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Einleitung 1

1 Einleitung
1.1 Transmissible spongiforme Enzephalopathien (TSES)

1.1.1 Historie der transmissiblen spongiformen Enzephalopathien

Historisch wurden die transmissiblen spongiformen Enzephalopathien, auch Prionen-
Erkrankungen genannt, erstmals im Jahre 1732 in Grofbritannien beschrieben (Mc
Gowan 1922). Als erstes wurde die Traberkrankheit Scrapie entdeckt, die bei Schafen
und Ziegen auftritt. Spater beschrieben Creutzfeldt und Jakob in den Jahren 1920 und
1921 unabhéngig voneinander die ersten humanen spongiformen Enzephalopathien
(Creutzfeldt 1920, Jakob 1921). Die Symptome wurden einer Krankheit zugeordnet, die
damals als ,,Spastische Pseudosklerose* bezeichnet wurde und spéter nach ihren Erstbe-
schreibern Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (CJK) genannt wurde. In den darauf folgenden
Jahren berichteten Gajdusek und Zigas Gber Kuru, eine infektiose Erkrankung, die
epidemieartig auf Papua-Neuguinea auftrat und durch rituellen Kannibalismus verur-
sacht wurde (Gajdusek und Zigas 1957). Kurz darauf wurde man auf die Gemeinsam-
keiten beider Erkrankungen aufmerksam und ging von einem gemeinsamen Krankheits-

erreger aus, der bis zu diesem Zeitpunkt jedoch noch unbekannt war.

1.1.2 Verschiedene Formen der transmissiblen spongiformen
Enzephalopathien
Prionen-Erkrankungen gehodren zu den transmissiblen spongiformen Enzephalopathien,
die sowohl beim Tier als auch beim Menschen vorkommen. Es handelt sich hierbei um
eine Gruppe neurodegenerativer Erkrankungen, die sporadisch, genetisch oder iatrogen
verursacht werden kdnnen und in der Regel innerhalb weniger Monate zum Tode flih-
ren. Die Creutzfeldt-Jakob-Erkrankung (CJK) stellt die wichtigste Prionen-Erkrankung
beim Menschen dar. Bisher wurden vier Formen der CJK beschrieben: die Sporadische
Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (sCJK), die Familidre Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (fCJK),
die latrogene Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (iCJK) und die Neue Variante der Creutz-
feldt-Jakob-Krankheit (nvCJK).
VVon den genannten Formen der CJK ist die sporadische Form mit 85% die bekannteste
und hdufigste humane Prionen-Erkrankung. Ihre genaue Ursache ist bisher unbekannt.
Alle genannten Prionen-Erkrankungen zeichnen sich durch eine lange Inkubationszeit
aus und stellen eine Gruppe schnell progredienter Erkrankungen dar. Unterschiede zei-

gen sich bei den verschiedenen humanen Prionen-Erkrankungen in den betroffenen Ge-
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hirnregionen, dem Erkrankungsalter sowie dem Krankheitsverlauf. Zu den Symptomen
der TSEs gehdren motorische Stérungen wie Myoklonien und Ataxie, Stérungen der
Wahrnehmung (Halluzinationen) und der Vigilanz, visuelle Stérungen und Veranderun-
gen der Personlichkeit, Depression sowie vegetative Stérungen und Gedachtnisstérun-
gen bis hin zur Demenz. Des Weiteren kdnnen im Krankheitsverlauf sowohl pyramidale
als auch extrapyramidale Stérungen wie pathologische Reflexe, Spastik, Tremor und
Rigor auftreten. Im terminalen Krankheitsstadium entwickeln die Patienten haufig einen
akinetischen Mutismus (Belay 1999, Aguzzi et al. 2008). Histopathologisch weisen die
TSEs einige Gemeinsamkeiten auf. So zeigen die Gehirne der betroffenen Individuen
neben dem Fehlen einer Entzundungsreaktion eine schwammartige (spongiose) Auflo-
ckerung des Neuropils, einen massiven Verlust von Nervenzellen, Vakuolisierung, Hy-

pertrophie der Astro- und Mikroglia sowie Ablagerungen von Plaques (Belay 1999).

1.2 Das zellulare Prion-Protein (PrP°)

Ausloser fur die bisher genannten Erkrankungen sind Prionen (PrP von proteinaceous
infectious particle), bei denen es sich um aggregiertes Prion-Protein handelt, ohne dass
bisher der Nachweis von Nukleinsauren gelang. Das zellulare Prion-Protein (PrP°) ist
ein Glycosylphosphatidylinositol (GPI)-verankertes Membranprotein, dessen abnorma-
le, Proteinase-resistente Isoform durch Fehlfaltung akkumuliert und die Erkrankung
auslost. Das PrP-Gen ist evolutionér unter den Saugetieren hoch konserviert, wobei die
Homologie der Aminosauren unter den Saugetieren 85% bis 97% betragt (Gabriel et al.
1992). Das PrP° wird in mehreren Geweben unterschiedlich stark exprimiert (Toni et al.
2006). Die Umwandlung von PrP® in die pathogene Form erzeugt konformationelle An-
derungen, die eine entscheidende Rolle in der Entstehung der TSEs spielen.

1.2.1 Entdeckung des Prion-Proteins

Nachdem zwischen Kuru, CIJK und Scrapie viele neuropathologische Ahnlichkeiten
entdeckt wurden, folgte die Suche nach dem Ausléser dieser Erkrankungen. Zu der Na-
tur des Krankheitserregers der TSEs wurden in der Vergangenheit viele unterschiedliche
Hypothesen aufgestellt. Im Jahre 1954 wurde von Sigurdsson der Begriff ,,slow virus
infections® geprdgt, wahrend er in Island an der Scrapie-Erkrankung von Schafen
forschte (Sigurdsson 1954). Diese Bezeichnung beschrieb Infektionen, die eine auffal-
lend lange Inkubationszeit aufwiesen. In den darauf folgenden Jahren konnten jedoch

keine krankheitsausldsenden Viren isoliert werden. Einige Jahre spéter wurde beobach-
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tet, dass der Erreger eine aullergewthnlich hohe Resistenz gegentiber UV- und ionisie-
render Strahlung, hohen Temperaturen und Chemikalien aufweist, die Viren und weitere
Krankheitserreger unschadlich machen. Daher stellte Alper im Jahre 1967 die Hypothe-
se auf, dass sich der Erreger ohne das Vorhandensein von Nukleinsauren vermehren
kann und postulierte damit eine neuartige Erregerform als Ausloser der Erkrankungen
(Alper et al. 1967, Pattison und Jones 1967). Prusiner behauptete 1982, dass der Erreger
lediglich aus Proteinen bestehe, da Prozeduren, die Proteine zerstoren, die Infektiositét
aufhoben (Prusiner et al. 1981, Prusiner 1982). Aus dieser Entdeckung heraus wurde der
Begriff Prion gepréagt, um das infektiose Agens von herkdmmlichen Krankheitserregern
wie Bakterien und Viren zu unterscheiden.

Es gelang mit Hilfe einer DNA-Sonde, das kodierende Gen fiir das Prion-Protein zu
identifizieren, das als PRNP bezeichnet wurde und sowohl in gesunden als auch in infi-
zierten Hamstern in gleicher Weise exprimiert wird (Oesch et al. 1985). Dieses Gen
kodiert sowohl fiir PrP° als auch fiir die pathogene Form, die als PrP>® (Prion-Protein
Scrapie-Isoform) bezeichnet wird. Als Protease-resistenter Bestandteil von PrP*® wurde
ein Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von 27 bis 30 kDa identifiziert, das
PrP"™ oder PrP?" genannt wird. Es zeigte sich, dass PrP*° die gleiche Priméarstruktur
aufweist wie PrP¢, und dass der offene Leserahmen in nur einem Exon liegt. Das fiir das
murine PrP kodierende Gen besteht aus drei Exons und ist auf Chromosom 2 lokalisiert.
Der gesamte proteinkodierende Teil des Gens (Open Reading Frame, ORF) ist in
Exon 3 enthalten. Somit kann die Entstehung von PrP° und PrP*® durch Splicing der
mMRNA ausgeschlossen werden. Diese Erkenntnis fiihrte in der Literatur zu verschiede-
nen Hypothesen, die die Entstehung von PrP*° erklaren sollten.

1.2.2 Die Prion-Hypothese

Prusiner stellte 1982 die ,,protein-only“-Hypothese auf, die besagt, dass die pathogene
Form des Prion-Proteins, das PrP*, fur die Prionen-Erkrankungen verantwortlich ist
und somit ein Protein die Erkrankungen auslost (Prusiner 1982). Bei dieser Hypothese
wird angenommen, dass das natiirlich vorhandene PrP¢ durch Infektion mit dem abnor-
malen PrP* in die pathogene Form umgewandelt wird und somit zur Erkrankung fiihrt.
Weitere Untersuchungen an Prnp-Knockout-Mausen (Prnp®®), welche das PrP® nicht
exprimieren, unterstiitzten diese Hypothese. Diese Mause kdnnen nicht mit PrP> infi-
ziert werden. Dies andert sich jedoch, sobald die Expression von PrP° in diesen Mausen
wieder hergestellt wird (Bueler et al. 1994). Diese Untersuchungen zeigten, dass das
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Vorhandensein des zelluldren Prion-Proteins fir die Entstehung von Prionen-
Erkrankungen notwendig ist, und dass dem Entstehungsmechanismus der TSEs die
Umwandlung des PrP® in die pathogene Isoform PrP>¢ zugrunde liegt. Fiir den Replika-
tionsmechanismus des PrP*° wird das Heterodimer-Modell diskutiert:

Das Heterodimer-Modell nach Prusiner beruht auf der Annahme, dass eine autokatalyti-
sche Konversion vorliegt, bei der PrP® und PrP> ein Heterodimer bilden, wobei PrP°
durch den Einfluss von PrP* in die pathologische Form umgefaltet wird (Prusiner
1994).

. C
-2 A

PrPse

*/' Prpse \*—

Prpse
Prpse

Oligomerisierung
- Plaque

Abbildung 1: Heterodimer-Modell

Schematische Darstellung des Heterodimer-Modells. Durch den Kontakt des PrP® mit dem PrP*
kommt es zu einer Konversion des PrP¢ in die pathologische Form. Es kommt zur Oligomerisie-
rung der PrP**-Molekiile und damit zu einer Plaquebildung (Becker 2005, S.6).
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1.2.3 Struktur des zelluldren Prion-Proteins

Das PrP° ist ein evolutionar hoch konserviertes Glykoprotein, dessen priméares Transla-
tionsprodukt im Menschen aus 253 Aminoséauren besteht. PrP® wird im rauen Endo-
plasmatischen Retikulum (ER) synthetisiert. In den darauf folgenden Schritten wird im
ER und im Golgiapparat das N-terminale Signalpeptid von 22 Aminosduren abgespalten
und der C-terminale Rest von 231  Aminoséuren  durch  den
Glykosylphosphatidylinositol-Anker (GPI-Anker) ersetzt. AnschlieBend wird PrP® an
die Zelloberflache transportiert und mit dem GPI-Anker an der &ufReren Zellmembran
fixiert. Mit Hilfe von Nuklearmagnetresonanzmessungen gelang es, die Struktur ver-
schiedener rekombinanter PrP-Formen zu bestimmen. Hierbei wurden globale Struktur-
ahnlichkeiten festgestellt:

Das Prion-Protein besitzt eine gut strukturierte C-terminale Domane und eine flexible,
unstrukturierte N-terminale Doméne. Als sekundére Strukturelemente weist der C-
terminale Bereich drei a-Helices und zwei antiparallele B-Faltblattstrukturen auf (Riek
et al. 1997, Zahn et al. 2000). Die Helix-1-Doméne wird durch die Bereiche der beiden
kleinen antiparallelen Faltblatter eingeschlossen, woran sich die Helices 2 und 3 an-
schlieBen, die durch eine stabilisierende Disulfidbriicke miteinander verbunden sind.
Die N-terminale Region enthélt ein Segment aus flinf Oktarepeat-Regionen (Riek et al.
1997). Dieser Bereich gilt als Hauptreaktionsdoméne, der u.a. fir den Import in das ER
bendtigt wird und bevorzugt an Kupferionen bindet. Den Ubergang von der unstruktu-
rierten N-terminalen Doméne zur strukturierten C-terminalen Doméne bilden 20 hydro-
phobe Aminosauren, die auch als ,,Hydrophobe Doméne* bezeichnet werden (Yost et
al. 1990). PrP° kann als di-, mono- oder unglykosylierte Isoform vorliegen. PrP® kann an
den Aminoséuren Asparagin-181 und Asparagin-197 glykosyliert werden (Haraguchi et
al. 1989), wobei an diese Stellen jeweils bis zu 50 verschiedene Oligosaccharide binden
konnen (Rudd et al. 1999).
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253 Aminoséauren

Octarepeat

GPI1

Signal- g1 a1 a2 e
sequenz 181 197 Anker
X / A
Y Y
N-Terminus C-Terminus

Abbildung 2: Struktur des humanen Prion-Proteins (Becker 2005, S.4)

1.2.4 Vorkommen des zellularen Prion-Proteins im Zentralen
Nervensystem

PrP°® wird in verschiedenen Geweben sowie in einem hohen MaR im Zentralen Nerven-
system (ZNS) exprimiert. Hauptproduzenten im ZNS sind Neurone (Kretzschmar et al.
1986), wogegen PrP¢ auch in Astrozyten, Oligodendrozyten (Moser et al. 1995) und in
Mikroglia (Brown DR et al. 1998) exprimiert wird. Die Proteinmenge variiert in den
verschiedenen Hirnregionen, den verschiedenen Zelltypen und Neuronen (Linden et al.
2008). Immunhistochemische Untersuchungen an Gehirnen von Hamstern haben ge-
zeigt, dass PrP® in hoher Konzentration in der CA1-Region des Hippocampus anzutref-
fen ist. Daruber hinaus weisen die Neurone des Cortex, des Thalamus, des Cerebellums
und der Medulla oblongata einen hohen Gehalt an PrP-mRNA auf (Makrinou et al.
2002). Auch auRerhalb des ZNS wird PrP® in verschiedenen Zellen des Immunsystems,
im Knochenmark, im Blut und in den Geweben einer Reihe anderer Organe wie Niere,
Skelettmuskulatur und Herz exprimiert (Aguzzi et al. 2008, Linden et al. 2008).

An Gehirnschnitten von Hamstern wurde nachgewiesen, dass das PrP® in erster Linie im
Neuropil von Neuronen, also im Gewebe der Dendritenbdume, Axonterminalen und
Synapsen zu finden ist (Taraboulos et al. 1992). Weitere Untersuchungen ergaben, dass
im ZNS eine Diskrepanz zwischen den Konzentrationen von PrP° und der PrP-mRNA
besteht. Es zeigte sich, dass PrP°-negative dopaminerge Neurone der Substantia nigra
und des Bulbus olfactorius einen hohen Gehalt an PrP-mRNA haben. Der Grund fur

diese Diskrepanz zwischen mRNA und Proteingehalt ist nicht bekannt (Ford et al.
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2002). Wahrend der Embryogenese wird das Prion-Protein sowohl im ZNS als auch im
Peripheren Nervensystem (PNS) exprimiert (Bueler et al. 1992). Neuere Untersuchun-
gen weisen auf eine PrP°-Lokalisation im Gewebe des olfaktorischen Systems hin (Le
Pichon and Firestein 2008).

1.3 Herstellung von ,,Knockout-Mausen*

Knockout-Mause sind Mause, bei denen durch genetische Manipulation ein oder mehre-
re Gene inaktiviert werden, wodurch das entsprechende Protein nicht mehr exprimiert
wird. Die Generierung von Knockout-Méausen stellte einen groRen Fortschritt in der
Medizin dar, da Krankheiten, biologische Mechanismen und Funktionen verschiedener
Gene und Proteine besser untersucht und verstanden werden kdnnen.

Ausgangspunkt fur die Geninaktivierung ist die Herstellung eines Inaktivierungsvektors
(Braun und Willnow 1996). Der Vektor enthélt langere Bereiche von DNA, die zu dem
Zielgen homolog sind und spéater die homologe Rekombination ermdglichen. Dazwi-
schen befindet sich fremde DNA, die das Zielgen verandert und eine Positiv-Negativ-
Selektion zul&sst. Hierbei handelt es sich gewohnlich um eine Resistenz gegeniliber dem
Antibiotikum Neomycin. Der Vektor enthdlt auBerhalb des homologen Bereiches noch
ein zweites Selektionsgen, mit dem getestet wird, ob der Einbau an der richtigen Stelle
im Maus-Genom erfolgt ist. Hierzu dient das Gen fiir die Thymidinkinase (HSV-tk) des
Herpes-simplex-Virus (HSV). Durch Einsatz von Gancyclovir im Medium sterben die

Zellen, die die Thymidinkinase exprimieren.

X X Homologe
Rekombinafion

Wildtypen GENSEQUENIZ

Defekigen GENS—G UENZ —

Abbildung 3: Inaktivierungsvektor

Herstellung eines Inaktivierungsvektors mittels homologer Rekombination. Der Geninaktivie-
rungsvektor setzt sich zusammen aus dem selektierbaren Gen, welches von zwei benachbarten
Bereichen des Wildtyp-Gens eingerahmt wird (Braun und Willnow 1996, S. 1766).
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Der oben beschriebene Inaktivierungsvektor wird in isolierte pluripotente embryonale
Stammzellen aus Mausembryonen eingebracht (Transfektion). Durch Rekombination
homologer Gensequenzen erfolgt die Integration der Vektor-Genfragmente und der da-
zwischenliegenden Selektionsgene in das Zielgen. Durch Antibiotikaselektion werden
die Zellen angereichert, die den Vektor und damit die Neomycin-Resistenz aufgenom-
men haben. Nachdem diese Zellklone isoliert und vermehrt wurden, werden die so ver-
anderten embryonalen Stammzellen in Blastozysten injiziert und bilden dort ein Mosaik
mit den anderen Zellen der inneren Zellmasse. Nachdem die Blastozysten einer weibli-
chen Maus implantiert wurden, entwickeln sich die Embryonen zu Mosaik-M4&usen,
auch Chimdren genannt. Diese Chiméren sind eine Mischung von Zellen der

Blastozyste und der genetisch veranderten embryonalen Stammzelle.

ES-Zelle mit Defekigen

l 2. Anzucht der ES-Zelllinie

A M

Chimiire l Wildtyp

AAL%@

F1-Generation

6. Nochweis des Defekigens
Abbildung 4: Herstellung von Knockout-Mausen (Braun und Willnow 1996, S. 1766).

Die Fellfarbung zeigt den Anteil dieser beiden Zelltypen an der Chimare. Die Blasto-
zysten stammen aus einem Mausstamm mit schwarzem Fell (C57BL/6J), wahrend die
embryonalen Stammzellen aus Mausen mit brauner Fellfarbe (Agouti-Maus) gewonnen

werden. Chiméren haben aus diesem Grund ein braun-schwarz geflecktes Fell. Die
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Chimaren werden wieder mit Wildtyp-Mé&usen (C57BL/6J) gekreuzt, um Tiere mit aus-
schlieBlich heterozygotem Gendefekt zu erhalten. Tiere, die das genetisch verdnderte
Erbgut tragen, weisen die braune (Agouti-)Fellfarbe auf. Durch weitere Kreuzung der
heterozygoten Tiere erhédlt man homozygote Knockout-Mause (Braun und Willnow
1996).

Abbildung 5: Chiméare mit ihren Nachkommen

Chimare mit gemischter Fellfarbe (Mitte) und Nachkommen mit schwarzer und Agouti-Fell-
farbe (Braun und Willnow 1996, S. 1766).

1.3.1 Prion-Protein-Knockout-Mause

Die erste Prion-Protein-Knockout-Maus wurde 1992 von Bueler beschrieben und eroff-
nete neue und wichtige Mdglichkeiten zur Erforschung des Prion-Proteins (Bueler et al.
1992). Bei diesen Mé&usen handelte es sich um eine Kreuzung von M&usen der Stamme
C57BL/6J x 129/Sv(ev). Das Vektor-Genfragment ersetzt hier durch homologe Rekom-
bination den Bereich zwischen Codon 4-187 auf dem offenen Leserahmen. Diese Prion-
Protein-Knockout-Mause werden auch als Prnp®- oder Zirich-1-Mause (Zrchl) be-
zeichnet (Bueler et al. 1992). Eine weitere Linie von Knockout-Mdusen wurde durch
Unterbrechung des offenen Leserahmens an Codon 93 und homologer Rekombination
hergestellt. Diese Mause sind bekannt als Npu-Mause oder Prnp”-Edinburgh-Mause
(Edbg) (Manson et al. 1994). Beide genannten Mauslinien zeigten zum Zeitpunkt ihrer
Entwicklung keine Auffalligkeiten in Bezug auf Verhalten und Entwicklung. Bei den
sogenannten Nagasaki-Mé&usen (Ngsk) wurde neben einer normalen Entwicklung im
fortgeschrittenen Alter eine Ataxie und eine Degeneration der Purkinje-Zellschicht beo-
bachtet. Bei dieser Mauslinie sind neben dem offenen Leserahmen des Prnp-Gens zu-
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satzlich Bereiche durch einen Vektor mit Neomycinresistenzgen ersetzt worden
(Sakaguchi et al. 1996). Dieselben Beobachtungen wurden bei den Rcm0-M&usen ge-
macht. Diese Mauslinie weist die gleiche Prnp-Deletion, aber ein anderes Resistenzgen
als die Nagasaki-Méause auf. Bei dem Resistenzgen handelt es sich um das
Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase-Gen (Moore et al. 1999). Die als Zurich 11
(Zrchll) bezeichneten Mé&use weisen eine &hnliche Entwicklung auf. Bei ihnen bestehen
zusatzlich zu dem offenen Leserahmen noch weitere Deletionen (Rossi et al. 2001).

Hinsichtlich der Entwicklung und des Verhaltens wiesen die ersten Prion-Protein-
Knockout-Mause (Zrch I und Edbg) keine Unterschiede im Phanotyp im Vergleich zu
den Wildtyp-M&usen auf (Bueler et al. 1992, Manson et al. 1994). Spater konnte jedoch
gezeigt werden, dass diese Méuse elektrophysiologische Veranderungen sowie Stérun-
gen im Schlaf-Wach-Rhythmus hatten (Tobler et al. 1996, Tobler et al. 1997) und Ata-
xien entwickelten (Roesler et al. 1999). Weiterhin wurde vermutet, dass das PrP° eine
bedeutende Funktion im Angst- und Stressverhalten (Nico et al. 2005, Lobdo-Soares et
al. 2008), im Lernverhalten und in der Gedachtniskonsolidierung (Nishida et al. 1997)

sowie im olfaktorischen System hat (Le Pichon et al. 2009).

1.4 Physiologische Funktion des zellularen Prion-Proteins

Obwohl in den vergangenen Jahren einige Untersuchungen an den Prion-Protein-
Knockout-Mausen durchgefiihrt wurden, ist die Funktion des PrP® bis heute noch nicht
vollstandig geklért.

Einige Studien ergaben, dass PrP® mit verschiedenen Proteinen interagiert, wozu auch
Laminin gehort. Die Interaktion mit Laminin kdnnte eine essentielle Rolle bei der Ge-
dachtniskonsolidierung spielen und moglicherweise durch die beiden Proteinkinasen
PKA und ERK1/2 vermittelt werden (Coitinho et al. 2006). Der genaue Mechanismus
dieser Interaktion ist noch unbekannt. Es besteht aber Grund zu der Annahme, dass
durch Laminin das Wachstum von Neuriten stimuliert wird (Graner et al. 2000).
AuRerdem scheint PrP® eine wichtige Rolle in der Kupferhomdostase zu spielen. Es
konnte nachgewiesen werden, dass die Oktarepeatregion in der N-terminalen Domaéne
des Proteins Kupferionen binden kann (Brown DR et al. 1997a). Die Kupferbindung an
PrP® hat eine Konformationsanderung in der Oktarepeatregion zur Folge (Qin et al.
2000). Die physiologische Funktion dieser Konformationséanderung ist noch ungeklért.

Es wird jedoch vermutet, dass die Kupferbindung die Endozytose von PrP° stimuliert
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und PrP° somit als Transporter fiir Kupfer dient (Pauly und Harris 1998). Einen direkten
Beweis flr diese Transportfunktion des PrP® gibt es allerdings noch nicht. Andere Auto-
ren gehen davon aus, dass die Kupferbindung und die daraus folgende Endozytose von
PrP° ein Signal fur die antioxidative Schutzfunktion des PrP° ist (Vassallo und Herms
2003).

Die Lokalisation des PrP° in den Synapsen und dessen Interaktion mit der Tyrosinkinase
fyn lasst vermuten, dass PrP® an der Signaltransduktion in Synapsen beteiligt ist
(Mouillet-Richard et al. 2000) und somit eine essentielle Rolle fiir die normale Funktion
der Synapsen spielt. In einigen Studien wurde dem PrP® eine neuroprotektive Funktion
zugesprochen, da es mit dem Stress-induzierbaren Protein 1 (STI1) interagiert und so-
mit vor Anisomycin-induzierter Apoptose schiitzt (Chiarini et al. 2002). Da PrP° und
STI1 eine besonders hohe Expression im Hippocampus aufweisen, wird angenommen,
dass diese Interaktion vor allem in Neuronen des Hippocampus Neurogenese induziert
und eine neuroprotektive Funktion einnimmt (Lopes et al. 2005).

Neben dieser Neuroprotektion konnte gezeigt werden, dass PrP° auch eine
neuroprotektive Funktion nach ischdmisch bedingten Hirninfarkten hat. Eine Studie

belegte, dass Prnp®°

-Mduse nach einem isch&mischen Insult deutlich gréliere Infarkt-
areale mit Hirnddem aufwiesen als die Wildtyp-Méause und die PrpP°
uberexprimierenden Mé&use. Das Infarktgebiet war ungefahr 200% groRer als das der
Wildtyp-Méuse und erstreckte sich ber Cortex und Striatum, wéhrend sich das Areal
bei den Wildtypen auf das Striatum beschrankte (Spudich et al. 2005). PrP°
Uberexprimierende Mé&use zeigen zudem eine verminderte postischamische Erk1/2
Phosphorylierung, eine Signalkaskade, die neuronale Schaden nach ischdmischem In-
sult triggert (Weise et al. 2006, Weise et al. 2008). Auch die N-terminale
Oktarepeatregion des PrP® zusammen mit den Phosphatidylinositol-3-Kinase
(PI3K)/Akt-Signalkaskaden scheinen eine bedeutende neuroprotektive Funktion einzu-
nehmen. Es wurde gezeigt, dass Mause, denen die Oktarepeatregion fehlt (C4/- Méause),
nach einem ischdmischen Insult ein dreifach groReres Infarktareal aufweisen als die
Wildtyp-Mé&use. Dieses Infarktareal der C4/- Méause war vergleichbar mit dem der
Prnp®°-Mause (Mitteregger et al. 2007).

Weitere Studien nehmen einen Zusammenhang zwischen dem PrP® und der Alzheimer-
Erkrankung an. Einige zeigten, dass PrP° die p-Sekretase-Aktivitat inhibiert, wodurch
die Spaltung des Amyloid-Vorlaufer-Proteins (Amyloid precursor protein, APP) in

Amyloid B (AB) vermindert wird. Im Zusammenhang mit dieser inhibitorischen Funkti-
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on des PrP° auf die B-Sekretase-Aktivitat wurden im Vergleich zu den Wildtyp-Méausen
in den Gehirnen von Prion-Protein-Knockout-M4&usen signifikant hthere Konzentratio-
nen von Ai-40 und APi-42 gefunden (Parkin et al. 2007).

Die Lokalisation des PrP° in peripheren Organsystemen lasst vermuten, dass PrP° auch
auBerhalb des ZNS eine Rolle spielt, z.B. im Immunsystem und bei Entziindungsreak-
tionen. So zeigten Prion-Protein-Knockout-Mduse eine geringere immunologische
Antwort auf eine kinstlich induzierte Entziindungsreaktion als Wildtyp-Mause (De Al-
meida et al. 2005). Die PrP°-Konzentration im Plasma, sowie in entziindetem und
ischdmischem Gewebe nimmt bei Patienten nach einem ischdmischen Ereignis zu und
scheint somit einen Einfluss auf hypoxische Zellschdaden zu nehmen (Mitsios et al.
2007).
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Coitinho et al. 2007

Antioxidative Schutzfunk-

tion

Interaktion mit Kupfer,
fragliche
Superoxiddismutase-
Aktivitat

Vassallo und Herms 2003
Brown DR et al. 1999
Brown DR et al. 1997b
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Einfluss auf den Schlaf-
Wach-Rhythmus

Prnp™®

-Méuse zeigten ei-
nen veranderten Schlaf-

Wach-Rhythmus

Tobler et al. 1996
Tobler et al. 1997

Einfluss auf die Immun-

antwort

Mechanismus weitgehend

unbekannt

De Almeida et al. 2005

Einfluss  auf depressive

Verhaltensweisen

Prnp™®

-Méuse zeigten im
Wildtyp-

Mausen deutlich depressi-

Vergleich  zu

ve Verhaltensweisen

Gadotti et al. 2011

Einfluss auf das olfaktori-

sche System

PrP® scheint einen wichti-
gen Einfluss auf die nor-
male Prozessierung senso-
rischer Informationen des
olfaktorischen Systems zu

haben

Le Pichon et al. 2009

Tabelle 1: Funktionen des PrP¢
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1.5 Zielsetzung der Arbeit

Obwohl das Prnp-Gen bereits im Jahre 1986 identifiziert wurde und seit 1992 Studien
an Prion-Protein-Knockout-Méausen mdglich sind, ist die Rolle des PrP® bis heute noch
nicht eindeutig geklart. Nach wie vor werden verschiedene und teils widerspriichliche
Funktionen des PrP° diskutiert, die Anlass zu weiteren Untersuchungen geben. Beson-
ders im Bezug auf den Einfluss des PrP® auf das Verhalten gehen die Meinungen teils

noch deutlich auseinander. Wahrend die ersten Prnp®°

-Méuse keine Verdnderung in
ihrer Entwicklung und in der Verhaltensphysiologie aufwiesen, zeigten spatere Untersu-
chungen einen Zusammenhang zwischen PrP° und veranderten Verhaltensweisen bei
PmpO/O
al. 1996, Tobler et al. 1997), im Angstverhalten (Nico et al. 2005, Lobé&o-Soares et al.
2008), sowie in der Gedachtniskonsolidierung (Nishida et al. 1997, Coitinho et al.
2007).

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Funktion des PrP® in der Verhaltensphysiologie
0/0

-Méusen. Hierzu gehérten Veranderungen im Schlaf-Wach-Rhythmus (Tobler et

anhand von transgenen Prnp~"-Madusen und Wildtyp-Mausen zu untersuchen. Zur Ana-
lyse der Tiere wurden verschiedene etablierte Verhaltenstests ausgewahlt. Untersucht
wurden die kognitiven Leistungen der Tiere, das Angstverhalten, die motorischen Fé&-
higkeiten, das Erkundungs- und Vermeidungsverhalten sowie erstmalig das Nestbau-
verhalten als angeborene Verhaltensweise. Hierfur wurden der Open-Field-Test, der
Objekterkennungstest, der Morris-Water-Maze-Test, die Furchtkonditionierung, das
Elevated Plus Maze, der Rotarod-Test sowie ein Test Uber das Nestbauverhalten einge-
setzt.

Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit war die Untersuchung méglicher Auswirkungen
des Prion-Proteins auf das Verhalten wéhrend des natlrlichen Alterungsprozesses der

Tiere. Hierfiir wurden Prnp®°

-Mause und Wildtypen des gleichen Zuchtstammes in drei
unterschiedlichen Altersgruppen unter standardisierten Bedingungen untersucht und
miteinander verglichen. Die drei Altersklassen umfassten Tiere im Alter von drei, neun

und 20 Monaten.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Gerate Hersteller

Kihlschrank (4°C) Liebherr

Laborschittler Heidolph (Schwabach, D)
Laborwaage TE1502S Sartorius (Gottingen, D)
Magnetruhrer MR 3000 Heidolph (Schwabach, D)
pH-Meter Mettler Toledo (GielRen, D)
Photometer Ultrospec 2100 pro Amersham (Freiburg, D)
Pipettierhilfe, elektrisch Eppendorf (Hamburg, D)
Thermomixer comfort Eppendorf (Hamburg, D)
Tiefkuhlschrank (-80°C) Sanyo (Minchen, D)

Trans Blot SD Semi-Dry Transfer Cell BioRad (Miinchen, D)
Vortexer Scientific Industries (New York, USA)
Zentrifuge 5810 R Eppendorf (Hamburg, D)

2.1.2 Verbrauchs- und spezielles Material

Amersham Hyperfilm ECL Amersham (Freiburg, D)
Eppendorf-Cups Eppendorf (Hamburg, D)
Falkon-Rdéhrchen Sarstedt (Newton, USA)
Knopfsonde Rettberg (Gottingen, D)
Petrischale Falcon (Heidelberg, D)
Pipetten Eppendorf (Hamburg, D)
Spritzen Braun (Melsungen, D)
Pinzetten Rettberg (Gottingen, D)
Scheren Rettberg (Gottingen, D)
Skalpell Rettberg (Gottingen, D)

2.1.3 Chemikalien und Reagenzien

Acrylamid/Bisacrylamidldsung Roth (Karlsruhe, D)
APS BioRad (Munchen,D)
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Agua Dest Ampuwa (Bad Homburg, D)
BSA Sigma-Aldrich (Munchen, D)
EDTA Fluka (Neu-Ulm, D)

Glycin
Magermilchpulver
Methanol

Natriumchlorid

Roth (Karlsruhe, D)
Roth (Karlsruhe, D)
Geyer (Renningen, D)
Roth (Karlsruhe, D)

PBS Biochrom (Berlin, D)
Probenpuffer Roth (Karlsruhe, D)
Proteinstandard BioRad (Miinchen, D)
SDS BioRad (Miinchen, D)
TEMED Roth (Karlsruhe, D)
Tris/HCI Roth (Karlsruhe, D)
Triton X-100 Fluka (Neu-Ulm, D)
Tween BioRad (Miinchen, D)

Western Blot Stripping Buffer Thermo Scientific (Rockford, USA)

2.1.4 Losungen und Puffer

Blockierldsung fur den Western Blot: 5% Magermilchpulver; 0,2% Tween-20 in PBS
Entwicklungslésung 1: 250 mM Luminol; 90 mM p-Coumarséure; 1,5 M Tris/HCI pH
8,5; H,0

Entwicklungslosung 2: 30%ige H,O»; 1,5 M Tris/HCI pH 8,5; H,0
Entwicklungsldsung 1 und 2 werden kurz vor Gebrauch im Verhéltnis 1:1 gemischt
Extraktionspuffer: 50 mM Tris HCI (pH 7,5); 150 mM NaCl; 2 mM EDTA; 1% Triton
X-100; vor Gebrauch wurden zu 10 ml des Extraktionspuffers %2 Tablette Protease Inhi-
bitor Cocktail, sowie 1 Tablette Phosphatase Inhibitor Cocktail zugesetzt

Laufpuffer fur die Gelelektrophorese: 144 g Glycin; 30 g Tris; 10 g SDS ad 1000 ml
Okano: 3 mM Tris pH 8; 2 mM NaCl; 0,05% Triton X 100; 0,1 mM EDTA; 0,002%
SDS; 0,1% BSA

Transferpuffer fir den Western Blot: 48 mM Tris Base; 39 mM Glycin; 1 mM SDS;
20% Methanol

Waschlésung (T- PBS): 9,55 gPBS ad 1 | H,O; 10 ml 10% Tween
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2.1.5 Antikorper

Tabelle 2: Primare Antikorper

Antikdrper Verdinnung Hersteller

SAF32 1:400 Spi-Bio, Massy, Frankreich

17B4 1:100 Carsten Korth-Lab, Diisseldorf,
Deutschland

Anti-B-Actin-Antikorper 1:20000 Abcam, Cambridge, UK

Tabelle 3 : Sekundéare Antikorper

Antikdrper Verdinnung Hersteller

Anti-Maus-1gG 1:10000 Jackson ImmunoResearch, Suffolk, UK

Anti-Rabbit-19gG 1:10000 Jackson ImmunoResearch, Suffolk, UK

Anti-Goat-19G HRP 1:5000 Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
USA

2.2 Versuchstiere

0/0

Die Verhaltenstests wurden an méannlichen Prnp~"-M&usen, sowie an mannlichen Wild-

0°_Mause waren Nachkommen der Ziirich-1-

typ-Méausen durchgefiihrt. Die Prnp
Mauslinie (Bueler et al. 1992), wobei die Tiere ausschliellich homozygot fiir die ent-
sprechende Gendeletion waren. Die Wildtyp-Mé&use dienten als Kontrollgruppe. Bei
diesen handelte es sich um eine Kreuzung der F;-Nachkommen von gepaarten M&usen
der Stamme C57BL/6J x 129/Sv(ev). Die Tiere stammten aus der Tierzucht der Univer-
sitdtsmedizin Gottingen und wurden uns im Zuge einer Zusammenarbeit mit Herrn Dr.
Walter Schultz-Schaffer zur Verfiigung gestellt. Getestet wurden Tiere aus drei unter-
schiedlichen Altersgruppen. Zu Beginn der Experimente lag deren durchschnittliches
Alter bei drei, neun und 20 Monaten. Die Tests erstreckten sich tber einen Zeitraum
von etwa vier Wochen. Fir die einzelnen Verhaltenstests wurde eine Mindestanzahl von

12 Tieren pro Testgruppe festgelegt.

2.3 Haltung der Tiere

Nach Lieferung wurden die Tiere einzeln in Makrolonkafige (32 cm x 15 cm x 17 cm,
Lange x HOhe x Breite) gesetzt sowie unter standardisierten Bedingungen mit Zugang
zu Futterpellets und Trinkwasser ad libitum gehalten. Ein K&figwechsel mit frischem
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Streu, frischem Wasser und frischer Nahrung erfolgte wochentlich. Die Kéfige waren in
ventilierten Kontainern (Scantainer) bei konstanter Temperatur (21-22°C) und Luft-
feuchtigkeit (60£5%) untergebracht. Die Scantainer verfligten ber einen gefilterten
Zulufteinlass sowie Uber einen Abluftauslass, der direkt an den Abluftschacht gekoppelt
war. Sie befanden sich in einem lichtgeschiitzten Raum, in dem ein kinstlicher Tag-
Nacht-Rhythmus (12/12 h) aufrecht erhalten wurde, wobei der Tag jeweils um 8.00 Uhr
begann. Die Verhaltenstests wurden stets wéhrend des Tagzyklus durchgefihrt. Die
Versuchsrdaume befanden sich im Tierstall des European-Neuroscience-Instituts in Got-
tingen und waren vom Haltungsraum der Tiere separiert. Auch die Dekapitierung und
darauf folgende Gewebeentnahme fanden in getrennten Raumen statt, um Stressreaktio-

nen der anderen Versuchstiere zu vermeiden.

2.4 Methoden

2.4.1 Perfusion

Fur die Perfusion wurden die Mé&use intraperitoneal mit 0,5 ml Avertin narkotisiert, wo-
bei darauf zu achten war, dass der Kreislauf der Tiere stabil blieb. Nach Offnung des
Brustkorbes erfolgte bei den Tieren die Freilegung des Herzens. Um das Blut auszuspu-
len, wurde das rechte Atrium mit einem Kkleinen Schnitt eroffnet, wahrend tber ein Infu-
sionssystem 0,1 M PBS in den linken Ventrikel infundiert wurde. Anschlieend wurde
die Maus mit einer Schere dekapitiert. Dann erfolgte die vorsichtige Freilegung des Ge-
hirns. Nach Entnahme wurden die Gehirne in der Medianlinie geteilt und die Gehirnre-
gionen Cortex, Hippocampus, Cerebellum und Bulbus olfactorius prépariert. Anschlie-
Rend wurden die separierten Gehirnteile in Stickstoff schock- und bei -80°C tiefgefro-

ren.

2.4.2 Herstellung von Proteinextrakten aus Hirngewebe

Zur weiteren biochemischen Analyse wurden aus den separierten Hirnarealen Hippo-
campus, Cortex, Cerebellum und Bulbus olfactorius Hirnhomogenate hergestellt. Dazu
wurden die jeweiligen Hirnregionen auf Eis mit einer Rasierklinge zu feinen Gewebe-
sticken zerkleinert und in die jeweilige Menge Extraktionspuffer tberfihrt (Hippo-
campus: 200 pl, Cortex: 800 pl, Cerebellum: 800 ul, Bulbus olfactorius: 100 pl). Die
Gewebesuspensionen wurden sonifiziert, fur 15 Minuten bei 4°C im Rotator inkubiert

und anschlieend fiir zehn Minuten zentrifugiert (4°C; 13000 x g), um die Proteine im
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Uberstand anzureichern. Die Uberstande wurden in neue Eppendorf-Cups gefiillt, die

Pellets dagegen wurden verworfen.

2.4.3 Vermessung von Proteinen

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mit Hilfe des Protein-Tests der Fir-
ma BioRad, der auf der Proteinnachweis-Methode von Bradford basiert. Als Ver-
gleichsstandard diente eine Verdinnungsreihe mit BSA. 20 pl einer 1:30 verdinnten
Proteinprobe wurden mit 980 pl Bradfordreagenz vermischt und fir zehn Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Als Leerwert diente eine Kivette mit 20 pl bidestilliertem
Wasser und 980 pl Bradfordreagenz. Die Absorption der Proben wurde bei 595 nm ge-
gen den Leerwert gemessen. Die Referenzwerte der Standardreihe dienten zur Berech-

nung der Proteinkonzentrationen der Proben.

2.4.4 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Mit Hilfe der SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese kénnen Proteine ihrer Grofie nach
aufgetrennt werden. Jedes Protein durchlauft das Gel mit einer bestimmten Geschwin-
digkeit in Abhéngikeit von seiner GroRe und Ladung. Das den Gelen zugesetzte SDS
bindet an die Proteine und denaturiert sie. Die sich bildenden Komplexe erhalten durch
die Sulfatgruppen eine gleichmé&Rig verteilte negative Ladung, so dass die Laufge-
schwindigkeit der Proteine im Gel ausschlie3lich von ihrer relativen Molekilmasse und
nicht von ihrer Ladung abhéngt.

Zur Auftrennung der Proteine wurden 12%ige oder 15%ige Trenngele in eine Gel-
Apparatur gegossen, mit Wasser tiberschichtet und fur eine Stunde bei Raumtemperatur
auspolymerisiert. Im Anschluss daran wurde das Wasser abgenommen und das Sam-
melgel in die Apparatur gegossen, das fur 30 Minuten auspolymerisierte. Um die Pro-
ben spéater auftragen zu kénnen, wurde in das noch fliissige Sammelgel ein Gel-Kamm
luftblasenfrei eingesetzt, der nach Fertigstellung des Gels wieder entfernt wurde. Die
Gelkammern wurden zusammengesetzt und mit Laufpuffer aufgefullt. Nachdem zu den
Proteinlosungen jeweils 10ul Probenpuffer Roti® Load hinzugefligt wurden, wurden
diese flinf Minuten bei 95°C erhitzt und anschliefend fiinf Sekunden zentrifugiert. Die
Proben und ein Molekulargewichtsstandard wurden in die vorgeformten Taschen aufge-

tragen. Die Gelelektrophorese wurde fur zwei Stunden bei 100-120 V durchgefiihrt.
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2 Sammelgele 2 Trenngele 12% | 4 Trenngele
15%

dH,O 2,6 ml 6,8 ml 11,6 mi
40% Acryl- 0,84 ml 4.4 ml 15 ml
amid/Bisacrylamidl6sung (37,5:1)

Tris/SDS-Puffer 1,05 mi 3,7ml 9 ml
Tris/SDS-Puffer pH-Wert 6,8 8,8 8,8
APS 10% 45 pul 150 pl 180 pl
TEMED 5 ul 6 ul 30 pl

Tabelle 4 : Zusammensetzung der Gele

2.4.5 Elektrochemischer Proteintransfer auf eine PVDF-Membran
(Western Blot)

Um die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine mittels Antikdrpern detektieren zu
kdnnen, mussten diese zuerst vom Gel auf eine Membran ibertragen und fixiert werden.
Dazu dienten eine Semi-Dry-Blotkammer und eine Polyvinylidendifluorid (PVDF)-
Membran, die auf die GroRe des Gels zugeschnitten werden musste. Das Gel wurde
zwischen den Glasplatten der Elektrophoreseapparatur herausgenommen, und das
Sammelgel wurde abgetrennt. Damit die PVDF-Membran benetzt werden konnte, wur-
de sie fur zwei Minuten in Methanol inkubiert und anschlief3end in Wasser und Trans-
ferpuffer Gberfuhrt. Zusétzlich wurden zwei Filterpapiere in Transferpuffer eingelegt.
Der Blot erfolgte fir 60 Minuten bei einer konstanten Spannung von 12 V bei Raum-

temperatur.

2.4.6 Immunologische Detektion von Proteinen auf der PVDF-Membran

Nachdem die Proteine auf der Membran fixiert waren, konnten sie mit spezifischen An-
tikorpern detektiert werden. Die freien Proteinbindungsstellen der Membran wurden
durch Inkubation fur 60 Minuten bei Raumtemperatur in Blockierlésung abgeséttigt.
Die Membran wurde tber Nacht bei 4°C mit dem jeweiligen monoklonalen priméren
Antikorper in geeigneter Verdunnung in der Blockierlosung inkubiert. Zur Entfernung
uberschissiger oder unspezifisch gebundener Antikorper wurde die Membran fir 15
Minuten in der Blockierldsung sowie 2 x 10 Minuten in T-PBS gewaschen und fir 60
Minuten bei Raumtemperatur mit einem Peroxidase-gekoppelten sekundéaren Antikorper
inkubiert (Anti-Maus-IgG Verdiinnung 1:8000 in Blockierlésung). Nach weiteren
Waschschritten (1 x 15 min Blockierldsung, 1 x 10 min T-PBS, 1 x 5 min Okano, 3 x
5 min T-PBS) wurde die Membran fir eine Minute in die Entwicklungslésung Uber-
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fuhrt. Die Detektion der mit Antikorper gekoppelten Proteine erfolgte mit Hilfe des
ECL-Systems (enhanced chemiluminescence). Die Chemilumineszenzsignale wurden
durch Auflegen eines Rontgenfilms (Hyperfilm ECL, Amersham) mit variierenden Ex-

positionszeiten detektiert.

2.4.7 Deglykosylierung mit PNGaseF

Um das PrP-Signal im Western Blot zu verifizieren, wurde eine Deglykosylierung des
Prion-Proteins mit PNGaseF durchgefiihrt. Die PNGaseF spaltet die Glykosylketten, die
durch N-Glykosylierung der Asparagine an den Positionen 181 und 197 gebunden sind,
ab, so dass sich das Molekulargewicht des vormaligen Bandentripletts auf die Hohe der
unglykosylierten Form verschiebt. Hierfur wurden 30 pl Hirnhomogenat des Cortex mit
10 pl 5 x Reaktionspuffer und 2,5 ul Denaturierungslosung versetzt und bei 95°C fir
finf Minuten erhitzt. Der Suspension wurden im Anschluss 2 pl 10 x G7-Puffer, 2 pl
10% NP40, H,0O und 2,5 pl PNGaseF zugesetzt. Nach einer Inkubationszeit von drei
Stunden bei 37°C wurde die Probe kurz anzentrifugiert und im Western Blot untersucht.

2.4.8 Membranen-Stripping

Bereits im Western Blot verwendete Membranen kénnen mit ,,Stripping“-Puffer behan-
delt und die Proteine im Anschluss mit einem weiteren Antikorper detektiert werden.
Der ,,Stripping“-Puffer dient dazu, die zuvor eingesetzten AntikOrper wieder von der
Membran zu waschen.

Dazu wurden die Membranen nach der ECL-Entwicklung fiir zehn Minuten in T-PBS
gewaschen und 15 Minuten in ,,Stripping*“-Puffer (Restore™ Plus Western Blot Strip-
ping Buffer, Thermo Scientific, Rockford USA) inkubiert. Danach wurde die Membran
erneut zehn Minuten in T-PBS gewaschen und eine Stunde in Blockierlésung geschiit-
telt, um freie Bindungsstellen abzusattigen. Der immunchemische Nachweis der Protei-

ne erfolgte dann nach der unter 2.4.6 beschriebenen VVorgehensweise.
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2.5 Verhaltenstests

Zur Charakterisierung der PrP°-Knockout-Mause gegenliber Wildtyp-Mausen kamen
verschiedene etablierte Verhaltenstests zur Anwendung. Die durchgefiihrten Tests soll-
ten helfen, den potentiellen Einfluss des PrP® auf das Verhalten zu ermitteln. Die fol-
genden Tests wurden ausnahmslos in den Versuchsrdumen des European-Neuroscience-
Institute (ENI) Gottingen durchgefuhrt. Die entsprechenden Gerédte wurden von der
Firma TSE-System erworben.

2.5.1 Elevated Plus Maze (EPM)

Der Elevated-Plus-Maze-Test ist ein haufig eingesetzter Test, um generelle Angst bei
Nagetieren zu messen. Die Messung des Angstverhaltens ergibt sich aus der naturlichen
Aversion der Méuse gegentiber ungeschiitzten, offenen, erhohten Flachen, die in Kon-
flikt steht mit ihrer Neugierde, unbekannte Areale zu erkunden. Der Versuchsaufbau
bestand aus einem erhohten, plusformigen Gestell, das mittels eines Sténders in einer
Hohe von 60 cm ber dem Boden angebracht war, und auf dem sich die Mé&use frei be-
wegen konnten. Die vier Arme des EPM verfiigten jeweils Gber die gleiche Lange und
Breite (60 cm x 10 cm) und waren im Zentrum des Kreuzes Uber eine Plattform (10 cm
x 10 cm) miteinander verbunden. Zwei sich gegenlber liegende Arme waren seitlich
und am Ende mit undurchsichtigen, weif3en Wanden (H6he 15 cm) eingefasst und stell-
ten die ,,geschlossenen Arme* des EPM dar. Die beiden anderen sich gegeniiber liegen-
den Arme waren an den Seiten und am Ende offen und ragten frei in den Raum hinein
(,,offene Arme*).

Zu Beginn jedes Versuches wurde das Versuchstier in das Zentrum des EPM mit Aus-
blick auf einen offenen und einen geschlossenen Arm gesetzt. Jedes Tier hatte funf Mi-
nuten Zeit, die offenen und geschlossenen Teile des Labyrinthes zu erkunden. Die Akti-
vitat der Tiere wurde durch eine an einen Computer angeschlossene Kamera beobachtet,
die den Weg, den die Tiere zuriicklegten, aufzeichnete. Dabei reflektiert die Zeit, in der
sich die Tiere in den offenen bzw. geschlossenen Armen aufhalten, die generelle Angst.
Als zusatzliche Parameter des Angstverhaltens wurden die Anzahl der Eintritte in die
offenen und geschlossenen Arme sowie die Anzahl der Eintritte in das Zentrum ausge-
wertet. Der zurlickgelegte Weg der Tiere im EPM gibt Aufschluss tGber deren Aktivitat

in der Testapparatur.
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Abbildung 6: Elevated Plus Maze (EPM)

2.5.2 Rotarod

Dieser Test dient dazu, die motorischen Funktionen und die Ausdauer von Nagetieren
zu messen. Der Versuchsaufbau bestand aus einem erhdhten, rotierenden Balken, der
durch seitliche Trennwénde in funf Einzelkabinen aufgeteilt war. Die Rotationsge-
schwindigkeit des Balkens konnte tiber ein Computersystem gesteuert und variiert wer-
den. Um das Balancieren auf dem rotierenden Balken zu erlernen, wurden die Tiere an
drei aufeinander folgenden Tagen zweimal taglich bei einer Rotationsgeschwindigkeit
von 10 Upm trainiert. Flr den Versuch wurden die Tiere fir mehr als 180 Sekunden auf
den rotierenden Balken gesetzt. Um nicht herunterzufallen, mussten sich die Tiere ent-
gegen dessen Drehrichtung bewegen, was sie in der Trainingsphase erlernt hatten. Als
Rotationsgeschwindigkeit wurde flr unsere Versuchstiere ein Bereich von 5 bis 40 Upm
gewadhlt. Dies bedeutet, dass sich der Balken mit 5 Upm zu drehen begann und nach 180
Sekunden eine Geschwindigkeit von 40 Upm erreichte. Danach rotierte der Balken wei-
tere 60 Sekunden mit 40 Upm. Fiel eine Maus herunter, wurde dies von dem Computer-
system registriert und die Zeit gestoppt. Mause, die sich in einem Durchgang mehr als
180 Sekunden auf dem rotierenden Balken hielten, ohne herunterzufallen, wurden wie-
der heruntergesetzt und mit der Maximalzeit von 180 Sekunden bewertet. Als MaR fur
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die motorische Funktion diente dabei die Zeit, die sich die Maus auf dem rotierenden
Balken halten konnte.
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Abbildung 7: Rotarod

2.5.3 Furchtkonditionierung

Die Furchtkonditionierung ist ein etablierter Test, um assoziatives Lernen und Gedéacht-
niskonsolidierung bei Nagetieren zu untersuchen.

Der Versuchsaufbau bestand aus einer Plexiglaskammer (35 cm x 20 cm x 20 cm, L&n-
ge X Hohe x Breite) mit einem Boden aus Stahlgitter. Uber das Bodengitter konnte den
Versuchstieren ein elektrischer Strom definierter Starke (0,7 mA Wechselstrom) und
Dauer (2 s) verabreicht werden. Die Plexiglaskammer war in ein verschliebares Holz-
gehduse eingebaut, an dessen Front ein Beobachtungsfenster angebracht war. In dem
Gehéuse befanden sich zusatzlich eine Lampe (12 V) sowie ein Lautsprecher, der ein
konstantes Hintergrundrauschen abgab. Die beschriebenen Versuchsbedingungen wur-
den mit Hilfe eines Computers und einer Kontrolleinheit bestimmt. Die Versuchsappa-
ratur wurde nach jeder Maus mit 70% Ethanol ausgewischt, um den Geruch der vorhe-

rigen M&use zu neutralisieren.
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Abbildung 8: Furchtkonditionierung

2.5.4 Kontextabhangige Furchtkonditionierung

Bei der kontextabhangigen Furchtkonditionierung wurde das Versuchstier in eine neue
Umgebung, die Versuchsbox (Kontext), gesetzt, die das Tier frei erkunden konnte.
Nach 180 Sekunden erhielt das Tier tber zwei Sekunden einen leichten, aber unange-
nehmen StromstoR Uber das in der Box befindliche Bodengitter. Fir den Gedachtnistest
wurde die Maus 24 Stunden spéter wieder fur 180 Sekunden in die Versuchsbox ge-
setzt, ohne dass dabei erneut ein Stromstol3 erfolgte. Als MaR fur die konditionierte
Furcht diente eine Verhaltensweise, die als Erstarren (,,Freezing*) bezeichnet wird. Er-
starren ist definiert als das Fehlen jeglicher Bewegung der Tiere aufler Atmung und
Herzschlag. Das Erstarren ist ein natirliches, angeborenes Verhalten bei Nagetieren, die
Furcht haben. Die Furcht ist in diesem Fall die konditionierte Reaktion und kann daher
als Mal? fur assoziatives Lernen und Gedéchtniskonsolidierung verwendet werden. Do-
kumentiert wurde das Erstarren alle zehn Sekunden Uber eine Gesamtdauer von 180

Sekunden und als Prozentwert angegeben.
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2.5.5 Tonabhéangige Furchtkonditionierung

Bei dieser Art der Furchtkonditionierung wurden die Tiere ebenfalls fur 180 Sekunden
in die Versuchsbox gesetzt. AnschlieRend wurden sie fur 30 Sekunden einem Ton aus-
gesetzt, auf den fur zwei Sekunden ein elektrischer Schock (0,7 mA, Wechselstrom)
Uber das Bodengitter folgte. Zur Analyse des tonabhangigen, assoziativen Lernens wur-
den die Tiere 24 Stunden spéter in eine neue Versuchsbox aus Plexiglas (35 cm x 20 cm
x 20 cm, Lange x Hohe x Breite) gesetzt, die sich von der vorigen durch das Fehlen des
Bodengitters (stattdessen grauer PVC-Boden) und einer weniger hellen Lichtintensitat
unterschied. Aulerdem wurde die Versuchsbox bei diesem Versuch nicht mit 70%
Ethanol, sondern mit 1% Essigsaure gereinigt. Bei der Durchfuhrung des Versuches
wurde den Tieren der bereits bekannte Ton aus der Trainingsbox Uber eine Dauer von

180 Sekunden verabreicht und das Erstarren wie bereits beschrieben gemessen.

2.5.6 Objekterkennungstest

Ein weiterer gangiger Test, der die Gedachtnisleistung von Nagetieren misst, ist der
Objekterkennungtest. Dieser basiert auf dem natirlichen, angeborenen Verhalten von
Nagetieren, einem neuen, unbekannten Objekt mehr Aufmerksamkeit zu schenken als
einem bereits bekannten. Dies setzt voraus, dass die Tiere ein zuvor prasentiertes Objekt
wiedererkennen.

Zur Durchfuhrung des Experimentes wurden die Tiere an zwei aufeinander folgenden
Tagen jeweils finf Minuten an die neue Umgebung, das Open Field, gewohnt. Das
Open Field ist eine freie, nach oben offene und seitlich durch Plexiglaswénde eingefass-
te Flache (80 cm x 80 cm), auf der sich die Tiere frei bewegen konnten. Uber ein com-
putergesteuertes Videosystem, das tber dem Open Field angebracht war, wurde der
Weg der Mduse aufgezeichnet. Nach 24 Stunden wurden die Tiere erneut fir finf Minu-
ten in die Versuchsapparatur gesetzt, in der zusétzlich zwei gleiche Objekte (weille
Plastikboxen) angebracht waren, die die Mduse erkunden sollten. Nach weiteren 24
Stunden wurden den Tieren wieder funf Minuten die zwei gleichen Objekte présentiert.
Danach wurden sie fur funf Minuten zurlck in ihren Kafig gesetzt. AnschlieRend wurde
ihnen fur weitere funf Minuten eines der beiden bereits bekannten Objekte sowie ein
neues, unbekanntes (grau-weier Stein) préasentiert. Per Computer wurden die Zeit der

jeweiligen Objekterkundungen und die Anzahl der Objektbesuche aufgezeichnet.
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Abbildung 9: Objekterkennungstest

2.5.7 Open Field

Mit Hilfe des Open-Field-Tests kann das Verhalten von Nagetieren auf einer freien Fl&-
che untersucht werden. Dieser Test gibt somit Aufschluss uber die Aktivitat, das Erkun-
dungsverhalten sowie das Vermeidungsverhalten der Tiere. Die Neugier der Nagetiere,
eine unbekannte Umgebung zu erkunden, steht hier in Konflikt mit dem natirlichen
Vermeidungsverhalten gegeniiber offenen, freien und ungeschiitzten Flachen.

Die Versuchsanordnung bestand aus einer quadratischen, freien Flache (80 cm x
80 cm), die von 20 cm hohen, durchsichtigen Plexiglaswanden umgeben war, so dass
die Tiere nicht fliichten konnten. Das Open Field befand sich in einem separaten Raum
mit konstanter Lichtintensitit und frei von stérenden Hintergrundgerauschen. Uber der
Flache war ein computergesteuertes Videosystem angebracht, das die Tiere jeweils flr
funf Minuten aufzeichnete. Mit Hilfe des Computers wurde das Open Field in 16 gleich
grolRe Quadrate eingeteilt. Jede Maus wurde zu Beginn des Versuches genau in die Mit-
te gesetzt, von wo aus sie finf Minuten Zeit hatte, die gesamte freie Fl&che zu erkunden.
Nach jeder Maus wurde die Versuchsapparatur mit 70% Ethanol gereinigt, um deren
Geruch zu neutralisieren. Gemessen wurden jeweils die Anzahl der Quadranten-
tberschreitungen sowie die Zeit, die die Tiere im zentralen und im peripheren Teil des
Open Fields verbracht haben. Als peripherer Teil wurden nur die vier &ul3eren Eckqua-
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drate gewertet, wahrend die vier inneren Quadrate den zentralen Teil des Open Fields
bildeten.

- [ { it

Abbildung 10: Open Field

2.5.8 90 Minuten Open Field

Der Versuchsaufbau dieses Tests ist nahezu identisch zum Open-Field-Test, jedoch mit
dem Unterschied, dass die Tiere nacheinander fur jeweils 90 Minuten in das Open Field
gesetzt wurden. Mit Hilfe des Videosystems und des Computers wurde die Anzahl der
Quadrantenuberschreitungen gemessen und aufgezeichnet. Dieser Test gibt Auskunft
Uber hyperaktive Verhaltensweisen. Eine sich normal verhaltende Maus wirde sich
nach der Explorationsphase in eine Ecke des Feldes setzen und aufhéren herumzulau-
fen. Eine hyperaktive Maus tut dies nicht. Sie legt eine lange Strecke zuriick und macht

kaum Ruhephasen.

2.5.9 Morris Water Maze

Das Morris Water Maze ist ein etablierter Test zur Untersuchung des rdumlichen Ler-
nens von Nagetieren.

Dabei wurden die Tiere an acht aufeinander folgenden Tagen in einen mit Wasser
(21°C) gefullten Pool (Durchmesser 120 cm) gesetzt, in dem eine fur die Tiere nicht

erkennbare Plattform (13 cm x 13 cm) einen cm unter der Wasseroberflache angebracht
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war. Um die optische Erkennung der Plattform zu verhindern, wurde das Wasser mit
ungiftiger Tiefengrundfarbe angefarbt und eingetribt. Die Tiere wurden an jedem Trai-
ningstag von jeder der vier Seiten des Pools aus einmal fir je eine Minute ins Wasser
gesetzt. In dieser Zeit sollten die Tiere die Plattform finden. Falls sie in der vorgegebe-
nen Zeit nicht gefunden wurde, wurden die M&use fir 15 Sekunden auf die Plattform
gesetzt. Anhand von vier definierten Anhaltspunkten, die am Wasserbecken angebracht
waren (roter Kreis, gelber Stern, griines Quadrat, blaues Dreieck), lernten die Tiere mit
der Zeit, sich zu orientieren und die Plattform zu lokalisieren. Eine an ein Computersys-
tem angeschlossene Kamera detektierte dabei den Weg und die Latenzzeit, d.h. die Zeit,
die die Tiere bendtigten, um die Plattform zu finden. Fir den Geddachtnistest am neunten
Tag wurde die Plattform aus dem Pool entfernt. Die Tiere wurden fiir je eine Minute in
den Pool gesetzt, und mit Hilfe der Kamera und des Computersystems wurde der jewei-
lige Aufenthalt der Tiere aufgezeichnet. Wie lange sich das Tier dabei in dem Quadran-
ten aufhielt, in dem sich zuvor die Plattform befand, und wie oft das Tier die betreffen-

de Stelle Uberquerte, gibt Aufschluss Uber das raumliche Lernen der Tiere.

Abbildung 11: Morris Water Maze
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2.5.10 Nestbauverhalten

Um das Nestbauverhalten der beiden Mauslinien zu beurteilen, wurden die Tiere einzeln

in einen neuen Kafig mit frischem Streu und einem frischen Zellstofftuch gesetzt. Jedes

Tuch hatte eine feste GroRe von 12 cm x 36 cm und sollte den Tieren als Nestbau-

material dienen. In den Ké&figen durften sich aulRer dem Zellstofftuch keine weiteren, flr

den Nestbau potentiell geeigneten Gegenstdnde wie z.B. Papierrollen oder &hnliches

befinden. Nach 24 Stunden wurde das Nest der Tiere nach dem folgenden Finf-Punkte-
Schema (Deacon 2006) bewertet:

a)
b)

c)

d)

Nestmaterial nicht erkennbar berthrt (> 90% intakt), (1 Punkt).

Nestmaterial teilweise zerrissen (50-90% intakt), (2 Punkte).

Nestmaterial groRtenteils zerrissen, aber kein eindeutiger Nestplatz: Weniger als
50% des Nestmaterials ist intakt, aber weniger als 90% befindet sich innerhalb eines
Kafigviertels. Das bedeutet, dass das Nestmaterial nicht zu einem Nest geformt ist,
sondern im Kafig verteilt liegt. Zu beachten ist, dass zwar das Material manchmal in
einem abgegrenzten Nestgebiet liegt, die Definition aber besagt, dass 50-90% des
Materials zerrissen sein muss (3 Punkte).

Ein erkennbares, aber flaches Nest: 90% des Nestmaterials ist zerrissen, das Materi-
al ist innerhalb eines Kafigviertels zu einem Nest geformt, aber das Nest ist flach.
Die Wandhtéhe des Nests betrdgt weniger als 50% der Kdorperhohe der Maus
(4 Punkte).

Ein (fast) perfektes Nest: Mehr als 90% des Materials ist zerrissen, das Nest hat eine
Mulde. Die Wandhohe des Nests betragt mehr als 50% der Korperhéhe der Maus

(5 Punkte).

Abbildung 12: Funf-Punkte-Skala des Nestbauverhaltens (Deacon 2006, S. 1119)
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2.6 Statistische Analyse

Die statistische Analyse der Daten erfolgte mit dem Student’s t-Test des Statistikpro-
gramms GraphPad Prism 4 fir alle normalverteilten Werte und dem Wilcoxon-Mann-
Whitney-Test des Statistikprogramms Statistica 9. Als signifikant wurden Daten gewer-
tet, fur die man einen p-Wert < 0,05 erhielt. Alle Ergebnisse sind als Mittelwert + Stan-
dardfehler angegeben. Die Signifikanzniveaus wurden bei den einzelnen Experimenten
entsprechend dargestellt (p<0,001: ***; p<0,01: **; p<0,05: *).
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3 Ergebnisse

3.1 Phanotyp

0/0-

Die Prnp~""Mduse und die Wildtyp-Mause jeder Altersgruppe zeigten keine signifikan-

ten Unterschiede in Bezug auf den Korperbau, die Kérperldnge oder das Korpergewicht.
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Abbildung 13: Vergleich des Kérpergewichts der Prnp”°-Méuse und der WT-Méuse.

Zu sehen sind die Korpergewichte der Prnp®°-Mause und der Wildtyp-Mause (WT) der drei
Altersgruppen 3 Monate, 9 Monate und 20 Monate. Die Wildtyp-Mause dienten als Kontroll-
gruppe und wurden in jeder Altersgruppe mit den Prnp®°-Méausen verglichen. Zusatzlich wur-
den die Prnp”*-Mause und die WT-Méuse der verschiedenen Altersgruppen untereinander ver-
glichen. Die Daten sind als Mittelwerte + SEM angegeben. Vergleiche der Gruppen wurden
mit dem t-Test fir unverbundene Stichproben berechnet. In keiner der drei Altersgruppen
konnte ein signifikanter Unterschied im Kérpergewicht nachgewiesen werden.

Auffallig am auferen Erscheinungsbild war jedoch das Haarverteilungsmuster der

Mause. Die Prnp®®

-Mause im Alter von neun und 20 Monaten wiesen einen Haarver-
lust an Kopf und Ricken auf, der bei den Wildtyp-Mausen nicht zu sehen war. Ledig-
lich bis zum Alter von drei Monaten konnten keine Unterschiede im auferen Erschei-

nungsbild festgestellt werden (Abb. 14).
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A B

Abbildung 14: Vergleich von Prnp®®-Maus und Wildtyp-Maus (WT) im Alter von
drei und 20 Monaten.

(A) Drei Monate alte Tiere: links WT-, rechts Prnp”®-Maus. In dieser Altersgruppe
ist kein Unterschied im duReren Erscheinungshbild festzustellen.

(B) 20 Monate alte Tiere: links Prnp”°-Maus, rechts WT. Auffallig ist der Haarver-
lust der Prnp®°-Maus an Kopf und Nacken.

3.2 Darstellung von verschiedenen PrP-Isoformen in den Gehirnen
von WT-Mausen

Um zu zeigen, dass die Knockout-Mause kein Prion-Protein exprimieren, wurden die

Gehirne der Tiere entnommen. Aus den separierten Teilen Hippocampus, Cortex, Cere-

bellum und Bulbus olfactorius wurden Hirnhomogenate hergestellt, die anschlieBend im

Western Blot auf das Vorhandensein von PrP¢ gepriift wurden. Sowohl die vier genann-

ten Hirnregionen der Prnp”°

-Méuse als auch der Wildtyp-Mdause wurden untersucht,
wozu der monoklonale Anti-Prion-Protein Antikorper SAF32 verwendet wurde (Ver-
diunnung 1:400). Die Hirnproben der Wildtyp-M&use zeigten Banden mit einem Kkorres-
pondierenden Molekulargewicht von 27 kDa bis 35 kDa, wahrend in den Hirnproben

der Prnp®°

-Méuse in diesem Bereich keine Banden zu sehen waren (Abb. 15A). Daraus
folgt, dass die Prnp®”°-Mause kein PrP° exprimieren. In einem weiteren Western Blot
sollte der Nachweis von PrP¢ durch Deglykosylierung der Glykoformen des PrP°® erb-
racht werden. Hierzu wurde das Homogenat des Cortex einer Wildtyp-Maus aufgetra-
gen und untersucht. Im Hirnhomogenat liegt PrP° als di-, mono- oder unglykosylierte
Form vor. Nach der Deglykosylierung lieR sich eine deutliche Zunahme der Bandenin-
tensitat der unglykosylierten Form (27 kDa) im Vergleich zur unbehandelten Probe be-

obachten (Abb. 16A).
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Mit Hilfe des 17B4-Antikorpers (Verdinnung 1:100), der lediglich die beiden PrP°-
Isoformen erkennt, die nicht an Asparagin (Asp) 197 glykosyliert sind, konnte gezeigt
werden, dass die Mausegehirne im Gegensatz zu humanem Liquor (Schmitz et al. 2010)
Asp 181 monoglykosyliertes PrP exprimieren (Abb. 16B). Dieser Western Blot zeigte
zusétzlich ein verstarktes Bandenmuster fiir PrP® im Bereich des Hippocampus im Ver-
gleich zu den drei anderen Hirnbereichen. Dies lasst eine Rolle des PrP¢ in kognitiven

Funktionen und im Lernverhalten vermuten.
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Abbildung 15: Fehlende Expression von PrP¢ bei den Prnp”°-Méusen.

(A) Die Hirnhomogenate des Hippocampus (H), Cortex (C), Cerebellums (CB) und Bulbus ol-
factorius (OB) wurden mittels 12% SDS-PAGE getrennt und mit dem Anti-Prion-Protein Anti-
korper SAF32 detektiert. Bei den Wildtyp-Méausen (WT) konnte PrP° in allen vier Hirnberei-
chen nachgewiesen werden, wahrend bei den Prnp®°-Mausen keine Banden zu erkennen waren.
(B) Um zu zeigen, dass vergleichbare Proteinmengen aufgetragen wurden, wurde die Membran
gestrippt und mit dem anti-p-Actin-Antikorper behandelt.
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Abbildung 16: Deglykosylierung des PrP° mit PNGaseF.
(A) Hirnhomogenat vom Cortex einer Wildtyp-Maus (WT) wurde mit PNGaseF deglykosyliert.

Die linke Bande zeigt das glykosylierte PrP in di-, mono- und unglykosylierter Form, die rechte
zeigt nach der Behandlung mit PNGaseF eine Zunahme der unglykosylierten Form bei 27 kDa.
(B) Die Hirnregionen Hippocampus (H), Cortex (C), Cerebellum (CB) und Bulbus olfactorius
(OB) einer Wildtyp-Maus wurden durch 12% SDS-PAGE getrennt und mit Hilfe des 17B4
Antikdrpers analysiert. Dargestellt sind die monoglykosylierte Form des PrP bei 33 kDa sowie
die unglykosylierte Form bei 27 kDa. Auffallig ist auch die verstérkte Bandenzeichnung des
PrP® im Bereich des Hippocampus.

0/0

3.3 Verandertes Nestbauverhalten bei Prnp™-Mausen

Eine weitere Aufféalligkeit war das Verhalten der Tiere beim Nestbau. Als Nestmaterial
erhielt jede Maus ein Zellstofftuch. Die Bewertung der Nester erfolgte jeweils nach 24
Stunden mit Hilfe einer Finf-Punkte-Skala (Deacon 2006). Die Wildtyp-Mause jeder
Altersklasse verarbeiteten tiber 90% des Nestmaterials und formten dieses in der Ké&fig-
ecke zu einem runden Nest, so dass auRerhalb dieser kein verstreut liegendes Nestmate-
rial zu finden war. Die Nester unterschieden sich lediglich in H6he und Durchmesser, so
dass jeweils ein Punktwert von vier oder finf vergeben werden konnte. Im Vergleich zu

den Wildtypen lieR sich bei den Prnp®°

-Méusen kein bzw. ein nur sehr gering ausge-
pragtes Nestbauverhalten beobachten. Nach 24 Stunden hatten die meisten Prnp®°-
Méuse jeder Altersklasse das Nestmaterial nicht verarbeitet, sondern es in seinem ur-

0_Mause hatten das Tuch zerrissen,

sprunglichen Zustand belassen. Nur wenige Prnp
jedoch meist nur zu einem kleinen Teil. 50% bis 90% des Nestmaterials blieben intakt,
was jeweils nur mit einem Punktwert von eins oder zwei bewertet werden konnte. Da-
riber hinaus fiel auf, dass die Wildtypen ihre Nester nicht beschmutzten, wohingegen
die Prnp”®

(Abb. 17),

-Méuse das Zellstofftuch nach wenigen Tagen einndssten und einkoteten
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Abbildung 17: Nestbauverhalten von WT- und Prnp®°-Méausen.

(A) Links ist das Nest einer Wildtyp-Maus (WT) zu sehen. Das Zellstofftuch ist zu iber 90%
zerkleinert und in einer Kéfigecke zu einem dichten Nest geformt. Im restlichen Kéfig befindet
sich kein weiteres Nestmaterial. Rechts ist das Nest einer Prnp®°-Maus zu sehen. Das Zellstoff-
tuch ist nach 24 Stunden nahezu unberihrt.

(B) Die Nester der Tiere wurden nach einer Fiinf-Punkte-Skala bewertet. Die Prnp®°-Méuse
zeigten in jeder Altersklasse ein signifikant geringer ausgepragtes Nestbauverhalten als die WT.
Die Daten wurden mit dem Wilcoxon-Mann-Whitney-Test berechnet.

3.4 Abnahme des Angstverhaltens und erhéhte Latenzzeit bei Prnp®°-
Mausen im funf Minuten Open-Field-Test

Der Open-Field-Test gibt Aufschluss ber die Aktivitat sowie ber das Angst- und Er-

kundungsverhalten der Tiere. Als Messwerte dienten die Uberschreitungen der Qua-

dranten, die Latenzzeit bis zum ersten Liniendbertritt und die Zeit, die die Tiere im pe-
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ripheren oder zentralen Teil des Open Fields verbrachten. Da die Tiere Schutz am Rand
des Feldes suchen und in der Regel offene, freie Flachen meiden, spiegelt der Aufent-
halt im peripheren Teil des Feldes ein héheres Angstverhalten wieder, wahrend der
randferne, zentrale Aufenthalt mit einem geringeren Angstverhalten verbunden ist. Die
Latenzzeit bis zum ersten Uberschreiten einer Linie gibt Aufschluss Gber das Explorati-
onsverhalten und Uber das Verhalten der Tiere im Umgang mit einer neuen Umgebung.

Im Erkundungsverhalten der Tiere konnten innerhalb der drei Altersgruppen keine Un-

0/0

terschiede zwischen den Wildtyp-Mé&usen und den Prnp~"-Mausen festgestellt werden.

Beide Mauslinien zeigten innerhalb der gleichen Altersgruppe eine anndhernd identi-

0/0

sche Anzahl von Linientberschreitungen. Auch innerhalb der Gruppe der Prnp™-Méuse

konnte im Altersvergleich keine signifikante Abnahme der Aktivitat zwischen den drei

und 20 Monate alten Prnp®®

0/0

Mausen festgestellt werden. Eine Zunahme der Aktivitat
zeigten die Prnp™"-Mause im Alter von neun Monaten, diese war jedoch nicht signifi-
kant. Im Vergleich dazu konnte bei den Wildtyp-Méusen eine signifikante Abnahme der
Aktivitat innerhalb der Altersspanne von drei Monaten und 20 Monaten beobachtet
werden (p<0,05; t-Test). Die hochste Aktivitat zeigten die Wildtyp-Mduse im Alter von

drei Monaten (Abb. 18).
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Abbildung 18: Anzahl der Linientiberschreitungen im Open-Field-Test.

Die Wildtyp-Méause (WT) dienten als Kontrollgruppe und wurden in jeder Altersgruppe mit
den Prnp”°-Mausen verglichen. Zusatzlich erfolgte ein Vergleich von Prnp®°- und WT-Mausen
verschiedener Altersgruppen untereinander. Die Daten wurden als Mittelwerte + SEM angege-
ben. Vergleiche der Gruppen wurden mit dem t-Test fur unverbundene Stichproben berech-
net.*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

%_Mause bis zum ersten Uberschreiten einer Linie war in jeder

Die Latenzzeit der Prnp
Altersgruppe signifikant hoher als in der jeweiligen Kontrollgruppe (p<0,001; t-Test).
Weder bei den Prnp®°- noch bei den Wildtyp-Mausen kam es im Lebensalter zwischen

drei und 20 Monaten zu einer merklichen Veranderung in der Latenzzeit (Abb. 19).
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Abbildung 19: Latenzzeit im Open-Field-Test.

Die Wildtyp-Mause (WT) dienten als Kontrollgruppe und wurden in jeder Altersgruppe mit
den Prnp”®-Mausen verglichen. Zusétzlich erfolgte ein Vergleich von Prnp”- und WT-Méausen
verschiedener Altersgruppen untereinander. Die Daten wurden als Mittelwerte + SEM angege-
ben. Vergleiche der Gruppen wurden mit dem t-Test fur unverbundene Stichproben berech-
net.*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Die Analyse des Angstverhaltens im Open-Field-Test offenbarte deutliche Unterschiede

0/0

zwischen den Prnp™"-Mausen und ihrer Kontrollgruppe. Aber auch innerhalb der beiden

0/0

Mauslinien zeigten sich altersabhangige Differenzen. Die Prnp™"-Mause wiesen in jeder

Altersgruppe eine hohere Verweildauer im zentralen Bereich des Open Fields auf, was

0_Mause hindeutet. Dieser Unterschied war

auf ein niedrigeres Angstverhalten der Prnp
jedoch erst bei den 20 Monate alten Tieren signifikant (p<0.05; t-Test). Wéahrend des
Alterungsprozesses kam es auch bei den Wildtyp-Mé&usen zwischen drei und neun Mo-
naten zu einer signifikanten Zunahme der Aufenthaltsdauer im zentralen Teil des Feldes
(p<0,01; t-Test), verbunden mit einer Abnahme des Angstverhaltens in dieser Lebens-
phase. Im Alter zwischen neun und 20 Monaten nahm die Aufenthaltsdauer im Zentrum
wieder deutlich ab (p<0,01; t-Test) und entsprach etwa dem Niveau der drei Monate
alten Tiere.

0/0

Das Angstverhalten der Prnp™-Mdause nahm mit zunehmendem Alter deutlich ab, was

sich in einer signifikant hoheren zentralen Aufenthaltsdauer der 20 Monate alten

0/0

Prnp~"-Maduse im Vergleich zu den drei Monate alten zeigte (p<0,01; t-Test). Die

0_Mause war im Alter zwischen drei und

hochste Abnahme im Angstverhalten der Prnp
neun Monaten zu beobachten, wahrend danach die Aufenthaltsdauer im Zentrum unge-

fahr auf dem gleichen Niveau blieb (Abb. 20).
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Abbildung 20: Aufenthalt im Zentrum im Open-Field-Test.

Die Wildtyp-Mause (WT) dienten als Kontrollgruppe und wurden in jeder Altersgruppe mit
den Prnp”®-Mausen verglichen. Zusétzlich erfolgte ein Vergleich von Prnp”- und WT-Mé&usen
verschiedener Altersgruppen untereinander. Die Daten wurden als Mittelwerte + SEM angege-
ben. Vergleiche der Gruppen wurden mit dem t-Test fur unverbundene Stichproben berech-
net.*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Prnp®°-Mause zeigten in jeder Altersgruppe eine annahernd gleiche Aufenthaltsdauer
im peripheren Teil des Feldes, wahrend diese bei den Wildtyp-Mausen im Alter zwi-
schen neun und 20 Monaten signifikant zunahm (p<0,05; t-Test) und auf eine Zunahme

von Angst in diesem Lebensalter hindeutet (Abb. 21).
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Abbildung 21: Aufenthalt in der Peripherie im Open-Field-Test.

Die Wildtyp-Mduse (WT) dienten als Kontrollgruppe und wurden in jeder Altersgruppe mit
den Prnp®°-Mausen verglichen. Zusétzlich erfolgte ein Vergleich von Prnp®®- und WT-M4usen
verschiedener Altersgruppen untereinander. Die Daten wurden als Mittelwerte + SEM angege-
ben. Vergleiche der Gruppen wurden mit dem t-Test fur unverbundene Stichproben berech-
net.*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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Um die Aktivitat der Tiere zu vergleichen, wurde der Weg gemessen, den die Mause im
finf Minuten Open Field zuriuicklegten. In keiner Altersgruppe traten signifikante Unter-

schiede zwischen den Wildtyp- und den Prnp®®

-Méusen auf. Dies zeigt, dass die Tiere
einer Altersgruppe eine annahernd gleiche Wegstrecke zurticklegten, sich dabei aber
entweder bevorzugt am Rand oder im Zentrum des Open Fields aufhielten. Eine alters-
bedingte Abnahme der Aktivitat der Tiere ist bei beiden Mauslinien zu beobachten

(Abb. 22).
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Abbildung 22: Zurilickgelegter Weg im Open-Field-Test.

Die Wildtyp-Mause (WT) dienten als Kontrollgruppe und wurden in jeder Altersgruppe mit
den Prnp”°-Méausen verglichen. Zusétzlich erfolgte ein Vergleich von Prnp®°- und WT-Méausen
verschiedener Altersgruppen untereinander. Die Daten wurden als Mittelwerte + SEM angege-
ben. Vergleiche der Gruppen wurden mit dem t-Test fur unverbundene Stichproben berech-
net.*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

3.5 Abnahme des Aktivitats- und Erkundungsverhaltens bei drei Mo-
nate alten Prnp®°-M4usen im 90 Minuten Open-Field-Test

Der 90 Minuten Open-Field-Test zeigt die Aktivitat und das Angstverhalten der Tiere
uber einen langeren Beobachtungszeitraum. Als Messparameter dienten wie im finfmi-
nltigen Test die Anzahl der Linieniiberschreitungen, der zentrale und der periphere
Aufenthalt der Tiere im Open Field sowie der Weg, den die Tiere zuriicklegten.

Im Aktivitatsverhalten zeigte sich ein deutlicher Unterschied zwischen den drei Monate

0/0 0/0

alten Prnp~"-Madusen und ihrer Kontrollgruppe. Die Prnp™"-M&use legten, gemessen an

der Anzahl der Linientberschreitungen, einen signifikant kirzeren Weg im Open Field

zuriick als die Wildtypen (p<0,001; t-Test). Im Durchschnitt Gberschritten die Wildty-

0/0

pen 1442 Linien, wahrend die Prnp™"-Md&use auf nur 477 Linieniberschreitungen ka-

0/0

men. Vom dritten bis zum neunten Lebensmonat nahm die Aktivitat der Prnp™-Mause
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signifikant zu (p<0,01; t-Test) und war im Alter von 20 Monaten am hdchsten. Die
Wildtypen zeigten hingegen Uber alle Altersgruppen hinweg keine deutlichen Schwan-
kungen in der Aktivitat (Abb. 23).
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Abbildung 23: Anzahl der Linientiberschreitungen im 90 Minuten Open-Field-Test.

Die Wildtyp-Mdause (WT) dienten als Kontrollgruppe und wurden in jeder Altersgruppe mit
den Prnp”®-Mausen verglichen. Zusatzlich erfolgte ein Vergleich von Prnp”- und WT-Mé&usen
verschiedener Altersgruppen untereinander. Die Daten wurden als Mittelwerte £ SEM angege-
ben. Vergleiche der Gruppen wurden mit dem t-Test fur unverbundene Stichproben berech-
net.*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

In Bezug auf das Angstverhalten im 90 Minuten Open Field verbrachten die drei Mona-

te alten Prnp®°

-Méuse signifikant weniger Zeit im Zentrum als ihre Kontrollgruppe
(p<0,01; t-Test), sondern hielten sich bevorzugt im Randbereich des Feldes auf. Es gab
unter ihnen auch Tiere, die wahrend der 90 Minuten nicht einmal das Zentrum betraten.
Im Alter zwischen drei und neun Monaten nahm die Aufenthaltsdauer der Prnp°-
Mause im Zentrum signifikant zu (p<0,001; t-Test) und war im Alter von 20 Monaten
am grolten. Die Wildtyp-Ma&use zeigten im Vergleich dazu eine konstante Aufenthalts-
dauer im zentralen und peripheren Teil des Open Fields tber die gesamte Altersspanne

hinweg (Abb. 24 A, B).



Ergebnisse 42

90+

) |
|

804
_ 30 T ;3 704
R 25 o 601
T 20 - § 501 -
£ T 404
& 15 T 2 39
E 104 E 204
54 104
0 r % r ' r ¥ 0 T T T T T T
N SN &> & ":@@":\‘\ q@gq‘x\ NS
&) L) D 49 ) ) &7 & &7 V oV
\‘\»\ 3@ A 2 vV Q\qu Q <(\Q & & g‘
< S
<& &€ < ? <¢

Abbildung 24: Aufenthalt im Zentrum (A) und in der Peripherie (B) im 90 Minuten
Open-Field-Test.

Die Wildtyp-Mause (WT) dienten als Kontrollgruppe und wurden in jeder Altersgruppe mit
den Prnp®°-Méusen verglichen. Zusatzlich erfolgte ein Vergleich von Prnp”- und WT-
Mausen verschiedener Altersgruppen untereinander. Die Daten wurden als Mittelwerte + SEM
angegeben. Vergleiche der Gruppen wurden mit dem t-Test flr unverbundene Stichproben
berechnet.*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

3.6 Zunahme der Aufenthaltsdauer in den offenen Armen des Eleva-
ted Plus Maze bei Prnp®°-Mausen

Zur weiteren Untersuchung des Angstverhaltens der beiden Mauslinien wurde der
EPM-Test durchgefiihrt. Als Messparameter dienten hier die Anzahl der Eintritte in die
offenen bzw. geschlossenen Arme sowie die in das Zentrum des EPM, der sog. Platt-
form. Der Aufenthalt auf den offenen Armen entspricht hierbei einem niedrigeren
Angstverhalten, wéhrend der Aufenthalt auf den geschlossenen Armen auf eine héhere
Angst der Mé&use hindeutet. Die Plattform wurde bei der Evaluation zu den offenen Ar-
men gezahlt und somit als offene Flache angesehen (Lob&o-Soares et al. 2007). Die
Aktivitat der Tiere wurde anhand der zuriickgelegten Wegstrecke auf dem EPM gemes-
sen.

Der EPM-Test zeigte deutliche Unterschiede im Angstverhalten, sowohl im Vergleich
als auch innerhalb der beiden Mauslinien in Bezug auf die unterschiedlichen Altersklas-

sen. Die Prnp®®

-Méuse hielten sich in jeder Altersgruppe weniger auf den geschlosse-
nen Armen auf als die WT-Mause. Dieser Unterschied war jedoch nur im Alter von

neun Monaten signifikant (p<0.01; t-Test) (Abb. 25).
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Abbildung 25: Aufenthalt auf den geschlossenen Armen des EPM.

Die Wildtyp-Mause (WT) dienten als Kontrollgruppe und wurden in jeder Altersgruppe mit
den Prnp”®-Mausen verglichen. Zusatzlich erfolgte ein Vergleich von Prnp”- und WT-Mé&usen
verschiedener Altersgruppen untereinander. Die Daten wurden als Mittelwerte + SEM angege-
ben. Vergleiche der Gruppen wurden mit dem t-Test fur unverbundene Stichproben berech-
net.*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Eine signifikante Zunahme der Aufenthaltsdauer auf den offenen Armen lie3 sich bei

0/0

den Prnp™"-Méusen im Alter zwischen drei und neun Monaten feststellen (p<0,01; t-

0/0

Test), wéhrend die 20 Monate alten Prnp”"-Mause keine Unterschiede im Vergleich zu

den neun Monate alten Tieren aufwiesen. Ebenso wie die Prnp™®

-Méuse zeigten auch
die Wildtyp-Mause eine signifikant langere Aufenthaltsdauer auf den offenen Armen im
Alter zwischen drei und neun Monaten (p<0,01; t-Test) (Abb. 26A). Im Zentrum des
EPM hielten sich beide Maustypen in etwa gleich lange auf. Es konnte lediglich beo-
bachtet werden, dass es bei beiden Mauslinien zu einer altersabhangigen kontinuierli-
chen Abnahme der Aufenthaltsdauer im Zentrum kam, die sowohl bei den Prnp®°-
Mausen (p<0,01; t-Test), als auch bei den Wildtypen (p<0,05; t-Test) im Alter zwischen

drei und neun Monaten statistisch signifikant war (Abb. 26B).
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Abbildung 26: Aufenthalt auf den offenen Armen (A) und im Zentrum (B) des EPM.

Die Wildtyp-Mause (WT) dienten als Kontrollgruppe und wurden in jeder Altersgruppe mit
den Prnp”®-Mausen verglichen. Zusatzlich erfolgte ein Vergleich von Prnp”- und WT-Mé&usen
verschiedener Altersgruppen untereinander. Die Daten wurden als Mittelwerte + SEM angege-
ben. Vergleiche der Gruppen wurden mit dem t-Test fur unverbundene Stichproben berech-
net.*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Beim Vergleich der Eintritte in die geschlossenen Arme zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede (Abb. 27A). Die Anzahl der Eintritte in die offenen Arme inklusive Platt-

form offenbarte jedoch signifikante Unterschiede zwischen beiden Mauslinien. Die

o0_Mause aller Altersklassen betraten weitaus ofter die offenen Arme und die Platt-

0/0

Prnp
form als ihre Kontrollgruppe. Diese Differenz zwischen den Prnp™"-Méusen und den
Wildtypen war im Alter von drei (p<0,05; t-Test) und 20 Monaten (p<0,001) signifi-

0/0

kant. Die drei Monate alten Prnp™"-Md&use betraten auch signifikant haufiger die Platt-

form als ihre Kontrollgruppe (p<0,01). Die Anzahl der Eintritte in die offenen Arme

00_Mzusen mit fortschreitendem Alter kontinuierlich zu. Signifikant

nahm bei den Prnp
war diese Zunahme zwischen dem dritten und neunten Lebensmonat (p<0,05; t-Test).
Dieses Phanomen war auch bei den Wildtypen zu beobachten. Die neun Monate alten
Wildtypen betraten die offenen Arme signifikant hdufiger als die dreimonatigen
(p<0,01; t-Test), wobei das Betreten der offenen Arme nach dem neunten Lebensmonat

wieder leicht abnahm (Abb. 27B, C).
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Abbildung 27: Anzahl der Eintritte in die geschlossenen Arme (A), in die offenen Arme
(B) und in die Plattform (C).

Die Wildtyp-Mause (WT) dienten als Kontrollgruppe und wurden in jeder Altersgruppe mit
den Prnp”°-Méausen verglichen. Zusétzlich erfolgte ein Vergleich von Prnp®°- und WT-Méausen
verschiedener Altersgruppen untereinander. Die Daten wurden als Mittelwerte £ SEM angege-
ben. Vergleiche der Gruppen wurden mit dem t-Test fur unverbundene Stichproben berech-
net.*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Bei Betrachtung des zuriickgelegten Weges ergaben sich in keiner der drei Altersgrup-

%_Mausen und ihrer Kontrollgruppe,

pen signifikante Unterschiede zwischen den Prnp
was auf eine gleiche Aktivitat beider Mauslinien im EPM schliel3en lasst. Dabei bevor-
zugten die Prnp”®-Mause ab einem Alter von neun Monaten eher die offenen Arme und
die Wildtypen ab diesem Alter eher die geschlossenen Arme. Beide Mauslinien zeigten
eine signifikante altersabhangige Abnahme der Aktivitat zwischen neun und 20 Mona-

ten (p<0,001; t-Test) (Abb. 28).
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Abbildung 28: Zurlickgelegter Weg im EPM.

Die Wildtyp-Mause (WT) dienten als Kontrollgruppe und wurden in jeder Altersgruppe mit
den Prnp”°-Méausen verglichen. Zusétzlich erfolgte ein Vergleich von Prnp®°- und WT-Méausen
verschiedener Altersgruppen untereinander. Die Daten wurden als Mittelwerte £ SEM angege-
ben. Vergleiche der Gruppen wurden mit dem t-Test fur unverbundene Stichproben berech-
net.*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

0/0

3.7 Geringeres Erstarrungsverhalten bei Prnp™"-Mausen im Furcht-

konditionierungstest

Dieser Test untersucht die Gedéachtnisleistung der Tiere anhand ihres erlernten Angst-
verhaltens auf einen aversiven Stimulus. Das Erstarren (,,Freezing™) der Tiere galt als
Parameter flr die erlernte Furcht und wurde alle zehn Sekunden gemessen.

Um sicher zu gehen, dass alle Versuchstiere die gleiche Schockintensitat erhielten und
den Elektroschock auch &hnlich empfanden, wurde die mittlere Geschwindigkeit der
Tiere in der Versuchsbox aufgezeichnet und ausgewertet. Diese diente in der Phase vor
dem Schock (Pause) und wahrend der zweisekiindigen Schockphase als Vergleichswert.
Bei allen Tieren konnte eine deutliche Zunahme der mittleren Geschwindigkeit wéhrend
der Schockphase festgestellt und daraus geschlossen werden, dass alle den Elektro-
schock erhalten hatten. Sowohl wahrend der Pause als auch wahrend der Schockphase
zeigten beide Mauslinien in allen Altersgruppen keine Unterschiede in der mittleren
Geschwindigkeit (Abb. 29). Demzufolge missen beide Gruppen unabhangig von ihrem
Alter den Schock ahnlich empfunden haben. Die Tiere hatten somit alle die gleiche
Grundvoraussetzung, so dass eine Vergleichbarkeit des assoziativen Lernens und der

Gedachtniskonsolidierung gewahrleistet war.
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Abbildung 29: Mittlere Geschwindigkeit der Tiere wéhrend der Schockphase und wéh-
rend des schockfreien Intervalls.

Um sicher zu gehen, dass alle Tiere den Elektroschock erhalten haben, wurde die mittlere Ge-
schwindigkeit (Vmean) der Prnp®®-Méause und der Wildtyp-Mause (WT) wahrend der schock-
freien Pause und wéhrend der elektrischen Stimulation (E-Stim) gemessen. Dabei nahm in der
Schockphase die mittlere Geschwindigkeit der Tiere zu. Die Wildtyp-Mause dienten als Kon-
trollgruppe und wurden in jeder Altersgruppe mit den Prnp®®-Mausen verglichen. Zusétzlich
erfolgte ein Vergleich der Prnp®®- und der WT-M4use in den verschiedenen Altersgruppen
untereinander. Die Daten sind als Mittelwerte £ SEM angegeben. Vergleiche der Gruppen
wurden mit dem t-Test fiir unverbundene Stichproben berechnet.

3.7.1 Kontextabhangige Furchtkonditionierung

Die kontextabh&ngige Furchtkonditionierung offenbarte deutliche Unterschiede im Ver-

halten der beiden Mauslinien. Im Alter von drei Monaten war noch keine signifikante

0/0

Differenz in der Haufigkeit des Erstarrens zwischen den Prnp~"-Mausen und ihrer Kon-

0/0

trollgruppe festzustellen. Die Prnp™"-Mdause erstarrten in dieser Altersgruppe sogar et-

was hdufiger als die Wildtypen. In der Gruppe der neunmonatigen Tiere erstarrten da-

0/0

gegen die Prnp™"-Mé&use deutlich seltener als die Wildtypen (p<0,001; t-Test). Zwi-

0/0

schen den drei und neun Monate alten Prnp~"-M&usen kam es zu einer signifikanten

Abnahme des Freezings (p<0,001; t-Test), wahrend bei den Wildtypen kein Unterschied
zwischen diesen Altersgruppen bestand. Unter den 20 Monate alten Tieren erstarrten die

Prnp®°

-Méuse signifikant seltener als die Wildtyp-Mause (p<0,001; t-Test). Weitere
wichtige Beobachtungen waren, dass im Alter zwischen neun und 20 Monaten bei bei-
den Mauslinien das Erstarrungsverhalten signifikant abnahm und dass das Erstarren bei

den Prnp”°

-Méusen nach dem dritten Lebensmonat kontinuierlich zurlickging, wéhrend
diese Abnahme bei den Wildtypen weniger ausgepragt war und erst nach dem neunten

Lebensmonat auftrat (Abb. 30).
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Abbildung 30: Freezingverhalten der Prnp®°-Mause und der WT-Méuse in der kontext-
abhangigen Furchtkonditionierung.

Beide Mauslinien wurden in den Altersklassen 3, 9 und 20 Monate in der kontextabhangigen
Furchtkonditionierung getestet. Hierbei wurde das Erstarrungsverhalten der Tiere untersucht.
Prnp®°- und WT-Mause verschiedener Altersgruppen wurden miteinander verglichen. Die Da-
ten sind als Mittelwerte £ SEM angegeben. Vergleiche der Gruppen wurden mit dem t-Test fir
unverbundene Stichproben berechnet. **p<0,01; ***p<0,001.

3.7.2 Tonabhéangige Furchtkonditionierung

Die tonabhéngige Furchtkonditionierung ergab &hnliche Ergebnisse wie die kontextab-

hangige Furchtkonditionierung. Die Prnp®®

-Méuse erstarrten in jeder Altersgruppe sig-
nifikant seltener als die Kontrollméause. Der erste Unterschied im Freezingverhalten lie
sich hier bereits im Alter von drei Monaten beobachten. Bei beiden Mauslinien nahm
die Freezingdauer nach dem dritten Lebensmonat kontinuierlich ab und erreichte den
niedrigsten Wert im Alter von 20 Monaten. Sowohl bei den Prnp®°- als auch bei den
Wildtyp-Mé&usen nahm das Furchtverhalten zwischen dem dritten und dem neunten Le-
bensmonat signifikant ab (p<0,001; t-Test) (Abb. 31).

In der kontextabhangigen Furchtkonditionierung des ersten Tages erstarren die Prnp”°-
Méuse deutlich hdufiger als in der tonabhangigen Furchtkonditionierung des zweiten
Versuchstages. Um diese Diskrepanz néher zu untersuchen, wurde eine weitere Gruppe

von drei Monate alten Prnp®®

-Méusen und Wildtypen untersucht. Diese Tiere wurden in
umgekehrter Reihenfolge der beiden Versuchstage getestet, um zu Uberpriifen, ob das
verminderte Erstarrungsverhalten bei der tonabh&ngigen Furchtkonditionierung zeit-

oder tonabhangig war. Beide Versuchsreihen stimmten miteinander Gberein. Auch hier
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erstarrten die Prnp~~-Maduse in der tonabhdngigen Furchtkonditionierung deutlich weni-

ger als in der kontextabhangigen Furchtkonditionierung des zweiten Versuchstages.

Erstarren (%)
s
.|

Abbildung 31: Erstarrungsverhalten der Prnp®°-Mause und der WT-Mause in
der tonabhangigen Furchtkonditionierung.

Beide Mauslinien wurden in den Altersklassen 3, 9 und 20 Monate in der tonabhangigen
Furchtkonditionierung getestet. Hierbei wurde das Erstarrungsverhalten der Tiere untersucht.
Die Wildtyp-Mause (WT) dienten als Kontrollgruppe und wurden in jeder Altersgruppe mit
den Prnp®®-Méusen verglichen. Zusatzlich erfolgte ein Vergleich der Prnp®- und der WT-
Mause verschiedener Altersgruppen untereinander. Die Daten sind als Mittelwerte £ SEM an-
gegeben. Vergleiche der Gruppen wurden mit dem t-Test fir unverbundene Stichproben be-
rechnet. ***p<0,001.

3.8 Kein Unterschied der motorischen Fahigkeiten zwischen Prnp®°-
Mausen und Wildtyp-Mausen

Das Rotarod ermdglicht eine Charakterisierung der motorischen Fahigkeiten sowie der
Beweglichkeit der Tiere. Als Vergleichswert diente bei diesem Test die Zeit, die sich
die Tiere auf dem rotierenden Balken halten konnten. Aus altersbedingten Griinden
musste der Test fur die Gruppe der 20 Monate alten Tiere modifiziert und deren Fahig-
keiten entsprechend angepasst werden. So wurde fur das Training eine Rotationsge-
schwindigkeit von 4 bis 10 Upm gewadhlt, die bei jedem Trainingslauf etwas gesteigert
wurde, bis sich die Tiere nach finf Trainingseinheiten sicher auf dem rotierenden Bal-
ken halten konnten. Fir den Test wurde bei den 20 Monate alten Tieren eine Rotations-
geschwindigkeit von 5 bis 15 Upm eingestellt.

In der Altersklasse der drei und neun Monate alten Mé&use konnte der Rotarod-Test un-
ter standardisierten Bedingungen durchgefuhrt werden. Fir das Training wurde hier
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eine Rotationsgeschwindigkeit von 10 Upm gewahlt.Wahrend der Testphasen wurde die
Geschwindigkeit von 5 auf 40 Upm gesteigert.
In keiner der drei Altersgruppen liel3 sich ein signifikanter Unterschied zwischen den

Prnp®°

-Méusen und ihrer Kontrollgruppe feststellen. Beide Mauslinien hielten sich in
den jeweiligen Altersgruppen vergleichbar lange auf dem rotierenden Balken. Eine
deutliche Abnahme der motorischen Fertigkeiten konnte in Abhangigkeit vom Alter der
Tiere beobachtet werden. Die Fahigkeit, auf dem rotierenden Balken zu balancieren,
nahm sowohl bei den Prnp”®- (p<0,01; t-Test) als auch bei den Wildtyp-Mausen
(p<0,001; t-Test) im Alter zwischen drei und neun Monaten signifikant ab (Abb. 32A).
Ein direkter Vergleich der 20 Monate alten mit den drei und neun Monate alten Tieren
war aufgrund der oben beschriebenen Modifizierung des Tests nicht moglich. Es konnte
jedoch eine deutlich schlechtere motorische Leistungsfahigkeit der 20 Monate alten
Méause festgestellt werden, daher flihrte diese Gruppe den Test unter erleichterten Be-

dingungen durch (Abb. 32B).
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Abbildung 32: Analyse der motorischen Fahigkeiten von Prnp®°-Mausen und WT-
Mausen im Rotarod-Test.

Beide Mauslinien wurden in den Altersklassen 3, 9 und 20 Monate im Rotarod getestet. Dabei
wurde die Zeit, die sich die Tiere auf dem rotierenden Balken halten konnten, gemessen.

(A) Vergleich der 3 Monate alten mit den 9 Monate alten Tieren.

(B) Die Gruppe der 20 Monate alten Tiere ist separat dargestellt, da bei ihnen der Test alters-
bedingt unter vereinfachten Bedingungen durchgefiihrt werden musste. Die Daten sind als
Mittelwerte £ SEM angegeben. Vergleiche der Gruppen wurden mit dem t-Test fur unverbun-
dene Stichproben berechnet. **p<0,01; ***p<0,001.

0/0

3.9 Abnahme der kognitiven Funktionen bei Prnp™"-Ma&usen

Der Objekterkennungstest dient zur Untersuchung der kognitiven Fahigkeiten der Mau-
se. Um die Gedachtnisleistung der Tiere beurteilen zu kénnen, wurde die prozentuale
Zeit, die die Tiere an dem neuen Objekt verbrachten, sowie die prozentuale Anzahl der
Kontakte an dem neuen Objekt gemessen. Der zurlickgelegte Weg wahrend der finfmi-
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nltigen Testphase gibt Aufschluss Uber die Aktivitat und das Erkundungsverhalten der
Tiere.

Bei der Anzahl der Bertihrungen des neuen Objektes sowie der Zeit, die die Tiere mit
der Erkundung dessen verbrachten, zeigten sich deutliche Unterschiede der kognitiven
Leistungsfahigkeit zwischen den Prnp®°- und Wildtyp-Mausen. Wahrend sich beide
Mauslinien im Alter von drei Monaten noch nicht signifikant in ihrer Gedéchtnisleis-

0°_Mausen im Alter zwischen drei und

tung unterschieden, nahm diese bei den Prnp
neun Monaten signifikant ab (p<0,01; t-Test). Auch die Wildtypen zeigten eine geringe
Abnahme ihrer kognitiven Leistungsfahigkeit in dieser Altersspanne (p>0.05; t-Test).
Interessanterweise unterschieden sich hierin die Prnp”- von den WT-Mausen ab einem

90-Mause verbrachten signifikant weniger Zeit an

Alter von neun Monaten. Die Prnp
dem neuen Objekt als die Wildtypen (p<0,01; t-Test), was darauf hindeutet, dass sie
sich weniger gut an das alte erinnern konnten. Im Alter zwischen neun und 20 Monaten

kam es bei den Prnp®°

-Mausen zu einer weiteren Verschlechterung der kognitiven Leis-
tungsfahigkeit, wahrend sich die Wildtypen im Alter von 20 Monaten nicht wesentlich
von der neun Monate alten Kontrollgruppe unterschieden.

Die Prnp”®

-Mduse hingegen verbrachten im Alter von 20 Monaten signifikant weniger
Zeit am neuen Objekt als die Wildtypen (p<0,001; t-Test), was als eine deutliche Ab-
nahme ihrer kognitiven Fahigkeit interpretiert werden kann (Abb. 33B). Um zu zeigen,
dass sich die beiden Mauslinien einer Altersgruppe nicht in ihrer motorischen Fahigkeit
und Aktivitat unterschieden, wurde der Weg, den die Tiere in der finfmindtigen Erkun-
dungsphase zuruicklegten, gemessen. In keiner der drei Altersgruppen war ein signifi-
kanter Unterschied festzustellen (Abb. 33C). Es konnte lediglich eine altersbedingte
Abnahme der motorischen Aktivitat im Alter zwischen neun und 20 Monaten gezeigt
werden. Diese Abnahme lieB sich sowohl bei den Wildtypen als auch bei den Prnp®°-

Mausen beobachten.
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Abbildung 33: Verhalten der Prnp®°-Mause und der WT-Méuse im Objekterken-
nungstest.

Beide Mauslinien wurden in den Altersklassen 3, 9 und 20 Monate im Objekterkennungstest
getestet. Folgende Parameter wurden untersucht:

(A) Zahl der Berlihrungen des neuen Objekts im Verhaltnis zum bekannten, (B) am neuen Ob-
jekt verbrachte Zeit im Verhdltnis zu der am bekannten Objekt, (C) zuruickgelegter Weg. Die
Wildtyp-Mduse (WT) dienten als Kontrollgruppe und wurden in jeder Altersgruppe mit den
Prnp®-Mausen verglichen. Zusatzlich wurden Prnp®®- und WT-M4use der verschiedenen Al-
tersgruppen untereinander verglichen. Die Daten sind als Mittelwerte + SEM angegeben. Ver-
gleiche der Gruppen wurden mit dem t-Test fiir unverbundene Stichproben berechnet.*p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001.

3.10 Kein Unterschied im raumlichen Lernen zwischen Prnp”°-Méu-
sen und Wildtyp-Mausen im Morris Water Maze

Das Morris Water Maze ist ein etablierter Test zur Beurteilung des rdumlichen Lern-

vermoégens von Nagetieren. Da dieser eine hohe korperliche Anstrengung fir die Tiere

darstellt, konnte er nur mit den drei und neun Monate alten M&usen durchgefiihrt wer-

den. Schon beim Rotarod-Test zeigte sich, dass die 20 Monate alten Tiere bereits zu

schwach waren, um den vierminitigen Schwimmtest durchzuhalten. Diese korperliche

Schwiche war sowohl bei den Prnp®®- als auch bei den Wildtyp-Mausen zu beobachten,
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so dass die komplette 20 Monate alte Testgruppe vom Morris-Water-Maze-Test ausge-
schlossen werden musste.

Als Messparameter fir das raumliche Lernvermdgen dienten die Zeit, die die Tiere in
dem Quadranten verbrachten, in dem zuvor die Plattform stand, sowie die Anzahl der
imagindren Plattformuberschreitungen. Die zurlickgelegte Distanz beim Schwimmen
zeigte die Aktivitat der Tiere an. Um deren Lernzuwachs beurteilen zu kénnen, wurde
wahrend der achttidgigen Trainingsphase téglich die durchschnittliche Zeit gemessen,
die die Tiere brauchten, um die Plattform zu finden. Dabei konnten keine signifikanten

Unterschiede zwischen den Prnp®®

-Mdusen und den Wildtypen beider Altersgruppen
gefunden werden. Auch beim Vergleich zwischen den beiden Altersklassen ergaben

sich keine deutlichen Unterschiede (Abb. 34).
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Abbildung 34: Lernkurve der Prnp”®- und WT-Mause im Morris-Water-Maze-Test.
Dargestellt ist der Lernzuwachs der drei und neun Monate alten Tiere wahrend der achttagigen
Trainingsphase. Gemessen wurde die Zeit, die die Tiere benétigten, um die Plattform zu errei-
chen. Die Wildtyp-Méause (WT) dienten als Kontrollgruppe und wurden in jeder Altersgruppe
mit den Prnp®®-Mausen verglichen. Zusatzlich erfolgte ein Vergleich der Prnp®°- und der WT-
Mause verschiedener Altersgruppen untereinander. Die Daten sind als Mittelwerte £ SEM an-
gegeben. Vergleiche der Gruppen wurden mit dem t-Test flr unverbundene Stichproben be-
rechnet. Es konnte kein Unterschied im Lernzuwachs zwischen Prmp®- und den Wildtyp-
Mausen festgestellt werden.

Am neunten Tag wurde die Plattform aus dem Wasser entfernt, um das rdumliche Lern-
vermogen der Tiere zu testen. Im Vergleich zu den Wildtypen verbrachten die Prnp®®-
Méuse sowohl im Alter von drei als auch im Alter von neun Monaten weniger Zeit in
dem Quadranten, in dem zuvor die Plattform stand. Die Unterschiede waren jedoch in
beiden Altersgruppen nicht signifikant. Des Weiteren konnte bei beiden Mauslinien im
Lebensalter zwischen drei und neun Monaten eine Abnahme der Aufenthaltsdauer im
Bereich der Plattform beobachtet werden, aber auch diese erwies sich als nicht signifi-
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kant (Abb. 35B). Eine noch genauere Beurteilung des rdumlichen Lernvermdgens der
Mause ermdglicht die Anzahl der Plattformuberschreitungen. Hierbei mussten sich die
Tiere genau in dem Bereich aufhalten, in dem zuvor die Plattform gestanden hatte.
Auch hier war die Anzahl bei den Wildtypen beider Altersgruppen jeweils groRer als

die der Prnp”°

-Mause, die Differenzen waren jedoch wiederum nicht signifikant. Ana-
log zur Aufenthaltsdauer nahm auch die Anzahl der Plattformuberquerungen im Alter
zwischen drei und neun Monaten sowohl bei den Prnp®°- als auch bei den Wildtyp-
Mausen leicht ab (Abb. 35A). Beide Mauslinien legten im Alter von drei und neun Mo-
naten eine vergleichbare Distanz im Morris Water Maze zuriick, so dass von vergleich-
baren Schwimmfahigkeiten ausgegangen werden konnte. Die Aktivitat der Tiere beim
Schwimmen blieb im Alter zwischen drei und neun Monaten konstant und zeigte keine

altersbedingte Abnahme (Abb. 35C).
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Abbildung 35: Verhalten der Prnp®°- und der WT-Mause im Morris Water Maze.
Beide Mauslinien wurden in den Altersklassen 3 und 9 Monate im Morris Water Maze getestet.
Folgende Parameter wurden untersucht: (A) Anzahl der Plattformuberschreitungen, (B) Zeit im
Quadranten der Plattform, (C) zurlckgelegter Weg. Die Wildtyp-Mduse (WT) dienten als
Kontrollgruppe und wurden in jeder Altersgruppe mit den Prnp®°-Méausen verglichen. Die Da-
ten sind als Mittelwerte £ SEM angegeben. Vergleiche der Gruppen wurden mit dem t-Test fur
unverbundene Stichproben berechnet.*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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4 Diskussion

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Fragestellung, welche Rolle das PrP° in der
Verhaltensphysiologie einnimmt. Dabei wurde der Schwerpunkt der Untersuchungen
auf das Angst- und Lernverhalten, die Gedéachtniskonsolidierung, das naturliche Erkun-
dungsverhalten und auf die motorischen Fahigkeiten gelegt. Darliber hinaus wurde die
Rolle des PrP® in angeborenen Verhaltensweisen naher untersucht. Ein weiteres Ziel
dieser Arbeit war die Untersuchung der Funktion von PrP® wéhrend des natirlichen
Alterungsprozesses.

Obwohl in den vergangenen Jahren bereits einige Studien unter Einsatz verschiedener
experimenteller Modelle erfolgten, ist die Funktion des PrP® bis heute noch nicht voll-
standig verstanden. Insbesondere die Rolle des PrP® in der Verhaltensphysiologie wird
in der Literatur kontrovers diskutiert. Das mag zum Teil an den unterschiedlichen
Mauslinien liegen, die seit der Generierung der ersten Prion-Protein-Knockout-Mause
hergestellt wurden. Dazu zéhlen die Linien Nagasaki (Sakaguchi et al. 1996) und Edin-
burgh (Manson et al. 1994) sowie die Tiere der Mauslinien Zirich I (Bueler et al. 1992)
und Zirich Il (Rossi et al. 2001). Da die Méause der Linien Nagasaki und Zurich Il zu-
sdtzlich eine Uberexpression des Proteins Doppel (Dpl) aufweisen (Moore et al. 1999),
wurden in der vorliegenden Arbeit nur Tiere der Linie Zurich | verwendet. Bei Dpl han-
delt es sich um ein PrP®-dhnliches Protein, das im Kleinhirn der Tiere eine Degeneration
von Kornerzellen und Purkinje-Zellen hervorruft und die Entwicklung von Ataxien ver-
ursacht (Moore et al. 2001). Diese Phanomene wurden bei Zirich-1-M&usen nicht be-
schrieben.

0/0

4.1 Veranderungen im nativen Nestbauverhalten bei Prnp™-M&usen

Das Bauen von Nestern ist im gesamten Tierreich weit verbreitet und bei kleinen Nage-
tieren wie Madusen ein wichtiges angeborenes Verhalten. Das Nest bietet den Tieren
wichtigen Schutz fiir das eigene Uberleben und die Fortpflanzung. So hilft es den Mau-
sen bei der Regulation und dem Erhalt der Kérpertemperatur. Dies ist fiir die Tiere inso-
fern von Bedeutung, da ihre relativ groRe Koérperoberflache sie anféllig fir den Verlust
von Korperwarme macht. Daruber hinaus dient das Nest der Reproduktion und sichert
das Uberleben der Nachkommen. Ferner ist es ein wichtiger Schutz vor Feinden und
dient zur Tarnung (Deacon 2006). Der Test zum Nestbauverhalten der Mause zeigte

0/0

erstmals, dass dies bei den Prnp™"-Mausen im Vergleich zu den Wildtyp-Mé&usen deut-

lich geringer ausgepragt bzw. gar nicht vorhanden war. Dieser Test wurde in der Litera-
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tur bisher noch nicht an Prnp™ -Ma&usen beschrieben. Das verdnderte Nestbauverhalten

der Prnp®®

-Méuse konnte in allen drei Altersklassen beobachtet werden, so dass ange-
nommen werden kann, dass das Alter der Tiere keinen Einfluss auf den Nestbau hat.
Das fehlende Nestbauverhalten wurde zuvor schon an mit Scrapie infizierten Mausen
beobachtet und stellte sich als ein sehr sensitiver Indikator fir die Scrapie-Infektion
heraus (Cunningham et al. 2003). Es konnte gezeigt werden, dass die ersten klinischen
Zeichen bei mit Scrapie infizierten Mausen erst nach 22 Wochen auftraten, wéhrend das
Nestbauverhalten der Tiere bereits nach zehn bis elf Wochen post infectionem signifi-
kant beeintrachtigt war (Kim et al. 1997). Das verénderte Nestbauverhalten bei den
Prnp”®- und den mit Scrapie infizierten Mausen weist darauf hin, dass PrP¢ eine wichti-
ge Rolle in angeborenen Verhaltensweisen spielt. Fir dessen Funktion bei der Ausbil-
dung lebenswichtiger, angeborener Verhaltensweisen spricht auch die Tatsache, dass
das Prion-Protein ein evolutiondr hochkonserviertes Protein ist, das sich im Laufe der
Entwicklung nur wenig verandert hat und unter den Sdugetieren weit verbreitet ist. Das
Nestbauverhalten wird jedoch noch von einer Reihe weiterer Faktoren, insbesondere
dem Hormonsystem, beeinflusst (Bond et al. 2002). Dies spielt in erster Linie bei weib-
lichen Mé&usen eine Rolle, die durch ihren hormonellen und reproduktiven Status im
Nestbau beeinflusst werden (Lisk et al. 1969). Fir den vorliegenden Test wurden jedoch
ausschlief3lich mannliche Versuchstiere verwendet, so dass der hormonelle Einfluss hier

eine eher untergeordnete Rolle spielt und andere Mechanismen zum Tragen kommen.

4.2 Einfluss des PrP® auf das Erkundungs- und Bewegungsverhalten

Das Erkunden von neuen Umgebungen ist wie der Nestbau eine angeborene Verhal-
tensweise von Nagetieren. Zur Beobachtung des Erkundungsverhaltens wurden die Tie-
re jeweils fur finf Minuten und in einem zweiten Durchgang fur 90 Minuten in die
Testapparatur des Open Fields gesetzt. Die Neugier der Tiere, eine unbekannte Umge-
bung zu erkunden, steht hier in Konflikt mit dem natirlichen Vermeidungsverhalten
gegenuber offenen, freien und ungeschitzten Flachen, wie sie beispielsweise der Open-
Field-Test darbietet.

0/0

Die Prnp~"-Mduse aller drei Altersklassen zeigten sowohl im funfminttigen als auch im

90 Minuten Test eine signifikant hohere Latenzzeit als die Tiere der Kontrollgruppen.

00_Mause

Dieses Verhalten wurde bereits in friiheren Studien belegt, in denen die Prnp
mehr Zeit bendtigten, bis sie das Zentrum des Open Fields verlieR3en, in das sie zuvor

gesetzt wurden (Coitinho et al. 2003, Criado et al. 2005, Lob&o-Soares et al. 2007). Die
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Studien zeigen, dass Prnp®

-Mé&use mehr Zeit zur Bewaltigung der Stresssituation beno-
tigen, und um sich an eine neue Umgebung zu gewd6hnen und diese zu erkunden. Fur
eine maRgebliche Rolle des PrP® in adaptiven Verhaltensweisen spricht auch die Tatsa-

00_Mausen

che, dass PrP°¢ (iberexprimierende Tg-20-Méause im Vergleich zu den Prnp
eine signifikant niedrigere Latenzzeit im Open-Field-Test aufwiesen und insgesamt ein
starkeres Erkundungsverhalten zeigten (Lob&o-Soares et al. 2007). Diese Beobachtun-
gen wurden auf eine Veranderung im Transmitter-Metabolismus zurlckgefuhrt, auf-
grund einer erhohten synaptischen PrP® Konzentration im ZNS als auch im PNS. Eine
Funktion des PrP® im System der Neurotransmitter wurde mehrfach belegt (Brown DR
2001, Mallucci et al. 2002, Mouillet-Richard et al. 2005). Eine weitere Erklarungsmaog-

0/0

lichkeit fur das veranderte Erkundungsverhalten der Prnp™-Mause ist das erhohte

Stresspotential in einer neuen Umgebung. Prnp®°

-Méuse zeigten eine verminderte
Adaptationsbereitschaft an stressvolle Situationen dadurch, dass sie nach einem finfmi-
ndtigen Schwimmtest eine signifikant hohere Latenz im Open Field aufwiesen als die
entsprechende Kontrollgruppe (Nico et al. 2005).

Um das Erkundungs- und Bewegungsverhalten tber einen langeren Zeitraum beobach-
ten zu konnen, wurden die Tiere fur 90 Minuten in das Open Field gesetzt. Bei diesem
Test zeigte sich eine signifikant niedrigere Bewegungsaktivitéat in der Gruppe der drei

0/0

Monate alten Prnp™"-Mé&use und gleichzeitig eine deutlich geringere Aufenthaltsdauer

im Zentrum des Open Fields. Dies kdnnte auf ein erhdhtes Angstverhalten der drei Mo-

nate alten Prnp®®

-Méuse hindeuten. Im Gegensatz zum 90 Minuten Open Field zeigten
sich im funfminttigen Open Field keine Unterschiede hinsichtlich des Bewegungs- und
Erkundungsverhaltens. Die Tiere beider Gruppen zeigten in jeder Altersklasse eine ver-
gleichbare Aktivitat. Diese Beobachtung wird von einigen Studien bestétigt (Lob&o-
Soares et al. 2007), andere Untersuchungen kamen jedoch auch zu gegensatzlichen Er-
gebnissen. Roesler et al. (1999) dokumentierten eine Zunahme der Bewegungsaktivitat

bei der Erkundung des Open Fields bei den drei Monate alten Prnp®

-Mé&usen. Spéter
durchgefiihrte Tests zeigten eine Abnahme in der Bewegungsaktivitat bei Prnp®°-Mau-
sen im Alter von neun und elf Monaten im finf Minuten Open Field (Coitinho et al.
2003, Rial et al. 2009). Diese altersabhéngige Aktivitatsabnahme konnte in der vorlie-
genden Arbeit sowohl bei den Prnp®°- als auch bei den Wildtyp-Mausen erst in der
Gruppe der 20 Monate alten Tiere bestatigt werden. Eine mdgliche Erklarung fir die
Diskrepanz dieser Ergebnisse konnte in der unterschiedlichen Versuchsapparatur des

Open Fields liegen. Das in der vorliegenden Arbeit verwendete Open Field hatte eine
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freie Flache von 80 cm x 80 cm, wahrend die in den anderen Studien benutzten Open
Fields lediglich eine Flache von 20 cm x 30 cm bzw. 30 cm x 30 cm aufwiesen und so-

mit deutlich kleiner waren.

4.3 Einfluss des PrP® auf das Angstverhalten

Angst ist biologisch gesehen ein Stresszustand von starker Intensitat als Antwort auf ei-
ne wahrgenommene Bedrohung (Millan 2003). Evolutionsgeschichtlich ist sie ein wich-
tiger Warn- und Schutzmechanismus, der in Gefahrensituationen ein angemessenes Ver-
halten, beispielsweise die Flucht, einleitet und somit der Selbsterhaltung dient. In die-
sem Fall ist die Angst ein biologisch angelegtes und angeborenes Verhalten, das die
Energiebereitstellung sichert, die bei einer Kampf- oder Fluchtreaktion bendtigt wird.
Da Angst durch Vermeidungs- und Fluchtverhalten oder Abwehr gekennzeichnet ist,
steht sie im Gegensatz zur explorativen Neugier (Erkundungsverhalten), die mit positiv
empfundener Erregung einhergeht.

In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Tests zur Untersuchung des Angstver-
haltens bei Nagetieren durchgefihrt. An erster Stelle sei hier der Elevated-Plus-Maze-
Test erwéhnt, der auf der Aversion von Nagetieren gegentber offenen und ungeschitz-
ten Flachen basiert. Der Aufenthalt auf den offenen Armen der Versuchsapparatur wird
hier als ein vermindertes Angstverhalten interpretiert (Carobrez und Bertoglio 2005). In

diesem Test konnte sowohl bei den Prnp®®

-Mausen als auch bei den Wildtypen eine
altersabhéngige Abnahme der Angst zwischen drei und 20 Monaten beobachtet werden,
da sich die Tiere mit zunehmendem Alter verstarkt auf den offenen Armen bewegten.

Die Prnp®®

-Méuse zeigten jedoch in jeder Altersgruppe eine deutlich geringere Angst-
bereitschaft als die Tiere ihrer Kontrollgruppe. Diese Resultate stimmen mit den Ergeb-
nissen aus dem Furchtkonditionierungstest und dem funfminutigen Open-Field-Test

(iberein. Die Prnp®°

-Mduse hielten sich mit zunehmendem Alter h&ufiger im Zentrum
des Open Fields auf als die Wildtyp-Mause. Auch bei diesem Test kann der Aufenthalt
auf der freien, ungeschiitzten Flache im Zentrum des Open Fields als MaR fiir ein ver-
mindertes Angstverhalten angesehen werden.

Der Einfluss des Prion-Proteins auf das Angstverhalten wurde in der Vergangenheit

o°_Mause we-

kontrovers diskutiert. Friihere Studien kamen zu dem Ergebnis, dass Prnp
niger Angst zeigen, wenn sie zuvor einer Stresssituation ausgesetzt waren (Nico et al.
2005). Unter normalen Bedingungen zeigten die Tiere keine Verénderungen in ihrem

Angstverhalten im Elevated-Plus-Maze-Test (Roesler et al. 1999, Coitinho et al. 2003).



Diskussion 59

Eine mogliche Erklarung fur die Diskrepanz dieser Ergebnisse kdnnte in den unter-
schiedlichen Versuchsapparaturen des Elevated Plus Maze liegen. Die Untersuchungen
von Lobdo-Soares et al. (2007) stimmen mit den im Rahmen dieser Arbeit gemachten

0_Mause weniger Angst zeigen als die Wildtypen. Uberraschen-

Uberein, dass die Prnp
derweise wurde in derselben Studie gezeigt, dass auch die PrP° iberexprimierenden Tg-
20 Mause ein geringeres Angstverhalten aufweisen (Lob&o-Soares et al. 2007). Dies
zeigte sich in einer erhohten Anzahl von ,head dips®, die ebenfalls ein Ausdruck fir
vermindertes Angstverhalten ist. Ein weiterer Angstverhaltenstest, bei dem die Méause
mit einer Schlange konfrontiert wurden, kam zu &hnlichen Ergebnissen. Sowohl die

Prnp”°

-Méuse als auch die Tg-20-Mé&use zeigten weniger Angst als ihre Kontrollgruppe
(Lobdo-Soares et al. 2008). Diese Beobachtungen legen nahe, dass die Expression von
PrP® in physiologischen Konzentrationen einen madglicherweise in bestimmten Hirn-
arealen entscheidenden Einfluss auf die Ausbildung eines angemessenen Angstverhal-
tens hat. Der genaue Mechanismus, mit dem PrP® das Angstverhalten beeinflusst, ist
bisher noch nicht eindeutig geklart. Es gibt jedoch in der Literatur verschiedene Erkla-
rungsansatze. Ein moglicher ware der Einfluss der Amygdala, einer Gehirnstruktur, die
mafgeblich an der Entstehung von Angst beteiligt ist und mogliche Gefahrensituationen
erkennt und bewertet. Sie ist ein Teil des Limbischen Systems, das das Angstverhalten
beeinflusst (Belzung 1992, Millan 2003). Das veranderte Angstverhalten der Prnp®°-
Mause konnte in der ungewohnlichen Lokalisation und verminderten Aktivitat der
Stickstoffmonoxid-Synthase (NO-Synthase) liegen (Keshet et al. 1999). Die NO-
Synthase ist in verschiedenen limbischen und kortikalen Strukturen wie der Amygdala
oder dem Hippocampus lokalisiert (Egberongbe et al. 1994) und beeinflusst die Aktivi-
tat der beiden Neurotransmitter y-Aminobuttersdure (GABA) und Glutamat. Ob weitere
Proteine, die die NO-Synthase regulieren, eine physiologische Interaktion mit dem PrP°
eingehen, sollte Gegenstand weiterer Untersuchungen sein. Daruiber hinaus wird vermu-
tet, dass durch die Inhibierung der neuronalen NO-Synthase das Angstverhalten regu-
liert wird (Keshet et al. 1999). AuBerdem haben mehrere Studien gezeigt, dass das
Angstverhalten und die Geddachtniskonsolidierung durch Glykosaminoglykane und
Laminin beeinflusst werden kénnen. Es wird angenommen, dass das PrP° je nach Kon-
zentration diese beiden Stoffe hoch- oder herunterregulieren kann (Pan et al. 2002,
Mayer-Sonnenfeld et al. 2005, Coitinho et al. 2006).

Serotonin und seine Rezeptoruntergruppen scheinen ebenfalls einen Einfluss auf das

Angst- und Vermeidungsverhalten zu haben (Graeff 2002, 2004). Zur Diskussion stehen
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besonders die Rezeptoruntergruppen 5HT14, 5HT1g, 5SHT24, SHT25 und SHTyc. In vitro-
Studien zeigten, dass PrP® den 5HT,z Rezeptor hochregulieren und die 5HT;5 und
5HT,a Rezeptoren herunterregulieren kann (Mouillet-Richard et al. 2005). Der Verlust
des PrP° kdnnte somit zu einer veranderten Expression der Serotonin-Rezeptoren fiihren

und dadurch das Angstverhalten beeinflussen.

4.4 Involvierung von PrP°in kognitive Lernprozesse

Kognitive Defizite gehdren zu den friihen neurologischen Symptomen der CIK (Brown
P et al. 1992, Prusiner 1998). Allerdings wurden sie bisher immer mit dem neuronalen
Untergang durch die Erkrankung erklart. Nichtdestotrotz wurde die Rolle des PrP® im
Lernverhalten und bei der Ged&chtniskonsolidierung in Tierexperimenten mehrfach
untersucht, da eine Rolle des PrP® bei der Gedachtnishildung postuliert wurde.

Eine genauere Untersuchung der Veranderungen des Lernverhaltens wahrend eines lan-
geren Alterungsprozesses wurde in der Literatur jedoch noch nicht hinreichend be-

00_MAusen

schrieben. Coitinho et al. (2003) zeigten lediglich an neun Monate alten Prnp
und Ratten, dass das Kurz- und Langzeitgedachtnis im Gegensatz zu drei Monate alten
Tieren beeintrachtigt ist. Diese Studie umfasste jedoch nur einen Test zur Untersuchung
der Gedéchtniskonsolidierung, den ,,step-down inhibitory avoidance task“. Bei diesem
erhalten die Tiere in der Trainingsphase einen leichten, aber unangenehmen StromstoR,
wenn sie von einer Plattform mit allen vier FuRen auf ein Bodengitter treten. In der
Testphase wird die Latenz, also die Zeit bis die Tiere die Plattform verlassen, gemessen,
die als MaR fur die Gedéchtniskonsolidierung gilt. Rial et al. (2009) beschreiben Tests
an drei und elf Monate alten Prnp®°- und berexprimierenden Tg-20-Mausen, wobei

0/0

gezeigt wurde, dass die elf Monate alten Prnp™"-Md&use im Gegensatz zu den Tg-20-

Méusen kognitive Defizite aufweisen. In der vorliegenden Arbeit wurden im Vergleich

0_Mause in drei unterschiedli-

zu anderen Studien die kognitiven Fahigkeiten der Prnp
chen Altersgruppen (drei, neun und 20 Monate) an Hand von drei verschiedenen Tests
untersucht. Dazu gehdrten der Objekterkennungstest, der Morris-Water-Maze- und der
Furchtkonditionierungstest. Diese untersuchen jeweils verschiedene Aspekte des Lern-
verhaltens. So zeigt der Objekterkennungstest die kognitiven Fahigkeiten, sich an ein
bekanntes Objekt zu erinnern, wahrend der Morris-Water-Maze-Test das rdumliche
Lernvermdgen der Tiere wiederspiegelt. Der Furchtkonditionierungstest zeigt erlerntes

Angstverhalten in Bezug auf einen aversiven Stimulus.
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Die Ergebnisse des Objekterkennungstests zeigten bei den Prnp®°

-Méausen im Gegen-
satz zu den Wildtypen eine deutliche altersabhangige Abnahme der kognitiven Fahig-
keiten, wobei eine signifikante Verschlechterung der Gedéchtnisleistung ab einem Alter
von neun Monaten beobachtet wurde. Dieses altersabhangige Nachlassen der kognitiven
Funktionen stimmt mit den Ergebnissen in der Literatur tberein (Coitinho et al. 2003).
Auch im Furchtkonditionierungstest konnte sowohl in der kontextabh&ngigen als auch
in der tonabhdngigen Furchtkonditionierung ein signifikant geringeres Erstarrungsver-

0/0

halten bei den Prnp~~-Mausen in nahezu jeder Altersgruppe beobachtet werden. Es

0/0

wurde gezeigt, dass die Prnp™"-Mé&use nach dem elektrischen Stimulus ein geringeres

Erstarrungsverhalten aufwiesen als die Wildtypen. Dies konnte ein Hinweis auf ein

vermindertes assoziatives Lernen bei den Prnp®°

-Méusen sein. Die Ergebnisse kénnen
als schlechtere kognitive Leistung in Bezug auf einen aversiven Stimulus oder aber im
Fall des Elevated Plus Maze als ein vermindertes Angstverhalten interpretiert werden.

Wahrscheinlich spielen jedoch beide Aspekte in dem von den Prnp®°

-Méusen gezeigten
Verhalten eine entscheidende Rolle. Eine wichtige Funktion bei der Gedéchtniskonsoli-
dierung des Angstverhaltens hat die Interaktion des hippocampalen PrP® mit Laminin
(Coitinho et al. 2006). In friiheren Studien konnte nachgewiesen werden, dass diese
Interaktion die Aktivierung der PKA und ERK1/2-Signalkaskaden steuert, die eine ent-
scheidende Bedeutung bei der Konsolidierung des Langzeitgedachtnisses haben. Dari-
ber hinaus sorgt die PrP®-Laminin-Interaktion fiir neuronale Plastizitat und Neurogenese
(Graner et al. 2000).

In der Literatur wird der Einfluss des PrP® auf das Lernverhalten und die Gedachtnis-
konsolidierung kontrovers diskutiert. Wahrend frihere Studien keine VVerédnderungen im
Lernverhalten der Prnp”®-Mause fanden (Bueler et al. 1992, Roesler et al. 1999), deute-
ten spatere Untersuchungen auf einen Zusammenhang zwischen dem PrP® und der Ge-
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dachtnisleistung von Prnp”"-Mdusen hin. Einerseits wurde eine Beeintrdchtigung des

Langzeitgedachtnisses von Prnp®°

-Méusen festgestellt (Nishida et al. 1997, Papas-
sotiropoulos et al. 2005), wogegen andere Studien eine Leistungsveranderung des Kurz-
zeitgedachtnisses beobachteten (Rial et al. 2009). Coitinho et al. (2003) kamen zu der
Annahme, dass die Verschlechterung der kognitiven Leistungen erst ab einem Alter von
neun Monaten auftritt. Diese Beobachtungen stimmen mit den in dieser Arbeit erhalte-
nen Resultaten Uberein. Eine wichtige Struktur fur die Ged&chtniskonsolidierung ist der
Hippocampus, der Ged&chtnisinhalte aus dem Kurzzeit- in das Langzeitgedéchtnis Gber-

fuhrt. Die Untersuchungen dieser Arbeit zeigten, dass die Hippocampi der Prnp®°-
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Mause deutlich weniger PrP® enthalten als die der Wildtyp-Méause. Diese Beobachtung
konnte ein weiterer Hinweis auf die schlechteren kognitiven Leistungen der Prnp®°-
Mause sein.

Bei der Diskussion der vorliegenden Ergebnisse sollte beachtet werden, dass die von
Studien an genetisch modifizierten Mdusen erhaltenen Daten teilweise kontrovers gese-
hen werden mussen, da ihr Genverlust, ihr genetischer Hintergrund und andere kompen-
satorische Mechanismen die kognitiven Funktionen beeinflussen kénnen (Banbury Con-

0°_Mausen wurden mehrfach kritisiert, seitdem

ference 1997). Verhaltenstests an Prnp
diese Tiere einen gemischten genetischen Hintergrund aufweisen (129/Sv x C57BL/6J).
Aus diesem Grund wurden in der vorliegenden Arbeit als Kontrollgruppe Wildtyp-
Mause verwendet, die den gleichen gemischten Hintergrund aufweisen wie die Prnp®°-
Mause und somit eine Vergleichbarkeit beider Gruppen gewéhrleisten.

Das Morris Water Maze gilt als Standardtest zur Untersuchung des rdumlichen Lern-
vermdgens von Nagetieren. Raumliche Orientierung und Navigation stellen eine der
wichtigsten Voraussetzungen fur viele Lebewesen dar, um sich in ihrem Lebensraum
zurechtzufinden (Etienne et al. 1996). Es ist fiir viele Tierarten von groRer Bedeutung,
sich Wege einzuprdgen oder an Landmarken zu orientieren, um beispielsweise Futter-
platze wiederzufinden. Der Morris-Water-Maze-Test zeigte im Gegensatz zu den beiden
anderen Lernverhaltenstests keine unterschiedlichen Gedachtnisleistungen von Prnp”°-
und Wildtyp-Mausen. Dies stimmt mit den in der Literatur genannten Ergebnissen
Uberein, bei denen ebenfalls keine Beeintrachtigung des raumlichen Lernvermdgens bei
den Prnp®-Mausen beobachtet wurde (Biieler et al. 1992, Lipp et al. 1998). Dies lasst
vermuten, dass PrP° keinen entscheidenden Einfluss auf das raumliche Lernen hat. Der
Morris-Water-Maze-Test setzt eine hohe kognitive Leistung der Tiere voraus, die be-
sonders nach einer Schadigung des Hippocampus beeintréchtigt ist (Bueler et al. 1992).
Daher wird dem Hippocampus eine wichtige Funktion bei der Représentation der Um-
gebung und bei der Navigation zugeordnet (Wood et al. 1999).

Fir den Mechanismus, mit dem PrP° die Gedachtniskonsolidierung und das Lernen be-
einflusst, gibt es verschiedene Erklarungsansatze. Coitinho et al. (2007) zeigten in einer
Studie, dass durch die Blockade der PrP°-STI1-Interaktion mit Hilfe einer intra-
hippocampalen Infusion mit Antikorpern gegen das PrP® oder das STI1 sowohl das
Kurzzeit- als auch das Langzeitgedachtnis beeinflusst wird. Dartiber hinaus induziert
die PrP°-STI1-Interaktion die Neurogenese, hat seine neuronale Schutzfunktion fir

hippocampale Neurone und verhindert Apoptose (Zanata et al. 2002). Die neu gebilde-
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ten Neurone scheinen im Hippocampus zur Bildung oder Konsolidierung des Langzeit-
gedachtnisses beizutragen (Lopes et al. 2005). Die Interaktion des PrP® mit dem STI1 ist
weiterhin beteiligt an der Aktivierung wichtiger Signalkaskaden wie der MAPK- und
PKA-Signalkaskade (Lopes et al. 2005). Beide spielen eine essentielle Rolle in der Ge-
dachtniskonsolidierung (lzquierdo et al. 2006). Des weiteren scheint der Codon 129-
Polymorphismus das Langzeitgedachtnis zu beeinflussen, da Individuen, die homozygot
oder heterozygot fir Methionin an Codon 129 sind, ein besseres Langzeitgedachtnis
aufweisen als solche mit Valin (Papassotiropoulos et al. 2005). Zudem ist der Codon
129-Polymorphismus mit einer frihen kognitiven Leistungsabnahme verbunden (Croes
et al. 2003).

Einige Untersuchungen an der Meeresschnecke Aplysia californica weisen auf eine Be-
teiligung des Translationsregulators CPEB bei der Ausbildung des Langzeitgedachtnis-
ses hin. CPEB hat dabei Prionen-&hnliche Eigenschaften, indem es zwei unterschiedli-
che Konformationen annehmen kann: eine inaktive und eine aktive Form. Dabei sorgt
5-HT fiir eine Konzentrationserhéhung von inaktivem CPEB in den Synapsen. Uber
einen bisher unbekannten Mechanismus kann die inaktive Form in die aktive Form
(iberfiihrt werden, wobei die aktive Form ahnlich dem pathogenen Prion-Protein (PrP*°)
weitere CPEB-Proteine umwandeln kann. Diese sich selbst erhaltende, autoregulatori-
sche Kaskade konnte ein weiterer moglicher Erklarungsansatz fir die langfristige Spei-
cherung von Gedéachtnisinhalten darstellen (Bailey et al. 2004, Si et al. 2010).

Die Ergebnisse dieser Arbeit Gber das Lernverhalten und die Gedachtniskonsolidierung

0/0

zeigen, dass Prnp~"-Mduse ab einem Alter von neun Monaten deutlich schlechtere kog-

nitive Leistungen erbringen, das rdumliche Lernen aber nicht beeinflusst wird, was al-

0_Mause sind von

lerdings nicht an alteren Mausen gemessen werden konnte. Die Prnp
dem natlrlichen Alterungsprozess deutlich starker betroffen als die Wildtyp-Mé&use.
Diese Beobachtungen werden dadurch gestiitzt, dass die Tg-20 PrP® (iberexprimieren-
den Mause deutlich resistenter gegentiber dem Alterungsprozess sind (Rial et al. 2009)
und im Vergleich zu Prnp®- und Wildtyp-Mausen deutlich bessere Gedéachtnisleistun-
gen zeigen. Ein Grund dafiir koénnte die in mehreren Studien beschriebene
neuroprotektive Funktion des PrP® sein, womit das PrP° eine gewisse ,,Anti-Aging*-

Schutzfunktion einnimmt (Roucou et al. 2004, Shyu et al. 2005, Weise et al. 2008).



Diskussion 64

0/0

4.5 Keine motorischen Defizite bei Prnp™"-Mausen

Storungen der Motorik und Koordinationsprobleme wie Ataxien sind haufig beobachte-
te Symptome bei den TSEs (Dossena et al. 2008). Diese Beeintrachtigungen waren eine
der ersten Phanotypen, die bei Prion-Protein-Knockout-Mausen beobachtet und auf den
Verlust von PrP® sowie der damit verbundenen Degeneration von Purkinje-Zellen im
Kleinhirn zurtickgefihrt wurden (Sakaguchi et al. 1996, Katamine et al. 1998). Bei den
Tieren dieser Studien handelte es sich jedoch um M&use der Nagasaki Linie, weshalb
fir die Entwicklung der Ataxien heute vorrangig die Uberexpression des Proteins Dpl
und nicht der Verlust des PrP® verantwortlich gemacht wird.

Zur Untersuchung der motorischen Fahigkeiten der Tiere wurde der Rotarod-Test ein-
gesetzt, bei dem die Tiere auf einem rotierenden Balken balancieren mussten. In keiner
der drei Altersgruppen konnte ein Unterschied in Motorik oder Koordination zwischen

0/0

den Prnp™-Mausen und den Wildtypen beobachtet werden. Es lag bei beiden Maus-

gruppen lediglich eine altersbedingte Abnahme der motorischen und koordinatorischen
Féhigkeiten vor. Diese Ergebnisse wurden schon in friheren Untersuchungen belegt,

00_Mausen

bei denen ebenfalls keine motorischen Defizite im Rotarod-Test bei Prnp
gefunden wurden (Lob&o-Soares et al. 2007, Dossena et al. 2008). Dass die Prnp®°-
Méause keine schlechteren motorischen Leistungen erbringen, belegt auch der Morris-
Water-Maze-Test, der hohe Anspriiche an Motorik und korperliche Ausdauer der Tiere
stellt. Bei dessen Durchflihrung konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den

0/0

Prnp~"-Mausen und den Wildtypen beobachtet werden. Es lag keine Beeintrachtigung

°_Mause vor.

der Schwimmleistung der Prnp
Studien an Uberexprimierenden Tg-20-Mausen kamen dagegen zu dem Ergebnis, dass
diese Tiere signifikant bessere motorische und koordinatorische Leistungen im Rotarod

zeigen als Wildtyp- und Prnp®®

-Méuse (Lobdo-Soares et al. 2007). Aufgrund dieser
Beobachtungen und der Tatsache, dass motorische Defizite ein hdufig beobachtetes
Symptom von TSEs darstellen, kann ein Einfluss des PrP° auf die Motorik nicht ausge-
schlossen werden. Daher sind weitere Untersuchungen zur Klarung der Funktion des

PrP° hinsichtlich Motorik und Koordination notwendig.
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5 Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Funktion des PrP° in der Verhaltensphysiologie
und dessen Einfluss auf den Alterungsprozess naher zu untersuchen. In den Verhaltens-
tests wurden verschiedene kognitive Funktionen sowie das Angst- und Lernverhalten,
das natirliche Erkundungs- und Vermeidungsverhalten sowie die motorischen Fahig-
keiten der M&use untersucht. Zur Analyse der kognitiven Funktionen dienten das Morris
Water Maze, der Furchtkonditionierungstest und der Objekterkennungstest. Die Unter-
suchungen dieser Arbeit zeigen, dass das Erinnerungs- und Lernvermdgen der Prnp®°-
Mause sowohl im Furchtkonditionierungstest als auch im Objekterkennungstest signifi-

kant schlechter war als das der Wildtyp-Mause. Bei den Prnp®®

-Méusen lag wéhrend
des natdrlichen Alterungsprozesses eine signifikant starkere Abnahme der kognitiven
Leistungen vor. Im Gegensatz dazu konnten keine Unterschiede in Bezug auf das rdum-
liche Lernen festgestellt werden, womit PrP° offenbar zumindest bis zu einem Alter von
neun Monaten keinen Einfluss auf diese Lernform hat. Der Elevated-Plus-Maze-Test
und der Open-Field-Test sind zwei unterschiedliche Verfahren zur Untersuchung des
Angstverhaltens. In der vorliegenden Arbeit konnte beobachtet werden, dass Prnp®°-
Mause weniger Angst zeigten als die Wildtyp-Mause und dass diese mit zunehmendem
Lebensalter deutlich abnimmt. Das nattrliche Erkundungs- und Vermeidungsverhalten
wurde mit Hilfe des Open-Field-Tests analysiert. Dabei lieRen sich allerdings keine Un-
terschiede zwischen den Prnp®®- und den Wildtyp-Mausen feststellen. Auch die Unter-
suchung der motorischen Fahigkeiten und der korperlichen Ausdauer der Tiere mit Hil-
fe des Rotarods ergab keine Unterschiede zwischen beiden Mauslinien. Das Prion-
Protein scheint weder die Motorik noch das Explorationsverhalten zu beeinflussen und
die festgestellten Defizite lassen sich offenbar nicht mit abnehmenden motorischen
Leistungen erkldren. Im Gegensatz dazu weisen die dieser Arbeit zugrunde liegenden
Untersuchungen auf einen Einfluss des PrP® auf angeborene Verhaltensweisen wie das

o0_Mause im

Nestbauverhalten hin. Es konnte erstmals gezeigt werden, dass die Prnp
Gegensatz zu den Wildtypen in jeder Altersklasse ein nur sehr gering ausgepragtes
Nestbauverhalten aufweisen.

Insgesamt ergab diese Studie neue Erkenntnisse uber den physiologischen Einfluss von
PrP® auf das Angst- und Lernverhalten sowie auf das angeborene Nestbauverhalten der
Méause. Insbesondere die mit zunehmendem Alter aufgetretenen Defizite im Lern- und

Angstverhalten weisen auf eine ,,Anti-Aging*-Schutzfunktion des PrP® hin.
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