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1. Zusammenfassung

Der Missbrauch der Designerdroge MDMA (, Ecstasy*) wachst trotz Evidenzen fir das
starke neurotoxische Potential weiterhin stetig. In dieser Arbeit sollen die Mechanismen der
Neurotoxizitat und der Suchtwirkung mit Hilfe immunhistochemischer, neurochemischer und
verhaltenspharmakologischer Methoden im Tiermodell der Ratte ndher charakterisiert
werden.

In der Akutwirkung 16ste MDMA eine starke Hyperaktivitat und stereotypes Verhalten
aus. Zudem reduzierte MDMA dosisabhangig die Haloperidol-induzierte Katalepsie, was fir
die Entwicklung neuer Parkinson-Therapeutika von Bedeutung sein konnte. Auf zellul&rer
Ebene korrelierte die Hyperaktivitdt mit einer starken Uberexpression des induzierbaren
Transkriptionsfaktors c-Fos innerhalb der Basalganglien und limbischer Hirnareale. Die
Funktion des nukledren c-Fos-Proteins konnte in neuroprotektive oder —degenerative Prozesse
involviert sein; die c-Fos-Expression ging mit der Expression von Apoptoseproteinen der Bcl-
Familie einher. Langfristig war jedoch in weiten Teilen des Vorderhirns und des DRN eine
verringerte Anzahl Fos-positiver Kerne zu sehen, was hier auf verminderte Aktivitét
Uberwiegend nicht-serotonerger Neurone hindeutet.

Serotoninmarker (5-HT & 5-HIAA) waren nach einer einmaligen MDMA-Injektion
hingegen nicht verandert, eine wiederholte Gabe von MDMA fihrte jedoch zu einer
serotonergen Entleerung im prafrontalen Cortex und im Striatum, welche Noradrenalin-
unabhangig war (im Gegensatz zum berichteten neuroprotektiven Einfluss des NA auf
dopaminerge Neurone).

Transent waren katecholaminerge Neurone ebenfalls betroffen; bemerkenswert war
jedoch eine Erhohung der basalen DA-Konzentrationen im Nucleus Accumbens MDMA-
sengitivierter Tiere. Die Entwicklung eines in Zusammenhang mit der Suchtentstehung (dem
Ubergang vom kontrollierten Konsum zum unstillbaren Verlangen nach dem Suchtstoff, dem
Craving) als sehr wichtig erachteten Phanomens, der Verhatenssensitivierung, konnte hier fir
MDMA gezeigt werden: Mit wiederholter Gabe von MDMA kam es zu einer Verstéarkung
seiner hyperlokomotorischen Wirkungen. Ein wichtiges Ergebnis dieser Arbeit zeigt, dass fur
die Entwicklung der Verhaltenssensitivierung eine intakte (LC-) noradrenerge Innervation des
Vorderhirns essentiell ist. Noradrenalin konnte also den Schllissel darstellen fur die
Entwicklung neuer Suchttherapiestrategien.

Das neben der Sensitivierung zweite hier getestete Sucht-Paradigma war das Tiermodell
der Platzkonditionierung. Hier zeigte sich, dass soziale Isolation zu einer Verstdrkung des
Cravings, zu Robustheit gegen Extinktionseffekte und zu einem stérkeren Ruckfallverhalten
fahrt. Auf den Menschen Ubertragen gewinnt die soziale Umgebung an Bedeutung
hinsichtlich einer potentiellen Suchtkarriere des Individuums. Ferner konnte bel isolierten
Tieren in diesem Versuch eine basale Hyperaktivitét beobachtet werden, welche sehr effektiv
durch MDMA antagonisiert werden konnte. Dieser Befund impliziert daher einen moglichen
Einsatz von MDMA in der Therapie der Aufmerksamkeits-Defizit-Hyperaktivitdts-Storung
(ADHD).

Zusammenfassend |a3t sich feststellen, dass MDMA zwar therapeutisches Potential fur
wichtige medizinische Indikationen besitzt, aber auch en ernstzunehmendes
Neurotoxizitatsspektrum. Eine weitere intensive Erforschung der Wirkmechanismen ist daher
far die Isolierung der therapeutischen Komponenten, aber auch fir die Entwicklung neuer
Strategien der Prévention und Therapie MDMA-induzierter psychiatrischer Langzeit-Schaden
absolut notwendig und von grofiter pharmazeutischer und medizinischer Bedeutung.
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2. Einleitung

Der Schwerpunkt dieser Arbeit liegt auf den MDMA-induzierten Akut- und
Langzeitverénderungen auf neurochemischer und zelluldrer Ebene im Gehirn (mit Fokus auf
Hirnstrukturen der Basalganglien), sowie auf den daraus resultierenden Effekte auf das
Verhalten.

In der Einleitung soll daher zunéchst das bekannte Wirkungsspektrum und die Wirkungsweise
von MDMA vorgestellt werden, eines Stoffes, welcher zu den sog. ,, Designerdrogen” gezahit
wird. Der Begriff ,Designerdrogen* und die zugehorigen wichtigsten Stoffklassen sollen
ebenfalls ndher erlautert werden; mit Schwerpunkt auf der Stoffklasse der ,, Entaktogene” mit
MDMA, MDE und MBDB als charakteristische Vertreter.

Es folgen sodann die fir das Versténdnis des Wirkmechanismus und die Effekte von MDMA
notwendigen Grundlagen der Anatomie und Physiologie der drei wichtigsten biogenen Amine
Serotonin (5-HT), Dopamin (DA) und Noradrenalin (NA), welche as Neurotransmitter eine
entscheidende Rolle spielen in der Signalprozessierung im Gehirn von allen Vertebraten und
dadurch auch bel der Verhatenssteuerung bei der Ratte (dem in dieser Arbeit verwendeten
Versuchstier) sowie beim Menschen. Da sowohl die axonalen Projektionen dieser
Neuronenpopulationen in den Basalganglien und dem medialen prafrontalen Cortex
konvergieren, as auch die Wirkungen von MDMA zum wesentlichen Teil Uber diese
Hirnstrukturen vermittelt werden, soll die allgemeine Einleitung mit einer kurzen Einfihrung
in die Anatomie und die Funktionalitét der Basalganglien schlief3en.

2.1.  Designerdrogen”

Unter Designerdrogen oder Suchtstoffen der zweiten Generation versteht man (meist in einem
Untergrundlabor)  synthetisch hergestellte  Suchtstoffe, wobel durch geringflgige
Abwandlungen der chemischen Struktur, jedoch Beibehatung oder Profilierung der
pharmakol ogischen Wirkung der Muttersubstanz, versucht wird, das Betaubungsmittel gesetz
zu umgehen, welches lediglich die einzelnen bekannten illegalen Stoffe erfasst [107;156]. Zu
den Designerdrogen zdhlen verschiedene Substanzen wie: Phencyclidine, Tryptamine,

Fentanyle, Prodine und Phenyla kanamine [155;156].
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Eine wichtige Gruppe der synthetischen Suchtstoffe stellen die Phenylalkylamine dar (mit
Phenylethylamin als Leitsubstanz), welche mit biogenen Aminen wie Dopamin, Noradrenalin,
Serotonin das gleiche Pharmakophor teilen. Nach ihrer pharmakologischen Wirkung lassen
siesichindrei Untergruppen einteilen (vgl. Abb. 2.1.):

- Psychostimulantien

- Haluzinogene

- Entaktogene
Die Substanzen kdnnen jedoch auch mehreren Gruppen zugeordnet werden; bei MDA zum
Beispiel zeigt das R-Enantiomer halluzinogene Wirkungen wohingegen das S-Enantiomer
psychostimulatorische Eigenschaften besitzt [100].

BK A-Bericht 2000

Der Konsum von Amphetaminen und deren Derivaten einschliefdlich Ecstasy zeigt eine
steigende Tendenz: Im Jahr 2000 zeigten Rauschgiftdelikte mit Amphetaminderivaten die
stérkste Zunahme unter den Rauschgiftklassen (+23,6%) gegentber dem Vorjahr, die Zahl der
erstauffaligen Konsumenten von Amphetaminderivaten hat sich gegeniiber 1995 mehr als
verdoppelt, wobei die Mehrzahl der allgemeinen Verstdl3e gegen das Betdubungsmittel gesetz
von 18- bis 25-jahrigen begangen werden [6].

2.1.1. Psychostimulantien

Als Leitsubstanz der Psychostimulantien kann das Amphetamin (1-Phenyl-2-Propanamin)
angesehen werden. Es wurde bereits 1887 von Edelano synthetisch gewonnen [73], und
wurde Anfang des 20. Jh. als Arzneimittel zur Behandlung akuter Rhinitis, Asthma und
Schlafhemmung (bei Encephalitis lethargica) eingesetzt [125]. Die psychostimulierende
Wirkung wurde bald entdeckt und die Zahl der Amphetamin-Abhangigen stieg rapide an [3].
In Deutschland wurde Amphetamin 1986 in die Anlage | des BtMG (nicht verkehrsfahige
Stoffe; 2. BtMANdV [7]) aufgenommen.
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Abb. 2.1.: Klassifizierung der Phenylalkylaminein die drei Hauptklassen der Psychostimulantien (z.B.
Amphetamin), Halluzinogene (z.B. DOM, DOI) und Entaktogene (z.B. MDMA). Bei adlen
Amphetaminderivaten kennzeichnet * den chiralen a-Kohlenstoff.



6 Einleitung

Amphetamin hat strukturelle Ahnlichkeit mit Phenylethylamin, es ist sein a-Methyl-Derivat.
Phenylethylamin selbst besitzt, wenn systemisch gegeben, praktisch keine zentralen Effekte,
da es sehr rasch durch die Monoaminoxidase (MAQO) metabolisiert wird. Die Methylgruppe
am a-Kohlenstoff des Amphetamins macht es zu einem sehr schlechten Substrat fir die
MAO, sodass Amphetamin kaum im Koérper metabolisiert wird und die Blut-Hirnschranke
leicht passieren kann. Im Gehirn fuhrt Amphetamin zu einer massiven Freisetzung von
Dopamin (DA) und in viel geringerem Mal3e von Noradrenalin (NA) und Serotonin (5-HT),
was durch eine Blockade der Wiederaufnahme, aktive (Aktionspotential-unabhangige')
Freisetzung der Neurotransmitter und ebenfalls eine Blockade der MAO vermittelt wird
[84;205;231;261]. Der genaue Mechanismus der Transmitterfreisetzung ist bis dato nicht
vollstandig geklart, jedoch gibt es einen gut belegten Erklérungsversuch: Amphetamine
wirken demnach als schwache Basen, welche den pH-Gradienten der synaptischen Vesikel
reduzieren. Ein beeintrachtigter pH-Gradient reicht erstens nicht aus, als treibende Kraft fir
ausreichenden vesikularen Monoamin-Uptake zu sorgen; zweitens deprotonieren
monoaminerge Neurotransmitter im Vesikel bei steigendem pH-Wert und konnen frel ihrem
Konzentrationsgradienten folgend durch die Vesikelmembran hindurch diffundieren. Somit
steigt die Konzentration der Monoamine im Cytoplasma, und durch die daraus resultierende
Reversion ihres transmembrandren osmotischen Gradienten werden sie durch den
membrandren Transporter in den synaptischen Spalt freigesetzt [304;305].

Als Folge der neurochemischen Wirkungen von Amphetamin kommt es zur ZNS-Stimulation,
Euphorie, erhdhter motorischer Aktivitat und zur A ppetithemmung.

Eine Methylierung am Stickstoff ergibt das Methamphetamin (METH) mit etwa der doppelten
in vivo Potenz von Amphetamin [205]. Methamphetamin wirkt neurotoxisch auf dopaminerge
Neurone: Administration hoher Dosierungen von METH fuhrt zu einer Hemmung des
Dopamin-Syntheseenzyms Tyrosinhydroxylase (TH) und zu einer Verarmung von Dopamin
(DA) und dessen Metaboliten Dihydroxyphenylessigsaure (DOPAC) und Homovanillinsaure
(HVA) im Gehirn. Die Neurotoxizitét ist jedoch nicht auf DA beschrénkt, es kommt ebenfalls
zu einer Hemmung des Serotonin-Syntheseenzyms Tryptophanhydroxylase (TPH) und zur
Entleerung von Serotonin (5-HT) und dessen Metaboliten 5-Hydroxyindolessigsaure (5-
HIAA) [96].

! Es gibt jedoch Hinweise auf zusitzliche indirekte Wirkkomponenten von Amphetamin, welche eine Exzitation

der dopaminergen Neurone bewirken [63;216].
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2.1.2. Halluzinogene

Die Substitution am Phenylring der Phenylalkylamine flhrt zu einer drastischen
Wirkungsanderung. So fuhrt eine 3,4,5-Methoxylierung des Phenethylamins zur Leitsubstanz
der Halluzinogene der Phenylalkylaminklasse, dem Mescalin (Inhaltsstoff des Peyote-Kaktus
Lophophora williamsii oder Anhalonium lewinii), welches erstmals durch den deutschen
Toxikologen Lewin beschrieben wurde, als er die Rituae indianischer Stdmme in Mexiko
beobachtete [108].

Strukturelle Modifikationen dieser Substanz fuhren zur Erhéhung der halluzinogenen Potenz:
So zeigt das 2,4,5-Trimethoxyamphetamin eine viel stérkere haluzinogene Potenz; das
Austauschen der Methoxygruppe an Position 4 des Phenylrings durch hydrophobere Gruppen
(Halogenatome) fuhrt zu einer weiteren Wirkverstarkung [205]. Die Einschéatzung der
halluzinogenen Potenz zahlreicher Phenethylamine stlitzt sich zum grofRen Tell auf die sehr
extensive Arbeit von Shulgin und Mitarbeitern, welche zu einem grofen Teil im
Selbstversuch durchgefihrt wurde [289].

Als Wirkmechanismus der Halluzinogene gilt der Agonismus am 5-HT-Rezeptor (vor allem
am 5-HT,ac-Rezeptor?) [99;100]. Mit diesem Befund wurde die urspriingliche Definition der
Halluzinogene nach Hollister [128] um den Locus der Wirkung erweitert und genau
charakterisiert. Halluzinogene wie das 2,5-Dimethoxy-4-bromoamphetamin (DOB) oder 2,5
Dimethoxy-4-iodoamphetamin  (DOI) gelten as potente Modell-Liganden am 5-HT,-
Rezeptor.

2.1.3. Entaktogene

Der Begriff ,, Entaktogen* wurde 1986 durch Nichols eingefihrt [204] als seine Arbeitsgruppe
methylendioxy-substituierte Phenylalkylamine untersuchte und dabel entdeckte, dass sich
diese Substanzen in ihren Wirkungen von den chemisch verwandten Amphetaminen und
Halluzinogenen deutlich unterschieden. Etymologisch setzt sich dieser Begriff zusammen aus
dem lateinischen , tactus‘ (Bewegung) und den griechischen Wurzeln ,,en* (innen, innerhalb)
und ,gen“ (schaffen), wodurch die zusammengesetzte Bedeutung im Sinne von ,die

2 Glennon schreibt noch vom 5-HT,c-Rezeptor. Die Nomenklatur der Serotoninrezeptoren wurde inzwischen
insofern geéndert, als der (1C)-Rezeptor seiner G-Protein-Kopplung zufolge zur Klasse 2 as (2C)-Rezeptor
gezéhit wird. Vgl. Kapitel 2.4.
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Beriihrung des eigenen Inneren erzeugen® entsteht®. Diese Namensgebung stiitzte Nichols auf
enthusiastische Berichte aus psycholytischen Therapieversuchen, welche in den 50er und 60er
Jahren in den USA und der Schweiz durchgefihrt wurden. Diese Therapieansétze (detaillierte
Beschreibung bel [42]) wurden bei behandlungsresistenten psychiatrischen Stdrungen
versucht, und wurden nach dem Verbot der anfanglich verwendeten Halluzinogene vorrangig
mit 3,4-Methylendioxymethamphetamin (MDMA, IUPA C-Bezeichnung: 1-(1,3-Benzodioxol-
5-yl)-2-propanamin) durchgefihrt [107]. MDMA war in diesem Zusammenhang insbesondere
hilfreichn bei der Uberwindung starker Abwehr in der Psychotherapie und bei der
Konfrontation mit angstbesetzten Inhalten.

Die meisten in der experimentellen Psychiatrie beobachteten konkreten Wirkungen von
Entaktogenen lassen sich beschreilben as angenehme emotionale Erfahrungen der
Entspannung, friedvolle Zufriedenheit und glickliche Selbstakzeptanz, [ntrospektion,
Angstfreiheit, sowie kontrollierte kommunikative Offenheit [107;109].

Diese besonderen Wirkungen kommen vor alem bei den Methylendioxy-Derivaten der
Phenylalkylamine vor und wurden in Drug-discrimination-Studien zum ersten Mal durch
Richard Glennon als eine vollig neue Substanzgruppe neben den Psychostimulantien und den
Halluzinogenen Klassifiziert [100]. Zu dieser Gruppe gehdren das MDMA, 34-
Methylendioxyethylamphetamin  (MDE), 1-(1,3-Benzodioxol-5-yl)-2-butananamin (BDB)
und N-Methyl-1-(1,3-Benzodioxol-5-yl)-2-butananamin (MBDB). Das 34-
Methylendioxyamphetamin (MDA) zeigt tellweise auch entaktogene Wirkungen, jedoch
Uberwiegen hier die psychostimulatorischen (SSMDA) und halluzinatorischen Wirkungen (R-
MDA).

3 It seemed that the effect of these drugs was to enable the therapist — or patient — to reach inside and deal with
painful emotional issues that are not ordinary accesible. Just as the word , tact® has the connotation of
communicating information in a sensitive and careful way so as to avoid offense, it seemed that the Latin root of
thisword, tactus, would be appropriate as part of the term. Addition of the Greek roots en (within or inside) and
gen (to produce) created the term , entactogen”, having the connotation of producing a touching within.*
[204].
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2.2. MDMA

2.2.1. Allgemeines
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Abb. 2.2. Strukturformel von 3,4-Methylendioxymethamphetamin (MDMA)

Geschichtliches

MDMA wurde 1914 von der Firma Merck als Appetitzigler patentiert, wurde jedoch nie
vermarktet, vermutlich wegen der starken psychotropen Effekte. In den 70er und 80er Jahren
wurde MDMA als Adjuvans in der Psychotherapie eingesetzt (s.0.), wurde jedoch seit Mitte
der 80er Jahre vermehrt missbraucht [110;258]. Trotz einiger Berichte Uber Todesfalle und
neurotoxischer Wirkungen von MDMA und seines Metaboliten MDA [241;273;302], stieg
der Konsum seit den 80ern stetig an und erlebte in den 90er Jahren trotz weiterer gesicherter
Evidenzen bezlglich der Neurotoxizitdt sogar einen neuen Boom im Zusammenhang mit
»Rave"-Parties [110]: in Deutschland stieg der Verbrauch zwischen den Jahren 1991-1996 um
das 35-fache! [145].

1985 wurde MDMA von der US-amerikanischen DEA (drug enforcement agency) wegen
Verdachts auf Abhangigkeitspotential und der moglichen neurotoxischen Wirkungen als
»chedule | - Substanz” klassifiziert [182]; in Deutschland unterstehen seit der 80er Jahren
ebenfalls alle Methylendi oxyamphetamin-Derivate dem Betdubungsmittel gesetz.

MDMA-Administration verursacht bei Labortieren biphasische Wirkungen: Die
»Akutwirkungen“ treten innerhalb von 24 h nach Substanzgabe auf, gefolgt von der zweiten
Phase, den ,, Langzeitwirkungen®, welche fur mehrere Monate andauern konnen [188].
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2.2.2. Akute Wirkungen

Versuchstiere

Bel Versuchstieren sind eine Reihe zentraler Effekte zu sehen: Hyperaktivitét (zeigt sich vor
allen Dingen in gesteigerter lokomotorischer Aktivitdt der Tiere [110]), amphetaminerger
(DA) sowie fenfluraminerger (5-HT) Diskriminationsstimulus in htheren Dosierungen [269].
Ebenfals sind bei der Ratte und beim Primaten ,belohnende” Wirkungen von MDMA
beobachtet worden — diese Effekte sollen im Kapitel 6 ndher diskutiert werden. Zu den
Akutwirkungen z&hlen aber auch eine zentral ausgel Oste, ausgepragte Hyperthermie, d.h. ein
starker Anstieg der Korpertemperatur (>40°C), wenn die Tiere sich in einer
Umgebungstemperatur 3 24°C befinden; in hoheren Dosierungen kommt das sogenannte
Serotonin-Syndrom hinzu [110]. Das Serotoninsyndrom (bekannt als schwerwiegende
Wechselwirkung von Antidepressiva) beinhatet Symptome wie flache Korperhaltung,
Piloerektion, wiederholendes Treten der Vorderpfoten, repetitives Schwenken mit dem Kopf,
Abspreizen der Hinterpfoten, Proptosis, Ataxie und kann bis zu Konvulsionen und Tod fuhren
[95;110].

Mensch

Beim Menschen konnten genauso Symptome des Serotoninsyndroms al's akute Nebenwirkung
der MDMA-Einnahme beobachtet werden*: Trismus (tonischer Kaumuskelkrampf),
Tachykardie sowie starker Blutdruckanstieg, Bruxismus (Zahneknirschen), Mundtrockenheit,
Tremor, Palpitationen (Herzklopfen), Diaphorese (Schwitzen), Hitzewallungen und
Kélteschauer, Kalteempfindlichkeit, Nausea und Vertigo, Mydriasis [179;225]. Hyperthermie-
Reaktionen sind vom Menschen ebenfalls bekannt [110], es wurde auch von malignen Féllen
berichtet [145].

Die Hyperthermie wird erwartungsgemda als wichtiger Faktor diskutiert, welcher zur
Pathologie der (akuten) peripher-toxischen Effekte von MDMA beitrégt [66]. Zu diesen

schwerwiegenden korperlichen Schadigungen zadhlen u.a. folgende Akutkomplikationen:
Rhabdomyolyse, akutes Nierenversagen, Asystolie, disseminierte intravasale Koagulopathie
und Leberversagen, welche unbehandelt zum Tod fuhren [54;110;145].

* Wegen der Gefahr des Auftretens eines Serotoninsyndroms wird ibrigens trotz der neuroprotektiven Effekte
von SSRI von deren Einsatz bei akuter MDMA-Intoxikation abgeraten [125].
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Aus der Klinik sind ebenfalls eine Reithe von zentralen Akutwirkungen von MDMA und
MDE bekannt. Hierzu zéhlen sowohl die oben beschriebenen entaktogenen psychischen
Wirkungen, jedoch sieht man beim Menschen auch eine starke Komponente von
hyperaktivierenden (psychomotorische Aktivierung, Logorrhoe) Effekten, welche sich auf die
amphetaminerge Wirkung zurtickfuhren lassen; halluzinogene Wirkungen sind eher selten
und auf die R-Enantiomere beschréankt [122;126;205].

Mittels des 18-FDG-PET-Verfahrens (18-Fluorodeoxyglucose-Positronen-Emissions-
Tomographie) konnte bei MDE-Gabe im Frontal- und Préfrontalcortex ein verringerter,
zerebellér und striatal hingegen ein erhdhter Glucosemetabolismus festgestellt werden [280].
In einer neuen Studie mit MDMA-naiven gesunden Probanden konnte die Arbeitsgruppe um
Franz X. Vollenweider mit Hilfe der ,low resolution electromagnetic tomography
(LORETA) die Wirkungen von MDMA auf cortikale Hirnaktivitdten ndher charakterisieren:
MDMA fihrt akut zu einem weitverbreiteten Abfall langsamer und mittlerer
Frequenzaktivitdten neben einem starken Anstieg schneller Frequenzaktivitdten im anterio-
temporalen und posterio-orbitalen Cortex gepaart mit gehobener Stimmung und erhohter
Extrovertiertheit. Ein Vergleich mit EEG-Mustern verschiedener serotonerger, dopaminerger
und noradrenerger Substanzen deutet darauf hin, dass Serotonin, Noradrenalin und zu einem
geringeren Anteil Dopamin zu den Effekten von MDMA auf das EEG-Muster und

moglicherweise auch auf das Verhalten beitragen [87].

2.2.3. Langzeitwir kungen

Als Ricaurte et al., 1985, die Konzentrationen von 5-HT und 5-HIAA im Gehirn MDA-
behandelter Ratten gemessen haben, konnten sie nachweisen, dass diese Substanz im
Tierversuch neurotoxisch auf die serotonergen Neurone wirkt [241]. Dieser Befund wurde ein
Jahr spéter auch auf das MDMA ausgeweitet [273]. Auch konnte gezeigt werden, dass
MDMA auch die Aktivitét des 5-HT-Syntheseenzyms Tryptophanhydroxylase (TPH) hemmt
und dass die neurotoxische Wirkung von MDMA selektiv ist auf das serotonerge System (im
Gegensatz zu METH bleiben die dopaminergen Neurone unbeschadigt) [302]. Die
neurotoxische Wirkung von MDMA auf die diinnen aufsteigenden serotonergen Axone des
dorsalen Raphe-Nucleus (DRN) wurde histologisch ebenfalls bewiesen (Ubersicht bei [296]).
Eine detaillierte Diskussion der neurotoxischen Wirkungen findet sich in Kapitel 7.

Beim Menschen konnten gleichermal3en Anzeichen fir eine neurotoxische Wirkung von

MDMA beobachtet werden: In der Liquorflussigkeit von MDMA-Konsumenten wurden
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verringerte Konzentrationen an Serotoninmarkern gemessen [243]. Zudem wurden beim
Menschen as Langzeitfolgen eines MDMA-Konsums zahlreiche psychiatrische Stérungen
beobachtet wie Anderungen der Personlichkeit, Verhatensauffalligkeit (vor allem
Selbstiiberschatzung und Leichtsinn, welche zu Unféllen mit Todesfolge fuhrten),
Panikstorung, depressives Syndrom (daneben auch Dysthymie und Stupor mit Suizid),
Psychosen (meist paranoide und atypische Psychosen, welche oft chronizifieren), und selbst
nach vollstandiger Remission der Psychose sog. ,Flashbacks®, welche Minuten bis Tage
persistieren, (sehr gute Zusammenfassung bei [306]). In letzter Zeit hdufen sich zudem
Berichte Uber kognitive Storungen bei MDMA-Konsumenten (siehe Punkt 7.1.1. zur

detaillierten Beschreibung).

2.2.4. Wirkmechanismus

Waéhrend Amphetamin und Methamphetamin zu einer starken Freisetzung von DA aus
dopaminergen Nervenendigungen fihrt, bewirkt die Substitution am Aromaten ene
Erweiterung des Wirkungsspektrums von den Katecholaminen auf die Indolamine: MDMA
fahrt in erster Linie zu einer Serotoninfreisetzung, neben einer (eigentlich fir Amphetamin
charakteristischen) Dopaminfreisetzung aus den jeweiligen Neuronen [205].

Lange Zeit standen Serotonin und Dopamin im Vordergrund der Diskussion um die MDMA-
Pharmakologie, jedoch konnte (abgesehen von vereinzelten Studien [24]) erst relativ spét
gezeigt werden, dass Noradrenalin eine wichtigere Rolle als bisher angenommen in der
Vermittlung der (insbesondere euphorischen) Effekte von MDMA, aber auch von anderen
Amphetaminen, spielen kénnte [63;87;261]!

Die Affinitdten vom razemischen MDMA an verschiedenen neuropharmakologisch
relevanten Hirnproteinen hat bereits 1988 die Arbeitsgruppe um George Battaglia und Errol
B. De Souza [24] sehr detailliert in verschiedenen Gehirnarealen ex vivo untersucht. MDMA
hat in ihrem Radioligand-Bindungsassay an folgende Rezeptoren und Transporterproteine
gebunden (nach Affinitét sortiert): SERT > [a,-Rez. = 5-HT,-Rez. = M;-Rez. = H;-Rez.] >
[NAT = M,-Rez. = a;-Rez. = b-Rez.] @ [DAT = 5-HT;-Rezeptoren] >> D,- und D;-
Rezeptoren. Diese Befunde erkléaren sehr gut manche der Akutwirkungen von MDMA: Ein 5-
HT2-Agonismus vermittelt die teilweise halluzinogenen Effekte, 5-HT- und NA-Release flhrt
wahrscheinlich zu den entaktogenen Wirkungen, wobei die antagonistische Wirkung am a.-

Rezeptor zu den kardiovaskularen Komplikationen fuhren konnte. Es Uberrascht die relativ
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geringe Affinitét zum DAT. Dies wurde durch Rothman et al. ebenfalls gezeigt [261], jedoch
scheint diese Wirkung dosisabhangig zu sein: In sehr niedrigen Dosierungen zeigt MDMA in
Ratten eher amphetaminerge (dopaminerge) Wirkungen, in héheren Dosierungen kommen
vermehrt fenfluraminerge (serotonerge) Wirkungen hinzu [269]. Solch eine biphasische
Wirkung korrespondiert mit anderen Befunden, wonach MDMA erst in hoheren Dosierungen
die Prolaktinkonzentrationen im Serum erhoht [179].

Die Dopamin-freisetzenden Eigenschaften von Methylendioxyamphetaminen variieren: So
verringert sich die striatale DA-Freisetzung mit der Folge der Substanzen MDA > MDMA >
MDE > MBDB bei gleichbleibender 5-HT-Freisetzung [200].

Stereochemische Untersuchungen zeigen ahnliche Freisetzungseigenschaften beider
Enantiomere von MDA, MDMA und MDE auf 5-HT, jedoch sind die S-Enantiomere dieser
Substanzen viel potenter im Hinblick auf die DA-Freisetzung [187] und werden mitunter als
die entaktogen wirkende Komponente diskutiert [295]. Die R-Enantiomere besitzen
agonistische Eigenschaften am 5-HT,-Rezeptor, jedoch nimmt diese Potenz von MDA Uber
MDMA, MDE zu MBDB deutlich ab. R-MDA zeigt daher in Drug-Discrimination-Tests in
seiner Wirkung groRte Ahnlichkeiten mit halluzinogenen Substanzen [204], jedoch wird auch
fir MDE von einer signifikanten halluzinogenen Wirkung berichtet [295].
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2.3. Neurotransmitter

Da in dieser Arbeit ein Schwerpunkt auf die MDMA-induzierten Verdnderungen der
aminergen Neurotransmitterkonzentrationen im Gehirn gelegt wurde, soll auf den folgenden
Seiten eine kurze Synopse der Anatomie und Physiologie dieser endogenen Stoffe gegeben
werden (insbesondere der in erster Linie mit dem Wirkungsmechanismus von MDMA
verknupften Monoamine 5-HT, DA und NA).

Stoffbegriff

Im Jahre 1921 konnte der Grazer Pharmakologe Otto Loewi in seiner Arbeit ,,Uber humorale
Ubertragbarkeit der Herznervenwirkung® zum ersten ma die Existenz eines
Neurotransmitters, d.h. eines Stoffes beweisen, welcher Information an einer chemischen
Synapse weiterleitet. Neurotransmitter werden prasynaptisch bereitgestellt, nach Bedarf
freigesetzt und beeinflussen die nachgeschaltete Zelle(n) durch Wirkung an postsynaptischen
Rezeptoren [2;69]. Neuere Untersuchungen zeigen sogar, dass eine monosynaptische
Verbindung mit einer Quelle (prasynaptisches Neuron) und einem Ziel (postsynaptisches
Neuron) nicht unbedingt die Voraussetzung ist fur die Informationsiibertragung im
Zentranervensystem  (ZNS):  Vielmehr ist ene ,Volumentransmission“  (wobei
Neurotransmitter, welche aus einer Quelle freigesetzt werden, viele, auch entfernte, Ziele
mittels Diffusion im Extrazellul&rraum erreichen) die Redlitdt im Funktionieren der
neuronalen Netzwerke des ZNS [332].

Die im Folgenden behandelten, als Neurotransmitter fungierenden biogenen Indol-
(Serotonin) und Katecholamine (Dopamin, Noradrenalin) spielen eine wichtige Rolle in der
Erhaltung des Transmittergleichgewichts in den Basalganglien, und Anderungen in der
Bereitstellung dieser Neurotransmitter haben direkte Effekte auf das Verhadten des

Organismus.
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2.4. Serotonin

2.4.1. Allgemeines

Die Geschichte des Serotonins beginnt in den frihen 30er Jahren, als Dr. Vittorio Erspamer
an der Universitéat von Pavia einen neuen Stoff aus biologischem Gewebe isolierte, welcher
sehr effektiv zu einer Kontraktion der glatten Muskulatur, insbesondere des Uterus fihrte. Er
klassifizierte diesen Stoff richtig als Indolamin und nannte ihn Enteramin. 1952 stellte man
fest, dass Enteramin identisch war mit der Substanz Serotonin, deren endogenes Vorkommen
und physiologische Wirkungen Irvine Page und Kollegen (wahrend ihrer Suche nach einem
blutdrucksteigernden Stoff im Serum) untersuchten [320] und zum ersten Ma 1948
beschrieben ([233] zitiert in [224]).

Serotonin ist ein phylogenetisch alter Neurotransmitter und ist bereits bei einfachen
Lebewesen zu finden [98]. Bei den meisten Saugetieren kommen ~90% des Serotoninsin den
enterochromaffinen Zellen des Darms vor; in Mastzellen und Thrombozyten wurde es
ebenfalls in hohen Konzentrationen gefunden, wobel es hierin durch einen aktiven Transport
aus den Darmzellen aufgenommen wird [2]. Serotonin spielt eine wichtige Rolle in vielen
peripheren Korperfunktionen, wie der Vasokonstriktion, Darmmotilitét und der
Thrombozytenaggregation; viel komplexer jedoch ist die Involvierung des Serotonins in die

physiologischen Funktionen des ZNS[177].

2.4.2. Anatomie des serotoner gen Systems

Es waren die oben bereits erwdhnten Betty Twarog und Irvin Page, welche u.a. das
Vorkommen von Serotonin im Gehirn nachwiesen [310]. Serotonin enthaltende Neurone
kommen im Mesencephalon, der Pons und der Medulla oblongata vor, hier vor alem in
medianen und paramedianen Zonen in den sogenannten Raphe-Kernen [207]; jedoch ist in
den meisten Raphe-Kernen nur die Minoritdt an Neuronen serotonerg [207]. Eine detaillierte
Kartierung fihrten in den 60er Jahren Dahlstrom und Fuxe durch: Die serotonergen
Zellgruppen wurden durch den Buchstaben ,,B* bezeichnet (im Gegensatz zu ,A", welches
katecholaminerge Neurone klassifiziert) und in 9 Kerne eingeteilt (B1-B9) [62].

Die Raphe-Kerne konnen ferner in zwei grofRe Gruppen eingeteilt werden nach ihrer
Entwicklung in zwei abgeteilten Clustern wahrend der frihen Fetalphase: die rostrale und
caudale Portion. Zum caudalen Teil gehdren die Kerne B1-B4, welche vorwiegend absteigend
(ins Ruckenmark) projizieren; die Kerne B5-B9 projizieren aufsteigend ins Vorderhirn und
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setzen sich zusammen aus den folgenden Untergruppen: B5 + B8 (medianer Raphe-Nucleus,
MRN), B6 + B7 (dorsaler Raphe-Nucleus, DRN) und B9 (medialer Lemniskus) (Abb 2.3.-A).

Die Majoritét der serotonergen Fasern ist nicht myeliniert. Die Zahl der serotonergen Neurone
in den B5-B9 Kernen nimmt wahrend der ersten acht postnatalen Wochen stark ab (-37%),
was auf eine sehr wichtige Rolle des Serotonins in der neuronalen Entwicklung hinweist.
Abgesehen von der Innervation des Riickenmarks durch die Zellgruppen B1-B4, ziehen dichte
Efferenzen zum Hirnstanm®, zum Cerebellum®, zum Mittelhirn’ und Zwischen- sowie
Endhirn® (zusammengefasst in [115]).

Der DRN und der MRN unterscheiden sich deutlich in der Innervation des Vorderhirns: Zwar
Uberlappen die Innervationsareal e teilweise (beide Kerne innervieren den Globus pallidus, den
Nucleus accumbens (NAcc) und den Hippocampus; jedoch innerviert der DRN eher den
ventralen Hippocampus, den frontalen Cortex und das dorsale Striatum, wahrend der MRN
vielmehr den dorsalen Hippocampus, den Gyrus dentatus und das Septum innerviert.
Anatomisch unterscheiden sich die Eigenschaften der jeweiligen Neurone: Wéhrend die
Axone des DRN fein mit kleinen fusiformen Varikositéten sind, zeigen die Axone des MRN
eine grobe Struktur mit grofen spherikalen Varikositéten (,wie mit Perlen besetzt“)
(zusammengefasst in [127]).

® Formatio reticularis, Cranialnervkerne, dorsaler Vaguskern, Nucleus hypoglossus, und die (nor)adrenergen
Kerne A1,2 und C1,2 werden innerviert vor alem durch den B3-Kern, welcher wiederum Afferenzen von den
rostralen Serotoninkernen erhdlt. Ausserdem starke Innervation des periagudduktalen Graus (PAG, durch B3,
doch v.a. durch B6 + B8 in das dorsolaterale PAG: Steuerung der Aversion und Nozizeption).

® Innervation durch B3 und B6, die hichste Faserdichte findet sich in der granul&ren Zellschicht.

" Hier interessant sind die dopaminergen Neurone, welche durch den B7-Kern des DRN innerviert werden;
ausserdem starke Innervation des zentralen Hohlengraus (PAG, durch B3, doch v.a. durch B6 + B8 in das
dorsolaterale PAG: Steuerung der Aversion und Nozizeption).

8 Die Projektionen sind topographisch organisiert und innervieren den (Hypo)Thalamus, Septum, Amygdala,
Striatum, Hippocampus und weite kortikale Gebiete.
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noradrenergen (C) Projektionen im Rattenhirn (aus Cooper, 1991 [60]).
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2.4.3. Biosynthese und M etabolismus

Serotonin ist ein Indolamin, genauer 5-Hydroxytryptamin (5-HT). Es wird aus der
Aminosdure L-Tryptophan gebildet, indem zuerst Gber das Enzym Tryptophanhydroxylase
die Position 5 am Indol hydroxyliert wird, das 5-Hydroxytryptophan wird weiter enzymatisch
decarboxyliert zu 5-HT. L-Tryptophan ist daher essentiell fir die Aufrechterhaltung
physiologischer Serotoninspiegel im Gehirn [94].

Serotonin wird wie ale Neurotransmitter in Vesikeln gespeichert und impulsabhangig
exozytotisch freigesetzt. Es kann im synaptischen Spalt an verschiedenen pré& oder
postsynaptischen Rezeptoren binden und kann wiederaufgenommen werden in das
serotonerge Neuron Uber einen selektiven Serotonintransporter (SERT). Im Zytoplasma wird
5-HT Uber die Monoaminoxidase (MAO) und die Aldehyddehydrogenase (ADH)
metabolisiert zur 5-Hydroxyindolessigsaure (5-HIAA) (zusammengefasst in [2;60;177]).

2.4.4. Rezeptoren

Es sind 7 serotonerge Rezeptorenfamilien mit unterschiedlichen Kopplungsmechanismen
bekannt. Die 5-HT;-Rezeptorklasse enthdlt 5 verschiedene Rezeptoren, welche Go-Protein-
gekoppelt sind. Diese Rezeptoren inhibieren die Adenylatcyclase und somit die Bildung von
CAMP aus ATP, d.h. sie wirken inhibitorisch auf die Neurotransmission. Der 5-HTja-
Rezeptor ist vorwiegend somatodendritisch als Autorezeptor auf serotonergen Neuronen der
Raphe-Kerne lokalisiert; der 5-HTg/p-Rezeptor fungiert al's prasynaptischer Autorezeptor auf
serotonergen Axonterminalen, sowie als Heterorezeptor (z.B. auf GABAergen Neuronen).

Die 5-HT,-Rezeptorfamilie beinhaltet den 5-HT,a-, 5-HT2s- und neuerdings den 5-HT,c-
Rezeptor (welcher friher falschlicherweise as 5-HTic-Rezeptor der falschen Rezeptorfamilie
zugeordnet wurde). Diese Rezeptorfamilie ist Ggai-Protein-gekoppelt und fihrt zur
Aktivierung der Phospholipase C, wodurch Phosphatidylinositol zu Diacylglycerol und
Inositoltriphosphat hydrolysiert wird und folglich zu einem Anstieg an freiem zytosolischen
Calcium fuhrt. Die Rezeptoren der 5-HT,-Familie sind ausschliefdlich postsynaptisch
lokalisiert im Cortex, Hippocampus, den Basalganglien (ausserhalb des ZNS auch im
vaskuldren Endothelium und auf Thrombozyten).
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Die Rezeptoren der 5-HT,4-, 5-HTe-, 5-HT7-Familien sind Gs-Protein-gekoppelt und aktivieren
die Adenylatcyclase mit anschlief3ender Erhdhung des cAMP. Sie sind vor alem in den
Basalganglien und im Hippocampus lokalisiert, doch ist tber ihre physiologische Funktion
noch wenig bekannt. Fir den 5-HTs-Rezeptortyp ist die Kopplung bisher nicht bekannt.

Eine Ausnahme unter den (Uberwiegend metabotropen) Serotoninrezeptoren bildet der
ionotrope 5-HT3-Rezeptor. Bel Aktivierung erhdht sich die Offen-Wahrscheinlichkeit des
pentameren Rezeptor-lonenkanals, Na'- und Ca’*-lonen kénnen in die Zelle einstrémen -
dadurch wirkt dieser Rezeptor schnell exzitatorisch. Lokalisiert ist der 5-HTs-Rezeptor im
ZNS vorwiegend im Striatum und im Hippocampus sowie der Substantia nigra; jedoch
ebenfalls auf sympatischen Neuronen - dadurch kommt es bei Aktivierung zu einer

sympathischen aber auch parasympathischen Neuroexzitation (zusammengefasst in [4;5]).

2.4.5. Physiologische Funktionen und Therapierelevanz

Serotonin ist an vielen Steuerungsfunktionen im ZNS beteiligt, wie etwa der Kontrolle von
Schlaf-Wach-Rhythmus, Thermo-, Schmerz- und A ppetitregulation, Emesis, Sexualverhalten,
Emotionen, Aggressions- sowie psychotischem Verhalten [177].

Der Schlaf-Wach-Rhythmus wird in komplexer Interaktion mit NA, DA und ACh vermittelt;
Applikation von 5-HT-Vorlaufern (Tryptophan) oder Inhibition deren Abbaus fuhrt zur
Induktion verschiedener EEG-Schlafanzeichen und in Tieren und beim Menschen zur
Erhohung der Schlafdauer, Erniedrigung der Schiaflatenz und Blockade des REM-Schlafes
[151].

Die starke serotonerge Komponente bei der Auslosung der Emesis wird therapeuti sch genutzt:
Neben Antihistaminika und Dopaminantagonisten werden (vor alem as Begleitmedikation
zur Krebstherapie mit antineoplastischen Substanzen) als Antiemetika 5-HT3-Rezeptor-
Antagonisten wie das Ondansetron (Zofran®) verwendet.

Eine weitere wichtige therapeutische Bedeutung kommt im Einsatz der Triptane (5-HTg-
Agonisten) as Antimigréne-Mittel zur Geltung [102].

Der wichtigste pharmakologische Einsatz von Substanzen, welche an der Regulation des
serotonergen Systems eingreifen, ist jedoch in der Therapie der Depression zu finden.
Antidepressiva steigern  den vitalen Antrieb und heben pathologisch gesenkte

Grundstimmungen auf.
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In den frihen 50er Jahren wurden Psychiater aufmerksam, als bei der Verschreibung von
Reserpin’ gegen Bluthochdruck in 15 % der Félle als Nebenwirkung eine schwere Depression
auftrat [202]. Ausserdem ist die Konzentration von 5-HT und 5-HIAA im Liquor depressiver
Patienten vermindert, bei Tryptophangabe steigt der 5-HT-Gehalt im Liquor stérker an,
wahrend der 5-HIAA-Gehalt gleich bleibt. Dies deutet auf eine Schlusselrolle des Serotonins
(neben Noradrenalin) in der Pathophysiologie der endogenen Depression hin [2]. Neuere
Arbeiten zeigen einen Zusammenhang zwischen Depression, Suiziden und einem genetischen
Polymorphismus des Serotonin-Syntheseenzyms Tryptophanhydroxylase (jedoch nicht bei
bipolaren Stérungen) [309].

Trizyklische Antidepressiva sind sehr effektiv in der Therapie der Depression; durch Effekte
an anderen Neurotransmittern (Histamin, Acetylcholin) muf3 man jedoch Nebenwirkungen in
Kauf nehmen [2]. Die moderne Pharmakotherapie der Depression wird mit selektiven
Serotoninreuptake-Inhibitoren (SSRI) durchgefuhrt. Zu dieser Klasse zéhlen Stoffe wie
Fluoxetin, Fluvoxamin, Paroxetin und Citalopram, welches der derzeit selektivste SSRI ist
[98;131].

2.5. Dopamin

2.5.1. Allgemeines

Ein zu den Katecholaminen zahlender Neurotransmitter, mit grof3er Bedeutung in der Klinik,
ist das Dopamin (DA). Die wohl bekannteste Krankheit, welche durch die Degeneration
dopaminerger Neurone der Substantia nigra (-pars compacta; SNc) verursacht wird, ist
Morbus Parkinson, 1817 zum ersten Ma beschrieben durch den Londoner Arzt James
Parkinson (,An essay on the shaking palsy“). Wie heute bekannt ist, fuhrt der Verlust der
dopaminergen Neurone zu einer Dopamin-Unterfunktion in den Basalganglien, welche in

einer massiven Dysregulation des Neurotransmitter-Gleichgewichts im Vorderhirn resultiert™

° Reserpin (Alkaloid von Rauwolfia serpentina) bewirkt eine Entleerung der Speichervesikel fiir Dopamin,
Noradrenalin, Adrenalin und Serotonin; in hohen Dosierungen schadigt Reserpin die Speichervesikel fir
Monoamine wahrscheinlich irreversibel [2;92].

10 Ein Mangel an Dopamin filhrt tiber eine Uberfunktion der indirekten striatalen Bahn und des subthalamischen
Nucleus (STN) und uber Unterfunktion der direkten striatalen Bahn zu einer Enthemmung der Substantia nigra
pars reticulata sowie des internen Globus pallidus, welche dadurch den Thalamus unphysiologischer Weise

hemmen. Der Feedback zum Cortex reicht somit nicht mehr aus, um normales Verhalten zu generieren;
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[37;277]. Die daraus folgende Unterfunktion der extrapyramidalen Afferenzen im
pramotorischen Cortex fuhrt wiederum zu der Symptomtrias des Morbus Parkinson: Rigor
(krankhaft erhdhter Muskeltonus, ,,Zahnradphanomen* bei passiver Bewegung), Tremor
(Zittern) und Akinese (Bewegungsarmut) [331]. Die Parkinson-Symptomatik muss jedoch
auch auf kognitive Stérungen erweitert werden: Parkinson-Patienten leiden an kognitiven
Stérungen, und zwar vorrangig an Stérungen des (egozentrischen, impliziten)
Gewohnheitsernens bei unbeeintréachtigtem deklarativem (expliziten) Lernen; diese Effekte
sind ebenfalls in Tiermodellen des Parkinson nachgewiesen worden [150;276]. Im Hinblick
auf das Zusammenwirken der verschiedenen Monoamin-Neurotransmitter ist die Tatsache,
dass Symptome der Depression mit denen der Parkinson-Krankheit oft einhergehen [44;104],
ebenfalls von grof3er klinischer Relevanz: Depression bei Parkinson-Patienten korreliert mit
erniedrigten 5-HT-Spiegeln im Liquor; ausserdem wurde post mortem bei Parkinson-
Patienten beobachtet, dass die noradrenergen Neurone des Locus Coeruleus ebenfals

degeneriert sind [133].

2.5.2. Anatomie des dopaminer gen Systems

Die grofte Ansammlung Dopamin-enthaltender Neurone ist vorrangig in den
katecholaminergen Zellgruppen des ventralen Mesencephalons zu finden. Die am besten
erforschten Zellgruppen sind die Kerne A8 (retrorubraler Nucleus), A9 (Substantia nigra, pars
compacta; SNc) und A10 (ventrales tegmentales Areal, VTA), welche vorwiegend durch das
mediale Vorderhirnblindel (mfb) in das Telencephalon projizieren.

Insgesamt kann man verschiedene Systeme der dopaminergen Projektionen einteilen: sog.
» Ultrakurzstrecken-Systeme” wie die dopaminergen Verbindungen innerhalb der Retina und

des Bulbus olfaktorius;, die ,Mittelstrecken-Systeme” wie das tuberoinfundibuldre und

incertohypothalamische System, welche die dopaminerge Innervation vom Hypothalamus zur
Hypophyse bzw. innerhalb des Hypothaamus darstellen; und schliefdich die
»Langstreckensysteme*, d.h. drel Hauptprojektionen der Zellgruppen A8-10 zum

Telencephalon:
1. die mesostriatale Projektion von der SNc (A9) vorrangig zum Neostriatum
2. die mesocortikale Projektion von der VTA (A10) zum medialen préfrontalen (mPFC),

cinguldren (Cg) und insuléren (Ins) Cortex

auRerdem kommt es in der SN zur Uberaktivitidt der glutamatergen Afferenzen aus dem STN, welche via
NMDA-Rezeptoren zu einer starken Exzitotoxizitét [221] fihren kann (siehe auch ,, Basalganglien-Abschnitt).
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3. die mesolimbische Projektion der VTA zu vorrangig limbischen Hirnarealen, d.h.
Septum, Olfaktorisches Tuberkel, Nucleus accumbens (NAcc), Amygdala und
piriformen Cortex

Kollateralisation der genannten Bahnen ist jedoch sehr verbreitet und stellt ein wichtiges
Organisationsprinzip des mesotelencephalen Systems dar (Zusammenfassung in [35;60]).

2.5.3. Biosynthese und Abbau

Dopamin wird wie alle Catecholamine aus der Aminosdure L-Tyrosin synthetisiert, indem
zum Ersten durch das Enzym Tyrosinhydroxylase eine Hydroxylgruppe an der Position 3 des
Phenylringes angebracht wird: Man erhélt das L-3,4-Dihydroxyphenylalanin (L-DOPA).
Anschliefend  wird  durch  die  Aromatische-Aminosauren-Decarboxylase  die
Carbonsauregruppe der Aminosaure abgespalten: Es entsteht 3,4-Dihydroxyphenethylamin =
Dopamin (DA).

Freigesetztes Dopamin kann wiederaufgenommen werden durch ein spezifisches
Transporterprotein (Dopamintransporter; DAT). Innerhalb des dopaminergen Neurons wird
Dopamin durch die Monoaminoxidase (MAO) zu Dihydroxyphenylessigsdure (DOPAC)
oxidiert. An einer extraneuronalen Stelle wird Dopamin auch durch das Enzym Catechol-O-
methyltransferase (COMT) zu 3-Methoxytyramin (3-MT) und anschliessend an der MAO

weiter zur Homovanillinsdure (HVA) metabolisiert (Zusammengefasst in [60]).
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Abb. 2.5.: Neurochemie des Dopamins (Biosynthese und Metabolismus). L-Tyr: L-Tyrosin; DOPA:

Dihydroxyphenylalanin; DA: Dopamin; DOPAL: Dihydroxyphenylacetaldehyd; 3-MT: 3-
Methoxytyramin; DOPAC: Dihydroxyphenylessigsdure, HVA:  Homovanillinsaure;  TH:

Tyrosinhydroxylase; AADC: Aromatische Aminosduren-Decarboxylase; MAO: Monoaminoxidase;
ADH: Aldehyddehydrogenase; COMT: Catechol-O-methyltransferase.
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2.5.4. Dopaminer ge Rezeptor en

Es kommen 5 verschiedene DA-Rezeptorsubtypen vor, wobei alle metabotrop (G-Protein-
gekoppelt) sind. Grob werden zwel grofe Familien unterschieden: die D;-Rezeptorfamilie
(positive Kopplung an die Adenylatcyklase) und die D,-Rezeptorfamilie (negative Kopplung
an die Adenylatcyklase). Molekulares Klonen ergab zwei Mitglieder der D1-Rezeptorfamilie:
den D;- und Ds-Rezeptor; und drei Mitglieder der Do-Rezeptorfamilie: den D,-, Ds- und Dy4-
Rezeptor.

Die D;- und D,-Rezeptoren sind mit der hdchsten Dichte im dorsalen und ventralen Striatum
vertreten, der Do-Rezeptor wird als Autorezeptor auf dopaminergen Neuronen des Mittelhirns
exprimiert, wobei kirzlich gezeigt werden konnte, dass der D,-Rezeptor in zwei Isoformen
vorkommt*!, Die Di- und D,-Lokalisation im Caudatoputamen (dorsalen Striatum; CPu)
kommt auf den sog. ,,medium spiny“-Neuronen (MSN) vor, wobei die striatonigral
projizierenden MSN vorrangig den D;-Rezeptor zusammen mit Substanz P und Dynorphin
exprimieren, die striatopallidal projizierenden MSN jedoch den D,-Rezeptor kolokalisiert mit
Enkephalin exprimieren. Diese fest verwurzelte Annahme wird jedoch in neuester Zeit
teilweise erschittert, da sowohl eine Kollateralisierung der striatofugalen Projektionen sowie
eine Koexpression der D;- und Do-Rezeptoren auf MSN gefunden wurde [13;217].

Die D3-Rezeptoren sind weniger dicht im dorsalen Striatum (CPu), dafir prominent im NAcc
lokalisiert. D4- und Ds-Rezeptoren kommen nicht im Striatum vor, sondern werden im
frontalen Cortex, Hippocampus, der Amygdala und im Hypothalamus exprimiert (Ubersicht
in[4;283]).

2.5.5. Klinische Relevanz

Das dopaminerge System ist fur die Therapie zweier wichtiger Krankheiten von Bedeutung:
Zum einen ist das nigrostriatale dopaminerge System (wie oben bereits beschrieben)
degeneriert in der Parkinson’ schen Krankheit. Arvid Carlsson, welcher die Pionierarbeit der
Dopaminforschung durchfihrte und Dopamin as essentiellen Transmitter im Gehirn
etablierte, verglich ebenfalls as erster die Symptome nach Reserpingabe mit der

Parkinsonsymptomatik. Seine Untersuchungen sowie die erfolgreiche Therapie des

. ener kurzen (D2S), welche prasynaptisch als Autorezeptor fungiert, und einer langen (D2L), welche

postsynaptisch vorkommt. Die Isoformen rilhren von unterschiedlichem Exon-Splicing her, die lange Isoform
erhalt somit ein zusétzliches 29-Aminosduren-Segment innerhalb der dritten zytoplasmatischen Schieife, was in

der Konsequenz unterschiedliche G-Protein-Bindung sowie unterschiedliche regionale Distribution ergibt.
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Dopaminmangels in der Parkinson-Krankheit mit dem Dopamin-Vorlaufer L-DOPA wurden
im Jahr 2000 mit dem Nobelpreis fir Medizin und Physiologie belohnt [8;51].

Zum anderen ist eine Hyperfunktion des nigrostriatalen und mesolimbischen dopaminergen
Systems fir einen Teil der Symptome der Schizophrenie verantwortlich. Die Behandlung der
Patienten mit Neuroleptika brachte eine entscheidende Wende in der Psychiatrie. D,-
Rezeptor-Antagonisten stellen die klassische Schiene der Therapie der Schizophrenie dar,
jedoch werden bei potenten D,-Antagonisten extrapyramidale Nebenwirkungen (Parkinson-
Symptomatik) beobachtet. Die Erfolge auf der Suche nach atypischen Neuroleptika brachten
eine bedeutende Verbesserung der Therapie. Der Wirkmechanismus ist bislang nicht
vollstandig geklart; Man geht davon aus, dass die atypischen Neuroleptika vorwiegend im
ventralen Striatum (NAcc) ihre Wirkung entfalten - wahrscheinlich Uber einen Ds- oder Dy-
Antagonismus, jedoch haben diese Substanzen ebenfalls Bindungsaffinitdten an anderen
Rezeptoren. Ein gemischter Dy3- / 5-HT2-Antagonismus wird als moglicher Vorteil diskutiert

(Zusammenfassung in [52]).
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2.6. Noradrenalin

In der frihen Nachkriegszeit konnten von Euler und Holtz zeigen, dass sympathische Neurone
der Sdugetiere Noradrenalin (statt Adrenalin, wie bei Amphibien) als Transmittersubstanz
verwenden. Marthe Vogt gelang es 1954 sogar, eine Neurotransmitterfunktion des
Noradrenalins im Gehirn zu beweisen (als zweiter Neurotransmitter nach Acetylcholin) [60].
Inzwischen weil3 man, dass im ZNS sowohl noradrenerge (NA) als auch adrenerge (Adr)
Neurone vorkommen, jedoch sind sogar in Adr-reichen Gebieten wie dem Hypothalamus die
Konzentrationen an NA um ein Vielfaches hoher [298]. Aus diesem Grunde wird der Fokusin
dieser Arbeit auf Noradrenalin gerichtet.

2.6.1. Allgemeines

Noradrenalin z&hlt zu den Catecholaminen wie Adrenain und Dopamin, welche als
gemeinsame Struktur das Brenzcatechin (ortho-Dihydroxybenzol) besitzen.

Es ist an der Regulation einer Vielzahl von peripheren sowie zentralen Korperfunktionen
beteiligt. Die bekannteste physiologische Wirkung des Noradrenalins ist die Involvierung in
die Verschaltung der sympathischen Neurone: das postgangliondre sympathische Neuron ist
noradrenerg. Ferner sind noradrenerge Neurone der Peripherie ein essentieller Bestandteil des
Darmnervensystems [2;331]. Im ZNS spielt Noradrenalin eine Rolle in der Regulation des
Schlaf-Wach-Rhythmus, der Nahrungsaufnahme und des Kreislaufs [2]; es ist mit involviert
in die Modulation der neuronalen Verschaltungen innerhalb der Basalganglien und im Cortex.
Wie bereits oben beschrieben, wurden in post mortem untersuchten Gehirnen von Parkinson-
Patienten verminderte Konzentrationen von Noradrenalin gemessen, was auf eine mogliche
Rolle von Noradrenalin in der Pathophysiologie des Morbus Parkinson hindeutet. Tatsachlich
deuten zahlreiche Studien auf eine mogliche neuroprotektive Rolle des Noradrenalins fir

dopaminerge Neurone (detailliertes Review: [93]).

Noradrenalin ist ebenfalls involviert in die Pathophysiologie der endogenen Depression: Mit
der Besserung der Depression steigen z.B. auch die Stoffwechselprodukte des Noradrenalins
[2]. Neue Arzneimittel, welche neben der selektiven Wiederaufnahmehemmung des
Serotonins auch die Wiederaufnahme des Noradrenalins in die prasynaptischen
Nervenendigungen hemmen (Venlafaxin) oder eine reine Wiederaufnahmehemmung des
Noradrenalins vermitteln, besitzen eine exzellente antidepressive Potenz [80;141;146].
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2.6.2. Anatomie des Noradrenalins

In Nagern wurden 7 noradrenerge Zellgruppen identifiziert; die meisten von ihnen (auf3er A3)
ebenfalls beim Menschen. Sie lassen sich in zwel grofRe Gruppen unterteilen: die medullér
lokalisierten und die pontin lokalisierten Nervenzellgruppen.

In der medulléren Zellgruppe finden sich die zwei Zellgruppen A1 & A2%.

Die pontine Zellgruppe besteht aus zwei Untergruppen: Die Kerne A5 & A7 sind mehr
median und caudal in der Pons lokalisiert®. Die Kerngruppen A4 und A6 im dorsolateralen
Teil des Stammhirns bilden schliefdlich den groften noradrenergen Kern, welcher
zusammengefasst al's Locus Coeruleus (LC) - “ Blauer Kern® - bezeichnet wird™.
Korrespondierend mit der Haupteintellung der noradrenergen Zellgruppen lassen sich auch
zwei grof3e Projektionsfaserstrange identifizieren: Die medulldre Zellgruppe (A1/2) innerviert
lokal die Medulla und die Raphe-Kerne, projiziert jedoch as das ventrale noradrenerge
Bindel (VNAB) vorrangig ins limbische Vorderhirn (Hypothalamus, periaquéaduktales Grau,
BNST, Septum, Habenula und Amygdala) und bildet einen grof3en Anteil der noradrenergen
Innervation (25-75%) dieser Hirnareale, Uberlappt jedoch die coeruldren Projektionen (wobei
jeder Nucleus abgegrenzte Areale des limbischen Vorderhirns innerviert). Der Cortex erhélt
keine Projektionen aus A1 und A2, sondern wird fast ausschliefdlich durch den LC innerviert.
Der LC hat drei Hauptprojektionen: aszendierende, deszendierende und cerebellére. Von den
drei aszendierenden Projektionen stellt das dorsale noradrenerge Bindel (DNAB) den
wichtigsten Fasertrakt des LC dar™. Der LC innerviert somit den gesamten Neocortex,
Hippocampus, cholinerge Kerne wie Septum und NBM, Thalamus, jedoch auch den DRN,
dopaminerge Mittelhirnkerne (SN < VTA) und in geringerem Ausmal} das dorsale und
ventrale Striatum (CPu << NAcc).

Ein weiteres interessantes Merkmal noradrenerger Axone ist der morphologische Unterschied
der medulldren und der coeruldren Neurone: Wahrend die medulléren Neurone grofde

Varikositéten besitzen, sind die coerul&ren Neurone stark verzweigt und haben sehr kleine

2 A1 liegt in der lateralen Formatio reticularis (F.R.); A2 ist im Nucleus solitarius und Nucleus dorsalis nervi
vagi lokalisiert — zahlreiche A2 Neurone liegen in der Area postrema.

3 A5 im caudolateralen Teil des pontinen Tegmentums, A7 im rostralen Teil der lateralen F.R.

14 Seinen Namen verdankt der , Blaue Kern® den Untersuchungen von Reil, der 1809 im Boden des 4. Ventrikels
im menschlichen Gehirn einen ,, Streifen einer blau-schwarzen Substanz* beschrieb [16].

> Das DNAB vereinigt sich mit Fasern des dorsalen longitudinalen Faszikulus und des ventralen
Vorderhirnbiindels schlussendlich im medialen Vorderhirnbiindel, welches die wichtigste mesotelenzephale

Projektionen aller monoaminergen Axone darstellt.
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Varikositdten.  Ahnlich der  Raphe-Neurone zeigen diese  unterschiedlichen
Neuronenpopulationen auch unterschiedliche Vulnerabilitdt auf die Behandlung mit dem
noradrenergen Neurotoxin DSP-4: Eine DSP-4 Injektion schadigt selektiv die Axone der LC-
Neurone (detailierte Information in Kapitel 7; zusammengefasst in [62;82;90;194;207]).

2.6.3. Biosynthese und Abbau des Noradrenalins

Noradrenerge Neurone enthalten ebenso wie dopaminerge Neurone das Syntheseenzym
Tyrosinhydroxylase, welches die Aminosaure L-Tyrosin zu L-DOPA umsetzt. Aus L-DOPA
wird durch die Aromatische-Aminosauren-Decarboxylase weiter Dopamin gebildet, welches
jedoch durch die Dopamin-b-hydroxylase weiter umgesetzt wird zu Noradrenalin (NA). Nach
Freisetzung aus dem Neuron und Wiederaufnahme durch den spezifischen Noradrenalin-
Transporter (NAT) wird NA an der MAO zur 3,4-Dihydroxymandelsdure (DOMA) oxidiert.
In Nachbarzellen (Glia) kann NA durch die COMT zu Normetanephrin umgesetzt werden,
welches durch die Aldehydreduktase zu 3-Methoxy-4-hydroxyphenylglykol (MOPEG bzw.
MHPG) abgebaut werden kann [2;60].

2.6.4. Rezeptoren

Die noradrenergen (und adrenergen) Rezeptoren lassen sich in zwei grof3e Familien einteilen:
die a- und die b-Rezeptoren. Zur a-Familie gehtren zwel Rezeptortypen: Der a;-Rezeptor,
welcher Gg1-Protein-gekoppelt ist und hierdurch den Phosphatidylinositol(Pl)-Umsatz
fordert und zu erhéhten intrazelluléren Ca?*-Konzentrationen fiihrt, kommt im ZNS in den
meisten noradrenerg innervierten Zellgruppen vor. Der a,-Rezeptor, welcher Uber ein G-
Protein negativ an die Adenylatzyklase (AC) gekoppelt ist, kommt vor allem im LC als
somatodendritischer Autorezeptor vor, jedoch wird er ebenfalls als terminaler Autorezeptor,
sowie as présynaptischer Heterorezeptor auf dopaminergen und serotonergen
Axonterminalen exprimiert [298;307;308]. Die Komplexitét der a,-Rezeptoren wird noch
verstarkt durch die nachgewiesene Existenz dreier Subtypen (aza, azs, axc) mit
unterschiedlichen Expressionsmustern im ZNS [203].

Die zweite grof3e Gruppe adrenerger Rezeptoren bilden die b-Rezeptoren, von welchen
mindestens 3 Typen bekannt sind (bj,by,bs). Sie sind meist GsProtein-gekoppelt und
stimulieren die Adenylatzyklase.
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Der bi-Rezeptor kommt vor allem im Cortex, jedoch auch im Hippocampus, Dienzephalon,
Cerebellum und Striatum vor. Der b,-Rezeptor, an den Adrenalin mit einer hoheren Affinitat
bindet als Noradrenalin (am b;-Rezeptor sind Adr und NA nahezu aquipotent), ist mit der
hochsten Dichte im Cerebellum exprimiert, kommt jedoch auch im Cortex, Striatum und
Hippocampus und Dienzephalon vor. Der bs-Rezeptor war friher als ,, atypischer b-Rezeptor*
bekannt und kommt im ZNS nicht vor (Ubersicht: [4;82]).
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2.7. Basalganglien

Ein grof3er Teil dieser Arbeit bezieht sich auf die Neurotransmitter-Regulation in den
Basalganglien. Zu den Basalganglien (BG) werden meist digjenigen neuronalen Zellgruppen
des Telencephalons (Endhirns) gezahlt, welche nicht zu cortikalen Strukturen, wie dem Neo-
und Allocortex (Hippocampale Formation, olfaktorischer Cortex) zéhlen. Der Begriff
»Basalganglien” ist jedoch trotz der haufigen Benutzung nicht exakt definiert. Am ehesten
kann man jedoch die Basalganglien as , parallele Anordnung zahlreicher Kanédle vom Cortex
zum motorischen Thalamus® sehen; zu diesen Strukturen gehoren das telenzephale Striatum,
magnozellulare Nuclel des basaden Vorderhirns, das dienzephale Palidum, die
tuberomamilldren Kerne, die Substantia nigra und die paranigralen und pigmentierten
parabrachialen Kerne [39]. Die Funktionen der BG sind sehr komplex und nur zu einem
kleinen Teil erforscht. Der Grund, warum die BG-Forschung sich als so schwierig darstellt, ist
wohl darin zu finden, dass die einzelnen Kerne der BG keinen eindeutigen Output in das
Rickenmark haben, sondern in (cortiko-BG-thalamo-cortikale) Schleifen eingebettet sind mit
einer Vielzahl an beteiligten Neurotransmittern und massiver Kollateralisation [39;277].

Die Rolle der BG wird intensiv erforscht in Verbindung mit Erkrankungen des motorischen
Systems (Morbus Parkinson, Chorea Huntington) [14]. Neuere Untersuchungen zeigen
jedoch, dass die BG nicht nur motorische Muster generieren, sondern essentiell sind in der
kognitiven Steuerung komplexer Verhaltensmuster sowie Vermittlung von (implizitem)
Gewohnheitslernen [276].

Die Rolle der Basalganglien konnte zusammenfassend charakterisiert werden in einer (eher)
bahnenden (als initiierenden) Rolle in der Kontrolle der Motorik (und sonstigen
Verhaltensrepertoires). Da die Aktivitét der Inputs ins Striatum zu einem grof3en Teil dessen
Outputs bestimmt (und somit das gewéhlte Verhalten), kann man sagen, dass ,[afferente]
Inputs aus assoziativen und limbischen Strukturen ins Striatum die Komponenten komplexer
kognitiver oder Verhaltens-Prozesse verstérken oder unterdriicken oder, mit anderen Worten,

selektieren und sequenzieren” [111].
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Abb. 2.6.: Vereinfachte Darstellung der Einbettung der Basalganglien in die Schaltkreise des Gehirns,
welche die endokrinen, autonomen und motorischen (Verhalten) Reaktionen des Organismus auf
verschiedene sensorische Eingéange steuern . Die limbische ventrale Schleife besteht aus dem ventralen
Striatum (NAcc), dem ventralen Pallidum (VP) und dem mediodorsalen Thalamus (MD). Die
(extrapyramidal) motorische dorsale Schieife besteht aus dem dorsalen Striatum, dem Globus pallidus
externus und internus (GPe, GPi), der Substantia nigra pars reticulata (SNr) und den ventroanterioren,
ventromedialen und ventrolateralen Gebieten des Thalamus (VA, VM, VL). Modifiziert nach Braak &
Braak [40], unter besonderer Beriicksichtigung der dopaminergen, noradrenergen und serotonergen
Innervation der Basalganglien und der limbischen und autonomen Zentren.
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Die Basdlganglien sind in paralel verlaufende (funktional getrennte) Schaltkreise
eingebunden [15]. Dabel erhdlt das Striatum (Nucleus caudatus und Putamen beim Primaten,
Caudatoputamen bel der Ratte; CPu) generell topographisch geordnete glutamaterge
Projektionen vom Cortex (und dem Thalamus), striatofugale Projektionen fuhren Gber das
Pallidum oder die Substantia nigra zum Thalamus und zurtick zum Cortex. Im Primaten sind
funf paralel verlaufende Schleifen zu finden, fir die hier vorgenommenen Untersuchungen

werden jedoch nur zwei a's relevante Schaltkrei se naher beschrieben.

Zum einen sind zwei dorsostriatale Schleifen an der Verarbeitung motorischer, aber auch
kognitiver Informationen beteiligt. Die striatalen Ausgangsneurone (,medium spiny
Neurons*) erhalten Inputs aus pramotorischen, supplementér motorischen, assoziativen und
sensorischen Cortexgebieten; die cortikale-Informationsverarbeitung im Striatum wird jedoch
stark moduliert durch dopaminerge, serotonerge (und noradrenerge'®) Afferenzen aus dem
Mittelhirn, der Pons und der Medulla.

Die , direkte" dorsostriatale Schleife beinhaltet die striatofugale Projektion auf Neurone des
internen Segments des Globus pallidus (GPi) und der Substantia nigra pars reticulata (SNr)
und die weiteren Projektionen auf die thalamischen Ausgangsstrukturen. Diese GABAergen
Neurone tragen Substanz P und Dynorphin als Kotransmitter und exprimieren D1-Rezeptor-
MRNA. Die ,indirekte® Schleife projiziert zundchst auf Neurone des externen Segments des
Globus pallidus (GPe), dann Uber glutamaterge Neurone des subthalamischen Nucleus (STN)
und weiter Uber die GPi/SNr auf die Ausgangsstrukturen, d.h. den ventroanterioren,
ventrolateralen und ventromedialen Thalamus (VA, VL, VM), welcher weiter vorrangig in
den pramotorischen Cortex projiziert. Die striatalen Ausgangsneurone der indirekten Schleife
bilden Enkephalin als Kotransmitter und exprimieren D2-Rezeptoren.

Eine dopaminerge Ausschittung im dorsalen Striatum fuhrt also zu einer Verstarkung der
direkten Bahn und der Inhibition der indirekten Bahn; ein gestortes Gleichgewicht der
Neurotransmitter-Aktivitat im Striatum (durch Hypo- oder Hyperaktivitdt der striatalen
Afferenzen oder Gabe von Rezeptorliganden) oder gestorte Funktion der eigentlichen
striatalen Ausgangsneurone fuhrt daher zur Ausprdgung der Symptomatik verschiedener
neurologischer und psychiatrischer Stoérungen (u.a des Morbus Parkinson, Chorea
Huntington, Schizophrenie). Umgekehrt kann eine Medikation mit geeigneten Pharmaka die
Symptomatik dieser Stérungen — zumindest teilweise - beheben [275;277].

'8 |n histochemischen und autoradiographischen Studien wurden noradrenerge Axonterminale eher im ventralen
als dorsalen Striatum gefunden (siehe Kap. 2.6.).
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Zum anderen existiert als Pendant der dorsostriatalen Schleifen eine ventrale Schleife, welche
vom ventralen Striatum (vorrangig Nucleus accumbens, NAcc) hauptséchlich zu den
Neuronen des ventralen Pallidums (VP) projiziert und von hier zum mediodorsalen Thalamus
(MD) und weiter zu limbischen Cortexgebieten fuhrt. Das ventrale Striatum erhdt vor alem
limbische Afferenzen (vom préfrontalen Cortex, dem Hippocampus, von der Amygdala) und
wird moduliert durch dopaminerge Afferenzen aus dem VTA, serotonergen Afferenzen aus
dem DRN und noradrenergen Afferenzen aus dem LC und den medull&ren noradrenergen
Zellgruppen A1 und A2. Aufgrund der engen Verbindung mit limbischen Strukturen weist der
NAcc nicht nur motorische Funktionalitét auf, sondern ist vielmehr in motivationalen und
emotionalen Prozessen involviert, insbesondere als Bestandtell des Belohnungssystems.
Diesbeziiglich lasst sich anmerken, dass sich der NAcc morphologisch und funktional in zwei
wichtige Bestandteile differenzieren lasst: Die ventrale Fortsetzung des Caudatoputamens
(mit eher motorischen Funktionen) stellt der den Faserstrang der anterioren Komissur
umspannende ,Kern“-Anteil — der ,Core® — des NAcc dar, wohingegen die medial und
ventral den Core umgebende , Schale® — die ,Shell* — des NAcc eher als Ubergangszone
zwischen Striatum und der ,extended Amygdala® angenommen wird, einer
Zusammenstellung zentromedialer Elemente des Mandelkerns, welche rostral ins basale
Vorderhirn auslauft und eng mit der Prozessierung von Emotionen und Affektivitét in

Zusammenhang gebracht wird (Zusammengefasst in [111]).
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3. Fragestellung, Ziele der Arbeit

Wie bereits erwéhnt, wurde MDMA as Betdubungsmittel eingestuft. Nach dem BtMG
werden Stoffe und Zubereitungen in die Anlagen I-111 des Gesetzes aufgenommen, wenn dies
-] wegen der Wirkungsweise [...] vor allem im Hinblick auf das Hervorrufen einer
Abhéangigkeit, [...] wegen des Ausmalies der missbrauchlichen Verwendung und wegen der
unmittelbaren oder mittelbaren Gefahrdung der Gesundheit erforderlich ist“’’. MDMA
scheint all diese Kriterien zum grof3en Teil zu erfillen. Um den beschriebenen negativen
Wirkungen von MDMA moglichst effektiv préventiv und therapeutisch entgegenwirken zu
kénnen, ist es zwingend erforderlich, die Mechanismen der suchterzeugenden und
neurotoxischen Wirkung von MDMA genau zu kennen und zu verstehen. Obwohl viele
Aspekte dieser Mechanismen bekannt und beschrieben sind, ist die Forschung vom genauen
und vollsténdigen Verstdndnis der MDMA-Wirkungen noch weit entfernt (BAP/CNPS
Workshop: Psychopharmacology of Cannabis and Ecstasy; Brno, April 2002). Zudem weisen
sowohl frihere Erfahrungen aus der Psychotherapie als auch aktuelle episodische Berichte
von Parkinson-Patienten auf ein signifikantes therapeutisches Potential von MDMA hin,
dessen Mechanismus ebenfalls unzulénglich oder teilwelise Uberhaupt nicht erforscht ist.
Weitere Arbeiten in dieser Richtung sind daher (nicht nur aus wissenschaftlichem sondern
auch aus offentlichem Interesse) dringend erforderlich. Ziel dieser Arbeit ist deshalb der
Versuch, einen Beitrag zu leisten zur Charakterisierung der Langzeiteffekte von MDMA bei
der Ratte im Hinblick auf die Mechanismen der Neurotoxizitét und Sucht.

Zu diesem Zweck soll untersucht werden, welche Veranderungen im Verhalten und auf
zellulérer Ebene (unter Zuhilfenahme der immunhistochemischen und neurochemischen
Methoden) eine akute und subchronische Gabe von MDMA zur Folge hat, und welche
Langzeiteffekte diese Behandlung im Verhalten hervorruft.

Nachdem in Kapitel 4 die Darstellung der verwendeten Substanz und die notwendige
Qualitétssicherung erlautert wird, sollen im Kapitel 5 zundchst die Akutwirkungen sowie die
Langzeiteffekte einer einmaligen Injektion von MDMA auf das Verhalten untersucht werden
[sowohl auf das allgemeine Verhalten (Lokomotion, Exploration, Schnuffelaktivitdt der
Ratten), als auch die Akuteffekte von MDMA auf parkinsonoide Symptomatik (um die
dopaminergen Effekte von MDMA im potentiell therapeutischen Einsatz zu testen)].

" BtMG, §1[7]
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In Kapitel 6 sollen die Langzeitwirkungen in Tiermodellen der Sucht untersucht werden: zum
einen im Tiermodell der Verhatenssensitivierung, zum anderen im Tiermodell der
Platzkonditionierung. Diese Versuche werden vor dem Hintergrund des madglichen
Suchtpotentials von MDMA diskutiert: Hierbei werden Sensitivierungsprozesse als moglicher
wichtiger Mechanismus in der Suchtentstehung, sowie die mogliche Entwicklung des Craving
(Verlangen nach dem Suchtstoff), dessen Induktion durch konditionierte Stimuli, Extinktion
und Ruckfalverhalten beriicksichtigt. Insbesondere soll der Einfluss des noradrenergen
Systems und des sozidlen Umfelds auf die Entwicklung der genannten Verhaltensparameter
untersucht werden.

In Kapitel 7 schliefdlich werden die Effekte einer einmaligen sowie einer subchronischen
Behandlung mit MDMA auf zellulérer Ebene untersucht im Hinblick auf die Expression des
induzierbaren Transkriptionsfaktors c-Fos, sowie der apoptose-regulatorischen Proteine der
Bcl-Familie. Bei der Diskussion der Daten wird eine mogliche Rolle dieser Proteine in
Neurodegenerations- und Protektionsmechanismen, sowie die Funktion von induzierbaren
Transkriptionsfaktoren als neuronale Aktivitétsmarker berticksichtigt. Zudem sollen die
serotonergen Neurone angeférbt werden zum Zweck der mikroskopischen Betrachtung des
Ausmal¥es und der Kinetik der Serotonin-Entleerung durch einmalige und subchronische
MDMA-Behandlung. Die immunhistochemische Farbung der serotonergen (und
katecholaminergen) Neurone soll dartberhinaus die Zuordnung der c-Fos-Expression zu
relevanten Neuronenpopulationen ermdglichen.

Die Entleerung des Serotonins sowie seines Metaboliten, aber auch Fluktuationen in
Konzentrationen anderer Monoamine (DA, NA) wird in Hirn-Gewebshomogenaten mittels
der HPLC-gestiitzten neurochemischen Analytik quantifiziert. Uber die neurochemische
Analytik soll das Ausmald und die Kinetik der serotonergen Neurotoxizitét, die Effekte auf
andere monoaminerge Neurotransmitter sowie eine potentielle neuroprotektive Rolle des
Noradrenalins untersucht werden.

Es wird ebenfalls der Versuch unternommen, die Beobachtungen im Verhalten und auf der
zellularen Ebene mit dem Neurotransmissions-Status zu korrelieren, um in der
zusammenfassenden Diskussion die verschiedenen Perspektiven dieser Arbeit auf einen
Nenner zu bringen und die Ergebnisse in Hinsicht auf mogliche Mechanismen und ihre

klinische Bedeutung zu interpretieren.
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4. Dar stellung von MDMA

4.1. Vorbemerkung

Das in dieser Arbeit pharmakologisch untersuchte 3,4-M ethylendioxymethamphetamin-HCI
(MDMA; ,Ecstasy”) ist zwar Uber den Chemikalienhandel zu beziehen, jedoch fir
verhaltenspharmakol ogische Studien absolut unwirtschaftlich. Daher wurde diese Substanz im
Laboratorium des Pharmazeutischen Institutes der Universitée Tubingen synthetisch
hergestellt.

Die Synthese erfolgte nach der Methode von Braun et a., 1980 [41]. Piperonylaceton
unterliegt dem Grundstoffiiberwachungsgesetz (GUG), daher wurde die Synthese beginnend
von Piperonal (3,4-Methylendioxybenzal dehyd) ausgeweitet (vgl. [47]).

Zur Qualitétssicherung wurde eine Identitatsprifung mittels Infrarotspektroskopie und eine
Reinheitsprifung mittels HPLC-DAD/UV durchgefiihrt.

4.2. Material & Methoden

4.2.1. Substanzen

Alle verwendeten Chemikalien, Losungsmittel und Reagenzien (p.a.-Qualitdt) wurden von

den Firmen Aldrich, Fluka, Merck und Sigma bezogen.

4.2.2. Gerate

Zur Qualitétssicherung wurden eine HPLC-Anlage (Kontron® mit ChiraDex®-Saule, Merck)
mit UV-Diodenarray-Detector (DAD, Waters) verwendet sowie ein Infrarot-Spektrometer
(Bruker).
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4.3. Durchfuhrung

MDMA-HCI| wurde, wie bereits erwahnt, ausgehend von Piperona in einer 3-Schritt-
Synthese nach Braun et al. [41] nach der folgenden Vorschrift synthetisiert (Abb. 4.1.).

4.3.1. Schritt 1 (Piperonal "" Nitrostyrenver bindunq):

30 g Piperonal wurden in 120 ml Eisessig gel6st, dann Nitroethan zugegeben. Daraufhin
wurden 20 g Cyclohexylamin langsam zugetropft und anschlief3end wurde das Gemisch unter
Rickfluss fur 6 h bei ~70°C (Wasserbad) gehalten.

Danach wurde abgekihlt auf 30°C und 100 ml H,O zugegeben, woraufhin das Produkt
spontan auskristallisiert. Um die Falung vollsténdig zu machen, wurde das Gemisch bei 4°C

Uber Nacht gelagert.

4.3.2. Schritt 2 (Nitrostyrenver bindung "" Piperonylaceton):

45 g der in Schritt 1 gewonnenen Nitrostyrenverbindung wurde in H,O suspendiert, 60 g
Eisenpulver, 1,71 g Eisen(lll)chlorid zugegeben und mit einem ,KPG"-Rihrer intensiv
gerdhrt. Unter Eiskihlung wurden langsam 40 ml HClyon, zugetropft. Danach wurde fur 3 h
mit einem Heizpilz unter Ruckfluss siedeerhitzt.

Im Anschluss wurde das Reaktionsgemisch auf ~40°C abgekihlt und danach 100 ml Toluol
zugegeben. Nach darauffolgender Filtration wurde der Filterkuchen mit Toluol gewaschen
und die Toluolphase wurde abgetrennt. Die organische Phase wurde zuerst einmal mit
verdinnter HCI, danach zweima mit H,O gewaschen und anschliessend im Vakuum
einrotiert.

Mit Hilfe einer Vakuumdestillation (0,018 mbar, 80°C) wurde ein gelbliches Ol gewonnen
(Piperonylaceton).

4.3.2. Schritt 3 (Piperonylaceton ** MDMA):

27,3 g Methylamin-HCI wurden in 93 ml Methanol gelést, 7 g Piperonylaceton und
anschliessend wurden (portionsweise) 3,2 g Natriumcyanoborhydrid zugegeben. Mit
konzentrierter Salzsaure wurde pH = 7,0 eingestellt und das gesamte Reaktionsgemisch wurde
bei Raumtemperatur 24 h lang gertihrt. Die entstandene milchig-weil3e Suspension wurde in
300 ml 10%ige Salzsdure eingegossen und mehrmals mit Dichlormethan extrahiert. Die



Darstellung von MDMA 39

wélrige Phase wurde mit 25%iger Natronlauge alkalisiert und mit Diethylether extrahiert und

umkristallisiert, sowie mit Ethanol gewaschen.
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ADbb. 4.1.: Darstellung von MDMA nach Braun, Shulgin und Braun [41].
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4.4. Qualitatssicherung

4.4.1. Prufung auf | dentitéat

Die Identitétsprifung wurde mittels der Infrarotspektroskopie durchgefiihrt:  Ein
Syntheseprodukt enthaltender KBr-Pressling wurde zur Infrarotspektrumaufnahme in en
Bruker FT-IR IFS 48 Gerat eingespannt. Der Spektrumbereich (Wellenzahlbereich) betrug
400 — 4000 cm'*. Die Daten wurden mittels firmeneigener , OPUS" -Software ausgewertet.

Der Spektrenvergleich mit einem  MDMA-HCI-Referenzspektrum  ergab  absolute
Ubereinstimmung der Peaksinkl. , Fingerprintbereich® (Abb. 4.2.).

Zusétzlich wurde mittels HPLC-UV/DAD ein Chromatogramm durchgefiihrt und das
erhaltene Spektrum mit einem Referenzspektrum (inkl. UV-Spektrum der jeweiligen
Substanz) verglichen.

4.4.2. Prufung auf Reinheit

Die Substanz wurde mit Hilfe einer Diodenarray-UV-detektierten HPLC analysiert (fur
Details siehe Tabelle 4.1.): Die Analysenprobe wurde in zwel Verdinnungen auf einer
ChiraDex®-Saule (Merck, Darmstadt) aufgetrennt und detektiert mittels eines Diodenarray-
Detektors mit einem Wellenbereich von 200 — 350 nm. Da eine chirale Saule verwendet
wurde, erfolgte die Auftrennung der R- und S- Enantiomere von MDMA. Mit Hilfe der
chromatographischen Analyse der konzentrierten Lésung und einer unspezifischen
Wellenlange von 200 nm konnte die Analysenprobe zusétzlich auf eventuelle (UV-aktive-)
Verunreinigungen untersucht werden (Methode etabliert durch Buchler, J., 2000 [47]).

So ergab die erste Analyse des Syntheseproduktes (Abb. 4.3.-A) zwar die Peaks fur (R)- und
(S)-MDMA (t1 = 10,34 min; t,= 11,02 min), jedoch ebenfalls einen zusétzlichen unbekannten
Peak (tx = 5,95 min; | nax = 265 nm; AUC = 1,549 %). Daher wurde ein zusétzlicher
Umkristallisationsschritt des Syntheseprodukts in Diethylether angefigt. Das gereinigte
MDMA zeigte bei der anschlief3enden Analyse keinen zusétzlichen Peak mehr (Abb. 4.3.-B),
daher wurde von einer Reinheit der Substanz von >99,9 % ausgegangen.
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Abb. 4.2.: FT-IR-Spektrum von (RS)-MDMA-HCI (KBr-Pressling)

Tabelle 4.1.: Interpretation charakteristischer IR-Banden von (RS)-MDMA-HCI

Wellenzahl [cm™]

Erlauterungen

2783 Methylendioxy-Streckschwingung
1246 Streckschwingung des aromatischen Ethers (Ar-O-C)
1037 & 930 Zusatzliche Streckschwingungen der Methylendioxygruppe
1587 & 1490 Streckschwingungen des Aromaten (C=C)
797 1,2,4-trisubstituiertes Benzol Deformationsschw.(C-H)
1462 & 1442

Benzodioxol-Grundgeriist:

1346, 1369 & 1385

Schwingungen der Alkylkette (CH,, CHs)

2945 & 2446
1192

Amingruppe (‘"NHR,) Valenz- & Deformationsschwingungen
N-H
N-C
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Abb. 4.3.: HPLC-UV/DAD-Spektren
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MDMA-HCI vor (A) und nach (B) nochmaliger
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Tabelle 4.2.: Daten der HPLC Anlage zur Reinheitsprifung von MDMA

Pumpe Kontron HPLC Pump 420 Flussrate: 0,5 mi/min
P=61bar
Detektor Waters 991 Photodiode Array | =200-350 nm
Saule LiChro CART Cartridge, gepackt mit 250-4 mm
ChiraDex® 5 um Korngrofle
Firma Merck, Darmstadit 100 A Porengréie
Fliel3mittel Acetonitril 8 Teile
KH,PO, 20mmoal; pH 3,0 92 Teile

4.4.3. Diskussion der Qualitatssicherung

Das IR-Spektrum ergab charakteristische Banden des MDMA, wovon einige représentative
Banden (charakteristisch fir die Amingruppe sowie das Benzodioxol-Grundgeriist) in der
Tabelle 4.1. ndher erlautert werden.

Die Auftrennung des Produkts mittels HPLC-DAD zeigte zundchst eine Verunreinigung
(wahrscheinlich aromatisch, hochstwahrscheinlich Spuren von Piperonylaceton); die

Verunreinigung lief3 sich sehr gut nach weiterer Aufreinigung beseitigen.

Die Identitdts- und Reinheitsprifung des Syntheseproduktes zeigt eindeutig, dass es sich
hierbei um >99 % reines razemisches MDMA-HCI handelt. In alen folgenden Versuchen
kann also mit an Sicherheit grenzender Wahrscheinlichkeit davon ausgegangen werden, dass
es sich bei den beobachteten Effekten um alleinige Wirkungen des MDMA (bzw. dessen
Metaboliten) handelt.
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5. Allgemeine Wirkungen von MDMA (Teil A)

5.1. Einleitung

Akute MDMA-Administration fuhrt zu einer starken Freisetzung von 5-HT, DA, und NA,
wodurch esim Verhalten zu einer Reihe von Effekten kommt. Am charakteristischsten ist das
Auftreten einer ausgepragten Hyperaktivitét, welche sich vor alen Dingen in ener
gesteigerten lokomotorischen Aktivitét der Tiere zeigt.

Bel sehr hohen Dosierungen (40-80 mg/kg) félt die lokomotorische Antwort jedoch geringer
aus, was dadurch erklart wird, dass sich im héheren Dosisbereich ein sogenanntes Serotonin-
Syndrom entwickelt, welches Symptome wie Ataxie, Piloerektion, flache Koérperhaltung,
repetitives Kopf-Wenden verursacht und dber Krampfe sogar zum Tod fihren kann (vgl.
[66]).

Studien mit dem ,, elevated-plus*-Labyrinth zeigten, dass MDMA in niedrigen Dosierungen (4
mg/kg) in Mausen anxiogen und in héheren Dosierungen (20 mg/kg) anxiolytisch wirkt.
Damit hebt sch MDMA vom Amphetamin ab (welches dosisabhéngig anxiogen wirkt) [169].
Dieser biphasische Effekt konnte dadurch erklart werden, dass MDMA in niedrigen
Dosierungen dopaminerge Wirkung (Amphetamin-,state”), in hdheren Dosierungen jedoch
mehr serotonerge Wirkung (Fenfluramin-, state") entfaltet [269]. In niedriger Dosierung fhrt
MDMA sogar zur Verbesserung Pawlow’schen Lernens. Dieser Effekt wird Uber den
Agonismus an 5-HT,a/c-Rezeptoren erklart [119].

MDMA ist bekannt als selektives Neurotoxin, welches auf die dinnen aufsteigenden Axone
der serotonergen Neurone des DRN wirkt [110;273;296;302]. Es gibt jedoch auch Befunde,
welche zusétzliche neurotoxische Wirkungen auf die noradrenergen und dopaminergen
Neurone bei hoher dosierter, aggressiverer Behandlung (8x40 mg/kg, alle 12 h) mit MDMA
zeigen [59].

Uber Auswirkungen dieser Neurotoxizitéat auf das Verhalten (Langzeiteffekte von MDMA) ist
jedenfalls wenig bekannt. In zahlreichen Experimenten (inkl. Versuchen zur Schreck-,
Schmerzreaktion und zum Lernen) sind keine Anderungen beobachtet worden. Die einzigen
positiven Resultate beinhalten eine verstéarkte Morphin-Analgesie, Storungen im Schiaf-
Wach-Rhythmus, einen abgeschwéchten Diskriminationsreiz und gestortes Sexualverhalten
bei Ratten nach MDMA-Behandlung (zusammengefasst in [296]).
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FRAGESTELLUNG:

Ein erklartes Ziel dieser Arbeit ist der Versuch, einen weiteren Beitrag zur Charakterisierung
der Effekte von MDMA auf das Verhalten zu leisten. Hierzu wurde das Verhalten wahrend
einer subchronischen MDMA-Gabe beobachtet (siehe Kap. 6) und der Transmitter- und
Funktionsstatus der Gehirne neurochemisch und immunhistochemisch analysiert (siehe Kap.
7). Zuvor jedoch wurde das Akutverhalten sowie das Verhalten nach Auswaschen der
Substanz bewertet, um eine Basis zur Interpretation der folgenden Experimente zu schaffen.
Da MDMA akut zu einer starken Lokomotionserhdhung fuhrt, welche zumindest indirekt
Uber das serotonerge und das dopaminerge System vermittelt wird, wurde die akute Wirkung
von MDMA ebenfallsin einem Tiermodell der Parkinson-Krankheit getestet, um zu sehen, ob
MDMA auch reversibel auf einen Hypoaktivitats-Zustand wirkt. Vor dem Hintergrund einer
maoglicherweise neurotoxischen Wirkung von MDMA auf katecholaminerge Neurone (siehe
oben) mag das Vorhaben, antiparkinsonoide Wirkungen von MDMA zu untersuchen, sehr
Uberraschend und gewagt klingen. Obwohl aber in unserer Arbeitsgruppe eine noradrenerg
neurotoxische Wirkung von MDMA (10x20 mg/kg, ale 24 h) gezeigt werden konnte, waren
die entleerenden Effekte von MDMA auf dopaminerge Neurone nur von kurzer Dauer und die
Neurone erholten sich rasch (siehe Kapitel 7); eine kataleptogene Wirkung einer
subchronischen MDMA-Behandlung konnte friiher ebenfalls nicht gezeigt werden [29].

Eine niedrigdosierte MDMA-Behandlung ist darlber hinaus wahrscheinlich frei von
neurotoxischen Wirkungen.

5.2. Allgemeines Verhalten

Hier wurde sowohl die horizontale und vertikale Aktivitét der Tiere untersucht, wenn sie in
eine neue Umgebung gesetzt wurden (in der sie sich frel bewegen konnten), als auch die
Aktivitét in einer neuen, aber raumlich eingeschrankten Umgebung. Hier wurde dann die
Auspragung subtilerer Verhaltensweisen (Schniffel aktivitét, Fellpflege, Drehen) untersucht.

Unter den MDMA-Wirkungen sind die Mechanismen lokomotorischer Aktivitét teilweise gut
untersucht: Es wird angenommen, dass die MDMA-induzierte Hyperlokomotion Uber
postsynaptische 5-HT1g-Rezeptoren vermittelt wird [185]. Diese 5-HT15-Rezeptoren, welche
auf GABAergen Axonterminalen in der SN und VTA lokalisiert sind, verringern bel
Aktivierung die GABA-Hemmung der dopaminergen Neurone und fihren dadurch zu einer
stérkeren verhaltensaktivierenden DA-Freisetzung im CPu und NAcc [20]. Den 5-HToa-
Rezeptoren wird ebenfalls eine DA-aktivierende Rolle zugesprochen [20;171]. Ausserdem
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wird ein direkter Einfluss von 5-HT-Rezeptoren auf die Lokomotion ebenfalls nicht

ausgeschlossen [20].

5.2.1. Material und M ethoden

5211 Tiere

Es wurden ménnliche Sprague-Dawley-Ratten (Charles-River, Sulzfeld, Deutschland)
verwendet mit einem Korpergewicht von 210 — 298 g bei Versuchsbeginn. Sie wurden in
Gruppen gehalten unter konstanten klimatischen Bedingungen (Raumtemperatur 23 = 3 °C;
Luftfeuchte 40-60%) in einem 12/12 h Licht-Dunkel-Zyklus (Licht an: 07:00). Sie bekamen
taglich 12 g/Tier Standard-Ratten-Futter (Altromin, Lage, Deutschland), Wasser stand , ad

libitum* zur Verfligung.

5.2.1.2. Substanzen

MDMA-HCI (20,0 mg/ml) wurde gel6st in Phosphat-gepufferter isotonischer Kochsal zlsung
nach der Dulbecco-Rezeptur (Dulbecco’s PBS, Sigma Deisenhofen, Deutschland = 0,2 g KCl;
0,2 g KH,POg4; 8,0 g NaCl; 1,15 g NagHPO,4/ 1 | H,O-dest) und subkutan (s.c.) injiziert als 1
mi/kgK G.

5.2.1.3. Versuchsdur chfihrung

Die Tiere wurden am Tag 0 erstmals aus der Tierhaltung in den Versuchsraum gebracht und
wurden firr 5 min in ein , Open Field* und anschlieBend in eine , Schniiffelbox* gesetzt™®, um
sich an diese neue Umgebung zu gewdhnen (zu ,, habituieren®).

Am Tag 1 wurden die Tiere 2 h nach einer MDMA-Injektion (20 mg/kg, s.c.) fur jeweils 5
min in das Open Field und die Schniffelbox gesetzt. Am Tag 3 und am Tag 14 wurden sie
erneut fur jewells 5 min in diese Geréte hinein gesetzt. An alen Tagen erfolgte wahrend ihres
Aufenthaltes im Open Field (per PC) und der Schniffelbox (mittels einer Videokamera) die
Registrierung des Verhaltens. Fir die Auswertung des Verhaltens wurden die Parameter

~Weg“, ,Laufzeit”, ,Ruhezeit* und Anzahl der ,Aufrichtungen (fur das Open Field), und

'8 Die ausfilhrliche Beschreibung des , open Fields* und der , Schniiffelbox* findet sich in Kapitel 6 unter Punkt
6.2.1.3. Eswurde PC/Lichtschranken-gestiitzte Open Field Auswertung benutzt.
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, Schniiffeln gesamt* (zusétzlich aufgeteilt in , Schniiffeln oben® und , Schniiffeln unten“®®),
Anzahl der Drehungen um 180°, Dauer der Putzaktivitét und ,inaktiven Sitzens® (fur die
Schniffelbox) benutzt. An allen drei Observationstagen wurden die Tiere einzeln gewogen,
um Veranderungen in ihrem Gewicht festzustellen. An jedem dieser Tage wurden
(randomisiert) durchschnittlich 5 Tiere aus jeder Gruppe aus dem Versuch herausgenommen
und perfundiert, um die Gehirne fir die immunhistochemische Analytik zu fixieren. Dadurch
verringerte sich die Stichprobenzahl der Verhaltensversuche von einem Observationstag zum
néchsten (Nven(d1) = 15; Nmama(dl) = 15; Men(d3) = 11; Nmama(d3) = 9; myen(dl4) = 5;
Nmdma(d14) = 5).

5.2.2. Ergebnisse

5.2.2.1. Kor pergewicht

Wahrend des Versuchs veranderte sich das Korpergewicht signifikant. Die einmalig MDMA -
behandelten Tiere erlitten eine Gewichtsabnahme um 7,3 % (von durchschnittlich 241,1 g auf
223,6 g), wahrend die Vehikel-behandelten Tiere eine leichte Gewichtszunahme um 3,4 %
(von 245,2 auf 253,4) erfuhren.

Am Tag 14 nadherten sich die MDMA-Tiere den Vehikel-Tieren wieder an (MDMA: 232,0 g;
VEH: 2448 g).

Eine 2-faktorielle ANOVA mit den Faktoren ,Behandlung® und ,Zeit* ergab einen
hochsignifikanten Unterschied zwischen den zwel Tiergruppen (FsenanpLunc(1,28)=10,87;
p=0,003). Ein post-hoc Fischer's LSD-Test ergab ebenfalls einen hochsignifikanten
Unterschied der Gewichte der beiden Tiergruppen am Tag 3.

5.2.2.2. Open-Field

Am Tag 1 (2 h nach Injektion von 20 mg/kg MDMA-HCI) zeigten die MDMA-behandelten
Tiere, verglichen mit Vehikel-behandelten Tieren, eine profunde Hyperaktivitét: Sie legten in
den observierten 5 min ca. den doppelten Weg zurlick; der Anteill der Laufzeit an der
Gesamtzeit war ebenfalls vergrof3ert; die Ruhezeit war jedoch verringert, tendenziell ebenfalls

die Anzahl vertikaler Aufrichtungen.

1 Das Verhdtnis der Schniffel-Richtungen wurde im Quotient Quwandkontakte =

Wandkontakte,pe/Wandkontakte e, kodiert.
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Im naiven Zustand am Tag 3 zeigten die Vehikel-vorbehandelten Tiere leicht geringere
Verhaltensantworten als am Tag 1 (Weg, Laufzeit, Aufrichtungen); die Ruhezeit war erhoht.
MDMA-vorbehandelte Tiere ndherten sich in ihren Verhaltensantworten den Vehikel-Tieren
an: Die Werte aller gemessenen Parameter bei MDMA-vorbehandelten Tieren am Tag 3
dhnelten den Werten der Vehikel-Tiere am Tag 1, die Lokomotion der MDMA-Tiere war am
Tag 3 hoher as die der Vehikel-vorbehandelten Tiere an diesem Versuchstag.

Am Tag 14 waren die MDMA-vorbehandelten Tiere ebenfalls aktiver als die Vehikel-
vorbehandelten Tiere (Zahl der Aufrichtungen nur tendenziell, Ruhezeit niedriger).
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Abb. 5.1.: Verhaten im Open-Field am Tag 1 (2 h nach Gabe von MDMA: 20 mg/kg s.c. oder
Vehikel) und am Tag 3 und 14 danach ( ale Tiere naiv getestet).
Statistik: Mann-Whitney-U-Test: *p<0,05; **p<0,01
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5.2.2.3. Schniiffelbox

Das Verhalten der Tiere in der Schniffelbox war teilweise vergleichbar mit dem Open Field:
Am Tag 1 machten die MDMA-behandelten Tiere eine deutlich grofRere Anzahl von
Kontakten mit der ,, Schniiffelbox”-Wand, wobei sie etwa doppelt so viel im oberen Bereich
der Box schniffelten as im unteren (im Vergleich dazu schnuffelten die Kontrolltiere nur
etwa halb so viel oben wie unten). Die Anzahl der Drehungen um die vertikale Achse war
ebenfalls stark erhdht, das Putzverhalten war ganzlich unterdriickt. 48 h spater war das
Verhalten in Bezug auf das Schniffeln und Drehungen in seiner Quantitét vergleichbar mit
den Ergebnissen des Open-Fields: Die Kontrolltiere zeigten in der Schnuffelbox eine
verringerte Anzahl der Wandkontakte und Drehungen; die MDMA-Tiere hingegen zeigten
etwa die Anzahl der Wandkontakte und Drehungen wie die Kontrolltiere am Tag 1. Zudem
machten die MDMA-Tiere nun vermehrt Wandkontakte im unteren Teil der Box und
verbrachten, wie die Kontrolltiere, einen signifikanten Anteil der Zeit in der Schnuffelbox mit
Putzen.

Am Tag 14 waren das Schnuffeln und Drehungen bel den MDMA-Tieren leicht erhoht,
statistisch waren jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen
nachwei sbar.
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Abb. 5.2.: Verhaten in der Schniffelbox am Tag 1 (2 h nach Gabe von MDMA: 20 mg/kg s.c. oder
Vehikel), und am Tag 3 und 14 danach (alle Tiere naiv getestet).
Statistik: Mann-Whitney-U-Test: *p<0,05; **p<0,01
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5.3. Wirkung von MDMA im Tiermodell der Parkinson-Krankheit

Nicht alle Patienten profitieren von den aktuell angewandten Parkinson-Therapie-Strategien.
Vor allem die Entwicklung von Dyskinesien als Nebenwirkung bel der Behandlung mit dem
DA-Vorlaufer L-DOPA stellt eine nicht unerhebliche Belastung fir den Patienten dar
[19;211]. Die Entwicklung neuartiger Medikamente mit neuen Wirkmechanismen ist daher
dringend notwendig.

Da aktuelle episodische Berichte eine mégliche antiparkinsonoide Potenz von MDMA beim
Menschen zeigen [175], war dies der Anlass zu einer Uberprifung dieser potentiellen
Wirkung im Tierexperiment.

In diesem Versuch sollte die antiparkinsonoide Wirkung von MDMA im Haloperidol-
induzierten Katalepsie-Modell getestet werden. Haloperidol, ein D,-Rezeptor-Antagonist,
wird as ein typisches Neuroleptikum vom Butyrophenon-Typ in der Standard-Therapie der
Schizophrenie eingesetzt [2] und als Modellsubstanz zur Entwicklung extrapyramidaler
Nebenwirkungen (Katalepsie) in der experimentellen Neuropharmakologie benutzt [283].
Durch Blockade der D>-Rezeptoren im Striatum kommt es zur Hyperaktivitét der indirekten
striatofugalen GABAergen Bahn, was wiederum zu einer Ubermalligen Hemmung des
VA/VL-Thalamus fuhrt. Wegen der erniedrigten Rickmeldungsrate aus der dorsalen
Basalganglienschleife im pramotorischen Cortex kommt es in letzter Konsequenz zur
Induktion parkinsonoider Symptomatik des Rigors und der Akinesie, welche

zusammengefasst auch als Katal epsie bezei chnet werden kann.

5.3.1. Material & Methoden

Versuchstiere

Es wurden ménnliche Sprague-Dawley-Ratten (Charles-River, Sulzfeld, Deutschland)
verwendet mit einem Korpergewicht bel Versuchsbeginn von 220 — 300 g.

Sie wurden in Gruppen gehaten unter konstanten Kklimatischen Bedingungen
(Raumtemperatur 23 = 3 °C; Luftfeuchte 40-60%) in einem 12/12 h Licht-Dunkel-Zyklus
(Licht an: 07:00). Sie bekamen téglich 12 g/Tier Standard-Ratten-Futter (Altromin, Lage,
Deutschland), Wasser stand ,,ad libitum* zur Verfligung.
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Substanzen

Haloperidol (Haldol ®, Janssen, Deutschland; 0,5 mg/kg) wurde mit Phosphat-gepufferter
isotonischer Kochsalzlosung (Dulbecco’s PBS, Sigma Deisenhofen, Deutschland) zu einer
Konzentration von 0,5 mg/ml verdinnt.

MDMA-HCI (5,0; 2,5 bzw. 1,0 mg/kg) wurde gelést in PBS oder in der Haloperidol
enthaltenden PBS-L6sung zur Endkonzentration von 5,0; 2,5 oder 1,0 mg/ml MDMA.

Die Anwendungsl 6sung wurde subkutan (s.c.) injiziert als 1 ml/kgKG.

Verhaltenstests

Die Tiere wurden 60 min nach Behandlung einzeln an eine horizontal angebrachte Metall-
Stange (Bodenabstand = 9 cm) platziert, wobei beide Vorderpfoten Uber die Stange gelegt
wurden, sodass sich das Tier in aufgerichteter Position befand. Es wurde die Zeit bis zum
Bewegen einer Pfote von der Stange gemessen (= “Abstiegslatenz*). Anschlief3end wurde das
Tier an ein vertikales Gitter (h = 44 cm; b = 25,5 cm; Maschenweite 1 cm) gehangt, wobel
wiederum die Zeit bis zur ersten Pfotenbewegung gemessen wurde. Diese Prozedur wurde
zweimal wiederholt, um storende EinflUsse, wie z.B. Neuigkeit, zu unterdriicken. In der
Abbildung ist der zweite Katalepsie-Test gezeigt. Als Obergrenze der Abstiegslatenz-

Messung wurden 180 s festgel egt, um Ermidungserscheinungen des Tieres zu vermeiden.

Statistik

Es wurde der nichtparametrische statistische Test fur zwei unabhangige Gruppen (Mann-
Whitney-, U“-Test) verwendet, da Katalepsiedaten wegen des Versuchsabbruchs bei 180 s

nicht einer Normalverteilung folgen.

5.3.2. Ergebnisse

Die Injektion von 0,5 mg/kg Haloperidol fuhrte bei Ratten zu einer ausgepragten Katalepsie,
welche as hohe Abstiegslatenzen gemessen werden konnte. Die zusétzliche Gabe von
MDMA reduzierte die Abstiegs atenz-Zeiten dosisabhéangig (Abb. 5.3.):

Stange: -57,0% bei 1 mg/kg; -88,7% bei 2,5 mg/kg; -97,7% bei 5 mg/kg MDMA

Gitter: -49,4% bel 1 mg/kg;, -83,6% be 25 mg/kg;, -99,7% be 5 mg/kg MDMA
(Verringerung der Haloperidol-induzierten Katalepsie).
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Abb. 5.3.: Antikataleptische Wirkung von MDMA bei 0,5 mg/kg-Haloperidol-induzierter Katalepsie
an der Stange (a) und Gitter (b).
Statistik: Mann-Whitney-U-Tests: *p<0,05; **p=0,01; ***p<0,001
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5.4. Diskussion

5.4.1. Allgemeines Verhalten

Waéhrend dieses Versuchs war ein deutlicher anorektischer Effekt bei akuter Wirkung von
MDMA zu sehen: Die MDMA-Behandlung fihrte zu einer starken Gewichtsreduktion
innerhalb von 48 h; nach Abklingen der MDMA-Wirkung erholten sich die Tiere wieder.
Dieser Effekt ist charakteristisch fur die Amphetamine und wird wahrscheinlich tber erhdhte
5-HT-Spiegel im Hypothalamus vermittelt.

Waéhrend akuter MDMA-Wirkung zeigen die Tiere eine Hyperaktivitdt, welche sich in
erhdhter Lokomotion ausdriickt. Die Hyperlokomotion wird, wie bereits erwéhnt, indirekt
Uber erhohte 5-HT-Freisetzung und Aktivierung der 5-HT1g- und 5-HT,-Rezeptoren in den
Basalganglien vermittelt, was zur erhohten DA-Freisetzung im Striatum fuhrt [20;296]. Die
vertikale Aktivitdt (Anzahl der Aufrichtungen) ist im Vergleich zur horizontalen Aktivitét
(Weg) nicht erhoht, sondern eher leicht unterdriickt: Dies kdnnte damit zusammenhangen,
dass MDMA zur Expression des sog. ,, Serotonin-Syndroms* fuhrt, einem Zustand, welcher
durch eine massiv gesteigerte 5-HT-Aktivitéat hervorgerufen wird und sich in Symptomen wie
flacher Korperhaltung, Kopf-Wiegen, reflexivem Treten mit den Vorderpfoten zeigt [95;110].
Die flache Korperhaltung wurde hier ebenfalls beobachtet, d.h. die Tiere sind hierdurch bei
akuter Wirkung von MDMA mdoglicherweise eher horizontal-lokomotorisch orientiert, die
vertikale Exploration ist eher gehemmit.

Nach Abklingen der akuten Wirkung sind die Tiere in ihrem Verhalten dhnlich den Vehikel-
Tieren, wie sie sich am ersten Tag verhalten. Wahrend die Vehikel-vorbehandelten Tiere
deutlich habituieren (d.h. ihre exploratorische Aktivitét nimmt im Open-Field ab, da bereits
Information Uber die Umgebung im Gedéachtnis vorliegt), zeigen die MDMA-vorbehandelten
Tiere tendenziell hdhere (horizontal- und vertikal-) exploratorische Aktivitét. Dieser Umstand
lasst sich dadurch erkléren, dass diese Tiere sich mit dem sie umgebenden Open-Field noch
nicht in der Weise bekannt gemacht haben wie die Kontrolltiere. Dies kann durch eine
MDMA-vermittelte Blockade des Lernens am Tag 1 erfolgt sein, jedoch ist eine Erklarung
durch die , state-dependent-learning®-Hypothese weitaus treffender: Wird eine Information in
einem bestimmten Kontext (extern als Umgebungsvariablen oder intern als ein durch ein
Pharmakon hervorgerufener Zustand oder , state") erworben, ist es mdglich, dass das spétere
Abrufen des gelernten Wissens in einem verénderten Kontext erschwert oder sogar ganzlich
gehemmt wird. Dieses Phénomen wird ,, state-dependency” genannt [58;215], wobel ein state-
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abhangiges Lernen vor alem im striatalen prozeduralen (nicht hippocampalen deklarativen)
Lernen gezeigt wurde [158;240]. Neueste Erkenntnisse deuten auf eine elementare Rolle der
»State-dependency” in Mechanismen der Sensitivierung sowohl der psychostimulierenden
Effekte der Suchtstoffe als auch der katal eptogenen Effekte der Neuroleptika [164;279;313].
Zwei Wochen nach der Behandlung sind MDMA-Tiere deutlich aktiver als die Kontrolltiere.
Hier kann es sich um Langzeiteffekte einer toxischen Dosis von MDMA handeln, d.h. die
entsprechenden Tiere kénnten durch leicht erniedrigte Serotoninspiegel hdhere Impulsivitét
zeigen. Im Vergleich zur subchronischen Gabe von MDMA sind die Auswirkungen einer
einmaligen MDMA-Gabe auf die Serotoninparameter im Vorderhirn sehr gering, konnen
jedoch zu einer verénderten Gen-Expression in zahlreichen Vorderhirngebieten fihren (vgl.
Kapitel 7).

In der Schniffelbox war das Verhaten entsprechend: Am Tag 1 zeigten die Tiere eine
Hyperaktivitdt im motorischen Verhaten, welche sich wegen der Bewegungseinschrankung
in der Enge der Observationsbox in einer gréferen Anzahl der Drehungen niederschlug;
aulBerdem zeigten die Tiere eine deutliche Schniffelstereotypie. Ein solch stereotypes
Verhaten wird in Zusammenhang gebracht mit stark erhthter Dopamin-Aktivitét in den
Basalganglien. Dopamin wird bendtigt, um ein Umschalten von einem Verhalten zum anderen
zu erméglichen (zu ,,switchen®). Bei leicht erhohter DA-Aktivitat nimmt sowohl die Aktivitat
des Tieres, als auch das ,Switching® zwischen verschiedenen Verhaltensarten aus dem
Repertoire des Tieres zu, was die charakteristischen Wirkungen einer moderat dosierten DA-
freisetzenden Substanz (z.B. Amphetamin) erklart. Wenn die DA-Aktivitét jedoch extrem
gesteigert wird, entgleist dieser ,, Switching*-Mechanismus, was sich darin aul3ert, dass nur
noch die Frequenz einer bestimmten Verhaltensart, vom Steuerungsmechanismus entkoppelt,
erhoht wird (der , Switch frisst sich fest”). Bei einem DA-Mangelzustand, wie etwa der
Parkinson-Krankheit, reicht die verbliebene DA-Aktivité nicht mehr aus, um willkirlich auf
ein neues Verhalten umzuschaten: Es kommt zu einem charakteristischen Parkinson-
Symptom, der Akinesie, d.h. der Patient ist in seiner Fahigkeit, neue motorische Programme
willkurlich zu initiieren, extrem beeintréchtigt. Dieses Defizit darf jedoch nicht nur auf
motorisches Verhalten beschrankt werden — neuere Erkenntnisse aus Tierversuch und Klinik
zeigen ebenfalls kognitive Beeintréachtigungen im DA-Mangel-Syndrom, welche sich in
erschwertem bzw. ganzlich inhibiertem Gewohnheitslernen zeigen (zusammengefasst bel
[276]). In dem hier beschriebenen Versuch ist eine Zwischenform zu sehen: Sowohl erhéhte
Lokomotion, als auch stereotypes Verhaten ist zu sehen bel einer Gabe von 20 mg/kg
MDMA, wobel sich beide Phanomene auf eine erhohte DA-Aktivitét zurtickfuhren lassen.
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Diese Dosis reicht zudem voéllig aus, um biologisch wichtige Verhaltensweisen, wie das
Putzen, bereits ganzlich zu unterdriicken und im Gegensatz dazu die Frequenz anderer

(Schnuffeln) unphysiologisch zu steigern.

5.4.2. Spezielle (antiparkinsonoide) Wirkung

Die subkutane Gabe von Haloperidol, eines D,-Rezeptor-Antagonisten, fuhrte zu einer
starken Auspragung der K atal epsie-Symptomatik.

MDMA reduzierte sehr effektiv und dosisabhéangig diese kataleptogene Wirkung von
Haloperidol in der Ratte. Die Uberraschend gute Wirksamkeit von MDMA soll nun néher
diskutiert werden: MDMA fihrt, wie bereits beschrieben, zu einer starken Freisetzung der
biogenen Amine (5-HT, DA, NA).

Dass der antikataleptische Effekt von MDMA durch akute allgemeine Serotoninfreisetzung
vermittelt wird, ist eher unwahrscheinlich, da 5-HT an sich nicht Parkinson-Symptome
hemmt; im Gegenteil, erhohte 5-HT-Konzentrationen im synaptischen Spalt verstérken
Katalepsie im Tiermodell [316], im Menschen kann die Gabe von selektiven Serotonin-
Wiederaufnahmehemmern (SSRI) sogar zu einem de novo Auslosen der Parkinson-
Symptomatik fuhren [297]. Die prokataleptischen Effekte von 5-HT werden wahrscheinlich
Uber die Hemmung der Feuerrate einer Subpopulation nigraler Dopaminneurone bewirkt
[132;142].

Nichtsdestotrotz kann die Gabe von 5-HTia- und 5-HToa- Agonisten die D,- und D;-
Rezeptor-vermittelte Katalepsie effektiv. hemmen [201;315-317]. Interessanterweise scheint
der 5-HT1a-vermittelte antikatal eptische Effekt des Serotonins im medianen Raphe-Nucleus
(MRN) lokalisiert zu sein [317].

MDMA selbst scheint eine 5-HT1a-Rezeptor-Wirkkomponente zu besitzen [101], zudem
besitzt das R(+)-Enantiomer des MDMA eine Affinitdt zum 5-HT,a-Rezeptor [205;271].
Darliber hinaus konnte gezeigt werden, dass die DA-freisetzenden Eigenschaften von MDMA
in vivo (zumindest teilweise) durch den 5-HT,a-Rezeptor vermittelt werden, da eine
Vorbehandlung durch den selektiven 5-HT.a-Antagonisten MDL 100,907 die MDMA-
induzierte DA-Freisetzung stark vermindert [271]. Obwohl alle MDMA-Derivate 5-HT
aquipotent freisetzen [134], zeigen sowohl MDE as auch MBDB viel geringere
antikatal eptische Aktivitdt im Haloperidol-Modell [Schmidt, W.J. et al.: , In search of the anti-
parkinsonian component of Ecstasy”, eingereichte Publikation: [278]].
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Die DA-freisetzenden Eigenschaften von MDMA mussen ebenfalls bel der Suche nach dem
antikatal eptischen Mechanismus von MDMA berlicksichtigt werden. Die direkte Bindung an
D;- oder D,-Rezeptoren und damit eine kompetitive Verdrangung von Haloperidol von der
Bindungsstelle des D,-Rezeptors kann mit ziemlicher Sicherheit ausgeschlossen werden, da
MDMA nur marginale Bindungsaffinitét zu den DA-Rezeptoren besitzt [24]. Nash & Nichols
beschricben in einer Arbeit Uber die neurotoxischen  Wirkungen  von
M ethylendioxyamphetaminen, dass die DA-freisetzende Aktivitdt dieser Substanzen in der
Folge MDA > MDMA > MDE > MBDB abnimmt [200]. Sowohl MDA, welches am
stérksten DA in den synaptischen Spalt freisetzt, als auch eine mittlere Dosis von d-
Amphetamin konnten die Hal operidol-induzierte Katalepsie nicht in dem Mal3e hemmen, wie
es MDMA tat [eingereichte Publ.: [278]].

Nicht ausgeschlossen werden darf die Rolle des Noradrenalins: Zum einen setzt MDMA zu
einem betréchtlichen Teill NA fre [261], zum anderen besitzz MDMA starke
Bindungsaffinitét (wahrscheinlich antagonistisch) zum a,-Rezeptor [24]. Dies wirde
bedeuten, dass MDMA in zweifacher Weise zu einer Freisetzung von NA in den Zielgebieten
noradrenerger Neurone fuhren kann. Es konnte bereits in anderen Experimenten gezeigt
werden, dass eine a,-Rezeptor-Blockade antikataleptisch wirkt [263] bzw. die Dopamin-
Syntheserate steigert [267]. Eine Vorbehandlung mit DSP-4, einem selektiven Neurotoxin,
welches die noradrenergen Axone des Locus coeruleus (LC) schadigt, konnte jedoch keine
veranderte antikatal eptische Wirkung von MDMA zeigen [unverOffentlichte Daten).

Der Mechanismus der antikatal eptischen Wirkung von MDMA kann nicht vollstandig geklart
werden. Eine schwéachere antikataleptische Potenz der Enantiomere von MDMA und MDE,
verglichen mit dem Racemat [278], deutet darauf hin, dass der Mechanismus komplexer
Natur ist und die sehr effektive antikataleptische Wirkung von MDMA aus einer
synergistischen, supraadditiven Wirkung beider Enantiomere an verschiedenen Angriffsorten

resultiert.

Die Anwendung von MDMA in der klinischen Parkinson-Therapie darf natirlich nicht
uniberlegt forciert werden. Die MDMA-Derivate besitzen suchterzeugendes oder zumindest
suchtbeginstigendes und neurotoxisches Potential (siehe folgende Kapitel), doch kdnnten in
einem bereits vorliegenden Dopamin-Mangel-Zustand wie dem Morbus Parkinson sowohl die
Suchteigenschaften als auch die neurotoxischen Wirkungen abgeschwécht sein. Zudem zeigt
das MDE, welches ebenfals antikataleptisch wirksam war, en geringeres

Neurotoxizitatspotential [200;242] und konnte in der niedrigen Anwendungsdosierung im
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Dopamin-verarmten Organismus u.U. ohne neurotoxische Wirkungen sein. Zusammengefasst
kann man in den vorliegenden Ergebnissen, d.h. potentiell neurotoxisch bedingte
Veranderung im Verhalten bei hoher Dosis und méglicherweise therapeutisches Potential bel
niedriger Dosierung von MDMA, verglichen mit der allgemeinen Datenlage, den berihmten
Leitsatz , dosis sola facit venenum“? bestétigt sehen.

2 Der Autor dieses Leitsatzes ist wahrscheinlich Schiiler von Paracelsus gewesen, welcher aber ebenfalls in
seinen ,Defensiones* schrieb: ,Wenn ihr jedes Gift erklaren wollet, was ist dann kein Gift? Alle Dinge sind ein
Gift und nichtsist ohne Gift, nur allein Dosis bewirkt, dass ein Ding kein Gift ist* [86;172].
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6. Wirkungen von MDMA in Tiermodellen der Sucht
(Teil B)

6.1. Einleitung

Der Begriff ,Sucht* oder ,Abhangigkeit*? kennzeichnet einen psychischen und
gegebenenfalls auch physischen Zustand, welcher sich aus der Wechselwirkung eines
Individuums mit einer pharmakologischen Substanz (,Droge??) ergibt und mit drei
Phanomenen verknipft sein kann: (1.) mit der Entwicklung einer Toleranz, (2.) mit einer
korperlichen Abhéangigkeit oder/und (3.) mit einer psychischen Abhéngigkeit [2].

Gewohnung oder Toleranz kennzeichnet eine regulatorische Leistung, mit welcher der
Organismus kompensatorisch auf wiederholte Gabe von Pharmaka reagiert: Die Effekte des
Pharmakons lassen mit wiederholter Gabe nach oder kénnen nur aufrecht erhalten werden,
wenn die Dosis erhéht wird. Die Toleranz ist jedoch nicht spezifisch flr Suchtstoffe [2;274].
Korperliche Abhangigkeit ist ein Phanomen, welches nach abruptem Absetzen mancher
Suchtstoffe auftritt und &uf¥ert sich vorwiegend in vegetativen Reaktionen, die meist den
initialen Wirkungen des Stoffes entgegengesetzt sind. Sie tritt vor alem im akuten Entzug
von Opiaten, Alkohol (EtOH) und zentraldampfenden Pharmaka (speziell Barbituraten) und
bedingt bei Cocain auf. Das Auftreten dieses Phanomens ist ebenfalls nicht selektiv fr
Suchtstoffe, sondern kann auch bei plotzlicher Beendigung einer Arzneimittel-Therapie
auftreten (z.B. Antikonvulsiva, Neuroleptika, Antihypertensiva; im Speziellen Clonidin). Die
aversiven Entzugsymptome werden in einer Vielzahl von zentralnervésen Kernen lokalisiert
vermutet, wobei der Locus Coeruleus (LC) eine Schiiisselrolle® spielen soll [234]. Einen
Therapieansatz der physischen Entzugssymptomatik stellt die Gabe von Clonidin dar, eines
a2-Agonisten, welcher durch Aktivierung der somatodendritischen Autorezeptoren die

Uberaktiven noradrenergen Neurone des LC in ihrer Aktivitdt hemmt.

Z\/on der WHO als préziserer Begriff vorgeschlagen

2 Um der pharmazeutisch-biologischen Definition des Begriffs , Droge* Rechnung zu tragen [250], soll hier im
Weiteren der Begriff ,, Suchtstoff* verwendet werden.

% Neuere Arbeiten zeigen eine stérkere Rolle der tegmentalen noradrenergen Kerne anstatt des L C und damit die
Beteiligung des ventralen Vorderhins (d.h. des zum ,extended Amygdala‘ gehtrenden und in intensiver
Wechselwirkung mit motivationalen Bereichen des ZNS stehenden BNST-Kerns) [67].
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Die psychische Abhangigkeit ist jedoch ein allen Suchtstoffen gemeinsamer Effekt. Gemeint
ist das starke, unwiderstehliche Verlangen (,craving*) nach der missbrauchten Substanz, um
positive Effekte herbeizufihren und negative zu vermeiden. Hieraus ergeben sich zwel
bedeutende Hypothesen, welche die Grinde fir eine Suchtentstehung bzw. das
Aufrechterhalten der Sucht zu erkléren versuchen: die klassische , negative-reinforcement" -
und die etwas neuere , positive-reinforcement* -Hypothese?*.

Die , negative-reinfor cement”-Hypothese versucht die Sucht dadurch zu erkléren, dass die
aversiven, negativen Wirkungen eines Suchtmittelentzugs zu ener neuen
Suchtmitteleinnahme al's Vermeidungsstrategie fihren. Man geht heute jedoch weitestgehend
davon aus, dass belohnende, positive Stimuli des Suchtmittels primér zu einer erneuten
Suchtmitteleinnahme und zur Entwicklung der Sucht fUhren (, positive-reinfor cement*). Fir
die letztere Hypothese sprechen eine Reihe von Griinden: So verabreichen Versuchstiere die
meisten Suchtstoffe selbst, ohne einen vorherigen Entzug (und damit verbundene negative
Symptomatik) zu erfahren. Beobachtungen aus aktueller klinischer Suchttherapie zeigen, dass
viele Abstinente riickfallig werden selbst nach Jahren suchtmittelfreien Lebens (der Ruckfall
kann daher nur durch ein erneutes Craving ausgelost werden). Die Entdeckung eines
Belohnungssystems im ZNS und seine strikte anatomische Trennung von Arealen, welche die
somatische Entzugssymtomatik bedingen, unterstiitzt ebenfalls die , positive-reinforcement”-

Hypothese (zusammengefasst in [274]).

Das neurologische Substrat, welches den Ubergang von der kontrollierten, gelegentlichen
Einnahme eines Suchtstoffes zu einer Sucht (unkontrollierte massive Einnahme mit den oben
beschriebenen Symptomen®) kodiert, ist bis dato nicht eindeutig identifiziert worden.
Bekannt sind jedoch die Hirnareale, welche aktiv mit dem Belohnungssystem verknupft sind.

Die Erforschung des Belohnungssystems hangt intensiv mit der Motivationsforschung
zusammen. Da der Hypothalamus essentiell ist fur die Ausfihrung und Kontrolle vieler
lebenswichtiger Funktionen des Organismus (Nahrungsaufnahme, Durst,
Temperaturregulation, Sexualverhaten und Aggression), war dies auch das erste Hirnareal,
welches in Verbindung gebracht wurde mit der Motivationskontrolle. Lasionen des
Hypothalamus flhrten etwa zum Verlust dieser motivationalen Funktionen. Es stellte sich
jedoch heraus, dass die hypothalamischen Mechanismen vielmehr auf der Ebene der

Kontrolle konsumatorischen Verhaltens statt gelernten instrumentellen (zielorientierten)

% Reinforcement: “Das, was das Habit schafft, starkt oder bekréftigt” [1].
% \WHO-Definition der Sucht: ,, Compulsion to take a drug with aloss of control in limiting intake” [153].
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Verhaltens operieren. Man fand jedoch heraus, dass die Hypothalamus-Lasionen oft dessen
lateralen Teil (LH?®) beeintrachtigten, eine Struktur, welche durch eine Masse von axonalen
Projektionen durchzogen wird, welche eine der wichtigsten Verbindungen zwischen dem
Mittel- und Vorderhirn darstellen und enen erheblichen Teill monoaminerger
Neurotransmitter fuhren (mediales Vorderhirnblindel; mfb). Das mfb ist gleichzeitig die
zentrale Projektionsbahn der nigrostriatalen und mesolimbischen dopaminergen Neurone ins
Telenzephalon. So stellte sich heraus, dass die dopaminerge Verbindung vom VTA zum
NAcc in hochstem Malle mit dem motivationalen Tell des Belohnungssystems
zusammenhangt: Der dopaminerge Eingang ins ventrale Striatum ist modulatorisch tétig in
der Auswahl geeigneter Antworten auf eingehende sensorische Informationen (explizit:

*"). Diese Form der

Stimuli, welche das Auftreten von Belohnung vorhersagen
Informationsverarbeitung scheint charakteristisch fur striatale Strukturen zu sein (vgl.
»Switching“-Funktion und -Defizit bei DA-Mangel [276]). Das ventrale Striatum ist
eingebettet als ,, Schaltstation” zwischen limbischen Arealen (Amygdala, Hippocampus, PFC)
und den motorischen, autonomen und endokrinen Ausgangen (Pallidum, Hypothalamus)
innerhalb der ventralen cortiko-striato-(pallido-thalamo)-cortikalen Schleife
[79;111;192;251;281;301]. Suchtstoffe bedienen sich dieses Mechanismus und erhdhen die
DA-Freisetzung (Uber ihre eigenen Wirk-Mechanismen) im ventralen Striatum, was zur
psychomotorischen ~ Aktivierung und  Uber diesen Mechanismus auch  zur
Belohnungsempfindung fahrt [152;153;294]. Die Einnahme von Suchtstoffen scheint im
Gegensatz zu naturlichen belohnenden Stimuli (Nahrung) die Mechanismen im NAcc

zuétzlich zu entkoppeln [22].

FRAGESTELLUNG:

Zwei mit Hilfe verhaltenspharmakologischer Methoden quantifizierbare Phdnomene scheinen
mit der Entwicklung einer Sucht in kausalem Zusammenhang zu stehen: die Sensitivierung
bestimmter Suchtstoff-assoziierter Effekte und das unwiderstehliche Verlangen nach erneuter
Suchtstoffeinnahme (Craving). Fir MDMA ist sowohl eine Verhaltenssensitivierung als auch
das Craving im Platzkonditionierungsparadigma bereits beschrieben worden und soll im
Rahmen dieser Arbeit ndher bewertet werden, insbesondere im Hinblick auf die Rolle

% Ejne elektrische Stimulation dieses Areals wirkt selbst belohnend und fiihrt in Versuchstieren operant zu einer
massiven Selbst-Stimulation [214].

2 Oder genauer beschrieben, das Auftreten moglicher wichtiger (meist neuer) Stimuli, welche mit einer
Belohnung zusammenhéngen, sog. Vorhersagefehler [282].
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noradrenerger Neurotransmission und das soziale Umfeld des Individuums. Der Einfluss
neurotoxischer Effekte von MDMA sowie mdglicher kompensatorischer Prozesse soll
ebenfalls diskutiert werden im Hinblick auf das Suchtpotenzial von MDMA.

6.2. Verhaltenssensitivierung

Die Beobachtung einer Verhatens-Sensitivierung konnte ein wichtiger Hinwels sein auf den
Mechanismus der Suchtentstehung, d.h. des Ubergangs von der kontrollierten zur
unkontrollierten Einnahme der Suchstoffe. Als Sensitivierung (auch ,reversed tolerance®)
wird, im Gegensatz zur Toleranz, die Verstarkung der durch Suchtmittel hervorgerufenen
Wirkungen (meist im Verhalten sichtbar) bei intermittierender wiederholter Gabe eines
Suchtmittels bezeichnet. Die Sensitivierung betrifft jedoch nicht alle Effekte einer Substanz,
sondern nur einige wenige, und kann paralel zur Toleranz anderer Effekte auftreten
(beispielsweise kann eine wiederholte Morphingabe eine Toleranz der analgetischen Effekte
entwickeln neben einer Sensitivierung der lokomotorischen Stimulation) [300]. Das Ausmal3
und die Art der Sensitivierung héngen zudem vom Kontext ab, in welchem der Stoff appliziert
wurde [213;254]. Neben der Sensitivierung von einigen Verhaltensvariablen kommt es bei
wiederholter Gabe von Suchtstoffen ebenfalls zu einer Verstdrkung einiger neuronaler
Schaltkreise im Gehirn, speziell des Belohnungssystems. In diesem Mechanismus spielen
exzitatorische Eingange aus dem PFC im VTA wahrscheinlich eine Schllsselrolle und fuhren
wahrend der wiederholten Substanz-Gabe zu einer Induktion verschiedener Gene (TH-
MRNA, DAT-mRNA und relevanter Transkripte fUr neuronale Plastizitét) sowie Suppression
anderer (Gi-Protein-mRNA), was sekundér zu einer Verstarkung der mesoaccumbalen
dopaminergen Neurotransmission fihrt. Dies resultiert in einer stérkeren Suchtstoff-
induzierten DA-Freisetzung im sensitivierten Tier im Vergleich zum Kontrolltier. In einem
(Psychostimulantien-) sensitivierten Gehirn ist eine verstdrkte Neurotransmission der
prafrontocortikalen Eingénge in das VTA, der mesoaccumbalen dopaminergen Projektion,
sowie der accumbo-pallidalen Bahn beobachtet worden [138;228].

Die Wichtigkeit der Sensitivierung ist besonders zu betonen, da sie als der zentrale Prozessin
der Suchtentstehung gesehen wird: ,incentive sensitization theory”. Robinson und Berridge
postulieren hierbei eine Dissoziation des Belohnungssystems in zwei Komponenten mit
getrennter Vermittlung der hedonischen Empfindungen durch eine Suchtmitteleinnahme
(,liking") und das Verlangen nach dem Suchtmittel (,wanting®). In der Anfangsphase einer

Suchtkarriere steht das ,liking® im Vordergrund, wird jedoch durch ein bel wiederholter
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Suchtmitteleinnahme zunehmend sensitivierendes ,wanting“ verdrangt, sodass in einer
entwickelten Sucht das ,wanting*-System eine zwanghafte Suche nach dem Suchtmittel
vermittelt [253]. Sensitivierte Tiere erfahren sogar eine Verstéarkung des belohnenden Effekts
von natirlichen Belohnungsstimuli [326].

Eine Sensitivierung mit MDMA fuhrt ebenfalls zu einer Verstéarkung von belohnenden
Effekten: Cocain fuhrt bei MDMA-sensitivierten Tieren zu einer stérkeren DA-Freisetzung
im NAcc, sowie starkeren Platzpréferenz auf Cocain [129;195], was auf ein Potential von
MDMA als , Einstiegsdroge” hinweist, d.h. durch wiederholte Einnahme des als ,,harmlos"
geltenden Ecstasy”® kommt trotzdem eine Sensitivierung zustande, welche das , wanting® oder
»craving” fur andere Suchtstoffe verstarkt.

In dieser Arbeit wird der Einfluss von MDMA auf die Entwicklung einer
Verhaltenssensitivierung untersucht sowie die sensitivierten Gehirne neurochemisch
analysiert. MDMA fuhrt neben einem starken Serotonin- und Dopaminrelease ebenfalls zu
einer sehr starken Noradrenalin-Freisetzung und bindet hochaffin an a,-Rezeptoren [24;261].
Daher wird - wie bereits erwdhnt - in dieser Studie die Rolle intakter noradrenerger
Vorderhirninnervation im Zusammenhang mit der Entwicklung einer

V erhaltenssensitivierung ebenfalls untersucht.

6.2.1. Material & Methoden

6.2.1.1. Tiere

Es wurden ménnliche Sprague-Dawley-Ratten (Charles-River, Sulzfeld, Deutschland)
verwendet mit einem Koérpergewicht von 210 — 260 g imVersuchsteil | bzw. 210 — 320 g im
Versuchsteil I1. Sie wurden in Gruppen gehalten unter konstanten klimatischen Bedingungen
(Raumtemperatur 23 + 3 °C; Luftfeuchte 40-60%) in einem 12/12 h Licht-Dunkel-Zyklus
(Licht an: 07:00). Sie bekamen téglich 12 g/Tier Standard-Ratten-Futter (Altromin, Lage),

Wasser stand ,,ad libitum* zur Verflgung.

% Da es eine groke Zahl abstinenter MDMA-Konsumenten gibt, wird MDMA oftmals as ,weiche Droge®
bezeichnet. In einem Versuch unserer Abteilungen zeigte MDMA im Gegensatz zu Amphetamin keine

konditionierte Platzpréferenz [Meyer, A. et d., eingereichte Publikation].
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6.2.1.2. Substanzen

MDMA-HCI (20,0 mg/ml) wurde gel6st in Phosphat-gepufferter isotonischer Kochsal zlsung
nach der Dulbecco-Rezeptur (Dulbecco’s PBS, Sigma Deisenhofen, Deutschland = 0,2 g KCl;
0,2 g KH,POg4; 8,0 g NaCl; 1,15 g NagHPO,4/ 1 | H,O-dest) und subkutan (s.c.) injiziert als 1
mi/kgKG.

DSP-4 (50,0 mg/ml) (Astra-Zeneca, Sodertélje, Schweden) wurde fur jedes Tier jeweils frisch
gelost in isotonischer Kochsalzldsung (Saline) und innerhalb 1 min intraperitoneal (i.p.)
injiziert als 1 ml/kgk G.

6.2.1.3. Verhaltenstests

Fur das Sensitivierungsparadigma wurden sogenannte ,,Open Fields® benutzt, d.h. die Tiere
wurden in eine wirfelformige Kammer gesetzt, mittels welcher das Verhalten ausgewertet
werden konnte. Im Versuchsteil | (Ergebnisse siehe Punkt 6.2.2.1.) hatten diese Boxen die
Abmessungen (47 cm x 47 cm x 44 cm) und die Bewegung der Tiere wurde mittels in zwel
Ebenen angeordneten Lichtschranken registriert (Abb. 6.1.). Mit Hilfe eines angeschl ossenen
Rechners und Software (TSE, Bad Homburg) konnte aus diesen Daten die horizontale und
vertikale Aktivitdt der Tiere ausgewertet (Aktivitat in x-, y-, z-Richtung) und somit die
Parameter , Weg", , Laufzeit* und Anzahl der ,, Aufrichtungen* bestimmt werden.

Im Versuchsteil 11 (Ergebnisse siehe Punkt 6.2.2.2.) bestanden die Open Fields aus einer von
30 cm hohen Wanden umrahmten Bodenfl&che (70 cm x 70 cm) aus Kunststoff, welche sich
in einer Box mit den Abmessungen 70 cm x 70 cm x 105 cm befand (Abb. 6.2.). Die
Bodenflache wurde durch weil3e Linien in 16 gleichgrof3e Quadrate/Felder unterteilt, welche
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Lichtschrankensignale

AUSWERTUNGS-EINHEIT

RECHNER |4 <

Abb. 6.1.: ,Open Field* mit zwei Lichtschrankengittern und angeschlossener Auswertungseinheit
(TSE) zur Berechnung des Schwerpunktes der Ratte und ihrer horizontalen und vertikalen Aktivitét.
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r e

Abb. 6.2.: ,,Open Field* mit Linienraster und Bodendffnungen zur videounterstitzten Auswertung der
lokomotorischen und exploratorischen Aktivitét der Ratte.

in der Mitte jeweils eine runde Offnung von 5 cm Durchmesser und 3 cm Tiefe enthielten.
Die Box wurde von oben durch 4 rote 25W-Gluhbirnen illuminiert und ein Ventilator sorgte
far die notwendige Luftzufuhr und Hintergrundrauschen. Die Registrierung des Verhaltens
der Tiere erfolgte mittels einer Videokamera. Die Videobander wurden im Nachhinein
ausgewertet im Hinblick auf die Parameter , Felderwechsel* (Uberqueren der weilzen Felder-
Trennlinien mit dem Koérperschwerpunkt), Anzahl der , Aufrichtungen” (vertikales Aufrichten
des Korpers unter Losldsen beider Vorderpfoten vom Boden), Anzahl der ,,Head-dips®
(Exploration = Hineinblicken in die Offnungen) und , inaktives Sitzen“.

Im Versuchsteil 11 wurden die Tiere zusétzlich fur 5 min in eine ,, Schniffelbox“ (30 cm x 10

cm x 10 cm) gesetzt. Die Wande bestanden aus Acrylglas, was ebenfalls eine Videoaufnahme
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des Verhaltens ermdglichte. Die folgenden Parameter wurden analysiert: ,, Schniffeln gesamt*
(Wandkontakte mit der Schnauze), Anzahl der Drehungen um 180°, Dauer der Putzaktivitét
(Fellpflege) und , inaktives Sitzen"“.

Zusétzlich zur Auswertung der oben genannten Parameter mit Hilfe der Videobander erfolgte
eine halbquantitative Einschétzung des ,, Serotonin-Score": Diese Methode wurde bereits von
Kutscher & Yamamoto [160] angewandt, um die Expressionsstarke des Serotonin-Syndroms
zu messen. Leicht abgewandelt wurde dieser Score auch hier zum Zweck der Quantifizierung
des Serotonin-Syndroms angewandt, wobel die Starke bzw. Dauer der folgenden Symptome
mit einer Zahl von O (Uberhaupt nicht) bis 3 (voll entfaltet / Uber den gesamten
Beobachtungszeitraum) bewertet wurde: Piloerektion, Straub’scher Schwanz, flache

Korperhaltung und repetitives Kopf-Wenden (,, headwaving*).

6.2.1.4. Prozedur

Im Versuchsteil | wurden die Tiere an den Versuchstagen 1-11 und 18 fir insgesamt 45 min
taglich beobachtet. Zuerst wurden sie im unbehandelten Zustand ins Open Field gesetzt, nach
15 min wurden sie herausgenommen und es wurde ihnen eine Losung injiziert, woraufhin die
Tiere fur weitere 30 min zur Verhaltensbeobachtung zuriick ins Open Field gesetzt wurden.
An den Versuchstagen 1 bis 10 wurde jeweils eine Tiergruppe (n=20) mit MDMA behandelt,
die andere Tiergruppe (n=12) mit Vehikel; am Tag 11 und 18 wurden alle Tiere mit Vehikel
behandelt.

Am Versuchstag 24 wurde jewells die Hélfte der Tiere jeder Behandlungsgruppe dekapitiert
und die Gehirne fur die Neurochemie aufgearbeitet, am Versuchstag 40 die andere Halfte der
Tiere. Nahere Details zur Methodik der neurochemischen Analytik sind in Kapitel 7.3.

nachzul esen.

Im Versuchsteil |1 wurde einer Halfte der Tiere (n=40) am Tag -5 50 mg/kg DSP-4 injiziert
(=DSP-Gruppe), die andere Halfte (n=40) erhielt Vehike (Saline=SAL-Gruppe:
scheinl&diert). Am Tag O wurden alle Tiere mit Vehikel behandelt und ihr Spontanverhalten
im Open Field und der Schniiffelbox jeweils 5 min lang beobachtet (,, Baseline”). Von Tag 1
bis 10 erhielt jewells die Hélfte der Tiere der Vorbehandlungsgruppen an jedem Tag 20
mg/kg.d MDMA-HCI, die andere Halfte Vehikel. So entstanden vier Behandlungsgruppen mit
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jeweils n=20 Tieren. Am Tag 1, 4, 7 und 10 wurden die Tiere 60 min nach der Injektion fur
jeweils 5 minim Open Field und der Schniiffelbox getestet.
Am Tag 40 wurden 8 Tiere aus jeder Gruppe dekapitiert und die Hirne wurden fir die

Neurochemie aufgearbeitet. Nahere Details hierzu sind in Kapitel 7.3. nachzulesen.

6.2.1.5. Statistik

Zur statistischen  Auswertung wurden parametrische Tests herangezogen. Im
Sengitivierungsversuch | wurde eine 2- bzw. 3-faktorielle ANOVA gerechnet mit
anschliessenden , protected Fischer's LSD-t-Tests’. Im Sensitivierungsversuch [l wurde
ebenfalls eine 3-faktorielle ANOVA gerechnet mit anschliessender post-hoc , Tukey’s t-
Test"-Berechnung.

6.2.2. Ergebnisse

6.2.2.1. Verhaltenssensitivierung - Versuch I.

Verhalten im ,, Open Field"

Die Tiere zeigten am Tag 1 und 10 im Open Field folgendes Verhaten: Als sie im
unbehandelten Zustand in das Open Field gesetzt wurden, zeigten sie zundchst (min 0-15)
eine Abnahme der horizontalen (Weg, Laufzeit) und vertikalen (Aufrichtungen) Aktivitét,
wobei diese Parameter von Tag 1 bis hin zum Tag 10 ebenfalls signifikant abgenommen
haben (Statistik siehe Anhang, Tabelle 9.1.).

Nach jewelliger MDMA-Behandlung und erneutem Einsetzen ins Open Field zeigten die
MDMA-behandelten Tiere im Vergleich zu Vehikel-behandelten Tieren die Entwicklung
einer starken horizontalen Hyperaktivitét, jedoch nicht einer vertikalen Hyperaktivitat
(Anzahl der Aufrichtungen). Am Tag 10 war die Ausprégung der Hyperaktivitét jedoch stark
vergrol3ert: Die Tiere legten eine viel grof3ere Strecke zurlick als am Tag 1, sie zeigten eine
relativ erhohte Laufzeit und die Hyperaktivitét war jetzt ebenfalls in vertikaler Richtung
ausgepragt. Der Weg, die Laufzeit und die Anzahl der Aufrichtungen waren bel der Vehikel-
Gruppe am Tag 10 quantitativ gleich den Werten am Tag 1. (Abb. 6.3., Tabelle 9.1.)
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Abb. 6.3.: Verhalten der Tiere im Open Field am Tag 1 (offene Symbole) und 10 (geschlossene
Symbole) der subchronischen MDMA-Behandlung. Die MDMA- (Rechtecke) bzw. V ehikel-Injektion
(Kreise) erfolgte jeden Tag 15 min nach Einsetzen in das Open Field.
Statistik: post-hoc-Tukey’st-Tests: *p<0,05; **p<0,01 jeweils MDMA vs. Vehikel; *p<0,05; #p<0,01
jeweilsMDMA Tag 10 vs. Tag 1; “p<0,05; *"p<0,01 VEH Tag 10 vs. Tag 1
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Am Tag 11 wurden nach dem Herausnehmen aus dem Open Field bei t=15 min, im Gegensatz
zu den Tagen 1-10 (MDMA-Behandlung bel der Hélfte der Tiere), alle Tiere mit Vehikel
behandelt. Die statistische Auswertung (Tabelle 9.2.) zeigte keine Anderung der Aktivitét
(Weg, Laufzeit, Aufrichtungen) im Vergleich der beiden Tiergruppen (Abb. 6.4.).

Am Tag 18 wurde verfahren wie am Tag 11, jedoch zeigte sich nach der Injektion mit Vehikel
diesma ene leichte, aber signifikante (Tabelle 9.3.) Erhdhung der Lokomotion (Weg,
Laufzeit) wie auch eine gesteigerte vertikale Aktivitat (Anzahl Aufrichtungen) bel den
MDMA-vorbehandelten Tieren (Abb. 6.5.).
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Abb. 6.4.: Verhalten der Tiere im Open Field am Tag 11 (graue Symbole) verglichen mit Tag 10
(offene Symbole) der subchronischen MDMA-Behandlung. An diesem Tag erfolgte 15 min nach
Einsetzen in das Open Field bei beiden Gruppen eine Vehikelinjektion. Unterschieden wird zwischen
MDMA- (Rechtecke) bzw. V ehikel-vorbehandelten (Kreise) Tieren.

Statistik: post-hoc-Tukey’s t-Tests: *p<0,05; **p<0,01 jeweils MDMA-Gruppe vs. VEH-Gruppe am
Tag 11.
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Abb. 6.5.: Verhalten der Tiere im Open Field am Tag 18 (graue Symbole) verglichen mit Tag 10
(offene Symbole) der subchronischen MDMA-Behandlung. An diesem Tag erfolgte 15 min nach
Einsetzen in das Open Field bei beiden Gruppen eine Vehikelinjektion. Unterschieden wird zwischen
MDMA- (Rechtecke) bzw. V ehikel-vorbehandelten (Kreise) Tieren.
Statistik: post-hoc-Tukey’s t-Tests: *p<0,05; **p<0,01 jeweils MDMA-Gruppe vs. VEH-Gruppe am

Tag 18.
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6.2.2.2. Verhaltenssensitivierung 11.

Verhalten im ,, Open Field"

Die Versuchstiere zeigten im ,,Open Field* wahrend der intermittierenden Behandlung mit
MDMA folgendes Verhalten (Abb. 6.6.):

MDMA-Gaben induzierten eine eindeutige, vorwartsgerichtete Hyperlokomotion (gemessen
an der Anzahl der Felderwechsel) bei DSP-4-1&dierten sowie scheinlédierten Tieren. Jedoch
nur nichtladierte Tiere entwickelten eine hochsignifikante Sensitivierung der
Felderwechsel. Gestlitzt werden diese Befunde durch eine 3-faktorielle repeated measures
ANOVA,; der Unterschied in der Sensitivierungsentwicklung bei [adierten und nichtl&dierten
Tieren bzw. das Fehlen einer Sensitivierung bei l&dierten Tieren wird ausserdem ebenfalls
eindeutig belegt durch die ANOV A-Ergebnisse (gesamte Statistik: vgl. Anhang, Tab. 9.4.)
Immobilitét (inaktives Sitzen) ist sehr gering ausgepragt, jedoch ist ein Unterschied zwischen
den MDMA-behandelten und unbehandelten Gruppen zu sehen. Es ist ebenfals ene
Entwicklung Uber die Zeit zu sehen, was auf eine Habituierung hinweist.

Die Anzahl der Aufrichtungen (vertikale Lokomotion/Exploration) war stark erniedrigt bei
MDMA-behandelten Tieren.

Die Anzahl der head-dips nahm im Versuchsverlauf bei den beiden MDMA-behandelten
Gruppen kontinuierlich ab. Die DSP-4-vorbehandelten Tiere zeigten aullerdem eine
signifikant niedrigere head-dips-Anzahl.

Verhalten in der ,, Experimentierkammer*

Die MDMA-behandelten Tiere zeigten an allen Tagen ein erhéhtes Schnuffeln, jedoch war
die MDMA-induzierte Schniffelstereotypie bei DSP-4-1&dierten Tieren nicht so stark erhoht
wie bel nichtladierten (seihe Tab. 9.4.; Abb. 6.7.). Es kam jedoch zu keiner Sensitivierung
der Schniiffel stereotypien!

Die Behandlung mit MDMA hatte ebenfalls eine Steigerung der Anzahl der Drehungen um
die eigene Achse zur Folge, jedoch kam es im Verlauf der Zeit zu einer kontinuierlichen
Abschwéchung dieses Effekts. Zwischen l&dierten und nichtladierten Gruppen war durch die

ANOVA kein signifikanter Unterschied nachzuweisen.
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Abb. 6.6.: Verhaten der Tiereim ,,Open Fidd". DSP-4- (,,dsp...") bzw. scheinlédierte (,,sa
wurden jeden Tag (1-10) mit MDMA (,,...xtc*) bzw. Vehikel (,,...sal“) behandelt und in das Open-
Field fur 5 min platziert. An den Tagen 1,4,7,10 wurde ihre Aktivitét (Anzahl der Felderwechsdl,
Aufrichtungen und head-dips in Bodendffnungen; sowie inaktive Zeit) registriert.
Statistik: Post-hoc-Tukey's t-Tests: * p<0,05; ** p<0,01 salxtc gegen salsal; * p<0,05; ™ p<0,01
dspxtc gegen dspsal; (* p<0,05; * p<0,01 dspxtc gegen salxtc); ° p<0,05; % p<0,01 gegen Tag 1 der

jeweiligen Gruppe.

1) Tiere

Das Putzverhalten der Tiere war an allen Tagen nach MDMA-Injektion praktisch eliminiert,
unabhangig von der Vorbehandlung mit DSP-4. Die Lasion hatte jedoch einen Effekt auf

Kontrolltiere: Im Verlauf des zehntagigen Versuches wurde die Putzdauer bel 1&dierten Tieren

eher vermindert.
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Abb. 6.7.: Verhaten der Tiere in der , Experimentier-, oder ,, Schniiffelbox”. DSP-4- (,,dsp...") bzw.
scheinl&dierte (,sal...") Tiere wurden jeden Tag (1-10) mit MDMA (,,...xtc*) bzw. Vehikel (,,...sal*)
behandelt und in die Experimentierbox flr 5 min platziert. An den Tagen 1,4,7,10 wurde ihre Aktivitét
(Anzahl der Wandkontakte (=Schnuffeln), Drehungen um 180°, Dauer der Fellpflege/Putzen sowie
das Mai fur Bewertung des Serotonin-Syndroms =" Serotonin-Score* (zur ndheren Erléuterung des
Scores siehe Text) registriert.

Statistik: Post-hoc-Tukey' s t-Tests: *p<0,05; **p<0,01 salxtc gegen salsal; * p<0,05; ** p<0,01 dspxtc
gegen dspsal; (¥ p<0,05; * p<0,01 dspxtc gegen salxtc); ° p<0,05; % p<0,01 gegen Tag 1 der
jeweiligen Gruppe; ® p<0,05 dspsal gegen salsal.

Die Auswertung der Symptome des Serotonin-Syndroms (,, Serotonin-Score®) ergab, dass die
MDMA-Behandlung zu einem starken Anstieg des Scores fuhrt. Bei wiederholter
Verabreichung von MDMA blieben die Serotonin-Score-Werte auf dem gleichen Level
bestehen. Es ist kein Unterschied zwischen DSP-4-1&dierten und nichtl&dierten Tieren zu
sehen. (Wegen der subjektiven Einschdtzung und Bewertung der Symptome wurde auf eine
Statistik verzichtet).
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Neurochemie

Eine genaue Beschreibung der Neurochemie-Ergebnisse findet sich in Kapitel 7.

Es sei hier jedoch hervorgehoben, dass im Versuchsteil I, neben einer starken 5-HT-
Entleerung im Vorderhirn, es im NAcc auch zu einer regioselektiven DA-Erhéhung neben
einer NA-Verarmung kam.

Die DSP-4-Behandlung im Versuchsteil 11 fuhrte zu einer NA-Entleerung im PFC. Die 5-HT-
Konzentrationen wurden durch MDMA im PFC und Striatum ebenfalls vermindert, jedoch

war das Ausmal3 dieser Entleerung nicht durch DSP-4 modifiziert.

6.3. Platzkonditionierung

Die Platzkonditionierung wird verwendet, um die motivationalen Eigenschaften eines Stoffes
zu bewerten. Sie wurde in den frihen 80er Jahren eingefthrt, um die
Interpretationsschwierigkeiten bel der Methode der Selbstadministration zu kompensieren.
Zum ersten Mal ist 1954 Olds & Milner [214] aufgefallen, dass Tiere, die an einem
bestimmten Ort belohnende Wirkungen (z.B. durch intracraniale Selbststimulation) erfahren
haben, im gspaeren Versuch zu diesem Ort immer wieder zurlckkehren. Die
Patzkonditionierung lauft ganz nach dem Pawlow’schen Prinzip ab: Primére motivationale
Eigenschaften einer Substanz kénnen as unkonditionierter Stimulus (US) fungieren und
werden wiederholt gepaart mit charakteristischen Umgebungsstimuli, welche im Zuge der
Konditionierung sekunddre motivationale Eigenschaften erwerben und als konditionierte
Stimuli (CS) agieren. Wenn die Tiere vermehrt dem CS ausgesetzt werden (in Abwesenheit
des US) kann ebenfalls eine Extinktion der Konditionierung eintreten (zusammengefasst in
[311]). In diesem Rahmen ist es einleuchtend, dass sich die Platzkonditionierung in Bezug auf
den Lernprozess (klassische Konditionierung) fundamental vom Tiermodell der
Selbstverabreichung (operante Konditionierung) unterscheidet. Das Paradigma der
Platzkonditionierung beinhaltet insofern bedeutende Vortelle, as. (1) die Tiere in einem
Substanz-freien Zustand getestet werden kdnnen, (2) sie sensitiv ist sowohl gegeniber
Belohnung als auch Aversion, (3) sie die simultane Registrierung der Platzpréferenz und der
lokomotorischen Aktivitét erlaubt, (4) sie anwendbar ist auf eine Vielzahl von Spezies, (5) sie
normalerweise monophasische Dosis-Wirkungs-Beziehungen ergibt und (6) sie zur

Erforschung in Belohnungssysteme involvierter neuronaler Schaltkreise geeignet ist [21].
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Trotz mancher Einschrankungen® stellt die Platzkonditionierung ein wichtiges Werkzeug dar,
um die sekundéar belohnenden Reize des Drogen-assoziierten Kontext (in Abwesenheit der
Priméarreize des eigentlichen Suchtstoffes) zu bewerten. Insbesondere die Erforschung des
» Craving*-Pha@nomens stellt sich als Herausforderung, konnte es ja ausgel6st werden durch
Kontextstimuli und in erster Linie verantwortlich sein fir einen Ruckfall sogar nach langen
Abstinenzphasen.

In dieser Arbeit wird die Platzkonditionierung mit MDMA erneut bewertet im Hinblick auf
eine MDMA-Vorexposition und den Einfluss des sozialen Umfelds auf die sekundar
belohnenden Wirkungen von MDMA-assoziiertem Kontext (aber auch auf mogliches
Ruckfallverhalten). Die Konzipierung der Platzkonditionierungsapparatur erlaubt jedoch
parallel auch weitere Beobachtung der Tieraktivitét (Lokomotion) und somit ebenfalls einer

eventuellen Verhaltenssensitivierung.

6.3.1. Material und M ethoden

6.3.1.1. Tiere

Es wurden ménnliche Sprague-Dawley-Ratten (Charles-River, Sulzfeld, Deutschland)
verwendet mit einem Kdrpergewicht bel Versuchsbeginn von 210 — 240 g beim Versuchsteil |
bzw. 210 — 260 g beim Versuchsteil 1l. Sie wurden in Gruppen gehalten unter konstanten
klimatischen Bedingungen (Raumtemperatur 23 + 3 °C; Luftfeuchte 40-60%) in einem 12/12
h Licht-Dunkel-Zyklus (Licht an: 07:00). Sie bekamen t&glich 12 g/Tier (Ausnahme
Versuchsteil I1: in der ersten Aufenthaltswoche ad libitum) Standard-Ratten-Futter (Ssniff,
Soest), Wasser stand ad libitum zur Verfligung .

6.3.1.2. Substanzen

MDMA-HCI (20,0 bzw. 6,0 bzw. 50 mg/ml) wurde gelést in Phosphat-gepufferter
isotonischer Kochsalzlosung nach der Dulbecco-Rezeptur (Dulbecco’'s PBS, Sigma
Deisenhofen, Deutschland = 0,2 g KCl; 0,2 g KH,POg4; 8,0 g NaCl; 1,15 g NaoHPO,/ 11 H,0-
dest) und subkutan (s.c.) injiziert als 1 ml/kgK G.

% Natirlich birgt diese Methode auch Nachteile: So ist die Erstellung von Dosis-Wirkungskurven sehr
aufwéndig, ferner konnen Storfaktoren wie der Effekt des ,Neuen® oder eine Grundpréferenz fur ein
Kompartiment ohne jegliche Substanzgabe auftreten. Aullerdem fehlt diesem Paradigma die ,face-vaidity* (vgl.
[74]) eines Experiments zur tierexperimentellen Modellierung der Sucht [21].
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6.3.1.3. Verhaltenstests

Fur das Platzkonditionierungsparadigma wurden finf parallel geschaltete Platzpraferenzboxen
(TSE, Bad Homburg) benutzt, welche aus jeweils drei Kompartimenten aufgebaut waren:
Zwei gleichgrof3e Hauptkammern (auch Kompartimente: 25 x 31 x 29,5 cm) waren jewells
mit einem Mittekompartiment (25 x 11 x 29,5 cm) verbunden (Abb. 6.8.). Die Innenwéande
der Hauptkammern waren bei einer Kammer grau, bei der anderen schwarz-weil3 gestreift
gestrichen, die Mittekammer hatte weil3e Wande. Die Bodenplatte der grau gestrichenen
Kammer war von rauher Beschaffenheit, die des gestreiften Kompartiments hatte eine glatte
Oberflache.

Die Trennwande zwischen der Mittekammer und den Hauptkammern konnten wahlweise mit
gedffneten oder geschlossenen Durchgangen eingebaut werden.

Jede Kammer war mit einer transparenten Acrylglasplatte abgedeckt, in deren Mitte sich eine
GlUhlampe befand. Somit konnte die Beleuchtung jeder Kammer einzeln/separat ein- bzw.
ausgeschaltet werden. Die Beleuchtung variierte in den einzelnen Versuchsteilen: Im Versuch
| waren alle Lichter an, bis auf den Testtag 4, wo nur das Mittekompartiment beleuchtet war.
Im Versuchsteil 1l waren nur die vorderen Kompartimente und das Mittekompartiment
beleuchtet.

In der H6he von 2,4 cm Uber der Bodenplatte befanden sich in jedem Kompartiment
horizontal angeordnete Lichtschranken, welche an eine Auswertungseinheit angeschlossen
waren. Mit Hilfe eines PCs und firmeneigener Software (TSE, Bad Homburg) konnten

Unterbrechungen der Lichtschranken simultan in allen fiinf Boxen erfasst werden.

Der Platzkonditionierungsversuch wurde in drei Abschnitte gegliedert: eine Vortest-Phase,
eine Konditionierungs-Phase (evtl. unterbrochen durch einen Zwischentest) und einen
Nachtest. An den Testtagen wurden die Durchgange in den Trennwanden getffnet und die
Tiere hatten far 15 min freen Zugang zu alen Kompartimenten. An den
Konditionierungstagen wurden die Tiere 10 min nach der Injektion des entsprechenden
Pharmakons fur 30 min in das entsprechende Hauptkompartiment (bei Vehikelinjektion das
als unbelohnt definierte, bei MDMA-Injektion das als belohnt definierte Kompartiment)
gesetzt, wobel die Durchgange verschlossen waren, sodass das Tier in dem zugeordneten

Kompartiment verbleiben musste. Wahrend der Konditionierung wurden die Tiere zudem
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abwechselnd behandelt: Am ersten Tag erhielten se MDMA, am néchsten Vehikel, am
dritten Tag wiederum MDMA, usw.
Die Zuordnung des belohnten Kompartiments erfolgte ,, counterbalanced”, d.h. jeweils bel der

Hélfte der Tiere war das graue Kompartiment belohnt, die andere Hé fte wurde im gestreiften

e a7

}_-_-_-_

Abb. 6.8.: Platzkonditionierungsboxen. Jede Box besteht aus drei Kompartimenten, wobei jeweils ein
graues, ein schwarz-weil3 gestreiftes AuBenkompartiment und ein weil3es Mittekompartiment
vorhanden ist. Die Turen in den Verbindungswéanden kdénnen wahlweise offen oder geschlossen
gehalten werden. 24 cm Uber dem Boden sind Lichtschranken angeordnet, mit deren Hilfe die
jeweilige Position des Tieres registriert werden kann. Jedes Kompartiment besitzt einen transparenten
Acrylglasdeckel, in dessen Mitte eine GlUhbirne lokalisiert ist, welche separat ein-/ausgeschaltet
werden kann.

Der gesamte Versuchsaufbau besteht aus funf paralel angeordneten Boxen, welche simultan
angesteuert werden kdnnen.

Kompartiment belohnt; zudem war bel der Hélfte der Tiere das vordere (zur Raummitte
ndhere) Kompartiment belohnt, bei der anderen Héalfte wiederum wurde das hintere

Kompartiment belohnt. Somit ergab sich ein ,unbiased® Versuchsdesign, welches eine
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neutrale, unvoreingenommene und unverfélschte Auswertung der Konditionierung garantiert
(val. [311)).

6.3.1.4. Prozedur

Im Versuchsteil | wurden der Hélfte der Tiere (n=20) am Versuchstag —28 20 mg/kg
MDMA-HCI subcutan injiziert, die andere Halfte erhielt VVehikel.

Am Tag 0, 1 und 4 wurden die Tiere jeweils fir 15 min bei gedffneten Durchgéngen in die
Boxen gesetzt. Der Tag 4 (,Basaline’) wurde registriert und a's Vortest ausgewertet.

Die Konditionierungsphase wurde hier in zwei Abschnitte unterteilt: Die erste Hélfte der
Konditionierungsphase stellten die Tage 5-8 dar, die zweite Halfte die Tage 10-13. An den
Tagen 5,7,10,12 wurden die Tiere mit 6 mg/kg MDMA-HCI s.c. behandelt und 10 min spéter
fir 30 min in das belohnte (als belohnt definierte) Kompartiment gesetzt. An den Tagen
6,8,11,13 wurde den Tiere Vehikel injiziert und 10 min spater wurden sie fir 30 min in das
unbel ohnte Kompartiment gesetzt.

Die Testtage waren wie folgt angeordnet: Der Zwischentest (, Testl") erfolgte ohne jegliche
Behandlung der Tiere am Tag 9, der Nachtest (, Test2*) ebenfalls ohne Vorbehandlung am
Tag 14. Am darauffolgenden Tag (Tag 15) erfolgte 10 min nach Behandlung der Tiere mit 6
mg/kg MDMA-HCI der ,Test3". Am Tag 16 erfolgte erneut ein Test ohne Vorbehandlung
(, Test4"), jedoch wurde hier die Beleuchtung beider Hauptkompartimente abgeschal tet.

Im Versuchsteil 11 wurden die Tiere eine Woche nach Ankunft in der Abteilung randomisiert
in zwel Gruppen aufgeteilt. Danach wurden die Tiere einer Gruppe fur zwei Wochen bis zum
eigentlichen Versuchsbeginn (Tag 0) isoliert in Einzelkéfige gesetzt. Am Tag 0 wurden die
Tiere fur 15 min bei gedffneten Durchgéngen in das jewellige Mittelkompartiment der Boxen

gesetzt; dieser Tag wurde als ,,Baseline” registriert. Danach folgte die Konditionierungsphase

(Tag 1-10; Durchgange geschlossen): An den Tagen 1,3,5,7,9 wurden die Tiere mit jewells
5,0 mg/lkg MDMA-HCI s.c. behandelt und 10 min spéter fur 30 min in das as belohnt
definierte Kompartiment platziert. An den Tagen 2,4,6,8,10 wurden die Tiere mit Vehikel
behandelt und 10 min spéter fir 30 min in das korrespondierende, as unbelohnt definierte
Kompartiment gesetzt. Am Tag 11 folgte der Testtag, die Tiere wurden nun unbehandelt bei
offenen Durchgéngen in das jeweilige Mittelkompartiment der Boxen gesetzt und ihre
Aktivitédt wurde 15 min lang registriert. Im Unterschied zum Versuchsteil | wurde die
Aktivitédt der Tiere an adlen Tagen registriert und mit Hilfe der Auswertungssoftware

zusétzlich die jeweilige lokomotorische Leistung der Tiere (= zurlickgel egter Weg) berechnet.
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Nach einer Pause von Tag 12 bis 17 folgte eine erneute zweitdgige Zusatzkonditionierung
(,Challenge’): Am Tag 18 wurden alle Tiere mit Vehikel behandelt und 10 min spéter fir 30
min in das a's unbelohnt definierte Kompartiment gesetzt; am Tag 19 erfolgte die Behandlung
mit 5 mg/kg MDMA, die Tiere wurden 10 min spédter fur 30 min in das belohnte
Kompartiment platziert.

Nach einer erneuten eintagigen Pause (Tag 20) wurden die Tiere von Tag 21 bis Tag 29 einer
Extinktion unterzogen: Die Tiere wurden hierbei an jedem Tag unbehandelt fir 15 min in das
jeweilige Mittelkompartiment der Boxen bei gedffneten Durchgéangen platziert (Prozedur
entspricht dem Testtag). Nach wiederum 2 Tagen Pause wurden die Tiere am Tag 32 einem
Reinstatement-Test unterzogen: Es erfolgte ein zusétzlicher Test, mit gleichen Bedingungen
wie am Testtag und den Extinktionstagen, jedoch erhielten ale Tiere 10 min vor Einsetzen in
die Boxen eine Injektion mit der halben MDMA-Dosis (2,5 mg/kg).

6.3.1.5. Statistik

Zur statistischen Auswertung wurden parametrische Tests herangezogen.

Im Versuchsteil | wurden die Testtage der Platzkonditionierung mit Hilfe von , correlated t-
Tests' (Zeit im belohnten versus Zeit im unbelohnten Kompartiment) ausgewertet. Die
Entwicklung in der Lokomotion wahrend der Konditionierung (Baseline — Testl — Test2)
wurde mit Hilfe einer 2-faktoriellen ,repeated measures‘*-ANOVA gerechnet mit
anschlief3enden ,, post-hoc Fischer’s LSD protected t-Tests".

Der Unterschied der Lokomotion zwischen Test2 und Test3 bzw. Test2 und Test4 wurde mit
Hilfe eines , correlated t-Tests* gerechnet.

Im Versuchsteil 11 wurden zur Berechnung einer Platzpréferenz am Tag O (Baseline), Tag 11
(Test), den Tagen 21-29 (Extinktion) und 32 (Reinstatement) fur die jeweilge Gruppe die
Aufenthaltszeiten im belohnten vs. unbelohnten Kompartiment mittels eines , correlated t-
Test" statistisch verglichen.

Die Lokomotionsdaten wahrend der jeweiligen Testtage wurden mit Hilfe einer 2-faktoriellen
.repeated measures*-ANOVA mit den Faktoren ,Hatungsbedingungen® und ,Zeit"
ausgewertet. Wahrend der Konditionierungsphase wurde die registrierte Lokomotion der
Tiere statistisch mit Hilfe einer 3-faktoriellen , repeated-measures‘-ANOV A ausgewertet mit
den Faktoren ,, Haltungsbedingungen®, ,, Behandlung* und ,, Zeit".
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Abb. 6.9.: EinfluR einer HochdosisMDMA-V orbehandlung auf die MDMA-CPP. A: Préferenzzeiten
(Zeit im belohnten — Zeit im unbelohnten Komp.) von am Tag —28 mit Vehikel- und MDMA-
vorbehandelten Tieren am jeweiligen Testtag (bsl=Test vor-; test1="undrugged‘ Test nach 4 Tagen
Konditionierung abwechselnd mit 6 mg/lkg MDMA und Vehikel; test2="undrugged” Test nach
weiteren 4 Tagen Konditionierung; test3=Test auf ,, state dependency der CPP* unter 6 mg/lkg MDMA;
test4="undrugged” Test, diesmal jedoch mit ausgeschalteter Beleuchtung der Kammern). B:
Lokomotion am jeweiligen Testtag.

Statistik: Fishers protected t-Tests: * p<0,05; ** p<0,01 = VEH vs MDMA am jeweiligen Testtag; *
p<0,05; ™ p<0,01 = jeweils gegen Test2.
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6.3.2. Ergebnisse

6.3.2.1. Platzkonditionierung — Versuch |

Die Hélfte der Versuchstiere wurde am Tag —28 mit einer einmaligen Dosis MDMA (20
mg/kg) vorbehandelt, die andere Hafte mit Vehikel. Bei beiden Gruppen konnte zu keinem
Test-Zeitpunkt eine signifikante Ausbildung einer konditionierten Platzpraferenz (CPP)
beobachtet werden (Abb. 6.9.-A).

Die lokomotorische Aktivitdt der MDMA-vorbehandelten Tiere war am Baseline-Tag sowie
den Testtagen 1 und 3 leicht niedriger als bel den Kontrolltieren. Am Testtag 3 und 4 war die
Lokomotion gegeniiber dem Testtag 2 bei beiden Gruppen leicht erhdht (Abb. 6.9.-B).

6.3.2.2. Platzkonditionierung — Versuch ||

Konditionierte Platzpraferenz

Die Versuchstiere wurden nach einem ,Vortest® (Baseline, ,bg“) am ersten Versuchstag
insgesamt 10 Tage lang konditioniert. Danach wurde - unter gleichen Bedingungen wie beim
Vortest - der Test auf konditionierte Platzpréferenz (,,test*) durchgefihrt.

Bei der Baseline ergaben sich nur minimale Praferenzzeiten fur die in Gruppe gehaltenen
Tiere (GRP) sowie isoliert gehaltenen Tiere (1SO) [tyer(GRP)= -8,05 s; tyer(ISO)= +4,50 .
Die statistische Auswertung mittels ,correlated t-Tests' der Zeiten im belohnten vs.
unbelohnten Kompartiment ergab keine Signifikanz, somit kann dieser Versuch als
vollkommen ,,unbiased” angesehen werden.

Der Nachtest ergab hochsignifikante Préferenzzeiten fur beide Tiergruppen [corr. t-Tests:
terp=3,45; df=14; t,50=3,29; df=14] (Abb. 6.10.-A: bdl, test).

Extinktion und Reinstatement

Nach der erfolgten Konditionierung wurde versucht, die konditionierte Information zu
l6schen (Extinktion). Dazu wurden die Tiere an neun aufeinanderfolgenden Tagen
(Versuchstag 15 - 23) - bei gleichen Bedingungen wie an den Testtagen - in die Apparatur
gesetzt. Am Extinktionstag 1 zeigten nur die ISO-Tiere eine hochsignifikante CPP [tjs0=3,52;
df=14], am Extinktionstag 3 zeigten ebenfalls nur die ISO-Tiere noch eine signifikante CPP
[tiso=2,72; df=14]. An den anderen Tagen zeigte keine der Gruppen eine CPP oder CPA.
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Am Versuchstag 24 wurde den Tieren 10 min vor dem Test MDMA injiziert (2,5 mg/kg). An
diesem Tag zeigten wiederum beide Gruppen eine CPP, die ISO-Tiere sogar hochsignifikant
[corr. t-Tests: terp=2,71; df=14; tj50=4,03; df=14] (Abb. 6.10.-A: ex1-ex9, ris).

Lokomotion wahrend des Versuchs

Sowohl wéahrend der Konditionierungsphase, a's auch an den Testtagen wurde der von den

Tieren zurtickgelegte Weg registriert.

An den Testtagen, an welchen die Tiere ohne pharmakologische Behandlung in die
Apparaturen gesetzt wurden, haben die 1SO-Tiere durchweg enen groferen Weg
zurickgelegt as die GRP-Tiere (gestitzt durch eine 2-faktorielle ,repeated measures'-
ANOVA der Daten sowohl am Testtag [FyaLtunc(1,28)=14,20; p=0,0008] as auch wahrend
der Extinktionsphase [FyaLtunc(1,28)=27,89; p<0,0001]). Bei den GRP-Tieren ist ebenfalls
eine leichte kontinuierliche Verminderung in der Lokomotion zu beobachten
[Fze1(8,224)=2,86; p=0,0047] (Abb. 6.10.-B: bsl-ex9).

Am ,Reinstatement-Testtag, als alle Tiere eine Injektion von 2,5 mg/lkg MDMA-HCI
erhielten, verhielten sich die GRP-Tiere bezlglich ihrer Lokomotion exakt gleich wie am
letzten Extinktionstag, die 1SO-Tiere zeigten jedoch eine erheblich geringere (und den GRP-
Tieren angeglichene!) Lokomotion [corr. t-Test ,ex9" vs ,ris’: terp=0,12; df=14; p=0,91;
tiso=4,75; df=14; p=0,0003] (Abb. 6.10.-B: ris).

An den Konditionierungstagen verhielt sich die lokomotorische Aktivitét folgendermalien:
Alle Tiere erhielten wie beschrieben abwechselnd an einem Tag (Tage 1,3,5,7,9 & 19) 5,0
mg/kg MDMA-HCI, am néchsten Tag (Tage 2,4,6,8,10 & 18) das Vehikel PBS. Eine 3-
faktorielle ,repeated-measures’- ANOVA-Anayse der Lokomotionsdaten zeigt einen
signifikanten Unterschied zwischen der GRP- und ISO-Gruppe, aber abhangig von der
Behandlung [FraLTunc(1,28)=6,35; p=0,03; FeenanoLunc(1,28)=5,24; p=0,03;
FruaLtunexeenanoLunc(1,28)=7,39; p=0,011]: Die Lokomotion der GRP-Tiere war an den
MDMA-Tagen entschieden hoher als an den Vehikel-Tagen, die ISO-Tiere zeigten zu Beginn
des Versuchs unter MDMA-Behandlung (belohnte Tage) Uberraschend eine hochsignifikante
Hypolokomotion verglichen mit den Vehikel-Tagen (Abb. 6.11.).
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Abb. 6.10.: EinfluB von sozialer Isolation auf die CPP. A: Préferenzzeiten von in Gruppe (,, GRP")
und isoliert (,,ISO") gehaltenen Tieren am jeweiligen Testtag (bsl=Test vor-; test=Test hach 10 Tagen
Konditionierung mit 5 mg/kg MDMA; ex1-ex9=wiederholte Tests zur Extinktion der CPP; ris=Test
zum , Reinstatement” des,, Craving* unter 2,5 mg/lkg MDMA). B: Lokomotion am jeweiligen Testtag.
Statistik: corr. t-Tests (tpe VS tuma): * p<0,05; ** p<0,01.
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Abb. 6.11.: Lokomation wahrend der Konditionierung von in Gruppe (, GRP*) und isaliert (,,1SO*)
gehatenen Tieren. Am Versuchstag 1,3,5,7,9,19 erhielten die Tiere 50 mg/kg MDMA; am
Versuchstag 2,4,6,8,10,18 Vehikel.

Statistik: (3-faktorielle ANOVA Uber Tag 1-10) Newman-Keuls post hoc t-Tests: *p<0,05 **p<0,01:
Vergleich von GRP und 1SO am jewelligen Tag. “p<0,05 “p<0,01: Vergleich von zwei
aufeinanderfolgenden Tagen; %p<0,05: Tag 9 vs Tag 1 bzw. Tag 10 vs Tag 2.

Correlated t-Tests: *p<0,01: Tag 18 vs Tag 19; *p<0,05 **p<0,01: Tag 19 vs Tag 1 (Tag 18 vs Tag 2
n.s).

Es zeigte sich jedoch, dass sich die lokomotorische Aktivitét der Tiere Uber den Versuch
hinweg sehr stark verandert [Fzgt(4,112)=7,84; p<0,0001; FgenanpLuncxzeT(4,112)=3,85;
p=0,006; FyaLTuncxeEHANDLUNGxZEIT(4,112)=2,31; p=0,06]: Die ISO-Tiere zeigen (unter
MDMA) am Tag 9 eine grofdere Lokomotion als am Tag 1, am Tag 10 (unter Vehikel) legen
sie wiederum einen deutlich kirzeren Weg zuriick alsam Tag 2 (Abb. 6.11.).
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Abb. 6.12.: Lokomotionsverhalten ausgewahlter Einzeltiere (A,B: Gruppentiere; C,D: Isolationstiere)
wahrend der Konditionierungsphase und ,, Challenge“. Am Versuchstag 1,3,5,7,9,19 erhielten die Tiere
5,0 mglkg MDMA, am Versuchstag 2,4,6,8,10,18 Vehikel.

Man beachte die verschiedenen Formen der Lokomotion: Tier A zeigt praktisch keine Reaktion auf
MDMA-Behandlung; Tier B zeigt unter MDMA eine Hyperlokomotion und eine stabile
Verhaltenssensitivierung; Tier C zeigt unter MDMA eine stabile Hypolokomotion; Tier D zeigt
anfangs ebenfalls eine Hypolokomotion unter MDMA, die Wirkung invertiert jedoch und ab Tag 7
zeigt es eine Hyperlokomotion unter MDMA.
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Abb. 6.13.: Darstellung der Datentransformation der gesamten Lokomotionsaktivitéten individueller
Tiere wahrend der Konditionierungsphase. Aufgetragen ist jeweils der Steigungswinkel ,, k*, welcher
berechnet wurde aus der Lokomotionsverdnderung wahrend jeder Konditionierungspaarung (Ds=s, —
S, wobei s, den zurlickgelegten Weg unter Vehikelbehandlung, s, den zuriickgelegten Weg unter
MDMA-Behandlung darstellt), gegen die relative Verénderung der Lokomotion, bezogen auf s,. Das
obere Kurvendrittel wurde als MDMA-Hypolokomotion definiert, das untere Kurvendrittel als
MDMA-Hyperlokomotion (Nahere Erlauterungen siehe Text). Man beachte, dass die Daten der
arcustangens-Kurve folgen; auf3erdem kommt es zur unterschiedlichen Verteilung der Werte fir die
zwei Tiergruppen.
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Abb. 6.14.: Lokomotionsscores wahrend der Konditionierungsphase von in Gruppe (,GRP*) und
isoliert  (,1SO") gehdtenen Tieren. Dargestellt sind die Scores der jeweiligen
Konditionierungspaarungen, d.h. von jeweils zwei aufeinanderfolgenden Tagen, wobel die Tiere am
jewells ersten Tag MDMA, am zweiten Vehikel erhielten (1: Tag 1,2; |1: Tag 3,4; |11: Tag 5,6; 1V: Tag
7,8; V: Tag 9,10; VI: Tag 18,19).

Score = jeweilige Anzahl der Tiere, welche unter MDMA-Gabe (relativ zur Vehikel-Gabe am
korrespondierenden Tag) eine hypoaktive (A), hyperaktive (C) oder keine Reaktion (B) zeigen.
Details zur Score-Berechnung siehe Text (vgl. auch Abb. 6.13.).



92 MDMA in Tiermodellen der Sucht

Eine detaillierte Betrachtung des Verhaltens der Einzeltiere (représentative Auswahl: Abb.
6.12.) gibt mehr Auskunft Gber das komplexe Verhalten der Tiere. Die Betrachtung der Tage
1 und 2 zeigt, dass die meisten Tiere der GRP-Gruppe eine Hyperlokomotion unter MDMA
(im Vergleich zu Vehikel) zeigen. Bel den ISO-Tieren sind ebenfalls einzelne Ratten zu
finden, welche unter MDMA hyperaktiv sind, der Grofdeill der Tiere zeigt jedoch eine
Hyperlokomotion unter Vehikel. Zur vereinfachten Analyse der Datenfille sollte ein
neuartiger Score dienen, der hier zur Vereinfachung der ,Lokomotions-Score” genannt
werden soll. Da in diesem Versuch die Tiere immer abwechselnd jeweils an einem Tag mit
MDMA behandelt und auf das belohnte Kompartiment der CPP-Boxen konditioniert wurden,
am anderen Tag mit Vehikel behandelt und auf das unbelohnte Kompartiment konditioniert

wurden, wurden diese zwei Tage zu einer , Konditionierungspaarung*

Zusammengefasst.
Zur Berechnung des Scores wurde nun die Verdnderung der lokomotorischen Aktivitét
herangezogen, welche sich in der Abb. 6.12. als Steigung der einzelnen Lokomotionskurven
der Tiere darstellt. Die Steigung dieser Kurvenabschnitte lasst sich mathematisch wie folgt

berechnen:

- Dy
m== ®

Mit

_ SUenike ~ Svpma

Dy=—""2 @
CPP

(wobei der Faktor fcpp aus der Skalierung abgeleitet und als = 20 gesetzt wurde, d.h. es wurde

der Weg innerhalb 1,5 min Aufenthalt in der Konditionierungskammer berechnet)

... und

DX = epiket = tvioma 3)

... ergibt sich for m:

&svmikel B SMDMAQ

f -

m= g CPP 4] @
Ly - &
Vehikel MDMA

% Nicht zu verwechseln mit der Paarung des unkonditionierten (US) mit dem konditionierten Stimulus (CS) an

jedem Konditionierungstag.
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Da tyenike — tmvoma = 1 Tag (gilt fur Paarung | — V, bel der Paarung VI sind die jewelligen s-

und t-Variablen vertauscht), ergibt sich aus (4):

— Svenike ~ Swpwma
i 20 ©

Aus der Steigung m kann nun der Steigungs-Winkel K®! berechnet werden:

tank )= m

tan(k ) — Slenike = Swpwma

also gilt: 20 (6)

In Abb. 6.13. ist zu sehen, dass die berechneten Winkelwerte (Uber arctan(m)) ziemlich gut
einer ,arctan“-Kurve folgen, wenn die Ergebnisse der Berechnungen fir die
Konditionierungspaarungen |-V gegen die tatsachliche, relative Lokomotionsverénderung
(Ds/sx) aufgetragen werden. Trotz der leichten Streuung der Werte wurde auf eine genauere
Bewertung der relativen Lokomotionsanderung verzichtet, da die Winkelwerte sich viel
deutlicher klassifizieren lassen: Der Bereich einer geringen Lokomotionsanderung wird tber
einen sehr breiten Bereich aufgetragen (éhnlich einer Titrationskurve), wodurch die Punkte im
oberen und unteren Drittel (Bereichek < -30° und K > +30°) des Winkelbereichs von —90°
bis +90° ganz eindeutig als hyper- oder hypoaktive Tiere klassifiziert werden kdnnen. Der
Winkel K macht also eine halbquantitative Aussage Uber den Effekt von MDMA (im
Verhdtnis zu Vehikel) auf ein einzelnes Tier. In diesem Versuch wurden zur Scorebewertung,
wie erwahnt, drei mogliche Bereiche fir den Steigungswinkel K definiert (mit s, = Sypma =
zurlickgelegter Weg unter MDMA; S, = Syenike = Weg unter Vehikel):

Bei sy >>s, (MDMA-Hyperaktivitét) ergeben sich fir K Werte < - 30° (vgl. Abb. 6.12.-B);

bei sx <<'sy (Vehikel-Hyperaktivitét) ergeben sich fiir kK Werte < +30° (vgl. Abb. 6.12.-C);
und bei ungefdhr gleichen Wegen unter MDMA und Vehikel ergeben sich Winkel vom Wert
—30° £ Kk £ +30°, welche im mittleren (quasilinearen) Bereich der arctan-Kurve liegen

(entspricht 18,7 % aller Werte; vgl. auch Abb. 6.12.-A).

3 Der griechische Buchstabe kappa wurde in Anlehnung an das Wort , Konditionierung® gewahit.
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Eine graphische Darstellung der Ergebnisse des ,Lokomotionsscores® (Anzahl der jeweils
zutreffenden Tiere) ist in Abb. 6.14. dargestellt. Es ist deutlich zu sehen, dass bel in Gruppe
gehaltenen Tieren der Grofdteil der Tiere unter MDMA-Behandlung eine Hyperaktivitét zeigt.
Isolierte Tiere zeigen anfangs vorwiegend eine MDM A -Hypoaktivitét, wahrend des Versuchs
werden jedoch immer mehr Tiere hyperaktiv durch MDMA (vgl. auch Tier D in Abb. 6.12).
Bei beiden Tiergruppen gibt es einen kleinen Anteil an Tieren, welche praktisch keine
V erhaltensanderung unter MDMA erfahren.

An den ,Challenge*-Tagen (Paarung V1) geht der Anteill von unter MDMA hyperaktiven
Tieren leicht zurick. Bel isolierten Tieren geht die Zahl unter MDMA hypoaktiver Tiere
deutlich hoch; diese Tiere rekrutieren sich jedoch aus dem Anteil der sich bisher neutral
verhaltenden Tieren, wobei die Zahl der MDMA-hyperaktiven Tiere konstant bleibt.

6.4. Diskussion

6.4.1. Sensitivierunq

Die wiederholte Gabe von hoch dosiertem MDMA Uber 10 Tage fuhrte zu der Entwicklung
einer starken Sensitivierung vor allem der Hyperlokomotion sowie der vertikalen Aktivitat.
Die Entwicklung einer Verhaltenssensitivierung wurde bereits von anderen Arbeitsgruppen
beschrieben [139;185]. Obwohl Kalivas et a. eine Unabhangigkeit der Entwicklung
sengitivierter Verhaltenseffekte von MDMA von einer serotonergen Entleerung postulieren,
konnte in unserem Labor im klassischen ,Open Field‘-Experiment bislang keine
Sensitivierung mit wiederholt applizierten, niedrig dosierten MDMA-Injektionen (5 mg/kg)
gezeigt werden [165]. Andere Arbeiten zeigten bereits, dass bei einer 5-HT-Uberaktivitédt das
Suchtpotential von Suchtstoffen vermindert ist [117;118;186;244]. Dies l&sst vermuten, dass
Serotonin hemmend auf Suchtmechanismen wirkt und in einem Gehirn mit verminderter
serotonergen Neurotransmission (durch neurotoxische Prozesse etwa) die Suchtwirkung eher
verstérkt ist. Tatsachlich zeigen Tiere, welche mit 5,7-DHT (einem serotonergen Neurotoxin)
behandelt wurden, stérkere Selbstadministration von Amphetamin [166]. In diesem
Zusammenhang konnte die Beteiligung von 5-HT,c-Rezeptoren (lokalisiert auf GABAergen
Terminalen in der SNc) involviert sein, da systemische Administration von 5-HT,c-Rezeptor-
Antagonisten die Feuerrate der dopaminergen Neurone und DA-Freisetzung im Striatum
erhdhen [70]. Andererseits hemmt die lokal intra-striatale Gabe von 5-HT,-Antagonisten
sowohl die MDMA-induzierte al's auch Cocain-induzierte Freisetzung von DA [171;272].



MDMA in Tiermodellen der Sucht 95

Fiar MDMA ist jedoch durchaus auch eine nicht-neurotoxische Vermittlung der
Sensitivierungseffekte und Dopaminmodulation im NAcc denkbar: Es wurde bereits von einer
anderen Arbeitsgruppe (welche mit niedrig dosiertem S-MDMA erfolgreich eine
Verhaltenssensitivierung  induzieren  konnte)  beobachtet, dass MDMA-induzierte
Hyperlokomotion stark vom 5-HTjg-Rezeptor abhéngt und dass in einem MDMA-
senditivierten Tier diese Rezeptoren supersensitiv sind [185]. Zudem zeigen Daten der
Arbeitsgruppe um René Hen eine wichtige Rolle des 5-HT,g-Rezeptors in der Kontrolle der
mesolimbischen DA-Transmission: In 5-HT;s-Rezeptor-Knockout-Mausen®  sind die
Wirkungen von Cocain stark erhtht (gemessen als Selbstadministrationsverhalten und DA-
Freisetzung im NAcc) [255;288]. Dies zeigt Parallelen zwischen einer MDMA-Sensitivierung
und den kompensatorischen Prozessen infolge eines 5-HT.s-Rezeptor-Knockouts™.
Desweiteren fuhrt auch eine ,Vorsensitivierung® mit MDMA zum erhohten Cocain-
induzierten DA-release [195].

Uber welchen Mechanismus die MDMA-induzierte Verhaltenssensitivierung auch vermittelt
wird, es deutet alles darauf hin, dass 5-HT hier eine essentielle Rolle spielt. Die Erhéhung der
DA-Konzentrationen im NAcc steht offensichtlich mit den beschriebenen Mechanismen in
unmittelbarem Zusammenhang. Weiter wird diese (im speziellen die 5-HT15-) Hypothese
dadurch unterstiitzt, dass wahrend nach einem 5-HTig-Knockout die basalen DA-Level im
dorsalen Striatum unverdndert gewesen sind, im NAcc erhéhte basale DA-K onzentrationen
gemessen wurden, wodurch eine Cocain-Gabe zu einer gleichen relativen DA-Erhéhung in
Knockout- sowie Kontrolltieren fuhrt, trotzdem aber im NAcc von Knockout-Tieren
signifikant hothere Netto-DA-Konzentrationen gemessen werden [288]. Insbesondere das
Vorhandensein und die Regioselektivitét der basalen DA-Erhdéhung in dieser Arbeit sprechen
dafur, dass die Wirkungen einer wiederholten MDMA-Gabe (zumindest zum Teil) Uber den
Mechanismus einer 5-HT1g-Supersensitivitét vermittelt werden (vgl. auch Kap. 7).

Im Ubrigen war das Versuchsdesign so gewzhit, dass die Tiere erst naiv das Open Field
erkunden konnten, bevor sie die MDMA-Injektion erhielten. Dies erlaubte die Beobachtung
der Tieraktivitat unmittelbar vor der MDMA-Injektion. In anderen Versuchen konnte bereits

3 Mause mit ausgeschaltetem 5-HT 15-Gen, sodass dieser Rezeptor ihnen von Geburt an fehlt.

% Die 5-HT5-Rezeptoren werden als Heterorezeptoren auf striatofugalen GABAergen Terminalen in der SNc
und VTA vermutet, daher geht die Arbeitsgruppe davon aus, dass die GABA-Neurotransmission in diesem
Gebiet wahrend der Entwicklung des Tieres kompensatorisch herunterreguliert wird, womit die verstérkte

Hemmung der dopaminergen Neurone durch fehlende 5-HT ;5 -Rezeptoren wieder aufgehoben wird.
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gezeigt werden, dass Tiere, welche auf einen Suchtstoff konditioniert wurden
(Platzkonditionierung, s.u.), in der Suchtstoff-assoziierten Umgebung eine erhthte Unruhe
zeigten, die als antizipatorisches Verhalten und Zeichen fir das Verlangen nach dem
Suchtstoff (, Craving“) interpretiert wurde [325].

In unserem Versuch konnten wir ein solches Verhalten nicht zeigen, d.h. die MDMA-
behandelten Tiere zeigten keine motorische Unruhe in Erwartung der Substanz-Injektion
wahrend der Versuchsdauer von 10 Tagen, lediglich eine Habituierung auf die
Versuchsumgebung war zu sehen. Am Tag 11 und 18, d.h. einen Tag und eine Woche nach
Beendigung der subchronischen MDMA-Behandlung, waren die Lokomotionsparameter
jedoch tendenziell erhdht. Die Stérke eines moglichen antizipatorischen Cravings war hier
jedoch nicht grol3 genug, um eine statistisch signifikante Aktivitatserh6hung zu messen.

An diesen beiden Tagen wurden die Tiere behandelt wie an den Tagen 1 — 10, jedoch mit der
Ausnahme, dass sie nach Einsetzen in die Apparatur mit Vehikel behandelt wurden, um den
konditionierten Anteil der sensitivierten Lokomotion herauszufiltern. Zahlreiche Versuche zur
Erforschung der Natur des Sensitivierungsphdnomens zeigen, dass die Expression der
Sensitivierung einen grof3en konditionierten Antell hat. So zeigen Tiere, welche mehrmals in
einer bestimmten Umgebung mit einem Suchtstoff behandelt wurden, auch in Abwesenheit
der Substanz erhdhte (konditionierte) Aktivitét. Andererseits zeigen diese Tiere eine
sengitivierte Antwort auf die Injektion dieses Suchstoffes nur dann, wenn sie in dieser
Umgebung getestet werden. Berichtet wurde ebenfals vom Auftreten einer
Kreuzsensitivierung mit anderen Suchtstoffen, wenn Tiere in derselben Umgebung getestet
werden. Dies bedeutet, dass gelernte Assoziationen zwischen der Suchstoff-Injektion und
Umgebungs-Stimuli  die Expression der Verhatenssensitivierung verstarken: Die
Verhaltenssensitivierung ist Kontext-abhéngig (zusammengefasst bei [300]). Der Einfluss der
Konditionierung wurde fir MDMA bereits in anderen Versuchen gezeigt, jedoch nur geringe
Dosierungen von MDMA zeigten eine konditionierte Lokomotion [103;139]. Parallel mit
dieser Beobachtung ist ebenfalls das Auftreten einer Verzogerung der Sensitivierung, welche
verstérkt eintritt, wenn die Dosis oder die Frequenz der Behandlung zunimmt [219]; bel zu
grof3er Frequenz oder kontinuierlicher Gabe der Substanz kann sogar eine Toleranz eintreten
[300]. In der hier vorliegenden Arbeit wurde jedoch nur die Entwicklung einer Sensitivierung
beobachtet, die Untersuchung der Expression war lediglich auf konditionierte Effekte
beschréankt (auf einen wiederholten Test mit MDMA wurde verzichtet, um die Aussagen Uber
neurotoxische Effekte nicht zu stdren), jedoch ist hier die zeitliche Verzdgerung ebenfalls zu
sehen: Erhohte Lokomotion ist erst eine Woche nach Beendigung der MDMA-Behandlung zu



MDMA in Tiermodellen der Sucht 97

sehen. Dies, ebenso wie das geringe Ausmal? der Effekte, ist wohl auf die hohe Dosierung von
MDMA zurtickzufihren. Der Vergleich der zwel Observationsabschnitte im Open Field (vor
und nach Injektion) lasst die zusétzliche Schlussfolgerung zu, dass die Préasentation der mit
der Suchststoffwirkung assoziierten Umgebung nicht alleine ausreicht, um den
konditionierten Anteil der Verhatenssensitivierung abzurufen. Die Erfahrung der Injektion
als Stimulus ist ebenfalls ein wichtiger Bestandteil des Kontext: Erst durch die Kombination
des Umgebungs- mit dem Injektionsstimulus (V ehikelinjektion in den Open Fields) zeigen die
Tiere eine erhohte (konditionierte) Lokomotion.

Im zweiten Versuch zur Verhaltenssensitivierung war ebenfals die Entwicklung einer
deutlichen Sensitivierung der horizontalen Aktivitét (Lokomotion) zu sehen. Die stereotypen
Verhaltensweisen (Schnuffeln = Wandkontakte) waren durch MDMA zwar erhoht,
verstérkten sich jedoch nicht Gber die Dauer des Versuchs hinweg. Dies bedeutet, dass -
obwohl die MDMA-Dosierung hoch gewéhlt war - durch eventuelle neurochemische
Sensitivierungseffekte die dopaminerge Neurotransmission nicht in dem Mal3e verstarkt
wurde, dass Stereotypien zu Lasten der Lokomotion sensitivierten. Zu erkléaren ist diese
Tatsache auch dadurch, dass die MDMA-Sensitivierung sich nur bedingt paralleler
Mechanismen mit anderen Psychostimulantien wie Cocain und Amphetamin bedient:
Beispielsweise reagiert das Gehirn in Bezug auf D1-Rezeptor-Sensitivitét bei subchronischer
Behandlung mit Cocain oder MDMA jeweils in umgekehrte Richtung [123;321].

Die vertikale Aktivitat (Aufrichtungen) war Uber die gesamte Versuchsdauer hinweg
unterdriickt, andererseits war der Serotonin-Score an alen vier Auswertungstagen stark erhoht
und die oft beobachtete flache K érperhaltung kann durchaus dazu beigetragen haben, dass die
vertikale Aktivitét der Tiere strker unterdriickt wurde.

Die Explorationsaktivitét ging wahrend fortdauernder Behandlung mit MDMA immer mehr
zurick, dieser Rickgang ist jedoch im Gegensatz zur Entwicklung der
Lokomoationssensitivierung nicht abhéngig von einer intakten LC-noradrenergen Innervation
des Vorderhirns: Die Sensitivierung der hyperlokomotorischen Effekte war bei DSP-4-
vorbehandelten Tieren nicht vorhanden. Dies deutet auf eine Schltisselrolle des Noradrenalins
in der Entwicklung der Sensitivierung der Verhaltenswirkungen von MDMA und
moglicherweise aler Psychostimulantien.

Generell ist festzustellen, dass NA wohl eher in der emotionalen und neuro-endokrinen
Prozessierung eine Rolle spielt (noradrenerge Axone innervieren den Hypothalamus,
Amygdala, PFC, ventrales Striatum, DRN). Eine direkte Modulation der serotonergen
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Neurotransmission Uber verminderte Aktivitét noradrenerger Afferenzen direkt im DRN wére
theoretisch moglich, jedoch wurden hier keine erniedrigten NA-Konzentrationen im DRN
gemessen. Die von einer anderen Arbeitsgruppe durchgefihrte immunhistochemische
Farbung des DRN in DSP-4-behandelten Tieren zeigt ebenfalls keine feststellbaren Schaden
an noradrenergen Terminalen in diesem Nucleus durch DSP-4 [88]. Eine Rolle des stark
noradrenerg innervierten Hypothalamus (HThal) wéare ebenfalls denkbar, doch besitzt der
HTha zwar motivationale Zentren, aber insgesamt gesehen ist der HThal vielmehr in die
Kontrolle konsumatorischer Verhatensweisen involviert als in die Steuerung gelernten
zielorientierten instrumentellen Verhatens oder der préparatorischen Phase der
Belohnungswirkung [251].

Das ventrale Striatum mit seiner wichtigen Rolle bel der Entwicklung und Expression der
V erhaltenssensitivierung sowie Belohnugsvermittlung stellt ein wahrscheinlicheres Target der
Wirkung des Noradrenalins dar innerhalb der Sensitivierungsprozesse. Zum einen ist bereits
gezeigt worden, dass das LC-NA eine essentiell protektive Rolle in der dopaminergen
Neurotoxizitdt besitzt und den Symptomen eines Dopamin-Mangels (Parkinson-
Symptomatik) entgegenwirkt [93;264]. Ein Experiment der Arbeitsgruppe um Jean-Pol Tassin
und Jacques Glowinski unterstitzt weiter die wichtige modulatorische Rolle der
noradrenergen Vorderhirn-Innervation auf die Aktivitdt dopaminerger Neurone: Diese Gruppe
zeigte, dass die systemische oder lokal prafrontocortikale Gabe von Prazosin (eines a;-
Antagonisten) die Verhatenseffekte systemisch applizierten Amphetamins (Hyperaktivitét
und accumbale DA-Freisetzung) effektiv hemmen kann [63]. Es wird davon ausgegangen,
dass die im PFC lokalisierten aj;-Rezeptoren positiv auf glutamaterge, in das VTA
projizierende Pyramidenneurone einwirken und dadurch indirekt an der Aktivierung der
mesolimbischen dopaminergen Projektion beteiligt sind. Unter Berticksichtigung der Kalivas-
Hypothese der Sensitivierungsentwicklung [138] kénnte weiter angenommen werden, dass in
einem hypoaktiven noradrenergen System die ausschliefdlich dopaminerg vermittelte
Aktivierung der glutamatergen Afferenzen zu den dopaminergen Neuronensomata und
Dendriten des VTA nicht fur die Induktion der intrazelluléaren Prozesse ausreicht, welche fur
die synaptische Verstarkung im NAcc notwendig sind.

Die Bedeutung des PFC fur die Entwicklung der Sensitivierung wird ebenfalls aus anderen
Arbeiten deutlich: So konnte in unserer Abteilung bereits gezeigt werden, dass die
exzitotoxische L&sion bestimmter Areale des PFC die Entwicklung der Platzpraferenz und
Sensitivierung fur Cocain (pl-PFC) und Morphin (il-PFC) hemmt (jedoch keine dieser
Lasionen die Effekte von Amphetamin) [314]. Die fehlenden Effekte auf die Amphetamin-
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Sensitivierung jedoch, sowie die Befunde einer kirzlich publizierten anatomischen Arbeit,
welche besagt, dass die glutamatergen Projektionsaxone vom PFC zum VTA ihre Synapsen
nicht auf dopaminergen Zellen ausbilden [53], komplizieren die oben beschriebene
Hypothese. Nichtsdestotrotz zeigen die Befunde von Tzschentke & Schmidt [314], dass
zumindest die Sensitivierung und Belohnungseffekte von Cocain und Morphin abhangig sind
vom intakten PFC. Noradrenerge Innervation des PFC konnte zu der Funktion des PFC
innerhalb des Belohnungssystems beitragen oder sogar notwendig sein fur ein intaktes
Gleichgewicht der Neurotransmitter in den Subdivisionen des Belohnungssystems. Es gibt
Hinweise auf a;- und 5-HT,a-Rezeptoren, welche auf glutamatergen Afferenzen zu den
apikalen Dendriten der Pyramidenzellen der Schicht V des Neocortex vermutet werden (und
ebenfalls auf glutamatergen Afferenzen zum LC), wodurch NA und 5-HT eine wichtige
modulatorische Rolle in der Kontrolle sensorischer Antworten spielen kénnten (wodurch auch
die Effekte der Halluzinogene vermittelt werden konnten) [9]. Tatséchlich konnte Gary
Aston-Jones in Primatenstudien zeigen, dass die noradrenergen Neurone des LC eine
Schitsselrolle in der Regulation der Aufmerksamkeit spielen: niedrige Aktivitdt des LC
korrelierte mit Unaufmerksamkeit, phasische ,bursting”-Aktivitdt mit (auf ein wichtiges
Ereignis) fokussierter Aufmerksamkeit und hohe tonische Aktivitét mit ,, scannender”, labiler
Aufmerksamkeit [18].

Vor dem Hintergrund des gewichtigen konditionierten (kontextabhéangigen) Antells im
Mechanismus der Verhaltenssensitivierung muss also angenommen werden, dass die
Aufmerksamkeit in Form der noradrenergen Afferenzen des prafrontalen Cortex eine wichtige
Rolle spielt as Modulator kontextbezogener sensorischer Prozessierung vom PFC zum
ventralen Striatum. Dem LC wird eine wichtige Rolle im somatischen Entzug und der
Vermittlung der aversiven Stimuli wahrend des Entzugs zugeschrieben, obwohl die Aversion
nach neueren Forschungsergebnissen eher von den caudal lokalisierten, noradrenergen
Zellgruppen AL/A2 vermittelt wird [67]. Im Gegenzug zu dieser , negative-reinforcement*-
Rolle des NA kommt nun ene ,positive-reinforcement*-Funktion hinzu as wichtiger

Modulator der Bewertung sensorischer Eingange in das Belohnungssystem.

6.4.2. Platzkonditionierunqg

Im ersten Versuchsteil sollte getestet werden, ob eine einmalige Vorexposition der Tiere mit
einer hohen Dosis MDMA eventuell langfristige Auswirkungen auf die belohnenden Effekte
einer spateren Einnahme von MDMA hat. Dieser Gedanke ist im Prinzip nicht ganz neu:
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Horan et a. konnten zeigen, dass MDMA-sengitivierte Tiere eine stéarkere Auspragung der
CPP mit Cocain zeigen, ein Befund, welcher auf eine mogliche Wirkung des MDMA als
»Einstiegsdroge” hinweist [129]. Paralel wurde im Rahmen einer Diplomarbeit unserer
Abteilung versucht, die Wirkungen einer Sensitivierung mit niedrig dosierter subchronischer
MDMA-Gabe auf eine spatere Platzkonditionierung mit MDMA zu charakterisieren; dieser
Versuch zeigte, dass eine Vorbehandlung mit sehr niedrigen Dosierungen (2,5 mg/kg) zu
einer leichten Verstéarkung der CPP flhrt, die Vorbehandlung mit einer héheren Dosis (5,0
mg/kg) mehr zu einer konditionerten Platzaversion (CPA) fuhrt [165]. Die Etablierung einer
klaren CPP war jedoch sowohl in der genannten Diplomarbeit, als auch im Rahmen einer
parallel durchgefihrten Dissertation nicht konsistent bzw. Uberhaupt nicht mdglich [Meyer,
A. et a., eingereichte Publikation]. Dies war insofern sehr Uberraschend, als mehrere
Publikationen bereits vertffentlicht wurden mit nachgewiesener MDMA-CPP im gleichen
Dosisbereich [31-34;176]. Bel der Kontrolle unseres Versuchdesigns, welches sich an diesen
Publikationen orientierte, fiel uns auf, dass die publizierten CPP-Versuche mit einem
»unbiased" Versuchsdesign und/oder isoliert gehaltenen Tieren durchgefihrt wurde. Der
Einfluss sozialer Isolation wurde in der Dissertation von Anja Meyer (Pharmazeutisches
Institut) ndher untersucht, sowie in dieser Arbeit innerhalb des Versuchsteils Il. Zunéchst
jedoch zuriick zu den Befunden des ersten Versuchsteils. Am Testtag 3 wurden die Tieren vor
dem Test auf CPP zusétzlich mit MDMA behandelt, um mogliche , state-dependency” -Effekte
auszuschlief3en. Die , state-dependency” -Hypothese besagt, dass Tiere, welche unter einem
bestimmten endogenen Zustand (,state”, welcher z.B. durch die Gabe eines Pharmakons
hervorgerufen wird) eine Information erlernt haben, diese Information (Konditionierung) nur
unter diesem , state” wieder abrufen konnen [215]. Da die Platzkonditionierung ebenfalls auf
assoziativem Lernen basiert, konnte der Ausgang einer solchen ebenfalls vom endogenen
Zustand des Tieres bei der Aquisition der Information (Konditionierungsphase) und beim Test
abhangen, d.h. ,state-dependent” sein. In der Tat zeigen manche Formen (obwohl nicht alle)
der Platzkonditionierung eine , state-dependency” [311]. In diesem Versuch wurde ebenfalls
keine state-dependency beobachtet auf die MDMA-CPP, d.h. unter einer zusétzlichen Gabe
von MDMA am Testtag war der Aufenthalt im belohnten (MDMA-gepaarten) Kompartiment
nicht signifikant erhoht.

Wenn wir die Lokomotion der Tiere an den Testtagen betrachten, fallt auf, dass die MDMA.-
vorbehandelten Tiere einen kleineren Weg in den Boxen zurlicklegen als Kontrolltiere. Dies
steht zunéchst im Widerspruch mit den Befunden aus dem Open Field, wo ebenfalls mit
gleicher Dosis MDMA-vorbehandelte Tiere im Langzeitexperiment eine hohere
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lokomotorische Aktivitét zeigten as Kontrolltiere (vgl. Kap. 5). Es muss jedoch bedacht
werden, dass diese zwel Versuche einen vollig verschiedenen Aufbau besitzen und durch die
Konditionierungsprozedur mdglicherweise andere Auswirkungen auf das lokomotorische
Verhalten haben. Da in diesem Versuchstell die Beleuchtung in allen drei Kompartimenten
der Konditionierungsboxen eingeschaltet war, konnte die starke Helligkeit auf die Tiere
aversiv gewirkt haben: Tatsachlich wurde im Versuchsteil 11 die Beleuchtung der hinteren
Kammern abgeschaltet, was bewirkte, dass die Tiere sich in der gesamten V ersuchsapparatur
gleichméaldig verteilten, wahrend sie bei gleichmaliiger Helligkeitsverteilung (Licht an in alen
Kammern) a priori die vorderen Kammern préferierten. Die Ergebnisse deuten darauf hin,
dass eine Vorbehandlung mit MDMA die Aversion auf die gesamte Apparatur steigert. Diese
Hypothese wird durch zwei Argumente gestltzt: Zum einen zeigten die Tiere im spéteren Test
(, Test2*) angeglichene Lokomotion, d.h. die zunachst angstlichen MDMA-vorbehandelten
Tiere haben sich mit der Apparatur bereits vertraut gemacht, zum anderen zeigen beide
Tiergruppen am Testtag 4 (Lichter aler Kammern ausgeschaltet) eine hohere und
gleichwertige Lokomotion. Dieser Umstand kann dadurch interpretiert werden, dass die
neurotoxische Wirkung der MDMA-Vorbehandlung zu einer erhthten Angstbereitschaft
fahrt, welche sich in einer neuen Umgebung auswirkt als geringere Aktivitdt. Eine starke
Ausprégung der anxiogenen Effekte von MDMA konnte ebenfalls beobachtet werden, wenn
Tiere subchronisch mit MDMA und unter Stress im Vorfeld einer MDMA-
Platzkonditionierung behandelt wurden: Diese Tiere zeigten eine Platzaversion, d.h. sie
mieden beim Test die MDMA-gepaarte Kammer [165]. Im Ubrigen kann auch beim
Menschen das Auftreten einer Panikstérung bei MDMA-Konsumenten als langfristig
anxiogene Effekte von MDMA interpretiert werden [306].

Im Versuchsteil 11 wurde der Einfluss sozialer Isolation auf die Ausprégung der CPP und
Extinktion, sowie auf einen substanzinduzierten ,, Craving“-Ruckfall néher untersucht. Es ist
bekannt, dass MDMA belohnende Wirkungen entfaltet: In Studien mit Primaten und Ratten
wird MDMA selbstverabreicht, jedoch ist das Suchtpotential von MDMA deutlich geringer
als das von Cocain [28;162;236]. Die negativen Ergebnisse der Vorversuche mit MDMA-CPP
liefd uns die Versuchsbedingungen Uberprifen und ebenfalls die belohnenden Wirkungen von
MDMA mit einem anderen Stoff mit starkem Suchtpotential vergleichen: Anja Meyer konnte
zeigen, dass Amphetamin eine robuste CPP induzierte, MDMA jedoch nicht. Weitere
Untersuchungen flhrten zu der Arbeitshypothese, dass die soziale Umgebung der Tiere einen
starken Einfluss hat auf die Auspragung der (sekundar) belohnenden Effekte von MDMA:
MDMA zeigte bei isolierten Ratten im Gegensatz zu Tieren in Gruppenhaltung eine deutliche
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CPP [Meyer, A. et al., eingereichte Publikation]. Dies zeigt, dass epigenetische Faktoren wie
zum Beispiel Stérungen der sozialen Umgebung die Vulnerabilitét fur die suchterzeugenden
Eigenschaften von MDMA und mdglicherweise auch anderer Suchtstoffe verstarken kénnen:
Mit anderen Worten koénnten sozial benachteiligte Personen oder Menschen, welche unter
sozialem Stress oder in sozialer Isolation leben, viel eher eine Sucht entwickeln a's Menschen
im stabilen sozialen Umfeld. Hinweise, welche auf eine Entwicklung von antisozialem
Verhalten durch MDMA deuten, konnten sehr wichtig werden, da MDMA bei langerem
Gebrauch in einer positiven Rickkopplung die suchterzeugenden und sozia isolierenden
Faktoren verstarken konnte.

Neurochemisch wurde bereits gezeigt, dass eine Unterbrechung des Flusses soziaer
Information (experimentell simuliert durch soziale Isolation) zu Verdnderungen verschiedener
Neurotransmittersysteme fuhrt (u.a. DA, NA und 5-HT) [247-249;323]. Es wére denkbar,
dass diese Veranderungen zu einer verstérkten Antwort der im Belohnungssystem
implementierten neuronalen Systeme und ebenfalls zu einer Verstéarkung der sekundéaren, mit
der Suchstoffgabe assoziierten Belohnungsreize fuhren. Andere Arbeitsgruppen haben
ebenfalls vermutet, dass die soziade Situation einen wichtigen Faktor darstellt fur die
Suchtentstehung, d.h. fur das Eintreten des , point of no return* (Ubergang von kontrollierter
zu unkontrollierter Substanzeinnahme) [324].

In dieser Arbeit sollten die Auswirkungen der sozialen Isolation auf die Platzkonditionierung
mit MDMA naher untersucht werden: Uberraschenderweise wurden hier bei beiden Gruppen
(Gruppen- und Isolationshaltung) die Ausprdgung einer starken CPP beobachtet. Diese
Diskrepanz zu alen anderen Experimenten beziiglich einer MDMA-CPP ist nicht ohne
weiteres zu erkléren; moglicherweise haben unbekannte Stressfaktoren bel  dieser
Tierpopulation zu einer stéarkeren CPP gefuhrt — ein wichtiger Einfluss von Stress auf
eventuelle Suchtentstehung konnte bereits gezeigt werden [48;227].

Der Versuch wurde daraufhin jedoch weitergefihrt: Nach einer Woche Pause und darauf
folgender, zusétzlicher Konditionierungspaarung mit umgekehrter Relhenfolge der
Behandlungen (jedoch gleichbleibender Zuordnung MDMA — belohntes Kompartiment,
Vehikel — unbelohntes Kompartiment) wurde nochmals unbehandelt ein Test durchgefihrt.
An diesem Testtag zeigten nur die isolierten Tiere und nicht die in Gruppe-gehaltenen Tiere
eine signifikante CPP (Abb. 6.10.-A , ex1*). Das Fehlen der CPP im Kontrast zum ersten Test
konnte dadurch erklért werden, dass entweder die Tiere nur am Testtag durch ein unbekanntes
Ereignis Stress erfahren hatten, welcher die Expression der CPP verstarkt hat, die

verschiedenen Ergebnisse konnten jedoch vielmehr den Einfluss eines Fehlers in der
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Versuchsdurchfihrung zeigen: Die Konditionierung erfolgte (wie in der Literatur
beschrieben) immer abwechselnd mal im belohnten, mal im unbelohnten Kompartiment und
konnte eine Perseveration eines alternierenden Tierverhaltens insofern ausgel6st haben, als
die Tiere am Testtag sich in dem theoretisch auf das zuletzt erfahrene Kompartiment folgende
vermehrt aufhielten. Ein solches Phdnomen wurde bereits in Lernversuchen mit dem T-
Labyrinth beobachtet und kénnte (wie hier gezeigt) ebenfalls in der Methodik von
Platzkonditionierungsversuchen wichtig sein. Nichtsdestotrotz war am zweiten Testtag
(,ex1") ein deutlicher Unterschied zu sehen zwischen den zwel Tiergruppen in Abhangigkeit
von ihren Haltungsbedingungen, womit die Daten dieser Arbeit mit friiheren Daten konsistent
sind [Meyer, A. et a., eingereichte Publikation]. Auch in nachfolgend immer wieder
durchgefiihrten CPP-Tests (ohne Behandlung, ,ex1-ex9") zeigten die isolierten Tiere eine
robustere CPP: Die Extinktion der Pr&ferenzantwort kam langsamer zustande. Am
Versuchstag 32 (Reinstatement: ,ris*) wurden alle Tiere, bevor sie auf eine CPP getestet
wurden, mit einer halbdosierten MDMA-Injektion behandelt. Beide Gruppen zeigten
daraufhin eine sehr starke CPP-Antwort, tendenziell war die Antwort bei den isolierten Tieren
stérker ausgepragt. Diese Befunde deuten auf einen exzessiven Ruckfal in das Craving-
Verhalten, wenn nach einer Extinktion die endogenen Stimuli des Suchtstoffes nochmals
prasentiert werden. Wahrend der wiederholten Prasentation der vorher konditionierten
Umgebung verlieren die Kontext-Stimuli allméhlich an Belohnungs-assoziierter Bedeutung;
es kommt zu einer Extinktion der Suchtstoff-assoziierten konditionierten Stimuli [311]. Wenn
es nach dieser Extinktion zu einem erneuten Kontakt mit dem Suchtstoff kommt, kdnnen die
Anreizwerte der Suchtstoff-assoziierten Stimuli erneuert werden und es kann zum Ruckfall
des unwiderstehlichen Verlangens nach dem Stoff (Craving) kommen, wie bereits fir Cocain
gezeigt wurde [198]. Ubertragen auf den Menschen bedeutet dies, dass es bei langjahrig
Abstinenten durch eine einzelne Présentation eines Suchtstoff-Stimulus oder eines Suchtstoff-
assoziierten Stimulus zu einem starken Craving kommt, welches zum Ruckfall in den
Drogengebrauch fohrt. Im Tierexperiment kann das durch einen Stimulus induzierte Craving
wiederum in dem antizipatorischen Verhaten der Tiere gezeigt werden, welche die
Suchtstoff-assoziierte Umgebung in der Platzkonditionierungs-Box in Erwartung der
Injektion und Belohnung aufsuchen, wie hier erstmals auch fir MDMA gezeigt wurde.

Parallel zur Betrachtung der Platzkonditionierung wurde die lokomotorische Aktivitét der
Tiere wahrend der Konditionierungsphase, aber auch wahrend der Testtage und der
Extinktion betrachtet. An den Test- bzw. Extinktionstagen zeigten die isoliert gehaltenen
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Tiere im unbehandelten Zustand eine Uber den gesamten Versuchsverlauf erhohte
lokomotorische Aktivitdt im Vergleich zu den in Gruppe gehaltenen Tieren. Da diese
Hyperaktivitét bereits am Versuchstag 0 (Baseline) auftritt und sich auch nicht durch die
Konditionierung oder Extinktion der konditionierten Assoziation (Suchtstoff-Kontext) andert,
ist davon auszugehen, dass diese Hyperaktivitat nicht durch die Wirkung von MDMA oder
durch die Konditionierungseffekte hervorgerufen wird. Vielmehr scheint diese Hyperaktivitét
das Ergebnis der sozialen Isolation zu sein. Von einer isolationsbedingten gesteigerten
Aktivitdt und Aggressivitédt wird in der Literatur mehrfach berichtet, jedoch sind die
Beobachtungen, insbesondere bezlglich der Hyperaktivitét, nicht immer konsistent und in
dem Mal3e ausgepragt wie in dieser Arbeit [246;248;256]. Der Grund fur die Unterschiede
kann ein unterschiedlicher Versuchsaufbau sein. Eine sehr neue japanische Arbeit konnte
zeigen, dass zwar Konzentrationen der Neurotransmitter DA und 5-HT in manchen
Hirnarealen (PFC, NAcc, DRN) grundsétzlich erniedrigt waren in isoliert aufgeziichteten
Ratten, eine Exposition von , novelty-Stress* (die Tiere wurden in unbekannte, ungewohnte
Umgebung gesetzt) die Konzentrationen in den meisten Hirngebieten jedoch wieder
normalisiert hatte, auBer im NAcc: Hier war ein massives Uberschiessen der DA- und
DOPAC-Gehalte weit Uber Normalwerte hinaus zu sehen. Die Umsatzraten der
Neurotransmitter wurden andererseits in den meisten Hirn-Gebieten durch , novelty-Stress*
erhoht bei Gruppen-Tieren, aber erniedrigt bei isolierten Tieren [191]. Trotzdem ist deutlich
zu sehen, dass die Versuchsbedingungen eine wichtige Rolle spielen fur Beobachtungen
eventueller isolationsbedingter Verdnderungen im Gleichgewicht der Neurotransmitter.

Sehr interessant war in dieser Arbeit jedoch die Beobachtung, dass eine MDMA-Gabe die
Hyperaktivitét der isoliert gehaltenen Tiere voll antagonisierte. Dies ist sowohl am Tag 32
(Reinstatement) zu sehen bei der Gabe einer sehr niedrigen Dosis MDMA (2,5 mg/kg), as
auch wahrend der Konditionierungsphase mit jeweils 5 mg/lkg MDMA.. Diese Beobachtung
erinnert an die paradoxen beruhigenden Effekte von Methylphenidat (Ritalin®) und anderen
Psychostimulantien in der Therapie des Aufmerksamkeits-Defizit-Hyperaktivitéts-Syndroms
(ADHD) bei Kindern und Jugendlichen und an die Effekte von Methylphenidat im Tiermodell
der ADHD (vgl. [159;262]). Eine beruhigende Rolle von MDMA ist in einem solchen
Hyperaktivitéatszustand ebenfalls nicht auszuschlief3en, da MDMA eine starke NA- und 5-HT-
Freisetzung verursacht, beides Neurotransmitter, welche im Mechanismus der paradoxen
Effekte von Methylphenidat in der Therapie der ADHD diskutiert werden; im Ubrigen wurde
kirzlich im Tiermodell eine wichtige Rolle des 5-HT und dadurch ein moglicher Einsatz der
SSRI in der Therapie der ADHD gefunden [89;159].
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Eine veranderte Verhadtensantwort isolierter Tiere auf dopaminerge Substanzen
(Amphetamin, Apomorphin) ist bereits gezeigt worden, alerdings eher positiv modulierend
[12;135]; jedoch konnte dieser Effekt nicht immer reproduziert werden [319]. ES muss daher
bedacht werden, dass die Verédnderungen in der serotonergen und dopaminergen
Neurotransmission und im Verhalten durch soziale Isolation stark fluktuieren kdnnen in
Abhéngigkeit von der Dauer und dem Zeitpunkt der Isolation, und dass es einen Unterschied
macht, ob Tiere ganzlich isoliert aufgeziichtet wurden oder eine Kurzzeit- oder Intermediér-
Isolation erfuhren [212;246-248].

Uber die moglicherweise verstarkende Wirkung sozialer Isolation auf Amphetamin-induzierte
Hyperlokomotion hinaus konnte ebenfalls eine erhdhte Bereitschaft der isolierten Tiere fir
Sensitivierungseffekte von Amphetamin gezeigt werden [12]. Charakteristisch fir diesen
Effekt war ebenfalls eine Abhangigkeit von der zeitlichen Lokalisation der soziaen Isolation
(val. keine oder umgekehrte Effekte bel [319]). Interessanterweise wurde in unserem
Kurzzeit-1solationsmodell ebenfalls eine Form der Sensitivierung gefunden: Wahrend bei in
Gruppe gehaltenen Tieren sich die lokomotorischen Antworten an den MDMA-
Konditionierungstagen allméhlich verstarkten und am MDMA-Chalenge-Tag (Tag 19) die
Hyperlokomotion starker ausgeprdgt war as am Tag 1, dem esten MDMA-
Konditionierungstag  (Zeichen fur die Entwicklung und Expression einer
Verhaltenssensitivierung), waren zwar die Effekte der Hyperlokomotion durch MDMA am
Tag 19 bei isolierten Tieren nicht verschieden von den Effekten am Tag 1, jedoch waren bei
detaillierter Betrachtung des Verhatens der Tiere andere Effekte sichtbar. Im Lokomotions-
Score wahrend der Konditionierungsphase (jeweiliger Vergleich der lokomotorischen
Aktivitdt am MDMA- und am Vehikel-Konditionierungstag, ausgedriickt als Anzahl der
Tiere, welche innerhalb einer solchen Paarung am MDMA-Tag verglichen mit dem Vehikel-
Tag hyperaktiv / hypoaktiv / unverandert aktiv waren; vgl. Abb 6.11. — 6.14) war zu sehen,
dass bei Isolations-Tieren anfangs (Paarung I) ein viel groRerer Anteil der Tiere unter MDMA
hypoaktiv war. Diese Zahl verkleinerte sich jedoch deutlich im Laufe des Versuchs, wahrend
die Zahl der Tiere, welche mit Hyperaktivitdt auf die MDMA-Behandlung reagierten, wuchs.
Dieser Umstand konnte ebenfalls als eine Form der Verhaltenssensitivierung gedeutet werden,
jedoch bedarf es noch weiterer Untersuchungen dieses Phanomens, um die Sensitivierung zu
validieren und auch die neurochemischen Veranderungen bei diesen Tieren zu

charakterisieren.
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6.4.3. Zusammenfassung

Trotz der Fokussierung dieser Arbeit auf Neurotoxizitdt und Sucht in Zusammenhang mit
MDMA-Behandlung wurde hier eine paradox-beruhigende Wirkung des MDMA bei
isolationsbedingter Hyperaktivitdt beobachtet; dieser Befund konnte wichtig sein fir
eventuelle Wirkungen von MDMA in Tiermodellen des ADHD-Syndroms und fir die
Erforschung der Wirkmechanismen klinisch eingesetzter und potentiell wirksamer Pharmaka.
Zu diesem Zweck missen jedoch weitere Untersuchungen durchgefihrt werden, welche
allerdings den Rahmen dieser Arbeit sprengen wirden.

Bezuglich der Suchtwirkung von MDMA wurden im Rahmen dieser Arbeit folgende
Beobachtungen gemacht:

Der Zusammenhang zwischen der Entwicklung einer Verhaltenssensitivierung und Craving
scheint bei MDMA dosisabhéngig zu sein. Hoch-dosiert MDM A -behandelte Ratten zeigten in
dieser Arbeit ene Sengtivierung der Verhaltenseffekte (beschrankt auf die
Hyperlokomotion), jedoch kein Craving. Eine niedrig dosierte MDMA-Behandlung fiuhrte
ebenfalls zur Entwicklung einer mehr subtilen, jedoch stabilen (Expression dauert mindestens
eine Woche an) Form der Verhaltenssensitivierung und bezlglich der sekundér belohnenden
Stimuli sowohl zu einem starken Craving as auch einem drastischen Ruckfallverhalten bel
erneuter Drogenexposition. Dieser Unterschied ist zunéachst Uberraschend (wenn man von
einer Dosis-Wirkungs-Beziehung in alen Substanzwirkungen ausgeht), doch wollen wir die
Effekte von Cocain in die Diskussion mit einbeziehen. Cocain ist sehr gut als
Vergleichssubstanz fur die Craving- und Sensitivierungsdiskussion von MDMA geeignet,
weil es eine Kreuzsensitivierung (in Verhalten und Neurochemie) mit MDMA zeigt [139].
Daher kann davon ausgegangen werden, dass Cocain (und Amphetamin) und MDMA gleiche
prasynaptische Veranderungen an dopaminergen Synapsen im NAcc induzieren™. Kalivas et
a postulieren die Hypothese, dass die pharmakologische Neuroadaptation auf die direkten
Wirkungen von Cocain eher fur Langzeiteffekte wie Paranoia verantwortlich ist, wahrend
neuronale Veranderungen, welche vom Lernen der Assoziationen zwischen Cocain-Injektion
und seiner endogenen Wirkung herriihren, essentiell sind fir wichtige Suchtphanomene wie
Craving und Ruckfall [140]. In unserem Versuch scheinen die Verhaltnisse éhnlicher Natur zu

sein. Wahrend hoch dosierte MDMA-Gabe zwar eine Verhaltenssensitivierung und

% Jedoch sollte nicht auRer acht gelassen werden, dass die postsynaptischen Adaptationen bei Cocain und
MDMA umgekehrte Vorzeichen haben kénnen: Wiederholte Cocain-Gabe fuhrt zur stérkeren Antwort der
accumbalen ,spiny“-Neurone auf die Gabe eines D1-Agonisten, wéahrend die Antwort nach wiederholter
MDM A-Gabe schwécher ausféllt [123;321].



MDMA in Tiermodellen der Sucht 107

neurochemische Adaptation induziert, scheint die Entwicklung eines Cravings nur durch
niedrig dosierte MDMA-Gaben stattzufinden. Der Grund dafiir kénnte in dem Umstand zu
finden sein, dass nur in niedrigem Dosisbereich Lernen noch moglich ist (vgl. Kap. 5: Bei
hoher MDMA-Dosis nehmen die Tiere weniger Informationen Uber die Umgebung auf),
welches fir die Rezeption der Assoziation zwischen Injektion, Umgebung und Wirkung von
MDMA und nach der Kalivas-Hypothese folglich auch fur die Entwicklung von Craving
wichtig ist. Ferner konnte hier gezeigt werden, dass eine intakte noradrenerge Innervation des
Vorderhirns essentiell ist fur die Entwicklung einer Verhaltenssensitivierung. Ob diese
Bedingung auch fur andere Psychostimulantien oder Suchtstoffe im Allgemeinen gilt, bleibt
noch zu kléren, konnte aber die Entwicklung neuartiger Therapiestrategien der Sucht
implizieren.

Das konditionierte antizipatorische Verhalten der Tiere im Platzkonditionierungsexperiment
ist zudem stark von Umgebungsfaktoren abhangig. So zeigen nur isoliert gehaltene Tiere eine
stabile CPP, eine grofRere Robustheit gegeniiber Extinktionsprozessen, sowie tendenziell ein
stérkeres Ruckfallverhalten. Diese erhdhte Vulnerabilitdt fur Suchtphéanomene bei sozialer
Isolation rihrt wahrscheinlich von Veradnderungen des Neurotransmittergleichgewichts im
Belohnungssystem des Gehirns und wurde bereits von anderen Autoren neben Stressfaktoren
[48;227] als wichtiger Faktor bei der Suchtentstehung vermutet [324]. MDMA fihrt zwar
zum Selbstadministrationsverhalten bel Primaten, jedoch ist dies geringer ausgepragt als bei
Cocain [162]; dasselbe gilt fur die Eigenschaft von MDMA, eine CPP auszul 6sen. Dieses eher
geringer ausgepragte Suchtpotential von MDMA kann durch epigenetische Faktoren (wie z.B.
sozidle Isolation) jedoch dramatisch verstéarkt werden, sodass MDMA ein Suchtpotential
vergleichbar dem anderer , harter Drogen* erhdt. Fir den Missbrauch von MDMA in der
Offentlichkeit wiirde dies bedeuten, dass sozialer Stress bei Jugendlichen zu einer erhdhten
Vulnerabilitdt fur eine Ecstasy-Sucht fuhrt und diese Vulnerabilitdt sogar weiter verstarkt
wird durch antisoziales Verhalten, welches als Folge UbermalZigen MDMA-Konsums beim

Menschen vermutet und im Tierversuch bereits nachgewiesen wurde [85].
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7. Neurotoxische Wirkungen von MDMA (Tell C)

7.1. Einleitung

7.1.1. MDM A-Neur otoxizitat

Wie bereits beschrieben, fiihrt MDMA-Gabe bei Nagern® und Primaten zur selektiven
Schédigung der aus dem dorsalen Raphe-Nucleus stammenden, aszendierenden serotonergen
Axone®. Zum ersten Mal beschrieb die Arbeitsgruppe um Ricaurte und Seiden 1985 die
neurotoxischen Effekte eines ringsubstituierten Amphetamins [241]; es handelte sich damals
um das 3,4-Methylendioxyamphetamin (MDA). Ahnliche Befunde zeigten ebenfalls eine
serotonerg-neurotoxische Wirkung des N-methyl-Analogons des MDA, welches ds MDMA
oder Ecstasy bereits missbraucht wurde [273]. Im Gegensatz zum Methamphetamin (METH),
welches gleichermal3en serotonerge und dopaminerge Neurone schadigt, zeigt MDMA eine
selektive Wirkung auf das serotonerge System [302].

Die Evidenz fur die neurotoxische Wirkung von MDMA wurde in den 80er Jahren durch
intensive Untersuchungen erhértet: Man fand bet MDMA-behandelten Ratten erniedrigte 5-
HT- und 5-HIAA-Konzentrationen im Gehirn, verringerte Bindung von [*H]-Paroxetin ([26]:
Bmax ist erniedrigt bei gleichbleibenden Kd-Werten, was als Mal3 fir eine erniedrigte Zahl
der Serotonintransporter (SERT) angesehen und wiederum als Degeneration der serotonergen
Axonterminale interpretiert wird), auf3erdem wurde eine erniedrigte Tryptophanhydroxylase-
Aktivitat nachgewiesen [302]. Immunhistochemische Féarbungen zeigten ebenfalls den Verlust
dunner serotonerger Axone im Vorderhirn (vor alem im Cortex, Hippocampus und Striatum),
welche im DRN ihren Ursprung haben [296].

Es gibt Hinweise, dass der MDMA-Konsum auch beim Menschen zu neurotoxischen Effekten
fuhrt. In der Zerebrospinalflissigkeit von MDMA-Usern wurden erniedrigte Werte von 5-HT
und 5-HIAA gemessen [243]; zudem konnten zahlreiche psychopathologischen Symptome
beobachtet werden (u.a. Depression, Schlafstorungen, ,flashbacks’, Angststérung,

% Ausgenommen: Maus
% Die Neurone des medianen Raphe-Nucleus (MRN) sind im Kontrast zu denen des DRN allgemein relativ

resistent gegenilber der Schédigung durch serotonerg-neurotoxische Amphetamine (MDMA, MDA, PCA)
[127].
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Impulsivitdt und Feindseligkeit, Stérungen des Gedachtnisses und der Aufmerksamkeit)
[196;306]. Trotzdem konnen diese Effekte nicht mit hundertprozentiger Sicherheit der
Wirkung von MDMA zugeordnet werden, da bel den meisten Humanstudien das
Patientenkollektiv aus Polytoxikomanen bestand [107].

Im Jahr 2000 waren von 43 gemeldeten Todesfallen in Zusammenhang mit Ecstasyderivaten
22 in Folge von Mischintoxikationen®” eingetreten [6]. In den meisten Falen schien der
Beigebrauch anderer Suchtstoffe eher beabsichtigt als unbeabsichtigt® gewesen zu sein: In
der Tat sollen Jugendliche laut einer Umfrage in jewells Uber 85 % der Falle Cannabis,
Nicotin oder Ethanol (auch in Kombination) beikonsumieren, in jeweils 50-60 % der Félle
Cocain, Speed oder LSD (zur Verstéarkung der psychotropen und aktivitétsférdernden Effekte
von MDMA) [232]. Eine norwegische Soziastudie zeigte 1999, dass Grol3stadt-Jugendliche
Ecstasy meist zusammen mit Cannabis, Amphetamin oder Heroin konsumieren. Interessant
war aber, dass nur bel Ecstasy die Assoziation mit ,, House/Techno®-Musikpréferenz gezeigt
werden konnte [222]. Dieses Ergebnis ist zwar zu erwarten gewesen, jedoch insofern von
Wichtigkeit, as eine frihere Tier-Studie mit Amphetamin einen starken Einfluss der
Umgebung auf die Amphetamin-induzierte Neurotoxizitét hatte: In Gruppe gehaltene oder mit
lautem externen Gerauschpegel beschallte, bei hohen Temperaturen und schlechter
Hydratation gehaltene Mause zeigten hohere Verhatens- und Neurotoxizitatseffekte auf
Amphetamin: ,, Aggregationstoxizitat® (Grunn & Gurd, 1940; Chance, 1946 & 1947, zitiert
und zusammengefasst bei [110]). Mit MDMA wurde dieser Versuch bis dato nicht
durchgefuhrt, jedoch ist es durchaus denkbar, dass die Enge, extrem laute Musik, Hitze und
starke Dehydratation bei ,, Rave"-Parties die neurotoxischen Effekte von MDMA verstérken.
In neuester Zeit haufen sich Berichte Uber kognitive Defizite bei Ecstasy-Konsumenten:
erniedrigte Lern-  und  Gedachtnisleistungen,  Stoérungen der  Aufmerksamkeit
[105;106;184;196;239]; wobei anzumerken wére, dass diese Storungen mit der Intensitdt des

MDMA-Konsums korrelieren (sogar nach Herausrechnen anderer (polytoxikoman)

37 11 Falle hatten aber reinen Ecstasy-Konsum zur Ursache. Diese Todesfélle waren wohl durch akute peripher-
toxische Wirkungen verursacht, jedoch waren auch 5 Suizidfédlle in Zusammenhang mit Ecstasy gemeldet [6],
welche u.U. durch Langzeiteffekte (Entwicklung eines depressiven Syndroms) verursacht sein kénnten.

% Etwa durch Beimischungen anderer Suchtstoffe in den Ecstasy-Tabletten. Die Reinheit der polizeilich
beschlagnahmten Ecstasy-Konsumeinheiten (KE) war aber vergleichbar sehr gut: 92,7 % der forensisch
andysierten KE waren Monopréparate. Davon enthielten 984 % der Monopréparate MDMA  (mit
durchschnittlich 64 mg/KE), 1,2 % Amphetamin (mit durchschnittlich 34 mg/KE) und 0,4 % andere
Amphetaminderivate (Methamphetamin, MDE, MDA, DOB). Bei den Kombinationspréparaten handelte es sich
um Mischungen von MDMA und M DA/M DE/Amphetamin/Methamphetamin [6].
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konsumierten Drogenarten, insbesondere Cannabis [105]). Bildgebende Verfahren
ermoglichen die Untersuchung der Serotonin-Transporter(SERT)-Dichte in Gehirnen von
MDMA-Konsumenten. Studien mit einem PET/SPECT-Radioliganden fur SERT ([1231]-b-
CIT) zeigten zwar erniedrigte SERT-Dichte bei akutem Ecstasy-Konsum [239;284], jedoch
keine Effekte bei abstinenten Versuchspersonen [239]. Es muss aber betont werden, dass
dieser Ligand ebenfalls am Dopamintransporter (DAT) bindet [114]; eine Uberpriifung der
Ergebnisse mit einem selektiveren SERT-Radioliganden wére angebracht: etwa mit [*'C]-
McN-5652, mit dessen Hilfe ebenfals eine erniedrigte SERT-Dichte demonstriert werden
konnte [184]. Ebenfalls durfen PET/SPECT-Studien trotz ihrer Modernitdt nicht
uneingeschrénkt in Richtung einer Neurotoxizitdt oder Regeneration interpretiert werden, da
eine starke serotonerge Entleerung gemessen an Hirngewebshomogenaten nicht unbedingt mit
einer starken Abnahme der SERT-Dichte korrelieren muss [183].

Neben den Effekten auf das SERT-Protein konnte auch eine Aufregulation von 5-HTja-
Rezeptoren im Okzipitalcortex beobachtet werden (ein Effekt, welcher ebenfalls im
Tierversuch bestdtigt wurde [10]), was ebenfalls auf eine gestorte serotonerge

Neurotransmission in Gehirnen von Ecstasy-K onsumenten hinweist [238].

7.1.2. Angenommene M echanismen der serotoner gen Neur otoxizitat

Der Mechanismus der neurotoxischen Wirkung von MDMA ist bislang nicht geklért, jedoch
gibt es einige Hinweise auf mogliche Wege, tber welche MDMA zur Schadigung der
serotonergen Axonendigungen fihren konnte. Eine sehr gute Zusammenfassung der
bisherigen Arbeiten zum Mechanismus der MDMA-vermittelten Neurotoxizitét findet sich bel
Sprague et al. [296].

Im Folgenden sollen die wichtigsten bekannten Aspekte der neurotoxischen Wirkung von
MDMA kurz angerissen werden. Vor diesem Hintergrund sollen die durchgefiihrten
Untersuchungen diskutiert werden.

Sicher belegt ist der Umstand, dass der Serotonintransporter eine Schlisselrolle im
neurotoxischen ~ Wirkmechanismus von MDMA  spielt.  Blockiert man den
Transportermechanismus (mit Hilfe von SSRI, vorzugsweise Fluoxetin), werden die
neurotoxischen Effekte von MDMA ebenfalls gehemmt, jedoch ohne die Hyperthermieeffekte
von MDMA zu hemmen oder den MDMA-Metabolismus oder dessen Akkumulation zu
modulieren [265].
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Kinetik der M DM A-Neur otoxizitat

Christopher J. Schmidt untersuchte auch die Kinetik der MDMA-induzierten Neurotoxizitét
und fand heraus, dass der Abfall der 5-HT-Konzentrationen im Gehirn einer biphasischen
Kinetik folgt: 3 und 6 Stunden nach MDMA-Gabe (10 mg/kg, s.c.) kommt es zu einer
massiven Entleerung von 5-HT; 12 und 24 h nach Injektion sind die 5-HT-Gehalte wieder den
Kontrollen angeglichen. Erst dann setzt eine langfristige serotonerge Entleerung ein, welche

z.B. 7 Tage nach Injektion gemessen werden kann [270].

Rolleder MDMA-M etaboliten

Wenn MDA oder MDMA direkt ins Gehirn injiziert werden, wirken diese Substanzen nicht
neurotoxisch [77;193]. Deshalb muss diskutiert werden, ob Metaboliten der
Methylendioxyamphetamine, welche in der Peripherie gebildet werden, die neurotoxische
Wirkung vermitteln. Der Hauptabbau von MDMA geschieht in der menschlichen Leber
hochaffin durch das zu den Cytochrom P450 Oxidasen gehdrende Enzym CYP2D6
(biphasische Reaktion, neben einer niederaffinen Beteiligung anderer CY P-lsoenzyme),
wobel der Dioxol-Ring enzymatisch gedffnet wird und das 3,4-Dihydroxymethamphetamin
(DHMA) entsteht [157]. Das DHMA wird an der Catechol-O-methyltranferrase (COMT)
weiter zu den Hydroxy-methoxy-Metaboliten abgebaut. Einen Nebenabbauweg beim
Menschen (und wahrscheinlich einen Hauptabbauweg bei der Ratte [55]) bildet die N-
desalkylierung, wobel am CY P2B6 (mit Beietiligung von CY P1A2 und CYP3A4) MDMA zu
MDA umgesetzt wird. Die weitere Metabolitenpalette des MDA (u.a. mit Piperonylaceton-
und Hippursaurederivaten) findet sich bel Ensdin et a. [75] und [154]. Dieser
Nebenabbauweg konnte insofern von Bedeutung sein, als MDA toxischer als MDMA wirkt
und mal3geblich zur MDMA-vermittelten Neurotoxizitét beitragen kann (s.u.).

Dihydroxyamphetamine (DHMA) bilden leicht ortho-Chinone und kdnnten zur Bildung von
reaktiven Sauerstoffverbindungen (,-species’ = ROS) maligeblich beitragen, welche in den
meisten Neurodegenerationstheorien das neurotoxische Substrat darstellen [49;163]. In
serotonergen Neuronen wére es denkbar, dass ROS zur Lipidperoxidierung und zum
anschlief3enden Terminalverlust neben der Inaktivierung der Tryptophanhydroxylase fihren.
Poor-Metabolizer, welchen durch einen genetischen Polymorphismus die hochaffine
Komponente (CYP2D6) der Demethylenierung (Ringoffnung) fehlt, kommen sowohl beim
Menschen als auch im Tierreich vor. Bei Tieren sind es die weiblichen Dark-Agouti-Ratten,
welchen die CYP2D6 fehlt: Diese mussten also weniger DHMA aus MDMA bilden und
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somit weniger neurotoxische Wirkungen durch MDMA erfahren. Im Vergleich mit Mannchen
gibt es jedoch keinen Unterschied®, d.h. dass es andere Wege geben muss, durch welche
Chinone oder/und ROS entstehen konnen. Trihydroxyamphetamine (Analoga des
dopaminergen Neurotoxins 6-OH-Dopamin), welche durch weitere Oxidation entstehen
konnen, sind zwar wirksam, jedoch unspezifisch: Es werden in hohem Mal%e ebenfalls
dopaminerge Axone geschéadigt (zusammengefasst bei [296]).

Ein spezieller Metabolit jedoch scheint ein geeigneter Kandidat fur die Vermittlung der
neurotoxischen Effekte von MDMA zu sein: Die i.c.v.-Administration des Glutathion-
Konjugats von Dihydroxyamphetamin (2,5-Bis-(glutathion-S-yl)-a-methyldopamin = 2,5-Di-
(glutathion-S-yl)-3,4-dihydroxyamphetamin), welches einen moglichen Metaboliten des
MDA (und des N-demethylierten MDMA) darstellt, fUhrte zu erniedrigten Konzentrationen
von 5HT und 5-HIAA im Cortex, Hippocampus und Striatum bel gleichbleibenden
Dopaminparametern [190]. Diskutiert wird die Rolle von daraus gebildeten Thioether-
Orthochinonen als Sauerstoff-Radikalbildnern und Oxidantien an Sulfhydrylgruppen von
Proteinen wie dem transmembranédren Serotonintransporter (SERT) oder dem Syntheseenzym

Tryptophanhydroxylase (TPH).

Rolle der Neurotransmitter

SEROTONIN

Fur die Vermittlung der serotonergen Neuronenschadigung koénnten durchaus ebenfals die
eigentlichen Neurotransmitter 5-HT und DA verantwortlich sein. Es gibt Hinweise, welche
fur 5-HT sprechen: 5-HT.a-Antagonisten vermindern die neurotoxischen Effekte von
MDMA; dies konnte dadurch erklért werden, dass dieser PLC-gekoppelte Rezeptor eine
intrazelluldre Ca*-Erhohung verursacht und somit eine Exzitotoxizitat nachahmen konnte.
Gegen die 5-HT-Hypothese spricht jedoch, dass die Gabe von Tryptophan oder 5-
Hydroxytryptophan die Neurotoxizité ebenfalls hemmt. Die Rolle des 5-HT,a-Rezeptors
wird eher in der Aktivierung dopaminerger Neurone begriindet sein (s.u. und [296]).

% Trotzdem zeigt eine Arbeit, dass Dark-Agouti-Weibchen eine geringere Neurotoxizitét erfahren. Hier wird
aber gezeigt, dass der N-demethylierungsweg keinen Einfluss auf die MDMA-Neurotoxizitdt hat: Sprague-
Dawley-Weibchen, welche geringere Hirnkonzentrationen von MDA (nach MDMA-Gabe) zeigen as SD-

Mannchen, zeigen die gleiche 5-HT-Entleerung wie die Ménnchen [55].
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DOPAMIN

Eine Rolle von Dopamin ist viel wahrscheinlicher, da sowohl eine Dopaminentleerung des
Gehirns die neurotoxischen Effekte von MDMA hemmt, als auch die Gabe von L-DOPA,
welche die Konzentrationen von DA im Gehirn stark erhoht, die MDMA-Neurotoxizitét
verstarkt  [296]. Weiterhin  spricht  fur die DA-Hypothese, dass be der
Methylendioxyamphetamin-Reihe die Starke der Dopaminfreisetzung (MDA > MDMA >
MDE > MBDB) mit ihrer serotonergen Neurotoxizitét korreliert [200]. AulRerdem konnte eine
molekularbiologische Arbeitsgruppe zeigen, dass die MDMA-Induktion des programmierten
Zelltodes bel serotonergen Zellen durch DA und nicht durch 5-HT potenziert werden konnte
[290].

Als mdglicher Mechanismus fir neurotoxisches DA ware denkbar, dass starke DA-
Freisetzung (welche durch 5-HT,5-Rezeptoren noch verstarkt wird) zu einer unspezifischen
(jedoch SERT-abhangigen) Aufnahme von DA in entleerte serotonerge Axonterminale fuhrt.
DA verwellt dort im Cytoplasma und wird folglich durch die MAO-B abgebaut. Dabel
koénnen in hohem Mal3e , reaktive Sauerstoffspezies* (ROS) entstehen, u.U. Uber DOPAL, den
Zwischenmetaboliten des DA, oder ebenfals Uber einen Thioether-Metaboliten
[163;168;296;329].

Gegen DA as Mediator der Neurotoxizitét spricht jedoch, dass zwar im Striatum, wo hohe
DA-Konzentrationen vorliegen kénnen, die Neurotoxizitét von MDMA erklart werden kann;
der Cortex und Hippocampus jedoch, wo ebenfalls serotonerge Neurone geschadigt werden,

wird nur gering dopaminerg innerviert.

Reaktive Sauer stoffspezies (ROS)

Ein weiteres Argument gegen die DA-Hypothese ist die fehlende Bildung von
Hydroxylradikalen durch d-Amphetamin (welches ebenfalls ein méchtiger DA-Freisetzer ist),
MDMA jedoch bildet effektiv ROS (beidesmal gemessen als Umsatz von Salicylsdure zur
Dihydroxybenzoesaure in vivo [285]). Andererseits blockierten Inhibitoren beider
monoaminergen Transporterproteine, Fluoxetin (SSRI) und Mazindol (DAT-Inhibitor), die
Bildung von ROS durch MDMA [286].

Ascorbinsaure oder Cystein wirken als Antioxidantien ebenfalls protektiv bei MDMA-
induzierter Neurotoxizitéat [112;287]. Acetylsalicylsaure jedoch, ein Hydroxyl-Radikal-
Fanger, wirkte nicht protektiv gegen MDMA-induzierte Schéden am serotonergen System,
daher wird diskutiert, ob die MDMA-Neurotoxizitét eher Uber Peroxid- und andere Radikale
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vermittelt wird. Acetylsalicylsdure verstérkte in dieser Studie sogar die MDMA-induzierte
Hyperthermie und Letalitat [327]!

Apoptose

Neurotoxische Noxen, wie ein exzitotoxisches Ereignis (Glutamat-Uberaktivitat, welche tiber
NMDA-Rezeptoren zu einem starken [Ca'] i -Anstieg fiihrt), kénnen zu der Induktion einer
Zellnekrose (schneller Zelltod bei starker Exzitotoxizitét) oder Apoptose (Induktion des
programmierten Zelltodes bel milder Exzitotoxizitét) fihren [206]. Be vielen
neurodegenerativen Erkrankungen werden apoptotische Veranderungen als wichtiger
M echanismus und Schitissel zu neuen Therapiestrategien angesehen [43;148;208;221].

Sowohl Hyperthermie as auch viele Toxine fihren als Apoptose-charakteristische Faktoren
zu einer subnekrotischen Zellschadigung [43]; dartber hinaus konnte fir MDMA eine klare
Induktion apoptotischer Mechanismen in vitro gezeigt werden [290;303]. Der Mechanismus,
welcher zur Apoptose-Induktion durch MDMA fihrt, ist bisher nicht bekannt, Glutamat-
Freisetzung wird im Striatum zumindest erniedrigt; trotzdem wirkt der nicht kompetitive
NMDA-Antagonist MK-801 (Dizocilpin) sehr gut protektiv bei der MDMA-vermittelten
Neurotoxizitat [296]. Ausserdem wird angenommen, dass oxidative Schadigung durch ROS
ebenfalls zur Apoptose (neben Nekrose) fuhren kann; es wird die Rolle von Dopamin und NO
diskutiert.

FRAGESTELLUNG

In der vorliegenden Arbeit sollte neben induzierbaren Transkriptionsfaktoren (c-Fos als
Marker neuronaler Aktivitét, aber auch in neurodegenerative Prozesse involviert) ebenfals
die Expression zweier Apoptose-regulatorischer Proteine (Bcl-2, Bax) im Gehirn MDMA-
behandelter Ratten untersucht werden. Das Gen, welches fir Bcl-2 kodiert, wurde 1984 zum
ersten Mal aus B-Zell-Lymphomen geklont; das Protein ist hier abnormal exprimiert und
wirkt Apoptose-hemmend [43]. Bax (,Bcl-assoziiertes X-Protein®) ist ebenfalls ein zur Bcl-
Familie gehdrendes Onkoprotein und das proapoptotische Homolog zu Bcl-2. Es wird
angenommen, dass Apoptose reguliert wird durch das Gleichgewicht von Bcl-2 zu Bax,
welche Homo- und Heterodimere bilden kdnnen und deren Expressionsmuster zueinander das
Uberleben oder Sterben einer Zelle bestimmen, indem andere Proteinkaskaden gehemmt oder
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induziert werden®. AuRerdem gibt es Hinweise darauf, dass im ZNS verschiedene
Expressionsmuster dieser regulatorischen Proteine je nach Neuronenpopulation vorkommen
(z.B. exprimieren Purkinje-Zellen relativ hohe Levels an Bax verglichen zu Bcl-2, was zu

einer starkeren Vulnerabilitéat gegen Noxen fuhrt; zusammengefasst in [43]).

Neben den  immunhistochemischen  Untersuchungen  sollten  ebenfalls  die
Gewebskonzentrationen relevanter monoaminerger Neurotransmitter (5-HT, DA, NA) in
striatalen Hirnkernen der Basalganglien nach verschiedenen MDMA-Behandlungsschemata
untersucht werden und die Ergebnisse vor dem bekannten theoretischen Hintergrund zum
Mechanismus der MDMA-Neurotoxizitét diskutiert werden. Insbesondere wurde aus
nachstehend benannten Griinden der Fokus auf die Rolle von Noradrenalin in der MDMA-

induzierten, serotonergen Neurodegeneration gerichtet.

Rolle von Noradrenalin in neurodegenerativen Erkrankungen

Noradrenalin wird in der Parkinson’ schen Erkrankung al's potentiell neuroprotektive Substanz
diskutiert: Es wird angenommen, dass noradrenerge Neurone primér bereits im frihen
Stadium der Krankheit degenerieren und der fehlende Schutz sekundér die dopaminergen
Neurone vulnerabel macht fir andere (exzitotoxische) Noxen. Diese Hypothese baut auf
mehreren Beobachtungen auf:

Erstens ist zu beobachten, dass neben einer Degeneration der dopaminergen Neurone
ebenfalls noradrenerge Neurone degeneriert sind, dies insbesondere bel Patienten mit
zusétzlich diagnostizierter Demenz [90;230].

Zweitens konnte im Tierversuch gezeigt werden, dass eine zusdtzliche Lasion des Locus
Coeruleus (LC) zu ener stéarkeren Parkinson-Symptomatik bei MPTP-behandelten Affen
fahrt [180;181]; auRRerdem intensiviert sie Neuroleptika-induzierte Parkinson-Symptomatik
und verringert antiakinetische Wirkung von Glutamat-Antagonisten und L-DOPA [263;264].
Drittens wirken a2-Antagonisten, welche die Feuerrate der noradrenergen Neurone erhohen,

antikatal eptisch und modulieren positiv die Dopaminsynthese [263;267]. Eine neuere Studie

“0 |nduktion sog. Caspasen: Bcl-2 ist in der &uReren Mitochondrienmembran lokalisiert und verhindert die
Freisetzung von Cytochrom C, kann jedoch durch andere proapoptotische Regulatoren (Bad, Bax) inhibiert
werden. Freies Bax kann aber auch durch Bildung von Megaporen in der Mitochondrienmembran die
Freisetzung von Cytochrom C aus Mitochondrien induzieren, welches an den Caspase-Aktivator APAF1 bindet.
Dadurch wird die Pro-Caspase-9 aktiviert, welche wiederum Caspase-3 aktivieren kann und so die Protein-
Kaskade in Gang setzt, welche letzten Endes zum Zelltod fuhrt [237].
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zeigt ferner sogar einen neuroprotektiven Effekt von NA (oder Blockade der a,-Rez.) bei
exzitotoxischer Neuronenschadigung [178]. Es wird vermutet, dass Noradrenain auf das
dopaminerge System neuroprotektiv wirkt (sehr ausfihrlich dargestellt bel Gesi et al. [93]).

Aus diesen Grunden wurde in dieser Arbeit ebenfalls der potentiell neuroprotektive Einfluss
von Noradrenalin auf die neurotoxische Wirkung von MDMA untersucht. Hierzu wurde der
LC selektiv durch das Neurotoxin DSP-4 ladiert. DSP-4 [N-(2-Chloroethyl)-N-ethyl-2-
bromobenzylamin-hydrochlorid] ist ein noradrenerges Neurotoxin, welches selektiv die
aufsteigenden Axone der noradrenergen Neurone des Locus Coeruleus (LC-NA) zerstort
[88;93;173].
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7.2. | mmunhistochemische Untersuchungen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Neurotransmitter Serotonin und Dopamin (indirekt Gber
Antikérper gegen das Syntheseenzym Tyrosinhydroxylase) fir die Lichtmikroskopie
visualisiert mittels einer immunhistochemischen Farbung in koronaren Hirnschnitten.

Ferner wurden auch die Expressionsmuster der apoptotisch-regulatorischen Proteine Bcl-2
und Bax in striatalen Hirnschnitten untersucht (Hintergrund siehe oben), sowie das
Expressionsmuster des induzierbaren Transkriptionsfaktoren c-Fos. Dieser Faktor wurde als
v-Fos-Onkogen urspringlich 1982 in Osteosarcoma-Virallinien entdeckt. Das zelluldre
Homolog (c-Fos) wurde in Experimenten zu Wachstumsfaktor-Zell-Interaktionen als
nukledres  Phosphoprotein  identifiziert, welches schnell und transient als

Transkriptionsregulator fir unterschiedliche Gene induziert werden kann [130].

7.2.1. Material und Methoden

Die Histochemie-Urspringe sind eng mit zwei Neuroanatomen verknupft: Die Silber-
Imprégnierung, entwickelt durch den italienischen Neuroanatomen Camillo Golgi und
extensiv genutzt durch den Spanier Santiago Ramoén y Cajal, ermdglichte erstmals die
Visualisierung der Nervenzellen fur die Lichtmikroskopie [69].

Ende der 60er bzw. Anfang der 70er Jahre wurden die ersten Arbeiten publiziert, wobel
Antikérper angewandt wurden zur Visualisierung von spezifischen Enzymen und Zell-
Proteinen; seitdem kam es zu einem regelrechten Boom dieser Technik als méchtige
Anwendung in der Neurobiologie, mit deren Hilfe viele grundlegende Arbeiten Uber
neurologische Probleme und das Versténdnis der Hirnanatomie erst moglich gemacht wurden
[61].

In dieser Arbeit wurde die Methode der Immunhistochemie angewandt zur Visualisierung
bestimmter Neurotransmitter bzw. deren Syntheseenzym (5-HT und TH) und Proteine
(induzierbare Transkriptionsfaktoren, ITF;, Apoptose-regulatorische Proteine der Bcl-
Familie). Dazu wurden Tiere nach Abschluss der Verhaltensbeobachtung der Wirkung einer
einmaligen hoch dosierten MDMA-Gabe narkotisiert, perfundiert und deren Gehirne fir die

immunhistochemische Farbung vorbereitet, geschnitten und immunhistochemisch angefarbt.
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7211 Tiee

Es wurden mannliche Sprague-Dawley-Ratten (Charles-River, Sulzfeld, Deutschland)
verwendet mit einem Korpergewicht von 210 — 298 g bei Versuchsbeginn. Sie wurden in
Gruppen gehalten unter konstanten klimatischen Bedingungen (Raumtemperatur 23 = 3 °C;
Luftfeuchte 40-60%), in einem 12/12 h Licht-Dunkel-Zyklus (Licht an: 07:00). Sie bekamen
taglich 12 g/Tier Standard-Ratten-Futter (Altromin, Lage), Wasser stand ,ad libitum* zur
Verfligung.

7.2.1.2. Substanzen

MDMA-HCI (20,0 mg/ml) wurde gel6st in Phosphat-gepufferter isotonischer Kochsalzlésung
nach der Dulbecco-Rezeptur (Dulbecco’s PBS, Sigma Deisenhofen, Deutschland = 0,2 g KCl,
0,2 g KH,POg4; 8,0 g NaCl; 1,15 g NaoHPO,4/ 1 | H,O-dest) und subkutan (s.c.) injiziert als 1
mi/kgK G.

2 Tele Pentobarbital-Natrium (,Narcoren“=16%, Meria GmbH, Hallbergmoos,
Deutschland) wurden mit 3 Teilen Aqua ad iniectabilia (Delta Pharma, Pfullingen,
Deutschland) verdinnt, sodass sich eine anwendungsfertige Lésung mit einer Konzentration
von 64,0 mg/ml ergab.

0,5 ml einer gebrauchsfertigen Heparin-Injektionslosung (Vetren 200® = 200 I.E./ml; Byk-
Gulden, Konstanz, Deutschland) wurden in einer Insulinspritze aufgezogen (entspricht 50 I.E.

/ Spritze) und intraperitoneal injiziert.

7.2.1.3. Gewebspr apar ation und Fixierung

Um die Gehirne der Tiere in moglichst perfekt fixiertem Zustand zu erhalten, wurden sie 3 h,
48 h und 2 wo nach Gabe von 20 mg/lkg MDMA oder Vehikel perfundiert (jeweilige n=5). Zu
diesem Zweck wurden sie 15 min vor geplantem Perfusionsbeginn mit Natriumpentobarbital
(64 mg/kg, i.p.; bel akut MDMA-behandelten Tieren wurde die Dosis auf 80% reduziert)
narkotisiert, 10 min danach wurde ihnen Heparin (50 |.E. Festdosis, i.p.) injiziert. In tiefer
Narkose (~15 min nach Barbiturat-Injektion wurde der Bauchraum auf der Hohe des
Sternums chirurgisch getffnet und das Diaphragma entlang des Brustkorbs durchtrennt.
Durch die linke Herzkammer hindurch in die aufsteigende Aorta wurde eine Sondenkanile
eingefuhrt und fixiert, durch welche erst 50 ml 0,9% NaCl und im Anschluss 250 ml
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Fixierlosung (2,5 % PFA, 0,1 % GDA in 0,125 M Phosphatpuffer, pH 7,4) perfundiert
wurden. Die herauspréparierten Gehirne wurden in der Fixierlésung fur 2 h nachfixiert und
Uber 24 hin 0,125 M Phosphatpuffer, pH 7,4 bei 4°C gespilt. Danach wurden sie fir weitere
24 h in Saccharoselsung 5 % und weliter bis zum Absinken in Saccharosel 6sung 30 % (beide
Losungen in 0,125 M Phosphatpuffer, pH 7,4; 4°C) kryogeschiitzt und anschlief3end auf

gepulvertem Trockeneis schockgefroren und bel —80°C bis auf weiteres gelagert.

7.2.1.4. Gewebsaufbereitung

Die perfusionsfixierten Gehirne wurden in einem Kryostaten (Leica CM 3050, Bensheim,
Deutschland) bei —20°C Kammertemperatur in 40 um dicke Frontalschnitte geschnitten,
welche in 0,05 M Tris-gepufferter Saline (TBS), pH 7,6 aufgefangen wurden. Zum Auffangen
und Aufbewahren der Schnitte wurden 24-well-Zellkulturgefal3rahmen (Costar®, Corning
Inc., Corning, NY, USA) verwendet mit einem Raster von 6 Spalten x 4 Reihen, wobel jede
Reihe eine Schnittserie darstellte bei einer Summe von 4 Serien.

Bis zur Farbung wurden die Schnitte unter Zusatz von 0,1 % Natriumazid bei 4°C gelagert.
Bel langeren Lagerzeiten wurden die Schnitte in eine Kryoschutz-Losung (Ethylenglykol
(p.a, Merck) / TBS, 1:1) in Eppendorf-Cups Uberfuhrt und bei —20°C gelagert.

7.2.1.5. Objekttrager

Die Objekttréger (3 x 1 inch, geputzt/gebrauchsfertig, R. Langenbrink, Emmendingen,
Deutschland) wurden zweimal in eine Gelatineldsung 0,7% (1,4 g Gelatine (Merck); 140 mg
KCr(SO,),; eine Spatelspitze Thymol in 200 ml H,O) getaucht mit zwischenzeitlichem und
abschliefiendem Trocknen bel RT.

7.2.1.6. Nisslfarbung

Fur die Nisdfarbung wurden die Schnitte einer Serie unmittelbar aus der TBS-Losung auf
gelatinisierte Objekttrager aufgezogen, luftgetrocknet und 24 h lang in n-Propanol/EtOH (1:1)
entfettet. Am nachsten Tag wurden sie fur jeweils 5 min in absteigender Alkoholreihe (EtOH
100% - 100% - 90% - 70% - 50% - H,O) rehydriert, fir 40 sin die Thioninldsung (4,35 mM
Thionin = 3,7-Diamino-5-phenothiaziniumacetat, Sigma Deisenhofen, in 100 mM Essigsdure
+ 36 mM NaOH) getaucht und unmittelbar darauf 10 min bei fliefendem demineralisierten

Wasser vom Uberschiissigen Farbstoff freigespilt. Dann folgte eine aufsteigende Alkoholreihe
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(je 5 min EtOH 50% - 70% - 90% - 96%), eine Differenzierung der Farbung (variabel 1-4 min
EtOH 96% + Eisessig (wenige Spritzer auf 200ml)) und weitere Dehydrierung mit 10 min
EtOH 100%; Kl&rung durch jeweils 15 min a-Terpineol/Xylol (1:1) — Xylol — Xylol, und
abschliefRendem Bad (1h) in Xylol.

Danach wurden die Schnitte direkt aus dem Xylolbad mit Entellan (Merck, Darmstadt,
Deutschland) eingedeckelt.

7.2.1.7. Immunhistochemie

Die immunhistochemische Methode dient dem Nachweis und der Identifikation bestimmter
antigener Komponenten in Zellen und Gewebeschnitten durch spezifische Antikorper
[61;257]. So wurden hier die Neurotransmitter Serotonin (5-HT) und indirekt Dopamin tber
sein Syntheseenzym Tyrosinhydroxylase (TH), sowie der Transkriptionsfaktor c-Fos als

antigene Komponenten indirekt angeféarbt und fur die Lichtmikroskopie sichtbar gemacht.

Fur den immunhistochemischen Nachweis der relevanten Neurotransmitter und Proteine
wurden die perfusionsfixierten Gehirnschnitte in einer ,free-floating*-Methode mittels
spezifischer Antikorper geférbt. Die eigentliche Farbung der Antigen-préasentierenden
Substanzen erfolgte mittels der Avidin-Biotin-Methode [61], wobei die Hirnschnitte zuerst fur
48 h bei 4°C mit einem Primérantikdrper inkubiert wurden, welcher an das jeweilige Antigen
spezifisch binden sollte; nach einer Waschphase wurden die Schnitte mit einem Biotin-
konjugierten Sekundarantikorper (gegen die Wirtspezies des Primarantikorpers) inkubiert.
Nach erneutem Abwaschen des Uberschissigen Antikorpers wurde mit einem
M eerrettichperoxidase(HRP)-konjugierten Avidin-Biotin-Komplex inkubiert, und
anschlief?end wurde an der HRP eine enzymatische Reaktion durchgefiihrt, wobei unter
Zusatz von Wasserstoffperoxid der chromogene Elektronendonor 3,3'-Diaminobenzidin

(DAB) zu einem unl6slichen braunen Farbstoff oxidiert wurde.

Zur Verstarkung der Farbung konnen verschiedene Schwermetallionen (Os, Co, Cu, Ni)
verwendet werden, wobei meist schwarze Niederschldge entstehen. Diese Variation der
immunhistochemischen Reaktion wurde verwendet bei Doppelfarbungen, wobei zuerst c-Fos-
aktive Zellkerne mit einem Schwermetall-verstarkten DAB-Produkt geférbt wurden (mit
Ni(NH4)2(SO4)2, Ammoniumnickelsulfat-Hexahydrat, Fluka Chemie, Buchs, Schweiz) und
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anschlief3end, in einem erneuten Farbedurchgang, der Neurotransmitter der Neurone mit einer

einfachen (nicht Ni-verstarkten) Farbereaktion geféarbt wurde.

Um falsch-positive Resultate dieser Nachweismethode zu vermeiden, wurden die Schnitte zu
Beginn der Farbeprozedur mit EtOH 50% / H,O, 3% behandelt. Somit wurde die
peroxidatische Aktivitat des Ham-Molekils (in Geféalkapillaren verbliebene Erythrozyten)
und die endogene Peroxidaseaktivitét wirksam gehemmt.

Die Spezifitét der Immunreaktion wurde zudem an Kontrollschnitten nachgewiesen, die ohne
den Primér- bzw. Sekundarantikorper inkubiert wurden, bzw. der Primérantikorper mit der
korrespondierenden Peptidsequenz (geliefert vom jeweiligen Hersteller) préadsorbiert wurde,

wobei jewells keine Immunreaktion zu sehen war.

Im Detail wurde die Farbemethode wie folgt durchgefuhrt (ndhere Informationen zu den
verwendeten Antikdrpern und Reagenzien finden sich in Tabelle 7.1.):

Die Schnitte wurden 3x10 min in 0,05 M TBS-Triton, pH 7,6 (TBS-Puffer, enthaltend 0,5%
Triton X-100 zur Permeabilisierung der Zellmembranen und Unterdriickung der hydrophoben
Wechselwirkungen zwischen Antikérpern und Geweben [257], Triton X-100, Sigma
Chemicals, St. Louis, MO, USA) gewaschen, und danach fir 20 min in H,O, 3% / EtOH 50%
gebadet zur Inaktivierung der endogenen Peroxidase und verstérkten Permeabilisierung der
biologischen Membranen. Nach 45 min Inkubation in 12 % normalem Ziegen- (NGS) bzw.
Pferdeserum (NHS) in Triton-TBS (entsprechend der Wirtsspezies des Sekundérantikorpers;
bezweckend die Abséttigung freier reaktiver Gruppen im Gewebe, welche besonders nach
Aldehydfixation zur starken unspezifischen Bindung der 1gG fuhren kénnen [257]) wurden
die Schnitte ohne nochmaliges Waschen in der jeweiligen Primarantikorperlosung (in 2%
NGS bzw. NHS in TBS-Triton) bel 4°C fur 48 h inkubiert. Danach wurden sie nacheinander
fiar 45 min be RT im entsprechenden biotinylierten Sekundéarantikdrper (Ziege-anti-
Kaninchen bzw. Pferd-anti-Maus, jeder in 2% entsprechendem Serum in TBS-Triton) und fur
90 min bei RT im Avidin-Biotin-Reagenz (ABC-Kit frisch 30 min vor Gebrauch angesetzt in
TBS) inkubiert. Jeder Antikorper-Inkubationsschritt wurde mit einer Waschphase von 3x10
min TBS-Triton, der Avidin-Biotin-Inkubationsschritt mit einer Waschphase von 1x10 min
TBS-Triton + 2x10 min TBS beendet.



122

Neurotoxizitét von MDMA

Tabelle 7.1.: Ubersicht (ber die in immunhistochemischen Methodik verwendeten
Antikorper.
Antikor per Art Epitop Hersteller verw.
Verdinnung
Primarantikdrper
rabbit-anti-5HT polyklonal Protos Biotech, 1:15000 bzw.
New York, NY, 1:16000
USA
mouse-anti-TH monoklonal Peptidsequenz DiaSorin, 1:40000
(LNC1) im mittleren Stillwater, MN,
Abschnitt des USA
Proteins
rabbit-anti-cFos (4) | polyklonal N-terminales Santa Cruz 1:16000
IgG Peptid Biotech,
(Aminosauren 3- | Santa Cruz, CA,
16) des humanen | USA
c-Fos p62
Protein
rabbit-anti-Bcl-2 polyklonal N-terminale Santa Cruz 0,5 pg/ml
(N19) IgG Sequenz des Biotech,
humanen Bcl-2 Santa Cruz, CA,
Proteins USA
rabbit-anti-Bax polyklonal N-terminales Santa Cruz 0,5 pg/ml
(B-9) IgG Peptid Biotech,
(Aminosauren Santa Cruz, CA,
43-61) des Maus-| USA
Bax- Proteins
Sekundarantikdrper
biotinylated goat polyklonal Vector 0,5 pg/ml
anti-rabbit IgG (H+L) Laboratories,
Burlinghame,CA,
USA
biotinylated horse | polyklonal Vector 1:1000
anti-mouse IgG (H+L) Laboratories
Sera und weitere Reagenzien
normal goat serum Vector -
Laboratories
normal horse Vector -
serum Laboratories
Vectastain Elite Avidin- Vector 1:500
ABC Kit Biotin-HRP- Laboratories
Reagenz
3,3- als gebrauchsfertige Tabletten Sigma Chemicals,
Diaminobenzidin (10mg/Thbl) bzw. St. Louis, MO,
(DAB) selbsthergestellte aliquotierte USA
Stammldsung aus DAB.4HCI in
H,O 40mg/1,5m|
H,0, 0,3% frisch hergestellt aus H,0O, 30% Merck, Darmstadt, |45 ul/1,5ml

PhEur (medizinisch, reinst)

Deutschland
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In der eigentlichen Féarbereaktion folgte anschlief3end erst eine Vorinkubation in DAB (15
min RT in 0,25 mg/ml in TBS bzw. 0,10 mg/ml TBS-Ni), nach Zusatz von 45ul/1,5 ml DAB-
Losung H,0O, 0,3% wurde die enzymatische Reaktion gestartet und die immunhistochemische
Farbung sichtbar gemacht. Die Schnitte wurden auf

gelatinisierte Objekttrager aufgezogen, luftgetrocknet, in einer aufsteigenden Alkoholreihe
dehydriert, in Xylol geklart und eingedeckelt mit Entellan®.

7.2.1.8. Mikroskopische Auswertung

Die qualitative und quantitative Auswertung wurde an einem Zeiss Axiophot | Mikroskop
(Carl Zeiss, Jena, Deutschland) sowie einem Leica Mikroskop (Leica, Bensheim,
Deutschland) mit einer angeschlossenen Bildauswertung (Quantimet Q600, Leica, Bensheim,
Deutschland) durchgefihrt.

Mit Hilfe der Nisd-Farbung konnten einzelne Hirnarede innerhalb der relevanten
Hirnschnitte genau definiert und an korrespondierenden, immunhistochemisch geférbten

Schnitten genau zugeordnet werden.

Eine qualitative Beschreibung erfolgte fir die Expression der apoptotischen Proteine und die

Einfach-Farbungen der serotonergen Neurone.

Zur halbquantitativen Auswertung der immunhistochemisch angeférbten Hirnschnitte wurden
jeweils die Hirnschnitte MDMA-behandelter Tiere mit denen der Kontrolltiere verglichen.
Eine leichte bis starke Zunahme der Expression (c-Fos) wurde mit +1 bis +3 notiert, eine

Abnahme mit entsprechenden negativen Werten.

Die vollquantitative Auswertung der c-Fos-Expression wurde zweidimensional (da relativ
diinne, nicht benachbarte Schnitte verwendet wurden), mittels stereologischer Methoden nach
Gundersen et a. [113] durchgefiihrt. Es wurden reprasentative Ausschnitte der Gehirnareale
ausgezahlt: Zwei Segmente, jeweils innerhalb des medialen und des lateralen CPu, NAcc-
shell und NAcc-core (jeweils der gesamte Hirnkern); reprasentative Segmente innerhalb des
mediaen, zentralen und basolateralen Nucleus der Amygdala, der gesamte mediale PFC (PrL
und IL), der gesamte paraventrikuléare Nucleus des Thalamus (PVN), die gesamte laterale

Habenula (LHb) und der Gyrus dentatus des Hippocampus. Mit Hilfe der PC-unterstiitzten
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Video-Bildauswertung konnten die Areal-Grenzen exakt definiert werden, wie auch

eventuelle Fehl-Flachen (Locher im Gewebe) exakt subtrahiert werden konnten.

. . . Q — r]IR- Kerne 2 .
Die Ergebnisse wurden as Quotient - ASeg [mm™] angegeben (Mit Nir.keme aS
ment

Anzahl der immunreaktiven Zellkerne pro Segment und Asgment 8lS Flache des Segments).
Das Mittel der einzelnen Quotienten pro Hirngebiet und Tier ergab die relative

Expressionsdichte der c-Fos-Kerne .

7.2.2. Ergebnisse

Die immunhistochemische Farbung der Hirnschnitte durch den DRN mit Antikérpern gegen
5-HT ergab folgendes Ergebnis: 48 h nach einer einmaligen MDMA-Behandlung mit 20
mg/kg war im gesamten DRN eine stark erniedrigte Immunreaktivitdt (IR) zu sehen (Abb.
7.1.). Zwei Wochen nach der MDMA-Gabe war die 5-HT-IR jedoch gleich derjenigen der
Kontrolltiere. AulRerdem war zwei Wochen nach MDMA-Gabe im PFC eine verringerte
Dichte an serotonerg angefarbten Axonterminalen verglichen mit den Kontrolltieren zu

beobachten.

Die Ergebnisse der Expression der Apoptose-Proteine waren nicht konsistent. Einzig
innerhalb der Fasertrakte des Corpus calosum (cc) und Cingulum (cg) sowie innerhalb des
dorsalen Striatums (dorsaler, an cc angrenzender Teil) waren akut (3h) nach MDMA-Gabe
Glia-ghnliche (Astrozyten) Strukturen zu sehen, welche eine Bax-positive Immunreaktivitat
zeigten (Abb. 7.2.). Bcl-2-Immunresaktivitét war zu diesem Zeitpunkt ebenfalls hochreguliert,
eine genaue Zuordnung zu neuronalen Strukturen war jedoch nicht mdglich: ES schienen
sowohl Zellkorper as auch dinne Axonsegmente mit Bcl-Antikorpern angeféarbt zu sein
(Abb. 7.3.). In den anderen Geweben war die Qualitét der Farbungen fir eine Auswertung
nicht zufriedenstellend.
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Abb. 7.1.: Mikrophotographien frontaler Schnitte durch den DRN immunhistochemisch fur 5-HT
geféarbt. Bild A, C: Vehikel-behandelte Tiere; B, D: MDMA (20mg/kg)-behandelte Tiere; 48 h (A,B)
bzw. 16 d (C,D) nach der Injektion.

Bregma (AP) = - 8,0 mm; Balkenldnge = 0,1 mm

Akut nach MDMA-Gabe konnte qualitativ und halbquantitativ ebenfalls eine Aufregulation
des c-Fos-Proteins festgestellt werden: 3h nach MDMA-Injektion war die Expression von c-
Fos stark erhoht im PFC, pe-Cx (parietaler = motorischer und sensorischer Cortex), CPu,
NAcc, Hip, Amy (vor allem CeA) und im DRN (v.a in lateralen Subarealen des DRN).

Im Striatum konnte bel differenzierter Betrachtung starke Féarbung von c-Fos-positiven
Zellkernen in medialen und ventralen Abschnitten des CPu (Ubergangsgebiete zum NAcc),
neben einer diffusen Verstéarkung der Hintergrundfarbung in dorsalen Teilen (angrenzend an
das cc), beobachtet werden.
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Abb. 7.2.: Mikrophotographien frontaler Schnitte durch das anteriore Striatum (CPu), corpus callosum
(cc) und cingulum (cg), immunhistochemisch gefarbt fir Bax.
Bild A,C: Vehikel-behandeltes Tier; Bild B,D: MDMA (20mg/kg)-behandeltes Tier; 3 h nach der

Injektion. Bregma (AP) = + 1,0 mm; Balkenlange = 1,0 mm (niedrige Vergrof3erung; A,B) bzw. 0,1
mm (hohe Vergrol3erung; C,D)
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Abb. 7.3.: Mikrophotographien frontaler Schnitte durch das anteriore Striatum, immunhistochemisch
geféarbt fur Bel-2. Bild A,C: Vehikel-behandeltes Tier; Bild B,D: MDMA (20mg/kg)-behandeltes Tier;

3 h nach der Injektion. Bregma (AP) = + 1,6 mm; Balkenldnge = 1,0 mm (niedrige Vergrof3erung;
A,B) bzw. 0,1 mm (hohe VergrofRerung; C,D)
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Abb. 7.4.: Mikrophotographien frontaler Schnitte durch das anteriore Striatum, immunhistochemisch
geférbt fur c-Fos. Bild A: Vehikel-behandeltes Tier; Bild B: MDMA (20mg/kg)-behandeltes Tier; 3 h
nach der Injektion.

Bregma (AP) = + 1,2 mm; Balkenldnge = 1,0 mm
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Abb. 7.5.: Akutexpression des c-Fos-Proteins in einem Koronarschnitt durch den DRN 3 h nach
Behandlung mit Vehikel (A) oder 20 mg/lkg MDMA-HCI (B). Die dargestellten Hirnschnitte wurden

doppelgefarbt mit Antikdrpern gegen Serotonin (braun) und gegen c-Fos (schwarz). Bregma= - 8,0
mm.
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Abb. 7.6.: VergroRerte Darstellung des doppelgeférbten Raphe-Préparats. serotonerge Neurone
(braun), c-Fos-positive Zellkerne (schwarz). Zu beachten: serotonin-negative & c-Fos-positive
Zellkerne (schwarze Pfeil€); serotonin-positive & c-Fos-positive Zellkerne (weil3e Pfeile).

Die vollquantitative Auszdhlung der c-Fos-immunreaktiven Zellkerne im Vorderhirn MDMA.-
vorbehandelter Tiere (vgl. Abb. 7.7.) ergab fogende Ergebnisse: In der basolateralen
Amygdala und im gesamten Striatum war die c-Fos-Expression 14 Tage nach Behandlung mit
einer einmaligen MDMA-Gabe leicht, jedoch statistisch signifikant erniedrigt (ts a=3,08;
tancru=4,43; tacr=5,00; tomcru=3,59; toicrui=2,50; tnacc-co=2,43; Inaccsh=3,43; N=8/Gruppe).
Der paraventrikuldre Thalamuskern (PVN) behielt seine hohe Fos-Expressionsdichte bel, in
der benachbarten lateralen Habenula jedoch war die c-Fos-Expression tendenziell erniedrigt.
Im Gyrus dentatus der hippocampaen Formation (DG) war die c-Fos-Immunreaktivitét stark
erhoht (t=4,78; n=8/Gruppe). Im Ursprungsgebiet der serotonergen Neurone, dem DRN
selbst, war die Gesamt-Expression von c-Fos leicht erniedrigt, statistisch signifikant war diese
Erniedrigung jedoch nur im ventromedialen Subareal des DRN (t=2,88; n=4/Gruppe).
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Abb. 7.7.: Expression des induzierbaren Transkriptionsfaktors c-Fos in verschiedenen Gebieten des
Gehirns 14 Tage nach Behandlung mit 20 mg/lkg MDMA-HCI. A: Préfrontaler Cortex (pfc),
Amygdala (bla, cea, med), dorsales anteriores (alcpu, amcpu) und posteriores (plcpu, pmcpu) Striatum,
NAcc-core und -shell (acc-co, acc-sh); B: Paraventrikuldrer Thalamus (pvn), laterale Habenula (Ihb),
Gyrus dentatus (dg); C: Dorsaler Raphe-Nucleus, lateraler, dorsomedialer und ventromediaer Teil (I-,
dm-, vm-DRN), Gesamt-Fos-Expression und D: c-Fos/5-5-HT-Uberlappende Féarbung, d.h. c-Fos-
aktive Serotonin-Neurone.

Statistik: t-Test Vehikel- vs. MDMA-V orbehandlung: * p<0,05; **p<0,01
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7.3. Neurochemisch-analytische Untersuchungen

Mit Hilfe der HPLC wurden die Konzentrationen der biogenen Amine 5-HT, DA und NA und
deren Metaboliten aus Gehirn-Homogenaten bestimmt. Diese Methode ist in der Abteilung
Neuropharmakologie bereits lange etabliert: Sie wurde auf der Grundlage von
neurochemischen Untersuchungen der ZNS-Monoamine durch Kilpatrick et al. [147] durch
Michael Bubser ausfuhrlich beschrieben und validiert [45]. Als Analyse-Material wurden
Gehirne von bereits in Verhatensversuchen getesteten Ratten verwendet mit dem Ziel, die
Neurotransmittergehalte in verschiedenen relevanten Hirn-Arealen mit den Verénderungen im
Verhalten zu korrelieren. Im Detall wurden Tiere aus den Versuchen zur
Verhatenssensitivierung  (Versuchsteil | und [II; siehe Punkt 6.2) sowie zur
Platzkonditionierung (Versuch I; siehe Punkt 6.3.) nach Versuchsabschluss dekapitiert, deren
Gehirne herausprapariert und fur die neurochemische Analytik vorbereitet.

7.3.1. Material und Methoden

7311 Tiere

Es wurden ménnliche Sprague-Dawley-Ratten (Charles-River, Sulzfeld, Deutschland)
verwendet mit einem Koérpergewicht bel Versuchsbeginn von 210 — 260 g beim Versuchsteil
»Sensitivierung 1“ bzw. 210 — 320 g beim Versuchstell ,, Sensitivierung 11 bzw. 210 — 240 g
beim Versuchstell , Platzkonditionierung 1*.

Sie wurden in Gruppen gehadten unter konstanten klimatischen Bedingungen
(Raumtemperatur 23 + 3 °C; Luftfeuchte 40-60%), in einem 12/12 h Licht-Dunkel-Zyklus
(Licht an: 07:00). Sie bekamen taglich 12 g/Tier Standard-Ratten-Futter (Altromin, Lage bzw.
Ssniff, Soest, Deutschland), Wasser stand ,,ad libitum* zur Verfigung.

7.3.1.2. Substanzen

MDMA-HCI (20,0 bzw. 6,0 mg/ml) wurde gelést in Phosphat-gepufferter isotonischer
Kochsalzlosung nach der Dulbecco-Rezeptur (Dulbecco’'s PBS, Sigma Deisenhofen,
Deutschland = 0,2 g KCI; 0,2 g KH,PO4; 8,0 g NaCl; 1,15 g NaaHPO,4/ 1 | H,0O-dest) und
subkutan (s.c.) injiziert als 1 ml/kgKG.
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DSP-4-HCl (50 mg/ml; Astra Zeneca, SOdertdlje, Schweden) wurde im Versuchsteil
»Sensitivierung 11* eingesetzt: Es wurde individuell geldst in isotonischer Kochsalzlésung

und innerhalb 1 min nach Lésen i.p. injiziert als 1 mI/kgKG.

7.3.1.3. Gewebspr gpar ation

Die Tiere wurden im naiven Zustand dekapitiert und die Gehirne zligig herausprapariert. Nach
der Prdparation und anschlief3ender Kihlung (1 min in eiskalter 0,9%iger Kochsalzlésung)
wurden die Gehirne in einem eiskalten Aluminiumblock nach der Methode von Heffner et a.
[121] geschnitten: Die Gehirne wurden dazu caudal nach oben in eine Mulde (b=12,0 mm,
t=11,0 mm entlang des Blocks) gelegt; mit Hilfe von Mikrotomklingen, welche in Abstanden
zu 1,5 mm (und 2,0 mm) im Block rechtwinklig zur Ausrichtung des Gehirns gefiihrt wurden,

in Frontal schnitte seziert.

1,5mm
1,5mm
1,5mm
2,0mm

2,0mm

1,5 mm
1,5 mm
1,5 mm

©©oo~NOoOOh~WNE

Abb. 7.8.. Schematische Darstellung der
Sektion der Gehirne fur die neurochemische
Analytik (adaptiert aus Heffner et al. [121]).
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Zur detaillierten Préparation der relevanten Gehirnareale wurden die gewonnenen Schnitte auf
eine eisgekdhlte Aluminiumplatte gelegt und mit Hilfe von Mikroskalpellen (Feather,
vertrieben durch Medizin AG, Kdln, Fig.11) wurden der PFC (=PrL+IL, Schnitt Nr. 2), NAC
und aCPu (Schnitt Nr. 3), pm- und pl-CPu (Schnitt Nr. 4) und DRN (Schnitt Nr. 9)
herausgeschnitten (Abb. 7.8. & 7.9.), gewogen und bis zur Analyse in flussigem Stickstoff
(bzw. bei —80°C) aufbewahrt.
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Abb. 7.9.. Schematische Darstellung der praparativ gewonnenen Frontalschnitte (Bregma =
AP(anterior-posterior)-Position [mm] nach Paxinos & Watson, [220]) und der Pr8parationsmethode
der einzelnen Gehirnaredle. PrL, pralimbisches Area des medialen préfrontalen Cortex; IL,
infralimbisches Areal des medialen préfrontalen Cortex; NAC, Nucleus accumbens; CPu-a, anteriores

Striatum; CPu-pm, posteriomediales Striatum; CPu-pl, posterolaterales Striatum; DRN, dorsaler
Raphe-Nucleus.
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7.3.1.4. Probenaufbereitung

Die gefrorenen Gewebeproben wurden in 500 pl eiskaltem Eluent (mobile Phase der HPLC:
6,983 g Natriumacetat; 7,355 ¢ Zitronensaure; 48 mg Dinatrium-EDTA; 105 mg
Natriumoctansulfonat; 7,0% [V/V] Methanol in 1000 ml H,O, mittels Ultraschall 30 min
entgast), welcher den internen Standard 3,4-Dihydroxybenzylamin (DHBA, Sigma
Deisenhofen, Deutschland) enthielt, homogenisiert und mit Hilfe einer hochtourigen
Tischzentrifuge 30 s bei 12500 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde filtriert (Teflon
Spritzenfilter, 0,2 um, Schleicher & Schuell, Dassel, Deutschland) und in den gekihlten (4°C)
Probenteller des HPLC-Autosamplers (CMA200, CMA Microdialysis, Schweden) zur
Analyse bereitgestellt [147].

7.3.1.5. HPL C-ECD-Analyse

Die HPLC-Apparatur (Abb. 7.10.) arbeitete im Rickfluss der mobilen Phase, welche vor
Eintreten in den Probenaufgeber des Autosamplers (CMAZ200, s.0.) an einer Guardzelle
regeneriert wurde (ESA 5020; Oxidation der Verunreinigungen an einem Potential von U =
+450 mV). Die Flussrate der isokratischen HPLC-Pumpe (ESA 2200, Bischoff, Leonberg,
Deutschland) betrug 0,8 ml/min. Die durch den Autosampler injizierten Proben (19,5
pl/Probe) wurden an einer ,reversed phase’-Saule (60x3,1 mm ProntoSIL 120-3-C18-AQ =
3,0um Partikel- und 120A PorengrofRe bzw. 33x4,0 mm ProntoSIL 120-3-C18-AQ)
aufgetrennt und an einer 2-Kanal-Analysenzelle (ESA 5011, Bischoff) coulometrisch
detektiert (ESA Coulochem, Bischoff). An der Anaysenzelle lagen zwei Potentiale an (U =
+20 mV; U, = +320 mV): U; diente zur Oxidation l|6dlicher Begleitstoffe und

Verunreinigungen der Gewebeprobe, U, diente der Oxidation der biogenen Amine.
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AUTOSAMPLER
Injektionsventil mit
Probenschleife 20ul

Saule
20 mV
Guardzelle Analysenzelle
320 mv
450 mV
EC-DETEKTOR
Pulsdampfer
PUMPE
ii 0,8 ml/min
«— ELUENT

Abb. 7.10.: Aufbau der HPLC-ECD-Anlage zur Anaytik der biogenen Amine. Fir Erlauterungen
siehe Text.

7.3.1.6. HPL C-Datenauswertung

Die Chromatogramme wurden mit Hilfe eines Chromatographie-Auswertungssystems
(Axxiom 727, Sykam, Gilching, Deutschland) ausgewertet. Mittels der Retentionszeiten von
Referenzsubstanzen wurden die erhaltenen Peaks den Neurotransmittern Noradrenalin (NA),
Dopamin (DA) und Serotonin (5-Hydroxytryptamin, 5-HT), sowie deren Metaboliten 3,4-
Dihydroxyphenylessigsaure (DOPAC), Homovanillinsdure (HVA) und 5
Hydroxyindolessigsaure (5-HIAA) zugeordnet. Zur Berechnung des Gehaltes der
Neurotransmitter in den jeweiligen Proben wurde die Interne-Standard-Methode mit 3,4-
Dihydroxybenzylamin (DHBA) as interner Standard durch Integration der Peakfléchen
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hinzugezogen. Die Transmittergehalte wurden als Substanzmenge pro Masse Frischgewebe
[pa/mg Frischgewicht] angegeben.

7.3.2. Ergebnisse

7.3.2.1. Langzeiteffekte ener enmaligen Administration von MDMA (mit
anschliel3ender niedrig dosierter MDM A-Behandlung zur Platzkonditionier ung)

Bei den MDMA-hoch dosiert-vorbehandelten Tieren waren tendenziell erniedrigte 5-HT-
Konzentrationen im prafrontalen Cortex und signifikant erniedrigte 5-HT-Konzentrationen im
anterioren Striatum zu beobachten. Die 5-HIAA-Konzentrationen waren im prafrontalen
Cortex und posteromedialen Striatum tendenziell leicht erhoht (Abb. 7.11.; Statistik: Anhang,
Tab. 9.5.). Der Quotient 5-HIAA/5-HT war im anterioren Striatum ebenfalls erhoht (Tab.
7.2).

Anderungen in den Katecholaminkonzentrationen traten lediglich bei DA und dessen
Metaboliten auf: DA war demnach erhoht im Nucleus Accumbens und im anterioren
Striatum, DOPAC und HVA waren hochsignifikant erhoht im anterioren Striatum (Abb.
7.12.; Tab. 9.6.). Die Quotienten DOPAC/DA und HVA/DA (~Turnover-Werte = Umsatz an

Transmitter) waren annghernd gleich in allen observierten Hirnarealen (Tab. 7.2.).
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Abb. 7.11.: Verénderungen der Konzentrationen der Indolamine 5-HT und dessen Metaboliten 5-
HIAA in Gehirnhomogenaten von einmalig hoch dosiert-MDMA-behandelten Tieren. Die MDMA-
Behandlung erfolgte subcutan in der Konzentration 20 mg/kg.d. Am Tag 33, 35, 38, 40, 43 erhielten
dle Tiere je eine Niedrigdosis MDMA (5 mg/kg). Das Gehirngewebe und relevante Gehirnareale
wurden 14 Tage nach der letzten MDMA-Injektion prapariert. Weil3e Balken: Kontrolltiere; graue
Balken: MDMA-vorbehandelte Tiere.

Statistik fir jedes Gehirnareal: Student’ st-Test: *p<0,05; **p<0,01 verglichen mit Kontrolltieren.
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Abb. 7.12.: Veranderungen der Konzentrationen der Katecholamine NA, DA und dessen Metaboliten
DOPAC und HVA in Gehirnhomogenaten von einmalig hoch dosiert-M DMA-behandelten Tieren. Die
MDMA-Behandlung erfolgte subcutan in der Konzentration 20 mg/kg.d. Am Tag 33, 35, 38, 40, 43
erhielten alle Tiere je eine Niedrigdosis MDMA (5 mglkg). Das Gehirngewebe und relevante
Gehirnareale wurden 14 Tage nach der letzten MDMA-Injektion prépariert. Weil3e Balken:
Kontrolltiere; graue Balken: MDMA-vorbehandelte Tiere.

Statistik fir jedes Gehirnareal: Student’st-Test: * p<0,05; **p<0,01 verglichen mit Kontrolltieren.
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Tabelle 7.2.: Neurochemie-Analytik einmalig MDMA-vorbehandelter Tiere: Turnover-Daten
von Dopamin und Serotonin. Statistik: Student’s t-Test: *p<0,05; **p<0,01: Vergleich
MDMA-Vorbehandlung mit Kontrolltieren.

Hirnareal |Kontrolltiere MDv'\g/rA\behandelt t= p=
DOPAC/DA

PFC 0,198 + 0,076 0,139 £ 0,016 0,77 (df=14) p>0,05
NAcc 0,155 + 0,007 0,147 + 0,005 0,91 (df=14) p>0,05
CPu-a 0,105 + 0,009 0,100 + 0,004 0,56 (df=14) p>0,05
CPu-pm 0,140 + 0,006 0,146 + 0,006 1,04 (df=12) p>0,05
CPu-pl 0,123 + 0,008 0,129 + 0,005 0,60 (df=14) p>0,05
HVA/DA

PFC 0,585 + 0,124 0,614 + 0,052 0,21 (df=14) p>0,05
NAcc 0,055 + 0,003 0,053 + 0,003 0,33 (df=14) p>0,05
CPu-a 0,065 + 0,009 0,057 £ 0,003 0,91 (df=14) p>0,05
CPu-pm |0,065 + 0,009 0,064 + 0,003 0,09 (df=12) p>0,05
CPu-pl 0,068 + 0,007 0,070 + 0,004 0,26 (df=14) p>0,05
5-HIAA/5-HT

PFC 0,776 £ 0,122 0,898 + 0,059 0,90 (df=14) p>0,05
NAcc 0,697 + 0,029 0,675 + 0,039 0,47 (df=14) p>0,05
CPu-a 1,469 + 0,100 1,916 £ 0,135 2,66 (df=14) p<0,05 *
CPu-pm 0,925+ 0,155 0,783 + 0,050 0,82 (df=12) p>0,05
CPu-pl 1,199 + 0,083 1,250 £+ 0,114 0,36 (df=14) p>0,05
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7.3.2.2. Langzeiteffekte subchronischer Administration von MDMA

Sowohl zwei als auch vier Wochen nach Abschluss der subchronischen, zehntéagigen
Behandlung der Ratten mit 20 mg/kg.d MDMA waren signifikante Veranderungen der
Konzentrationen sowohl von Serotonin und 5-HIAA as auch der Katecholamine
Noradrenalin und Dopamin, nebst Metaboliten, zu sehen.

Die Konzentrationen von 5-HT und 5-HIAA waren bei MDMA-vorbehandelten Tieren im
Vergleich zu den Kontrolltieren zu beiden Zeitpunkten stark erniedrigt (bis auf 49% 5-HT und
44% 5-HIAA) im préfrontalen Cortex, Nucleus Accumbens, dem anterioren sowie dem
gesamten posterioren Striatum. Im dorsalen Raphe-Nucleus waren keine statistisch
signifikanten Effekte zu sehen (Abb. 7.13.; Statistik: Anhang, Tab. 9.7.). Im Nucleus
Accumbens und posteromedialen Striatum erholten sich die Konzentrationen von 5-HT und 5-

HIAA im Laufe von zwei Wochen, also zwischen den zwei Observations-Zeitpunkten.

Die Konzentrationen der Katecholamine zeigten ein etwas komplexeres Muster: Die
Noradrenalin-Konzentrationen waren im Nucleus Accumbens bei MDMA-vorbehandelten
Tieren zu beiden Zeitpunkten stark erniedrigt (Abb. 7.14.; Statistik: Anhang, Tab. 9.8.).

Die Dopamin-Gehalte waren im anterioren Striatum zum friihen Zeitpunkt (2 Wochen) leicht
erniedrigt, erholten sich jedoch bis zum zweiten Messzeitpunkt (4 Wochen) wieder. Im
Nucleus Accumbens waren die Dopamin-Konzentrationen hingegen 2 Wochen nach
Behandlung tendenziell und 4 Wochen nach MDMA-Administration sogar signifikant erhoht
(Abb. 7.14.).

Die dopaminergen Metaboliten DOPAC und HVA zeigten fast ausschliefdlich geringe,
statistisch nicht erfassbare Veranderungen, ausgenommen im posteromedialen Striatum, wo
die DOPAC-Konzentrationen bei MDMA-vorbehandelten Tieren signifikant um 28% erhoht
waren.

Die Quotienten DOPAC/DA und HVA/DA (,Turnover-Raten“) waren 2 Wochen nach
Behandlung bei den MDMA-Tieren hochsignifikant erhoht im anterioren Striatum. Der
Quotient HVA/DA war zum selben Beobachtungszeitpunkt erhoht im posterolateralen
Striatum (Tab. 7.3.). Diese Veranderungen bildeten sich zum spédteren Messzeitpunkt (4
Wochen) vollsténdig und statistisch belegt zurtick.

Entgegengesetzt den erhohten Quotientwerten von HVA/DA im Striatum, erfuhr dieser
Quotient eine stetige Verringerung im Nucleus Accumbens, wobei nur der zweite

Messzeitpunkt eine signifikante Verringerung gegentber Kontrolltieren zeigte.
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Fur 5-HIAA/5-HT zeigten sich kaum Effekte, ausgenommen im Nucleus Accumbens ein
leicht erniedrigter Quotient 4 Wochen nach MDMA-Behandlung.

Tabelle 7.3.: Neurochemie-Analytik subchronisch MDMA-vorbehandelter Tiere: Turnover-
Daten von Dopamin und Serotonin. 1-faktorielle ANOVA (Vergleich Kontrolltiere, MDMA-
behandelte Tiere 2 Wochen und 4 Wochen nach Behandlungsende). AnschlieRender
Newman-Keuls-post-hoc t-Test: *p<0,05; **p<0,01: Vergleich MDMA-Vorbehandlung mit
Kontrolltieren; #p<0,05; ##p<0,01: Vergleich MDMA 2 Wochen mit MDMA 4 Wochen.

Hirnareal |Kontrolltiere 2 Wo nach MDMA 4 VKAODrI]\/?Xh AN(Cd);Q;z?)

DOPAC/DA

PFC 0,3 00 + 0,036 0,255 + 0,039 0,372 £ 0,046 n.s.

NAcc 0,220 £ 0,010 0,214 + 0,009 0,193 + 0,006 n.s.

CPu-a 0,163 + 0,005 0,196 + 0,010 ** 0,157 £ 0,005 # |F=9,24,
p<0,001

CPu-pm 0,176 + 0,008 0,186 + 0,013 0,159 + 0,004 n.s.

CPu-pl 0,153 + 0,008 0,177 £ 0,015 0,140 + 0,004 # |F=3,69;
p=0,038

DRN 0,566 + 0,074 0,736 £ 0,174 0,369 + 0,029 n.s.

HVA/DA

PFC 0,700 + 0,071 0,818 + 0,102 0,784 + 0,064 n.s.

NAcc 0,082 + 0,005 0,077 £ 0,006 0,063 £0,002 ** |F=4,91,
p=0,015

CPu-a 0,085 + 0,005 0,113 £ 0,008 ** 0,080 + 0,004 #+ |F=8,72;
p<0,001

CPu-pm 0,074 + 0,003 0,084 + 0,007 0,072 + 0,006 n.s.

CPu-pl 0,081 + 0,004 0,104 £ 0,008 ** 0,083 + 0,003 # |F=6,96; p=0,004

DRN nicht gemessen

5-HIAA/5-HT

PFC 0,949 + 0,076 0,835 + 0,100 1,015 + 0,081 n.s.

NAcc 0,773 £0,018 0,690 + 0,035 0,684 +0,032 * |F=3,48,;
p=0,045

CPu-a 1,434 + 0,099 1,384 + 0,126 1,330 + 0,083 n.s.

CPu-pm |0,948 + 0,048 1,187 + 0,152 0,986 + 0,091 n.s.

CPu-pl 1,214 + 0,088 1,419 + 0,088 1,304 + 0,072 n.s.

DRN 0,840 + 0,054 0,876 + 0,040 0,788 £ 0,041 n.s.
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Abb. 7.13.: Verénderungen der Konzentrationen der Indolamine 5-HT und dessen Metaboliten 5-
HIAA in Gehirnhomogenaten von subchronisch MDMA-behandelten Tieren. Die MDMA-
Behandlung erfolgte subcutan an 10 aufeinanderfolgenden Tagen in der Konzentration 20 mg/kg.d.
Das Gehirngewebe und relevante Gehirnareale wurden 14 (hellgraue Balken) bzw. 30 (dunkelgraue
Balken) Tage nach der letzten MDMA-Injektion prapariert.

Statistik: Jedes Gehirnareal: 1-faktorielle ANOVA gefolgt von post-hoc Newman-Keuls-Tests:
*p<0,05; **p<0,01 verglichen mit Kontrolltieren (100%); #p<0,05; ##p<0,01 MDMA behandelte
Tiere 2 Wochen verglichen mit 4 Wochen.
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Abb. 7.14.: Veranderungen der Konzentrationen der Katecholamine NA, DA und dessen Metaboliten
DOPAC und HVA in Gehirnhomogenaten von subchronisch MDMA-behandelten Tieren. Die
MDMA-Behandlung erfolgte subcutan an 10 aufeinanderfolgenden Tagen in der Konzentration 20
mg/kg.d. Das Gehirngewebe und relevante Gehirnareale wurden 14 (hellgraue Baken) bzw. 30
(dunkelgraue Balken) Tage nach der letzten MDMA-Injektion prépariert.

Statistik: Jedes Gehirnareal: 1-faktorielle ANOVA gefolgt von post-hoc Newman-Keuls-Tests:
*p<0,05; **p<0,01 verglichen mit Kontrolltieren (100%); #p<0,05; ##p<0,01 MDMA behandelte
Tiere 2 vs. 4 Wochen.
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7.3.2.3. Langzeiteffekte subchronischer Administration von MDMA im Hinblick auf die

Rolle des Noradrenalins

Die Konzentrationen des Indolamins 5-HT und dessen Metaboliten 5-HIAA waren 30 Tage
nach der letzten Injektion des 10-Tage-M DMA-Behandlungsschemas im préfrontalen Cortex,
Nucleus Accumbens und dem gesamten (anterioren und posterioren) Sriatum bei MDMA-
vorbehandelten Tieren stark verringert (5-HT: auf 47 % der Kontrolltiere im PFC bel
scheinl&dierten und 36 % der Kontrollwerte im PFC bei DSP-4 |&dierten Tieren; 5-HIAA: auf
52 % der Kontrollwerte im CPu-a bel scheinl&dierten und auf 55 % der Kontrollwerte bel
DSP-4-ladierten Tieren). Zwischen scheinlédierten und DSP-4-1&dierten Tieren waren keine
statistischen Unterschiede im Effekt der MDMA-V orbehandlung auf die Konzentrationen der
Serotoninmarker zu sehen.

Bel den Vehikel-vorbehandelten Tieren war jedoch ein Effekt der DSP-4-Lasion zu sehen: Im
CPu-pm waren die 5-HT-Konzentrationen, im PFC, NAcc und CPu-pm waren die 5-HIAA-
Konzentrationen signifikant leicht bis maig erhoht (am stérksten war dieser Effekt im PFC
ausgepragt: +44 %), in Ubrigen striatalen Gebieten und im DRN waren teilweise tendenzielle
Erhohungen zu beobachten (Abb. 7.15.; Tab. 9.9.).

Der Quotient 5-HIAA/5-HT (5-HT-,turnover®) war bel DSP-4-ladierten vehikel-
Vorbehandelten Tieren im Nucleus Accumbens ebenfalls stark erhoht. DSP-4-L&sion
kombiniert mit MDMA-V orbehandlung fuhrte im NAcc und CPu-pm zu verringerten Werten.

Die Konzentrationen der Katecholamine erfuhren folgende V eranderungen:

Die NA-Konzentrationen waren stark erniedrigt im préfrontalen Cortex bei DSP-4-l&adierten
Tieren (45 % bel Vehikel-Vorbehandlung; 35 % bei MDMA-Vorbehandlung), im Nucleus
Accumbens waren sie in diesen Tiergruppen erhoht (ANOVA, siehe Tabelle 9.10.).

Die Dopaminparameter (DA, DOPAC, HVA) waren ebenfalls nach DSP-4-Léasion teilweise
erniedrigt: DA war im CPu-pm signifikant, im CPu-pl tendenziell erniedrigt (im CPu-a sogar
tendenziell erhdht); DOPAC war im CPu-pm und NAcc ebenfalls signifikant erniedrigt; HVA
war nur im CPu-pm signifikant erniedrigt, hier jedoch abhangig von der zusétzlichen MDMA -
Behandlung (Abb. 7.16.; Tabelle 9.10.).

Keinen Einfluss hatte die DSP-4-Vorbehandlung auf die DA- und DOPAC-Konzentrationen
im PFC: Hier waren die Werte eher erniedrigt durch die MDMA-Vorbehandlung (DA
tendenziell, DOPAC signifikant).
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Der Quotient DOPAC/DA war im DRN tendenziell erniedrigt durch MDMA-Behandlung; im
NAcc war HVA/DA bei MDMA-vorbehandelten und DSP-4-ladierten Tieren signifikant

erniedrigt.

Tabelle 7.4.: Neurochemie-Analytik subchronisch MDMA-vorbehandelter Tiere mit/ohne
DSP-4 Lasion: Turnover-Daten von Dopamin und Serotonin. 2-faktorielle ANOVA (Details
siehe Anhang, Tabelle 9.11.). Anschlie3ender Newman-Keuls-post-hoc t-Test: *p<0,05;
**p<0,01: Vergleich mit scheinladierten Kontrolltieren; #p<0,05; ##p<0,01: Vergleich mit

scheinladierten
Kontrolltieren.

MDMA-Tieren;

§p<0,05;

88p<0,01:

Vergleich mit

DSP-ladierten

Hirnareal |scheinlad. + Vehl |scheinlad. + MDMA |DSP-4 + Vehikel |DSP-4 + MDMA
DOPAC/DA
PFC 0,230 + 0,039 0,209 + 0,030 0,183 + 0,019 0,170 £ 0,011
NAcc 0,143 + 0,006 0,137 + 0,005 0,134 + 0,005 0,127 + 0,004
CPu-a 0,103 + 0,006 0,096 + 0,003 0,089 + 0,005 0,087 + 0,010
CPu-pm 0,116 + 0,005 0,116 + 0,002 0,116 + 0,009 0,124 + 0,004
CPu-pl 0,106 + 0,010 0,090 + 0,005 0,099 + 0,005 0,105 £ 0,005
DRN 0,338 + 0,029 0,246 + 0,027 0,270 + 0,026 0,253 + 0,024
HVA/DA
PFC 0,463 + 0,084 0,705 + 0,223 0,478 + 0,060 0,555 + 0,083
NAcc 0,051 + 0,002 0,050 + 0,003 0,059 + 0,006 0,041 + 0,002 §
CPu-a 0,051 + 0,004 0,053 + 0,003 0,055 + 0,007 0,050 + 0,005
CPu-pm |0,053 + 0,004 0,062 + 0,006 0,070 + 0,012 0,054 + 0,003
CPu-pl 0,061 + 0,012 0,054 + 0,006 0,063 + 0,006 0,081 + 0,014
DRN HVA nicht gemessen
5-HIAA/5-HT
PFC * 10,689 + 0,084 0,908 + 0,095 1,012 + 0,079 1,053 + 0,133
NAcc 0,643 £ 0,034 0,568 + 0,035 0,704 +0,039# |0,512 + 0,028
*8§
CPu-a 1,476 + 0,141 1,478 + 0,075 1,394 + 0,036 1,601 + 0,200
CPu-pm 0,968 + 0,049 0,886 + 0,056 0,929 + 0,026 0,757 £ 0,040 *§
CPu-pl 1,324 + 0,097 1,311 + 0,236 1,221 + 0,098 1,176 £ 0,124
DRN 0,998 + 0,034 0,919 + 0,046 1,049 + 0,039 0,862 + 0,026 §
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Abb. 7.15.: Verdnderungen der Konzentrationen der Indolamine 5-HT und dessen Metaboliten 5-
HIAA in Gehirnhomogenaten von subchronisch MDMA-behandelten Tieren mit/ohne DSP-4
Vorbehandlung (50 mg/kg i.p. 5 Tage vor Beginn der MDMA-Administration). Die MDMA-
Behandlung erfolgte subcutan an 10 aufeinanderfolgenden Tagen in der Konzentration 20 mg/kg.d.
Das Gehirngewebe und relevante Gehirnareale wurden 30 Tage nach der letzten MDMA-Injektion
prépariert. Dargestellt sind Tiere mit Scheinlésion und Vehikel-Behandlung (weil’e Balken) oder
MDMA-Behandlung (graue Balken); Tiere mit DSP-4-L&sion des L C und V ehikel-Behandlung (weilie
gestreifte Balken) oder MDMA-Behandlung (graue gestreifte Balken).

Statistik: Jedes Gehirnareal: 1-faktorielle ANOVA gefolgt von post-hoc Newman-Keuls-Tests:
*p<0,05; **p<0,01 verglichen mit scheinl&dierten Kontrolltieren; #p<0,05; ##p<0,01 verglichen mit
scheinladierten MDMA-Tieren; §p<0,05; 88p<0,01 verglichen mit DSP-ladierten Kontrolltieren.
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Abb. 7.16.: Veranderungen der Konzentrationen der Katecholamine NA, DA und dessen Metaboliten
DOPAC und HVA in Gehirnhomogenaten von subchronisch MDMA-behandelten Tieren mit/ohne
DSP-4 Vorbehandlung (50 mg/kg i.p. 5 Tage vor Beginn der MDMA-Administration). Die MDMA-
Behandlung erfolgte subcutan an 10 aufeinanderfolgenden Tagen in der Konzentration 20 mg/kg.d.
Das Gehirngewebe und relevante Gehirnareale wurden 30 Tage nach der letzten MDMA-Injektion
prapariert. Dargestellt sind Tiere mit Scheinlasion und Vehikel-Bbehandlung (weif3e Balken) oder
MDMA-Behandlung (graue Balken); Tiere mit DSP-4-L&sion des L C und V ehikel-Behandlung (weilie
gestreifte Balken) oder MDMA-Behandlung (graue gestreifte Balken).

Statistik: Jedes Gehirnareal: 1-faktorielle ANOVA gefolgt von post-hoc Newman-Keuls-Tests:
*p<0,05; **p<0,01 verglichen mit scheinladierten Kontrolltieren; #p<0,05; ##p<0,01 verglichen mit
scheinladierten MDMA-Tieren; 8p<0,05; §88p<0,01 verglichen mit DSP-l&dierten Kontrolltieren.
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7.4. Diskussion

7.4.1. Diskussion der immunhistochemischen Ergebnisse

Bei akuter MDMA-Wirkung ist eine starke Glia-Aktivierung (fir charakteristische Glia-
Farbung siehe [161]) zu sehen, welche sich als Bax-Protein-Immunreaktivitét zeigt. Der Glia,
insbesondere den reaktiven Astrozyten, werden SchlUsselrollen in der Reparatur und neuem

Ausspriefden von beschadigten Axonen zugesprochen [245].

Akute c-Fos-Aufregulation (sowohl als immun-positive Zellkerne im Striatum als auch in
stérkerer Hintergrundférbung bei MDMA-behandelten Tieren sichtbar - vgl. Abb. 7.4.) deutet
darauf hin, dass sowohl funktionales (im Zellkern lokalisiertes c-Fos-Protein) als auch gerade
(aus der c-fossmRNA) neu gebildetes c-Fos-Protein 3 h nach MDMA Injektion vorliegt. Die
immer noch anhaltende Bildung von c-Fos konnte auf weitere Zellaktivierung durch MDMA
(welches im Serum Uber langere Zeit vorliegt) hindeuten, als auch auf sekundére
Aktivierungsmechanismen wie etwa Exzitation durch NMDA-Rezeptoren [91;223], welche
aber wahrscheinlich auch im Ursprungsgebiet der serotonergen Neurone, dem DRN,
geschieht (vgl. Abb. 7.5.). Dann darf c-Fos nicht nur als Indikator fur Zellaktivierung
diskutiert werden, sondern es muss ebenfalls seine potentielle Rolle in neurodegenerativen
und/oder neuroprotektiven Prozessen in Betracht gezogen werden. Zusammen mit der
Aktivierung von Bax und Bcl-2 kann die Involvierung apoptotischer Prozesse im
Mechanismus der MDMA-vermittelten Neurotoxizitét als wahrscheinlich betrachtet werden.
Vor alem die Uberexpression von Bcl-2 im Striatum deutet auf die reaktive Induktion
neuroprotektiver Mechanismen hin. Diese Theorie wird unterstiitzt durch andere
Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe: Einen Monat nach Abschluss einer viertdgigen hoch
dosierten (20 mg/kg.d) MDMA-Administration ist in vielen Vorderhirnarealen erhohte
Immunreaktivitdt von c-Jun (pe-Cx, NAcc, Hip, PVYN, LHb, SN) und Krox-24 (PFC, pe-Cx,
NAcc, AMY) zu beobachten [B. Zadow, unverdffentlichte Ergebnisse]. Diese Proteine
gehdren ebenfalls zu den induzierbaren Transkriptionsfaktoren (ITF), wobel ¢c-Jun mit c-Fos
verwandt ist und Homo- bzw. Heterodimere mit c-Fos bildet zum Zweck der
Transkriptionsregulation bestimmter Gene [130]. Krox-24 gehort zu den Zink-Finger-
Transkriptionsfaktoren und reguliert ebenfalls die Gen-Transkription im Zellkern. Beide ITF
werden noch stérker as c-Fos als SchlUsselproteine der Apoptoseregulation verstanden,
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obwohl bislang ebenfalls unklar ist, ob sie eine neuroprotektive Rolle Ubernehmen oder ein
Glied in der Ausfihrung des Zelltétungs-Programmes sind [91;322]. Weiterhin sind nach
diessm MDMA-Behandlungsschema auch die Apoptose-Proteine Bcl-2 (im pe-Cx, NAcc,
CPu, AMY, SN und DRN) und Bax (im pe-Cx, CPu, AMY, Hip, SN) erhoht [B. Zadow,
unver Offentlichte Ergebnisse]. Arbeiten mit serotonergen Zellen in vitro zeigen ebenfalls eine
Involvierung apoptotischer Mechanismen [290].

Diese Befunde weisen zusammengefasst auf eine wichtige Rolle apoptotischer Mechanismen
in der Vermittlung der MDMA-induzierten Neurotoxizitét hin. Die Betelligung der
Apoptoseproteine in vivo konnte einen wichtigen Therapieansatz der neurotoxischen Schaden
von MDMA darstellen, doch werden die Kaskaden der intrazelluldren Apoptose-
Mechanismen wahrscheinlich erst sekundér induziert durch priméa erhdhte ROS-
Verbindungen.

Aber nochmals zuriick zur c-Fos-Expression: Akut wird in vielen Hirnarealen die c-Fos-
Expression stark erhéht. Dies wurde bereits in anderen Arbeiten berichtet [268;299] und wird
korreliert mit den verhaltensaktivierenden Effekten von MDMA.

Der dieser Expression zugrundeliegende Mechanismus scheint Uber eine Aktivierung von Ds-
und NMDA-Rezeptoren vermittelt zu sein [72;120], jedoch ist in cortikalen Arealen eine
mehr dominante Rolle der 5-HT2a-Rezeptoren in der Fos-Induktion gezeigt worden [130]. All
diese Rezeptoren vermitteln neuronale Exzitation, daher wird die Expression der ITF
(besonders c-Fos) oft as Indikator fir neuronale Aktivitét interpretiert: Die ITF werden auch
als 3rd-Messenger angesehen, welche die spéaten Antworten auf ein Signal vermitteln (neben
der schnellen  Antwort, welche die 1st-Messenger (Neurotransmitter) und die
nachgeschalteten 2nd-Messenger (z.B. cAMP, DAG) durch Aktivierung von Proteinkinasen
vermitteln) [130].

Waéhrend der akuten Wirkung von MDMA fihrt die starke 5-5-HT- und DA-Freisetzung
zweifelsfrel  zur  Aktivierung von 5-HT- und DA-Rezeptoren in verschiedenen
Vorderhirnbereichen. Di-Rezeptoren werden im Striatum stark auf GABAergen medium
spiny Neurons der direkten striatofugalen Bahn  exprimiert.  Quantitatives
autoradiographisches Mapping von 5-HT-Rezeptoren zeigt eine hohe Dichte von 5-HTaa-
Rezeptoren im Cortex (hier vor alem im Layer 1V), Striatum, NAcc, Hippocampus (da vor
allem im Gyrus dentatus); im DRN ist eine eher niedrige 5-HT,a-Dichte gemessen worden,
jedoch erhdlt der DRN starke exzitatorische Afferenzen aus der Amygdala und der lateralen
Habenula (LHb, detaillierte Besprechung s.u.). Im Striatum ist die genaue Lokalisation der 5-
HT.a-Rezeptoren noch umstritten: Wahrend viele Befunde darauf hinweisen, dass 5-HT,-
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Rezeptoren auf den striatalen Ausgangsneuronen der direkten striatofugalen Bahn lokalisiert
sind (Studien Uber Modulation der PPT-mRNA [23;50]), zeigen andere Untersuchungen, dass
5-HT,a-Rezeptoren auf GABAergen striatalen Interneuronen und als Heterorezeptoren auf
cortikalen und pallidalen Afferenzen des Striatums exprimiert sind [46]. Dieses Detail konnte
die zusétzliche DA-Freisetzung Uber den 5-HT,-Agonismus des MDMA erkléren: Nigrae
Dopaminneurone werden Uber eine GABAerge Feedbackschleife negativ moduliert; diese
GABAergen Neurone exprimieren wahrscheinlich terminale 5-HT,c-Rezeptoren, wahrend sie
selbst im Striatum gehemmt werden durch 5-HT,a-Rezeptoren-tragende GABA-Interneurone.
Eine Stimulation der 5-HT.c-Rezeptoren wirde die dopaminergen Neurone verstarkt
hemmen, eine Stimulation der striatalen 5-HToa-Rezeptoren die nigralen DA-Neurone
enthemmen (das durch MDMA oder Amphetamin freigesetzte DA hemmt jedoch auch selbst
die Feuerrate der dopaminergen Neurone Uber D,-Autorezeptoren und Uber weitere
Aktivierung der , Feedback“-Schleife) [46;170;229;271].

In der Amygdala war ebenfalls eine akute Erhéhung der nucledren Fos-Expression zu sehen,
dies aber vor allem im zentralen Nucleus (CeA), welcher am wenigsten serotonerg innerviert
war™. Die Fos-Expressionserhéhung scheint hier also eher durch DA- und Glutamat-
Rezeptoren vermittelt zu sein.

Im DRN Kkorreliert die Fos-Expression ebenfalls mit einer allgemein héheren neuronalen
Aktivitét. Obwohl ein starker 5-HT-Release eine Hemmung dieser Neurone vermitteln miisste
(Uber somatodendritische 5-HT1a-Autorezeptoren), ist die Dichte der Fos-positiven Zellkerne
in diesem Gebiet trotzdem stark erhoht. Bei differenzierter Betrachtung (Doppelfarbung
Fos/5-HT) fallt jedoch auf, dass nur sehr wenige serotonerge Neurone c-Fos exprimieren
(Abb. 7.5. — 7.7.). Es ist ebenfals bekannt, dass im DRN nur etwa 1/3 aller Neurone
serotonergen Phanotyps sind, es kommen ebenfalls dopaminerge Zellen* und GABAerge
Interneurone vor [207;328].

Da eine zusétzliche Doppelfarbung (Fos'TH) kaum Uberlappende Immunreaktivitéten zeigt,
muss davon ausgegangen werden, dass diese Fos-reaktiven Neurone im DRN vorwiegend
GABAerg sind. Tatsachlich zeigt eine Handvoll Studien eine Involvierung dieser
Interneurone in der Modulation der Aktivitét der serotonergen Ausgangsneurone: Wahrend

“ Die 5-HT-Farbung zeigte hochste IR in der BLA > MeA > CeA, wahrend die TH-IR in der CeA > BLA war;
dies zeigt wiederum die komplementére Innervation einer Struktur durch DA und 5-HT (vgl. dorsostriataler DA-
und 5-HT-Gradient: DA anterior > posterior; 5-HT posterior > anterior).

“2 Uber diese dopaminerge Neuronenpopulation ist relativ wenig bekannt, aufler dass sie in den medialen PFC

projiziert und als eine Extension der Zellgruppe A10 angesehen wird.
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man friher angenommen hatte, dass die Raphe-Nuclei (neben anderen Afferenzen aus dem
Hypothalamus, SN, VTA, Thalamus, Claustrum) inhibitorisch durch die laterale Habenula
(LHb) innerviert werden [318], weild man heute, dass die LHb (neben PFC und Amygdala)
den DRN exzitatorisch innerviert [226]. Vor allem die glutamaterge Innervation aus der LHb
treibt die serotonergen Ausgangsneurone der Raphe an, jedoch innerviert sie auch die
GABAergen Interneurone des DRN, sodass eine mittelfrequente elektrische Stimulation der
LHb die langsam feuernden 5-HT-Neurone und die schnell feuernden GABA-Neurone des
DRN aktiviert; eine hochfrequente Stimulation der LHb inhibiert jedoch die 5-HT-Neurone;
aullerdem ist eine intakte LHb-DRN-Projektion (fasciculus retroflexus) notwendig fur eine
Inhibition der 5-HT-Neurone durch GABAa-Agonisten [81;137;167;209;210].

AMY-, LHb-
Glutamat
/ \ PFC
Striatum
PFC Mittelhirn

1 /

GABA-

Interneuron

DRN

Abb. 7.17.: Schematische Darstellung der wichtigsten Neuronenpopulationen im DRN und der
Regulation der striatalen Raphe-Proj ektionsneurone durch exzitatorischen Input aus der Amygdala und
der lateralen Habenula. Andere (GABAerge, katecholaminerge, cholinerge, neuropeptiderge)
Afferenzen sind hier nicht dargestellt.
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Dieser Befund hat ebenfalls eine klinische Bedeutung, da die LHb in der Entstehung und
Symptomatik der Depression eine wichtige Rolle zu spielen scheint [17;197]. In der akuten
Verhaltenssymptomatik der Gabe von MDMA kodnnte die LHb ebenfalls eine Rolle spielen,
zumal sie neben dem peduncul opontinen tegmentalen Nucleus (PPTg) als eine weitere direkte
Ausgangsstruktur zur Motoriksteuerung  diskutiert  wird® [65]. Eine Zunahme des
exzitatorischen Eingangs im DRN kann jedoch auch bedeuten, dass (vor alem eine
wiederholte) Gabe von MDMA diesen exzitatorischen Input im DRN dber die
Toleranzschwelle hebt und sogenannte Exzitotoxizitdt induziert. Die Theorie der
Exzitotoxizitét ist aus Beobachtungen Uber Zellschadigungen durch Glutamat entstanden und
besagt, dass eine Ubermallige glutamaterge Transmission (im physiologischen Zustand ist
diese transient) zu einer Depolarisation der Neurone fihrt und es nachfolgend Uber NMDA-
Rezeptoren, spannungsabhangige Calcium-Kanale und Offnung intrazellularer Cef*-Speicher
zu einem drastischen Anstieg von [Ca®]; kommt, welches zur Aktivierung zahlreicher
intrazelluldrer Kinasen, Proteasen und Lipasen fihrt und wiederum einen Anstieg an ROS
bewirkt. Da sich dieser Prozess selbst verstéarkt, kommt es ebenfals zu ener
Energieverarmung der betroffenen Neurone und somit zu einer gesteigerten Vulnerabilitét
(zusammengefasst in [71]). In unserem Fall ist dieser Prozess sicherlich nicht zu
unterschatzen und koénnte mit dem durch den Abbau von MDMA- (oder DA-) Metaboliten
resultierenden Anstieg von ROS synergistisch wirken und auf diesem Weg u.U. apoptotische

M echanismen und schliefdlich Zellschadigung induzieren.

Die Langzeiteffekte einer einmaligen MDMA-Gabe auf die Expression des ITF c-Fos lassen
sich zusammenfassend als die Umkehrsituation der akuten Wirkung beschreiben. Es sind vor
allem in striatalen Strukturen die basalen c-Fos-Level erniedrigt, auf3erdem in der Amygdala,
nun jedoch in dem préferentiell serotonerg innervierten Gebiet der BLA. Dies deutet darauf
hin, dass vor allem Gebiete, welche exzitatorische 5-HT-Rezeptoren exprimieren, von einer
wahrscheinlichen Serotonin-Unterfunktion betroffen sind. Tatséchlich sind die 5-HT-
Konzentrationen im Vorderhirn durch eine einmalige hohere Dosis von MDMA nicht stark
erniedrigt (auf3er im anterioren CPu und tendenziell im PFC; vgl. Punkt 7.3.2.). Esist jedoch
eine tendenziell erniedrigte Zahl Fos-immunreaktiver Zellkerne in der LHb zu beobachten.
Vor dem Hintergrund einer glutamaterg exzitatorischen ,, Schrittmacher” -Projektion tber den

fasciculus retroflexus zum DRN kann man annehmen, dass eine verminderte Aktivierung der

“® LHb projiziert neben den Efferenzen zur SN, Hypothalamus, Septum auch massiv zum DRN und der
tegmentalen Formatio reticularis [124].
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serotonergen Neurone des DRN zu einer leicht erniedrigten serotonergen Neurotransmission
vieler Vorderhirnareale fuhrt. Tatséchlich konnte eine Inhibierung der 5-HT-Freisetzung im
Striatum erreicht werden durch Lasion des fasciculus retroflexus oder durch lokale Injektion
von Glutamat-Antagonisten in den DRN [137].

Im DRN ist ebenfalls eine Abnahme der Zahl Fos-immunreaktiver Zellkerne zu sehen,
insbesondere im ventromedialen Teil des DRN. Vor alem sind dies nicht-serotonerge
Neurone, trotzdem ist ebenfalls die Zahl Fos-positiver 5-HT-Neurone in diesem Gebiet
erniedrigt (Abb. 7.7.). Dieser Effekt ist insofern interessant, als im Vergleich der SERT-
MRNA-Dichten innerhalb des DRN gefunden wurde, dass im ventromedialen DRN die
SERT-Transporter am hochsten exprimiert waren: vm-DRN > dm-DRN > |-DRN. Es wird
angenommen, dass diese Subpopulation serotonerger Neurone (vm-DRN), welche hohe
Mengen an SERT-mRNA bildet, folglich auch vermehrt vulnerabel ist gegen amphetaminerge
Neurotoxine, welche selektiv Uber den SERT die Zelle betreten [235].

Im Ubrigen muss eine kleine Zahl Fos-positiver Neurone nicht unbedingt mit einer generellen
Hypoaktivitét korrelieren: c-Fos darf nicht absolut als Aktivitdtsmarker interpretiert werden,
da eine neuronale Aktivierung auch die Expression anderer intrazelluléren Kaskaden und ITF

induzieren kann.

Eine Hyperexpression von c-Fos ist in der granuléren Schicht des Gyrus dentatus zu sehen.
Dieser Effekt konnte erklart werden durch kompensatorische Aktivierung des medianen
Raphe-Kerns (MRN), welcher robuster ist gegen MDMA-induzierte Neurotoxizitdt und
wahrscheinlich die Unterfunktion des DRN-5-HT zu kompensieren versucht durch eigene
Funktions-Aufregulation. Dies konnte vermittelt sein durch mangelnde Aktivierung der
MRN-somatodendritischen 5-HTia-Autorezeptoren, welche aus verminderter serotonerger
Innervation des MRN aus dem DRN resultiert.

Der mediale prafrontale Cortex (PFC) und paraventrikulére Nucleus des Thalamus (PVN),
welche ebenfalls starke serotonerge Afferenzen aus dem DRN erhalten, sind nicht betroffen.
Dies konnte mit ihrer Funktion bzw. ihrer starken Einbindung in andere (v.a. exzitatorisch)
regulatorische Systeme zusammenhangen®, wodurch sie etwas robuster wéren gegen die

Auswirkungen einer leichten serotonergen Dysfunktion.

“ Der PFC ist stark in limbische Prozessierung involviert und erhdlt Afferenzen aus dem MD- (und PVN-)
Thalamus und anderen Cortices, v.a. dem contralateralen PFC, dem Hip und der AMY [312]; der PVN ist in der

zirkadianen Rhythmik-Regulation und im limbischen System involviert und erhélt ebenfalls Afferenzen aus
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7.3.3. Diskussion der neur ochemischen Befunde

Einmalige hoch dosierte MDM A-Gabe

Die Gabe von MDMA hat keinen grofRen Langzeiteffekt auf die 5-HT oder 5-HIAA-
Konzentrationen im Vorderhirn. Lediglich im anterioren Striatum waren die 5-HT-
Konzentrationen leicht, aber signifikant vermindert, im PFC nur tendenziell. Es wurde zwar
bereits berichtet, dass sogar eine einmalige Injektion von 20 mgkg MDMA ene
neurotoxische Wirkung entfalten kann, jedoch waren die Effekte von MDMA auf das
Gesamt-5-HT von dhnlichem Ausmal} [270]. Zudem muss berticksichtigt werden, dass die
Tiere im Anschluss an die hoch dosierte Gabe (20 mg/kg) enen Versuch zur
Platzkonditionierung durchlaufen haben (kumulative Dosis: 5 x 6 mg/kg MDMA). Obwohl
dies bei beiden Tiergruppen durchgefihrt wurde, konnen wahrend dieser langen Zeit ebenfalls
Regenerationsprozesse angelaufen sein, d.h. eventuelle stérkere Schaden sind zum Zeitpunkt
der Totung der Tiere eventuell nicht mehr zu sehen. Einen ,Schatten* dieser
Regenerationsprozesse kann der erhdhte 5-HT-Umsatz (,turnover®) im anterioren Striatum
darstellen: Die serotonergen Neurone wirden demnach in diesem Gebiet die leichten Schaden
zu kompensieren versuchen durch eine erhthte Aktivitéat, wodurch wiederum vermehrt
Metaboliten im Verhdltnis zum funktionalen Neurotransmitter anfallen. Folglich wird der
Quotient 5-HIAA/5-HT leicht erhdht. Dies kdnnte durch verschiedene M echanismen zustande
kommen: Es kénnten Veranderungen auf der zelluldren Ebene verantwortlich sein, die das
proapoptoti sche-/antiapoptotische Faktorengleichgewicht modulieren (siehe oben) oder durch
Verénderungen der Genexpression die Produktion wichtiger regulatorischer Proteine inkl.
Serotonintransporter (SERT) oder —rezeptoren (siehe oben: c-Fos-Diskussion) verdndern. Als
geeigneter Kandidat kommt der 5-HT14-Rezeptor in Frage, da nachgewiesen wurde, dass
sowohl eine SSRI-Gabe as auch MDMA zu ener Modulation der Dichte dieser
Autorezeptoren fuhrt [10;11;78].

Interessant sind jedoch die beobachteten Effekte auf die Konzentrationen der Katecholamine:
NA ist leicht erniedrigt im anterioren Striatum, DA (und seine Metaboliten DOPAC, HVA)
sind leicht erhoht im NAcc und im anterioren Striatum bei MDMA (20mg/kg)-vorbehandelten
Tieren. Die Quantitét dieser Effekte ist relativ gering, jedoch scheinen sie bereits die Effekte
einer subchronischen Administration anzudeuten, welche im néchsten Abschnitt naher

beschrieben und ausfihrlich diskutiert werden.

anderen thalamischen und limbischen Arealen, aus dem Hypothaamus und Hirnstamm, insbesondere dem

suprachiasmatischen Nucleus, weshalb seine Aktivitét zirkadian oszilliert [174].
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Subchronische hoch dosierte Gabevon MDMA

Im zweiten Versuch sollten die Auswirkungen einer wiederholten MDMA-Behandlung auf
das Neurotransmittergleichgewicht der Indolamine und Katecholamine untersucht werden.
Das zehntdgige Administrations-Schema wurde wohllUberlegt deshalb gewahlt, damit
zwischen den MDMA-Gaben kleine Mikroentziige entstehen kénnen, welche moglicherweise
einen wichtigen Faktor bel der Entwicklung einer Sensitivierung des Verhatens darstellen
(siehe Kapitel 6.). Zwar ist esin der MDMA-Literatur Ublich, ein strenges Protokoll mit 8 x
20 mg/lkg MDMA alle 12 h einzuhalten, um Neurotoxizitét zu untersuchen, jedoch zeigte sich
ebenfalls, dass es bel dieser Behandlungsmethode zu keiner Verhatenssensitivierung
kommen kann [189].

In MDMA-behandelten Tieren ist zu beiden Zeitpunkten eine starke Depletion von 5-HT und
5-HIAA im préfrontalen Cortex, Nucleus Accumbens und allen untersuchten striatalen
Gebieten zu beobachten, im Ursprungsgebiet der serotonergen Neurone, dem DRN, sind
jedoch keine signifikanten Effekte zu sehen. Dies korreliert sehr gut mit den bereits bekannten
und gut umschriebenen Zeichen der neurotoxischen Wirkung von MDMA auf das
aufsteigende serotonerge System: Die feinen, aufsteigenden, serotonergen Terminae
degenerieren im gesamten Vorderhirn bei hohen Dosierungen von MDMA, wéahrend die
Zellkorper im DRN groftenteils von den Schaden verschont bleiben [296].

Im Laufe von zwei Wochen (zwischen der ersten und zweiten Préparationsphase) beobachtet
man weniger stark erniedrigte 5-HT- und 5-HIAA-Konzentrationen im Nucleus Accumbens
und dem posteriomedialen Striatum: Es kommt zu einer Regeneration der Serotonin-
Parameter. Frihere Studien konnten bereits eine Erholung serotonerger Neurone von MDMA -
induzierten Schaden zeigen [25], jedoch muss man im Auge behalten, dass das erneute
Aussprief3en und das Reinnervationsmuster beschéadigter serotonerger Fasern héchst abnormal
und in unphysiologischer Weise ablauft: Als Ergebnis wurden weiterhin serotonerg
denervierte distale Innervationsgebiete neben serotonerg hyperinnervierten proximalen
Arealen gezeigt [83]. In einer PET-Studie mit aktuellen und abstinenten MDMA-
Konsumenten konnte eine Erholung der SERT-Dichte bei abstinenten Versuchspersonen
beobachtet werden, jedoch konnte dieser Befund auf unzureichende Selektivitét des
verwendeten Liganden ([*®1]-b-CIT) zuriickzufiihren sein; auBerdem waren kognitive
Defizite bel diesen Versuchspersonen auch welterhin ausgeprégt (Studie von Reneman et al.,
2001 [239]; zur Diskussion siehe [183]; Ubersicht iber state of the art-PET und SPECT-
Radioliganden bei [114]).
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Da die serotonerge Innervation der Basalganglien im physiologischen Zustand einen rostro-
caudalen und latero-medialen Gradienten (bei einem komplementéren Dopamin-Gradienten)
zeigt [27;292], kann davon ausgegangen werden, dass diese zwei Neurotransmitter
spezifische regulatorische Funktionen in verschiedenen Bereichen der Basalganglien
Ubernehmen und dass eine Dysregulation dieses Gleichgewichts zur Pathogenese
psychiatrischer Symptome fuhren kann, wie sie bei Patienten mit einer Ecstasy-V orgeschichte
beobachtet werden.

In unserem Experiment ist die Erholung der Serotonin-Konzentrationen in stark serotonerg
innervierten Bereichen am stéarksten ausgepragt (NAcc und CPu-pm). Der Zeitraum, der fir
die Beobachtung einer moglichen Reinnervation zur Verfligung stand, war jedoch eher kurz;
deshalb waren die Effekte eher gering und nicht in alen Arealen nachweisbar.
Nichtsdestotrotz zeigt dieses Experiment ebenfalls, dass die serotonergen Neurone fahig sind,
sich von Schaden durch selektive Neurotoxine zu erholen.

MDMA ist ein Amphetaminderivat, welches eine starke 5-HT-, aber auch DA- und NA-
Freisetzung verursacht. Interessanterweise fuhrt MDMA jedoch zu ener selektiven
Neurotoxizitdt der dinnen serotonergen Neurone des DRN, die dopaminergen und
noradrenergen Neurone bleiben verschont [302]. Die Dopaminparameter (DA, DOPAC,
HVA) zeigen in diesem Experiment konsistent mit der aktuellen Literatur keine langfristige
Abnahme der Gewebs-Konzentrationen, aufer einer transienten Erniedrigung der DA-
Konzentration im anterioren Striatum zwei Wochen nach MDMA-Behandlungsende. Diese
Konzentrationsverringerung ist begleitet von einem Anstieg des Dopamin-Turnovers
(DOPAC/DA, HVA/DA), was auf die Induktion von neuronalen Kompensationsprozessen
hinweist, welche zu einer raschen Erholung der Parameter vier Wochen nach Beendigung der
intermittierenden MDMA-Behandlung fuhren.

Im Nucleus Accumbens sind die Dopamin-Konzentrationen nach MDMA-Behandlung sogar
leicht erhoht, dieser Effekt ist signifikant vier Wochen nach Beendigung der MDMA-
Behandlung. Die Diskrepanz zwischen den entgegengerichteten Effekten im Nucleus
Accumbens und anterioren Striatum ist nicht ohne weliteres erklarbar. In einer Studie von De
Deurwaerdere wurde bereits eine unterschiedliche serotonerge Modulation der dopaminergen
Neurone gezeigt: Elektrische Stimulation im DRN fihrt zu einer erhéhten accumbalen, bei
gleichzeitig erniedrigter ipsilateral-striatalen DA-Freisetzung [64]. Die positiv-modul atorische
Wirkung von 5-HT auf die DA-Freisetzung im NAcc scheint unter anderem Uber 5-HTs-
Rezeptoren im ventralen tegmentalen Areal (VTA) vermittelt zu werden [64;97;199], in
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manchen Studien fuhrt auch eine direkte 5-HT-Perfusion im NAcc zu einem verstérkten DA-
release [218]. Eine chronische systemische Behandlung mit dem 5-HT,-Antagonisten MDL
100,907 reduziert, dhnlich wie Clozapin, selektiv die Zahl spontanaktiver Neurone im VTA
(Haloperidol wirkt unspezifisch hemmend auf SNc und VTA-Neurone) — hier liegt wohl die
atypische neuroleptische Potenz von Substanzen begriindet, welche eine kombinierte D,- und
5-HT,-antagonistische Potenz besitzen [293].

Im dorsalen Striatum kommt es ebenfalls zu einer verstarkten DA-Freisetzung durch 5-HT,-,
5-HT3- und/oder 5-HT4-Rezeptoren [30;36;38]. Die serotonergen Afferenzen aus dem DRN
scheinen jedoch einen inhibitorischen Effekt auf (zumindest langsam feuernde) dopaminerge
SNc-Neurone zu haben [132;142-144,291]. Kelland und Kollegen konnten sogar einen
inhibitorischen Effekt der DRN-Stimulation auf alle VTA-Neurone zeigen [144]. Die genaue
serotonerge Regulation der dopaminergen Mittelhirnneurone scheint bislang nicht geklart zu
sein, zumal die vorhandenen Daten aus der Literatur sehr widerspruchlich sind. Daher kdnnen
die beobachteten Fluktuationen der Dopamin-Konzentrationen im hier beschriebenen
Experiment nur unzulanglich tber einen serotonergen M echanismus diskutiert werden.

Als en anderer moglicher Grund konnte zum einen die Entwicklung einer
Verhaltenssensitivierung durch wiederholte Gabe von MDMA sein. Die Beobachtung der
Verhaltenssensitivierung steht im Einklang mit Daten von Kalivas et al. [139] und wird ndher
beschrieben in Kapitel 6. (Sucht-Teil). Obwohl Kalivas et a. eine Unabhangigkeit der
Entwicklung sensitivierter Verhaltenseffekte von MDMA von einer serotonergen Entleerung
postulieren, konnte in unserem Labor keine Sensitivierung mit wiederholt applizierten niedrig
dosiertem MDMA (5 mg/kg) gezeigt werden [165]. Ob die Verhatenssensitivierung nun
durch einen MDMA-neurotoxisch bedingten 5-HT-Mangel oder (subtoxisch) Uber
supersensitive 5-HT1g-Rezeptoren® vermittelt wird, Serotonin spielt eine essentielle Rolle in
der Regulation der dopaminergen Neurotransmission. Sensitivierungsbedingte Modulation
des Serotoninsystems hétte das Potential, die beobachtete Erhthung der accumbalen DA-
Konzentrationen zu bewirken. Flr eine 5-HTg-vermittelte regioselektive Aktivierung der
mesoaccumbalen dopaminergen Aktivitdt sprechen ebenfalls Befunde aus der Arbeitsgruppe
um René Hen: Wahrend in 5-HTig-Knockout-Méusen die basalen DA-Level im dorsalen
Striatum unverandert gewesen sind, wurden im NAcc erhohte basale DA-Konzentrationen

gemessen; eine Cocain-Gabe fuhrte zwar in beiden Tiergruppen zu einer gleichwertigen

.. welche auf den GABAergen Terminalen im VTA lokalisiert sind und die dopaminergen Neurone indirekt
enthemmen [185]. Arbeiten der Arbeitsgruppe Hen zeigen ebenfalls eine wichtige Rolle der 5-HT 15 -Rez. fir die
mesoaccumbale DA-Neurotransmission [255;288].
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relativen Erh6hung des extrazelluldren DA, im NAcc von Knockout-Tieren waren aber

trotzdem signifikant hthere Netto-DA -K onzentrationen gemessen worden [288].

Nicht zuletzt kann auch das beobachtete erniedrigte Noradrenalin fur die erhéhten Dopamin-
Konzentrationen im Nucleus Accumbens mitverantwortlich sein:

Es wurde gefunden, dass a,-Rezeptoren, welche auf zahlreichen Axonendigungen als
prasynaptische Heterorezeptoren lokalisiert sind [298], die Tyrosinhydroxylase- und
Tryptophanhydroxylaseaktivitét modulieren [76] und die Freisetzung von Dopamin und
Serotonin  herabsetzen konnen [307;308]. Ein verminderter NA-Tonus an diesen
Heterorezeptoren konnte also zu einer DA-Uberaktivitat filhren. In anderen Experimenten
wurde bereits gezeigt, dass eine a,-Rezeptor-Blockade antikataleptisch wirkt [263] und die
Dopamin-Syntheserate steigert [267]; ein Mechanismus, welcher aber wahrscheinlich Uber
eine Enthemmung der Locus Coeruleus-Neurone fiihrt und zu einer Uberaktivitat von NA im
Cortex.

Die a,-Rezeptoren sind jedoch in Zusammenhang mit wiederholter MDMA-Gabe noch nicht
untersucht worden, kompensatorische Aufregulation wére prinzipiell moglich, da MDMA
sowohl starke Bindungsaffinitdt (wahrscheinlich antagonistisch) zum a,-Rezeptor [24]
besitzt, as auch in grofem Malke zur NA-Freisetzung fuhrt [261]. Selektive NA-
Wiederaufnahmehemmer (SNRI) desensitivieren jedoch bei wiederholter Gabe die a,-
Rezeptoren (vgl. SSRI, welche die 5-HT1a-Rezeptoren desensitivieren) [78]. Wiederholte
MDMA-Administration fuhrt im Vergleich zu den SSRI ebenfalls zu einer 5-HT14-Rezeptor-
down-Regulation im Hippocampus und Hirnstamm, jedoch zu einer up-Regulation im Cortex
und Hypothalamus [10;11]: Ahnliche Effekte konnte man auch bei den a,-Rezeptoren
erwarten. Es werden dringend neue Daten zu diesem Problem bendtigt, um einen méglichen
Einfluss von NA auf die MDMA-Sensitivierung und damit verbundene neurochemische
Effekte ndher zu beleuchten.

In erster Linie verbltffend ist jedoch die wiederum selektive Hypoaktivitéat von NA im NAcc
bei MDMA-behandelten Tieren. Ein Grund fir diese Regioselektivitét konnte der Umstand
sein, dass das Vorderhirn von zwei noradrenergen Neuron-Subpopulationen innerviert wird.
Es gibt Hinweise darauf, dass der NAcc hauptséchlich von den tegmentalen noradrenergen
Zellgruppen A1l und inshesondere A2 (gelegen im Nucleus tractus solitarius) afferent
noradrenerg innerviert wird und der LC lediglich rostrale Gebiete des NAcc versorgt [68].
Dieser Mangel an NA konnte als Resultat regulatorischer Prozesse entstehen (z.B. Hemmung
der A2-Aktivitét durch den LC) oder ebenfalls neurotoxischen Ursprungs sein: Eine &ltere
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Studie (u.a mit Ratten) [59] zeigt eine eindeutige Ausweitung der Neurotoxizitét von MDMA
auch auf dopaminerge und noradrenerge Neurone bei hoheren Dosierungen®. Ein Vergleich
mit anderen Arbeiten ist kaum mdglich, weil meistens in anderen Gebieten gemessen wurde
[139;149;189].

In striatalen Arealen (NAcc, CPu) gibt es also Anzeichen fur eine Catecholamin-
Dysregulation, welche wahrscheinlich durch den abgeschwachten modulatorischen Einfluss
von Serotonin hervorgerufen wird. Diese Verdnderungen in der dopaminergen
Neurotransmission konnten in erster Linie verantwortlich sein fur Veranderungen im
Verhalten und die Pathogenese psychiatrischer Komplikationen as Langzeitfolgen
Ubermaliigen MDMA-Gebrauchs. Unterstiitzt wird dieser Verdacht durch die Ergebnisse der
Verhaltensbeobachtung: Bel mehrere Tage andauernder, intermittierender MDMA-
Behandlung kommt es zu einer ausgepragten Sensitivierung der Verhaltenseffekte von
MDMA (siehe 6.2.2.1.), welche wahrscheinlich durch eine biochemische Sensitivierung (DA-
Uberfunktion im NAcc) begriindet ist.

Die beobachteten Veranderungen in NA-Konzentrationen im Vorderhirn und eine potentiell
neuroprotektive Rolle von NA in Tiermodellen des Morbus Parkinson (s.0.) fuhrte uns zu der
Idee, die MDMA-induzierte Neurotoxizitdt in Tieren mit l&diertem Locus Coeruleus zu
untersuchen. Hierzu wurde die Substanz DSP-4 verwendet, deren entscheidender Vortell es
ist, dass sie nach i.p.-Injektion die Blut-Hirn-Schranke passiert, im ZNS selektiv in
noradrenerge Neurone des LC aufgenommen wird und diese schadigt [93;259;260]. DSP-4
muss jedoch relativ ziigig geldst und injiziert werden, da das sich in wéssriger Losung (MAO-
abhéangig [116]) sehr schnell bildende Aziridinium-Kation (t, = 7 min bel pH 7,4), welches
den wirksamen Metaboliten darstellt, wegen seiner Ladung nicht die Blut-Hirn-Schranke
passieren kann und dann nur an peripheren noradrenergen Axonen wirkt [330]. Aus diesem
Grund wurde DSP-4 unmittelbar nach dem LoOsen injiziert (Latenz < 1 min: garantierte
Anreicherung des Prodrugs DSP-4 im ZNS), und zur Kontrolle der L&sion wurden die NA-

Konzentrationen in den relevanten Hirnarealen gemessen: Im PFC waren die NA-

“ |eider wurde nicht der NAcc untersucht; im Striatum war NA generell nicht nachweisbar, DA war 2 Wochen
nach Behandlungsende signifikant erniedrigt bei der Hochstdosis MDMA (8x40 mg/kg alle 12 h), NA war im
Hippocampus und Cortex leicht erniedrigt bereits bei niedrigeren Dosierungen (8x10 mg/kg, alle 12 h) und stark
erniedrigt bei der Héchstdosierung.
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Konzentrationen stark vermindert. Im NAcc waren die NA-Konzentrationen eher erhéht (vor
allem bei Tieren, die nach der DSP-Lasion nur Vehikel erhielten, im Gegensatz zu spéter
MDMA-behandelten Tieren), im dorsalen Striatum und DRN unverandert. Nun finden sich
zwar geringe Mengen an NA in dorsostriatalen Homogenaten, immunhistochemische
Farbungen zeigen jedoch im dorsalen Striatum keine noradrenergen Zellkorper oder Fasern:
Das wenige Noradrenalin muss also durch Diffusion aus benachbarten Hirnkernen stammen
(es gibt Uberdies neuere Hinweise, dass eine Volumentransmission statt einer
monosynaptischen Neurotransmission die vorherrschende Form der Informationstibertragung
im ZNS darstellt, insbesondere die monoaminergen Neurotransmitter betreffend [332]). Die
(ventral) benachbarten Hirnkerne scheinen vorwiegend durch die Al- und A2- Kerne NA-
innerviert zu sein [67;68], welche fur DSP-4 nicht vulnerabel sind. Der DRN wird zwar durch
den LC innerviert, trotzdem ist auch anderswo bei DSP-4-Lasion keine Schadigung der
noradrenergen Fasern im DRN beobachtet worden [88]. Die noradrenerge Entleerung im PFC
betrug etwa 50 — 70 %, was durchaus im Normbereich des Ausmalies einer DSP-4 Lasion
liegt (starke Entleerung findet v.a. im Hip statt oder im Cortex durch eine selektive operative
Lasion des dorsalen noradrenergen Biindels [67;93;264]).

Im NAcc ist die NA-Konzentration bei MDMA-behandelten Tieren nicht wie beim
vorhergehenden Versuchsteil abgefallen, jedoch waren die Versuchsbedingungen leicht
unterschiedlich: Hier wurden die Tiere nur fur max. 2 x 5 min MDMA-behandelt in die
Verhaltens-Testapparatur gesetzt, wobei sie beim ersten Sensitivierungsversuch fir insgesamt
45 min in das Open Field platziert wurden. Dies konnte einen erhéhten Stressfaktor bedeuten,
welcher u.U. die Neurotoxizitét verstéarkt hat im Sinne einer ,Aggregationstoxiztat”
(Amphetamin wirkt toxischer bei Tieren, welche bei Behandlung in Gruppe, lauter Umgebung
und Dehydratation verweilen [110]). Geringe Effekte sind jedoch zu sehen: Wahrend DSP-4
bei naiv behandelten Tieren die NA-Werte im NAcc tendenziell erhdht (t = 5,71), ist die
Erhoéhung bei zusétzlich mit MDMA-behandelten Tieren nicht so deutlich. Esist naheliegend,
dass eine LC-Lasion zur Hyperaktivitat der A2-Kerne fuhrt, welche sich in erhdhten NA-
Konzentrationen im NAcc zeigt; wenn die A2-Kerne zusétzlich durch MDMA geschéadigt
werden, gleichen sich die Effekte wieder aus.

Die DA-Parameter (DA, DOPAC, HVA) sind bei der Kombination von DSP-4 und MDMA-
Behandlung ebenfals stéarker beeintrachtigt, obwohl zusammengefasst nur Tendenzen
sichtbar sind. Dies deutet jedoch darauf hin, dass die neurotoxischen Effekte von MDMA in
einem LC-l&dierten Tier verstarkt auftreten konnen, da der neuroprotektive Effekt des LC auf

dopaminerge Neurone entfdlt (vgl. [93]).
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Die durch MDMA verursachten bekannten neurotoxischen Effekte auf das Serotoninsystem
sind voll entfaltet: Im PFC, CPu und NAcc sind die 5-HT und 5-HIAA-Konzentrationen stark
erniedrigt, wahrend im DRN die Konzentrationen nach wie vor unverandert sind. Eine
deffekte LC-NA-Innervation des Vorderhirns hat jedoch keinen Einfluss auf die
neurotoxischen Effekte von MDMA - das Ausmal} der 5-HT-Entleerung ist vergleichbar mit
intaktem LC. Dies bedeutet, dass der LC im MDMA-Neurotoxizitéts-Mechanismus nicht
involviert ist, wie aus DA-Neurotoxizitdt des METH und MPTP bekannt ist. Der
Mechanismus selbst dieser neuroprotektiven Wirkung des LC-NA ist noch unbekannt, und es
kann nur spekuliert werden: da der DRN ebenfalls durch die Zellgruppen A1 und A2
innerviert wird und die NA-Innervation durch DSP-4 nicht abgeschwéacht wird, kénnte man
annehmen, dass hier ganz andere Mechanismen zum Tragen kommen. Um Klarheit zu
erhalten, missen jedoch weiterfihrende Experimente durchgefihrt werden, beispielsweise
selektive (und auch kombinierte) Lasionen der separaten noradrenergen Bundel, um eine

mogliche Beteiligung anderer Kerne in der serotonergen Neurotoxizitét zu verifizieren.

Generell werden auch eine Reihe weiterer Experimente nétig sein, um den Versuch auch in
die Tat umzusetzen, den Mechanismus der MDMA-induzierten Neurotoxizitét der dunnen,
aufsteigenden, serotonergen Nervenfasern des DRN zu charakterisieren. So sind weitere
Faktoren u.U. wichtig — beispielsweise die MDMA-induzierte Hyperthermie, welche hier
jedoch absichtlich nicht untersucht wurde, um die Stressor-Belastung der Tiere wahrend der
empfindlichen Verhatensversuche zu minimieren. Die Korper-Temperatur scheint zur
Neurotoxizitéat beizutragen, jedoch wird sie nur die Rolle eines Modulators haben: Z.B. besitzt
das N-ethyl-Derivat des MDMA (MDE) nur etwa % der neurotoxischen Potenz bei %2
rectalem Temperaturanstieg [56]. Darlber hinaus gibt es auch andere nicht erklarte
Phadnomene: Bel der Maus wird das serotonerge System (im Gegensatz zum dopaminergen)
nicht geschadigt [25], in utero kommen ebenfalls keine neurotoxischen Effekte von MDMA
zustande [57].
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8. Zusammenfassende Diskussion

In dieser Arbeit wurden die akuten Wirkungen und Langzeiteffekte des ringsubstituierten
Amphetamins MDMA (,, Ecstasy”) untersucht. Der Schwerpunkt dieser Untersuchung lag auf
den neurotoxischen Effekten der Substanz sowie der ndheren Betrachtung seines
Suchtpotentials. Nichtsdestotrotz wurde in Vorversuchen ebenfalls die akute Wirkung von
MDMA auf das Verhalten im Open Field sowie im Tiermodell der Katalepsie untersucht.

Dieser (letztere) Versuch zeigte eine deutliche dosi sabhangige antikatal eptische Wirkung von
MDMA in der Haloperidol-induzierten Katalepsie. Der genaue Mechanismus ist unklar: Da
ein dopaminerger Mechanismus im Vergleichsexperiment mit dem stérker DA-freisetzenden
MDA, sowie en rein serotonerger Mechanismus mit dem rein 5-HT-freisetzenden MBDB
nahezu ausgeschlossen werden kann [278], kommen vielmehr komplexere Mechanismen in
Frage. Untersuchungen mit den Enantiomeren von MDMA [278], welche in ihrem
molekularen Wirkmechanismus stark divergieren (SSMDMA ist potenter an SERT und der
stérkere DA-Freisetzer, waéhrend R-MDMA am 5-HT,-Rezeptor wirken soll [187;205]),
zeigen leichte antikatal eptische Wirkung bei beiden Enantiomeren, das Racemat antagonisiert
die Haloperidol-Wirkung jedoch supraadditiv. Dies deutet daraufhin, dass MDMA sich
zweier Wirkmechanismen bedient, welche in der antikataleptischen Wirkung synergistisch

zusammenarbeiten.

Versuche zu Langzeitwirkungen von MDMA zeigen, dass bereits eine einmalige Injektion
einer hohen MDMA-Dosis zu langfristigen Veranderungen im Verhalten fihrt. So bewirkt die
Gabe von MDMA eine langfristig erhthte lokomotorische Aktivitdt im Open Field,
erniedrigte Serotonin-Parameter im PFC und anterioren Striatum, jedoch einen erhhten 5-
HT-Umsatz in diesen Hirnarealen. Der erhthte Serotonin-Umsatz konnte ein Zeichen fir
Kompensationsprozesse sein bzw. fir Bestrebungen des Organismus, eine Regeneration der
5-HT-Gehalte zu bewirken. Tatsachlich wurden in immunhistochemischen Farbungen von
Apoptoseproteinen kurzfristig erhdhte Expression der Proteine Bax und Bcl-2 gefunden, das
antiapoptotische Protein Bcl-2 war insbesondere exprimiert in axonalen Strukturen sowie in
Zellen des dorsoanterioren Striatums. Es scheinen apoptotische Prozesse mit involviert zu
sein im Mechanismus der MDMA-Neurotoxizitat [290;303] und die Induktion des Bcl-2-
Proteins konnte hier eine neuroprotektive Rolle tibernehmen. Die starke Uberexpression des

induzierbaren Transkriptionsfaktors c-Fos kommt wahrscheinlich durch Aktivierung der D;-
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und 5-HT,-Rezeptoren durch freigesetztes DA und 5-HT oder durch direkte Wirkung von
MDMA am 5-HT2-Rezeptor zustande.

Eine bereits berichtete biphasische Wirkung von MDMA auf die 5-HT-Gehalte in
Gehirnhomogenaten [270] wurde hier auch bestétigt; ferner sind biphasische Effekte ebenfalls
immunhistochemisch zu beobachten: Zum einen zeigen MDMA-behandelte Tiere 48 h nach
Injektion eine serotonerge Entleerung sogar im Ursprungsgebiet der serotonergen Fasern, dem
DRN. Die Z€llkorper erholen sich jedoch schnell wieder vom 5-HT-Defizit, ein Phénomen,
welches auch in neurochemischen Untersuchungen beobachtet wurde und eine Fahigkeit der
serotonergen Neurone zur Regeneration zeigt (s.u.). Zum anderen sind biphasische Effekte
auch in der Fos-Expression zu sehen. Auf die starke Fos-Uberexpression wahrend der
Akutwirkung folgt ein ,, rebound”-Effekt als Langzeitfolge: Zwei Wochen nach MDMA-Gabe
ist die Zahl Fos-reaktiver Kerne in weiten Teilen des (DRN-innervierten) Gehirns verringert.
Diese verminderte Fos-Expression kann nur schwer Uber einen direkten Mangel an 5-HT in
diesen Gebieten erklart werden, da neurochemische Daten nur einen geringen Abfall der 5-
HT-Konzentrationen bel diessr MDMA-Dosierung zeigen, und dann auch nur in manchen
Gehirnaredlen. Vielmehr ruhrt dieser Aktivitdétsmangel von einer generell erniedrigten
Aktivitét der serotonergen DRN-Neurone her, welche im Normalfall exzitatorisch durch
Afferenzen vor allem aus der lateralen Habenula angetrieben werden. Erniedrigte Aktivitat
der LHb selbst kann verantwortlich sein fur eine schwéchere Aktivitdt der serotonergen
Neurone des DRN. Dieses Phdnomen konnte - kombiniert mit dem Zusammenhang der LHb
und dem Auftreten von Depression - von Wichtigkeit sein fur die Entwicklung eines
depressiven Syndroms as Langzeitfolge exzessven MDMA-Konsums [17;197;306]. Die
LHb wird as Link zwischen limbischen und striatalen Vorderhirn angesehen und wirkt
diesbeziiglich aktivierend auf monoaminerge Systeme des Hirnstamms und des Mittelhirns
[136;266].

Im Ubrigen zeigt nur ein kleiner Anteil der serotonergen Neurone im DRN eine c-Fos-
Immunreaktivitdt. Wahrend der MDMA-Akutwirkung sind wahrscheinlich GABAerge
Interneurone im DRN dberaktiv und hemmen im Rahmen einer Feedback-Schleife die
serotonergen Neurone. Die Fos-Hypoexpression zwel Wochen nach Abklingen der MDMA-
Wirkung scheint jedoch, wie erwahnt, vor alem die serotonergen Neurone eines Subareals
des DRN zu betreffen, was neben der verringerten serotonergen Funktion (s.0.) auch darauf
hindeutet, dass bereits eine einmalige MDMA-Injektion eine langfristig veranderte
Genexpression in serotonergen Zellkorpern bewirken kann, obwohl auch eine subchronische,
hoch dosierte MDMA-Behandlung nicht zu einer Serotoninentleerung im DRN fuhrt.
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Wenn die MDMA-Administrationsrate erhoht wird, sind aber im serotonerg innervierten
Vorderhirn starkere neurotoxische Effekte sichtbar: Im PFC und in striatalen Gebieten ist eine
starke Entleerung serotonerger Konzentrationen sichtbar. In stark serotonerg innervierten
Regionen ist zudem eine Regeneration der 5-HT-Gehalte innerhab von zwei Wochen
messbar. Regenerationsprozesse, insbesondere ein erneutes Ausspriefien der beschadigten
serotonergen  Axonfasern, wurden bereits beobachtet, jedoch erfolgte dies in
unphysiologischer Weise und kann dadurch also keineswegs die Langzeiteffekte im Verhaten

kompensieren [83].

Parallel zur 5-HT-Entleerung wurde bei der subchronischen Gabe von MDMA neben einem
transienten Abfall von Dopaminparametern im dorsalen Striatum eine dauerhafte Erhéhung
der DA- und DOPAC-Konzentrationen im NAcc beobachtet. Es wére eine Dysregulation der
dopaminergen Neurotransmission durch Veradnderung der 5-HT- und NA-Gehalte im NAcc
denkbar, jedoch wurde die DA-Erhdéhung bei auf MDMA sensitivierten Tieren beobachtet —
daher ist ein Effekt der MDMA-Sensitivierung durchaus als primare Ursache mdglich. In der
Sensitivierungsforschung geht man davon aus, dass der Verhatenssensitivierung eine
neurochemische Sensitivierung insofern zugrunde liegt, als dass bestimmte neuronale Bahnen,
u.a auch die mesoaccumbale dopaminerge Projektion, in sensitiverten Tieren verstarkt
vorliegen, wodurch eine Gabe des Suchtstoffes in einem sensitiverten Tier zu einer hdheren
DA-Freisetzung im NAcc fuhrt [138;228]. In diesem Versuch sind die DA-Konzentrationen
jedoch bereits basal erhoht. Diese Eigenschaft kdnnte in Zusammenhang stehen mit der durch
MDMA-Sensitivierung induzierten Supersensitivitét der 5-HTig-Rezeptoren, welche auf
GABAergen Terminalen im VTA lokalisiert sind [185]. Arbeiten mit genetisch
ausgeschaltetem 5-HTig-Rezeptor unterstitzen diese Hypothese, da bei diesen Tieren
ebenfalls regioselektiv die basalen accumbalen DA-Konzentrationen erhoht sind [288].

Wie bereits erwdhnt, induzierte eine intermittierende MDMA-Behandlung eine
Verhaltenssensitivierung. Diese Sensitivierung der MDMA-induzierten Hyperlokomotion
konnte zwar neurotoxischen Ursprungs sein, jedoch spricht dagegen, dass in Noradrenalin-
entleerten Tieren (durch DSP-4-Gabe) keine Verstérkung der Neurotoxizitét, jedoch eine
vollige Blockade der Entwicklung der Verhaltenssensitivierung eingetreten war. Eine
neuroprotektive Wirkung von LC-NA wird zur Zeit intensiv erforscht als mdglicher
Therapieansatz bel der Parkinson-Erkrankung [93]. Eine essentielle Rolle in der Entwicklung

der Sensitivierung auf die wiederholte Gabe von Psychostimulantien war bislang nicht
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bekannt, es kénnte sich hierbei jedoch um einen im PFC lokalisierten Mechanismus handeln,
wobel Uber al-Rezeptoren die fokussierte Aufmerksamkeit und indirekt die mesoaccumbale
dopaminerge Aktivitdt positiv. moduliert werden konnten [18;63]. Ferner konnte im
Platzkonditionierungsversuch parallel ebenfalls eine Verhaltenssensitivierung mit geringen,
nicht-neurotoxischen Dosierungen von MDMA induziert werden. Die robuste, in mehreren
Laboratorien und Versuchsdesigns reproduzierbare Entwicklung der Verhaltenssensitivierung
ist von grof3er Bedeutung, weil die Sensitivierung as der essentielle Mechanismus der
Suchtentstehung und der Entstehung der Amphetamin-Psychose angesehen wird [252;253] -
beides also teils vermutete, teils bewiesene Langzeiteffekte eines MDMA-Konsums auch
beim Menschen. Es wurde auch bereits gezeigt, dass MDMA-sensitivierte Tiere eine erhohte
Vulnerabilitét gegentiber den suchtinduzierenden Wirkungen von Cocain zeigen [129].

Als ein besonderes Merkmal ist esim Rahmen dieser Arbeit gelungen zu zeigen, dass fir die
MDMA-induzierte Verhatenssensitivierung eine intakte LC-noradrenerge Innervation des
Vorderhirns essentiell ist. Diese Bedingung konnte ebenfalls fur andere Psychostimulantien
gelten und moglicherweise einen vielversprechenden Therapieansatz der Sucht mit klinischer
Relevanz darstellen.

Im Platzkonditionierungsversuch konnte das Suchtpotential weiter charakterisiert werden.
Insbesondere konnte gezeigt werden, dass die Craving-induzierenden Effekte von MDMA
stark von Umgebungsfaktoren abhéngen, welche auf das Individuum einwirken. Die
Arbeitsgruppen um Piazza und Wolffgramm konnten bereits zeigen, dass weniger das
genetische Profil des Individuums, sondern vielmehr die epigenetischen Faktoren (Stress,
soziale Umgebung) wichtig sind fur die Suchtentstehung [48;324]. In der hier vorliegenden
Arbeit konnte erfolgreich gezeigt werden, dass die soziale Umgebung ebenfalls bei MDMA.-
Konsum fir die Entwicklung, Aufrechterhaltung und Rickfall in das durch sekundére Stimuli
(Kontext) assoziierte Craving von primérer Bedeutung ist. Wenn man bedenkt, dass MDMA
ein antisoziales Verhalten induzieren kann [85] (vgl. auch [232]), gewinnt der soziale Faktor
bei der Suchtentstehung eine besondere Bedeutung, da die Substanz in einer positiven
Ruckkopplung ihre langfristig suchtinduzierenden und antisoziadlen Wirkkomponenten

drastisch verstarken konnte.

Zweifelsohne sind die Suchtwirkung und die neurotoxische Wirkung von MDMA auf
serotonerge  Neurone (und bei ausreichend hoher Dosierung ebenfalls auf die

katecholaminergen Neurone) nicht zu unterschéatzen. Ergebnisse aus Arbeiten zur
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»Aggregationstoxizitét“ von Amphetaminen zeigen jedoch, dass Faktoren wie die Umgebung
in welcher die Droge eingenommen wird einen grofRen Einfluss auf die Art der
Langzeiteffekte haben konnen. Fir MDMA misste dieser Aspekt noch weiter untersucht
werden; unsere Arbeiten haben diesbeziiglich bereits den Versuch unternommen, die
suchtinduzierenden Wirkungen von MDMA in Zusammenhang mit dem sozialen Umfeld zu
untersuchen. Unter Umstanden kénnte man annehmen, dass MDMA in geniigend niedriger
Dosierung und bei Beachtung der Umgebungsvariablen ein mogliches therapeutisches,
insbesondere antiparkinsonoides Potential besitzt, welches jedoch keinesfalls zu einem
unbedachten Einsatz als Therapeutikum fuhren darf. Die beschriebenen Wirkungen von
MDMA im Tierversuch und im Menschen zwingen zu héchst kritischer Abwéagung eines
solchen Einsatzes. Jedoch ist es andererseits ebenfals zwingend fur die medizinische
Forschung, die beschriebenen Wirkungen weiter zu erforschen und in praklinischen
Experimenten die Suche nach dem antiparkinsonoiden Mechanismus fortzusetzen, und in
Verbindung mit weiterer MDMA-bezogener Neurotoxizitdtss und Suchtforschung die
Entwicklung einer neuen antiparkinsonoiden Wirkklasse auf der Basis von MDMA, jedoch

ohne sein neurotoxisches und suchtinduzierendes Potential, zu forcieren.
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9. Anhang: Ausgewahlte statistische Auswertungen

Vor alem platzintensive statistische Ergebnisse sind aus Griinden der Ubersichtlichkeit in
diesem Anhang zu finden. Dies sind insbesondere ANOV A-Auswertungen des Versuchs zur
Verhaltenssensitivierung | und 11 sowie Auswertungen zur neurochemischen Analytik. In den
Tabellen werden Verweise zum jeweiligen Ergebniskapitel angegeben.
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9.1. Verhaltenssensitivierung

Tabelle 9.1.: Statistische Daten zur Verhaltenssensitivierung Teil |, Versuchstag 1-10. 3-
faktorielle repeated measures ANOVA. Faktor A = Behandlung [VEH, MDMA]; B =
Versuchstag [1, 10]; C = Zeit im Open Field [0 — 45 min]. (Kap. 6.2.2.1.)

FAKTOR | df | F= | p=
WEG, Phase 1 (unbehandelt, 15 min):
Faktor Versuchstag 1,30 85,53 < 0,0001
Faktor Zeit 2,60 98,63 < 0,0001
Faktor Behandlung x Zeit 2,60 4,38 0,017
Faktor Versuchstag x Zeit 2,60 11,02 < 0,0001
LAUFZEIT, Phase 1 (unbehandelt, 15 min):
Faktor Versuchstag 1,30 64,51 < 0,0001
Faktor Zeit 2,60 99,08 < 0,0001
Faktor Behandlung x Zeit 2,60 3,86 0,026
Faktor Versuchstag x Zeit 2,60 4,45 0,016
AUFRICHTUNGEN, Phase 1 (unbehandelt, 15 min):
Faktor Versuchstag 1,30 97,70 < 0,0001
Faktor Behandlung 1,30 7,03 0,013
Faktor Zeit 2,60 33,48 <0,0001
Faktor Behandlung x Zeit 2,60 5,87 0,005
Faktor Versuchstag x Zeit 2,60 6,70 0,002
WEG, Phase 2 (Vehikel oder MDMA, 30 min):
Faktor Behandlung 1,30 218,97 < 0,0001
Faktor Versuchstag 1,30 42,28 < 0,0001
Faktor Behandlung x Versuchstag 1,30 49,43 < 0,0001
Faktor Zeit 5, 150 27,50 <0,0001
Faktor Behandlung x Zeit 5, 150 56,61 < 0,0001
Faktor Versuchstag x Zeit 5, 150 17,69 < 0,0001
Faktor Behandlung x Versuchstag x Zeit 5, 150 21,06 < 0,0001
LAUFZEIT, Phase 2 (Vehikel oder MDMA, 30 min):
Faktor Behandlung 1,30 803,00 < 0,0001
Faktor Behandlung x Versuchstag 1,30 5,33 0,028
Faktor Zeit 5, 150 21,14 < 0,0001
Faktor Behandlung x Zeit 5, 150 74,98 < 0,0001
Faktor Behandlung x Versuchstag x Zeit 5, 150 3,43 0,006
AUFRICHTUNGEN, Phase 2 (Vehikel oder MDMA, 30 min):

Faktor Behandlung 1,30 45,94 < 0,0001
Faktor Versuchstag 1,30 63,06 < 0,0001
Faktor Behandlung x Versuchstag 1,30 62,66 < 0,0001
Faktor Zeit 5, 150 2,32 0,046
Faktor Behandlung x Zeit 5, 150 10,78 < 0,0001
Faktor Versuchstag x Zeit 5, 150 16,13 < 0,0001
Faktor Behandlung x Versuchstag x Zeit 5,150 15,77 < 0,0001
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Tabelle 9.2.: Statistische Daten zur Verhaltenssensitivierung Teil |, Versuchstag 11. 2-
faktorielle repeated measures ANOVA. Faktor A = Behandlung [VEH, MDMA]; B = Zeit im
Open Field [0 — 45 min]. (Kap. 6.2.2.1.)

FAKTOR | df | F= | p=
WEG, Phase 1 (unbehandelt, 15 min):

Faktor Zeit 2, 56 45,74 < 0,0001
Faktor Behandlung x Zeit 2,56 7,65 0,0012
LAUFZEIT, Phase 1 (unbehandelt, 15 min):

Faktor Zeit 2, 56 42,27 < 0,0001
Faktor Behandlung x Zeit 2,56 4,14 0,021
AUFRICHTUNGEN, Phase 1 (unbehandelt, 15 min):

Faktor Zeit 2,56 10,69 0,0001
Faktor Behandlung x Zeit 2,56 2,86 0,065
WEG, Phase 2 (Vehikel, 30 min):

Faktor Zeit | 5140 | 9,72] < 0,0001
LAUFZEIT, Phase 2 (Vehikel, 30 min):

Faktor Zeit | 5140 | 8,04 | < 0,0001
AUFRICHTUNGEN, Phase 2 (Vehikel, 30 min):

Faktor Zeit | 5140 | 5,47 | 0,0001

Tabelle 9.3.: Statistische Daten zur Verhaltenssensitivierung Teil |, Versuchstag 18. 2-
faktorielle repeated measures ANOVA. Faktor A = Behandlung [VEH, MDMA]; B = Zeit im
Open Field [0 — 45 min]. (Kap. 6.2.2.1.)

FAKTOR | df | F= | p=
WEG, Phase 1 (unbehandelt, 15 min):
Faktor Zeit | 2,60 | 54,75 | <0,0001
LAUFZEIT, Phase 1 (unbehandelt, 15 min):
Faktor Zeit | 2,60 | 58,80 | <0,0001
AUFRICHTUNGEN, Phase 1 (unbehandelt, 15 min):
Faktor Zeit | 2,60 | 14,55 | <0,0001
WEG, Phase 2 (Vehikel, 30 min):
Faktor Behandlung | 1,30 | 6,40 | 0,017
LAUFZEIT, Phase 2 (Vehikel, 30 min):
Faktor Behandlung | 1,30 | 5,83 | 0,022
AUFRICHTUNGEN, Phase 2 (Vehikel, 30 min):
Faktor Behandlung 1,30 518 0,030
Faktor Zeit 5, 150 2,33 0,045
Faktor Behandlung x Zeit 5, 150 2,36 0,043
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Tabelle 9.4.: Statistische Daten zur Verhaltenssensitivierung Teil 1l, 3-faktorielle repeated
measures ANOVA. Faktor A = Behandlung [VEH, MDMA]; B = L&sion [SAL, DSP]; C =

Zeit [Tag 1 — 10]. (Kap. 6.2.2.2.)

FAKTOR | df | F= | p=
OPEN FIELD

FELDERWECHSEL :
Faktor Behandlung 1,76 65,33 < 0,0001
Faktor Behandlung x L&sion 1,76 8,29 0,0052
Faktor Behandlung x Zeit 3,228 7,90 0,0026
Faktor Lasion 1,76 8,06 0,0058
Faktor Lasion x Zeit 3,228 1,79 0,15
Faktor Behandlung x L&sion x Zeit 3,228 3,42 0,018

IMMOBILITAT

Faktor Behandlung 1,76 22,01 < 0,0001
Faktor Zeit 3,228 5,51 0,011

AUFRICHTUNGEN
Faktor Behandlung | 176 | 92,32 | < 0,0001

HEAD-DIPS

Faktor Lasion 1,76 4,37 0,04
Faktor Behandlung x Zeit 3,228 14,06 <0,0001
Faktor Zeit 3,228 16,48 <0,0001

SCHNUFFELBOX

SCHNUFFELN
Faktor Behandlung 1,76 82,19 < 0,0001
Faktor Lasion 1,76 14,15 0,0003
Faktor Behandlung x L&sion 1,76 4,54 0,036
DREHUNGEN
Faktor Behandlung 1,76 36,32 < 0,0001
Faktor Zeit 3,228 13,57 <0,0001
Faktor Behandlung x Zeit 3,228 15,39 <0,0001
FELLPFLEGE

Faktor Behandlung 1,76 128,8 < 0,0001
Faktor Lasion x Zeit 3,228 4,52 0,0042
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9.2. Neurochemische Untersuchungen

Tabelle 9.5: Statistische Daten zur Neurochemie-Analytik einmalig MDMA-vorbehandelter
Tiere (mit intermediar wiederholter Niedrigdosis-MDMA-Behandlung wahrend CPP-
Konditionierung): Konzentrationen der Indolamine 5-HT, 5-HIAA. Statistik: Student’s t-
Test: *p<0,05; **p<0,01: Vergleich MDMA-Vorbehandlung mit Kontrolltieren.

€ Versuchsergebnisse 7.3.2.1.

HIRNAREAL: | of | t= | p=
5-HT-Konzentrationen:
PFC 14 nicht signifikant
NAC 14 nicht signifikant
CPu-anterior 14 2,32 | 0,036
CPu-posteromedial 12 nicht signifikant
CPu-posterolateral 14 nicht signifikant
5-HIAA-Konzentrationen:
PFC 14 nicht signifikant
NAC 14 nicht signifikant
CPu-anterior 14 nicht signifikant
CPu-posteromedial 12 nicht signifikant
CPu-posterolateral 14 nicht signifikant
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Tabelle 9.6.: Statistische Daten zur Neurochemie-Analytik einmalig MDMA-vorbehandelter
Tiere (mit intermediar wiederholter Niedrigdosis-MDMA-Behandlung wahrend CPP-
Konditionierung): Konzentrationen der Katecholamine und Metaboliten. Statistik: Student’s
t-Test: *p<0,05; **p<0,01: Vergleich MDMA-Vorbehandlung mit Kontrolltieren.

€ Versuchsergebnisse 7.3.2.1.

HIRNAREAL: | of | t= | p=
NA-K onzentrationen:
PFC 14 nicht signifikant
NAC 14 nicht signifikant
CPu-anterior 14 nicht signifikant
CPu-posteromedial 12 nicht signifikant
CPu-posterolateral 14 nicht signifikant
DA-Konzentrationen:
PFC 14 nicht signifikant
NAC 14 2,19 0,046
CPu-anterior 14 2,72 0,027
CPu-posteromedial 12 nicht signifikant
CPu-posterolateral 14 nicht signifikant
DOPAC-Konzentrationen:
PFC 14 nicht signifikant
NAC 14 nicht signifikant
CPu-anterior 14 4,07 0,0286
CPu-posteromedial 12 nicht signifikant
CPu-posterolateral 14 nicht signifikant
HVA-Konzentrationen:
PFC 14 nicht signifikant
NAC 14 nicht signifikant
CPu-anterior 14 3,01 0,0094
CPu-posteromedial 12 nicht signifikant
CPu-posterolateral 14 nicht signifikant
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Tabelle 9.7.: Statistische Daten zur Neurochemie-Analytik subchronisch MDMA-
vorbehandelter Tiere: Konzentrationen 5-HT, 5-HIAA. 1-faktorielle ANOVA (Vergleich

Kontrolltiere mit

Behandlungsende). € Versuchsergebnisse 7.3.2.2.

MDMA-behandelten Tieren 2 Wochen und 4 Wochen nach

HIRNAREAL : | df F= p=
5-HT-Konzentrationen:
PFC 2,27 59,1 < 0,0001
NAC 2,27 21,4 < 0,0001
CPu-anterior 2,27 10,2 0,0005
CPu-posteromedial 2,27 12,93 0,0001
CPu-posterolateral 2,27 10,74 0,0004
DRN 2,27 n.s. n.s.
5-HIAA-Konzentrationen:

PFC 2,27 19,2 < 0,0001
NAC 2,27 38,95 < 0,0001
CPu-anterior 2,27 27,5 <0,0001
CPu-posteromedial 2,27 22,9 <0,0001
CPu-posterolateral 2,27 12,55 0,0001
DRN 2,27 n.s. n.s.
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Tabelle 9.8.: Statistische Daten zur Neurochemie-Analytik subchronisch MDMA-
vorbehandelter Tiere: Konzentrationen der Katecholamine und Metaboliten. 1-faktorielle
ANOVA (Vergleich Kontrolltiere mit MDMA-behandelten Tieren 2 Wochen und 4 Wochen
nach Behandlungsende). € Versuchsergebnisse 7.3.2.2.

HIRNAREAL : | df | F= | p=
NA-K onzentrationen:
PFC 2,27 nicht signifikant
NAC 2,27 8,81] 0,0011
CPu-anterior 2,27 nicht gemessen
CPu-posteromedial 2,27 nicht gemessen
CPu-posterolateral 2,27 nicht signifikant
DRN 2,27 nicht signifikant
DA-Konzentrationen:
PFC 2,27 nicht signifikant
NAC 2,27 4,10 0,0279
CPu-anterior 2,27 6,68 0,0044
CPu-posteromedial 2,27 nicht signifikant
CPu-posterolateral 2,27 nicht signifikant
DRN 2,27 nicht signifikant
DOPAC-Konzentrationen:
PFC 2,27 nicht signifikant
NAC 2,27 nicht signifikant
CPu-anterior 2,27 nicht signifikant
CPu-posteromedial 2,27 4,07 0,0286
CPu-posterolateral 2,27 nicht signifikant
DRN 2,27 nicht signifikant
HVA-Konzentrationen:
PFC 2,27 nicht signifikant
NAC 2,27 nicht signifikant
CPu-anterior 2,27 nicht signifikant
CPu-posteromedial 2,27 nicht signifikant
CPu-posterolateral 2,27 nicht signifikant
DRN 2,27 nicht gemessen
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Tabelle 9.9.:

Statistische Daten

Zur

Neurochemie-Analytik subchronisch MDMA-

vorbehandelter Tiere mit/ohne DSP-4 Lasion: Konzentrationen 5-HT, 5-HIAA. 2-faktorielle
ANOVA (Faktor A: Lasion; Faktor B: MDMA-Behandlung). € Versuchsergebnisse

7.3.2.3.
HIRNAREAL: | F(A)= [ p= |F(B)= | p= [F(AxB)=  [p=
5-HT-Konzentrationen:
PFC n.s.|F.,7=34,72| <0,0001 n.s.
NAC n.s.|F;,7=21,74| <0,0001 n.s.
CPu-anterior n.s. | F,1,7,=50,21| <0,0001 n.s.
CPu-posteromedial F1.7=5,38 0,028 | F; ,7=47,61| <0,0001 n.s.
CPu-posterolateral n.s. | F,126=20,10| =0,0001 n.s.
DRN n.s. n.s. n.s.
5-HIAA-Konzentrationen:
PFC F1,7=6,71 0,015 |F;,,=89,13| <0,0001|F;,,=17,74| 0,0003
NAC n.s. | F,,7=63,28 | <0,0001 n.s.
CPu-anterior n.s.|F.27,=114,4| <0,0001 n.s.
CPu-posteromedial n.s.|F1,7=84,56| <0,0001| F;,7=4,30 0,048
CPu-posterolateral n.s. | F1,=87,14| <0,0001 n.s.
DRN n.s. n.s. n.s.
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Tabelle 9.10.:

Statistische Daten zur

Neurochemie-Analytik subchronisch MDMA-

vorbehandelter Tiere mit/ohne DSP-4 Lasion: Konzentrationen der Katecholamine NA,
DA, DOPAC, HVA. 2-faktorielle ANOVA (Faktor A: Lasion; Faktor B: MDMA-Behandlung).
€ Versuchsergebnisse 7.3.2.3.

HIRNAREAL: | F(A)= [ p= |F(B)= |p= |[F(AxB)=_ [p=
NA-K onzentrationen:
PFC F,,,=51,97| <0,0001 n.s. n.s.
NAC F.,7=5,04 0,033 n.s. n.s.
CPu-anterior n.s. n.s. n.s.
CPu-posteromedial n.s. n.s. n.s.
CPu-posterolateral n.s. n.s. n.s.
DRN n.s. n.s. n.s.
DA-Konzentrationen:
PFC n.s. | F1,7,=3,04 | n.s.(0,09) n.s.
NAC n.s. n.s. n.s.
CPu-anterior F1,7=3,69 | n.s.(0,07) n.s. n.s.
CPu-posteromedial F.1,,=10,94 0,027 n.s. n.s.
CPu-posterolateral F126=3,42|n.s.(0,08) n.s. n.s.
DRN n.s. n.s. n.s.
DOPAC-K onzentrationen:
PFC n.s. | F1,7,=5,64 0,025 n.s.
NAC Fi1.7,=4,74 0,038 n.s. n.s.
CPu-anterior n.s. n.s. n.s.
CPu-posteromedial F1,7=7,26 0,012 n.s. n.s.
CPu-posterolateral n.s. n.s. n.s.
DRN n.s. n.s. n.s.
HVA-Konzentrationen:

PFC n.s. n.s. n.s.
NAC n.s. n.s. n.s.
CPu-anterior n.s. n.s. n.s.
CPu-posteromedial Fi.7=4,41 0,045 n.s. | F1,7,=4,01 | n.s.(0,06)
CPu-posterolateral n.s. n.s. n.s.
DRN n.m. n.m. n.m.
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Tabelle 9.

11.:

Statistische Daten zur

Neurochemie-Analytik subchronisch MDMA-

vorbehandelter Tiere mit/ohne DSP-4 L&sion: Turnoverdaten von DA und 5-HT. 2-
faktorielle ANOVA (Faktor A: Lasion; Faktor B: MDMA-Behandlung; df=1,27). &

Versuchsergebnisse 7.3.2.3.
. Faktor AxB
Hirnareal | Faktor A (DSP-4) Faktor B (MDMA) (Kombination)
DOPAC/DA
PFC n.s. n.s. n.s.
NAC Fa(1,27)=3,59; (p=0,07) | n.s. n.s.
CPu-a Fa(1,27)=3,37; (p=0,08) | n.s. n.s.
CPu-pm |n.s. n.s. n.s.
CPu-pl n.s. n.s. Fa g (1,27)=3,22; (p=0,08)
DRN n.s. Fg (1,27)=4,17; (p=0,051) |n.s.
HVA/DA
PFC n.s. n.s. n.s.
NAC n.s. Fg(1,27)=6,17; p=0,019 | FA 5(1,27)=3,96; (p=0,06)
CPu-a n.s. n.s. n.s.
CPu-pm |n.s. n.s. Fas(1,27)=2,98; (p=0,096)
CPu-pl n.s. n.s. n.s.
DRN HVA nicht gemessen
5-HIAA/5-HT
PFC Fa(1,27)=5,68; p=0,025 [n.s. n.s.
NAC n.s. Fs(1,27)=14,69; p<0,001 |n.s.
CPu-a n.s. n.s. n.s.
CPu-pm |FA(1,27)=3,54; (p=0,07) | Fg(1,27)=8,18; p=0,008 |n.s.
CPu-pl n.s. n.s. n.s.
DRN n.s. Fe (1,27)=12,47; n.s.
p=0,0015
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