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1 Einleitung

1.1 Stress und Depression

Die Krankheit Depression ist in den Industrielamdesine weit verbreitete, psychische
Stérung des Menschen. Fast jeder Finfte leidehihgann in seinem Leben unter einer
depressiven Periode. Bei gut der Halfte dieserdPers wird die depressive Stérung so
schwer, dal3 eine Behandlung erforderlich wird. Bsgion ist ein globales Phanomen. Die
World Health OrganizatiofWHO) gibt an, dass Uber 121 Millionen Menscheritwet
davon betroffen sind und jahrlich mehr als 80000@ué&ikrankungen hinzukommen.
(Hilscher, 2006).

Als Schwermut oder Melancholie hat die Depressmh\selen Jahren Denker und Kinstler
bewegt. Die dunkle Schwere, die sich auf einen asikien Menschen legt findet z.B.
Ausdruck in Diarers Werk ,Melancholie” (Abb. 1). Betfene zeigen haufig eine freud- und
hoffnungslose Verstimmtheit, unbegriindete Angstatséhlusslosigkeit, eingeschrankte
Libido, Schlafstérungen oder Appetitlosigkeit. D&rstand ist fir viele Schwererkrankte (ca.
15%) so unertraglich, dass sie meist nur einen &gssyehen, den Suizid.

In der Geschichte der Psychotherapie findet marte vifnsatze zur Behandlung dieses
Gemitszustandes. Angefangen mit Teufelsaustreiloyrigeer chirurgische Eingriffe bis hin
zu Heilkrampftherapie durch Elektroschocks, Opiuhdmelungen oder Dauerschlaftherapie.
In der modernen Psychotherapie kommen immer Oftel @ine immer grol3er werdende
Palette von Psychopharmaka zum Einsatz. Gangigel@pressiva sind: TCA (Tricyclische
Antidepressiva z.B. Amitriptylin), SSRI (SerotoninWiederaufnahmehemmer z.B.
Citalopram), MAOH (Monoaminooxidasehemmer z.B. Mdi@mid), sowie SNRI und NARI
(Wiederaufnahmehemmer fur Serotonin und/oder Nerain z.B. Venlafexin oder
Reboxetin). Eine weitere seit vielen Jahren veneen@&ubstanz ist Lithium. Sie wird meist
nach einer Depression zur Prophylaxebehandlungadmeeo (Berton and Nestler, 2006).

Die antidepressive Wirkung der oben aufgefuhrterdikigionen wurde eher empirisch und
zufallig gefunden. Ein positiver Effekt fir den Raten ist erst nach mehreren Wochen
erkennbar. Zudem treten unangenehme NebenwirkuvgeMundtrockenheit, Verstopfung,
Schwindel, Erh6hung des Augeninnendrucks oder Rptebleme auf. Daher ist die

Wissenschaft stetig bestrebt, bessere und spdmfisc Medikamente zu entwickeln.
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Medikamente sind aber nicht das alleinige Hilfsetitter Psychotherapie zur Behandlung von
Depression. Das personliche Gesprach mit dem RFatiest unumganglich. Zuspruch, Trost,
Rat und vor allem Aufklarung tber die Krankheitfelzusatzlich diesen Gemutszustand zu
Uberwinden.

Bei diesen Gesprachen kommt nicht selten zutages dar Depression eine stressintensive
Lebensphase vorangegangen ist. Sei es der VemgsArbeitsplatzes oder eines geliebten
Menschen, massiver Leistungsdruck oder eine Beargdkuiise. Viele Studien belegen, dass
Stress Ausloser einer Depression sein kann und etegken Einfluss auf den Verlauf der
Krankheit hat (Kessler and Magee, 1994).

Langanhaltender Stress kann zu hormonellen Stonurfgbren. Hormone und andere
korpereigene aktive Substanzen wie z.B. Adren8lopamin, Cortisol, Melatonin, Serotonin,
Noradrenalin, Oxytozin usw. sind fur die Homeostates Koérpers verantwortlich. Sie
kommunizieren in einem komplizierten Netzwerk mmgsder und regulieren sich
gegenseitig. So koordinieren sie den MetabolismBsdurch Hunger- und Durstgefihle, den
circadianen Rhythmus z.B. durch Mudigkeit oder Sthtensitat, sowie Sexualitat und
andere wichtige Funktionen des Organismus.

Stress ist priméar aber nicht negativ fur ein Indixim. Die evolutionsbiologische Funktion
der Ausschuttung von Stresshormonen soll Aufmerks#nund Reaktionsfahigkeit steigern,
um auf Gefahren schnell zu reagieren. Einem ras@mstieg der Stresshormone folgt relativ
kurz danach eine Ruckkehr in die Homeostase. Diktsmnsnotwendigen Stress nennt man
Eustress. Er steht im Gegensatz zu Distress, bei de eher zu einer blockierten
Leistungsfahigkeit oder Uberforderung kommt. Inséi@m Fall wird die stressinduzierte
Hormonantwort Ubersteuert und der Hormonhaushégdit geis dem Gleichgewicht. Dies kann
Nervositat, Schlafstérungen, Essstérungen, Kopfgchem und auch Depression zur Folge
haben (Hegerl, 2004; Kielholz, 1973; Weitbrech{7 3

In vielen Studien mit psychiatrischen Patientendeueine enge Korrelation zwischen einer
hyperaktiven Stresshormonantwort, der HPA-Achsep@tlyalamic-Pituitary-Adrenal-Axis
auch als HHN-Achse, Hypothalamus-Hypophysen-Nelsanrinden-Achse bezeichnet) und
Depression gefunden (Holsboer, 2000). Dieser $tobse liegt folgende Funktion zugrunde:
Bei Stress wird aus den hypothalamischen Nervemenge parvizellularen Neuronen des
Nucleus paraventricularis (PVN) vermehrt Corticotropin-freisetzendes Horm¢GRH,;
Corticotropin releasing hormone) in den Hypophysehsder Eminentia mediana
ausgeschiittet. Dort gelangt es Uber ein Pfortastasyzur Adenohypophyse und stimuliert

so die Sekretion von Adrenocorticotropem Hormon A in den Blutkreislauf. Auf diesem
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Weg gelangt ACTH zur Nebennierenrinde und regt dertSynthese und Ausschittung von
Glucocorticoiden an, die es dem Korper ermdglicheit, einer erhéhten Aktivierung des
Organismus auf den Stressor zu reagieren. Die Gtutiooide sind gleichzeitig aber auch fur
eine Abschwachung der CRH-Ausschittung, d.h. fiie @iegative Rickkopplung der HPA-

Achse und somit fir eine Wiederherstellung descBtgwichts verantwortlich (Abb. 2).
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Abb.2 a) Die Hypothalamus-Hypophysen-Nebenniererttém Achse (HPA-Achse)

Stress erhoht die Expression von CRH im Hypothatammd die Ausschiittung von CRH in der Eminentia
mediana. CRH bindet an den CRH-Rezeptor Typl inAdiemohypophyse, dort kommt es zur Sekretion von
ACTH. (Stress ausgeléste Vorgange sind rot abgethjldACTH gelangt Uber den Blutkreislauf zur
Nebennierenrinde und regt dort die Produktion ungsgchittung von Glucocorticoiden an. Glucocortieoid
wirken metabotrop und erméglichen es dem Korpef, @tress zu reagieren. Sie sind auch Teil eines
Ruckkopplungssystems (blau) und vermindern diechigsing von CRH und ACTH, in Anlehnung an (Seoéng e
al., 2002)

b) Schematische VergroRerung der Hypophyse und deverbindungen zum Hypothalamus

Vier Kernregionen im Hypothalamus, die an den PVihgen:

Nucleus dorsalis medialis, Nucleus ventralis meslifucleus paraventricularis und Nucleus supramgi (Die

fur die HPA-Achse wichtigen Regionen sind rot Ustg). Der parvizellulare Anteil des Nucleus
paraventricularis projiziert in die Zona externa rdEminentia mediana, dort kommt es zur Sekretion vo
hypothalamischen Neuropeptiden, z.B. CRH, die Udier Portalsystem zur Adenohypophyse (anteriore
Hypophyse) transportiert werden. (aus Strand 1983)
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Verschiedene Studien zeigen, dass Patienten miteBgipnen oder Angststérungen eine aus
dem Gleichgewicht geratene HPA-Achse aufweisen. Ktaet bei Patienten mit schwerer
Depression einen erhéhten Cortisol- bzw. ACTH-Sgliegn Blutplasma und erhéhte CRH-
Konzentrationen im Liquor (Holsboer et al., 198M&meroff et al., 1988; Nemeroff et al.,
1984). AulRerdem ist die Konzentration von freienrtiSol im Urin erhéht (Carroll et al.,
1976). Diese fehlgesteuerte HPA-Achse fuhrt daassdei vielen depressiven Patienten auf
eine intravendse (i.v.) Dosis von CRH kein Anstiagn ACTH erfolgt, so wie das bei
Gesunden der Fall ist (Holsboer 1984, Gold 198B)e E5abe von nur 1-2 mg Dexamethason
hat aufgrund einer gestdrten Rickkopplungsfunkben etwa 50% der Depressiven keine
Suppression von ACTH und anderen Corticosteroiden Folge (Carroll, 1982). Einen
weiteren Hinweis fur die Involvierung der HPA-Achbei schwerer Depression ergaben
Expressionsstudien an Gehirngeweben von Suizidoptie erhéhte CRH-Transkription in
hypothalamischen Kernen, vor allem im PVN, nacheme@aadsheer et al., 1994; Raadsheer
et al., 1995). Aul3erdem konnte man in Hirnpraparaten Depressiven im préafrontalen
Cortex eine verminderte CRH-Rezeptordichte fedéstelOwens and Nemeroff, 1991).
Behandlungen mit Antidepressiva oder Elektrokrafipérapie konnten diese
Veranderungen der HPA-Achse mildern oder gar nasmaén (Keck, 2005). Erste klinische
Versuche an 20 depressiven Patienten mit einem RBté¢ptor Typ 1 (CRH-R1)-
Antagonisten (R121919) zeigen vielversprechendeaBalangserfolge. Diese Substanz ist
jedoch, wie viele andere Substanzen, die auf Neyntigirezeptoren wirken, lebertoxisch und
kann daher nicht als neues Antidepressivum eingiegetrden (Bosker et al., 2004; Zobel et
al., 2000).

Diese Befunde deuten also darauf hin, dass Streeshe, im besonderen CRH, ACTH und
Cortisol, mit Depression in enger Verbindung stehew in diesem Bereich ein neuer

Therapieansatz gefunden werden kann.

1.2 Corticotropin-freisetzendes Hormon (CRH)

Das CRH wurde 1981 erstmals von Vale und Kollegahart und beschrieben (Vale et al.,
1981). Inzwischen ist bekannt, dass es von zwenExodiert wird und durch proteolytische
Prozessierung aus einem aus 196 Aminosaure bedhdéira-Pro-Peptid hervorgeht. Das
biologisch aktive CRH besteht aus 41 Aminosauren kDa) und ist in vielen Spezies wie

Maus, Ratte, Mensch ur&thaf phylogenetisch hoch konserviert (Seashokit. £1988).
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Immunhistochemische unih sit-Expressionsanalysen an Ratten und Mausen zeiges, d
das CRH sowohl in vielen Kernen des Gehirns al$ ancperipheren Gewebe zu finden ist
(Cummings et al.,, 1983; Imaki et al.,, 1991; Mezew aPalkovits, 1991). Eine starke
Expression des CRHs findet man im Neocortex, detralen Amygdala, inBed nucleus of
stria terminalis (BNST), dem Septum, der Pons, lmcus coeruleus dem Nucleus (Ncl.)
raphe und vor allem in den parvizellularen Neuronen B&N. Diese Gehirnregionen sind
mitunter, wie oben beschrieben, an der Stresshdiastade beteiligt. In peripheren
Geweben konnte CRH in der Plazenta, in der Lunge,Qastrointestinaltrakt, in der
Bauchspeicheldrise, im Herzen, in Milz, Nebennierd Leber, auRerdem in den Hoden, in
den Ovarien, im Thymus und in der Haut nachgewiesenden. CRH spielt in diesen
Organen eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhadtuler Homeostase des Organismus. Es
nimmt Einfluss auf den Metabolismus, auf den ciraadn Rhythmus, auf das Immunsystem
und auch auf das Verhalten des Individuums (Holsbb@99; Koob and Heinrichs, 1999;
Koob et al.,, 1993; Owens and Nemeroff, 1991; Pithale 1993; Salas et al., 1997).
Fehlregulierungen des Peptids und somit auch dé-A¢hse sind vielleicht ursachlich fir
eine Vielzahl von psychiatrischen Erkrankungen,udger Depression, Angsterkrankungen
oder Anorexia (Berridge and Dunn, 1989; Nemerotilet1984).

1.3 CRH-verwandte Neuropeptide

Im Laufe der letzten 20 Jahre wurden weitere CRHvaadte Peptide identifiziert.
Urotensin | und Sauvagine wurden in Amphibien umstiren nachgewiesen und haben eine
ahnliche Aufgabe wie CRH in Saugetieren (Lovejog Balment, 1999).

Urocortin (UCN) wurde 1995 von Vaughan und Kollegda ein zu CRH 45% homologes
Peptid gefunden (Vaughan et al., 1995). Das Exmmessiuster im Nagerhirn unterscheidet
sich jedoch drastisch von dem des CRHs. UCN iststirksten imNcl. Edinger-Westphal,
aber auch in einzelnen Neuronen Wul. olivaris lateralis superioyr dem Hippocampus, den
Basalganglien, im Hypophysenvorderlappen,Niil. supraopticusSON) und in Kernen des
Stammbhirns exprimiert (Oki et al., 1998; Turnbulbé, 1999; Wong et al., 1996).

Eine Stimulation durch UCN hat nur geringe Auswirgan auf die Ausschittung von ACTH
(Turnbull and Rivier, 1997). Daflir hat es einenttieln reduzierenden Effekt auf die Futter-
und Wasseraufnahme (Jones et al.,, 1998; Spina.,etl296) sowie auf angstadhnliches
Verhalten (Vaughan et al., 1995).



Einleitung 6

Erst 2001 wurden 2zwei weitere CRH-verwandte Peptide silico Uber
Sequenzhomolgieanalysen entdeckt. Urocortin 2 (UCNRch als Stresscopin-Related
Peptide(SRP) bekannt und Urocortin 3 (UCN3) austiesscopifSCP) genannt (Hsu and
Hsueh, 2001; Reyes et al., 2001). Reifes, bioldgedives UCN2 ist mit CRH zu 47% in
seiner Aminosauresequenz identisch. Humanes uné M&N2 weisen eine Homologie von
76% auf. UCN3 hingegen hat eine noch geringere Haogm zu CRH (32%) als UCN2,
wobei die Aminosduresequenzen zwischen den Spklaes und Mensch nahezu identisch
sind (90%) (Abb. 4).

(b}

ParCx
CingCx OccCx
cA1
FrCx CAZ II CcC
. B
X sC Ic
CA3T :
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Abb. 3:Expression von CRH und CRH-verwandten NeuropeptidenNagerhirn (aus(Reul and Holsboer,
2002) modifiziert)

Abkirzungen: 7: facial nucleus; 12: hypoglossoatlaus; Amb: ambiguus nucleus; AON: anterior olfagto
nucleus; AP: area postrema; Apit: anterior pituifarARC: arcuate nucleus; BasalG: basal ganglia; BLA
basolateral amygdala; CA1-3 of Ammon’s horn; CCrmes callosum; CeA: central nucleus of the amygdala
Cereb: cerebellum; CingCx: cingulate cortex; CoArtical nucleus of the amygdala; DBB: diagonal bawmfd
Broca; Deep N: deep nuclei; DG: dentate gyrus; Fr@wntal cortex; IC: inferior colliculi; 10: infeior olive;
Ipit: intermediate pituitary; LC: locus coeruleusDTg: laterodorsal tegmental nucleus; LSO: latesalperior
olive; MA: medial nucleus of amygdala; MePO: medjaroptic area; MS: medial septum; NTS: nucleus
tractus solitarii; OB: olfactory bulb; OccCx: ocdipl cortex; PAG: periaquaductal gray; ParCx: pata
cortex; PFA: perifornical area; PG: pontine gray;pR: posterior pituitary; PPTg: pedunculopontinegtaental
nucleus; R: red nucleus; R: raphe nuclei; SC: sigrecolliculi; SPO: superior paraolivray nucleus;hal:
thalamus.

Expressionsstudien an Rattenhirnen zeigen, dass2UgRStressachsen-relevanten Regionen
im Gehirn im speziellen im Hypothalamus, im PVN, 8®N undNcl. arcuatusexprimiert
wird. Zusatzlich findet man UCN2 in der anteriorerd intermediaren Hypophyse, sowie im
Cortex und der Medulla der Nebenniere. AuRerdemmt@ICN2 Expression im Magen, in
der Haut, in den Ovarien, im Uterus und im Skelatkel festgestellt werden (Chen et al.,
2004; Reyes et al., 2001; Yamauchi et al., 2005).
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UCN3 wurde im Hypothalamus im PVN und Ncl. preopticus in der medianen Amygdala,
im BNST, im Ncl. paraoliviaris superior,in der perifornical area, in der median preoptic
area und im lateralen Septum nachgewiesen. In periph&eweben befinden sich UCN3
exprimierende Zellen im Darm und in der Haut. (Hsu Hsueh, 2001; Lewis et al., 2001)
(siehe Abb. 3)

10 20 30 40
H taattbtatabbaaaaabaaaaaaaaaaaaaattaaaaabb
a) human Urocortin 3 (UCN3) b) h/rCRH SEEPPISLDLTFHLLREVLEMARAEQLAQQOAHSNRKLMEII™

——————— HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH - -

2 4
tcccacbtagbaaaabaaaégabataaa;ﬁgatabbbttg
rUC N DDPPLSIDLTFHLLRTLLELARTQSQRERAEQNRIIFDSV™
****** HHHHHHHHHHHHHHHH - - -HHHHHHHHHHHHH - -

10 20, 30
bbatatbtbtaaabaaaaaabaaaataaabtaabaaab
mUCN2 VILSLDVPIGLLRILLEQARYKAARNQAATNAQILAHV™
-EEE- - -HHHHHHHHHHHAHAHAHAHHHHHAHHHAHHHH -

10 20 30
bbatatbtbtbatbabtbtaaataaaaaaataaaaaab
mUCN3 FTLSLDVPTNIMNILFNIDKAKNLRAKAAANAQLMAQI™
———————— HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH -

Abb. 4: a) cDNA und Aminosauresequenzen des offen@serahmens (ORF) von UCN3 (SCP) und UCN2
(SRP). Die Aminosauresequenz (AS) fur das wahrscheinli®ignalpeptid ist unterstrichen. Das
voraussichtliche Stopp-Codon ist mit einem Stetkegezeichnet. Die AS des reifen Peptids ist gelberiagt,
die Region des Pra-Pro-Proteins grau. (Hsu and Hs2801)

b) Vergleich der Aminoséuresequenzen von h/rCRH,GN, mUCN2 und mUCNS3.

Uber jedem Aminosaurerest steht die bevorzugte d¢oration :a p-helix, b;Zstrand, t; reverse turn. Unter
jeder Aminosaure steht die vorhergesagte Sekurnrdétat: H;Helix, E;extended (loop) und ---;otherdp.
m;reprasentiert die C-terminale Aminogruppe.(Jahraket2004).

1.4 CRH Rezeptoren

CRH und CRH-verwandte Peptide sind natirliche Ligander CRH-Rezeptoren. Bislang
sind zwei Typen dieser G-Protein-gekoppelten-siebmmsmembran-Rezeptoren bei
Saugetieren bekannt: CRH-R1 und CRH-R2 (Chen et180B3; Kishimoto et al., 1995;
Lovenberg et al.,, 1995a; Lovenberg et al., 19957iR et al., 1995; Perrin et al., 1993).
Beide Rezeptoren kommen in mehreren Isoformen iachedenen Spezies und Geweben
vor. Sie sind zu 70% in ihrer Aminosauresequenz diogh und unterscheiden sich
hauptséchlich im N-Terminus.

Zusatzlich zu der aktiven CRH-R1-Isoform CRHeRldie man im Menschen und in der
Maus findet, gibt es noch CRH-Blund mehrere Untergruppen c-h, deren Funktion aber
noch unbekannt ist (Chen et al, 1993; Grammatgsouand Chrousos, 2002;
Grammatopoulos et al., 1999; Pisarchik and Slonmi2€01; Ross et al., 1994).
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Fur den CRH-R2 sind inzwischen im Menschen dreivakSplicevarianten identifiziert
worden CRH-R&, CRH-RZ3 und CRH-RY, in der Ratte jedoch nur zwat,(3) (Lovenberg
et al., 1995a; Perrin et al., 1995). Daraus ergibh, dass sich CRH-R2ohylogenetisch
vermutlich erst spat zu einer aktiven Variante katohat.

Die CRH-RIn mRNA ist nahezu ubiquitar im Saugerhirn detek@éerbBesonders starke
Expression ist inBulbus olfactoriusim Neocortex, im Kleinhirn, im Hippocampus, inrde
Amygdala und der Adenohypophyse zu finden. In daipgRerie ist deRezeptor u.a. in den
Hoden, den Ovarien, der Haut und der Nebenniergraigt.

Die CRH-R2x mRNA ist die dominante Isoform, die im Gehirn vibtaus und Mensch in
spezifischen Regionen exprimiert wird. Die grol3tehe an CRH-R& produzierenden
Neuronen liegt im lateralen Septum, dem BNST, deentremedialen Kern des
Hypothalamus, derBulbus olfactoriusund demNcl. raphe CRH-RZ3 hingegen findet man
eher in peripheren Geweben wie 8kelettmuskel, in der Haut, in der Lunge, in deeriin,
im Darm und im Herzen, aber auch FPtexus choroideusn Gehirn (Van Pett et al., 2000)
(Abb.5).

ente ParCxe " a"u, «
e = ov =Raie i ameivi, " 20
- . ». % CingCx o Ln=ie Nale Cial S e Ty
T, e e o G ok L s "ames "
..-. ....-.-.l...l.. CA1 L g - - e :.. s
-.F C.X":‘l.. Pyt CA2 cc S swoae o = .._. :.. :
Lo .-.'.‘....'. » .. Cl ".-:':.l ',. C:'-.l
..l‘l. .--...: S = '.-... .r:"..i = .'IC:'I. o o\ - ..-...
.-..o. L . - « ¥ Ful oul o ..-. :-. ...
.l.--- O.. - CA:Y' - -.!... DG . u ‘s B -. -.Cereb' ..o-. =4
mor L e . - 2
iop = PR e e
.. ..'. :: .-.l [;1-8. Thal . l. = .. = DeepN.. e e " Y
-.-.o = Basal C:‘.. = :‘i a e . RN/ LDT@' O ot S :..‘ .
.'-ll ".'.: = «mDNST =. :':. . alt .. e
. - Loof [wme = | e o ot
ACN fo) \mems R = 2 LC
a® Bg ™= = e Span, = NTS, AP
L = Cedl, = PPTg  glitee..
te) ConfiEI¥BLA L pyn e
=y MA oy = PPit (' SNe
] .=- s
SON MRS, ailammalPit
e CRH-RT Rl AERE ey @
APit LEL L]
m CRH-R2

Abb. 5: Expressionsmuster von CRH-R1 und CRH-R2 m&RNn Sagittalschnitt des NagerhirndDie mRNA
Verteilung basiert auf in situ Hybridisierungsstedibei Maus und Ratte (Bittencourt and Sawchen@602
Chalmers et al., 1995; Van Pett et al., 2000). Bargestellte sagittale Schnitt ist neuroanatomisiiht exakt.
Abkirzungen sind in Abb. 4 erlautert (Reul and Hoés, 2002).

Der Vollstandigkeit halber sollte eine erst kirklientdeckte dritte Variante des CRH-
Rezeptors erwéhnt werden, der bisher nur im Katemchgewiesene CRH-R3 (Arai et al.,
2001). Dieser Rezeptor ist in seiner Aminosaurei®ar mit CRH-R1 zu 85% und mit
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CRH-R2 zu 80% identisch. Er wird ebenso wie CRH4iRlverschiedenen Regionen des
Gehirns und in der Hypophyse des Katzenhais exprtmi

Zusatzlich zu ihren strukturellen Unterschiedenithes die Rezeptoren auch verschiedene
pharmakologische Eigenschaften. Der CRH-R1 zeigé atarke Bindungsaffinitdt zu den
Liganden CRH und UCN, jedoch eine vernachlassiglfmitat zu UCN2 und UCN3
(Vaughan et al., 1995). Im Gegensatz dazu kénnei,UBCN2 und UCN3 energetisch
weitaus gunstiger an CRH-R2 binden als CRH selBbb ) (Lewis et al., 2001; Reyes et
al., 2001). Der CRH-R3 bindet CRH mit einer 5-fagbheren Affinitat als Urotensin und
Sauvagine.

Ein weiteres CRH bindendes Molekul ist d2aRH-bindingProtein (CRH-BP). CRH-BP ist
ein 37 kDa grof3es Protein, das sowohl in der M&uswach im Menschen zu finden ist. Die
Bindungsaffinitdit von CRH zu CRH-BP ist &hnlich howie die zu dem eigentlichen
Rezeptor CRH-R1. CRH-BP scheint die Aktivierung @8H-R1 durch CRH in der Plazenta
und in der Hypophyseu puffern und somit die endokrine Aktivitat von CRH modulieren
(Potter et al., 1991; Potter et al., 1992; Potted.e 1994).

Die differentielle Expression von CRH-R1 und CRH-B2d deren selektive Affinitdten zu
den endogenen Liganden deuten auf unterschiedbichsiologische Funktionen der sehr eng
verwandten Rezeptoren hin. Im Tiermodell konnte rdase verschiedenen Aufgaben der
Rezeptoren verdeutlichen.

CRH UCN UCN2 UCN3

S e

| CRH-R1 |

Abb.6: Die Familie der CRH-Peptide und ihre Rezega.
Die Pfeile reprasentieren die Liganden-Rezeptoetlaktionen. Die Starke der Pfeile reflektiert didativen

Bindungsaffinitaten
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1.5 Tiermodelle in der Depressionsforschung

Die Maus als Tiermodell fur psychiatrische Erkrangen, vor allem fir Depression, zu
verwenden, ist ein umstrittenes Thema. Man konntdh sber darauf einigen, dass
Mausmodelle a) ahnliche Symptome wie erkrankte Meas aufweisen missen, b) auf
Medikamente in ahnlicher Weise reagieren solltea Mienschen (d.h. wirksame Substanzen
wirken auch bei der Maus und unwirksame Substarzaimen keinen Effekt auf die
Symptomatik der Maus), ¢) durch @hnliche UrsacheanKheitssymptome entwickeln und d)
Veradnderungen in d&hnlichen biochemischen und n&eraschen Prozessen zeigen
(Abdelrahman et al., 2005).

Die Symptome einer schweren Depression sind imgBaatic statistical manual* (DSM-1V)
der American Psychiatric AssociatiatR94 zusammengefasst worden. Hauptsymptome sind
Lustlosigkeit, Anhedonismus, Antriebslosigkeit uitlschopfung. Weitere Anzeichen der
Krankheit sind verringerte kognitive Fahigkeitersyphomotorische Stérungen (agitierend
oder retardierend), Schuldgefuhle, Wertlosigkefisige Hoffnungslosigkeit bis hin zu
suizidalen Gedanken. Zu diesen eher psychischefaligkeiten kommen noch vegetative
Beeintrachtigungen wie Schlafstérungen, Gewichtaweerung durch Appetitlosigkeit oder
Fresssucht und Libidoverlust hinzu. Es treten jadacht alle Symptome bei jedem Patienten
auf und das Auftreten der einzelnen Symptome betleatich nicht automatisch die
Erkrankung an einer schweren Depression. DiesraindHinweise auf die Krankheit, die sich
aus dem Gesamtbild der verschiedenen Symptomet.ehgioMausmodell kénnen manche
dieser Krankheitserscheinungen untersucht werden.laSsen sich zwar Schuldgefihle,
Wertlosigkeitsgefuhl und Suizidgedanken nicht im M&aus nachweisen, aber Uber gezielte
Versuche kann man Anhedonismus, ,Auswegslosigkgi§teigertes angstliches Verhalten,
verandertes psychomotorisches Verhalten, Gewictitstebzw. -zunahme, Schlafstérungen,
verandertes Sexualverhalten und vor allem hormenelleranderungen untersuchen
(Tabelle 1).

Seit den 80iger Jahren ist es mdglich, das GenomMiais mit molekularbiologischen
Methoden zu verandern. So kdnnen zum Beispiel zliddtGene in das Mausgenom
eingeschleust werden. Die Expression dieser Genr #Barch einen zusatzlich integrierten
Promotor kontrolliert werden. Bediesen klassischiransgenen Mausen integriert das
Genkonstrukt in einfacher oder mehrfacher Kopiesener zufélligen Stelle im Genoomd

fuhrt so zu einengain-of-function
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Um Gene im Organismus der Maus gezielt zusatzlickxprimieren gain-of-function oder
auszuschaltenldss-of-functioly, mussenknock in bzw. knock outMause tber homologe
Rekombination in embryonalen Stammzellen generigerden. Dieses Verfahren ist
inzwischen so weit etabliert, dass es eine Vielzaschiedeneknock inbzw. knock out
Mauslinien gibt. Diese erlauben es z&®ispiel in die komplizierten Regelmechanismen der
Stresshormonkaskade einzugreifen. Mit Hilfe soldii@&use konnten neue Erkenntnisse tber
die HPA-Achse, das CRH-System und deren Einflugsdam Organismus und die im

Zusammenhang stehenden psychiatrischen Erkrankgayeonnen werden.

DSM IV DSM fir Mause (mDSM 1)
Hauptsymptome Hauptsymptome

- Depressive Stimmung (, Traurigkeit®) - ,Anhedonismus* ( Konsum einer

- Anhedonismus Zuckerldésung, intracraniale Selbst-
- Antriebslosigkeit und Ermidung stimulation)

- Auswegslosigkeit* i earned
Helplessnegs

- ,Hoffnungslosigkeit* PorsoltForced

SwimTest)
Assoziierte psychopathologische Assoziierte Verhaltensanderungen
Symptome
- Hoffnungslosigkeit, Schuldgefuhle - Angst & Neophobia@-Maze EPM,
- kognitive Stérungen Dark/light box)
- Suizidgedanken - Psychomotorisches Verhaltekcfivity
- Uberempfindlichkeit chambersOpen fieldTest)
- Psychomotorische Stérungen
Vegetative Symptome Vegetative und biologische Anzeichen
- Schlafstérungen - Verandertes Schlaf-, Ess- und
- Essstorungen Sexualverhalten
- Libidoverlust - Veranderungen des Hypothalamus-
- Verdnderungen des Hypothalamus- Hypophysen-Nebennieren-Systems (HHA)

Hypophysen-Nebennieren-Systems (HPA)

Tabelle 1 Gegeniberstellung von Symptomen depressiver Mendaut Diagnositic statistical Manual IV und
depressionsahnlichem Verhalten bei Mausen. Angeh(Deussing, 2006; Gass et al., 2001)
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1.6 Einblicke in die Bedeutung der CRH-Familie bei  Stress und
Angst mit Hilfe von Mausmodellen

Das Neuropeptid CRH spielt, wie schon oben bedoéne eine groRe Rolle in der
Bewaltigung von Stress und Angst, beides potestillsléser psychischer Stérungen.
Transgene Mause, die CRH exogen unter der Kontdelfeubiquitar aktiven Metallothionin-
Promotors exprimieren, zeigen eine chronisch fegalierte HPA-Achse und ein verstarkt
angstliches Verhalten. Endokrinologische Untersagen dieser Mause haben gezeigt, dass
sie einen dreifach hoheren ACTH- und einen zehnfa@heren Corticosteron-Spiegel im
Vergleich zu nicht transgenen Tieren aufweisens&iextrem erhdhte Corticosteron-Spiegel
fuhrt dazu, dass sie an Hautatrophie, Alopeziee@xirose und Stammfettsucht leiden, alles
Symptome des so genannt€ashing-Syndromswie es auch beim Menschen beschrieben
wird. Durch die basal erhohten ACTH- und CorticosteKonzentrationen bleibt eine
Aktivierung der HPA-Achse durch Stress aus. Diesetlche Erhéhung der Stresshormone
fuhrt zu einer Schwéchung des Immunsystems, wassieiner Reduktion der Lymphozyten
niederschlagt. CRH transgene Mause zeigen ein whd@ngstahnliches Verhalten auf der
elevated plus maz@EPM), das bei zusatzlicher Gabe eines CRH-Reedpitagonisten (-
helicales CRH) wieder abgeschwécht werden kannHdteahme der Nebenniere bei diesen
transgenen Tieren fuhrt zu einer Normalisierung Qerticosteron-Werte. Dieser Eingriff
beeinflusst jedoch das gesteigerte angstahnliclibalten der CRH transgenen Méause nicht
(Stenzel-Poore et al., 1996). Zudem weisen Wildgpse, denen man intracerebroventrikulér
(i.c.v.) CRH verabreichte, eine verminderte Futtérahme, geringere sexuelle Aktivitat und
Schlafrhythmusstérungen auf (Heinrichs et al., 1®dinathsinghji et al., 1983), Symptome,
die an die Auswirkungen einer Depression erinnern.

Eine weitere CRH Uberexprimierende Mauslinie w2862 von Groenink et al. generiert. In
dieser transgenen Maus wird die CRH-Expressionidden Thy-1 Promotor kontrolliert. Da
dieser Promotor nur postnatal in Neuronen aktiwiatd CRH hier nur im ZNS und nicht im
gesamten Organismus verstarkt exprimiert. Ahnlicke wn der zuerst veréffentlichten
Mauslinie haben diese Mause unter basalen Bedimguragnen erhdhten Corticosteron-
Spiegel. Jedoch reagieren sie auf Stress mit einemmalen Anstieg der Stresshormone
(Groenink et al., 2002). Diese Mauslinie zeigt adBm signifikante Veradnderungen in der
Korpertemperatur, der Herzfrequenz sowie in der $&iasund Futteraufnahme (Dirks et al.,
2002).

All diese Indizien verdeutlichen, dass eine Ubedpidion von CRH zu depressionsahnlichen
Symptomen bei der Maus fuhren kann. Die Ergebrdssgen darauf hin, dass wahrscheinlich
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nicht die aus dem Gleichgewicht gebrachte HPA-Achsesloser des verdnderten
Angstverhaltens ist, sondern die Hyperaktivitat ziestralen CRH-Systems.

Im Gegensatz dazu zeigen CHRHock out Mause keinen offensichtlichen
Verhaltensphanotypen. Die CRH-defizienten Mauseéhalegn sich in den durchgeflihrten
Verhaltenstests genau so wie Wildtyptiere (Mugliaale, 1995; Swiergiel and Dunn, 1999;
Weninger et al., 1999b), obwohl bei endokrinologet Untersuchungen signifikante
Unterschiede zwischemock outund Wildtypmé&usen festgestellt wurden. Durch delslén
von CRH kann die HPA-Achse nicht mehr vollstandig\aéert werden. Bei Stress kommt es
daher nur zu einem mafigen Anstieg von ACTH undiGmsteron (Jacobson et al., 2000;
Muglia et al., 1995). Eine Restaktivitdit der HPARh&e ist also noch vorhanden. Es ist
wahrscheinlich, dass kompensatorische Mechanisnign dfe Aufrechterhaltung einer
reduzierten HPA-Achsen-Aktivitat verantwortlich dinMuglia und seine Kollegen konnten
in weiteren Experimenten feststellen, dass ArgiNasopressin (AVP) im PVN erhoéht
exprimiert wird. AVP hat ebenso wie CRH die Fahigkdie ACTH Ausschuttung in der
Hypophyse zu stimulieren. Aul3erdem fanden sie lseidass UCN iniNcl. Edinger Westphal
vermehrt vorhanden ist (Weninger et al., 1999a; Mfar et al., 1999b; Weninger et al.,
2000). Da UCN sowohl an den CRH-R1 als auch an@eHhR-R2 binden kann, kdnnte es
teilweise Funktionen des CRH Ubernommen haben, em\ferlust auszugleichen. Diese
Ergebnisse legen nahe, dass CRH ein wichtiger Faktmer wohl bei weitem nicht der
einzige Faktor in der Stressantwort und bei Angsiaiten ist. Weitere Mitglieder der CRH-
Familie missen néher untersucht werden, um derektiba besser zu verstehen.

Daher wurden zwei UCMnock outMauslinien unabhéngig voneinander generiert. Die
Funktion derStressachse dieser Mause ist durch den Verlusu@&ss nicht beeintrachtigt.
Die knock outTiere weisen einen normalen basalen ACTH- undi€steron- Spiegel im
Blut auf (Vetter et al., 2002; Wang and Kotz, 2002uch nach Stress konnte die
Arbeitsgruppe von Vetter keine Abweichungen zur nmaen HPA-Achsen Reaktion
feststellen. Diese Ergebnisse deuten darauf hss J&N die Aktivitat der HPA-Achse nicht
beeinflusst. Das angstdhnliche Verhalten wurde ldalen Verlust von UCN in einer der
beiden Mauslinien jedoch verstarkt (Vetter et 2002). Der UCNknock outfiihrt auRerdem
zu einer Reduktion der CRH-R2 Expression im lagrgbeptum, welches Afferenzen vom
Ncl. Edinger Westphalenthalt. Diese Afferenzen sind in  Wildtypmausen NJC
immunreaktive Fasern (Bittencourt et al., 1999neEchronische Behandlung von Mausen
mit Benzodiazepin, einem Anxiolytikum, fuhrt dazdass die UCN Expression ifNcl.
Edinger Westphalind die CRH-R2 Expression im lateralen Septum teriadrd. Das deutet
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maoglicherweise darauf hin, dass die Aktivierung d&3H-R2 durch UCN im lateralen
Septum das Angstverhalten unabhangig von der HPAs@&moduliert.

UCN i.c.v. in Rattenhirn appliziert fihrt zu eindaantraren Ergebnis. Die Ratten zeigen ein
gesteigertes angstliches Verhalten (Moreau etl@By; Slawecki et al., 1999). Dies scheint
aber nicht ein Effekt Uber die Aktivierung des CRRIEA-im lateralen Septum zu sein, sondern
vielmehr vermittelt durch den CRH-R1, der auch duditCN aktiviert werderkann. Durch
diese Experimente wird klar, dass die AktivierurtgioDeaktivierung des CRH-R1 und des
CRH-R2 an der Auspragung von angstlichem Verhditgniligt ist.

Zwei weitere Arbeitsgruppen haben unabhangig vamelar eine CRH-R1 defiziente Maus-
mutante generiert (Smith et al., 1998; Timpl et H98). In Verhaltenstests zeigen die CRH-
R1 defizienten Mause ein reduziertes angstahnlisteebalten und bestatigen somit indirekt
die Ergebnisse aus der CRH-Uberexpressionsstudige sden CRH und UCN i.c.v.
Applikationsstudien, in denen vermehrtes CRH odéNlzu erhéhtem Angstverhalten fuhrt.
In beiden Mauslinien wird die zentrale Rolle desHCR1 im Rahmen der hormonellen
Antwort auf Stress deutlich. Stress kann nur eim@nimalen Anstieg im ACTH- und
Corticosteron-Spiegel hervorrufen. Erstaunlicheseeast die basale ACTH-Konzentration im
Vergleich zu Wildtyptieren unveréandert. Dieser Effiisst sich hochstwahrscheinlich auf die
kompensatorische Wirkung des AVP und des AVP Vl1aeR®rs zurtckfihren (Muller et
al., 2000). Das reduzierte Angstverhalten schedner @auch hier von der veranderten HPA-
Achse unabhangig zu sein. Dies belegen Studieninam konditionalen CRH-Rknock out
Maus, bei der der CRH-R1 im Vorderhirn und in weifeeilen des Limbischen Systems
ausgeschaltet, in den HPA-Achsen relevanten Regjone der Hypophyse, jedoch intakt
gelassen wurde. In diesen konditionalen CRHkRdAck outMausen sind die basalen ACTH-
und Corticosteron-Werte im normalen Bereich. Die ub& verhalten sich aber in
VerhaltenstestsDark/Light Box; EPM) weniger angstlich als Kontrolltiere (Muller at.,
2003). Die Aktivierung des CRH-R1 im Limbischen f&ys ist also mafigeblich an
angstlichem Verhalten beteiligt. In dieser Studigde aul3erdem festgestellt, dass der CRH-
R1 im Vorderhirn eine wichtige Rolle bei der Rickktung der HPA-Achse spielt. Die
konditionalen CRH-RXknock out Mause zeigen nach Immobilisationsstress eine tange
anhaltende Erhohung der Stresshormone, ACTH undicOGsteron, im Blutplasma als
Wildtypmause. Veranderungen in dieser Ruckkopplurmdgdion wurden auch bei
depressiven Patienten durch den Dexamethason/ QGRHH&tionstest nachgewiesen
(Holsboer, 2000; Holsboer et al., 1984a; Modellet1997).
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Den Auswirkungen der Deletion des CRH-R2 sind dueiabhéngige Arbeitsgruppen
nachgegangen (Bale et al.,, 2000; Coste et al., ;28@himoto et al., 2000). An den
unterschiedlichen Ergebnissen dieser Gruppen karan rsehen, wie sensibel der
Hormonhaushalt auf minimale Veradnderungen der Wotungsmethoden sowie den
genetischen Hintergrund der Mause reagiert. Jedasken sich auch aus diesen drei
unterschiedlichen Mauslinien Erkenntnisse UbeiRtile des CRH-R2 gewinnen. In zwei der
drei Studien zeigten die CRH-R&ock outMause eine verdnderte Reaktivitdt der HPA-
Achse (Bale et al., 2000; Coste et al.,, 2000). ACSteigt schneller an und bleibt langer
erhoht. Dies deutet darauf hin, dass CRH-R2 firFkemabstimmung und Dampfung der
Stressantwort verantwortlich sein konnte und dieshnacheinlich unabhéangig von der
Hypophysenaktivitat. Verschiedene Verhaltenstes¢sB# M, Dark/Light Boxund Open field
Test (OF) weisen zumindest in zwei Mauslinien datan, dass sich CRH-RRrock out
Tiere angstlicher verhalten als Wildtyptiere (Bateal., 2000; Kishimoto et al., 2000). Somit
fuhrt der Verlust des Liganden UCN oder des RezspBRH-R2 in Mausen (zumindest in
den meisten Studien) zu einem gesteigerten angstliYerhalten. Der Verlust des CRH-R1
hingegen hat eher Angst mindernde Effekte. Nurtstieh die Frage, wie sich dann Mause,
bei denen beide Rezeptoren deletiert werden, erhaDieser Aufgabe haben sich zwei
Arbeitsgruppen gewidmet und zwei CRH-R1/R2 Dopgpeck outMauslinien generiert
(Bale et al., 2002; Preil et al., 2001). In beideRH-R1/2 Doppeknock outMauslinien
kommt es zu einer verminderten Erhéhung der Stoessine ACTH und Corticosteron nach
Stress. Preil und seine Kollegen konnten aul3erdgger, dass die Stressantwort bei Verlust
beider Rezeptoren noch abgeschwéachter ist als B#i-R1l-knock outMausen. Dieses
Ergebnis bestatigt wiederum die schon oben genaNletenutung, dass der CRH-R2
aul3erhalb der Hypophyse in die Stressantwort afhgued die ACTH- Ausschittung
modulieren kann. Die Untersuchung des Angstverhaltdieser Mause fuhrt zu keiner
eindeutigen Antwort. Es scheint einen geschlecki@gfipchen Unterschied innerhalb der
CRH-R1/2 Doppeknock outMauslinie zu geben. Weibchen zeigen eine Angskisaiy
wahrend Mannchen eher ein gesteigertes angstaaslictierhalten aufweisen. Die
Sexualhormone und der genetische Hintergrund desehiars haben einen starken Einfluss
auf die Auspragung des Angstverhaltens. Daher haseh die Verhaltensstudien mit diesen
CRH-R1/2 Doppeknock oufTieren nur schwer interpretieren.

Die endokrinologischen Untersuchungen an den veasdehen Mausmodellen zeigen, dass
der CRH-R2 eine nicht zu unterschatzende Rolleen HIPA-Achsen Aktivierung, in den

Ruckkopplungsmechanismen und der Homeostase demni®mgus spielt. Untersuchungen
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des CRH-R2-Liganden UCN zeigen, dass UCN keinecbkaidende Funktion in der HPA-
Achsen-Aktivitat hat. Somit gewinnen die erst kinizlgefundenen endogenen Liganden des
CRH-R2, UCN2 und UCN3 immer mehr an Interesse.

1.7 Einfluss von UCN2 und UCN3 auf die Physiologie  des
Organismus

Die erst kurzlich entdeckten Liganden des CRH-RZINZ und UCNS3 bieten neue
Ansatzpunkte zur Aufklarung der Funktionalitdt deRH-Rezeptoren. Daher wurden ihre
Wirkungsmechanismen eingehend untersucht.

Wie oben schon erwahnt, wurde in detaillierten wiffits- und Aktivierungsstudien mehrfach
gezeigt, dass UCN3 nur an den CRH-R2 bindet unll auc diesen aktivieren kann (Hsu and
Hsueh, 2001; Jahn et al., 2004; Lewis et al., 20Blfh UCNZ2 besitzt eine hohe Affinitat
und Aktivierungseffizienz fur die CRH-R2 Splicevanten a und . Eine zuséatzliche
Stimulation des CRH-R1 durch UCN2 kann jedoch nmiigeschlossen werden. Es wurde
namlich gezeigt, dass in mit CRH-R1 transfiziertéBK-Zellen (Jahn et al., 2004) und in
endogen CRH-R1 exprimierenden Hypophysenzellen idew al.,, 2001) der CRH-R1 in
Folge einer Zugabe von hohen Konzentrationen van 160 nM) UCNZ2, aktiviert werden
kann. Bei diesem Ergebnis ist jedoch zu bedenkass €RH in einer mindestens 100-fach
niedrigeren Konzentration den CRH-R1 aktiviert wide physiologisch relevante Bindung
von UCN2 an CRH-R1 somit fraglich ist. I.c.v. Injeen von UCN2 und UCN3 zeigen,
dass diese Peptide Einfluss auf die Futteraufnahoiee, motorische Aktivitat und das
Angstverhalten von Ratten haben (Inoue et al., 2Qd@&ta and Shibasaki, 2004; Reyes et al.,
2001; Valdez et al., 2002; Zorrilla et al., 2004CN3 i.c.v. appliziert, fuhrt bei der Ratte im
eigenen Kafig und im OF zu reduzierter Lokomotid®ennoch zeigen die Ratten ein
vermindertes &ngstliches Verhalten, was durch vierteg Aufhalten auf den offenen Armen
der EPM und reduziertes Putzverhalten im OF gezeggtlen konnte (Ohata and Shibasaki,
2004; Valdez et al., 2003). Daruber hinaus gehersshneller in den hellen Bereich einer
Dark/Light Box(Venihaki et al., 2004). Im Vergleich dazu fiuhre d\pplikation von UCN
beziglich des Angstverhaltens zu einem kontrargelitris. UCN aktiviert, i.c.v. verabreicht,
wahrscheinlich nicht nur den CRH-R2, sondern wigoscvorher vermutet, auch den CRH-
R1 und ruft daher ein gesteigertes angstahnlicleekaten hervor.

Mit UCN2 behandelte Ratten zeigen tagsiber eineziede Aktivitat und auf der EPM eine
erhohte Tendenz, sich auf dem offenen Arm aufzahglValdez et al., 2002; Zorrilla et al.,
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2004). Die UCN2 Applikation fiuihrt daher eher zuesmreduzierten angstlichen Verhalten,
so wie auch UCN3. Zudem konnte man feststellers dasch die Gabe von UCN2 i.c.v. ein
reduziertes Fress- und Trinkverhalten ausgeldsd \iitsu and Hsueh, 2001; Inoue et al.,
2003; Ohata and Shibasaki, 2004; Reyes et al.,;2R0dilla et al., 2004). Diese Tiere
nehmen Futter und Wasser in kleineren Portionersighh (Inoue et al., 2003). Es wird
vermutet, dass dies an einer verlangsamten Maderaumtg liegt. UCN2 sowie CRH i.c.v.
verzdgern nachweislich die Magenentleerung (Milletral., 2002). Die Darmbewegung wird
indes durch die Verabreichung von UCN2 oder CREEhtnaber von UCN3 erhdht (Martinez
et al., 2004a; Martinez et al., 2002). Neueste iStuthit einer UCNzZknock outMaus zeigen,
dass bei den UCNRnock outWeibchen ein veréndertes Futteraufnahme- und Veirfialten

zu beobachten ist. Diese Tiere trinken und fressgar kumulativ Gber den Tag hinweg
gesehen genauso viel wie Wildtypweibchdach fehlt der durch den circadianen Rhythmus
bedingte frihabendliche Anstieg an konsumierter 38lasenge. Die erhobenen Daten zur
Bestimmung der Stresshormone zeigen bei Weibclesy ds auch hier zu Tagesrhythmus-
bedingtenvVeranderungen kommt. UCN&iock outWeibchen zeigen abends erhdhte ACTH-
und Corticosteron-Werte, aber morgens und nachs$Ssmd diese Werte vergleichbar mit
Wildtyptieren. Auch in Verhaltenstests, die depi@ssihnliches Verhalten untersuchen,
konnte man bei UCNRnock out Weibchen feststellen, dass sie ein reduziertes
depressionsahnliches Verhalten aufweisen. Sieisirfebrced swimTest undTail suspension
Test weniger immobil als Kontrolltiere. Bei UCN&ock outMé&nnchen konnte man diese
Veranderungen nicht feststellen. UCN2 scheint neindweiblichen Hormon Ostrogen in
einer Tagesrhythmus-abhangigen Beziehung zu st€heser Zusammenhang konnte anhand
von UCN2-knock outWeibchen, denen man die Ovarien entfernt hattegigewerden. Denn
die erhéhtenknock owtbedingten ACTH und Corticosteron Werte konntencHhudie
Eierstockentnahme wieder reduziert werden (Cheh ,2006).

AulRerdem werden vasodilatatorische Effekte von UQN@ UCN3 beschrieben (Wiley and
Davenport, 2004). Zusatzlich fuhrt die InjektionnvdCN3 i.c.v. zu einer Erhdhung des
Blutdrucks und der Herzfrequenz in der Ratte (Céteal., 2004). UCN2 und UCN3 nehmen
offensichtlich an der Regulation des Herzkreislgstisms teil. lhre genaue Rolle in diesem
System ist bis jetzt noch nicht geklart. Dass didsafluss Uber den CRH-R2 vermittelt
werden kann, zeigen Analysen von CRHIR®ck outMausen, die einen erhéhten Blutdruck
und ein starker verzweigtes und dichteres vasksildetzwerk als Wildtypmause aufweisen.
UCN2 ist nicht nur am Metabolismus, d.h. an der téruerwertung und am

Herzkreislaufsystem beteiligt, sondern spielt agicke Rolle in der Ausbildung und Erhaltung
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von Skelettmuskelgeweben (Hinkle et al., 2003). 8&uwenen UCN2 verabreicht wurde,
haben mehr Muskelmasse und eine erhohte Muskelkrafil3erdem kann der
Muskelschwund, der bei anhaltender Ruhigstellung Meskels auftritt, durch zusatzliche
Gabe von UCN2 verringert werden (Hinkle et al., 200

Eine der interessantesten Studien zeigt, dass U@N2en dorsalerNcl. raphe (DRN)
injiziert, depressives Verhalten im erlernten Hifigkeitsmodell beeinflusst (Hammack et al.,
2003a; Hammack et al., 2003b). Das erlernte Hiljlositsmodell [earned helplessness
wurde erstmals von Seligman und Meier beschriel@aligman and Maier, 1967). Dabei
postulieren sie, dass die Exposition von unberdudyem und unkontrollierbarem Stress zu
Depression fuhren kann. Im urspringlichen Versudiisas werden Ratten einem
elektrischen Fuldschock ausgesetzt, dem sie nictoramen und den sie auch nicht
kontrollieren kénnen. Am nachsten Tag werden diEésee wieder dem Stressor ausgesetzt,
nur diesmal wird ihnen durch Driicken eines HebatsMibglichkeit geben, dem elektrischen
Schock zu entkommen. Tiere, die tags zuvor nichud&ontrollierbaren Situation ausgesetzt
waren, lernten schnell den Hebel zu dricken und &&messor zu entkommen. Gestresste
Tiere zeigten weniger Motivation den aversiven 8tim zu beenden. So flhrt erlernte
Hilflosigkeit, genauso wie chronischer milder Ssresu charakteristischen Symptomen einer
Depression: kognitive Defizite, Appetitlosigkeit, ibidoverlust, Bewegungsarmut und
Schlafstérungen (Porsolt et al., 1978; Shermanl.et1879; Sherman et al., 1982). Die
depressiven Effekte konnen aber durch Gabe vondé@ptessiva, nicht aber durch andere
Psychopharmaka, in diesen Tiermodellen wieder residverden (Edwards et al., 1990;
Lachman et al., 1993). Unkontrollierbarer Stresse velektrischer Ful3schock oder
Schwanzschock, fuhrt zu einer differenziellen Aldiung der serotonergen Neuronen im
DRN und zu einem extrazellularen Anstieg von Serotsowohl im DRN als auch in den
Projektionsregionen dieses Kerns (Amat et al., 1888wood et al., 1998).

Viele der serotonergen Neuronen des DRN exprimiangrh den CRH-R2. Summers und
seine Kollegen konnten zeigen, dass CRH sowohVealsalten bei erlernter Hilflosigkeit als
auch die Feuerrate der serotonergen Neuronen im &Bhdert (Summers et al., 2003).
Geringe Dosen von CRH kdnnen die Feuerrate derdveunrerniedrigen (Kirby et al., 2000),
hohe Dosen hingegen verstarken die Aktivitat deurbieen (Kirby et al., 2000; Lowry et al.,
2000). Die Sensibilitat dieses Systems auf CRH hgaaipch nicht vom CRH-R1 ab, sondern
von CRH-R2. Hammack und seine Kollegen konntenezeiglass der CRH-R1 Antagonist
NBI27914 keinen Effekt auf die Reaktion auf unkofilierbaren Stress hat. Der CRH-R2
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Antagonist Antisauvagine-30 blockiert jedoch dasnmale Verhalten, hervorgerufen durch
unkontrollierbaren Stress (Hammack et al., 2003anhhack et al., 2003b).

UCNZ2, injiziert in den DRN, fuhrt zu einer erhohtEeuerrate der serotonergen Neuronen
und zu einer verstarkten Reaktion auf erlernteldsifkeit und Angstkonditionierung. Die
Tiere haben eine langere Latenz sich dem Stressaliesem Fall einem Schwanzschock,
durch Flucht zu entziehen. Diese gesteigerte ,ligiba konnte durch den CRH-R2
Antagonisten reduziert werden (Hammack et al., 206mmack et al., 2003b).

Bei der Stimulation der serotonergen Neuronen durdfontrollierbaren Stress kommt es in
genau diesen Neuronen zu einer Erhohung idesediate earlyGens c-Fos. Durch die
Injektion von UCNZ2 in den DRN der Ratte wird diezaml der Neuronen, die Serotonin und
c-Fos synthetisieren erhoht (Staub et al., 2006jniSkonnte gezeigt werden, dass UCN2
serotonerge Neuronen im DRN aktivieren kann undilsar die Reaktion auf erlernte
Hilflosigkeit moduliert. UCN2 kann also depressivsrhalten tber die Aktivierung des
CRH-R2 regulieren. Bei UCNRnock outMausen konnte aul3erdem gezeigt werden, dass der
Serotonin Agonisd-fenfluramine, der die Ausschittung von Sertonirtetstlitzt und den
Wiederaufnahmemechanismus blockiert, das Fresdtemhia einer anderen Weise moduliert
als bei Wildtypmausen. Es kommt zwar bei der Gabae @-fenfluramine zu einem
dreistiindigen anorektischen Effekt, aber die Hypage, die normalerweise darauf folgt,
bleibt bei denknock outTieren aus. Die Serotonin Ausschittung und UCNzeisen in
Verbindung zu stehen, doch die genauen Mechanisimeéilie endogene Aufgabe von UCN2

sind noch nicht klar und missen weiter erforschider.
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2 Zielsetzung

Die physiologische Funktion des Neuropeptids UCNR & dieser Arbeitin vivo ndher
untersucht werden. Zu diesem Zweck soll mitggme targetingeine konditionalegain-of-
function Mausmutante generiert werden, die es erlaubt UgGd&N@2ebs- oder zelltypspezifisch
in verschiedenen Dosierungen iiberzuexprimierenseDieonditionale Uberexpression von
UCN2 soll durch Kombination der Eigenschaften des/I6GxP Systems mit dem ubiquitar
exprimiertenRosa2@.ocus erreicht werden.

Ziel dieser Arbeit ist es dann die Auswirkungen eeirUberexpression von UCN2 im
Zentralen Nervensystem der Maus zu untersuchenUBerexpression im Gehirn soll durch
die Verpaarung der UCN2-OE Mauslinien miestin-CreMausen erreicht werden. Die auf
diese Weise generierten Mause sollen zunachst eufFdnktionalitat des konditional
Uberexprimierenden Systems hin Uberprift und aredddhd phanotypisiert werden. Im
speziellen sollen die Verdnderungen im Expressiossen CRH-verwandter Gene im Gehirn,
Veranderungen im Stresshormonhaushalt, im Fressitenh in der Verdauung, im
Unterhaut- bzw. Korperfettgewebe sowie im VerhalBagenstand der Untersuchung sein.
Mit diesen Ergebnissen soll ein Beitrag zur Auflulég der physiologischen Rolle von UCN2
und dessen Beteiligung bei angst- und depressiohslibm Verhalten geleistet werden.
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3 Material

3.1 Puffer und Lésungen

6x Agarosegelladepuffer 0,25% Bromphenolblau

0,25% Xylene Cyanol

15% Ficoll
Agarosegele 0,7% - 2% Agarose

0,1 pg/ml Ethidiumbromid

in TAE-Puffer
Agarmedien 1,5% Bacto Agar

in dem jeweiligen Flissigmedium
Ampicillinstammldsung 50 mg/ml Ampicillin
DEPC-HO 2 ml DEPC

ad 2 | ddHO,

kraftig schutteln, 4 h RT, 2x autoklaviert
Denaturierungspuffer 0.5 M NaOH

1.5 M NacCl
dNTP-LOsung 10 mM dATP

10 mM dCTP

10 mM dGTP

10 MM dTTP
EDTA-L6sung 0,5 M EDTA (pH 8,0)
Ethidiumbromidstammlésung 10 mg/ml Ethidiumbromid
Hybridisierungsmixig situ) 50 % deionisiertes Formamid

20 mM Tris-HCI pH 8.0

300 mM NaCl

5 mM EDTA pH 8.0

10 % Dextransulfat

0.02 % Ficoll 400

0,02 % PVP40

0.02 % BSA

0,5 mg/ml tRNA

0,2 mg/ml Heringssperma DNA

200 mM DTT
LacZ-Fix-Lésung 4% PFA in PBS (pH 7.4)

0.005 M EGTA

0.001 M MgC}
LacZ-Waschpuffer 0.002 M MgCl2

0.01% Deoxycholate
0.02% NP40
PBS, pH 7.4
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LacZ-Farbel6sung 0.1% X-Gal (Stock-solution in DMF)
0.005 M Ferrocyanide
0.005 M Ferricyanide
diluted in lacZ wash buffer

LB-Medium (Luria-Broth Medium) 1% Trypton
0,5% Hefeextrakt
1% NacCl

Lysispuffer 50 mM HEPES (pH 7,5)
150 mM NacCl

1% Triton X-100
10% Glycerol

Neutralisierungslosung 0.5 M Tris/HCIl pH 7.5
5 mM EDTA pH 8.0

NTE, 5x 2.5 M NaCl
50 mM Tris-HCI pH 8.0
25 mM EDTA

Paraformaldehydl6sung 4% Paraformaldehyd in PBS7@i

PBS-L6sung 137 mM NacCl
2,7 mM KCI
10 mM NaHPG,
2 mM KHPOy

SSC 20x galine sodium citrate) 3 M NaCl
0,3 M Natriumcitrat
1 ml/l DEPC; 2x autoklavieren

TAE-Puffer 40 mM Tris-Acetat
1 mM EDTA

TSS {Transformation and Storage Solution | 85% LB Medium

for chemical transformation 10% PolyEthylenGlycol (Gew. %, MW
8000)

5% DMSO (Vol. %)
50 mM MgCh (pH 6.5)

Losungen fur ES-ZellKultur

Feeder-Medium 500 ml DMEM
57 ml FCS for feeders
5,7 ml L-Glutamin 200 mM
5,7 ml MEM non essential amino acids
(100x)
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ES-Zell Medium

Einfriermedium

Lysispuffer

Préazipitationsmix

Restriktionsmix

3.2 Chemikalien allgemein

Substanz

2-Mercaptoethanol
Agarose
Ampicillin

23

500 ml DMEM
75 ml FCS for ES cells
9 ml L-Glutamin (200 mM)
12 ml Hepes (1 M)
6 ml MEM non essential amino acids
(100x)
1,2 miB-Mercaptoethanol (50 mM)
90 pl LIF (10" U/ml)
Fir die Selektion
543 ul G418 200 mg (aktives)/ml fir eine
Flasche Medium und/oder Gancyclovir mit
einer Endkonzentration von 2 uM

5ml FCS
3 ml ES Zellmedium
2 ml DMSO

Stocklésungen: fur 500 ml

1 M Tris-HCI pH 7,5 5 mi
10mM

0,5M EDTA pH 8,0 10 ml
10mM

5 M NaCl 1ml
10 mM

20% Sarcosyl 12,5 ml
0,5%

Proteinase K 20 mg/ml 0,6 mi/12m|

1 mg/ml

150ul 5M NaCl in 10ml eiskaltem 100%
Ethanol

Stocklésung pro Well:
0,1 M Spermidine 1,2 pl
10x Restriction buffer 3,0 pul
RNase A 10 mg/ml 0,3 ul
Enzyme (10-20 U/ul) 2,0 ul ornd
Water 23,5 pl
230l

Bezugsquelle (Katalognummer)

Sigma-Aldrich (M6250)
Invitrogen (15510-027)

Sigma-Aldrich (A9518)



Material

Ampuwa’-H,0

Bacto Agar

BES

Bromphenolblau

BSA (Rinderserumalbumin)
Chloroform

Chloramphenicol

Deoxynucleoside Triphosphate Set
Dinatriumhydrogenphosphat (B4PO,)
DTT (Dithiothreitol)

DPX Einbettmedium

EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure)
Essigsaure

Essigsaureanhydrid
Ethidiumbromid

Ficoll

Formamid

Glutaraldehyd (25%)

Glycerol

Glycin

Glutathione, reduziert

IPTG (Isopropylp-D-
thiogalactopyranosid)

Ilgepal (NP-40)

Isopropanol
Kaliumdihydrogenphosphat (KiROy)
Kanamycin

Kresylviolett

Lauryl Sulfat (Sodiumdodecylsulfat)
Minimal SD Base

Lithiumacetat

Minimal SD Base
N-Lauroylsarcosine

Polyethylen Glycol

Reduziertes Glutathione
Szintillationslésung
Trichlormethan/Chloroform
Triethanolamin

Tris (Trishydroxymethyl-aminoethan)
TRIZOL

Tween-20
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Fresenius (1654198)
Becton, Dickinson and Co. (214010)
Sigma-Aldrich (B4554)
Sigma-Aldrich (B7021)
Sigma-Aldrich (A7906)
Merck (1.02445)
Sigma
Roche Diagnogt89064)
Merck (1.06586)
Merck (1.120.130.001)
BDH, England
Sigma-AldriEs134)
Merck (8.18755)
Sigma-Aldrich (A6404)
Sigma-Aldrich (E1510)
Amersham Pharmacia (17.0400)
Roth (6749.1)
Sigma-Aldrich (G5882)
Sigma-Aldrich (G7893)
Sigma-Aldrich (G8790)
Sigma-Aldrich (G4251)

Roth (2316.2)

Sigma-Aldrich (13021)
Roth (6752.2)
Merck (1.04873)
Sigma-Aldrich (K0879)
Merck (5235)
Sigma-Aldridtd609)
Clontech (8602-1)
Sigma-Aldrich (L4158)
Clontech (8602-1)
Sigma-Aldrich (L5125)
Sigma-Aldrich (P2139)
Sigma-Aldrich (G4251)
Roth, Karlsruhe (0016.2)
Roth 3313.2
Sigma-Aldrich (T1377)
Roth
Invitrogen (15596)
Bio-Rad (1706531)
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X-a-Gal
YPD-Medium

Clontech (8061-1)
Clontech (8601)

3.3 Material fur ES-Zellkultur

Produkt

LOosungen

DMEM

FCS fur ES-Zellen
FCS fur Feeder
Glutamin

PBS

LIF

Mitomycin C
[3-Mercapto-ethanol
G 418 Geneticin
Gangcyclovir
DMSO

Hepes 1M

Plastikware
4-Well

6-Well

24-Well
48-Well
96-Well mit Lid

96-Well o.Lid./einz.verp.

96-Well Lids

Zellkulturschalen
3,5cm

6cm

9cm

14 cm

Bezugsquelle

Life Technologies

PAN Biotech

Life Technologies
Life Technologies
Life Technologies
Chemicon Intern.
Sigma

Sigma

Life Technologies

Sigma
Gibco

Nunc
Nunc
Nunc
Nunc
Nunc
Nunc
Nunc

Nunc
Nunc
Nunc
Nunc
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Bestellnummer

#41966029
#220821
#10437-028
#25030024
#14190094
#ESG 1107
#M-0503
#31350-010
#11811

D 8418
15630-056

176740
150229
143982
150687
149026
249662
263339

150318
150288
150350
168381
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Einfrierrdhrchen

Nalgene klein, 1,2 mi Nunc

Nalgene klein, 2 ml Nunc

Enzyme

DNase |, RNase —frei

Proteinase K

Restriktionsenzyme mit 10x Puffer
RNase A

RNase H

RNasin

Superscript 1l Plus Reverse Transkriptase
T3- RNA-Polymerase
T7-RNA-Polymerase

T4 DNA-Polymerase

Taqg DNA-Polymerase

Kits

Megaprime DNA Labeling System
QIAquick Gel Extraktion Kit

QIAquick Spin Miniprep Kit

RNeasy Mini Kit

TOPO TA Cloning Kit pCRII Topo

Wizard Midiprep DNA Purification System
ImmuChenm" Double Antibody hACTH

ImmuChem" Double Antibody Corticosteron

Nukleotide/Nukeinsauren
a->*P-dCTP

a->*S-UTP
Desoxynukleotide

DNA-L&ngenstandards:
Smart Ladder
1 Kb Plus DNA Ladder

Lachssperma-DNA
RNA Ladder
Ribonukleotide
tRNA

5000-0012
5000-0020

Bezugsquelle (Katalognummer)

Roche Diagnostics (84105421-23
Sigma-Aldrich (P6556)
NEB, Fermentas
Roche Diagnostics (109142)
Invitrogen (18021-014)
Roche Diagnostics (3335399)
Invitrogen (18064)
Roche Diagnostics (1031663)
Roche Diagnostics (881767)
Roche Diagnostics (481220)
Roche Diagnostics (1647679)

Amersham BioscieriRBN1604)
Qiagen (28706)
Qiagen (27106)
Qiagen (74104)
Invitrogen (450640)
Promega GAD)
MP Biomedicals (07-106101)
MP Biomedicals (07-120102)

Bezugsquelle (Katalognummér

Amersham
Amersham
Roche Diagnostics (1277049)

Eurogentec, Belgien (MW-1700-02)
Invitrogen (10787-018)

Roche Diagnostics (85346024-39)
Invitrogen (15623-010)

Roche Diagnostics (85730020-50)
Roche Diagnostics (84694421-87)

26
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3.4 Geréate allgemein

Gerat

Autoklav Typ 24

Biofuge pico

Concentrator 5301
Elektrophoresezubehor
Elektrophoresis Power Supply EPS 200
Entwicklermaschine (XP2000)
Geldokumentationssystem BioDoc
Gelkammern

Gene Pulser I

GeneAmp PCR System 9700
Heizblocke Thermomixer 5436
J2-MC-Zentrifuge

JLA 16.250-Rotor

Kahlzentrifuge 5403

Kryostat HM 560

Megafuge 1.0 R

pH-Meter pH 538

Photometer GeneQuant Il

Reinstwasseranlage Seralpur PRO 90 CN

Schittler Duomax 1030
Schittler SM25

-Counter

Spectrophotometer DU 640

UV Stratalinker 4000

Vortex MS1 Minishaker
Waagen 40SM-200A/LP 4200S

Wasserbader

MRT

Bezugsquelle (Katalognummer)

Melag, Berlin
Heraeus Instruments
Eppendorf
MWG Biotech
Amersham Rd@aam
3M/Kodak
Biometra
MWG Biotech
BioRad
Perkin Elmer
Eppendorf, Hamburg
Beckmann
Beckmann
Eppendorf
Microm, Walldorf
Heraeus
WTW, Weilheim
Amersham
Seral, Ram&mumbach
Heidolph
Edmund Buhler
Beckmann Instruments, USA
Beckmann
Stratagene
IKA Labortechnik, Staufen

Precisa, Dietkon, Sch®artorius,
Gottingen

GFL, Burgwedel
Julabo

7T BRUKNER Biospec System

27



Material

3.5 Primer
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Die Oligonukleotide wurden von der Firma Metabigntstisiert und fur die PCR zur
Genotypiseirung und Kolonierung verwendet.

Oligonukleotid Name
Rosa 1
Rosa 2
Rosa 5
Rosa 6

Rosa 7

Cre F

CreR

Rosa 26-5'F
Rosa 26-5'R
Rosa 26-3'F
Rosa 26-3'R

3.6 Plasmide

Plasmid

Rosa26-5’

Rosa26-3’

Cre-Sonde
CRH-ISH-Sonde in Topo
CRHR1-ISH-Sonde in Topo
CRHR2-ISH-Sonde in Topo
UCN2-ISH- Sonde
UCN3-ISH-Sonde in Topo
UCN-ISH-Sonde in Topo

3.7 Zelllinien

3.7.1 EMFI

Sequenz
AAAGTCGCTCTGAGTTGTTAT
GCGAAGAGTTTGTCCTCAACC
TAGAGCTGGTTCGTGGTGTG
GCTGCATAAAACCCCAGATG

GGGGAACTTCCTGACTAGGG

GATCGCTGCCAGGATATACG

CATCGCCATCTTCCAGCAG
TTCCTGCTACCAGG
ATAAGTGTGGGGCGGTGG
GTTGAGCCACTGAGAATGG
ACAAACACTTCTACATGTCAG

Restriktionsenzym fur Sondenfragment
Xhol (180bp)

EcoRI (700bp)

Xbal/Mlul (1500bp)

Spel (sense) EcorV (antigense

Xhol (sense) Xbal (antisg¢ns

BamHI (sense) Xbal (an8sg¢n

Xhol (sense) BamHI (antisense)

Xbal (sense) Hindlll (antise)

Xhol (Sense) Hindlll (antiseh

Neomycin resistene embryonale Fibroblastenzellsrdau Maus (EMFI) ,Feeder-Zellen®

(von S. Bourier, IDG/GSF)
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3.7.2 ES-Zellen

TBV2 (129 SvP) ES-Zellen (von S. Bourier, IDG/GSF)

3.7.3 Mauslinien

Nestin-CreMauslinie stammt von R.Klein (MPI fr NeurobiologMartinsried)
C57BL/6J Mausen stammen aus der hauseigenen Znithirspringlichen Ausgangstieren
von Harlan Winkelmann GmbH (Borchen, Deutschland)
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4 Methoden

4.1 Herstellung des Targeting Vektors

4.1.1 Mikrobiologisch-bakteriologische Methoden

Alle mikrobiologischen Arbeiten wurden unter mégkt sterilen Bedingungen neben einer
Bunsenbrennerflamme durchgefuhrt. Reaktionsgefald®d wWwPipettenspitzen wurden

autoklaviert, Losungen wurden ebenfalls durch Alztaikeren oder Filtration sterilisiert.

4.1.2 Herstellung kompetenter E. coli -Bakterien fur die Transformation
per Hitzeschock

FUr Routine-Klonierungen von Plasmiden wurden kampeE. coli DH5a- oder XL1-Blue-
Zellen benutzt, die nach einem Verfahren nach Chatngl. (Chung et al., 1989) mit TSS
(transformationundstorage solutiophergestellt wurden.

Eine 100 ml-Kultur (vorgewarmtes LB-Medium) wurdetrh ml einer frischen tber Nacht
Kultur (4. N.-Kultur) vonE. coli DH5a- oder XL1-Blue-Bakterien angeimpft und bei 37°C
und 175 U/min geschuttelt, bis eine OD600nm von43erreicht war. Danach wurden die
Zellen 10 min bei 3000 U/min und 4°C zentrifugiddas Pellet wurde in 10 ml eiskaltem
TSS aufgenommen. Die nun kompetenten Zellen wurtkeh dieser letzten Behandlung
entweder direkt fur die Transformation verwendeero@dls 250 pl-Aliquots in 1,5 ml
Reaktionsgefal3e abgeflllt und schockgefroren. Damatden die Reaktionsgefal3e in mit
Ethanol Uberschichtetes Trockeneis gestellt. Didtenee Lagerung kompetenter Zellen
erfolgte bei —80 °C.

Alle Losungen und Geréate bei dieser Prozedur wurdengekihlt, um eine hohe
Transformationseffizienz beim Einsatz der kompeterakterien zu ermdglichen.

Die Kompetenz derE. coli Zellen wurde durch Transformation von 0,1 ng unchdl
pBluescript-DNA ermittelt. Die Effizienz betragt ider Regel 1-4 x T0Kolonienjig
Plasmid-DNA.
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4.1.3 Transformation kompetenter E. coli-Bakterien per Hitzeschock

250 pl kompetente Zellen wurden auf Eis aufgetaiit,L0 ng eines Plasmids oder 10 pl eines
Ligationsansatzes (entsprechend ca. 25 ng Vek&weetzt und fir 30 min auf Eis inkubiert.
FUr den Hitzeschock wurden die Zellen fir 45s imeai auf 42°C eingestellten Heizblock
transferiert und danach fir 2 min auf Eis gestBlinach wurde die Bakteriensuspension mit
800 pl SOC-Medium versetzt und fur 1h bei 37°C bpételt. Dann wurden zwei
unterschiedliche Volumina, in der Regel 50 pl ungO 2ul, auf LB-Agarplatten, mit
entsprechendem Antibiotika zur Selektion, aus@ettiBei Verwendung von Vektoren, die
die a-Komplementation des LacZ-Gens erlauben, wurdestzlish vor dem Ausplattieren
der Bakterien 40 ul 4%ige X-Gal-Losung auf der telabberflache verteilt.

Die Bakterienkulturen wurden @. N. bei 37°C inkubiem das Wachstum von Kolonien zu
ermoglichen. Die Platten befanden sich dabei irereinvertierten Position (Agar oben).
AnschlieRend wurden mit einer Anzahl der Koloni€i28 Stick) 5 ml-Flissigkulturen
beimpft und diese U. N. inkubiert. Im Falle des t$esuf a-Komplementation wurden nur
weiRe Kolonien verwendet, in denen das LacZ-Gen ¥ektors durch die Insertion

unterbrochen ist.

4.1.4 Praparation von Plasmid-DNA aus Bakterien

Minipraparation mit dem "QIAgen Spin Miniprep Kig@alkalische Lyse).

Eine einzelne Bakterienkultur wurde in 5 ml LB-Mewfi 0. N. kultiviert und anschliel3end 2
min bei 14.000 rpm zentrifugiert. Das detaillieReotokoll fir die Plasmidpraparation kann
dem Handbuch (QIAprep Miniprep Handbook 05/200£3.entnommen werden.

4.1.5 Midipraparation mit dem "Wizard Plus Midiprep s DNA puirification
system" (Promega)

Um Plasmid-DNA in gréRerem Maldstab zu isolierenrdeueine Bakterienkolonie 4. N. in
50-100 ml LB-Medium kultiviert. Das detaillierte dtokoll fur die Plasmidpraparation kann

dem Handbuch (TB173, Promega) entnommen werden.
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4.1.6 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegele n mit dem
"QIAquick Gel Extraction Kit"

Diese Methode der DNA-Isolierung aus Agarose basauf dem unterschiedlichen
Adsorptionsverhalten von DNA gegenuber Silikatperlein Abhangigkeit von der
Salzkonzentration und dem pH-Wert. Nach elektroptiecher Auftrennung der DNA in
einem praparativen Agarosegel wurde die gewilnsddidA-Bande unter UV-Licht

ausgeschnitten und in ein Eppendorf-Reaktionsgé@b@fiinrt. Anschlieliend wurde die DNA
mit Hilfe des QIAquick Gel Extraktions Kit eluierDas Protokoll kann dem Handbuch
(QIAquick Spin Handbook 07/2002, S. 18) entnommenden.

4.1.7 Quantifizierung von Nukleinsauren

Die Quantifizierung von RNA und DNA erfolgte photetrisch. Es wurden geeignete
Verdinnungen der Nukleinsduren angesetzt und dsorpbion bei 260 nm und 280 nm
gemessen.

Die Gesamt-DNA bzw. RNA-Konzentration wurde wiegbtjuantifiziert:

1 ODyg0 =50 pg DNA/mI bzw. 40 pg RNA/mI

Konzentration der DNA [pg/ml] = Ofgp * 50 * Verduinnungsfaktor

Konzentration der RNA [pg/ml] = Olg * 40 * Verdunnungsfaktor

4.1.8 Agarose-Gelelektrophorese

Fur die Gelelektrophorese wurde die Agarose in IXE-Puffer aufgekocht, bis sie
vollstandig geldst war. AnschlieBend wurde Ethidmomid (0,5 pg/ml) zugefugt. Die
flissige Agaroselésung wurde in eine Gelkammer g®go welche in eine
Gelelektrophorese-Apparatur eingesetzt wurde. DiAIProben wurden mit dem DNA-
Ladepuffer versetzt und in die ausgeharteten Géleasgeladen. Die Elektrophorese erfolgte
dann bei 40-120 V fur 1-24 h je nach Fragmentgit@x TAE Laufpuffer. Die DNA wurde
dann mit UV-Licht sichtbar gemacht und fotografistdbkumentiert.
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4.1.9 Restriktionsverdau

Die beim Restriktionsverdau eingesetzten Restmisgmdonukleasen sind Enzyme, die DNA
sequenzspezifisch schneiden. Sie wurden z. B. s&tigfe um die Anwesenheit bestimmter
Sequenzen in DNA-Molekllen zu Uberprufen, um ringfige Plasmid-DNA vor deren
Einsatz als Matrize fur dien vitro-Transkription zu linearisieren und um Fragment@& vo
verschiedenen DNA-Molekilen mit spezifischen Ubed@inden Enden herzustellen, die
anschliel3end ligiert wurden.

Restriktionen von DNA erfolgten in der Regel mind&ehnfachen der theoretisch bendtigten
Aktivitat an Enzym in dem vom Hersteller angegelmeh&ubationspuffer bei der fur das
Enzym optimalen Temperatur. Ausnahmen von diesgeRearen partielle Verdaue und die
Anwendung von Enzymen mit hoher unspezifischer ét; in diesen Fallen wurde
erheblich weniger Enzym eingesetzt und kirzer werdgrfolg und Vollstdndigkeit von

Restriktionsverdauen wurden per Agarose-Gelelektvogse Uberpruft.

4.1.10 Ligation mit der T4-DNA-Ligase

Bei der Ligation in einen linearisierten Plasmidkie® wurde das zu ligierende DNA-
Fragment dem geschnittenen Vektor in 2-10-fachenergihuss in den Reaktionsansatz
zugegeben. Die Mdglichkeit einer Religation des tdek wurde durch Erhéhung der Insert-
Konzentration oder durch Dephosphorylierung destdfskvermindert. Die Reaktion fand in
einem Volumen von 10 pl statt. Dem Ligationsansatzden 1 x LB-Puffer und 1 U T4-
DNA-Ligase hinzugefugt. Die Inkubation erfolgte M. bei 16°C, um die Aktivitat des

Enzyms zu verlangern.

4.1.11 Ligation mit dem TOPO-TA-Klonierungskit

PCR-amplifizierte DNA-Fragmente wurden Uber den den Tag-Polymerase erzeugten 3’-
A-Uberhang in den pCRII-Vektor (Invitrogen, San&odSA) ligiert und nach der Vorschrift
des Herstellers in TOP10F oder TOP10F -Zellen d@®@-TA Cloning Kits (Invitrogen)
transformiert. Erfolgreich ligierte Transformantenrden mit Hilfe der Blau/Weil3- Selektion

identifiziert.
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4.1.12 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (Mullis et al., 1986) eine enzymatische Methode zur
Vervielfaltigung von DNA-Sequenzen. Als Polymeragerde je nach Erfordernissen Taq
(Roche) oder Herculase™ (Stratagene) eingesetze BPCR-Bedingungen wie die
Anlagerungs-/Schmelztemperatur (Tm) der Primer, Mg2+-Konzentration (CMg2+) und

die Extensionszeit wurden fur jedes Primerpaardiageweilige Matrize optimiert.

Die PCR-Reaktion wurde wie folgt in einem Volumem\b0-100 pl angesetzt:

1x 10x Reaktionspuffer
10 pmol dNTPs

10 pmol Primeforward

10 pmol Primereverse
1-25U Polymerase

10-50 ng DNA

MgCl, ist im Reaktionspuffer meistens enthalten, ansmsturde dem Ansatz MggLl
zugegeben. Die PCR-Reaktion wurde dann in einemrmideycler unter folgenden

Bedingungen durchgeflhrt:

Denaturierung 1 Zyklus 95°C 2 min
Denaturierung 25-35 Zyklen 95°C 30 sec
Annealing 50-65°C 30 sec
Elongation 72°C 30-90 sec
1 Zyklus 72°C 10 min
Abkuhlen 1 Zyklus 4°C 0

Die Annealingtemperatutiegt ca. 5°C unter der berechneten Schmelzterhpe(@m) der
Primer. Die Dauer der Elongation ergibt sich ausr derdl3e des jeweiligen
Amplifikationsprodukts (30 sec je 500 bp).
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4.1.13 DNA-Sequenzierung und Computer-gestiitzte Seq uenzanalysen

Bei den Sequenzierungen wurde dy& deoxy terminator cycle sequeneiMgthode (Sanger
et al.,, 1977) unter Verwendung von Fluoreszenztafbmarkierten Didesoxynukleotid-
Terminatoren angewandt. Die Sequenzierungen wurdem der Firma "Sequiserve”,

Vaterstetten, durchgefuhrt.

4.2 Methoden zur gezielten Manipulation eines Gens  in ES-Zellen

Die zum gene targetingnotwendigen Protokolle wurden im wesentlichen dichern
.GeneTargeting: A Practical Approath(Joyner, 1993) und Manipulating the Mouse
Embryo: A Laboratory Manual (Hogan, 1994) entnommen und werden hier nur kurz

dargestellt.

4.2.1 Kultivierung von embryonalen Stammzellen auf EMFI — Zellen

Murine embryonale Stammzellen der Linie TBV2 au$ Blausen und die Feeder-Zellen
wurden freundlicherweise von Susanne Bourier zufOdgeing gestellt.

Die ES-Zellen wurden in Wachstumsmedium fir ESefellauf 10 cm — 6cm

Zellkulturschalen oder auf 96-well Platten bei &und 5 % CO2 kultiviert.

Die ES-Zellen wurden zur Erhaltung ihrer Pluripateauf mitotisch inaktivierten primaren,
embryonalen Mausfibroblasten (EMFI, Feeder-Zellkaltiviert und zuséatzlich taglich mit

LIF-haltigem Medium versorgt und jeden zweiten Tageinzelt und ,gesplittet”, d.h. je nach
Dichte verdunnt und neu ausgesat.

Um Feeder-Zellen herzustellen, wurden Mausembrydhag 13 - 15) ohne Kdpfe durch ein
Kunststoffsieb in Medium fir EMFI-Zellen passieNach ungefahr einer Woche waren
daraus die primaren Fibroblasten gewachsen und té&onim Aliquots bei —135 °C in

flussigem Stickstoff eingelagert werden.

Zum Herstellen der Feeder-Schalen wurde ein AligabtFI-Zellen aufgetaut, in 10 ml

Wachstumsmedium fir Feeder-Zellen gewaschen unéliatifi5 cm Zellkulturschalen in 15

ml Feeder-Medium ausgesat. Nach etwa vier Tagemewdie Zellen fur 2 Stunden mit
frischem Wachstumsmedium fur Feeder-Zellen verseiizilO pg/ml Mitomycin C inkubiert.

Danach wurden die Zellen zweimal mit PBS gewasalnah durch Trypsinieren vereinzelt
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und dann in der jeweiligen Konzentration in Zeltkwchalen ausplattiert und fur die

Kultivierung von ES-Zellen bereit gehalten.

4.2.2 Ablésen und Vereinzeln von Zellen: Trypsinier  en

Das Ablésen und Vereinzeln von ES-Zellen und Feederde mit Hilfe einer

Trypsin/EDTA-L6sung durchgefuhrt. Hierzu wurden diellen mit PBS gewaschen, um
inhibierende Medienbestandteile zu entfernen. Danaearde Trypsin/EDTA-L6sung auf die

Zellen gegeben, damit diese gerade bedeckt warBn3aml fur eine 10 cm Schale). Nach 5
min Inkubation im Brutschrank und gelegentlichenopden der Schale, um Zellaggregate
mechanisch aufzulésen, wurde die Reaktion mit skaligem Medium abgestoppt und die
Zellen durch vorsichtiges Auf- und Abpipettierenlistéindig vereinzelt. Anschliel3end
wurden die Zellen pelletiert (5 min, 1200upm) undneuem Medium in der gewinschten

Konzentration resuspendiert.

Tabelle fiir die eingesetzten Mengen fur die jeweilZellkulturschale

Durchmesser| Medium |Trypsin Medium MMC MMC Feeder

in ml in_ml Feeders Zellsuspension

(2x10 cells/ml)

J15cm 25 7
(J10cm 10 3 7 3
6 well 2,5 0,5 2 0,5
4 well 1 0,1 1 ml (1:10 verd.)
24 well 1 0,1 1 ml (1:10 verd.)
48 well 0,5 0,05 0,5 ml (2:10 verd.)
96 well 0,150 0,03 -- 150pl (1:20 verd.)

4.2.3 Transfektion der embryonalen Stammzellen mit  dem Targeting -
Vektor

TBV2 ES Zellen wurden rasch im 37°C Wasserbad aaigaind in 10 ml ES-Zell Medium

aufgenommen, pelletiert (5 min, 1200upm) und wieddeS-Zellmedium resuspendiert. Ein
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Aliquot eingefrorener TBV2 Zellen wurde auf drei EMbeschichtete 10 cm Platten ausgesat
und ca.5 Tage lang expandiert (siehe oben).

Zur Elektroporation wurden die ES-Zellen trypsiniemd in PBS (1,5x 10 Zellen/ml)
aufgenommen und fir 10 min auf Eis gestellt.

800 pl dieser Zellsuspension wurden in eine Elg@drationskivette Gberfihrt und mit 20 pl
linearisiertem Plasmid (1 pgDNA/uI) versetzt undk#doporiert (Einstellungen 0.24 kV, 500
uF for den ,Bio Rad gene pulser®). Die Suspensiande noch weitere 10-20 min auf Eis
gehalten, bis die Zellen in 3 ml ES-Zell Medium rfehSelektion) aufgenommen wurden und
auf einer EMFI beschichteten 10 cm Platte ausgesfitm Brutschrank inkubiert.

Am nachsten Tag wurde mit Hilfe von G418 (148§ (aktives)/ml) und Gancyclovir (2 mM)
im ES-Zellmedium ein Selektionsdruck aufgebautk&aonten innerhalb einer Woche nur die
ES-Zellklone tberleben, die d@argetingVektor integriert haben.

Die Klone, die diese Selektionsphase Uberlebt hatieirden einzeln von der 10 cm Platte
gepickt, in einer 96-Well Platte trypsiniert undndain mit EMFI beschichtete 96-Well
Platten Gberfuhrt und im Brutschrank inkubiert.

Jede 96-Well Platte wurde nach ca. 2 Tagen so waf azeue EMFI beschichtete 96-Well
Platten verteilt, dass die Dichte der einzelnemklm jedem Well annédhernd gleich ist. Nach
weiteren 2-3 Tagen wurden die Zellen erneut auiiget® dass eine Halfte der Zellen auf
Gelatine beschichtete 96-Well Platten und die amdef EMFI beschichtete 96-Well Platten
transferiert wurde.

Nach dem Anwachsen auf diesen Platten wurden diZdli€n, die auf EMFI beschichteten
Platten wuchsen, trypsiniert, mit Einfriermediumggfroren und bei -80°C gelagert. Die ES-
Zellen, die auf Gelatine gewachsen waren, wurderPBS gewaschen, bei -20°C eingefroren
und fur die DNA Analyse zur Identifikation homologgkombinierter ES-Zell Klone

herangezogen.

4.2.4 Praparieren und Verdauen von genomischer DNA  in 96-Well-
Platten

Homolog rekombinierte ES-Zell-Klone wurden per $@uh Blot identifiziert.

Zunachst wurde genomische DNA aus ES-Zellen, geseactauf Gelatine beschichteten
Platten, direkt in 96-Well Platten isoliert. Hierawrden die konfluent bewachsenen Platten
aufgetaut und mit 50 pl Lysepuffer/Proteinase Kseért. In einer feuchten Kammer wurden
die Zellen 4. N. bei 54 °C verdaut.
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Am nachsten Tag wurden die Platten 1 min bei 2500 mentrifugiert und dann die DNA mit
Hilfe eines eiskalten 100% Ethanol/NaCl Gemischefillj. Beim Schutteln fur 1h bei
Raumtemperatur wurde die DNA als weil3e Faden sachtb

Die gefallte DNA wurde abzentrifugiert (5 min. B#00 upm) und der Uberstand abgekippt.
Die Platten wurden auf Zellstoff ausgeklopft uneé ddNA dreimal mit je 150 pl 70 %
Ethanol gewaschen.

Fur den Restriktionsverdau wurde die DNA luftgekmoet, um Ethanolreste abzudampfen
und dann direkt in je 30 pl Restriktionsverdaumagt. Der Ansatz wurde 0. N. bei 37°C in
einer feuchten Kammer inkubiert. Bei Bedarf wurde aachsten Tag nochmals frisches
Restriktionsenzym zugegeben.

Positive, d.h. homolog rekombinierte ES-Zell Klomarden mit Hilfe eines anschlielRenden

Southern Blots identifiziert.

4.2.5 Expansion von positiven ES-Zell Klonen

Positive ES-Zell Klone wurden auf der 96-Well Réatdentifiziert und expandiert. So wurden
sie zuerst von der original 96-Well Platte auf einsche 96-Well Platte tGbertragen. Nach
Anwachsen auf dieser Platte wurden sie in eine 2-Riatte transferiert und von dort auf
eine 6 cm Platte, danach auf eine 10 cm Plattedondwurden sie so lange herangezogen bis
man min. vier 10 cm Platten des positiven Klongehat

Eine Platte wurde zur Injektion in Blastozystenwendet, die anderen wurden eingefroren

und im Stickstofftank gelagert.

4.3 Generierung chimérer Mause aus embryonalen Stam  mzellen

Die Herstellung von chimaren M&ausen aus den maeipeh ES-Zellen wurden an der GSF,
Munchen-Neuherberg, in den Labors und Arbeitsgrapgmn Prof. Dr. Wolfgang Wurst im
Institut fir Entwicklungsgenetik durchgefihrt.

Der Vorgang wird nur kurz beschrieben.

4.3.1 Induktion einer Superovulation in weiblichen Mausen

Damit fur die Experimente genigend Blastozystenaygen werden konnten, wurde bei

C57BL/6 Méausen durch Hormonbehandlung eine Supéxben induziert. Hierzu wurden
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am Mittag des ersten Tages PMSG (pregnant marelsnsgonadotropin) intraperitoneal
injiziert, welches die Funktion des follikelstimatenden Hormons (FSH) nachahmt und zur
Reifung besonders vieler Follikel fuhrt. Am Mittags dritten Tages wurde hCG (humanes
Chorion-Gonadotropin) intraperitoneal injiziert, lalges die Wirkung des luteinisierenden
Hormons (LH) nachahmt und die Ovulation induzidig dann in der darauf folgenden Nacht
stattfindet.

4.3.2 Gewinnen von Blastozysten aus superovulierten Mausen

Um Blastocysten zu gewinnnen, wurden weibliche,esoqulierte Tiere in der Nacht der
Ovulation mit fertilen Mannchen verpaart. Mittgdbug checkwurde am nachsten Morgen
kontrolliert, ob es zur Verpaarung gekommen warr \ias der Fall, wurden 3,5 Tage post

coitum die Tiere getotet und die Blastozysten aam tterus gespuilt.

4.3.3 Sterilisierung von méannlichen Mausen und Gene  rierung
scheintrachtiger Ammentiere

Die Sterilisation ménnlicher Mause wurde durch \kasmie erreicht. Scheintrachtige Mause
wurden generiert, indem in der Ostrusphase befihdliweibchen mit sterilen Mannchen
verpaart wurden. Der Uterus des Tieres wurde dadawfnahmebereit fur befruchtete
Eizellen, wahrend aber zugleich die eigenen unbhtaten Eizellen degenerierten.

4.3.4 Injektion der homolog rekombinierten ES-Zelle  n in Blastozysten

Zehn Tage vor der geplanten Blastozysteninjektianden die ausgewdahlten ES-Zell-Klone
aufgetaut und expandiert.

Eine Einzelzellsuspension von positiven ES-Zellamrde in frisch gewonnene Blastozysten
mikroinjiziert. Hierflir wurde ein Versuchsaufbautmiikromanipulierbaren Glaskapillaren
unter Mikroskopkontrolle verwendet. Nach der Iniekt der ES-Zellen wurden die
Blastocysten noch einige Stundervitro kultiviert, bevor sie in scheintrachtige Ammengier

implantiert wurden.
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4.3.5 Implantation der Blastozysten in scheintracht  ige Ammentiere

Mit ES-Zellen injizierte Blastozysten wurden in déierus von 3,5 Tagen postcoitum
scheintrachtigen Tieren implantiert, wie dies iro@dn, 1994) beschrieben ist.

Auf dem Riucken der narkotisierten Tiere wird beisgir Methode ein ca. 1 cm langer Schnitt
in Hohe der untersten Rippe angebracht, durch denstick, Eileiter und ein Teil des Uterus
nach auflerhalb des Korpers gebracht werden. Mie Hilner 26-gauge-Kanile werden
Offnungen in beide Uterushdrner gestochen, dureh rdit Hilfe einer Transferkapillare
ungefahr acht Blastozysten eingespilt werden, vened sich im Durchschnitt sechs

erfolgreich einnisten und weiterentwickeln.

4.3.6 Auswahl der Chimaren und Aufzucht von genvera  nderten Mausen

Anhand der Fellfarbe konnte man den Anteil an grith in den frihen Embryo integrierten
ES-Zellen abschatzen. Chimaren, die einen Fellfattienarismus von min. 40% aufwiesen,
wurden zur Zucht mit C56/BL6 Mausen verwendet.

Haben sich die Keimbahnzellen der Chiméare aus méeren ES-Zellen entwickelt, tragen
die Nachkommen zu 50% die Genverdnderung. Dieseipulaarte Allel wurde durch

Genotypisierung mit Hilfe von PCR und Southern Blathgewiesen.

4.4 Genotypisierung mittels Southern Blot

4.4.1 Isolation genomischer DNA

Um die gentechnisch veranderten Mauslinien zu ggmaeren, wurde genomische DNA aus
deren Schwanzgewebe gewonnen. Die Isolation eefotgt dem "Wizard® Genomic DNA
Purification Kit" von Promega und dem dazugehorigertokoll (Bedienungsanleitung
Version 050, Protokoll D. 3). Im Anschluss an dselation wurde die rehydrierte DNA bei
4°C oder -20°C aufbewahrt und konnte dann fir dwalpse mittels PCR oder Southern Blot

verwendet werden.

4.4.2 Restriktionsverdau und Elektrophorese

Es wurden 10-20 pg der DNA mit 60 U des entspred@erEnzyms in einem Volumen uber

Nacht verdaut. Die DNA Proben wurden auf ein 0.8%id\garosegel aufgetragen und bei
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40V Uber Nacht aufgetrennt. Das Gel wurde dannemiém beiliegenden Lineal unter UV-

Licht fotografiert.

4.4.3 DNA-Transfer (Southern Blot)

Vor dem Transfer wurde die DNA in dem Gel untechéem Schatteln fir 30 min in einer
Denaturierungslosung denaturiert und anschlieBendeinzal 15 min in einer
Neutralisierungslosung neutralisiert. Fir den Tiansler DNA auf eine Nylonmembran

wurde eine Blotapparatur, wie in folgender Abbildudargestellt, aufgebaut:

Gewicht

Paper

—3 Lagen Whatman Papiler
Merbran

Gel

W hatman Papier

Fle zig las

Plastikschale mit 20 x55C

— -

Abb. 7: Aufbauschema eines Southern Blots

Der Transfer erfolgt 12-24 h. AnschlieRend wurdda Geltaschen auf der Membran
markiert, die Membran wird abgenommen und auf Filpier getrocknet. Die DNA wurde

auf der Membran durch UV-Bestrahlung immobilisiert.

4.4.4 Radioaktive Markierung von DNA-Sonden durch random priming

Mit Hilfe einer radioaktiv-markierten Sonde werddie DNA-Fragmente spezifisch markiert
und kénnen anschlielend auf einem Rontgenfilm Is&chtgemacht werden. Fir die
Markierung der Sonden miti{32P]-dCTP wurde daklegaprime DNA labelling systeder
Firma Amersham verwendet. Die DNA-Sonde (50 ng) deuzusammen mit 10 ul der
Primerldsung fir 5 min denaturiert. Nach dem Abkiihbuf Eis wurden 5 ul des 10 x
Reaktionspuffers, 2 Einheiten Klenow-Enzym sowie| & [a-**P]-dCTP zugegeben. Das
Reaktionsgemisch wurde in einem Endvolumen von B@ip30 min bei 37°C inkubiert.
Nach der Reaktion wurde der Ansatz Uber MicrospB08 Saulen (Amersham) aufgereinigt.
Um die spezifische Aktivitat der radioaktiv markeasr Sonde zu bestimmen, wurde 1 pl der
aufgereinigten Sonde in 2 ml Scintillationsflisg®gkgegeben und in einem Beta-Counter
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gemessen. Die Sonde sollte eine spezifische A&tivion mehr als 1 x 108 cpm/pg DNA
aufweisen und in der Hybridisierungsreaktion in deistens 1x 106 cpm/ml Ldsung
vorliegen. Anschlieend wurden der Sonde 100 plh&sgermien DNA zugegeben, der
Ansatz wurde 5 min bei 95°C denaturiert und darfrEaiabgekuhilt.

4.4.5 Hybridisierung von Nylonmembranen

Die Membran wurde zunachst in 5-10 ml "Rapid-hylybkdisierungspuffer (Amersham) fur
30 min bei 65°C prahybridisiert. Die radioaktiv rkigrte Sonde wurde hinzu gegeben und
die Membran wurde fur mindestens 4 Stunden bei 68A&idisiert. AnschlieRend wurde die
Membran in 0,2x SSC/0.1% SDS bei 65°C gewaschea. Radioaktivitat der Membran
wurde nach dem Waschvorgang mit einem Handmonbterpitft und gegebenenfalls wurde
der Waschschritt wiederholt. AnschlieRend wurde Miembran auf einem Filterpapier
getrocknet, mit Klarsichtfolie umhillt und Uber Mécin einer Kassette mit einem
Rontgenfilm exponiert. Die Expositionsdauer hangingsatzlich von der Starke des zu

erwartenden Signals ab.

4.4.6 Entfernung radioaktiver Sonden von hybridisie rten Membranen
(Strippen )

DNA-Sonden, die an die Membran gebunden sind, korerdfernt werden, um diese mit
einer weiteren Sonde zu hybridisieren. Dafir wultidezuvor hybridisierte Sonde unter sehr

stringenten Bedingungen in 0,1 x SDS bei 95°C vamMembran gewaschen.

4.5 Arbeiten mit Mausgewebe

4.5.1 LacZ Farbung von Mausgewebe

Die Mause wurden mit einer Uberdosis des Inhalatiarkotikum Isofluran getotet. Danach
wurden sie Uber eine intracardiale Kanile zuerstRBIS ca. 5 min und dann mit LacZ-Fix-
L6sung ca. 10 min perfundiert. Das 4%ige Parafadetayd in der LacZ-Fix-Losung bewirkt
die Fixierung des Gewebes.
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Danach wurden die Organe, wie Lunge, Leber, Niglerz und Gehirn entnommen, wenn
notwendig mit Hilfe des Vibratoms geschnitten undler LacZ Farbel6ésung tber Nacht bei
37°C inkubiert.

4.5.2 Herstellung von Gefrierschnitten

Die Tiere wurden entweder durch Isofluran oder duzervicale Dislokation getotet. Die
Gehirne wurden nach der Entnahme sofort auf Alumnfiolie transferiert, die auf

Trockeneis gelegt wurde. Die so gefrorenen Gewealrenten bei -80°C flr langere Zeit
gelagert werden.

Vor dem Schneiden wurden die gefrorenen Gewebeiaeim metallenen Praparathalter mit
Hilfe von Einbettmedium befestigt. Die Gehirne wemdin einem Cryostat bei -14°C bis -
20°C in einer Dicke von 16-20 um geschnitten unchridem Aufziehen auf den Objekttrager
auf einer Warmeplatte bei 37°C getrocknet. Die sogéstellten Schnitte wurden in

Plastikboxen bei -20°C bis zur Verwendung gelagert.

4.5.3 In Situ -Hybridisierung

Mit Hilfe der in situHybridisierung (ISH) lassen sich Nukleinsauren ier Zelle am
histologischen Schnittpraparain (situ) nachweisen. Bei der ISH werden einzelstrangige
Nukleins&uren, die mit einer Markierung (in unsereatl *°S) versehen wurden, als Sonden
eingesetzt. Als Sonde kdnnen sowohl DNA-Sondeaattr RNA-Sonden eingesetzt werden.
Wichtig ist, dass die Sonde die komplementare Sexjder Ziel-DNA oder RNA aufweist.
Die Sonde kann dann spezifisch an die Zielstrultaden und im Schnitt lokalisiert werden.

4.5.4 Sondenmarkierung mit *°S-UTP

Fur die Sondenmarkierung per vitro-Transkription wurden fur einen einfachen Ansatz
1,5 ug linearisiertes Plasmid oder PCR Produkt mit 1@an$kriptionspuffer, 0,5 M DTT,
rNTPs (jeweils 10 mM) und RNAsin (40 U) versetzie[@Zugabe vor°S-thio-rUTPsowie
RNA-Polymerase (20 Units T3 bzw. T7 bei pT7T3-Vektbewirkte eine radioaktive
Markierung der neu synthetisierten RNA, welche hhs8end mit Hilfe des ,RNeasy Mini
Kits" (Qiagen) aufgereinigt wurde. Die Aktivitat d8onde wurde bestimmt, indem 1 pl der

Probe mit Szintillationsflissigkeit versetzt und iBeta-Counter gemessen wurde. Um
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unspezifische Bindungen auf den Hirnschnitten zerptiifen, wurde zusatzlich zu der
AntisenseSonde welche komplementér zur zu untersuchenden mRNAiiseSense-Sonde
erstellt. Diese Sonde entspricht in ihrer Basenseguder mRNA, sollte aber mangels
Komplementaritat keinen spezifischen Hybridisiespeaytner finden.

Reaktionsansatz:

linearisierte Plasmid-DNA (1,5 pug) x pl
10x Transkriptionspuffer 3 ul
rNTPs (jeweils 10mM) 3 ul
0,5MDTT 1ul
Rnasin (40 U/ul) 1l
#S-thio-rUTP 3ul

T7 bzw. T3-Polymerase (20 U/ul) 1 pl
H,O-DEPC add 30 p

4.5.5 Vorbehandlung der Cryo-Schnitte und Hybridisi erung

Vor Beginn der Behandlung werden die Schnitte &ir30 min in der geschlossenen Box auf
Raumtemperatur erwérmt. Anschliel3end werden dipdpae fur 10 min in 4°C kaltem PFA
(Paraformaldehyd 4% in 1x PBS) fixiert und zweinféaf je 5 min in 1x PBS/DEPC
gewaschen. Es folgt eine 10-minitige Acetylierungteu standigem Riahren mit
Essigsaureanhydrid (0,25% Essigsaureanhydrid ifiriethanolamin, TEA). Danach werden
die Objekttrager in 2x SSC/DEPC fur 2x 5 min gevis@sc und in einer ansteigenden
Ethanolreihe dehydriert (30%, 75%, 95% und 10096).fégt eine 1-min Behandlung mit
Chloroform, welches mit 100% Ethanol wieder ausgmiian wird.

Die Objekttrager werden staubfrei getrocknet und schhiel3end mit 100ul
Hybridisierungsmix, der 10000 bis 70000 cpm/p| #&-markierten Sonde enthalt, bedeckt
und ein Deckglaschen luftblasenfrei aufgelegt. Biaebehandelten Objektrager werden in
einer Kammer, deren Boden mit einer Lésung aus B&oriah (50%) und 2x SSC in DEPC-
H.O bedeckt ist, Gber Nacht bei 56°C inkubiert. DigbHidisierungstemperatur liegt ungefahr
bei 25°C unter der Schmelztemperatur der Sonde. S&ingenter die
Hybridisierungsbedingungen gewahlt werden, umswécher wird der Hintergrund.

Die Vorbehandlung im Kurzprotokoll:
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10 min | 4 % PFA/PBS (4°C)
3x5min| PBS/DEPC
10 min | 0,1 M Triethanolamine-HCI (pH 8.0)
2x5min, 2x SSC/DEPC
1 min | 60 % Ethanol/DEPC
1 min | 75 % Ethanol/DEPC
1 min | 95 % Ethanol/DEPC
1 min | 100 % Ethanol
1 min | CHCk
1 min | 100 % Ethanol
1 min | 95 % Ethanol/DEPC

45.6 Waschen

Zuerst werden die Deckglaser von den Objekttragatfernt. Danach wird 4x 5 min in 2x

SSC bei Raumtemperatur gewaschen. AnschlieRenlgjitegioe 20-minltige Inkubation mit

RNaseA (50 pg/ml) in NTE-Puffer bei 37°C. Dann warddie Objekttrager 5 min in 1x

SSC/ImM DTT und 10 min in 0,5x SSC/1ImM DTT gewaschBeide Waschschritte

erfolgen bei Raumtemperatur. Es folgt eine 2x 3@détge Behandlung bei 65°C in 0,1x
SSC/1mM DTT.

Zuletzt werden die Schnitte in einer ansteigenddharolreihe bei Raumtemperatur
dehydriert und staubfrei getrocknet. Die Exposittar Schnitte findet in einer Filmkassette
fur 3-7 Tage statt.

Der Waschvorgang im Kurzprotokoll:

4 x5 min RT | 4x SSC

20min | 37 °C| NTE (20pg/ml RNaseA)
2 x5 min RT | 2x SSC/1 mM DTT

10 min RT | 1x SSC/1 mM DTT

10 min RT | 0,5x SSC/ImM DTT
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2x30min| 64°C| 0,1x SSC/1 mM DTT
2 x 10 min RT | 0,1x SSC
1 min RT | 30 % Ethanol in 300 mM NiDAc
1 min RT | 50 % Ethanol in 300 mM NiDAc
1 min RT | 70 % Ethanol in 300 mM NXDAc
1 min RT | 95 % Ethanol
2x 1 min RT | 100 % Ethanol

4.5.7 Quantifizierung der ISH Signale

Der Film wird eingescannt und die Hybridisierungssile mit Hilfe des Programms ,Scion

Image® quantifiziert. Die Schnitte konnen weiterhbadelt werden, um die Sonde in den
verschiedenen Hirnregionen sichtbar zu machen.

Die Quantifizierung erfolgt, indem die gewilnscht8trukturen auf dem eingescannten
Schnitt umrandet werden. Die durchschnittliche ristgit des markierten Bereichs wird von
dem Programm gemessen (Schmidt et al.,, 2004). néetdrundintensitat wird ebenfalls

bestimmt und von den zu quantifizierenden Wertegeabgen.

4.5.8 Nachweis der radioaktiven Sonden auf dem Schn itt durch
Silberfarbung ( Dippen)

Um die hybridisierte Sonde auf den Schnitten s@h#u machen, werden die Objekttrager in
KODAK NTB2 Emulsion getaucht und im Dunkeln getroek AnschlieBend werden sie fur
1 Tag bis 6 Wochen in lichtundurchlassigen Boxeb€ gelagert. Nach dieser Zeit werden
die Objekttrager entwickelt, gewaschen und fixialenn nétig kann mit Kresylviolett

gegengefarbt werden (Nissl-Farbung).
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Kresylviolettfarbung

10-15 min  Kresyl-Violett

2 min Wasser

2X 2 min 70 % Ethanol

15-30 sec 96 % Ethanol/Essigsaure
2x 1 min 96 % Ethanol

2X 2 min 100 % Ethanol

2X 5 min Xylol

Nach der Farbung werden die Schnitte mit DPX-Eimbetium bedeckt und mit einem

Deckglaschen verschlossen.

4.6 Bestimmung von Stresshormonen im Blutplasma dur ch
Radioimmunoassay

Das Blut zur Gewinnung des Blutplasmas wurde entwedus dem retroorbitalen
Venenplexus oder aus dem Torso der dekapitierteasM@tnommen. Fir die retroorbitale
Blutentnahme wurden die Mause mit Isoluran andsiket Mit Hilfe einer dinnen
Glaskapillare wurde der Venenplexus hinter dem AdgeMaus leicht verletzt, so dass ca.
300ul- 500ul Blut Uber die Kapillare in ein EDTA dobichtetes Reaktionsgefald tropfen
konnte. Bei der Blutentnahme aus dem Torso wurderMduse bis zum Atemstillstand mit
Isoluran betaubt und danach mit Hilfe einer Sclil@apitiert. Das austretende Blut wurde in
einem EDTA beschichteten Reaktionsgefal3 aufgefangdéa Blutproben werden sofort
gekuhlt und spater bei 3500 upm fur 15min bei 4%htafugiert. Danach wurde das
Blutplasma aus dem Reaktionsgefall entnommen un8® aufbewabhrt.

Das Prinzip des Radioimmunoassays (RIA) basiert @erf Konkurrenz zwischer®a-
markiertem Corticosteron bzw. hACTH und nichtra#tibamarkiertem Coricosteron bzw.
hACTH in den Standards bzw. den zu messenden Proberine begrenzte Anzahl an
Bindungsstellen eines spezifischen Antikérpersméér nicht-markiertes Antigen in den zu
bestimmenden Proben bzw. Standards enthalten dstp dveniger?3-markiertes Antigen

kann von dem zugefiligten Antikdrper gebunden werden.
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Nach einem Inkubationsschritt ist die Menge an meaidm Antikérper-Coritcosteron-
Komplex bzw. Antikdrper-hACTH-Komplex umgekehrt partional der Menge an
unmarkiertem Coritcosteron bzw. hACTH in den zutibemenden Proben.

Zur Abtrennung von Antikérper-gebundenen und frefémCorticosteron bzw'*1-hACTH
wird die Doppelantikorpermethode eingesetzt, wobigi 2. Antikdrper im Uberschuss
zugegeben wird. Durch Zentrifugieren wird der gedtié 2. Antikdrper-Antikdrper-
Coricosteron/hACTH-Komplex abgetrennt, ungebundefieBgen wird dekantiert und die
Radioaktivitat im Niederschlag des Testrohrchertsetsi Gamma-Counters gemessen.

Das genaue Protokoll kann der Arbeitsanleitung tresmuChem™ Double Antibody
Coritcosteron Kit bzw. ImmuCheM Double Antibody humanes Adrenocorticotropes

Homon (MP Biomedicals Germany GmbH, Eschwege) entmen werden.

4.7 Glucocorticoidmetaboliten Bestimmung aus den Ex krementen
der Maus

Die Metaboliten wurden nach der Methode von Chauiriia extrahiert und bestimmit.

Jede Kotprobe wurde homogenisiert und ein Aliquoh 0,05 g wurde mit 1 ml 80%

Methanol versetzt und 30min auf dem Vortexer getehiiDiese Emulsion wurde danach
zentrifugiert (10min, 2.500xg) und ein Aliquot déberstandes wurde mit Tris/HCI 20 mM,
pH 7,5 verdinnt (1:10) und bei -20°C gelagert.

Um die Coritcosteroidmetaboliten zu bestimmen wuede Enzymimmunoassay (EIA) mit

einem Antikbper gegendbpregnane,113,213-diol verwendet (Steraloids, Wilton, NH,

USA).

Das genaue Protokoll kann aus der Veréffentlichuog (Touma et al., 2003) entnommen

werden.

4.8 Tierhaltung und Hygienestatus

Die Tierraume befinden sich im MPI fur Psychiairre Tierstall Beta. Sie sind mit belifteten
Schrénken und Typ Il Polycarbonat Kafigen ausgestd®ro Kéafig werden maximal 5 Mause
gehalten. Die Tiere sitzen auf hochwertiger Laleoginstreu (Altromin, Typ %), der einmal
wochentlich gewechselt wird. Zusatzlich erhaltea M&use Nistmaterial. Die Haltung der
Tiere erfolgt unter standardisierten klimatischesdidgungen. In den Tierraumen herrschen
21 (+/- 1) °C bei einer relativen Luftfeuchte vob &/- 5 %). Diese Werte werden konstant
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Uberwacht und aufgezeichnet. Der Lichtzyklus betrfg Stunden (6:00 -18:00Uhr, mit
einem Wechsel fur die Sommerzeit). Die Tiere werdah einer Standarddiat (Altromin
1314) ad libitum gefuttert. Sie erhalten kontrolliertes Minchnertuegswassead libitum
aus Spenderflaschen. Der Hygienestatus der Tierdemuach den aktuellen Richtlinien der
Federation of European Laboratory Animal Sciencso&gtions(,FELASA") regelmalig

untersucht (Nicklas, Baneux et al. 2002).

4.9 Metabolismusbestimmungen an Mausen

4.9.1 Futterkonsum Messung

Fur die Analyse der Futtermenge wurden die Tienzedn in Typ Il Kafige gesetzt und in
einen anderen Raum transferiert. Wéahrend der Hatimnsphase von min. zwei Wochen
hatten die Tiere freien Zugang zu Wasser und Futter

Zur Bestimmung der gefressenen Futtermenge pro Wigde jedes Tier um 8 Uhr morgens
vor Beginn des Experiments in einen sauberen Kdfigneuem Einstreu und Nistmaterial
umgesetzt und eine definierte Menge Futter (ca) B0die Futterraufe gefullt. Anschlie3end
wurde jeden Tag die verbleibende Futtermenge inRBufe um 9 Uhr und um 17 Uhr
gewogen. Aus der Differenz zwischen eingewogenetteFund verbleibender Futtermenge
konnte, unter Beriicksichtigung mdglicher Krimel al#éfigboden, die gefressene
Futtermenge bestimmt werden.

Bei der Futterbestimmung, der ein Futterentzug wsgang, wurden die Mause um 17 Uhr in
frische Kafige gesetzt, um mogliche Futterquellen Boden des Kafigs auszuschlie3en und
kein Futter fur die Nacht in die Raufe zugegebem Adchsten Tag um 9 Uhr wurde den
Mausen wieder eine bestimmte Menge Futter angebaender Futterkonsum wurde jede

Stunde durch Wiegen des verbleibenden FuttersriRdefe kontrolliert.

4.9.2 Kotbestimmung

Mause, die aus dem Futterversuch kamen wurden m ITGitterkafige umgesetzt. Die
Gitterkafige wurden auf Typ | Polycarbonat Kafigesgtzt. Der Boden des Polycarbonat
Kafigs wurde mit einem saugfahigen Papier ausgelegtden Urin der Mause aufzusaugen

und die Kotproben aufzufangen. Die Mause erhieiere definierte Menge an Futter und
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Wasser zu der sie freien Zugang hatten. In dies&#iig&n war es aber nicht mdglich den
Tieren Nistmaterial oder Einstreu anzubieten.

Die Kotproben des ersten Tages wurden nach 24lesamgmelt, gezahlt, gewogen getrocknet
und eingefroren. Die Kotproben nach 7 Tagen Eindewiagsphase wurden wieder
gesammelt, gezahlt, gewogen, getrocknet und eimgeir und fur die Coriticosteron

Metaboliten (CM) Bestimmung verwendet.

4.9.3 Fettmessung

Der intraabdominale Fettanteil wurde mittels Magestnanztomographie bestimmt. Die
Tiere wurden hierzu ex-vivo in einem 7 T BRUKER 8wec System gemessen, wobei zur
Darstellung des gesamten Korpers ein Volumenresonatrwendet wurde. Die Mause
wurden auf dem Rucken liegend mit Leukoplastbandierart. Zur optimalen Darstellung
des Fett-/Gewebekontrasts fand eine T1-gewichteiBrivkthode Anwendung (2D spin echo,
TR =900 ms , TE = 11.6 ms, Bildmatrix 512 x 256h&bendicke = 1 mm, 34 Scheiben,
Aufnahmefenster 4.6 cm x 4.6 cm, 8 Mittelungen)r Zompletten Abdeckung des zu
untersuchenden Bereichs (Schwanz - Leber) wurderi zigilweise Uberlappende
Schichtpakete nacheinander aufgenommen. Mit deréigigan Aufnahmeparametern kann
Fett deutlich kontrastreicher abgebildet werdennalskulares Gewebe oder Organe. Freie
Flissigkeiten wie bspw. Urin kontrastieren ebesfdlinkler. Zusétzlich zu der bildgebenden
Methode wurde ein kurzes Magnetresonanzspektrune datumenselektion aufgenommen
(pulse-acquire, 1 scan, ohne Wasserunterdrickungliesem Spektrum kann der relative
Fett/Wasser Anteil aufgrund der chemischen Ver$chig dieser beiden Resonanzen
(Wasser: 4.7 ppm, Fett: 1.2 ppm) durch Bestimmueg Reak-Integrale ermittelt werden
(UXNMR, Bruker). Somit wird eine Abschatzung degt&eteils im Vergleich zu samtlichen
wasserhaltigen Gewebetypen erreicht, jedoch ohmaliéhe Differenzierung.

Die anatomischen Aufnahmen wurden mit Hilfe derakision-Software (Bruker, Germany)
ausgewertet. Pro Schicht wurden manuell intraabdalmiRegionen tber einen kubischen
Spline abgegrenzt. Subcutane, cutane und skele@alwebe ergeben sich invers. Zur
Bestimmung von fetthaltigen Geweben wurde als Stihwed fir die Pixelintensitat 50% der
maximalen reinen Fettintensitat (bspw. Subcutamjadpt, was eine gute Differenzierung von
Fett gegen andere Gewebearten erlaubt. Die einzélattanteile im viszeralen bzw. (sub-)

cutanen Kompartiment wurden durch Summation despeechenden Pixelanzahlen oberhalb
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des Schwellwertes Uber alle Schichten erhaltentéieDatenauswertung wurde in MS-Excel

durchgeflnhrt.

4.10 Verhaltensexperimente

Die zu testenden Mause wurden einzeln in Typ llig&ii gehalten. Zwei Wochen vor den
eigentlichen Experimenten wurden die Mause an dareriierten Tag-Nacht Zyklus
(Dunkelheit ab 9:00 bis 21: Uhr) adaptiert. Die Exmente wurden nach den Vorschriften
der Regierung OberbayernGyide for the Care and Use of Laboratory Animals
durchgefuhrt.

Alle Verhaltensexperimente wurden wahrend der akti?hase im Dunklen zwischen 13:00
und 18:00 Uhr durchgefuhrt. Zwischen den verschmedeExperimenten, die in folgender
Reihenfolge durchgefuhrt wurden, waren min. zweyd &uhepausd:ight/Dark Box.open
field Test,tail suspensioest (TST)forced swimlest (FST).

Das Verhalten beim TST und beim FST wurde direkt einer gelbten Person, die den

Genotyp der Méause nicht kannte, beobachtet ungsiedl.

4.10.1 Light/Dark Box

Die Tiere wurden in eine Box gesetzt, die in zwleiahe Teile aufgeteilt wurde (26x13x38
cm). Ein Teil hat durchsichtige Plastikwande, eingeillen Boden der mit Hilfe einer
Lichtquelle auf 700 Lux erhellt wird. Der andereilTbesteht aus schwarzem Plastik und
wird zusétzlich durch einen schwarzen Deckel vekélin Eine Offnung von 7,5x 7,5 cm
verbindet die beiden Kompartimente. Mit Hilfe vonfrarotsensoren (Abstand 1,52 cm,
Aufzeichnungsgeschwindigkeit 4Hz) konnte die Ak#wvi der Mause in vertikaler und
horizontaler Ebene detektiert und von einem Conrpuni¢ einer Tru Scan Software Vers.
1.1A (Coulbourn Instruments, Allentown, USA) erfasgerden. Die ganze Apparatur wird
nochmals von einer 47x47x38 cm grol3en weil3en Baoyelnen.

Jeder Versuchsdurchlauf dauerte 30min, wobei dieisvizu Beginn in das Zentrum der
dunklen Box gesetzt wurde. Wahrend dieser Zeit euig gesamte zuriickgelegte Strecke,
die Zeit in der sich die Maus bewegte und in der gerharrte und ihre vertikalen
Bewegungenrgaringg in den einzelnen Kompartimenten gemessen. Auf@endarde die

Latenzzeit berechnet, die das Tier bendtigte um exgten Mal in den hellen Teil einzutreten.
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4.10.2 Open field

Die Tiere wurden fir diesen Test in eine 26x26x38gnof3e Box gesetzt, die aus
durchsichtigen Wanden und einem wei3en Boden HefiehBewegungen der Maus wurden
mittels Infarotsensoren (siehe oben) aufgezeictnétiiber die Tru Scan Software Vers.1.1A
(Coulbourn Instruments, Allentown, USA) ausgewertet

Jeder Versuchsdurchlauf dauert 30min, wobei diedMasi Zentrum der Box gesetzt wurde.
Es wurden die gleichen Parameter detektiert wié auder Light/ Dark Box.

4.10.3 Tail Suspension Test

Die Versuchstiere wurden am Schwanz mit Hilfe eikésbestreifens ca. 35 cm tber dem
Boden an einem Stahltrager befestigt. Jeder Verslacierte 6 min und wurde per Video
aufgenommen. Die Lange der Immobilitat der Mausedeuiber das Programm Eventlog 1.0
(Robert Hedersen, 1986) errechnet. Die Mause wudden als immobil registriert, wenn sie

weder Beine noch Kopf bewegten.

4.10.4 Forced Swim Test

Jede Maus wurde in einen 5L Behalter (23,5 cm hDanghmesser 16,5 cm), der min. 15 cm
hoch mit 32+ 1 °C warmem Wasser gefillt war fur i gesetzt. Nach jedem Versuch wurde
das Wasser ausgetauscht. Es wurde das VerhalteMalese im Wasser nach folgenden
Parametern beurteilt: wie viel Zeit verbringt dieald in regungslosem Zustarftb#ting),
wie viel im strampelndens{ruggling. Die Ergebnisse wurden mit Hilfe von Eventlog 1.0
ausgewertet.

Das Verhalten der Maus wurde dann als Floating dgetyesobald die Maus aufhoérte sich
strampelnd oder schwimmend zu bewegen. Ledigliceinkl Bewegungen durften
durchgefuhrt werden, so dass der Mausekopf Ubers&agehalten werden konnte. Das
Verhalten der Maus wurde dann a@suggling gewertet, wenn die Maus mit allen vier
Extremitaten paddelte und dabei die Vorderpfotenwlasseroberflache durchbrachen.

Dieser Test wurde an zwei aufeinander folgenden eiag durchgefuhrt.
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5 Ergebnisse

5.1 Generierung einer UCN2 lberexprimierenden Mausl inie

stopUCN2/stopUCN2

5.1.1 Generierung der Mauslinie R26

Um eine universell einsetzbare, konditional UCN2réxprimierende Mauslinie zu erhalten,
wurde einknock inin denRosa26(R26 Locus generiertR26 wurde in einemgene trap
screenals ubiquitar exprimierter Locus identifizieder sowohl im gesamten adulten Tier als
auch in allen embryonalen Stadien der Maus exprimwed (Zambrowicz 1997). In diesen
Locus eingebrachte Gene werden in jedem ZelltypMiass aktiviert (Sorinao 1999). UCN2
soll jedoch nicht ubiquitar, sondern konditionah.chur in bestimmten Geweben bzw. Zellen
der Maus, exprimiert werden. Daher wurde in d&R6 Locus eine spezielle
Expressionskassette eingebracht. Zu Beginn diessssd{te steht eine loxP flankierte
transkriptionsterminierende Sequenz, die ein Neamggistenzgen und ein dreifachegly-

A Signal enthalt. Danach folgt die cDNA des UCN2 wargchlieRend ein IRES tau-LacZ
Reportergen (StopUCNZ2-Kassette) (Abb. 7). Die Irdadgn dieser Kassette erfolgt tber
homologe Rekombination in embryonalen Stammzell€&5-Zellen). Aufgrund des
Transkriptionsstopps werden zundchst weder UCN2hndas tau-LacZ Reportergen
exprimiert. Es kommt also zu einem ,stilleknock in Die korrekte Integration der
StopUCN2- Kassette winhittels Southern Blot Gberpruft.

Aus ES-Zellen, die deknock inim R26 Locus tragen, wurden mehrere Chiméaren generiert,
aus denen nach Verpaarung mit C57BL/6J Mausen uetmikahntransmission des
modifizierten R26 Allels in der F1-Generation Mause des Genotyps "R\
hervorgingen. Diese Mauslinie wird im folgenden BIEN2-OE bezeichnet. Homozygote
R26°OPUCN2/SIoPUCNZ\ 149 se wurden aus der Verpaarung von heterozygbteren der F1-
Generation erhalten. Der Genotyp der Tiere wurdielni PCR und Southern Blot aus der
Schwanz-DNA ermittelt (Abb. 8, 9).
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Wildtyp R26 Allel
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| Abb .8: Targetingstrategie zur Generierung einesnklitionalen UCN2 UberexprimierendeAlleles
Schematische Darstellung des R26 Wildtyp LocusTdegeting Vektors, des rekombinierten
R26"PUNAlels und des aktiven R%8"?Allels mit relevanten Restriktionsenzymschnitistell
(E:EcoRV; A:Apal; X:Xbal). Die Detektion der DNAdgmente erfolgt mittels einer externen
5'Sonde oder 3'Sonde (WT: Wildtyp DNA-Fragment,INA-Fragment nach homologer
Rekombination, DEL: DNA-Fragment nach Cre-Rekontimng Die Identifikation der verschiedenen

Allele geschieht Uber die PCR PrimerkombinatioriRos@-1, Rosa-2, Rosa-6 und Rosa-1,Rosa-
5,Rosa-7).
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A ApalVerdau
mit 3'Sonde

D PCRPrimerRosa 1,2,6

Mutation 11,4kb —

— Mutation 398bp

— Wildtyp 298bp
Wildtyp 8,1kb —

B EcoRrv Verdau

mit 5'Sonde
E PCRPrimerRosa 1,5,7
Wildtyp 11,5kb —
» — Deletion 624bp
— Mutation 483bp

Deletion 4,8kb —

Mutation 4,0kb —
F  PCR Primer CreF,CreR

C EcoRVVerdau
mit Cre-Sonde

24k — ‘
2,2kb — ' |

Abb.9: Genotypisierung von UCN2-OE Mausen mit Hifen Southern Blot und PCR

A) Southern Blot, Apal Verdau mit 3'Sonde hybritisi B) Southern Blot, ECORV Verdau mit 5’
Sonde hybridisiert. C) Southern Blot EcoRV Verdd@uGre- Sonde hybridisiert. D) PCR Produkte
der Primer Rosa-1,Rosa-2, Rosa-6. E) PCR ProdukteRiimern Rosa-1,Rosa-5,Rosa-7. F) PCR
Produkt der Primer CreF und CreR

™ — Cre574bp

Die R26"PUCN2/SPUCN2 15156 wurden mit hemizygotddestin-CreTieren verpaart. In der
Nestin-CreMauslinie wird die Cre-Rekombinase in neurogliadorlauferzellen unter der
Kontrolle desNestinPromotors der Ratte im Zentralen NervensystemsS{ZNicht aber in
den peripheren Organen der Maus, exprimiert (Trerethal., 1999). Somit erhalt man in der
F1-Generation dieser Verpaarung folgende GenotypB26’s°PYN°2Nestin-Cre und
R267S10PUCN2 Ro@stoPUCN2 Nestin-Cre Tiere exprimieren UCN2 und LacZ heterozygot in
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allen Zellen des ZNS. Homozygot UCN2 Uberexprimnedee Mause wurden aus der
Verpaarung von RZ6PUN? Nestin-Cre mit R260PUCNZSPUCNZ arpgiten.  Aus den
Nachkommen dieser Verpaarung wurden folgende Gpeaotyfir weitere Experimente
verwendet:
R R26st0pUCN2/stopUCN2(UCNZ_OEcon)
Mause, die weder UCN2 noch LacZ Uberexprimieren.
+  R26™'9PYUCN2Nestin-Cre(UCN2-OE™),
Mause, die heterozygot UCN2 und LacZ im ZNS Uberexpren.
o R2EIOPUCNZSPUCNY astin-Cre(UCN2-OE™™),
Mause, die homozygot UCN2 und LacZ im ZNS Uberexjaien.

Die UCN2 Expression wird nur in den Zellen aktitjen denen die Cre-Rekombinase aktiv
ist bzw. zu einem friiheren Zeitpunkt aktiv war. WMitie Stoppkassette nicht entfernt, wie das
bei R26PUCN2SIOPUCN2Tiaran der Fall ist, sind diese mit Wildtyptiergeichzusetzen
(Friedrich and Soriano, 1991; Zambrowicz et al.97)9 Wird die Stoppkassette aus dem
Genom entfernt, kann UCN2 exogen kontrolliert dutehR26 Promotor exprimiert werden.
Zur Kontrolle der Funktionalitat dieses Expressgystems wurde zunachst die genetische
Komponente mit Hilfe genomischer Schwanz-DNA Ub&RPund Southern Blot Uberpruft.
In diesem Gewebe sollte es nicht zur Rekombinatimhsomit auch nicht zur Entfernung der
Stoppkassette gekommen sein. Es kann so festgeséztlen, ob das Tier das modifizierte
R26 Allel tragt, daftir heterozygot oder homozygotustl ob es zusatzlich die cDNA flr die
Cre-Rekombinase im Genom enthélt. Hat eine Rekaatbim im Schwanzgewebe
stattgefunden, muss davon ausgegangen werdendiagse-Rekombinase frihzeitig, z.B.
wéahrend der Spermato- oder Oogenese, aktiv gewemsennd die Stoppkassette somit schon
im Einzellstadium des Spermiums oder der Eizelldeemt wurde. Tiere, die aus diesen
Zellen entstanden sind, exprimieren UCN2 in jedelfeZdes Gewebes, in der auRB6 aktiv

ist, also ubiquitar. In diesem Fall ergibt die P@& Primerpaares Rosa-1 und Rosa-5 aus
genomischen Schwanz-DNA Proben ein 483bp grol3esuRro(siehe Abb. 9). Solche
vereinzelt auftretenden Tiere wurden aus den Emperien ausgeschlossen und fiur die
Zichtung einer neuen Mauslinie verwendet, die UQNIiuitéar in der Maus Uberexprimieren

soll.



Ergebnisse 57

5.2 Uberprifung des Expressionsmusters

Uber LacZ Farbung unih situ-Hybridisierung (ISH) mit einer radioaktiv markiert UCN2

.antisense” Sonde wurde die Expression im ZNS newfesen. Sowohl bei der LacZ
Farbung als auch in der ISH ist ein klarer Genadfakt zu erkennen (Abb. 10). Eine
ektopische Expression konnte im Herzen, in der Adgpophyse, der Nebenniere, der
Lunge, der Leber sowie im Darm Uber LacZ Farbunggaschlossen werden (Daten nicht

gezeigt).

A) LacZ Farbung B) ISH mit UCN2 Sonde

» con
4 UCN2-OE

het
UCN2-OE

hom
UCN2-OE

Abb. 10: Nachweis zur Funktionalitit des LacZ-Repersystems und der Uberexpression von
UCN2 im ZNSA) LacZ-Farbung B) Autoradiographie einer in sitydbtidisierung mit einer UCN2
.-antisense* Sonde

5.3 Expressionsanalyse CRH-relevanter Gene

Die massive Uberexpression eines Gens kann zu iaaptoder Kompensationsreaktionen
fuhren, so dass die Expression von Genen ahnliEbektion oder Genen innerhalb des
gleichen Regelkreises vermindert oder verstarkd vinr dieser Expressionsstudie wurden flr
jedes zu untersuchende Gen drei Kontrollhirne mnéi d/utantenhirnen verglichen. Die
Expression wurde mit Hilfe des Programms ,Scionlgfagon Rontgenfilmen quantifiziert.

Die Schwérzung des Films steht im direkten Zusanivaeg mit der Anzahl an Sonden, die
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an dem Gehirnschnitt gebunden haben und diese mimdestehen in direktem

Zusammenhang mit der Anzahl an RNA, die in dereZellr Verfligung steht.

5.3.1 Expression von CRH-R2

Zunachst wurde die Expression des CRH-R2 in degefalen Regionen quantifiziert:
lateralesSeptum(LS), Plexus Choriodeu$CP), Bed Nucleudgler stria terminalis (BNST),
ventromedialer Hypothalamus (VMH) und dorsalet. raphe(DR) (Abb. 11 und Abb. 12).

In keiner dieser Regionen konnte ein signifikariterterschied zwischen den Genotypen
festgestellt werden. Die Expression des CRH-R2 isthe UCN2-OE°™ verglichen mit
UCN2-OE°" Tieren durch den Uberschuss von UCN2 nicht bagssflzu werden.

UCN2-OE®™"  UCN2-OE™"
LS LS
ﬂ/ § A /

KT e
U - PR

Newst “"\

BNST

1 ' i ) " (
e 4 ?r\ .."-":j'_,’
VMH \\VMH
?‘/iDR i‘/'DR

=

Abb. 11: Représentative Abbildung der CRH-R2 Expiem in UCN2-OE°™ und UCN2-OE®"
Tieren. Laterales Septum (LS), Plexus Choroideus (CP{l, Becleus der stria terminalis (BNST),
ventromedialer Hypothalamus (VMH), dorsaler Nchha (DR)
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Abb. 12: Relative Expressionsstidrke des CRH4R2len Regionen A) LS, B) CP, C) BNST, D) VMH
und E) DR. Quantifizierung erfolgt mittels ,Sciordge".

5.3.2 Expression des CRH-R1

Bei der Analyse des im Gehirn sehr weit verbreite@RH-R1 haben wir uns auf die
Regionen basolaterale AmygdaReticular thalamic NucleugRT), die CA1 Region des
Hippocampus und derNcl. ruber beschréankt, da diese leicht einzugrenzen und zu
quantifizieren sind.

In der basolateralen Amygdala wurde kein Untersthie der Expression des CRH-R1
festgestellt. Jedoch konnte sowohl im RT als aneciNcl. ruber eine signifikante Steigerung
(1,2-fach bzw. 1,3-fach) der CRH-R1 Expression irCN2-OE™™ Gehirnschnitten
verzeichnet werden. In der CA1 Region des Hippoaartpngegen zeigen die Daten, dass
die Transkription von CRH-R1 in UCN2-BG¥' runterreguliert wurde (0,9-fach) (Abb. 13 und
Abb. 14).
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UCN2-OE*" UCN2-OE™"

m\& (. e O
S ART A

Abb.13: Reprasentative Abbildung der CRH-R1 Expriessin UCN20OE™™ und UCN2-OE®"
Reticular thalamic Nucleus (RT), Amygdala (Amygkl. Nuber (Red N.), CA1 Region des
Hippocampus (CA1).
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Abb. 14: Relative Expressionsstarke des CRHiRIlen Regionen A) Amyg B)RT, C) Red N. und D)
CAL. Quantifizierung erfolgte mittels ,,Scionlmagé*. p< 0,05, **: p< 0,001 (Student t-Test)
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5.3.3 Expression von UCN3

Fur die Expressionsanalyse des mit UCN2 eng verteandCN3 wurde die mRNA in der
perifornical areaund der medialen Amygdala quantifiziert. In keirgheser untersuchten
Regionen konnte ein Unterschied in der Expresswischen den verschiedenen Genotypen
gefunden werden (Abb. 15 und Abb. 16).

UCN2-OE*™" UCN2-OE™ UCN2-OE™™
Al Al
S /Amyg o - / myg / myg
ool S
PFA PFA PFA
.f-/ o “{ -w"‘/'.

Abb. 15: Reprasentative Abbildung der UCN3 Expressin UCN2-OF°" UCN2-OE™ und UCN2-
OE™™. Mediale Amygdala (Amyg), perifornical area (PFA).

A) Amyg B) PFA
1001 . 1001 :
con — —_ con
8 75 T Ehet = het
g — .om 2" I hom
g g
£ 504 £ 504
3] 3]
2 2
= &
S 254 ° 25
24 24
o o

Abb. 16: Relative Expressionsstarke von UCNB den Regionen A) Amyg und B) PFA .
Quantifizierung erfolgte mittels ,Scionlmage".

5.3.4 Expression von CRH

Da im groben Vergleich der Expressionsmuster daschéedenen Mausmutanten kein
offensichtlicher Unterschied in der Expression @RRH zu erkennen war, haben wir uns auf

die quantitative Analyse des PVN und LC beschrahktdiesen Regionen konnten wir
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zeigen, dass sich die Expression auch nach Quatifng in den UCN2 Uberexprimierenden
Mausen nicht verandert hat (Abb. 17).

A) PVN B) LC
1004 . 1001 .
: con -1 — —— Jcon
L~ pp— . hom X : Jhet
g 75 T : S 754
@ het % I hom
2 = 2
2 ]
£ 50 £ 504
2 2
< ®
T 259 o 259
o (4
0 o]

Abb. 17: Relative Expressionsstarke von CRidden Regionen A) Paraventricular Nucleus (PVN)
und B) Locus Cerouleus (LC). Quantifizierung erfelmittels ,Scionimage*.

5.3.5 Expression von UCN

UCN wird in erster Linie inNcl. Edinger WestphdEW) exprimiert. Die Analyse von UCN
in diesem Kern konnte keinen Unterschied bezuglmhExpression zwischen den Genotypen
zeigen (Abb. 18 und Abb. 19).

UCN2-OE*™" UCN2-OE™ UCN2-OE™"

/ EW / EW / EW
E .

| Abb. 18: Reprasentative Abbildung der UCN Expressin UCN2-OE™", UCN2-OE™ und UCN2-
OE™™. Ncl. Edinger Westphal (EW).
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EW
100+
p—— o —_r
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Abb. 19: Relative Expression von UCKh Ncl. Edinger Westphal (EW). Quantifizierung &gfe
mittels ,Scionimage*.

5.4 Endokrinologische Analyse

Um die Auswirkungen der Uberexpression von UCN?2 dief Stressachse zu untersuchen,
wurde den Versuchstieren Blut entnommen und miteHines Radioimmunoassays (RIA)
die Konzentration von Corticosteron (CORT) und Axdbreorticotropen Hormon (ACTH) im
Plasma bestimmt. Das Blut der Mause wurde entwed#&o-orbital oder nach dem
Dekapitieren direkt aus dem Torso abgenommen. Ura midgliche Tagesrhythmusstdrung
der Stresshormone in UCN2 Uberexprimierenden MéaumesruschlieRen, wurde nicht-
gestressten Tieren morgens (8:00 Uhr) und abend®Qq1Uhr) Blut entnommen. Die
Reaktion der HPA-Achse auf 10-minitigen Immobilisasstress wurde anhand der CORT-
und ACTH-Werte 10 min und 30 min nach dem Stressmiittelt.

5.4.1 Bestimmung der basalen CORT-Konzentration im Blutplasma

Fur die Blutwerte morgens wurden UCN2-®Eund UCN2-OE® Mannchen dekapitiert.
Die CORT-Werte fur den Abend wurden sowohl bei M#ren als auch bei Weibchen der
Genotypen UCN2-OB"und UCN2-OE°™ausretro-orbital gewonnenem Blut ermittelt.

Die RIA-Analyse des Blutplasmas dieser Tiere zeidtess sich die CORT-Konzentrationen
der verschiedenen Genotypen nicht signifikant wetegiden. Morgens sind die CORT-Werte
niedrig und abends steigen sie unabhangig vom @ee&otan. Die CORT-Werte der
Weibchen sind Ubereinstimmend mit der Literaturr{¢ha et al., 1994; Laviola et al., 2002)
anndhernd doppelt so hoch wie die der Mannchen.(2bp
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Abb. 20: Bestimmung der CORT Konzentration morgansd abendsbei UCN2-OE®", UCN2-OE°™
Mannchen und Weibchen.

5.4.2 Plasma CORT-Konzentration nach Immobilisation  sstress

10-minttiger Immobilisiationsstress fihrt bei UCKE"™™ im Vergleich zu UCN2-OE"
Mannchen, zu einem signifikant niedrigeren Anstieg@-fach) der CORT-Konzentration im
Blutplasma. 30 min nach dem Stressor ist kein doteed zwischen den Genotypen UCN2-
OE™" und UCN2-OE°™ feststellbar und dies weder bei den Mannchen rioeh den
Weibchen. Der geschlechtsspezifisch erhéhte CORT-d&r Weibchen bleibt jedoch auch
30 min nach dem Stressor unabhangig vom Genotypatien (Abb. 21).

CORT (10min) CORT (30min)
400+ * 400+ .
[—
~ 3004 ~ 300
£ £
(o)) (o))
£ 2004 < 2004 —
= =
o x
O (o]
O 1004 O 1004 ——
0 Y o T : T
con (10) hom (11) con(8) hom (8) : con(8) hom (8)
Méannchen Mannchen Weibchen

Abb. 21: Bestimmung der CORT-Konzentration 10 bzv¥80 min nach 10-minitigem
Immobilisationsstressvon UCN2-OF" und UCN2-OE°™ Mannchen und Weibchen. * p<0,05;
(Student t-Test)
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5.4.3 Bestimmung der ACTH-Konzentration im Blutplas  ma

Die ACTH-Konzentration im Blutplasma gibt Aufschiusiber die Reaktivitat der HPA-
Achse. Im nicht-gestressten Zustand zeigen marelidBN2-OE°™ Mause im Vergleich zu
UCN2-OE°" morgens keine Veranderungen im ACTH-Spiegel. 30 mach einem 10-
minutigen Immobilisationsstsress zeigen UCN2 Ubmtiexierende Mannchen einen 1,5-fach

erhohten ACTH-Wert im Vergleich zu den Kontrolim&hen.

ACTH (8 Uhr) ACTH (30min)

500+ 5000 %

4004 4004
2 E :
S 3001 — — S 3007 T
£ 200 i 200-
O 2
< ood 1004

0 T 0 T 0 T
con (10) hom (20) con (9) hom (8) * con (8) hom (7)
Mannchen Mannchen Weibchen

Abb.22: Bestimmung der ACTH-Konzentration im Plasmaorgens und 30 min nach 10-
miniitigem Immobilisationsstresson UCN2-OF" und UCN2-OE°™ Mannchen und Weibchen. *: p<

0,05; (Student t-Test).

5.5 Verhaltensstudien an UCN2 lberexprimierenden Ma usen

Standardisierte Verhaltenstests konnen verandexékt®nen von Mausen auf verschiedene
Stressoren und unbekannte Situationen aufklarep. s&thon in der Einleitung beschrieben,
beeinflusst UCN2 i.c.v. oder i.p. verabreicht diekbmotion, angstliches Verhalten und
erlernte Hilflosigkeit. In welchem MaRe eine dawdth Uberexpression des CRH-R2
Agonisten UCN2 das Verhalten von Mausen verandsdl] in vier verschiedenen

Verhaltenstests untersucht werden.

5.5.1 Dark/Light Box Test

In diesem Test wird die angeborene Neugier der morgeen Angstlichkeit der Maus
gegenibergestellt. Mause halten sich lieber in Eumigeschitzten Arealen auf, aber sie

wollen auch ihre Umgebung erforschen und begeldmssi auf unbekanntes vielleicht auch
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.-angsteinfléRendes* Territorium. Dieser Umstanddwvin der Dark/Light Box ausgenutzt.
Man bietet den Mausen ein dunkles ,sicheres” Kortipant und ein helles eher aversives
Kompartiment in einer Box an. Uber die Zeit, diehsidie Maus im hellen im Vergleich zum
dunklen Teil der Box aufhalt und Uber die Lateng desten Eintritts in den hellen, aversiven
Teil, kann man abschatzen, ob die Maus eher ,dolgsthder ,mutig” ist.

Wahrend des aktiven Explorationsverhaltens richitgt die Maus auf den Hinterbeinen auf
(Rearing. Auch dieses Verhalten kann in dem Versuchsauiiaie Analyse mit einbezogen
werden und gibt einen Anhaltspunkt tber die Aufrsarkkeit und Erregtheit der Maus.
Dieser Test wurde zunéchst mit 10 bis 11 Monatenald CN2-OE®" und UCN2-OE°"
Mausen bei 700 Lux im hellen Kompartiment durchyefiund spater bei 300 Lux im hellen
Kompartiment mit 3 bis 5 Monate alten UCN2-®Hind UCN2-OE°™ Mausen wiederholt.

In dem Verhaltensversuch mit 10 bis 11 Monate alt#®N2-OF* und UCN2-OE°"
Mausen war zu erkennen, dass UCN2®BMannchen tendenziell schneller in das helle
Kompartiment (700 Ix) eintreten als UCN2-8&Mannchen. Die Aufenthaltsdauer und die
zuruckgelegte Wegstrecke im hellen Teil der Box eir UCN2-OE°™ Tieren jedoch nicht
erhoht. Zwischen den beiden Gruppen lie3 sich d&eah Unterschied in der insgesamt
zuruckgelegten Wegstrecke und der eingelegten Rusisep wahrend der Versuchsdauer
feststellen. Auch da&earingVerhalten differierte nicht wesentlich zwischenndd CN2-
OE™™ und den UCN2-OF" Tieren (Abb. 23). Auffallend bei diesem Versuchauf war
jedoch, dass sich UCN2 Uberexprimierende und Kd#qfiere mehr als 50% der Zeit im
dunklen Teil der Box aufgehalten haben. Daher wuitteden Versuchsaufbau fur die
jungeren Mause die Luxzahl im hellen Teil der Bax 800 Ix reduziert. Dieser Umstand
fuhrte jedoch nicht dazu, dass die Mause sich mumehrt im hellen Teil der Box aufhielten.
Diese Mause hatten sogar eine noch hohere Aufesdiaaler im dunklen Kompartiment. In
den anderen getesteten Parametern Latenz des desteritts in den hellen Tell,
zuruckgelegte Wegstrecke, Ruhephasen Radringskonnte auch bei den 3 bis 5 Monate
alten Mausen kein signifikanter Unterschied zwischien Genotypen festgestellt werden
(Abb. 24).
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Abb. 23: Graphische Darstellung der Auswertung dBark/Light Box (700 Ix) Ergebnisse bei 10
bis 11 Monate alten UCN2-O®"und UCN2-OE° Tieren.

A) Latenzzeit bis zum ersten Eintritt in den erlgaten Teil der Box. B) Lange der Ruhephasen in 3-
Minuten Intervallen. C) Aufenthaltsdauer im dunkksompartiment prozentual zur Gesamtzeit pro
Intervall. D) Zuriickgelegte Strecke im dunklen Kartiment prozentual zur Gesamtstrecke pro
Intervall. E) Zurtickgelegte Strecke insgesamt pmterivall. F) Insgesamt zurlickgelegte Strecke

wahrend des Experiments. G) Anzahl der Rearings3pktinuten Intervall. H) Anzahl der Rearings
insgesamt.
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Abb. 24: Graphische Darstellung der Auswertung deark/Light Box (300 Ix) Ergebnisse bei 3 bis

5 Monate alten UCN2-OE"und UCN2-OE"°™ Tieren.

A) Latenzzeit bis zum ersten Eintritt in den erteaten Teil der Box. B) Lange der Ruhephasen in 3-
Minuten Intervallen. C) Aufenthaltsdauer im dunkleompartiment prozentual zur Gesamtzeit pro

Intervall. D) Zurtickgelegte Strecke im dunklen Kartiment prozentual zur Gesamtstrecke pro

Intervall. E) Zurlickgelegte Strecke insgesamt pmtervall F) Insgesamt zurlickgelegte Strecke

wahrend des Experiments. G) Anzahl der Rearings3pstinuten Intervall. H) Anzahl der Rearings
insgesamt.
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5.5.2 Open field Test

Im Open field Test wird die Maus in eine Box gesetzt und ihr lBrgtionsverhalten
beobachtet. Mit Hilfe dieses Tests kann man died&gwg im Raum und die Ruhephasen der
Maus beobachten und somit besser einschatzen,eoMaliis ein generelles Defizit in der
Aktivitat bzw. motorischen Beweglichkeit oder einingeschranktes Interesse an der
Umgebung hat. Ein weiterer Parameter, der in dieest einbezogen wird, sind die
Rearings das Aufrichten der Maus.

Im ersten Experiment mit 10 bis 11 Monate alten 8&wu zeigten die UCN2
Uberexprimierenden Mause eine Tendenz zu hoheretivigk, indem sie langere
Wegstrecken pro Zeitintervall zuriicklegten und agesteigerte Aufmerksamkeit, ersichtlich
durch vermehrteRearing zeigten (Abb. 25). Wir konnten jedoch keinen #iganten
Unterschied zwischen den Genotypen in Bezug auRdigephasen der Maus @pen field
Test feststellen.

In der Wiederholung dieses Experiments wurden dexeTan vier aufeinander folgenden
Tagen dem Test ausgesetzt, um die Unterschiedenaleim ersten Versuch gesehen hatte,
zu verdeutlichen. Somit konnte untersucht werddm,sth die Mutanten anders an die
Umgebung adaptieren als Wildtypmause. Aul3erdem evdiid Intervallzahl erniedrigt, so
dass ein Experiment nur noch finf statt zehn 3-kinuntervalle hat. Bei diesem neuen
Versuch mit 3 bis 5 Monate alten UCN2-B®Eund UCN2-OE°™ Mausen konnte gezeigt
werden, dass UCN2-OB" viel aktiver sind als UCN2-GB" Mause. UCN2-OF™ Mause
legen am ersten, zweiten und vierten Tag des EBxgets signifikant mehr Wegstrecke
zuriick als UCN2-OE" Mause. AuRerdem haben sie tendenziell weniger phasen und

fuhren mehRearingsdurch als ihre Kontrollgeschwister (Abb. 26).
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Abb. 25: Graphische Darstellung der Ergebnisse degen field Tests bei 10 bis 11 Monate alten
UCN2-OF" und UCN2-OE°™Mausen.

A) Zuriickgelegte Wegstrecke pro Intervall. B) Issget zuriickgelegte Strecke. C) Anzahl der
Rearings innerhalb eines Intervalls. D) Anzahl dRearings insgesamt. E) Dauer der Ruhephasen
wahrend eines 3-Minuten Intervalls.
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Abb. 26: Graphische Darstellung der Ergebnisse depen field Tests bei 3 bis 5 Monate alten
UCN2-OF°" und UCN2-OE°™M4usen an vier aufeinender folgenden Tagen.

A) Zurickgelegte Wegstrecke pro Intervall. B) Issget zurlickgelegte Strecke. C) Anzahl der
Rearings innerhalb eines Intervalls. D) Anzahl dRearings insgesamt. E) Dauer der Ruhephasen
wahrend eines 3-Minuten Intervalls. *: p< 0,05; {8ént t-Test).

5.5.3 Forced Swim Test

Der Forced SwimTest (FST) bzw. Porsolt Test, ist wahrscheinlictr é@m haufigsten
verwendete Test, um depressionsahnliches Verhlaétehieren zu untersuchen. (Cryan 2002,
Porsolt 2000, Seong 2002). In diesem Test werden\girsuchstiere in einen Zylinder
gesetzt, der mindestens 15 cm hoch mit 24-26°C emrWasser gefillt ist, so dass die Tiere
den Boden nicht mehr beriihren kbénnen. Die Tierd samit gezwungen zu schwimmen und
zu strampelngtruggling oder sich an der Wasseroberflache treiben zetafi®ating). Ein

frihes Aufgeben der Schwimm- oder Strampeltatigkeitd einem eher depressiven
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Verhalten zugeschrieben. Das Tier ergibt sich sageis seinem Schicksal und lasst sich
treiben. Dieser Effekt kann durch akute Gabe votid®pressiva umgekehrt werden. Daher
scheint der FST ein gutes Model fur depressivesialaan zu sein.

In unserem Versuch wurden sowohl die 10 bis 1hath die 3 bis 5 Monate alten Mause an
zwei aufeinander folgenden Tagen jeweils sechs tddmlang dem FST ausgesetzt. Bei den
alteren Mausen sieht man am ersten und noch detestam zweiten Tag, dass sich UCN2
Uberexprimierende Mause im Wasser aktiver verhattisndie Kontrolltiere. Die alteren
UCN2-OE"™ Mausefloatenam zweiten Tag signifikant weniger als die UCN25#)ause
(Fa,187 7,1, p< 0,05). Dafustruggelndie alteren tberexprimierenden Tiere am zweitem Ta
signifikant mehr E1,1875,3 , p< 0,05) (Abb. 27).

Bei den 3 bis 5 Monate alten Tieren konnten dieHekie leider nicht gezeigt werden.
Jungere UCN2-OE"und UCN2-OE°™ Mause zeigten keinen Unterschied in der Dauer des
Floatensoder desStruggelngAbb. 28).
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Abb. 27: Graphische Darstellung der Ergebnisse almsm Forced Swim Test bei 10 bis 11 Monte
alten UCN2-OE°" und UCN2-OE°™ Mé&usen.

A) Dauer des Floatens wéahrend eines Intervalls esteea und am zweiten Versuchstag. B) Gesamtzeit
des Floatens am ersten und am zweiten VersuchtagDaDer des Struggelns innerhalb eines
Intervalls am ersten Versuchstag. D) Gesamtdaues 8tuggelns am ersten und am zweiten
Versuchstag. *: p< 0,05; (Student t-Test).
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Abb. 28: Graphische Darstellung der Ergebnisse alesn Forced Swim Test bei 3 bis 5 Monte alten
UCN2-OF" und UCN2-OE°™ Mausen.

A) Dauer des Floatens wéahrend eines Intervalls estee und am zweiten Versuchstag. B) Gesamtzeit
des Floatens am ersten und am zweiten Versuch)@@e€amtdauer des Struggelns am ersten und am
zweiten Versuchstag.

5.5.4 Tail Suspension Test

Der Tail SuspensionTest (TST) untersucht ein ahnliches Verhalten d& FST. Die
Versuchstiere werden an ihrem Schwanz mit einenbéddand an einem horizontalen Brett
befestigt, so dass sie mit dem Kopf nach unten ér&nDie Tiere versuchen sofort aktiv der
unangenehmen Situation zu entkommen bis sie stiche®ufgeben und sich der misslichen
Lage einfach ausliefern (Steru 1985). Es wird déé gemessen in der das Tier immobil ist,
im Gegensatz zu der Zeit in der es versucht, sitiv au befreien. Auch dieser Test zeigt
starke, aktivierende Effekte bei der Gabe von Aepréssiva.

10 bis 11 und 3 bis 5 Monate alte UCN2'®EMause weisen in diesem Test keine
signifikanten Mobilitatsunterschiede zu UCN2-&BEMausen auf (Abb. 29 und 30). Die
alteren UCN2 Uberexprimierenden Tiere zeigen zwadan ersten Minuten des Tests eine
leicht erh6hte Aktivitat und somit weniger Immotiili als die Kontrolltiere, jedoch ist dieser
Unterschied nicht signifikant (Abb. 29).
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Abb. 29: Graphische Darstellung der Ergebnisse d&T von 10 bis 11 Monate alten UCN2-GE
und UCN2-OE™™ M&usen.

A) Dauer der Immobilitat wahrend eines ein-minttigatervalls. B) Gesamtdauer der Immobilitat
Uber den ganzen Versuchszeitraum.
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Abb. 30: Graphische Darstellung der Ergebnisse deéST von 3 bis 5 Monate alten UCN2-GE
und UCN2-OE°™ Mé&usen.

A) Dauer der Immobilitat wahrend eines ein-minttigetervalls. B) Gesamtdauer der Immobilitat
Uber den ganzen Versuchszeitraum.

5.6 Fressverhalten der UCN2 Uiberexprimierenden Maus e

Da in vielen in der Literatur beschriebenen Studiandenen UCNZ2 i.c.v. injiziert wurde,
gezeigt werden konnte, dass UCN2 eine anorektigdeung hat, wurde das Fressverhalten
der UCN2-OE Mutanten ndher beleuchtet.

Es wurden zwei verschiedene Gruppen auf ihr Fresalten hin untersucht. Eine Gruppe

bestand aus jungen 3 bis 5 Monate alten Mannchdn/Agibchen, die andere aus 11 bis 12
Monate alten Mannchen.
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In beiden Gruppen wurde Futtad libitum verabreicht und die gefressene Menge einmal
taglich bzw. zweimal taglich eine Woche lang geraesZudem wurde jedes Tier am Anfang
und am Ende des Experiments gewogen.

5.6.1 Futtergabe ad libitum

In der Gruppe der jungen Tiere konnte kein Gewightisrschied zwischen den Genotypen
festgestellt werden, lediglich ein geschlechtsdsehier Unterschied war zu verzeichnen
(Abb. 31).
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Abb. 31: Kdrpergewichtvon 3 bis 5 Monate alten Mannchen und Weibchen, véeschiedenen
Genotypen am Anfang und am Ende des Versuchszegrau

Bei der Futteraufnahmad libitum konnten wir feststellen, dass Weibchen wesentiner
Futter pro Koérpergewicht zu sich nehmen als Mannched dies unabhéngig von ihrem
Genotyp. Zwischen den Genotypen ist bei den Mammele signifikanter Unterschied in der
Menge der kumulativen Futteraufnahme Uber den gaNagsuchszeitraum zu beobachten
(Fa147= 4,7, p< 0,05). Homozygot UCN2 Uberexprimierendénkchen fressen weniger
Futter pro Korpergewicht als ihre KontrollgeschwistBei den Weibchen konnte eine
Tendenz zu vermehrter Futteraufnahme bei UCN22®En Gegensatz zu den UCN2-8E
Weibchen beim Wert 24 Stunden nach der Futteranfeapro Korpergewicht festgestellt
werden. Bei einem Beobachtungszeitraum tber 48d8tuminimiert sich dieser Effekt (Abb.
32).
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Abb. 32: Ergebnisse aus den ad libituRmressexperimenten von 3 bis 5 Monate alten Tieren

Kumulativ gemessene Futtermenge zu den angegelb&gigpunkten der A) Mannchen und C)
Weibchen und gefressene Futtermenge relativ zunpef@ewicht des B) Méannchens und D)
Weibchens *:p< 0,05 (2way ANOVA).

In der Gruppe der &lteren Mause (11 bis 12 Mon&ain man einen deutlichen
Gewichtsunterschied erkennen. UCN2XE Mannchen wiegen signifikant weniger als
UCN2-OE°"Méannchen (Abb. 33).
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Abb. 33: Kérpergewicht der 11 bis 12 Monate altel€N2-OE*°"und UCN2-OE°™ M&nnchen am
Anfang und am Ende des Versuchszeitraum. *: p< (50&dent t-Test)
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Wahrend der Beobachtung der Futteraufnahme inrtediaér Woche konnten wir feststellen,
dass altere UCN2 Uberexprimierende Méuse ab dertenidag signifikant mehr Futter pro
Korpergewicht zu sich genommen haben als die Kbtitne im selben Zeitraum (Abb. 34).
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Abb. 34: Ergebnisse aus ad libitum Futterexperimdygi 11 bis 12 Monate alten mannlichen Tieren
A) kumulative Futteraufnahme und B) kumulative ératifnahme relativ zum Kdrpergewicht der
Maus. *:p< 0,05 (Student t-Test)

5.6.2 Futterentzug

Manche Fressverhaltensphanotypen lassen sich ddstcken, wenn das Futterangebot nur
begrenzt vorhanden und dadurch ein gewisser Stnekslie Tiere ausgeubt wird. Daher
haben wir den Tieren fur 16 Stunden wahrend ihktéiven Phase das Futter vorenthalten
(17:00 Uhr bis 9:00 Uhr) und erst wieder zu ihrehBphase angeboten. Danach wurde die
Futteraufnahme und die Gewichtszunahme in verseheu Zeitabstanden gemessen.

In jeder Gruppe der jungen Tiere verlieren Weibched Méannchen durch den Futterentzug
ca. 2-2,5 g ihres Anfangskoérpergewichts, das sed10% ihres Eigengewichts. Weibchen
legen nach 24 Stunden erneuter Futtergabe meheaickt zu als Mannchen. Zwischen den
Genotypen besteht allerdings kein Unterschied (A3#). Nach dem Futterentzug ist die
Futteraufnahme bei den Kontrolltieren und den UQiN@rexprimierenden &hnlich. Der sd
libitum Versuch festgestellte signifikante Unterschieddier Menge der Futteraufnahme
zwischen UCN2-OF" und UCN2-OE°™ Mannchen wurde durch den Futterentzug
aufgehoben. Wahrend der 24 Stunden Futteraufnataok Bntzug konnte lediglich eine
Tendenz festgestellt werden, dass UCN2 Uberexpmemie Mannchen weniger fressen als
Kontrolltiere. Bei den Weibchen konnte erneut keimerschied im Fressverhalten zwischen

den beiden Gruppen gezeigt werden (Abb. 36).
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Abb. 35: Kérpergewicht der 3 bis 5 Monate alten UZME™ und UCN2-OE°™ Tieren
A) Darstellung des Korpergewichts vor, direkt natbh Futterentzug und nach 24h erneuter
Futtergabe. B) Aus dem Futterentzug resultierer@ewichtsverlust direkt nach dem Futterentzug
und nach 24h Erholungsphase bei Mannchenund Weibcheny)
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Abb. 36: Kumulative Futteraufnahme nach Futterentgibei 3 bis 5 Monate alten UCN2-GEund
UCN2-OE™" Tieren Aufgenommene Futtermenge der A) Mannchen unde@)ctien und die relativ
zum Kdrpergewicht der B) Mannchen und D) Weibchefregsene Futtermenge.
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Die alteren homozygot UCN2 Uberexprimierenden M&aenc haben im Durchschnitt
wahrend des 16-stindigen Futterentzugs im Verlsdlzu den Kontrolltieren weniger
Gewicht (-0,5g UCN2-O¥™ versus -1,5g UCN2-GE) verloren (Abb. 37). So erklart sich
vermutlich auch die anfangs niedrigere Futterauffamach dem Entzug bei UNC2-(E

im Vergleich zu UCN2-OE" Tieren(Abb. 38). Dieses Ergebnis steht im Gegensatz ru de
ad libitum Ergebnissen, in denen die alteren UCNZ2'®Emehr fressen als UCN2-GE
Tiere. 24 Stunden nach dem Futterentzug fresserocleddie Uberexprimierenden

Mausmutanten wieder tendenziell mehr als die Kdltigre.
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Abb. 37: Anderung des Korpergewichts nach Futteramg bei 11 bis 12 Monate alten UCN2-&E
und UCN2-OE°™ mannlichen Mausen.A) Darstellung des Korpergewichts vor, direkt nabbh
Futterentzug und nach 24h erneuter Futtergabe. B)s Adem Futterentzug resultierender
Gewichtsverlust direkt nach dem Futterentzug unchr2dh Erholungsphase. *: p<0,05 (Student t-
Test)
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Abb. 38: Kumulative Futteraufnahme der 11 bis 12 Mate alten UCN2-OF" und UCN2-OE°"
mannlichen Mause nach 16h FutterentzugA) Darstellung der Futteraufnahme und B) der
Futteraufnahme relativ zum Kdpergewicht
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5.7 Untersuchungen zum Metabolismus

Eine gestorte Stressachse und ein verdndertegduittahmeverhalten gehen oft mit einem
gestorten Stoffwechsel einher, daher wurden dierdirknte der Maus quantifiziert und
analysiert.
Die Versuchstiere wurden in so genannten Metabols&@Efigen gehalten. Diese Kéfige
haben einen Gitterboden, durch den die Ausscheatudgr Maus durchfallen kénnen. Die
einzelnen Kotabsonderungen wurden auf einem Fdeep aufgefangen. Nach 24 Stunden
wurde der Kot eingesammelt, die einzelnen ,Kot-€tsfl gezahlt, gewogen und getrocknet.
Nach dem Trocknen wurde das Trockengewicht der dgbgn bestimmt. Diese Prozedur
wurde nach dem ersten Tag, den die Mause in demg Kéfbracht haben und nach 7 Tagen
Habituation durchgeflhrt.
UCN2-OE"™ Mause scheiden sowohl am Tag eins als auch ansi€agn tendenziell mehr
,Kot-Pellets* aus als UCN2-C#" Tiere. Rechnet man das Kdrpergewicht der Mausemit
die Kotausscheidung ein, wird deutlich, dass UCNE?® Mause signifikant mehr Kot-
Pellets/ Kdrpergewicht ausscheiden. Das Gesamtpedar Kotmenge sowohl im nassen als
auch im getrockneten Zustand ist jedoch zwischenGknotypen nicht unterschiedlich (Abb.
39). Mannliche UCN2-Of™ Mause geben keine groRere Kotmenge ab als UCN2OE
Mannchen. Nur das Durchschnittsgewicht der einzelet-Pellets ist bei UCN2-CE"
Tieren ca. 0,8-fach geringer und dadurch erhélt die Anzahl der Kot-Pellets (Abb. 40).
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Abb. 39: Quantifizierung der Kotproben von méannlieh UCN2-OE°" und UCN2-OE°™ Mausen
gehalten in Metabolismuskafigen am ersten und aitesn TagA) Anzahl der Kot-Pellets und B)
Anzahl der Kot-Pellets relativ zum Kdpergewicht Btaus. *: p< 0,05; (Student t-Test).
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Abb. 40: Gewichtsanalyse der Kotproben von mannéohUCN2-OE" und UCN2-OE°™ Mausen
gehalten in Metabolismuskafigen am ersten und aebtem Tag. Gewicht der A) frisch
eingesammelten, feuchten Kotproben und B) der dateien Kotproben. C) Errechneter
Wassergehalt der Kotproben. D) Errechnetes Einxéldd eines ,Kot-Pellets”. **:p< 0,01; (Student
t-Test)

5.7.1 CORT-Werte aus den Kotproben

Anhand der Corticosteron-Metaboliten im Kot kanh @ie adrenocorticotropale Aktivitat der
Nebennierenrinde der Maus geschlossen werden (T@0013).

Die getrockneten Kotproben wurden in einem MetOHWBeh aufgeschlemmt, um so die
Corticosteron-Metaboliten zu I6sen. In einem ,Enzynmuno Assay” (EIA) wurde danach
die Konzentration der Corticosteron-Metaboliten Hilfe eines Antikérpers gegen Steroide
mit einer ®-33,113-diol Gruppe detektiert. Die CORT-Metaboliten-We(@M-Werte) aus
den Kotproben zeigen, dass UCN2%®find UCN2-OE°™ Tiere am ersten Tag in der neuen
Umgebung des Metabolismuskéafigs wesentlich mehr T@Rduziert haben als nach sieben
Tagen Eingewdhnungsphase. Des Weitésenu erkennen, dass die UCN2-8Esowohl am
ersten als auch am siebten Tag annahernd doppeliesdCORT- Metaboliten im Kot
aufweisen wie UCN2-O®" Mause (Abb. 41).
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Abb. 41: CORT-Metaboliten Konzentration in 0,05g Kioei UCN2-OE*" und UCN2-OE°™ Mausen
am ersten und am siebten Tag des Experiments p&®,001 (Student t-Test)

5.7.2 Temperaturmessung

Die veranderten Metabolismusdaten wiesen daraudlaiss die Mause maoglicherweise einen
veranderten Grundumsatz haben, was sich bei destanelLebewesen auch in einer
veranderten Korpertemperatur zeigt. Bei der AnabteeKorpertemperatur der Mause, rektal
gemessen, konnte jedoch weder ein Unterschied kensden Genotypen noch zwischen den
Geschlechtern festgestellt werden (Abb. 42).
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Abb. 42: Ergebnisse aus der Messung der Koperteraper von UCN2-OF”" und UCN2-OE™
Mannchen und Weibchen im Alter von 3 bis 5 Monaten.

5.8 Fettmessung

Es ist bekannt, dass depressive Menschen einenrdmbhietraabdominalen, viszeralen
Fettanteil aufweisen als Gesunde. Daher wurdetesec Versuch die Mause mit Hilfe eines

fMRI auf ihr viscerales Fettgewebe hin untersudhgnetresonanz-Tomographie (MRT) ist
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ein bildgebendes Verfahren zur Darstellung vonkstmen im Inneren des Koérpers. Mit einer
MRT kann man Schnittbilder des menschlichen odenisthen Korpers erzeugen, die die
nicht-invasive Beurteilung der Organe und moégli€hrganveranderungen erlauben.

Durch dieses moderne Verfahren kdnnen fetthaltigev€be, neben Knochen, Hohlrdumen
und Organen dargestellt und differenziert werdenk&nn ein klarer Unterschied zwischen
subcutanem und visceralem Fett gemacht werden (A®b.In unserem Versuch wurden je
fiinf UCN2-OE°" und UCN2-OE°™ Tiere mit dieser Methode untersucht. Dabei koteie
signifikanter Unterschied im Fettgehalt zwischen @uppen festgestellt werden. Es konnte
lediglich eine Tendenz gezeigt werden, dass UCN®®Hiere mehr viscerales versus
subcutanem Fett besitzen als UCN2:®ETiere (Abb. 44). Der Fettgehalt insgesamt
unterschied sich zwischen den Gruppen nicht (Ah. 4
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Abb. 43: Repréasentative Abbildung zur Visualisieginund Quatifizierung von visceralem und
subcutanem Fett in fMRT Bildern



Ergebnisse 85

con con

C) D)

sl [

Fettgehalt
w0
g

Fett/Gew.

N
al
1

0.5+

0.0 T
con

con

Abb. 44: Graphische Darstellung der Analyse der feessungan UCN2-OE*" und UCN2-OE°"

10 bis 11 Monate alten mannlichen M&usen

A) Korpergewicht und B) visceralen/subcutanem fetidf C) gesamter Fettgehalt D) Fettgehalt pro
Kdrpergewicht*:p< 0,05 (Student t-Test)



Diskussion 86

6 Diskussion

6.1 Generierung einer konditionalen UCN2 Uberexprim  ierenden
Mauslinie

UCN2 ist eines der beiden erst 2001 entdeckten @&mandten Neuropeptide. Die
Funktion und die Wirkungsweise dieses CRH-R2 a&tamden Molekils sind noch
weitgehend unbekannt. Die meisten Erkenntnisse leses Neuropeptid beruhen auf
Applikationsstudien in diverse Geweben und Hirnvegn der Maus und Ratte. Diese
invasive Methode wird mit unphysiologischen Konzatiwnen durchgefihrt und kann so nur
Hinweise auf die akute Wirkung von UCN2 geben. Dieses Jahr veroffentlichte UCN2
knock outMauslinie untersucht die geschlechtsspezifischaawikungen des Verlusts von
UCN2 (Chen et al., 2006). Die Folgen einer Uberesgion von UCN2 und die daraus
resultierende chronische Aktivierung des CRH-R2 siach nicht untersucht worden.

In der von uns generierten UCN2 Uberexprimierendanslinie kann UCN2 in spezifischen
Geweben oder zu bestimmten Zeitpunkten in der Mausehrt exprimiert werden. Diese
konditionale Aktivierung wurde durch die Integraticeines konditional kontrollierbaren
Genkonstrukts in den ubiquitar exprimiert®osa26Locus ermoglicht. Dieses Konstrukt
bestent aus einer durch die Cre-Rekombinase eh#en Stoppkassette, die die
Transkription der darauf folgenden UCN2 cDNA vedert. Das Prinzip, ein Gen konditional
im R26 Locus uberzuexprimieren, wurde schon erfolgreiai der konditional CRH
Uberexprimierenden Mauslinie angewandt (Lu, 2005%)dieser Arbeit wurde gezeigt, dass
sowohl das Neuropeptid CRH als auch das Reportekged in allen Cre-Rekombinase
exprimierenden Regionen transkribiert und synthetiswird. Der R26 Locus wurde
aulBerdem erfolgreich fir Reportermause, die Lac@FE oder Luciferase exprimieren
verwendet (Mao et al., 2001; Safran et al., 20@3ia®o, 1999).

Dieses neu generierte Mausmodell erdffnet die Mbgkit gezielt durch verschiedenste Cre-
Mauslinien (Nagy, 2001) oder Injektion von viral&@re-Rekombinase exprimierenden
Vektoren die Wirkung von UCN2 in zentralen und pkaren Geweben der Maus zu testen
(Nagy, 2000).
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6.2 UCN2 Uberexpression im ZNS

Der Fokus dieser Arbeit lag auf der Frage nach RBkteutung von UCN2 im ZNS. Aus
diesem Grund wurde didlestin-Cre Mauslinie (Tronche et al.,, 1999) in die UCN2-OE
Mauslinie eingekreuzt, um so eine spezifische UCNBerexpression im ZNS zu
gewabhrleisten.

Die in denR26 Locus integrierte UCN2 cDNA wird im gesamten Gehaxprimiert. Die
Ergebnisse der LacZ Farbung bestatigen die Aktiviéis R26 Promotors und der Cre-
Rekombinase in samtlichen Zellen des ZNS. Weitezeiébe, wie z.B. Herz, Lunge, Leber
und Niere dieser Mausmutante, die keine Cre-Rekoasei exprimieren, zeigten keine
Aktivitat des LacZ Gens. Zusatzlich bestétigt diesitu-Hybridisierung mit einer UCN2
spezifischen RNA-Sonde die gendosisabhangige Upesssion von UCN2 im ZNS. Mit
Hilfe dieser neu generierten Mausmutante kann dleRvon UCN2 im ZNS genauer

untersucht werden.

6.3 Expressionsanalyse CRH- relevanter Gene

Zunachst haben wir die Expression von CRH-R2, dadogenen Rezeptor von UCN2, im
Gehirn naher analysiert. Haufig regulieren bzw.ifféessen Liganden die Expression ihrer
Rezeptoren. So konnte z.B. gezeigt werden, dasteinUCN2knock outMauslinie der
Verlust des Liganden UCN2 zu einer erh6hten Exppasder CRH-R2 mRNA im lateralen
Septum, im dorsaleNcl. rapheund im BNST im Vergleich zu Wildtyptieren fihrt §€n et
al., 2006). Mehrere Studien beschreiben, wie dign8ation des CRH-R2 zu einer
differenzierten Regulation der Expression des Rezegihren kann. Brunson et al. zeigen
jedoch, dass die CRH Applikation im Gehirn zu keiBgpressionsveréanderung des CRH-R2
fuhrt (Brunson et al., 2002).

Wir haben in unserem Mausmodell ebenso erwarteds die verstarkte Expression von
UCN2 die Expression seines Rezeptors CRH-R2 veranti@ konnten aber keinen Einfluss
von UCN2 auf die Expression von CRH-R2 feststeldfahrscheinlich beeinflusst UCN2
nicht direkt die Transkription von CRH-R2. Die Koersation muss also auf einem anderen
Weg vonstattengehen. Mdoglicherweise kann UCN2 dievaadt oder die Verflugbarkeit des
CRH-R2 Proteins beeinflussen. Bei gestressten iRatlenen die Nebennieren entfernt
wurden, stellte man fest, dass die Menge an CRHRRNA in der Hypophyse unveréndert

bleibt, obwohl mehr CRH-R1 Protein im Western Rletektierbar ist. Uber einen Liganden-
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Bindungs-Assay konnte in diesem Gewebe gezeigt emerdass es zu einer geringeren
Bindung von CRH an den Rezeptor kommt (Aguileralet2004). Diese Ergebnisse legen
dar, dass die Menge der mRNA nicht unbedingt irekdem Zusammenhang mit der
vorhandenen Menge an Protein steht und dass dezpRezauch Uber Desensitisierung
reguliert werden kann. Um eine Uberstimulation @ /CN2-OE Mauslinie zu verhindern,
konnte es ebenso zu einer Rezeptordesensitisigekammen sein. Ein Liganden-Bindungs-
Assay und immunhistochemische Nachweismethodent&draariber Aufschluss geben, da
diese Nachweisverfahren prazisere und quantit#tiwesagen Uber die Menge des Rezeptors
im Cytoplasma und der Zellmembran geben. Die Vedueg dieser Methode ist jedoch
limitiert, da es noch keinen zuverlassigen CRH-Ratii®rper gibt und der Liganden-
Bindungs-Assay schwer zu quantifizieren ist und is@aringere Unterschiede nur schwer
nachweisbar sind.

Des Weiteren wurde die Expression der endogenemandgn des CRH-R2 in UCN2
Uberexprimierenden Mausen untersucht. UCN3 einridgaer ausschliel3lich an den CRH-
R2 bindet und somit in Konkurrenz zu UCN2 stehenrité, zeigt weder im Hypothalamus
noch in der Amygdala ein verandertes Expressiorsl€¥RH und UCN scheinen ebenfalls
unverandert exprimiert zu werden. In der UGKN®ck outMauslinie fuhrt der Verlust von
UCN2 zu einer erhohten Expression von CRH im BN®&d der zentralen Amygdala. Die
Expression von UCN bleibt unverandert, die des UGMNRI hingegen im medianeNcl.
preopticusund demerifornical areareduziert (Chen et al., 2006). Einen solchen Egsldes
UCN2 auf die Expression der anderen CRH-R2 Ligankiemnten wir nicht feststellen.
Entweder findet die Regulation nicht auf Transkapsebene, sondern auf Proteinebene statt
oder UCN2 konkurriert nicht mit CRH, UCN bzw. UCN®Bn den Rezeptor. Somit gabe es
aus Sicht der Zelle keine Veranlassung die Traps&ri der Liganden zu verandern. Eine
weitere Mdglichkeit ware es, dass UCN2 an das CiRiddnde Protein (CRH-BP) bindet und
dass dadurch das biologische Gleichgewicht regulied. Jahn und seine Kollegen konnten
zeigen, dass Maus UCN2 mit hoher Affinitat an dagéh CRH-BP binden kann (Jahn et al.,
2004). Das CRH-BP ist aul3erdem in subcorticalenbischen Strukturer\cl. raphe und
verschiedenen Kernen im Stammhirn exprimiert unchnk® in diesen Regionen dazu
beitragen, dass UCN2 die Expression der anderen-RRHiganden nicht verandert (Potter
et al., 1992). In Zukunft sollte in weiteren Verkaa Uberprift werden, ob die Expression des
CRH-BP verandert ist, und ob Maus UCN2 an Maus @®binden kann. Auf3erdem sollte
man immunhistochemische Analysen anfertigen, de mibglichen Unterschiede in der
Peptidmenge der Liganden CRH, UCN bzw. UCN3 auteikpnnten.
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Der Rezeptor CRH-R1, der aufgrund der geringen @igdaffinitat zu UCN2 nur bei hoher
Konzentration dieses Neuropeptids aktiviert wir@jgz veranderte Expressionsstarken in
verschiedenen Regionen.

Im reticular thalamic NucleugRT), einem Kern deFormatio reticulariswird der CRH-R1
aufgrund des Uberschusses an UCN2 verstarkt exg@timDer Thalamus bildet im
Diencephalon die Schaltzentrale fir das sensori§ystem. In diesem Hirnareal werden
sensorische Informationen mit Informationen aus del@inhirn und den Basalganglien
verrechnet und an den Neocortex weitergegeben.Thatamus tragt somit zur korrekten
motorischen Aktivitat, z.B. Muskeltonus und Korpalthing, bei. Uber die Funktion von
CRH-R1 und die Auswirkungen einer Uberexpressiordigsem Bereich ist jedoch noch
nichts bekannt. In Untersuchungen, in denen CRH.iigjiziert wurde, erhthte sich die
motorische Aktivitdt von Mausen bzw. Ratten (Ohatal Shibasaki, 2004; Valdez et al.,
2002). Vielleicht erfolgt diese Aktivierung Uberedstimulation der CRH-R1 Rezeptoren im
Thalamus.

Der Ncl. ruber im Mesencephalon steht in engem Kontakt zum ThasarAuch hier werden
Bewegungen gesteuert und kontrolliert. Déel. ruber bildet eine Schaltstelle zwischen
motorischen Kernen im Halsmark und dem Kleinhiras dso genannte extrapyramidale
motorische System. Auch in diesem Kern ist der GRHin UCN2-OE Mausen vermehrt
exprimiert. Welche Aufgabe der CRH-R1 in diesemdggr Gbernimmt, ist jedoch noch
unbekannt. Wie wir aber in unseren Verhaltenserpanien sehen konnten, zeigen UCN2-
OE Mause eine erhdhte Aktivitat i@pen fieldTest und im FST.

Im Hippocampus, der zentralen Schaltstelle desisaiien Systems im Telencephalon, wird
der CRH-R1 in der CA1 Region in UCN2-OE Mausen @nsr Expression reduziert. Im
Hippocampus flieBen sensorische und emotionalerrrdtonen zusammen. Aul3erdem
konnte in einer Vielzahl von Experimenten gezeigérden, dass der Hippocampus
insbesondere fur die Gedéachtnisbildung eine zent@blle spielt. Weiterhin wurde
beschrieben, dass ein Zusammenhang zwischen Depress;dd dem Verlust von
hippocampalen Zellen besteht (Lee et al., 2002)leAuwurde nachgewiesen, dass CRH und
Urocortin, nicht aber UCN2, eine neuroprotektiverkMing tUber den CRH-R1 auf priméare
hippocampale Neuronen haben (Pedersen et al., .2B@2)hte UCN2 Expression fuhrt zu
erniedrigter CRH-R1 Expression im Hippocampus. Dakére es sicherlich interessant zu
untersuchen, ob die reduzierte Expression des CRHERfluss auf die neuroprotektive
Wirkung des CRH-R1 nimmt.
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Wir haben desweiteren die Amygdala, ein Hirnarealches Teil des limbischen Systems ist,
in Bezug auf die verdnderte CRH-R1 Expression htensucht. Dieses Areal ist an der
Wahrnehmung und Erinnerung jeglicher Form von BEmgg z.B. Angst oder Lust, beteiligt
(Carlson et al., 2006; Thompson, 2001; Trepel, 198®er die Efferenzen der Amygdala
zum Hypothalamus wird der Sympathikus aktiviert undler Formatio reticulariskdnnen
Reflexe verstarkt werden. Zuséatzlich nimmt die Argig GUber den PVN Einfluss auf die
HPA-Achse (Thompson, 2001). Diese Schnittstelle &motionale Empfindungen und
Reaktionen exprimiert in starkem MalRe den CRH-Rdlodh ist die Expressionsstarke in der
Amygdala von UCN2 anscheinend unabhéangig, da wiaad vonin situ-Hybridisierungen
keinen Unterschied zwischen Uberexprimierenden-Kmatroll-M&ausen feststellen konnten.
Im Vergleich dazu kommt es in der UCMBock outMaus zu keiner Verdnderung der CRH-
R1 Expression im Gehirn (Chen et al., 2006).

Zusammenfassend kann man sagen, dass in der Hrepestgsdie von relevanten Peptiden
und Rezeptoren im CRH-System in UCN2-OE und Kohivtdlusen lediglich ein
Unterschied in der Expression von CRH-R1 festgksteérden konnte. Es ist jedoch
unwahrscheinlich, dass UCN2 nur Einfluss auf diprégsion des CRH-R1 nimmt, ohne auch
Effekte auf das Expressionslevel von CRH-R2 zu haBsmtweder lauft die Anpassung an
das Uberschissige UCN2 nicht auf der Transkriptbese ab, oder die Sensitivitat dier
situ-Hybridisierung ist nicht ausreichend, um geringerdvelerungen nachzuweisen. Die
Expressionsunterschiede des CRH-R1 zwischen dewot@mn kann Uber sekundére oder
tertiare Regulations- bzw. Ruckkopplungsmechanisenesgeldst worden sein. So liel3e sich
auch die Diskrepanz zwischen der UCKbck outund unserer UCN2 uberexprimierenden
Mauslinie erklaren. Gabe es einen direkten Zusarharem zwischen der Expression von
UCN2 und CRH-R1, so musste man im UGCKbck outeine Expressionsverdnderung
feststellen. Welche Adaptationsmechanismen in dENR2}OE Mauslinie ablaufen, die zu
unterschiedlicher Regulation des CRH-R1 fuhrennkanit dieser Methode nicht festgestellt
werden. Injektionsstudien, die die akute Wirkung umbgliche Signaltransduktionswege von
UCNZ2 néaher beleuchten kénnen, konnten hier Aufsshbuingen.

6.4 Stresshormone im Blutplasma

In unseren Untersuchungen haben wir festgestelis dJCN2 die stressbedingte Erhdhung
der CORT-Konzentration im Blut der Mause beeinflusCN2 lberexprimierende
Mannchen zeigen 10 Minuten nach Immobilisationsstreinen Anstieg von CORT im
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Blutplasma. Die Erhdhung liegt aber nur bei 80% déstes der Kontrolltiere. Die basalen
CORT-Spiegel in Mannchen und Weibchen zeigen kegr@nderungen im Vergleich zu den
Kontrolltieren. Jedoch ist der ACTH-Spiegel bei tgessten UCN2 Uberexprimierenden
Mannchen im Vergleich zu den Kontrollmannchen 3Gdien nach Stress im Durchschnitt
1,5-fach erhoht (Abb. 22). Auch der CORT-Wert €téd§ Minuten nach Stress bei UCN2
Uberexprimierenden Tieren tendenziell mehr an alsden Kontrolltieren. Die HPA-Achse
scheint etwas Zeit verzogert zu reagieren. Die ekGQORT-Ausschittung sowie die
Ruckkopplungseffekte sind leicht inhibiert. Eshskannt, dass die Aktivierung des CRH-R2
die Stressantwort vermindert (Bale et al., 2000)dér Studie von Bale und ihren Kollegen
wurde ein schneller Anstieg von CORT und ACTH in HGR2-knock out M&usen
festgestellt. Auch Coste und seine Kollegen konreigen, dass ein CRH-R2 Verlust bei
weiblichen Méausen 2 Minuten nach dem Stressor mereerhohten ACTH Ausschittung
fuhrt. 10 Minuten danach sind die ACTH-Spiegel jgimiedriger als in den Kontrolltieren
(Bale et al., 2000; Coste et al., 2000). Diese Emgese unterstitzen unsere Resultate. Beim
knock outdes CRH-R2 Rezeptors zeigt sich nach Immobilisastress eine akute Erhéhung
und bei der Uberexpression des CRH-R2 Agonistene eitkute Erniedrigung der
Stresshormone. Im weiteren Verlauf kommt es daneizar veranderten Rickkopplung, so
dass bei der CRH-REnock outMaus die Konzentration von ACTH erniedrigt undder
UCN2 uberexprimierenden Maus ACTH erhoht ist. DI@RT-Werte lassen sich mehrere
Minuten nach Stress leider nicht in diesen Zusaniraeg einreihen. Hier zeigen Coste und
seine Kollegen, dass es bei CRH-Ribck outMausen zu einer lang anhaltenden Erhéhung
der CORT-Werte im Blut kommt (Coste et al., 200D)ese Resultate zeigen, dass die
Aktivierung des CRH-R2 modulierend in die HPA-Achséktivitat einwirkt. Weitere
Hinweise dazu lieferte auch der Doppelbck outvon CRH-R1 und CRH-R2 in dem die
Reaktivitat der HPA-Achse noch geringer ist alsalieinigen CRH-R3knock out(Bale et al.,
2002; Preil et al., 2001). Um einen besseren Hikbh die Auswirkung von UCN2 auf die
Stresshormone zu bekommen, missen noch weitengr@bén zu verschiedenen Zeitpunkten
basal und nach Stress von UCN2 Uberexprimierendéanskbh gesammelt und untersucht
werden.

In UCN2-knock out Mausen konnte ebenso ein Unterschied im Stressimdraushalt
festgestellt werden. Ungestresste UGDck outWeibchen zeigten kurz vor der aktiven
Phase im Vergleich zu Kontrolltieren erhohte CORmmed ACTH-Werte (Chen et al., 2006).
Bei genauerer Analyse konnten Chen und seine Kerllegnen Zusammenhang zwischen den

veranderten Hormonwerten und einem verédndertensflagtamus der Weibchen feststellen.
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In unseren Experimenten waren die Weibchen undigffahd zeigten keine signifikanten
Veranderungen im Vergleich zu den Kontrolltiereneder Effekt kénnte dadurch begrtindet
sein, dass wir die Mause nicht in ihrem Ostruszyidynchronisiert hatten. Ostrogen kann die
Reaktivitat der HPA-Achse verandern (Chen et aDP&. Sind die Weibchen nicht
synchronisiert, kann es zu einer starken Streuwngudtersuchten Werte kommen, die eine
konkrete Schlussfolgerung dann nicht mehr zuladdemalso eine zuverlassige Aussage Uber
die Veranderung der Stresshormone bei Weibcherfetretu konnen, sollten diese

Experimente nach einer Synchronisation des Ostkliszgrfolgen.

6.5 Untersuchungen zum Verhalten von UCN2 Uberexpri  mierenden
Mausen

6.5.1 Dark/ Light Box Test

In derDark/ Light Boxwird die angeborene Neugier der instinktiven Aligskeit der Mause
gegenubergestellt. Mause, die sehr ,mutig” sindagsen rascher den dunklen Teil der Box
und halten sich vermehrt im hellen Teil der Box andl erkunden diesen.

In unserem ersten Versuch mit 10 bis 11 Monatendilé@usen waren keine Unterschiede
zwischen den Genotypen in den verschieden Parameteverzeichnen. Beide Genotypen
hielten sich aber ungewdhnlich lange im dunklen Kartiment auf. Dieser Umstand kénnte
darauf hindeuten, dass die Helligkeit von 700 Lfiix die Tiere zu einer so grof3en Aversion
gegen den hellen Teil der Box fluhrte, dass sie lhfadpg vom Genotyp diesen mieden.
Borbely und seine Kollegen haben festgestellt, dss_okomotion von der Intensitat des
Lichtes abhangt. Die lokomotorische Aktivitat wirdm so geringer, je hoher die
Lichtintensitat wird (Borbely et al., 1975). Daheurde das Experiment mit jungen (3 bis 5
Monate alten Mausen) bei 300 Lux im hellen Kompaeit wiederholt. Die zuvor gedul3erte
Vermutung, dass die Lichtverhéltnisse die Resultls Experiments zu stark beeinflusst
hatten, liel? sich dadurch jedoch nicht bestatigarch in diesem Versuch bevorzugten die
Mause beider Genotypen den dunklen Teil der Bowobib die Lichtintensitat im hellen Teil
nun sehr gering war. Was die Mause dazu verartasts, den hellen Teil zu meiden und sich
die meiste Zeit im dunklen aufzuhalten, bleibt spakv. Dieser Test ergab keine
Unterschiede hinsichtlich des Angstverhaltens zwgsc den UCN2 Uberexprimierenden
Mausen und den Kontrolltieren. Mdglicherweise ha Aktivierung des CRH-R2 keine

Auswirkung auf das Angstverhalten der Maus indark/Light Box Denn auch in den CRH-
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R2-knock outMausen verglichen mit Wildtypmausen kommt es in dark/Light Box(bei

400 Ix) zu keinem Genotyp spezifischen Unterscliigale 2000). Henry und seine Kollegen
konnten zudem zeigen, dass UCN2, ins laterale 8emtjiziert, nur in einer sehr hohen
Dosis (240pmol) zu einem erhéhten AngstverhalteseirDark/Light Box(bei 1000 Ix) flhrt.

Sie zeigten aulRerdem, dass das angstahnliche Yarhdurch vorausgehenden Stress
gesteigert werden kann. Gestresste Mause reagsehem auf 48pmol UCN2 mit erhdhtem
Angstverhalten in deDark/Licht Box (Henry et al., 2006). Um diesen stressabh&ngigen
Effekt auch in UCN2 Uberexprimierenden Mausen ztenrsuchen, sollten diese Mause
kinftig nach 30 Minuten Immobilisationsstress noalsmin derDark/Light Box getestet

werden.

6.5.2 Open field Test

Der Open field Test, mit dem man die allgemeine lokomotorischetivitét und das
Explorations-Verhalten der Tiere untersucht, zeldi¢erschiede zwischen den Genotypen in
beiden Altersgruppen. Die Uberexpression von UCH®tfzu einer erhdhten Aktivitat der
Mause. Sowohl die Anzahl d&earingsals auch die zuriickgelegte Strecke pro Zeitinterva
weisen daraufhin, dass die UCN2-OE Mause aktiver emegter sind als ihre Geschwister
aus der Kontrollgruppe. Diese Ergebnisse steheWiderspruch zu den Injektionsstudien, in
denen gezeigt wurde, dass UCN2 i.c.v. die motoesélktivitat reduziert (Ohata and
Shibasaki, 2004; Valdez et al., 2002; Zorrilla ket 2004). Henry und seine Kollegen haben
gezeigt, dass UCN2 injiziert in das laterale Septansehr hohen Dosen oder nach 30
Minuten Stress reduzierende Auswirkungen auf dikobmotion der Maus hat (Henry et al.,
2006). Die UCN2knock outMéause zeigen hingegen keine lokomotorischen Vendamgjen
(Chen et al., 2006). Bei den CRH-RAock outMausen von Bale und Kishimoto konnte im
Open field Test lediglich ein erhéhtes angstliches Verhalteber keine Anderung der
lokomotorischen Aktivitat festgestellt werden (Ba&keal., 2000; Kishimoto et al., 2000). In
unserem Versuchsaufbau war die Auswertung bezugleh angstlichen Verhaltens nicht
maoglich, daher kann nur eine Aussage Uber die Laktimm getroffen werden. Der Grund fir
die kontraren Ergebnisse kénnten kompensatorisdéfekte wie z.B. die Veranderung der
Expressionsstarke von CRH-R1 im limbischen Systeim. ©hata und Valdez konnten z.B.
zeigen, dass CRH die motorische Aktivitat erhdhyg dass dieser Effekt von UCN2 revidiert
werden kann (Ohata and Shibasaki, 2004; Valdez l.et2802). Bei einer standigen
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Uberexpression von UCN2 koénnte dies zu einem ,iibeesten Kompensationseffekt

fuhren und somit zu einer erhohten Lokomotion.

6.5.3 Forced Swim Test

Die Ergebnisse ddsorced Swinilests mit alteren Mausen unterstitzen die Verngjtdass
UCN2-OE Tiere eine erhthte Aktivitat aufweisen. B@vegen sich im Wasser signifikant
mehr als ihre Kontrollgeschwister. Die Tendenz srelben zu lasserfl¢ating), ist geringer.
Jingere UCN2 Uberexprimierende Mause zeigen himgdgenen Unterschied in den
untersuchten Parametern im Vergleich zu Kontro#tie was auf eine Altersabhangigkeit des
Effektes hindeutet. Masuda und seine Kollegen erign ihnren Experimenten, dass sich das
Verhalten im FST mit dem Alter und dem Geschledrémdert (Masuda et al., 2001). Die
Resultate des FST mit alteren UCN2 Uberexprimieganillausen stehen im Einklang mit
denen der CRH-RRnock outMause. Denn diese zeigen eine erhéhte ImmobiaEST
(Bale and Vale, 2003). Die UCN&ock outWeibchen verhalten sich jedoch widerspriichlich
dazu, denn sie zeigen eine erniedrigte Immobilitiét vermehrtes Schwimmen im FST (Chen
et al., 2006). Da daFloating im FST als depressionséhnliches Verhalten geweviet
(Cryan et al., 2002; Porsolt, 2000), kann man sagess altere UCN2-OE Tiere eine aktivere
Stressbewaltigungsstrategie zeigen und daher vderies depressionsahnliches Verhalten
aufweisen.

Diese Ergebnisse lassen erkennen, dass UCN2-OEeMsdtiser als Kontrollméuse sind. Ob
die erhohte Aktivitat mit einem reduzierten depress Verhalten in Zusammenhang steht,
misste in weiteren Experimenten wie z.B. bei uniaditrbarem Stress und erlernter
Hilflosigkeit genauer untersucht werden. Injektistoslien zeigen jedoch, dass UCNZ2,
injiziert in den DRN, zu einer verstarkten Reaktaurf erlernte Hilflosigkeit fuhrt (Hammack
et al., 2003b).

6.5.4 Tail Suspension Test

Im Tail Suspensiomest (Steru et al., 1985) wird erhdhte Immobiligdienso wie im FST
einem eher depressiven Verhalten zugeschrieben. dii@hte Immobilitdit kann von
bestimmten Antidepressiva wieder revidiert werdBai (et al., 2001; Porsolt, 2000). Jedoch
entspricht der aversive Stimulus des TST nicht exddm des FST. Im TST fehlt der

zusatzliche Stressfaktor, hervorgerufen durch deirp&temperaturverlust im 24-26°C
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warmen Wasser. Deshalb kann man die Ergebnisserdiests, die beide alfehavioral
dispair ausgerichtet sind, nicht ohne weiteres vergleicBamm TST konnten wir bei UCN2
Uberexprimierenden Mausen weder bei den alten beclungen Tieren einen Unterschied
im Verhalten zu Wildtyptieren feststellen. UCKBock outWeibchen zeigen hingegen eine
verringerte Immobilitat (Chen et al., 2006). Die NZknock outMannchen reagieren weder
im FST noch im TST mit verdndertem depressionsamidyerhalten. Die widersprichlichen
Resultate der verschiedenen Studien kdnnten duecjeweiligen Versuchsanordnungen, den
unterschiedlichen genetischen Hintergrund der Miaigsi oder in verschiedenen
Adaptationsmechanismen begrindet sein. Wie Hendy sgine Kollegen zeigen konnten,
potenziert Stress die Wirkung von UCN2 (Henry 20@®r Stresspegel der Maus beeinflusst
die Ergebnisse der Verhaltensexperimente. Dahe @&iinteressant, wenn man in kinftigen

Versuchen die UCN2 tUberexprimierenden Mdosst Stress untersuchen wirde.

6.6 Fressverhalten der Mause

In einer Vielzahl von Injektionsstudien konnte dggtewerden, dass UCN2 die
Futteraufnahme in Mausen und Ratten verringert (&l Hsueh, 2001; Inoue et al., 2003;
Ohata and Shibasaki, 2004; Reyes et al., 2001;il@ogt al., 2004). Auch in unserem
Experiment konnten wir bei jungen Mannchenaddlibitum Futtergabe Versuch zeigen, dass
die Futteraufnahme, durch die Uberexpression vorN2@n Gehirn, verringert ist. Bei
jungen Weibchen ist dieser Effekt geringer. Die dagfiche Tendenz der UCN2
Uberexprimierenden Weibchen weniger zu fressemsdskontrollgeschwister kbénnte jedoch
einen Hinweis darauf geben, dass die Funktion v@N® auch bei der Futteraufnahme in
Weibchen eine Rolle spielt, aber von anderen geshtdspezifischen Mechanismen
Uberlagert wird. UCN2 defiziente Weibchen zeigen eerandertes Futteraufnahme- und
Trinkverhalten (Chen et al., 2006). Um eine besgarssage lber das Fressverhalten bei
UCN2 Uberexprimierenden Weibchen treffen zu konmeisste man den Ostruszyklus der
Versuchstiere synchronisieren, um vergleichbareuRas zu erzielen. Weibchen scheinen
auch eine andere Futterverwertung als Manncherabar) da bei ihnen das Verhaltnis von
Futter zu Korpergewicht grof3er ist. Diesen gesdtitspezifischen Unterschied in der
Futterverwertung haben auch schon andere Arbefipgrufestgestellt (Ehrich et al., 2005).
Die reduzierte Futteraufnahme bei jungen UCN2 Gtpgrmierenden Mannchen schlagt sich
allerdings nicht im Gewicht der Mause nieder. UCherexprimierende junge Mannchen
wiegen durchschnittlich gleich so viel wie die Kalltiere, fressen jedoch im Laufe des
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Tages wesentlich weniger Futter. Die geringeredratifnahme bei gleichem Gewicht liel3e
sich durch eine geringere korperliche Aktivitat odder eine unterschiedlich effiziente
Futterverwertung erklaren. Die durchgefihrten Viemstests konnen dies aber nicht
bestétigen, da wir inopen fieldTest eine hdohere korperliche Aktivitat der UCN2-ODiere
festgestellt haben. Eine andere Erklarung fur wndgeobachtungen ware, dass UCN2
Einfluss auf die Magenentleerung und Darmtatigkeit, was bereits durch i.c.v. Applikation
von UCN2 nachgewiesen wurde (Martinez et al., 2004atinez et al., 2004b; Martinez et
al., 2002).

Im Gegensatz dazu stehen die Ergebnisse von altefianlichen UCN2 lberexprimierenden
Tieren. Diese Mannchen wiegen signifikant wenigeer Kontrollgeschwister, nehmen aber
mehr Futter pro Kdrpergewicht zu sich. Hier lie¢iee der Schluss nahe, dass die UCN2
Uberexprimierenden Tiere die zugefuhrte Energi€omm von Pellets anders verwerten als
die Tiere der Kontrollgruppe. Ob dieser Effekt edbeedingt ist oder an einer stressbedingten
Vorerfahrung liegt, die die alteren Tiere im Gegdnszu den jungen hatten, bleibt zu
untersuchen. Die &lteren Tiere wurden erst mi6ddonaten vereinzelt und mussten mehrere
Verhaltsversuche durchlaufen. Wahrend die jungeereTi3 Wochen vor dem Futter-
experiment vereinzelt wurden (also mit 2 bis 4 Mena und noch keine Verhaltsversuche
erfahren haben. Mdoglicherweise wirkt sich der dudiB Einzelhaltung und durch die
Versuche induzierte Stress auf die verschiedenert@een innerhalb der alten Mannchen
unterschiedlich aus. Dies kann, wie UCN2 Injekti@rsuche gezeigt haben, die Reaktivitat
der Mause auf angstliches Verhalten maf3geblicmbassen (Henry et al., 2006).
CRH-R2knock out Mause haben allerdings das gleiche Durchschnitispée wie
Wildtypmause und zeigen auch keine Unterschied&essverhaltemad libitum (Bale et al.,
2000; Kishimoto et al., 2000). Nach Futterentzughkd es jedoch bei CRH-R2 defizienten
Mé&ausen zu einem leicht anorektischen Verhaltenches sich aber nicht auf das Gewicht der
Mause auswirkt (Bale et al., 2000). Bei jungen UQNfrexprimierenden Mausen beiden
Geschlechts fuhrt der Futterentzug unabhangig voemoGp zu einer Reduktion des
Korpergewichts um ca. 10%. Alle Gruppen nehmen eiegleichbare Menge an Futter
innerhalb der ersten 24 Stunden nach Futterentzugich. Der hungerbedingte Stress
verstarkt den anorektischen Effekt von UCN2 innbrhder jungen UCN2-OE Mannchen
nicht, sondern hebt ihn auf. Die Tendenz, dassgudgGN2-OE M&nnchen weniger fressen
als Kontrollmannchen, bleibt jedoch erhalten. AdteddCN2 (iberexprimierende Ma&use
verlieren weniger Gewicht wahrend des Futterentalgsdie entsprechenden Kontrolltiere

und fressen in den ersten 8 Stunden nach Futteggntzeniger im Vergleich zu den
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Kontrollgeschwistern. Der durch den Hunger indueiedtress flihrt bei den alteren Tieren
also zu einem eher anorektischen Verhalten kurh rdem Stressor. 24 Stunden nach
Futterentzug ist dieser Effekt nicht mehr messhat die Uberexprimierenden Tiere fressen
wieder mehr als die Kontrolltiere. Moglicherweist dieser Effekt aber durch den Einfluss
des circadianen Rhythmus bedingt. UCK®ck out Weibchen zeigen eine
tagesrhythmusbedingte Verdnderung im Fressverha{@men et al., 2006). Ob das
Fressverhalten im Tagesrhythmus variiert, wurderdithgs nicht untersucht. Moglicherweise
wirkt sich der Futterentzug wahrend der dunklensehanders aus als in der hellen Phase.
Weiterhin besteht die Mdéglichkeit, dass die UCN2n@xprimierenden Mause schon vor dem
Futterentzug die nétige Menge an Futter zu siclogenen haben und sich daher der Entzug
nicht so massiv auf das Korpergewicht und auf dasud folgende hyperphage Verhalten
auswirkt. Um diesen Umstand auszuschlieRen, miggsteFressverhalten in noch kleineren
Zeitabstanden untersucht und der Futterentzug4a&t@nden ausgedehnt werden.
Zusammenfassend kann man sagen, dass UCN2 dasdrhedten bei Mannchen verandert.
Diese Veranderung ist jedoch nicht unabhéngig vowleeen &ulleren Faktoren. Die
Futteraufnahme ist ein sensibles Zusammenspiechiedener Hormone und Botenstoffe.
Viele Hormone, wie Neuropeptid Y oder Grehlin, dieden gleichen Kernen wie UCN2
exprimiert werden (z.BNcl. arcuatug, haben nachweislich Einfluss auf das Sattigunfgisde
(Podingbauer A., 2005). Ein weiterer Mechanismusr dur Sattigung fuhrt ist die
Magendehnung. Die gastrische Dehnung resultiegimer erhdhten Aktivitat von vagalen
affarenten Nervenfasern, die die Information an Neh tractus solitarii weiterleiten. Von
dort gelangen sie zum PVN. UCN2 i.c.v injiziert fiiu einer verzégerten Magenentleerung
und kénnte somit zu einem erhdhten Sattigungsgebiittagen (Martinez et al., 20044,
Tache et al., 2004). Die Uberexpression von UCN2afdebt und moduliert wahrscheinlich
das Sattigungsgefiihl, so dass es zu verandertessverbalten kommt. In welchem Mal3e
dies geschieht, hangt offensichtlich mit vielen emneth Faktoren, wie z.B. Alter und Stress

Zusammen.

6.7 Untersuchungen zum Metabolismus

Die veranderte Futteraufnahme bei UCN2-OE Tierdagtzdass sich der Metabolismus der
Tiere verandert hat. Million und seine Kollegen ktam zeigen, dass die Gabe von UCN2 die
Magenentleerung verlangsamt oder sogar inhibidsengo nimmt UCN2 Einfluss auf die
Darmperistaltik (Hsu and Hsueh, 2001; Million et, &002). Daher wurden die UCN2-OE
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Tiere fur eine Woche in Kafigen gehalten, in demesin die Exkremente einsammeln und
deren Menge quantifizieren konnte. Die Resultatgere dass UCN2 Uberexprimierende
Mause die gleiche Menge Kot abgaben wie Kontro#ti®er einzige Unterschied zwischen
den Gruppen lag in der Anzahl der abgegebenen KitB. Hier hat sich gezeigt, dass die
UCN2 Uberexprimierenden Tiere wesentlich mehr koMfodurch diese unterschiedliche
Menge an Pellets bedingt ist, konnte mit der getedhMersuchsanordnung nicht erfasst
werden. Die Darmperestaltik scheint so verdnderein, dass es zu einer Ausscheidung von
leichteren Kot-Pellets kommt. Diese Ergebnisse wemrdvon i.c.v. Injektionsstudien
unterstitzt, bei denen man festgestellt hat, d&&N,WCN2 und CRH, nicht aber UCN3, die
Darmtatigkeit anregen (Martinez et al., 2004a; e et al., 2002).

6.8 Corticosteron- Metaboliten aus dem Kot

Die gesammelten Kotproben wurden dazu verwendet, @Giucocorticoid- bzw.
Corticosteron-Metaboliten (GCM bzw. CM) der Mause kzestimmen. Eine Verédnderung
dieser Metaboliten steht im Zusammenhang mit einveranderten Aktivitat der
Nebennierenrinde (Palme et al., 2005; Touma et2803). Die Metabolisierung und die
Ausscheidung der Glucocorticoide sind stark ablgingn der Spezies, von dem Geschlecht
und den circadianen sowie von saisonalen RhythiManche Tiere scheiden die Metaboliten
eher Uber den Urin aus. Bei der Maus werden ca. @830 Weibchen) und ca. 73% (bei
Mannchen) des metabolisierten Corticosterons Ubem &ot wieder abgegeben. Die
Durchsatzrate betragt ca. 4 bis 10 Stunden unebestso geschlechtsabhangig (Palme et al.,
2005).

Um einen circadian unabhangigen Wert zu erhalterd@nu Kotproben tber einen Zeitraum
von 24 Stunden gesammelt. In den Kotproben desrekgtrsuchstags konnten im Vergleich
zu den Kotproben am siebten Versuchstag erhohte Wevte sowohl bei UCN2
Uberexprimierenden Tieren als auch bei den Koniteodin festgestellt werden. Die Haltung in
neuen Kafigen mit Gitterboden stellte offensiclitlieinen Stressfaktor fur die Tiere dar, an
den sie sich im Laufe einer Woche gewdhnten. SowiEIN2 tberexprimierende Tiere als
auch Kontrolltiere zeigen eine erhdhte Nebenni@éndenaktivitat, die sich in Form von ca.
1.5-fach erhéhten CM-Werten widerspiegelte. Zwischden Genotypen konnten wir einen
signifikanten Unterschied feststellen. UCN2 Uberewerende Mannchen haben einen fast
doppelt so hohen CM-Wert wie Kontrollmannchen. Bi&iskrepanz zeigt sich am ersten

wie am siebten Versuchstag. UCN2 tberexprimieréndee metabolisieren mehr CORT als
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Kontrolltiere, obwohl wir in den basalen Plasma-ClGRbnzentrationen dieser Mause keine
Unterschiede registrieren konnten. Es muss alseneiveiteren Mechanismus geben, der die
CORT-Konzentration im Blut reguliert. Im Blut gilets Steroid-bindende Proteine, die die
Menge an freien und aktiven Steroiden puffern. iCosteron kann z.B. vom Corticosteroid-
bindenden Globulin (CBG) gebunden werden und sdisitMenge an freiem Corticosteron
im Blut regulieren.

Ein weiterer Unterschied zeigt sich in den CM-Wertend den Plasma-CORT-Werten der
gestressten Mause. Die Plasma- CORT-Werte nachid@kger Immobilisierung, deuten
darauf hin, dass die HPA-Achse bei UCN2 Uberexmienden Mausen nicht im gleichen
Mal3e auf den Stressor mit Ausschuittung von Cotecon reagiert wie bei Kontrollmausen.
Bei UCN2 Uberexprimierenden Tieren steigen dieR&asCORT-Werte nicht so stark an wie
bei Kontrolltieren. Anscheinend reagieren UCN2 @élprimierende Tiere auf Stress mit
einer verminderten CORT-Erhéhung im Blut. Die CM+¥éezeigen jedoch deutlich, dass
UCN2 Uberexprimierende Tiere nach Stress, hervafger durch die neue Umgebung,
vermehrt Corticosteron metabolisieren. Touma undesKollegen konnten zeigen, dass der
CM-Wert bei der Maus mit der Nebennierenaktivitatsammenhangt. In diesen
Experimenten konnte er nachweisen, dass sowohésSéle auch die Gabe (i.p.) von ACTH
die CM-Werte erhoht und eine Gabe (i.p.) von Dexhason die Ausschittung von
Corticosteron unterdrickt (Touma et al.,, 2003). cAlspiegeln die Ergebnisse aus dem
Kotexperiment die Nebennierenaktivitat der Mauserhalb von 24 Stunden wider. Anhand
der Blutwerte lasst sich nur die aktuelle CORT-Kamization bestimmen, die eine grol3e
Streuung aufweisen kann. Diese Variabilitat istctiudie Blutabnahme bedingt, die nicht bei
jedem Tier genau gleich ablauft. Zusatzlich unegtli die direkte Reaktion auf
Immobilisationsstress hdochstwahrscheinlich einedeeen Mechanismus als die Reaktion auf
eine neue Umgebung. Beide Untersuchungsmethodegeregedoch, dass UCN2 eine
Auswirkung auf die Produktion und/oder die Ausstlrigy von Coritcosteron hat. Ob UCN2
direkt an der Nebennierenrinde die Ausschittung €onticosteron anregt oder ob es die
Metabolisierung von Corticosteron in der Leber bé=manigt, muss in Folgeexperimenten

untersucht werden.

6.9 Temperatur- und Fettmessung

Die Veranderungen in der Futteraufnahme und dernidosteron-Werten zeigen, dass der

Metabolismus in den UCN2 Uberexprimierenden Mauserandert ist. Die unveranderte
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Korpertemperatur liefert jedoch keine zusatzlichelnweise auf einen veranderten
Grundumsatz. Die Injektion von UCN2 i.c.v. fuhrhegen bei der Ratte zu einem erhdhten
Korpertemperaturanstieg 2 bis 4 Stunden nach gektion (Telegdy et al., 2006).

In mehreren Studien wurde gezeigt, dass chronisstress und schwere Depressionen beim
Menschen zu einer Veranderung des Metabolismugmihnd dies moglicherweise ausgelost
durch einen erhdhten Cortisol-Spiegel. Die Veraudgr des endokrinologischen
Gleichgewichts fuhrt bei vielen Patienten mit Deysien zu einer Anreicherung von
intraabdominalem, viszeralem Fettgewebe (Thakoat. €1997; Weber-Hamann et al., 2002).
Altere UCN2 Uberexprimierende Mause sind deutlieHter, haben hohere CM-Werte und
fressen wesentlich mehr als Kontrolltiere. Dieseaviderungen fiihren aber nicht dazu, dass
sich der gesamte Koperfettanteil der Mause andeet. viszerale Fettanteil der UCN2
Uberexprimierenden Mause ist zwar tendenziell h@herbei den Kontrolltieren doch lasst
sich bei einer Stichprobe von funf Tieren pro Grigpine eindeutige Aussage treffen. UCN2
Uberexprimierende Tiere haben zwar hthere CM-Walier sie scheinen nicht die typischen
Symptome des Hypercortisolimus (Cushing Syndromhahben. Die Tiere leiden nicht an
Hautatrophie, Alopezie, Osteoporose oder Stammoigits wie dies bei CRH
Uberexprimierenden Tieren, die einen Hypercortssolis haben, der Fall ist (Stenzel-Poore et
al.,1992).
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7 Zusammenfassung

Urocortin 2 (UCNZ2) ist ein Mitglied der Familie d&RH-verwandten Neuropeptide. Seine
Existenz wurde erst im Jahr 20ididsilico mit Hilfe von Homologieanalysen entdeckt. Seither
wurden mehrere Studien durchfuhrt, die zeigen, da€iN2 motorische Aktivitat, das
cardiovaculare System, angstadhnliches VerhaltengeM@ntleerung, Verdauung und vor
allem Fressverhalten beeinflusst. Um ghievivo Funktion von UCN2 besser verstehen und
analysieren zu koénnen, haben wir eine kondition&N2 Uberexprimierende Mauslinie
generiert. Hierfir haben wir eine einzelne Kopie dEN2 cDNA und ein LacZ Reportergen
in denRosa26Locus integriert. Durch eine vorgeschaltete loxdnkierte Stoppkassette kann
die Transkription von UCN2 sowie die des Reportesgenittels einer Cre-Rekombinase
konditional aktiviert werden. Zur Analyse der Fuokt von UCN2 im Gehirn, wurden die
neu generierten RIBPUENZSPUCNZ\14se mit hemizygotemestin-Cre Mausen verpaart.
Durch die Expression der Cre-Rekombinase, initicertch denNestin Promotor, wird die
Stoppkassette in den Zellen des ZNS aus dem Gemtierred und die Transkription von
UCN2 und LacZ durch delRosa26Promotor aktiviert.

Mit Hilfe von in situ-Hybridisierungen mit einer UCN2 spezifischen Sonded der
Reportergenaktivitat konnten wir zeigen, dass UGNA LacZ nur im ZNS Uberexprimiert
wird. Eine eingehende Expressionsanalyse diesersdaugab, dass die zentrale UCN2
Uberexpressiondie Transkription des CRH-Rezeptor 1 verandert. Bigpression des
Rezeptors wird in motorisch-relevanten Kernen, deeticular thalamic Nucleusnd dem
Ncl. ruber,im Gehirn erhoht. In Kernen des limbischen Systemis,der Amygdala und dem
Hipocampus wird ein kontrarer Effekt erzielt. Zudemigen die UCN2 Uberexprimierenden
Mause in Verhaltensversuchen eine héhere Aktivtét Erregbarkeit als Vergleichstiere der
Kontrollgruppe. Diese Versuchsergebnisse geheremdr veranderten Stressachsenaktivitat
einher. Die UCN2 Uberexpression im Gehirn filhrt end@m zu einer alters- und
geschlechtsabhdngigen Veranderung des Fressveal®owie einer veranderten
Darmfunktion.

Durch diese neu generierte Mauslinie haben wir tzliske Erkenntnisse Uber die
Funktionsweise von UCN2 im Gehirn erhalten. Durckrpdarungen mit anderen Cre-

Rekombinase exprimierenden Mauslinien oder Injektion viralen Vektoren, die eine Cre-
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Rekombinase Expression in bestimmten Regionen a#srid erlauben, wird es mdoglich

sein, die endogene Funktion des Neuropeptids waitiuschlisseln.
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