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Das menschliche Chromosom 16p11.2 Mikrodeletionssyndrom gehort zu den haufigsten Genkopienzahl Varianten (CNVs) bekannt Risiko fiir geistige Behinderung zu verleihen (ID) und
Autismus-Spektrum-Stérung (ASD) und betrifft schatzungsweise 3 in 10 000 Menschen. Verursacht durch eine einzelne Kopie Léschen von ~ 27 Gene, Syndrom 16p11.2 Mikrodeletionssyndrom
wird durch ID, gestorter Sprache, Kommunikation und Vermittlung sozialer Fahigkeiten und ASD charakterisiert. Studien in Tiermodellen, bei denen eine einzelne Kopie der syntenische 16p11.2
Region wird geléscht haben morphologisches ergeben, Verhaltens- und elektro Anomalien. Friihere Studien vorgeschlagen, die Maglichkeit einer Uberlappung in den Mechanismen der
Pathophysiologie in 16p11.2 Mikrodeletionssyndrom Syndrom und fragiles X-Syndrom. Verbesserungen in fragilen X-Phénotypen wurden nach chronischer Behandlung beobachtet mit R- Baclofen,
ein selektiver Agonist des GABA s Rezeptoren. Wir waren daher motiviert, um die Auswirkungen von chronischem Mund zu untersuchen R- Baclofen Verabreichung in zwei unabhéngig voneinander

erzeugte Mausmodellen von 16p11.2 Mikrodeletionssyndrom Syndrom. In Studien tber zwei unabhéngige Labors durchgefiihrt, fanden wir, dass die chronische Aktivierung von GABA s Rezeptoren

Leistung auf einer Reihe von kognitiven und sozialen Aufgaben in zwei unterschiedlichen 16p11.2 Léschen Mausmodelle werden beeintrachtigt bekannt verbessert. Unsere Ergebnisse deuten

darauf hin, dass R-

Baclofen kann fir einige der Kernsymptome des menschlichen 16p11.2 Mikrodeletionssyndrom Syndrom klinischen Nutzen haben.

Neuropsychopharmacology ( 2018) 43, 513 - 524; doi: 10.1038 / npp.2017.236; Online 15. November 2017 veréffentlicht

EINFUHRUNG

Mehrere konzeptionellen Rahmens wurden mit geistiger Behinderung (ID) und
Autismus, wie eine wachsende Liste von verschiedenen Gen-Mutationen und
Umweltfaktoren manifestieren sich als ahnliche neurologische
Entwicklungsstérungen zu erklaren, eingefiihrt. Unter diesen ist die prominente
Theorie, dass autistische Merkmale von Veranderungen im Gleichgewicht der
Anregung zu einer Hemmung in reifen kortikalen microcircuitry entstehen (Gogolla et
al,
2009; Rubenstein und Merzenich, 2003). Ein weiterer Grund ist das Konzept,
basierend auf Forschung in Tiermodellen von mehreren genetisch syndromic
Formen der Identifikation und Autismus-Spektrum-Stérung (ASD) definiert ist,

daf synaptischen Funktion und
Plastizitat durch Dysregulation neuronaler Proteostase (Bér beeintréchtigt et
al, 2004; Kelleher und Béar, 2008; Louros und Osterweil, 2016). Diese Rahmen
sind nicht gegenseitig aus. Folgen der veranderten Proteinsynthese
Regulierung kdnnten entgleisten Entwicklung
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Erregung - Hemmung (E - 1) Gleichgewicht, und weil neuronale Proteinsynthese unter

enger Regulation durch glutamaterge synaptische Ubertragung ist, eine erhéhte E - I-Verhaltnis
konnte als anomale Proteinsynthese manifestieren. In jedem Fall ist es eine starke

Begriindung fiir Strategien zur Steigerung der Hemmung relativ zur Anregung

basierter Behandlung untersuchen, zumindest firr einige Ursachen von ID und

ASD.

Bis heute ist dieser Ansatz bei Tieren und Menschen mit fragilem X-Syndrom
(FXS) am umfassendsten erforscht. FXS wird durch Inaktivierung des verursacht FMR1
Gen, das die mRNA-Bindungsprotein FMRP kodiert. Es hat sich gezeigt, dass
eine wichtige Funktion von FMRP ist aktivitdtsabhangigen neuronalen
Proteinsynthese (Santoro reprimieren et al, 2012). In Tiermodellen, in denen das
Gen geklopft wurde gefiihrt, veranderte Proteinsynthese und eine groRe Anzahl
von Krankheitsphanotypen kann entweder durch eine Verringerung Glutamat
Signalisierung tber metabotropen Glutamatrezeptors 5 (mGIuR5) (Dolen korrigiert
werden, et al,

2007; Michalon et al, 2012; Stoppel et al, 2017) oder durch Hemmung ilber GABA
Steigerung 8 Rezeptoren (Henderson et al, 2012; Qin

et al, 2015). die GABA 8 Agonisten fiir diese préaklinischen Studien verwendet
wurde, R- Baclofen, das aktive Enantiomer von Baclofen. Racemischem
Baclofen wurde klinisch zur Behandlung von Spastizitat bei Zerebralparese und
Multipler Sklerose (Ertzgaard extensiv verwendet et al, 2017; Rizzo et al, 2004).
Das bekannte Sicherheitsprofil des racemisches Gemisches aus

R- Baclofen einen attraktiven klinischen Kandidaten fur die friihen Interventionen in
der Entwicklung des Nervenstorung (die klinischen
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Formulierung R- Baclofen ist auch arbaclofen oder STX209 genannt). Mehrere
klinische Studien haben sowohl FXS und idiopathische Autismus (Berry-Kravis
nun abgeschlossen et al,

2017a, c; Berry-Kravis et al, 2012; Veenstra-VanderWeele

et al, 2017). in allen vier Studien Obwohl keine signifikanten Verbesserungen
gegenuber Placebo wurden unter Verwendung der vorgegebenen primaren
Endpunkte beobachtet wurden Wirksamkeit Signale auf Arzt-rated globalen
Einschatzungen beobachtet. Interessanterweise wurde durch eine starke Reaktion

in einer Untergruppe von Teilnehmern (Veenstra-VanderWeele getrieben die
nominell signifikante Anderung in der Autismus-Studie beobachtet et al, 2017). Diese
Personen haben auf die Behandlung ansprachen, weil sie eine Teilmenge dar, die
einige pathophysiologische Funktionen mit FXS teilt. In dem Bemihen, den Grad, in
der verschiedenen Identifizierte Ursachen von Autismus und ID zu verstehen,
konvergieren auf einen gemeinsamen Satz von pathophysiologischen Prozessen, in
den vergangenen Jahren haben unsere Labors verschiedene genetisch definierten
Mausmodelle verglichen (Auerbach et al, 2011; Barnes et al, 2015; Dhame et al, 2017;

MATERIALEN UND METHODEN

Bar Laboratory, Massachusetts Institute of Technology, Cambridge,
MA

Mause und Behandlung. Eine Linie, Maus, die ein microdele- tion von
Maus-Chromosom 7qF3, die syntenische Region des menschlichen chr16p11.2
trégt, wurde grof3zuigigerweise von Professor Alea Mills vom Cold Spring Harbor
Laboratory (Horev bereitgestellt

et al, 2011). Zur Erganzung der Kolonie, F3 heterozygot 16p11.2 heterozygote
maénnliche Méause auf einem gemischten 129 / C57BL / 6 Hintergrund wurden
riickgekreuzt 4 3 Generationen auf C57BL / 6J-M&use von Charles River Laboratory.
Alle Méause wurden Group- auf / 12 h auf einen 12 h untergebracht off Hell /
Dunkel-Zyklus. Sowohl ménnliche als auch weibliche 16p11.2 df / + Mause wurden an
mannlichen oder weiblichen Wildtyp (WT) M&usen gekreuzt zu erzeugen +/ + und df /
+ littermates. Es gab keinen erkennbaren Unterschied im Uberleben zwischen + / + und df
 + littermates; jedoch Nachkommen nicht folgen Mendel-Verhaltnisse wie zuvor
beschrieben (Tian et al, 2015). Alle littermates wurden bei P21 entwdhnt und nur

Portmann et al, 2014; Silverman et al, 2015; Silverman et al, 2012; Tao et al, 2016; Tian ethannliche Mause wurden Verhaltenstests verwendet. Die meisten Tiere wurden auf

al, 2015; Yang et al, 2015a, b). Unter diesen waren Mausmodellen des menschlichen
Chromosoms 16p11.2 Mikrodeletionssyndrom. Menschen mit 16p11.2
Mikrodeletionssyndrom Syndrom sind hemizygot in einem Bereich, umfassend ~ 27
Protein-kodierenden Gene und anzeigen Beeintrachtigungen in adaptiver Funktion,
die prominent ID enthalten. Full-scale IQ wird von ~ 2 SD verringert, so dass 70%

des Loschens Tréager einen IQ haben O 85 (Zufferey

et al, 2012). Weitere Informationen zum 16p11.2 Mikrodeletionssyndrom Syndrom
kdénnen Sprech- und Sprachstérungen und ASD, zusammen mit einem erhéhten
Auftreten von Anfallen, gréf3er KopfgréRe und Kérpergewicht, Entwicklungs
Koordination und Angststérungen (Bernier umfassen et al, 2017; Hanson et al, 2015;
Hippolyte et al, 2016; Moreno-De-Luca et al, 2015). Mehrere Mausmodelle wurden
erzeugt, die eine heterozygote Deletion der gleichen Gene auf dem
Mauschromosom 7gF3, die syntenische Region des menschlichen chr16p11.2
tragen. Studien in einem dieser ergab Uberraschenderweise ein Phanotyp der
synaptischen Plastizitat, die ahnelt der FMR1 -/y Maus (Tian et al, 2015). Diese
Ergebnisse veranlassten uns zu fragen, ob Verhalten Phé&notypen in diesen
Mausen &hnlich verbessert werden kénnten durch R- Baclofen, wobei diese
Behandlung kann zur weiteren Untersuchung in den gut charakterisierten 16p11.2

Subgruppe von Patienten in Betracht gezogen werden.

Drei Modelle des menschlichen 16p11.2 Deletion wurden eingerichtet und
charakterisiert (Arbogast et al, 2016; Horev
et al, 2011; Portmann et al, 2014). Diese M&use tragen sie alle sehr &hnlich (mit
subtilen Unterschiede in der regionalen Uberschneidungen) heterozygote Deletion
des syntenische Region des menschlichen Chromosoms 16p11.2 (Arbogast et al, 2016;
Horev et al, 2011; Portmann et al, 2014). Das Vertrauen in einer Arzneimittelreaktion in
einem Tiermodell ist am starksten, wenn Phanotypen und therapeutische
Wirksamkeit Uber Laboratorien replizieren. Bestatigende Ergebnisse aus zwei separat
erzeugten Linien von Mausen mit der gleichen Mutation bieten einen noch hdheren
Standard der Reproduzierbarkeit. Hier beschaftigen wir zwei unabhéngige Linien von
16p11.2 Losch Mausen (genannt 16p11.2 df / +), in zwei unabhangigen Labors

getestet,

zu bewerten, das therapeutische Potenzial von
R- Baclofen auf Autismus-relevante Verhalten Phénotypen.
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offenem Feld Gewdhnung, neuartige Objekterkennung getestet und Kontext
Diskriminierung, in dieser Reihenfolge. Da der Zusammenhang Diskriminierung
Aufgabe mehr Tiere erforderlich, eine zusatzliche Kohorte wurde dieser Aufgabe
ausgesetzt. Alle Experimente wurden in Ubereinstimmung mit den Regeln und
Vorschriften des NIH Leitfaden fir die Pflege und Verwendung von Labortieren und
genehmigt von der Institutional Animal Care und Use Committee am MIT durchgefiihrt.
Alle Experimente wurden von einem Experimentator blind Genotyp und Behandlung

durchgefiihrt.

kontinuierliche Exposition zu schaffen und die Notwendigkeit fir die taglichen
Injektionen zu vermeiden, R- Baclofen (groRziigig von der Simons-Stiftung Autism
Research Initiative geliefert) wurde im Trinkwasser Bewunde- nistered wie von
Henderson beschrieben
et al (2012). Als Mause wurden in gemischten Genotyp Kéfigen Gruppe,

einzelne Verbrauchsmengen nicht ermittelt werden kdénnen. Die

Verabreichung im Trinkwasser bei 0,5 mg / ml wurde im Durchschnitt einer Hirn
Exposition entspricht 6 mg / kg verabreicht durch intraper- itoneal Injektion
zweimal taglich bereitzustellen gezeigt, die GABA in Eingriff ausreichend ist, 8 Rezeptorer
und UiberméaRige Proteinsynthese in der Verringerung FMR1 -,y M&use. Fahrzeug
(Trinkwasser) und R- baclofen- behandeltem Wasser gegeben wurden nach
Belieben und taglich fir die Dauer des Experiments geéandert. Die Tiere wurden
Fahrzeug oder R-

Baclofen fur mindestens 12 Tage vor den Verhaltenstests. Fahrzeug oder R- Baclofen
Verabreichung fortgesetzt im Trinkwasser gesamte Verhaltenstests, die in der
folgenden Reihenfolge beschrieben durchgefiihrt wurden.

Offenes Feld Gewdhnungs Aufgabe. Offenes Feld Gewohnungs Aufgabe

wurde in einem 40 x 40 x 40 cm durchgefiihrt swéhrend 2 x 15 min Habituation
Sitzungen Feld, Abstand 1 - 2 h auseinander. Tiere bei 8 - Alter von 12 Wochen
wurden in dem Verhalten Feld platziert und frei wéahrend jeder Sitzung

Gewohnung erkunden erlaubt. Sessions wurden aufgezeichnet und die
Bewegungsaktivitat verfolgt Plexon mit ' s Cineplex Studio und analysiert Plexon

mit ' s Cineplex Editor und Code in MATLAB geschrieben. Zur Analyse wurde die

Box in zwei Zonen unterteilt: eine ' innere * Zone (mit den inneren 30 x 30 cm 2 mittleres
Quadrat) und ein

' &uBere ' Zone (die duRerste Flache 5 cm von den Wanden). Insgesamt zuriickgelegte
Strecke wurde als die Summe der Entfernung tber den Verlauf jeder Gewdhnung
Sitzung abgedeckt berechnet.



Roman Objekterkennung. Die neuartige Objekterkennung Aufgabe wurde aus
Experimenten angepasst zuvor beschrieben (Leger et al, 2013). Tiere bei 8 - Alter von
12 Wochen wurden auf einen 40 x 40 x 40 cm gewdhnten swahrend 2 x
15-min-Sitzungen Feld, Abstand 1 - 2 h auseinander. Die Tiere wurden in zwischen
Sitzung in ihre Heimat Kéfig zurlck. Vierundzwanzig Stunden nach der Gewdhnung,
Tiere fur zwei identische Objekte ausgesetzt wurden 2 x 10 min Exploration
Sitzungen in der gleichen Box, im Abstand von 1 - 2 h auseinander. Die Tiere wurden
benotigt, um jedes Objekt zu erkunden fiir mindestens 10 s (fur eine Gesamtmenge
von mindestens 20 s) in der ersten Sitzung wird in den nachfolgenden Sitzungen
enthalt. Vierundzwanzig Stunden nach dem Objekt Exploration, wurde ein Objekt mit
einem neuen Objekt ersetzt und die Tiere wurden die Objekte fur 10 min erkunden
erlaubt. Die Zeit, die Erkundung wurde wahrend dieser Explorationsperiode
aufgezeichnet und wurde durch Schniffeln innerhalb von 2 cm von jedem Objekt
oder direkt beriihren die Objekte aus. Die Zeit, Klettern oder auf der Objekte nicht
enthalten war. Vertraut und neuartige Objekt und Seitenplatzierung wurde
randomisiert, von Tier. Discrimination Index berechnet wurde ((Zeit zu erforschen
neues Objekt ausgegeben) / (Zeitaufwand fir die Erkundung neues Objekts + Zeit
verbracht, wo es bekannt Objekt)).

Kontext-bezogene Unterscheidungsaufgabe. Kontext Diskriminierung wurde in
einer Kammer Freezeframe (Coulbourn Instrument) durchgefiihrt, wie zuvor
beschrieben (Auerbach et al, 2011; Ehninger et al, 2008). Kurz gesagt, 6 - 12 Wochen
alten Wildtyp und 16p11.2 heterozygote mannliche Mause Angst wurden am Tag
konditioniert 1 und die nachfolgende Prozentsatz der Zeit verbrachte entweder in der
vertrauten oder ein neues Kontext Einfrieren wurde 24 Stunden spater bestimmt. Am
Tag der Konditionierung wurden Tiere erlaubt die Verhaltenskammer fiir 3 min,
gefolgt von Lieferung eines 2 s zu erkunden, 0,8 mA Ful? Schock. Mause blieben im
Kontext fur 15 s nach dem Schock bevor sie in ihre Kéfige zuriickgebracht zu
werden. Angstreaktion wurde 24 Stunden spater beurteilt. Zum Kontext Spezifitat die
konditionierte Reaktion zu bestimmen, am Tag trainierten Mause 1 wurden in zwei
Gruppen am Tag 2 getrennt: eine Gruppe wurde in dem gleichen Trainingskontext
(vertrauter Kontext) getestet, und die andere in einem neuen Kontext getestet. Der
neue Kontext durch Variation raumlichen cues (Taping rosa Kéfigkarten an den
Wanden der Umwelt) erstellt wurde, Bodenmaterial (Gitter statt gesperrt) und
Beleuchtung (rotes Licht eher als weiRes Licht) des Priifkammer. Der Prozentsatz
der Zeit, eine Maus wahrend der 3-Minuten-Test-Session am ersten Tag verbrachte
das Einfrieren 2 war die Verhaltensanzeige. Die statistische Signifikanz wurde unter
Verwendung von Mafinahmen bestimmt Zweiwege-ANOVA und post hoc

Student ' s t- Tests.

Statistische Analyse. Objekterkennungsdaten wurden unter Verwendung von
gepaarten analysiert t- Test, Vergleich der Anzahl an Sekunden Sniffing jedes Objekt
innerhalb Genotyp und innerhalb Behandlung verbracht, wéhrend der Einarbeitung und
neuartigen Objekterkennungsphasen. Diskriminationsindex wurde mit ungepaarten
analysiert

t- Tests und Zwei-Wege-ANOVA, Genotyp x Behandlung. Con- textliche
Diskriminationsaufgabe Daten wurden mit ungepaarten analysiert t- Tests (fir paarweise
Vergleiche), den Prozentsatz der Zeit zu vergleichen verbrachten zwischen Méausen
Einfrieren im vertrauten Kontext gestellt vs der Roman Zusammenhang von Genotyp.
Zuséatzlich wurden Daten, die einen Drei-Wege-ANOVA fur Genotyp, Behandlung und
Zusammenhang mit analysiert. Offenes Feld Gewdhnung Daten wurden unter

Verwendung eines gepaarten analysiert t- Test zum Vergleich der
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Prozentsatz der Zeit, in den inneren und aufReren Zonen innerhalb jeder Gruppe und
ein ungepaarten ausgegeben t- Test zurickgelegte Entfernung oder Zonenpraferenz
zwischen Gruppen zu vergleichen. Zusatzlich innerhalb jeder Behandlungsbedingung
wurden die Daten eines Drei-Wege-ANOVA fiir Genotyp, Zone und Sitzung mit
analysiert. Im Vehikel behandelten Kohorte, zusatzlich paarweise multiple
Vergleichsverfahren wurden ebenfalls durchgefiihrt (Holm - Sidak Methode).

Crawley Laboratory, MIND Institute, University of California
Davis, Sacramento, CA

Mause und Behandlung. 16p11.2 Losch Mause, erzeugt und grofRziigig von
Thomas Portmann und Ricardo Dolmetsch an der Stanford University, wurden

an der University of California Davis in Sacramento rederived zur Verfigung
gestellt. Wildtyp (+ / +) weibliche Mause mit heterozygoten verpaart wurden (+ / -)

Manner zu produzieren +/ + und +/ - littermates beider Geschlechter fir
Verhaltenstests. Die reziproke Kreuzung wurde nicht eingesetzt, da Welpen
Uberleben in Wirfen niedrig war weiblich geboren + / -

Damme. Genotypen wurden durch Visualisierung mCherry Ausdruck mit einem DFP-1
Dual fluoreszierendes Protein identifiziert Taschenlampe
(http://www.nightsea.com/products/dfp-1/ Nightsea, Bred- ford, MA), wie zuvor
beschrieben (Yang et al, 2015a, b). Wildtyp-Welpen wurden am Alter von 21 Tagen
entwohnt und heterozygote Méause wurden mit bis zu 35 Tagen abgesetzt zu
ernéhrungsbedingten Todesfalle zu reduzieren. Die Mause wurden nach Geschlecht in
Kafigen von 2 untergebracht - 4 littermates, in einem temperaturgesteuerten Vivarium
gehalten, leuchtet bei 0700 Stunden ein und bei 0700 Stunden, mit

nach Belieben Zugang zu Nahrung. Alle Verfahren wurden in Ubereinstimmung
mit dem NIH Leitfaden fir die Pflege und Verwendung von Labortieren und
genehmigt von der University of California Davis Institutional Animal Care und
Use Committee durchgefihrt.

R- Baclofen (grof3zuigig von der Simons-Stiftung Autism Research Initiative
geliefert) wurde im Kafig Trinkwasser Uber Falcon 50 ml konische
Zentrifugenréhrchen geliefert, beginnend 1 Woche vor dem Beginn der
Verhaltenstests. Fahrzeug oder R- Baclofen Verabreichung fortgesetzt im
Trinkwasser gesamte Verhaltenstests, die in der folgenden Reihenfolge
beschrieben durchgefuhrt wurden. Trinkwasser enthielt entweder eine 1%
Saccharin Lésung (Kontrolle) oder Lésung von 0,5 mg / ml R- Baclofen in 1%
Saccharin (experimentelle). Saccharin wurde zu verbessern
Schmackhaftigkeit R-

Baclofen. Das Gewicht der Tiere wurde gemessen und aufgezeichnet taglich moglich
Dehydrierung unter Verwendung eines Ohaus CL201 tragbare Balance zu uiberwachen.
Menge Wasser trinken pro Kafig verbraucht wurde téglich gemessen, die
Abstufungslinien an den Falcon-Réhrchen verwenden. Als Mause wurden in gemischten
Genotyp Kéafigen Gruppe,

einzelne Verbrauchsmengen nicht ermittelt werden kénnen. Frisches
Fahrzeug und R- Baclofen Lésungen wurden téglich hinzugefigt. R- Baclofen
Behandlung reduziert Verbrauch und die Kérpergewichte bei beiden Genotypen in
den ersten Tagen nach der Behandlung, nach der verbrauchten Volumen &hnlich
wie unbehandeltes Wasser war, und das Kérpergewicht wieder zu einer normalen
Flugbahn in allen Gruppen. Verhaltenstests wurden wéhrend der Lichtphase des
zirkadianen Zyklus, im Alter zwischen 2 und 5 Monaten durchgefihrt.

Location-Objekt-Speicher. Am Tag 1 wurde jede Maus in einer leeren weilRen
Kunststoffkammer (40 x 40 cm 2) und erlaubt eine Reise fiir 30 min in die Kammer
zu gewohnen. Eine vertikale
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Streifen von schwarzem Isolierband wurden auf einer Wand der Kammer angeordnet anschlieRendes
raumliches Gedachtnis zu erleichtern. Am Tag 2 wurde das Thema der Maus in der gleichen leeren
Arena flr eine zweite Gewohnung Sitzung von 10 Minuten Dauer gestellt. Die Maus wurde entfernt, und
zwei identische Objekte wurden in der Kammer ~ 12 cm von der Wand und ~ 18 cm voneinander
entfernt angeordnet. Die Maus wurde dann wieder in die Kammer eingebracht, und man lieR? die
Testarena mit den zwei identischen Objekten fir 10 min erkunden. Nach dieser Eingewdhnungs Sitzung
wurde das Thema der Maus aus der Arena und platziert in einen leeren Haltekéfig in einem anderen
Raum fiir 1 h entfernt. Gegenstande wurden in einem Bad gereinigt und Alconox Kammern wurden mit
Ethanol zwischen der Einfiihrungs- und neuartigen Objekterkennungstestsitzungen gereinigt. Eines der
Objekte wurde in seiner urspriinglichen Position ersetzt, und das andere Objekt wurde an eine neue
Position bewegt, ~ 18 cm nach vorne von seiner urspriinglichen Position. Nach dem 1-H-Intervall wurde
das Thema der Maus an die Testkammer zurtickgefiihrt, und beide Objekte fur 5 min erkunden darf. Die
Zeit, jedes Objekt Sniffing wurde aufgezeichnet und erzielte durch die Noldus Ethovision Software.
Location-Objekt-Speicher wurde als zu verbringen deutlich mehr Zeit Schnuffeln das verschobene
Objekt definiert als das Objekt Schniiffeln, das in seiner urspriinglichen Position geblieben. Der
neuartige Objektort wurde wiegt (links oder rechts) Seiten Vorspannung zu verhindern.
Location-Objekt-Speicher wurde als zu verbringen deutlich mehr Zeit Schnuffeln das verschobene
Objekt definiert als das Objekt Schniiffeln, das in seiner urspriinglichen Position geblieben. Der
neuartige Objektort wurde wiegt (links oder rechts) Seiten Vorspannung zu verhindern.
Location-Objekt-Speicher wurde als zu verbringen deutlich mehr Zeit Schnuffeln das verschobene
Objekt definiert als das Objekt Schniiffeln, das in seiner urspriinglichen Position geblieben. Der

neuartige Objektort wurde wiegt (links oder rechts) Seiten Vorspannung zu verhindern.

von Tukey ' s multiple Vergleiche post hoc Prifung. Kérpergewicht und den taglichen
Konsum wurden unter Verwendung von Zwei-Wege-wiederholter MaRnahmen

Varianzanalyse analysiert.

ERGEBNISSE

Zwei unabhangig voneinander erzeugt 16p11.2 Mikrodeletionssyndrom
Modell-Mausen (genannt 16p11.2 df / +) wurden in unseren Studien beschaftigt. Die
Muhlen-Méause (Horev et al, 2011) wurden fir alle Studien im Bér Labor am MIT und
die Dolmetsch-Mausen (Portmann durchgefiihrt verwendet et al, 2014) wurden fir
alle Studien im Crawley Labor an der UCD geleitet verwendet. Vor der
Beschreibung der Auswirkungen der R- Baclofen, hier kurz wir die Defizite
Uberprufen, die in diesen beiden Linien der Mause, die zuvor berichtet worden.

Die Mills M&use zeigen eine schlechte Uberleben als Welpe, kleinere Korpergewicht,
hohere Kafig Aktivitat und einen ungewdhnlichen Abstieg aus dem Kéfig in einem oder
mehreren Personen (Brunner et al,

2015; Horev et al, 2011). Normale Kontaktfreudigkeit und Vorliebe fiir soziale Neuheit
wurden in 16p11.2 beobachtet df / + Mause in der sozialen Ansatz Aufgabe
dreikammeriger, ohne Genotyp Unterschiede auf wechselseitigen sozialen
Interaktionen oder mannlich erkannt Sniffing und als Reaktion auf weibliche Urin
(Brunner vocalizing

et al, 2015). Cognitive Untersuchungen der Mills Mause zeigten Defizite in
kontextueller Angstkonditionierung, passive Vermeidung und neue

Mannlich - weiblich wechselseitige soziale Interaktionen und vocaliza- gen. E“”a‘:hser@bjekterkennung (Brunner et al, 2015; Pucilowska et al, 2015; Tian et al, 2015)

16p11.2 +/ + und B6 weibliche Mause in Brunst wurden als Stimulus Mause fir
erwachsene méannliche 16p11.2 Loschen Méuse verwendet. Jede weibliche Maus
wurde als Partner fir maximal drei mannliche Subjekte Mause verwendet. Jeder
Versuch wurde in einen sauberen Kéfig (36,9 x 15,6 x 13,2 cm laufen 3) mit einer 0,5 cm
Schicht von Betten unter gedampfter roter Beleuchtung in einem schalldémpfenden
Kammer. Eine weibliche Maus Stimulus und eine mannliches Subjekt Maus wurden in
den Kéfig gegeben und Verhaltensweisen wurden mit einer Videokamera fiir 5 min
aufgezeichnet. Wechselwirkungen wurden von Videos durch menschliche Beobachter
blind Genotyp und Behandlung erzielt, die Noldus Observer XT 8.0
Ereignisaufzeichnung Software. Soziale Parameter erzielte in den mannlichen
Probanden enthalten Nase-an-Nase sniff (Sniffing Schnauzenregion von Partner), die
Nase zu anogenital sniff (Anogenitalregion Partner Schniffeln) und folgen (dicht hinter
Partner zu FuR). Ultraschall-Vokalisationen wurden wahrend der 5 min-Sitzung unter
Verwendung eines Ultraschallmikrofon (Avisoft UltraSoundGate) innerhalb der
Schalldampfungskammer aufgenommen und anschlieffend erzielte mit Avisoft SASLab
Pro.

Allgemeine explorative Fortbewegung. Um mégliche Arzneimittelwirkungen auf die allgemeine
Aktivitat zu bewerten, Fortbewegung wurde wéhrend einer 10-mindtigen Explorations Sitzung in
den gleichen Kammern verwendet fiir das Objekt Standort Gedéchtnisaufgabe bewertet.

Insgesamt zurtickgelegte Strecke wurde mit der Noldus Ethovision Software erzielt.

Statistische Analyse. Objektort Speicherdaten wurden unter Verwendung von gepaarten
analysiert t- Schniiffeln jedes Objekt innerhalb Genotyp und innerhalb Behandlung,
wéhrend des Einarbeitungs und neuartigen Objekterkennungsphasen-Tests, um die
Anzahl der Sekunden ausgegeben zu vergleichen, wie zuvor beschrieben (Vogel-Ciernia
und Wood, 2014). Mannlich - weiblichen sozialen Interaktionsdaten wurden unter
Verwendung eines ungepaarten analysiert t- Test, Behandlungen im Genotyp fir jeden
Parameter zu vergleichen. Lokomotorische Aktivitatsdaten wurden Einwegvarianzanalyse

analysiert, gefolgt unter Verwendung von

Neuropsychopharmacology

wahrend T-Labyrinth Erwerb und Umkehr nicht zwischen Genotypen (Brunner
unterschied sich et al, 2015). Untere offene Feld Aktivitat und Angst- bezogenen
Tendenzen im erhohten Plus-Labyrinth wurden in der Mills Linie (Pucilowska
berichten et al, 2015). Die Dolmetsch Linie 16p11.2 Léschung Méause zeigte ahnlich
schlechte Uberleben pup, mit einem Korpergewicht signifikant niedriger als die
Wildtyp-Geschwister im Laufe des Lebens, wahrend andere Manahmen der
allgemeinen Gesundheit in der gesamten Lebensdauer in der Uberlebenden
heterozygot blieben normal (Portmann et al,

2014). Einkreisen und Springen Motor Stereotypien wurde in einer kleinen Untergruppe
von Individuen gesehen (Portmann et al, 2014; Yang

et al, 2015b). Sozialverhalten waren normal auf beide drei sozialer Ansatz
chambered und Jugend soziale Interaktionen reziproken aber auf Parameter der
mannlichen reduziert - weiblich wechselseitige soziale Interaktionen und
begleitender Ultraschall vocalizations im Vergleich zu Wildtyp-Mannchen litermate
Kontrollen (Portmann et al, 2014; Yang et al, 2015b). Kognitive Defizite waren
prominent in der Dolmetsch 16p11.2 df / + Mause auf Erkennungsaufgaben,
einschlieBlich der neuartigen Objekterkennung, Objektlokalisierung Speicher,
Vorliebe furr soziale Neuheit und Touchscreen paarweise visuelle Unterscheidung
Erfassung und Auflésung (Portmann et al, 2014; Yang et al, 2015a). Keine
Unterschiede zwischen den Genotypen wurden auf kontextuellen
Angstkonditionierung erfasst; Wasserlabyrinth nicht wegen schlechten
Schwimmkenntnisse werden kann (Portmann durchgefiihrt et al, 2014; Yang et al,

2015a).

MIT Studien Uber Mills Mause

Objekterkennung. Unter Verwendung der Mills 16p11.2 Lésch Mause (Horev et al, 2011;
Tian et al, 2015), untersuchten wir zunéchst die Auswirkungen von chronischen R- Baclofen
Behandlung einer Objekterkennungsgedachtnis-Aufgabe verwenden. Die Mause wurden

erlaubt eine Arena mit zwei identischen Objekten fiir zwei 10-min Exploration zu erkunden
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Abbildung 1 Chronisch R- Baclofen Behandlung wieder Neuheit Erkennung Defizite in einer Objekterkennungsaufgabe in 16p11.2 df / + M&use. (A) Experimentelles Design von neuartigen Objekterkennung Aufgabe. (B) Vehikel

behandelte 16p11.2 df / + Mause zeigen intré ion auf i Testtag 2, wenn sie mit einem vertrauten und neuen Objekt verglichen mit Vehikel behandelten WT (WT veh, fam présentiert vs November:
t{12) = 6,51; p O 0,001; df / + veh, fam vs November: t ( 12) = 0,467; p = 0,649; WT
R- Baclofen, fam vs November: t ( 9) = 7,68; p O 0,001; df / + R- Baclofen, fam vs November: t ( 12) = 6,54; p O 0,001). (C) Wie in Panel dargestellt (b), mit Trager behandelten 16p11.2 df / +
bestimmt Méause zeigen keine Praferenz fur das neue oder bekannte Objekt, die jeweils in etwa gleich zu erforschen, wahrend WT-Mause behandelten Tieren die neuen Objekt begtinstigen, durch
Diskriminationsindex Berechnung (WT, veh vs df / +, veh: t ( 24) = 6,49; p O 0,001). Im Vergleich dazu &hnlich wie Vehikel behandelten WT Tiere,
R- Baclofen behandelten WT und 16p11.2 df / + Mause zeigen mehr Erforschung eines neuen Objekts deutlich mit einem bekannten Objekt verglichen, wie deutlich durch eine Diskriminierung dargestellt 4 0,5. Chronisch R- Baclofen
Behandlung stellt Neuheitserkennung in 16p11.2 df / + Mause, so dass sie nicht zu unterscheiden fromWT Méuse (WT machen, R- Baclofen vs df / +, R- Baclofen:

t (21) = 0,063; p = 0,950). Zwei-Wege-ANOVA, Genotyp: F = 23,0, p O 0,001; Behandlung: F = 62,4, p O 0,001;
Genotyp x Behandlung: F (3,45) = 22,2, p O 0,001. (D) Es gibt keinen signifikanten Unterschied in der Zeit, die jeweils zwei identische Objekte wéhrend des ersten Objekts Habituation Sitzung in entweder Genotyp unabhéngig von der
noch gibt es einen signifikanten L ied in der Gi i der iter Erkundung entweder Habituation Sitzung (WT veh vs df / + veh, Session 1: t ( 24) = 0,802, p = 0,430;
WT veh vs df / + veh, Session 2: t ( 24) = 1,100, p = 0,282; WT veh vs df / + veh, gesamt:
t(24) = 1,20, p = 0,241; WT R- Baclofen vs df / + R- Baclofen, Session 1: t ( 21) = 1,84, p = 0,079; WT R- Baclofen vs df / + R- Baclofen, Session 2: t ( 21) = 0,614,
p = 0,546; WT R- Baclofen vs df / + R- Baclofen, gesamt: t ( 21) = 1,64, p = 0,116). Alle Daten fur alle Figuren sind als Mittelwert aufgetragen + SEM; n gibt die Anzahl der Tiere. ** p O 0,001, R- Baclofen vs Fahrzeug
innerhalb Genotyp.

Sitzungen, im Abstand von 1 - 2 h auseinander. Vierundzwanzig Stunden spéater eine der fur das neue Objekt, das bekannte und neuartige Objekt Erkundung
bekannten Objekte mit einem neuen Objekt und ein Unterscheidungsindex (Zeit gleichermaflen (1b und c). Chronische Behandlung mit

verbrachte das neue Objekt Sniffing) ersetzt wurde, wurde berechnet verbrachte / R- Baclofen hatte keinen Einfluss auf Préferenz fiir eine neue Aufgabe bei Mausen WT
(kumulative Zeit, um die neue Sniffing aber véllig Neuheitsdetektion in 16p11.2 restauriert df / + Mause (1b und c). Um

+ vertraut Objekt) Uber eine 10-min-Testsitzung (Abbildung 1a). Trager behandelten sicherzustellen, dass unsere Ergebnisse nicht durch Unterschiede in der

WT Mause zeigten eine starke Préferenz fiir das neue Objekt. Im Vergleich und Gesamtgesamt Exploration wahrend der Gewohnungs Sitzungen zu dem bekannten
ahnlich wie bei friheren Berichten, Vehikel-behandelten 16p11.2 df / + Mause Objekt verwechselt wurden, erzielen wir insgesamt Schniiffeln wahrend der zwei
zeigten keine Praferenz Explorations

Neuropsychopharmacology
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Sitzungen am Tag 1 und beobachteten keine Unterschiede zwischen dem Genotyp oder a Test (Context 1 -
Behandlung (Abbildung 1d). vertraut)
Training
" P . . (Kontext 1)
Kontexterkennung. Nachstes untersuchten wir die Auswirkungen von chronischen R-
9 9 ) — A 2%

Verabreichung von Baclofen auf dem kognitiven Leistungsfahigkeit in einer aversiven
(Kontext 2 - Roman)

Hippocampus-assoziierten Kontexterkennung Aufgabe in dem 16p11.2 df / + Mause.

In diesem Test wurden die M&use auf einen unverwechselbaren Umgebungskontext

ausgesetzt, in dem sie einen Ful3schock (die akute Verhaltensreaktion auf J7
FuBschock in den Miihlen 16p11.2 erhalten df / + Mause wurden bisher nicht von WT
(Tian gezeigt werden, et al, 2015), vergleichbar sensorische Empfindlichkeit b 60 7
hindeutet.). Vierundzwanzig Stunden spater wurden die Mé&use zuriick entweder s 4 ek
gleich (bekannt) oder einen anderer (Roman) Kontext am Testtag (Abbildung 2a). 2
: . L a0 4 ek ek
Bestatigt friihere Beobachtungen, Vehikel-behandelten 16p11.2 £
o 30 A
g 20 o
. . e A 5 }
df / + Mause zeigten tiefe Gedachtnisdefiziten auf dem Testtag, wie durch das Fehlen 8 10 A
des Gefrierens in dem bekannten Zusammenhang nachgewiesen, wo sie einen o | |
FuBschock zuvor erhalten hatten (Abbildung 2b). 16p11.2 df / + Mause, die mit R- Baclofen Fam November Fam  November  Fam November Fam - November
R-Baclofen - - - - + o+ o+
erstarrten deutlich mehr in dem gewohnten Kontext auf Testtag, vergleichbar mit wr e wr e
WT-Mausen mit entweder behandelt oder Fahrzeug R- Baclofen, was zeigt, dass die N=16N=15 N=15N=16N=16N=15 N=13N=13

medikamentdse Behandlung sowohl die Fahigkeit, wieder hergestellt zu akquirieren und i . X . o . .
Figur 2 Chronisch R- Baclofen Behandlung wieder Gedéachtnisdefizite in einer kontextabhéngigen aversiven
um die Assoziation zwischen Rahmen erinnert und ein aversives Ereignis (Abbildung Lernaufgabe in 16p11.2 df / + Méuse. (A) Experimentelles Design von kontextabhéngigen
2b). Unterscheidungsaufgabe. (B) behandelt 16p11.2 Fahrzeug- df / + Mause zeigen keinen Unterschied in der
bekannten in Gefrieren vs
Roman Kontext und deutlich weniger Einfrieren im vertrauten Kontext verglichen mit WT-Mausen ( df / + veh,

. ) . November vs fam: t ( 29) = 0,227, p = 0,822; WT, veh vs df / +, veh: t ( 29) = 7.05, p O 0,001). fahrzeug- und R- Baclofe!
Offenes Feld Gewdhnung. Um eine Gewdhnung zu untersuchen ovember vs fam: ¢ (29) P venvs veh:t(29) P )- fahrzeug- un acioten

zu einem Kontext verfolgt, wir die Aktivitat des 16p11.2 df / + Mause lber zwei
15-min-Aufnahmen, im Abstand von 1 - 2 h auseinander. Wéhrend jeder

behandelten WT-Mé&use sind in der Lage, ein neues aus vertrauten Kontext zu unterscheiden (WT veh,
November vs fam:
t(29) =5.70, p O 0,001; WT R- Baclofen, November vs fam: t ( 28) = 5,29, p O 0,001). Bei der chronischen Behandlung

Gewohnungssitzung verwendeten wir die Cineplex-Monitoring-Software-Aktivitat mit R- Baclofen, 16p11.2 df / + Méuse sind in der Lage, einen Roman zu unterscheiden
ber einen 40 x 40 cm zu liberwachen 2 Umgebung. Wir verwendeten MATLAB die von vertrauten Kontext, wie durch deutlich angezeigt
Zeit in zwei vordefinierte Zonen (auRere, innere) der Arena Verhalten tiber mehrere im vertrauten Kontext verglichen mit neuem Kontext erhht Einfrieren ( df / + R- Baclofen,

November vs fam: t ( 24) = 6,03, p O 0,001). Drei-Wege-ANOVA, Genotyp: F = 30,7, p O 0,001;
Behandlung: F = 7,86, p O 0,01; Kontext:

F =82,0, p O 0,001; Genotyp x Behandlung: F = 22,2, p O 0,001; Genotyp x Zusammenhang: F = 11,5, p O

0,001; Behandlung x Zusammenhang: F = 3,01, p = 0,086;

heterozygote Mause Genotyp x Behandlung x Zusammenhang: F (7111) = 17,7, p O 0,001). *** p O 0,001,

R- Baclofen vs Fahrzeug innerhalb Genotyp.

Sitzungen (Abbildung 3a) ausgegeben zu analysieren. Wir maen zunéchst die
Gesamtstrecke (iber mehrere Sitzungen hinweg gebtindelt) reiste von WT und
16p11.2 df / + Mause als Indikator fur Hyperaktivitét. Trager behandelten 16p11.2

>

Figur 3 16p11.2 df / + M&use zeigen Gewdhnung Defizite in einer offenen Feld Aufgabe, die durch chronische umkehrt R- Baclofen Behandlung. (A) Experimenteller Aufbau von offenem Feld Gewshnungs Aufgabe.

(B) 16p11.2 df / + Mause, die mit Fahrzeug zeigen, statistisch signifikanter Hyperaktivitat behandelt wurden, verglichen mit Tieren, die mit WT Fahrzeugen im offenen Feld so behandelt, als nach Entfernung

angegeben gereist im Verlauf beiden Habituation Sitzungen (veh vs df / + veh: t ( 22) = 4,33, p O 0,001). WT Tiere behandelt mit R- Baclofen Lokomotion zeigt deutlich erhdht im Vergleich zu Vehikel-behandelten Tieren
(WT veh vs R- Baclofen: t ( 22) = 2,89, p O 0,01). Es gibt keine statistische Signifikanz zwischen: 16p11.2 df / + Tiere, die mit Vehikel behandelt oder R- Baclofen ( df / + veh vs R- Baclofen: t ( 22) = 0,248, p = 0,807; WT);
WT Tiere behandelt mit R- Baclofen und 16p11.2 heterozygot mit Vehikel behandelten Tiere ( df / + veh vs WT R- Baclofen: t ( 22) = 0,010, p = 0.992) oder WT Tieren und 16p11.2 heterozygot behandelt mit R- Baclofen
(WT R- Baclofen vs df / + R- Baclofen: t ( 22) = 0,206, p = 0,839). (C) iiber Genotypen und Behandlungen, Reise Tiere einen gréReren Abstand in der ersten Sitzung Habituation verglichen mit dem zweiten Sitzungs
Habituation (WT veh, Session 1 vs Session 2: t ( 11) = 6.85, p O 0,001;

df / + veh, Session 1 vs Session 2: t { 11) = 9,58, p O 0,001; WT R- Baclofen, Session 1 vs Session 2: t ( 11) = 4,81, p O 0,001, df / + R- Baclofen, Session 1 vs Session 2:

t(11) = 4,56, p O 0,001. (D) Vehikel behandelte WT und 16p11.2 df / + M&use wahrend der ersten Gewshnungssitzung ein &hnliches Verhalten aufweisen. Wéhrend der zweiten Sitzung verbringen WT M&use deutlich

mehr Zeit in der &uBBeren Zone der Arena, wahrend 16p11.2 df / + Méause verbringen nicht wesentlich mehr Zeit in entweder den inneren oder &u3eren Zonen der Arena (WT vs df / +, Session 1 - AuBenzone, t ( 22) = 1,32, p
=0,201; WT vs df / +, Session 1 - Innenzone, t ( 22) = 1,32, p = 0,201; WT vs df / +,

Session 2 - AuRenzone, t ( 22) = 5,83, p O 0,001; WT vs df/ +, Session 2 - Innenzone, t ( 22) = 5,83, p O 0,001; WT, Session 1, inner vs dulere, t ( 11) = 0,782,

p = 0,450; df / +, Session 1, Innen vs &ufRere, t ( 11) = 1,13, p = 0,281; WT, Session 2, Innen vs &uflere, t ( 11) = 9.90, p O 0,001, df / +, Session 2, Innen vs &ufere,

t(11) = 0,820, p = 0.430). Drei-Wege-Genotyp x Zone x Sitzung: F (7,88) = 16,867, p O 0,001). Paarweise multiple Vergleichsverfahren (Holm - Sidak-Methode): Genotyp innerhalb der Session 1, WT vs df / +: t

= 0,00005, p = 1,00; Zone innerhalb der Session 1, Innen vs &uere: t = 0.131, p = 0,896; Genotyp innerhalb Innen -

Session 2, WT vs df / +: t = 5,82, p O 0,001; Genotyp innerhalb des &uReren - Session 2, WT vs df / +: t = 5,82, p O 0,001; Zone innerhalb WT, Session 2: t = 12,9, p O 0,001; Zone innerhalb df / +, Session 2: t = 1,24, p = 0,218.
(E) R- Baclofen behandelten WT und 16p11.2 df / + Mause wahrend der ersten Gewdhnungssitzung ein ahnliches Verhalten aufweisen. Wahrend der zweiten Sitzung, beide WT Mause und 16p11.2 df / + Mause

verbringen in der &uReren Zone der Arena deutlich mehr Zeit (WT vs df / +, Session 1 - AuRenzone, t { 22) = 0,142, p = 0,889; WT vs df / +, Session 1 - Innenzone, t ( 22) = 0,142, p = 0,889; WT vs df / +, Session 2 - AuRenzone, t
(22)=0,106, p = 0,917; WT

vs df / +, Session 2 - Innenzone, t ( 22) = 0,106, p = 0,917; WT, Session 1, inner vs &uBere, t ( 11) = 1,21, p = 0,252; df / +, Session 1, Innen vs &uflere, t ( 11) = 1,60,

p = 0,138; WT, Session 2, Innen vs auBere, t ( 11) = 2.56, p = 0,026; df / +, Session 2, Innen vs &uflere, t ( 11) = 3,19, p O 0,01). Drei-Wege-Genotyp x Zone x Sitzung: F (7,88) = 0,055, p = 0,814). (F) Dolmetsch 16p11.2 df / +
Méuse in UCD Labor: Insgesamt zuriickgelegte Strecke wurde mit der Noldus Ethovision Software aufgezeichnet. Keine signifikante Wirkung der medikamentdsen Behandlung wurde wéhrend einer 10-min offenen Feld

Sitzung in den gleichen K 1 auf Erkundung ivitat erfasst fir das Objekt Standort Gedachtnisaufgabe verwendet. Einweg-ANOVA (F (3,81) = 3,22; p = 0.027, Tukey ' s Mehrfachvergleichstest p = 0,027 fiir den

Vergleich von WT Fahrzeug vs df / + Fahrzeug nur. * p O 0,05, ** p O 0,01, ** p O 0,001, R- Baclofen vs Fahrzeug innerhalb Genotyp.

Neuropsychopharmacology



eine wesentlich groBere Distanz in der Arena gereist Vergleich mit mit Vehikel behandelten
Mausen WT Uber beide Habituation Sitzungen, indikativ fir eine verallgemeinerte
Hyperaktivitét in diesen Mausen. Die chronische Verabreichung von R- Baclofen hatte
keinen Einfluss auf die Fortbewegung in 16p11.2 df / + sondern tiberraschenderweise
Hyperaktivitat bei WT-Mausen zu einem gewissen Grad vergleichbar mit der behandelten
und unbehandelten 16p11.2 induziert df / + Mause (Abbildung 3b).

In allen Genotypen und Behandlungs verbrachten Mause mehr Zeit den Kontext
in der ersten Aufzeichnungssitzung Erkundung Vergleich zu der zweiten Sitzung
(Abbildung 3c). Zonenspezifischen Analyse ergab, dass das Fahrzeug behandelten
WT und 16p11.2 df / +
Mausen erforscht die innere und die auf3ere Zone der Umwelt zu etwa gleichen Teilen
in den ersten 15 min-Sitzung. Allerdings Vehikel behandelten WT Méause verbringen

deutlich mehr Zeit in der Nahe von
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die Wéande in der &uRReren Zone der Arena wahrend der zweiten 15-min-Sitzung, wéhrend
16p11.2 df / + M&use verbringen etwa gleichen Zeit wéhrend der zweiten Sitzung der
&uBeren und inneren Zonen der Arena zu erforschen, die moglicherweise einen
Zusammenhang Aner- kennung Defizit iiber mehrere Sitzungen hinweg in diesen Mausen
(Abbildung 3d) widerspiegelt. Interessanterweise chronische R- Baclofen Verwaltung nicht
Exploration Muster von WT-Mé&usen beeinflusst aber wieder normale Exploration in
16p11.2 df / + M&use, zu einem erhdhten Zeit fiihrt in der &uBeren Zone verbracht und
verringerte Zeit damit verbracht, die inneren Zonen in der zweiten Explorationssitzung
(Abbildung 3e) zu erforschen.

UCD Studien tber Dolmetsch Mause

Die lokomotorische Aktivitat. Explorative Aktivitat wurde in einem Standard-Open-Feld getestet

Potenzial Beruhigungsmittel zu bewerten Auswirkungen
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R- Baclofen. In Ubereinstimmung mit Studien tber Mills Méusen Behandlung hatte
keinen signifikanten Einfluss offenen Feld der Bewegungsaktivitat in WT oder 16p11.2 df
1 + Dolmetsh Méause bei einer Dosis in diesen Studien (3f) eingesetzt.

Location-Objekt-Speicher. Wahrend der Einarbeitungsphase des Objekts
Ortsspeicher Assay keine angeborenen Seiten Vorspannung fiir Objektposition wurde
in Méusen entweder Genotyp mit Vehikel behandelten nachgewiesen oder R- Baclofen
(Abbildung 4a). Wahrend der Objektlokalisierung Testphase, Mause WT verabreicht
Fahrzeug ausgegeben

Zeit Schniffeln des
Objekt in der neuen Lage im Vergleich mit der Zeit aufgewendet, das Objekt in
der vertrauten Stelle Schniiffeln (Abbildung 4b). 16p11.2 df / + Mause
verabreicht Fahrzeug zeigen nicht

Objekt Ortsspeicher, aber
16p11.2 df / + Mause verabreicht R- Baclofen verbrachte Bezeichnend mehr Zeit
kant das Objekt in der neuen Position Schniffeln im Vergleich zu dem Objekt in
der gewohnten Stelle. WT-M&use R- Baclofen angezeigt Erforschung beider
Objekte erhoht, aber interessanterweise nicht zur Lage des Objekts Speicher
angezeigt werden, ein Befund weiter in weiteren Studien untersucht werden.

deutlich mehr

von Bedeutung

Chronisch R- Baclofen Behandlung Korrigiert Mehrere kognitive
Defekte in 16p11.2 df / + M&use

Impaired Neuheits Detektion in den beiden Assays hier verwendet,
Objekterkennung und Objektlokalisierungsspeicher, ist eine der stabilsten und
reproduzierbar mit allen drei Strom 16p11.2 heterozygote Deletion
Mausmodellen assoziierten Phanotypen. Ahnlich wie in friiheren Studien
fanden wir tiefe Defizite sowohl in der neuen Objekterkennung und
Objektlokalisierung Speicher in den Mihlen und Dolmetsch Mauslinien, bzw.
(Brunner

et al, 2015; Pucilowska et al, 2015). Die chronische Verabreichung von R- Baclofen
signifikant verbessert Neuheitsdetektions sowohl 16p11.2 df / + Mause Mausmodelle
in diesen Erkennungsgedéchtnisaufgaben. Weiterhin wird in dem Mills 16p11.2 df / + Mausmoc
chronische R- Baclofen Behandlung auch stark beeintrachtigt Zusammenhang
Diskriminierung korrigiert. Es wurde bereits berichtet, dass offenes Feld
Bewegungsverhalten in dem Mills 16p11.2 eingewdhnen schlagt fehl df / + Mause im
Laufe von 15 Minuten (Pucilowska et al, 2015). Durch den Vergleich der
Fortbewegung von 16p11.2 df / + Mause und Wildtyp-Wurfgeschwister auf zwei
15-min offenes Feld Habituation Sitzungen beabstandet 1 - 2 h auseinander liegt,
konnten wir auch ein zusétzliches Verhaltensdefizit in der Mills Mauslinie
identifizieren. Wildtyp-Mause waren weniger Zeit in der Mitte der Umgebung wahrend
der zweiten Aufzeichnungssitzung, charakteristisch thigmotaxic Verhalten zeigen. Im
Gegensatz dazu die Aktivitat von 16p11.2 df / + M&use waren nicht zu unterscheiden
zwischen Aufnahme-Sessions. Dieser Unterschied kann ein Defizit in Anerkennung
einer vertrauten Umgebung darstellen, obwohl wir, dass es anerkennen konnte

Mannlich - weiblich wechselseitige soziale Interaktionen und vocaliza- gen. Niedrigere

Werte in 16p11.2 Loschen Mannchen mit Weibchen briinstig die Interaktion
signifikant gelindert durch R-

Baclofen Behandlung von mehreren Parametern ab (Abbildung 5). 16p11.2

df / + Mannchen verabreicht R- Baclofen zeigten signifikant héhere
Nase-an-anogenitalen Sniffing im Vergleich zu Vehikelbehandlung (Figuren 5c
und d). Die Zeit, folgende war ebenfalls héher in 16p11.2 df / + Mause, die
empfangenen R- Baclofen, verglichen mit Vehikel (Figuren 5e und f).
Interessant, R-

mehrere Interpretationen der Ergebnisse, wie erhéhte Impulsivitat oder verringert
Angst sein. Dennoch, unabhé&ngig von der Interpretation, 16p11.2 hetero- zygous
Mausen mit chronischer behandelt R- Baclofen Verhalten zeigten, die aus praktisch
nicht zu unterscheiden waren Wildtyp-Mause, behandelt mit entweder Vehikel oder R-
Baclofen.

Baclofen signifikant verringert diese soziale Verhaltensweisen in den Wildtypen. R- Baclofen

hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Nase-zu-Nase schniiffelt in 16p11.2
Léschen Ménnchen aber deutlich zuriickgegangen Nase - Schniiffeln Nase in WT
Mannchen (5A). R-

Baclofen hatte auch keinen Einfluss auf die Anzahl der Ultraschall vocalizations von
16p11.2 emittiert df / + M&nnchen aber signifikant die Anzahl von
Ultraschall-Vokalisationen bei Wildtyp (Abbildung 5 g) reduziert.

DISKUSSION

16p11.2 Deletions-Syndrom enthalt Symptome von
geistige Behinderung und Autismus (Zufferey et al, 2012). Kognitive Defizite

und sozialen wurden zuvor in drei unabhéngig erzeugte Linien 16p11.2

Léschens Mause (Arbogast detektiert et al, 2016; Brunner et al, 2015; Portmann et

al,

2014; Pucilowska et al, 2015; Tian et al, 2015; Yang et al,

2015a, b). Wir verwendeten zwei dieser Linien die Hypothese zu testen, dass die
GABA B Agonisten R- Baclofen kann die Leistung in Verhaltensdoméanen relevant, um
die Symptome des menschlichen 16p11.2-Deletions-Syndrom verbessern. Unsere
zwei getrennte Laboratorien verwendet, um die gleichen R- Baclofen Dosis und
Behandlungsdauer Kurs zu testen 16p11.2 Loschung Mause und deren Wildtypen
auf unterschiedliche, aber komplementére Verhal- vioral Assays. Diese Parallel
wurde bestétigende Ansatz Strenge und Reproduzierbarkeit bei der Beurteilung der
Wirksamkeit einer medikamentdsen Behandlung in préklinischen Studien zu
maximieren durchgefiihrt.

Neuropsychopharmacology

Chronisch R- Baclofen Verbessert Sozialverhalten in 16p11.2 df / +
Mause

Wir berichten bereits reduzierte gegenseitige soziale Interaktionen von ménnlichen

16p11.2 df / + Mause auf Parameter anogenitaler Sniffing und ein estrous weibliche

folgenden, zusammen mit weniger Ultraschall-Laut wéhrend der sozialen Sitzung (Yang et

al, 2015b). Hier repliziert wir die sozialen und Stimmgebung Phanotypen bei mannlichen - weiblich
Wechselwirkungen und detektiert Erhebungen von anogenitalen Sniffing und in 16p11.2

Deletion folgende Mannchen, behandelt mit R-

Baclofen, wéhrend vocalizations blieb gering.

Effekte von R- Baclofen auf die lokomotorische Aktivitéat

Weder Labor beobachtet jede Verbesserung in dem
Hyperlokomotion durch die 16p11.2 ausgestellt df / + Mause, die mit chronischem R- Baclofen
Verwaltung. In der Tat beobachtete der Bar (aber nicht Crawley) Labor eine
paradoxe Zunahme der Fortbewegung in behandelten Wildtyp-Mausen. Obwohl bei
hohen Dosen

R- Baclofen ist bekannt, eine beruhigende Wirkung bei Menschen und Mé&usen zu induzieren
(Henderson et al, 2012), wurde dies eindeutig nicht verwendet bei der Dosierung in unseren
Studien beobachtet. Die Tatsache, dass eine solche dramatische Verbesserung der Kognition,
zusammen mit Verbesserung in zwei Parametern des sozialen Verhaltens, wird bei Dosen
beobachtet, die Sedierung verursachen fehl schlégt vor, dass R- Baclofen verfiigt tiber ein
breites therapeutisches Fenster. Auf der anderen Seite der Suche nach, dass die

Hyperlokomotion und Stimmgebung Phénotypen waren nicht
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Figur 4 16p11.2 df / + Mé&use zeigten ein Lern- und Gedéachtnisdefizit in

Objekt-Ort-Speicher, der durch umkehrte R- Baclofen Behandlung. R-

Baclofen (0,5 mg / ml), gekennzeichnet durch *+, das Defizit in Objekt-Ort Speicher in 16p11.2 gerettet df / + Mé&use.
(A) Wahrend der Eingewdhnungsphase wurde keine Seiten Vorspannung detektiert (WT, veh: t ( 21) = 0,864; p
=0,398, NS; df / +, veh:

t(16) = 1,31; p = 0,208, NS; WT, R- Baclofen: t ( 22) = 1.97; p = 0,062, NS; df /

+ . R- Baclofen: t ( 19) = 0,001, p = 0.995, NS). (B) Wahrend der Testphase, WT

Méuse verabreicht Fahrzeug, gekennzeichnet durch ' - ¢, deutlich mehr Zeit Schniiffeln das Objekt in

der neuen Lage (Nov) im Vergleich mit der Zeit verbrachte Schniiffeln das Objekt in der gewohnten

Stelle (Fam) ausgegeben, wahrend 16p11.2 df / + Mause verabreicht Fahrzeug zeigen keine
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negativer allosterischer Modulator (NAM) (Tian et al, 2015). In fragilen X, R- Baclofen
wurde als eine Behandlung vorgeschoben, weil es auch die Proteinsynthese
normalisieren kann (Henderson et al, 2012; Qin et al, 2015), vermutlich durch Inhibition
der Glutamatfreisetzung. Eine zusétzliche Motivation fiir unsere Experimente in
16p11.2
df / + Méuse war die vorherige Feststellung, dass R- Baclofen Behandlung kann auch
Geselligkeit und repetitive Verhaltensweisen in zwei zusatzlichen Mausmodellen
von Autismus verbessern, die BTBR und C58-Stamme angeboren (Silverman et al, 2015).
BTBR Mause reduziert GABAergen Neurotransmission (Gogolla et al, 2014; Han et
al, 2014) und Defiziten in beiden Stammen durch die Behandlung auch mit einer
mGIuR5 NAM (Silverman verbessert sind,

et al, 2012).

Als Arbeitshypothese, schlagen wir vor, dass einige kognitiven und soziale
Defizite in 16p11.2 Streichung Mausen aus einer laufenden Stérung entstehen in
neuronalen Proteinsynthese Regelung, die bei Erwachsenen mit chronischer
Drogentherapie gelindert werden kann. Zwei Gene in der Region 16p11.2,

MAPK3 und Major Vault Protein (MVP), sind in der Signalwege stromabwarts

von mGlu5 Signalisierung direkt beteiligt sind, und mehrere andere Gene in

dieser Region sind Ziele von FMRP (Crepel et al, 2011; Kolli et al, 2004; Paspalas et
al, 2008). MAPK3 Codes fir ERK1, ein Schliisselregulator der

mGIluR5-abhéngiger Proteinsynthese, und die Héhe der ERK1, ERK1
Phosphorylierung und Proteinsynthese basal sind in dem 16p11.2 Mills reduziert df
[+

Méuse (Tian et al, 2015). Wir stellen fest, dass Baclofen, zusétzlich zu den
prasynaptischen Inhibition der Glutamatfreisetzung kann ERK1 / 2-Phosphorylierung

in Hippocampus-Neuronen, die durch Aktivierung von dendritischen GABA stimulieren s
Rezeptoren (Vanhoose et al, 2002). Umgekehrt wird ein negativer Regulator MVP von
ERK1 /2 (Kolli zu denken et al, 2004) und ein seltenes in der Region 16p11.2
vererbten Léschen zu MVP, beschrankt CDIPT1, SEZ6L2, ASPHD1 und KCTD13
wurden mit ASD (Crepel verbunden sein gezeigt et al, 2011). Weitere Arbeit ist
notwendig, zu beschreiben, wie 16p11.2 Mikrodeletionssyndrom verursachen

kognitive und soziale Defizite und verstehen, wie diese Beeintrachtigungen durch
GABA riickgéangig gemacht werden s Rezeptoraktivierung.

signifikanten Objektstandort Speicher (WT, veh: t ( 21) = 2.34; p = 0,029; df / +, veh: t ( 16) = 0,305; p = 0.764,

NS). 16p11.2 df / + Mause verabreicht R- Baclofen verbrachte deutlich mehr Zeit, um das Objekt in der
neuen Position Schniffeln im Vergleich zu dem Objekt in der gewohnten Stelle ( df / +, R-Baclofen t ( 19)
= 3,00, p O 0,01). WT verabreicht

R- Baclofen erhdht Exploration der beiden Objekte und nicht das erwartete Objekt angezeigt
Standortspeicher (WT, R-Baclofen t ( 22) = 0,641,
p =0,528). * p O 0,05, * p O 0,01, R- Baclofen vs Fahrzeug innerhalb Genotyp.

durch unsere Behandlung verbessert zeigt an, dass nicht alle anomalen mit 16p11.2
Loschung Mausen assoziiert Verhalten Phénotypen auf diese Behandlung ansprechen.

Wirkmechanismus

An dieser Stelle kdnnen wir nur spekulieren, wie R- Baclofen Behandlung verbessert die
kognitiven und sozialen Phanotypen bei erwachsenen 16p11.2 df / + Mause. Unsere
Experimente wurden teilweise durch eine friihere Studie motiviert, in dem wir einen
synaptischen Phanotyp im Hippocampus gefunden, &hnelt dem, was in der beobachtet
wird

FMRL1-/y Mause. Insbesondere zeigten die Daten, dass die 16p11.2

df / + Mause haben auch aberrante aktivitatsabhangigen Proteinsynthese
Regulierung nachgeordnet mGIuR5 und erhdhte Expression von
Hippokampus-Arc-Protein, einem molekularen Marker erhéhter neuronaler
Aktivitat. AuRerdem ist, wie in der FMR1./y

Mause, Beeintrachtigungen in der Hippocampus-abhéangigen Angst Speicher konnen durch

Behandlung mit einer mGluR5-selektiven gelindert werden

Klinische Implikationen

Unsere Ergebnisse, dass R- Baclofen verbesserte Leistung auf drei kognitiven
Aufgaben und umgekehrt Defizite auf zwei MalRnahmen der ménnlichen - weiblich
wechselseitigen sozialen Interaktionen deuten darauf hin, das Medikament einen
therapeutischen Nutzen bei Menschen mit 16p11.2 Mikrodeletionssyndrom Syndrom
haben. Racemisches Baclofen wurde fiir die Behandlung von Spastizitét bei Kindern
und Erwachsenen mit Zerebralparese und placebokontrollierten Studien in fragilen X
und Autismus seit vielen Jahren klinisch eingesetzt mit R- Baclofen hat gezeigt, dass
das Medikament sicher und gut bei Patienten mit anderen
Entwicklungsgehirnstdérungen vertragen. Vor der aktuellen Studie, die starksten
préklinischen Griinde fiir den Einsatz von R- Baclofen fiir Autismus und ID von der
Arbeit abgeleitet in fragilen X. Doch trotz vielversprechende Ergebnisse bei Mausen
(Henderson et al, 2012; Qin et al, 2015), drei placebokontrollierten klinischen Studien
versagt die vorbestimmten Metriken keine signifikante Verbesserungen zu zeigen,
wie die primaren Endpunkte, verschiedene subscales des Fehlverhaltens Prifliste
(ABC) (Berry-Kravis gewahlt Verwendung et al, 2017b; Berry- Kravis et al, 2012).
Dennoch wurde die Wirksamkeit von Verbesserungen bei der Arzt bewerteten
globalen Einschatzungen und mehrere sekundéare Endpunkte vorgeschlagen, die
andere ABC subscales enthalten. Bemerkenswert ist, und leider war, Kognition nicht

Neuropsychopharmacology
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Abbildung 5 16p11.2 df / + ménnliche Mause zeigten niedrigere Werte auf einige Parameter der ménnlichen - weibliche soziale die durch wurden R- Baclofen Behandlung. Ménnlich 16p11.2 df / + M&use in

weniger reziproken sozialen Interaktionen mit einem Ostrus 1 auf einigen P

Obwohl R- Baclofen nicht signifikant beeinflussen Nase-an-Nase schniiffelt in 16p11.2

df / + Mause (a, b: df / +:1( 18) = 0,129; p = 0,899, NS; WT: t ( 22) = 2,12; p O 0,05), R- Baclofen Behandlung signifikant erhéht Nase zu anogenital Schniffeln in 16p11.2 df / + M&use auf

beschaftigt, im Vergleich mit Wildtyp-Wurfgeschwister-Kontrollen. R- Baclofen erhoht sociability in 16p11.2 df / + méannlichen Méause.

Zeit damit

/+:1(18) = 2,14; p O 0,05, WT: t ( 22) = 0,913, p = 0,371, NS) und die Anzahl der Zeitrdume (d: df / +: t ( 22) = 2.94,

p 0 0,01; WT: t (18) = 1,12, p O 0,05) und rechtzeitig nach dem weiblichen (e verbracht: df / +: t (18) = 2,66, p O 0,05; WT: t ( 22) = 1,16; p = 0.260, NS) und die Anzahl der folgenden Kampfe (f: df / +: t (18) = 2.15, p O 0,05; WT: t

(22) = 1,52, p = 0.143, NS). (G) R- Baclofen hatte keinen Einfluss auf die Anzahl der Ultraschall vocalizations von 16p11.2 emittiert df / + M&nner (t ( 18) = 1,56, p = 0,134; NS)), aber signifikant die Anzahl von
Ultraschall-Vokalisationen in WT reduziert ( t ( 22) = 2.87; p O 0,01). Verminderte Partituren in WT erschienen, behandelt mit R- Baclofen auf MaBnahmen Zeit damit verbracht, in der Nase-an-Nase Schnupfen,

Nase-zu-anogenital Schniiffeln, und die Anzahl der Vokalisationen, aus unbekannten Griinden, die nicht angezeigt werden Sedierung zu schlieBen. * p O 0,05, ** p O 0,01, R- Baclofen vs Fahrzeug innerhalb Genotyp.

In diesen Studien untersucht. Diese Ergebnisse zeigen eine der groen
Herausforderungen in der translationalen Neurowissenschaften - weil die
Auswirkungen einer bestimmten Genmutation manifestieren nicht behaviorally das
gleiche bei allen Individuen kénnen Verbesserungen schwierig sein, tUber die
Patientenpopulation in jeder einzelnen Symptom Doméne zu erfassen. Die gleiche
genetische Stérung verursacht nicht immer die gleichen Symptome (zB Autismus in
fragilen

X), und die gleichen Symptome kénnen durch viele verschiedene Gendisruptionen
(zB Autismus in der allgemeinen Bevdlkerung) verursacht werden.

16p11.2 Kopienzahl Variation wurde urspriinglich in Studien von autistischen
Patienten (Sebat entdeckt et al, 2007; Weiss et al,

Neuropsychopharmacology

2008). Nachfolgende Studien zeigten variable Penetranz von autistischen Phanotypen
in Loschen Tragern, aber konsequente Defiziten insgesamt in Ziigen zu adaptiven
Féahigkeiten in Bezug (Zufferey et al,

2012). Full-scale Intelligenzquotient wurde berichtet, dass ~ 2 SD niedriger, im
Durchschnitt bei Tragern im Vergleich zu nicht betroffenen Verwandten, mit 20%, die
den Kriterien fir ein DSM-IV Diagnose von ID (1Q O 70). In dem MaR, praklinischen
phanotypische Verbesserungen bei Mausen verwendet werden kénnen, Endpunkt und
Patientenauswahl beim Menschen zu filhren, unsere Ergebnisse - in zwei
unabhé&ngigen Labors in verschiedenen 16p11.2 Léschmausstammen erhalten - weisen
darauf hin R- Baclofen sollte fiir die Behandlung von kognitiven Phanotypen in
betroffenen Menschen untersucht werden.
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