=1,13 F=2,69 F=1,40
ZAUFR 0010 p=n.s. p <0,001 p <0,001 p=n.s. p =0,07 p=n.s.
F=0,01 F=5,87 F=0,99 F=0,77 F=0,80 F=3,28
MITTE 0005 p=n.s. p <0,01 p=n.s. p=n.s. p=n.s. p =0,04
MITTE 0510 F :_2,29 F :_1,18 F :_1,40 F :_0,95 F :_ 1,33 F i 3,71
p=n.s. p=n.s. p=n.s. p=n.s. p=n.s. p =0,03
F=041 F=3,09 F=1,29 F=0,93 F=1,08 F=3,90
MITTE 0010 p=n.s. p <0,05 p=n.s. p=n.s. p=n.s. p = 0,02
Elevated Plus-
Maze
ZAHL OA F =_O,22 F =26,76 F =_0,03 F :_0,75 F :_0,38 F =_1,01
p=n.s. p <0,001 p=n.s. p=n.s. p=n.s. p=n.s.
F =358 F = 55,96 F=0,01 F=3,51 F=0,17 F =0,04
ZAHL GA p = 0,06 p <0,001 p=n.s. p <0,01 p=n.s. p=n.s.
F=294 F=61,06 F=0,02 F=292 F=0,15 F=0,22
ZAHL ZENT p =0,09 p <0,001 p=n.s. p =0,02 p=n.s. p=n.s.
ZEIT OA F =_1,53 F=235 F =_O,39 F :_0,20 F :_ 1,34 F =_1,35
p=n.s. p<0,1 p=n.s. p=n.s. p=n.s. p=n.s.
ZEIT GA F :_0,00 F=10,91 F :_0,13 F :_1,10 F :_0,27 F :_0,66
p=n.s. p <0,001 p=n.s. p=n.s. p=n.s. p=n.s.
F=3,17 F=16,71 F=0,01 F=2,83 F=2,69 F=0,38
ZEIT ZENT p =0,08 p <0,001 p=n.s. p =0,03 p =0,07 p=n.s.
F=1,33 F=3,48 F=0,29 F=0,16 F=0,99 F=1,30
OAJOA+GA p=n.s. p =0,03 p=n.s. p=n.s. p=n.s. p=n.s.
OA/Ges. Zeit F :_1,58 F :_2,22 F :_0,40 F :_0,20 F :_ 1,27 F :_1,35
p=n.s. p =n.s. p=n.s. p=n.s. p=n.s. p=n.s.

Tab. 5a. Ergebnisse der drei-faktoriellen Varianzanalyse mit den Faktoren Embryo-Donatoren, Embryo-
Rezipienten und Geschlecht fir das Verhalten der Nachkommen der reziproken Embryo-transfers der
Stamme C3H, DBA und NMRI. Parameter der Motilitdtsbox und des Elevated Plus-Maze.

df = Anzahl der Freiheitsgrade



Variable Geschlecht | Donatoren | Rezipienten | Donatoren x | Donatoren x | Rezipienten x
Rezipienten | Geschlecht Geschlecht
Akustische _ _ _ _ _ _
Schreckreaktion df=1 df =2 df =2 df =4 df =2 df =2
F=8,93 F =82,22 F=4,15 F=2,35 F=239 F=094
BLOCK1 p <0,01 p <0,001 p =0,02 p = 0,06 p<0,1 p=n.s.
F=11,03 F =78,64 F=5,95 F=1,63 F=3,29 F=0,92
BLOCK2 p<001 | p<0001 | p<001 p=ns. =004 p=ns.
F =495 F =83,05 F=5,88 F=1,04 F=1,91 F=0,23
BLOCKS p =0,03 p <0,001 p <0,01 p=n.s. p=n.s. p=n.s.
F =8,05 F=70,14 F=579 F=1,19 F=4,87 F=0,43
BLOCK4 p < 0,01 p < 0,001 p <0,01 p =n.s. p <0,01 p=n.s.
F=9,36 F=32,29 F =6,60 F=0,69 F=1,65 F=1,18
BLOCKS p <0,01 p <0,001 p <0,01 p=n.s. p=n.s. p=n.s.
F=394 F =40,27 F =5,60 F=1,68 F=1,06 F=1,20
BLOCK® p <0,05 p <0,001 p <0,01 p=n.s. p=n.s. p=n.s.
F=332 F = 45,28 F=6,33 F=1,72 F=1,02 F=1,09
BLOCK7Y p =0,07 p <0,001 p <0,01 p=n.s. p=n.s. p=n.s.
B1+B2/2 F =10,95 F =88,34 F =5,50 F =204 F=3,10 F=1,01
p <0,01 p <0,001 p <0,01 p =0,09 p <0,05 p=n.s.
F=722 F =85,94 F =6,56 F=1,20 F=3,45 F=0,32
B3+B4/2 p <0,01 p <0,001 p <0,01 p=n.s. p =0,04 p=n.s.
F=6,13 F = 47,36 F=737 F=1,39 F=1,18 F=1,30
B5+BG+B7/3 p =0,02 p <0,001 p <0,001 p=n.s. p=n.s. p=n.s.
F=0,13 F=734 F=0,38 F=1,38 F=1,11 F=0,47
B5 - B4 _ _ _ - -
p=n.s. p <0,01 p=n.s. p=n.s. p=n.s. p=n.s.
F=1,42 F=6,34 F=294 F=1,70 F=0,01 F=1,55
(B567) - (B34) p=n.s. p <0,01 p=0,06 p=n.s. p=n.s. p=n.s.

Tab. 5b. Ergebnisse der drei-faktoriellen Varianzanalyse mit den Faktoren Embryo-Donatoren, Embryo-
Rezipienten und Geschlecht fiir das Verhalten der Nachkommen der reziproken Embryo-transfers der
Stamme C3H, DBA und NMRI. Parameter der Furcht-sensitivierten ASR.

df = Anzahl der Freiheitsgrade



Variable NMRI in NMRI NMRI in C3H NMRI in DBA C3Hin C3H C3H in NMRI C3H in DBA DBA in DBA DBA in NMRI DBA in C3H
Motilitdtsbox

LAUF 0005 194,47 + 3,22 193,00 + 5,40 212,94 + 3,06 137,33 + 9,08 156,80 + 8,31 141,00 + 8,16 159,89 + 7,86 165,41 + 3,22 168,35+ 2,71
LAUF 0510 161,41 + 4,03 165,24 + 4,02 183,00 + 2,85 135,94 + 10,41 140,53 £ 8,71 130,76 £ 8,75 150,78 £ 6,97 157,76 £ 5,31 160,24 + 5,89
LAUF 0010 355,88 + 6,16 358,24 + 8,80 395,94 + 5,33 273,28 + 18,37 297,33 + 15,95 271,76 + 15,55 310,67 + 13,30 323,18 + 7,58 328,59 + 7,63
WEG 0005 27,36 + 1,02 22,78+ 1,10 27,22 +1,01 12,76 £ 1,22 16,00 £ 1,23 13,06 + 1,14 20,09 +1,48 22,61 +0,78 23,28+ 0,88
WEG 0510 20,48 + 0,72 18,44 +0,71 21,51+0,72 12,79+ 1,31 13,93+ 1,08 12,28 + 1,26 21,14 + 1,50 22,80 + 1,08 23,05 + 0,94
WEG 0010 47,84 + 1,45 41,22+ 1,73 48,72 + 1,66 25,54 + 2,39 29,93+ 2,16 25,49+ 2,17 41,23 +2,78 45,41 + 1,59 46,34 + 1,49
AUFRZ 0005 48,06 + 2,44 54,06 + 3,40 39,24 + 2,62 16,78 + 2,78 17,00 + 2,74 8,82 +1,85 22,56 + 3,97 32,24 + 2,00 25,71+ 1,97
AUFRZ 0510 63,12 + 4,23 65,82 + 3,38 50,94 + 2,98 24,22 + 3,42 28,40 + 3,80 12,59 + 2,90 24,89 + 3,04 32,53 +2,44 36,94 + 3,81
AUFRZ 0010 111,18 £ 6,04 119,88 + 6,20 90,18 + 5,19 41,00 + 4,90 45,40 + 5,80 21,41 +454 47,44 + 6,50 64,76 + 3,81 62,65 + 4,43
ZAUFR 0005 77,47 + 4,26 85,88 + 6,33 67,06 + 3,76 23,78 + 4,44 26,07 + 4,04 13,18 + 3,10 33,44 + 3,93 47,47 + 3,21 42,59 + 2,24
ZAUFR 0510 86,59 + 4,28 92,71 + 3,77 75,82 + 3,30 33,33 +5,81 40,73 + 6,13 17,88 + 4,73 45,89 + 4,66 51,24 + 3,42 57,82 + 4,40
ZAUFR 0010 164,06 + 7,50 178,59 + 9,43 142,88 + 6,22 57,11 + 9,46 66,80 + 9,74 31,06 + 7,63 79,33 + 7,66 98,71 + 6,24 100,41 +5,61
MITTE 0005 21,29+1,76 46,18 + 8,25 37,35+ 3,44 30,28 + 7,85 32,13+ 10,35 47,00 + 17,29 16,22 + 2,20 13,76 +£1,87 14,76 £ 1,92
MITTE 0510 17,88 +2,81 28,47 + 2,99 31,76 + 3,21 13,17 + 3,33 15,60 + 4,32 29,88 + 15,77 19,44 + 3,09 19,18 + 1,58 20,41 + 2,87
MITTE 0010 39,18 + 4,22 74,65 + 9,90 69,12 + 5,61 43,44 +9,48 47,73 + 11,96 76,88 + 32,83 35,67 + 4,67 32,94+ 291 35,18 + 4,19
EPM

ZAHL OA 4,00+0,74 3,24 +0,73 3,38 £ 0,60 0,53+0,19 0,53+0,19 0,65 + 0,28 2,00 £0,80 1,18 £ 0,32 2,18 £ 0,55
ZAHL GA 14,53 + 0,96 12,06 + 0,95 14,50 + 0,94 3,82 +0,62 6,41+1,14 3,82+0,81 8,88 +1,89 6,76 + 1,05 11,18 £1,58
ZAHL ZENT 18,94 + 1,30 15,53 + 1,47 18,00 + 1,23 4,47 + 0,65 7,29 +1,23 4,65 + 0,94 10,88 + 2,49 8,18 + 1,33 13,47 + 2,03
ZEIT OA 35,00 + 8,25 32,04 + 7,07 33,19 £ 5,20 25,94 + 16,49 12,18 + 4,81 30,94 + 17,63 14,88 + 6,29 9,48 + 2,79 14,53 + 4,13
ZEIT GA 200,49 + 11,54 228,49 + 12,20 198,88 + 10,37 232,71 + 20,58 253,02 + 13,05 245,49 + 19,01 266,13 + 12,89 273,41 +£5,10 255,81 + 9,27
ZEIT ZENT 62,92 + 6,49 39,43 £ 5,53 67,94 +£ 6,42 41,35+ 13,15 34,65 + 9,05 23,57 +7,24 19,00 + 6,66 17,10 £ 2,54 28,76 £ 5,52
OA/OA+GA 0,15+ 0,04 0,13 + 0,03 0,15+ 0,02 0,10 + 0,06 0,06 + 0,02 0,11 + 0,06 0,06 + 0,03 0,03 +0,01 0,06 + 0,02
OA/Ges.Zeit 0,12 + 0,03 0,11 + 0,02 0,11 + 0,02 0,09 + 0,05 0,04 + 0,02 0,10 + 0,06 0,05 + 0,02 0,03 +0,01 0,05+ 0,01
ASR

BLOCK1 454,32 + 53,09 1103,60 + 185,97 | 817,10 + 103,36 | 1333,52 + 131,60 | 1238,73 + 103,95 | 1372,17 £ 104,92 | 370,79 + 166,57 | 80,50 + 21,61 95,75 + 26,48
BLOCK?2 346,04 + 45,47 999,91 + 192,27 806,00 + 108,52 | 1318,36 + 151,60 | 1055,28 + 104,56 | 1341,53 + 116,52 | 209,71 + 93,23 57,27 £ 14,09 81,32 + 28,96
BLOCK3 296,19 + 49,98 762,80 + 158,33 | 703,02 + 100,73 | 1199,16 + 150,17 | 937,09 + 106,92 | 1313,32 + 78,28 | 163,70 + 69,79 43,19 + 8,40 61,74 + 15,78
BLOCK4 272,24 + 43,31 666,94 + 140,30 | 709,01 + 126,08 | 1149,85+ 139,27 | 816,95+ 112,61 |1214,54 +130,14 | 137,58 + 45,83 | 54,20 + 14,38 49,94 + 17,78
BLOCKS5 661,03 + 123,35 | 909,87 +123,99 | 931,61+ 102,65 | 1277,56 + 147,36 | 819,48 + 100,69 | 1138,35+91,39 | 503,89 + 105,18 | 219,84 +50,83 | 413,84 + 97,17
BLOCK®6 518,54 + 87,53 998,09 + 164,55 | 1063,25 + 142,83 | 1315,36 + 171,66 | 943,45+ 119,24 | 1115,99 + 86,44 | 443,46 + 107,65 | 138,54 + 39,47 | 199,40 + 41,55
BLOCK7 444,91 + 67,38 | 1006,12 + 174,23 | 997,24 + 138,37 | 1393,52 + 175,61 | 932,53 + 124,97 | 1153,39+ 92,88 | 339,87 + 86,42 | 125,66 +41,29 | 179,11 + 50,03
B1+B2/2 400,18 + 43,70 | 1051,76 + 187,67 | 811,55+96,17 | 1325,94 + 133,54 | 1147,00 + 99,54 | 1356,85 + 106,32 | 290,25 + 129,13 | 68,89 + 16,98 88,54 + 25,57
B3+B4/2 284,21 + 44,63 714,87 + 137,21 706,02 +£110,01 | 1174,51 + 140,05 | 877,02 + 107,38 | 1263,93 + 96,84 | 150,64 + 56,34 48,69 + 10,77 55,84 + 16,56
B5+B6+B7/3 541,49 + 86,27 971,36 + 142,91 | 997,36 + 114,35 | 1328,81 + 160,96 | 898,49 + 103,67 | 1135,91+ 76,36 | 429,07 +94,03 | 161,35+ 39,05 | 264,11 + 54,76
B5 - B4 338,79 + 101,72 242,94 + 119,14 222,59 + 101,59 127,71 +£ 127,23 2,54 + 90,56 -76,18 £ 102,27 366,31 + 69,46 | 165,64 +47,98 | 363,90 + 87,61

(B567)—(B34)

1056,05 + 204,97

1484,35 + 257,05

1580,06 + 203,47

1637,42 + 343,18

941,43 + 260,32

879,87 + 160,67

985,93 + 189,08

386,65 + 110,49

680,66 + 144,98

Tab.6. Mittelwerte und Standardfehler der Mittelwerte (S.E.M.) der untersuchten Parameter der Motilitatsbox, des Elevated Plus-Maze und der Furcht-sensitivierten
akustischen Schreckreaktion bei den Nachkommen der reziproken Transfergruppen der Stamme C3H, DBA und NMRI.




ANOVA und Tukey-Tests der Transfers von genetisch unterschiedlichen Blastozysten in definierte Rezipienten
ANOVA (df = 2) Tukey-Test ANOVA (df = 2) Tukey-Test ANOVA (df = 2) Tukey-Test

Variable CC-DC-NC CC- |CC- |DC- DD-CD-ND DD- |DD- |CD- NN-DN-CN NN- | NN- | DN-

F-Werte p-Werte |DC |NC |NC F-Werte p-Werte |CD |ND |ND F-Werte p-Werte |DN |CN |CN
Motilitétsbox
LAUF 0005 19,00 < 0,001 + + + 36,68 < 0,001 + + 14,57 < 0,001 + +
LAUF 0510 4,52 0,02 - + - 17,69 <0,001 - + + 3,19 0,05
LAUF 0010 11,42 < 0,001 + + - 31,29 < 0,001 - + + 8,00 <0,01 - + -
WEG 0005 30,55 <0,001 + + - 43,09 < 0,001 + + + 30,80 < 0,001 + + +
WEG 0510 25,20 < 0,001 + + + 22,59 <0,001 + - + 21,73 <0,001 - + +
WEG 0010 32,11 < 0,001 + + - 36,49 < 0,001 + - + 30,31 < 0,001 - + +
AUFRZ 0005 48,96 < 0,001 - + + 40,09 < 0,001 + + + 41,37 < 0,001 + + +
AUFRZ 0510 36,30 < 0,001 + + + 47,82 < 0,001 + + + 28,74 < 0,001 + + -
AUFRZ 0010 60,90 <0,001 + + + 50,89 < 0,001 + + + 40,82 < 0,001 + + +
ZAUFR 0005 47,16 < 0,001 + + + 66,04 < 0,001 + + + 44,17 < 0,001 + + +
ZAUFR 0510 39,01 <0,001 + + + 53,83 < 0,001 + + + 27,07 < 0,001 + + -
ZAUFR 0010 53,71 < 0,001 + + + 69,72 < 0,001 + + + 39,99 < 0,001 + + +
MITTE 0005 5,36 <0,01 - - + 1,32 n.s. 2,56 0,09
MITTE 0510 6,22 <0,01 - + - 0,27 n.s. 0,35 n.s.
MITTE 0010 6,15 <0,01 - + + 0,69 n.s. 1,08 n.s.
Elevated Plus-Maze
ZAHL OA 6,49 <0,01 - + - 8,00 <0,01 - - + 14,89 <0,001 + + -
ZAHL GA 16,89 <0,001 + + - 30,29 <0,001 + + + 19,01 < 0,001 + + -
ZAHL ZENT 16,09 <0,001 + + - 29,50 <0,001 + + + 25,40 <0,001 + + -
ZEIT OA 0,70 n.s. 0,39 n.s. 5,96 <0,01 + + -
ZEIT GA 0,94 n.s. 4,27 0,02 - + - 12,88 <0,001 + + -
ZEIT ZENT 0,56 n.s. 14,70 < 0,001 - + + 12,29 < 0,001 + + -
OA/OA+GA 0,74 n.s. 0,70 n.s. 5,65 <0,01 + + -
OA/Ges.Zeit 0,59 n.s. 0,39 n.s. 5,97 <0,01 + + -
Schreckreaktion
BLOCK1 24,72 <0,001 + - + 16,07 <0,001 + + + 74,45 <0,001 + + +
BLOCK2 20,36 < 0,001 + - + 20,61 < 0,001 + + + 59,30 < 0,001 + + +
BLOCK3 20,64 <0,001 + + + 34,50 < 0,001 + + + 45,23 < 0,001 + + +
BLOCK4 23,15 < 0,001 + + + 15,43 < 0,001 + + + 30,81 < 0,001 - + +
BLOCK5 12,11 < 0,001 + - + 7,99 <0,01 + + - 11,28 < 0,001 + - +
BLOCK®6 17,02 <0,001 + - + 7,12 <0,01 + + - 21,49 < 0,001 + + +
BLOCK?7 18,12 < 0,001 + - + 10,03 <0,001 + + - 22,77 < 0,001 + + +
B1+B2/2 23,59 <0,001 + - + 20,66 < 0,001 + + + 74,83 < 0,001 + + +
B3+B4/2 24,50 <0,001 + + + 25,04 < 0,001 + + + 39,54 <0,001 - + +
B5+B6+B7/3 17,85 <0,001 + - + 10,58 <0,001 + + - 21,68 < 0,001 + + +
B5 -B4 1,10 n.s. 4,57 0,02 + - - 5,45 <0,01 - + -
(B567) — (B34) 3,87 0,03 + - - 4,40 0,02 - - + 3,17 0,05

Tab.7.



Tab.7. Bestimmung der genetischen Einfliisse auf das Verhalten der Nachkommen durch den Vergleich der Transfers von genetisch unterschiedlichen Blastozysten in
Rezipientenselben Stammes. Ergebnisse der ein-faktoriellen ANOVASs und der anschlieenden Tukey-Tests furr die untersuchten Parameter der Transfergruppen in der
Motilitatsbox, auf dem Elevated Plus-Maze und in der Furcht-sensitivierten akustischen Schreckreaktion. df = Anzahl der Freiheitsgrade

CC-DC-NC = Vergleich der Transfers von C3H-, DBA- und NMRI-Blastozysten in C3H-

Rezipienten

DD-CD-ND = Vergleich der Transfers von DBA-, C3H- und NMRI-Blastozysten in DBA-
Rezipienten

NN-DN-CN = Vergleich der Transfers von NMRI-, DBA- und C3H-Blastozysten in NMRI-
Rezipienten

CC- DC = Vergleich der Transfers von C3H- und DBA-Blastozysten in C3H-Rezipienten
CC- NC = Vergleich der Transfers von C3H- und NMRI-Blastozysten in C3H-Rezipienten
DC - NC = Vergleich der Transfers von DBA- und NMRI-Blastozysten in C3H-Rezipienten
DD - CD = Vergleich der Transfers von DBA- und C3H-Blastozysten in DBA-Rezipienten
DD - ND = Vergleich der Transfers von DBA- und NMRI-Blastozysten in DBA-Rezipienten
CD - ND = Vergleich der Transfers von C3H- und NMRI-Blastozysten in DBA-Rezipienten
NN - DN = Vergleich der Transfers von NMRI- und DBA-Blastozysten in NMRI-Rezipienten
NN - CN = Vergleich der Transfers von NMRI- und C3H-Blastozysten in NMRI-Rezipienten
DN - CN = Vergleich der Transfers von DBA- und C3H-Blastozysten in NMRI-Rezipienten

Tab.8. Bestimmung der maternalen Einfliisse auf das Verhalten der Nachkommen durch den Vergleich der Transfers von genetisch identischen Blastozysten in
Rezipienten verschiedener Stdimme. Ergebnisse der ein-faktoriellen ANOVAs und der anschlieBenden Tukey-Tests flr die untersuchten Parameter der
Transfergruppen in der Motilitatsbox, auf dem Elevated Plus-Maze und in der Furcht-sensitivierten akustischen Schreckreaktion. df = Anzahl der Freiheitsgrade
CC-CD-CN = Vergleich der Transfers von C3H-Blastozysten in C3H-, DBA- und NMRI-

Rezipienten

DD-DC-DN = Vergleich der Transfers von DBA-Blastozysten in DBA-, C3H- und NMRI-
Rezipienten

NN-ND-NC = Vergleich der Transfers von NMRI-Blastozysten in NMRI-, DBA- und C3H-
Rezipienten

CC-CD = Vergleich der Transfers von C3H-Blastozysten in C3H- und DBA-Rezipienten
CC-CN = Vergleich der Transfers von C3H-Blastozysten in C3H- und NMRI-Rezipienten
CN-CD = Vergleich der Transfers von C3H-Blastozysten in NMRI- und DBA-Rezipienten
DD -DC = Vergleich der Transfer von DBA-Blastozysten in DBA- und C3H-Rezipienten
DD -DN = Vergleich der Transfer von DBA-Blastozysten in DBA- und NMRI-Rezipienten
DC-DN = Vergleich der Transfer von DBA-Blastozysten in C3H- und NMRI-Rezipienten
NN -ND = Vergleich der Transfers von NMRI-Blastozysten in NMRI- und DBA-Rezipienten
NN -NC = Vergleich der Transfers von NMRI-Blastozysten in NMRI- und C3H-Rezipienten
ND -NC = Vergleich der Transfers von NMRI-Blastozysten in DBA- und C3H-Rezipienten



ANOVA und Tukey-Teste der Transfers von Blastozysten in genetisch unterschiedliche Rezipienten
ANOVA (df = 2) Tukey-Test ANOVA (df = 2) Tukey-Test ANOVA (df = 2) Tukey-Test
Variable CC-CD-CN CC- | CC- | CN- DD-DC-DN DD- | DD- |DC- NN-ND-NC NN- | NN- | ND-
F-Werte p-Werte CDh |CN |CD F-Werte p-Werte DC |DN |DN | F-Werte p-Werte ND |NC |NC
Motilitatsbox
LAUF 0005 1,38 n.s. 0,91 n.s. 7,57 <0,01 + +
LAUF 0510 0,26 n.s. 0,52 n.s. 9,83 <0,001 + - +
LAUF 0010 0,68 n.s. 0,86 n.s. 10,54 <0,001 + - +
WEG 0005 2,10 n.s. 2,30 n.s. 6,21 <0,01 - + +
WEG 0510 0,43 n.s. 0,64 n.s. 4,75 0,01 - - +
WEG 0010 1,20 n.s. 1,74 n.s. 6,41 <0,01 - + +
AUFRZ 0005 3,51 0,04 (1) 4,01 0,03 - + - 6,84 <0,01 - - +
AUFRZ 0510 5,80 <0,01 + - + 2,75 0,08 4,94 0,01 - - +
AUFRZ 0010 6,32 <0,01 + - + 3,11 0,06 6,86 <0,01 + - +
ZAUFR 0005 3,04 0,06 4,38 0,02 - + - 3,69 0,03 - - +
ZAUFR 0510 4,27 0,02 - - + 1,80 n.s. 5,05 0,01 - - +
ZAUFR 0010 4,16 0,02 - - + 2,51 0,09 5,26 <0,01 - - +
MITTE 0005 0,55 n.s. 0,31 n.s. 5,76 <0,01 + -
MITTE 0510 0,87 n.s. 0,08 n.s. 5,82 <0,01 + + -
MITTE 0010 0,76 n.s. 0,14 n.s. 7,42 <0,01 + + -
Elevated Plus-Maze
ZAHL OA 0,09 n.s. 1,25 n.s. 0,35 n.s.
ZAHL GA 2,87 0,07 2,84 0,07 2,24 n.s.
ZAHL ZENT 2,67 0,08 2,47 <0,1 1,75 n.s.
ZEIT OA 0,47 n.s. 0,60 n.s. 0,05 n.s.
ZEIT GA 0,33 n.s. 1,32 n.s. 2,14 n.s.
ZEIT ZENT 0,79 n.s. 1,99 n.s. 6,14 <0,01 - + +
OA/OA+GA 0,30 n.s. 0,89 n.s. 0,13 n.s.
OA/Ges.Zeit 0,47 n.s. 0,75 n.s. 0,05 n.s.
Schreckreaktion
BLOCK1 0,36 n.s. 4,93 0,01 + + - 5,99 <0,01 - + -
BLOCK2 1,60 n.s. 3,20 0,05 - + - 5,96 <0,01 - + -
BLOCK3 2,78 0,07 4,16 0,02 - + - 4,59 0,02 + + -
BLOCK4 2,79 0,07 3,56 0,04 + - - 4,14 0,02 + - -
BLOCK5 4,11 0,02 - + - 2,80 0,07 1,59 n.s.
BLOCKG6 2,03 n.s. 6,57 <0,01 + + - 4,38 0,02 + - -
BLOCK?7 2,90 0,07 3,26 < 0,05 - + - 5,15 0,01 + + -
B1+B2/2 0,99 n.s. 4,42 0,02 + + - 6,31 <0,01 - + -
B3+B4/2 3,04 0,06 4,14 0,02 + + - 4,93 0,01 + + -
B5+B6+B7/3 3,28 <0,05 - + - 4,53 0,02 - + - 4,41 0,02 + + -
B5-B4 0,91 n.s. 2,66 0,08 0,67 n.s.
(B567) — (B34) 2,51 0,09 3,77 0,03 - + - 1,47 n.s.

Tab.8.



ANOVA (df = 2) Tukey-Tests ANOVA (df = 2) Tukey-Tests ANOVA (df = 2) Tukey-Tests
Variable CC-DC-NC cc- | cc- | bc- DD-CD-ND DD- | DD- | CD- NN-DN-CN NN- | NN- [ DN-
F-Werte p-Werte | P€ | NC | NC | p\werte  p-werte | ©P | ND | ND | Fwerte  p-werte | PN | CN | CN
Aktivitat 37,62 < 0,001 + + - 49,94 < 0,001 + + + 30,71 < 0,001 + + +
Aufrichtung 26,57 < 0,001 - + + 32,93 < 0,001 - + + 28,82 < 0,001 + + -
Angst 1,53 n.s. 1,51 n.s. 2,29 n.s.
Schreckhaftigkeit 24,60 < 0,001 + - + 19,15 < 0,001 + + + 44,80 < 0,001 + + +

Tab.9a. Summenscores der vier Hauptkriterien des Verhaltens: Bestimmung der genetischen Einflisse auf die Hauptkriterien des Verhaltens durch den

Vergleich der Transfers von genetisch unterschiedlichen Blastozysten in Rezipienten des selben Stammes. Ergebnisse der ANOVAs und der
anschlieenden Tukey-Tests.

CC-DC-NC = Vergleich der Transfers von C3H-, DBA-und NMRI-Blastozysten in C3H- Rezipienten
DD-CD-ND = Vergleich der Transfers von DBA-, C3H- und NMRI-Blastozysten in DBA- Rezipienten
NN-DN-CN = Vergleich der Transfers von NMRI-, DBA-und C3H- Blastozysten in NMRI-Rezipienten

ANOVA (df = 2) Tukey-Tests ANOVA (df = 2) Tukey-Tests ANOVA (df = 2) Tukey-Tests
Variable CC-CD-CN CC- | CC- | CN- DD-DC-DN DD- | DD- | DC- NN-ND-NC NN- | NN- | ND-
F-Werte p-Werte | P | CN | CD | Fwerte  p-werte | P€ | DN | DN | pwerte  p-werte | ND | NC | NC
Aktivitat 2,34 n.s. 2,40 n.s. 5,45 <0,01 - + +
Aufrichtung 5,85 <0,01 + - + 3,18 0,05 7,37 <0,01 + - +
Angst 1,94 n.s. 0,28 n.s. 0,07 n.s.
Schreckhaftigkeit 2,75 0,07 5,08 0,01 - + - 5,53 <0,01 + + -

Tab.9b. Summenscores der vier Hauptkriterien des Verhaltens: Bestimmung der maternalen Einfllisse auf die Hauptkriterien des Verhaltens durch den
Vergleich der Transfers von genetisch identischen Blastozysten in Rezipienten verschiedener Stamme. Ergebnisse der ANOVAS und der anschlieRenden
Tukey-Tests.

CC-CD-CN = Vergleich der Transfers von C3H- Blastozysten in C3H-, DBA-und NMRI-Rezipienten

DD-DC-DN = Vergleich der Transfers von DBA- Blastozysten in DBA-, C3H- und NMRI-Rezipienten

NN-ND-NC = Vergleich der Transfers von NMRI-Blastozysten in NMRI-, DBA-und C3H- Rezipienten



Mittelwerte und Standardfehler der Mittelwerte Uterine Effekte Postnatale Effekte

Variable . ) NMRI in C3H in NMRI in NMRI = NMRI in C3H in NMRI NMRI in C3H — NMRI in C3H in NMRI

NMRIn NMRI NMRIin C3H NMRI df t—Werte p-Werte df t-Werte p-Werte
Motilitatsbox
LAUF 0005 194,47 + 3,22 193,00 + 5,40 208,24 + 6,29 23,8 1,95 0,06 31,3 1,84 0,08
LAUF 0510 161,41 + 4,03 165,24 + 4,02 179,35+ 7,97 23,7 2,01 0,06 23,6 1,58 n.s.
LAUF 0010 355,88 + 6,16 358,24 + 8,80 387,59 + 14,02 22,0 2,07 0,05 26,9 1,77 0,09
WEG 0005 27,36 + 1,02 22,78 +1,10 29,52+ 2,02 23,6 0,95 n.s. 24,7 2,93 <0,01
WEG 0510 20,48 + 0,72 18,44+ 0,71 22,96 + 2,00 20,0 1,17 n.s. 19,9 2,13 < 0,05
WEG 0010 47,84 +1,45 41,22 +1,73 52,48 + 3,95 20,2 1,10 n.s. 21,9 2,61 0,02
AUFRZ 0005 48,06 + 2,44 54,06 + 3,40 35,35+2,94 31,0 -3,33 <0,01 31,3 -4,16 < 0,001
AUFRZ 0510 63,12 + 4,23 65,82 + 3,38 47,59 + 4,21 32,0 -2,60 0,01 30,6 -3,38 <0,01
AUFRZ 0010 111,18 + 6,04 119,88 £ 6,20 82,94 + 6,64 31,7 -3,15 <0,01 31,9 -4,07 < 0,001
ZAUFR 0005 77,47 + 4,26 85,88 + 6,33 57,94 + 3,87 31,7 -3,39 <0,01 26,5 -3,77 < 0,001
ZAUFR 0510 86,59 + 4,28 92,71 + 3,77 68,94 + 4,97 31,3 -2,69 0,01 29,9 -3,81 < 0,001
ZAUFR 0010 164,06 + 7,50 178,59 + 9,43 126,88 + 8,30 31,7 -3,32 <0,01 31,5 -4,12 < 0,001
MITTE 0005 21,29+1,76 46,18 + 8,25 31,88 + 3,79 22,6 2,54 0,02 22,5 -1,58 n.s.
MITTE 0510 17,88 +2,81 28,47 + 2,99 30,94 + 3,83 29,3 2,75 0,01 30,2 0,51 n.s.
MITTE 0010 39,18 + 4,22 74,65 + 9,90 62,82 + 6,16 28,3 3,17 <0,01 26,8 -1,01 n.s.
Elevated Plus-Maze
ZAHL OA 4,00 +£0,74 3,24 +£0,73 1,76 £ 0,52 28,7 -2,48 0,02 28,9 -1,64 n.s.
ZAHL GA 14,53 + 0,96 12,06 + 0,95 13,53+ 1,07 31,6 -0,69 n.s. 31,6 1,03 n.s.
ZAHL ZENT 18,94 + 1,30 15,53 + 1,47 15,47 + 1,39 31,9 -1,82 0,08 31,9 -0,03 n.s.
ZEIT OA 35,00 + 8,25 32,04 + 7,07 20,94 + 4,91 26,1 -1,46 n.s. 28,5 -1,29 n.s.
ZEIT GA 200,49 + 11,54 228,49 + 12,20 229,00 + 10,84 31,9 1,80 0,08 31,6 0,03 n.s.
ZEIT ZENT 62,92 + 6,49 39,43 + 5,53 50,06 + 7,32 315 -1,31 n.s. 29,8 1,16 n.s.
OA/OA+GA 0,15+ 0,04 0,13+0,03 0,09 +0,02 26,4 -1,43 n.s. 29,2 -1,09 n.s.
OA/Ges.Zeit 0,12 +£0,03 0,11 +£0,02 0,07 £0,02 26,1 -1,47 n.s. 28,5 -1,29 n.s.
Schreckreaktion
BLOCK1 454,32 + 53,09 1103,60 + 185,97 1608,54 + 209,63 18,0 5,34 < 0,001 31,6 1,80 0,08
BLOCK2 346,04 + 45,47 999,91 + 192,27 1725,68 + 231,71 17,2 5,84 < 0,001 30,9 2,41 0,02
BLOCK3 296,19 + 49,98 762,80 + 158,33 1562,22 + 227,03 17,5 5,45 < 0,001 28,6 2,89 <0,01
BLOCK4 272,24 + 43,31 666,94 + 140,30 1446,19 + 197,18 17,5 5,81 < 0,001 28,9 3,22 <0,01
BLOCK5 661,03 + 123,35 909,87 + 123,99 1538,82 + 160,68 28,9 4,33 < 0,001 30,1 3,10 <0,01
BLOCK®6 518,54 + 87,53 998,09 + 164,55 1562,22 + 143,32 26,0 6,21 < 0,001 31,4 2,59 0,02
BLOCK7 444,91 + 67,38 1006,12 + 174,23 1599,65 + 182,06 20,2 5,95 < 0,001 31,9 2,36 0,03
B1+B2/2 400,18 + 43,70 1051,76 + 187,67 1667,11 + 216,20 17,3 5,74 < 0,001 31,4 2,15 0,04
B3+B4/2 284,21 + 44,63 714,87 £ 137,21 1504,21 + 199,90 17,6 5,96 < 0,001 28,3 3,26 <0,01
B5+B6+B7/3 541,49 + 86,27 971,36 + 142,91 1566,89 + 151,74 25,0 5,87 < 0,001 31,9 2,86 <0,01
B5 - B4 338,79 + 101,72 242,94 + 119,14 92,62 + 165,35 26,1 -1,53 n.s. 29,1 -0,74 n.s.
(B567)-(B34) 1056,05 + 204,97 1484,35 + 257,05 1692,27 + 260,42 29,2 1,92 0,07 32,0 0,57 n.s.

Tab.10.




Tab.10. Bestimmung von uterinen und postnatalen Effekten auf die Verhaltensparameter von NMRI-Mé&usen in der Motilitatsbox, auf dem Elevated Plus-Maze und
in der Furcht-sensitivierten akustischen Schreckreaktion. Angegeben sind die Mittelwerte = S.E.M. der Verhaltensparameter der zur Bestimmung der uterinen und
postnatalen Effekte verwendeten Transfergruppen (NMRI in NMRI, NMRI in C3H und NMRI in C3H in NMRI), sowie die Ergebnisse der t-Tests fiir die Einflisse
von uterinen Faktoren (Vergleich der Transfergruppen NMRI in NMRI und NMRI in C3H in NMRI) und postnatalen Faktoren (Vergleich der Transfergruppen
NMRI in C3H und NMRI in C3H in NMRI).

df = Anzahl der Freiheitsgrade

Gruppe NMRI in C3H in NMRI: Transfer von NMRI-Blastozysten in C3H-Rezipienten und anschliefende Adoption durch eine NMRI-Amme.



Mittelwerte und Standardfehler der Mittelwerte Transfereffekt

Variable _ ) C3H DBA

C3H-Kontrolle C3H in C3H DBA-Kontrolle DBA in DBA af CWerte b-Werte af CWerte - Werte
NPY-BM 255,75 + 30,02 | 229,25+ 20,13 | 231,25+ 10,25 150,25 + 9,44 8,74 -0,73 n.s. 9,93 -5,81 < 0,001
NPY-L 44550 + 33,91 | 410,50 + 34,62 | 419,25+ 34,99 | 315,25+ 11,08 10,0 -0,72 n.s. 5,99 -2,83 0,03
NPY-BL 551,25 + 38,02 | 495,25 + 33,76 544,25 + 8,84 448,50 £ 12,79 9,86 -1,10 n.s. 8,89 -6,16 < 0,001
NPY-BLA 1252,50 +92,89 | 1135,00 + 71,84 | 1194,75 + 48,73 | 914,00 +£ 19,83 9,41 -1,00 n.s. 6,61 -5,34 <0,01
NPY-CeAc 545,50 + 28,97 | 550,75+ 19,78 | 445,75+19,64 | 398,00 + 24,50 8,83 0,15 n.s. 9,55 -1,52 n.s.
NPY-CeAm 127,25 + 24,49 110,75 + 16,55 83,00 + 6,60 4750+ 4,74 8,78 -0,56 n.s. 9,07 -4,37 <0,01
NPY-CeAl 115,25+17,70 130,50 + 21,92 116,00 + 21,93 47,00 £ 4,49 9,58 0,54 n.s. 5,42 -3,08 0,03
NPY-CeA 788,00 £ 62,32 | 792,00+ 35,67 | 644,75+ 27,62 | 492,50+ 21,08 7,96 0,06 n.s. 9,35 -4,38 <0,01

Tab.11. Mittelwerte mit Standardfehlern (S.E.M.) fir die Anzahl NPY-immunpositiver Neurone in den verschiedenen Amygdalakernen der Méausestimme DBA
und C3H sowie deren isogenen Transfergruppen. Ebenfalls dargestellt sind die Ergebnisse der t-Tests zur Ermittlung des Effektes der Embryo-transferprozedur

durch den Vergleich der unbehandelten Kontrolltiere eines jeden Stammes mit den zugehdrigen isogenen Transfergruppen.
df = Anzahl der Freiheitsgrade

Vergleich Kontrollen Vergleich isogene Transfers

Variable df t-Werte p-Werte df t-Werte p-Werte
NPY-BM 6,15 0,77 n.s. 7,1 3,55 <0,01
NPY-L 9,99 0,54 n.s. 6,01 2,62 0,04
NPY-BL 5,54 0,18 n.s. 6,41 1,30 n.s.
NPY-BLA 7,56 0,55 n.s. 5,76 2,97 0,03
NPY-CeAc 8,8 2,85 0,02 9,57 4,85 <0,001
NPY-CeAm 5,72 1,74 n.s. 5,81 3,67 0,01
NPY-CeAl 9,57 -0,03 n.s. 5,42 3,73 0,01
NPY-CeA 6,89 2,10 0,07 8,11 7,23 < 0,001

Tab.12. Ergebnisse der t-Tests fur den Vergleich der Anzahl NPY-immunpositiver Neurone in den verschiedenen Amygdala-
kerngebieten der Stimme C3H und DBA sowie deren isogenen Transfergruppen.
df = Anzahl der Freiheitsgrade



) Mittelwerte und Standardfehler der Mittelwerte

Variable

C3H in C3H C3H in DBA DBA in DBA DBA in C3H
NPY-BM 229,25 + 20,13 217,50 + 8,52 150,25 + 9,44 189,25 + 13,66
NPY-L 410,50 + 34,62 495,00 + 30,16 315,12 + 11,08 403,00 + 38,47
NPY-BL 495,25 + 33,76 568,75 + 54,88 448,50 + 12,79 547,00 + 38,48
NPY-BLA 1135,00 + 71,84 1281,25 + 83,50 914,00 + 19,83 1139,25 + 75,88
NPY-CeAc 550,75 + 19,78 549,25 + 17,88 398,00 + 24,50 428,00 + 21,60
NPY-CeAm 110,75 + 16,55 112,00 + 12,21 47,50 £ 4,74 72,50 + 6,50
NPY-CeAl 130,50 + 21,92 115,00 + 25,16 47,00 + 4,49 87,50 + 12,26
NPY-CeA 792,00 + 35,67 776,25 + 29,29 492,50 + 21,08 588,00 + 30,32

Tab.13. Mittelwerte mit Standardfehlern (S.E.M.) fur die Anzahl NPY -immunpositiver Neurone in den

verschiedenen Amygdalakernen der Nachkommen der reziproken Transfers der Stimme C3H und DBA

Maternale Einfliisse Genetische Einflisse
CC-CD DD -DC CC-DC DD -CD

Variable

df t-Werte p-Werte df t-Werte p-Werte df t-Werte p-Werte df t-Werte p-Werte
NPY-BM 6,74 0,54 n.s. 8,89 2,35 0,04 8,8 1,64 n.s. 9,9 5,29 < 0,001
NPY-L 9,82 -1,84 <01 5,82 2,19 0,07 9,89 0,14 n.s. 6,33 5,59 <0,01
NPY-BL 8,31 -1,14 n.s. 6,09 2,43 0,05 9,83 -1,01 n.s. 5,54 2,13 0,08
NPY-BLA 9,78 -1,33 n.s. 5,68 2,87 0,03 9,97 -0,04 n.s. 5,56 4,28 <0,01
NPY-CeAc 9,9 0,06 n.s. 9,85 0,92 n.s. 9,92 4,19 <0,01 9,15 4,99 < 0,001
NPY-CeAm 9,2 -0,06 n.s. 9,14 3,11 0,01 6,51 2,15 0,07 6,47 4,92 <0,01
NPY-CeAl 9,82 0,46 n.s. 6,32 3,10 0,02 7,85 1,71 n.s. 5,32 2,66 0,04
NPY-CeA 9,64 0,34 n.s. 8,92 2,59 0,03 9,75 4,36 <0,01 9,08 7,86 < 0,001

Tab.14. Ergebnisse der t-Tests zur

unterschiedlichen Blastoysten in Rezipienten des selben Stammes (CC-DC und DD-CD). df = Anzahl der Freiheitsgrade
CC-CD = Vergleich der Transfers von C3H-Blastozysten in C3H- und DBA-Rezipienten
DD-DC = Vergleich der Transfers von DBA-Blastozysten in DBA- und C3H-Rezipienten
CC-DC = Vergleich der Transfers von C3H- und DBA-Blastozysten in C3H-Rezipienten
DD-CD = Vergleich der Transfers von DBA- und C3H-Blastozysten in DBA-Rezipienten

Bestimmung von maternalen und genetischen Einflissen auf die Anzahl NPY-immunpositiver Neurone in den
Amygdalakerngebieten der Stamme C3H und DBA. Bestimmung von maternalen Einflissen durch den Vergleich der Transfers von genetisch identischen
Blastozysten in Rezipienten verschiedener Stamme (CC-CD und DD-DC) und von genetischen Einfliissen durch den Vergleich der Transfers von genetisch




Mittelwerte und Standardfehler der Mittelwerte Transfereffekt
Variable ) ) C3H DBA
C3H-Kontrolle C3Hin C3H DBA-Kontrolle DBA in DBA T CWerte p-Werte af CWerte b-Werte

PARV-BM 1017,75+57,32 | 869,75+ 101,70 | 1220,50 +52,40 | 1124,50 + 100,47 7,89 -1,27 n.s. 7,53 -0,85 n.s.
PARV-L 1190,50+ 69,99 | 1129,25+50,86 | 1629,75+ 97,36 | 1573,50 + 110,50 9,13 -0,71 n.s. 9,84 -0,38 n.s.
PARV-BL 4898,50 + 286,40 | 3873,75 + 270,65 | 5314,50 + 241,88 | 4722,75 + 257,42 9,97 -2,60 0,03 9,96 -1,68 n.s.
PARV-BLA 7106,75 + 342,80 | 5872,75 + 267,92 | 8164,75 + 340,24 | 7420,75 + 417,88 9,45 -2,84 0,02 9,61 -1,38 n.s.
PARV-CeAc 143,50 + 15,29 156,25 + 10,35 182,75+ 13,01 200,75 + 15,91 8,79 0,69 n.s. 9,62 0,88 n.s.
PARV-CeAm 96,25+ 12,21 86,75 + 16,60 110,75+ 7,71 104,75 + 9,62 9,19 -0,46 n.s. 9,55 -0,49 n.s.
PARV-CeAl 23,00 + 2,97 15,75+ 4,74 38,00+ 7,17 30,50 + 8,71 8,4 -1,30 n.s. 9,64 -0,66 n.s.
PARV-CeA 262,75 + 20,71 258,75 + 23,70 331,50 + 20,28 336,00 + 28,73 9,82 -0,13 n.s. 8,99 0,13 n.s.

Tab.15. Mittelwerte mit Standardfehlern (S.E.M.) fiir die Anzahl PARV-immunpositiver Neurone in den Amygdalakernen der Stdmme C3H und DBA sowie deren
isogenen Transfergruppen. Ebenfalls dargestellt sind die Ergebnisse der t-Tests zur Ermittlung des Effektes der Embryotransferprozedur durch den Vergleich der

unbehandelten Kontrolltiere eines jeden Stammes mit den zugehdrigen isogenen Transfergruppen.
df = Anzahl der Freiheitsgrade

Variable

Vergleich Kontrollen

Vergleich der isogenen Transfers

df t-Werte p-Werte df t-Werte p-Werte
PARV-BM 9,92 -2,61 0,03 10,0 -1,78 n.s.
PARV-L 9,08 -3,66 <0,01 7,03 -3,65 <0,01
PARV-BL 9,73 -1,11 n.s. 9,98 -2,27 <0,05
PARV-BLA 10,0 -2,19 0,05 8,52 -3,12 0,01
PARV-CeAc 9,75 -1,96 0,08 8,59 -2,34 < 0,05
PARV-CeAm 8,44 -1,00 n.s. 8,02 -0,94 n.s.
PARV-CeAl 6,66 -1,93 <0,1 7,72 -1,49 n.s.
PARV-CeA 10,0 -2,37 0,04 9,65 -2,07 0,07

Tab. 16. Ergebnisse der t-Tests fiir den Vergleich der Anzahl PARV-immunpositiver Zellen in den Amygdalakernen der Stdimme

C3H und DBA sowie deren isogenen Transfergruppen.

df = Anzahl der Freiheitsgrade




Tab.17. Mittelwerte mit Standardfehlern (S.E.M.) fur die Anzahl PARV-immunpositiver Neurone in den verschiedenen Amygdala-

) Mittelwerte und Standardfehler der Mittelwerte

Variable

C3H in C3H C3H in DBA DBA in DBA DBA in C3H
PARV-BM 869,75 + 101,70 1265,40 + 64,25 1124,50 + 100,47 1284,75 + 108,04
PARV-L 1129,25 + 50,86 1336,00 + 68,86 1573,50 + 110,50 1470,75 + 85,53
PARV-BL 3873,75 + 270,65 4487,00 + 206,85 4722,75 + 257,42 4814,25 + 297,63
PARV-BLA 5872,75 + 267,92 7005,30 + 455,91 7420,75 + 417,88 7569,75 + 377,76
PARV-CeAc 156,25 + 10,35 147,25 + 13,59 200,75 + 15,91 217,25 + 13,66
PARV-CeAm 86,75 + 16,60 70,00 + 11,79 104,75 + 9,62 98,50 + 15,03
PARV-CeAl 15,75+ 4,74 13,75 + 3,39 30,50 + 8,71 24,50 + 8,50
PARV-CeA 258,75 + 23,70 231,00 + 18,05 336,00 + 28,73 340,25 + 15,58

kernen der Nachkommen der reziproken Transfers der Stimme C3H und DBA.

Maternale Einflisse Genetische Einflisse
. CC-CD DD - DC CC-DC DD -CD
Variable
df t-Werte p-Werte df t-Werte p-Werte df t-Werte p-Werte df t-Werte p-Werte

PARV-BM 8,5 -3,20 0,01 9,95 1,09 n.s. 9,96 -2,80 0,02 8,54 1,15 n.s.
PARV-L 9,2 -2,42 0,04 9,41 -0,74 n.s. 8,14 -3,43 <0,01 8,37 -1,82 n.s.
PARV-BL 9,36 -1,80 n.s. 9,8 0,23 n.s. 9,91 -2,34 0,04 9,56 -0,71 n.s.
PARV-BLA 8,79 -3,36 <0,01 9,9 0,26 n.s. 9,01 -3,66 <0,01 7,16 -0,89 n.s.
PARV-CeAc 9,34 0,53 n.s. 9,78 0,79 n.s. 9,32 -3,56 <0,01 9,76 -2,56 0,03
PARV-CeAm 9,02 0,82 n.s. 8,51 -0,35 n.s. 9,9 -0,52 n.s. 9,61 -2,28 <0,05
PARV-CeAl 9,05 0,34 n.s. 9,99 -0,49 n.s. 7,83 -0,90 n.s. 6,48 -1,79 n.s.
PARV-CeA 9,34 0,93 n.s. 7,71 0,13 n.s. 8,64 -2,87 0,02 8,42 -3,09 0,01

Tab.18. Ergebnisse der t-Tests zur Bestimmung von maternalen und genetischen Einflissen auf die Anzahl PARV-immunpositiver Neurone in den
Amygdalakerngebieten der Stamme C3H und DBA. Bestimmung von maternalen Einflissen durch den Vergleich der Transfers von genetisch identischen
Blastozysten in Rezipienten verschiedener Stamme (CC-CD und DD-DC) und von genetischen Einfliissen durch den Vergleich der Transfers von genetisch
unterschiedlichen Blastoysten in Rezipienten des selben Stammes (CC-DC und DD-CD). df = Anzahl der Freiheitsgrade

CC-CD = Vergleich der Transfers von C3H-Blastozysten in C3H- und DBA-Rezipienten

DD-DC= Vergleich der Transfers von DBA-Blastozysten in DBA- und C3H-Rezipienten

CC-DC = Vergleich der Transfers von C3H- und DBA-Blastozysten in C3H-Rezipienten

DD-CD = Vergleich der Transfers von DBA- und C3H-Blastozysten in DBA-Rezipienten
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