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1. EINLEITUNG

In dieser Arbeit steht die Untersuchung des Klickertrainings und dessen Auswirkungen auf die
F1-Generation im Fokus. Die Grundlagenforschung hat enorme Fortschritte in den letzten
Jahren gemacht, unter anderem im Bereich der Entwicklung fur tierversuchsfreie Methoden.
Tierversuche werden in der heutigen Zeit stark kritisiert und sorgen immer wieder fir
Schlagzeilen in der Offentlichkeit. Es gibt viele Vereine, die sich fir eine tierfreie Forschung
einsetzten. Diese argumentieren unter anderem damit, dass die Ergebnisse, welche anhand
eines Tiermodells gewonnen werden, nicht auf den Menschen Uubertragbar und nicht
reproduzierbar sind. Allerdings wirde es den heutigen Wissenstand nicht geben, hatte es
keine Tierversuche gegeben. Zu Beginn der Wissenschaft, stand ganz klar der

Kenntnisgewinn im Mittelpunkt.

»,We may infer that our domestic animals were originally chosen ...
because they were useful...”
(Russel & Burch, 1959)

Das Denken der Menschen hat sich mit den Jahren verandert und das Tierwohl von
Versuchstieren rickt immer weiter in den Vordergrund. Alternative Methoden, welche
Tierversuche ersetzen sollen, gewinnen immer mehr an Bedeutung. Das Bundesamt fiir Justiz
hat viele Gesetze erlassen um das Wohlbefinden der Tiere zu schitzen. Es liegt in der
Verantwortung des Menschen das Tier als Mitgeschopf vor unnétigen Schmerzen, Leiden und
Schaden zu bewahren (Tierschutzgesetzt [TierSchG] § 1). Diesen Gedanken verfolgten auch
der Zoologe William Russel und der Mikrobiologe Rex Burch. ,The Principles of Human
Experimental Technique” (W. M. S. Russell, 1959) ist der Titel ihres Buches, welches sie 1959

schrieben und in welchem sie zum ersten Mal ihr 3R Prinzip schildern.

1.1 DiEe 3R LEITLINIEN: REPLACE, REDUCE, REFINE

Die 3Rs stehen fur den Verzicht (replace) auf Tierversuche, die Verringerung (reduce) der
Tieranzahl in Versuchen und die Verbesserung (refine) von Schmerzen, Leiden und Schaden
an Versuchstieren durch weniger belastende Versuche. In Anlehnung daran entstand am 24.
November 1986 die erste Richtlinie der europaischen Gemeinschaft (86/609/EWG)
(Gemeinschaft, 24.11.1986). Diese Richtlinie dient dem Schutz der fir wissenschaftliche
Zwecke verwendeten Tiere in Versuchen auf europaischer Ebene. Nach dem Erlass dieser

Richtlinie gab es einige Unterschiede in der Rechts- und Verwaltungsvorschrift zwischen den
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Mitgliedstaaten. Einige hatten ein hohes Schutzniveau fiur die Tiere, wohingegen andere
Mitgliedstaaten nur die Mindestanforderungen erflllten. Durch eine Angleichung der
Gesetzgebung sollten diese Unterschiede zwischen den Mitgliederstaaten beseitigt werden.
Am 22. September 2010 wurde deshalb die Richtlinie 86/609/EWG durch den Erlass der
Richtlinie 2010/63/EU des europdaischen Parlaments und des Rates der europaischen Union
abgel6st (Europdaische Parlament and Union, 2010). So wurde das 3R Prinzip Uber die
Richtlinie 2010/63/EU in nationales Recht implementiert. Nicht nur auf nationaler Ebene
gewinnt das 3R Prinzip immer mehr an Bedeutung, sondern auch auf internationaler Ebene.
Es gibt bereits weit mehr als 30 Zentren weltweit, die sich fur eine bessere Umsetzung der
3Rs einsetzen (Harrison, 2024). Jedes dieser 3R Zentren hat seinen eigenen Schwerpunkt
wie z. B. Ersatzmethoden fir Tiermodelle zu etablieren oder Verbesserungen in der
Medikamentengabe fir die Tiere zu entwickeln (Schalbetter et al., 2021). Aber eines haben
sie alle gemeinsam, sie mdchten die Menschen davon Uberzeugen, die Art und Weise zu

Uberdenken und zu &ndern, wie Versuche seit Jahrzehnten gemacht werden (Harrison, 2024).

1.1.1 REPLACEMENT (VERZICHT)

Der Schwerpunkt Replacement beschéftigt sich mit dem Verzicht von Tierversuchen indem
diese durch tierfreie Alternativmethoden ersetzt werden. Wissenschaftliche Fragestellungen
sollen durch den Einsatz von Zell- Gewebe- und Organkulturen (in-vitro) untersucht werden.
Als Alternative dienen Mikroorganismen (SET, 2024) oder Organismen in frihen
Entwicklungsstufen, z.B. Hilhnerembryonen (in-ovo). Diese Hihnerembryonen empfinden bis
einschlieBlich 12. Bebritungstag keine Schmerzen, daher werden diese oft als
Alternativmethode in der Forschung eingesetzt (Werner, 2024, Miebach et al., 2022). Einige
wissenschaftliche Fragestellungen lassen sich auch mit Hilfe von menschlichen Proben, wie
zum Beispiel Blut (Challa et al., 2023) erforschen. Um ganz auf menschliche und tierische
Proben zu verzichten, konnen Computermodelle (in-silico) eingesetzt werden.
Computermodelle haben einige Vorteile gegeniber in-vitro Modellen (SET, 2024). So nutzt
eine Forschergruppe in New York das maschinelle Lernen mithilfe von kinstlicher Intelligenz
dazu, die Uberlebensfahigen Embryonen zu bestimmen. Denn nur diese werden bei einer
kunstlichen Befruchtung (In-vitro-Fertilisation) transferiert und implantiert (Barnes et al., 2023).
Eine andere Gruppe nutzt ein mathematisches Computermodell (Deep-Learning-Model), um
das Wachstum von Hirntumoren mit Hilfe von vorherigen magnetresonanztomographischen
Aufnahmen (Bildgebungen) vorherzusagen. Das Verfahren beruht auf der Bestimmung der
Diffusivitat und der Proliferationsrate von Tumorzellen. Anhand dieser Parameter kann die
kunstliche Intelligenz eine Vorhersage Uber das Wachstum der Tumore machen. Dies

ermoglicht eine effektivere Therapiemdglichkeit (Meaney et al.,, 2023). Eine weitere
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Ersatzmoglichkeit von Versuchstieren ist die Anwendung von Dummies fur Schulungszwecke
in der Aus-, Fort- und Weiterbildung. Ein Beispiel dafir ist die Anwendung von therapeutischen
Nanopartikeln in der Krebsforschung. Die Behandlung von Pankreaskarzinomen mit
magnetischen Nanopartikeln durch Hyperthermie und lokaler Wirkstofffreisetzung ist ein
schwierigeres Verfahren. Die magnetischen Nanopartikel werden Uber ein Endoskop in den
Magen eingebracht. Danach muss ein magnetischer Speicher an der Magenwand mit
Schleifen und Klips fixiert werden. Mithilfe dieses Speichers wird ein magnetisches Feld
erzeugt, das die Nanopartikel am Tumor platziert. Um dieses Verfahren zu erlernen, wurde ein
3-D-Modell anhand computertomographischer Bilder des menschlichen Pankreas gedruckt.
Anhand dieses Modells kann die richtige Platzierung der Nanopartikel getibt werden, ohne
dafir tierisches Gewebe zu nutzen (Roeth et al., 2021). Es gibt zahlreiche andere
wissenschaftliche Gruppen, die an Alternativmethoden forschen, um Tierversuche zu
vermeiden. In einigen Forschungsgebieten muss tierisches Gewebe noch genutzt werden.
Eine tierfreie Alternative dazu bietet die Organchip-Technologie. Bei der Organchip-
Technologie werden gespendete Zellen von Patienten auf Kunststoff Chips aufgebracht und
kultiviert. Die haufigste Anwendung findet im Bereich der Medikamententestung statt. Ein
Biotechnologieunternehmen aus Jena nutzt diese Methode z. B., um die pathogene Wirkung
eines Hefepilzes (Candida albicans) auf den Darm zu untersuchen. Fir diese Untersuchung
wurden zu dem Hefepilz und den Darmzellen noch Immunzellen auf den Chip aufgebracht, um
den Entzindungsprozess und den Schwergrad der Infektion bewerten zu kénnen. Zudem
wurde die Wirkung des Antimykotikums (Caspofungin) auf verschiedene Erregerstamme des
Hefepilzes bewertet. Die Ergebnisse zeigten, dass eine Behandlung mit dem Antimykotikum
die Vermehrung und die Ausbreitung des Erregers reduzierte. Eine Infektion kann dadurch
verhindert werden. Diese Ergebnisse zeigen grol3es Potenzial in der Organchip-Technologie
und in der tierfreien Testung von Medikamenten (Kaden et al., 2024). In diesem Abschnitt
wurden bereits einige tierfreie Methoden erwahnt, jedoch gibt es weit mehr. Datenbanken wie

SMAFIRA oder NAT-Database liefern weitere Informationen tber Alternativmethoden.

1.1.2 REDUCTION (VERRINGERUNG)

Die Anzahl an Versuchen, sowie die daftir verwendeten Tiere soll auf ein Minimum verringert
werden. Die Tierschutz-Versuchstierverordnung (8 31 Abs. (1) 1c)) fordert eine
wissenschaftliche Rechtfertigung der Art, der Herkunft, des Lebensabschnittes und der
geschatzten Anzahl der fur das Versuchsvorhaben vorgesehene Tiere darzulegen. Daflr ist
eine sorgféltige statistische Planung notwendig. Es gibt zahlreiche Hilfsmittel zur Berechnung
der Versuchsvorhaben, wie z. B. der Experimental Design Assistent (Assistant, 2024) oder der

ein Programm zur Berechnung der StichprobengrofRe (G*Power) (Dusseldorf, 2024). Diese
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Plattformen bieten Wissenschaftlern eine Hilfe, ihre Experimente optimal zu planen. In
manchen Fallen empfiehlt es sich von Fachleuten (statistische Beratungsstellen) beraten zu
lassen. Eine weitere Mdoglichkeit, Tierzahlen zu verringern ist die Verwendung von
bildgebenden Verfahren wie Magnetresonanztomographie (MRT) oder Computertomographie
(CT). Hierbei kdnnen Tiere ohne invasive Eingriffe untersucht werden. Es kénnen mehrere
Bilder zu verschiedenen Zeitpunkten von nur einem Tier aufgenommen werden. Dadurch
kénnen Veranderungen im Gewebe (z. B. Tumore) erkannt werden, ohne dass das Tier dafir
euthanasiert wird. AuRerdem bietet diese Technik die Mdglichkeit Substanzen zu testen und
ihre direkten Auswirkungen zu beobachten. Das Deutsche Primatenzentrum in Gottingen
befasst sich seit 2015 mit der funktionellen Bildgebung und fuhrt diverse Forschungsprojekte
durch, deren Ziel es ist, zukinftig weniger Tiere im Versuch verwenden zu missen
(Primatenzentrum, 2024). Eine weitere Methode die zur Reduktion von Tierzahlen beitragt, ist
die Kryokonservierung von Mauslinien, die aktuell oder zeitweise keine wissenschattliche
Verwendung haben (Schenkel, 2006). Bei diesem Verfahren werden Spermien oder
Embryonen von z.B. gentechnisch veranderten Mauslinien eingefroren und anschliel3end in
flissigem Stickstoff bei-196° Grad gelagert (Whittingham et al., 1972). Wird die Mauslinie zu
einem spateren Zeitpunkt wieder bendtigt, werden die Spermien oder Embryonen revitalisiert.
Die revitalisierten Embryonen werden anschlieBend in die Amme transferiert (Embryotransfer).
Bei Spermien ist eine In-vitro Fertilisation nétig. Eine Kryokonservierung mit anschlieRender
In-vitro Fertilisation und Embryotransfer erméglicht es die Zuchten aufzulésen und erst zu
Versuchsbeginn wieder neu zu zlichten. Das hat den Vorteil, dass die Mauslinien, die vorerst
nicht mehr benétigt werden, nicht ohne Grund gezlichtet werden. Es werden keine
Uberzahligen Tiere produziert und die Versuchstierzahl kann dadurch massiv reduziert werden
(Schenkel, 2006, Guan et al.,, 2012). Ein weiterer wichtiger Beitrag zur Reduzierung der
Uberzahligen Tiere ist die Verwendung beider Geschlechter in den Versuchen. In der
biomedizinischen Forschung werden nach wie vor h&aufiger mannliche als weibliche Tiere
eingesetzt (Will et al.,, 2017). Die Begriindung dafir ist, dass weibliche Tiere wegen ihrer
Schwankungen im Hormonhaushalt keine zuverlassigen und reproduzierbaren Daten liefern.
Diese Denkweise ist jedoch veraltet. Studien belegen, dass weibliche Tiere wahrend des
Ostruszyklus im offenen Feld Test (OF) sogar weniger variable Ergebnisse liefern, als die
mannlichen Tiere (Levy et al., 2023). Ein weiterer Vorteil gegeniiber den mannlichen Tieren
ist ihre unkomplizierte Haltung. Blutige oder sogar tddliche Auseinandersetzungen aufgrund
von Revierkdmpfen gibt es bei den weiblichen Tieren selten (Latham and Mason, 2004). Eine
Einzelhaltung bei mannlichen Tieren kann ab einem gewissen Alter mit hoher
Wahrscheinlichkeit erforderlich werden. Die Einzelhaltung von weiblichen Tieren ist &ulerst
selten erforderlich, da sie auch im fortgeschrittenen Alter noch gut in Gruppen integrierbar sind

und den sozialen Austausch innerhalb der Gruppe bevorzugen (Meijer et al., 2006). Trotz
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dieser Vorkehrungen und Prufungen werden dennoch Tiere in der Forschung euthanasiert.
Nicht alle Organe werden immer fir die Auswertung verwendet. Die Organe, die nicht
verwendet werden, koénnen auf Plattformen geteilt werden. So kann ein anderer
Wissenschatftler sich die Organe beschaffen, ohne selber ein Tier daflr zu halten. Das Gleiche
bezieht sich auch auf lebende Tiere. Die Tiere, die ein Versuchsvorhaben Uberleben, kdnnen

freigegeben werden und mit anderen geteilt werden (Czubala et al., 2022).

1.1.3 REFINEMENT (VERBESSERUNG)

Die Forschungsarbeiten unter dem Thema Refinement beschéaftigen sich mit der
Verbesserung des Wohlbefindens der Tiere und der Verbesserung der Validitat der
Forschungsergebnisse. Dazu gehort nicht nur eine artgerechte Haltung mit ausreichend Platz
nach der europdischen Richtlinie Anhang Il Teil B. Artspezifischer Teil, Tabelle 1.1.
(Europaische Parlament and Union, 2010), sondern auch die Minimierung von Angst, Leiden
und Schmerzen, die durch eine Versuchsmethode verursacht werden. Eine Methode, die sich
bewahrt hat, ist das Anreichern eines Kéfigs (sogenanntes Enrichment). Das Anreichern
erfolgt Uber Gegenstande in allen mdglichen Formen, Farben und Materialien. Dazu zéhlen
diverse Unterschlupfmdglichkeiten (Hauser, Tunnel, usw.), verschiedene Nestbaumaterialien
(Sizzle Nest, Tucher, usw.), Laufrader, Nagehdlzer, Einstreu und vieles mehr. Es zeigte sich,
dass Kafige, welche mit mehr Material angereicht waren, als die Standardkéfige, das
Wohlbefinden der Tiere verbesserten. So haben die Tiere ihre natirlichen Verhaltensweisen
(klettern, verstecken, Nestbau, springen, laufen, putzen, graben, soziale Interaktion usw.)
intensiver ausgelbt (Key, 2004). Die Tiere in angereicherten Kafigen zeigen zudem ein
reduziertes Angstverhalten, eine bessere Gehirnentwicklung und weniger abnormale
Verhaltensweisen (Wolfer et al., 2004). Jedoch kdénnen diese Ergebnisse sehr stark variieren.
Bei mannlichen Mausen wurde festgestellt, dass die Kafiggrélie, sowie die Gruppengrol3e das
Aggressionsverhalten beeinflussen kdnnen. Es empfiehlt sich daher die mannlichen Tiere in
einer GruppengrofRe von 3-5 Tieren zu halten. Die Anzahl der Tiere sollte an die K&figgrolie
angepasst sein (Van Loo et al., 2001). Im vorherigen Abschnitt wurde bereits erwéahnt, dass
die mannlichen Tiere aufgrund der aggressiven Auseinandersetzungen jedoch oft einzeln
gehalten werden mussen. Eine Moglichkeit, das daraus folgende Defizit an sozialem Kontakt
zu verbessern, ist die Anreicherung mit gentigend Nestbaumaterial (Van Loo et al., 2004). Ein
weiteres Problem ist die Tatsache das es stammspezifischen Unterschiede gibt. Bei dem
C57BL Stamm fihrten die Anreicherungen zu reaktiveren und aufmerksameren M&ausen,
wohingegen die Tiere des BALB/c Stammes ein erhéhtes Mal3 an Angst zeigten (van de Weerd
et al.,, 1994). Im Vergleich zu dem SWISS (RjOrl:SWISS) Stamm zeigen die C57BL/6JR]

Mause aufgrund der Auswertungen des erhdhten Pluslabyrinths und des offenen Feld Tests,
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Veranderungen im Verhalten in Abhangigkeit der Anreicherungen (Bailoo et al., 2018). Es
wurden nicht nur stammspezifische Unterschiede nachgewiesen, sondern auch Unterschiede
zwischen dem Geschlecht. In Abhangigkeit der Anreicherungen im Kafig zeigen die
mannlichen Tiere eine erhdhtes MalR an angstlichem Verhalten (van de Weerd et al., 1994)
wohingegen den weiblichen Tieren eine langere Laufstrecke und eine langere
Aufenthaltsdauer in den Ecken im offenen Feld Test nachgewiesen wurde (Bailoo et al.,
2018). Die Daten variieren sehr stark zwischen Geschlecht und Stamm und daher kann eine
allgemein glltige Aussage Uber eine Empfehlung der Anreicherungen im Kéafig nicht getroffen
werden. Ein weiterer Faktor der berlcksichtigt werden sollte, ist das durch die Anreicherung
mit Nestbaumaterial die Entwicklung der Nachkommen verbessert werden (Leidinger et al.,
2019). Durch eine gréRere Menge an Einstreu kénnen die Tiere ihr natirliches Grabverhalten
besser austiben (Freymann et al., 2015). Die Austibung nattrlicher Verhaltensweisen fiihrt zu
einem verbesserten Wohlbefinden. Jedoch reichen Kéfiganreicherungen alleine oft nicht aus
und es kann mehr unternommen werden. Durch die Handhabung mit der Hand kann das
Wohlbefinden der Méause deutlich verbessert werden. Das routinemaRige Hochheben der
Labormause an der Schwanzbasis I6st Stress- und Angstreaktionen bei der Maus aus, was zu
Aversionen gegenlber dem Wissenschatftler fihrt. Hier wurde zum Hochheben der Tiere ein
Tunnel sowie die Hand evaluiert. Die Handhabe von Mausen mit Hilfe von Tunneln oder direkt
durch die Hand zeigt eine deutliche Reduzierung des Angst-assoziierten Verhaltens der Tiere
und eine gesteigerte Interaktion mit dem Experimentator im Vergleich zu der Handhabe am
Schwanz. Dieser Unterschied zeigt sich sowohl bei den weiblichen als auch bei den
mannlichen Tieren bei verschiedenen Stammen (BALB/c, C57BL/6 und ICR(CD1)) (Hurst and
West, 2010, Gouveia and Hurst, 2013). Nicht in jedem Kafig ist aufgrund von Platzmangel
immer die Option vorhanden, einen weiteren Tunnel hinzuzufligen. Dennoch profitieren die
Tiere von der Tunnelhandhabung, auch wenn sie nicht mit ihrem eigenen, sondern einem
fremden Tunnel hochgehoben werden. Es muss nicht zwangslaufig ein separater Tunnel fir
jeden individuellen Kafig genutzt werden (Gouveia and Hurst, 2013). Ein zeitlicher
Mehraufwand, um die Tiere an den Tunnel zu gewdhnen, konnte widerlegt werden. Eine kurze
Sequenz von nur 2 Sekunden genlgt, um die Tiere an den Tunnel zu gewdhnen. Diese
Gewohnung kann wahrend der routinemaRigen Kafigreinigung stattfinden ohne das
zusatzliche Zeit in Anspruch genommen wird (Gouveia and Hurst, 2019). Die Handhabe mit
dem Tunnel hat einen weiteren Vorteil. In der biomedizinischen Forschung sind Injektionen
Ublich und werden haufig angewendet. Hierbei kann die Handhabe mit dem Tunnel die
freiwillige Interaktionszeit mit dem Experimentator nach wiederholten subkutanen Injektionen
stark verbessern. Auch das Angst-assoziierte Verhalten nach der Injektion kann durch die
Tunnelhandhabung reduziert werden. Am Schwanz fixierte Mause interagieren nach der

subkutanen Injektion kaum noch mit dem Experimentator und zeigen eine Steigerung des
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Angst-assoziierten Verhaltens in Verhaltenstests. Die Tunnelhandhabung zeigte hier deutliche
Verbesserungen des Wohlbefindens der Tiere mit minimalem Zeitaufwand (Gouveia and
Hurst, 2019).

Ein weiterer wichtiger Aspekt zum Thema Refinement ist die Beurteilung und Behandlung von
Schmerzen. Bei Nagetieren ist die Beurteilung des Gesundheitszustandes und des
Wohlbefindens oft schwierig und fuhrt zu Fehlern in der Interpretation ihres Verhaltens.
Verschiedene psychologische und physiologischen Parameter dienen dazu, den
Gesundheitszustand und den Grad des Wohlbefindens zu bestimmen. Zu den
psychologischen Parametern z&hlen die Auswertungen des Verhaltens (Aktivitat,
Korperhaltung, Korperpflege, soziale Interaktion) der Tiere. Die physiologischen Parameter
wie Herzfrequenz, Temperatur, Kérpergewicht oder Hormone liefern ebenfalls Aussagen tber
den Gesundheitszustand und das Wohlbefinden (Rinwa et al., 2024). Je mehr Parameter
bertcksichtigt werden, desto genauer ist die Aussage Uber den Zustand der Tiere. Nach einem
chirurgischen Eingriff oder Krankheitsmodell ist die Uberwachung des Zustandes der Tiere
unerlasslich. Sobald Abweichungen vom Normalzustand auftreten, muss entsprechend
gehandelt werden. Videoaufzeichnungen ermdglichen es den Wissenschaftlern, eine 24
Stunden lange Uberwachung durchzufiihren, unabhéngig vom Einfluss des Menschen. Dieser
Einfluss kénnte dazu filhren, dass die Tiere andere Verhaltensweisen zeigen und der
Gesundheitszustand falsch wahrgenommen wird (Kunczik et al., 2019). Die Uberwachung des
Heimatkafigs (homecage monitoring) kann ebenfalls zur Bestimmung des Zustandes der Tiere
dienen. Entsprechend entwickelte Monitoring-Kafige haben viele verschiedene Funktionen
darunter die Bestimmung der Aktivitat und des Aufenthaltsorts von Tieren (Grieco et al., 2021).
Die digital Uberwachung im Heimatkéfig (digital homecage monitoring — DHCM) ermdglicht es,
mit Hilfe einer kiinstlichen Intelligenz einen Algorithmus zu entwickeln, der es mdglich macht
Verhaltensauffalligkeiten zu erfassen und mitzuteilen, ohne dass der Mensch einen direkten
Einfluss auf die Tiere hat (iMouse). Eine sorgféltige Uberwachung der Tiere ermdglicht eine
angemessene Behandlung nach einem Eingriff. Dazu zahlt die Anwendung und Dosierung von
Arzneimitteln zur Schmerzlinderung und somit zur Verbesserung des Wohlbefindens.
Buprenorphin ist ein haufig verwendetes Schmerzmittel bei Mausen (Rudeck et al., 2020). Dies
wird alle 4-8 Stunden subkutan injiziert (Jirkof et al., 2015). Fir die Applikation des
Schmerzmittels muss das Tier kurzzeitig fixiert werden. Dies bedeutet jedoch wieder Stress
fur das Tier. Eine gute Refinementmethode ist es also, dem Tier die Medikamente zu
applizieren ohne es dafir zu fixieren. Das Gleiche betrifft auch die Probenentnahmen z. B.
Blut aus der Schwanzvene. Dafiir bietet sich ein weicher Untergrund (z. B. VetBet) an, an dem
sich die Tiere festhalten kdnnen. So kann dem Tier etwas appliziert oder enthommen werden,
ohne es daflr zu fixieren. (Rinwa et al., 2024). Ein solcher minimaler Eingriff hat den Vorteil,
dass er zudem noch das Infektionsrisiko minimiert. Bei der Verwendung einer oralen
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Schlundsonde kommt es oft zu Verletzungen oder Reizungen im Rachenraum. Hier bietet es
sich als Refinementmethode an die Applikation der Substanz mit einer Pipettenspitze
durchzufuhren. Zwar muss die Maus hierzu noch fixiert werden, aber es wird keine Sonde bis
in den Magen eingefuhrt (Gulin et al., 2020). Das Klickertraining wird ebenfalls als
Refinementstrategie zur Verbesserung des Tierwohls eingesetzt. Durch das Training kann
unter anderem die Langeweile der Tiere reduziert werden, was zu einer Steigerung des
Wohlbefindens fiihrt (Mieske et al., 2022). Ein verbessertes Tierwohl fihrt zu einer langeren
Interaktion mit dem Wissenschaftler und somit zu einem reduzierten Angst-assoziierten
Verhalten (Gouveia and Hurst, 2019).

1.2 GESCHICHTLICHER ASPEKT UND GRUNDLAGEN DES TRAININGS

Das Klickertraining ist eine Methode, um ein gewiinschtes Verhalten positiv zu verstarken. Der
Klick (sekundarer Verstéarker) soll ein bestimmtes Verhalten bestétigen und dient als zeitliche
Uberbriickung bis zur Belohnung (primérer Verstarker). Die Belohnung (z. B. Futterbelohnung)
wird dazu benutzt, das Verhalten positiv zu verstarken, damit die Tiere dieses Verhalten o6fter
anbieten. In der heutigen Zeit findet die Form des Trainings nicht nur bei unseren Haustieren
Anwendung, sondern auch in der Forschung. Hier wird es nicht nur bei Hunden (Cimarelli et
al., 2021) und Katzen (Kogan et al., 2017) angewendet, sondern auch bei Hilhnern (Mahlis et
al., 2023) oder Grolitieren wie Schweinen (Paredes-Ramos et al., 2020) und sogar bei Affen
(Gillis et al.,, 2012). Durch das Training ist es mdglich, spontan und freiwillig gezeigte
Verhaltensweisen zu verstarken, damit diese 6fter wiederholt werden. Kaninchen, die mit dem
Klicker trainiert werden, laufen freiwillig in eine Box zum Wiegen. Mittels dieser Box kénnen
die Tiere unkompliziert und stressfrei transportiert werden (Hohlbaum et al., 2024). Hihner,
die trainiert werden, laufen freiwillig zur Blutentnahme wohingegen die untrainierten Huhner
gefangen werden missen (Mabhlis et al., 2023). Somit ist das Training eine geeignete Methode
um Stress abzubauen, was gleichzeitig das Wohlbefinden steigert. Das Prinzip des Trainings
basiert auf der Grundlage der Konditionierung. Den Grundstein dafir legten diverse Forscher
des Behaviorismus fest, wie Edward Lee Thorndike, lwan Petrowitsch Pavlov und Burrhus

Frederic Skinner.

1.2.1 LAwW OF EFFECTS — DAS GESETZ DER WIRKUNG VON EDWARD THORNDIKE

Edward Thorndike (1874 — 1949) forschte in seiner Dissertation Uber die Intelligenz der Tiere.
Seine Forschung fokussierte sich auf Verhaltensstudien von Katzen, Hunden und Huhnern

(Woodworth, 1950). Er stellte die Theorie vom "Lernen durch Versuch und Irrtum® (,trial and
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error”) mit zufalligem Erfolg auf. Um dies zu prifen, sperrte er hungrige Katzen in eine Box.
Die Box lie3 sich durch das Bestatigen von komplexen Mechanismen wie Hebeln, Kndpfen
und Riegeln 6ffnen. Hatten die Tiere das geschafft, wurden die Tiere mit Futter belohnt. Um
ausschlieBen zu kdnnen, dass es sich hier um einen zufélligen Erfolg handelt, wiederholte er
den Versuch und erstellte eine Lernkurve. Er bemerkte, dass die Zeitspanne bis zum Erfolg
stetig abnahm. Er erklarte dies damit, dass das Entkommen aus der Box durch das Futter
verstarkt wurde. Auf diesem Erkenntnisgewinn basierte seine Lerntheorie: ,Law of Effects®
Erfolgt auf eine Reaktion eine positive Konsequenz (Futter), dann werden die Situation (Reiz)
und die Reaktion gefestigt bzw. verstarkt. Tritt diese Situation (Reiz) noch einmal auf, wird die
Reaktion mit einer gréReren Wahrscheinlichkeit wiederholt. Tritt jedoch eine negative
Konsequenz auf eine Reaktion, wird diese weniger gezeigt (,Negativ Law of Effects”) (Brown,
1912).

Edward Thorndike wurde somit zu einem Begrinder des Behaviorismus. Auf dessen
Grundlage beruhen die Theorien von F. B. Skinner Uber die operante Konditionierung. Nicht
nur die Theorie der operanten Konditionierung tragt zu einem grundlegenden Verstandnis des
Lernprozesses bei, sondern auch die Forschung von Iwan Pavlov zur klassischen
Konditionierung, welche er zur gleichen Zeit, wie Thorndike, begann. Zusammen legten sie

die theoretischen Grundlagen fur das Verstandnis des Lernprozesses fest.

1.2.2 KLASSISCHE KONDITIONIERUNG

Iwan Pavlov war ein russischer Physiologe, der durch seine Forschung Uber den klassischen
Konditionierungsprozess beriihmt wurde. In seinem Experiment mit den Hunden fand er
heraus, dass sie nach wiederholtem Vorzeigen eines neutralen Reizes (Glockenton) und eines
unkonditionierten Reizes (Futter) schliellich begannen, auf den neutralen Reiz mit einer

konditionierten Reaktion (Speichelfluss) zu reagieren (Abbildung 1)(Pavlov, 1927).
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Vor der Konditionierung

Futter Speichelfluss

' |6st automatisch aus -
Unkonditionierter ] j A% -._\ Unkonditionierte Reaktion
Stimulus (UCS) } X (UCR)
Ton Kein Speichelfluss
Neutraler J . M Keine Reaktion oder
Stimulus (NS) } } N irrelevante Reaktion

Wahrend der Konditionierung

Ton P Speichelfluss
J gefolgt von l6st aus '
|J J — s . _ '
[ |

Konditionierter } | N Unkonditionierte Reaktion

Stimulus (CS) (UCR)
Unkonditionierter Stimulus (USC)

Nach der Konditionierung

Ton .
iﬂ |6st aus . Speichelfluss

Konditionierter

Stimulus (CS) } Konditionierte Reaktion (CR)

Abbildung 1: Grundlagen der klassischen Konditionierung. Vor der Konditionierung Iost
ein unkonditionierter Stimulus (UCS) automatisch eine unkonditionierte Reaktion (UCR) aus.
Ein neutraler Stimulus (NS), z. B. ein Ton, lést hingegen keine Reaktion aus. Wahrend der
Konditionierung wird der konditionierte (Ton) mit dem unkonditionierten Stimulus (Futter) in
Verbindung gebracht. Durch diese Verbindung wird ein neutraler Stimulus zu einem
konditionierten Stimulus und l6st eine konditionierte Reaktion (Speichelfluss) aus. Diese ist
der unkonditionierten Reaktion (UCR) ahnlich (Erstellt mit BioRender.com).

1.2.3 OPERANTE KONDITIONIERUNG

B. F. Skinner war ein amerikanischer Psychologe, welcher das Verstandnis der Lernprozesse
durch seine Forschung zur operanten Konditionierung erweiterte. Seine Forschung basiert auf
den Grundlagen von der Theorie von E. L. Thorndike ,Law of Effects”. Skinner zeigte, dass

das Verhalten durch Konsequenzen geformt werden kann.

"Boy, have | got this
guy conditioned!
Every time | press the
bar down he dropsina
piece of food."

Abbildung 2: A Case History in Scientific Method, B. F. Skinner (1955).
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Er fuhrte den Begriff der Verstarkung ein. Ein Verhalten kann demnach durch vier
Konsequenzen geformt werden: positive und negative Verstarkung sowie positive und

negative Bestrafung (Tabelle 1).

Tabelle 1. Kontingenzschema. Positive und negative Verstarkund und Bestrafung
(Schermer, 2006).

Verhalten wird haufiger gezeigt Verhalten wird seltener gezeigt
Hinzuftigen Positive Verstarkung Positive Bestrafung
eines Reizes (PV) (PB)
Wegnehmen Negative Verstarkung Negative Bestrafung
eines Reizes (NV) (NB)

Negative Bestrafung (NS):

Ein Verhalten wird negativ bestraft, wenn auf eine Reaktion eine angenehme Konsequenz
ausbleibt. So wird der Maus das Futter entzogen, sobald sie in den Tunnel lauft. Die Maus

wird das Verhalten seltener zeigen.

Positive Bestrafung (PB):

Ein Verhalten wird positiv bestraft, wenn auf eine Reaktion eine unangenehme Konsequenz
folgt. Lauft die Maus in den Tunnel, wird sie mit Luft angepustet. Aufgrund dessen wird die

Maus das Verhalten weniger zeigen und lauft seltener in den Tunnel.

Negative Verstarkung (NV):

Ein Verhalten wird negativ verstarkt, wenn eine unangenehme Konsequenz ausbleibt oder
beendet wird. Die Maus wird die ganze Zeit mit Luft angepustet und sobald sie in den Tunnel

[&uft, hort der Luftstrom auf. Auch hier wird die Maus das Verhalten 6fter zeigen.
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Positive Verstarkung (PV):

Ein Verhalten hat eine positive, angenehme Konsequenz zur Folge. Die Maus zeigt spontan
ein freiwilliges Verhalten, z.B. lauft sie in einen Tunnel. Dieses Verhalten wird mit Futter

belohnt. Daraufhin wird die Maus das Verhalten ofter zeigen (Skinner, 1938).

Reiz Reaktion

Maus lauft in den Tunnel

Schokolade wird

entzogen |" Negative
I ~ Bestrafung

Maus lauft in den Tunnel Maus erhalt
einen

Luftstrom, Positive

wenn sie in O Bestrafun
g

lauft

Maus erhalt permamenent .
einen Luftstrom Der Luftstrom wird

weggenommen,
—_— sobal die Maus in f Negative
=5 l den Tunnel lauft | “_" Verstirkung
) )
Maus l&uft in den Tunnel

—_— - .
S Maus bekommt Verstirkung
Schokolade ’

Abbildung 3: Operante Konditionierung: positive und negative Verstarkung sowie
Bestrafung. Negative Bestrafung: Die Maus zeigt ein Verhalten (lauft in den Tunnel) und
bekommt die Belohnung (Schokolade) entzogen. Die Maus wird das Verhalten seltener
zeigen. Positive Bestrafung: Die Maus zeigt ein Verhalten (l&uft in den Tunnel) und erhalt einen
Luftsrom. Die Maus wird das Verhalten seltener zeigen. Negative Verstarkung: Die Maus erhalt
permanent einen Luftstrom. Sobald sie ein bestimmtes Verhalten zeigt (lauft in den Tunnel)
wird der Luftstrom entfernt. So lernt die Maus mit dem Entfernen des negativen Reizes,
welches Verhalten den gewilinschten Erfolg bringt, und sie wird es o6fter zeigen. Positive
Verstarkung: Die Maus zeigt ein Verhalten (lauft in den Tunnel) und bekommt daraufhin eine
Belohnung (Futter). Sie lernt durch positive Verstarkung. Somit wird sie das Verhalten ofter
zeigen (Erstellt mit BioRender.com).

Um welche Verstarkung bzw. Bestrafung es sich handelt, hangt unter anderem von der
Reaktion des Tieres ab. Altere Tiere kénnen sich an einen bestimmten Reiz gewohnen.
Wohingegen jingere Tiere den Reiz anders empfinden kénnen. So wird ein Verhalten bei
alteren Tieren, die den Verstarker (z. B. Futter) als Belohnung bereits kennen, positiv verstarkt.
Fur junge Tiere, die die Belohnung noch nicht kennen, wirkt sich dies als positive Bestrafung

aus. Das Verhalten, welches haufiger gezeigt werden soll, wird seltener.
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Nicht nur der Verstarker spielt eine Rolle, sondern auch die Motivation. Ist diese nicht grof3
genug, wird das Tier das erwinschte Verhalten nicht zeigen. Angenommen Thorndike hatte
eine gesattigte Katze in die Box gesetzt. Dann hatte die Katze kaum Motivation gehabt aus

der Box zu kommen (Schermer, 2006).

Die positive Verstarkung (PV) ist eine der am haufigsten angewendeten Methoden, um einem
Tier eine Assoziierung zwischen einem spontanen Verhalten und der daraus resultierenden
Konsequenz aufzuzeigen. Zeigt das Tier ein Verhalten, welches von dem Trainer gewiinscht
wird, wird es dafir belohnt. Oft wird fir die Belohnung Futter verwendet. Die Konsequenz ist
fur das Tier positiv. Somit wird die Wahrscheinlichkeit erhdht, dass das Tier das Verhalten 6fter
zeigt (PV). Wird das gewinschte Verhalten von dem Tier gezeigt und die Belohnung wird
zurtckgehalten bzw. entzogen, ist die Konsequenz fiur das Tier negativ. Somit wird die
Wahrscheinlichkeit reduziert, dass das Tier das Verhalten zeigt (NB). Diese zwei operanten
Konditionierungen ergdnzen sich immer gegenseitig bei dem positiv verstarkten Training
(PVT) (Serensen et al., 2011). Die Basis des positiv verstarkten Trainings ist die Grundlage
des Klickertrainings. Die Ergebnisse der Literatur haben gezeigt, dass ein Training, welches
auf der Grundlage der positiven Verstarkung beruht, das Tierwohl verbessert. Eine
Verbesserung des Tierwohls zeigt sich z. B. wenn die Tiere durch die positive Verstarkung
freiwillig an tierarztlichen Kontrollen mitarbeiten und reduzierte unerwinschte
Verhaltensweisen (Stressverhalten, stereotypes Verhalten und Angst) aufweisen (Perlman et
al., 2012).

1.3 KLICKERTRAINING — POSITIV VERSTARKTES TRAINING

Die Novellierung der Tierschutz-Versuchstierverordnung (TierSchVersV) vom 01.12.2021 legt
fest, dass Versuchstiere vor dem eigentlichen Versuch ein Eingew6hnungs- und
Trainingsprogramm erhalten mussen (TierSchVersV § 31 Abs. 1 k) (Bundesministerium der
Justiz, 2024). Heutzutage wird das Klickertraining bei verschiedenen Tierarten als Training mit
positiver Verstarkung verwendet (Fernstrém et al., 2009, Kogan et al., 2017, Cimarelli et al.,
2021). In der Forschung wird das Klickertraining bereits fir die tagliche Routine, den Transport
und die Injektion unter anderem bei bolivianischen Totenkopfaffen genutzt. Die Affen wurden
darauf trainiert, dass weder die Routineaufgaben noch der Transport oder die Fixierung zur
Applikation von Injektionen Angst oder Stress bei den Tieren ausldsen (Gillis et al., 2012). Dies
fuhrt wiederum zu Verbesserung des Wohlbefindens. Bei Mausen wurden bereits ahnliche
Trainingserfolge gezeigt. Deren Wohlbefinden wird durch das Klickertraining soweit
verbessert, sodass trainierte Tiere z. B. eine deutliche Reduktion ihres Angstverhaltens
zeigen. Des Weiteren ist nachgewiesen worden, dass trainierte Mause wahrend der Fixierung

weniger urinieren und koten, was ebenfalls auf ein vermindertes Angstverhalten hinweist
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(Leidinger et al., 2017, Dickmann et al.,, 2022). Das Klickertraining sowie die tagliche
Interaktion tragen zur Verbesserung des Wohlbefindens der Tiere bei. Eine langere Interaktion
der Tiere mit dem Experimentator erleichtert die Handhabung. Durch die taglichen
Routineaufgaben gewohnen sich die Tiere an die Handhabung und reagieren mit einem

verminderten Stressverhalten (Marcotte et al., 2021).

1.3.1 SEKUNDARER (KLICK) UND PRIMARER VERSTARKER (BELOHNUNG) DES
KLICKERTRAININGS

Das positiv verstarkte Training wird genutzt, um den Tieren ein bestimmtes Verhalten
beizubringen. In manchen Situationen ist eine direkte Belohnung des gezeigten Verhaltens
nicht moglich. Wird das gewlinschte Verhalten nicht direkt belohnt, werden die Tiere falsch
konditioniert. Aufgrund der nicht vorhandenen Belohnung ist die Konsequenz fur das Tier eine
negative Bestrafung. Das Tier wird das gewilnschte Verhalten weniger haufig zeigen, obwohl
genau dieses Verhalten erwlnscht ist. Um das zu vermeiden, wird der Klicker als zeitliche
Uberbriickung fir eine kommende Belohnung eingesetzt. Der Klicker fungiert als sekundarer
(konditionierter) Verstarker (Abbildung 13, B). Dabei handelt es sich nicht um eine Belohnung,
sondern nur um ein Markierungssignal fur ein Verhalten zu einem bestimmten Zeitpunkt. Das
Tier wird darauf konditioniert, dass der Klick ein Markierungssignal ist, auf das eine Belohnung
(priméarer Verstarker) folgt. Ein eigentlich neutraler Stimulus (Klick) fuhrt dann zu einer
konditionierten Reaktion. Somit kann ein sekundarer Verstarker nur in Verbindung mit einem
priméren Verstarker eingesetzt werden. Ein priméarer Verstarker bezieht sich auf elementare
Bedurfnisse, wie Hunger oder Durst und ist somit kein Lernprozess, sondern angeboren. Die
groRte mogliche Verstarkung tritt dann auf, wenn eines der Bedirfnisse ein Defizit
(Deprivation) aufweist. Als Beispiel hierfir wieder Thorndikes Katze, welche hungrig in die Box
gesetzt wurde. Tiere, welche Hunger haben, zeigen eine gréf3ere Motivation an Futter zu
kommen, wie Tiere die satt sind (Schermer, 2006). Die Belohnung hangt vom Tier ab und kann
daher sehr unterschiedlich ausfallen. In den meisten Studien wird Futter wie z. B. Wirstchen
(Cimarelli et al., 2021), Cheerios, Bananen, Trauben, Erdnisse (Gillis et al., 2012) oder weilRe
Schokoladencreme (Abbildung 13, A) (Dickmann et al., 2022) als Belohnung verwendet. Aber
auch Beruihrungen oder Interaktionen kdnnen als Belohnung fungieren. Einzeln gehalten
Ratten lachen, wenn sie gekitzelt werden (Panksepp and Burgdorf, 2000). Dies kann ebenfalls
als positiver Verstarker genutzt werden. Eine weitere Belohnungsmaglichkeit ware der Zugang
zu einer ,Spielwiese” ein Kéfig oder Gehege mit Anreicherungen zum Spielen. Hier kdnnen
die Tiere ihre soziale Interaktion, ihren Spieltrieb oder Bewegungsdrang fur eine begrenzte
Zeit ausiiben (Lidfors LM, 2021).
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1.4 POSITIVER EFFEKT DES KLICKERTRAININGS

Das Klickertraining als positives Verstarkungstraining hat diverse Einflusse auf die Tiere. Im
folgenden Abschnitt soll darauf naher eingegangen werden. Bei Heimtierkatzen kann das
Klickertraining die Interaktion mit dem Menschen verbessern und den Stress minimieren.
Katzen kénnen durch das Klickertraining in begrenzter Zeit neue Verhaltensweisen erlernen.
Das Alter und das Geschlecht hatten dabei keinen Einfluss auf den Lernprozess der Katzen.
Eine Anreicherung des tristen Katzenalltags und eine stimulierende Aktivitat verbesserten die
korperliche Gesundheit (Kogan et al., 2017). Eine Katze, die sich wohlfuhlt, ist zu seinem
Besitzer freundlicher, was die Wahrscheinlichkeit fir eine Adoption erhdht (Weiss et al., 2012).
Aulerdem wird die Interaktion mit dem Menschen verbessert, was z. B. das Angstverhalten
bei Erndhrungsversuchen minimiert (Gourkow et al.,, 2014). Das Gleiche wurde auch bei
Kaninchen festgestellt. Diese Tiere interagieren freiwillig mit Ihrem Trainer und springen sogar
auf ihren Schol3. Bei unbekannten Personen haben die Kaninchen dieses Verhalten nicht
gezeigt, jedoch gewothnen sich die Kaninchen sehr schnell an die neue Person. Keines der
Kaninchen war zu schiichtern, um mit der unbekannten Person zu interagieren. Im Gegenteil,
diese waren sehr explorativ und interessiert, was auf ein vermindertes Angstverhalten
schlieBen lasst und somit auf ein verbessertes Wohlbefinden. (Hohlbaum et al., 2024).

Das Klickertraining zur Blutabnahme bei Grizzlybaren fuhrte zu einer deutlichen geringeren
Stresshormonkonzentration (Corticosteron) im Blut. Normalerweise werden die Baren
narkotisiert, um ihnen Blut abzunehmen. Selbst nach mehrmaligen Blutabnahmen zeigten
diese Tiere nach Visualisierung des Narkosepfeiles ein aufgeregtes Verhalten mit Erbrechen.
Trainierte Tiere zeigten dieses Verhalten nicht. Sie wurden darauf trainiert, in einen Kéafig zu
laufen, sich auf die rechte Seite zu positionieren und das linke Hinterbein durch die Gitter auf
einer Box abzulegen (Joyce-Zuniga et al., 2016). Hier tragt das Klickertraining definitiv zu einer
Verbesserung des Wohlbefindens bei. Die Bestimmung des Stresshormons ist ein guter
Indikator, um eine Aussage Uber das Wohlbefinden zu treffen.

Bei den kleinen Labortieren ist es jedoch schwierig, das Wohlbefinden zu bewerten. Oft reicht
die Messung des Stresshormons nicht aus. Daher ist es wichtig, deren Verhalten genauer zu
beobachten. Durch Verhaltensbeobachtungen kénnen z.B. Rickschlisse auf chronische
Schmerzen gezogen werden. Tiere, die Schmerzen empfinden, zeigen unter anderem eine
verminderte Aktivitat, eine abnormale (gekrimmte) Haltung, veranderte Atmung, horbare
Schmerzlaute, verminderte Fellpflege und eine Reduktion des Koérpergewichtes durch eine
veranderte Fressaktivitat (Animals., 1992). Daher ist die Uberwachung und Messung des
Kdrpergewichtes der Tiere ein guter Indikator zur Bestimmung des Wohlbefindens.
Zusammenfassend spiegelt der positive Effekt sich in der Reduktion des Angstverhaltens, der

erhohten Interaktion mit dem Menschen und der freiwilligen Mitarbeit der Tiere bei
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Routinearbeiten wie dem Wiegen wider. Durch diese freiwillige Mitarbeit kann das
Stresshormonlevel im Blut reduziert werden. Hinzu kommt, dass die Tiere ein langeres,
exploratives Verhalten zeigen, d. h. sie sind neugieriger und zeigen ein gro3eres Interesse am
Menschen beim ersten Kontakt. Aufgrund dieser positiven Effekte tragt das Klickertraining zur
Verbesserung des Wohlbefindens bei.

Dieser positive Effekt kann auch bei Mausen festgestellt werden. Die Untersuchung des
Angstverhaltens mittels offener Feld Test und erhdhtem Pluslabyrinth-Test zeigt bei trainierten
Tieren eine Reduktion des Angstverhaltens. Besonders die weiblichen Tiere profitieren davon.
Die mannlichen Tiere zeigen hingegen eine Reduktion der Anzahl an Laufen im CatWalk.
Beide Geschlechter sind durch das Klickertraining motivierter, die Leistung im CatWalk zu
verbessern. Auf die herkdmmlichen Methoden, das Anpusten (aversiver Reiz) der Tiere, damit
diese sich fortbewegen, kann verzichtet werden (Dickmann et al., 2022).

Das Kilickertraining ist eine nitzliche Refinementmethode fur den Laboralltag. Allerdings weist
es noch einige Schwachstellen auf. Viele Trainingsprotokolle erstrecken sich Uber einen
Zeitraum von bis zu vier Wochen (Leidinger et al., 2017, Leidinger et al., 2018, Hohlbaum et
al., 2024). Mit zunehmender Dauer des Trainingsprotokolls steigt auch die Anzahl der
potenziellen Variablen und Fehler. Juvenile Mause werden frihstens im Alter von P 21 von
ihren Mittern entwdhnt. Werden Experiment mit Mausen im Alter von 6 Wochen begonnen,
ist ein vierwochiges Trainingsprotokoll zeitlich nicht umsetzbar. Des Weiteren kommt es auf
die Komplexitat eines Versuchsaufbaus in der klinischen Forschung an. Dieser Aufbau kann
zeitlich stark variieren, wodurch die Tiere teilweise weniger als vier Wochen in der Haltung

bleiben, z. B. im Bereich der Diagnostik oder der Medikamentenforschung.

1.5 DIE LABORMAUS - Mus MuscuULUS

Abbie E. C. Lathrop (1868-1918) erschien mit ihrer Arbeit 1913 in der Zeitung ,THE
SPRINGFIELD WEEKLY REPUBLICAN®. Sie hatte sich wilde Mause besorgt und diese
untereinander verpaart. Ein paar der Tiere verkaufte sie im Anschluss an
Forschungseinrichtungen. Einige der Tiere behielt sie und forschte selber an ihnen. Sie
bemerkte, dass die Tiere Hautlasionen bekamen. Diese Lasionen stellten sich als bdsartig
heraus, wodurch die Tiere daran verstarben. Abbie Lathrop fand heraus, dass diese Lasionen
vererbbar sind. Durch diese Erkenntnis legte sie den Grundstein fir die heutige
Krebsforschung (1913, Shimkin, 1975). William Ernst Castle, ein Genetiker, kaufte 1902 einige
von Lathrops Méausen fir sein Labor. Er leitet das Institut Biological Research an der Havard
Universitat. Einer seiner Schiler, Clarence Cook Little, forschte ebenfalls mit Mausen und
grindete 1921 seine eigene Einrichtung. Das waren die Anfange des C57BL/6 Stammes.

Seine Einrichtung zichtet heute noch immer Inzuchtstamme. Sie wird seit 1948 unter dem
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Namen Jackson Laboratory geflihrt (Steensma et al., 2010). Der C57BL/6 Mausstamm ist
einer der am haufigsten in der biomedizinischen Forschung verwendeten Inzuchtstamme
(Abbildung 4, A). Aufgrund der Verpaarung von Bruder und Schwester fir mehr als 20
Generationen sind Inzuchtstamme nahezu identisch im Genotyp. Das hat zur Folge, dass die
Reproduzierbarkeit der Forschungsergebnisse bei Verwendung dieser Inzuchttiere sehr hoch
ist. Ein weiterer Vorteil des Stammes ist die hohe Lebenserwartung von zwei Jahren -
aufgrund dessen wird der Stamm gerne fir die Altersforschung genutzt. Aber auch in
Forschungsbereichen wie der Onkologie, Immunologie, Infektionskrankheiten und
kardiovaskularen Krankheiten wird dieser Stamm haufig verwendet. Ein weiterer Grund, wieso
der C57BL/6 Stamm so beliebt ist, ist die Verwendung als genetischer Hintergrund bei

transgenen Mausen. Transgene Mause werden als Modell genutzt, um Krankheiten beim
Menschen zu erforschen (Labs, 28.06.2024).

Abbildung 4: Zwei Mausstamme aus der klinischen Forschung. (A) Inzuchtstamm:
C57BL/6JRj und (B) Auszuchtstamm: Crl:CD1(ICR). Bildquelle: Sandra Reichel, (A) 2023/(B)
2021.

Nicht nur Inzuchtstdmme haben die Geschichte unserer heutigen Labormaus gepréagt, sondern
auch Auszuchtstamme, wie der Crl:CD1(ICR) Stamm (Abbildung 4, B). Die Herkunft dieses
Albino Auszuchtstammes geht auf das Jahr 1926 zurtick. Dr. Clara Lynch (1882-1985) vom
Rockefeller Institut fir medizinische Forschung in New York importierte damals zwei
méannliche und sieben weibliche Mause aus dem Schweizer Bestand von André de Coulon
(Frankreich). Daraus entstand auch der Name ,Swiss* fir den Mausstamm (Lynch, 1969, Chia
et al., 2005). Clara Lynch Ubergab 1932 die Mause an zwei Forscher — einer von ihnen war
vom Institute for Cancer Research (ICR) in Philadelphia. Sie zlichteten den Stamm als Ha/ICR,
welcher 1948 von Dr. Edward Mirand des Roswell Park Memorial Institut, Buffalo, New York,
als Ausgang fur seine Zucht des HaM/ICR Stammes diente. Diese Zuchten waren die ersten
Anfange des heutigen Charles River Laboratories, welches 1947 von Dr. Henry Foster

gegrindet wurde (River, 2024a, River, 2024b). 1959 wurde aus dem HaM/ICR Stamm
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erstmalig der CD1 Stamm von Charles River gezichtet. Die zweite Forscherin, der von den
Tieren von Lynch profitierte, war Leslie Webster. Fir ihre Forschung wurden die Tiere an einen
Zichter, Carworth Farms, in England weitergegeben. Zusammen produzierten sie den
~owissWebster* Auszuchtstamm. ,SwissWebster* und CD1 Mause habe demnach den
gleichen Ursprung, wurden aber 1926 getrennt (Lynch, 1969, Chia et al., 2005). In der
aktuellen Forschung wird der CD1-Stamm haufig in den Bereichen Toxikologie,
Altersforschung und Onkologie verwendet (Wolf et al., 2007; Michalikova et al., 2008; Waalkes
et al., 2006). AulRerdem eignet sich dieser Stamm wegen seiner Grof3e gut fur operative
Eingriffe. Aufgrund der breitgefacherten Einsatzmaoglichkeiten fiir C57BL/6 und CD1 sollen die

Auswirkungen des Klickertrainings anhand dieser beiden Stamme untersucht werden.

Die aktuellen Daten zu den Versuchstierzahlen 2022 des Bundesinstitutes fiir Risikobewertung
bestatigen die Tatsache, dass die Maus das am haufigsten genutzte Versuchstier in
Deutschland ist. Die Daten (Risikobewertung, 2024a) zeigen, dass im Jahr 2022 2.437.794
Tiere fir Versuche genutzt wurden. Davon sind 1.248.790 (72,4%) Mause nach § 7 Abs. 2
TierSchG und 616,724 (86,6 %) Méause nach § 4 Abs. 3 TierSchG genutzt worden (Abbildung
5). Unter den 1.248.790 Mausen, die fir § 7 genutzt worden sind, sind 472.433 (37,83%)
genetisch nicht veranderte und 776.357 (62,17 %) genetisch verdnderte Tiere
(Risikobewertung, 2024b). Die meisten Tierversuche dienen der Grundlagenforschung. Sie
macht den Hauptteil (55,4 %) der fur wissenschaftliche Versuchszwecke verwendeten Tiere

aus.
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fiir Tierversuche gem. § 7 Abs. 2 TierSchG gem. § 4 Abs. 3 TierSchG nach Tierarten
Vogel Sonstige Vogel Sonstige
1,6 % (28.075) ‘ 3,5%(59.558) 0,7 % (5.098) 1,0% (6.933)
Méuse Fische Mause
39% (67.125) 724%(1.248.790)  51%(36.109) 86,6 % (616.724)
Ratten

Fische ———————
123% (21237)

6,6 % (47.075)

711.939

Tiere

Ratten
6,4 % (109.936)

1.725.855

Tiere im Versuch

Anteil der Tierarten in Prozent (absolute Zahl in Klammern) Anteil der Tierarten in Prozent (absolute Zahl in Klammern)

Quelle: Bundesinstitut fir Risikobewertung (2023), CC-8Y 4.0 Quelle: Bundesinstitut fir Risikobewertung (2023), CC-8Y 4.0

(Quelle: Bundesinstitut fiir Risikobewertung (2023) CC-BY 4.0)

Abbildung 5: Gesamttierzahl der verwendeten Tiere fir Tierversuche gemali § 7 Abs. 2
TierSchG und zu wissenschaftlichem Zweck geméaR § 4 Abs. 3 TierSchG gettteten Tiere
fir das Meldejahr 2022. Es wurden insgesamt 2.437.794 Tiere verwendet. Diese Zahl ist
ricklaufig und es wurden 2,6 % weniger Tiere als im Jahr 2021 fir Tierversuche genutzt
(Risikobewertung, 2024a).

1.6 EINFLUSS VON STRESS AUF DIE LABORMAUS

Das Wohlbefinden der Mause kann durch das Klickertraining verbessert werden (Dickmann et
al., 2022). Dies ist von grofl3em Interesse, da zahlreiche Faktoren das Wohlbefinden der Tiere
verschlechtern kdnnen. Einer davon ist Stress. Dieser Abschnitt befasst sich mit den Faktoren

und den Folgen von Stress bei der Labormaus.

Ein entscheidender Faktor sind die Laborbedingungen. Die Laborbedingungen unter denen
die Tiere gehalten werden, bedeuten oftmals Stress z. B. das Herausnehmen der Tiere,
Fixierung, Gerausche, Gerlche, Licht usw., was sich wiederum auf ihr Verhalten und deren
Gesundheit auswirkt. Durch Kafiganreicherungen und verfeinerte Handhabungen kann das
Wohlbefinden der Tiere bereits verbessert werden. Dennoch gibt es einige Faktoren, die bisher

noch nicht vermieden werden kénnen.

Licht ist ein Umweltfaktor der einen grof3en Einfluss auf das Verhalten der Tiere hat. Nicht nur
das es den zirkadianen Rhythmus regelt sondern auch weil es viele hormonelle und

metabolische Ablaufe im Tier beeinflussen kann (Dauchy et al.,, 2024). Daher ist die
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Lichtintensitat in Haltungsraumen geregelt und sollte 200 Lux nicht Gberschreiten (Azar et al.,
2008). Zu hohe Lichtintensitdten koénnen Retinadegenerationen bei nachaktiven Nagern
verursachen. Besonders davon betroffen sind die Albino-Tiere (LaValil et al., 1987). Aufgrund
dessen sollten diese Tiere nicht in den obersten Reihen vom Gestell untergebracht werden.
Die Kafigposition im Gestell bestimmt, wie viel Licht bei dem Tier im Kéafig noch ankommt. Die
Lichtintensitat ist in den obersten Reihen des Gestelles mehr als doppelt so hoch, wie in den
unteren Kafigen. Die Auswertungen der Stressparameter ergaben, dass die Tiere durch die
hohere Lichtintensitdt in den oberen Positionen des Gestelles eine erhohte
Corticosteronkonzentration im Kot hatten als in den unteren Reihen. Das Gleiche betrifft auch
die Vibrationen, sofern die Luftungsanlage auf dem Tiergestell befestigt ist. Der
Gerauschpegel unterscheidet sich kaum in der Position des Kafigs im Gestell(Clancy et al.,
2023).

Die Hauptaktivitatszeit von Mausen ist wahrend der Dammerungsphase und in der Nacht.
Dennoch missen die tierpflegerischen Arbeiten wahrend des Tages stattfinden. Wahrend
dieser Zeit kommt es vermehrt zu erheblichen Larmgerauschen und Vibrationen. Die Kéfige
werden aus den Gestellen genommen und auf den Tisch gestellt. Auch bei dem Beflllen der
Futterraufe mit Pellets oder dem flieBenden Leitungswasser wurden Larmgerausche fir die
Tiere aufgenommen (Voipio et al., 2006). Mause haben ein Horvermégen im Bereich von 1
kHz bis 100 kHz. Besonders empfindlich sind sie im Bereich zwischen 10 kHz und 20
kHz(Ehret, 1989). Dieser Frequenzbereich erlaubt es den M&usen, Tone im Ultraschallbereich
zu horen, die sie haufig zur Kommunikation nutzen, etwas bei sozialen Kontakten oder bei der
Paarung.(Holy and Guo, 2005). Aufgrund dessen sind die Mause sehr sensitiv bezlglich
Gerausche. Es sollte darauf geachtet werden unnétigen Larm zu vermeiden (Jafari et al.,
2017). Auch andere Personen, die die TierrAume betreten, l6sen L&rmgerdusche und
Vibrationen aus. Vibrationen kdnnen das Wohlbefinden der Tiere ebenfalls beeinflussen.
Allerdings héngt das auch von der Intensitat ab. Geringe Vibrationen (Clancy et al., 2023)
haben keinen negativen Einfluss auf das Wohlbefinden, wahrend intensivere Vibrationen das
Stresshormon bei weiblichen Mausen erhéhen koénnen (Atanasov et al.,, 2015). Der
routinemafige Alltag (vorgeschrieben Gesundheitskontrollen der Tiere, das Betreten von
Raumen etc.) in den Tierraumen hat Auswirkungen auf die Tiere. Jedoch kénnen sich die Tiere
an bestimmte Situationen gewohnen, sodass die Konzentration des Stresshormons
nachweislich reduziert wird (Clancy et al., 2023). Zu dem routinemaRigen Alltag gehdrt auch
die wochentliche Kafigreinigung, die ein weiterer Stressfaktor sein kann. Dieser Prozess fuhrt
zu einer Storung des Schlafes der nachaktiven Tiere fur die nadchsten 3 Stunden (Febinger et
al., 2014). AuRerdem wurde nachgewiesen, dass mannliche Tiere des C57BL/6J Stammes
erhohte Serumcorticosteronwerte nach dem Kéafigwechsel haben. Der Kafigwechsel hat eine
Verschlechterung des angstéhnlichen Verhaltes zur Folge. Daher sollte der Kéfigwechsel in
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den Experimenten beriicksichtigt werden. Verhaltenstests nach einem Kafigwechsel kénnen
die Ergebnisse beeinflussen und zu Verfalschungen fihren (Rasmussen et al., 2011). Nicht
nur das Verhalten wird durch Stress beeinflusst, sondern auch physiologische Parameter wie
die Temperatur, Herzfrequenz und Aktivitdt. Die Korpertemperatur und die Herzfrequenz

steigen kurz nach einer Stressexposition an (Taitt and Kendall, 2019).

Der groR3te stressauslosende Faktor ist vermutlich der Wissenschaftler selbst. Die
Anwesenheit des Menschen, insbesondere wenn sie ungewohnt oder unerwartet ist, kann bei
Mausen Stress und Verhaltensdnderungen auslésen. Hier kommt es besonders auf die
Handhabungen der Tiere an. Die Handhabung am Schwanz der Mause l6st bei den Tieren
Stress und angstahnliches Verhalten aus, woraufhin die Interaktion mit dem Wissenschaftler
vermieden wird (Gouveia and Hurst, 2019). Eine verfeinerte Handhabung durch den
Wissenschaftler verbessert also das Wohlbefinden der Tiere, indem sie den Stress und die
Angst minimiert. Eine Gewthnung an den Wissenschaftler ist ratsam. Dadurch kdnnen ein
geringeres Angstverhalten vor groflen Hohen (EPM) und eine bessere raumliche

Wahrnehmung (Y-Maze) bei den Tieren nachgewiesen werden (Ueno et al., 2020).

Es gibt zahlreiche weitere Faktoren, die Stress bei den Labortieren hervorrufen kdnnen, jedoch
sind die Folgen stets identisch. Welcher Faktor im Endeffekt den Stress ausgeldst hat, ist
irrelevant. Langanhaltender Stress fuihrt bei M&usen zu Veranderung des Sozialverhaltens,
des Angst-assoziierten und Depressions-assoziierten Verhaltens sowie kognitiver
Beeintrachtigung und Lernstérungen (Becker et al., 2021, Gellner et al., 2022). Nach einer
siebentdgigen Stressexposition vermieden Mause des BALB/c Stammes die soziale
Interaktion mit Artgenossen und entwickelten ein angstahnliches Verhalten. Des Weiteren
kénnten Veranderungen in der Gehirnfunktion sowie eine Gewichtsreduzierung festgestellt
werden (Okamura et al., 2022). Eine zehntagigen Stressexposition bei C57BL/6J Mausen hat
eine deutliche Verschlechterung des Nestbauverhaltens sowie eine Gewichtsreduktion zur
Folge. Des Weiteren konnte ein Anstieg der Corticosteronkonzentration im Kot (Serradas et
al., 2022) und Plasma (Gellner et al., 2022) nachgewiesen werden. Eine Verschlechterung der
motorischen Fahigkeiten konnte durch den Rotarod Test gezeigt werden (Serradas et al.,
2022). Dies sind alles Anzeichen flir eine Verschlechterung des Wohlbefindens der Tiere durch

Stress.

Das Klickertraining soll dazu beitragen das Wohlbefinden zu verbessern indem die
Stressexposition minimiert und die Folgen reduziert werden. Durch das Klickertraining kénnen
die Tiere sich an den Umgang mit dem Wissenschaftler gewohnen. Ein taglicher Kontakt soll
die Interaktion mit dem Wissenschaftler erh6hen und das angstahnliche Verhalten sowie
Stressverhalten minimieren. Aufgrund dessen wiirde es zeitgleich zu einer Verbesserung des

Tierwohls kommen.
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1.6.1 EINFLUSS VON PRAPARTALEM STRESS AUF DIE POSTNATALE VERSORGUNG

Die Folgen von Stress auf die biologischen Prozesse sind weitreichend. In diesem Abschnitt
wird daher nur auf die Auswirkung von Stress auf die postnatale Versorgung, die Pflege und
Aufzucht von Neugeborenen durch die Mutter, bei Mausen eingegangen. Die postnatale
Versorgung ist ein kritischer Faktor fiir das Uberleben. Stress bei der Mutter, kann die
Versorgung erheblich beeintrachtigen und kann im schlimmsten Fall zum Tod der Jungtiere
fuhren. Des Weiteren fuhrt mdtterlicher Stress wahrend der Schwangerschaft zu
Beeintrachtigungen in der neurologischen Entwicklung der Nachkommen, was im
Erwachsenenalter zu Depression und Verhaltensdnderungen fiihren kann (Becker et al.,
2021). Der pranatale Stress fuhrt aulBerdem zu dauerhaften Verdnderungen der
Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse (HPA), was wiederum ein erhohtes
Angstverhalten zur Folge hat (Paris et al., 2011, Brunton, 2013). Préanataler Stress wird von
verschiedenen Umweltfaktoren beeinflusst. So fuhrt zu wenig Kafigmaterial, wie ein
Unterschlupf und Nestmaterial wahrend der Schwangerschatft zu einer Stressreaktion bei den
Muttern. Dadurch kommt es zu einer hohen Sterblichkeit, zu einem geringeren Gewicht und
zu einer verzogerten Entwicklung der Neugeborenen. Eine Anreicherung an Kafigmaterial
kann die Sterblichkeit nicht verringern, sie kann jedoch die Entwicklung der Neugeborgen
verbessern (Leidinger et al., 2019). Die Gesundheit und Entwicklung der Neugeborenen
héangen stark von den Stressreaktionen der Mutter wahrend der Schwangerschaft ab.
Prapartaler Stress kann Auswirkungen auf die postnatale Versorgung haben, was sich in der
spateren Lebensphase der Nachkommen in neuropsychiatrischen Stoérungen niederschlagen
kann (Schwendener et al., 2009, Nishigawa et al., 2018). Es gibt einen Unterschied, wann die
Stressexposition stattfindet. Tritt der Stress zu Beginn der Schwangerschaft auf, fiihrt es dazu,
dass die Embryonen resorbiert werden (Gendron et al., 1990, Brunton and Russell, 2010).
Sind die Embryonen bereits weit entwickelt, kdnnen sie nicht mehr resorbiert werden. Es
kommt zu einer Frihgeburt, bei der die Nachkommen ein geringes Geburtsgewicht und eine
geringe Uberlebenswahrscheinlichkeit aufweisen. Oftmals ist die WurfgréRe reduziert (de
Catanzaro, 1988, Brunton and Russell, 2010) und sie neigen zur spateren Anfalligkeit fur
Krankheiten (Brunton, 2013). Nach einer pranatalen Stressexposition zeigen Ratten ein
abnormales Sozialverhalten (Lee et al., 2007). Der pranatale Stress hat einen so grof3en
Einfluss auf das zukinftige Verhalten der Mitter. Das wiederum hat Auswirkungen auf die
folgenden Generationen (Meaney et al., 2007). Alle diese Auswirkungen haben eine

Verschlechterung des Wohlbefindens zur Folge.

Wahrend negative Reize, wie prapartaler Stress negative gesundheitliche und

verhaltensbezogene Auswirkungen haben, kénnen positive Reize, wie das Klickertraining in
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Form eines positiven Verstarkungstrainings, das emotionale und psychische Wohlbefinden

von Tieren fordern.

1.6.2 HORMONKASKADE AUSGELOST DURCH EINE STRESSEXPOSITION

Als Antwort auf einen Stressor reagiert die Maus mit der Ausschiittung von Stresshormonen
(Abbildung 6). Bei der Koordination von Stresshormonen spielt die Hypothalamus-
Hypophysen-Nebennieren-Achse (HPA) eine entscheidende Rolle. Der Hypothalamus
verarbeitet Informationen, welche vom Kdrper und dem Gehirn aufgenommen werden und I9st
einen Signalweg aus. Der Stressreiz aktiviert die hypophysiotropen Neurone, die sich im
Hypothalamus befinden und Corticotropin-Releasing-Hormone (CRF) synthetisieren. Das
Corticotropin-Releasing-Hormon wird in die hypophysiellen Pfortadergefalie freigesetzt. Von
dort aus gelangen die Hormone in die N&he des Hypophysenvorderlappens. Am
Hypophysenvorderlappen kann das CRF an Corticotropin-Releasing-Hormon-Rezeptor Typ 1
(CRFR1) binden. Die Folge davon ist die Aktivierung des Adenosinmonophosphat (cAMP)
Signalweges. Diese Aktivierung fuhrt zur Synthese des adrenocorticotropen Hormons (ACTH).
Das freigesetzte ACTH gelangt in die Nebennierenrinde, wo es an den Melanocortin-Typ2-
Rezeptor (MC2-R) bindet. Die Bindung von ACTH an den MC2-Rezeptor fihrt zu einem
Anstieg des cAMP Spiegels. Das hat einen Anstieg von Cholesterin zur Folge, welches fiir die
Synthese von Glucocorticoiden notwendig ist (Herman et al., 2016). Das Hauptglucocorticoid,
welches bei einer Stressreaktion bei Nagetieren synthetisiert wird, ist das Corticosteron
(Abbildung 7). Die Freisetzung in den Kreislauf bereitet den Kérper auf die Bewaltigung des

Stressreizes vor.
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Abbildung 6: Ubersicht der Corticosteronauschittung nach einem Stressreiz. Der
Hypothalamus verarbeitet den Reiz, welcher zuvor vom Gehirn aufgenommen wurde, indem
er Corticotropin-Releasing-Hormone (CRF) freisetzt. Diese CRF gelangen in den
angrenzenden Hypopysenvorderlappen. Durch die Bindung an den Rezeptor (CRFT1) wird
das adrenocorticotrope Hormon (ACTH) freigesetzt. Das ACTH gelangt Uber die Blutbahn in
die Nebenniererinde, wo es an den Melanocortin-Typ2-Rezeptor (MC2-R) bindet. Durch die
Bindung an den Rezeptor wird die Synthese von Glucocorticoiden wie dem Corticosteron
aktiviert (Smith and Vale, 2006)(Erstellt mit BioRender.com).

Das Corticosteron gelangt in die Leber, wo es die Glukogenese fordert. Hier wird Glykogen zu
Glucose abgebaut. Dadurch erhoht sich die Plasmaglukose, wodurch das Gehirn mit mehr
Energie versorgt wird. So wird die maximale Gehirnfunktion erreicht (Kuo et al., 2015). Das
synthetisierte Corticosteron kann Uber die Glucocorticoidrezeptoren eine negative
Ruckkopplung im Hypothalamus auslésen, wodurch die Ausschittung von Corticosteron
reduziert und die Stressantwort beendet wird (Herman and Cullinan, 1997). Daraufhin kann
sich die Maus erholen und die Homgostase wird wiederhergestellt (Kuo et al., 2015). Kurzzeitig
andauernde Stressreize sind unproblematisch. Bei einer anhaltenden Ausschittung von
Corticosteron, wie sie bei chronischem Stress auftritt, kann es jedoch zu einer beeintrachtigten
Glukosetoleranz kommen (Di Dalmazi et al., 2012). Es wurde festgestellt, dass Mause, die
chronischem Stress ausgesetzt sind, Verhaltensweisen zeigen, die mit Depression und Angst
in Verbindung stehen (Lin et al.,, 2016, Okamura et al., 2022). Es kdnnen auch
Verdauungsstérungen (Schneider et al., 2023) oder sogar Krebserkrankungen auftreten (He
et al., 2024). Die Auswirkungen von chronischem Stress kdnnen nicht nur zu verschiedenen
Krankheiten  oder  Verhaltensanderungen fiihren, sondern auch zu einem
Schwangerschaftsabbruch. Bei chronischem Stress wird vermehrt Corticosteron
ausgeschiuttet, was die Synthese von Progesteron bei Mausen hemmt (Wiebold et al., 1986)
(Abbildung 7). Progesteron ist ein notwendiges Hormon, welches die Schwangerschaft
aufrechterhalt. Es sorgt dafiir, dass das Uterusgewebe stabilisiert wird und das Immunsystem
der Mutter den Embryo nicht abstof3t. Das Corticosteron unterdriickt die HPA-Achse, so dass

weniger Progesteron gebildet wird. Das fuhrt zu einem erhohten Risiko eines
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Schwangerschaftsbruches (Arck, 2001, Solano and Arck, 2019). Welche Auswirkungen ein
erhohter Corticosteronspiegel bei Nagetieren hat, ist jedoch noch nicht vollstandig bekannt
(Gong et al., 2015).
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Abbildung 7: Syntheseweg von Corticosteron in der Nebennierenrinde. Das
Hypophysenhormon ACTH, welche aufgrund von einem Stresssor ausgeschiittet wird,
aktiviert die Synthese von Cholesterin. Cholesterin wird von der Cholesterindesmolase zu
Pregnenolon umgewandelt. Pregnenolon wird durch die 3p3-Hydroxy-Steroiddehydrogenase
zu Progesteron umgesetzt. Progesteron wird dann durch die 21-Hydroxylase zu 11-
Desoxycorticosteron und dann mittels 11B-Hydroxylase zum Corticosteron (Erstellt mit
BioRender.com) (Offermanns, 2020).

1.7 GLUCOCORTICOID — CORTICOSTERON

Das wichtigste Glucocorticoid bei Nagetieren zur Identifizierung einer Stressreaktion ist das
Corticosteron (Ataallahi et al., 2022). Dies kann in verschiedenen Proben nachgewiesen
werden. Diese unterscheiden sich zwischen flissigen Proben wie Blut, Speichel (Nohara et
al., 2016), Urin (Touma et al., 2003) und Milch (Leenaars et al., 2020), halbfesten Proben wie
Kot (Touma et al.,, 2004a) sowie festen Proben wie Haaren (Yu et al., 2015). Alle drei

verschiedenen Probenarten haben Vor- und Nachteile. In flissigen Proben kann der akute
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Stress durch Analyse der Corticosteronkonzentration untersucht werden. Die halbfesten und
festen Proben wie Kot oder Haare eignen sich fir die Untersuchung des chronischen Stresses
(Gong et al., 2015). Aber nicht nur die Art der Probe kann die Corticosteronkonzentration
beeinflussen, sondern auch viele andere Faktoren wie das Geschlecht, das Alter, der
genetische Hintergrund und der zirkadianer Rhythmus (van der Mierden et al., 2021). Der
zirkadiane Rhythmus der Corticosteronkonzentration im Ruhezustand wiederholt sich nahezu
alle 24 Stunden. Der Beginn des Rhythmus ist in den Morgenstunden, dann ist die
Konzentration (< 5 pg/100 mL) am geringsten. Die hOchste Konzentration wurde in den
Abendstunden (15-20 pug/100 mL) nachgewiesen (Spencer and Deak, 2017). Der zirkadiane
Rhythmus stimmt mit dem Hell-Dunkel-Zyklus in der Tierhaltung meistens Gberein. Geht das
Licht aus, werden die nachtaktiven Tiere wach und die Corticosteronkonzentration steigt auf
den Hohepunkt. Die Werte kdnnen sich jedoch verschieben, wenn die Tiere auf Futter oder
Wasserentzug gesetzt werden. Wird das Futter nur in den Morgenstunden angeboten,
verschiebt sich die Phase der Corticosteronausschiittung und der Hohepunkt ist wahrend der
Futteraufnahme. Die Konzentration ist im Laufe des 24 Stunden Rhythmus jedoch relativ
konstant (Kalsbeek et al., 2012). Nicht nur der zirkadiane Rhythmus bestimmt den Spiegel der
Stresshormone, sondern auch das Geschlecht beeinflusst die Konzentration von Corticosteron
im Ruhezustand. Es wurde nachgewiesen, dass weibliche Tiere (129 + 11 ng/mL) eine hdhere
Konzentration haben, als ménnliche Tiere (102 + 21 ng/mL) (Atkinson and Waddell, 1997,
Touma et al., 2004). Die Konzentration ist bei den weiblichen Tieren zusatzlich noch vom
Fortpflanzungszyklus abhangig. Wahrend der Ostrus-Phase ist die Konzentration am
geringsten (129 + 11 ng/mL) und nimmt mit der Metdstrus Uber die Didstrus bis hin zur
Proostrus-Phase (246 + 14 ng/mL) zu. Weibliche Tiere zeigen aufRerdem eine grbRere
Aktivierung der HPA-Achse wahrend einer Stressindikation (Atkinson and Waddell, 1997).
Nicht nur das Geschlecht, sondern auch die Hierarchie hat einen Einfluss auf die
Corticosteronkonzentration. Weiblich dominante Mause weisen eine deutlich geringe

Plasmakonzentration auf, wie untergeordnet Weibchen (Williamson et al., 2019).

Das Alter hat ebenfalls einen Einfluss auf die Corticosteronkonzentration. Im Ruhezustand (7
Uhr) wurde bei 23 Monate alten Mausen im Vergleich zu 2 Monaten jungen Mausen kein
Unterschied festgestellt. Am zirkadianen Hohepunkt (19 Uhr) jedoch haben die alteren Mause
eine deutlich hdhere Corticosteronkonzentration im Plasma, als die jlingeren Mause.
Wohingegen die jungen M&ause eine deutlich héhere Corticosteronkonzentration nach einer
Stressindikation (Fixierungsstress) aufweisen, als die alteren Mause. Um eine Aussage Uber
die Aktivitat der HPA-Achse zu treffen, wurde die Expression der Glucocorticoid Rezeptoren
mittels Western Plot gemessen. Hier konnte kein Unterschied in der Expression zwischen

jungen und alten Mausen festgestellt werden (Oh et al., 2018).
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Ein weiterer Faktor, der bei der Auswertung berlcksichtigt werden muss, ist der Stamm.
Verschiedene Mausstamme haben von Natur aus unterschiedliche
Corticosteronkonzentrationen. Bei der Untersuchung von weiblichen Mausen des C57BL/6
und Swiss Stammes wurde ein Unterschied festgestellt. Die Plasmakonzentration von
Corticosteron im Ruhezustand ist bei dem C57BL/6 Stamm deutlich hoher, als bei dem Swiss
Stamm. Wohingegen die Glucocorticoid Rezeptor Expression im Hippocampus gegenteilig ist
(Marchette et al.,, 2018). Der Swiss Stamm exprimiert deutlich mehr Glucocorticoid
Rezeptoren, wie der C57BL/6 Stamm. Die Reaktion auf einen Stressreiz zeigt, dass die
Konzentration bei C57BL/6 und Swiss Mausen ansteigt. Ein statistischer Unterschied konnte
nicht nachgewiesen werden. 21 Tage nach dem  Stressreiz sinkt die
Corticosteronkonzentration im Plasma bei den C57BL/6 Tieren. Diese ist sogar geringer als
im Ruhezustand. Im Gegensatz dazu liegt die Konzentration bei dem Swiss Stamm immer
noch tiber dem Ruhezustand liegt (Tsuchimine et al., 2020). Ahnliche Werte weisen auch die
mannlichen Mause des B6 Stammes auf. Sie wurde nach einer Stressindikation eine 6-fach
hohere Corticosteronkonzentration in den Haaren nachgewiesen. Wohingegen bei mannlichen
BALB/cAJcl Tieren eine 16-fach hohere Konzentration nachgewiesen wurde (Tsuchimine et
al., 2020).

Diverse Umwelteinfliisse (Ernéhrung (Sirasangi et al., 2024), Kafiganreicherungen (Benaroya-
Milshtein et al., 2004), Gruppengréf3e/Hierarchie (Williamson et al., 2019), Larm (Clancy et al.,
2023), Lichtintensitat (Dauchy et al., 2019), Hell-Dunkel-Zyklus sowie Zeitpunkt der
Probenentnahme (Kalsbeek et al., 2012), Handhabungsmethoden (Hurst and West, 2010),
usw.) durfen bei der Auswertung ebenfalls nicht unbertcksichtigt bleiben. Zusammenfassend
lasst sich festhalten, dass zahlreiche Faktoren wie Geschlecht, Alter, Stamm, zirkadianer

Rhythmus, Hierarchie und Art der Probe die Konzentration von Corticosteron beeinflussen.

Obwohl die Bestimmung der Corticosteronkonzentration von diversen Faktoren beeinflusst
werden kann, wird sie trotzdem als Biomaker bei Nagetieren verwendet, um Rickschliisse auf
deren Stresshormonspiegel zu ziehen (Ataallahi et al.,, 2022). Ein Anstieg der
Corticosteronkonzentration wird oftmals zur Bewertung des Wohlbefindens genutzt (Botia et
al., 2023). Dabei spielt der auslésende Reiz eine entscheidende Rolle. Verursacht der Reiz
Schmerzen oder Angst bei dem Tier, wird dieser als Verschlechterung des Wohlbefindens
interpretiert (Tsai et al., 2015, Tsuchimine et al., 2020). Ein Anstieg an Plasmacorticosteron
kann aber gleichermafien auf Belohnung oder Angst hinweisen. Die Aktivierung der HPA-
Achse hat nicht unbedingt negative Folgen fir das Wohlbefinden der Tiere (Ralph and
Tilbrook, 2016). So zeigen Mause, die in einem angereicherten Kafig gehalten werden, im
Vergleich zu einem Standardkéfig signifikant erhdhte Corticosteronwerte (Benaroya-Milshtein
et al., 2004, Ratuski et al., 2024).
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Aufgrund der Einschrankungen und der Schwankungen im Hormonspiegel reicht die
Auswertung der Corticosteronkonzentration nicht aus, um verlassliche Riuckschliusse auf das
Wohlbefinden der Tiere zu ziehen (Leenaars et al., 2020). Daher soll das Verhalten der Tiere
zusatzlich analysiert werden, um eine umfassendere Einschatzung ihres Wohlbefindens zu
ermdglichen (Hohlbaum et al., 2018). Diese Verhaltensanalyse ergénzt die physiologischen
Parameter und ermdglicht eine prazisere Beurteilung des tatsédchlichen Wohlbefindens der

Nagetiere.

1.8 QUANTITATIVE BESTIMMUNG DES STRESSHORMONS MITTELS IMMUNOASSAY

Anhand der Bestimmung von Corticosteron kann der Stresszustand von Nagetieren und so
das Wohlbefinden ermittelt werden (Hirsch and Watkins, 2020). Wie bereits erwéhnt gibt es
verschiedene Proben die zur Bestimmung genutzt werden kénnen. Die haufigste genutzte
Probe zur Analyse von akutem Stress sind Blutproben. Hierbei sollte berlcksichtigt werden,
ob es sich um Plasma oder Serum handelt. Je nachdem welche Schritte folgen, muss das
Probengefaf3, in denen das Blut gesammelt wird, ein Antikoagulat enthalten. Genauso wichtig
ist die anschlieBende Lagerung bei Raumtemperatur, Kihlschrank (- 4 °C) oder Gefrierschrank
(- 20/- 80 °C). Diese ist abhangig von der weiteren Verarbeitung und wann diese zeitlich
stattfindet. Am besten eignet sich die Lagerung bei -80 °C. Diese garantiert die langste
Haltbarkeit der Proben (Hansen, 2015). Bevor die Proben mittels Enzyms gekoppeltem
Immunabsorptionstest (ELISA bestimmt werden kénnen, muss das Corticosteron zuvor noch
aus den Proben extrahiert werden. Dies ermoglicht es, das Corticosteron zu konzentrieren und
andere Bestandteile zu entfernen (Ataallahi et al., 2022). Um die Konzentration zu bestimmen,
gibt es verschiedene Methoden. Welche Methode (z.B.
Hochleistungsflissigkeitschromatographie mit Massenspektrometrie, Fluoreszenzdetektion,
Immunoassay) genommen wird, ist abh&ngig von den eigenen Praferenzen und den
Gegebenheiten im Labor. Es ist lediglich darauf zu achten, dass es eine Spezifitdt und
Sensitivitat flr Corticosteron gegeben ist. Die gebréauchlichste Methode ist der Immunoassay.
Er basiert auf dem Prinzip der Bindung zwischen einem Antikdrper und der zu bestimmenden
Probe. Zum Immunoassay gehdren ebenfalls verschiedene Methoden wie der
enzymgekoppelte Immunabsorptionstest (ELISA), Radioimmunoassay (RIA) und der Multiplex
Immunoassay (Ataallahi et al., 2022). Jede dieser Methoden hat Vor- und Nachteile. Friher
wurde der Radioimmunoassay sehr oft genutzt, um die Konzentration zu bestimmen. Jedoch
sind fur diese Methode radioaktive Substanzen notwendig, die einen Einfluss auf die Umwelt
und Sicherheit des Anwenders haben kdnnen (Mallick et al., 2015). Bei einem ELISA werden
keine radioaktiven Substanzen bendétigt. Dieser ist sehr einfach in der Anwendung und schnell,

ermdoglicht jedoch nur die Bestimmung eines Analyten (z. B. Corticosteron) mittels ELISA.
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Sollen mehrere Analyten bestimmt werden, ist das mit einem ELISA kosten- und zeitintensiv.
Dafir eignet sich Multiplex Immunoassay, wie Durchflusszytometrie, Chemilumineszenz oder
Elektrochemiluminiszenz (Leng et al.,, 2008). Der Nachteil dieser Methode ist, dass

spezifisches Equipment und Erfahrung bendétigt werden (Ataallahi et al., 2022).

1.8.1 CORTICOSTERON NACHWEIS MIT ENZYMGEKOPPELTEM
IMMUNABSORPTIONSTEST (ELISA) VON ENZO

In dieser Studie wird die Corticosteronkonzentration im Blutplasma von Mausen mittels
kompetitiver ELISA ausgewertet. Mit dieser Methode kann das gebundene Corticosteron
mittels Absorption bei 405 nm nachgewiesen werden. Bei einem kompetitiven ELISA bindet
ein nicht markierter Antikérper (Esel-Antikérper) an einem festen Trager, z. B. der Platte. Ein
zweiter, markierter Antikdrper (Anti-Schaf) bindet an den ersten Antikorper. Dadurch lassen
sich das Signal und die Sensitivitat (zwei Bindungsstellen am Antikdrper) verstarken, was bei
geringen Konzentrationen von Vorteil ist. Der Anti-Schaf-Antikorper, das bekannte Antigen mit
dem Enzym (alkalische Phosphatase [AP]) und das unbekannte Antigen, dem Corticosteron,
werden gleichzeitig in die mit Esel-Antikbrper beschichtete Platte pipettiert. Wahrend der
Inkubationszeit kann der Anti-Schaf Antikérper an den Esel-Antikdrper binden. Das
Corticosteron der unbekannten Probe konkurriert mit dem enzymgekoppelten Antigen, um die
Bindungsstelle am Antikdrper. Unspezifische Bindungen werden vermieden und
nichtgebundene Antigene werden beim Waschen entfernt. Je mehr von der unbekannten
Probe (Corticosteron) gebunden hat, desto weniger kann von der bekannten Probe, dem
enzymgekoppelten Antigen, binden. Je niedriger die Absorption ist, umso geringer ist der
Farbumschlag (Kenneth Murphy, 2011, ENZO, 26.01.2023) und umso hdher ist die

Corticosteronkonzentration in der Probe.
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Kompetitiver ELISA
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Beschichtete Platte Inkubation mit: Vollstandige Enzymatische
mit Esel-Antikorper anti-Schaf IgG, Bindung aller Reaktion
unbekannte Probe, Substanzen (Farbumschlag)
enzymgebundenes proportional zu dem
Antigen gebundenen Antigen

Nicht spezifische Probe ¢y Enzymgebundenes Antigen (AP)

@  Spezifische unbekannte Probe (Corticosteron)
@  Enzymatischen Substrat

}/o Anti-Schaf 1gG Antikorper Produkt vom Farbumschlag

Abbildung 8: Graphische Darstellung eines kompetitiven, enzymgekoppelten
Immunabsorbtionstests. (A) Beschichtete Platte mit Esel-Antikdrper (Donkey antibody). (B)
Alle Substrate werden in die Platte pipettiert. Der Anti-Schaf IgG Antikdrper verbindet sich
wahrend der Inkubation sowohl mit dem Esel-Antikdrper als auch mit dem enzymgebundenen
Antige und der unbekannten Cortisoteronprobe. (C) Alle Bindungen sind vollstdndig. Nach
Zugabe des enyzmatsichen Substrates, kann das Enzym das Substat umsetzen und es kommt
zum Farbumchlag (D). Dieser Farbumschlag kann mit Hilfe eines Absorptionsmessgerates
bestimmt werden (ENZO, 26.01.2023).

1.9 VERHALTENSTESTS BEI MAUSEN — INDIKATOR FUR DEREN WOHLBEFINDEN

Die quantitative Bestimmung des Corticosteron ist nur ein kleiner Teil, um Rickschlisse auf
das Wohlbefinden der Tiere zu ziehen. Aufgrund der Einschréankungen und der Schwankungen
im Hormonspiegel reicht die Auswertung der Corticosteronkonzentration nicht aus (Leenaars
et al., 2020). Die Beobachtung des Verhaltens der Tiere dient als Indikator fir deren
Wohlbefinden. RegelmafRige Beobachten sind essenziell und zeigen Abweichungen von deren
Normalverhalten und Anzeichen von Stress, Schmerzen oder Unwohlsein (Rinwa et al., 2024).
Daher soll das Verhalten der Tiere zusétzlich analysiert werden, um eine umfassendere
Einschatzung ihres Wohlbefindens zu ermdglichen (Hohlbaum et al., 2018). Diese
Verhaltensanalyse ergénzen die physiologischen Parameter und ermdglichen eine préazisere

Beurteilung des tatsachlichen Wohlbefindens der Nagetiere.
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1.9.1 INTERAKTIONSTEST ODER TEST AUF INTERKATION (TAl)

Der Test auf Interaktion wertet die Zeit aus, die das Tier freiwillig mit der Interaktion des
Wissenschatftlers verbringt. Zur Interaktion zahlen das Beschniiffeln (sniffing) der Hand, das
Beruhren (touching) der Hand oder das darauf Klettern (climbing). Das Tier hat 60 Sekunden
lang Zeit, sich an die neue Situation zu gewohnen, bis die Hand des Wissenschaftlers flach in
den vorderen Teil des Kafigs gelegt wird. Danach kann das Tier fir weitere 60 Sekunden mit
der Hand des Experimentators interagieren (Hurst and West, 2010). Da dem Tier weiterhin
ausreichend Platz zur freien Verfigung besteht, kann es freiwillig zur Hand laufen. Es wird
dem Tier Uberlassen, ob es interagieren mdchte. Die Ergebnisse liefern einen Hinweis Uber
das Explorationsverhalten der Tiere. Je langer die Tiere interagieren, desto geringer ist deren
Angst-assoziiertes Verhalten. Angstliche Tiere zeigen ein reduziertes, exploratives Verhalten
und Erstarren. Die Interaktionszeit ist bei nicht angstlichen Tieren langer und somit deren

Wohlbefinden verbessert (Gouveia and Hurst, 2013, Gouveia and Hurst, 2019).

1.9.2 ERHOHTES PLUSLABYRINTH TEST (EPM)

Das erhohte Pluslabyrinth ist ein Verhaltenstest zur Bestimmung von Angst-assoziiertem
Verhalten (Figueiredo Cerqueira et al., 2023). Das Labyrinth steht auf einer erhéhten Plattform
und besteht aus einem geschlossenen und offenen Arm. Die Tiere, welche explorativer und
weniger Angst-assoziiertes Verhalten zeigen, werden sich langer in den offenen Armen
aufhalten. Des Weiteren sind die Tiere aktiver und legen eine langere Laufstrecke zurlick
(Clarkson et al.,, 2018). Im Gegensatz dazu verweilen die &angstlichen Tiere langer in
geschitzten Bereichen und bleiben in einer Ecke sitzen. Das sitzen bleiben wird auch als
eingefrorenes oder auch ,freezing” Verhalten bezeichnet. Durch diesen Test werden das
Angst-assoziierte Verhalten sowie deren Aktivitat (Aufenthaltsdauer im offen/geschlossenen
Arm, die Laufstrecke) bestimmt (Radyushkin et al., 2009). Es ist nachgewiesen, dass Tiere,
die am Schwanz gehandhabt werden, ein gréReres Angst-assoziiertes Verhalten, eine
geringer Laufstrecke, sowie eine kirzere Interaktionszeit mit dem Experimentator zeigen. Die
aversive Handhabe (negativer Reiz) hat einen negativen Einfluss auf das Wohlbefinden der
Tiere (Clarkson et al., 2018).

1.9.3 OFFENER FELD TEST

Mittels des offenen Feld Tests kbnnen ahnliche Parameter bestimmt werden. Auch dieser Test

bewertet das Angstverhalten der Tiere. Die Maus wird in eine Box gesetzt und nach einer

a7



bestimmten Zeit wieder herausgeholt. Die Box ist aufgeteilt in ein Zentrum und eine Randzone.
Die Tiere, welche explorativer sind und weniger Angst-assoziiertes Verhalten zeigen, legen
eine langere Laufstrecke zurlick und halten sich im Zentrum der Box auf (Radyushkin et al.,
2009). Ein langerer Aufenthalt im Zentrum der Box ist ein Indikator fur ein reduziertes
angstahnliches Verhalten und tréagt somit zu einer Verbesserung des Wohlbefindens bei
(Clarkson et al., 2018, Figueiredo Cerqueira et al., 2023). Eine Studie zeigte, dass Ratten, die
taglich auf einem Laufband ein Intervalltraining absolvierten, weniger angstahnliches
Verhalten zeigten und eine langere Laufstrecke im OF zurticklegten. Das ,freezing“ Verhalten
nahm deutlich ab, im Vergleich zu den Ratten, welche nicht auf das Laufband durften. Diese
Studie zeigt, dass intensives Training positive Effekte auf das Verhalten der Ratten hat
(Caligkan et al., 2024).

1.9.4 NESTBAUVERHALTEN (NBT)

Das Nestbauverhalten bei mannlichen und weiblichen Mausen ist ein angeborenes,
natirliches Verhalten. Ist das Verhalten reduziert, kann das das erste Anzeichen flr
Verhaltensdnderungen oder psychiatrische Stdérungen sein. Veranderungen im Nestbau
kénnen daher dazu beitragen, den Wohlbefindenszustand der Maus zu bestimmen (Jirkof,
2014, Neely et al.,, 2019). Die Komplexitdat eines Nestes, lasst Ruckschlisse auf das
Wohlbefinden zu (Jirkof et al., 2013). Sie brauchen die Nester fur ihre Warmeregulation, als
Unterschlupf und fur die Fortpflanzung. Zu wenig Nestmaterial kann die Sterberate der
Nachkommen begtinstigen (Leidinger et al., 2019). Das am haufigsten verwendete Material
zur Bestimmung des Nestbauverhaltens sind gepresste Baumwollquadrate, welche die Mause
auseinanderzupfen konnen. Diese bleiben Uber Nacht im Kafig und werden am né&chsten
Morgen evaluiert. Die Evaluierung erfolgt mittels 5 Punkte System. Das schlechteste Nest
erhéalt lediglich einen Punkt, wahrend das beste Nest mit 5 Punkten bewertet wird (Deacon,
2006). Wie gut ein Nest gebaut wird, h&ngt von diversen Faktoren ab. Die Dauer, das
Nestmaterial, das Geschlecht sowie der Stamm, die Tageszeit, das Alter und die

Umgebungstemperatur kénnen nachweislich die Bauweise der Nester beeinflussen.

Je langer die Tiere das Nestmaterial zur Verfliigung haben, desto qualitativ hochwertigere
Nester (Nester mit hohem Score) kbénnen gebaut werden (Hess et al., 2008). Das Material,
welches den Tieren zum Nestbau angeboten wird, beeinflusst die Qualitdt des Nestes. Es
wurde gezeigt, dass die hochste Qualitdt der Nester erreicht wird, wenn geschredderte
Papierstreifen (8 g Sizzle Nest) verwendet werden, im Gegensatz zu den Tieren, die lediglich
zwei Kleenex-Tlcher erhielten. Mause die gepresste Baumwollquadrate erhalten hatten,

zeigten statistisch keine Unterschiede. Jedoch war der Nestbau Score geringer, wie bei den
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Méausen die nur die Kleenex Tucher hatten. Die Mause kdnnen mit Kleenex Tichern alleine
keine qualitativ hochwertigen Nester bauen, insbesondere wenn das Material noch begrenzt
ist. Die schlechten Ergebnisse fir die Baumwollguadrate kénnen mdoglicherweise darauf
hindeuten, dass nicht geniigend Material vorhanden ist. Zu berlcksichtigen ist, dass die
Mause keine Unterschiede im Nest Score zeigten, wenn ihnen mehrere Baumwollquadrate zu
Verfigung stehen (Hess et al., 2008). Einen Unterschied zwischen den Geschlechtern,
konnten diese Studien (Hess et al.,, 2008, Xiong et al., 2018) nicht nachweisen. Sowohl
weibliche als auch mannliche Mause bis zu einem Alter von 7 Monaten bauen hochwertige
Nester. Lediglich trachtige Weibchen bauen Nester mit hOherem Score. Eine gesteigerte
Aggression zwischen den mannlichen Tieren beztglich begrenzter Ressourcen konnte nicht
nachgewiesen werden. Im Gegenteil, je besser das Nest, desto weniger Aggressionen
innerhalb der méannlichen Gruppe (Gaskill et al., 2013). Unter Beriicksichtigung des Stammes,
konnten verschiedene Scores nachgewiesen werden. Selbst innerhalb der Inzuchtstamme
(C57BL/6JRccHsd, DBA/2JRccHsd, 129S2/SvHsd) lassen sich Unterschiede nachweisen
(Ahlgren and Voikar, 2019).

Ein weiterer Faktor, der die Qualitat des Nestes beeinflussen kann, ist die Tageszeit. Bei
mannlichen Mausen des C57BL/6J Stammes wurde nachgewiesen, dass sie bevorzugt in der
frihen und spaten Dunkelphase Nester bauen, was mit der Schlafphase zusammenhéngt
(Tagawa et al., 2024).

Das Alter hat ebenfalls einen Einfluss auf das Verhalten. Jiingere Mause (7 Monate) bauen
statistisch qualitativ bessere Nester, als altere Mause (25 Monate). In dieser Studie wurde
ebenfalls kein geschlechtsspezifischer Unterschied bei 7 Monate alten Mausen festgestellt.
Bei 25 Monate alten Mausen jedoch bauen die weiblichen Mause statistisch qualitativ
hochwertigere Nester, als die mannlichen Mause. Je alter die Tiere werden, desto niedriger
der Nestbau Score (Xiong et al., 2018).

Die Nester werden an die Umgebungstemperatur angepasst. Mit steigender
Umgebungstemperatur nimmt der Nestbau Score ab. Die Qualitéat der Nester verschlechtert
sich, da die Wande immer flacher und offener werden, wodurch die Tiere mehr Wéarme
abgeben kénnen (Gaskill et al., 2013).

Weitere Untersuchungen ergaben, dass die taglich aktiven Mause (auf einem Laufband), einen
hoheren Nestbau-Score aufwiesen als die inaktiven Mause (Yuk et al., 2023). Auch hier zeigt

intensives Training einen positiven Effekt auf das Nestbauverhalten der Mause.
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1.9.5 SACCHAROSE PRAFERENZ TEST (SPT)

Der Saccharose Praferenz Test ist der funfte Test der durchgefuhrt wird, um das
depressionsbedingte oder anhedonische Verhalten bei Mausen zu bestimmen (Wulff et al.,
2023). Anhedonie ist die Unfahigkeit, Freude an etwas zu empfinden und ist das erste

Symptom einer Depression beim Menschen (Liu et al., 2018).

Bei diesem Test wird den Tieren die Mdglichkeit geboten, zwischen Wasser und einer
Saccharoselésung frei zu wahlen (Strekalova et al., 2004). Ein normaler Saccharosekonsum
ohne vorherige Indikationen liegt bei Mausen um die 80 % (Du Preez et al., 2020). Nach einer
Stressindikation nimmt der Konsum ab. M&use, die einem chronischen Stressreiz ausgesetzt
werden, zeigen eine reduzierte Saccharose Praferenz (Diez-Solinska et al., 2024). Eine
reduzierte Saccharosepréaferenz unter < 60 % dient als Maker flr anhedonisches Verhalten
(Liu et al., 2018). Wobei die Praferenzen auch stark schwanken (Primo et al., 2023). Nicht nur
die Praferenz, sondern auch die Ged&achtnisleistung ist beeintrachtigt, was zu einer reduzierten
Trinkh&ufigkeit fuhrt (Wulff et al., 2023). Ein akuter Stressor hemmt die Saccharoseaufnahme
nicht, wohingegen der chronische Stress die Aufnahme reduziert. Weibliche M&ause zeigen
nach dem chronische Stressreiz eine reduziertes Trinkverhalten und somit eine reduzierte
Saccharoseaufnahme, jedoch sind diese statistisch nicht unterschiedlich. Das lasst darauf
Schlussfolgern, dass die weiblichen Tiere stressresistenter und weniger anfallig sind in Bezug
auf die Saccharose Aufnahme. Im Gegensatz zu den ménnlichen Méausen, die nhach dem
chronischen Stress statistisch deutlich weniger Saccharose zu sich nehmen (Wulff et al.,
2023). Ein grol3er Nachteil des Saccharose Praferenz Tests, ist es, dass es keine einheitlichen
Gerate zur Messung gibt. Es werden oft Réhrchen mit Gummistopfen verwendet, um die
Aufnahme der Saccharose abzuschatzen. Hierbei kdnnen jedoch diverse Fehlerquellen
entstehen. Die Réhrchen kdnnen undicht werden, was die Messung verfalschen kann. Die
Menge an Saccharoseldsung ist entscheidend, ob die Tiere ein anhedonisches Verhalten
zeigen oder nicht. Die absolute Menge kann jedoch vom Gewicht der Tiere abhangig sein und
kann erheblich schwanken. Des Weiteren entscheiden sich die Mause manchmal dazu, weder
Wasser noch Saccharose oder sogar beides in extrem grof3en Mengen zu trinken. Der nicht

bzw. Ubermafiige Konsum fiihrt ebenfalls zur Verfalschung der Messung (Liu et al., 2018).

Um die Ergebnisse genauer deuten zu konnen, ist ein weiterer Test notwendig, um eine
Aussage Uber das depressionsbedingte Verhalten bei M&usen zu treffen. Dieser Test ist der

Schwimmtest, welcher in den folgenden Abschnitten beschrieben wird.
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1.9.6 SCHWIMMTEST (FST)

Der Schwimmtest oder auch ,Forced swim test* genannt dient ebenfalls der Bewertung des
depressionsbedingten Verhaltens (Verzweiflung). Bei dem FST wird die Maus in ein Gefal mit
temperiertem Wasser gesetzt, aus dem sie nicht alleine herauskommen kann. Nach Ablauf
der Zeit wird das Schwebeverhalten ausgewertet. Mause, die frihzeitig beginnen im Wasser
zu schweben oder sich treiben lassen, zeigen eine passive Bewaéltigungsstrategie. Mause, die
versuchen, aus dem Gefald herauszukommen und weiter schwimmen, wenden eine aktive
Bewadltigungsstrategie an. Der FST liefert daher Hinweise darauf, wie effektiv die
Bewaltigungsstrategie der Mause ist. Stressvolle Situationen fordern die passiven
Bewaltigungsstrategien bei Mausen. Beim Menschen fihrt chronischer Stress zu Depression,
was dazu fiuhrt, dass die passive Bewaltigungsstrategie oft als depressionsassoziiertes
Verhalten bezeichnet wird (Commons et al.,, 2017). Die Tiere zeigen oftmals jedoch nur
frustriertes Verhalten oder emotionale Erschopfung, was wiederum als depressiv &hnlichem
Verhalten gewertet wird. Die Auswertung von diesem Verhalten (Schwebeverhalten) lasst
Ruckschliisse auf den Zustand (Verzweiflung) der Tiere zu (Strekalova et al., 2004). M&nnliche
Inzuchtméuse die einem Stressreiz ausgesetzt waren, zeigen eine deutlich langere
Immobilitatsdauer als Inzuchtmause ohne Stressindikation (Zhang et al., 2020). Méannliche
Auszuchtmause hingegen zeigen keinen Unterschied in der Immobilitdtsdauer nach einem

Stressreiz im Vergleich zu Auszuchtmause ohne Stressindikation (Diez-Solinska et al., 2024).

1.10 KORPERGEWICHTSMESSUNG ALS INDIKATOR FUR WOHLBEFINDEN

Das Wohlbefinden der Labornager ist schwierig zu bewerten. Gerade auch weil sie uns nicht
sagen konnen, wo sie Schmerzen empfinden. Die Auswertung von diversen Verhaltenstests
der Tiere, ist der erste Schritt das Wohlbefinden zu deuten. Es ist wichtig deren Verhalten
genauer zu beobachten. Dadurch kdnnen nicht nur Riickschlisse auf Angst- und Depressions-
assoziiertes Verhalten geschlossen werden, sondern auch auf chronische Schmerzen. Diese
wiederum koénnen das Wohlbefinden der Tiere minimieren. Tiere, die Schmerzen empfinden,
zeigen unter anderem eine verminderte Aktivitat, eine abnormale (gekrimmte) Haltung,
veranderte Atmung, horbare Schmerzlaute, verminderte Fellpflege und eine Reduktion des
Korpergewichtes durch eine verénderte Fressaktivitdt (Animals., 1992). Daher sind die
Uberwachung und Messung des Kérpergewichtes der Tiere ein weiterer Indikator zur Deutung
des Wohlbefindens (Do et al., 2020). Stress fuhrt sowohl bei juvenilen, als auch bei jungen

Mausen dazu, dass sie deutlich weniger an Gewicht zunehmen (Li et al., 2022).
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Nicht nur Stress ist ein Faktor, der das Kérpergewicht bei Mausen stark beeinflussen kann,
sondern auch Faktoren wie Alter, Geschlecht, Stamm (Laboratories, Labs, 28.06.2024),
Haltungsbedingung (Ahlgren and Voikar, 2019) und Aktivitat (Yuk et al., 2023).

52



2. ZIELSETZUNG — HYPOTHESEN

Das konkrete Ziel dieser Forschungsarbeit ist die Evaluierung des Klickertrainings als
Refinementmethode. Einerseits wurde eine einwochige Protokolldauer angewendet,
andererseits wurde untersucht, ob der positive Effekt des Klickertrainings der Mutter auf ihre
Nachkommen Ubertragbar ist. Zusatzlich wurde untersucht, ob ein weiteres Klickertraining den
Nachkommen von Vorteil ist oder ob es ausreichend ist, lediglich die Mtter zu trainieren. Das
Klickertraining dient der Vorbereitung der Versuchstiere auf folgende Verhaltensexperimente,
indem durch die Interaktion mit dem Experimentator und die regelmafige Handhabung die
Angst- und Depressions-assoziierten Verhaltensweisen sowie die Stresshormone reduziert
werden sollen. Die Studie von Leidinger et al., 2017 zeigt das trainierte Mause eine reduzierte
Schwebezeit im Morris Water Maze aufwiesen, was auf ein geringeres Depressions-
assoziiertes Verhalten hindeutet. Zudem wurde eine verminderte Vokalisierung wahrend der
Handhabung und der Fixierung nachgewiesen. Aufbauend auf diesen Ergebnissen wird in
dieser Forschungsarbeit weiter auf die Auswirkungen des Klickertrainings eingegangen. Es
wurde die Fragestellung untersucht, wie das Klickertraining optimiert werden kann, um eine
nutzerfreundliche Anwendung zu ermgglichen und zu prifen, ob das bestehende vierwochige
Trainingsprotokoll verkirzt werden kann (Leidinger et al., 2017). Diese Studie besteht aus
mehreren Teilen, die ermitteln sollen, ob der positive Effekt des Klickertrainings
generationstibergreifende Auswirkungen auf die Mause hat. Dabei werden ausschlief3lich nur

die Nachkommen berticksichtigt und nicht die Mutter.

Wie bereits erwéhnt, fihrt das Klickertraining bei Mausen zu einer Reduktion der Schwebezeit
im Morris Water Maze. Daher wird angenommen, dass das Klickertraining Auswirkungen auf
die Schwebezeit im Schwimmtest (FST) hat. Im ersten Versuchsteil soll untersucht werden,
ob das Klickertraining der Miitter positive Auswirkungen auf das Depressions-assoziiertes
Verhalten ihrer Nachkommen hat. Dazu wurden untrainierte Nachkommen von trainierten
Muttern (M+N-) und trainierten Nachkommen von trainierten Muttern (M+N+) miteinander
verglichen. Es kann auf ein zusatzliches Training der Nachkommen verzichtet werden, wenn
die Verhaltenstests @hnliche Ergebnisse liefern. Dies wiirde bedeuten, dass es ausreichen
wirde, lediglich das Muttertier zu trainieren, anstatt die 6 - 15 Nachkommen. Der Vorteil wére
eine qualitativ effizientere Anwendung des Klickertrainings. Dartber hinaus soll gepruft
werden, ob es geschlechterspezifische Unterschiede (mannlich/weiblich) im Klickertraining
gibt. Hierfir werden die Ergebnisse der Verhaltenstests von mannlichen und weiblichen
Nachkommen (M+N- und M+N+) verglichen. Zusatzlich wird die Interaktionszeit mit dem
Experimentator gemessen, da eine langere Interaktionszeit auf ein geringeres, Angst-

assoziiertes Verhalten hinweisen kann.

53



1. Hypothese (Beide Geschlechter):

Das gezielte Klickertraining der Mutter, ohne zuséatzliches Training ihrer Nachkommen
(M+N-), fahrt im Vergleich zu den trainierten Nachkommen von trainierten Mittern
(M+N+), zu einer gleichbleibenden oder sogar signifikant groReren Gewichtszunahme,
einer langeren Interaktionszeit mit dem Experimentator, einer erhodhten
Saccharoseaufnahme, einem hoheren Nestbau Score, einer verklrzten
Immobilitatsdauer im Schwimmtest (FST) und einer geringeren

Corticosteronkonzentration.

2. Hypothese (geschlechtsspezifische Trennung):

Die weiblichen Nachkommen (M-N-, M-N+, M+N-, M+N+) zeigen im Vergleich zu
mannlichen Nachkommen (M-N-, M-N+, M+N-, M+N+) signifikant mehr
Trainingsverhalten, eine langere Interaktionszeit mit dem Experimentator, eine grof3ere
Aufnahme an Saccharoselésung, einen hoheren Nestbau Score, eine kirzere
Immobilitatsdauer im Schwimmtest (FST) sowie eine geringe

Corticosteronkonzentration.

Der zweite Versuchsteil baut auf den Erkenntnissen des ersten Teils auf. Neben den bereits
durchgefihrten Verhaltenstests zur Bestimmung depressionsassoziierter Verhaltensweisen
werden zusatzliche Tests eingefuhrt, um umfassende Rickschlisse auf das Wohlbefinden der
Tiere zu ziehen. Verhaltenstests, wie der offene Feld Test und das erhéhte Pluslabyrinth sollen
insbesondere Aussagen Uber Angst-assoziierte Verhaltensweisen liefern. Zudem wird
untersucht, ob ein gezieltes Klickertraining der Mitter ausreicht, um den positiven Effekt des
Klickertrainings auf die Nachkommen zu Ubertragen, ohne dass diese zusétzlich trainiert
werden mussen. Diese Vorgehensweise wirde nicht nur erhebliche Zeitersparnisse mit sich
bringen, sondern auch das Protokoll nutzerfreundlicher gestalten und es ermdéglichen, dass

mehr Tiere vom Klickertraining profitieren.

Der zweite Versuchsteil umfasst insgesamt vier Gruppen: untrainierte Miitter mit untrainierten
Nachkommen (M-N-), untrainierte Mitter mit trainierten Nachkommen (M-N+), trainierten
Mitter mit untrainierten Nachkommen (M+N-) und trainierten Mditter mit trainierten
Nachkommen (M+N+). Es wird erwartet, dass die Gruppe der untrainierten Nachkommen von
trainierten Muttern (M+N-) in den Verhaltenstests bessere Ergebnisse zeigt als die trainierten
Nachkommen von untrainierten Muttern (M-N+). Die Gruppe der untrainierten Nachkommen
von untrainierten Muttern (M-N-) dient dabei als Referenzwert fir die Ergebnisse ohne
Klickertraining. Es wird erwartet, dass alle anderen Gruppen (M-N+, M+N-, M+N+) ebenfalls

bessere Ergebnisse in dem Verhaltenstest liefern werden. Zuséatzlich soll untersucht werden,
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ob eine Verkirzung der Klickereinfihrungszeit auf 5 Minuten den gleichen Trainingserfolg wie
eine 10-minltige EinfUhrungszeit erzielt. Diese verkirzte Einfihrung wirde das Training
erleichtern sowie die Quantitat steigern. Es kénnten mehrere Tiere auf einmal trainierten
werden, so dass eine groRere Anzahl an Tieren vom Klickertraining profitiert. Alle Ergebnisse

werden zudem auf geschlechtsspezifische Unterschiede hin analysiert.

1. Hypothese (Beide Geschlechter):

Trainierte Nachkommen (M-N+, M+N+) zeigen keine signifikante Reduktion ihres
Korpergewichtes im Vergleich zu untrainierten Nachkommen (M-N-, M+N-).

2. Hypothese (Beide Geschlechter):

Das gezielte Klickertraining der Mitter, ohne ihre Nachkommen zu trainieren (M+N-
) zeigt im Vergleich zu untrainierten Nachkommen von untrainierten Muttern (M-N-
) und trainierte Nachkommen von untrainierten Muttern (M-N+) signifikant eine
langere Interaktionszeit mit dem Experimentator, eine langere Gesamtlaufstrecke
und Aufenthaltsdauer in den offenen Armen des erhdhten Pluslabyrinths (EPM)
sowie im Zentrum des offenen Feld Tests (OF), eine groBere Aufnahme an
Saccharoseldsung, einen héheren Nestbau Score, eine kiirzere Immobilitatsdauer

im Schwimmtest (FST) und eine geringere Corticosteronkonzentration.

3. Hypothese (Beide Geschlechter):

Das gezielte Klickertraining der Mitter, ohne ihre Nachkommen zu trainieren (M+N-
) zeigt im Vergleich zu trainierte Nachkommen von trainierten Muttern (M+N+) die
gleiche oder signifikant eine l&angere Interaktionszeit mit dem Experimentator, eine
langere Gesamtlaufstrecke und Aufenthaltsdauer in den offenen Armen des
erhohten Pluslabyrinths (EPM) sowie im Zentrum des offenen Feld Tests (OF), eine
groRBere Aufnahme an Saccharoseldsung, einen hoheren Nestbau Score, eine
kirzere Immobilitditsdauer im Schwimmtest (FST) und eine geringere

Corticosteronkonzentration.

4. Hypothese (Beide Geschlechter):

Trainierte Nachkommen von untrainierten Muttern (M-N+) zeigen im Vergleich zu
trainierten Nachkommen von trainierten Muttern (M+N+) gleiche oder signifikant
mehr Trainingsverhalten, eine langere Interaktionszeit mit dem Experimentator,
eine langere Gesamtlaufstrecke und Aufenthaltsdauer in den offenen Armen des
erhdhten Pluslabyrinths (EPM) sowie im Zentrum des offenen Feld Tests (OF), eine

groRere Aufnahme an Saccharoseldsung, einen hdheren Nestbau Score, eine
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kirzere Immobilititsdauer im Schwimmtest (FST) und eine geringere

Corticosteronkonzentration.

Hypothese (Beide Geschlechter):

Trainierte Nachkommen von trainierten Muttern (M+N+) zeigen im Vergleich zu
untrainierten Nachkommen von untrainierten Muttern (M-N-) signifikant eine langer
Interaktionszeit mit dem Experimentator, eine langere Gesamtlaufstrecke und
Aufenthaltsdauer in den offenen Armen des erhohten Pluslabyrinths (EPM) sowie
im Zentrum des offenen Feld Tests (OF), eine grolRere Aufnahme an
Saccharoseldsung, einen héheren Nestbau Score, eine kiirzere Immobilitatsdauer
im Schwimmtest (FST) und eine geringere Corticosteronkonzentration.

Hypothese (geschlechtsspezifische Trennunq):

Die weiblichen Nachkommen (M-N-, M-N+, M+N-, M+N+) zeigen im Vergleich zu
mannlichen Nachkommen (M-N-, M-N+, M+N-, M+N+) signifikant mehr
Trainingsverhalten, eine langere Interaktionszeit mit dem Experimentator, eine
langere Gesamtlaufstrecke und Aufenthaltsdauer in den offenen Armen des
erhdhten Pluslabyrinths (EPM) sowie im Zentrum des offenen Feld Tests (OF), eine
grolBere Aufnahme an Saccharoseldsung, einen héheren Nestbau Score, eine
kirzere Immobilitditsdauer im Schwimmtest (FST) und eine geringere

Corticosteronkonzentration.

Hypothese (Beide Geschlechter):

Eine Reduktion der Einfihrungszeit auf 5 Minuten zeigt die gleichen oder signifikant
mehr Trainingserfolge wie eine 10-minutige Einfuhrungszeit. Dies wird dadurch
Uberpruft, indem das Trainingsverhalten vom zweiten Versuchsteil mit dem
Trainingsverhalten vom ersten Versuchsteil von trainierten Nachkommen von

trainierten Muttern (M+N+) verglichen wird.

Der dritte Teil dieser Studie untersucht, ob eine Wiederholung des Klickertrainings der Miitter

zu einer deutlicheren Reduktion der angst- und depressionsassoziierten Verhaltensweisen der

Nachkommen fuhrt. Da jedes Tier individuell ist, kdnnen sie nicht alle gleich behandelt werden.

Wir vermuten, dass eine Wiederholung des Klickertrainings der Mitter bei angstlicheren Tieren

besonders vorteilhaft sein koénnte, um deren angst- und depressionsassoziierten

Verhaltensweisen zu verbessern. Zudem werden alle Ergebnisse auf geschlechtsspezifische

Unterschiede hin analysiert.
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Hypothese (Beide Geschlechter):

Trainierte Nachkommen (M-N+, M+N+) zeigen keine signifikante Reduktion ihres

Kdrpergewichtes im Vergleich zu untrainierten Nachkommen (M-N-, M+N-).

Hypothese (Beide Geschlechter):

Das gezielte Klickertraining der Mitter, ohne ihre Nachkommen zu trainieren (M+N-
) zeigt im Vergleich zu untrainierten (M-N-) und trainierten Nachkommen von
untrainierten Muttern (M-N+) signifikant eine léangere Interaktionszeit mit dem
Experimentator, eine langere Gesamtlaufstrecke und Aufenthaltsdauer in den
offenen Armen des erhohten Pluslabyrinths (EPM) sowie im Zentrum des offenen
Feld Tests (OF), eine groRere Aufnahme an Saccharoseldsung, einen héheren
Nestbau Score, eine kirzere Immobilitatsdauer im Schwimmtest (FST) und eine

geringere Corticosteronkonzentration.

Hypothese (Beide Geschlechter):

Das gezielte Klickertraining der Mitter, ohne ihre Nachkommen zu trainieren (M+N-
) zeigt im Vergleich zu trainierten Nachkommen von trainierten Mittern (M+N+)
gleiche oder signifikant eine langere Interaktionszeit mit dem Experimentator, eine
langere Gesamtlaufstrecke und Aufenthaltsdauer in den offenen Armen des
erhdhten Pluslabyrinths (EPM) sowie im Zentrum des offenen Feld Tests (OF), eine
grolBere Aufnahme an Saccharoseldsung, einen hdheren Nestbau Score, eine
kirzere Immobilititsdauer im Schwimmtest (FST) und eine geringere

Corticosteronkonzentration.

Hypothese (Beide Geschlechter):

Trainierte Nachkommen von untrainierten Muttern (M-N+) zeigen im Vergleich zu
trainierten Nachkommen von trainierten Mittern (M+N+) gleiche oder signifikant
mehr Trainingsverhalten, eine langere Interaktionszeit mit dem Experimentator,
eine langere Gesamtlaufstrecke und Aufenthaltsdauer in den offenen Armen des
erhdhten Pluslabyrinths (EPM) sowie im Zentrum des offenen Feld Testes (OF),
eine groRere Aufnahme an Saccharoseldsung, einen héheren Nestbau Score, eine
kirzere Immobilititsdauer im Schwimmtest (FST) und eine geringer

Corticosteronkonzentration.

Hypothese (Beide Geschlechter):

Trainierte Nachkommen von trainierten Mittern (M+N+) zeigen im Vergleich zu

untrainierten Nachkommen von untrainierten Muttern (M-N-) signifikant eine
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langere Interaktionszeit mit dem Experimentator, eine langere Gesamtlaufstrecke
und Aufenthaltsdauer in den offenen Armen des erhdhten Pluslabyrinths (EPM)
sowie im Zentrum des offenen Feld Tests (OF), eine groRRere Aufnahme an
Saccharoseldsung, einen héheren Nestbau Score, eine kiirzere Immobilitatsdauer

im Schwimmtest (FST) und eine geringere Corticosteronkonzentration.

6. Hypothese (geschlechtsspezifische Trennungq):

Die weiblichen Nachkommen (M-N-, M-N+, M+N-, M+N+) zeigen im Vergleich zu
den maénnlichen Nachkommen (M-N-, M-N+, M+N-, M+N+) signifikant mehr
Trainingsverhalten, eine langere Interaktionszeit mit dem Experimentator, eine
langere Gesamtlaufstrecke und Aufenthaltsdauer in den offenen Armen des
erhdhten Pluslabyrinths (EPM) sowie im Zentrum des offenen Feld Tests (OF), eine
groRere Aufnahme an Saccharoseldsung, einen hdheren Nestbau Score, eine
kirzere Immobilitditsdauer im Schwimmtest (FST) und eine geringere

Corticosteronkonzentration.

7. Hypothese (Beide Geschlechter):

Die trainierten Nachkommen von zweimal trainierten Mittern (Protokoll B: M+N+)
zeigen im Vergleich zu den Nachkommen von Mittern, die nur einmal trainiert

wurden (Protokoll A: M+N+) signifikant mehr Trainingserfolge.

Jeder Mausstamm und jedes Geschlecht reagieren unterschiedlich auf das Klickertraining und
erfordern eine Anpassung des Protokolls. Der vierte Teil dieser Arbeit widmet sich der
Untersuchung mdglicher stammspezifischer Unterschiede im Klickertraining. Im Fokus steht
die Frage, ob der positive Effekt des Klickertrainings auch auf andere Stamme, insbesondere
den C57BL/6JRj Stamm, ubertragen werden kann. Es soll erforscht werden, ob das
Klickertraining in der Lage ist, angst- und depressionsassoziierte Verhaltensweisen zu
reduzieren, welches uns mogliche Riuckschlisse auf das Wohlbefinden der Tiere liefern kann.
Abschlieend wird das Trainingsverhalten des Inzuchtstammes (C57BL/6JRj) mit dem des

Auszuchtstammes (Crl:ICR(CD1) aus den vorherigen Versuchen verglichen.

1. Hypothese (Beide Geschlechter):

Trainierte Nachkommen (M-N+, M+N+) zeigen keine signifikante Reduktion ihres

Kdrpergewichtes im Vergleich zu untrainierten Nachkommen (M-N-, M+N-).

2. Hypothese (Beide Geschlechter):

Das gezielte Klickertraining der Mutter, ohne ihre Nachkommen zu trainieren (M+N-
) zeigt im Vergleich zu trainierten (M-N+) und untrainierten Nachkommen von
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untrainierten Muttern (M-N-) signifikant eine langere Interaktionszeit mit dem
Experimentator, eine langere Gesamtlaufstrecke und Aufenthaltsdauer in den
offenen Armen des erhéhten Pluslabyrinths (EPM) sowie im Zentrum des offenen
Feld Tests (OF), eine groRere Aufnahme an Saccharosel6sung, einen héheren
Nestbau Score, eine kirzere Immobilitatsdauer im Schwimmtest (FST) und eine

geringere Corticosteronkonzentration.

Hypothese (Beide Geschlechter):

Das gezielte Klickertraining der Miitter, ohne ihre Nachkommen zu trainieren (M+N-
) zeigt im Vergleich zu trainierten Nachkommen von trainierten Mattern (M+N+)
gleiche oder signifikant l&angere Interaktionszeit mit dem Experimentator, eine
langere Gesamtlaufstrecke und Aufenthaltsdauer in den offenen Armen des
erhdhten Pluslabyrinths (EPM) sowie im Zentrum des offenen Feld Tests (OF), eine
grolRere Aufnahme an Saccharoseldsung, einen hoheren Nestbau Score, eine
kirzere Immobilitditsdauer im Schwimmtest (FST) und eine geringere

Corticosteronkonzentration.

Hypothese (Beide Geschlechter):

Trainierte Nachkommen von trainierten Muttern (M+N+) zeigen im Vergleich zu
trainierten Nachkommen von untrainierten Muttern (M-N+) signifikant mehr
Trainingsverhalten, eine langere Interaktionszeit mit dem Experimentator, eine
langere Gesamtlaufstrecke und Aufenthaltsdauer in den offenen Armen des
erhdhten Pluslabyrinths (EPM) sowie im Zentrum des offenen Feld Tests (OF), eine
grolBere Aufnahme an Saccharoseldsung, einen hdheren Nestbau Score, eine
kirzere Immobilitditsdauer im Schwimmtest (FST) und eine geringere

Corticosteronkonzentration.

Hypothese (geschlechtsspezifische Trennunq):

Trainierte Nachkommen von trainierten Muttern (M+N+) des C57BL/6JRj Stammes
zeigen im Vergleich zu trainierten Nachkommen von trainierten Muttern (M+N+)

des Crl:CD1(ICR) Stammes die gleiche Anzahl an Trainingserfolgen.
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3. MATERIAL UND METHODE

Tabelle 2: Materialliste

Produkt
AutoPole2

Barriere Hauben -

Basic

Becherglas

Camcorder
(Videokamera)

Camcorder
(Videokamera)

Corticosterone
ELISA kit

D(+)-Saccharose

Doppelspatel 300

mm

Einstreu

Einweg-

Wageschalen

Hersteller

Manfrotto, Cassola
Norditalien

MolInlycke Health Care
GmbH, Wagenseilgasse
14, A-1120 Wien

VWR International
GmbH, Hilpertstralie
20a, D-64295 Darmstadt

Sony, Japan

Sony, Japan

Enzo Life Science, Inc.
10 Executive Blvd,
Farmingdale, NY 11735
USA

Carl Roth GmbH +
Co.KG,
Schoemperlenstr. 3-5, D-
76185 Karlsruhe

Carl Roth GmbH +
Co.KG,
Schoemperlenstr. 3-5, D-
76185 Karlsruhe
Rettenmaier & Séhne
GbmH, Holzmihle 1 D-
73494 Rosenberg

VWR International
GmbH, Hilpertstral3e
20a, D-64295 Darmstadt
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Sonstiges

Seriennummer:; 432 -2.7,1,5-2,7M
Silber

REF 42013, green

Hohe: 240 mm, Durchmesser: 120
mm, Volumen 2000 ml, Artikelnummer
213 - 0470

4K, SONFDRAX53BL, Auswertung:
FST

CX240E HANDYCAM® MIT HD UND
CMOS SENSOR, Auswertung: EPM,
OF

ADI-900-097 (96 wells) / ADI-901-097
(5 x 96 wells)

Artikelnummer 9097.1, 2 99,5 %
RNAse/DNAser frei, 1 kg

YK60.1

SAFE FS 14, Artikelnummer 1505 -
298

85 x 85 x 24 mm (L x B x H), 100 ml



Produkt
Elevated Plus Maze

Ethanol 100 %

(Nutzung: verdlinnt

70 %) zur Reinigung
Etho Vision XT

Filterdeckel fur Typ
I lang GM500

Gitter fur Typ Il lang
GM500

Handschuhe

Handtuchpapier

i-control™2.0

Infinite® 200 Pro

Platten-Leser

Intervall Timer fir

Mobiltelefone

Kafigschalen Typ Il
lang GM500

Kafigschalen Typ I,
Gitter und
Filterdeckel

Leukosilk

Hersteller
Eigenherstellung

GmbH,
Ottoweg 4
D-64291 Darmstadt

AppliChem

Noldus,

Niederlande

Wageningen,

Tecniplast, Italien;
Sealsafe® Plus

Tecniplast, Italien;

Sealsafe® Plus

Medline Internationaol
Frace SAS, 5 rue Charles
Lindbergh, 44110
Chéateaubriant,
Frankreich

Zick/Zack

Tecan Group Ltd.

Mannedorf, Schweiz

Tecan Group Ltd.

Mannedorf, Schweiz

Dreamspark
(03.12.2022)

Tecniplast, Italien;

Sealsafe® Plus

ZOONLAB GmbH,
Animal Husbandry
Experts
Hermannstral3e 6, D-
44579 Castrop-Rauxel
BSN medical GmbH
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Sonstiges
65 x 65 x 62 cm (L x B x H)
Artikelnummer 147194.0716

Software, Version: 15.0.1418

SensiCare Ice Powder-Free Nitril
Exam Gloves, GrofRe S, REF 486801

2 - lagig, 24 x 21 cm, Luxus Premium
hochweiss Artikelnummer 1224233

Software zu Messung der Absorption
Version: 2.0, Dokument
Artikelnummer 30125941 (2017)

Applikation (App):

Anwendungssoftware fur Mobilgeréate

Polyphenylsulfon, 36,5 x 21 x 14 cm
(LxBxH)

26 x 20 x 14 cm (L x B x H)



Produkt

Luxmeter digital

Markierungspunkte

Maus — Zucht —
Pellets
(Alleinfuttermitte far
Mause (& Ratten))

Medizinische
Geschichtsmaske

mit Ohrschlaufe

Micro-Probengefan
EDTA K3E, 1,3 ml

MRXII/ICXD 3360

Plattenlesegerat

Nestlets

Ominfix®-F

Open Field Box

Hersteller

Voltcraft (Eigenmarke

von Conrad), D-92242

Hischau

AVERY, Zweckform
sniff
GmbH,
Gabriel Weg 16, D-59494
Soest

DACH  Schutzkleidung
GmbH Co.KG,
RotachertsraRe 21 D-
76437 Rastatt

Spezialdiaten
Ferdinand-

SARSTEDT AG & Co.
KG, Sarstedtstrale 1, D-
51588 Niimbrecht

Dynex Technologies
GmbH, Heerweg 15, D-
73770 Denkendorf

Datesand Ltd,
7 Horsfield Way,
Bredbury, United
Kingdom

B|Braun Melsungen AG,
Carl-Braun-Strale 1, D-
34212 Melsungen

Eigenbau
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Sonstiges
LX - 1108, Messbereich: 0 - 400000 Ix

@ 8 mm, klebend

V1124 - 300, 10 mm, autoklavierbar,
Abpackung 10 kg

Model D Loop, REF 2161, Typ Il R;
EN 14683:2019

Bestellnummer 41.1504.005
Micro-Probengefal? EDTA K3E,
venose Blutentnahme, Praparierung:
K3 EDTA, Nennvolumen: 1,3 ml, (L x
@) mit Verschluss: 44 x 10,8 mm,
Eindriickstopfen, Verschluss: rot,
Farbcode EU, mit Kunststoffetikett,
Etikett / Druck: rot, Spitzboden mit
Stehrand, 100 Stlick / Beutel

Vertrieb: PLEXX, Artikelnummer
14010, GroRe: 5x5cm

Artikelnummer: 9161406V,
Feindosierungsspritzen,1 ml, ohne

Kandle, 3 — teilig

40 x40x40cm (Lx B x H)



Produkt
Parafilm M®

Permanentstift
(Edding)

Pipetten

Prazisionswaage

PyRAT — Software
far

Versuchtierhaltung

Ringleuchte Medow
960 Pro Bi Color

Spatel / Pinzette

Speicherkarte

Stativ

Sterican

Standardkantle

Hersteller
Bemis Company, Inc.,
2200 Badger Avenue,

2968 Oshkosh, WI 54904
USA

edding International
GmbH,

D-22926 Ahrensburg

Bookkoppel 7

Eppendorf SE
Barkhausenweg 1
D-22339 Hamburg
Satorius Weighing
Technology GmbH, D-
37079 Gotting

Scionics Computer
Innovation GmbH,
Loscherstral3e 16, D-
01309 Dresden

Walimex Pro, Im
Kazenloch 55

D-75446 Wiernsheim
Fine Science Tools (FST)
GmbH, Vangerowstralle
14, D-69115 Heidelberg
SanDisk, Western Digital
UK Limited, Connaught
House, 255 High Street
Guildford, England

Manfrotto, Cassola

Norditalien

Becton Dickinson GmbH,

S. A. Fraga Spanien
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Sonstiges
Laborverpackungsfolie, Bemis™
HS234526A

Farbe: Schwarz, Blau, Grin, Rot

1000 pl, 300 pl, 200 pl, 10 pl

ED822 - CW, Max 820 g, d = 0,01 g,
27303955

Version 4.5.1 — 561

Seriennummer:; 22043

256 GB

MKO55XPRO3-3W inklusive 3-Wege-
Neiger

Einmalkanuile mit
Prazisionsfacettenschliff,
Artikelnummer 301300, 20 G x 1 1/2
(Gr. 1), @ 0,90 x 40 mm, gelb



Produkt

Target Stick mit
nasenfreundlicher
Kugel und Klicker
Thermometer

Weil3e Schokolade

Creme

XNote Stopwatch

Zylinder

Hersteller

TRIXIE Heimtierbedarf
GmbH & Co. KG,
Industierstraf3e 32, D-
24963 Tarp

VWR International
GmbH, Hilpertstralie
20a, D-64295 Darmstadt
Brinkers Food B.V.,

Enschede, Niederland

Dmitry Nikitin
VWR International

GmbH, Hilpertstral3e
20a, D-64295 Darmstadt
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Sonstiges
Artikelnummer 2282, MalRe: 14 cm,

ausziehbar von 14 - 65 cm

VWR® Traceable, Wasserdicht und
stof3fest, Bestellnummer 620-2017

Zutaten: Zucker, Rapsol,
Magermilchpulver,
Sulmolkepulver, Kakaobutter,
Laktose, wei3e Schokolade 2,5 %
(Zucker, Kakaobutter,
Vollmilchpulver), wasserfreies
Milchfett, Emulgator: Sojalecthine,
Antioxidationsmittel: stark
tocopherolhaltige Extrakte, Aromen.
Version 1.60, Erscheinungsdatum
02.03.2018

2000 ml



3.1 ETISCHE STELLUNGNAHME

Alle Tierversuchsvorhaben sind vom Landesuntersuchungsamt Rheinland-Pfalz gemaf} der
Richtlinie 2010/63/EU (Europaische Parlament and Union, 2010) des Européischen
Parlaments zum Schutz der fur den wissenschaftlichen Zweck verwendeten Tiere genehmigt
(Aktenzeichen, G20 - 1 - 131). Des Weiteren wurden die Versuche nur unter den Vorgaben
des deutschen Tierschutzgesetztes (TierSchG) sowie der Tierschutz-Versuchstierverordnung
(TierSchVersV) durchgefihrt.

3.2 VERSUCHSTIERE, HALTUNG UND HANDHABUNG

Alle Mause wurden nach den Empfehlungen der Federation of Laboratory Animal Science
Associations (FELASA) aufgezogen sowie unter Einhaltung des § 11 des Tierschutzgesetzes,
gehalten. Die Einrichtung unterliegt einem Hygienekonzept, welche die Testung auf
mikrobiologische Keime, Viren und Parasiten zweimal im Jahr auf der Grundlage der ,FELASA
recommendations® durchfihrt (Mahler Convenor et al., 2014). Die Tiere wurden nach dem
Zufallsprinzip in Gruppen von zwei bis drei Tieren (gleichgeschlechtlich) in lange Typ Il K&fige
mit Filterdeckel untergebracht. Diese wurden mit grauen, opaken, 10 cm langen PVC-Rdhren,
zwei Tuchern und einem rot-transparenten Unterschlupf ausgestattet. Die Tiere wurden in
einem 12/12 - Hell - Dunkel - Zyklus (200 Lux von 7:00 bis 19:00 Uhr) in einem temperatur -
und feuchtigkeitskontrollierten Raum (22 - 24° C bzw. 50 — 64 %) gehalten. Wasser und Futter

(sniff Spezialdiaten, Maus - Zucht - Pellets) wurden ad libitum angeboten.

J. Hurst konnte mit ihren Untersuchungen nachweisen, dass die Tiere durch die Handhabung
am Schwanz signifikant mehr Angst-assoziierte Verhaltensweisen zeigen, wie die Tiere, die
entweder mit der Hand (Hand Cupping) oder mit einem Hilfsmittel, wie dem Tunnel umgesetzt
wurden (Hurst and West, 2010). Aufgrund dieser Ergebnisse werden unsere Tiere wahrend
des gesamten Versuches nur mit tierfreundlichen Handhabungsmethoden (der Hand oder dem

Tunnel) umgesetzt bzw. gehandhabt (Abbildung 9).
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Handhabungsmethoden zum Hochheben der Mause.

Tunnel

Hand
Cupping

Nest
Cupping

Abbildung 9: Handhabungsmethoden zum Hochhebe der Mause. Die Methode, welche
sich am feinfuhligsten fur das Tier ist, ist die Handhabung mit dem Tunnel (A). Hierbei wird
gewartet, bis das Tier freiwillig in den Tunnel lauft. Sobald das Tier im Tunnel sitzt,
verschlieBen beide Hande die Offnung und der Tunnel wird in den neuen Kéfig gelegt. Nach
einer Habituierung kdnnen die Tiere auch mit der Hand (Hand Cupping) umgesetzt werden
(B). Dabei umschlief3t die Hand das Tier und wird in den neuen Kéfig gesetzt. Sehr &ngstliche
Tiere werden oft mit dem gesamten Nest (Nest Cupping) umgesetzt (C). Dabei umschlieRen
beide Hande das Tier. Bildquelle: Sandra Reichel, 2024.

3.3 AUSZUCHTSTAMM CD - 1® IGS (CRL:CD1(ICR))

Fur den Versuch wurden 24 Crl:CD1(ICR) Mause (sechs Wochen alte Weibchen) von einem
verifizierten internationalen Ziichter (Charles River, Sulzfeld, Deutschland) erworben. Nach
dem Klickertraining wurde diese mit einem Méannchen des gleichen Stammes fir sieben Tage
verpaart. Damit es zu keinen Gberzahligen Tieren kommt, wurden alle Tiere aus der Zucht fur
die weiterfihrenden Versuche verwendet. Insgesamt wurden 105 weibliche und 111
méannliche Nachkommen (F1) des Stammes Crl:CD1(ICR) verwendet.
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3.4 INzuCcHTSTAMM C57BL/6JRJ

Fur den Versuch wurden 14 C57BL/6JRj Mause (sechs Wochen alte Weibchen) von einem
verifizierten internationalen Zuchter (Janvier Labs, Le Genest — Saint - Isle, Frankreich)
erworben. Nach dem Klickertraining wurde diese mit einem Mannchen des gleichen Stammes
fur sieben Tage verpaart. Damit es zu keinen Uberzahligen Tieren kommt, wurden alle Tiere
aus der Zucht fur die weiterfuhrenden Versuche verwendet. Insgesamt wurden 17 weibliche
und 21 mannliche Nachkommen (F1) des Stammes C57BL/6JR]j verwendet.

3.5 VERSUCHSABLAUF DER MUTTER: PROTOKOLL A UND B

Am Tag der Ankunft wurden die Tiere mittels Ohrstanzen markiert und in die jeweiligen
Gruppen eingeteilt. Die Tier-IDs wurden Uber eine Software fiir Versuchstierhaltung (PyRAT)
automatisch generiert und zugeteilt. Nach der Markierung und der dafiir notwendigen
einmaligen Fixierung, hatten die Tiere eine Eingewdhnungszeit von fiinf Tagen, bevor mit dem
Klickertraining begonnen wurde. Der Trainingsablauf (Abbildung 10) begann mit dem ersten
Tag, an dem der Test auf Interaktion (Tal) durchgefiihrt wurde und die Gewichtsmessung
(KGW) stattfand. Nach der Messung kamen die Tiere in saubere Kafige. Innerhalb der
nachsten zwei Tage fand die Prasentation der Belohnung statt. Im Anschluss darauf folgte die
erste Trainingseinheit (Tag 4). In den darauffolgenden drei Tagen wurde das Klickertraining
taglich wiederholt (Tabelle 4). Nach dem Klickertraining, an Tag 8, wurde der Test auf
Interaktion und die Gewichtsmessung wiederholt. AnschlieRend wurden die weiblichen mit den
mannlichen Tieren verpaart. Nach 7 Tagen wurden die Tiere wieder getrennt. Ab dem 21. Tag
wurde mit der Geburt der Nachkommen gerechnet. In Protokoll A (Abbildung 10) wurden die
Nachkommen bis zu einem Alter von drei Wochen bei den Mittern gelassen und dann
abgesetzt (P21). Die Ohrmarkierung, sowie die Zuweisung der IDs erfolgten noch am selben
Tag. Das Klickertraining der Nachkommen begann im Alter von 7 Wochen. In Protokoll B
(Abbildung 10) wurden die Mitter ein zweites Mal trainiert. Das Klickertraining wurde
wiederholt sobald die Nachkommen 14 Tage alt waren (P14). Der Test auf Interaktion sowie
die Gewichtsmessung wurden an Tag 44 durchgefuhrt. Danach fand keine
Belohnungspréasentation sowie die Klickereinfiihrung statt, da die Tiere sowohl den Klick als
auch die Belohnung bereits kannten. Das Klickertraining begann sofort mit der ersten
Trainingsphase. In den darauffolgenden drei Tagen wurde das Klickertraining taglich
wiederholt (Tabelle 4). Nach dem Klickertraining, wurde der Test auf Interaktion und die

Gewichtsmessung wiederholt.
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Protokoll A

Test auf Interaktion, Beginn vom
Korpergewichts- Training der
messung Klickertraining Geburt Nachkommen

Tag -28 l Tag 2 J Tag 8 l J
[

I Tag 1 I Tag 4 I Tag 30 Tag 79
Ankunft, Belohnungs- Test auf Interaktion,
Ohrmarkierung préasentation Kérpergewichts-
messung,
Verpaarung
Protokoll B
Klickertraining
Tag 44 J Tag 52
I Tag 48 I
Test auf Interaktion, Test auf Interaktion,
Kérpergewichts- Koérpergewichts-
messung messung

Abbildung 10: Allgemeiner Versuchsablauf der Mutter. In Protokoll A werden die Mutter
nur einmal trainiert. In Protokoll B werden die Mitter 14 Tage nach Geburt noch einmal
trainiert.

3.6 VERSUCHSABLAUF DER NACHKOMMEN

Mit einem Alter von drei Wochen wurden die Nachkommen abgesetzt und mittels Ohrstanzen
markiert. Die Tier-IDs wurden Uber die Software fir Versuchstierhaltung (PyRAT) automatisch
generiert und zugeteilt. Nach der Markierung und der daflir notwendigen einmaligen Fixierung,
hatten die Tiere eine Eingewothnungszeit von vier Wochen. Mit dem Klickertraining der
Nachkommen wurde im Alter von 7 Wochen begonnen. Der Trainingsablauf (Abbildung 10)
begann mit dem ersten Tag, dem Test auf Interaktion (Tal) und der Gewichtsmessung (KGW).
Nach der Messung kamen die Tiere in saubere Kéfige. Innerhalb der nachsten zwei Tage fand
die Prasentation der Belohnung statt. Im Anschluss darauf folgte die erste Trainingseinheit
(Tag 4). In den darauffolgenden drei Tagen wurde das Klickertraining taglich wiederholt
(Tabelle 4). Nach dem Kilickertraining (Tag 8) wurde der Test auf Interaktion und die
Gewichtsmessung wiederholt. Ab Tag 9 starteten die Verhaltenstests (EPM, OF, NBT, SPT,

FST), die mit einer abschlieenden Blutentnahme an Tag 15 abgeschlossen wurden. Danach

68



erfolgte die Auswertung der gewonnenen Daten. Die detaillierten Informationen zu den

einzelnen Ablaufen und Durchfiihrungen werden in den folgenden Abschnitten beschrieben.

Test auf Interaktion,

Korpergewichts- Verhaltenstests:
messung Klickertraining EPM, OF, NBT, SPT, FST Auswertung

Tag -28 l Tag 2 l Tag 8 l Tag 15 l
I Tag 1 I Tag 4 I Tag 9 I

Absetzen, Belohnungs- Test auf Interaktion, Finale Blutabnahme
Ohrmarkierung prasentation Koérpergewichts-
messung

Verhaltenstests:

EPM = Erhdhtes Plus Labyrinth OF = Offener Feld Test NBT = Nestbautest
SPT = Saccharose Praferenz Test FST = erzwungener Schwimmtest

Abbildung 11: Allgemeiner Versuchsablauf der F1 Generation (Nachkommen) mit den
Verhaltenstests.

3.7 TEST AUF INTERAKTION

Der Test auf Interaktion ist ein Verhaltenstest, welcher die freiwillige Interaktion zwischen Tier
und Experimentator zeitlich bewertet (Hurst and West, 2010). Der Test wurde vor (Tag 1) und
nach dem Klickertraining (Tag 8) durchgeftihrt. Hierzu verblieben die Mause in ihrer Gruppe,
d. h. der Test erfolgte pro Kéafig (2 - 3 Tiere pro Kafig). Bevor mit der Videoaufzeichnung
begonnen wurde, wurden der Kafigdeckel, das Gitter, der Tunnel, der Unterschlupf und das
Nestmaterial entfernt. Zusatzlich musste eine erneute Kennzeichnung der Tiere erfolgen,
damit diese im Video sichtbar ist. Daflir hat sich eine farbliche Markierung am Schwanz mit
einem Edding Marker bewahrt. Die Aufzeichnungen erfolgten bei Raumlicht. Das Video wurde
gestartet, sobald der Experimentator ruhig und direkt vor dem Kafig stand (Abbildung 12, A).
Dies dauerte 60 Sekunden. In den darauffolgenden 60 Sekunden wurde eine Hand (mit
Handschuh) in den vorderen Teil der Kafigschale auf die Einstreu gelegt und abgewartet
(Abbildung 12, B - E). Nach dem Test wurde das Korpergewicht ermittelt und die Tiere wurden
in einen sauberen Ké&fig gesetzt. Die Auswertung der Videodaten erfolgte manuell mit einem
Computerprogramm (XNote Stopwatch). Es wurden folgende Parameter gemessen: die Zeit,
die die Maus damit verbringt an der Hand zu riechen (Abbildung 12, C), diese beruhrt
(Abbildung 12, D) und darauf klettert (Abbildung 12, E).
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Abbildung 12: Durchfihrung des Tests auf Interaktion und dessen Auswertung. Die
ersten 60 Sekunden ohne Hand (A) und die darauffolgenden 60 Sekunden mit Hand (B). Die
Bilder C - E zeigen die Parameter zum Auswerten: riechen (C), bertihren (D) und auf die Hand
klettern (E). Bildquelle: Sandra Reichel, (A/B) 2021/(C-E) 2024.

3.8 KORPERGEWICHTSMESSUNG (KGW)

Das Kdrpergewicht wurde zweimal, jeweils immer nach dem Test auf Interaktion, ermittelt
(Abbildung 10, Abbildung 11). Die Maus wurde unter Verwendung einer tierfreundlichen
Methode in einem Behéltnis (eine Schissel) platziert, um sie auf die Waage zu setzen. Die
Schissel wurde nach jedem Kafig mit 70 % Ethanol gereinigt. Bevor die ndchste Maus in die

Schale gesetzt wurde, wurde gewartet, bis das Ethanol verdampft war.

3.9 PRASENTATION DER BELOHNUNG (PRIMAR VERSTARKER)

Die Belohnung, welche den bestmdglichen Erfolg im Klickertraining bringt, wurde zuvor
ermittelt (Leidinger et al., 2017). Fir das Klickertraining wurde die wei3e Schokoladencreme
von Brinkers (Abbildung 13) verwendet. Mit dieser zeigten die Tiere die langste Motivation um
sich am Training zu beteiligten und sie war leicht zu dosieren. Feste Nahrung wie z. B.
Blockschokolade wurde ebenfalls gut von den Tieren angenommen. Jedoch wurde immer ein
kleines Stiick abgebrochen, welches dann erst aufgegessen wird. Somit waren die Tiere nicht
mehr aktiv an dem Klickertraining interessiert und die Motivation nahm schnell ab. Da die
weille Schokoladencreme bisher noch unbekannt war, wurde diese den Tieren zuvor erst
einmal angeboten. Ansonsten war ein Klickertraining nur schwer moglich. Die Présentation
der weilRen Schokoladecreme fand an zwei Tagen statt. Die Schokoladencreme wurde an zwei
verschiedene Stellen an die Kafigwand geschmiert, damit jedes Tier die Méglichkeit hatte, sie

zu erreichen. Aufgrund der Rangordnung konnte es dazu kommen, dass nur das ranghétchste
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Tier die Schokolade fur sich beansprucht. Die Menge der Schokoladencreme entsprach etwa
zwei Spateln. Die exakte Gewichtsmenge war nicht relevant, sie sollte jedoch ungeféahr gleich
sein. Die Prasentation der Belohnung begann am spaten Nachmittag, dann wenn die Tiere
aktiver wurden. So konnte der Kafig gedffnet und die Belohnung platziert werden, ohne die
Tiere zu wecken. Nach den zwei Tagen konnte mit dem ersten Teil des Klickertrainings, der

Einfihrung, begonnen werden.

3.10 EINFUHRUNG DES KLICKS (SEKUNDARER VERSTARKER)

Bevor mit dem Klickertraining begonnen wurde, musste eine Verbindung zwischen dem
Sekundaren, dem Klick, und dem primaren Verstarker, der Belohnung, hergestellt werden
(Abbildung 13).

A WeiBe Schokoladencreme B Klicker mit Target Stick

(Priméarer Verstéarker) (Sekundéarer Verstarker)

N

¥ WEIRE
{  SCHOKOLADE

(Quelle: Amazon) (Quelle: Zooplus)

Abbildung 13: Die weil3e Schokoladencreme (primérer Verstarker) von Brinkers (A) und
der Klicker mit Target Stick (sekundarer Verstarker) von Trixi (B), welche fiir das
Klickertraining genutzt werden. (Amazon, Zooplus)

Nach der Prasentation der Belohnung wurde mit der Einfihrung des sekundaren Verstarkers,
dem Klick, begonnen. Hierzu wurden zwei Varianten getestet. In der ersten Variante betrug
die Einfiihrung 10 Minuten. In der zweiten Variante war diese verklirzt und betrug 5 Minuten.
Es wurde untersucht, ob eine verkiirzte Einfihrung von 5 Minuten den gleichen Erfolg bringt,
wie eine doppelt so lange Einfihrung. Dies hatte eine enorme Zeiteinsparung fir den
Wissenschatftler zur Folge und eine geringere Variation in der Zeit zwischen den einzelnen
Versuchstieren. Bei der 10-minitigen Einfihrung ist die maximale Anzahl an Tieren auf 24
Tiere pro Tag begrenzt. Wie im letzten Absatz erlautert, lag der Unterschied der Varianten nur
im zeitlichen Aspekt, jedoch nicht in der Durchfihrung. Daher gilt die nachfolgende

Beschreibung fur beide Varianten.
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Zur Vorbereitung wurden folgende Materialien bendtigt: einen sauberen Wartekéfig, einen
Klicker, die weil3e Schokoladencreme als Belohnung, einen Spatel um die Belohnung zu
applizieren, eine Stoppuhr, einen Notizzettel und den Tunnel aus dem Heimatkéafig (Abbildung
14).

Abbildung 14: Materialien fur das Klickertraining. Von links: Heimatkafig mit Tunnel,
Wartekafig mit Unterschlupf und Nestmaterial, Belohnung (weil3e Schokoladencreme),
Laborbuch fur Notizen, Intervallstoppuhr, Klicker mit Target-Stick und Spatel. Bildquelle:
Sandra Reichel, 2024.

Die Tiere wurden in einem ruhigen Raum ohne St6rung trainiert. Dazu wurden sie min. 30
Minuten vor Trainingsbeginn in einen separaten Raum transportiert. AnschlieRend wurden die
Vorbereitungen getroffen und die Utensilien beschafft. Die Tiere, die nicht trainiert wurden,
verblieben im Haltungsraum und bekamen nur etwas von der Belohnung an die Kafigwand
geschmiert. So konnte der Einfluss der Belohnung ausgeschlossen werden. Jede Maus wurde
einzeln trainiert. Daflir wurde sich eine Maus fiir das Klickertraining ausgesucht wohingegen
die anderen Mause in einen sauberen Kafig zum Warten tberfluhrt wurden. Nicht nur die Tiere,
sondern auch die Materialien, wie das Gitter, die Tucher und der Unterschlupf, wurden im
Wartekafig platziert. Der Tunnel verblieb im Heimatkéfig, da dieser fiir das Klickertraining
bendtigt wurde. Der Wartekafig mit den Tieren wurde vor die Tur des Raumes gestellt. Dies
hatte den Vorteil, dass die Tiere, welche noch auf das Training warteten, nicht von dem Klick
ohne Belohnung abgelenkt wurden bzw. dass der sekundare Verstarker ein unerwiinschtes
Verhalten verursachte. Nach Abschluss der Vorbereitungen und nachdem die Mause in den

Wartekafig gesetzt wurden, wurde mit der Einfihrung begonnen.

72



Tabelle 3: Zeitlicher Ablauf der Einflhrung des sekundaren Verstarkers

Akklimatisation | Einfihrung des sekundéren Akklimatisation | Klickertraining
Verstarkers
30 Sekunden | 5/10 Minuten 30 Sekunden 3 Minuten

In dem Heimatkafig befanden sich nun nur noch die zu trainierende Maus und der Tunnel.
Anschlieend wurde der Spatel mit der Belohnung vorbereitet. In der linken Hand befand sich
der Klicker und in der rechten der Spatel mit der Belohnung. Der Deckel sowie der Tunnel
wurden entfernt und die Stoppuhr wurde gestartet. Sobald die ersten 30 Sekunden
(Akklimatisationszeit) vorbei waren, wurde der Tunnel an den Rand des Kafigs wieder
hineingelegt. In den nachsten 10 Minuten hatte die Maus nun die Moglichkeit freiwillig in den
Tunnel zu laufen. Sobald sie dieses Verhalten gezeigt hatte, wurde geklickt und die Belohnung
wurde am Ende vom Tunnel prasentiert (Abbildung 15). Sobald die Maus angefangen hatte zu

fressen, wurde konstant fur weitere 10-mal geklickt.

Abbildung 15: Klickereinfiihrung mit dem CD1 Stamm. Die Maus sitzt neben dem Tunnel,
wahrenddessen wird geklickt und die Belohnung prasentiert. Bildquelle: Sandra Reichel, 2023.

Hatte die Maus ohne Unterbrechung gefressen, galt die Einfihrung als erfolgreich. Horte die
Maus jedoch auf zu fressen, bevor die 10 Klicks geschafft wurden, galt die Einfliihrung als nicht
erfolgreich. Der Spatel mit der Belohnung wurde entfernt und es wurde gewartet, bis die Maus
aus dem Tunnel lief. Sobald die Maus wieder in den Tunnel hineinlief, wurde der Ablauf
wiederholt und zwar so lange bis die 5 bzw. 10 Minuten vorbei waren. In Einzelféllen kam es
dazu, dass die Maus das gewilinschte Trainingsverhalten mehr als nur einmal gezeigt hatte.
Daraufhin wurde die Einfuhrung abgebrochen und galt als erfolgreich. Da die Einfiihrung zu
Trainingsbeginn erfolgte, wurde direkt im Anschluss, die erste Trainingseinheit absolviert.
Nach den 5/10 Minuten wurde der Tunnel fir weitere 30 Sekunden (Akklimatisationszeit)
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wieder aus dem Kafig genommen. Somit gab es eine Veranderung fir die Maus, welche das

Ende der Einfihrung bestatigte und das eigentliche Klickertraining konnte begonnen werden.

3.11 ABLAUF UND DURCHFUHRUNG DES KLICKERTRAININGS

In diesem Teilabschnitt wird néher auf den Ablauf und die Durchfiihrung des Klickertrainings
eingegangen. Die Grundlage des Klickertrainings basiert auf der Publikation von Leidinger
(Leidinger et al., 2017).

Tabelle 4: Zusammenfassung des Klickertrainings ab dem vierten Tag.

Montag Dienstag Mittwoch Donnerstag
Einfihrung & Training Training Training
Training (1. Tag) (2. Tag) (3. Tag) (4. Tag)

Das Klickertraining fand von Montag bis Donnerstag statt (Tabelle 4). Insgesamt wurden vier
Tage trainiert. Der Ablauf war an allen Tagen gleich. Wie im letzten Absatz erlautert, verblieb
die zu trainierende Maus einzeln im Heimatkéafig, wahrend die anderen in dem Wartekafig vor
dem Trainingsraum warteten. Das ganze Material im Kafig, bis auf den Tunnel, wurde
ebenfalls in den Wartekafig tberfuhrt. Alle Utensilien wurden nun bereitgestellt und die
Stoppuhr wurde vorbereitet. Am besten eignete sich eine Intervallstoppuhr (App) fir das
Mobilgerat (Abbildung 16).

Akklimatisation 1. Trainingsphase 2. Trainingsphase 3. Trainingsphase

3 3 2 2 1 BEENDET

00:3000:4500: 1500 4500 1500:45

VORBEREITEN

Akklimatisation / Training / Pause /

Abbildung 16: Ablauf vom Klickertraining auf der Intervallstoppuhr. Es begann mit der
Vorbereitung (Akklimatisation) ohne Tunnel, gefolgt von drei Trainingseinheiten zu je 45
Sekunden mit Tunnel und anschlielBender 15 Sekunden langer Pause in dem der Tunnel
wieder aus dem Kéfig genommen wurde. Bildquelle: Sandra Reichel, 2024.
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Die erste Phase war die Akklimatisation, welche 30 Sekunden dauert. In dieser wurde der
Tunnel entfernt und die Maus hatte Gelegenheit, sich an die Veranderung im Kafig zu
gewohnen. Sobald diese vergangen waren, begann direkt die erste Trainingseinheit. Hierzu
wurde der Tunnel an die Wand in den Kafig zurtickgelegt. Der Ablauf war der Gleiche wie bei
der Einfihrung. Sobald die Maus in den Tunnel lief, wurde geklickt und am Ende vom Tunnel
bekam sie die Belohnung angeboten. Der Unterschied zur Einfihrung bestand nun darin, dass
die Belohnung nicht mehr konstant prasentiert wurde, sondern nur noch 1 Sekunde lang. Somit
war es der Maus nur einmal moglich, daran zu lecken. Dies wurde 45 Sekunden lang
fortgefuhrt. In der darauffolgenden 15 Sekunden langen Pause wurde der Tunnel entfernt und
die Anzahl des erfolgreichen Verhaltens notiert. Zur zweiten Trainingsphase wurde der Tunnel
wieder an die gleiche Stelle im Ka&fig zurliickgelegt. Insgesamt wurde die Trainingseinheit
dreimal wiederholt. Die gesamte Trainingszeit betrug somit 3 Minuten und 30 Sekunden pro
Tier pro Tag. AnschlieRend wurde das trainierte Tier in den Wartekéfig gesetzt und gegen ein

neu zu trainierendes Tier ausgetauscht.

3.12 VERHALTENSTEST

Aufbauend auf dem Klickertraining, soll im Folgenden die Durchfiihrung der Verhaltenstest

naher beschrieben werden.

Tabelle 5: Zeitliche Abfolge der Verhaltenstests.

Tag 9 Tag 10 Tag 11 Tag 12 Tag 13 Tag 14 Tag 15
EPM OF NBT SPT SPT SPT FST, Blut-
entnahme

Der Schweregrad der Tests bestimmte die Reihenfolge. Es wurde mit dem am wenigsten
belastenden Test begonnen. Der EPM, OF, NBT und SPT werden mit einer geringen
Belastung eingestuft. Der FST hingegen wird mit einer mittelgradigen Belastung eingestuft und
daher erfolgte dieser am Ende der Verhaltenstestreihe. 15 Minuten nach dem FST wurden die
Mause euthanasiert und das Herz punktiert, wodurch das Blut fiir die weiteren Analysen

entnommen werden konnte.

3.12.1 ELEVATED PLUS MAZE TEST

Der Elevated Plus Maze Test liefert Ergebnisse Uber die Angst-assoziierten Verhaltensweisen

der Mause. Die Tiere, welche Angst-assoziierte Verhaltensweisen zeigen, werden sich
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bevorzugt in den geschlossenen Armen aufhalten. Die Tiere wurden aus dem Haltungsraum
in den Experimentalraum transportiert, wo sie 30 Minuten lang Zeit hatten, sich zu
akklimatisieren. Wahrenddessen konnten die Vorbereitungen getroffen werden. Der Aufbau

erfolgte wie in Abbildung 17 (B) dargestellt.

A B

oben

Geschlossener Geschlossener rechts

links Arm Arm

30cm 30cm

5cm
unten

Abbildung 17: Aufbau des Elevated Plus Maze Test. Grafische Darstellung des EPM: Links
und rechts ist der Arm geschlossen, oben und unten ist der Arm offen. Jeder Arm ist 30 cm
lang (A), (Erstellt mit BioRender.com). Das EPM steht auf einer 62 cm hohen Plattform (B).
Bildquelle: Sandra Reichel, 2022.

Die Kamera hing in einer senkrechten und mittigen Position tber dem EPM. Diese wurde im
Ringlicht in die dafiur vorhergesehene Vorrichtung angebracht. Der Kamerazoom und die
Lichtintensitat (220 Lux) waren so eingestellt, dass keine Schatten im Video zu sehen waren
(Abbildung 18). Diese waren ansonsten bei der nachfolgenden Auswertung hinderlich. Es war
wichtig, dass das EPM mittig unter dem Ringlicht steht. Die Lichtintensitat wurde mit einem
Luxmeter gemessen. Daflir zeigte der Sensor nach oben. Mittels des EthoVision XT
Programms von Noldus erfolgte spater die Auswertung. Fir diese Auswertung wurde eine
zusatzliche kurze Aufzeichnung erforderlich. Anhand dieser Aufzeichnungen konnte eine
Vorlage erstellt werden. Mittels dieser Vorlage konnte in der spateren Auswertung die
Einstellungen wie z. B. Arena, bei EthoVision festgelegt werden. Der Untergrund musste einen
guten Kontrast zur Fellfarbe aufweisen. Da verschiede Mauslinien mit verschiedenen
Fellfarben getestet wurden, wurde der Untergrund in der Farbe Grau gewahlt. Somit gab es
einen ausreichenden Kontrast fur weie als auch fur schwarze Mause. Sobald alle
Vorbereitungen getroffen wurden, wurde mit dem Test begonnen. Die Einstellungen und die
Vorbereitungen konnten auch am Vortag stattfinden. Die Verhaltenstests fanden regelmafiig
morgens um 9:00 Uhr statt. Das EPM wurde nach jeder Maus und vor der ersten Maus mit 70

% Ethanol gereinigt. Zur eindeutigen Identifizierung musste die Tier-IDs auf den Videos gut
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lesbar sein. Das Video wurde gestartet und die Aufzeichnung begann. Die Maus wurde mittels
Tunnel im offenen Arm entlassen. Der Tunnel sollte maximal 3 cm auf dem EPM (im offenen

Arm) liegen. Eine Seite des Tunnels wurde mit der Hand zugehalten, so dass die Maus nur

eine Mdglichkeit hatte, den Tunnel zu verlassen (Abbildung 18).

Abbildung 18: Positionierung der Kamera und Einstellung des Lichtes, sowie die
Platzierung der Maus. Der Tunnel mit der Maus sollte waagrecht maximal 3 cm auf dem
offenen Arm des EPM liegen (A). Die Tier-ID Karten sollten im Video gut lesbar sein. Der
Hintergrund sollte einen guten Kontrast zur Maus aufweisen (B/C). Bildguelle: Sandra Reichel,
2024.

Es wurde gewartet, bis die Maus freiwillig aus dem Tunnel lief. Sobald die Maus diesen
verlassen hatte, wurde die Stoppuhr gestartet und 5 Minuten abgewartet. Wéahrend der
Aufnahme verweilte der Experimentator ruhig im Raum, aber nicht in Sichtweite der Maus.
Nach Ablauf der 5 Minuten wurde die Aufzeichnung gestoppt. Der Tunnel wurde in die Arena
hineingelegt und abgewartet, bis die Maus freiwillig in den Tunnel lief. AnschlieRend wurde sie

mit dem Tunnel zurtick in den K&fig gesetzt und mit einer anderen Maus fortgesetzt.

3.12.2 OPEN FIELD TEST

Dieser Abschnitt befasst sich mit dem Open Field Test, welcher ebenfalls Rickschliisse auf
die Angst-assoziierten Verhaltensweisen der Tiere zieht. Als Erstes wurden die Tiere aus dem
Haltungsraum in den Experimentalraum transportiert, wo sie 30 Minuten Zeit hatten, sich zu
akklimatisieren. Wahrenddessen wurden die Vorbereitungen getroffen. Die Apparatur wurde

aufgebaut und die Einstellungen vorgenommen. Die Position der Videokamera war senkrecht
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und mittig Uber der OF Box. Die Lichtintensitat betrug 220 Lux und wurde so eingestellt, dass
keine Schatten auf dem Video zu sehen waren (Abbildung 20). Dafiir wurde der Luxmeter mit
dem Sensor nach oben im OF platziert. Fur die Auswertung war es unerlasslich, dass vorher
eine Vorlage erstellt wurde. Ansonsten konnte spater keine Aussage Uber den Aufenthalt der
Maus getroffen werden, ob diese sich in der Peripherie (Wall Zone) oder im Zentrum (Center
Zone) aufhielt. Dazu wurden vier quadratische Schablonen mit der Gré3e von 10 x 10 cm
(Abbildung 19 (A)) zurechtgeschnitten. Die vier Quadrate wurden nun in den vier Ecken
verteilt, und eine kurze Aufzeichnung wurde mithilfe einer Videokamera gestartet. Mit diesem
kurzen Video konnten anhand des EthoVision XT Programms von Noldus ruckwirkend die
Zonen festgelegt werden wodurch die Auswertung erfolgte. Je nach Fellfarbe wurde der
Untergrund farblich angepasst, so dass ein guter Kontrast entstand. Bei den weil3en CD1
Mé&usen wurde ein schwarzer Untergrund und bei den schwarzen C57BL/6JRj Mausen ein
weil3er Untergrund verwendet (Abbildung 20).

A B

40 cm

10 cm 20 cm

Abbildung 19: Aufbau Open Field Box. Die grauen Quadrate (10 x 10 cm) dienen als
Schablonen, welche unerlasslich fur die Bestimmung der Zonen mittels dem Programm
EthoVision XT sind (A). Es gibt eine Peripherie (grin) und ein Zentrum (rot). Der
Ausgangspunkt der Maus befindet sich immer in der selben Ecke der Peripherie (B). Maus im
Tunnel wurde erstellt mit BioRender.com. Bildquelle: Sandra Reichel, 2022
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Abbildung 20: Anpassungen des Hintergrundes je nach Fellfarbe der Maus. Bei dem CD1
Stamm wurde ein schwarzer Hintergrund (A) gewahlt, wahrend bei dem C57BL/6JRj Stamm
ein weil3er Hintergrund (B) verwendet wurde. Bildquelle: Sandra Reichel, 2024.

Sobald alle Vorbereitungen getroffen wurden, begannen die Aufzeichnungen der
Verhaltenstests. Die Testphase begann jeweils um 9:00 Uhr morgens. Die Box wurde vor der
ersten Benutzung und nach jedem Gebrauch mit 70 % Ethanol gereinigt. Zur eindeutigen
Identifizierung mussten die Tier-IDs auf den Videos gut lesbar sein. Das Video wurde gestartet
und die Aufzeichnung begann. Die Maus wurde mittels Tunnel in die Ecke der OF Box
hineingesetzt und so lange gewartet, bis diese den Tunnel freiwillig verliel3. Sobald die Maus
den Tunnel verlassen hatte, wurde dieser entfernt und die Stoppuhr gestartet. Die Maus hatte
nun 5 Minuten Zeit, um die Box zu explorieren. Der Experimentator blieb weiterhin im Raum
ruhig sitzen. Nach Ablauf der 5 Minuten wurde die Videoaufzeichnung gestoppt und der
Versuch war beendet. Die Maus wurde wieder mit dem Tunnel herausgeholt. Dabei wurde
darauf geachtet, dass auch hier die Maus freiwillig in den Tunnel hineinlief. Es konnte mit dem
nachsten Tier fortgefuhrt werden.

3.12.3 NESTBAUTEST

Der Versuch fand in einem sauberen Typ Il Ké&fig statt. Hierzu wurden die Tiere einzeln gesetzt.
Die notwendigen Ké&fige wurden vorbereitet. Dies konnte am selben Tag oder am Vortag
geschehen. Pro Kéafig wurde ein Nestlet mit einem Gewicht von 2,48 g - 2,52 g hineingelegt
(Abbildung 21, A - F).
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Abbildung 21: Vorbereitung (A - F) und Auswertung (G/H) des Nestbauverhaltens.
Bildquelle: Sandra Reichel, 2023.

Der erste Schritt bestand darin, das Gewicht des Nestlets zu bestimmen. Da diese nicht
geeicht sind und stark variieren konnten, mussten diese zuvor durch die Entfernung eines
Teilstlickes angepasst werden. Im Kafig wurde nur ein Nestlet (Abbildung 21, B) aber keine
weiteren Anreicherungen angeboten. Zur Vorbereitung auf den SPT wurden bereits jetzt zwei
Trennbleche hinzugefiigt (Abbildung 21, D). Anschlieend kamen die Pellets, eine Flasche mit
autoklaviertem Wasser (Abbildung 21, E/F) sowie die Maus hinzu. Die Auswertung (Deacon,
2006) erfolgte 12 Stunden spéater, am folgenden Morgen (Abbildung 21, G/H).

3.12.4 SACCHAROSE PRAFERENZ TEST

Wie im letzten Abschnitt erlautert, wurden die Vorbereitungen fir den Saccharose Préaferenz
Test (SPT) teilweise getroffen. Seit dem vorherigen Test (NBT) sitzen die Tiere in
Einzelhaltung. Zusétzlich zu dem Nestlet kamen nun wieder ein Tunnel und zwei Papiertticher
hinzu. Eine zweite Flasche mit einer 1 %igen Saccharoselésung wurde hinzugefiigt (Abbildung
83/Abbildung 84/Abbildung 85). Diese war mit einem griinen Markierungspunkt versehen, so
dass ein Vertauschen der Flaschen ausgeschlossen werden konnte.
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Abbildung 22: Aufbau des Saccharose Préaferenztests. Eine zweite Flasche mit einer 1
%igen Saccharoseldsung (griner Markierungspunkt) wird dem Kafig hinzugefugt (A). Um das
Gewicht der Lésung zu bestimmen, haben wir diese umgekehrt auf eine weitere, leere Flasche
gestellt (B). Bildquelle: Sandra Reichel, 2022.

Der Test dauerte drei Tage. An den ersten beiden Tagen fand die Habituierung statt. Hier
konnten sich die Tiere an die zweite Flasche im Ké&fig, sowie an die Saccharoselésung
gewohnen. Damit die Tiere keine Seitenpraferenz entwickelten, wurden die Flaschen

getauscht.

e Tag 1/Habituierung (18:00 Uhr): Die Tiere befanden sich in Einzelhaltung mit zwei
Flaschen pro Kafig, eine mit Saccharose (rechts) und eine mit Wasser (links).

e Tag 2/Habituierung (6:00 Uhr): Es fand eine Vertauschung der Position der Flaschen
statt. Saccharoseldsung (links) und Wasser (rechts).

e Tag 2/Start der Messung (18:00 Uhr): Es fand eine erneute Vertauschung der Position
der Flaschen statt. Saccharoseldsung (rechts) und Wasser (links). Nun waren sie

wieder auf Ausgangsposition.

An Tag zwei, nach dem letzten Tausch, wurden die Flaschen gewogen und die Messung
begann. Die Flaschen wurden verkehrt herum gewogen (Startwert), um ein Tropfen und somit
eine Verfalschung zu vermeiden (Abbildung 22, B). Nach 12 Stunden war der Versuch beendet
und die Flaschen wurden erneut gewogen (Endwert), dafiir wurde diese verkehrt herum

platziert.

3.12.5 ERZWUNGENER SCHWIMMTEST

Im folgenden Abschnitt wird die Durchflihrung des erzwungenen Schwimmtests (engl. Forced
Swim Test) beschrieben. In Abbildung 23 sind der Aufbau und die Materialien gezeigt.

81



Abbildung 23: Der Aufbau vom Schwimmtest (FST, A). Metalltisch (1). Stativ (2). Kamera
mit Speicherkarte (3). Rickwand, Becherglas und Trennwand (4). Papiertticher um die Tiere
zu trocknen (5). Die Kéfige sollten rechts und links vom Becherglas aufgestellt werden (6).
Positionierung der Kamera sowie die Anpassung des Hintergrundes an die Fellfarbe (B-D).
Zeitgleiches Einsetzten der Mause an der Schwanzbasis in das Becherglas (C). Bildquelle:
Sandra Reichel, 2023.

Eine Videokamera wurde auf einem Stativ vor den Becherglasern aufgestellt. Die Kamera
wurde so positioniert, dass die Pfoten der Maus gut erkennbar waren. Der Kamerazoom war
frontal auf das Becherglas eingestellt. Es ist unrelevant, das gesamte Becherglas zu sehen
(Abbildung 23, D). Der Winkel zur Wasseroberflache betrug 0°. Eine Trennwand wurde
zwischen den Becherglasern aufgestellt, so dass die Tiere sich nicht gegenseitig beobachten
oder ablenken konnten. Wie bereits bei den vorherigen Tests erwahnt, wurde der Hintergrund
so gewahlt, dass ein grol3er Kontrast entstand. Bei weil3en Mausen wurde ein schwarzer und
bei schwarzen Mausen ein weil3er Hintergrund (weil3e Wand) gewahlt. Um das Becherglas mit
1500 mL Wasser zu fullen, wurde dieses unter den Wasserhahn gestellt. Mit einem digitalen
Thermometer wurde die Wassertemperatur beim Einflllen kontrolliert. Diese betrug zwischen
23 und 25 °C. Das Wasser wurde nach jedem dritten Tier ausgetauscht. Anschlielend wurden
die Becherglaser auf die vorhergesehene Position gestellt und eine Probeaufnahme wurde
gestartet. Diese war wichtig, um Fehler im Zoom oder in der Positionierung des Becherglases
festzustellen und auszubessern.
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Wie auch bei den anderen Verhaltenstest zuvor, war der Versuchsstart morgens (09:00 Uhr).
Die Tiere verblieben im Haltungsraum und wurden erst unmittelbar vor Versuchsstart in den
Experimentalraum gebracht. Die Kafige standen rechts und links von den Bechergléasern. Die
Mause wurden auf den Kafigdeckel gesetzt. Anschlieend wurde die Videoaufzeichnung
gestartet. Die Tier-IDs wurden in die Kamera gehalten. Daraufhin konnten die Tiere an der
Schwanzbasis ins Wasser abgelassen werden (Abbildung 23, C - D). Dieser Test war der
einzige, bei dem es noch notwendig war, die Maus am Schwanz zu fixieren. Die Stoppuhr
wurde gestartet. Wahrend der 6-minitigen Versuchsdauer sald der Experimentator im Raum.
Er sal3 so weit weg, dass die Tiere ihn nicht wahrnahmen, er jedoch noch zeitnah eingreifen
konnte. Trieb die Maus langer als 30 Sekunden im Wasser, ohne sich zu bewegen, wurde der
Versuch abgebrochen und die Maus wurde aus dem Wasser geholt. Liel3 sich die Maus jedoch
weniger als 30 Sekunden am Stuck treiben und begann dann wieder zu schwimmen, wurde
sie erst nach Ablauf der 6 Minuten aus dem Wasser geholt. Die Aufzeichnung wurde gestoppt
und die Maus wurde mittels Hand Cupping Methode aus dem Wasser geholt. Bevor sie in den
Kafig zuriickgesetzt wurde, wurde sie auf Papiertiicher gesetzt, um das tiberschiissige Wasser
zu entfernen. 15 Minuten nach dem FST wurden die Mause euthanasiert. Im Anschluss wurde

mittels Herzpunktion das Blut entnommen.

3.13 BLUTENTNAHME

Die Tiere wurden 15 Minuten nach dem FST mittels CO; euthanasiert. Dazu verblieben die
Tiere in ihrem Heimatkafig mit den gesamten Anreicherungen. Mit einer Einflussrate von 20 %
des Kammervolumens pro Minute wurde das CO2 gerauschlos in den Kéafig geleitet. Nachdem
das Tier euthanasiert wurde, wurde es aus dem Kafig geholt. Auf dem Riicken liegend, wurde
mit einer 22 G Kanlile das Herz punktiert (Abbildung 24).

Abbildung 24: Blutentnahme durch Herzpunktion. (Erstellt mit BioRender.com).
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Es wurden mindestens 200 pL Vollblut entnommen und in ProbengefalRe mit EDTA auf Eis
gestellt. Anschlieend wurden die Proben fir 10 Minuten, bei Raumtemperatur (RT), bei 3000
x g zentrifugiert. Durch diesen Vorgang trennt sich das Blutplasma von den festen Blutzellen.
Fur jede Probe wurden zwei Reaktionsgefal3e vorbereitet. In das erste Gefall kamen 100 L
Blutplasma als Reserve, in das zweite 10 pL, welche spater direkt im Analysekit verwendet
werden konnten. Die Proben wurden anschlieRend bei - 20 °C zur weiteren Verarbeitung

aufbewabhrt.

3.14 CORTICOSTERON ELISA

Im vorherigen Abschnitt wurde erklart, wie die Proben gewonnen wurden. Im Rahmen dieses
Abschnittes soll die Durchfiihrung der Analyse dieser Proben anhand des ELISA Kits von
ENZO (Corticosteron ELISA Kit, ADI-900-097(ENZO, 15.10.2024)) beschrieben werden. Das
Blutplasma soll auf die Hormonkonzentration von Corticosteron mittels Enzym-linked

Immunosorbent Assay (ELISA) untersucht werden.

Das komplette Kit wurde aus dem Kihlschrank (4 °C) geholt und fur mindestens 30 Minuten
bei Raumtemperatur (RT) akklimatisiert. Bei der Lagerung im Kihlschrank bilden sich Kristalle
in den Reagenzien, welche sich Idsen, sobald sie RT angenommen haben. Die
Blutplasmaproben wurden ebenfalls aus dem Gefrierschrank (-20° C) geholt, damit diese
auftauen konnten. Wahrenddessen konnten der Assay Puffer, der Waschpuffer, die Standards
und die Steroid Displacement Reagent (SDR) Lésung angesetzt werden. Der Assay Puffer
wurde wie folgt verdiinnt: 90 mL deionisiertes Wasser und 10 mL Assay Puffer Konzentrat. Als
Néachstes wurde der Waschpuffer angesetzt. Diese Verdinnung bestand aus 95 mL
deionisiertem Wasser und 5 ml Waschpuffer Konzentrat. Eine Verdiinnungsreihe wurde fur die
Corticosteron-Standards erstellt, mit den folgenden Konzentrationen: 20.000 pg/mL (# 1),
4.000 pg/mL (# 2), 800 pg/mL (# 3), 160 pg/mL (# 4) und 32 pg/mL (# 5). Die
Ausgangsstandardkonzentration vom Kit betragt 200.000 pg/ml (Abbildung 25).
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Abbildung 25: Verdinnungsreihe der Corticosteron Standards. Der Assay-Puffer wird zu
Beginn in allen Reaktionsgefal3en vorgelegt. Anschlieend werden in # 1 100 pL vom Standard
aus dem Kit (200.000 pg/mL) hinzu pipettiert und gevortext. Aus # 1 werden 200 pL
abgenommen, in # 2 pipettiert und gevortext. Aus # 2 werden 200 uL abgenommen, in # 3
pipettiert und gevortext. Aus # 3 werden 200 yL abgenommen, in # 4 pipettiert und gevortext.
Aus # 4 werden 200 pL abgenommen, in # 5 pipettiert und gevortext (Erstellt mit
BioRender.com).

Bei geringen Hormonkonzentrationen muss das Corticosteron zur Verwendung im Kit noch
freigesetzt werden. Dafir wurde eine 1:100 Steroid Displacement Reagent (SDR) Ldsung
angesetzt. Es werden 990 uL deionisiertes Wasser vorgelegt in welches 10 pL des SDR
hinzukamen. Zu jeder Probe wurden 10 pyL von dieser verdinnten Losung zugegeben. Die
Proben wurden zuvor bereits in einem Volumen von 10 pL aufbewahrt. Somit konnte die SDR
Losung direkt auf die Probe (10 pL Probe + 10 pL SDR) gegeben werden. Nach einer
Inkubationszeit von mindestens 5 Minuten, wurde die Reaktion mit 380 puL Assay Puffer
abgestoppt. Die Endkonzentration betragt 1:40. Das Gesamtvolumen pro Reaktionsgefaf lag
nun bei 400 yL. Nachdem alle Lésungen angesetzt und die Vorbereitungen getroffen waren,
konnte die 96-well Platte pipettiert werden (Abbildung 87). Es wurden von allen Proben

Doppelbestimmungen angefertigt.

e Es wurden 100 pL vom Assay Puffer in die NSB und Bo (0O pg/mL Standard) Wells
pipettiert.

¢ Eswurden 100 pL von Standard # 1 bis # 5 in die dafiir vor gesehenen Wells pipettiert.

e Eswurden 100 pL von jeder Probe in die dafir vor gesehenen Wells pipettiert.

e Eswurden 50 pL vom Assay Puffer in die NSB Wells pipettiert.

e Eswurden 50 pL vom blauen Konjugat in jedes Well, auRer Blank und TA pipettiert.

e Es wurden 50 pL vom gelben Konjugat in jedes Well, auRer Blank, TA und NSB

pipettiert.
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Nachdem alles in die Platte vorgelegt wurde, waren alle Wells grin auf’er NSB
Die Blank

(Kontrollprobe/Referenzprobe) und die TA (Totale Aktivitat) Wells waren jetzt noch leer und

(nichtspezifische Bindungsstellen), welche eine blaue Farbe aufwiesen.
somit farblos. Die Platte wurde mit der dabei liegenden Folie aus dem Kit verschlossen und
auf den Schuttler (~ 500 rpm) bei RT gestellt. Nach einer Inkubationszeit von 2 Stunden wurde

die Folie entfernt, die Platte ausgekippt und 3 x mit 400 pL Waschpuffer pro Well gewaschen.

e Eswurden 5 pL von dem blauen Konjugat in die TA Wells pipettiert.

e Es wurden 200 pL von dem pNpp Substrat in jedes Well pipettiert.

Die Proben in der Platte wurden anschlieBend mit Parafilm abgedeckt und fiir eine weitere
Stunde bei RT inkubiert (ohne Schuttler). In dieser Zeit wurden das Programm (i-control von
Tecan) und das Messgerat gestartet. Gemessen wurde bei einer Absorption von 405 nm. Am
Ende der Inkubationszeit, wurde die Reaktion mit der Stopplosung (50 pL pro Well)

abgestoppt. Die Absorption wurde unmittelbar danach gemessen.

3.15 AUSWERTUNG ELISA

Die Auswertung erfolgte manuell anhand des Handbuches des Kits. Die gemessenen
Absorptionswerte bei 405 nm wurden in eine Excel Tabelle Ubertragen. Der erste Schritt war
die Berechnung des Mittelwertes (A1+B1=Mittelwert von A und B) der Absorptionsmessung
(Abbildung 26).

A B c D E F G H i J K L M
.

2 Platte 10315200100783

3 1 2 3 4 5 [ 7 3 ] 10 11 12

4 A 0,143800005 0,239399999 0,716400027 0,400200009 0,402799994 0,269400001 0,407099992 0,412999988 0,346199989 0,421499997

5B 0,147699997 0,243900001 0,675800025 0,404799998 0,388399988 0,351599991 0,41170001 0,409799993 0,350199997 0424899995 (Gamessene

6 C 0,386500001 0,3398 0,3759 0,423200011 0,413300008 0,35800001 0,419400007 0,368900001 0,43000001 0,596199989 )

7D 0,426299983 0,334800005 0,272500002 0,400700003 0,402400004 0,336100012 0,416399986 0,370700002 0,469199985 0,595209976| A DS orptlon

8 E 0,143399934 0,475699991 0,385899991 0,369700015 0,416099955 0,360533995 0,330399992 0,413100004 040149387 0,353099583| L i N5 M

9 F 0,148100004 0,475199997 0,387699991 0,353500009 0,397899985 0,37470001 0,385899991 0,411900014 0,388500005 0,39

10 |G 0,746900022 0,613399982 0,389299939 0,3671 0,357800007 0,371600002 0,449999988 0,525300026 0,533100009

11]H 0,741699994 0,573199987 0,376100004 0,356400013 0,353500009 0,345699996 0,430099994 0,480599999 0,496800005

12

13

14

15 Mittelwert

16 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
17]a 0,145750001 0,24165| 0,696100026| 0,402500004 0,395599991 0,310499996 0,409400001 0,41139999 0,348199993 0,423199996

s Mittelwerte der
19/c 0,406399995 0,337300003 | 0,374200001 0,411950007 0,408350006 0,347050011 0,417899996 0,369800001 0,479599997 0,595799983

20D gemessene

21 e 0,148249999 [0,475449994| 0,386799951 0,361600012 0,40695999 0,367650002 0,388149992 0,412500009 0,334999596 0,334549996 : -
i Absorption bei
236 0,744300008 [0,593299985| 0,382699996 0,361750007 0,355650008 0,358649999 0,440049591 0,502950013 0,514950007 405 nm

24 H

Abbildung 26: Berechnung des Mittelwertes von der gemessenen Absorbtion mittels
Excel. Die gemessenen Absorptionen bei 405 nm werden in einer Excel Tabelle eingetragen
um den Mittelwert zu berechnen.
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Die berechneten Mittelwerte oder Mean OD wurden in eine zweite Tabelle Ubertragen.

Sample Mean OD Mean OD (-Blank) Average Net OD PercentBound Corticosterone (pg/mL)
Blank 0.14575 0

TA 0.4064 0.260649994

NSB 0.14825 0.002499998 0

BO 0.7443 0.598550007 0.596050009 100.00 0
Standard 1 0.24165 0.095899999 0.093400002 15.67 20000
Standard 2 0.3373 0.191550002 0.189050004 31.72 4000
Standard 3 0.47545 0.329699993 0.327199996 54.89 800
Standard 4 0.5933 0.447549984 0.445049986 74.67 160
Standard 5 0.6961 0.550350025 0.547850028 91.91 32

Abbildung 27: Ubertragung der Mittelwerte der gemessenen Absorption.

Danach wurde vom Mean OD Wert der Blank abgezogen. Der Blank ist der Referenzwert zu
der Losung mit dem Para-Nitrophenylphosphat. Die Bindungen oder Reaktionen, welche nicht

gewollt sind werden abgezogen.

Mean OD (-Blank) = Mean OD - Blank Mean OD

Sample OD Mean OD Mean OD (-Blank) Average NetOD PercentBound Corticosterone (pg/mL)

Blank 0,14575 0
TA 0,4064 0,260649994|

NSB 0,14825 0,002499998 0

B0 0,7443 0,598550007 0,596050009 100,00 0
Standard1  0,24165 0,095899999 0,093400002 15,67 20000
Standard 2 0,3373 0,191550002 0,189050004 31,72 4000
Standard3  0,47545 0,329699993 0,327199996 54,89 800
Standard 4 0,5933 0,447549984 0,445049986 74,67 160
Standard 5 0,6961 0,550350025 0,547850028 91,91 32

Abbildung 28: Berechnung des Mean OD (-Blank).
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Mittels des Mean OD (- Blank) Werts konnte die Average Net OD berechnet werden.

Average Net OD = Mean OD(-Blank) - NSB Mean OD(-Blank)

Sample OD
Blank

TA

NSB

BO
Standard 1
Standard 2
Standard 3
Standard 4
Standard 5

Mean OD Mean OD (-Blank) Average Net OD PercentBound Corticosterone (pg/mL)

0,14575
0,4064
0,14825
0,7443
0,24165
0,3373
0,47545
0,5933
0,6961

0
0,260649994
0,002499998 0
0,598550007] 0,596050009 100,00
0,095899999 0,093400002 15,67
0,191550002 0,1895050004 31,72
0,329699993 0,327199996 54,89
0,447549984 0,445049986 74,67
0,550350025 0,547850028 91,91

20000

800
160
32

Abbildung 29: Berechnung der Average Net OD.

Die ersten beiden Rechnungen dienten dazu, dass der Blank und die nicht spezifischen
Bindungsstellen abgezogen werden. Als Nachstes wurden die Bindungsstellen des
Corticosterons anhand der Verdiinnungsreihe der Standards berechnet. Der Wert By hat einen
Percent Bound von 100 % d. h. Corticosteron kann daran nicht binden. Anhand des Wertes

wurde nun die Percent Bound der Standards berechnet werden.

Average Net OD
Average Net OB B,

x 100

Percent Bound =

Sample OD Mean OD Mean OD (-Blank) Average NetOD PercentBound Corticosterone (pg/mL)

Blank 0,14575 0

TA 0,4064 0,260649994

NSB 0,14825 0,002499998 0

BO 0,7443 0,598550007 0,596050009 100,00 0
Standard 1 0,24165 0,095899999 0,093400002 15,67 20000
Standard 2 0,3373 0,191550002 0,189050004 31,72 4000
Standard 3 0,47545 0,329699993 0,327199996 54,89 800
Standard 4 0,5933 0,447549984 0,445049986 74,67 160
Standard 5 0,6961 0,550350025 0,547850028 91,91 32

Abbildung 30: Berechnung der Bindung des Cortikosterons in Prozent (Percent Bound).

Da die Corticosteronkonzentrationen von den Standards bekannt war, wurden diese nun in
einem Punktediagramm (XY) eingefiigt. Die Bo-Werte wurden auf der Y-Achse und die
Corticosteronkonzentration (pg/mL) wurde auf der X-Achse dargestellt. Eine Standardkurve
konnte nun angezeigt werden. Die X - Achse wurde mittels einer logarithmischen Skalierung
formatiert, so dass eine logarithmische Trendlinie, die Formel sowie das Bestimmtheitsmal3
hinzugefiigt wurden. Eine Gerade war nun das Resultat (Abbildung 31, roter Kasten).
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Sample OD Mean OD Mean OD (-Blank) Average NetOD PercentBound Corticosterone (pg/mL)
Blank 0,14575 0
TA 0,4064 0,260649994
NSB 0,14825 0,002499998 0
BO 0,7443 0,598550007 0,596050009 100,00 0
Standard 1 0,24165 0,095899999 0,093400002 15,67 20000
Standard 2 0,3373 0,151550002 0,185050004 31,72 4000
Standard 3 0,47545 0,329699993 0,327199996 54,89 800
Standard 4 0,5933 0,447549984 0,445049986 74,67 160
Standard 5 0,6961 0,550350025 0,547850028 91,91 32
100,00
90,00 L
80,00 _
]
o 70,00 -
@
2 60,00 :
= [ ]
& 50,00 &
© 40,00 _
& 30,00 ..
20,00 Y= 12.18In(0) + 133,52 -
10,00 R*=0,9971
0,00
1 10 100 1000 10000 100000
Corticosterone (pg/ml)
Abbildung 31: Bestimmung der Formel zur Berechnung der

Corticosteronkonzentration.

Mit dieser Formel konnten die unbekannten Proben bestimmt werden. Im Folgenden wird die

Umstellung nach X, der Corticosteronkonzentration, beschrieben.

y = —12,14In(x) + 134,94

y= —12,14In(x) + 134,94 | — 134,94

1
y — 13494 = —12,14In(x) | X (— 12’14)

( 1 )X 13494 y
TRV A AR TRV LN R

<( 1 ) <yt 134,94)
12,14 12,14
e ’ ’ =x

x = Corticosteronkonzentration (P_i)
m
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3.16 STATISTISCHE AUSWERTUNG

Die statistische Auswertung erfolgte mittels GraphPad Prism 9 (Version 9.4.1 (681), Juli 21,
2022). Alle Fehlerbalken in den Abbildungen zeigen den Mittelwert mit dem Standardfehler (+
SEM). In dieser Studie haben alle nicht signifikanten Ergebnisse einen P-Wert von > 0,05,
signifikante Ergebnisse einen P-Wert von < 0,05 und hochsignifikante Ergebnisse haben einen
P-Wert von < 0,001. Es sind nur Signifikanzwerte angegeben, die auch signifikant sind. Die

nicht signifikanten Werte sind nicht in den Grafiken dargestellt.
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4. ERGEBNISSE

4.1 ERSTER VERSUCHSTEIL: 10 MINUTEN KLICKEREINFUHRUNG MIT EINMALIGEM
KLICKERTRAINING DER MUTTER (PROTOKOLL A) DES AUSZUCHTSTAMMES
CRL:CD1(ICR).

In diesem Versuchsteil wird der Effekt des Klickertrainings auf Mitter sowie deren
Nachkommen bei einer Klickereinfiihrungszeit von 10 Minuten untersucht. Es wird untersucht,
ob ein einmaliges Klickertraining der Mitter ausreicht und ob ein zusatzliches Klickertraining
der Nachkommen sinnvoll ist, um das Depressions-assoziierte Verhalten der Nachkommen zu
verringern sowie deren Wohlbefinden und die Interaktion mit dem Experimentator zu

verbessern.

4.1.1 GEWICHTSZUNAHME DER NACHKOMMEN WAHREND DEM KLICKERTRAINING

In diesem Abschnitt soll das Korpergewicht zur Bestimmung des Wohlbefindens der Tiere
evaluiert werden. In Abbildung 32 wird gezeigt, dass alle Tiere wahrend des Klickertrainings
an Gewicht zunehmen (M+N+ 3,6 = 0,6 %, M+N- 3,6 + 0,5 %). Es gibt keinen signifikanten
Unterschied in der Gewichtszunahme (Beider Geschlechter) bei den trainierten (M+N+) und
untrainierten Nachkommen (M+N-) nach dem Klickertraining (unpaired t - test zeigt keine
signifikante Gewichtszunahme weder im Klickertraining der Nachkommen noch im Training
der Mdtter). Unter Berlcksichtigung des Geschlechtes (Abbildung 32 B/C) gibt es eine
signifikant geringere Gewichtszunahme nach dem Klickertraining von trainierten mannlichen
Nachkommen (M+N+), jedoch nicht bei den weiblichen Nachkommen (M+N+). Die mannlichen
Nachkommen, welche trainiert wurden (M+N+ 3,5 £ 0,4 %), haben signifikant weniger an
Gewicht zugenommen (M+N- 4,9 £ 0,3 %), als die untrainierten Nachkommen (unpaired t-test,
P = 0,0138). Dennoch konnte nachgewiesen werden, dass die trainierten Mannchen zu- und
nicht abnahmen. Bei den weiblichen Tieren ist kein signifikanter Unterschied in der Zunahme
des Gewichtes zwischen trainierten und untrainierten Nachkommen vorhanden. Es ist jedoch
eine Tendenz zu erkennen, dass die trainierten Nachkommen von trainierten Mittern mehr
Korpergewicht zunehmen (M+N- 1,7 £ 0,9 %, M+N+ 3,5+ 1,1 %).
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Gewichtszunahme wahrend des Trainings

A Beide Geschlechter B Minnchen C Weibchen
P =0.0138
. 6+ 6 6
3
[
£
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N
2
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2
(]
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M+N- M+N+ M+N-  M+N+ M+N-  M+N+

Abbildung 32: Gewichtszunahme der Nachkommen in Prozent nach einmaligem
Training der Mutter (Protokoll A, 10 Minuten). Es ist die Gewichtszunahme beider
Geschlechter (A) sowie die Zunahme aufgeteilt nach mannlichem (B) und nach weiblichem
Geschlecht (C) dargestellt. (A) M+N- Gruppe (n=58), M+N+ Gruppe (n=64). (B) M+N- Gruppe
(n=35), M+N+ Gruppe (n=35). (C) M+N- Gruppe (n=23), M+N+ Gruppe (n=29). Die Daten
zeigen den Mittelwert + SEM.

4.1.2 TRAININGSERFOLGE DER NACHKOMMEN

In diesem Abschnitt wird der Erfolg des Klickertrainings anhand der Haufigkeit der
Wiederholungen evaluiert. Abbildung 33 zeigt die Haufigkeit des Trainingsverhaltens der
Nachkommen pro Tag. Alle Tiere (Beide Geschlechter) zeigen eine signifikante Zunahme der
Trainingshaufigkeit ab dem zweiten Trainingstag (unpaired t-test, P = 0,0132). Die trainierten
Nachkommen von Mittern, die selbst trainiert sind, verbessern kontinuierlich ihr
Trainingsverhalten (Tag 1 0,5+ 0,1, Tag2 1,0+ 0,2, Tag 31,5+ 0,3, Tag 4 2,2 + 0,4). Unter
Berlcksichtigung des Geschlechtes, zeigen die trainierten, mannlichen Nachkommen
(Abbildung 33 B) erst ab dem dritten Trainingstag eine signifikante Zunahme (unpaired t-test,
P = 0,0124). Alle trainierten, mannlichen Nachkommen kénnen ihre Haufigkeiten verbessern
(Tag10,5+0,2, Tag2 0,7+ 0,2, Tag 31,3+ 0,3, Tag 4 1,7 + 0,3). Die weiblichen, trainierten
Nachkommen (Abbildung 33 C) zeigen bereit ab dem zweiten Tag eine signifikante Zunahme
der Trainingserfolge (unpaired t-test, P = 0,0142). Sie kdnnen ihr Trainingsverhalten mit jedem
Tag verbessen (Tag 10,5+0,2, Tag21,4+0,3, Tag3 1,8+ 0,5, Tag 4 2,8 £ 0,7). Bei beiden
Geschlechtern konnte bis zum vierten Tag ein stetiger Anstieg nachgewiesen werden (0,5 <
1,0<15<22).
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Klickertraining der Nachkommen (Protokoll A)

A Beide Geschlechter B Mannchen C Weibchen

3 3 3 -+ M+N+

0 T T T T 0 T T T T 0 T T T T
Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4 Tag1 Tag 2 Tag 3 Tag 4 Tag1 Tag 2 Tag 3 Tag 4

Haufigkeit des Trainingsverhalten
pro Trainingseinheit
N
1
N
1
N
1

Abbildung 33: Vier Tage Klickertraining von 7 Wochen alten Crl:CD1(ICR) Nachkommen.
Das Klickertraining wurde einmal durchgeflihrt mit einer Einfihrungszeit von 10 Minuten
(Protokoll A). Es ist die Haufigkeit des Trainingsverhaltens beider Geschlechter (A) sowie die
Haufigkeit aufgeteilt nach dem mannlichen (B) und dem weiblichen Geschlecht (C) dargestellit.
(A) M+N+ Gruppe (n=64). (B) M+N+ Gruppe (n=35). (C) M+N+ Gruppe (n=29). Alle Daten
zeigen den Mittelwert £ SEM.

4.1.3 EINFLUSS DES KLICKERTRAININGS AUF DIE INTERAKTIONSZEIT MIT DEM
EXPERIMENTATOR

In diesem Abschnitt wird das Wohlbefinden der Tiere anhand der Interaktion mit dem
Experimentator evaluiert. Die Auswertung der Interaktionszeit (Abbildung 34, Abbildung 35)
zeigt keinen Unterschied, ob die Miitter zuvor trainiert wurden. Bei der Differenzierung des
Geschlechtes in mannliche und weibliche Tiere, konnte ebenfalls kein Unterschied in der
Interaktionszeit nachgewiesen werden. Die Nachkommen von trainierten Muttern, die selbst
trainiert sind, interagieren fiir eine ahnlich lange Zeit wie die Nachkommen von trainierten
Mittern, die nicht trainiert sind. Lediglich die Dauer der Interaktionszeit nach dem
Klickertraining (M+N- 9,1 + 0,9 Sek., M+N+ 10,7 £ 0,6 Sek.) nimmt im Vergleich zu vor dem
Klickertraining (M+N- 4,5 + 0,4 Sek., M+N+ 4,6 + 0,3 Sek.) zu.
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Test auf Interaktion vor dem Training

A Beide Geschlechter B Maéannchen C Weibchen
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Abbildung 34: Ermittlung der Interaktionszeit mit dem Experimentator des Crl:CD1(ICR)
Stammes vor dem Klickertraining. Das Klickertraining wurde einmal durchgefthrt mit einer
Einfuhrungszeit von 10 Minuten (Protokoll A). Es ist die Interaktion aller Tiere mit dem
Experimentator (A) sowie die Interaktion aufgeteilt nach mannlichem (B) und nach weiblichem
Geschlecht (C) dargestellt. (A) M+N+ Gruppe (n=64), M+N- Gruppe (n=58). (B) M+N+ Gruppe
(n=35), M+N- Gruppe (n=35). (C) M+N+ Gruppe (n=29), M+N- Gruppe (n=23). Alle Daten
zeigen den Mittelwert £ SEM.

Test auf Interaktion nach dem Training

A Beide Geschlechter B Mannchen C Weibchen
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Abbildung 35: Ermittlung der Interaktionszeit mit dem Experimentator des Crl:CD1(ICR)
Stammes nach dem Klickertraining. Das Klickertraining wurde einmal durchgefiihrt mit einer
Einfuhrungszeit von 10 Minuten (Protokoll A). Es ist die Interaktion aller Tiere mit dem
Experimentator (A) sowie die Interaktion aufgeteilt nach mannlichem (B) und nach weiblichem
Geschlecht (C) dargestellt. (A) M+N+ Gruppe (n=64), M+N- Gruppe (n=58). (B) M+N+ Gruppe
(n=35), M+N- Gruppe (n=35). (C) M+N+ Gruppe (n=29), M+N- Gruppe (n=23). Alle Daten
zeigen den Mittelwert £ SEM.
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4.1.4 NESTBAUVERHALTEN DER NACHKOMMEN

In diesem Abschnitt wird das Wohlbefinden der Tiere mittels Nestbauverhalten evaluiert. Die
Auswertung (Abbildung 36) zeigt einen signifikanten hoheren Nestbau Score (unpaired t - test,
P = 0,0036) bei trainierten (M+N+ 3,7 + 0,1) als bei untrainierten (M+N- 3,2 = 0,1)
Nachkommen. Dieser signifikant héhere Nestbau Score von trainierten Nachkommen, konnte
auch bei den mannlichen Nachkommen nachgewiesen werden (unpaired t - test, P = 0,0129).
Die méannlichen, trainierten Tiere (M+N+ 3,6 = 0,2) zeigen einen signifikant héheren Nestbau
Score, als die untrainierten Tiere (M+N- 3,2 + 0,1). Weibliche, trainierte Tiere zeigen keinen
Unterschied im Nestbauverhalten (M+N- 3,4 £ 0,2, M+N+ 3,7 £ 0,2). Das Klickertraining der
mannlichen Nachkommen sowie deren Miuttern hat einen signifikanten Einfluss auf das

Nestbauverhalten.

Auswirkungen des Trainings der Nachkommen auf das Nestbauverhalten

A Beide Geschlechter B  Maé&nnchen C Weibchen
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Abbildung 36: Nestbautest (Score) der Crl:CD1(ICR) Nachkommen nach einer
Trainingswoche und einer Einfuhrungszeit von 10 Minuten (Protokoll A). Es ist das
Nestbauverhalten beider Geschlechter (A) sowie das Verhalten aufgeteilt nach dem
mannlichen (B) und dem weiblichen Geschlecht (C) dargestellt. (A) M+N- Gruppe (n=58),
M+N+ Gruppe (n=64). (B) M+N- Gruppe (n=35), M+N+ Gruppe (n=35). (C) M+N- Gruppe
(n=23), M+N+ Gruppe (n=29) dargestellt. Die Daten zeigen den Mittelwert + SEM.

4.1.5 AUSWIRKUNG DES KLICKERTRAININGS AUF DAS DEPRESSIONS-ASSOZIIERTE
VERHALTEN DER NACHKOMMEN (SPT & FST)

Im folgenden Abschnitt wird das Depressions-assoziierte Verhalten der Tiere anhand der
Aufnahme von Saccharose und der Immobilitét evaluiert. In Abbildung 37 ist die Saccharose
Praferenz in Prozent dargestellt. Das Klickertraining der Nachkommen trainierter Mutter zeigt

keinen signifikanten (unpaired t - test) Unterschied in der Saccharose Praferenz (M+N- 84,5 £
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2,5 %, M+N+ 87,1 + 2,0 %) als untrainierte Nachkommen von trainierten Muittern. Das
Klickertraining der ménnlichen Nachkommen von trainierten Muttern (Abbildung 37 B) zeigt
ebenfalls keinen signifikanten Unterschied (unpaired t-test) in der Saccharose Praferenz
(M+N- 82,9 + 3,4 %, M+N+ 87,1 + 2,6 %) genauso wie die weiblichen Nachkommen (M+N-
86,9 + 3,5 %, M+N+ 87,0 £ 3,1 %) (Abbildung 37 C). Das Klickertraining der Nachkommen wie
auch das Training der Mutter hat keinen Einfluss auf die Saccharose Préaferenz.

Auswirkungen des Trainings der Nachkommen auf die Saccharose Préferenz
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Abbildung 37: Saccharose Préaferenz in Prozent des Crl:CD1(ICR) Stammes nach einer
Trainingswoche und einer Einfihrungszeit von 10 Minuten (Protokoll A). Es ist die
Saccharose Préferenz beider Geschlechter (A) sowie die Praferenz aufgeteilt nach dem
mannlichen (B) und dem weiblichen Geschlecht (C) dargestellt. (A) M+N- Gruppe (n=58),
M+N+ Gruppe (n=64). (B) M+N- Gruppe (n=35), M+N+ Gruppe (n=35). (C) M+N- Gruppe
(n=23), M+N+ Gruppe (n=29). Die Daten zeigen den Mittelwert £ SEM.

Die Auswertung (unpaired t - test) des FST (Abbildung 38) ergab, dass das Klickertraining der
Nachkommen sowie das der Miitter (Beide Geschlechter) keinen signifikanten Einfluss auf die
Immobilitatsdauer hat (M+N- 20,6 + 2,4 %, M+N+ 20,3 + 2,1 %). Unter Berlcksichtigung des
Geschlechtes gibt es ebenfalls keinen signifikanten Unterschied in der Immobilitatsdauer.
Weder das Klickertraining der mannlichen (M+N- 20,3 £ 3,1 %, M+N+ 18,6 + 2,6 %) noch das
Training der weiblichen (M+N- 21,0 + 3,8 %, M+N+ 22,6 £ 3,3 %) Nachkommen zeigt eine
signifikante langere Immobilitdt. Ein Abbruch des Versuches erfolgt nach einer
Immobilitatsphase von max. 30 Sekunden. Daher sind in der Auswertung weniger Tiere
bertcksichtigt. Insgesamt wurden 8 Tiere abgebrochen, darunter drei mannliche sowie funf
weibliche Tiere (Mannchen: M-N- n = 2, M+N+ n = 1; Weibchen: M+N- n = 3, M+N+ n=2).

96



Auswirkungen des Trainings der Nachkommen auf den Schwimmtest (FST)
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Abbildung 38: Messung der Immobilitat bei 1,5 % der Aktivitatsrate in Prozent des
Crl:CD1(ICR) Stammes nach einer Trainingswoche und einer Einfiihrungszeit von 10
Minuten (Protokoll A). Es ist die Immobilitatsdauer beider Geschlechter (A) sowie die Dauer
aufgeteilt nach dem ménnlichen (B) und dem weiblichen Geschlecht (C) dargestellt. (A) M+N-
Gruppe (n=51), M+N+ Gruppe (n=59). (B) M+N- Gruppe (n=31), M+N+ Gruppe (n=34). (C)
M+N- Gruppe (n=20), M+N+ Gruppe (n=25) dargestellt. Die Daten zeigen den Mittelwert +
SEM.

4.1.6 CORTICOSTERONBESTIMMUNG DER NACHKOMMEN

Die Auswertung der Corticosteronbestimmung soll das Stresslevel der Tiere evaluieren, um
dann Ruckschlusse auf deren Wohlbefinden schlieen zu kdnnen. Das Klickertraining der
Nachkommen (Beide Geschlechter) hat ebenfalls keinen signifikanten Einfluss auf die
Corticosteronkonzentration (Abbildung 39) im Blutplasma. Die Bestimmung (unpaired t-test)
des Wertes nach 15 Minuten des FST ergab keinen signifikanten Unterschied in der
Konzentration (M+N- 5110 + 422 pg/mL, M+N+ 5226 + 500,2 pg/mL). Unter Beriicksichtigung
des Geschlechtes konnte ebenfalls kein Unterschied in der Corticosteronkonzentration
nachgewiesen werden. Die ménnlichen Tiere (M+N- 3686 + 366,9 pg/mL, M+N+ 4160 + 444,2
pg/mL) wiesen jedoch eine geringere Konzentration im Blut auf als die weiblichen Tiere (M+N-
7529 + 674,2 pg/mL, M+N+ 6405 + 867,2 pg/mL).
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Corticosteronkonzentration im Blut nach dem Schwimmtest (FST)
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Abbildung 39: Corticosteronbestimmung mittels ELISA des Crl:CD1(ICR) Stammes
nach einer Trainingswoche und einer Einfiihrungszeit von 10 Minuten (Protokoll A). Es
ist die Plasmacorticosteronkonzentration beider Geschlechter (A) sowie die Konzentration
aufgeteilt nach dem ménnlichen (B) und dem weiblichen Geschlecht (C) dargestellt. (A) M+N-
Gruppe (n=51), M+N+ Gruppe (n=59). (B) M+N- Gruppe (n=34), M+N+ Gruppe (n=21). (C)
M+N- Gruppe (n=20), M+N+ Guppe (n=19) dargestellt. Die Daten zeigen den Mittelwert +
SEM.

Unter Berticksichtigung aller Verhaltenstest sowie der Corticosteronbestimmungen konnte nur
ein Unterschied in der Gewichtszunahme und im Nestbauverhalten der mannlichen Tiere
nachgewiesen werden. Die trainierten, mannlichen Nachkommen nehmen an Gewicht zu aber
signifikant weniger wie die untrainierten Nachkommen. Die trainierten, weiblichen Tiere zeigen
lediglich eine Tendenz zu einer gréf3eren Gewichtszunahme im Vergleich zu den nicht
trainierten Tieren. Die Erfolge beim Klickertraining nehmen bei beiden Geschlechtern
signifikant mit der Anzahl der Trainingstage zu. Der Test auf Interaktion zeigt keinen
Unterschied in der Dauer der Interaktion mit dem Experimentator, ob die Nachkommen trainiert
werden oder nicht. Jedoch nimmt die Interaktionszeit nach dem Klickertraining mit dem
Experimentator zu. Das Klickertraining zeigt ebenfalls keine Auswirkungen auf den SPT
sowohl in mannlichen als auch in weiblichen Tieren. Ein Unterschied wurde im
Nestbauverhalten der mannlichen, trainierten Nachkommen nachgewiesen. Diese Tiere
haben einen signifikant hoheren Nestbau Score als die untrainierten Nachkommen. Die Dauer
der Immobilitat im FST wird durch das Klickertraining nicht beeinflusst. Die Resultate der
Corticosteronbestimmung belegen, dass die Konzentration im Blut von trainierten

Nachkommen nicht erhdht ist im Vergleich zu den untrainierten Nachkommen.
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4.2 ZWEITER VERSUCHSTEIL: 5 MINUTEN KLICKEREINFUHRUNG MIT EINMALIGEM
KLICKERTRAINING DER MUTTER (PROTOKOLL A) DES AUSZUCHTSTAMMES
CRL:CD1(ICR).

Aufbauend auf dem ersten Versuchsteil soll untersucht werden, ob ein Klickertraining der
Mutter ohne die Nachkommen zu trainieren (M+N-) ausreicht, um das Depressions- assoziierte
Verhalten der Nachkommen zu reduzieren. Dafiir werden zwei zusatzliche Gruppen mit in die
Versuchsreihe integriert. Die untrainierten Nachkommen von trainierten Muttern (M+N-)
dienen als Referenzwert, um nachweisen zu kdnnen, dass das Klickertraining Auswirkungen
auf das Verhalten der Nachkommen hat. Die Gruppe der trainierten Nachkommen von
untrainierten Muttern (M-N+) soll im Vergleich zu den untrainierten Nachkommen von
trainierten Muttern (M+N-) untersucht werden. Daraus konnen Rickschlisse gezogen werden,
ob ein Klickertraining der Mutter ausreicht das Wohlbefinden, sowie Angst- und Depressions-
assoziiertes Verhalten der Nachkommen zu reduzieren. Um die Auswirkungen des
Klickertrainings auf das Angst-assoziierte Verhalten zu untersuchen, werden zwei weitere
Verhaltenstests wie das EPM und das OF durchgefuhrt. Des Weiteren soll die
Trainingshaufigkeit der trainierten Nachkommen von trainierten Muttern bei einer verkirzten

Klickereinfihrungszeit von 5 Minuten untersucht werden.

4.2.1 GEWICHTSZUNAHME DER NACHKOMMEN WAHREND DES KLICKERTRAININGS

In diesem Abschnitt soll das Korpergewicht zur Bestimmung des Wohlbefindens der Tiere
evaluiert werden. Das Gewicht der verschiedenen Gruppen wurde vor und nach dem
Klickertraining ermittelt. In Abbildung 40 A ist gezeigt, dass alle Tiere (Beide Geschlechter) an
Gewicht zunehmen (M-N- 2,0 + 0,9 %, M-N+ 5,3 + 1,4 %, M+N- 1,1 + 1,4 %, M+N+ 3,3+ 0,9
%). Das Kilickertraining der Nachkommen hat einen signifikanten Effekt auf die
Gewichtszunahme (2-way ANOVA, Fi143= 5,924, P = 0,0192). Das Klickertraining der Mitter
sowie die Interkation hatten keine signifikante Gewichtszunahme zur Folge. Alle mannlichen
Nachkommen (Abbildung 40 B) nehmen wahrend des Klickertrainings an Gewicht zu (M-N-
2,8+1,0%, M+N-1,4+3,3%, M-N+5,5+1,2 %, M+N+2,9+0,7 %). Die Zunahme ist jedoch
nicht signifikant (2-way ANOVA zeigt keine Signifikanzen weder nach dem Klickertraining der
Nachkommen noch nach dem Klickertraining der Mitter, sowie in der Interaktion). Durch das
Training der Nachkommen kann lediglich eine Tendenz zur Gewichtszunahme nachgewiesen
werden. Alle weiblichen Nachkommen (Abbildung 40 C) nehmen wéahrend dem Klickertraining
an Gewicht zu (M-N- 1,2 + 1,6 %, M+N- 0,9 £ 1,2 %, M-N+ 5,1 + 2,6 %, M+N+ 3,6 + 1,4 %).

Die Zunahme ist jedoch nicht signifikant (2-way ANOVA zeigt keine Signifikanzen weder nach
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dem Kilickertraining der Nachkommen noch nach dem Klickertraining der Mitter sowie in der
Interaktion). Durch das Klickertraining der Nachkommen kann lediglich eine Tendenz zur

Gewichtszunahme nachgewiesen werden.

Gewichtszunahme wéhrend des Trainings
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Abbildung 40: Gewichtszunahme der Nachkommen in Prozent nach einmaligem
Klickertraining der Mitter (Protokoll A, 5 Minuten). Es ist die Gewichtszunahme beider
Geschlechter (A) sowie die Zunahme aufgeteilt nach mannlichem (B) und nach weiblichem
Geschlecht (C) dargestellt. (A) M-N- Gruppe (n=12), M+N- Gruppe (n=12), M-N+ Gruppe
(n=10), M+N+ Gruppe (n=13). (B) M-N- Gruppe (n=6), M+N- Gruppe (n=4), M-N+ Gruppe
(n=6), M+N+ Gruppe (n=5). (C) M-N- Gruppe (n=6), M+N- Gruppe (n=6), M-N+ Gruppe (n=6),
M+N+ Gruppe (n=8). Die Daten zeigen den Mittelwert + SEM.

4.2.2. TRAININGSERFOLGE DER NACHKOMMEN

In diesem Abschnitt wird der Erfolg des Klickertrainings anhand der Haufigkeit der
Wiederholung evaluiert. In Abbildung 41 ist die Haufigkeit des Trainingsverhaltens der Tiere
pro Tag dargestellt. Beide Geschlechter (Abbildung 41, A) zeigen eine signifikante Zunahme
der Trainingshaufigkeit ab dem zweiten Trainingstag (2-way ANOVA fir repeated
measurements, Fi94292 = 8,756, P = 0,0008) jedoch keinen signifikanten Effekt des Faktors
Klickertraining der Mutter. Allerdings zeigen die trainierten Nachkommen von trainierten
Mittern eine hdhere Haufigkeit des Verhaltens (M+N+ Tag11,9+0,7,Tag2 7,0+ 1,4, Tag 3
74+21/M-N+Tag114+0,7, Tag 2 3,8 0,9, Tag 3 3,8 + 1,7). An Tag vier zeigen die
trainierten Nachkommen von trainierten Muttern (M+N+ Tag 4 5,1 + 1,2) sowie die untrainierten
Nachkommen von untrainierten Mittern (M-N- Tag 4 2,6 + 1,4) eine Abnahme im Verhalten.
Diese Abnahme ist jedoch nicht signifikant ist. Eine Zunahme der Trainingshaufigkeiten mit
den Tagen zeigt sich auch bei den mannlichen Nachkommen (Abbildung 41 B) (2-way ANOVA
fur repeated measurements, F;z1041 = 3,7, P = 0,0407; keinen signifikanten Effekt im
Klickertraining der Mutter sowie in der Interaktion). Die Nachkommen der trainierten wie auch
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der untrainierten Mtter verbessern ihr Trainingsverhalten vom ersten Tag (M-N+ 2,7 £ 1,2,
M+N+ 2,8 + 1,8) auf den zweiten Tag (M-N+ 5,5 = 1,3, M+N+ 7,8 £+ 3,0). Die Haufigkeit des
Verhaltens der Nachkommen von trainierten Mittern nimmt ab Tag 3 (M+N+ 4,8 + 2,7) und
Tag 4 (M+N+ 3,2 + 1,4) wieder ab. Wohingegen die Nachkommen der untrainierten Mtter an
Tag 3 (M-N+ 6,7 + 3,1) haufiger das erlernte Verhalten zeigen als die trainierten Nachkommen
von trainierten Mattern. Die trainierten Nachkommen von untrainierten Mttern zeigen erst ab
Tag 4 eine Reduktion des Trainingsverhaltens (M-N+ 4,7 + 2,6). Eine Zunahme der
Trainingshaufigkeit mit den Tagen zeigt sich auch bei den weiblichen Nachkommen (Abbildung
41, C). Die Zunahme der Trainingshaufigkeit ist ab dem zweiten Trainingstag signifikant gréf3er
(2-way ANOVA flr repeated measurements, Fi61902 = 5,475, P = 0,0182; einen signifikanten
Effekt im Klickertraining der Matter Fi11, = 7,125, P = 0,0204; sowie in der Interaktion Fs3zs =
3,443, P = 0,0267). Die weiblichen, trainierten Nachkommen von trainierten Mttern zeigen
eine gréRere Haufigkeit des Trainingsverhaltens als die Nachkommen von nicht trainierten
Muttern (M+N+ Tag 11,4+ 0,5, Tag 26,5+ 1,5, Tag 39,0+ 3,0/ M-N+ Tag 1 0,2 + 0,2, Tag
22,2+10, Tag 30,8 £0,7). An Tag vier zeigen die trainierten Nachkommen von trainierten
Mittern (M+N+ Tag 4 6,3 = 1,7) eine Abnahme des Verhaltens, welches jedoch nicht
signifikant ist. Die trainierten Nachkommen von nicht trainierten Mttern zeigen bereits ab Tag
3 eine Abnahme (M-N+ Tag 3 0,8 + 0,7, Tag 4 0,5 + 0,2) des Verhaltens, welches ebenfalls
nicht signifikant ist.

Klickertraining der Nachkommen (Protokoll A)
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Abbildung 41: Vier Tage Klickertraining von 7 Wochen alten Crl:CD1(ICR) Nachkommen.
Das Klickertraining wurde einmal durchgeflihrt, mit einer Einflihrungszeit von 5 Minuten
(Protokoll A). Es ist die Haufigkeit des Trainingsverhaltens beider Geschlechter (A) sowie die
Haufigkeit aufgeteilt nach dem mannlichen (B) und dem weiblichen Geschlecht (C) dargestellit.
(A) M-N+ Gruppe (n=10), M+N+ Gruppe (n=13). (B) M-N+ Gruppe (n=6), M+N+ Gruppe (n=5)
(C) M-N+ Gruppe (n=6), M+N+ Gruppe (n=8). Die Daten zeigen den Mittelwert + SEM.
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4.2.3 VERGLEICH DER TRAININGSERFOLGE DER NACHKOMMEN MIT EINER
KLICKEREINFUHRUNGSZEIT VON 5 UND 10 MINUTEN

Die Haufigkeiten des Trainingsverhaltens mit einer Einfihrungszeit von 5 Minuten wird mit den
Haufigkeiten der 10-mindtigen Einfihrung in Abbildung 42 verglichen. Bei einer
Einfuhrungszeit von 10 Minuten ist ein stetiger aber geringer Anstieg messbar. Bei der
Einfuhrungszeit von 5 Minuten gibt es einen Anstieg an der Haufigkeit der Trainingserfolge bis
zum dritten Tag. An Tag 4 nimmt die Haufigkeit zwar ab, diese ist dennoch gréR3er als bei der
10-mindtigen Einfihrungszeit. Eine signifikante Zunahme der Trainingshaufigkeit ab dem
zweiten Trainingstag ist bei einer 5-minutigen Einflihrungszeit nachgewiesen worden (2-way
ANOVA fir repeated measurements, Fs2s = 23,97, P < 0,0001). Des Weiteren hat die 5-
minutige Einflhrung einen signifikanten Effekt auf die Einfihrungszeit (F17s =36,91, P <
0,0001) sowie die Interaktion (Fs225 = 14,23, P > 0,0001). Die Einflhrungszeit von 5 Minuten
zeigt mit jedem Tag eine grofRere Haufigkeit an erlernten Trainingserfolgen (Tag 1 1,9 + 0,7,
Tag27,0+1,4,Tag37,4+2]1, Tag 45,1 £1,2) als die 10-minltige Einfiihrungszeit (Tag 1
05+01, Tag 21,0+ 0,2, Tag 31,5+ 0,3, Tag 4 2,2 £ 0,4). Unter Berlcksichtigung des
Geschlechtes zeigen die mannlichen Tiere ebenfalls eine signifikante Zunahme der
Trainingshaufigkeit ab dem zweiten Trainingstag bei einer Einfihrungszeit von 5 Minuten (2-
way ANOVA fir repeated measurements, Fs 114 = 10,48, P < 0,0001; einen signifikanten Effekt
im Faktor Einfihrungszeit, F13s =18,09, P < 0,0001, sowie in der Interaktion, F3114= 12,95, P
> 0,0001). Am dritten Trainingstag sinkt die Anzahl der Haufigkeiten. Diese ist dennoch gré3er
als bei einer 10-minutigen Einflihrung. Ab dem 4. Tag gibt es keinen signifikanten Unterschied
bei den mannlichen Nachkommen in der Trainingshaufigkeit im Vergleich von 5 (Tag 1 2,8 +
1,8, Tag27,8+3,0,Tag34,8+2,7, Tag 4 3,2+ 1,4) zu 10 Minuten (Tag 10,5 +0,2, Tag 2 0,7
+0,2, Tag 31,3+ 0,3, Tag 4 1,7 £ 0,3). Die weiblichen Nachkommen weisen ab dem zweiten
Trainingstag eine signifikante Steigerung der Trainingshaufigkeit auf (2-way ANOVA fir
repeated measurements, Fsi05s = 18,57, P < 0,0001; einen signifikanten Effekt im Faktor
EinfUhrungszeit, F1,35 =16,54, P = 0,0003, sowie in der Interaktion, F3 105 = 8,596, P > 0,0001).
Die 5-minitige Einfuhrungszeit zeigt bei den weiblichen Tieren bis zum 3. Tag eine Zunahme
der Trainingshaufigkeit (Tag11,4+0,5, Tag26,5+1,5, Tag39,0+ 3,0, Tag 46,3+ 1,7). Ab
dem vierten Tag nehmen die Haufigkeiten bei den Weibchen ebenfalls ab. Sie sind aber immer
noch haufiger als wahrend der 10-mindtigen Einfihrungszeit (Tag 10,4+ 0,2, Tag2 1,4 £ 0,3,
Tag31,8+0,5 Tag428+0,7).
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Trainingshéaufigkeit mit einer Einfiihrungzeit von 5 Min. und 10 Min.
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Abbildung 42: Haufigkeiten des Trainingsverhaltens der trainierten Nachkommen von
trainierten Mattern (M+N+) mit einer Einfihrungszeit von 5 (blau) und 10 Minuten
(schwarz). Es ist die Haufigkeit des Trainingsverhaltens beider Geschlechter (A) sowie die
Haufigkeit aufgeteilt nach dem mannlichen (B) und dem weiblichen Geschlecht (C) dargestellt.
(A) 5 Minuten (n=13), 10 Minunten (n=64). (B) 5 Minuten (n=5), 10 Minunten (n=35). (C) 5
Minuten (n=8), 10 Minunten (n=29). Die Daten zeigen den Mittelwert + SEM.

4.2.4 EINFLUSS DES KLICKERTRAININGS AUF DIE INTERAKTIONSZEIT MIT DEM
EXPERIMENTATOR

In diesem Abschnitt wird das Wohlbefinden der Tiere anhand der Interaktion mit dem
Experimentator evaluiert. Die Auswertungen der Interaktionszeit vor und nach dem
Klickertraining sind in Abbildung 43 und Abbildung 44 dargestellt. Das Klickertraining der
Mitter hat keinen Einfluss auf die Interkation der Nachkommen mit dem Experimentator vor
dem Training (M+ 4,0 Sek., M- 4,0 Sek.). Unter Berticksichtigung des Geschlechtes (Abbildung
43 B und C) gibt es weder bei den mannlichen (P = 0,1934, M- 2,4 Sek., M+ 3,7 Sek.) noch
bei den weiblichen Nachkommen (P = 0,1579, M- 5,5 Sek., M+ 4,3 Sek.) einen signifikanten

Unterschied (unpaired t - test,) vor dem Klickertraining.
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Test auf Interaktion vor dem Training
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Abbildung 43: Ermittlung der Interaktionszeit mit dem Experimentator der Nachkommen
von trainierten und nicht trainierten Muttern des Crl:CD1(ICR) Stammes vor dem
Klickertraining. Das Klickertraining wurde einmal durchgefiihrt mit einer Einfihrungszeit von
5 Minuten (Protokoll A). Es ist die Interaktion beider Geschlechter mit dem Experimentator (A)
sowie die Interaktion aufgeteilt nach dem mannlichen (B) und dem weiblichen Geschlecht (C)
dargestellt. (A) M+ Gruppe (n=23), M- Gruppe (n=24). (B) M- Gruppe (n=9), M+ Gruppe
(n=12). (C) M- Gruppe (n=14), M+ Gruppe (n=12). Die Daten zeigen den Mittelwert + SEM.

Das Klickertraining der Nachkommen beeinflusst signifikant die Interaktionszeit mit dem
Experimentator (2-way ANOVA, F143=6,373, P =0,0154). Das Klickertraining der Mitter sowie
die Interaktion haben keinen signifikanten Effekt auf die Interaktionszeit. Die trainierten
Nachkommen von trainierten Muttern interagieren langer mit dem Experimentator (M+N+ 9,8
+ 1,4 Sek.) als trainierte Nachkommen von untrainierten Mittern (M-N+ 7,5 + 0,9 Sek.),
untrainierte Nachkommen von trainierten Mittern (M+N- 5,9 £ 1,1 Sek.) und untrainierte
Nachkommen von untrainierten Muttern (M-N- 6,0 + 0,8 Sek.). Es konnte eine signifikant
langere Interaktionszeit durch das Klickertraining der Nachkommen nachgewiesen werden.
Die mannlichen Tiere zeigen nach dem Klickertraining einen signifikanten Unterschied in der
Interaktionszeit mit dem Experimentator, wenn zuvor die Mdutter trainiert wurden. Das
Klickertraining der Mitter steigert signifikant die Interaktionszeit mit dem Experimentator (2-
way ANOVA zeigt einen signifikanten Effekt des Trainings der Mutter, F117=5,088, P = 0,0376,
nicht aber im Faktor Klickertraining der Nachkommen, sowie Interaktion). Die Nachkommen,
die von trainierten Miuttern abstammen und selbst trainiert sind, zeigen die langste
Interaktionszeit (M+N+ 11,3 + 2,9 Sek.), gefolgt von den untrainierten Nachkommen von
trainierten Muttern (M+N- 8,6 £ 1,4 Sek.). Die kirzeste Interaktionszeit hatten die trainierten
Nachkommen von untrainierten Muttern (M-N+ 6,8 £ 1,1 Sek.) sowie die untrainierten

Nachkommen von untrainierten Mittern (M-N- 5,4 + 1,1 Sek.). Anders als die ménnlichen Tiere
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zeigen die weiblichen Tiere eine signifikant langere Interaktionszeit, wenn die Nachkommen
trainiert werden (2-way ANOVA zeigt einen signifikanten Effekt im Faktor Klickertraining der
Nachkommen, F12,=5,589, P = 0,0273, aber nicht im Faktor Klickertraining der Mutter sowie
in der Interaktion). Die langste Interaktionszeit zeigen die trainierten Nachkommen von
trainierten Muottern (M+N- 8,9 = 1,4 Sek.) gefolgt von den trainierten Nachkommen von
untrainierten Muttern (M-N+ 8,2 = 1,4 Sek.). Nachkommen, die nicht trainiert wurden zeigen
eine kirzere Interaktionszeit (M-N- 6,7 + 1,2 Sek., M+N-4,1 + 1,1 Sek.).

Test auf Interaktion nach dem Training
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Abbildung 44: Ermittlung der Interaktionszeit der Nachkommen von trainierten und
nicht trainierten Muttern des Crl:CD1(ICR) Stammes nach dem Klickertraining. Das
Klickertraining wurde einmal durchgefihrt mit einer Einfihrungszeit von 5 Minuten (Protokoll
A). Es ist die Interaktionszeit beider Geschlechter mit dem Experimentator (A) sowie die
Interaktionszeit aufgeteilt nach dem mannlichen (B) und dem weiblichen Geschlecht (C)
dargestellt. (A) M-N- Gruppe (n=12), M+N- Gruppe (n=10), M-N+ Gruppe (n=12), M+N+
Gruppe (n=13). (B) M-N- Gruppe (n=6), M+N- Gruppe (n=4), M-N+ Gruppe (n=6), M+N+
Gruppe (n=5). (C) M-N- Gruppe (n=6), M+N- Gruppe (n=6), M-N+ Gruppe (n=6), M+N+ Gruppe
(n=8). Die Daten zeigen den Mittelwert + SEM.
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4.2.5 AUSWIRKUNG DES KLICKERTRAININGS AUF DAS ANGST-ASSOZIIERTE
VERHALTEN DER NACHKOMMEN (EPM & OF)

Im folgenden Abschnitt wird das Angst-assoziierte Verhalten der Tiere evaluiert. Dafur wird die
Dauer gemessen, die die Tiere in den offenen Armen des EPMs und im Zentrum des OFs
verbringen. In Abbildung 45 ist die Aufenthaltsdauer der Nachkommen in den offenen Armen
des EPMs dargestellt. Weder das Klickertraining der Mdutter (Protokoll A) noch das
Klickertraining der Nachkommen weist eine signifikant langere (2-way ANOVA)
Aufenthaltsdauer in den offenen Armen des EPMs auf (M-N-69,1 £ 9,9 Sek., M+N- 64,6 + 6,3
Sek., M-N+ 62,9 + 4,1 Sek., M+N+ 58,0 + 5,5 Sek.). Unter Berticksichtigung des Geschlechtes

konnte weder bei den mannlichen noch bei den weiblichen Nachkommen (Abbildung 45 B/C),
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eine signifikant langere Aufenthaltsdauer in den offenen Armen nachgewiesen werden.
Ebenfalls gibt es keine signifikanten Unterschiede in der Aufenthaltsdauer in den
geschlossenen Armen (Abbildung 46 A: M-N- 73,9 + 11,8 Sek., M+N- 90,8 + 9,6 Sek., M-N+
73,0 £ 6,1 Sek., M+N+ 87,4 + 6,8 Sek.), im Zentrum (Abbildung 46 B) (M-N- 156,9 + 11,6 Sek.,
M+N- 144,4 + 13,6 Sek., M-N+ 164,0 £+ 7,0 Sek., M+N+ 1545 + 8,0 Sek.) sowie der
zurtckgelegten Gesamtlaufstrecke (M-N- 1134,4 + 72,9 cm, M+N- 1170,8 £ 125,5 cm, M-N+
1237,3 £ 75,6 cm, M+N+ 1207,8 + 81,8 cm) (Abbildung 46 C).

Auswirkung des Trainings der Nachkommen auf das erhdhten Pluslabyrinths (EPM)
- Aufenthaltsdauer in den offenen Armen -
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Abbildung 45: Aufenthaltsdauer in den offenen Armen vom EPM des Crl:CD1(ICR)
Stammes nach einer Trainingswoche und einer Einfihrungszeit von 5 Minuten
(Protokoll A). Esist die Aufenthaltsdauer in den offenen Armen beider Geschlechter (A) sowie
die Aufenthaltsdauer aufgeteilt nach dem méannlichen (B) und dem weiblichen Geschlecht (C)
dargestellt. (A) M-N- Gruppe (n=12), M+N- Gruppe (n=10), M-N+ Gruppe (n=12), M+N+
Gruppe (n=12). (B) M-N- Gruppe (n=6), M+N- Gruppe (n=4), M-N+ Gruppe (n=6), M+N+
Gruppe (n=5). (C) M-N- Gruppe (n=6), M+N- Gruppe (n=6), M-N+ Gruppe (n=6), M+N+ Gruppe
(n=7). Die Daten zeigen den Mittelwert + SEM.
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Auswirkung des Trainings der Nachkommen auf das erhéhte Pluslabyrinth (EPM)
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Abbildung 46: Aufenthaltsdauer in den geschlossenen Armen (A), im Zentrum (B) sowie
die Gesamtlaufstrecke (C) vom EPM des Crl:CD1(ICR) Stammes nach einer
Trainingswoche und einer Einfihrungszeit von 5 Minuten (Protokoll A). (A/B/C) M-N-
Gruppe (n=12), M+N- Gruppe (n=10), M-N+ Gruppe (n=12), M+N+ Gruppe (n=12). Die Daten
zeigen den Mittelwert £ SEM.

In Abbildung 47 und Abbildung 48 ist die Auswertung des OF Tests (2-way ANOVA)
dargestellt. Die Auswertung zeigt ebenfalls keinen signifikanten Unterschied in der
Aufenthaltsdauer weder im Zentrum (M-N- 33,8 + 4,1 Sek., M+N- 27,5 + 4,0 Sek., M-N+ 30,5
* 3,3 Sek., M+N+ 26,2 + 1,8 Sek.) noch in der Peripherie (M-N- 265,5 + 4,1 Sek., M+N- 272,3
+ 3,9 Sek., M-N+ 269,3 + 3,3 Sek., M+N+ 273,1 + 1,8 Sek.). Es gibt allerdings einen
signifikanten Unterschied in der Gesamtlaufstrecke durch den Einfluss des Trainings der
Nachkommen (2-way ANOVA zeigt einen signifikanten Effekt des Faktors Klickertraining der
Nachkommen, F144=4,485, P = 0,0399). Die Nachkommen, welche trainiert wurden, legen
signifikant eine langere Laufstrecke im OF zurlick (M-N+ 3440,8 + 187,3 cm, M+N+ 3785,0 +
215,8 cm) als untrainierte Nachkommen (M-N- 3368,6 + 116,3 cm, M+N- 3054,3 + 216,6 cm).
Wie zuvor bereits gezeigt, gibt es keinen Unterschied in der Aufenthaltsdauer im Zentrum.
Diese Ergebnisse sind auch auf die Weibchen (M-N- 24,6 + 3,5 Sek., M+N- 24,1 + 5,1 Sek.,
M-N+ 23,5 + 2,6 Sek., M+N+ 26,7 + 2,6 Sek.) lUibertragbar jedoch nicht auf die Mé&nnchen
(Abbildung 47 B/C). Die ménnlichen Tiere zeigen einen signifikanten Effekt im Klickertraining
der Mdatter (2-way ANOVA, Fi17 = 5,438, P = 0,0323) aber keinen Effekt auf den Faktor
Klickertraining der Nachkommen sowie die Interaktion. Die Nachkommen von untrainierten
Mdttern verbringen signifikant mehr Zeit im Zentrum (M-N- 43,0 £ 5,1 Sek., M-N+ 37,6 £ 4,7
Sek.) als die Nachkommen von trainierten Mittern (M+N- 32,7 £ 6,1 Sek., M+N+ 255+ 2,5
Sek.).

107



Auswirkung des Trainings der Nachkommen auf den offenen Feld Test (OF)
- Aufenthaltsdauer im Zentrum -
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Abbildung 47: Aufenthaltsdauer im Zentrum des OF vom Crl:CD1(ICR) Stamm nach
einer Trainingswoche und einer Einfihrungszeit von 5 Minuten (Protokoll A). Es ist die
Aufenthaltsdauer im Zentrum des OFs beider Geschlechter (A) sowie die Aufenthaltsdauer
aufgeteilt nach dem méannlichen (B) und dem weiblichen Geschlecht (C) dargestellt. (A) M-N-
Gruppe (n=12), M+N- Gruppe (n=10), M-N+ Gruppe (n=12), M+N+ Gruppe (n=13). (B) M-N-
Gruppe (n=6), M+N- Gruppe (n=4), M-N+ Gruppe (n=6), M+N+ Gruppe (n=5). (C) M-N- Gruppe
(n=6), M+N- Gruppe (n=6), M-N+ Gruppe (n=6), M+N+ Gruppe (n=8). Die Daten zeigen den
Mittelwert £+ SEM.

Auswirkung des Trainings der Nachkommen auf den offenen Feld Test (OF)
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Abbildung 48: Aufenthaltsdauer in der Peripherie (A) sowie die Gesamtlaufstrecke (B)
vom OF des Crl:CD1(ICR) Stammes nach einer Trainingswoche und einer
Einfuhrungszeit von 5 Minuten (Protokoll A). (A/B) M-N- Gruppe (n=12), M+N- Gruppe
(n=10), M-N+ Gruppe (n=12), M+N+ Gruppe (n=13). Die Daten zeigen den Mittelwert + SEM.
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4.2.6 NESTBAUVERHALTEN DER NACHKOMMEN

In diesem Abschnitt wird das Wohlbefinden der Tiere mittels Nestbauverhalten evaluiert. In
Abbildung 49 ist die Auswertung (2-way ANOVA) des NBT dargestellt. Es konnten keine
signifikanten Unterschiede im Nestbau Score festgestellt werden. Das Klickertraining der
Mitter und das Klickertraining der Nachkommen (M-N- 2,7 £ 0,3, M+N- 3,1 + 0,4, M-N+ 2,4
0,2, M+N+ 3,1 £ 0,3) haben keinen Einfluss auf das Nestbauverhalten. Unter Beriicksichtigung
des Geschlechtes gibt es ebenfalls keinen Unterschied im Nestbau Score. Weder das
Klickertraining der mannlichen Nachkommen (M-N- 2,5 £ 0,2, M+N- 2,3+ 0,3, M-N+ 2,5+ 0,3,
M+N+ 3,3 = 0,4) noch das Training der weiblichen Nachkommen (M-N- 2,9 + 0,5, M+N- 3,7 +
0,6, M-N+ 2,3 + 0,2, M+N+ 2,9 + 0,4) sowie das der Mitter zeigen einen Unterschied im
Nestbau Score (Abbildung 49 B/C).

Auswirkungen des Trainings der Nachkommen auf das Nestbauverhalten
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Abbildung 49: Nestbautest (Score) des Crl:CD1(ICR) Stammes nach einer
Trainingswoche und einer Einfuhrungszeit von 5 Minuten (Protokoll A). Es ist das
Nestbauverhalten beider Geschlechter (A) sowie das Verhalten aufgeteilt nach dem
mannlichen (B) und dem weiblichen Geschlecht (C) dargestellt. (A) M-N- Gruppe (n=12), M+N-
Gruppe (n=10), M-N+ Gruppe (n=12), M+N+ Gruppe (n=13). (B) M-N- Gruppe (n=6), M+N-
Gruppe (n=4), M-N+ Gruppe (n=6), M+N+ Gruppe (n=5). (C) M-N- Gruppe (n=6), M+N- Gruppe
(n=6), M-N+ Gruppe (n=6), M+N+ Gruppe (n=8). Die Daten zeigen den Mittelwert £ SEM.

4.2.7 AUSWIRKUNG DES KLICKERTRAININGS AUF DAS DEPRESSIONS-ASSOZIIERTE
VERHALTEN DER NACHKOMMEN (SPT & FST)

Im folgenden Abschnitt wird das Depressions-assoziierte Verhalten der Tiere anhand der

Aufnahme von Saccharose und der Immobilitat evaluiert. In Abbildung 50 ist die Auswertung
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(2-way ANOVA) des SPTs dargestellt. Es wurde kein signifikanter Unterschied in der
Saccharose Praferenz zwischen dem Klickertraining der Mutter und dem Klickertraining der
Nachkommen (M-N- 77,3 £ 7,8 %, M+N- 71,1 £ 8,2 %, M-N+ 60,2 + 11,2 %, M+N+ 76,6 + 5,7
%) nachgewiesen. Unter Berlcksichtigung des Geschlechtes konnte ebenfalls kein
Unterschied in der Saccharose Praferenz nachgewiesen werden. Weder das Klickertraining
der mannlichen (M-N- 78,5 + 12,3 %, M+N- 55,0 £ 11,6 %, M-N+ 58,3 + 16,4 %, M+N+ 81,7 +
4,9 %) noch das Kilickertraining der weiblichen Nachkommen (M-N- 76,2 + 10,7 %, M+N- 81,7
*+ 9,5 %, M-N+ 62,2 £ 16,7 %, M+N+ 73,3 £+ 8,9 %) noch deren Miitter zeigen eine signifikante

hohere Saccharose Praferenz.

Auswirkungen des Trainings der Nachkommen auf die Saccharose Préferenz
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Abbildung 50: Saccharose Préferenz in Prozent des Crl:CD1(ICR) Stammes nach einer
Trainingswoche und einer Einflhrungszeit von 5 Minuten (Protokoll A). Es ist die
Saccharose Préferenz beider Geschlechter (A) sowie die Praferenz aufgeteilt nach dem
mannlichen (B) und dem weiblichen Geschlecht (C) dargestellt. (A) M-N- Gruppe (n=12), M+N-
Gruppe (n=10), M-N+ Gruppe (n=12), M+N+ Gruppe (n=13). (B) M-N- Gruppe (n=6), M+N-
Gruppe (n=4), M-N+ Gruppe (n=6), M+N+ Gruppe (n=5). (C) M-N- Gruppe (n=6), M+N- Gruppe
(n=6), M-N+ Gruppe (n=6), M+N+ Gruppe (n=8). Die Daten zeigen den Mittelwert + SEM.

In Abbildung 51 ist die Auswertung (2-way ANOVA) des FSTs dargestellt. Sie zeigt ebenfalls
keine signifikanten Unterschiede in der Immobilitdtsdauer zwischen dem Klickertraining der
Mitter und dem Klickertraining der Nachkommen (M-N- 7,4 + 3,4 %, M+N- 1,6 + 1,3 %, M-N+
29 £+ 1,6 %, M+N+ 1,8 + 0,7 %). Unter Berlcksichtigung des Geschlechtes konnte kein
Unterschied in der Immobilitaitsdauer nachgewiesen werden. Weder das Klickertraining der
mannlichen (M-N- 3,4 + 3,1 %, M+N- 0,4 £ 0,3 %, M-N+ 2,2 + 1,6 %, M+N+ 1,5 + 0,9 %) noch
das Klickertraining der weiblichen Nachkommen (M-N- 10,1 + 5,3 %, M+N- 2,6 + 2,3 %, M-N+
40 £ 4,0 %, M+N+ 1,9 = 1,0 %) sowie deren Miitter, zeigen eine signifikante kirzerer
Immobilitatsdauer (Abbildung 51 B/C). Ein Abbruch des Versuches erfolgt nach einer

Immobilitatsphase von max. 30 Sekunden. Daher sind in der Auswertung weniger Tiere
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bertcksichtigt. Insgesamt wurden 8 Tiere abgebrochen darunter vier mannliche und vier
weibliche Tiere (Mannchen: M-N- n=2, M-N+ n= 1, M+N+ n=1; Weibchen: M-N+ n= 3, M+N+
n=1).

Auswirkungen des Trainings der Nachkommen auf den Schwimmtest (FST)
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Abbildung 51: Messung der Immobilitat bei 1,5 % der Aktivitatsrate in Prozent des
Crl:CD1(ICR) Stammes nach einer Trainingswoche und einer Einflhrungszeit von 5
Minuten (Protokoll A). Es ist die Immobilitatsdauer beider Geschlechter (A) sowie die Dauer
aufgeteilt nach dem méannlichen (B) und dem weiblichen Geschlecht (C) dargestellt. (A) M-N-
Gruppe (n=10), M+N- Gruppe (n=9), M-N+ Gruppe (n=8), M+N+ Gruppe (n=11). (B) M-N-
Gruppe (n=4), M+N- Gruppe (n=4), M-N+ Gruppe (n=5), M+N+ Gruppe (n=4). (C) M-N- Gruppe
(n=6), M+N- Gruppe (n=5), M-N+ Gruppe (n=3), M+N+ Gruppe (n=7). Die Daten zeigen den
Mittelwert £ SEM.

4.2.8 CORTICOSTERONBESTIMMUNG DER NACHKOMMEN

Die Auswertung (2-way ANOVA) der Corticosteronbestimmung soll das Stresslevel der Tiere
evaluieren, um dann Rickschlisse auf deren Wohlbefinden schliel3en zu kdnnen. Direkt nach
dem FST wurden die Blutproben gesammelt. Die Ergebnisse der Bestimmung des
Corticosterons im Blutplasma sind in Abbildung 52 dargestellt. Es gibt eine signifikante héhere
Corticosteronkonzentration im Blutplasma durch das Klickertraining der Mutter (F1,3.=10,21, P
= 0,0031) nicht aber im Klickertraining der Nachkommen sowie in der Interaktion. Die
Nachkommen von trainierten Muttern weisen eine signifikant hohere
Corticosteronkonzentration im Blutplasma auf (M+N- 4648,3 + 556,0 pg/mL, M+N+ 5013,3
1119,2 pg/mL) als die Nachkommen von untrainierten Mittern (M-N- 2044,1 + 327,3 pg/mL,
M-N+ 2869,2 + 815,6 pg/mL). Die signifikant hohere Corticosteronkonzentration lasst sich
auch bei den weiblichen Nachkommen im Klickertraining der Mutter (F1,15s =12,66, P = 0,0029)
und im Klickertraining der Nachkommen (Fi1s =5,885, P = 0,0283) jedoch nicht in der
Interaktion nachweisen. Das Klickertraining der Mitter (M+N- 5885,6 + 209,3 pg/mL, M+N+
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6854,7 + 970,5 pg/mL) sowie das Klickertraining der Nachkommen (M-N+ 5014,5 + 530,0
pg/mL) weist eine héhere Corticosteronkonzentration im Blutplasma der weiblichen Tiere auf
als die Tiere, die kein Klickertraining erhalten haben (M-N- 2248,1 + 792,8 pg/mL). Bei den
mannlichen Tieren (Abbildung 52 B) lasst sich eine signifikant geringere
Corticosteronkonzentration (F1,13 = 6,918, P = 0,0208) im Klickertraining der Nachkommen (M-
N- 1908,1 + 246,3 pg/mL, M+N- 2792,3 + 246,3 pg/mL, M-N+ 1260,3 + 417,9 pg/mL, M+N+
1330,7 + 387,6 pg/mL) nicht aber im Klickertraining der Mitter sowie in der Interaktion

nachweisen.
Corticosteronkonzentration im Blut nach dem Schwimmtest (FST)
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Abbildung 52: Corticosteronbestimmung mittels ELISA des Crl:CD1(ICR) Stammes
nach einer Trainingswoche und einer Einfuhrungszeit von 5 Minuten (Protokoll A). Es
ist die Plasmacorticosteronkonzentration beider Geschlechter (A) sowie die Konzentration
aufgeteilt nach dem méannlichen (B) und dem weiblichen Geschlecht (C) dargestellt. (A) M-N-
Gruppe (n=10), M+N- Gruppe (n=10), M-N+ Gruppe (n=7), M+N+ Gruppe (n=9). (B) M-N-
Gruppe (n=6), M+N- Gruppe (n=4), M-N+ Gruppe (n=4), M+N+ Gruppe (n=3). (C) M-N- Gruppe
(n=4), M+N- Gruppe (n=3), M-N+ Gruppe (n=6), M+N+ Gruppe (n=6). Die Daten zeigen den
Mittelwert £ SEM.

Unter Berticksichtigung aller Verhaltenstests sowie der Corticosteronbestimmungen konnten
diverse Auswirkungen des Kilickertrainings nachgewiesen werden. Alle trainierten
Nachkommen (Beide Geschlechter) nehmen signifikant mehr an Gewicht zu als die
untrainierten Nachkommen. Die Erfolge des Klickertrainings bei den trainierten Nachkommen
nehmen signifikant mit der Anzahl der Trainingstage zu, sowohl bei den mannlichen als auch
bei den weiblichen Nachkommen. Zusatzlich wurde bei der verkirzten Einflihrungszeit von 5
Minuten eine signifikante Verbesserung der erlernten Trainingshaufigkeiten pro Tag
nachgewiesen. Diese ist signifikant grof3er als die Trainingshaufigkeiten einer 10-minltigen
Einfuhrungszeit. Der Test auf Interaktion hat gezeigt, dass das Klickertraining der
Nachkommen die Interaktion mit dem Experimentator erhéht. Das Klickertraining der Mutter

fuhrt bei mannlichen Nachkommen zu einer signifikant l&angeren Interaktionszeit. Bei den
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weiblichen Nachkommen fihrt das Klickertraining der Nachkommen zu einer signifikant
langeren Interaktionsdauer. Die Auswertung des Angst-assoziierten Verhaltens der Tiere zeigt
keinen Unterschied in der Aufenthaltsdauer in den offenen Armen des EPMs und im Zentrum
des OFs. Wohingegen die zuriickgelegte Laufstrecke im OF bei den trainierten Nachkommen
signifikant langer ist. Bei den mannlichen Tieren zeigt sich zusatzlich noch eine signifikante
kirzere Aufenthaltsdauer im Zentrum des OFs durch das Klickertraining der Muitter. Das
Klickertraining zeigt keinen Einfluss auf die Untersuchungen des SPT, NBT und FST. Das
Klickertraining der Mutter hat eine signifikant htheren Corticosteronkonzentration zur Folge
als das Klickertraining der Nachkommen. Diese signifikant hohere Corticosteronkonzentration
durch das Klickertraining der Mutter lasst sich auch bei den weiblichen Nachkommen von
trainierten Muttern nachweisen. Bei den mannlichen Nachkommen zeigt sich eine signifikant

geringer Corticosteronkonzentration durch das Klickertraining der Nachkommen.

4.3 DRITTER VERSUCHSTEIL: 5 MINUTEN KLICKEREINFUHRUNG MIT ZWEI
TRAININGSEINHEITEN DER MUTTER (PROTOKOLL B) DES AUSZUCHTSTAMMES
CRL:CD1(ICR)

In dem dritten Versuchsteil soll nachgewiesen werden, ob eine zusatzliche
Trainingswiederholung der Mdatter nach der Geburt der Nachkommen an P14 das
Wohlbefinden weiter verbessert und das Angst- und Depressions-assoziierte Verhalten
minimiert. Um festzustellen, ob die Wiederholung des Trainings der Miitter die gewtinschten
Ergebnisse erzielt, werden die Haufigkeiten des Trainingsverhaltens der Mutter, die einmal
trainiert wurden (Protokoll A) mit den Haufigkeiten des Trainingsverhaltens von Miuttern
verglichen, die zweimal trainiert wurden (Protokoll B). Fir diese Untersuchungen bleibt die

Klickereinfuhrung bei einer Dauer von 5 Minuten.

4.3.1 GEWICHTSZUNAHME DER NACHKOMMEN WAHREND DES KLICKERTRAININGS

In diesem Abschnitt soll das Korpergewicht zur Bestimmung des Wohlbefindens der Tiere
evaluiert werden. Das Gewicht der verschiedenen Gruppen wurde vor und nach dem
Klickertraining ermittelt. In Abbildung 53 ist die Gewichtszunahme in Prozent dargestellt. Alle
Tiere (Beide Geschlechter) nehmen wéhrend des Klickertrainings an Gewicht zu (M-N- 3,4 £
1,2%, M+N- 35+ 1,2 %, M-N+ 5,4 £ 2,7 % M+N+ 4,3 £ 1,4 %). Die Zunahme ist jedoch nicht
signifikant (2-way ANOVA zeigt keine Signifikanzen weder nach dem Klickertraining der

Nachkommen noch nach dem Klickertraining der Mutter sowie in der Interaktion). Unter
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Berucksichtigung des Geschlechtes kdnnen Unterschiede in der Gewichtszunahme wahrend
des Klickertrainings bei den mannlichen Nachkommen nachgewiesen werden. Alle
mannlichen Nachkommen (Abbildung 53 B) nehmen an Gewicht zu (M-N- 4,5 + 1,1 %, M+N-
5,8 +£0,5 %, M-N+7,3 £ 0,5 %, M+N+ 7,1 £ 0,9 %). Das Klickertraining der Nachkommen fuhrt
zu einer signifikanten Gewichtszunahme im Vergleich zu dem Training der Mutter (2-way
ANOVA zeigt eine signifikante Gewichtszunahme bei trainierten Nachkommen, Fi,16= 5,682,
P = 0,0299, keine signifikante Zunahme des Gewichtes nach dem Training der Mitter und
keine Signifikanz in der Interaktion). Das Klickertraining der Nachkommen (Abbildung 53 C),
wie auch das der Mutter hat keinen signifikanten Effekt (2-way ANOVA) auf die
Gewichtzunahme der weiblichen Nachkommen. Es nehmen aber alle weiblichen Tiere an
Gewicht zu (M-N- 2,7 £ 2,0 %, M+N- 2,7 £ 1,5 %, M-N+ 3,4 £ 5,6 %, M+N+ 1,5 + 2,0 %).

Gewichtszunahme wéahrend des Trainings
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Abbildung 53: Gewichtszunahme der Nachkommen in Prozent nach mehrmaligem
Klickertraining der Mitter (Protokoll B, 5 Minuten). Es ist die Gewichtszunahme beider
Geschlechter (A) sowie die Zunahme aufgeteilt nach mannlichem (B) und nach weiblichem
Geschlecht (C) dargestellt. (A) M-N- Gruppe (n=12), M+N- Gruppe (n=11), M-N+ Gruppe
(n=12), M+N+ Gruppe (n=13). (B) M-N- Gruppe (n=5), M+N- Gruppe (n=3), M-N+ Gruppe
(n=6), M+N+ Gruppe (n=6). (C) M-N- Gruppe (n=7), M+N- Gruppe (n=8), M-N+ Gruppe (n=6),
M+N+ Gruppe (n=6). Die Daten zeigen den Mittelwert £+ SEM.

4.3.2 TRAININGSERFOLGE DER NACHKOMMEN

In diesem Abschnitt wird der Erfolg des Klickertrainings anhand der Haufigkeit der
Wiederholung evaluiert. In Abbildung 54 ist die Haufigkeit des Trainingsverhaltens der Tiere
pro Tag dargestellt. Beide Geschlechter zusammen (Abbildung 54 A) zeigen keine signifikante

Zunahme der Trainingserfolge (2-way ANOVA, repeated measurements). Eine zusatzliche
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Trainingswiederholung der Mtter hat keinen Einfluss auf die Haufigkeit der Trainingserfolge
der Nachkommen. Alle Nachkommen koénnen ihre Anzahl an Trainingserfolgen pro Tag
verbessern (M-N+ Tag 1: 1,2+ 0,4, Tag2: 1,5+0,6, Tag32,1+ 1,1, Tag 4: 2,5+ 1,7) (M+N+
Tag 1: 1,6 £0,5, Tag 2: 4,4+1,3, Tag 3: 3,2+ 1,3, Tag 4: 3,6 £ 1,3). Es zeigt sich lediglich
eine Tendenz, dass ein zusatzliches Klickertraining der Mitter die Trainingshaufigkeit
verbessert. Unter Berlcksichtigung des Geschlechtes (Abbildung 54 B/C) kann keine
signifikante Zunahme der Trainingsh&aufigkeiten nachgewiesen werden. Weder die mannlichen
(M-N+ Tag 1: 0,5+ 0,2, Tag 2: 1,8 £ 1,0, Tag 3: 3,5+ 2,1, Tag 4: 4,7 + 3,3, M+N+ Tag 1: 2,2
+0,7, Tag2: 6,0+ 1,7. Tag 3: 4,7 £ 2,2, Tag 4: 5,0 £ 1,9) noch die weiblichen Nachkommen
(M-N+ Tag 1: 1,8 £ 0,7, Tag 2: 1,2 + 0,7, Tag 3: 0,7 £ 0,5, Tag 4: 0,3 £ 0,3, M+N+ Tag 1: 1,0
+0,8, Tag2: 28+ 1,8, Tag 3: 1,7 £ 1,1, Tag 4: 2,2 + 1,6) zeigen einen Unterschied in der
Trainingshaufigkeit. Die mannlichen Tiere verbessern ihre Haufigkeit des Trainingsverhaltens
mit jedem Tag jedoch ist diese Verbesserung nicht signifikant. Die weiblichen Tiere

verschlechtern ihre Haufigkeit des Trainingsverhaltens, welche ebenfalls nicht signifikant ist.

Klickertraining der Nachkommen (Protokoll B)
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Abbildung 54: Vier Tage Klickertraining von 7 Wochen alten Crl:CD1(ICR) Nachkommen.
Das Klickertraining der Mutter wurde zweimal durchgefiihrt mit einer Einfilhrungszeit von 5
Minuten (Protokoll B). Es ist die Haufigkeit des Trainingsverhaltens beider Geschlechter (A)
sowie die Haufigkeit aufgeteilt nach dem méannlichen (B) und dem weiblichen Geschlecht (C)
dargestellt. (A) M-N+ Gruppe (n=12), M+N+ Gruppe (n=12). (B) M-N+ Gruppe (n=6), M+N+
Gruppe (n=6). (C) M-N+ Gruppe (n=6), M+N+ Gruppe (n=6). Die Daten zeigen den Mittelwert
+ SEM.

4.3.3 VERGLEICH DER TRAININGSERFOLGE DER NACHKOMMEN VON EINMAL
TRAINIERTEN MUTTERN (PROTOKOLL A) UND ZWEIMAL TRAINIERTEN MUTTERN
(PROTOKOLL B)

In diesem Abschnitt werden die Trainingserfolge der Nachkommen von einmal (Protokoll A)
und zweimal (Protokoll B) trainierten Muttern verglichen. Abbildung 55 A zeigt die Haufigkeit

der Trainingserfolge beider Geschlechter von Protokoll A mit B. Die trainierten Nachkommen
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zeigen eine signifikante Zunahme der Haufigkeit der Trainingserfolge pro Tag (2-way ANOVA,
F22511 = 8,4, P =0,0005). Bei Trainingsprotokoll A zeigt sich eine signifikant héhere Haufigkeit
der Trainingserfolge vom ersten auf den zweiten Trainingstag (2-way ANOVA, multiple
comparisons, P = 0,0006, Tag11,9+0,7, Tag27,0+£1,4, Tag37,4+21, Tag451+1,2).
An Tag drei und vier nimmt die Haufigkeit ab. Sie bleibt jedoch immer noch héher als die
Haufigkeiten trainierter Nachkommen, deren Miitter zweimal trainiert wurden (Protokoll B). In
Trainingsprotokoll B konnten keine signifikanten Steigerungen der Trainingshaufigkeiten
festgestellt werden (Tag 1 1,6 + 0,5, Tag2 4,4+ 1,3, Tag 33,1+ 1,3, Tag 4 3,6 £ 1,3). Unter
Berucksichtigung des Geschlechtes gibt es keine signifikanten Unterschiede, ob die Mitter
der Nachkommen einmal oder zweimal trainiert wurden. Die mannlichen Nachkommen kénnen
ihre Trainingshaufigkeit von Tag eins auf Tag zwei verbessern (Protokoll A: Tag 1 2,8 + 1,8,
Tag 2 7,8 + 3,0 / Protokoll B: Tag 1 2,2 £ 0,7, Tag 2 6,0 £ 1,7). Ab dem dritten Trainingstag
jedoch sinkt die Trainingshaufigkeit (Protokoll A: Tag 3 4,8 £ 2,7, Tag 4 3,2 £ 1,4) aul3er bei
den Nachkommen, dessen Mitter zwei Mal trainiert wurden. Da steigt die Haufigkeit wieder
leicht an (Protokoll B: Tag 34,7 £ 2,2, Tag 4 5,0 £ 1,9). Es konnte jedoch kein Unterschied in
der Haufigkeit der Trainingserfolge bei den mannlichen Nachkommen nachgewiesen werden.
Unabhangig davon, ob die Mutter zuvor einmal oder zweimal trainiert wurden. Allerdings nimmt
die Haufigkeit der Trainingserfolge mit den Tagen bei allen mannlichen Nachkommen
(Protokoll A und B) signifikant zu (2-way ANOVA, repeated measurements, F24 212=5,4, P =
0,0095). Bei den weiblichen Nachkommen, dessen Mutter einmal trainiert wurden, konnte ein
Anstieg der Haufigkeiten bis hin zum dritten Tag nachgewiesen werden (Protokoll A: Tag 1 1,3
+0,5, Tag2 6,5+ 1,5 Tag 3 9,0 £ 3,0). Ab dem vierten Tag zeigt sich eine leichte Abnahme
in der Haufigkeit der Trainingserfolge (Protokoll A: Tag 4 6,3 + 1,7). Diese ist jedoch immer
noch gréRer als bei den zweifach trainierten Muttern (Protokoll B: Tag 11,0+ 0,8, Tag 22,8 +
1,8, Tag 31,7 £ 1,1, Tag 4 2,2 £ 1,6). Die Trainingserfolge der weiblichen Nachkommen
nahmen ebenfalls signifikant mit den Trainingstagen zu (2-way ANOVA, repeated
measurements, Fi9228= 4,4, P = 0,0258). Es wurde weder bei den mannlichen noch bei den
weiblichen Nachkommen ein signifikanter Unterschied in der Trainingshéaufigkeit zwischen
einem einmaligen (Protokoll A) oder einem zweifachen Klickertraining (Protokoll B) der Mutter

nachgewiesen.
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Haufigkeiten der Trainingserfolge der Nachkommen von Miittern,
die einmal (Protokoll A) bzw. zweimal (Protokoll B) trainiert wurden
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-4~ Protokoll A: 1 x Training der Mutter
- Protokoll B: 2 x Training der Mutter

Abbildung 55: Vergleich der Trainingserfolge anhand trainierter Nachkommen von
einmal trainierten Muttern (Protokoll A, griin) mit denen von zweimal trainierten Muttern
(Protokoll B, schwarz) des Crl:ICR(CD1) Stammes. In Protokoll A wurden die Mutter nur
einmal vor der Verpaarung trainiert. In Protokoll B wurden die Miitter vor der Verpaarung und
14 Tage nach der Geburt der Nachkommen trainiert. Es ist die Ha&ufigkeit des
Trainingsverhaltens aller Nachkommen (M+N+) (A) sowie die Haufigkeit aufgeteilt nach dem
mannlichen (B) und dem weiblichen Geschlecht (C) dargestellt. (A) Protokoll A (n=13),
Protokoll B (n=12). (B) Protokoll A (n=5), Protokoll B (n=6). (C) Protokoll A (n=8), Protokoll B
(n=6). Die Daten zeigen den Mittelwert + SEM.

4.3.4 EINFLUSS DES KLICKERTRAININGS AUF DIE INTERAKTIONSZEIT MIT DEM
EXPERIMENTATOR

In diesem Abschnitt wird das Wohlbefinden der Tiere anhand der Interaktion mit dem
Experimentator evaluiert. In Abbildung 56 und Abbildung 57 ist die Auswertung der
Interaktionszeit mit dem Experimentator dargestellt. Bei allen Tieren (Beide Geschlechter) gibt
es vor dem Klickertraining keinen Unterschied in der Dauer der Interaktionszeit, ob die Mutter
zuvor einmal oder zweimal trainiert wurden (M- 4,0 + 0,7 Sek., M+ 4,9 £ 0,7 Sek.). Unter
Berticksichtigung des Geschlechtes (Abbildung 56 B/C) kann ein signifikanter Unterschied
(unpaired t-test, Fs10= 4,086, P = 0,0092) in der Interaktionszeit mit dem Experimentator nur
bei den mannlichen (M- 2,0 + 0,3 Sek., M+4,1 + 0,7 Sek.) nicht aber bei den weiblichen
Nachkommen (M- 5,6 + 1,0 Sek., M+ 5,5 + 1,0 Sek.) nachgewiesen werden.
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Test auf Interaktion vor dem Training
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Abbildung 56: Ermittlung der Interaktionszeit der Nachkommen von trainierten und
nicht trainierten Muttern des Crl:CD1(ICR) Stammes vor dem Klickertraining. Die Mutter
wurden zweimal trainiert mit einer Einfihrungszeit von 5 Minuten (Protokoll B). Es ist die
Interaktion alle Tiere mit dem Experimentator (A) sowie die Interaktion aufgeteilt nach dem
mannlichen (B) und dem weiblichen Geschlecht (C) dargestellt. (A) M+ Gruppe (n=23), M-
Gruppe (n=24). (B) M- Gruppe (n=9), M+ Gruppe (n=11). (C) M- Gruppe (n=14), M+ Gruppe
(n=13). Die Daten zeigen den Mittelwert + SEM.

Nach dem Klickertraining (M-N- 7,2 + 1,5 Sek., M+N- 94,2 + 0,5 Sek., M-N+ 5,5 + 0,6 Sek.,
M+N+ 17,6 £ 2,6 Sek.) konnte gezeigt werden, dass alle beiden Geschlechter langer mit dem
Experimentator interagieren als vor dem Klickertraining (Abbildung 57 A). Die trainierten
Nachkommen von trainierten Mdittern interagieren signifikant am langsten von allen drei
Gruppen. Eine signifikant (2-way ANOVA) langere Interaktionszeit konnte durch das
Klickertraining der Mitter (F143= 8,203, P = 0,0064), das Klickertraining der Nachkommen
(F143 = 13,75, P = 0,0006) und ihre Interaktion (Fi43 = 22,37, P < 0,0001) nachgewiesen
werden. Unter Beriicksichtigung des Geschlechtes kann die signifikant [Angere Interaktionszeit
auch bei den mannlichen Tieren festgestellt werden. Die Auswertung (2-way ANOVA) deutet
auf eine signifikanten langer Interaktionszeit durch das Klickertraining der Mitter (F1,16= 6,976,
P =0,00178), durch das Klickertraining der Nachkommen (F1,16= 13,52, P = 0,0020) und durch
die Interaktion (F116 = 6,713, P = 0,0197) hin. Die trainierten Nachkommen von trainierten
Muttern interagieren im Mittel 19,9 £ 4,0 Sekunden mit dem Experimentator. Die trainierten
Nachkommen von untrainierten Mittern interagieren im Mittel 6,0 £ 1,0 Sekunden. Untrainierte
Nachkommen von trainierten Miuttern interagieren im Mittel 3,3 + 1,3 Sekunden und
untrainierten Nachkommen von untrainierten Mattern interagieren im Mittel 3,2 + 0,8 Sekunden
mit dem Experimentator. Bei den weiblichen Tieren ist dieser Effekt nur in der Interaktion
nachweisbar (2-way ANOVA, Interaktion F123= 17,27, P = 0,0004). Die trainierten, weiblichen

Nachkommen von trainierten Muttern interagieren ebenfalls am langsten. Im Mittel betrug die
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Interaktionszeit 15,3 £ 3,6 Sekunden mit dem Experimentator (M-N+ 5,0 + 0,9 Sek., M+N- 4,5
+ 0,5 Sek., M-N- 10,0 + 1,8 Sek.).

Test auf Interaktion nach dem Training
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Abbildung 57: Ermittlung der Interaktionszeit mit dem Experimentator der Nachkommen
von trainierten und nicht trainierten Muttern des Crl:CD1(ICR) Stammes nach dem
Klickertraining. Die Mtter wurden zweimal trainiert mit einer Einfihrungszeit von 5 Minuten
(Protokoll B). Es ist die Interaktionszeit beider Geschlechter mit dem Experimentator (A) sowie
die Interaktionszeit aufgeteilt nach dem mannlichen (B) und dem weiblichen Geschlecht (C)
dargestellt. (A) M-N- Gruppe (n=12), M+N- Gruppe (n=11), M-N+ Gruppe (n=12), M+N+
Gruppe (n=12). (B) M-N- Gruppe (n=5), M+N- Gruppe (n=3), M-N+ Gruppe (n=6), M+N+
Gruppe (n=6). (C) M-N- Gruppe (n=7), M+N- Gruppe (n=8), M-N+ Gruppe (n=6), M+N+ Gruppe
(n=6). Die Daten zeigen den Mittelwert + SEM.

4.3.5 AUSWIRKUNG DES KLICKERTRAININGS AUF DAS ANGST-ASSOZIIERTE
VERHALTEN DER NACHKOMMEN (EPM & OF)

Im folgenden Abschnitt wird das Angst-assoziierte Verhalten der Tiere anhand der Dauer, die
die Tiere in den offenen Armen des EPMs und im Zentrum des OFs verbringen, evaluiert. In
Abbildung 58 ist die Auswertung des EPMs dargestellt. Nach einer Trainingswiederholung der
Mutter (Protokoll B) sowie dem Klickertraining der Nachkommen, gibt es keinen signifikanten
Unterschied (2-way ANOVA) in der Aufenthaltsdauer der einzelnen Gruppen in den offenen
Armen des EPMs (M-N- 56,1 + 4,5 Sek., M+N- 52,1 + 8,7 Sek., M-N+ 51,4 + 6,2 Sek., M+N+
41,1 £ 4,9 Sek.). Weder das Klickertraining der Mutter noch das Training der Nachkommen
bewirkt eine langere Aufenthaltsdauer in den offenen Armen des EPMs (2-way ANOVA zeigt
keinen signifikanten Effekt des Klickertrainings der Mdtter, keinen signifikanten Effekt im
Klickertraining der Nachkommen und keinen signifikanten Effekt in der Interaktion). Unter
Berucksichtigung des Geschlechtes lasst sich dieses Ergebnis (2-way ANOVA) auf die
weiblichen Nachkommen ubertragen. Das Klickertraining der Mutter zeigt keine signifikant

langere Aufenthaltsdauer in den offenen Armen des EPMs im Klickertraining der weiblichen
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Nachkommen sowie in der Interaktion (M-N- 61,2 + 6,9 Sek., M+N- 49,6 £ 9,7 Sek., M-N+ 66,5
+ 6,8 Sek., M+N+ 47,7 + 8,8 Sek.). Das Klickertraining der méannlichen Nachkommen
(Abbildung 58 B) hingegen verkurzt signifikant die Aufenthaltsdauer in den offenen Armen des
EPMs (F116= 5,686, P = 0,0298). Das Klickertraining der Mitter sowie die Interaktion haben
keinen signifikanten Einfluss auf die Aufenthaltsdauer. Durch das Klickertraining der
Nachkommen wird die Aufenthaltsdauer in den offenen Armen signifikant verkirzt (M-N- 49,9
*+ 4,5 Sek., M+N- 58,8 + 21,8 Sek., M-N+ 36,3 Sek. + 5,8 Sek., M+N+ 34,6 + 3,6 Sek.).

Auswirkung des Trainings der Nachkommen auf das erhdhte Pluslabyrinth (EPM)
- Aufenthaltsdauer in den offenen Armen -
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Abbildung 58: Aufenthaltsdauer in den offenen Armen vom EPM des Crl:CD1(ICR)
Stammes nach einer Trainingswoche und einer Einfihrungszeit von 5 Minuten
(Protokoll B). Die Mutter wurden zweimal trainiert mit einer Einflhrungszeit von 5 Minuten.
Es ist die Aufenthaltsdauer in den offenen Armen beider Geschlechter (A) sowie die
Aufenthaltsdauer aufgeteilt nach dem mannlichen (B) und dem weiblichen Geschlecht (C)
dargestellt. (A) M-N- Gruppe (n=11), M+N- Gruppe (n=11), M-N+ Gruppe (n=12), M+N+
Gruppe (n=12). (B) M-N- Gruppe (n=5), M+N- Gruppe (n=3), M-N+ Gruppe (n=6), M+N+
Gruppe (n=6). (C) M-N- Gruppe (n=6), M+N- Gruppe (n=8), M-N+ Gruppe (n=6), M+N+ Gruppe
(n=6). Die Daten zeigen den Mittelwert + SEM.

In Abbildung 59 A ist die Aufenthaltsdauer in den geschlossenen Armen des EPMs beider
Geschlechter (M-N- 96,1 + 8,3 Sek., M+N- 94,9 + 9,8 Sek., M-N+ 89,6 + 7,9 Sek., M+N+ 112,4
*+ 10,5 Sek.) dargestellt. Sie zeigt keinen signifikanten Unterschied (2-way ANOVA) in der
Aufenthaltsdauer der geschossenen Arme. Weder das Klickertraining der Nachkommen noch
das Klickertraining der Miutter sowie die Interaktion zeigen Unterschiede in der
Aufenthaltsdauer. Das gleiche spiegelt sich auch in den Auswertungen der Aufenthaltsdauer
im Zentrum des OFs wider (M-N- 147,7 + 9,3 Sek., M+N- 152,0 + 9,4 Sek., M-N+ 158,7 + 10,8
Sek., M+N+ 146,2 = 11,3 Sek.. Es gibt keine signifikanten Unterschiede in der

Aufenthaltsdauer im Zentrum des OFs weder im Klickertraining der Nachkommen noch im
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Klickertraining der Mutter sowie in der Interaktion (Abbildung 59 B). Durch das Klickertraining
der Mutter wird die Gesamtlaufstrecke (Abbildung 59 C) signifikant kirzer (F1,42 = 10,90, P =
0,0020). Das Klickertraining der Nachkommen hat keinen Effekt auf die Gesamtlaufstrecke (M-
N-1221,3 + 48,3 cm, M+N- 978,4 + 88,5 cm, M-N+ 1317,0 £ 76,7 cm, M+N+ 1088,7 * 65,2

cm).

Auswirkung des Trainings der Nachkommen auf das erhdhte Pluslabyrinth (EPM)
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Abbildung 59: Aufenthaltsdauer in den geschlossenen Armen (A), dem Zentrum sowie
die Gesamtlaufstrecke (B) vom EPM des Crl:CD1(ICR) Stammes nach einer
Trainingswoche und einer Einfuhrungszeit von 5 Minuten (Protokoll B). Die Miutter
wurden zweimal trainiert mit einer Einfuhrungszeit von 5 Minuten. (A/B) M-N- Gruppe (n=11),
M+N- Gruppe (n=11), M-N+ Gruppe (n=12), M+N+ Gruppe (n=12). Die Daten zeigen den
Mittelwert £ SEM.

In Abbildung 60 ist die Auswertung (2-way ANOVA) der Aufenthaltsdauer im Zentrum des OFs
dargestellt. Das Klickertraining der Nachkommen (M-N+29,7 £+ 3,4 Sek., M+N+ 17,6 + 2,4 Sek.)
sowie das Klickertraining der Mitter (M-N- 18,5 £ 3,0 Sek., M+N- 18,8 + 3,0 Sek.) hat keinen
signifikanten Einfluss auf die Aufenthaltsdauer im Zentrum des OFs. Es konnte jedoch ein
signifikanter Effekt (2-way ANOVA) in der Interaktion zwischen dem Klickertraining der
Nachkommen und der Mitter (Fi43 = 4,308, P = 0,0439) gezeigt werden. Unter
Berticksichtigung des Geschlechtes beeinflusst das Klickertraining der Mitter signifikant (F1,16
= 5,329, P = 0,0347) die Aufenthaltsdauer im Zentrum des OFs bei den ménnlichen Tieren.
Ein signifikanter Unterschied (2-way ANOVA) im Klickertraining der Nachkommen sowie in der
Interaktion konnte nicht nachgewiesen werden. Die mannlichen Nachkommen verbringen
weniger Zeit im Zentrum, wenn die Mtter zuvor untrainiert sind (M-N-22,5 + 6,0 Sek., M+N-
16,1 + 5,0 Sek., M-N+ 36,4 + 4,4 Sek., M+N+ 19,0 + 4,1 Sek.). Bei den weiblichen Tieren gibt
es keinen signifikanten (2-way ANOVA) Unterschied (M-N-15,7 + 2,9 Sek., M+N- 19,8 + 3,8
Sek., M-N+ 23,0 + 3,6 Sek., M+N+ 16,1 + 2,8 Sek.) in der Aufenthaltsdauer im Zentrum des
OFs.

121



Auswirkung des Trainings der Nachkommen auf den offenen Feld Test (OF)
- Aufenthaltsdauer im Zentrum -
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Abbildung 60: Aufenthaltsdauer im Zentrum des OF vom Crl:CD1(ICR) Stamm nach
einer Trainingswoche und einer Einfihrungszeit von 5 Minuten (Protokoll B). Die Mutter
wurden zweimal trainiert mit einer Einflhrungszeit von 5 Minuten. Es ist die Aufenthaltsdauer
im Zentrum des OFs von beiden Geschlechtern (A) sowie die Aufenthaltsdauer aufgeteilt nach
dem mannlichen (B) und dem weiblichen Geschlecht (C) dargestellt. (A) M-N- Gruppe (n=12),
M+N- Gruppe (n=11), M-N+ Gruppe (n=12), M+N+ Gruppe (n=12). (B) M-N- Gruppe (n=5),
M+N- Gruppe (n=3), M-N+ Gruppe (n=6), M+N+ Gruppe (n=6). (C) M-N- Gruppe (n=7), M+N-
Gruppe (n=8), M-N+ Gruppe (n=6), M+N+ Gruppe (n=6). Die Daten zeigen den Mittelwert +
SEM.

Das Klickertraining der Mutter beeinflusst signifikant (2-way ANOVA, Fi43 = 5,419, P =
0,00247) die Aufenthaltsdauer der Nachkommen in der Peripherie (Abbildung 61 A). Das
Klickertraining der Nachkommen sowie die Interaktion hat keinen signifikanten Einfluss auf die
Aufenthaltsdauer. Die Nachkommen von trainierten Mdittern verbringen mehr Zeit in der
Peripherie (M-N- 278,8 + 2,9 Sek., M+N- 280,8 + 3,0 Sek., M-N+ 268,8 + 3,3 Sek., M+N+ 280,6
* 2,6 Sek.) wie die Nachkommen von untrainierten Mittern. Die Auswertung (2-way ANOVA)
der Gesamtlaustrecke (Abbildung 61 B) ergab keinen signifikanten Unterschied (M-N- 2816,9
+ 131,5 cm, M+N- 2720,5 = 243,1 cm, M-N+ 3027,6 £ 128,7 cm, M+N+ 2489,1 + 125,2 cm)

weder im Klickertraining der Mtter noch im Training der Nachkommen sowie in der Interaktion.
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Auswirkung des Trainings der Nachkommen auf den offenen Feld Test (OF)
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Abbildung 61: Aufenthaltsdauer in der Peripherie (A) sowie die Gesamtlaufstrecke (B)
vom OF des Crl:CD1(ICR) Stammes nach einer Trainingswoche und einer
Einfuhrungszeit von 5 Minuten (Protokoll B). Die Mitter wurden zweimal trainiert mit einer
Einfuhrungszeit von 5 Minuten. M-N- Gruppe (n=12), M+N- Gruppe (n=10), M-N+ Gruppe
(n=12), M+N+ Gruppe (n=13). Die Daten zeigen den Mittelwert £+ SEM.

4.3.6 NESTBAUVERHALTEN DER NACHKOMMEN

In diesem Abschnitt wird das Wohlbefinden der Tiere mittels Nestbauverhalten evaluiert. In
Abbildung 62 ist die Auswertung (2-way ANOVA) des NBTs dargestellt. Es konnte kein
signifikanter Unterschied im Nestbau Score festgestellt werden. Das Klickertraining der Mitter
und das Training der Nachkommen (M-N- 3,3 £ 0,2, M+N- 2,8 £ 0,3, M-N+ 3,0 £ 0,3, M+N+
2,8 = 0,2) haben keinen Einfluss auf das Nestbauverhalten (Abbildung 62, A). Unter
Berticksichtigung des Geschlechtes gibt es ebenfalls keinen Unterschied im Nestbauverhalten
(Abbildung 62 B/C). Weder das Klickertraining der ménnlichen (M-N- 3,4 + 0,4, M+N- 2,5, M-
N+ 2,9 £ 0,4, M+N+ 2,8 + 0,3) noch das Klickertraining der weiblichen Nachkommen (M-N- 3,3
+0,4, M+N-2,9+0,4, M-N+ 3,0 £ 0,5, M+N+ 2,9 £ 0,3) sowie das der Mtter und die Interaktion
zeigen einen signifikanten Unterschied.
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Auswirkungen des Trainings der Nachkommen auf das Nestbauverhalten
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Abbildung 62: Nestbautest (Score) des Crl:CD1(ICR) Stammes nach einer
Trainingswoche und einer Einfuhrungszeit von 5 Minuten (Protokoll B). Die Muitter
wurden zweimal trainiert mit einer Einfuhrungszeit von 5 Minuten. Es ist das Nestbauverhalten
beider Geschlechter (A) sowie das Verhalten aufgeteilt nach dem mannlichen (B) und dem
weiblichen Geschlecht (C) dargestellt. (A) M-N- Gruppe (n=12), M+N- Gruppe (n=11), M-N+
Gruppe (n=12), M+N+ Gruppe (n=12). (B) M-N- Gruppe (n=5), M+N- Gruppe (n=3), M-N+
Gruppe (n=6), M+N+ Gruppe (n=6). (C) M-N- Gruppe (n=7), M+N- Gruppe (n=8), M-N+ Gruppe
(n=6), M+N+ Gruppe (n=6). Die Daten zeigen den Mittelwert + SEM.

4.3.7 AUSWIRKUNG DES KLICKERTRAININGS AUF DAS DEPRESSIONS-ASSOZIIERTE
VERHALTEN DER NACHKOMMEN (SPT & FST)

Im folgenden Abschnitt wird das Depressions-assoziierte Verhalten der Tiere anhand der
Aufnahme von Saccharose und der Immobilitat evaluiert. In Abbildung 63 ist die Auswertung
(2-way ANOVA) der Saccharose Praferenz dargestellt. Das Klickertraining der Nachkommen
und das Klickertraining der Mutter sowie die Interaktion haben keinen signifikanten Einfluss
auf die Saccharose Praferenz (M-N- 76,5 £ 6,6 %, M+N- 73,6 £ 5,1 %, M-N+ 57,6 £ 7,9 %,
M+N+ 69,3 £ 8,8 %). Unter Berlicksichtigung des Geschlechtes kann ein Unterschied bei den
mannlichen Nachkommen (M-N- 70,1 + 15,1 %, M+N- 54,8 £ 7,5 %, M-N+ 63,4 £ 9,4 %, M+N+
69,8 £ 11,3 %) nicht nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu zeigen die weiblichen
Nachkommen (M-N- 81,1 + 4,5 %, M+N- 80,7 = 4,3 %, M-N+ 51,8 + 13,0 %, M+N+ 68,9 + 14,7
%) durch den Einfluss vom Klickertraining eine signifikant geringere Saccharose Praferenz
(F123=4,807, P = 0,0387).
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Auswirkungen des Trainings der Nachkommen auf die Saccharose Priferenz
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Abbildung 63: Saccharose Préaferenz in Prozent des Crl:CD1(ICR) Stammes nach einer
Trainingswoche und einer Einfuhrungszeit von 5 Minuten (Protokoll B). Die Muitter
wurden zweimal trainiert mit einer Einfihrungszeit von 5 Minuten. Es ist die Saccharose
Praferenz beider Geschlechter (A) sowie die Praferenz aufgeteilt nach dem mannlichen (B)
und dem weiblichen Geschlecht (C) dargestellt. (A) M-N- Gruppe (n=12), M+N- Gruppe (n=11),
M-N+ Gruppe (n=12), M+N+ Gruppe (n=12). (B) M-N- Gruppe (n=5), M+N- Gruppe (n=3), M-
N+ Gruppe (n=6), M+N+ Gruppe (n=6). (C) M-N- Gruppe (n=7), M+N- Gruppe (n=8), M-N+
Gruppe (n=6), M+N+ Gruppe (n=6). Die Daten zeigen den Mittelwert + SEM.

In Abbildung 64 sind die Auswertungen (2-way ANOVA) vom FSTs dargestellt. Das
Klickertraining der Nachkommen und das Klickertraining der Miutter sowie die Interaktion
(Abbildung 64 A) haben keinen signifikanten Einfluss auf die Dauer der Immobilitdt. Das
Klickertraining der Mitter zeigt jedoch tendenziell eine geringer Immobilitatsdauer als das
Klickertraining der Nachkommen (M-N- 5,0 + 1,9 %, M+N- 1,7 + 1,0 %, M-N+ 3,5 £ 1,6 %,
M+N+ 3,2 + 2,1 %). Unter Berlcksichtigung des Geschlechtes, zeigen weder die méannlichen
(M-N- 3,6 £ 3,1 %, M+N- 0,2 £0,2 %, M-N+ 2,5+ 2,1 %, M+N+ 2,4 + 2,2 %) noch die weiblichen
Nachkommen (M-N- 5,7 £ 2,5 %, M+N- 2,8 + 1,7 %, M-N+ 4,6 £ 2,5 %, M+N+ 4,1 + 4,1 %)
einen signifikanten Unterschied in der Dauer der Immobilitdt. Ein Abbruch des Versuches
erfolgt nach einer Immobilitatsphase von max. 30 Sekunden. Daher sind in der Auswertung
weniger Tiere berlcksichtigt. Insgesamt wurden 10 Tiere abgebrochen darunter drei
mannliche und sieben weibliche Tiere (Mannchen: M-N- n=2, M-N+ n= 1; Weibchen: M-N-
n=1, M+N- n=4 M-N+ n= 1, M+N+ n=1).
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Auswirkungen des Trainings der Nachkommen auf den Schwimmtest (FST)
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Abbildung 64: Messung der Immobilitat bei 1,5 % der Aktivitatsrate in Prozent des
Crl:CD1(ICR) Stammes nach einer Trainingswoche und einer Einfuhrungszeit von 5
Minuten (Protokoll B). Die Mutter wurden zweimal trainiert mit einer Einfihrungszeit von 5
Minuten. Es ist die Immobilitdtsdauer beider Geschlechter (A), sowie die Dauer aufgeteilt nach
dem méannlichen (B) und dem weiblichen Geschlecht (C) dargestellt. (A) M-N- Gruppe (n=9),
M+N- Gruppe (n=7), M-N+ Gruppe (n=10), M+N+ Gruppe (n=11). (B) M-N- Gruppe (n=3),
M+N- Gruppe (n=3), M-N+ Gruppe (n=5), M+N+ Gruppe (h=6). (C) M-N- Gruppe (n=6), M+N-
Gruppe (n=4), M-N+ Gruppe (n=5), M+N+ Gruppe (n=5). Die Daten zeigen den Mittelwert +
SEM

4.3.8 CORTICOSTERONBESTIMMUNG DER NACHKOMMEN

Die Auswertung (2-way ANOVA) der Corticosteronbestimmung soll das Stresslevel der Tiere
evaluieren, um dann Ruickschliisse auf deren Wohlbefinden schlieRen zu kénnen. Direkt im
Anschluss an den FST wurde Blut abgenommen. Die Bestimmung der
Corticosteronkonzentration im Blutplasma ergab folgende Ergebnisse (Abbildung 65). Es gibt
keinen signifikanten Unterschied im Klickertraining der Mdutter, im Klickertraining der
Nachkommen oder in der Interaktion (M-N- 2752,7 + 497,5 pg/mL, M+N- 1514,7 + 277,5
pg/mL, M-N+ 2242,8 + 156,7 pg/mL, M+N+2753,4 £+ 708,1 pg/mL). Unter Bertcksichtigung
des Geschlechtes konnte ein signifikanter Unterschied in der Corticosteronkonzentration (F1,11
= 10,64, P = 0,0076) durch das Klickertraining der ménnlichen Nachkommen festgestellt
werden, nicht aber durch ein Klickertraining der Mutter sowie in der Interaktion. Die trainierten,
mannlichen Nachkommen weisen eine signifikant hohere Corticosteronkonzentration auf als
die Nachkommen welche nicht trainiert wurden (M-N- 1110,8 + 187,6 pg/mL, M+N- 1047,1 +
261,8 pg/mL, M-N+ 2234,8 + 95,0 pg/mL, M+N+ 1460,0 + 291,2 pg/mL). Bei den weiblichen
Nachkommen konnte kein signifikanter Unterschied in der Corticosteronkonzentration
festgestellt werden (M-N- 3925,4 + 459,4 pg/mL, M+N- 1690,00 = 357,5 pg/mL, M-N+ 22551
* 467,1 pg/mL, M+N+ 4478,0 £ 859,1 pg/mL). Allerdings zeigt sich eine Tendenz, dass
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trainierte  Nachkommen von trainierten Mittern eine hohere Corticosteronkonzentration
aufweisen als untrainierte Nachkommen und trainierte Nachkommen von untrainierten

Mittern. Die geringste Konzentration haben die untrainierten Nachkommen von trainierten

Mittern.
Corticosteronkonzentration im Blut nach dem Schwimmtest (FST)
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Abbildung 65: Corticosteronbestimmung mittels ELISA des Crl:CD1(ICR) Stammes
nach einer Trainingswoche und einer Einfuhrungszeit von 5 Minuten (Protokoll B). Die
Mitter wurden zweimal trainiert, mit einer Einflihrungszeit von 5 Minuten. Es ist die
Plasmacorticosteronkonzentration aller Tiere (A) sowie die Konzentration aufgeteilt nach dem
méannlichen (B) und dem weiblichen Geschlecht (C) dargestellt. (A) M-N- Gruppe (n=12), M+N-
Gruppe (n=11), M-N+ Gruppe (n=5), M+N+ Gruppe (n=7). (B) M-N- Gruppe (n=5), M+N-
Gruppe (n=3), M-N+ Gruppe (n=3), M+N+ Gruppe (n=4). (C) M-N- Gruppe (n=7), M+N- Gruppe
(n=8), M-N+ Gruppe (n=2), M+N+ Gruppe (n=3). Die Daten zeigen den Mittelwert + SEM.

Unter Bertcksichtigung aller Verhaltenstest sowie der Corticosteronbestimmungen konnten
diverse Auswirkungen des Klickertrainings nachgewiesen werden. In Bezug auf das
Korpergewicht hat nur das Klickertraining der ménnlichen Nachkommen eine signifikant
héhere Zunahme bewirkt. Es wird eine Verbesserung der Trainingserfolge verzeichnet jedoch
unterscheiden diese sich nicht signifikant zwischen dem Training der Nachkommen und dem
Klickertraining der Mutter. Zuséatzliche Verbesserungen durch ein doppeltes Klickertraining der
Mitter konnten nicht nachgewiesen werden. Die Interaktionszeit mit dem Experimentator der
mannlichen Nachkommen, deren Mutter zuvor zweimal trainiert worden sind, ist signifikant
langer als bei den Nachkommen, deren Miutter untrainiert sind. Die signifikant langere
Interaktionszeit mit dem Experimentator zeigt sich auch nach dem Klickertraining der
mannlichen Nachkommen. Das Klickertraining der mannlichen Nachkommen beeinflusst die
Aufenthaltsdauer in den offenen Armen, welche signifikant kirzer ist. Auch die Auswertung
der Aufenthaltsdauer im Zentrum des OFs zeigt, dass das zweifache Klickertraining der Mutter
von mannlichen Nachkommen die Dauer im Zentrum signifikant verkirzt. Das Klickertraining
der Nachkommen als auch das der Miitter zeigt keinen signifikanten Unterschied im Nestbau
127



Score sowie in der Saccharose Praferenz. Lediglich die trainierten, weiblichen Nachkommen
zeigen eine signifikant geringe Praferenz als die Nachkommen, dessen Miitter zweimal
trainiert wurden. Das Klickertraining der Nachkommen wie auch das der Mutter hat keine
Auswirkungen auf die Immobilitaitsdauer im FST. Die Auswertung der
Corticosteronbestimmung zeigt eine signifikant hoéhere Konzentration bei trainierten,

mannlichen Nachkommen.

4.4 VIERTER VERSUCHSTEIL: 10 MINUTEN KLICKEREINFUHRUNG MIT EINMALIGEM
KLICKERTRAINING DER MUTTER (PROTOKOLL A) DES INZUCHTSTAMMES C57BL/6JRaJ.

Alle bisherigen Versuche wurden mit dem Crl:CD1(ICR) Stamm durchgefiihrt. Dieser WT-
Auszuchtstamm wird allgemein sehr oft in der Forschung verwendet unter anderem fur
operative Eingriffe. Vom Verhalten unterscheiden sie sich jedoch von anderen Stammen.
Daher soll im nachsten Abschnitt ein Inzuchtstamm getestet werden, welcher ebenfalls sehr
oft in der klinischen Forschung genutzt wird: der C57BL/6JRj Stamm. Daher befasst sich dieser
Versuchsteil mit den Auswirkungen des Klickertrainings auf den C57BL/6JRj Inzuchtstamm.
Die Mdatter wurden nur einmal trainiert (Protokoll A) und die Einfihrungszeit des

Klickertrainings betrug 10 Minuten.

4.4.1 GEWICHTSZUNAHME DER NACHKOMMEN WAHREND DES KLICKERTRAININGS

In diesem Abschnitt soll das Koérpergewicht zur Bestimmung des Wohlbefindens der Tiere
evaluiert werden. Das Gewicht der verschiedenen Gruppen wurde vor und nach dem
Klickertraining ermittelt. In Abbildung 66 ist die Gewichtszunahme in Prozent des C57BL/6JRj
Stammes dargestellt. Beide Geschlechter nehmen wahrend des Klickertrainings an Gewicht
zu (M-N- 4,6 £ 1,0 %, M+N- 5,2 + 1,1 %, M-N+ 3,2 + 0,9 %, M+N+ 3,3 = 1,2 %). Das
Klickertraining der Nachkommen und das Klickertraining der Mitter haben keinen signifikanten
Effekt (2-way ANOVA) auf die Gewichtszunahme wahrend des Trainings. Die Nachkommen,
welche zuvor trainiert wurden, zeigen eine geringere Zunahme des Gewichtes wahrend des

Klickertrainings als die untrainierten Nachkommen.
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Abbildung 66: Gewichtszunahme der Nachkommen in Prozent nach einmaligem
Klickertraining der Mitter des C57BL/6JRj Stammes (Protokoll A, 10 Minuten). Es ist die
Gewichtszunahme wahrend dem Klickertraining der Nachkommen (Beide Geschlechter)
dargestellt. M-N- Gruppe (n=12), M+N- Gruppe (n=5), M-N+ Gruppe (n=10), M+N+ Gruppe
(n=11). Die Daten zeigen den Mittelwert + SEM.

4.4.2 TRAININGSERFOLGE DER NACHKOMMEN

In diesem Abschnitt wird der Erfolg des Klickertrainings anhand der Haufigkeit der
Wiederholung evaluiert. In Abbildung 67 ist die Haufigkeit des Trainingsverhaltens der Tiere
pro Tag dargestellt. Beide Geschlechter zusammen zeigen eine signifikante Zunahme der
Trainingshaufigkeit (2-way ANOVA fur repeated measurements zeigen einen signifikanten
Effekt des Faktors Trainingstage, Fi9, 345 = 20,24, P < 0,0001, jedoch keinen signifikanten
Effekt des Faktors Klickertraining der Mutter und in der Interaktion). Die trainierten
Nachkommen von trainierten Mdttern zeigen eine hohere Haufigkeit des Verhaltens (M+N+
Tag 1. 0,7 £ 0,3, Tag 2: 3,5+ 1,5, Tag 3: 7,2 £ 1,5, Tag 4: 8,5 £ 2,0) als die untrainierten
Nachkommen von trainierten Muttern (M-N+ Tag 1: 0,8 + 0,6, Tag 2: 2,6 £ 1,1, Tag 3: 3,6
1,4, Tag 4: 5,1 £ 1,4). Erst ab Tag vier gibt es einen signifikanten Unterschied in der Haufigkeit
des Trainingsverhaltens zwischen den Nachkommen von trainierten und untrainierten Mittern

(Tukey‘s multiple comparisons test, P = 0,0186).
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Klickertraining der Nachkommen (Beide Geschlechter)
nach einmaligem Training der Mitter (Protokoll A)
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Abbildung 67: Vier Tage Klickertraining von 7 Wochen alten C57BL/6JR] Tieren. Das
Klickertraining wurde einmal durchgefiihrt mit einer Einfuhrungszeit von 10 Minuten (Protokoll
A). Es ist die Haufigkeit des Trainingsverhaltens beider Geschlechter dargestellt. M-N+
Gruppe (n=10), M+N+ Gruppe (n=11). Alle Daten zeigen den Mittelwert £+ SEM.

4.4.3 VERGLEICH DER TRAININGSERFOLGE DER NACHKOMMEN VOM
CRL:CD1(ICR) MIT DEN NACHKOMMEN DES C57BL/6JRJ STAMMES

In diesem Abschnitt wird der Erfolg des Klickertrainings anhand der Haufigkeit der
Wiederholung zwischen dem Crl:CD1(ICR) und dem C57BL/6JRj evaluiert. Daflir wurden
jeweils die trainierten Nachkommen von trainierten Muttern (M+N+) des jeweiligen Stammes
bei einer Klickereinfilhrungszeit von 10 Minuten sowie dem einmalige Klickertraining der
Mitter verglichen. Beide Geschlechter zusammen (Abbildung 68 und Abbildung 67A) zeigten
eine signifikante Zunahme der Trainingshaufigkeit (2-way ANOVA flr repeated measurements
zeigen einen signifikanten Effekt des Faktors Trainingstage, Fs 210 = 51,49, P < 0,0001, einen
signifikanten Effekt des Faktors Stamm, F173=32,75, P <0,0001 und einen signifikanten Effekt
in der Interaktion, Fs219 = 23,20, P < 0,0001). Die Tiere des C57BL/6JRj Stammes zeigen
bereits ab dem zweiten Tag eine signifikant groRere Haufigkeit des Trainingserfolges (P =
0,0029) als der Crl:CD1(ICR) Stamm. Dieser zeigt erst ab dem dritten Trainingstag eine
signifikante Verbesserung der Trainingshaufigkeit (P = 0,0085). Beide Geschlechter
verbesserten ihre Haufigkeiten (Crl:CD1(ICR): Tag 1 0,5+ 0,1, Tag2 1,0+ 0,2, Tag3 1,5 *
0,3, Tag42,2+0,4,C57BL/6JRJ: Tag10,7+0,3, Tag23,5+1,1,Tag37,2+ 1,5 Tag4 8,5
+ 2,0). Der C57BL/6JRj Stamm zeigt ab dem zweiten Tag im Vergleich zum Crl:CD1(ICR)
Stamm signifikant mehr Trainingserfolge (2-way ANOVA, P = 0,0133). Unter Bertcksichtigung
des Geschlechtes lassen sich diese Ergebnisse auch auf die mannlichen Tiere Ubertragen
(Abbildung 68 B). Die mannlichen Tiere des C57BL/6JRj Stammes (Tag 11,0+ 0,5, Tag 25,2

+1,9, Tag310,0+2,2, Tag 4 12,2 £ 3,5) zeigen signifikant (2-way ANOVA, P < 0,0001) mehr
130



Trainingserfolge ab dem zweiten Tag als die mannlichen Tiere des Crl:CD1(ICR) Stammes
(Tag10,5+0,2, Tag2 0,7+ 0,2, Tag 31,3+0,3, Tag 4 1,7 £ 0,3). Bei den weiblichen Tieren
wurde nur am dritten Tag ein signifikanter Unterschied (2-way ANOVA) in der
Trainingshaufigkeit nachgewiesen. Die weiblichen Tiere des C57BL/6JRj Stammes (Tag 1 0,5
+0,3, Tag220+1,0, Tag34,8+1,7, Tag 4 5,3 + 1,7) zeigen signifikant (P = 0,0369) mehr
Trainingserfolge am dritten Tag als die weiblichen Tiere des Crl:CD1(ICR) Stammes (Tag 1
05+0,2, Tag21,4+0,3, Tag31,8+0,5 Tag42,8+0,7).

Trainingserfolge des Crl:CD1(ICR) und C57BL/6JRj Stamm
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Abbildung 68: Vier Tage Klickertraining von 7 Wochen alten Crl:CD1(ICR) und
C57BL/6JR] Tieren. Das Klickertraining wurde einmal durchgefihrt mit einer
Einfihrungszeit von 10 Minuten (Protokoll A). Es ist die Haufigkeit des Trainingsverhaltens
aller trainierter Nachkommen von trainierten Mittern (M+N+) (A) sowie die Haufigkeit aufgeteilt
nach dem méannlichen (B) und dem weiblichen Geschlecht (C) dargestellt. (A) C57BL/6JR]
(n=11), Crl:CD1(ICR) (n=64). (B) C57BL/6JR]j (n=5), Crl:CD1(ICR) (n=35). (C) C57BL/6JR]
(n=6), Crl:CD1(ICR) (n=29). Die Daten zeigen den Mittelwert £+ SEM.

4.4.4 EINFLUSS DES KLICKERTRAININGS AUF DIE INTERAKTIONSZEIT MIT DEM
EXPERIMENTATOR

In diesem Abschnitt wird das Wohlbefinden der Tiere anhand der Interaktion mit dem
Experimentator evaluiert. In Abbildung 69 sind die Auswertungen der Interaktionszeit vor und
nach dem Klickertraining des C57BL/6JRj Stammes (Beide Geschlechter) dargestellt. Das
Klickertraining der Miutter hat keinen Einfluss (Abbildung 69 A, unpaired t - test) auf die
Interaktion der Nachkommen mit dem Experimentator vor dem Klickertraining (M-N- 4,1 + 0,7,
M+N- 4,2 + 0,7). Nach den vier Trainingstagen gab es keinen signifikanten Unterschied (2-way
ANOVA) in der Interaktionszeit mit dem Experimentator bei den trainierten Nachkommen (M-
N-5,4+1,0, M+N- 3,3+ 0,9, M-N+ 3,4 + 0,6, M+N+ 5,6 + 1,3).
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Interaktion der Nachkommen (Beide Geschlechter)
mit dem Experimentator
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Abbildung 69: Ermittlung der Interaktionszeit mit dem Experimentator vor und nach
dem Klickertraining der Nachkommen des C57BL/6JRj Stammes. Das Klickertraining
wurde einmal durchgefuhrt mit einer Einfihrungszeit von 10 Minuten (Protokoll A). Es ist die
Interaktion beider Geschlechter mit dem Experimentator vor (A) und nach (B) dem
Klickertraining dargestellt. (A) M-N- Gruppe (n=22), M+N- Gruppe (n=16). (B) M-N- Gruppe
(n=12), M+N- Gruppe (n=5), M-N+ Gruppe (n=10), M+N+ Gruppe (n=11). Die Daten zeigen
den Mittelwert + SEM.

4.4.5 AUSWIRKUNG DES KLICKERTRAININGS AUF DAS ANGST-ASSOZIIERTE
VERHALTEN DER NACHKOMMEN (EPM & OF)

Im folgenden Abschnitt wird das Angst-assoziierte Verhalten der Tiere anhand der Dauer, die
die Tiere in den offenen Armen des EPMs und im Zentrum des OFs verbringen, evaluiert. In
Abbildung 70 ist die Auswertung des EPMs dargestellt. Abbildung 70 A zeigt die
Aufenthaltsdauer in den offenen Armen des EPMs. Nach einmaligem Klickertraining der Miitter
sowie dem Klickertraining der Nachkommen gibt es keinen Unterschied (2-way ANOVA) in der
Aufenthaltsdauer der einzelnen Gruppen in den offenen Armen (M-N- 90,6 + 7,7 Sek., M+N-
102,5 + 7,7 Sek., M-N+ 88,7 = 13,8 Sek.,, M+N+ 92,0 = 7,7 Sek.) des EPMs. In der
Aufenthaltsdauer in den geschlossenen Armen des EPMs (Abbildung 70 B) gibt es demnach
auch keinen Unterschied (M-N- 95,8 + 5,0 Sek., M+N- 89,2 + 2,9 Sek., M-N+ 103,5 £ 9,4 Sek.,
M+N+ 102,5 + 5,6 Sek.). Die Dauer im Zentrum (Abbildung 70 C) unterscheidet sich nicht
signifikant untereinander (M-N- 113,6 + 6,0 Sek., M+N- 108,2 + 7,2 Sek., M-N+ 107,8 + 6,1
Sek., M+N+ 105,6 £ 4,5 Sek.). Lediglich in der Gesamtlaufstrecke (Abbildung 70 D) konnte ein
signifikanter Effekt in der Interaktion des Klickertrainings der Mitter sowie deren Nachkommen
nachgewiesen werden (Fy34 = 4,745, P = 0,0364). Die trainierten Nachkommen von trainierten

Mdattern legen die lAngere Laufstrecke zurtick im Vergleich zu den untrainierten Nachkommen
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von untrainierten Muttern (M-N- 1344,0 + 68,5 cm, M+N- 1184,2 + 126,7 cm, M-N+ 1285,2 +
69,1 cm, M+N+ 1471,7 + 63,3cm).

Auswirkung des Trainings der Nachkommen (Beide Geschlechter)
auf das erhohte Pluslabyrinth (EPM)
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Abbildung 70: Auswirkungen des Klickertrainings der Nachkommen (Beide
Geschlechter) des C57BL/6JRj Stammes auf das erhohte Pluslabyrinth nach einer
Trainingswoche und einer Einfilhrungszeit von 10 Minuten (Protokoll A). Es ist die
Aufenthaltsdauer in den offenen Armen (A), in den geschlossenen Armen (B), im Zentrum (C)
und die Gesamtlaufstrecke (D) beider Geschlechter dargestellt. (A/B/C/D) M-N- Gruppe
(n=12), M+N- Gruppe (n=5), M-N+ Gruppe (n=10), M+N+ Gruppe (n=11). Die Daten zeigen
den Mittelwert = SEM.

Die Auswertungen des OFs (Abbildung 71) bestatigen die Ergebnisse des EPMs. Auch hier
gibt es keinen signifikanten Unterschied in der Aufenthaltsdauer im Zentrum (M-N- 18,6 + 2,2
Sek., M+N- 17,5+ 6,9 Sek., M-N+ 21,7 + 2,3 Sek., M+N+ 22,9 + 3,4 Sek.) und in der Peripherie
(M-N- 281,5 + 2,2 Sek., M+N- 282,5 + 6,9 Sek., M-N+ 278,3 + 2,3 Sek., M+N+ 277,2 + 3,4
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Sek.). Die Analyse der Laufstreckendaten hat gezeigt, dass das Klickertraining der Mitter die
Laufstrecke signifikant erhoht hat (2-way ANOVA zeigt einen signifikanten Effekt im Faktor
Klickertraining der Mutter, Fi134 = 6,313, P = 0,0169, aber keinen signifikanten Effekt im
Klickertraining der Nachkommen sowie in der Interaktion). Das Klickertraining der
Nachkommen hat keine signifikanten Auswirkungen auf die Laufstrecke. Die trainierten
Nachkommen von trainierten Mittern (M+N+ 3314,9 + 153,5 cm, M+N- 3734,9 + 389,6 cm)
legen eine langere Laufstrecke zuriick als die Nachkommen von untrainierten Mittern (M-N+
2963,8 + 153,2 cm, M-N- 3041,8 + 187,6 cm).

Auswirkung des Trainings der Nachkommen (Beide Geschlechter) auf den offenen Feld Test (OF)

A Zentrum B Peripherie C Gesamtlaufstrecke
30 300 5000
E‘ 4000
< 20+ =< 2004 =~
X X Q3000 =
8 5 3 N
= = £ 2000 \
N 104 N 100 £ §
S 1000 §
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Abbildung 71: Auswirkungen des Klickertrainings der Nachkommen auf die
Aufenthaltsdauer im OF vom C57BL/6JRj Stamm nach einer Trainingswoche und einer
Einfuhrungszeit von 10 Minuten (Protokoll A). Die Mitter wurden einmal trainiert mit einer
Einfuhrungszeit von 10 Minuten. Es ist die Aufenthaltsdauer von allen Tieren (Beide
Geschlechter) im Zentrum (A) sowie in der Peripherie (B) dargestellt. Zusatzlich wird noch die
Gesamtlaufstrecke (C), die die Tiere zurlickgelegt haben, dargestellt. (A/B/C) M-N- Gruppe
(n=12), M+N- Gruppe (n=5), M-N+ Gruppe (n=10), M+N+ Gruppe (n=11). Die Daten zeigen
den Mittelwert £ SEM.

4.4.6 NESTBAUVERHALTEN DER NACHKOMMEN

In diesem Abschnitt wird das Wohlbefinden der Tiere mittels Nestbauverhalten evaluiert. Die
Auswertung (2-way ANOVA) des Nestbautests ergab keine signifikanten Unterschiede im
Klickertraining der Nachkommen wie auch im Klickertraining der Mtter (M-N- 2,7 £ 0,3, M+N-
3,6 £0,4, M-N+ 3,4 £ 0,2, M+N+ 3,2 + 0,3). Untrainierte Nachkommen von trainierten Mttern
zeigen den hochsten Nestbau Score. Gefolgt von trainierten Nachkommen von untrainierten

wie auch trainierten Muttern. Der kleinste Nestbau Score konnte bei den Nachkommen von
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untrainierten Mittern nachgewiesen werden (M-N- 2,7 £ 0,3, M+N- 3,6 + 0,4, M-N+ 3,4 £ 0,2,
M+N+ 3,2 £ 0,3).

Auswirkungen des Trainings der Nachkommen
(Beide Geschlechter) auf das Nestbauverhalten

= N-
N N+

Nestbau Test (Score)

Abbildung 72: Nestbautest (Score) des C57BL/6JR] Stammes nach einer
Trainingswoche und einer Einfihrungszeit von 10 Minuten (Protokoll A). Die Mutter
wurden einmal trainiert, mit einer Einfuhrungszeit von 10 Minuten. Es ist das Nestbauverhalten
beider Geschlechter dargestellt. M-N- Gruppe (h=12), M+N- Gruppe (n=5), M-N+ Gruppe
(n=10), M+N+ Gruppe (n=11). Die Daten zeigen den Mittelwert £+ SEM.

4.4.7 AUSWIRKUNG DES KLICKERTRAININGS AUF DAS DEPRESSIONS-ASSOZIIERTE
VERHALTEN DER NACHKOMMEN (SPT & FST)

Im folgenden Abschnitt wird das Depressions-assoziierte Verhalten der Tiere anhand der
Aufnahme von Saccharose und der Immobilitat evaluiert. In Abbildung 73 ist die Auswertung
(2-way ANOVA) des SPTs dargestellt. Sie ergab keinen signifikanten Unterschied zwischen
dem Kilickertraining der Nachkommen wie auch dem Training der Mitter sowie in der
Interaktion (M-N- 79,2 + 5,9 %, M+N- 93,7 + 1,5 %, M-N+ 71,6 £ 7,8 %, M+N+ 82,7 + 6,9).
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Auswirkungden des Training der Nachkommen
(Beide Geschlechter) auf die Saccharose Praferenz
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Abbildung 73: Saccharose Praferenz in Prozent des C57BL/6JRj Stammes nach einer
Trainingswoche und einer Einfihrungszeit von 10 Minuten (Protokoll A). Die Mutter
wurden einmal trainiert mit einer Einfihrungszeit von 10 Minuten. Es ist die Saccharose
Praferenz aller Tiere (Beide Geschlechter) dargestellt. M-N- Gruppe (n=12), M+N- Gruppe
(n=5), M-N+ Gruppe (n=10), M+N+ Gruppe (n=11). Die Daten zeigen den Mittelwert + SEM.

In Abbildung 74 sind die Auswertungen (2-way ANOVA) vom FST dargestellt. Sie zeigen keine
signifikanten Effekte in der Dauer der Immobilitdt weder im Klickertraining der Mitter noch im
Klickertraining der Nachkommen sowie in der Interaktion. Das Klickertraining der
Nachkommen zeigt eine geringere Immobiltatsdauer (%) als das Klickertraining der Mutter
sowie gar kein Training (M-N- 29,7 + 3,8 %, M+N- 31,1 £ 3,5 %, M-N+ 25,2 + 5,5 %, M+N+
24,5 + 4,2 %). Ein Abbruch des Versuches erfolgt nach einer Immobilitdtsphase von max. 30
Sekunden. Daher sind in der Auswertung weniger Tiere bertcksichtigt. Es wurde lediglich nur
ein weibliches Tier (M+N- n=1) abgebrochen.

136



Auswirkungen des Trainings der Nachkommen
(Beide Geschlechter) auf den Schwimmtest (FST)
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Abbildung 74: Messung der Immobilitat bei 1,5 % der Aktivitatsrate in Prozent des
C57BL/6JRj] Stammes nach einer Trainingswoche und einer Einfihrungszeit von 10
Minuten (Protokoll A). Die Mitter wurden einmal trainiert mit einer Einfihrungszeit von 10
Minuten. Es ist Immobilitdtsdauer aller Tiere (Beide Geschlechter) dargestellt. M-N- Gruppe
(n=12), M+N- Gruppe (n=5), M-N+ Gruppe (n=10), M+N+ Gruppe (n=11). Die Daten zeigen
den Mittelwert £ SEM.

4.4.8 CORTICOSTERONBESTIMMUNG DER NACHKOMMEN

Die Auswertung (2-way ANOVA) der Corticosteronbestimmung soll das Stresslevel der Tiere
evaluieren, um dann Rickschliisse auf deren Wohlbefinden schliel3en zu kdnnen. Direkt nach
dem FST wurden die Blutproben gesammelt. Die Ergebnisse der Bestimmung der
Corticosteronkonzentration im Blutplasma sind in Abbildung 75 dargestellt. Es gibt keine
signifikanten Unterschiede in der Corticosteronkonzentration weder durch das Klickertraining
der Mutter noch durch das Klickertraining der Nachkommen sowie in der Interaktion (M-N-
2841,8 + 476,0 pg/mL, M+N- 2685,4 + 368,9 pg/mL, M-N+ 2635,2 + 268,5 pg/mL, M+N+
2253,1 £ 199,5 pg/mL). Die trainierten Nachkommen von trainierten Mittern hatten die
niedrigste Konzentration im Blut. Die hochste Konzentration im Blut lie sich bei den

untrainierten Nachkommen von untrainierten Muttern nachweisen.
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Corticosteronkonzentration
im Blut nach dem Schwimmtest (FST)
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Abbildung 75: Corticosteronbestimmung mittels ELISA des C57BL/6JRj Stammes nach
einer Trainingswoche und einer Einfihrungszeit von 10 Minuten (Protokoll A). Die Mutter
wurden einmal trainiert mit einer Einfihrungszeit von 10 Minuten. Es st
Plasmacorticosteronkonzentration beider Geschlechter dargestellt. M-N- Gruppe (n=12),
M+N- Gruppe (n=5), M-N+ Gruppe (n=10), M+N+ Gruppe (n=11). Die Daten zeigen den
Mittelwert £ SEM.

Unter Berticksichtigung aller Verhaltenstests sowie der Corticosteronbestimmungen konnten
kaum Auswirkungen des Klickertrainings nachgewiesen werden. Alle trainierten Tiere nahmen
an Gewicht zu und zeigten eine signifikante Verbesserung der Trainingshaufigkeit mit den
Tagen. Hier zeigt ein Klickertraining von Miuttern und Nachkommen die meisten
Trainingswiederholungen. Die Auswertung der Interaktionszeit zeigt ebenfalls keine
signifikanten Unterschiede im Klickertraining der Mitter oder dem Training der Nachkommen.
Allerdings interagieren die trainierten Nachkommen von trainierten Mittern nach dem
Klickertraining am langsten mit dem Experimentator. Die Auswertung vom EPM, OF, SPT,
NBT, FST und die Corticosteronbestimmungen ergaben keine Unterschiede, ob die
Nachkommen oder die Miitter zuvor trainiert wurden. Lediglich die zurtickgelegte Laufstrecke
im OF wurde durch das Klickertraining der Mtter signifikant langer als ohne ein Klickertraining
der Mutter.

138



5. DISKUSSION

Das Klickertraining zeigt vielversprechende Auswirkungen auf verschiedene Verhaltens- und
physiologische Parameter der Nachkommen. Im Folgenden werden die Effekte des
Klickertrainings in Bezug auf die Gewichtszunahme, der Interaktionszeit mit dem
Experimentator, die Angst- und Depressions-assoziierte Verhaltensweisen (EPM, OF, SPT,
NBT, FST) und die Corticosteronkonzentration diskutiert. Die Ergebnisse werden im Hinblick
auf die Haufigkeit und Dauer des Trainings, das Geschlecht der Mause sowie die

Stammspezifitat betrachtet.

5.1 ERSTER VERSUCHSTEIL: 10 MINUTEN KLICKEREINFUHRUNG MIT EINMALIGEM
KLICKERTRAINING DER MUTTER (PROTOKOLL A) DES AUSZUCHTSTAMMES
CRL:CD1(ICR).

Der erste Versuchsteil untersucht, ob ein einmaliges Klickertraining der Miutter des
Crl:CD1(ICR) Stammes ausreicht, um positive Effekte auf ihre Nachkommen zu Ubertragen,
sodass ein zusétzliches Klickertraining der Nachkommen tberfliissig wird. Im Hinblick auf die
Gewichtszunahme beider Geschlechter konnte kein Unterschied festgestellt werden. Die
untrainierten (M+N-) und trainierten Nachkommen (M+N+) von trainierten Mttern zeigen eine
vergleichbare Zunahme an Koérpergewicht. Auch eine extreme Gewichtszunahme aufgrund
der Futterbelohnung konnte widerlegt werden. Aufgrund des hohen Zuckeranteils in der
Schokoladencreme bestand die Annahme, dass die trainierten Mause im Vergleich zu
untrainierten Mausen ihr Kérpergewicht vergroRern wirden. Aber auch diese Annahme konnte
widerlegt werden. Die Hypothese, dass untrainierte Nachkommen genauso viel an
Korpergewicht zunehmen wie trainierte Nachkommen kann bestatigt werden.
Zusammenfassend wurde festgestellt, dass ein zusatzliches Training der Nachkommen die
Gewichtszunahme nicht beeinflusst. Des Weiteren wurde nachgewiesen, dass alle Mause an
Gewicht zunehmen und keines der Tiere eine Reduktion ihres Kdrpergewichtes zeigte.
Aufgrund der Gewichtsmessungen kdnnen nun Rickschlisse auf das Wohlbefinden gezogen
werden (Do et al.,, 2020). Wie bereits in 1.4 Positiver Effekt des Klickertrainings erwéhnt,
konnen Schmerzen oder Unwohlsein der Ausldser fir eine Reduktion des Korpergewichtes
sein. Stress kann ebenso zu einer Reduktion des Kdrpergewichts fuhren (Li et al., 2022).
Anhand der Auswertung wurde nachgewiesen werden, dass das Klickertraining keine
Reduktion des Korpergewichtes der Mause verursacht. Das Wohlbefinden in Bezug auf das
Korpergewicht wird ebenfalls nicht beeinflusst. Diese identischen Resultate sind ebenso auf
die weiblichen Mause anwendbar. Weibliche, trainierte Nachkommen nehmen im Vergleich zu
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untrainierten Nachkommen tendenziell mehr an Gewicht zu, wenn das Geschlecht
bertcksichtigt wird. Eine Unterschreitung des Ausgangsgewichts konnte nicht nachgewiesen
werden. Bei den mannlichen, trainierten Nachkommen kann eine signifikant geringere
Gewichtszunahme nachgewiesen werden. Ein zusatzliches Klickertraining der mannlichen
Nachkommen hat somit eine signifikant geringe Gewichtszunahme zur Folge im Vergleich zu
den Nachkommen ohne Klickertraining. Eine Unterschreitung des Ausgangsgewicht konnte
nicht nachgewiesen werden. Eine mogliche Begriindung wieso die trainierten M&nnchen
weniger an Gewicht im Vergleich zu den untrainierten Mannchen zu nehmen, sind die Faktoren
Handhabung und Transport. Fir das Training wurden die Mause immer wieder aus ihnrem Kéafig
in einen Wartekéafig gesetzt. Somit sind die trainierten, mannlichen M&use héaufiger
gehandhabt. Aul3erdem wurde das Training nicht im Haltungsraum durchgefuhrt wodurch die
trainierten Mause transportiert wurden. Transport kann bei den Tieren ein Stressindikator sein.
Um diesen Aspekt ausschlieBen zu kdnnen, wéare es sinnvoll eine weitere Gruppe in die
zukunftigen Untersuchungen mit aufzunehmen. Diese Gruppe sollte Tiere beinhalten, die
ebenfalls in den Trainingsraum transportiert werden und fur die jeweilige Trainingsdauer von
3,5 Minuten den Kafig explorieren kénnen. Auch hier wird der Tunnel in den 45 Sekunden
hineingelegt und in der 15 Sekunden langen Pause wieder herausgenommen. Der einzige
Unterschied zu einer trainierten Gruppe ware das Klickgerausch. Dadurch kann der Einfluss

vom Transport und Handling genauer bestimmt werden.

Ein weiterer Faktor kdnnte der Einfluss des Geschlechtes sein. Weibliche Mause sind aufgrund
ihrer Hormone im Allgemeinen stressresilienter. Bei den mannlichen Tieren wurden nach dem
Zurticksetzen hin und wieder leichte Rangkampfe (ohne Verletzungen) beobachtet, die zu

einer Stressantwort fiihren und so das Gewicht beeinflussen kdnnen.

Der Grund fir die geringere Zunahme des Kdrpergewichtes ist jedoch nicht bekannt und von
vielen Faktoren abhangig. Was aber sicher nachgewiesen werden konnte, ist, dass die Mause
unabhangig vom Geschlecht und vom Training alle an Gewicht zunehmen. Falls das
Wohlbefinden der Tiere vermindert ware, wirden die Tiere an Kdrpergewicht verlieren
(Serradas et al., 2022). Eine Verschlechterung des Wohlbefindens bezogen auf die Reduktion
des Korpergewichtes, durch das Klickertraining konnte weder bei weiblichen noch bei

mannlichen Mausen nachgewiesen werden.

Der Trainingserfolg beider Geschlechter steigt signifikant mit den Trainingstagen. Unter
Bertcksichtigung des méannlichen Geschlechtes kann ebenfalls eine signifikante Steigerung
der Trainingserfolge ab dem dritten Trainingstag nachgewiesen werden. Dahingegen zeigten
die weiblichen Nachkommen bereits ab dem zweiten Trainingstag eine signifikante Zunahme

der Trainingserfolge zeigten. Die Hypothese, dass weibliche, trainierte Nachkommen im
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Vergleich zu mannlichen, trainierten Nachkommen signifikant hohere Trainingserfolge

aufweisen, kann somit bestatigt werden.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass das Klickertraining mit einer
Einfihrungszeit von 10 Minuten bei dem Crl:CD1(ICR) sowohl bei ménnlichen als auch bei

weiblichen Mausen erfolgreich war, was auf die tagliche Verbesserung zuriickzufiihren ist.

Die tagliche Verbesserung der Nachkommen ist vermutlich auf das Lernverhalten der Tiere
und deren Motivation fir die Futterbelohnung zurtick zu fuhren. Diese Versuchsaufbauten
waren im Rahmen des hier vorgestellten Projektes jedoch nicht vorgesehen und daher liegen
keine Untersuchungsergebnisse hierzu vor. Um diese Behauptung prifen zu kdnnen, waren
spezielle Verhaltenstest zur Untersuchung von Gedachtnis und Lernverhalten nétig. Zu diesen
Verhaltenstests zahlt das Wasserlabyrinth von Morris (Morris Water Maze) (Morris, 1981,
Vorhees and Williams, 2006) oder der Objekt-Ort-Erkennung (Object Place Recognition) bzw.
Erkennung neuer Objekte (Novel Object Recognition) (Denninger et al., 2018). Im Morris-
Wasserlabyrinth (Morris, 1981) wurden Ratten in ein Wasserbecken gesetzt in welchem sie
eine unterhalb der Wasseroberflache verborgene Plattform finden mussten. Sie orientierten
sich an visuellen Anhaltspunkten im Raum wie Fenstern, Turen, Regalen und Wanden, um die
Plattform unabh&ngig von ihrer Ausgangsposition immer wieder zu lokalisieren. Der Objekt-
Ort Erkennungstest und die Erkennung neuer Objekte basiert auf der Explorationspraferenz
der Nager fur neue und veranderte Objekte. Dies sind zwei haufig verwendete Tests, um die
Funktion und den relativen Zustand bestimmter Gehirnregionen aufzudecken, die am
Gedéachtnis beteiligt sind. Das Grundprinzip dieser Tests ist es die Tiere zunachst an zwei
Objekte zu gewdhnen. In der Testphase wird je nach Testvariante eines der Objekte entweder
an einem anderen Ort platziert oder durch ein neues Objekt ersetzt. Die Explorationsdauer der
Tiere fur das veranderte Objekt wird gemessen, da die Praferenz fir das neue Objekt

Ruckschlisse auf das Lernverhalten der Tiere zulasst (Denninger et al., 2018).

Die untrainierten Nachkommen (M+N-) beider Geschlechter zeigen im Vergleich zu trainierten
Nachkommen (M+N+) die gleiche Interaktionsdauer mit dem Experimentator sowohl vor als
auch nach dem Kilickertraining. Die Hypothese, dass untrainierten Nachkommen von
trainierten Mattern (M+N-) die gleiche Interaktionszeit mit dem Experimentator vor und nach
dem Klickertraining zeigen, konnte bestatigt werden. Die Interaktionszeit mit dem
Experimentator verdoppelt sich sowohl bei untrainierten als auch trainierten Nachkommen
nach dem Kilickertraining. Zusammenfassend wurde festgestellt, dass auf ein zusatzliches
Klickertraining der Nachkommen des Crl:CD1(ICR) Stammes in Bezug auf die Interaktionszeit
verzichtet werden kann. Es ist ausreichend, wenn zuvor nur die Mutter trainiert werden. Somit
lasst sich die Aussage treffen, dass der positive Effekt des Trainings auf die Nachkommen

Ubertragen werden kann. Um zu prifen, ob die erhdhte Interaktionszeit auch mit einer
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Reduktion des Angstverhaltens verbunden ist, sollen Verhaltenstests durchgefiihrt werden, die
Aufschluss Uber Angst-assoziiertes Verhalten geben kdnnen. Zu diesen Verhaltenstests
gehoren der erhohte Pluslabyrinth Test (EPM) und der offene Feld Test (OF), welche im
folgenden Kapitel diskutiert werden.

Die Auswertungen des Nestbauverhaltens zeigten einen unterschiedlichen Score zwischen
den Geschlechtern. Das zusatzliche Training der Nachkommen beider Geschlechter
verbessert das Nestbauverhalten signifikant im Vergleich zu den untrainierten Nachkommen
beider Geschlechter. Die Hypothese, dass untrainierte Nachkommen (M+N-) beider
Geschlechter gleiche oder signifikant bessere Ergebnisse im Nestbauverhalten zeigen, wurde
widerlegt. Diese Ergebnisse lassen sich auf die mannlichen Nachkommen Ubertragen jedoch
nicht auf die weiblichen Nachkommen. Trainierte, mannliche Nachkommen bauen signifikant
hochwertigere Nester im Vergleich zu untrainierten Nachkommen. Zusammenfassend wurde
festgestellte, dass sich ein zusatzliches Klickertraining bei den mannlichen Nachkommen in
Bezug auf das Nestbauverhalten positiv auswirkt. Es wird davon ausgegangen, dass die
Komplexitat eines Nestes Rickschlisse auf das Wohlbefinden der Tiere zulasst (Jirkof et al.,
2013). Aufgrund dessen fihrt ein zusatzliches Klickertraining bei den mannlichen

Nachkommen zu einer Steigerung des Wohlbefindens.

Der Saccharose Praferenztest konnte keine Unterschiede im Konsum der untrainierten und
trainierten Nachkommen feststellen. Weder bei den ménnlichen noch bei den weiblichen
Nachkommen. Der Konsum betragt bei beiden Geschlechtern um die 85 %. Die Hypothese,
dass untrainierte Nachkommen von trainierten Muttern (M+N-) im Vergleich zu trainierten
Nachkommen von trainierten Mittern (M+N+) das gleiche Depressions-assoziierte Verhalten
(Konsumverhalten von der Saccharoseldsung) zeigen, wurde bestatigt. Zusammenfassend
wurde festgestellt, dass in Bezug auf den Saccharose Praferenztest auf ein zusatzliches
Klickertraining der Nachkommen des Crl:CD1(ICR) Stammes verzichtet werden kann und der
positive Effekt des Trainings der Mutter auf ihre Nachkommen (bertragen werden kann.
Darlber hinaus zeigt das Klickertraining keine Reduzierung des Konsums. Der Konsum liegt
durchschnittlich bei ca. 85 %. Erst ab einem Konsum von < 60 % kann von einem
anhedonischen Verhalten oder depressiv assoziierten Verhalten bei den Tieren ausgegangen
werden und somit von einer Verschlechterung des Wohlbefindens (Liu et al., 2018). Weder
das Klickertraining der Mutter noch das Training der Nachkommen fiihren zu einer Reduktion

des Saccharosekonsums und zu einer Verschlechterung des Wohlbefindens.

Der Schwimmtest in Bezug auf die aktive Bewadltigungsstrategie zeigte bei beiden
Geschlechtern und auch bei den méannlichen und weiblichen Nachkommen keinen
Unterschied in der Immobilitatsdauer. Die Immobilitatsdauer von untrainierten wie auch

trainierten Nachkommen betragt im Durchschnitt 20 %. Die Hypothese, dass die untrainierten
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Nachkommen von trainierten Mittern (M+N-) im Vergleich zu trainierten Nachkommen von
trainierten Muttern (M+N+) die gleiche Immobilitdtsdauer zeigen, wurde bestatigt. Die Literatur
weist eine Immobilititsdauer von unbehandelten M&usen im Bereich von 40 bis 50 %
(Leidinger et al., 2017, Du Preez et al., 2020) auf. Im Vergleich zu unseren untrainierten
Nachkommen von trainierten Muttern (M+N-) und trainierten Nachkommen von trainierten
Mittern (M+N+) weisen sie eine um die Halfte kirzere Immobilitatsdauer auf.
Zusammenfassend wurde festgestellt, dass auf ein zusatzliches Klickertraining der
Nachkommen verzichtet und der positive Effekt des Klickertrainings auf die Nachkommen
Ubertragen werden kann. Hinzu kommt, dass das Klickertraining die Immobilitatsdauer
verkurzt und somit die aktive Bewadltigungsstrategie fordert, was auf ein verbessertes
Wohlbefinden schlieRen lasst (Acklin and Gault, 2015).

Bei den maénnlichen und weiblichen Nachkommen zeigte die ELISA-Auswertung der
Corticosteronkonzentration keinen Unterschied zwischen den Geschlechtern. Es war
anzunehmen, dass die Corticosteronkonzentration der weiblichen Nachkommen héher war als
die der mannlichen Nachkommen. Beide Geschlechter zeigen eine durchschnittliche
Corticosteronkonzentration von 5168 (pg/mL)/5,168 (ng/mL). Die mannlichen Nachkommen
zeigen eine durchschnittliche Corticosteronkonzentration von 3923 (pg/mL)/3,923 (ng/mL). Die
weiblichen Nachkommen zeigen eine durchschnittliche Corticosteronkonzentration von 6957
(pg/mL)/6,967 (ng/mL). Alle diese Corticosteronkonzentrationen weisen im Vergleich zu den
in der Literatur veroffentlichten Werten deutlich niedrigere Werte auf (Marchette et al., 2018).
Die Hypothese, dass untrainierte Nachkommen (M+N-) gleiche Ergebnisse wie trainierte
Nachkommen (M+N+) erzielen, konnte bestatigt werden. Zusammenfassend wurde
festgestellt, dass es ausreicht nur die Mutter zu trainieren. Somit zeigt sich, dass das
Klickertraining der Miutter einen positiven Effekt auf deren Nachkommen hat. Das
Klickertraining kann auf3erdem die Corticosteronkonzentration im Vergleich zu den Daten aus
der Literatur (Marchette et al., 2018) reduzieren und tragt somit zu einer Verbesserung des
Wohlbefindens bei.

Das Kilickertraining mit einer Einfilhrungszeit von 10 Minuten tragt bei mannlichen und bei den
weiblichen Nachkommen des Crl:CD1(ICR) Stammes zu einer Verbesserung des
Wohlbefindens bei. Ein Klickertraining der Miitter ist ausreichend und kann den positiven Effekt
auf deren Nachkommen Ubertragen. In Einzelfallen ist die Berticksichtigung des Geschlechtes
zu beachten. Zumindest auf der Grundlage der bisher ausgewerteten Verhaltenstests. Um
weiter Ruckschlisse auf deren Wohlbefinden schlieen zu kdnnen, soll im folgenden
Versuchsteil das Angst-assoziierte Verhalten der Mause mittels offenem Feld Test und dem
erhdhten Pluslabyrinth Test zusatzlich untersucht werden. Das bisherige Klickerprotokoll hat

mit einer Klickereinfihrungszeit von 10 Minuten noch eine relativ lange Dauer, wodurch
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maximal 24 Tiere an einem Tag trainiert werden kénnen. Es wird geprift, ob eine Verkirzung
der Einfihrungszeit auf 5 Minuten ahnliche Trainingserfolge erzielt wie die 10-minitige
Einfuhrungszeit. Dadurch kénnte das Protokoll effizienter und nutzerfreundlicher gestaltet

werden.

5.2 ZWEITER VERSUCHSTEIL: 5 MINUTEN KLICKEREINFUHRUNG MIT EINMALIGEM
KLICKERTRAINING DER MUTTER (PROTOKOLL A) DES AUSZUCHTSTAMMES
CRL:CD1(ICR).

Um zu prifen, ob das Klickertraining einen Einfluss auf das Angst-assoziierte Verhalten der
Nachkommen hat, wurden Verhaltenstests ausgewertet, die das angstahnliche Verhalten der
Mause bewerten. Zudem wurde untersucht, ob ein Klickertraining der Mutter (M+N-) im
Vergleich zum Training der Nachkommen (M-N+) einen gréReren positiven Effekt hat. Um
einen Effekt des Klickertrainings nachweisen zu kénnen, wurden untrainierte Nachkommen
von untrainierten Miittern (M-N-) ebenfalls in die Auswertung mit einbezogen. Im Vergleich zu
dem vorherigen Versuch kommt hinzu, dass die Mause eine Klickereinfihrungszeit von 5

Minuten anstatt wie bisher von 10 Minuten hatten.

Alle Mause beider Geschlechter nehmen wahrend des Trainings an Gewicht zu. Eine
Unterschreitung des Ausgangsgewichts konnte nicht nachgewiesen werden. Die Hypothese,
dass trainierte Nachkommen im Vergleich zu untrainierten Nachkommen keine signifikante
Reduktion des Korpergewichtes zeigen, konnte auch hier bestétigt werden. Abhangig von dem
Geschlecht konnte nachgewiesen werden, dass sowohl mannliche als auch weibliche
Nachkommen wahrend des Trainings an Gewicht zu nehmen. Das Korpergewicht wird als
Indikator flr das Wohlbefinden genutzt. Eine Abnahme ist ein Anzeichen fir eine
Verschlechterung des Wohlbefindens wohingegen eine Zunahme ein Anzeichen fir eine
Verbesserung des Wohlbefindens ist (Do et al., 2020, Li et al., 2022). Das Klickertraining hat
keine Reduktion des Gewichtes zur Folge und somit ist das Wohlbefinden in Bezug auf das
Korpergewicht nicht negativ beeinflusst. Gegenteilig wurde bewiesen, dass trainierte
Nachkommen im Vergleich zu untrainierten Nachkommen signifikant mehr an Gewicht
zunehmen. Das Training der Mutter bewirkt lediglich eine geringe Gewichtszunahme im
Vergleich zu dem Training der Nachkommen. Aufgrund der geringen Tierzahl konnte die
signifikant grof3ere Gewichtszunahme nur bei beiden Geschlechtern jedoch nicht getrennt fur
die ménnlichen und weiblichen Nachkommen nachgewiesen werden. Die Tendenz zeigt aber,
dass das Training der mannlichen und weiblichen Nachkommen zu einer starkeren
Gewichtzunahme fihrt im Vergleich zu dem Training der Mitter. Zusammenfassend wurde
festgestellt, dass das Klickertraining der Nachkommen sowohl bei den ménnlichen als auch
bei den weiblichen Mausen tendenziell eine grof3ere Gewichtszunahme im Vergleich zum
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Training der Mitter zur Folge hat. Das Klickertraining der Nachkommen wie auch das der

Madtter fihren zu keiner Verschlechterung des Wohlbefindens in Bezug auf das Kérpergewicht.

Die Auswertung zeigt, dass die Trainingshaufigkeiten sowohl bei den trainierten Nachkommen
(M+N+) als auch bei den untrainierten Nachkommen von trainierten Muttern (M+N-) ab dem
zweiten Tag signifikant verbessert wurden. Jedoch gibt es keine Unterschiede, ob die Mitter
zuvor trainiert wurden oder nicht. Die Hypothese, dass trainierte Nachkommen von
untrainierten Mduttern (M-N+) die gleiche Anzahl an Trainingserfolgen wie trainierte
Nachkommen von trainierten Mittern (M+N+) zeigen, kann somit bestatigt werden. Zwar sind
die Trainingserfolge tendenziell héher bei trainierten Nachkommen von trainierten Muttern
(M+N+) aber nicht signifikant im Vergleich zu trainierten Nachkommen von untrainierten
Muttern (M-N+). Das Training der Miutter hat somit keinen signifikanten Effekt auf die
Trainingshaufigkeiten der Nachkommen beider Geschlechter. Das Training der Nachkommen
alleine fiuhrt zu einer signifikanten Verbesserung der Trainingserfolge ab dem zweiten
Trainingstag. Diese Ergebnisse lassen sich auch auf die ménnlichen Nachkommen
Ubertragen. Es gibt keine Unterschiede in den Trainingserfolgen, ob die Mitter zuvor trainiert
wurden oder nicht. Die mannlichen, trainierten Nachkommen von trainierten Mittern (M+N+),
verringern bereits ab dem dritten Tag ihre Anzahl an Trainingshaufigkeiten. Die mannlichen,
untrainierten Nachkommen (M+N-) verringern ab dem vierten Trainingstag ihre Erfolge. Ein
mdglicher Grund hierfur konnte die geringere Motivation der bekannten Futterbelohnung sein.
Eine andere Mdglichkeit ware die Anpassung des Trainingsprotokolls fir die mannlichen
Nachkommen. Diese Anpassung kdnnte eine Unterbrechung des Trainings am dritten Tag
beinhalten. Aber grundsétzlich gilt bei dem Klickertraining, dass die Konditionierung entweder
erfolgreich oder nicht erfolgreich ist. Darauf baut das Prinzip des Klickertrainings auf. Entweder
die Tiere werden auf den Klick konditioniert oder die Konditionierung war nicht erfolgreich. Die
Verbesserungen vom ersten Trainingstag auf den zweiten Trainingstag sind immer
entscheidend. Diese zeigen, ob die Konditionierung auf den Klick erfolgreich war.
Abweichungen davon kdnnen immer auftreten z. B. durch eine andere Mauslieferung, eine
andere Jahreszeit, Baularm oder einen Tierpflegerwechsel. Bei den weiblichen, trainierten
Nachkommen von trainierten Muttern (M+N+) steigt die Trainingshaufigkeit bis zum dritten Tag
an und ist signifikant gro3er im Vergleich zu den trainierten Nachkommen von untrainierten
Muttern. Zwar nehmen die Trainingserfolge der weiblichen, trainierten Nachkommen von
trainierten Mattern (M+N+) am vierten Tag ab, sind aber dennoch gro3er im Vergleich zu
trainierten Nachkommen von untrainierten Muttern (M+N-). Die Abnahme ab Tag drei bei den
mannlichen und weiblichen, trainierten Nachkommen von untrainierten Mittern (M-N+) ist auf
die reduzierte Klickereinfuhrung zurtckzufihren. Werden die Trainingserfolge der 5-mindtigen

mit der 10-minutigen Klickereinfihrungszeit verglichen, fallt auf, dass die Anzahl der
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Trainingserfolge, obwohl sie sinken, dennoch gréf3er sind (Abbildung 42). Das betrifft beide
Geschlechter sowohl die mannlichen als auch die weiblichen Nachkommen. Aufgrund dieser
Ergebnisse kann die Hypothese bestatigt werden, dass das Klickertraining mit einer
Einfuhrungszeit von 5 Minuten signifikant mehr Trainingserfolge bei dem Crl:CD1(ICR) Stamm

erzielt im Vergleich zu einer 10-minutigen Einfuhrungszeit.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass das Klickertraining mit einer verkirzten
Einfuhrungszeit von 5 Minuten ebenso effektiv bei dem Crl:CD1(ICR) Mausstamm ist wie die
10-minutige Einfihrungszeit. Die Mause lernen den Klick mit anschliel3ender Belohnung zu
assoziieren. Diese Assoziation wird durch eine kontinuierliche Steigerung der Trainingserfolge
bis zum dritten Tag bestatigt. Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass die kirzere
Einfuhrungszeit keinen negativen Effekt auf die Lernfahigkeit und das konditionierte Verhalten

der Méause hat.

Die Interaktionszeit mit dem Experimentator vor dem Klickertraining wird durch das Training
der Mutter nicht beeinflusst. Dies war zu erwarten, da die Nachkommen aufRer dem Training
der Miitter keinen anderen Einfluss gehabt hatten. Anhand dieser Daten wurde gezeigt, dass
der Einfluss des Trainings der Miutter nicht ausreicht, um einen Unterschied in der
Interaktionszeit mit dem Experimentator vor dem Training der Nachkommen zu bewirken.
Lediglich die mannlichen Nachkommen von trainierten Muttern zeigen eine Tendenz zur
lAngeren Interaktionszeit als die Nachkommen von untrainierten Mttern. Bei den weiblichen
Nachkommen verhalt es sich gegensatzlich. Die Nachkommen von untrainierten Mdattern
interagieren langer mit dem Experimentator als die Nachkommen von trainierten Mittern. Dies
verdeutlicht zudem, dass die Tiere im Allgemeinen positive Erfahrungen in der Interaktion mit
dem Menschen sammeln. Die Interaktionszeit mit dem Experimentator nach dem
Klickertraining wird durch das Training der Nachkommen signifikant langer als durch das
Training der Mutter. Unter Berlicksichtigung beider Geschlechter steigert das Training der
Nachkommen signifikant die Interaktionszeit mit dem Experimentator. Die Hypothese, dass
untrainierte Nachkommen beider Geschlechter von trainierten Mittern (M+N-) eine langere
Interaktionszeit im Vergleich zu trainierten Nachkommen von untrainierten Mittern (M-N+) und
trainierte Nachkommen von trainierten Mittern (M+N+) aufweisen, konnte nicht bestatigt
werden. Genauso wurde die Hypothese widerlegt, dass trainierte Nachkommen von
untrainierten Mattern (M-N+) eine gleiche oder signifikant Iangere Interaktionszeit als trainierte
Nachkommen von trainierten Muittern (M+N+) aufweisen. Die Hypothese, dass die
untrainierten Nachkommen von trainierten Mattern (M+N-) die gleiche Interaktionszeit wie die
untrainierten Nachkommen von untrainierten Mittern (M-N-) hatten, wurde bestétigt. Auch die
Hypothese das trainierte Nachkommen von trainierten Mittern (M+N+) eine signifikant langere

Interaktionszeit aufweisen, kann bestatigt werden.
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Zusammenfassend wurde festgestellt, dass unter Berlcksichtigung beider Geschlechter die
langste Interaktionszeit mit dem Experimentator durch das Training der Mitter sowie der
Nachkommen erzielt wird. Dartber hinaus erhéht das Klickertraining signifikant die
Interaktionszeit zwischen Maus und Experimentator, was den positiven Einfluss des

Klickertrainings auf die Interaktion bestéatigt.

Die mannlichen Nachkommen zeigen eine signifikant langere Interaktionszeit, wenn zuvor die
Mutter trainierten wurden. Sowohl untrainierte (M+N-) als auch trainierte (M+N+)
Nachkommen von trainierten Mdttern zeigen im Vergleich zu den trainierten Nachkommen
untrainierter Mutter (M-N+) eine deutlich langere Interaktionszeit. Die Hypothese, dass
untrainierte Nachkommen von trainierten Mittern (M+N-) gleich lang oder signifikant langer
interagieren im Vergleich zu trainierten Nachkommen von untrainierten Mittern (M-N+) und
untrainierten Nachkommen von untrainierten Muttern (M-N-), kann bestatigt werden. Die
Hypothese, das untrainierte Nachkommen von trainierten Mittern (M+N-) gleich lang
interagieren wie trainierte Nachkommen von trainierten Mittern (M+N+), konnte nicht bestatigt
werden. Dies deutet darauf hin, dass das Klickertraining der Mitter eine langere
Interaktionszeit der mannlichen Nachkommen mit dem Experimentator bewirkt, als wenn die
Nachkommen selbst trainiert werden. Bei einer aktuellen Einfuhrungszeit von 5 Minuten pro
Tier und einer ersten Trainingseinheit von 3,5 Minuten ergibt sich eine Gesamtzeit von 8,5
Minuten pro Tier. Bei 6 mannlichen Nachkommen ergibt dies eine reine Trainingszeit von
insgesamt 51 Minuten. Diese Ergebnisse zeigen, dass auf ein separates Klickertraining der
Nachkommen verzichtet werden kann, sodass anstelle von 6 Tieren nur noch das Muttertier
trainiert werden muss. Dies fulhrt in diesem Beispiel zu einer Zeitersparnis von 83 % und bietet
eine nutzerfreundlichere sowie zeitsparende Anwendung bei den mannlichen Nachkommen

mit gleich guten Resultaten als wenn zuséatzlich noch die Nachkommen trainiert werden.

Zusammenfassend wurde festgestellt, dass bei den mannlichen Nachkommen die langste
Interaktionszeit mit dem Experimentator durch das Training der Mitter und das Training der
Nachkommen erzielt wird. Dennoch profitieren die mannlichen Nachkommen auch von einem
Training der Mitter ohne zusatzlich die Nachkommen zu trainieren. Auf ein zusatzliches
Training der Nachkommen kann somit verzichtet werden. Weibliche Nachkommen profitieren
hingegen von ihrem eigenen Training in Bezug auf die Interaktionszeit. Sie zeigen eine
signifikant langere Interaktion mit dem Experimentator, wenn sie selber trainiert wurden. Dies
deutet darauf hin, dass weibliche Nachkommen starker von ihrem eigenen Training profitieren
als von dem Training ihrer Mitter. Dennoch interagieren die trainierten Nachkommen von
trainierten Mittern am langsten mit dem Experimentator. Die Hypothese, dass untrainierte
Nachkommen von trainierten Muttern (M+N-) die gleiche oder signifikant eine langere

Interaktionszeit zeigen, im Vergleich zu untrainierten Nachkommen von untrainierten Muttern
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(M-N-), trainierten Nachkommen von untrainierten Mauattern (M-N+) und trainierten
Nachkommen von trainierten Muttern (M+N+) kann nicht bestatigt werden. Zusammenfassend
wurde festgestellt, dass bei den weiblichen Nachkommen die langste Interaktionszeit mit dem
Experimentator durch das Training der Mitter und das Training der Nachkommen erzielt wird.
Dennoch profitieren die weiblichen Nachkommen von ihrem eigenen Training und auf ein

zusatzliches Training der Mutter kann somit verzichtet werden.

Ein Vergleich der Interaktionszeiten vor und nach dem Training zeigt, dass sich die
Interaktionszeit fast verdoppelt. Das Klickertraining verlangert die Interaktionszeit. Eine
langere Interaktionszeit fuhrt zu einer Verringerung des angstahnlichen Verhaltens, das durch
eine langere Aufenthaltsdauer im Zentrum des offenen Feld Tests und in den offenen Armen
des erhodhten Pluslabyrinths bestimmt wird (Gouveia und Hurst, 2013; Gouveia und Hurst,
2019). Ein reduziertes Angst-assoziiertes Verhalten ermoglicht es den Mausen ihrem
natirlichen explorativen Verhalten und Fressverhalten besser nachzugehen (Fu et al., 2023).
Daraus lasst sich ableiten, dass durch das Klickertraining eine Verbesserung des

Wohlbefindens der Mause erzielt wird.

Das Angst-assoziierte Verhalten soll durch das Klickertraining reduziert werden. Um das zu
bestatigen, wurden trainierte und untrainierte Nachkommen verschiedenen Verhaltenstest
unterzogen. Der Vergleich der einzelnen Gruppen zeigen keine signifikanten Unterschiede
beziglich Aufenthaltsdauer in den offenen und geschlossenen Armen, im Zentrum und in der
Gesamtlaufstrecke des erhohten Pluslabyrinths. Die Hypothese, dass untrainierte
Nachkommen von trainierten Muttern (M+N-) eine l&angere Aufenthaltsdauer in den offenen
Armen des erhdhten Pluslabyrinths zeigen im Vergleich zu untrainierten Nachkommen von
untrainierten Muttern (M-N-), trainierten Nachkommen von untrainierten Mittern (M-N+) und
trainierte Nachkommen von trainierten Mittern (M+N+) kann nicht bestatigt werden. Die
Hypothese, dass untrainierte Nachkommen von trainierten Muttern (M+N-) eine langere
Gesamtlaufstrecke im EPM aufweisen im Vergleich zu untrainierten Nachkommen von
untrainierten Muttern (M-N-), trainierten Nachkommen von untrainierten Muttern (M-N+) und
trainierte Nachkommen von trainierten Mittern (M+N+) kann nicht bestétigt werden.
Zusammenfassend wurde festgestellt, dass das Klickertraining der Nachkommen beider
Geschlechter und der Mutter keinen Einfluss auf das Angst-assoziierte Verhalten in Bezug auf
die Ergebnisse des EPMs hat. Auch unter Beriicksichtigung des Geschlechtes konnte kein

Unterschied festgestellt werden.

Die Auswertungen der Daten vom OF zeigen &hnliche Ergebnisse. Es konnte kein Unterschied
beider Geschlechter in der Aufenthaltsdauer im Zentrum und in der Peripherie nachgewiesen

werden. Unter Beriicksichtigung des Geschlechtes fiihrt das Klickertraining der Mitter von den
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mannlichen Nachkommen zu einer signifikant kiirzeren Aufenthaltsdauer im Zentrum des OFs
im Vergleich zu dem Training der Nachkommen. Unter Berlcksichtigung des weiblichen
Geschlechtes wurde kein Unterschied in der Aufenthaltsdauer im Zentrum des OFs
festgestellt. Die Gesamtlaufstrecke (beider Geschlechter) bei den trainierten Nachkommen ist
im OF signifikant langer im Vergleich zu den untrainierten Nachkommen. Das vorherige
Training der Mitter hat keinen Einfluss auf die Gesamtlaufstrecke der Nachkommen. Die
Hypothese, dass untrainierte Nachkommen von trainierten Muttern (M+N-) eine langere
Aufenthaltsdauer im Zentrum des OFs im Vergleich zu untrainierten Nachkommen von
untrainierten Muttern (M-N-), trainierten Nachkommen von untrainierten Muttern (M-N+) und
trainierten Nachkommen von trainierten Muttern (M+N+) zeigen, kann nicht bestatigt werden.
Die Hypothese, dass untrainierte Nachkommen von trainierten Mattern (M+N-) eine langere
Gesamtlaufstrecke im OF aufweisen im Vergleich zu untrainierten Nachkommen von
untrainierten Muittern (M-N-), trainierten Nachkommen von untrainierten Muttern (M-N+) sowie

trainierten Nachkommen von trainierten Muttern (M+N+) kann nicht bestatigt werden.

Zusammenfassend wurde festgestellt, dass das Klickertraining unabhangig vom Geschlecht
das Angst-assoziierte Verhalten der Nachkommen im OF weder reduziert noch verstarkt.
Geschlechtsspezifische Analysen ergaben, dass das Klickertraining der Miutter die
Aufenthaltsdauer der méannlichen Nachkommen im Zentrum des OFs verringert, was darauf
hindeutet, dass das Training der Mutter das Angst-assoziierte Verhalten bei den ménnlichen
Nachkommen verstarken kodnnte. Im Gegensatz dazu zeigt die Auswertung des
Interaktionstest eine Verlangerung der Interaktionsdauer mit dem Experimentator, wenn zuvor
die Mitter noch trainiert werden. Dies deutet auf eine positive Beeinflussung des sozialen
Verhaltens hin, welches erste Anzeichen fir eine Reduzierung des Angst-assoziierten
Verhaltens sind. Die Auswertung der Aufenthaltsdauer in den offenen Armen des EPMs zeigt
ebenfalls keine signifikanten Unterschiede zwischen den mannlichen Gruppen. Dies sind alles
Anzeichen fur eine Reduzierung des Angst-assoziierten Verhaltens der maéannlichen
Nachkommen durch ein zusatzliches Training der Mitter. Ein Grund fur die Erhéhung des
Angst-assoziierten Verhaltens im OF aber nicht im EPM der méannlichen Nachkommen durch
ein Training der Mutter ist nicht bekannt. Obwohl beide Verhaltenstests das Angst-assoziierten
Verhaltens bewerten sollen, konnte in der Literatur ebenfalls keine Ubereinstimmenden
Ergebnisse nachgewiesen werden (Figueiredo Cerqueira et al., 2023). Eine mdgliche
Erklarung wére, dass die mannlichen Nachkommen im OF in eine ihnen neue und unbekannte
Umgebung gesetzt werden, was moglicherweise das Angst-assoziierte Verhalten verstarken
konnte. Um genauere Erkenntnisse zu gewinnen, ware es sinnvoll, die Verweildauer der
mannlichen Nachkommen in der Peripherie des OFs genauer zu untersuchen. Bisher wurden
keine Unterschiede in der Aufenthaltsdauer in der Peripherie unter Bertcksichtigung beider
Geschlechter festgestellt. Das Klickertraining der Nachkommen beider Geschlechter hingegen
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verlangert signifikant die Gesamtlaufstrecke im OF im Vergleich zu dem Training der Mitter.
Die Hypothese, dass untrainierte Nachkommen von trainierten Mittern (M+N-) eine langere
Gesamtlaufstrecke zurlicklegen im Vergleich zu untrainierten Nachkommen von untrainierten
Mittern (M-N-), trainierten Nachkommen von untrainierten Mittern (M-N+) und trainierten

Nachkommen von trainierten Mittern (M+N+) konnte nicht bestétigt werden.

Zusammenfassend wurde festgestellt, dass das Klickertraining der Nachkommen einen
Einfluss auf die Gesamtlaufstrecke hat. Durch die langere zurtickgelegte Strecke lassen sich
Ruckschlisse auf ein langeres exploratives Verhalten ziehen. Ein langeres exploratives
Verhalten fihrt zu einem besseren psychischen Zustand, da es den Mausen ermdglicht wird,
ihre natlrliche Neugier auszuleben und Stress abzubauen (Acklin and Gault, 2015), wodurch
ihr Wohlbefinden verbessert wird. Ein mdglicher Grund warum das Angst-assoziierte Verhalten
durch das Klickertraining nicht beeinflusst wird, kénnte darin liegen, dass die Mause keinem
aversiven Einfluss ausgesetzt wurden, wie etwa der Handhabung am Schwanz (Ghosal et al.,
2015, Du Preez et al., 2020) oder anderer stressverursachender Manipulationen [(z. B.
Injektionen) Can et al.,, 2011]. Des Weiteren handelt es sich in diesem Versuch um den
Crl:CD1(ICR) Stamm, bei dem ein reduziertes Angstverhalten nachgewiesen wurde, im
Vergleich zu dem C57BL/6 Stamm (Marchette et al., 2018). Auch das Alter der CD1 Mause
kann hier einen Einfluss haben. Junge CD1 Mause bis zu 24 Wochen sind aktiver, explorativer

und zeigen weniger Angst-assoziierte Verhaltensweisen (Figueiredo Cerqueira et al., 2023).

Die Auswertung des Nestbau Scores ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen den
einzelnen Gruppen (beide Geschlechter, Mannchen und Weibchen). Die Hypothese, dass das
gezielte Klickertraining der Miitter ohne deren Nachkommen zu trainieren (M+N-) im Vergleich
zu untrainierten Nachkommen von untrainierten Muttern (M-N-), trainierten Nachkommen von
untrainierten Mittern (M-N+) und trainierten Nachkommen von trainierten Mittern (M+N+)
signifikant einen hoheren Nestbau Score aufweisen, wurden nicht bestatigt.
Zusammenfassend wurde festgestellt, dass das Klickertraining der Nachkommen und der
Mutter keinen Einfluss auf den Nestbau Score hat und somit das Wohlbefinden der
Nachkommen nicht verschlechtert. Es ist lediglich eine Tendenz zu erkennen, dass das
Training der Mitter zu einem hdheren Nestbau Score der Nachkommen beider Geschlechter
beitragt. Wirde das Klickertraining zu einer Verschlechterung des Wohlbefindens der
Nachkommen beitragen, muissten die trainierten Gruppen (M-N+, M+N-, M+N+) einen
kleineren Nestbau Score aufweisen, im Vergleich zu den untrainierten Nachkommen (M-N-).
Dies ist nicht der Fall und somit hat das Klickertraining keine Verschlechterung des
Wohlbefindens zur Folge unter Berlcksichtigung der Ergebnisse des Nestbauverhaltens. Die
Ubertragung einer Verbesserung des Wohlbefindens auf die Nachkommen von trainierten

Mittern kann somit aber auch nicht bestétigt werden. Im vorherigen Versuchsteil konnte
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jedoch ein signifikanter Unterschied durch das Training der Nachkommen festgestellt werden.
Ein moglicher Grund, wieso das bei der verkirzten Einfilhrung nicht der Fall ist, kbnnte die
Anzahl der Tiere sein, welche wesentlich geringer war. Dennoch konnte eine Tendenz
nachgewiesen werden, die durch eine Vergréf3erung der Tierzahl vermutlich signifikant

bestatigt werden kénnte.

Die Untersuchungen des Saccharose Praferenz Testes ergaben keine Unterschiede weder
durch das Kilickertraining der Nachkommen noch durch das der Mitter. Auch unter
Bertcksichtigung des Geschlechtes konnte kein Unterschied festgestellt werden. Die
Hypothesen, dass das gezielte Klickertraining der Mutter ohne deren Nachkommen zu
trainieren (M+N-) im Vergleich zu trainierten Nachkommen von untrainierten Mittern (M-N+)
und trainierten Nachkommen von ftrainierten Muttern (M+N+) signifikant eine gréRere
Aufnahme an Saccharosel6sung zeigt, wurde nicht bestéatigt. Hinzukommt, dass die
untrainierten Nachkommen von trainierten Miuttern keine groRere Saacharoseaufnahme
zeigen im Vergleich zu untrainierten Nachkommen von untrainierten Muttern (M-N-).
Zusammenfassend wurde festgestellt, dass das Klickertraining der Mitter und das Training
der Nachkommen keine Auswirkungen auf den Saccharosekonsum haben. Die Saccharose
Praferenz ist zwar durch das Klickertraining der Mtter im Vergleich zur Literatur reduziert und
liegt bei 60,2 %, sie unterscheidet sich jedoch nicht signifikant von der Praferenz der
untrainierten Nachkommen von untrainierten Mittern (M-N-), welche bei 77,3 % liegt. Dieses
Ergebnis deutet darauf hin, dass das Klickertraining der Mutter keinen signifikanten Einfluss
auf das Belohnungs-assoziierte Verhalten der Nachkommen hat, obwohl eine tendenzielle
Reduktion der Saccharose Praferenz beobachtet wurde. Von einem anhedonischem
Verhalten wird erst dann gesprochen, wenn die Préferenz unter 60 % liegt (Liu et al., 2018).
Eine Unterschreitung der Praferenz von 60 % ist somit nicht erreicht. Unter Bertcksichtigung
des méannlichen Geschlechtes konnte eine reduzierte Saccharose Préferenz nachgewiesen
werden. Das Training der Mutter (Abbildung 50 B: M+N- 55 %) und das Training der
Nachkommen (Abbildung 50 B: M-N+ 58,5 %) fuhrten zu einer Reduktion der Saccharose
Praferenz. Ublicherweise wird eine Praferenzunterschreitung von 60 bis 75% als Indikator fiir
anhedonisches Verhalten interpretiert (Liu et al., 2018). Da die Praferenzwerte der mannlichen
Nachkommen nicht signifikant von den untrainierten Nachkommen untrainierter Mutter (M—N-
) abweichen, wird nicht von einem anhedonischem Verhalten ausgegangen. Eine
Unterschreitung der Saccharose Praferenz bei den weiblichen Nachkommen konnte nicht
nachgewiesen werden, lediglich eine Tendenz, dass das Klickertraining der Nachkommen die
Praferenz reduziert. Ein weiterer Grund wieso es keinen Unterschied innerhalb der Gruppen
gibt, kbnnte daran liegen, dass die untrainierten Nachkommen von untrainierten Muttern
keinem Stressreiz ausgesetzt waren. Ohne vorherige Stressinduktion liegt die Sacharose
Praferenz bei 80 % was darauf hinweist, dass die Tiere ein normales Belohnungsverhalten
151



zeigen und keine Anzeichen von Anhedonie aufweisen. Der Stressreiz muss entsprechend
hoch sein, um eine messbare Auswirkung auf das Verhalten nachweisen zu kénnen. Nur nach
einer starken Stressindikation kdnnen Veranderungen in der Saccharose Praferenz
nachgewiesen werden wie z. B. bei psychosozialem Stress (Einzelhaltung) (Du Preez et al.,
2020). In unserem Versuch ist es nicht mdglich, die untrainierten Nachkommen von
untrainierten Muttern direkt mit Mausen zu vergleichen, die psychosozialem Stress ausgesetzt
waren, da so eine Gruppe in diesem Projekt nicht beriicksichtigt wurde. Unsere Daten zeigen,
dass das Klickertraining keine Steigerung der Saccharose Préferenz zur Folge hat. Eine
interessante Fragestellung ware es, den Saccharosekonsum der trainierten Nachkommen
nach einer Stressindikation zu untersuchen. Es ware daher sinnvoll eine Gruppe, die einem
Stressreiz  ausgesetzt wurde in die zukinftigen Gruppen zu integrieren. Die
Wabhrscheinlichkeit, den Einfluss des Klickertrainings auf den Saccharosekonsum
nachzuweisen, wiirde steigen. Hierbei sollte geprift werden, ob das Klickertraining in der Lage
ist den Stressreiz zu kompensieren, was sich durch den Konsum von zuckerhaltigem Wasser

zeigen konnte.

Nicht nur die Bestimmung der Saccharose Praferenz kann Depressions-assoziiertes Verhalten
detektieren, sondern auch der Schwimmtest. Die Hypothese, dass das gezielte Klickertraining
der Miutter ohne die Nachkommen zu trainieren (M+N-) im Vergleich zu untrainierten
Nachkommen von untrainierten Muttern (M-N-), trainierte Nachkommen von untrainierten
Mittern (M-N+) und trainierten Nachkommen von trainierten Muttern (M+N+) signifikant eine
kirzere Immobilititsdauer im Schwimmtest (FST) zeigt, kann widerlegt werden.
Zusammenfassend wurde festgestellt, dass das Klickertraining der Mutter wie auch das der
Nachkommen beider Geschlechter keinen Einfluss auf das Depressions-assoziierte Verhalten
in Bezug auf die Bewaltigungsstrategie der Nachkommen hat. Auch unter Beriicksichtigung
des weiblichen und mannlichen Geschlechtes konnte kein Unterschied nachgewiesen werden.
Die Grinde, wieso kein Einfluss des Trainings auf dieses Verhalten nachzuweisen ist, konnte
vielfaltig sein. Einer davon kann sein, dass die Immobilitatsdauer der nicht trainierten
Nachkommen von untrainierten Mattern (M-N-) mit 7,4 % (Abbildung 50) bereits relativ niedrig
ist. Die Literatur weist eine Immobilitdtsdauer von unbehandelten Mausen im Bereich von 40
bis 50 % (Leidinger et al., 2017, Du Preez et al.,, 2020) auf. Dahingegen zeigten die
untrainierten Nachkommen von trainierten Mdattern (M+N-), trainierten Nachkommen von
untrainierten Muttern (M-N+) und trainierte Nachkommen von trainierten Mittern (M+N+) eine
tendenziell kirzere Immobilitdtsdauer im Vergleich zu untrainierten Nachkommen von
untrainierten Muttern (M-N-), sowohl bei den maénnlichen als auch bei den weiblichen
Nachkommen. Um diese Daten zu prifen, sollte tber eine Erhéhung der Tierzahl diskutiert

werden. Ein weiterer Grund konnte sein, dass die Nachkommen keiner
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verhaltensveréndernden Stressindikation ausgesetzt waren und alle tierfreundlich nur mit der
Hand und nicht am Schwanz gehandhabt wurden. Somit ist ein Effekt des Klickertrainings nicht
nachweisbar, da es zu keiner Verschlechterung und somit zu einer Reduktion der Saccharose
Referenz kam. Dafir wére eine Gruppe an Mausen ratsam, die einem Stressreiz ausgesetzt
werden. Es wurde nachgewiesen, dass eine Stressindikation (Injektion) zu einer erhéhten
Immobilitatsdauer fihrt (Au - Can et al., 2012). Der CD1 Stamm weif3t eine Immobilitatsdauer
von Uber 150 Sekunden auf (Can et al., 2011). Umgerechnet ergibt das bei einer Gesamtdauer
von 360 Sekunden (6 Minuten) eine Immobilitatsdauer von knapp 41 %. Die langste
Immobilitatsdauer die wir nachweisen konnten, betrug 10,1 % bei den weiblichen untrainierten

Nachkommen von untrainierten Mittern.

Zusammenfassend wurde festgestellt, dass das Klickertraining der Miitter als auch das der
Nachkommen  tendenziell die  aktive Bewaltigungsstrategie  fordert.  Aktive
Bewaltigungsstrategien, wie beispielsweise das Schwimmen oder exploratives Verhalten
(Acklin and Gault, 2015), erméglichen Rickschliisse auf das Wohlbefinden der Mause. Ein
gesteigertes Wohlbefinden der Tiere wird beobachtet, wenn sie solche aktiven
Bewadltigungsstrategien anwenden. Die reduzierte Immobilitdtsdauer, die durch das
Klickertraining beobachtet wurde, lasst Riickschlisse auf ein verbessertes Wohlbefinden der
Mause zu. Das Klickertraining fordert die aktive Bewaltigungsstrategie und tragt dadurch zu

einer Steigerung des Wohlbefindens der Nachkommen bei.

Die Bestimmung der Corticosteronkonzntration, wird genutzt um das Wohlbefinden sowie den
Schweregrad der Belastung von Mausen durch Experimente zu evaluieren (Leenaars et al.,
2020). Die Ergebnisse der Corticosteronauswertung zeigen eine signifikante hohere
Plasmakonzentration beider Geschlechter durch das Klickertraining der Miitter (Abbildung 52:
M+N- und M+N+). Die weiblichen Nachkommen zeigen signifikant hohere
Corticosteronkonzentrationen nach dem Training ihrer Mitter sowie ihrem eigenen Training
(M+N+). Bei den mannlichen Nachkommen wurde festgestellt, dass das Training der
Nachkommen die Corticosteronkonzentration im Plasma signifikant reduziert. Die Hypothese,
dass untrainierte Nachkommen von trainierten Mittern (M+N-) im Vergleich zu untrainierten
Nachkommen von untrainierten Mittern (M-N-) und trainierte Nachkommen von untrainierten
Mittern (M-N+) eine geringere Corticosteronkonzentration zeigen, wurde nicht bestétigt. Die
Hypothese, dass die trainierten Nachkommen von trainierten Muttern (M+N+) im Vergleich zu
untrainierten  Nachkommen von trainierten  Mittern (M+N-) eine  geringer
Corticosteronkonzentration zeigen, wurde nicht bestétigt. Zusammenfassend wurde
festgestellt, dass das Training der Mutter die Corticosteronkonzentration der Nachkommen
unter Bertlicksichtigung beider Geschlechter erhdht. Bei den weiblichen Nachkommen flihrt

sowohl das Klickertraining der Mtter als auch das eigene Training der Nachkommen zu einer
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Erhéhung der Corticosteronkonzentration. Im Gegensatz dazu zeigt sich bei den méannlichen
Nachkommen eine Reduktion der Corticosteronkonzentration ausschlief3lich durch ihr eigenes
Training. Die hohere Corticosteronkonzentration bei den weiblichen Nachkommen im
Vergleich zu den mannlichen Nachkommen entsprach den Erwartungen. Aufgrund ihrer
unterschiedlichen Hormone ist die Coticosteronkonzentration bei den weiblichen Tieren
generell héher als bei den mannlichen (Atkinson and Waddell, 1997). Die Ergebnisse legen
nahe, dass das Klickertraining der Mitter von den weiblichen Nachkommen die
Corticosteronkonzentration erhoht. In der Literatur wird eine erhohte
Corticosteronkonzentration nach einer Stressindikation als Indikator fur eine Verschlechterung
des Wohlbefindens gewertet (Tsuchimine et al, 2020). Eine Erhohung der
Corticosteronkonzentration kann jedoch auch durch Erregung infolge einer erwarteten
Belohnung hervorgerufen werden (Ralph and Tilbrook, 2016, Ratuski et al., 2024). Folglich
konnte das Klickertraining gefolgt von der Belohnung zu einer Erhéhung der
Corticosteronkonzentration flhren. Dies konnte als ein Hinweis auf eine Verbesserung des
Wohlbefindens interpretiert werden, anstatt auf eine Verschlechterung. Ein Vergleich der
Werte aus dieser Studie mit Werten aus der Literatur zeigt, dass das Klickertraining zwar zu
einer Erhdhung der Corticosteronkonzentration fuhrt, diese jedoch deutlich unter den
Konzentrationen liegt, die nach einem Fixierungs- oder Injektionsstress beobachtet werden
(Marchette et al., 2018, Du Preez et al., 2020). Selbst die Messung im Ruhezustand ist noch
deutlich héher im Vergleich zu den Werten nach dem Klickertraining (Marchette et al., 2018).
Nicht zu vergessen, dass die Blutproben nach dem Schwimmtest entnommen wurden. Hier
zeigt die Literatur Corticosteronkonzentrationen um die 100 ng/mL (Du Preez et al., 2020),
wohingegen diese Studie maximale Werte von etwa 7 ng/mL nachweisen konnte. Um die
Hypothese zu prifen, dass positiver Erwartungsstress einen Anstieg des
Corticosteronspiegels verursacht ohne dabei das Wohlbefinden negativ zu beeinflussen, sind
zusatzliche Experimente erforderlich. Ein mdglicher erster Ansatz ware, die
Corticosteronkonzentration im Blut nach der Futterbelohnung zu messen. Bei den mannlichen,
trainierten Nachkommen zeigen die Ergebnisse eine Reduzierung der Corticosteronwerte.
Folglich kdnnte das Klickertraining bei den Nachkommen die Konzentration senken und wiirde

somit zu einer Stressreduktion beitragen.

Bei dem Crl:CD1(ICR) Stamm kann die Einfuhrungszeit des Klickertrainings von bisher 10
Minuten auf 5 Minuten reduziert werden. Es ist nicht mehr nétig die Klickereinfiihrung bei 10
Minuten pro Tier zu belassen, sowohl bei mannlichen als auch bei weiblichen Mausen. Der
positive Effekt des Klickertrainings kann leider nicht von der Mutter auf inre Nachkommen des
Crl:CD1(ICR) Stammes ubertragen werden. Vermutlich ist die Zeitspanne zwischen dem

Training der Mutter und dem Training der Nachkomme zu lang (diese betragt 11 Wochen).
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Dennoch zeigt ein doppeltes Klickertraining von Mutter und Nachkommen vielversprechende
Ergebnisse. Um zu prifen, ob das Klickertraining der Mutter wirklich keinen Effekt auf die
Nachkommen hat, wurde eine weitere Hypothese aufgestellt. Es wurde geprift, ob sich das
Angst- sowie Depressions-assoziierte Verhalten der Nachkommen von trainierten Muttern
verringert, wenn das Klickertraining der Mutter nach der Geburt der Nachkommen (P14)
wiederholt wird. Somit wirde die Zeitspanne zwischen dem Training der Mutter und dem
Training der Nachkommen verkdrzt. Anstatt der bisher 11 Wochen waren es dann nur noch 5
Wochen. Daher werden die Mutter im folgenden Versuchsteil zwei Mal, anstatt nur einmal,

trainiert.

5.3 DRITTER VERSUCHSTEIL: 5 MINUTEN KLICKEREINFUHRUNG MIT ZWEI
TRAININGSEINHEITEN DER MUTTER (PROTOKOLL B) DES AUSZUCHTSTAMMES
CRL:CD1(ICR)

In dem dritten Versuchsteil wird die Frage untersucht, ob ein doppeltes Training bzw. eine
Trainingswiederholung der Mutter das Verhalten ihrer Nachkommen beeinflussen kann. Die
ersten Daten die erhoben wurden, betreffen die Messung des Koérpergewichtes. Wahrend des
Klickertrainings nehmen alle Mause unabhéngig von ihrem Geschlecht an Gewicht zu. Eine
Unterschreitung des Ausgangsgewicht konnte nicht nachgewiesen werden. Die Hypothese,
dass trainierte Nachkommen im Vergleich zu untrainierten Nachkommen keine signifikante
Reduktion des Korpergewichtes zeigen, konnte bestatigt werden. Abhéngig von dem
Geschlecht konnte nachgewiesen werden, dass sowohl mannliche als auch weibliche
Nachkommen wéahrend dem Training an Gewicht zu nehmen. Das Training der mannlichen
Nachkommen fuhrt im Vergleich zum Training der Mutter zu einer signifikant hoheren
Gewichtszunahme. Dieses Ergebnis weist darauf hin, dass das Klickertraining einen direkten
Einfluss auf das Korpergewicht der trainierten Nachkommen hat, wéhrend das Training der
Mutter diesen Effekt nicht in gleichem Malfie hervorruft. Wie zuvor bereits erwéhnt wird das
Korpergewicht als Indikator fir das Wohlbefinden genutzt (Serradas et al., 2022). Eine
Abnahme des Korpergewichts wird mit einer Verschlechterung des Wohlbefindens in
Verbindung gebracht, wahrend eine Zunahme mit einer Verbesserung des Wohlbefindens in
Verbindung gebracht wird (Do et al., 2020, Li et al., 2022). Das Klickertraining hat keine
Reduktion des Gewichtes zur Folge und somit ist das Wohlbefinden in Bezug auf das
Korpergewicht nicht negativ beeinflusst. Gegenteilig wurde bewiesen, dass trainierte
Nachkommen im Vergleich zu untrainierten Nachkommen mehr an Gewicht zunehmen. Das
Training der Matter bewirkt lediglich eine geringe Gewichtszunahme im Vergleich zu dem

Training der Nachkommen. Eine signifikante Zunahme des Kérpergewichtes nach dem
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Training der Nachkommen konnte lediglich bei den mannlichen nicht aber bei den weiblichen
Nachkommen festgestellt werden. Zusammenfassend wurde festgestellt, dass das
Klickertraining der Nachkommen wie auch das der Mitter zu keiner Verschlechterung des

Wohlbefindens in Bezug auf das Kdrpergewicht fuhrt.

Die Auswertung des Trainingsverhaltens beider Geschlechter ergab, dass es wahrend des
Klickertrainings zu keiner signifikanten Steigerung der Trainingserfolge kam. Zwar zeigten die
Nachkommen eine tendenzielle Verbesserung im Verlauf des Trainings, jedoch konnte diese
nicht statistisch nachgewiesen werden. Die trainierten Nachkommen von trainierten Muttern
(M+N+) zeigen im Vergleich zu trainierten Nachkommen von untrainierten Muttern (M-N+)
tendenziell mehr Trainingserfolge. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass das Training
zwar leichte Verhaltensverbesserungen bewirken kann, diese jedoch nicht ausreichend
ausgepragt sind, um als signifikant betrachtet zu werden. Unter Berlcksichtigung des
mannlichen Geschlechtes konnte eine tendenzielle Zunahme der Trainingserfolge bei
trainierten Nachkommen von trainierten und untrainierten Mittern nachgewiesen werden. Die
trainierten, weiblichen Nachkommen von untrainierten Muttern (M-N+) verringern ihre
Trainingserfolge im Vergleich zu trainierten Nachkommen von trainierten Mittern (M+N+). Die
Hypothese, dass die trainierten Nachkommen von zweimal trainierten Mittern (Protokoll B:
M+N+) im Vergleich zu den Nachkommen von Mittern, die nur einmal trainiert wurden

(Protokoll A: M+N+) signifikant mehr Trainingserfolge zeigen, konnte nicht bestatigt werden.

Zusammenfassend wurde festgestellt, dass das Klickertraining der Nachkommen sowie das
zweifache Training der Miutter keinen Einfluss auf den Trainingserfolg haben. Der Grund,
wieso es keine signifikante Zunahme der Trainingserfolge beider Geschlechter gab, ist
unbekannt und wurde auch nicht erwartet. In vorherigen Klickertrainingseinheiten wurde bei
dem Crl:CD1(ICR) Stamm eine signifikante Zunahme nachgewiesen. Bei mannlichen wie auch
bei weiblichen Nachkommen. Es wird vermutet, dass Umweltfaktoren wie der Versuchsraum,
die Temperatur, die Lichtverhaltnisse, die Gerdusche oder die Wissenschaftler selber einen
Einfluss haben kénnten. Der Zeitraum von der Geburt der Nachkommen bis zum Start des
Klickertrainings betragt 7 Wochen. In dieser Zeit kénnen zahlreiche Umweltfaktoren das
Verhalten und die Entwicklung der Mause beeinflussen. Diese Faktoren kénnten die
Variabilitat der Trainingsergebnisse erklaren und sollten bei der Interpretation der Daten
berlcksichtigt werden. Werden die Trainingserfolge der Nachkommen von einmal trainierten
Muttern mit den Trainingserfolgen von zweimal trainierten Mittern verglichen, zeigt sich, dass
eine wiederholte Trainingseinheit bei den Muttern keine Verbesserung der Trainingserfolge
bewirkt. Die Hypothese, dass die trainierten Nachkommen von zweifach trainierten Muttern
(Protokoll B: M+N+) im Vergleich zu den Nachkommen von Muttern, die nur einmal trainiert

wurden (Protokoll A: M+N+) signifikant mehr Trainingserfolge zeigen, kann widerlegt werden.
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Dies deutet darauf hin, dass zusatzliche Trainingseinheiten bei den Mittern des Crl:CD1(ICR)
Stammes keinen signifikanten Einfluss auf die Effektivitat des Trainings haben und somit die

wiederholte Durchfuihrung des Trainings keinen Mehrwert bietet.

Die Interaktionszeit mit dem Experimentator vor dem Klickertraining beider Geschlechter zeigt
keine signifikanten Unterschiede. Unter Berlcksichtigung des Geschlechtes konnte gezeigt
werden, dass die mannlichen Nachkommen, deren Mutter zwei Mal trainiert wurden, signifikant
langer mit dem Experimentator interagieren im Vergleich zu den Nachkommen deren Mdtter
nicht trainiert wurden. Wie bereits zuvor nachgewiesen, zeigten die mannlichen Nachkommen
von einmal trainierten Miittern bereits eine Tendenz zu einer lAngeren Interaktionszeit mit dem
Experimentator vor dem Training. Nach einer Trainingswiederholung der Mutter (Protokoll B)
kann dies nun statistisch bestétigt werden. Das Klickertraining der Mitter verbessert die
Interaktionszeit der mannlichen Nachkommen vor ihrem eigentlichen Klickertraining. Bei den
weiblichen Nachkommen konnte kein Unterschied in der Interaktionszeit nachgewiesen
werden, unabhangig davon, ob die Mutter trainiert wurden oder nicht. Zusammenfassend
wurde festgestellt, dass ein zweifaches Training der Mitter nur bei den mannlichen
Nachkommen zu einer signifikanten Verlangerung der Interaktionszeit fihrt. Eine
Wiederholung des Trainings der Mutter nach der Geburt bewirkt somit eine Verlangerung der
Interaktionszeit mit dem Experimentator bereits vor dem eigentlichen Training der ménnlichen
Nachkommen. Aufgrund der verlangerten Interaktionszeit wird davon ausgegangen, dass die
Nachkommen mehr exploratives Verhalten zeigen. Ein langeres exploratives Verhalten lasst
Ruckschlisse auf deren Wohlbefinden zu (Fu et al., 2023). Das zweifache Klickertraining der
Mutter fahrt bei ihren méannlichen Nachkommen zu einer Verbesserung der Interaktionszeit
und somit zu einer Steigerung des Wohlbefindens, da das Angst-assoziierte Verhalten der
Nachkommen reduziert ist. Wenn die Nachkommen Angst-assoziierte Verhaltensweisen
zeigen wirden, wirden sie in einer Ecke sitzen und sich nicht bewegen. Sie verfallen in das
Jfreezing® Verhalten bei dem sie regungslos sitzen bleiben. Die Nachkommen in unseren
Versuchen interagieren jedoch mit dem Experimentator d. h. sie riechen, legen eine Pfote auf
die Hand oder klettern sogar auf die Hand. Das sind alles freiwillige Verhaltensweisen, die
gegen ein Angst-assoziiertes Verhalten sprechen (Hurst and West, 2010, Gouveia and Hurst,
2013, Gouveia and Hurst, 2019). Wie zu erwarten war, verlangert sich die Interaktionszeit mit
dem Experimentator nach dem Training. Die Hypothese, dass trainierte Nachkommen von
trainierten Muttern (M+N+) beider Geschlechter eine signifikant l&ngere Interaktionszeit im
Vergleich zu den trainierten Nachkommen von untrainierten Mittern (M-N+), untrainierten
Nachkommen von trainierten Mittern (M+N-) und von untrainierten Nachkommen von
untrainierten Muttern (M-N-) zeigen, kann bestatigt werden. Zusammenfassend wurde
festgestellt, dass das Klickertraining der Nachkommen wie auch das der Mitter zu einer
Verlangerung der Interaktionszeit mit dem Experimentator fuhrt. Werden die
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Interaktionenzeiten der trainierten Nachkommen von trainierten Muttern aus Protokoll B
(Abbildung 57 A: 17,6 Sekunden) mit denen aus Protokoll A (Abbildung 44 A: 9,8 Sekunden)
verglichen, stellte man fest, dass sich die Interaktionszeit verlangert. Ein zweifaches Training
der Mitter sowie das Training ihrer Nachkommen (Protokoll B) fuhren zu einer langeren
Interaktionsdauer mit dem Experimentator im Vergleich zu einem einmaligen Klickertraining
(Protokoll A). Diese Ergebnisse lassen sich auch auf die mannlichen Nachkommen
Ubertragen. Trainierte, mannliche Nachkommen von trainierten Mittern (Abbildung 57 B: 19,9
Sekunden) interagieren signifikant langer im Vergleich zu untrainierten Nachkommen von
untrainierten Muttern (Abbildung 57 B: 3,2 Sekunden). Die weiblichen Nachkommen zeigen
keine signifikanten Unterschiede in der Interaktionszeit, die durch das Training der
Nachkommen oder das Training der Miitter beeinflusst werden. Allerdings gibt es eine
Signifikanz in der Interaktion. Das bedeutet, dass der Einfluss des Trainings auf die
Interaktionszeit davon abhangt, ob das Training bei den Muttern oder den Nachkommen
stattfindet. Ein Effekt auf die Interaktionszeit tritt nur dann auf, wenn sowohl die Mditter als auch
die Nachkommen trainiert werden. Ein Training, das nur bei den Mittern oder nur bei den
Nachkommen durchgefiihrt wurde, fihrt zu keinen signifikanten Unterschieden in der

Interaktionszeit.

Zusammenfassend wurde festgestellt, dass das Protokoll B die Interaktionszeit nach dem
Klickertraining verlangert im Vergleich zu Protokoll A. In Abhangigkeit der Interaktionszeit ist
es ratsam die Mitter zweimal zu trainieren und deren Nachkommen einmal. Dies steigert die
Interaktionszeit mit dem Experimentator um bis zu 30 % [(Abbildung 57 A: 17,6 Sekunden 2
29,33 % von der Gesamtdauer der Interaktion von 60 Sekunden),(Abbildung 44 A: 9,8
Sekunden 2 16,33 % von der Gesamtdauer der Interaktion von 60 Sekunden) Die Differenz
von Protokoll B zu A betragt 13 %]. Aufgrund der Interaktionszeit kann davon ausgegangen

werden, dass das Klickertraining das Wohlbefinden der Mause verbessert.

Ob das Wohlbefinden in Bezug auf das Angst-assoziierte Verhalten auch Verbesserungen
zeigt, soll die Auswertung des EPMs und OFs liefern. Die Nachkommen beider Geschlechter
zeigen keinen Effekt des Klickertrainings weder auf die Aufenthaltsdauer in den offenen
Armen, noch in den geschlossenen Armen oder im Zentrum vom EPM. Lediglich das Training
der Mutter verkurzt signifikant die Gesamtlaufstrecke im EPM. Die Hypothese kann bestatigt
werden, dass sowohl das gezielte Klickertraining der Mitter ohne die Nachkommen zu
trainieren (M+N-) sowie das gezielte Training der Nachkommen ohne die Mutter zu trainieren
(M-N+) im Vergleich zu dem gezielten Training der Nachkommen von trainierten Muttern
(M+N+) die gleiche Gesamtlaufstrecke und Aufenthaltsdauer in den offenen Armen des
erhohten Pluslabyrinths (EPMs) zeigen. Die Hypothese, die besagt, dass das gezielte

Klickertraining der Mutter ohne die Nachkommen zu trainieren (M+N-) im Vergleich zu
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untrainierten Nachkommen von untrainierten Muttern (M—N-) als auch zu den trainierten
Nachkommen von untrainierten Mittern (M—N+) eine signifikant langere Gesamtlaufstrecke
und Aufenthaltsdauer in den offenen Armen des erhéhten Pluslabyrinths (EPMs) aufweist,
konnte nicht bestatigt werden. Zusammenfassend wurde festgestellt, dass ein doppeltes
Klickertraining der Mitter keinen Einfluss auf das Angst-assoziierte Verhalten der
Nachkommen im EPM zeigt, wobei sowohl mannliche als auch weibliche Nachkommen
bertcksichtigt wurden. Der Effekt des Klickertrainings ist nicht so auschlaggebend, dass er auf
die nachste Generation ubertragen werden kann. Auch das alleinige Klickertraining der
Nachkommen hat keinen Einfluss auf das Angst-assoziierte Verhalten. Unter Berticksichtigung
der weiblichen Nachkommen kdnnen keine Auswirkungen des Klickertrainings auf die
Aufenthaltsdauer in den offenen Armen des EPMs nachgewiesen werden. Bei den mannlichen
Nachkommen hingegen verkirzt das Klickertraining der Nachkommen signifikant die
Aufenthaltsdauer in den offenen Armen des EPMs. Das Klickertraining der Mitter hat keine
Auswirkungen auf die Aufenthaltsdauer der mannlichen Nachkommen in den offenen Armen
des EPMs.

Die Ergebnisse vom OF Test zeigen keinen signifikanten Effekt auf die Aufenthaltsdauer im
Zentrum weder durch das Klickertraining der Mitter noch das der Nachkommen. Es wurde
jedoch ein signifikanter Effekt in der Interaktion von dem Klickertraining der Nachkommen und
der Mitter nachgewiesen. Sobald beide trainiert werden, sinkt die Aufenthaltsdauer der
Nachkommen im Zentrum des OFs. Das doppelte Klickertraining der Miitter verbessert die
Aufenthaltsdauer nicht. Im Gegenteil, das doppelte Klickertraining hat eine Verschlechterung
zur Folge. Ein mdglicher Grund dafir kbnnten die zu langen Trainingseinheiten sein. Zu viel
Training kann negative Folgen haben. Negativ bedeutet, dass es zu
Verhaltensveranderungen, erhohten Corticosteronwerten (Nowacka-Chmielewska et al.,
2022), Muskelschaden, verminderter Leistungsfahigkeit und einer Verdnderung des
Immunsystems kommen kann. Eine Studie konnte nachweisen, dass Mause die ein 4 Wochen
langes, sich oft wiederholdes Laufbandtraining absolvierten, eine kirzere Laufstrecke im OF
sowie eine kirzer Aufenthaltsdauer in den offenen Armen des EPMs aufzeigten (Chung et al.,
2021). Beide Ergebnisse deuten darauf hin, dass ein zu intensives Laufbandtraining zu einer
Verschlechterung des Angst-assoziierten Verhaltens fuhrt. Wir vermuten daher, dass ein
doppeltes Klickertraining der Mitter und das Training der Nachkommen, die sich auf
insgesamt 3 Wochen Training belaufen, zu viel ist und es aufgrund dessen zu einer Reduktion
der Aufenthaltsdauer im Zentrum des OFs kommt. Die Hypothese, dass die trainierten
Nachkommen von trainierten Mittern (M+N+) eine signifikant langere Aufenthaltsdauer im
Zentrum des OFs haben im Vergleich zu untrainierten Nachkommen von trainierten Mittern
(M+N-), trainierten Nachkommen von untrainierten Mittern (M-N+) und untrainierten
Nachkommen von untrainierten Mattern (M-N-) kann widerlegt werden. Auch die Auswertung
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der Aufenthaltsdauer in der Peripherie und der Gesamtlaufstrecke im OF zeigen keine
statistischen Unterschiede. Die Hypothese, dass die trainierten Nachkommen von trainierten
Mittern (M+N+) eine signifikant langere Aufenthaltsdauer in der Peripherie und der
Gesamtlaufstrecke im OF haben im Vergleich zu untrainierten Nachkommen von trainierten
Mittern (M+N-), trainierten Nachkommen von untrainierten Mittern (M-N+) und untrainierten
Nachkommen von untrainierten Muttern (M-N-) kann widerlegt werden. Die Hypothese, dass
untrainierte Nachkommen von trainierten Muttern (M+N-) und trainierte Nachkommen von
untrainierten Muttern (M-N+) eine gleich lange Aufenthaltsdauer in der Peripherie und der
Gesamtlaufstrecke im OF haben im Vergleich zu den trainierten Nachkommen von trainierten

Mittern (M+N+), kann bestatigt werden.

Zusammenfassend wurde festgestellt, dass das doppelte Klickertraining der Mitter sowie das
Training der Nachkommen keine Reduktion des Angst-assoziierten Verhaltens bei dem
Crl:CD1(ICR) Stamm in Bezug auf den OF Test bewirkt. Im Gegenteil, das zweifache
Klickertraining der Mutter verschlechtert das Angst-assoziierte Verhalten der Nachkommen.
Daher ist eine Wiederholung des Trainings der Mutter bei dem Crl:CD1(ICR) Stamm nicht
notig.

Die Ergebnisse des Nestbauverhaltens zeigen statistisch keine Unterschiede durch das
Klickertraining weder unter Berticksichtigung beider Geschlechter noch bei den mannlichen
oder den weiblichen Nachkommen. Es wurde angenommen, dass die Nachkommen von
Mittern in verschiedenen Trainingszustanden (M+N+, M+N-, M-N+, M-N-) unterschiedliche
Werte des Nestbau Scores aufweisen wirden. Jedoch wurde diese Hypothese widerlegt. Wir
vermuteten, dass ein doppeltes Klickertraining einen gréReren Effekt auf das
Nestbauverhalten hat. Doch wie durch die Ergebnisse vom EPM und OF nachgewiesen wurde,
zeigten die trainierten Nachkommen von trainierten Muttern (M+N+) den kleinsten Nestbau
Score. Zusammenfassend wurde festgestellt, dass ein doppeltes Klickertraining der Mutter bei
dem Crl:CD1(ICR) Stamm das Wohlbefinden nicht verbessert. Ein hoher Nestbau Score wird
gleichgesetzt mit einem guten Wohlbefinden der Tiere. Fiihlen sich die Tiere unwohl bauen
sie qualitativ schlechter Nester (Jirkof et al., 2013). Allerdings gibt es keine Anzeichen darauf,
dass ein doppeltes Training die Qualitat der Nester verschlechtert. Unter normalen Umstanden
(ohne Stressreize fir die Mause) betragt der Wert des Nestbau Scores ungefahr 2,5 (Jirkof et
al., 2013, Xiong et al., 2018, Neely et al., 2019). In unseren Daten liegt der geringste Nestbau
Score bei dem Crl:CD1(ICR) Stamm bei 2,8. Somit wurde die Aussage getéatigt, dass das
Klickertraining das Nestbauverhalten der Tiere nicht negativ beeinflusst. Hatten die Mause
durch das Kilickertraining Stress, wirde das die kognitive Leistungsféahigkeit reduzieren und zu

einem verminderten Nestbauverhalten fuhren (Gellner et al., 2022). Dies ist aber nicht der Fall.
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Die Auswertung des Depressions-assoziierten Verhaltens der Mause zeigt bei beiden
Geschlechtern keine Unterschiede in der Saccharose Praferenz und in der Immobilitatsdauer.
Es wurden eine gréRere Saccharoseaufnahme und eine kirzere Immobilitatsdauer im FST bei
trainierten Nachkommen von trainierten Mduttern (M+N+) vermutet im Vergleich zu
untrainierten Nachkommen von trainierten Muttern (M+N-), trainierte Nachkommen von
untrainierten Mittern (M-N+) und untrainierte Nachkommen von untrainierten Mittern (M-N-).
Doch diese Hypothese konnte widerlegt werden. Die Hypothese, dass das gezielte
Klickertraining der Mitter ohne ihre Nachkommen zu trainieren (M+N-) sowie trainierte
Nachkommen von untrainierten Mittern (M-N+) im Vergleich zu trainierten Nachkommen von
trainierten Muttern (M+N+) die gleiche Aufnahme an Saccharoseldsung zeigt, kann bestatigt
werden. Unter Bertcksichtigung des mannlichen Geschlechtes konnten ebenfalls keine
Unterschiede in der Saccharose Praferenz und in der Immobilitdtsdauer nachgewiesen
werden. Die weiblichen Nachkommen haben allerdings durch ihr eigenes Klickertraining eine
signifikant reduzierte Saccharoseaufnahme. Das doppelte Klickertraining der Mitter des CD1
Stammes reduzierte die Saccharoseaufnahme nicht, wohingegen das Klickertraining der
Nachkommen diese reduziert. Die Saccharose Aufnahme bei trainierten Nachkommen von
untrainierten Mittern liegt bei 51,8 % (Abbildung 63 C). Diese Werte sind laut der Literatur
erste Anzeichen fur ein anhedonisches Verhalten (Liu et al., 2018). Dennoch behaupten wir,
dass das Klickertraining der weiblichen Nachkommen kein anhedoniches Verhalten auslost.
Der Grund, wieso die weiblichen Nachkommen weniger Saccharose konsumieren, kann nicht
eindeutig geklart werden. Die vorherigen Verhaltenstests kdnnen Ausloser fur eine reduzierte
Saccharoseaufnahme sein. AuBBerdem konnen Schwankungen in der Umgebung wie
Gerausche oder auch der weibliche Zyklus der Mause eine Rolle spielen. Der Aufbau der
Apparatur weist ebenfalls Schwachen auf. Ein Zwischenfall wahrend der Messung, welcher
wohIimdglich unbeobachtet blieb, kdnnte ein Ausloser dafir sein. Wie im ersten und zweiten
Versuchsteil bereits beschrieben, haben wir dennoch die Vermutung, dass das Klickertraining
die Saccharoseaufnahme reduziert als unwahrscheinlich. Zusammenfassend wurde
festgestellt, dass das doppelte Klickertraining der Miutter keinen Einfluss auf den
Saccharosekonsum hat. Lediglich das Klickertraining der weiblichen Nachkommen reduziert

die Aufnahme.

Die Ergebnisse des FST, der ebenfalls das Depressions-assoziierte Verhalten der Mause
bewertet, zeigten keine signifikanten Unterschiede, weder im Training der Mitter noch im
Training der Nachkommen und das sowohl bei beiden Geschlechtern als auch bei mannlichen
und weiblichen Nachkommen. Im Gegenteil, die Immobilitatsdauer ist sogar viel kiirzer als die
Literatur angibt. Wie bereits erwdhnt, weist die Literatur eine Immobilitatsdauer von

unbehandelten Mausen im Bereich von 40 bis 50 % (Leidinger et al., 2017, Du Preez et al.,
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2020) auf. Dennoch zeigten die weiblichen, untrainierten Nachkommen von trainierten Mittern
(M+N-), die weiblichen trainierten Nachkommen von untrainierten Muttern (M-N+) und die
weiblichen, trainierte Nachkommen von trainierten Mittern (M+N+) eine tendenziell kiirzere
Immobilitatsdauer im Vergleich zu den weiblichen, untrainierten Nachkommen von
untrainierten Muttern (M-N-). Die maximale Immobilitatsdauer aller weiblichen Gruppen liegt
bei 5,7 % (Abbildung 63 C). Das Klickertraining verkirzt die Immobilititsdauer und fordert
somit die aktive Bewaltigungsstrategie, was auf ein verbessertes Wohlbefinden schlie3en lasst
(Acklin and Gault, 2015). Die Ergebnisse sind auch auf beide Geschlechter und die
mannlichen Nachkommen Ubertragbar. Es gibt keinen signifikanten Unterschied in der
Immobilitatsdauer zwischen trainierten Nachkommen von trainierten Muttern (M+N+),
trainierte Nachkommen von untrainierten Mittern (M-N+), von untrainierten Nachkommen von
trainierten Mattern (M+N-) und von untrainierten Nachkommen von untrainierten Mittern (M-
N-). Die Hypothese, dass die Immobilitatsdauer im Schwimmtest von untrainierten
Nachkommen von trainierten Mattern (M+N-) im Vergleich zu untrainierten Nachkommen von
untrainierten Muttern (M-N-) und von trainierten Nachkommen von untrainierten Mittern (M-
N+) signifikant kirzer ist, wurde nicht bestatigt. Die Hypothese, dass untrainierte Nachkommen
von trainierten Mittern (M+N-) und trainierte Nachkommen von untrainierten Muttern (M-N+)
im Vergleich zu trainierten Nachkommen von trainierten Muttern (M+N+) eine gleich lange
Immobilitatsdauer im Schwimmtest zeigen, kann bestétigt werden. Die Hypothese, dass
trainierte Nachkommen von trainierten Muittern (M+N+) im Vergleich zu untrainierten
Nachkommen von untrainierten Muttern (M-N-) eine signifikant kiirzere Immobilitatsdauer im

Schwimmtest zeigen, kann nicht bestatigt werden.

Zusammenfassend wurde festgestellt, dass egal ob die Mitter oder die Nachkommen trainiert
werden die Immobilitdtsdauer verkirzt wird. Die kirzeste Immobilitditsdauer und somit die
aktive Bewaltigungsstrategie wird am meisten gefdrdert durch das doppelte Training der
Mutter ohne die Nachkommen zusatzlich noch einmal zu trainieren. Das bedeute, dass die
Auswirkungen des Klickertrainings der Miitter auf deren Nachkommen Ubertragbar sind. In
Zukunft kdnnten die Mitter bei einer Crl:CD1(ICR) Zucht zweifach trainiert werden wodurch
sich der positive Effekt des Klickertrainings auf deren Nachkommen Ubertragen liel3e. Dies
hatte den Vorteil, dass die Nachkommen unmittelbar nach dem Entwodhnen fur die weiteren
Versuche bereit wéren, ohne dass ein zusatzliches Training erforderlich ist. Dies ware
besonders vorteilhaft fir Mause, die weniger als eine Woche in der Haltung bleiben, da sie ein
einwdchiges Trainingsprogramm  zeitlich nicht durchlaufen konnen. Das doppelte
Klickertraining hat keinen Einfluss auf die Corticosteronwerte beider Geschlechter. Es besteht
kein signifikanter Unterschied in der Corticosteronkonzentration zwischen trainierten
Nachkommen von trainierten Muttern (M+N+), trainierten Nachkommen von untrainierten
Muttern (M-N+), untrainierte Nachkommen von trainierten Mittern (M+N-) und untrainierten
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Nachkommen von untrainierten Mittern (M-N-). Die Hypothese, dass trainierte Nachkommen
von trainierten Muttern (M+N+) im Vergleich zu trainierten Nachkommen von untrainierten
Mittern (M-N+) sowie untrainierte Nachkommen von trainierten Mduttern (M+N-) und
untrainierten Nachkommen von untrainierten Muttern (M-N-) signifikant eine geringere
Corticosteronkonzentration aufweisen, kann nicht bestatigt werden. Die Hypothese, dass
untrainierte Nachkommen von trainierten Mittern (M+N-) und trainierte Nachkommen von
untrainierten Muttern (M-N+) die gleiche Corticosteronkonzentration aufweisen wie trainierte
Nachkommen von trainierten Mittern (M+N+) kann bestatigt werden. Das gleiche betrifft auch
die weiblichen Nachkommen. Hier hat das doppelte Klickertraining keine Auswirkungen auf
die Corticosteronkonzentration. Lediglich eine Tendenz ist zu erkennen, dass das doppelte
Klickertraining der Mitter zusammen mit dem zusétzlichen Training der Nachkommen die
Corticosteronkonzentration erhdht. Wohingegen nur das doppelte Training der Mutter ohne
die Nachkommen zu trainieren die geringste Konzentration zur Folge hat. Um diese
vorlaufigen Ergebnisse zu prufen, muss die Tieranzahl erhort werden, da aufgrund der
Versuchsbedingungen einige Mause aus der Auswertung herausgenommen werden mussten.
Das Klickertraining der mannlichen Nachkommen hingegen fihrt zu einer signifikanten
Zunahme der Corticosteronkonzentration nach dem FST. Diese Ergebnisse sind gegenteilig
zu den Ergebnissen aus dem zweiten Versuchsteil. Das Training der mannlichen
Nachkommen fuhrt zu einer Reduktion der Cortikosteronkonzentration.Hier missen die
Ergebnisse aus der Literatur jeodch bertcksichtigt werden. Wie zuvor bereits erwahnt, wird
eine erhohte Corticosteronkonzentration nach einer Stressindikation als Indikator fur eine
Verschlechterung des Wohlbefindens gewertet (Tsuchimine et al., 2020). Eine Erh6hung der
Corticosteronkonzentration kann jedoch auch durch Erregung infolge einer erwarteten
Belohnung hervorgerufen werden (Ralph and Tilbrook, 2016, Ratuski et al., 2024). Folglich
konnte das Klickertraining gefolgt von der Belohnung zu einer Erhéhung der
Corticosteronkonzentration flhren. Dies konnte als ein Hinweis auf eine Verbesserung des
Wohlbefindens interpretiert werden, anstatt auf eine Verschlechterung. Ein Vergleich der
Werte aus dieser Studie mit Werten aus der Literatur zeigt, dass das Klickertraining zwar zu
einer Erh6hung der Corticosteronkonzentration fuhrt, diese jedoch deutlich unter den
Konzentrationen liegt, die nach einem Fixierungs- oder Injektionsstress beobachtet werden
(Marchette et al., 2018, Du Preez et al., 2020) Des Weiteren kénnte das doppelte
Klickertraining der Mitter an der Erhéhung der Corticosteronkonentration bei den
Nachkommen beteiligt sein. Zusammenfassend wurde festgestellt, dass es bei den
mannlichen Nachkommen zu einer Erh6hung der Corticosteronkonzentration kam, dies aber
kein Anzeichen fir eine Verschlechterung des Wohlbefindens war. Das doppelte
Klickertraining der Mutter hat keine negativen Auswirkungen auf das Wohlbefinden ihre

Nachkommen.
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Die Fragestellung die zu Beginn des Versuches untersucht wurde, ob eine
Trainingswiederholung der Mitter nach Geburt der Nachkommen eine Verringerung des
Angst- und Depressions-assoziierte Verhalten zur Folge hat, kann nicht bestatigt werden. Eine
Trainingswiederholung der Miutter zeigt keine Verringerung des Angst- und Depressions-
assoziierte Verhalten der Nachkommen. Das doppelte Klickertraining der Mutter zeigt weder
positive noch negative Auswirkungen auf das Wohlbefinden der Nachkommen. Obwohl das
Klickertraining der Mutter das Wohlbefinden der Nachkommen nicht verbessert, verschlechtert
es sich dadurch auch nicht. Insgesamt hat das doppelte Klickertraining einen neutralen
Einfluss auf das Wohlbefinden sowie auf Angst- und Depressions-assoziierte Verhalten und
wird somit nicht auf die Nachkommen Ubertragen. Interessanterweise steigt jedoch die
Interaktion mit dem Experimentator an, was Ruckschlusse auf das Wohlbefinden der Tiere
zulasst. Die Mause zeigen ein reduziertes Angstverhalten und vermehrtes
Explorationsverhalten, da sie freiwillig die Interaktion mit dem Experimentator suchen. Diese
Verhaltensweisen konnten jedoch in spezifischen Angst-assoziierten Verhaltenstests (EPM,
OF) sowie in Tests zur Untersuchung des Wohlbefindens (NBT) nicht eindeutig nachgewiesen
werden. Wir gehen davon aus, dass die Mause das Klickertraining positiv bewerten und
deshalb aktiv den Kontakt zum Experimentator suchen in der Erwartung einer
Futterbelohnung. Bei dem Crl:CD1(ICR) Stamm kann auf ein zweifaches Klickertraining der

Mutter verzichtet werden.

5.4 VIERTER VERSUCHSTEIL: 10 MINUTEN KLICKEREINFUHRUNG MIT EINMALIGEM

KLICKERTRAINING DER MUTTER (PROTOKOLL A) DES INZUCHTSTAMM C57BL/6JRJ.

Die Auswirkungen des Klickertrainings auf den Crl:CD1(ICR) Stamm waren gering. Es liegt die
Vermutung nahe, dass aufgrund des eher ruhigeren Verhaltens der Mause des Crl:CD1(ICR)
Stammes die Effekte bei einem aktiveren und nervéseren Mausstamm starker ausgepragt sein
koénnten. Im folgenden Versuchsteil soll daher untersucht werden wie sich das Klickertraining
auf den C57BL/6JRj-Stamm auswirkt. Daftir wurde das Klickertrainingsprotokoll A (einmaliges
Training der Mutter) mit einer Einflihrungszeit von 10 Minuten genutzt. Es wurden das Angst-
und Depressons-assoziierte Verhalten sowie das Wohlbefinden der Nachkommen untersucht.
Aufgrund der zu geringen Tierzahl sowie der unvorhergesehenen Geschlechterverteilung nach
Geburt war es nicht mdglich eine getrennte Aufteilung in mannliche und weibliche
Nachkommen vorzunehmen. Die Untersuchung einer weiteren Gruppe, um die Tierzahl zu
vergroRern, wirde eine geschlechterspezifische Auswertung mdoglich machen. Daher

beziehen sich folgende Ergebnisse auf beide Geschlechter gemeinsam.
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Als Erstes wurde die Gewichtszunahme wahrend des Klickertrainings bestimmt. Alle Mause
nehmen wahrend des Trainings an Gewicht zu. Eine Unterschreitung des Ausgangsgewichts
konnte nicht nachgewiesen werden. Die Hypothese, dass trainierte Nachkommen im Vergleich
zu untrainierten Nachkommen keine signifikante Reduktion des Koérpergewichtes zeigen,
konnte bestétigt werden. Ist das Wohlbefinden eingeschréankt oder minimiert, zeigt sich dies
anhand einer Reduktion des Kdrpergewichtes. Eine Verschlechterung des Wohlbefindens
fuhrt zu einer Abnahme des Korpergewichtes wohingegen eine Verbesserung des
Wohlbefindens zu einer Zunahme des Kdrpergewichtes fuhrt (Do et al., 2020, Li et al., 2022).
Kurz nach einer Narkose konnen geschlechtsspezifische Unterschiede in der
Gewichtsreduktion auftreten (Hohlbaum et al., 2017). Eine andere Studie zeigte, dass das
Korpergewicht mit dem Tumorwachstum korreliert. Je grofRer der Tumor desto groRer ist die
Gewichtsabnahme (JACOBSEN et al., 2013). Aufgrund dieser Erkenntnisse wird das
Korpergewicht als Indikator genutzt, um Rickschlisse auf das Wohlbefinden der Tiere
machen zu koénnen. Das Klickertraining hat keine Reduktion des Gewichtes zur Folge und
somit ist das Wohlbefinden in Bezug auf das Korpergewicht nicht negativ beeinflusst. Lediglich
das Klickertraining der Nachkommen bewirkt eine geringere Gewichtszunahme im Vergleich
zu dem Training der Mutter. Zusammenfassend wurde festgestellt, dass das Klickertraining
weder bei den Nachkommen noch bei den Miuttern zu einer Verschlechterung des

Wohlbefindens in Bezug auf das Kérpergewicht fuhrt.

Die Auswertung der Trainingserfolge beider Geschlechter des C57BL/6JRj Stammes bei einer
Einfihrungszeit von 10 Minuten zeigt einen signifikanten Anstieg mit den Trainingstagen. Das
betrifft sowohl die Trainingserfolge von trainierten Nachkommen von untrainierten Muttern (M-
N+) als auch die Erfolge von trainierten Nachkommen von trainierten Muttern (M+N+). Das
Klickertraining der Mitter hat jedoch keinen signifikanten Einfluss auf die Trainingserfolge. Erst
ab Tag 4 gibt es einen signifikanten Unterschied in der Haufigkeit des Trainingsverhaltens
zwischen den Nachkommen von trainierten und untrainierten Mattern. Die Hypothese, dass
trainierte Nachkommen von trainierten Mittern (M+N+) signifikant mehr Trainingserfolge
zeigen im Vergleich zu trainierten Nachkommen von untrainierten Muittern (M-N+) kann
bestatigt werden. Insgesamt wurde festgestellt, dass die Nachkommen mit zunehmenden
Trainingseinheiten ihre Erfolge im Training steigern. Aufgrund dieser Ergebnisse kénnen wir
davon ausgehen, dass die Mause das Klickertraining verstanden haben und auf den Klick
konditioniert wurden. Ein zusétzliches Klickertraining der Mitter ist bei dem C57BL/6JR|
Stamm ratsam in Bezug auf die Trainingserfolge. Aber auch ohne ein Training der Mutter
lassen sich die Nachkommen auf den Klick konditionieren und verbessern ihr
Trainingsverhalten. Werden nun die Trainingserfolge des C57BL/6JR) Stammes mit den
Trainingserfolgen des Crl:CD1(ICR) Stammes verglichen, wird deutlich, dass der C57BL/6JR]
Stamm deutlich mehr Trainingserfolge zeigt und sich somit besser trainieren lasst. Die
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Hypothese, wonach trainierte Nachkommen von trainierten Mittern (M+N+) des C57BL/6JRj
Stammes im Vergleich zu trainierten Nachkommen von trainierten Mittern (M+N+) des
Crl:CD1(ICR) Stammes die gleiche Anzahl an Trainingserfolgen aufweisen, kann widerlegt
werden. Signifikanzen lassen sich im Faktor Trainingstage und Stamm sowie in der Interaktion
nachweisen. Die Nachkommen des C57BL/6JR] Stammes zeigen bereits ab dem zweiten
Trainingstag signifikant mehr Trainingserfolge als der Crl:CD1(ICR) Stamm. Vorlaufige
Ergebnisse zeigen eine Tendenz, dass die mannlichen Nachkommen mehr von einem
Training profitieren als die weiblichen Nachkommen. Um eine statistische Aussage daruber
treffen zu konnen, muss die Tierzahl vergrof3ert werden. Zusammenfassend wurde
festgestellt, dass das Klickertraining sowohl bei dem C57BL/6JRj Stamm als auch bei dem
Crl:CD1(ICR) Stamm anwendbar ist.

Die Auswertung der Interaktionszeit zeigt keine signifikanten Unterschiede weder vor noch
nach dem Training. Wir erwarteten, dass aufgrund der hohen Trainingserfolge die
Interaktionszeit mit dem Experimentator nach dem Training zunimmt. Die Interaktionszeit nach
dem Training liegt im Bereich zwischen 3,3 und 5,6 Sekunden (Abbildung 63 B). Somit ist
diese statistisch nicht langer im Vergleich zu vor dem Training, welche bei 4,1 und 4,2
Sekunden (Abbildung 69 A) liegt. Die Hypothese, dass das gezielte Klickertraining der Mutter
ohne die Nachkommen zu trainieren (M+N-) im Vergleich zu trainierte (M-N+) und untrainierten
Nachkommen von untrainierten Muttern (M-N-) eine signifikant langere Interaktionszeit mit
dem Experimentator zeigt, kann widerlegt werden. Die Hypothese, dass das gezielte
Klickertraining der Miutter ohne die Nachkommen zu trainieren (M+N-) im Vergleich zu
trainierten Nachkommen von trainierten Muttern (M+N+) die gleiche Interaktionszeit mit dem
Experimentator zeigt, kann bestatigt werden. Ein Training der Nachkommen und ein Training
der Mtter verbessern die Interaktionszeit mit dem Experimentator. Wohingegen das einzelne
Training nur der Mutter oder nur der Nachkommen die Interaktionszeit kirzer ist im Vergleich

zu den untrainierten Nachkommen von untrainierten Mittern (M-N-).

Zusammenfassend wurde festgestellt, dass ein Training der Nachkommen und der Mutter des
C57BL/6JRj Stammes die Interaktion tendenziell verbessert. Die bisherigen Ergebnisse
deuten darauf hin, dass sowohl ein Training der Muttertiere als auch der Nachkommen zu
einer verkilrzten Interaktionszeit mit dem Experimentator fuhrt, verglichen mit den Mausen, die
kein Training erhielten. Weitere Wiederholungen des Versuchs, um die Tierzahl zu vergrof3ern,
sind notig, um statistisch zu prifen, ob die Tendenz signifikant wird. Im Vergleich zu dem
Crl:CD1(ICR) Stamm zeigt der C57BL/6JRj Stamm dennoch deutlich weniger Interaktion mit
dem Experimentator. Eine Mdglichkeit die Interaktion mit dem Experimentator zu verbessern,
ware das Trainingsprotokoll von einer auf zwei Wochen zu verlangern. Eine andere

Madglichkeit ware, zu untersuchen, ob ein doppeltes Training der Mdtter die Interaktionszeit der
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Nachkommen mit dem Experimentator verbessert. Der C57BL/6JRj Stamm ist generell ein
eher aktiver Mausstamm (Labs, 28.06.2024), weshalb es gut mdglich ist, dass die Mause mehr
Zeit bendtigen, um langer mit dem Experimentator zu interagieren - unabhangig von dem
Trainingserfolg. Die Mause, die gut im Training sind, missen dadurch nicht zwangslaufig
langer interagieren. Durch das Klickertraining und der Handhabe mittels Tunnel, ist der direkte
Kontakt mit dem Experimentator nicht gegeben. Die Ursache, wieso die C57BL/6JRj Mause
nach dem Training nicht langer interagieren, kann nicht eindeutig geklart werden. Ob eine
Reduktion des Angst-assoziierten Verhaltens durch das Training bewirkt wurde, kann erst mit
den folgenden Angst-assoziierten Verhaltenstests untersucht werden. Anhand der
Auswertung der Interaktionszeit kann keine Reduktion des Angst-assoziierten Verhaltens
beobachtet werden, weder durch das Training der Nachkommen noch durch das Training der
Miitter. Auch eine Ubertragung des Effektes vom Klickertraining auf die Nachkommen kann
nicht bestatigt werden. Bereits hier zeigen sich Unterschiede in der Auswirkung des
Klickertrainings zwischen dem C57BL/6JRj und dem Crl:CD1(ICR) Stamm.

Unter Berlcksichtigung des Angst-assoziierten Verhaltens wurden Verhaltenstest wie der
EPM und OF Test ausgewertet. Die Aufenthaltsdauer in den offenen sowie geschlossenen
Armen und im Zentrum des EPMs zeigt keine signifikanten Unterschiede unabhéangig davon,
ob die Nachkommen oder die Miitter zuvor trainiert wurden. Lediglich in der Gesamtlaufstrecke
(Abbildung 70 D) wurde ein signifikanter Effekt in der Interaktion (2-way ANOVA) des
Klickertrainings der Mutter sowie deren Nachkommen nachgewiesen. Die Hypothese, dass
untrainierte Nachkommen von trainierten Muttern (M+N-) im Vergleich zu trainierten
Nachkommen von untrainierten Mduttern (M-N+) und untrainierte Nachkommen von
untrainierten Mittern (M-N-) eine langere Aufenthaltsdauer in den offenen Armen des EPMs
zeigen, kann widerlegt werden. Die Hypothese, dass untrainierte Nachkommen von trainierten
Mittern (M+N-) im Vergleich zu trainierten Nachkommen von trainierten Mittern (M+N+) eine
gleiche lange Aufenthaltsdauer in den offenen Armen des EPMs zeigen, kann bestatigt
werden. Die Hypothese, dass untrainierte Nachkommen von trainierten Muttern (M+N-) im
Vergleich zu trainierten Nachkommen von untrainierten Mittern (M-N+) und untrainierte
Nachkommen von untrainierten Muittern (M-N-) eine langere Gesamtlaufstrecke im EPM
zurticklegen, wurde widerlegt. Die Hypothese, dass untrainierte Nachkommen von trainierten
Mittern (M+N-) im Vergleich zu trainierten Nachkommen von trainierten Miittern (M+N+) eine

langere Gesamtlaufstrecke im EPM zuriicklegen, wurde widerlegt.

Zusammenfassend wurde festgestellt, dass sowohl das Klickertraining der Nachkommen als
auch das Training der Mutter zu keiner signifikanten Reduzierung des Angst-assoziierten
Verhaltens filhren. Auch eine Ubertragung des Effektes vom Klickertraining auf die

Nachkommen findet zum jetzigen Zeitpunkt nicht statt. Es wurde kein Unterschied in der
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Aufenthaltsdauer in den offenen Armen nachgewiesen. Werden diese Daten mit der Literatur
(Dickmann et al.,, 2022, Melgar-Locatelli et al.,, 2024) verglichen, wird deutlich, dass die
Aufenthaltsdauer stark variieren kann. Die Aufenthaltsdauer bei C57BL6/JRj Mausen betragt
ca. 45 Sekunden (Dickmann et al., 2022, Melgar-Locatelli et al., 2024). Im Gegensatzdazu
wurde eine Aufenthaltsdauer von mindestens 88,7 Sekunden (Abbildung 70 A) in den offenen
Armen des EPMs festgestellt. Im Vergleich zu der Literatur fuhrt das Klickertraining zu einer
Reduktion des Angst-assoziierten Verhaltens. Dennoch sollten die untrainierten Nachkommen
von untrainierten Mittern nicht ignoriert werden. Diese Ergebnisse waren unerwartet, jedoch
ist zu beachten, dass alle Mause keinem Stressreiz ausgesetzt waren und dass alle Mause
mit der Hand umgesetzt wurden. Dies fuhrt auch bei den untrainierten Nachkommen von

untrainierten Mittern zu keinen Veranderungen.

Das Klickertraining hat Auswirkungen auf die Gesamtlaufstrecke im EPM. Ein Training der
Mitter wie auch ihrer Nachkommen bewirkt eine langere Laufstrecke. Eine langere
Laufstrecke deutet auf ein gesteigertes exploratives Verhalten der Mause hin. Dieses
vermehrte Erkunden unterstitzt die Ausibung natirlicher Verhaltensweisen, was wiederum
zu einer Verbesserung des Wohlbefindens der Mause beitragt (Fu et al.,, 2023). Das
Klickertraining verbessert das Wohlbefinden in Bezug auf die Gesamtlaufstrecke im EPM. Die
Auswirkungen des Klickertraining sind vermutlich zu gering um Unterschiede zu erkennen. Es
wurde davon ausgegangen, dass die Mause weder gestresst sind noch Angst-assoziierte
Verhaltensweisen zeigen. Bei Mausen die kein Angst-assoziiertes Verhalten zeigen, kann

dieses Verhalten auch nicht reduziert werden.

Die Ergebnisse des OFs zeigen keine Unterschiede in der Aufenthaltsdauer im Zentrum und
in der Peripherie zwischen dem Klickertraining der Nachkommen und der Mitter. Es wurde
vermutet, dass untrainierte Nachkommen von trainierten Mittern (M+N-) im Vergleich zu
trainierten Nachkommen von untrainierten Mittern (M-N+) und untrainierte Nachkommen von
untrainierten Muttern (M-N-) eine langere Aufenthaltsdauer im Zentrum zeigen sollten. Doch
diese Hypothese kann widerlegt werden. Die Hypothese, dass untrainierten Nachkommen von
trainierten Mittern (M+N-) im Vergleich zu trainierten Nachkommen von trainierten Miittern
(M+N+) eine gleich lange Aufenthaltsdauer im Zentrum aufweisen, kann bestétigt werden. Die
trainierten Nachkommen von trainierten Mittern (M+N+) zeigen tendenziell die langste
Aufenthaltsdauer im Zentrum des OFs. Wohingegen die untrainierten Nachkommen von
trainierten Muttern (M+N-) die kirzeste Aufenthaltsdauer im Zentrum haben.
Unerwarteterweise haben aber die untrainierten Nachkommen von trainierten Mittern (M+N-)
die langste Laufstrecke. Das Klickertraining der Mutter erhéht signifikant die Laufstrecke im
Vergleich zu dem Training der Nachkommen. Anhand dieser Ergebnisse wird vermutet, dass

das Klickertraining der Mdutter das explorative Verhalten vergro3ert und somit das
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Wohlbefinden verbessert (Fu et al., 2023). Aber wenn dies so ist, missten die untrainierten
Nachkommen von trainierten Muittern aber auch die langste Aufenthaltsdauer im Zentrum
nachweisen. Ein moglicher Grund hierfiir ist, die zu geringe Anzahl an Tieren, wie es bereits
zuvor schon einmal erwéhnt wurde. Es wird angenommen, dass bei weiteren Versuchen das
Minimum und Maximum bei den untrainierten Nachkommen von trainierten Mittern (M+N-) in
Bezug auf die Aufenthaltsdauer im Zentrum des OFs nicht mehr so eine groRRe Differenz hat.
Zusammenfassend wurde festgestellt, dass das Klickertraining der Mutter des C57BL/6JR;j
Stammes ausschlaggeben ist, um eine Reduktion des Angst-assoziierten Verhaltens in Bezug

auf den die Gesamtlaufstrecke im OF zu bewirken.

Die Auswirkungen des Klickertrainings auf das Nestbauverhalten des C57BL/6JRj Stammes
ergab keine Unterschiede im Vergleich zu den untrainierten Nachkommen von untrainierten
Mittern (M-N-). Lediglich eine Tendenz ist nachweisbar, dass das Klickertraining der
Nachkommen und das Training der Mutter das Nestbauverhalten positiv beeinflussen und
dadurch qualitativ bessere Nester gebaut wurden. Die Hypothese, dass untrainierte
Nachkommen von trainierten Muttern (M+N-) im Vergleich zu trainierten Nachkommen von
untrainierten Mittern (M-N+) und untrainierten Nachkommen von untrainierten Mittern (M-N-
) einen signifikant héheren Nestbau Score haben, wurde nicht bestatigt. Die Hypothese, dass
trainierte Nachkommen von trainierten Mittern (M+N+) im Vergleich zu trainierten
Nachkommen von untrainierten Mittern (M-N+) signifikant einen hoheren Nestbau Score
zeigen, kann nicht bestéatigt werden. Die Hypothese, dass untrainierte Nachkommen von
trainierten Muttern (M+N-) im Vergleich zu trainierten Nachkommen von trainierten Muttern
(M+N+) den gleichen Nestbau Score zeigen, kann bestatigt werden. Zusammenfassend wurde
festgestellt, dass eine Ubertragung des Effektes vom Klickertraining auf die Nachkommen zum
jetzigen Zeitpunkt nicht mdglich war. Dennoch gibt es erste Tendenzen, dass das
Klickertraining der Miutter wie auch das von ihren Nachkommen den Nestbau Score
verbessert. Weitere Versuche konnen mehr Information liefern auch bezogen auf
geschlechterspezifische Unterschiede. Es wird vermutet, dass unter normalen Bedingungen
also ohne einen Stressreiz bei den Mausen keine weitere Verbesserung mehr moéglich ist. Eine

Verschlechterung kann dadurch aber ausgeschlossen werden.

Die Auswirkung des Klickertrainings auf das Depressions-assoziierte Verhalten des
C57BL/6JRj Stammes wurde mittels Saccharose Praferenz und Schwimmtest ermittelt. Die
Ergebnisse des Saccharose Praferenztest ergab keine signifikanten Unterschiede im
Vergleich zu untrainierten Nachkommen von untrainierten Mittern (M-N-). Es wurde vermutet,
dass die untrainierten Nachkommen von trainierten Mittern (M+N-) im Vergleich zu trainierten
Nachkommen von untrainierten Mdattern (M-N+) und untrainierten Nachkommen von

untrainierten Muttern (M-N-) signifikant mehr Saccharose konsumieren. Diese Hypothese
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konnte widerlegt werden. Die Hypothese, dass trainierte Nachkommen von trainierten Mittern
(M+N+) im Vergleich zu trainierten Nachkommen von untrainierten Muttern (M-N+) signifikant
mehr Saccharose konsumieren, wurde nicht bestétigt. Die Annahme, dass untrainierte
Nachkommen von trainierten Muttern (M+N-) genauso viel Saccharose konsumieren wie
trainierte Nachkommen von trainierten Mittern (M+N+) kann bestétigt werden.
Zusammenfassend wurde festgestellt, dass das Klickertraining keinen Einfluss auf den
Saccharosekonsum hat. Eine Ubertragung auf die Nachkommen ist zum jetzigen Zeitpunkt
nicht moglich. Es zeigt sich lediglich eine Tendenz, dass das Klickertraining der Mutter
(Abbildung 73: M+N- 93,7 %) zu einem erhthten Saccharosekonsums fuhrt und somit das
Wohlbefinden verbessert, da kein Depressions-assoziiertes Verhalten erkennbar ist (Du Preez
et al.,, 2020, Primo et al., 2023). Diese Daten lassen sich auch auf den Schwimmtest
Ubertragen. Auch hier wurde vermutet, dass die untrainierten Nachkommen von trainierten
Mittern (M+N-) im Vergleich zu trainierten Nachkommen von untrainierten Mittern (M-N+) und
untrainierten Nachkommen von untrainierten Mittern (M-N-) signifikant eine klrzere
Immobilitatsdauer zeigen. Diese Hypothese konnte widerlegt werden. Die Hypothese, dass
trainierte Nachkommen von trainierten Mittern (M+N+) im Vergleich zu trainierten
Nachkommen von untrainierten Mittern (M-N+) signifikant eine kirzere Immobilitatsdauer
zeigen, kann nicht bestatigt werden. Die Hypothese, dass untrainierte Nachkommen von
trainierten Mittern (M+N-) im Vergleich zu trainierten Nachkommen von trainierten Mittern

(M+N+) eine gleich lange Immobilitatsdauer zeigen, kann bestétigt werden.

Zusammenfassend wurde festgestellt, dass das Klickertraining weder von den Nachkommen
noch von den Miittern einen Einfluss auf die Immobilitatsdauer im Schwimmtest hat. Eine
Ubertragung auf die Nachkommen ist zum jetzigen Zeitpunkt nicht moglich. Die
Immobilitatsdauer ist bei dem C57BL/6JRj Stamm mit maximal 31,1 % (Abbildung 74: M+N-)
langer als bei dem Crl:CD1(ICR) Stamm (Abbildung 38: M+N- 20,6 %). In der Literatur wird
berichtet, dass der CD1 Stamm generell eine kiirzere Immobilitatsdauer aufweist als der
C57BL/6JRj Stamm (Au - Can et al., 2012, Diez-Solinska et al., 2024). Allerdings ist die
Immobilitatsdauer des C57BL/6JRj Stammes durch das Klickertraining kiirzer als die Literatur
beschreibt (Diez-Solinska et al., 2024). Dies lasst die Vermutung zu, dass das Klickertraining
der Mutter und der Nachkommen trotzdem einen Effekt auf die Immobilitatsdauer haben kann,

was durch weitere Versuche geklart werden muss.

Wie zuvor bereits mehrmals erwéhnt, wird die Corticosteronkonzentration im Blut genutzt, um
das Wohlbefinden sowie den Schweregrad der Belastung von Mausen durch Experimente zu
evaluieren (Leenaars et al., 2020). Die Ergebnisse der Corticosteronauswertung zeigen, wie
die Verhaltenstests zuvor, keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zu untrainierten

Nachkommen von untrainierten Mduttern. Auch hier wurde vermutet, dass untrainierte
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Nachkommen von trainierten Mittern (M+N-) im Vergleich zu trainierten Nachkommen von
untrainierten Mattern (M-N+) und untrainierten Nachkommen von untrainierten Muttern (M-N-
) eine signifikant geringere Corticosteronkonzentration aufweisen. Diese Hypothese wurde
nicht bestatigt. Die Hypothese, dass trainierte Nachkommen von trainierten Muttern (M+N+)
im Vergleich zu trainierten Nachkommen von untrainierten Mittern (M-N+) signifikant eine
geringere Corticosteronkonzentration haben, kann nicht bestatigt werden. Die Hypothese,
dass untrainierte Nachkommen von trainierten Mittern (M+N-) im Vergleich zu trainierten
Nachkommen von trainierten Muttern (M+N+) die gleiche Corticosteronkonzentration haben,
kann bestatigt werden. Zusammenfassend wurde festgestellt, dass das Klickertraining keinen
Einfluss auf die Corticosteronkonzentration hat im Vergleich zu untrainierten Nachkommen
von untrainierten Muttern (M-N-). Eine Ubertragung der Effekte auf die Nachkommen kann
zum jetzigen Zeitpunkt ausgeschlossen werden. Wie zuvor erwéahnt, bleibt die
Corticosteronkonzentration auch bei dem C57BL/6JRj Stamm nach dem Schwimmtest immer
weiterhin niedrig. Alle Corticosteronkonzentrationen sind wesentlich geringer, wie die Werte
aus der Literatur angeben (Marchette et al, 2018). Das Klickertraining kann die
Corticosteronkonzentration im Vergleich zu den Daten aus der Literatur (Marchette et al.,

2018) reduzieren und tragt somit zu einer Verbesserung des Wohlbefindens bei.

Das Klickertraining kann bei dem C57BL/6JRj Stamm angewendet werden. Entsprechende
Anpassungen an die Dauer des Protokolls sollten vorgenommen werden. Eine Reduzierung
des Angst— und Depressions-assoziierten Verhaltens kann zum jetzigen Zeitpunkt nicht
bestatigt werden. Dafur sind weitere Versuche notwendig. Um etwas Uber den
geschlechterspezifischen Unterschied herauszufinden sind ebenfalls weitere Versuche
notwendig. In den Ergebnissen wurden keine Unterschiede zu den untrainierten Nachkommen
von untrainierten Muttern (M-N-) festgestellt. Es wird angenommen, dass unter normalen
Bedingungen (ohne Stressindikation) keine weitere Steigerung des Wohlbefindens méglich ist.
Dennoch lassen sich Unterschiede zu den in der Literatur beschriebenen Daten feststellen.
Unter Berucksichtigung der Literaturdaten zeigt sich, dass das Klickertraining sowohl bei den
Mittern als auch bei den Nachkommen zu einer Verbesserung des Wohlbefindens beitragt,

was dem Prinzip der 3R-Forschung entspricht.
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6. SCHLUSSFOLGERUNG

Das Kilickertraining der Mitter wie auch der Nachkommen hat das Potenzial, das
Wohlbefinden der Labortiere zu verbessern nicht nur, da es die Interaktion mit dem
Experimentator verbessert, sondern weil es das Angst— und Depressions-assoziierte
Verhalten beeinflussen kann. Wichtig ist, dass jeder Stamm und jede Tierart sowie das
Geschlecht anders auf das Klickertraining reagieren. Deshalb sollte zu Beginn immer zuerst
das Protokoll an die jeweiligen Tiere angepasst werden. Selbst innerhalb einer Spezies
kénnen enorme Unterschiede zustande kommen. Es ist wichtig zu beachten, dass es sich hier
um Lebewesen handelt, die nicht immer konsistentes Verhalten zeigen. Daher kann es
wahrend der Trainingsphase zu Unterschieden kommen. Der Crl:CD1(ICR) Stamm lasst sich
auf den Klick konditionieren. Sowohl bei einer Einflhrungszeit von 10 als auch von 5 Minuten.
Wohingegen eine 5-minitige Einflhrungszeit ausreichend ist, da die Tiere einen deutlichen
Lerneffekt zeigen. Die mannlichen Nachkommen des Crl:CD1(ICR) Stammes profitieren mehr
von einem Klickertraining der Mutter als von ihrem eigenen Training. Wohingegen die
weiblichen Nachkommen des Crl:CD1(ICR) Stammes von ihrem eigenen Training profitieren.
Von einem zweifachen Klickertraining der Mitter kann abgesehen werden, da dies keinen
Mehrwert bringt. Lediglich die Interaktionszeit mit dem Experimentator wird dadurch
verbessert. Der positive Effekt des Klickertrainings kann auf die mannlichen, aber nicht auf die
weiblichen Nachkommen Ubertragen werden in Bezug auf die Interaktionszeit. Das bedeutet,
dass es sich bei den méannlichen Nachkommen des Crl:CD1(ICR) Stammes anbietet die
Mutter vorher zu trainieren. Dies kann jedoch auch als Nachteil angesehen werden, da viele
Forscher ihre Versuchstiere von einem kommerziellen Anbieter beziehen anstatt eine eigene
Zucht zu fuhren. In solchen Fallen ware ein Klickertraining der Mutter nicht umsetzbar. Zudem
missen die Haltungskosten, die Uberzahligen Tiere und der Platzbedarf beriicksichtigt
werden. Dennoch bietet die eigene Zucht auch erhebliche Vorteile. Zum einen entfallt der
Transport, was den Stress der Tiere reduziert. Zum anderen fallt die Eingewéhnungsphase
weg, da durch frihzeitige Interaktion eine GewoOhnung an den Umgang mit den
Experimentatoren bereits erfolgt ist. Diese Aufgaben mussten nicht zwingend vom
Experimentator selbst durchgefuhrt werden, sondern kénnten von Tierpflegern (ilbernommen
werden, die ohnehin fur die Pflege der Tiere zustandig sind. Der Experimentator wiirde somit
trainierte Tiere fUr seine Experimente erhalten. Ein weiterer entscheidender Vorteil liegt in der
Struktur bestimmter Experimente, bei denen die Versuchstiere nicht langer als eine Woche an
Experimenten beteiligt sind. In solchen Fallen ware es zeitlich fir den Experimentator kaum
madglich ein Klickertraining der Nachkommen durchzufiihren. Leider wurden keine
Auswirkungen des Klickertrainings auf das Angst- und Depressions-assoziierte Verhalten der

Tiere nachgewiesen. Ein mdoglicher Grund hierfir wéare die stressfreie Haltung und
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Handhabung der Tiere. Wie bereits erwahnt wurden die Tiere keinem Stressreiz ausgesetzt.
Eine Verbesserung des Wohlbefindens ist daher nicht mdglich. Dies zeigt aber auch, dass die
Tiere bereits ein hohes Wohlbefinden aufweisen (auch die untrainierten Nachkommen) und es
mit den Verhaltenstests vereinbar ist. Lediglich das explorative Verhalten der Tiere nimmt mit
dem Kilickertraining zu. In Zukunft wére es sinnvoll zu untersuchen, ob das Klickertraining dazu

beitragen kann einen Stressreiz abzuschwéachen oder zu kompensieren.

Der C57BL/6JRj Stamm lasst sich ebenfalls bei einer Einfihrungszeit von 10 Minuten auf den
Klick konditionieren. Die ersten Ergebnisse zeigen eine Tendenz, dass das Klickertraining auf
die Nachkommen ubertragen werden kann. Um dies statistisch zu belegen, missen weitere
Experimente durchgefihrt werden. Eine Reduktion des Angst- und Depressions-assoziierten

Verhaltens durch das Klickertraining kann nicht nachgewiesen werden.
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. ZUSAMMENFASSUNG

Die Richtlinie 63/2010/EU verlangt, dass vor jedem Experiment ein Trainingsprogramm
durchgefihrt werden muss, um das Wohlbefinden der Tiere durch Stressreduktion zu erhéhen.
Diese Dissertation untersucht den Einfluss des Klickertrainings, einer Refinementmethode, auf
die Mausstamme Crl:CD1(ICR) und C57BL/6JR]j. Das Klickertraining, welches bereits seit
langem in der Forschung als niitzliche Trainingsmethode etabliert ist, wird eingesetzt, um die
Interaktion und Handhabung durch den Experimentator zu verbessern und den Stress der
Tiere zu reduzieren. Ziel dieser Arbeit war es, die Auswirkungen des Klickertrainings auf
biochemische und verhaltensbezogene Wohlbefindensmarker bei dem Crl:CD1(ICR) und dem
C57BL/6JRj Mausstamm zu bewerten und zu prifen, ob die Effekte auf ihre Nachkommen
Ubertragbar sind. Zur Analyse wurden die Trainingserfolge, die Interaktionszeit mit dem
Experimentator, eine Reihe von Verhaltenstests (EPM, OF, NBT, SPT und FST) sowie das
Stresshormon Corticosteron mittels computergestitzter Auswertungssysteme analysiert. Die
Ergebnisse zeigen, dass das Klickertraining keine signifikanten Auswirkungen auf das Angst-
und Depressions-assoziierte Verhalten sowie auf das Stresshormon bei dem Crl:CD1(ICR)
und dem C57BL/6JRj Mausstamm hat. Dennoch deuten die signifikanten Trainingserfolge
darauf hin, dass die Konditionierung durch das Klickertraining erfolgreich war. Fur den
Crl:CD1(ICR) Stamm kann die Klickereinfuhrungszeit von 10 Minuten auf 5 Minuten reduziert
werden. Wiederholtes Training mit den Crl:CD1(ICR) Miittern veranderte das Verhalten nicht,
verbesserte jedoch die Interaktionszeit mit dem Experimentator und das
Explorationsverhalten. Eine Ubertragung des positiven Effektes vom Klickertraining erfolgt nur
bei den mannlichen Nachkommen des Crl:CD1(ICR) Stammes und nur unter Berlicksichtigung
der Interaktionszeit. Eine Reduktion des Stresshormonspiegels konnte nicht nachgewiesen
werden, wobei die generell niedrigen Plasmakonzentrationen zu bertcksichtigen sind.
Darlber hinaus wurden stammes- und geschlechtsspezifische Unterschiede beobachtet, was
eine Anpassung des Klickertrainingsprotokolls erforderlich macht. Diese Dissertation zeigt,
dass das Klickertraining unter stressfreien Bedingungen keine groRen Auswirkungen auf das
Wohlbefinden der Mause hat, da das Wohlbefinden bereits sehr hoch ist. Aufgrund des hohen
Wohlbefindens der Tiere weichen die Parameter nicht stark voneinander ab und es sind keine
Auswirkungen des Trainings auf die Versuchsergebnisse zu beflirchten. Es kann jedoch die
freiwillige Interaktion mit dem Experimentator sowie das explorative Verhalten fordern, was
laut Literatur auf eine Verringerung von Angst-assoziiertem Verhalten und eine Verbesserung
des Wohlbefindens hinweist. Das Klickertraining kann als Refinementmethode bei Mausen
angewendet werden, um die Akklimatisierung zu erleichtern, die Mensch-Tier-Interaktion und
die allgemeine Handlhabung zu verbessern. Dies leistet einen wichtigen Beitrag zur

Verbesserung des Wohlbefindens von Mausen und zu einer reproduzierbareren Wissenschaft.
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8. ABSTRACT

The Directive 63/2010/EU requires that a training program has to be conducted before any
experiment to increase the animal welfare by reducing stress. This dissertation examines the
influence of clicker training, a refinement method, on the mouse strains Crl:CD1(ICR) and
C57BL/6JR]. The clicker training, which has long been established as a useful training method
in research, is used to improve interaction and handling by the experimenter and to reduce
stress in animals. The aim of this study was to evaluate the effects of clicker training on
biochemical and behavioral markers of well-being in the Crl:CD1(ICR) and C57BL/6JRj mouse
strains and whether its effects are transferred to their offsprings.

After the training phase, | measured training success, interaction time with the experimenter,
a sequence of behavioral tests (EPM, OF, NBT, SPT, and FST), and the stress hormone
corticosterone was analyzed using computer-based programs. The results show that clicker
training had no significant effect on anxiety- and depression-associated behaviors or on the
stress hormone levels in the Crl:CD1(ICR) and C57BL/6JR]j strains. The training was
successful in both strains, indicating that conditioning through clicker training was effective.
The Crl:CD1(ICR) strain required 5 minutes less of, the clicker introduction. Repeated training
with the Crl:CD1(ICR) mothers did not change behavior, but improved the interaction time with
the experimenter and exploratory behavior. The positive effect of clicker training is only
transferred to the male offspring of the Crl:CD1(ICR) strain and only if the interaction time is
taken into account. Corticosterone level did not vary significatively, although the generally low
plasma concentrations have to be taken into account. Furthermore, strain- and sex-specific

differences were observed, necessitating an adjustment of the clicker training protocol.

This dissertation shows that clicker training under stress-free conditions has minimal impact
on the well-beeing of mice, as their baseline well-beeing is already very high. Due to this high
level of well-beeing, the measured parameters show little variation and there is no reason to
fear any effects of the training on the experimental results. However, it can promote voluntary
interaction with the experimenter and exploratory behaviour, which, according to the literature,
indicates a reduction in anxiety-associated behaviour and an improvement in well-being.
Clicker training can be applied as a refinement method in mice, facilitates acclimatization,
improves human-animal interaction and general handling. This makes an important

contribution by improving the welfare of mice and more reproducible science.
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14. ANHANG

Markierung Maus (Ohrlochung, allgemein)

Ohrstanzung (Nr.: 1 -99)

Bauchlage (rostral)

Beispiel 1 Beispiel 2
10 10
2 70
O
4
2+10=12 4+10+70=84
Maus Nr. 12 Maus Nr. 84

(caudal)

Abbildung 76: Ohrstanzenmarkierung.
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Maus - Zucht

“fortified" (autoklavierbar / y-bestrahit)
Alleinfuttermittel fir Mause (& Ratten)

Beschreibung

Dieses Futtermittel ist fir die Zucht von M3usen vorgesehen; es ist partiell auch fir Ratten ge-
eignet. Der Nahrstoffgehalt und die Energiedichte wurden angehoben, um den Bedarf bei hoher

Reproduktionsleistung zu decken.

Dieses Fulter it zur ad libilum Fiitterung vorgesehen. Den Tieren stets Irisches Wasser anbietan
Bruttoenergie (GE) 16,7 MJ/kg
Umsetzbare Energie (ME) " 14,0 MJ/kg
100% Fett

80%
27 k% Protein
60%
40% Kohlenhydrate
20%
0%

Mineralstoffe [%6]) Aminoséduren
Calcium 1,00 Lysin
Phosphor 0,70 Methionin
Ca/P 1,43:1 Cystin
Natrium 0,24 Met+Cys
Magnesium 0,21 Threonin
Kalium 0,98 Tryptophan

Arginin

Fettsduren [%] Histidin
C 120 — Valin
C 14:0 0,01 Isoleucin
C 16:0 0,54 Leucin
C 18:0 0,14 Phenylalanin
C 20:0 0,02 Phe+Tyr
C 16:1 0,02 Glycin
C 18:1 1,03 Glutamins3dure
C 182 2,42 Asparaginsaure
C 183 0,28 Prolin

Serin
Alanin
Zusammenselzung
Weizen und Weizerprodukte, Scjaproduk-
te, Mais, Mi ffe, Sojadl, Berhete, Vi-
tamine & Spurenelemente, L-Lysin HCI,
DL-Methianin.

Hauptprodukte Abpackung
V1124-300 10 mm, autoklavierbar 10 kg
V1124-703 10 mm, y-beswrahit 25kGy  10kg + PE
V1124-727 10 mm, y-bestrahit 25 kGy  5x 3 kg Vacubag
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" _pn s B
= Phy

entspricht 3.338 kcalkg
ME - Schweln = 13,6 Ml’kg (alt: 13,6 MJ'kg)

1 (Atwater);

Rohniéhrstoffe [%]
Rohprotein (N x 6,25) 22,0
Rohfett 45
Rohfaser 3.9
NDF 13,1
ADF 6,0
Rohasche 6.5
Starke 342
Zucker 51
N freie Extraktstoffe 51,2
Vitamine pro kg
Vitamin A 25.000 U
Vitamin D 1500 U
Vitamin E 135 mg
Vitamin K (als MNB) 20 mg
Thiamin (B,) 86 mg
Riboflavin (B,) 33 mg
Pyridoxin (Bg) 31 mg
Cobalamin (B,) 150 ug
Nikotinsaure 140 mg
Pantothensaure 59 mg
Folsaure 10 mg
Biotin 690 g
Cholin 1400 mg
Spurenelemente pro kg
Eisen 192 mg
Mangan 64 mg
Zink 91 mg
Kupfer 15 mg
lod 21 mg
Selen 03 mg

Herstellung und Vertrieb
ssniffi Spezialdidten GmbH
Telefon: +49(0)2921-9658-0
Fax: +49-(0)2921-9658-40
E-Mad  mail@ssnifi.de

wovew ssnifi de /

Abbildung 77: Standardisiertes Haltungsfutter von ssniff und dessen Inhaltsstoffe.



TVA G20-1-131 Protokoll AC57BL/6JRj Einfiihrung 10 Minuten

Ubersicht Nachkommen

Spezies |Linie / Stamm |Alter (W) |Herkunft Geb. Geschlecht |Kafig ID Lab-ID |Vater Mutter

Abbildung 78: Protokollierung der Ubersicht von den Nachkommen (F1).

Gewicht [g] luhr
Mutter: Tier ID Datum Datum
ID Lab-1D

Abbildung 79: Protokollierung des Korpergesichtes der Mause.
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Klickereinfiihrung: 10 Minuten Uhrzeit:

Lab-ID

ID

Time [s]

Abbildung 80: Protokollierung der Klickereinfihrung.

Klickertraining 00.211 Raum | 220 Lux Wartekafig steht im Flur
Datum Datum Datum Datum
ID Lab-ID Tagl Tag 2 Tag3 Tag4

Abbildung 81: Protokollierung des Klickertrainings.
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Test auf Interaktion (Tal)

Vor dem Training Uhr
Mutter: Tier-1D

D Lab-1D A B

Nach dem Training Uhr
Mutter: Tier-1D

D Lab-1D A B

Aufenthaltsdauer im vorderen Kafig (Sek.)
B Interaktionszeit mit dem Experimentator (Sek.)

Abbildung 82: Protokollierung der Interaktionszeit mit dem Experimentator.

;Sucrose Preference Test

preference= (sucrose intake/total intake)x100%

|total intake = sucrose intake + water intake

|Mutter: Tier-ID Gramm [g]
[Lab ID ID H20 Start H20 Ende Getrunken 1% Start 1% Ende Getrunken

Abbildung 83: Protokollierung der Gewichte der Flaschen mit dem Wasser und der 1
%igen Saccharoseldsung.
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Sucrose Preference Test

preference= (sucrose intake/total intake)x100%

total intake = sucrose intake + water intake

Mutter: Tier-ID Gramm [g]
Lab ID 1D H20 Start H20 Ende Getrunken 1% Start 1% Ende Getrunken |total intake |preference sucrose [%] |preference water [%]

Abbildung 84: Berechnung der Protokollierung der Gewichtsmessung von dem
Saccharose Préaferenztest.

Ansetzen der 1 %igen Saccharoselésung

Materialien:
e Becherglas 2000 mL
e Spatel zum Ruhren
o D(+)-Saccharose
e Wageschalen
e Waage
e 2 Flaschen pro Kafig/Maus mit autoklaviertem Wasser 250 mL
Durchfiihrung:
¢ Das bendtigte Gewicht sollte zuvor berechnet werden.
o Es wird ein Wageschélchen auf die Waage gelegt und Tara gedriickt.
e Die Saccharose kann in das Wageschalchen vorsichtig geschittet werden.
e Danach das autoklavierte Wasser aus den Flaschen in das Becherglas schitten.
¢ Die entsprechende Menge an Saccharose dazugeben und so lange riihren bis es sich

komplett aufgeldst hat.
e Die Saccharoseldsung wieder zuriick in die Flaschen verteilen. Darauf achten, dass
die Flasche dicht ist.
¢ Die Flaschen mit der Saccharoseldsung beschriften (griiner Klebepunkt).
e Beide Flaschen im Ké&fig platzieren.
e Versuch kann begonnen werden.
Rechenbeispiel:

2000 mL autoklaviertes Wasser > 1 %igen Saccharoselésung

2000 mL entsprechen 2000 g
2000g - 100%
: 100 g D : 100
20g - 1%
Abbildung 85: Rechenbeispiel zum Ansetzen der 1 %igen Saccharoselésung.
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In das Becherglas mit 2000 mL Wasser missen 20 g Saccharose hinzugefiigt werden, um
eine 1 %igen Losung zu erhalten.

Nest Building Test

Mutter:Tier ID
ID Lab-1D Nest Score  |Gramm

BOX 1 | Rating scale

1. Mestlet not noticeably touched (more than 90°% intact).

2. Mestlet partially torn (50-90% remaining intact).

3. Mestlet mostly shredded but often no identifiable nest site: less than 50% of the Nestlet remains intact, but less than 90% is within
a quarter of the cage floor area; i.e., the cotton is not gathered into a nest but is spread around the cage. The material may sometimes be in
a broadly defined nest area, but the critical definition here is that 50-90% has been shredded.

4. Anidentifiable but flat nest: more than 90% of the Nestlet is torn and the material is gathered into a nest within a quarter of the cage
floor area, but the nest is flat, with walls higher than mouse body height (of a mouse curled up on its side) for less than 50% of
its circumference.

5. A (near) perfect nest: more than 90% of the Nestlet is tom and the nest is a crater, with walls higher than mouse body height for more than
50% of its circumference.
Mest building is a complex interaction between the animal and its environment and inevitably will be very variable. For example, seme
mice may build what locks like a ‘grade 5" nest and still leave more than 10% of the Nestlet unshredded. At Oxford, when criteria do not
agree, we ‘split the difference’. For example, a perfect nest with an unshredded 0.7-g piece might be assigned a score of 4.5. We consider
this to be the best compromise in assessing a complex behavior. (Behavioral work often resembles clinical work in such issues of
complexity and individual variability.) Another group, howewver, may wish to base their scoring entirely on the shape of the nest and use
the weight of the untom material as an entirely separate measure. Nest-scoring examples are provided in Figure 1.

d

Abbildung 86: Protokollierung des Nestbauverhaltenstests.
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Abbildung 87: Corticosteron Assay Layout Vorlage.

204



CORTICOSTERONE ASSAY LAYOUT SHEET
for use with Enzo Life Sciences Catalog Nos. ADI-000-097 and ADI-001-097

DiLvTION TAELE FOR MAKING STANDARDS 1-5:

Diluent Vol. Added  Corticosterone Conc.
Std. Vol. (uL) (nL) (pg/mL)
1 900 100, Stock 20,000
2 800 200, 5td. 1 4.000
3 800 200, 5td. 2 800
4 800 200, 5td. 3 160
5 800 200, S5td. 4 32
Assay PRoTOoCOL FLOW CHART:
Blank TA NSB Bo Stds. | Samples
WellILD.:| ALLB1 | C1.D1 El.F1 | G1,H1 [ A2-B3 [C3-H12
Standard Diluent — -— 100 ul. 100 pL — -
Aszay Buffer 15 -— --- 50 uL - — -—-
Std. and/or Sample - - -— - 100y 100 L
Conjugate - - 30 L 50 pL S0pL S0npL
Antibody — -— — 0l S0pL  S0pL

Incub. 2 hours @ RT. shaking | === oo oo oo oooD oo

Asp &EWash3x 400 pl| === oo oo oooD oooD oS00
Conjugate - SpL - -— — —

Substrate( 200pL.  200pl. 200 pl.  200pl 200pl 200 pL

Incub. 1 hour @ RT| o= ooom oo oooD oo ooos

Stop Solution| 50 pL 50 pL 50 pL 50pl. S0pL 50l

Cataleg No. 30-0142 November 3, 2010
© 2002 Printed on Becycled Papar

Abbildung 88: Verdunnungstabelle fir die Standards und das Pipettierschema.
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Der Einfluss des Klickertrainings bei verschiedenen Mausstammen
und dessen Langzeitwirkung beim CD1 Stamm

Sandra Reichel, Nadine Baumgart, Jan Baumgart
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EinfUhrung

Das Wohlergehen der Tiere fiir wissenschaftlichen Zwecke gewinnt immer mehr an Bedeutung. Unter anderem wurde gezeigt, dass nicht invasives Handling der Tiere
nicht nur zu einer Reduzierung von Angst und Stress flihrt, sondern auch zur Verbesserung der Versuchsergebnisse. Dadurch kann die Anzahl der Versuchstiere
minimiert und deren Wohlbefinden verbessert werden. Dies ist ganz im Sinne der 3R Prinzipen (Reduce, Refine, Replace) und beruht auf der Grundlage der
RICHTLINIEN 2010/63/EU DES EUROPAISCHEN PARLAMENTS UND DES RATES Artikel 4 Grundsatz der Vermeidung, Verminderung und Verbesserung.

Das Klickertraining soll als Enrichment genutzt werden, um dem Tier ein bestimmtes Verhalten durch positive Verstarkung anzutrainieren. Es soll untersucht werden,
ob es stammspezifische Unterschiede und einen Langzeiteffekt gibt. Konnen sich die Tiere nach einer langeren Trainingspause (Tag 0, nach 1 Monat, nach 3 Monaten,
nach 6 Monaten) besser an das erlernte Verhalten erinnern?

Methode

Tag1
Test auf

Tag 2 Tag 3 Tag 4 Tag5 Tag6 Tag7 Tag 8
Belohnungs- Belohnungs- Klicker- 2. Trainingstag 3. Trainingstag 4. Trainingstag Test auf
Prasentation 4 Prasentation einfiihrung & s Interaktion

Interaktion
17 Uhr 17 Uhr 1. Trainingstag

30 Sek: Akklimation

Abbildung 1: Klickertraining

Vor dem Beginn und am Ende des Trainings wird ein Test auf Interaktion durchgeflhrt. Bei diesem soll die Bereitschaft der Tiere zur Kommunikation mit dem
Experimentator untersucht werden und welchen Einfluss das Klickertraining darauf hat. AnschlieRend werden die Tiere (iber zwei Tage an die Belohnung (weilRe
Schokoladencreme) gewohnt. Nach einer Klickereinfiihrung bei dem die Verbindung zwischen Klick und gewlnschtem Verhalten entsteht, findet das eigentliche
Training statt, welches aus drei Phasen besteht: 1. Akklimation, 2. Training und 3. Pause (siehe Abbildung 1). Die Trainingsphase und Pause werden drei mal
wiederholt.

Ergebnisse

Vergleich Stamme Langzeitwirkung bei dem CD1 Stamm

= C57BL6J =3 Tag0

=1 CD1 B3 nach 1 Monat
3 Balb/cJRj =3 nach 3 Monaten
= NXG

3 nach 6 Monaten

Héufigkeit des Trainingsverhalten
pro Trainingseinheit
pro Trainingseinheit

Héufigkeit des Trainingsverhalten

Abbildung 2: Klickertraining C57BL/6] n=6,CD1 n=6, Balb/cJRj n=6, NXG n=12, *P<0.05, Abbildung 3: Klickertraining Tag 0 n=12, nach 1 Monat n=12, nach 3 Monar_en n=10, nufh 6
##P<0.07 und ***P<0.001; 2-Way ANOVA. Multiple Comparison. Fehlerbalken Minimum zu Monaten n=8 *P<0.05, **P<0.01 und ***P<0.007; 2-Way ANOVA. Muitiple Comparison.
Maximum. Fehlerbalken Minimum zu Maximum.

Schlussfolgerung

Anhand der durchgefiihrten Experimente konnen wir die Aussage treffen, dass sich jeder Stamm trainieren |asst. Jedoch gibt es stammspezifische Unterschiede. Bei
dem CD1 sowie Balb/c Stamm kann die Trainingszeit sogar von vier auf drei Tage verkirzt werden. Der C57BL/6) und NXG Stamm hingegen benétigen eine langeren
Trainingszeitraum. Des Weiteren kann die Aussage getroffen werden, dass die Tiere durch das Training mehr mit dem Experimentator interagieren und weniger
Angst zeigen, wodurch sich die Handhabung verbessern lasst. Auch die von uns untersuchte Langzeitwirkung das Klickertrainings auf den CD1 Stamm zeigt, dass sich
die Tiere innerhalb einer Pause von drei Monaten immer noch an das erlernte Verhalten erinnern konnen. Dies spiegelt sich in der Haufigkeit des Trainingsverhalten
wieder, die bereits ab Tag eins zunimmit. Ist die Pause langer als drei Monate, so ist eine Tendenz zur Abnahme des trainierten Verhaltens zu erkennen.

Referenzen

J.Hurst (2010). Taming anxiety in laboratory mice, Nature Methods Vol.7 No.10, 825-828. doi:10.1038/nmeth.1500)

C.Leidinger (2017). Introducing Clicker Training as a Cognitive Enrichment for Laboratory Mice. J. Vis. Exp. (121), 55415, doi:10.3791/55415

Abbildung 89: Posterprasentation (2021) von der 59. Wissenschaftliche Tagung der
Gesellschaft far Versuchstierkunde (GV-Solas) und der 20.
Interessensgemeinschaft der Tierpfleger (IGTP).
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Tickling as a Reward? Laughing Rats make it possible!
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Introduction Experimental Design and Methods

Clicker training has been successfully used in animal research as a 15t week 2" week 3 week 4™ week
refinement strategy to improve the welfare of laboratory rodents (Leidinger o i e \ jon g Daily training Daily training

et al 2017). Clicker training is a positive reinforcement animal training (54) of reward (3d) | reward with click (2d) = session (Ts)1-5 ™| session (Ts) 6-10
based on the use of a bridging stimulus (the clicker) in operant ) ) R
conditioning combined with a primary reinforcer (reward). Experimental Setup Tickling Reward Food Reward (white chacolte cream)

Food is often used as reward. However, an alternative to food rewards is
useful for studies such as diabetes and the microbiome.

Rat tickling has been shown to improve animal welfare by mimicking
aspects of playful rough play (Cloutier et al 2018, LaFollette et al 2018).
Tickling produces > 50 kHz ultrasonic vocalisations (USV), which are
associated with positive emotions, equivalent to human laughter

(Brudzynski 2021)

Can tickling be used in clicker training of female Lister Hooded rats

Groups: control (n =12), tickle (n =12), food (n =12). Control received no
reward.

Measurements: voluntary step overs per training, sum of ultrasonic
vocalisation (32-90 kHz) during training (USV), body weight

Analysis: Repeated measures two-way ANOVA and Bonferroni 's multiple
comparisons test of means

Reinforced Behaviour Training

as an effective alternative to food reward?

Number of Reinforced Behaviour per Training:

5= 0.0054 + The tickling group showed a significantly higher number of reinforced behaviours
1 control P i 3
B 0.0230 0.0280 0.0061 et in four out of ten training sessions compared to the control group.
0 No significant difference in the number of reinforced behaviours between the food
- == food
bl T
g ehasE rewarded group and the tickling group.
$
&
% Ultrasonic Vocalisation:
5
3 + Significant increase of number of calls in the tickled group between first and last
£ o g
E training.
« Significant differences in the sum of calls between the groups at "last training”.
0- ]
Ts1 Ts2 Ts3 Ts4 Ts5 Ts6 Ts7 Ts8 Ts9 Ts10
Body Weight:
o s 5 » Age-appropriate weight development in all groups.
Ultrasonic Vocalisation Body Weight
0.0003 + No significant differences according to rewards or training.
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Conclusion

All groups gained weight according to their age. Neither the training nor the type of reward had a negative effect. The extra chocolate cream did not lead to obesity, nor did the
animals lose weight due to stress or exhaustion caused by tickling.

Positive conditions are indicated by a high number of UV calls, particularly trills, from tickled rats (Pankseep & Burgdorf 2010, Brudzynski 2021). This indicates that the tickling
was accepted as a rewar.

The desired reinforced behaviour was safely learned by both trained groups already after the third and fourth training respectively.

With this data we showed that tickling can be used as an alternative to food reward in clicker training at least in female Lister Hooded rats.
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Abbildung 90: Posterpréasentation (2023) von der 60. Wissenschaftlichen Tagung der
Gesellschaft fur Versuchstierkunde (GV-Solas) und der 21. Interessensgemeinschaft
der Tierpfleger (IGTP).
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