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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Der kontextabhangige Lernprozess der Katalepsie-Sensitivierung bildet die progressive
Verschlechterung zweier motorischer Parkinson-Symptome (Akinese und Rigor) nach.
Das Verstandnis der im Katalepsie-Sensitivierungs-Modell erlernten Progression dieser
Parkinson-Symptome beherbergt ein grofl3es Potential fir neue Therapieanséatze. Sowohl
die Entwicklung dieses Lernprozesses, als auch dessen Kontextabhangigkeit wurden in
der vorliegenden Arbeit untersucht. Bezogen auf die Entwicklung der Katalepsie-
Sensitivierung fuhrte die post-Test Gabe des NMDA-Rezeptor-Antagonisten MK801 und
des AMPA/Kainat-Rezeptor-Antagonisten GYKI52466 in Projekt | zu einer Verzdgerung
der Katalepsie-Sensitivierung. In Projekt llal ist untersucht worden, ob die Veranderung
einzelner Sinnesmodalitdten (Hinweisreizwechsel) bereits ausreicht, um nach erfolgter
Katalepsie-Sensitivierung einen Kontext-bedingten Abfall der Abstiegslatenz auszulésen.
Die Ergebnisse dieses Projektes lassen vermuten, dass die Salienz eines einzelnen
Hinweisreizes ausschlaggebend fir das Mall der Hinweisreizwechsel-induzierten
Katalepsiestarke ist. Das Projekt llal gibt ausserdem Anlass zu der Annahme, dass es
im Rahmen der Katalepsie-Sensitivierung bei der Darbietung veranderter
Hinweisreize/Kontexte zur Verschiebung der Salienzen einzelner Hinweisreize/Kontexte
kommen kann und die hier taglich dargebotene Testapparatur als solche bei kiinftigen
Versuchsplanungen als Hinweisreiz-Faktor mit einbezogen werden sollte. Die Ergebnisse
des Projektes lla2 zeigten, dass eine moderate Zunahme an Kontext-Veranderungen
(ein  taglicher Kontextwechsel) den Sensitivierungsprozess der Katalepsie
beeintrachtigen. Durch  Habituierung an einen Kontext B vor einem
Sensitivierungsexperiment wurde im Projekt 11a3 Uberprift, ob durch den im Anschluss
an die Sensitivierung (in Kontext A) erneut dargebotenen Kontext B der vermutete
Novelty-Effekt reduziert werden kann. Die dadurch erwartete Reduzierung einer
verminderten Abstiegslatenz konnte jedoch nicht gezeigt werden. Bevor nun die dem
Projekt 11a3 zugrunde liegende Novelty-Hypothese verworfen wurde, sollte die Stabilitat
der Habituierung auf verhaltens- und molekularbiologischer Ebene tberprift werden. Um
die Lokalisation der Kontextabhangigkeit der Katalepsie-Sensitivierung zu untersuchen,
wurden im Projekt 1lb1 Chinolinat-Lasionen im prafrontalen Kortex und im Hippocampus
durchgefiihrt. Zudem wurde in einem Vorversuch getestet, ob die Chinolinat-Behandlung
der Amygdala zur Beeintrachtigung der Kontextabhangigkeit fiihrt. Die Ergebnisse dieses
Projektes lassen vermuten, dass insbesondere der agranulér insulare Anteil des PFC

eine moderate Rolle bei der Kontextabhangigkeit einzunehmen scheint. AufRerdem
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Zusammenfassung

lieferte das Projekt deutliche Hinweise darauf, dass der dorsale Hippocampus in die
Kontextabhangigkeit der Katalepsie-Sensitivierung involviert sein konnte. Der Vorversuch
zur Chinolinat-Behandlung in der Amygdala spricht hingegen nicht flr eine Beteiligung
dieser Region am untersuchten Lernparadigma. Dieser Vorversuch konnte allerdings
nicht klaren, ob die Beteiligung eines Stress-/ Angst-auslosenden Hinweisreizes zum
gleichen Ergebnis fuhren wirde. Im Projekt IIb2 wurde schlie3lich der pralimbische PFC
mit serotonergen Neurotoxin 5,7-DHT behandelt, um zu testen, ob eine derartige
Behandlung Einfluss auf die Kontextabhangigkeit der Katalepsie-Sensitivierung hat. Die
Ergebnisse des Projektes I1Ib2 sprechen eher gegen die Beteiligung des
Neurotransmitters  Serotonin im  pralimbischen prafrontalen Kortex an der
Kontextabhangigkeit der Katalepsie-Sensitivierung. Die an den Verhaltensversuch
anschlieBende HPLC-Analyse der Serotonin- und Dopaminmenge in verschiedenen
Gehirnarealen lassen darauf schlie3en, dass es lohnenswert wéare, insbesondere den
Nucleus accumbens in zukinftige Untersuchungen zur Kontextabhangigkeit der
Katalepsie-Sensitivierung mit einzubeziehen. Interessant war zudem, dass die Starke der
Katalepsie im Verhaltensversuch negativ mit der gemessenen Dopaminmenge im
Nucleus accumbens korreliert. Dieses Ergebnis lasst vermuten, dass die Region, die
bereits bei der Psychostimulanzien-induzierten Sensitivierung involviert ist, auch im

Rahmen der Katalepsie-Sensitivierung eine Rolle spielen kénnte.
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| Einleitung

| Einleitung

1. Einfihrung des Terminus der Katalepsie-Sensitivi erung

Katalepsie-Sensitivierung; ein Modell zur progressi ven Verschlechterung der
Parkinson-Symptomatik.

Im Tiermodell der Katalepsie-Sensitivierung beschreibt der Begriff der Katalepsie ein
lang anhaltendes Verharren in einer ungewdhnlichen Kérperhaltung, bei gleichzeitiger
Unfahigkeit, sich aus solch einer Haltung heraus zu bewegen. Beim Menschen werden
Katalepsie-ahnliche Symptome unter unterschiedlichsten pathologischen Bedingungen
beobachtet. So gelten sie beispielsweise als Teil-Symptome der sogenannten Katatonie*
(Fink et al, 2010; Hildebrandt et al., 1997, Rajagopal, 2007) und treten im
Zusammenhang mit Hirnschaden auf, bei denen die Basalganglien in besonderem Mal3
involviert sind (Schallert et al., 1978). Bei der neurodegenerativen Parkinson-Erkrankung
sind die Basalganglien in ihrer Funktionalitat stark beeintrachtigt. Betroffene Patienten
zeigen unter anderem Muskelversteifung (Rigor) und eine Verlangsamung und Abnahme
der allgemeinen Beweglichkeit (Akinese). Diese motorischen Teil-Symptome der
Parkinson-Erkrankung werden im Tiermodell der experimentell induzierten Katalepsie
(bei Nagern) authentisch nachgebildet (Frank und Schmidt, 2003; Kretschmer, 1994;
Sanberg et al., 1988; Trevitt et al., 2009b). Die Bezeichnung Sensitivierung definiert im
allgemeinen substanzabhéngige Lernvorgange, welche durch andauernd fortschreitende
Intensivierung eines bestimmten Verhaltens charakterisiert werden (Tzschentke und
Schmidt, 2000a). Die Sensitivierung spielt eine wichtige Rolle im Entstehungsprozess
verschiedener psychiatrischer Entitaten, wie z.B. Suchterkrankungen und Schizophrenie
(Schmidt und Beninger, 2006). Im Tiermodell fihren Sensitivierungs-Prozesse, die durch
die tagliche Verabreichung von Psychostimulanzien wie Amphetamin und Kokain
(indirekte Dopamin-Agonisten), oder direkten Dopaminrezeptor-Agonisten induziert
werden, zu einer progressiven Aktivitatssteigerung der Tiere (Anagnostaras und
Robinson, 1996) (abbidung 1 links). Mit der Katalepsie-Sensitivierung  wird im Gegensatz
zur Psychostimulanz-induzierten Sensitivierung eine Lernform beschrieben, die zu einer
Abnahme der Bewegungsfahigkeit fuhrt. Anders formuliert: zu einer Zunahme der oben
beschriebenen Parkinson-Symptomatik (Rigor und Akinese) (Srinivasan und Schmidt,
2004).

 einem Syndrom mit verandertem motorischem Verhalten welches oftmals auch als Begleiterscheinung bei Erkrankungen wie Schizophrenie oder
manischen Depressionen beobachtet wird.
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Links: Psychostimulanz-induzierte Sensitivierung nach (Anagnostaras und Robinson, 1996). Nigrostriatal, unilateral (mit 6-OHDA)
ladierte Ratten, denen 3mg/kg Koérpergewicht Amphetamin verabreicht wurde (leere Kreise), zeigen ein progressiv ansteigendes
Rotationsverhalten gegenuber der Kontrollgruppe die eine isotonische Kochsalzlésung erhielt (schwarz gefilllte Kreise). Rechts:
Haloperidol-induzierte Katalepsie-Sensitivierung nach (Klein und Schmidt, 2003) als MaR der Katalepsie gilt die Abstiegslatenz [s] aus

einer ungewohnten Kérperhaltung heraus.

Ausgeldst werden kann die Katalepsie-Sensitivierung im Tiermodell durch die tagliche
Verabreichung von Dopaminrezeptor-Antagonisten  (wie  beispielsweise  dem
Neuroleptikum Haloperidol) und einem nachfolgend durchgefiihrten Verhaltenstest
(abbildung 1 rechts). Eine Parallele zur Psychostimulanz-induzierten Sensitivierung ist die
starke Kontextabhangigkeit der Katalepsie-Sensitivierung. Bei kontextabhangigen
Lernprozessen reaktiviert die erneute Darbietung des Kontextes dadurch, dass zuvor ein
bestimmter Lernprozess stattgefunden hat, den dort gebildeten Gedachtnisinhalt
(Hupbach et al., 2008). Umgekehrt fuhrt dieses Phanomen dazu, dass gelerntes
Verhalten genau in dem Kontext maximal ausgepragt wird, in welchem es erlernt wurde.
Unter pathologischen Bedingungen hat eine Reaktivierung des Gelernten durch einen
bestimmten Kontext entsprechend fatale Auswirkungen (Janak und Chaudhri, 2010;
Thewissen et al., 2005). Bislang ist unklar, welche Mechanismen dem Lernprozess der
Katalepsie-Sensitivierung zu Grunde liegen und weshalb er, ahnlich wie die Suchtmittel-
induzierte Sensitivierung, stark kontextabhangig ist (Badiani et al., 1995; Klein und
Schmidt, 2003). In Hinblick auf die bislang unaufhaltsam fortschreitende Kklinische
Verschlechterung der Parkinson-Symptomatik liegt eine hohe Relevanz in dem
Vorhaben, den Lernprozess der Katalepsie-Sensitivierung und ihre Kontextabhangigkeit
besser zu verstehen. Das Verstandnis solch eines Lernprozesses kénnte die Basis
bilden, um wenigstens der lernbedingten Progression der Parkinson-Symptomatik

entgegen zu wirken.
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2. Grundlagen
2.1. Morbus Parkinson
2.1.1. Pravalenz, Diagnose und Symptome

Mit steigender Lebenserwartung gewinnt die Kenntnis Uber die vorwiegend im hdheren
Lebensalter auftretende Erkrankung an Bedeutung. Es wird geschatzt, dass weltweit 6,3
Millionen Menschen an Morbus Parkinson erkrankt sind. Betroffen sind vor allem Gber 60
Jahrige, jedoch wird die Diagnose in einem von 10 Fallen bereits vor dem flinfzigsten
Lebensjahr gestellt. In Europa sind 1,2 Millionen Menschen erkrankt; circa 260.000
davon in Deutschland®. Bei dieser progredient verlaufenden chronischen Erkrankung
fuhrt die Degeneration von vor allem dopaminergen Neuronen zum charakteristischen
Krankheitsbild. Betroffen sind insbesondere die Neurone der Substantia nigra pars
compacta (SNc), einer Gehirnregion, welche die Basalganglien durch ihre nigrostriatale
Projektion dopaminerg innerviert. Die klinische Symptomatik der Parkinson-Erkrankung
zeigt sich erst dann, wenn bereits ca. 70-80% dieser dopaminergen Neurone degeneriert
sind (Dunnett und Bjorklund, 1999; Lachenmayer et al., 2011; Marsden, 1990). Mit
verschiedenen diagnostischen Verfahren (Ultraschall, Magnet Resonanz Tomographie)
(Bartova et al., 2010; Behnke et al., 2010; Berg, 2007, 2011; Hutchinson und Raff, 2000;
Mehnert et al., 2010), kénnen Veranderungen in der nigrostriatalen Gehirnregion bereits
zu Lebzeiten nachgewiesen werden. Postmortale Untersuchungen zeigen
zytoplasmatische Einschlisse, die sogenannten Lewy-Korperchen, besonders stark
ausgepragt in den degenerierten Neuronen der Substantia nigra (Gibb und Lees, 1988).
Es handelt sich dabei um Ablagerungen des Alpha-Synukleins, einem Protein, das
aufgrund der Fehlfunktion des Chaperon-Proteasom-Systems nicht abgebaut werden
kann (Bungeroth et al., 2014; Goedert, 2001)°. Bisher ist jedoch noch nicht geklart, ob die
Aggregation nicht abgebauter Alpha-Synuklein Proteine zu einer Degeneration der
Neurone beitragt, oder ob sie protektive Eigenschaften haben (Chandra et al., 2005;
Gerlach et al., 2007; Lozano und Kalia, 2006). Die Atiologie der Parkinson-Erkrankung
(resp. des idiopathischen Parkinson Syndroms) ist im Gegensatz zu sekundéren
Parkinson-Symptomen, die durch Medikamente (Montastruc et al., 1994), Traumata

(Wong und Hazrati, 2013), oder andere externe Einflisse wie beispielsweise

2 Quelle: Webseite: www.epda.eu.com, European Parkinson's disease association.
3 Normalerweise werden Proteinmolekiile zum Erwerb ihrer biologischen Funktionalitat durch Chaperone korrekt gefaltet. Verlauft diese Faltung
fehlerhaft, wird Uber das so genannte Parkin ein Ubiquitinmolekill an das Protein angeheftet, welches somit zum Abbau markiert ist. Zum Abbau
markierte Proteine werden schlieBlich mit Hilfe der Proteasome zu Aminoséurebausteinen degradiert. Sowohl eine Mutation des Gens welches das
Alpha-Synuklein kodiert, als auch eine Mutation im Gen welches fir das Parkin kodiert, kdnnen zur Stérung des Abbaumechanismus von Alpha-
Synuklein fiihren (Gerlach et al., 2007; Lozano und Kalia, 2006).
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Umwelttoxine (Abdulwahid Arif und Ahmad Khan, 2010) auftreten kénnen, unbekannt.
Man geht von multifaktoriellen Ursachen aus, zu denen Defekte innerhalb der
Mitochondrien, oxidativer Stress, die Toxizitat von Glutamat, genetische Faktoren, sowie
Apoptose zahlen kénnten (Blandini et al., 2000). Die Symptome der Parkinson-
Erkrankung (Tabelle 1) werden in der Literatur ausfiihrlich beschrieben (Davie, 2008;
Herting et al., 2008; Herting et al., 2007; Jankovic, 2008; Meara, 1994).

Motorische Symptome Nicht-motorische Symptome

Kardinalsymptome Kognitive Stérungen
Tremor Bradyphrenie (verlangsamte geistige Funktion)
Bradykinesie Wortfindungsstérungen
Rigor
instabile Korperhaltung Depressionen

Apathie

Anhedonie  (Freudlosigkeit)

Mudigkeit
Weitere motorische Symptome
im Kopfbereich: Sensorische Beeintrichtigungen
Hypomimie (starre Mimik) Geruchssinnesstsrungen, Geschmacks-
Dysarthrie  (Sprachstorungen) Storungen, Schmerzen in Schulter und Riicken
Dyspahgie  (Schluckstorungen) Parasthesie (unangenehme Empfindung in den Gliedern)
Sialorrhoe (abnormer Speichelfluss)

Dysautonomie
Orthostatische Hypotension (Schwindelgefuhl beim Aufrichten)

bei der Fortbewegung/ Bewegungsablaufen: Konstipation (Verstopfung}

verminderte Armschwingung Blasendysfunktion

schlurfender Gang sexuelle Dysfunktion

Festination abnormale SchweiRausbruche

Kamptokormia Seborrhé (vermehrte dermale Fettabsonderung )
(unwillkurliche Beugung des Rumpfes nach vorn} Gewichtsverlust

Mikrografie Schlafstérungen

Tabelle 1 Symptome der Parkinsonerkrankung

In der vorliegenden Tabelle wurden die Parkinson-Symptome in motorische (linke Spalte) und nicht-motorische Symptome (rechte
Spalte) untergliedert. (Zur Definition der Festination: Bewegung mit gebeugtem Oberkdrper beginnend, versucht der Patient mit
schnellen Schritten den Oberkdrper ,einzuholen®). Verandert nach (Jankovic, 2008), zudem wurden die Quelle “ sowie (Reichel et al.,
2001) herangezogen.

Da die Basalganglien an der Regulation motorischer Ablaufe beteiligt sind, fihrt ein
Verlust ihrer dopaminergen Afferenzen dazu, dass betroffene Patienten besonders
motorisch beeintrachtigt sind. Dabei treten die motorischen Symptome in der Regel in
einer Korperseite dominanter auf. Es handelt sich bei den erwdhnten motorischen
Beeintrachtigungen vor allem um drei Kardinal-Symptome : Muskelzittern (Tremor),
Muskelversteifung (Rigor) und Bewegungsunfahigkeit (Akinese). Hinzu kommen eine
Verlangsamung der Willkirbewegungen (Bradykinesie), sowie posturale Instabilitat
(weitere motorische Symptome der Parkinson-Erkrankung sind Tavele 1 Zu entnehmen).
Hoehn und Yahr gliedern den progressiven Verlauf der motorischen Parkinson-
Symptomatik in ein funfstufiges (klinisch anerkanntes) System; dieses dient in der Praxis
zur Einteilung der Patienten in unterschiedliche Pflegestufen (Hilker, 2007; Hoehn und

* Quelle: Webseite: Kompetenznetz-Parkinson (www.Kompetenznetz-Parkinson.de, 2001-2011 - Marburg)
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Yahr, 1967; Lachenmayer et al., 2011). Neben motorischen Symptomen wird die
Lebensqualitat der Betroffenen auch durch nicht-motorische Symptome  mal3geblich
beeintrachtigt (Blandini et al., 2000; Jankovic, 2008; Park und Stacy, 2009; Patel et al.,
2014). Zu den nicht-motorischen Symptomen, (tabelle 1) z&hlen relativ frih auftretende
Geruchssinnsstorungen (Haehner et al., 2007; Herting et al., 2008; Kivity et al., 2009;
Moscavitch et al., 2009; Sommer et al, 2004) und andere sensorische
Beeintrachtigungen (Bodis-Wollner et al., 1987). Derartige Storungen lassen sich
dadurch erklaren, dass es vor der Neurodegeneration der SNc bereits zu Dysfunktionen
in sensorischen Gehirnarealen kommt. Ein gelaufiges Schema von Braak unterteilt die
Erkrankung beziiglich der Neurodegeneration bzw. dem Auftreten der Lewy-Kdrperchen
in sechs unterschiedliche Stadien, stellt somit dar, weshalb derartige Sinnesstérungen
entstehen, bevor motorische Kardinal-Symptome bei Parkinson-Patienten auftreten
(Braak et al., 2003; Braak et al., 2004; Prediger, 2010)°. Desweiteren finden sich
neuropsychiatrische und kognitive Stdrungen wie beispielsweise Depressionen
(Karceski, 2007; McDonald et al., 2003; Ravina et al., 2007) und Demenz (Caballol et al.,
2007; Herting et al., 2007; Merims und Freedman, 2008) im Krankheitsverlauf. Eine mit
der Erkrankung assoziierte Demenz ist von anderen Klinischen oder lediglich
altersbedingten Beeintrachtigungen abzugrenzen. James Parkinson beschrieb erstmals
im Jahr 1817 in seinem ,Essay on the Shaking Palsy” die Symptomatik der spéater nach
ihm benannten Erkrankung. In seinen Ausfihrungen ging er davon aus, dass die Sinne
und der Intellekt unbeeintrachtigt blieben (,the senses and intellects being uninjured* aus
Parkinson 1817, erneut veroffentlicht im Jahre 2002) (Gerlach et al., 2007; Parkinson,
2002). Spatere Studien haben jedoch aufgezeigt, dass es eine Parkinson-spezifische
Demenz (engl.: Parkinson’s disease dementia (PDD)) gibt, die sich von anderen
Demenzerkrankungen abgrenzen lasst (Tsuboi et al., 2007). Neben Gedachtniseinbul3en
kommt es bei der Parkinson-Erkrankung vermutlich auch zu den bereits erwahnten
Lernprozessen, die fur eine Verschlechterung der motorischen Symptomatik
verantwortlich gemacht werden. Wahrend ausfihrlich Uber die Beeintrachtigung des
Gedachtnisses bei der Parkinson-Erkrankung berichtet worden ist (Caballol et al., 2007;
Dubois und Pillon, 1997; Lees und Smith, 1983), zeigen andere Studien die Mdglichkeit
auf, dass bestimmte Lernprozesse auch verstarkt werden kénnen. So wird angenommen,
dass nicht therapierte Parkinson-Patienten aufgrund ihres verdnderten Dopamin-
Gehaltes im Gehirn bei Lernaufgaben, die mit einem negativen Verstarker (Bestrafung)
gekoppelt sind besser abschneiden, als bei Lernaufgaben die mit einem positiven

® Nach diesem Schema ist der Bulbus olfactorius bereits in der ersten Erkrankungsphase beeintréchtigt, wahrend die SNc erst in der dritten Phase in
Mitleidenschaft gezogen wird (Braak et al., 2003; Braak et al., 2004; Prediger, 2010; Thal et al., 2004).
16



| Einleitung

Verstarker (Belohnung) assoziiert sind (Frank et al., 2004; Moustafa et al., 2008) und
dass dieser Zusammenhang insbesondere fir Patienten mit einem linksseitigen

Einsetzen der Symptomatik zu vereinbaren ist (Maril et al., 2013).
2.1.2. Therapiemdoglichkeiten

Das Striatum stellt die Eingangstruktur der Basalganglien, und somit Zielstruktur der
nigrostriatalen Projektion dar. Im Hinblick auf die Degeneration der SNc und die dadurch
verminderte dopaminerge Projektion zum Striatum sind zahlreiche géangige
Therapieformen darauf ausgelegt, den durch die Degeneration zustande kommenden
Dopamin-Verlust zu kompensieren . Da der Neurotransmitter Dopamin die Blut-Hirn-
Schranke nicht tberwinden kann, greift man auf den direkten Dopamin-Vorlaufer L-3,4-
Dihydroxyphenylalanin (Levodopa, L-DOPA) zurtick (Gerlach et al., 2007). Dieser wird,
zur Verminderung unerwinschte Arzneimittel-Wirkungen, in Kombination mit dem
peripher wirkendem DOPA-Decarboxylasehemmer verabreicht (Gerlach et al., 2007;
Hilker, 2007). Auch wenn L-DOPA zu den effektivsten pharmazeutischen
Behandlungskonzepten der Parkinsontherapie zahlt, geht eine langjahrige Anwendung
(ab circa 5 Jahren bei 30-40% der Patienten (Hilker, 2007)) mit unfreiwilligen
Bewegungen, sogenannten Dyskinesien und weiteren Nebenwirkungen® einher. Zur
Vermeidung der L-DOPA-induzierten Dyskinesien wurde nach weiteren therapeutischen
Angriffspunkten gesucht (Johnson et al., 2009). So werden Dopamin-Agonisten sowie
den Dopamin-Abbau hemmende Substanzen (wie Catechol-O-Methyltransferase-
(COMT-) und Monoaminooxidase- (MAO-) Hemmer) verwendet (Gerlach et al., 2007;
Hilker, 2007). Aufgrund der Innervierung des Striatums durch weitere
Transmittersysteme  (abbildung 2 ) wurden zudem Dopamin-unabhangige Therapieformen
entwickelt. Zu nennen sind hier anticholinerge Substanzen’ und Glutamatrezeptor-
Antagonisten. Bei Versagen der nicht-invasiven Therapiemethoden kommt bei einigen
Patienten die Tiefenhirnstimulation zum Einsatz (Hilker, 2007; Okun und Foote, 2010).
Bei diesem Verfahren werden entweder dem Globus pallidus pars interna oder dem
Subthalamischen Nucleus hochfrequente elektrische Impulse, Uber implantierte
Elektroden verabreicht (Lozano und Kalia, 2006). Dieses Verfahren dient der reversiblen
Hemmung der genannten Strukturen, da diese unter Dopamin-Mangel jeweils

Uberaktivitat zeigen. Die Erforschung einer Stammzellentherapie bei der Parkinson-

& vermutet werden Entziindungsreaktionen und Stérungen im Metabolismus der Biothiole (Cystein, Homocystein und Glutathion) (Dorszewska et al.,
2014)

’ Der therapeutische Ansatzpunkt durch anticholinergen Substanzen ist die Hemmung einer Uberaktivitat von cholinergen Interneuronen des Striatums.
Diese Uberaktivitat entsteht durch die fehlende dopaminerge Hemmung, der cholinergen Interneurone wéahrend der Parkinson-Erkrankung. Diese
Hemmung wird vor der Degeneration der dopaminergen Strukturen vor allem Uber die inhibitorischen D2-Rezeptoren (innerhalb der cholinergen
Interneurone) vermittelt (vgl. Abbildung 2 ) (DeBoer et al., 1996).
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Erkrankung hat bislang noch zu keinem anwendbaren Therapie-Verfahren gefuhrt
(Dantuma et al., 2010; Kim et al., 2002; Lindvall et al., 2004), jedoch sind neuere Studien
bezuglich der Kultivierung und Transplantation dopaminspezifischer Stammzellen
vielversprechend (Fan et al., 2013; Kohn Cordeiro et al., 2014; Sundberg et al., 2013).

MNS innervierendes
Dysfunktion bei

Transmittersystem Therapie
Parkinson
(Herkunft)
glutamaterg » Glutamatrezeptor-
Uberaktivitat )
(Kortex) antagonisten
dopaminer. verminderte Sl
P & o COMT-/MAO-Hemmer SnIYER SECEH
(SNc) Aktivitét DA-Agonisten She e
direkte Projektior indirekte Srojektion
Abbildung 2 Transmitter- basierte Therapieformen der Parkinsonerkrankung

Link: tabellarische Zusammenfassung der Transmitter-basierte Therapieformen. Rechts: Schematische Darstellung der striatonigralen
(sn) und striatopallidalen (sp) medium Spiny Neurone (MNS) (grau) des Striatums und eine vereinfachte Darstellung deren
Innervierungen und abgehenden Projektionen verandert nach (Calabresi et al., 2000; Centonze et al., 1999; DeBoer et al., 1996;
Tepper und Bolam, 2004) Gezeigt sind die glutamatergen (Glu) Projektionen aus dem Kortex zu den MNSs, die dopaminergen
Projektionen (DA) aus der Substantia nigra pars compacta (SNc), und die acetylcholinergen (ACH) Interneurone (IN), die ihrerseits
glutamaterg (aus dem Kortex und dem Thalamus), dopaminerg (aus der Substantia nigra) und GABAerg innerviert werden (Tepper
und Bolam, 2004) Die Rezeptoren sind schematisch als ein Bundel stiftférmiger Strukturen dargestellt, die Neurotransmitter sind in
der entsprechenden Farbe durch Punkte symbolisiert. Dabei sind dopaminerge Rezeptoren/ Dopamin gelb dargestellt, glutamaterge
Rezeptoren/ Glutamat grin dargestellt, cholinerge Rezeptoren/ Acetylcholin blau dargestellt und GABAerge Rezeptoren grau
dargestellt.

2.1.2.1. Glutamatrezeptorantagonisten bei der Parkinson-Therapie

In  der vorliegenden Arbeit werden Glutamatrezeptorantagonisten bei den
Untersuchungen zur Entwicklung der Katalepsie-Sensitivierung verwendet. Im Rahmen
der Parkinson-Therapie kommen sie bereits zum Einsatz, da eine Uberaktivitat von
Glutamatrezeptoren zur sogenannten Exzitotoxizitat fihrt (Ankarcrona et al.,, 1995;
Morales et al.,, 2013). Bei diesem zytotoxischen Effekt flhrt eine UberschieRende
Glutamat-Stimulation zu einem Anstieg der intrazellularen Kalzium-lonen-Konzentration,
welche wiederum  Signaltransduktionskaskaden sowie  zytoplasmatische und
Zellkerngebundene Ereignisse hervorrufen, die schlief3lich eine toxischen Degeneration
der betroffenen Zellen auslésen (Mark et al., 2001). Glutamatrezeptoren sind unter
anderem in der SNc lokalisiert. Dies legt die bisher nicht bestéatigte Vermutung nahe,

dass eine Uberaktivitat von Glutamat im Rahmen der Parkinson-Erkrankung in dieser
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Region zur neuronalen Degeneration beitragt (Mark et al., 2001; Morales et al., 2013)°.
Ein vielversprechender Kandidat fir den Einsatz von Glutamatrezeptor-Antagonisten in
der Parkinson-Therapie, ist neben dem Amantadin® das Memantin, welches als potenter,
nicht-kompetitiver NMDA-Rezeptor-Antagonist, Gegenstand weiterer Untersuchungen ist
(Rabey et al., 1992; Varanese et al., 2010). Amantadin kann bereits in frihen Krankheits
-Stadien und bei milden Verlaufsformen eingesetzt werden (Baas, 1999; Hilker, 2007).
Memantin wird bei anderen, in hoherem Lebensalter auftretenden Erkrankungen,
eingesetzt (Tariot et al., 2004). Budipidin, ein weiterer NMDA-Rezeptor-Antagonist, wird

bereits in der Parkinson-Therapie verwendet (Block und Kosinski, 2001).

2.2. Basalganglien
2.2.1. Lokalisation und Transmitter basierte Anatomie der Basalganglien

Die Basalganglien lassen sich in den extrapyramidalmotorischen Anteil des motorischen
Systems eingliedern. Sie sind durch neuronale Feedback-Schleifen Gber den Thalamus
mit den motorischen Regionen des Kortex verknupft (Doya, 2000). Bevor eine willkirliche
Bewegung (wie die erste aktive Bewegung der Tiere aus der kataleptischen
Kdrperhaltung heraus) durch ein im Ruckenmark lokalisiertes Netzwerk (Goulding, 2009)
initiilert wird, kann der in den supraspinalen Arealen entworfene Bewegungsplan durch
das extrapyramidale System moduliert werden. Funktionell werden die Basalganglien in
eine ventrale und dorsale Schleife eingeteilt (Haber et al., 2005; Nakano, 2000).
Namensgebend bei dieser Unterteilung ist insbesondere die ventrale, beziehungsweise
dorsale Lage ihrer Anteile, die in die entsprechenden Schleifen involviert sind. Wahrend
die ventrale Basalganglienschleife eine wichtige Rolle bei Belohnung, Verstarkung und
Suchtverhalten einnimmt (Camara et al., 2009; Wolf, 2002) und innerhalb des limbischen

Schaltkreises organisiert ist (Roth und Dicke, 2006), wird der dorsalen

8 Die glutamaterge Exzitotoxizitat wird zudem als Ursache bei der multiplen Sklerose und der amyotrophen Lateralsklerose diskutiert (Doble, 1999; Pitt et
al., 2000; Shaw und Ince, 1997). An dieser Stelle sei erwéhnt, dass das in der Lebensmittelindustrie vewendete Mono-Natrium-Glutamat, welches nach
oraler Aufnahme im Darm in Alanin und in der Leber zu Glucose und Laktat verstoffwechselt wird (Bhattacharya et al., 2011; Garattini, 2000) in Hinblick
auf die neuronale Exzitotoxizitdt Gegenstand wissenschaftlicher Diskussionen ist. Wéhrend eine friihe Studie von Lucas und Newhouse (Lucas und
Newhouse, 1957) bei Mausen gezeigt haben das subcutane Glutamatinjektionen toxische Effekte auf die Retina haben und nachfolgende Studien vor
allem bei jungen Mausen degenerative Prozesse im Hypothalamus gefunden haben (Garattini, 2000; Olney und Ho, 1970), halt die Senatskommission
zur Beurteilung der gesundheitlichen Unbedenklichkeit von Lebensmitteln (SKLM) einen kausalen Zusammenhang zwischen neurodegenerativen
Erkrankungen und oral aufgenommenem Glutamat fur unwahrscheinlich (Eisenbrand, 2005). Die SKLM formulierte Bedenkenlosigkeit des
Glutamatverzehrs, durch eine funktionelle Bluthirnschranke (die den Ubertritt des Glutamats aus dem Plasma verhindere). Untersucht werden sollte laut
SKLM dennoch, ob ,bei Personen mit eingeschrénkter Darm-Funktion, z.B. bei entziindlichen Darmerkrankungen, oder bei Lebererkrankungen wie
Hepatitis nach Glutamat-Verzehr héhere Plasmaspiegel auftreten als bei Gesunden” (Eisenbrand, 2005). Die Autorin Eid hat in ihrer Arbeit beziglich der
Begrindung der SKLM, zum bedenkenlosen Glutamat-Verzehr, trotz wissenschaftlicher Belege, aufgrund der Néhe der SKLM zu wirtschaftlichen
Interessen Skepsis geduBert (Eid, 2009).
? Bei Amantadin handelt es sich um ein antivirales Influenza-Medikament, dessen therapeutischer Effekt innerhalb der Parkinson-Erkrankung im Jahre
1968 zufallig entdeckt wurde (Stanicova et al., 2001). Bis in die achtziger Jahre des 20. Jahrhunderts wurde Amantadin als Dopamin-mimetische
Substanz eingestuft (Danysz et al., 1997). Erst spater wurde bekannt, dass Amantadin auch in der Lage ist Serotonin-aktivierte lonen-Kanale, sowie
lonen-Kanéle der nicotinergen Acetylcholinrezeptoren und des glutamatergen NMDA Rezeptors (insbesondere im Globus pallidus pars interna (Baas,
1999)) zu blockieren (Stanicova et al., 2001).

19



| Einleitung

Basalganglienschleife die Kontrolle der Bewegung zugeschrieben (Haber et al., 2005;
Kreitzer und Malenka, 2008). Aus diesem Grund wird letztere im vorliegenden Abschnitt
genauer beschrieben. Als subkortikale Kernregion durchziehen die Basalganglien im
Gehirn, sowohl das Telencephalon (Grof3hirn), das Diencephalon (Zwischenhirn) als
auch das Mesencephalon (Mittelhirn) (Albin et al., 1992; Albin et al., 1989) (Abbildung 3).

C

glutamaterge Projektionen

dopaminerge Projektionen

GABAerge

———> direkte Projektion
indirekte Projektion Projektionen
———> Ausgangsprojektionen

Abbildung 3 Anatomische Lage der Basalganglien und der direkten und indirekten dorsalen Basalganglienschleife

Die oberen Abbildungen dienen der Lageorientierung der anatomischen Strukturen der BG im Gehirn des Menschen (oben links a-c)
und der Ratte (oben rechts) und sind aus diesem Grund ohne metrische GréRenskalierung angegeben. Die transversalen unilateral
gezeigten Schnittebenen des menschlichen Gehirns sind von rostral nach caudal sortiert (a-c). Abkiirzungen, Nucleus caudatus (C),
Putamen (Pu), Nucleus accumbens (NAcc), ventrales Pallidum (VP), olfaktorisches Tuberkel (0Tu), Globus Pallidus pars externa
(GPe) und pars interna (GPi), subthalamischer Nucleus (STh), Substantia nigra pars compacta (SNc) und pars reticulata (SNr).
Verandert nach (DeArmond et al., 1989; Kandel et al., 1995; Mai et al., 1998; Pinel und Boucsein, 2001). Die sagittale Schnittebene
des Rattengehirns beinhaltet folgende zusétzliche Abkirzungen: Caudateoputamen (CPu), entopedunculérer Nucleus (EP), veréandert
nach (Cheung und Cardinal, 2005; Paxinos, 1994; Paxinos und Watson, 1997) .Die untere Darstellung der direkten und indirekten
Basalganglienschleife ist unlilateral in einer transversalen Schnittebene fir das menschliche Gehirn (A) (verandert nach (Breakefield
et al.,, 2008)) und (B) in sagittaler Schnittebene fir das Rattengehirn (verandert nach (Paxinos, 1994)) angegeben. Abkirzungen:
CPu, Caudatoputamen; C, Caudate; Pu, Putamen; STh, Subthalamischer Nucleus; GP, Globus pallidus, -i, pars interna, -e, pars
externa; SN, Substantia nigra, -c, pars compacta; -r, pars reticulata, EP; entopedunculére Nucleus. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit
wurden die Efferenzen die (in A) vom Nucleus caudatus zu denselben Zielstrukturen verlaufen wie ausgehenden vom Putamen weg

gelassen.
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Zu den telencephalen Strukturen zahlt die Eingangsstruktur der Basalganglien, das
Striatum , welches sich wiederum aus einem dorsal gelegenen Anteil (dorsaler Nucleus
caudatus und Putamen), sowie dem ventral gelegenen Anteil zusammensetzt. Letzterer
besteht vornehmlich aus dem Nucleus accumbens (NAcc) (Pritzel et al., 2003). Bei
Primaten und katzenartigen Saugern werden Caudate und Putamen durch die Fasern
der Capsula interna getrennt; bei anderen Saugern (z.B. Nagern) sind beide Strukturen
zu einer einzelnen, dem Caudatoputamen, verschmolzen (abbildung 3 ) (Albin et al., 1989;
Smeets et al., 2000)!°. Das Striatum wird glutamaterg aus dem Isokortex und dem
intralaminaren Nucleus des Thalamus innerviert. Dopaminerge Projektionen erreichen
den dorsalen Anteil des Striatums aus der SNc (Massey und Bashir, 2007; Parent und
Hazrati, 1995) und serotonerge (Mori et al., 1985; Steinbusch, 1981) aus den Fasern
den dorsalen Raphé Kernen (Blomeley und Bracci, 2005; Bonsi et al., 2007). Zudem
erhalt das Striatum exzitatorische Eingédnge aus limbischen Strukturen (insbesondere
aus der Amygdala) (Albin et al., 1992; Albin et al., 1989; Hauber, 1998). Das dorsale
Striatum selbst besteht vor allem aus Projektionsneuronen, den GABAergen Medium
Spiny Neuronen (MSNSs). Die MSNs werden in mindestens zwei Subtypen unterteilt: die
striatonigralen und die striatopallidalen MSNs. Die striatonigralen MSNs exprimieren in
hohem MaflRe dopaminerge D;-Rezeptoren (Fuxe et al, 2012), wahrend die
striatopallidalen MSNs vor allem dopaminerge D,-Rezeptoren exprimieren (Tozzi et al.,
2011)''. Die diencephalen Strukturen der Basalganglien bilden zum einen der
Subthalamische Nucleus (STh) und zum anderen der Globus pallidus. Der Globus
pallidus setzt sich bei Primaten dorsal aus dem internen Anteil, dem Globus pallidus pars
interna (GPi) (bei Nagern dem entopeduncularem Nucleus (EP)) und dem externen
Globus pallidus (GPe) (der bei Nagern analog als Globus pallidus (GP) bezeichnet wird)
und ventral aus dem ventralen Pallidum (VP) zusammen (Albin et al., 1989). Der
mesencephale Teil der Basalganglien wird durch die Substantia nigra pars compacta
(SNc) und pars reticulata (SNr) reprasentiert (Albin et al., 1989)%. Die
Hauptausgangsstrukturen der dorsalen Basalganglienschleife bilden der GPi,
(beziehungsweise dessen Pendant bei Nagern, dem EP) und die SNr. Beide Strukturen
projizieren GABAerg zu dem ventro-anterioren, ventro-lateralen sowie medio-dorsalen
Anteil des Thalamus (Albin et al., 1989; Schmidt, 2006), der seinerseits durch seine

Ruckprojektion zum Kortex die Basalganglienschleife ,schliel3t* (gezeigt in der abbildung 3 ).

1© Zudem wird das olfaktorische Tuberkel, welches eine telencephale Struktur darstellt, zum Striatum (insbesondere zum ventralen Anteil) gezahlt (Joel
und Weiner, 2000).

™ Neben den dopaminergen D1-Rezeptoren werden auf den striatonigralen MSNs zudem Adenosin- A; und muscarinerge M, Rezeptoren exprimiert
(Fuxe et al., 2012). Die striatopallidalen MSNs enthalten Enkephalin (Fuxe et al., 2012) und exprimieren neben den dopaminerge D,-Rezeptoren auch
Adenosin-A,,, sowie muscarinerge M;-Rezeptoren (Kuroiwa et al., 2012).

!2 Einige Autoren zahlen dartiber hinaus auch den pedunculopontinen Kern zum Kernkomplex der Basalganglien (Jenner, 2008).
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Da die striatonigralen MSNs direkt Uber GABAerge Bahnen zu den
Hauptausgangsstrukturen projizieren, bezeichnet man die von ihnen ausgehende
Projektion auch als direkte Basalganglienschleife. Die striatopallidalen MSNs stellen
durch ihre indirekte Projektion zu den Ausgangsstrukturen Uber den GPe,
beziehungsweise dessen GABAerge Afferenzen zum STh, den Eingang in den
indirekten Anteil der dorsalen Basalganglienschleife dar (Kreitzer und Malenka, 2008;
Trevitt et al., 2009a)°.

2.2.2. Die direkte (,Go"-) und indirekte (,NoGo“-Bahn) Projektion

Die direkten und indirekten dorsalen Basalganglienschleifen unterscheiden sich nicht nur
durch ihr neuronales Verschaltungsmuster, sie werden auch auf funktioneller Ebene
differenziert betrachtet. Dies wird offensichtlich, wenn man zunachst die oben
beschriebene dopaminerge Projektion aus der SNc zu den striatonigralen und den
striatopallidalen MSNs aulR3er Acht l&sst (abbildung 4 ). Durch den glutamatergen Eingang
aus dem Kortex in das Striatum werden innerhalb der direkten Bahn bei dieser
Betrachtung sowohl die SNr, als auch der GPi, durch die nachfolgenden GABAergen
Afferenzen gehemmt, GABAerge Efferenzen zum Thalamus werden gehemmt und dieser
disinhibiert. Der Thalamus entsendet glutamaterge Projektionen zum prafrontalen Kortex,
sowie zum supplementar motorischen Areal und ist somit an der Initiierung bestimmter
Bewegungen Dbeteiligt. Die direkte Bahn wird (insbesondere bei neuronalen
Verschaltungsmodellen in der Bioinformatik) auch als ,Go“-Bahn beschrieben (abbildung 4
A) (Frank, 2005; Frank et al., 2007; Wiecki und Frank, 2010). In dieser Bezeichnung
spiegelt sich die modulatorische Rolle der Basalganglien wieder, gewilnschte
Bewegungen, beziehungsweise ihre Initiierung, zu férdern (Gurney et al., 2001; Mink,
1996, 2003; Mink und Thach, 1993). Fuhrt man die Betrachtung ohne den
modulatorischen Einflul3 von Dopamin bei der indirekten Bahn (abbidung 4 B) fort, so
verhalt es sich mit deren Innervierung des Thalamus umgekehrt: Innerhalb der indirekten
Bahn fihrt die GABAerge Hemmung des GPe zu einer weniger stark ausgepragten

Hemmung des GPi (oder EP) sowie des STh. Somit kann die letztgenannte Struktur

3Neben den glutamatergen Neuronen die vom STh ausgehend zu den beiden Hauptausgangsstrukturen projizieren (Albin et al., 1989; Meissner et al.,
2004) und den restlichen GABAergen Projektionen findet man innerhalb der Basalganglien noch eine Minderheit weiterer striataler Neurone, die
sogenannten Interneurone (nicht gezeigt in der Abbildung 3). Von diesen Interneuronen wurden bisher vier Subtypen identifiziert (Centonze et al., 1999;
Kawaguchi et al., 1995). Zwei dieser Subtypen (parvalbumin- und calretinin- haltige Zellen) sind GABAerg, wéhrend die verbleibenden zwei
Interneuronsubtypen die Hauptquelle fiir Acetylcholin bzw. Stickstoffmonoxid (NO) darstellen (Centonze et al., 1999). Letztere (Stickstoffmonoxid haltigen
Interneurone, die zudem Somatostatin, Neuropeptid Y als auch Calbindin enthalten sind vermutlich auch GABAerg (Fuxe et al., 2012; Kawaguchi et al.,
1995).
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sowohl die SNr als auch den GPi selber durch glutamaterge Projektionen erregen, was
gemeinsam mit der zuvor beschriebenen weniger stark ausgepragten Hemmung des GPi
insgesamt zu einer verstarkten Hemmung des Thalamus fiihrt. Entsprechend bezeichnet
man die indirekte Bahn auch als ,NoGo“-Bahn (Frank, 2005; Frank et al., 2007; Wiecki
und Frank, 2010).

N\ — Abbildung 4 Initiierung kompetitiver Verhalten
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(Schmidt, 2006) und in Anlehnung an.

Es wird davon ausgegangen, dass die Aktivierung dieser Bahn zur Unterdriickung
unerwunschter Bewegungen  fihrt, welche mit den gewilnschten Bewegungen (die
durch die Aktivierung der ,Go“-Bahn induziert werden) in einem kompetitiven
Zusammenhang stehen (Gurney et al., 2001; Mink, 1996, 2003; Mink und Thach, 1993).
Stoérungen dieser Basalganglienfunktion zeigen sich beispielsweise bei hyperkinetischen
Erkrankungen, wo es zur Auspragung unterschiedlichster unfreiwilliger Bewegungen
kommt (wie beispielsweise Chorea, Dystonien und Tics und den L-DOPA induzierte
Dyskinesien) (Mink, 1996, 2003; Mink und Thach, 1993). Aber auch im Kklinischen
Zusammenhang mit Schizophrenie, Aufmerksamkeitsdefizit-/Hyperaktivitatssyndrom,
Suchterkrankungen und motorischen Symptomen im Rahmen des Morbus Parkinson
wird eine pathologische Veranderung von Lernprozessen diskutiert, die auf einem
gestorten Gleichgewicht der Aktivitdt der ,Go“- und ,NoGo“-Bahnen zuriick zu fihren
sind (Cools et al., 2006; Frank, 2005, 2008; Frank et al., 2004). Beide Bahnen der
dorsalen Basalganglienschleifen werden durch weitere Transmittersysteme beeinflusst

und moduliert. Insbesondere Dopamin nimmt hierbei eine wichtige Rolle ein.

“Quelle: http://www.dana.org/news/cerebrum/detail.aspx?id=10376
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2.3. Dopamin
2.3.1. Entdeckung, Metabolismus von Dopamin und das mesencephale Dopaminsystem

Der Neurotransmitter Dopamin zahlt gemeinsam mit Noradrenalin und Adrenalin zu den
Katecholaminen, wobei sowohl Noradrenalin (durch die Dopamin-beta-Hydroxylase) als
auch Adrenalin (durch den weiteren Abbau von Noradrenalin mittels der
Phenylethanolamin-N-Methyltransferase) aus Dopamin hervorgehen. Die Katecholamine
werden gemeinsam mit Serotonin und Histamin in die Gruppe der
Monoaminneurotransmitter eingeteilt (Nestler et al.,, 2001; Siegel et al., 1994). Der
schwedische Nobelpreistrager Arvid Carlsson entdeckte 1957 durch seine Versuche an
Mausen und Kaninchen erstmals die in vivo Synthese von Dopamin nach der Entleerung
von Serotonin und den Katecholaminen durch das Indolalkaloid Reserpin®® (Carlsson et
al., 1957). L-DOPA wird durch die Tyrosinhydroxylase aus L-Tyrosin synthetisiert,
wahrend L-DOPA durch die DOPA-Decarboxylase (aromatische
Aminosauredecarboxylase) zu Dopamin decarboxyliert wird (Siegel et al., 1994). Der
Abbau von Dopamin erfolgt sowohl durch die MAO, (Uber 3,4-
Dihydroxyphenylacetaldehyd und dessen Abbau durch die Aldehyddehydrogenase
(Anderson et al, 2011; Graefe et al., 2011)) zu 3,4-Dihydroxyphenylessigsaure
(DOPAC), als auch durch die COMT zu 3-Methoxytyramin (3-MT). DOPAC wird durch
COMT weiter zur Homovanillinsaure (HVA) abgebaut. HVA entsteht zudem durch den
Abbau von 3-MT durch die MAO (Graefe et al., 2011; Hevers et al., 2008; Nayak und
Henchcliffe, 2008; Nestler et al.,, 2001). Die Synthese und Freisetzung des
mesencephalen Dopamins erfolgt bei Nagern und Primaten aus drei dopaminergen
Hauptkernen des Gehirns®™. Einer davon stellt die SNc dar. Durch die in der SNc
entspringende nigrostriatale Bahn  wird der direkte und indirekte Weg der dorsalen

Basalganglienschleife moduliert.

'® Dies gelang, indem er nach der Entleerung der genannten Transmitter eine Injektion des Dopaminvorlaufers 3,4-Dihydroxyphenylalanin (L-DOPA)
vornahm und zusétzlich Iproniazid zur Hemmung des Enzyms zum Abbau von Monoamintransmittern (der sogenannten Monoaminoxidase (MAO))
verabreichte. Da die so behandelten Tiere eine Verbesserung der durch die Transmitterentleerung hervorgerufenen Symptome (Augenlidiahmung und
dampfende Wirkung) erfuhren, wurde daraus geschlossen, dass dies durch einen aus dem L-DOPA hervorgegangenen Transmitter bewerkstelligt wurde
gCarIsson et al., 1957).
® Zu ihnen zahlen das Ventral Tegmentale Areal (VTA) (Areal A10 nach (Dahlstrom und Fuxe, 1964), die SNc (Areal A9) sowie das in etwas caudalerer
Position liegende retrorubale Feld (Areal A8) (Dahlstrom und Fuxe, 1964; Moore und Bloom, 1978; Nestler et al., 2001; Pralong et al., 2002; Roth et al.,
1987). Das VTA projiziert zum préafrontalen Kortex, dem cingularen Kortex, sowie innerhalb der mesolimbischen Projektion zum NAcc (Nestler et al.,
2001). Diese Projektion zahlt zur ventralen Basalganglienschleife, die, wie bereits erwéhnt, maRgeblich an Belohnungsmechanismen sowie dem
Suchtverhalten beteiligt ist (Camara et al., 2009; Laviolette und van der Kooy, 2004).
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2.3.2. Modulation der ,,Go"- und ,NoGo*"- Bahn durch Dopamin

Wahrend die Di;-Rezeptoren der striatonigralen MSNs Uber die Gs-Proteine gekoppelt
sind und ihre Stimulation somit zur Aktivierung der Adenylylcyclase beitragt, wird diese
durch die Stimulation der D,-Rezeptoren (der striatopallidalen MSNs) beziehungsweise
die an sie gekoppelten Gj-Proteine inhibiert (Nestler et al., 2001). Die unterschiedliche
postsynaptische Wirkungsweise der beiden Dopaminrezeptoren fihrt zu einer
entsprechend unterschiedlichen Modulation der nachgeschalteten GABAergen, somit
hemmenden, Projektion vom Striatum zu den beiden Hauptausgangsstrukturen (GPi und
SNr) innerhalb der direkten Bahn, beziehungsweise zum GPe innerhalb der indirekten
Bahn (abbidung 5 ). Die Aktivierung der Di;-Rezeptoren fuhrt innerhalb der direkten
Projektion zu einer verstarkten GABAergen Ausschuttung durch die striatonigralen
MNSs, wéahrend die Aktivierung der D,-Rezeptoren innerhalb der indirekten Bahn dazu
fuhrt, dass die nachgeschaltete GABAerge striatopallidale Projektion inhibiert wird, somit
weniger hemmend auf den GPe einwirken kann. Bei normaler dopaminerger Funktion
fuhrt die durch die Aktivierung des direkten Weges ausgeloste Hemmung des GPi und
der SNr dazu, dass ihre GABAergen Projektionen zum Thalamus noch starker
geschwacht, der Thalamus somit noch starker disinhibiert wird. Im Gegensatz dazu
bewirkt die Aktivierung der inhibierenden D,-Rezeptoren einen umgekehrten Effekt auf
den Thalamus; im Vergleich zur Aktivierung der indirekten Bahn ohne dopaminergen
Einfluss (abbildung 4 und Abbildung 5 ) flhrt die abgeschwachte Hemmung des GPe dazu,
dass dieser seinerseits sowohl den ihm nachgeschalteten GPi als auch den STh starker
GABAerg innerviert und somit die Transmitterausschittung dieser Regionen hemmt.
Zum einen wird der GPi, wie bei der direkten Projektion, auch hier in seiner GABAergen
Transmission gehemmt, wodurch es zur Disinhibition des Thalamus kommt. Zum
anderen wird die glutamaterge Transmission vom STh zu den beiden
Hauptausgangsstrukturen (GPi und SNr) gedrosselt, was eine verminderte Aktivierung
dieser Strukturen, damit letztendlich eine weniger starke GABAerge Hemmung des
Thalamus zur Folge hat. Durch Disinhibition des Thalamus wird der Kortex glutamaterg
innerviert und somit die Initierung von Bewegungsablaufen ausgelést. Dadurch
verschiebt der modulierende Einfluss der dopaminergen Bahn vor allem die ,NoGo“-
Funktion der indirekten Bahn zugunsten einer Disinhibition des Thalamus, wodurch

thalamische Rickprojektionen zum Kortex erméglicht werden.
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- Abbildung 5 Dopaminerge Modulation der "Go" - und
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Somit kann bei einem funktionierenden dopaminergen System eine erh6hte Dopamin
Ausschuittung zur Verstarkung oder dem Auslésen einer bestimmten Bewegung fuhren;
wahrend eine dazu konkurrierende, parallel gebahnte Bewegung durch eine verminderte

Dopamin Ausschittung gehemmt werden kann.

2.3.3. Ungleichgewicht der ,Go“ und ,NoGo“ Bahn bei der Parkinson-Erkrankung und
Dopaminrezeptor-Blockade im Katalepsiemodell

Kommt es zu einer eingeschrankten oder gar fehlenden dopaminergen Innervierung wie
bei der Parkinson-Erkrankung oder in entsprechenden Tiermodellen, entfallt die
Modulation durch diesen Transmitter (Albin et al., 1989). Die verminderte
Dopaminkonzentration an den D;-Rezeptoren fuhrt innerhalb der direkten Bahn zu einer
schwacheren Disinhibierung des Thalamus wodurch die Induzierung eines gewtinschten
Verhaltens (,Go“-Wirkung) vermindert wird. Innerhalb der ,NoGo“-Bahn fihrt eine
veminderte Dopaminkonzentration dazu, dass die GABAergen Projektionsneurone
zwischen dem Striatum und GPe eine gesteigerte Transmitterausschittung aufweisen
(Albin et al., 1989; Schmidt, 2006). Aufgrund des nachfolgenden Verschaltungsmusters
bewirkt der Dopaminmangel innerhalb der indirekten Bahn letztendlich die Verschiebung
von der abgeschwéchten Disinhibition des Thalamus zu dessen Inhibition (Johnson et
al.,, 2009). Die so induzierten Funktionsstérungen der dorsalen Basalganglienschleife
erklaren das Auftreten der motorischen Symptome Rigor und Akinese'’. Die bei der
Parkinson-Erkrankung auftretende Uberaktivierung der ,NoGo“- Bahn wird im Rahmen

des Katalepsiemodells imitiert, indem die D,-Rezeptoren, deren Aktivierung

Die Ursachen des Tremors scheinen ebenfalls in der Fehlfunktion verschiedener Neurotransmitter zu liegen. So geht man davon aus, dass neben dem
Dopaminmangel eine Uberaktivitdét von Acetylcholin, beziehungsweise eine verminderte Aktivitit von Adenosin, an der Entstehung dieses
Parkinsonsymptoms beteiligt sind (Miwa, 2007; Trevitt et al., 2009a).
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normalerweise genau die Uberaktivitit der ,NoGo“-Bahn“ verhindert, antagonisiert
werden. Hierzu werden Neuroleptika wie Haloperidol und Fluphenazin aufgrund ihrer
Eigenschaft als Dopamin-D,-Rezeptor-Antagonisten, bei Rodentia eingesetzt (Elliott et
al., 1990a, b; Gerlach et al., 2007; Lorenc-Koci et al., 1996). In anderen Studien wird die
Katalepsie durch die Gabe von direkten D,-Rezeptorantagonisten wie Racloprid
ausgelost. Auch die Blockade des D;-Rezeptors, durch die Gabe von D;-
Rezeptorantagonisten wie SCH-23390, wird in Tier-Modellen der Katalepsie eingesetzt
(Degos et al., 2005)%. In der vorliegenden Arbeit wird der D,-Rezeptor-Antagonist
Haloperidol im Rattenmodell angewendet. Wéahrend die antipsychotische Wirkung von
Haloperidol vermutlich tber die mesolimbische Bahn vermittelt wird, macht man sich im
Katalepsiemodell vor allem die extrapyramidal-motorische Wirkung dieser Substanz
innerhalb der nigrostriatalen Bahn zunutze (Wadenberg et al., 2001). Bringt man mit
Haloperidol behandelte Tiere in eine fir sie ungewohnte Position, zeigen sie vor allem
die Symptome des Rigors und der Akinese (Klemm, 1989; Sanberg, 1980; Sanberg et

al., 1988), die im Tiermodell unter dem Begriff Katalepsie zusammengefasst werden.

2.4. Gedachtnisbildung

Das taglich verstarkt messbare Verharren der Tiere im Rahmen der Katalepsie-
Sensitivierung ist als Lernprozess anzusehen. Um diesen nach den bisherigen
Erkenntnissen einzuordnen, wird in der vorliegenden Arbeit Grundlegendes zur

Gedachtnisbildung und Konsolidierung erlautert.
2.4.1. Konsolidierung- der Ubergang vom Kurzzeit ins Langzeitgedachtnis

Lernen beginnt mit der Aufnahme neuer Informationen. Diese Art der
Informationsaufnahme wird in der Literatur unter dem Begriff Akquisition
zusammengefasst (abbildung 6 ) (Lynch, 2004). Zur Gedachtnisbildung kommt es, wenn neu
erworbene Informationen, beziehungsweise Kenntnisse, zeitlichen Bestand haben.
Bezluglich der Dauer des Gedachtnisses unterscheidet man zwischen dem

Ultrakurzzeitgedachtnis  °, dem Kurzzeitgedéchtnis und dem Langzeitgedéchtnis

'8 Neben der Gabe von Dopamin-Rezeptor-Antagonisten kénnen auch lokale (uni- oder bilaterale) dopaminerge Lasionen, bevorzugt im Striatum oder in
dem medialen frontalen Vorderhirnbindel durchgefihrt werden. Das mediale Vorderhirnbiindel enthalt die nigrostriatale Bahn und somit die
dopaminergen Afferenzen die das Striatum aus der Substantia nigra erreichen (Kemmerer et al., 2003). Im Zuge dieser Lasionen wird vorwiegend das
Neurotoxin 6-Hydroxydopamin (6-OHDA) verwendet (Schwarting und Huston, 1996; Smith et al., 2002).
¥ Das Ultrakurzzeitgedéachtnis, auch sensorisches oder ikonisches Gedéachtnis genannt, speichert Sinneseindriicke fur circa 100 Millisekunden (Kuhnel
und Markowitsch, 2009; Thompson, 2001).

27



| Einleitung

(Kihnel und Markowitsch, 2009; Thompson, 2001). Im Vergleich zum
Langzeitgedachtnis wird das Kurzzeitgedachtnis durch eine zeitlich kiirzere Verflugbarkeit
der Inhalte (von einigen Sekunden bis Minuten oder Stunden) (Bailey et al., 1996; Kuhnel
und Markowitsch, 2009) und eine geringere Speicherkapazitat (Cowan, 2001, 2008;
Todd und Marois, 2004) abgegrenzt. In der kognitiven Psychologie ist das sogenannte
Arbeitsgedachtnis ein gangiges Modell zur aktiven Aneignung von Gedachtnisinhalten
(Baddeley, 1996). Es unterscheidet sich dadurch vom eher passiv gebildeten
Kurzzeitgedachtnis (Baddeley, 2003; Kihnel und Markowitsch, 2009). Das
Arbeitsgedachtnis  wird auch als eine Art aktive Verknupfung zwischen dem Kurz- und
dem Langzeitgedachtnis angesehen (Kihnel und Markowitsch, 2009). Wéhrend
Informationen die zunachst ins Ultrakurzzeitgedachtnis aufgenommen werden innerhalb
kirzester Zeit wieder verloren gehen und nur ein Teil der neu aufgenommenen
Information Uber die Akquisition im Kurzzeitgedachtnis gespeichert wird, umschreibt der
Begriff der (synaptischen)?® Konsolidierung den Ubergang von Gedéachtnisinhalten vom
Kurz- ins Langzeitgedachtnis  (aobildung 6 ) (Dudai, 2002; Nadel et al., 2007; Pare, 2003).
In verhaltenspharmakologischen Versuchen trennt man das Kurzzeitgedéchtnis vom
Langzeitgedachtnis innerhalb bestimmter Versuchsparadigmen, indem entsprechend
unterschiedliche Zeitrdume definiert werden , in  welchen die jeweiligen
Gedachtnisformen angelegt sind. Fir das Kurzzeitgedachtnis wird eine Zeitspanne
festgelegt, die parallel zum Beginn eines Versuchsparadigmas bis zu dessen Ende
verlauft. Substanzen, die zur Beeintrachtigung oder Modulation der Akquisitionsphase

verwendet werden, werden entsprechend entweder vor (engl.: pre-test-administration)
oder wahrend (engl.: co-administration) des Versuchsparadigmas verabreicht. Hingegen
werden Substanzen welche die Konsolidierungsphase beeintrachtigen sollen, nach
(engl.: post-test-administration) dem eigentlichen Versuchsparadigma verabreicht, da die
Konsolidierungs-Phase definitionsgemald wahrend dieser Zeit erfolgt (Abel und Lattal,
2001) (abbildung 6 ). Auf physiologischer Ebene wurde zwischen der Akquisition und der
Konsolidierung erstmals durch die Arbeit von Hebb (1949) (nach (Morris, 1999)
unterschieden. Hebb postulierte, dass es bei der Bildung des Kurzzeitged&chtnisses zu
einer erhohten elektrischen Aktivitat der betroffenen neuronalen Bahnen kommt,
wahrend bei der Bildung des Langzeitgedachtnisses neuronales Wachstum eine Rolle

spielt.

% die synaptische Konsolidierung wird von der systemischen Konsolidierung unterschieden. Bei letzterer handelt es sich um die Umwandlung eines
Hippocampus-abhangigen und im Hippocampus akquirierten Gedéchtnisinhaltes zu einem Hippocampus-unabhéngigen Gedachtnisinhalt (Dudai, 2002;
Nadel et al., 2007).
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[ Sinnes-Reize aus der Umwelt]
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Abbildung 6 Gedac htniskomponenten und experimentelle  Einordnung der Akquisition und Konsolidierung

Rechts: Einteilung des Gedéachtnisses in zeitlich unterschiedlich begrenzte Gedachtniskomponenten (als abgerundete blau
eingeféarbte, bzw. transparente Kasten dargestellt) und schematische Darstellung der Akquistion und Konsolidierung des
Gedéchtnisses (als rote Pfeile dargestellt) (verandert nach (Baddeley, 2003; Kuhnel und Markowitsch, 2009). Links: Darstellung der
Versuchsphasen der Katalepsie-Sensitivierung in denen die Akquisitionsphase (oben) und Konsolidierungsphase (unten)
experimentell festgelegt wurde. Diese Einteilung erfolgt in Anlehnung an (Abel und Lattal, 2001).

Die Hypothese von Hebb bekraftigte sich sowohl bei Invertebraten durch die
Untersuchungen von Eric Kandel zum Kiemenriickzugs-Reflex des Kalifornischen
Seehasens, Aplysia californica (Bailey et al., 1996; Squire und Kandel, 1999), als auch
bei Vertebraten durch Untersuchungen von Bliss und Lomo am Hippocampus von
Kaninchen (Bliss und Lomo, 1973). Der aus diesen Untersuchungen hervorgegangene
Begriff der Langzeitpotenzierung (LTP) beschreibt die langzeitige Steigerung der
synaptischen Ubertragungseffizienz. Sie kann durch Hemmer der Gen- und
Proteinsynthese inhibiert werden (Bailey et al., 1996). Im Gehirn von Saugern wurden
neben den Regionen im Hippocampus auch die molekularen Mechanismen der LTP im
Kortex, dem Striatum, den Amygdalae, dem Cerebellum, aber auch in spinalen Regionen
untersucht (Calabresi et al., 1992; Fox, 2002; Ji et al., 2003; Minichiello, 2009). Man
unterscheidet dabei zwischen NMDA-Rezeptor abhangiger und NMDA-Rezeptor
unabhangiger LTP (Johnston et al.,, 1992; Kauer und Malenka, 2007). Da NMDA-
Rezeptoren eine Subgruppe der Glutamatrezeptoren darstellen, und diese in der
vorliegenden Arbeit im Zusammenhang mit der Konsolidierung der Katalepsie-
Sensitivierung untersucht worden sind, folgt nun eine Darstellung des Neurotransmitters

Glutamat und der glutamatergen Rezeptoren.
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2.5. Glutamat
2.5.1. biochemische Einordnung und Metabolismus des Neurotransmitters Glutamat

Glutamat gehoért zusammen mit Aspartat zu den exzitatorischen Aminosauren , die im
Gehirn als Neurotransmitter wirken (Krogsgaard-Larsen et al., 1980; Siegel et al.,
1994)*. Die Hauptquelle fir Glutamat im zentralen Nervensystem stellt das endogene o-
Ketoglutarat dar, welches aus dem Zitratzyklus hervorgeht (Mark et al., 2001). Bei der
Glutamatsynthese transaminiert eine Aminotransferase unter Mitwirkung des Kofaktors
Pyridoxal-5-phosphat a-Ketoglutarat, wodurch Glutamat und die a-Ketosdure entstehen
(Hevers et al., 2008). Der Abbau von Glutamat erfolgt Uber die ATP-abhangige Wirkung
der Glutaminsynthetase zu Glutamin. Glutamaterge Neurone sowie Glutamatrezeptoren
sind im gesamten zentralen Nervensystem, und insbesondere im Vorderhirn stark

verbreitet (Segovia et al., 2001).
2.5.2. Glutamatrezeptoren

In der bislang gangigen Einteilung unterschied man zwei grof3e Glutamat-Rezeptor-
Familien (abbidung 7 ), die schnellen aktivierbaren Liganden-gesteuerten lonenkanale
(ionotrope Rezeptoren ) und die langsamer wirkenden G-Protein gekoppelten

(metabotropen ) Rezeptoren (Nusser et al., 1994).

Abbildung 7 Glutamatrezeptoren
Glutamatrezeptoren {GluR)

Darstellung zur allgemeinen Einteilung der
fonotrope Gluk metabotrope Gluk Glutamatrezeptoren (GIuR) in metabotrope (MGIuR) und
? die urspringliche Einteilung in rein ionotrope (NMDA,

pharmakologische N . . .. .
Subtypen NMDA AMPA Kainat Group! Groupll Group Il AMPA; Kainat) Rezeptoren verandert nach (Watkins und
‘\ | ‘ ‘ ‘ mG,LR“a‘b Jane, 2006) und (Block und Kosinski, 2001) Das

molekulare GIluR5-7 mGIUR1 mGIUR2 mGIuR 6
NR1NR2ZNR3 GluR1-4
Untereinheiten Y KA1 KA2 mGIuR5 mGIuR3 mGluR7a,b

mGluR8ab  metabotropen GIUR steht fur Ergebnisse neuerer Studien,

i, nnn nnn . . - . N
e L.‘,/”;’ ouma die von einer zusétzlichen, noch nicht ganz aufgeklarten
schematische |""™
Darstellung der metabotropen  Wirkungsweise der Kainat-Rezeptoren
Rezeptor- uu uu
Na* " :rrfu Al AP
DAG’

Fragezeichen zwischen dem Kainat und dem

ausgehen zusammengefasst in (Lerma und Marques,
2013).

eigenschaften
Na*, Ca?t

Wahrend die Gruppe der ionotropen Glutamat-Rezeptoren nochmals in einen NMDA-
Rezeptor und zwei nicht- NMDA- Rezeptoren-Gruppen untergliedert worden ist (Nestler

et al., 2001), wurden die metabotropen Glutamatrezeptoren in drei unterschiedliche

% Hayashi definierte Glutamat erstmals als Neurotransmitter im ZNS der Saugetiere (Hayashi, 1954). Aufgrund der mangelnden Anzahl an

Glutamatrezeptorantagonisten blieb dies jedoch zunachst umstritten (Honore et al., 1988; Watkins und Jane, 2006). Die Identifizierung entsprechender
Agonisten diente schlieBlich der Namensgebung der unterschiedlichen Glutamatrezeptoren (Horne und Simmonds, 1989).
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Rezeptor-Gruppen (I-111) eingeteilt (Bruno et al., 2001). Neuere Studien gehen davon aus,
dass der Kainat-Rezeptor, der bislang zu den ionotropen Rezeptoren gezahlt wurde, eine
nachgeschaltete Signaltransduktionskaskade aktivieren kann und somit nicht eindeutig
als reiner ionotroper Rezeptor betrachtet werden sollte (Lerma und Marques, 2013). Da
die ursprunglich als ionotrope Glutamatrezeptoren definierte Gruppe, bestehend aus
NMDA und nicht-NMDA-Rezeptoren, in der vorliegenden Arbeit eine Ubergeordnete Rolle

spielt, wird in den folgenden Abschnitten nochmals detailliert auf diese eingegangen.
2.5.2.1. NMDA- und nicht-NMDA-Rezeptoren

2.5.2.1.1. NMDA-Rezeptoren (NMDAR)

Die NMDA-Rezeptoren (NMDARS) setzen sich aus den Untereinheiten NR1, NR2A-D
und NR3A-B zusammen (Johnson et al., 2009; Nakazawa et al., 2004)** und nehmen
eine Sonderstellung unter den Glutamatrezeptoren ein: so verfigen NMDARSs einerseits
neben einer Durchlassigkeit fiir Na* und K* tiber eine hohe Kalzium (Ca2")-Permeabilitat
(abbildung 8 ), andererseits gelangt das Ca?" jedoch nur iiber einen spannungsabhéngigen
Mechanismus durch den NMDAR, da dieser, im nicht-depolarisierten Zustand durch
Magnesiumionen blockiert — wird?3.

Transmitterbindestelle fir Glutamat und NMDA

COOH e
e/ / \
HOOC — (CH,),— CH o { \ ) _ )
NHZ Glyzin-und D-Serin Binces:elle
L-Glut “ =
-Glutamat -Bindestelle |
GaN00OO0 4 ﬁ{it\.f!-::.zi‘:n
GUOLLOLY ol % MEgoL- und 141000010
pe »NHCH; | 1 S DRBHO0E0
HOOC — CH,—CH, Bindestelle
7
COOH |
NMDA /
\/\ Mg **- Blockade Stelle
Abbildung 8 Glutamat, NMDA und schematische Darstellung des NMD-Rezeptors

Links: Darstellung der Strukturformeln von L-Glutamat und NMDA nach (Watkins und Olverman, 1987). Rechts: Darstellung eines
Modells des NMDA-Rezeptors mit potentiellen Bindestellen fir NMDA-Rezeptor-Agonisten, —Antagonisten und —Modulatoren,
verandert aus (Smith, 2002). Abkiurzungen: psychedelisches Narkosemittel Phencyclidin (PCP), Antikonvulsivum Dizocilpin (MK801).

Ein weiteres Merkmal des NMDAR ist die Glyzinbindestelle. Wird diese durch Glyzin
agonisiert, wird die Wirkung des NMDAR potenziert (Johnson und Ascher, 1987). Neben

Glyzin bindet auch D-Serin an der Glyzinbindestelle und vermag dadurch die Aktivitat

2 Nur in Anwesenheit der NR1 Untereinheit kann es zur Bildung eines funktionellen NMDAR kommen (Nakazawa et al., 2004).
% Erstmals gezeigt wurde dies 1984 - (Ascher und Nowak, 2009; Coan und Collingridge, 1985; Nestler et al., 2001).
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des NMDAR zu verstarken (Zito und Scheuss, 2009). Ob der Einstrom von Ca?" zu der
oben beschriebenen LTP oder zur Langzeitdepression (LTD)?** (Cooke und Bliss, 2006;
Ito, 1989) fuhrt, hangt von dem zeitlichen Muster und der Amplitude des
Kalziumeinstroms ab (Zito und Scheuss, 2009). Im Gegensatz zu den Kainat- und
AMPA- Rezeptoren sind die NMDA- Rezeptoren durch eine langere Offnungszeit
charakterisiert (Block und Kosinski, 2001).

2.5.2.1.2. Kainat- und AMPA - Rezeptoren

Die funktionsfahigen Kainat-Rezeptoren bestehen aus einer transmembranen,
tetrameren Anordnung der Rezeptoruntereinheiten GIuR5-7, KA1 und KA2 (Pinheiro und
Mulle, 2006)%. Pharmakologisch wird der Kainat-Rezeptor sowohl von Kainat, AMPA
(Abbildung 9 ) als auch dem Mollusken-Toxin Domoinsaure agonisiert (Kumar et al., 2009;
Pinheiro und Mulle, 2006). Aufgrund der im Nervensystem ebenfalls vorkommenden
AMPA- Rezeptoren, wird eine vom AMPA -Rezeptor unabhangige Untersuchung des

Kainat Rezeptors erschwert.

CH,
" CH,COOH L* / COoH
HL—C, N o~
(’NHZ
P e
HO
N COOH
; \ &
—
Kainat N AMPA
Abbildung 9 Strukturformeln von Kainat, AMPA

Darstellung nach (Watkins und Olverman, 1987)

Hierflr ist die unspezifische Bindungsaffinitat der bisher identifizierten Agonisten
verantwortlich (Pinheiro und Mulle, 2006). Ahnliche pharmakologische Probleme ergeben
sich bei der Verwendung von Antagonisten. Kainat-Rezeptoren sind vor allem im
Hippocampus lokalisiert (Castillo et al., 1997)?°. Der Glutamatrezeptor an dem a-Amino-
3-Hydroxy-5-Methylisoxazol-4-Propionsaure (AMPA)?" als Agonist wirkt, setzt sich aus
verschiedenen Kombinationen von vier Untereinheiten zusammen (GluR1-4) (Derkach et
al., 2007; Johnson et al., 2009). Eine wichtige Eigenschaft der AMPA Rezeptoren ist,

24 Unter der LTD versteht man die lang anhaltende Abnahme der synaptischen Effizienz
% Dabei werden die Untereinheiten der Kainat-Rezeptoren durch zwei verschiedene Genfamilien kodiert (Johnson et al., 2009). Die Untereinheiten KA1
und KA2 sind nur in Verbindung mit den Untereinheiten, GIuR5, 6 und 7 in der Lage einen funktionstiichtigen Rezeptor zu bilden, wahrend die drei
letztgenannten Rezeptor-Untereinheiten hierzu unabhangig von KA1 und KA2 in der Lage sind.
% Dort werden sie vermutlich iber sekundére Neuromodulatoren, die an ein inhibitorisches Gi/G,-Protein gekoppelt sind, aktiviert (Cunha et al., 1999;
Lourenco et al., 2011).
2" AMPA wurde von Krogsgaard-Larsen und Kollegen identifiziert (Krogsgaard-Larsen et al., 1980). Das zuvor von Shinozaki und Shibuya entdeckte
Quisqualat (Shinozaki und Shibuya, 1974), eine exzitatorische Aminosaure im Samen der Rangunschlinger (Quisqualis indica L.) ahnelt AMPA in ihrer
Wirkung als Agonist am AMPA-Rezeptor. Spatere Untersuchungen haben gezeigt, dass beide Glutamatrezeptor-Agonisten trotz struktureller
Unterschiede an der gleichen Rezeptorbindestelle agieren (Horne und Simmonds, 1989). Es wurde gezeigt, dass AMPA an diesem Rezeptor mit einer
héheren Effizienz agonisiert (Horne und Simmonds, 1989), weshalb der zunachst als Quisqualat-Rezeptor bezeichnete Glutamat-Rezeptortyp in der
spateren Literatur auch als AMPA-Rezeptor bezeichnet wurde (Dewar et al., 1990).
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dass sie ohne GIuR2 Untereinheit eine hohe Durchlassigkeit fur Kalziumionen
aufweisen. Diese Eigenschatft ist vermutlich in der frihen Phase der LTP innerhalb der
CA3-CAl1 Region des Hippocampus von Bedeutung, in welcher vor allem GIuR2

Untereinheiten-freie AMPA Rezeptoren rekrutiert werden (Derkach et al., 2007).

2.5.2.2. Antagonisten der NMDA und AMPA/Kainat Rezeptoren und deren Rolle bei
Sensitivierungsprozessen

Wie bereits erwahnt, wird insbesondere der NMDA Rezeptorantagonist Amantadin in der
Parkinsontherapie eingesetzt. Aufgrund der haufig gezeigten allgemeinen Involvierung

von NMDA (Danysz et al., 1988; Sanders und Fanselow, 2003) und AMPA (Sprengel,
2006; Wiltgen et al., 2010) Rezeptoren in verschiedenen Lernmechanismen (Riedel et
al., 2003) und speziell bei Kontext- abhangigen Lern- (Sanders und Fanselow, 2003;
Young et al., 1994) und Sensitivierungsprozessen (Ben Mamou et al.,, 2006; Wolf,
1998), liegt die Vermutung nahe, dass die NMDA und AMPA Rezeptoren auch eine Rolle
bei der kontextabh&ngigen Katalepsie-Sensitivierung spielen. Die klinische Relevanz

der Glutamatrezeptorantagonisten ergibt sich aus der bei ihnen vermuteten Fahigkeit,
pathologische Gedachtnisprozesse zu blockieren . Gezeigt worden ist dies bei
Modellen zu Angststorungen und Drogensuchtverhalten (Sadler et al., 2007; Walker und
Davis, 2002). Unter natiurlichen Bedingungen fiihren belohnende Reize innerhalb der
mesolimbischen Projektion (zwischen dem VTA und dem NAcc) zu einer
postsynaptischen Dopaminausschittung, die sich im Rahmen einer Psychostimulanz-
induzierten Sensitivierung hin zu einer Ubermafigen Transmission verschiebt (Wolf,
2002). Vor allem bei der Induktion?® dieser Sensitivierung scheinen Prozesse der
synaptischen Plastizitat, wie die LTP, eine Rolle zu spielen (Wolf, 2002), an denen neben
Dopamin (Giordano et al., 2010) auch glutamaterge Mechanismen beteiligt sind. So wird
innerhalb des VTA der Einbau von Kalzium-durchlassigen AMPA Rezeptoren, sowie eine
Beteiligung des NMDA Rezeptors beobachtet (Argilli et al., 2008; Bellone und Luscher,
2005; Mameli et al.,, 2007; Steketee und Kalivas, 2011; Ungless et al.,, 2001).

Untersuchungen des ebenfalls am Sensitiverungsprozess beteiligten mPFC zeigen eine

% In einem Sensitivierungs-Experiment bezeichnet man die Phase, in der eine fragliche Substanz an mehreren, aufeinanderfolgende Tage verabreicht
und das sensitivierende Verhalten gemessen wird, als Induktion der Sensitivierung (Thomas et al., 2008). Die Expression der Sensitivierung wird im
Tiermodell nach einer Entzugsphase gezeigt. Dabei wird den Versuchstieren eine Dosis, der in der Sensitivierungsphase verwendeten Substanz, erneut
verabreicht, wodurch diese das sensitivierte Verhalten abermals zeigen (Thomas et al., 2008). Abhangig von der betrachteten Substanz, unterscheiden
sich jedoch die bisher untersuchten Prozesse beziiglich beider Phasen. Hinsichtlich der hirnanatomischen Korrelate der Induktion werden vor allem das
VTA die SNc und der mPFC erwahnt (Cador et al., 1999; Kalivas und Stewart, 1991; Kalivas und Weber, 1988; Steketee und Kalivas, 2011; Tzschentke
und Schmidt, 2000a; Vanderschuren und Kalivas, 2000). Die Mechanismen der Expression sind vermutlich im Nucleus accumbens lokalisiert (Steketee
und Kalivas, 2011; Wolf, 2002). Auch der dorsale Hippocampus scheint bei der Expression der Amphetamin-induzierten Sensitivierung involviert zu sein
(Degoulet et al., 2008). Bei der Expression der Sensitivierung wird innerhalb des Nucleus accumbens ein Kalzium-Kanal, Dopamin D;-Rezeptor-
abhéangig, aktiviert (Giordano et al., 2010). Ob auch Kalzium-gangige NMDA Rezeptoren bei der Expression involviert sind, ist bisher noch nicht geklart.
Es wird vermutet, dass es wahrend des Ubergangs von Induktion zu Expression zu unterschiedlichen Mechanismen kommt, die unter anderem die
Langzeitpotenzierung innerhalb des Belohnungssystems modulieren.
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reduzierte mGIuR Gruppe Il Auto-Rezeptor-Aktivitat (die sonst an der LTD beteiligt ist),
sowie eine reduzierte D,-Rezeptoraktivitdt. Beides fiihrt zu einer erhéhten Glutamat-
Transmission zum VTA und dem NAcc und ist deswegen wohl auch an der Vermittlung
einer LTP innerhalb des mPFC beteiligt (Huang et al., 2007; Steketee und Kalivas,
2011). Demnach spielt die Glutamattransmission eine wichtige Rolle innerhalb der
Induktion der Psychostimulanz-induzierten Sensitivierung?®. Bisherige Untersuchungen
zur Rolle von Glutamatrezeptoren im Rahmen der Katalepsie-Sensitivierung zeigten,
dass die NMDA Rezeptorantagonisten D-CPPene, Eliprodil und Ro 25-6981 keinen
Einfluss auf die Katalepsie-Sensitivierung bei einer Co-administration mit dem
Neuroleptikum Haloperidol haben (Lanis und Schmidt, 2001). Um der Rolle von Glutamat
innerhalb der Katalepsie-Sensitivierung weiter auf den Grund zu gehen, soll hier die
Wirkung einer post-test Administration von zwei Glutamatrezeptorantagoniste n
untersucht werden. Innerhalb des NMDA-Rezeptors ist sowohl eine kompetitive (an der
Transmitterbindestelle), als auch eine nicht-kompetitive Hemmung maoglich. Der Vortell
nicht-kompetitiver Antagonisten besteht darin, dass selbst eine hohe Freisetzung von
endogenen Liganden nicht in der Lage ist, eine durch Antagonisten ausgeloste
Hemmung zu Uberwinden (Vizi et al.,, 1996). In der vorliegenden Arbeit wird das
Antikonvulsivum Dizocilpin , das auch unter der Abkirzung MK801 ([(5R ,10S)-(+)-5-
Methyl-10, 11-dihydro 5Hdibenzo[a, d]zyclohepten-5,10-imine hydrogen maleate])
bekannt ist (Wong et al., 1986) (abbildung 10 ), als nicht-kompetitiver NMDA Rezeptor-

Antagonist verwendet. MK801 bindet am NMDA-Rezeptor innerhalb des lonenkanals
und wirkt so als Hemmer des geoéffneten lonenkanals (Chen et al., 1992; Urazaev et al.,
1998). Fur MK801 konnten in der Vergangenheit antikataleptische Eigenschaften

nachgewiesen werden (Schmidt und Bubser, 1989). Dies ist zu berticksichtigen, wenn
man im Versuchsparadigma der Katalepsie-Sensitivierung mit Hilfe von MK801 eine pre-
test-administration (eine Substanzgabe vor dem Katalepsietest), beziehungsweise eine
co-administration (eine Gabe mit der Katalepsie-induzierenden Substanz) unternimmt.
Wie zuvor beschrieben, zielen die oben genannten Behandlungen darauf ab, die
Akquisitionsphase  zu beeintrachtigen. Hingegen soll die Behandlung mit einer
bestimmten Substanz nach dem Katalepsietest (post-test), deren Wirkung auf die
Konsolidierungsphase uUberprifen. Eine Blockade der Konsolidierung erscheint

erstrebenswert, da bereits in anderen Lernparadigmen (wie bei dem Sucht- und

2 Dies wurde auch durch die Hemmung der Sensitivierung nach der Gabe von Glutamatrezeptorantagonisten in der VTA und durch die Lé&sion ihrer
glutamatergen Eingange aus dem prafrontalen Cortex bekréaftigt (Vanderschuren und Kalivas, 2000; Wolf, 2002). Es sei jedoch auch erwahnt, dass fir
unterschiedliche Substanzen auch unterschiedliche Glutamat-vermittelte Prozesse vorliegen: Bei der Amphetamin-induzierten Sensitivierung sind
vermutlich der NMDA Rezeptor (Karler et al., 1990) und der metabotope Glutamat Rezeptor (Kenny und Markou, 2004; Kim und Vezina, 1998) beteiligt,
wéahrend der AMPA-Rezeptor-Antagonist NBQX den Prozess der Sensitivierung von Kokain und Amphetamin ebenfalls moduliert, allerdings in jeweils
unterschiedlicher Weise hinsichtlich der verabreichten Dosis und des Zeitpunktes der NBQX-Applikation (Behl et al., 2007; Li et al., 1997)
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Angstgedéachtnis) gezeigt worden ist, dass Extinktion allein nicht ausreicht, um komplexe
Gedachtnisvorgange zu blockieren (Brenhouse und Andersen, 2008; Duvarci et al.,
2006; Ledoux et al., 1989; Quirk, 2002). Die Extinktion beschreibt die Bildung einer
neuen Assoziation (Chhatwal et al., 2006; LalLumiere et al., 2010), wodurch die
urspringliche Assoziation (z.B. die der Katalepsie mit dem internen und externen
Kontext, der wahrend einem Sensitivierungsprozess vorliegt) nur ,Uberschrieben®, aber
nicht ,geléscht* wird (Dudai und Eisenberg, 2004). Amtage und Schmidt haben fir die
Katalepsie-Sensitivierung beschrieben, dass der konditionierte Kontext-abhangige
Prozess durch Extinktion (Ausléschung) reversibel ist, wahrend eine Kontext-
abhangige sensitivierte Komponente nicht durch Extinktion rickgangig gemacht
werden kann (Amtage und Schmidt, 2003). Dies lasst darauf schlieRen, dass es
notwendig ist, einen anderen Mechanismus als die Extinktion anzuwenden, um die
sensitivierte Komponente, die nachweislich zu einer Steigerung der Katalepsie fihrt, zu

reduzieren.

CH,

Ly
g

NH,
Abbildung 10 MK801 und GYKI52466

Darstellung der Strukturformel des NMDA Rezeptor-Antagonisten MK801 (links) aus (Wong et al., 1986) und Darstellung der
Strukturformel des AMPA/ Kainat-Rezeptor-Antagonisten GYKI52466 (rechts) aus (Vizi et al., 1996).

Aus diesem Grund konnte die Blockade der Entstehung einer Langzeit-Assoziation hier
einen wesentlich effektiveren Nutzen haben. Neben der Wirkung von MK801 wird hier
auch der Einfluss der post-test Gabe von [1-(p-Aminophenyl)-4-Methyl-7,8-
Methylenedioxy-5H-2,3-Benzodiazepin  Hydrochlorid] (GYKI52466) untersucht. Bei
GYIKI52466 handelt es sich um ein 2,3-Benzodiazepin, welches sowohl als Antagonist
des AMPA, als auch des Kainat-Rezeptors wirkt (Donevan und Rogawski, 1993)
(Abbildung 10 ). Aus diesem Grund wird GYKI52466 in der vorliegenden Arbeit auch als
AMPA/Kainat-Rezeptor-Antagonist  bezeichnet. Aus einigen Untersuchungen geht
hervor, dass GYK52466 eine hohere Selektivitat fir AMPA  Rezeptoren als fur Kainat-
Rezeptoren besitzt (Ouardouz und Durand, 1991; Vizi et al., 1996). GYKI52466 hat eine
Muskel-relaxierende Wirkung und besitzt krampflésende Eigenschaften (Vizi et al.,

1996). Zwei Studien zeigen allerdings, dass sich die Haloperidol-induzierte Katalepsie
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nicht signifikant durch GYKI52466 beeintrachtigen lasst (Hauber und Andersen, 1993;
Zadow und Schmidt, 1994).

2.6. Kontextabhangigkeit

2.6.1. Bestandsaufnahme zur Kontextabhangigkeit bei Lern- und insbesondere

Sensitivierungsprozessen

Bereits im frihen 20. Jahrhundert ist in einigen Studien geprift worden, ob sich das
Wissen Uber kontextabhangige Lernprozesse dahingehend nutzen lasst, einen
verstarkenden Effekt bei bestimmten Lernaufgaben zu erwirken; ob die Assoziation mit
einem gewissen Kontext also zur Verbesserung der Gedachtnisleistung beitragen kann
(Morgan, 1996; Reeda, 1931; Smith und Glenberg, 1978). Seit diesen Untersuchungen
ist mehrmals gezeigt worden, dass Kontextabhangigkeit bei Lernprozessen dazu fuhrt,
dass die Konfrontation mit einem Kontext, in welchem eine bestimmte ,Gedé&chtnisspur”
zuvor gebildet wurde, diese ,Spur” reaktiviert (Hupbach et al., 2008). In der Literatur wird
die Kontextabhangigkeit sowohl fir deklarative als auch fur prozedurale
Gedachtnisformen beschrieben (Abrahamse und Verwey, 2008; Godden und Baddeley,
1975; Smeets et al., 2007; Smith und Vela, 2001). Die Kontextabhangigkeit kann auch
als spezielle Form der sogenannten Zustands-Abhangigkeit (engl.: state-dependency)
verstanden werden (Archer et al., 1986; Colpaert et al., 1976; Overton, 1964; Smith,
1986; Stark, 1967). Der Begriff der state-dependency beschreibt, dass sich ein
gelerntes Verhalten schlechter abrufen lasst, wenn sich die Bedingungen oder der
Zustand in dem sich das Individuum wahrend der Konditionierung befand, beim Abruf
des Gedachtnisses geéandert haben, also nicht mehr vorliegen (Jarbe, 1986).
Untersuchungen zur Verbesserung von Gedachtnisleistungen durch gezielte
Kontextassoziation in Bildungseinrichtungen (Coveney et al., 2013; Miles und Hardman,
1998; Roschelle et al., 2000), stehen einer Reihe von Untersuchungen zur Kehrseite
kontextabhangiger Lernprozesse gegenuber. So spielt die Kontextabhangigkeit bei
bestimmten pathologischen Zustanden und Erkrankungen eine wichtige Rolle und wird
im Zusammenhang mit Angststérungen (Bouton, 1988; Hobin et al., 2003; Rodriguez et
al., 1999), Essstorungen (Sansa et al., 2009) und Drogensucht (Post et al., 1981;
Steketee und Kalivas, 2011; Thewissen et al., 2005) erwahnt. Problematisch ist
Kontextabhangigkeit im Rahmen dieser Entitdten insofern, als dass es nach erfolgter
Therapie zu einem Rickfall in das pathologische Verhalten kommen kann (Crombag et
al., 2002; Janak und Chaudhri, 2010; Meil und See, 1996). Bei der Parkinson-Erkrankung
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beschrdnken sich bisher verotffentliche Untersuchungen auf kontextabhéngige
Lernprozesse des deklarativen Gedachtnisses (Whiting et al., 2005), Experimente zur
Haltungs-Instabilitat  (Brown et al., 2007; Doan et al., 2010), sowie eine Studie zur
Kontextabhangigkeit bei L-DOPA induzierten Nebenwirkungen (Lane et al., 2011).
Keine dieser Publikationen geht auf die Sensitivierung der Parkinson-Symptomatik
ein. Im Gegensatz zu zahlreichen Untersuchungen zur Kontextabhangigkeit von
Drogen-induzierten Sensitivierungsmechanismen (Anagnostaras und Robinson,
1996; Bloise et al., 2007; Bossert et al., 2004; Carey, 1986; Drew und Glick, 1988;
Hinson und Poulos, 1981; Keller et al., 2002; McDougall et al., 2011; Ohmori et al., 1995;
Post et al., 1981; Weiss et al., 1989) gibt es bisher nur eine verhaltnismassig geringe
Anzahl an Untersuchungen beziglich der Kontextabhangigkeit der Katalepsie-
Sensitivierung (Amtage und Schmidt, 2003; Klein und Schmidt, 2003; Srinivasan und
Schmidt, 2004). Gezeigt werden kann die Kontextabhangigkeit der Katalepsie-
Sensitivierung sowohl im (6-OHDA)-Lasionsmodell®, als auch in der durch Neuroleptika
induzierten Katalepsie-Sensitivierung (Klein und Schmidt, 2003). Bisher sind bezilglich
dieser Kontextabhéngigkeit immer noch einige Fragen ungeklart. Betrachtet man den
Kontext der bei der Katalepsie-Sensitivierung offensichtlich mit dem verstarkten
Verharren in einer ungewdhnten Koérperhaltung assoziiert wird, stellt sich zunachst die
Frage, welche Komponenten dieses Kontextes bei der Assoziation relevant sind. Der
Kontext lasst sich sowohl in externe als auch in interne Komponenten bzw.
Hinweisreize untergliedern  (Bower, 1972; Moron et al., 2002). Untersuchungen
hinsichtlich der Aufgliederung externer Kontext-Komponenten werden in der
vorliegenden Arbeit im Projekt llal durchgefuhrt. Bezuglich der mdéglichen Rolle des
Neuigkeitswertes eines externen Kontextes wird im Projekt 1la3 ein Versuch zum
sogennannten Novelty-Effekt durchgefiihrt. Neben dieser Betrachtung qualitativer
Unterschiede der Kontextkomponenten wird in der vorliegenden Arbeit auch auf die Rolle
der quantitativen Darbietung des gesamten Kontextes hinsichtlich der Assoziationsstéarke
eingegangen (Untersuchungen hierzu erfolgen vor allem im Projekt lla2). Schlief3lich
werden (in den Projekten IIbl und 11b2) Fragen bearbeitet, welche Gehirnareale bei der
Assoziation zwischen dem Kontext und Kkataleptischen Verhalten involviert sind,

beziehungsweise ob weiterfihrende Aussagen, was die Beteiligung des

% Das geschieht unabhangig davon ob den Tieren eine niedrige 6-OHDA-Dosis (von 2ug), oder eine hohe 6-OHDA-Dosis (von 6ug) in das mediale
Vorderhirnbiindel verabreicht wurde (Srinivasan und Schmidt, 2004). Dies sei an dieser Stelle erwahnt, da in der Literatur zwischen dem Phanomen der
Sensitivierung und der Toleranz unterschieden wird. Bei der Toleranz, zeigt sich im Gegensatz zur Sensitivierung ein vermindertes Verhalten bei
gleichbleibender Substanzgabe (Hyman und Malenka, 2001; Hyman et al., 2006). Laut Literatur hangt es unter anderem vom Verabreichungsmuster der
entsprechenden Substanz ab, ob sich entweder eine Toleranz oder eine Sensitivierung bestimmter Verhaltensweisen entwickelt (Hyman und Malenka,
2001; Muller und Seeman, 1979). Auch bei der Haloperidol- induzierten Katalepsie-Sensitivierung wurden beide Lernprozesse beschrieben (Barnes et
al., 1990). Es hat sich jedoch gezeigt, dass sich eine Toleranz bei taglicher Haloperidolgabe seltener entwickelt, als eine Sensitivierung (gezeigt wurde
dies in einer Dosisstudie von 0.05-5mg/kg) (Barnes et al., 1990).
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Neurotransmitters Serotonin angeht, getroffen werden kdnnen. Zur Einfihrung in diese
Fragestellungen bezlglich Kontextabhangigkeit der Katalepsie-Sensitivierung, wird im
Folgenden die differenzierte Betrachtung des internen und externen Kontextes
dargestellt. AbschlieRend werden anatomische Korrelate, die in der Literatur im
Zusammenhang mit kontextabhangigen Lernprozessen erwahnt und hier untersucht

werden, vorgestellt.
2.6.2. Komponenten des Kontextes

2.6.2.1. externer Kontext und Exterozeption

Unter dem externen Kontext versteht man die fir ein Tier mit seinen Sinnen
wahrnehmbare Umgebung, in der es sich befindet. Zur Reizaufnahme des externen
Kontextes werden auditorische-, olfaktorische-, gustatorische-, visuelle-, taktile, thermo-,
mechano- und noxo- Rezeptoren verwendet. Die bewusste Wahrnehmung der
Umgebungseigenschaften erfolgt schliel3lich durch das somatosensorische System

(Craig, 2003). Die Wahrnehmung von Reizen aus der Umwelt dient neben der
Orientierung eines Organismus im Raum auch der Ortung von Fressfeinden,
Nahrungsquellen und Geschlechtspartnern. Je nachdem an welchen Parametern sich ein
Individuum bei der Exterozeption orientiert, unterscheidet man zwischen egozentrischer

und allozentrischer Wahrnehmung (Burgess, 2006)%".

2.6.2.2. interner Kontext und Interozeption

Der interne Kontext beschreibt den inneren Zustand, der durch die Interozeption *
innerhalb des eigenen Organismus wahrgenommen wird. Sie dient der
Aufrechterhaltung der Homdbostase durch die Wahrnehmung der Herz-Kreislauf-
Aktivitat, der Atmung, des Energie- (Glukosespiegel) und des Flussigkeitshaushalts
(Elektrolyte und Wasserhaushalt) (Craig, 2003). Bei einigen Saugern sind zudem die
Reprasentation komplexer subjektiver Empfindungen  (wie Furcht®®, Angst*, Stress™,

L Unter egozentrischer Orientierung versteht man im Allgemeinen, dass sich ein Individuum bei dieser hauptséchlich auf die eigene Perspektive bezieht
(z.B. links oder rechts vom eigenen Korper). Die allozentrischen Orientierung erfolgt anhand von Bezugspunkten innerhalb der Umgebung (z.B. neben
einem bestimmten Gegenstand) (Klatzky, 1998).

3 vaitl (Vaitl, 1996) unterschied zwei verschiedene Formen der Interozeption; die Propriozeption (durch die der Organismus Informationen aus Haut und
dem Muskel-Skelett-Apparat erhalt), sowie die Viscerozeption (bei der Informationen aus den inneren Organen vermittelt werden). In einer spateren
Veroffentlichung wurde die Propriozeption jedoch dem exterozeptiven System zugeordnet (Craig, 2003).

3 Die Furcht beschreibt die Antwort eines Individuums auf eine fiir dieses als gefahrenvoll wahrgenommene Situation, mit dem Ziel, sich vor genau
dieser zu schitzen (Rau et al., 2005). Zudem hilft ihm die Furcht vorausschauend durch erlernte Hinweisreize, eine nahende Gefahrensituation zu
erfassen und sich an eine Situation anzupassen um einer zukinftigen Gefahr aus dem Weg zu gehen (Panzer et al., 2007).

3 Der Begriff der Angst umschreibt im Gegensatz zur Furcht, das anhaltende Gefiihl von Befiirchtungen ohne dass eine direkte Bedrohung folgt (Panzer
etal., 2007).

% Eine psychologische Definition von Stress wurde durch Lazarus 1966 beschrieben und besagt, dass Stress sich dann ereignet, wenn ein Individuum
wahrnimmt, dass die externen Anforderungen die an dieses gestellt werden, die von ihm vermuteten Fahigkeiten Ubersteigen, die ihm zur Verfligung

38



| Einleitung

Freude) und Zustande z.B. Arousal (allgemeiner ,Erregungszustand“ eines Tieres, als
Mafl der Aufmerksamkeit und Wachheit) und Selbstwahrnehmung (insbesondere beim
Menschen) in der interozeptiven Wahrnehmung verankert (Craig, 2002; Durlik et al.,
2014). Die interozeptive Wahrnehmung ist wie auch die Exterozeption
Uberlebenswichtig. So werden Informationen tber mogliche Gefahren von Thalamus und
Kortex Uber neuronale Bahnen an die Amygdalae geleitet (Charney, 2003; Davis, 1997;
Panzer et al., 2007). Die mit der Empfindung von Furcht in Zusammenhang gebrachte
Disinhibition der medial-zentralen (CeM), sowie die Stimulation des Bed Nukleus der
Stria Terminalis, die mit dem Gefuihl der Angst in Verbindung gebracht wird (Charney,
2003; Panzer et al., 2007), fuhren schlief3lich (Uber die Ausschittung des Corticotropin-
releasing Hormone (CRH) durch den paraventrikularen Kern des Hypothalamus
(Charney, 2003; LeDoux, 2003; Panzer et al., 2007)) zur Aktivierung der Hypothalamus-
Hypophysen-Nebennieren-Achse (engl.: hypothalamus- pituitary- adrenal gland (HPA))
was unter anderem zu der Freisetzung von Kortisol fiihrt®®. Aus physiologischer
Sichtweise besteht ein Zusammenhang, zwischen Angst-, Furcht- und Stress-
Reaktionen, da auch letztere mit der Aktivierung der HPA-Achse in Verbindung gebracht
werden (Kuhnel und Markowitsch, 2009; Sandi, 2004; Selye, 1936; Strohle, 2003; Tache
und Brunnhuber, 2008; Ulrich-Lai und Herman, 2009). Daneben wird die Involvierung des
Sympathikus-Nebennieren-Systems  im Zusammenhang mit Stressreaktionen erwéhnt,
welches auf Stress mit der Freisetzung von Adrenalin aus dem Nebennierenmark und
Noradrenalin aus dem postgangliondren Neuron des Sympathikus reagiert (Cannon,
1932; Kuhnel und Markowitsch, 2009; Stréhle, 2003; Ulrich-Lai und Herman, 2009).
Durch Freisetzung von Adrenalin und Noradrenalin kommt es zur schnell einsetzenden
.Kampf - oder Flucht Reaktion* (Kappeler, 2005; Silverthorn, 2009) (engl.: fight or flight
reaction)*’. Diese fight or flight Reaktion ist eine von zwei mdéglichen defensiven
Verhaltensweisen, die in Antwort auf einen stressbesetzten Reiz erfolgen kann (Crawford
und Masterson, 1982; Miki und Yoshimoto, 2010). Sie wird von Miki und Yoshimoto

neben dem erstarrenden (engl.: freezing ) Verhalten erwéhnt, welches im Gegensatz zu

stehen, um die Anforderungen zu bewaltigen (Avey et al., 2009; Lazarus, 1966). Bereits durch diese Definition wird augenscheinlich, dass sich ein
Individuum, neben nicht gefahrvollen Anforderungen, auch bei solchen Anforderungen ,gestresst fihlen* mag, die mit dem oben beschriebenen
Gefiihl der Furcht oder der Angst gekoppelt  sind.

% Das CRH aus dem Hypothalamus bewirkt die Freisetzung des Adrenokortikotrophen Hormons (engl.: adrenocorticotrophic hormon (ACTH)) aus der
anterioren Hypophyse (Charney, 2003; Panzer et al., 2007), welches wiederum die Nebenniere zur Freisetzung des Kortisols anregt (Korte, 2001;
Panzer et al.,, 2007). Interessant fur die Katalepsie-Sensitivierung ist in diesem Zusammenhang, dass Gedachtnisprozesse durch Kortisol
beeintrachtigt werden kénnen (Pritzel et al., 2003; Silverthorn, 2009). Die Ruckwirkung des Kortisols auf die CeM und den BNST gilt als positive
Feedbackschleife, da durch sie eine weitere Freisetzung des Kortisols induziert wird (Panzer et al., 2007). Gehemmt wird die Kortisolfreisetzung
hingegen durch die Wirkung des Kortisols selbst, innerhalb zweier negativer Feedbackschleifen; zum einen auf den paraventrikularen Kern des
Hypothalamus und zum anderen auf den Hippocampus, der schlie3lich die Freisetzung von ACTH aus der Hypophyse drosselt (Panzer et al., 2007;
Schulkin et al., 2005). Die Hauptwirkung des Kortisols besteht jedoch in der Vermeidung einer Unterzuckerung (Hypoglykdmie) eines Organismus.
Diesbeziglich unterstitzt es die Freisetzung von Glucose aus der Leber, verstarkt die Lipolyse zur Bereitstellung von Glyzerin und bewirkt, dass die fur
die Gluconeogenese nétigen Proteine aus der Skelettmuskulatur verfigbar sind (Silverthorn, 2009).

Dieses ist unter anderem durch eine erhohte Herzfrequenz (durch Wirkung der Transmitter an Beta-1- adrenergen Rezeptoren der autorhythmischen
Zellen) und gesteigerte Kontraktionskraft des Herzens (postitv inotroper Effekt) (Silverthorn, 2009), der Dilatation (durch die Wirkung an Beta-2
adrenergen Rezeptoren) und Kontraktion von GeféaRen (durch Alpha -1 Rezeptoren), sowie der Hemmung der Magen-Darm-Motilitat (ebenfalls tGber
Alpha -1 Rezeptoren) gekennzeichnet (Silbernagl und Despopoulos, 2003)
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der fight or flight Reaktion dann erfolgt, wenn ein Tier keine genaueren Informationen
oder vorangehende Erfahrungen mit einem bestimmten stressbehafteten Reizerlebnis
hat (Miki und Yoshimoto, 2010). Im Vergleich zu den physiologischen Reaktionen die
wahrend des fight or flight Verhaltens vor allem zu einer gesamten Aktivitatssteigerung
der Tiere beitragen, scheint das freezing Verhalten mit einer verminderten Herzrate
(Bradykardie) (Miki und Yoshimoto, 2010; Schadt und Hasser, 1998), erhdhter Aktivitat
der renalen sympathischen Nerven, sowie einer unveranderten Aktivitdt der lumbalen
sympathischen Nerven, einher zugehen (Miki und Yoshimoto, 2010). Somit
unterscheiden sich beide mogliche Verhaltensreaktionen auf Stress auch auf
physiologischer Ebene. Fir die kontextanhangige Katalepsie-Sensitivierung ist in diesem
Zusammenhang wichtig, dass es durch Angst, Furcht und Stressreaktionen zu
Prozessen kommen kann, welche Lernprozesse im Allgemeinen (Silverthorn, 2009) und
die Konsolidierung im Speziellen beeinflussen kénnten (Diamond et al., 2006; Maroun
und Akirav, 2008; Roozendaal, 2003). Die Aufmerksamkeit, Wachheit, sowie der
allgemeine Erregungszustand eines Versuchstiers wird mit dem Begriff Arousal
umschrieben; es handelt sich dabei um einen regulierbaren Zustand (Robbins, 1997)%.
Erhohtes Arousal kann durch unterschiedliche Substanzen und Umgebungszustande
bewirkt werden. Bei Kontextwechsel eines Experiments zur kontextabhangigen
Katalepsie-Sensitivierung konnten Stress und Furcht oder Angst zu einem erhdhten
Arousal und somit einer erhéhten Motorik filhren. Die interozeptive Wahrnehmung kann
jedoch auch durch einen externen neuen Kontext moduliert werden, der eine
Verdanderung von nicht-anxiogenen Komponenten beinhaltet — es kommt zum
sogenannten Novelty-Effekt der insbesondere durch die aktive Erkundung einer neuen
Umgebung charakterisiert wird (King und Williams, 2009). Somit ist auch ein Novelty-
Effekts im Rahmen des friheren Abstieges aus der Katalepsie-Apparatur bei der
Darbietung eines neuen Kontextes denkbar. Fiur die Auspragungsstéarke einer Novelty-
induzierten Mobilitatssteigerung gibt es bei Rodentia Unterschiede die sowohl von dem
Alter der Tiere abhangen (Stansfield und Kirstein, 2006), als auch davon, ob es sich um
eine bestimmte Zuchtlinie oder einen Wildtyp handelt (Oosthuizen et al., 2013). Ein
Novelty-induziertes Explorationsverhalten wird insbesondere bei Tieren beobachtet, die
bei Verhaltensmessungen zur Angst und depressivem Verhalten eine geringere

Auspragung zeigen und eine hohere Resilienz gegentber negativer Auswirkung

% Die Erhohung des Arousals wird unter anderem durch den Locus ceruleus , einer lateralen Teil-Region der retikularen Formation, vermittelt. Zudem
scheint der mediale Anteil der retikularen Formation ebenfalls zur Steigerung der Aufmerksamkeit beizutragen. An einer Dampfung der
Aufmerksamkeit scheinen hingegen die Raphé-Kerne beteiligt zu sein (Roth, 1999; Steriade, 1996). Die bewusste Aufmerksamkeitssteigerung  wird
erst durch die aufsteigende Projektion der genannten Regionen der retikuldren Formation Gber den Thalamus in den Kortex erreicht (Steriade, 1996).
Dabei spielt Noradrenalin eine wichtige Rolle (Okamura et al., 2011). Zudem scheinen das Hypocretin und Orexin, so wie das Neuropeptid S eine
Bedeutung bei der Arousal-Regulation einzunehmen (Reinscheid et al., 2005).
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postnataler Trennung vom Muttertier hatten (Clinton et al., 2014). Mit der Gewdhnung
bzw. Habituation an eine Umgebung sinkt der Novelty-Effekt (Giovannini et al., 2001).
Die in diesem Kapitel erlauterten Begriffe sind durch reine Verhaltensmessungen nicht
eindeutig voneinander abzugrenzen, sie gehen teilweise ineinander Gber. So kann ein
neuer, biologisch nicht-relevanter (bzgl. Fressfeinde, Nahrungssuche und Fortpflanzung)
Kontext bei Tieren Furcht-, Stressreaktionen und ein erhdhtes Arousal auslosen
(Giovannini et al., 2001). Arousal kann auch unabh&ngig vom Novelty-Effekt auftreten®.
Interessant ist deshalb der Aspekt, dass neben den oben erwahnten physiologischen
Verdnderungen die mit Angst, Furcht und Stress einhergehen, auch der Novelty-Effekt
auf physiologischer Ebene durch eine Verdnderung der Neurotransmission
charakterisiert wird. Der Novelty-Effekt wird neben einem Anstieg von Acetylcholin in
Kortex und Hippocampus (Giovannini et al., 2001; Inglis und Fibiger, 1995) auch mit
einer Erhdhung der Dopaminmenge im Nucleus Accumbens in Verbindung gebracht
(Legault und Wise, 2001).

2.6.3. Lokalisation Kontext-abhangiger Lernprozesse

Die wichtigsten und nachfolgend beschriebenen Strukturen, die mit Kontext-Lernen in
Verbindung gebracht werden sind zum einen der dem sechsschichtigen Isokortex
zugehdrige prafrontale Kortex (Fogelson et al., 2009; Lissek und Gunturkun, 2005),
zum anderen die dem Allokortex zugehdrigen Strukturen Hippocampus (Matus-Amat et
al., 2004; Raineki et al., 2010; Smith und Mizumori, 2006a) und die Amygdalae
(Calandreau et al., 2005; Hobin et al., 2003; Laurent et al., 2008).

2.6.3.1. Prafrontaler Kortex

2.6.3.1.1. Anatomie

Der prafrontale Kortex (engl.: prefrontal cortex (PFC)) von Primaten lasst sich
anatomisch von sonstigen Kortexregionen abgrenzen, da er Afferenzen aus dem
mediodorsalen Kern des Thalamus erhalt. Er wird in eine dorsolaterale , mediale und
orbitale Region untergliedert (Fuster, 1997; Uylings et al., 2003). Entgegen der
klassischen Ansicht (Brodmann, 1909; Ongur und Price, 2000), nach welcher Nager nicht
Uber einen mit dem der Primaten vergleichbaren PFC verflgen, ist im Lauf der letzten

zwei Jahrhunderte ein zum PFC der Primaten aquivalenter Bereich innerhalb des Ratten-

% Diese Form von Arousal wurde z.B. durch eine zentrale Injektion des Neuropeptid S imitiert (Reinscheid et al., 2005).
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Gehirns identifiziert worden (Uylings et al., 2003)*°. Eine aus der anatomischen
Forschung hervorgegangene Nomenklatur hat zun&chst drei unterschiedliche Gebiete im
Ratten-Gehirn, welche dem PFC zuzuordnen sind, beschrieben; den cingularen (Cg)

Kortex , den agranularen insulare n (Al) Kortex sowie den orbitofrontale n Kortex (OF)
(Paxinos, 1994). Wahrend es nachtraglich noch Anderungen an der Nomenklatur des
cingularen Kortex gab, wurde der agranular insulare Kortex in eine dorsale, ventrale und
posteriore Region unterteilt; der orbitofrontale in eine ventrale, ventrolaterale und laterale
Region (Ongur und Price, 2000; Paxinos, 1994).

i medlale Region

/ J‘ ventrale Region

2N il

| laterale Region

Abbildung 11 der prafrontale Kortex

schematische Darstellung Lokalisation des prafrontalen Kortex (PFC) im Rattengehirn (links) und eines unilateralen, coronaren
Gehirnschnittes einer Ratte (veréndert nach (Cheung und Cardinal, 2005; Dalley et al., 2004). Der PFC ist in dieser Darstellung in
eine mediale, ventrale und laterale Region untergliedert. Der in der vorliegenden Arbeit untersuchte pralimbische (PrL-) PFC befindet

sich in der medialen Region und der agranulér insuléare (Al-) Anteil in der lateralen Region.

Die urspringliche Bezeichung des cingularen Kortex, der die ventrale cingulare Region
(Cgl), die anteriore cingulare Region (Cg2) und die pralimbische Region (Cg3) umfasst,
wird in spateren Publikationen durch die Beschreibung des medialen PFC ersetzt.
Dieser umfasst neben den urspringlichen Regionen Cgl, Cg2 und Cg3 noch den
infralimbischen Kortex und die mediale prazentrale Region (zuvor als frontale Region 1,
Frl bezeichnet) (Ongur und Price, 2000). Eine weitere Nomenklatur ist in Anlehnung an
die Lokalisation der einzelnen Unterregionen entstanden (abbildung 11); Sie umfasst die
mediale Region (welche weitestgehend dem zuvor beschriebenen medialen PFC
entspricht und auch den medialen orbitalen Kortex einschliesst), die ventrale Region
(die weitestgehend der zuvor dargestellten Einteilung des orbitofrontalen Kortex,
exklusive des medial orbitalen und des lateral orbitalen Anteils entspricht) und die

laterale Region (die neben dem lateralen Anteil des orbitalfrontalen Kortex vor allem die

“ Rose und Woolsey schenkten bei Ihren anatomischen Experimenten zur Kategorisierung eines zum PFC korrelierenden Bereichs vor allem dem
orbito-frontalen-Kortex Beachtung und konzentrierten sich in ihren Untersuchungen an Leporidae (Hasen) besonders auf jene Kortex-Regionen, die mit
dem mediodorsalen Thalamus in neuronaler Verbindung stehen (Ongur und Price, 2000; Rose und Woolsey, 1948; Uylings et al., 2003). Spéater wurde
der PFC aufgrund zusatzlicher Kriterien bei Rodentia definiert. Nach Uylings et al 2003, handelt es sich dabei um folgende Kriterien: das Muster von
spezifischen Verbindungen und die Dichte dieser Verbindungen, funktionelle (z.B. elektrophysiologische) Eigenschaften, Prasenz und Verteilung von
neuroaktiven Substanzen, bzw. Neurotransmittern und die embryonale Entwicklung (Uylings et al., 2003).
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Regionen des bisher beschriebenen agranular insuldren Kortex umfasst) des PFC (nach
(Dalley et al., 2004).

2.6.3.1.2. Kontext und PFC

Uber den PFC werden externe Umwelt-Informationen (externer Kontext) und interne
Zustande (interner Kontext) eines Organismus vermittelt, um in einem gegebenen
Kontext ein adaquates Verhalten zu induzieren (Lissek und Gunturkun, 2005). Menschen
mit einer PFC Lasion haben demnach Schwierigkeiten bei Kontext-bezogenen

Aufgaben (Fogelson et al., 2009). Bemerkenswert ist zudem eine Studie, deren
Ergebnisse auf einen modulatorischen Einfluss des PFC auf spater beschriebene,
hippocampale Platzzellen schlieRen lassen (Kyd und Bilkey, 2003). In der vorliegenden
Arbeit wird der agranular insuldare sowie der pralimbische PFC untersucht. Es liegen
bereits Publikationen vor, welche vor allem diesen PFC-Regionen eine Rolle bei
kontextabhangigen Prozessen zusprechen: so zeigen Ratten deren medialer PFC
(dem der pralimbische Kortex zugeordnet wird) ladiert war, Einschrdnkungen bei
assoziativen Lernprozessen, dem sogenannten Reversal Lern-Paradigma* (Lumpp,
2006; McDonald et al., 2007). Ein gesundes Tier lernt eine veranderte Strategie in einem
neuen Kontext besser als in dem Kontext, in welchem zuvor eine urspringliche Strategie
erlernt wurde. Dies geht vermutlich auf das Phanomen der latenten Inhibition ** zurtick
(Cole et al., 1996; McDonald et al., 2007). Auch scheint dieser Effekt durch die Lasion
des medialen PFC bei Ratten abgeschwécht zu sein (McDonald et al., 2007). Zudem
ist die Funktion des préalimbischen PFC im Kontext-abhangigen Angstlernen involviert
(Kim et al., 2013). In einer weiteren Studie wird gezeigt, dass sich sowohl Lasionen im
pralimbischen Kortex, als auch Lasionen im dorsalen agranularen Kortex bei Ratten auf
die Hinweisreizbedingte Kokain Selbstverabreichung auswirkt (Di Pietro et al., 2006)*.
Der agranular insulédre Kortext scheint zudem bei der Naloxon-induzierten konditionierten
Platzaversion®, nicht jedoch bei der Morphin-induzierten konditionierten Platzpraferenz

eine Rolle zu spielen (Li et al., 2013).

“! Bei dem Reversaal Lern-Paradigma beim Menschen wird zundchst in einer ersten Lernphase eine von zwei alternativen Strategien belohnt. Nach
dieser Lernphase kehrt sich die Zuordnung der Belohnung, ohne das Wissen des Probanden, auf die andere Strategie um (nach (Lumpp, 2006).
“2 Die latente Inhibition beschreibt die Blockade des Erlernens einer neuen Aufgabe, in einem Kontext, indem zuvor bereits eine andere Aufgabe gelernt
wurde (nach (Cole et al., 1996).
3 Dabei beeintréchtigte die Lasion im prélimbischen Kortex eher die Aufrechterhaltung der Konditionierung auf Licht-Gerdusch bedingten Hinweisreize,
wahrend Lasionen des dorsal agranuldren Kortex eher die Aufrechterhaltung der Konditionierung auf Licht-Geruchs bezogene Hinweisreize stort (Di
Pietro et al., 2006).
“ Wenn im Rahmen eines Platzkonditionierungs-Experimentes Versuchstiere lernen, einen Raum mit einer wirksamen Substanz zu assoziieren und
einen anderen mit der wirkungslosen Trager-Substanz, so ergibt sich eine konditionierte Platzaversion, wenn die Tiere nach der Kondtionierungsphase
den mit der wirksamen Substanz assoziierten Raum vermeiden (Prus et al., 2009).
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2.6.3.2. Hippocampus

2.6.3.2.1. Lage und Anatomie

Die hippocampale Formation bei Ratten erstreckt sich ,C-formig“ vom septalen Nucleus
des basalen Vorderhirns rostrodorsal dber und hinter das Diencephalon und
caudoventral bis zum Beginn des Temporallobus (Paxinos, 1994) (aobildung 12 ). Hingegen
liegt der humane Hippocampus aufgrund der Hemisphéren- Rotation , die innerhalb der

embryogenetischen Entwicklung stattfindet, im Temporallappen (Trepel, 2008).

dorsaler Hippokampus

D dorsaler Hippokampus

I:l ventraler Hippokampus

e S =t ventraler Hippokampus

1 imm

Abbildung 12 der Hippocampus

Schematische Darstellung der Lage des Hippocampus im Ratten-Gehirn (links) und coronare, unilaterale Schnitte durch den linken
Teil des Hippocampus (veréndert nach (Amaral und Witter, 1995; Cheung und Cardinal, 2005; Paxinos und Watson, 1997) und
Paxinos

Trotz unterschiedlicher Lage im Gehirn, lasst sich der Hippocampus (auch
Hippocampus proper), zusammengesetzt aus den Ammonshorn -Feldern (engl.: cornu
ammonis (CA) CAl, CA2 und CA3) sowohl beim Menschen, nicht-humanen Primaten,
als auch bei Ratten mit anderen Strukturen in die sogenannte Hippo campusformation

eingliedern (Nakazawa et al., 2004; Paxinos, 1994). Zur Hippocampusformation zahlen
aulRerdem der Gyrus dentatus (engl.: dentate gyrus (DG)), das Subiculum , das Pra-
und Parasubiculum sowie der entorhinale Kortex (EC) (Paxinos, 1994). Der neuronale
Eingang in die Hippocampusformation verlauft Gber Sternzellen, die von der zweiten
kortikalen Schicht des EC ausgehen und zu den granularen Zellen des DG projizieren,
der perforanten Bahn (engl.: perforant pathway) (Nakazawa et al., 2004; Paxinos,
1994). Der dreischichtige DG* innerviert die pyramidalen CA3 Zellen ausgehend von
seiner granularen Zellschicht, bei dieser Projektion handelt es sich um die
hippocampalen Moosfasern (Paxinos, 1994). Die sogenannten Schaffer -Kollateralen

fuhren schlie3lich von den pyramidalen CA3 zu den pyramidalen CAl Zellen. Letztere

> Bestehend aus einer molekularen, granularen und polymorphen Zellschicht (Paxinos, 1994).

44



| Einleitung

projizieren schlie3lich zum Subiculum und gemeinsam mit Projektionen aus diesem in
tiefere Schichten (11, IV und V) des EC. Der EC erhalt zudem Projektionen aus dem Pré-
und Parasubiculum (Nakazawa et al., 2004; Paxinos, 1994). Der CA2 Region des
Hippocampus wird in der Literatur weniger Beachtung geschenkt, was damit
zusammenhangen konnte, dass sich in dieser, zwischen der CAl- und CA3- liegende
Region, keine LTP induzieren lasst (Zhao et al., 2007).

2.6.3.2.2. Hippocampus und Kontextlernen

Der Rolle des Hippocampus bei Lernprozessen ist in der Literatur seit Beschreibung des
Falles H.M.*® groRe Beachtung geschenkt worden (King et al., 2004; Russell et al., 2006;
Scoville und Milner, 1957, 2000). Der Hippocampus liefert einen groRen Beitrag bei der
Bildung des deklarativen und laut Tulving insbesondere des episodischen (Tulving und
Markowitsch, 1998) Gedachtnisses (auch erwahnt in (Izquierdo et al., 2006). Wahrend
Wood und Kollegen bei Ableitungen von hippocampalen Neuronen zu dem Schluss
kamen, dass diese verschiedene Typen des episodischen Gedachtnisses kodieren
(Wood et al., 2000), fuhrten ahnliche Untersuchungen von Hélscher und Kollegen zu der
Annahme, dass die bei lhren Einzelzellableitungen gezeigten Zellen, eher fir die
Assoziation zwischen ego - und allozentrischer rdumlicher Information kodieren,
statt fir das episodische Gedachtnis (Holscher et al., 2004). Eine Sonderform des
deklarativen Gedachtnisses ist laut Nakazawa und Kollegen das raumliche Lernen , bei
dem sich die Erinnerung an einen bestimmten Ort bzw. der Zuordnung eines Objektes an
einen bestimmten Ort manifestiert (Nakazawa et al., 2004). Smith und Mizumori gehen
eher von einer Kodierung des generellen Kontextes durch den Hippocampus aus
(Smith und Mizumori, 2006a). Dass der Hippocampus am rdumlichen Lernen beteiligt ist,
lassen bereits frihe Studien vermuten. Sie zeigen, dass einige hippocampale Neurone

besonders dann aktiv sind, wenn Versuchstiere ihre Umwelt erkunden (O'Keefe und
Dostrovsky, 1971). Eine zytologische Studie von Fox und Ranck (Fox und Ranck, 1975)
ist bei der Identifikation der in Frage kommenden Zellen, spater als ,Platzzellen®

bezeichnet, von Bedeutung. Darin ist gezeigt worden, dass derartige ,Platzzellenin
Form simultan aktiver Zellpopulationen den Aufenthaltsort eines Tieres an einer
bestimmten Stelle im Raum angeben (Eichenbaum, 1993; Wilson und McNaughton,

1993) und dann ,verstummen® wenn diese Stelle verlassen wird (Nakazawa et al.,

% Ein 1957 von Scoville und Milner beschriebener Patientenfall, bei dem die bilaterale Resektion des Hippocampus zum Verlust des
Kurzzeitgedachtnisses fuhrte (King et al., 2004; Russell et al., 2006; Schmolck et al., 2002; Scoville und Milner, 1957, 2000) .
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2004)*". Penner und Mizumori fassen in Ihrer Publikation Untersuchungen zusammen,
bei denen hippcampalen Platzzellen auf visuelle, auditorische, olfaktorische und
somatosensorische Hinweisreize hin aktiviert werden (Penner und Mizumori, 2012).
Zudem erwahnen sie eine vorhergehende Arbeit von Smith und Mizumori, welche zeigte,
dass hippocampale Platzzellen auch sensitiv bei Veranderungen innerhalb von
Belohnungsaufgaben reagieren, die in zwei unterschiedlichen Kontexten durchgefihrt
werden (Smith und Mizumori, 2006b). Bei der ,raumlichen Version* des Morris Water
Maze*®® und anderen raumlichen Versuchsparadigmen konnte eine Beteiligung des
Hippocampus gezeigt werden (Mumby et al., 2002; Nakazawa et al., 2004; Oler et al.,
2008; Smith und Mizumori, 2006a). Da bestimmte Komponenten in der Umgebung eines
Versuchsaufbaus den externen Kontext reprasentieren und hippocampalen Platzzellen
die Funktion zugeschrieben wird genau diese Komponenten durch verschiedene
Feuermuster zu entkodieren, war es naheliegend, die Involvierung des Hippocampus bei
kontextabhangigen Lernaufgaben zu tberprifen. So wird gezeigt, dass der Hippocampus
bei der Assoziation eines generellen externen Kontextes (bei der Ratte beispielsweise
ihr Haltungskéfig oder die rdumliche Umgebung) mit einer Substanz im Rahmen des
Suchtverhaltens eine Rolle zu spielen scheint (Wolf, 2002). Weitere
Untersuchungsergebnisse zeigen den Zusammenhang zwischen einem funktionellen
Hippocampus und kontextuellem Angstlernen (Anagnostaras et al., 1999; Maren et al.,
1997; Maren und Hobin, 2007). In der vorliegenden Arbeit werden der dorsale und der
ventrale Hippocampus auf ihre Beteiligung bei der Kontextabhangigkeit der Katalepsie-
Sensitivierung untersucht, da deren Beteiligung an Navigations- und Lernprozessen auch

bereits anderweitig beschrieben wird (Howland et al., 2008; Zhang et al., 2004).

2.6.3.3. Amygdalae

2.6.3.3.1. Lage und Anatomie

Die Amygdalae liegen innerhalb des medialen Temporallappens und grenzen
ventrolateral an das Striatum an (Roth und Dicke, 2006; Sah et al., 2003). Ein heute als
basolateraler Kern angesehener Komplex der Amygdala wurde erstmals durch Burdach
im 19. Jahrhundert beschrieben ((Burdach, 1819-1822) aus (Pabba, 2013) und (Patrick,

" Eine Chance diese Platzzellen noch genauer zu untersuchen bieten neuere bildgebende Verfahren wahrend einer virtuellen Navigation im
Rattenmodell (Dombeck et al., 2010).
8 Innerhalb dieses Versuchsparadigmas orientieren sich Ratten in einem kreisférmigen, mit Wasser gefiiliten Beckens anhand von Wandmarkierungen
im Versuchsraum, um eine im Wasser versteckte Plattform zu finden, auf die sie entweichen kdnnen (Vorhees und Williams, 2006).
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2007)). Neben der Region der basolateralen Amygdala (BLA) bestehen die Amygdalae
aus den kortikalen (KA) und den zentromedialen Amygdala- Kernen (ZA) (abbildung 13 ).

zertrale Amygdala-Kerne
ZA
mediale Amygdala-Kerne

kortikale Amygdala-Kerne KA

basolaterale Amygdala-Kerne
latera e Arygdala-Keme } RLA

basomediale Amygdala-Keine

Amygdala

Abbildung 13 Darstellung der Amygdala -Kerne

Lokalisation der Amygdala-Kerne im Ratten-Gehirn (links) verandert nach (Basselin et al., 2011; Cheung und Cardinal, 2005; Torres
und Horowitz, 1999) sowie schematische Darstellung der Lokalisation der Hauptregionen der Amygdala-Kerne im Rattengehirn
(rechts) verandert nach (Faber et al., 2001; Paxinos und Watson, 1997; Sah et al., 2003). Abkirzungen: BLA, Basolaterale Amygdala,
KA, Kortikale Amygdala, ZA, zentrale Amygdala. Die BLA setzen sich aus dem lateralen (LA), dem basolateralen (BL) und dem
basomedialen Kern (BM) zusammen (Paxinos, 1994; Sah et al., 2003). Zu den kortikalen Kernen zahlen der Kern des lateral
olfaktorischen Traktes, der Bed Nucleus des akkzessorisch olfaktorischen Traktes, der anteriore und posteriore Nucleus, sowie der
periamygdaloide Kortex (nicht in der Abbildung gezeigt) (Sah et al., 2003). Die zentromediale Amygdala setzt sich aus der zentralen,
medialen und dem amygdaloiden Teil des Nucleus interstitialis der Stria terminalis (letztere Struktur nicht in der Abbildung gezeigt)
zusammen. (Paxinos, 1994; Sah et al., 2003). Neben den drei genannten Hauptkernen und ihren Subregionen zahlt man die anteriore

Amygdala Region, die Amygdaloid-Hippocampale Region sowie den Intercalaten Kern zum Amygdala Komplex (Sah et al., 2003)

Alheid und Heimer stellten 1988 das Konzept zur erweiterten Amygdala e auf (Alheid
und Heimer, 1988), welches sich besonders auf eine Erweiterung der drei beschriebenen
Haupt-Kerne um den Nucleus interstitialis der Stria terminalis (engl.: Bed Nucleus der
Stria Terminalis, BNST) bezog (Roth und Dicke, 2006; Sah et al., 2003). Neben der
bisher  dargestellten lageorientierten Beschreibung der  Amygdalae in
zusammenhangende Kernregionen, begrindeten die Autoren Swanson und Petrovich
ihre Einteilung der Amygdalae durch funktionelle Aspekte*® (Roth und Dicke, 2006; Sah
et al., 2003; Swanson und Petrovich, 1998).

2.6.3.3.2. Amygdalae und Kontextlernen
Insbesondere die BLA und die ZA wurde von einigen Autoren mit Kontextabhangigen

Lernprozessen bei der Sucht bzw. Hinweisreiz- bedingter Psychostimulanz- induzierter

Sensitivierung in Verbindung gebracht (Vanderschuren und Kalivas, 2000; Wolf, 2002).

0 Diese funktionelle Beschreibung der Amygdala-Kernen basiert auf ihren neuronalen Verknipfungen zu anderen Gehirn-Arealen. So wurden die
kortikalen Kerne als olfaktorische-, die medialen als vomeronasale-, und die zentralen Kerne, sowie der BNST als viszeral-vegetative- Amygdala
beschrieben. Eine der komplextesten Funktionen wird den basolateralen Kernen aufgrund ihrer Verkniipfung zum Hippocampus und dem Kortex
zugeschrieben (Roth und Dicke, 2006; Sah et al., 2003; Swanson und Petrovich, 1998).
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In der vorliegenden Arbeit soll eine Untersuchung zur Rolle der Basolateralen

Amygdala in der Kontextabhangigkeit der Katalepsie-Sensitivierung durchgefuhrt
werden. Alle bisher genannten Strukturen (PFC (Reep und Winans, 1982), Hippocampus
(Rossato et al., 2006) und BLA (Bouwmeester et al., 2002; Everitt et al., 1991) sind tber
neuronale Projektionen mit den Basalganglien verbunden (Voorn et al., 2004). Diese
Tatsache stellt einen weiteren Grund da, weshalb in der vorliegenden Arbeit die Wahl der

zu untersuchenden Regionen auf den PFC, den Hippocampus und die Amygdalae fiel.

2.6.4. Die madgliche Involvierung von Serotonin bei der Kontextabhangigkeit der

Katalepsie-Sensitivierung

Bei dem Neurotransmitter Serotonin (5-Hydroxytryptamin, 5-HT) handelt es sich um ein
Indolamin, welches gemeinsam mit dem bereits beschriebenen Dopamin in die Gruppe
der Monoamintransmitter einzuordnen ist. Es wird entsprechend wie dieses durch
Decarboxylierung aus einer Aminosaure synthetisiert (Kriegebaum et al., 2010)*.
Serotonerge Fasern entspringen im zentralen Nervensystem aus den kaudalen (B1 bis
B4) und rostralen (B5 bis B9) Raphé Kernen; dabei projizieren insbesondere die
rostralen Raphé Kerne zum Kortex, dem Striatum, dem Hippocampus und der
Amygdalae (Kriegebaum et al., 2010). Vor allem die ausseren Schichten des Kortex
werden serotonerg innerviert (Morgane et al., 2005), wahrend es von den infralimbischen
und dem ventralen pralimbischen Kortices ausgehend primér zu Ruckprojektionen zu
den dorsalen Raphé Kernen kommt (Morgane et al., 2005). Aus mehreren Grinden ist
die Untersuchung des serotonergen Inputs fiir die Kontextabhangigkeit der Katalepsie-
Sensitivierung relevant. Zum einen sind die genannten Zielregionen der serotonergen
Projektionen (insbesondere der PFC, Hippocampus und die Amygdalae) Gegenstand
von Untersuchungen zur Lokalisation der Kontextabhangigkeit der Katalepsie-
Sensitivierung. Zum anderen ist bekannt, dass 5-HT allgemein eine wichtige Rolle bei
Lernprozessen einnimmt (Harvey, 2003; Meneses, 1999). Es ist gezeigt worden, dass
eine Erhéhung der synaptischen 5-HT-Konzentration, beispielsweise durch den
selektiven Serotonin-Wiederaufnahmehemmer (SSRI = selective serotonin reuptake

inhibitor) Citalopram, Lernprozesse moduliert. Weiterhin existieren Fallberichte tber eine

0 Zu Beginn der 5-HT-Synthese steht das L-Tryptophan, welches iiber die L-Tryptophanhydroxylase (THP) zunachst zu L-5-Hydroxyhydrotryptophan
hydroxyliert wird. Die Decarboxylierung dieser Aminosaure durch die aromatisierte L-Aminoséure-Decarboxylase (AAAD) fuhrt schlie3lich zur Synthese
des 5-HT (Kriegebaum et al., 2010; Nestler et al., 2008). Der Anabolismus von 5-HT geschieht zunachst durch die Wirkung der Monoaminoxidasen A
und B durch die 5-HT =zu 5-Hydroxindolacetaldehyd desaminiert. Letzteres wird schlieBlich Uber die Aldehyd-Dehydrogenase zu 5-
Hydroxyindolessigsaure (5-HIAA) abgebaut (Kriegebaum et al., 2010).
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pro-parkinsonoide Wirkung des Serotonin-Wiederaufnahme-Hemmers Citalopram,
gewobhnlich als Antipedressivum eingesetzt (Stadtland et al., 2000). In einem anderen
Versuch unseres Labors ist gezeigt worden, dass die Verabreichung von Citalopram zu
einer massiven Verstarkung der Katalepsie-Sensitivierung fuhrt (nicht verdéffentlichte
Daten Riedinger, Orlowski & Von Ameln Mayerhofer, in Vorbereitung). Eine
Ausschaltung des serotonergen Systems innerhalb des Striatums und der serotonergen
Eingdnge in das Striatum, dem medialen Vorderhirnbiindel (engl.: medial forebrain
bundle = MFB), durch eine serotonerge L&sion mit dem Neurotoxin 5,7-
Dihydroxytryptamine (5,7-DHT) fihrte nicht nur zu einer Abschwachung der Entwicklung
der Katalepsie-Sensitivierung, sondern auch dazu, dass die Tiere nicht mehr wie
gewohnt auf einen Kontextwechsel mit einer erniedrigten Abstiegslatenz reagierten
(Bechara, 2007). Da die Wirkung von Serotonin insbesondere im prafrontalen Kortex mit
der Ged&achtnisbildung in Verbindung gebracht wurde (Williams et al., 2002; Zhong et al.,
2008) soll hier erganzend untersucht werden, ob die serotonerge Innervierung des PFC

in &hnlicher Weise an der Kontextabhangigkeit der Katalepsie-Sensitivierung beteiligt ist.
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3. Zielsetzung der Arbeit

Innerhalb des Tiermodells der Katalepsie-Sensitivierung soll sowohl die Entwicklung als
auch die Kontextabhangigkeit der progressiven Zunahme eines kataleptischen
Verhaltens untersucht werden. Der erste Teil der Arbeit (I) bezieht sich auf die
Entwicklung der Katalepsie-Sensitivierung: Im Rahmen des Projektes | soll erortert
werden, welchen Einfluss die Gabe der Glutamatrezeptorantagonisten MK801 und
GYKI152466 wahrend der post-Test Phase auf diese Entwicklung haben. Der zweite Teil
der Arbeit (II) konzentriert sich auf die Untersuchung der Kontextabhangigkeit der
Katalepsie-Sensitivierung und untergliedert sich in die Projekte llal, lla2, 1la3, llbl und
[Ib2. Bei den Projekten Ilal-3 handelt es sich um reine Verhaltensversuche, wahrend in
den Projekten 1lIb1-2 post-operative Verhaltensversuche durchgefuhrt werden. Ziel des
Projektes Ilal war herauszufinden, ob ein auf verschiedene Sinnesmodalitaten
bezogener Wechsel von Hinweisreizen ausreicht, um die Ausprdgung der zuvor
sensitivierten Katalepsie-Starke signifikant zu beeintréachtigen. Die Untersuchung
olfaktorischer und gustatorischer Hinweisreize ist bei diesem Versuch bewusst
ausgeklammert, da diese zu den markantesten frihen Wahrnehmungs-Defiziten im
Rahmen einer Parkinson-Erkrankung zahlen. In Hinblick auf einen spéateren
therapeutischen Ansatz erscheint es deshalb sinnvoller, auditorische, visuelle und taktile
Hinweisreize bei diesen Untersuchungen einzubeziehen. Im Projekt lla2 soll geklart
werden, ob ein taglicher Kontextwechsel die Katalepsie-Sensitiverung starker
beeintrachtigt als der bisher durchgefiihrte einmalige Kontextwechsel nach erfolgter
Katalepsie-Sensitivierung. Im selben Projekt soll Gberprift werden, in welcher Starke sich
die Katalepsie-Sensitivierung in einer gewohnten Umgebung entwickelt und in welchem
Ausmald ein anschlieender Kontextwechsel diese Sensitivierung beeintrachtigt. Das
Projekt [la3 hat zum Ziel, die Rolle des Novelty-Effekts hinsichtlich der Reduktion der
Katalepsiestarke wahrend eines Kontextwechsels zu untersuchen. Hierzu wurde durch
Habituierung die Abschwachung beziehungsweise Eliminierung des Novelty-Effektes
angestrebt. Ziel des Projektes IIbl ist es, anatomische Strukturen zu identifizieren, die an
der starken Kontextabhangigkeit der Katalepsie-Sensitivierung beteiligt sind. Unter
diesem Gesichtspunkt werden Regionen des prafrontalen Kortex, des Hippocampus und
der Amygdalae mit dem Neurotoxin Chinolinat behandelt. Im Projekt 11b2 wird schlief3lich
Uberprift, ob eine Aussage dariber gemacht werden kann, welche Rolle der
Neurotransmitter Serotonin bei dem Kontextabh&ngigen Lernprozess in einer im Projekt

[Ib1 unselektiv ladierten Region des PFC einnimmt.
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4. Einschrankungen

Die progressive Verschlechterung der Parkinson-Symptomatik im Rahmen der
Katalepsie-Sensitivierung und die durch Kontextwechsel verursachte Verbesserung der
Symptomatik werden in der vorliegenden Arbeit untersucht. Sie dient der
Grundlagenforschung fir spatere Untersuchungen vergleichbarer Lernprozesse bei
Parkinson-Patienten. Es sei an dieser Stelle erwahnt, dass die Ubertragbarkeit der
Untersuchungsergebnisse auf Menschen und die entsprechende Aussagekraft der
Experimente (Validitat) wie bei jedem Tierversuch nattrlich gewissen Einschradnkungen
unterliegt. Daher sollte die von Willner beschriebene Unterscheidung der
Voraussagekraft (engl.: predictive validity), Ahnlichkeit (engl.: face validity) und der
theoriebasierten Validitat (engl.: construct validity) zur Anwendung kommen (Fuchs et al.,
2012; Willner, 1991). Bezuglich der Voraussagekraft gibt es starke Hinweise, dass ein
Kontextwechsel auch bei Parkinson-Patienten zu einer Verbesserung ihrer Symptomatik
beitragen konnte. So ist bekannt, dass Parkinson-Patienten in der Lage sind bei der
Veranderung bestimmter externer Umstande plétzlich wieder schnellere Bewegungen
auszufuhren. Diese sogenannte ,paradoxe Kinese” wird durch verschiedene
Arbeitsgruppe untersucht (Bienkiewicz et al., 2013; Griffin et al., 2011)*. Die
Haltungsstarre eines Parkinson-Patienten konnte zudem vor allem (unter
Laborbedingungen) durch die Gabe visueller Hinweisreize verbessert werden (Lee et al.,
2012), die Gabe einer alltagstauglichen Reizgabe (beispielsweise durch visuelle
Hinweisreizgabe eines Rollators) hatte laut einer Pilotstudie bisher nicht den
gewinschten Effekt und sollte weiter untersucht werden (Bunting-Perry et al., 2013).
Bezuglich der Ahnlichkeit von Katalepsie mit der Parkinson-Symptomatik wurde bereits
in der Einleitung erwahnt, dass sich das Tiermodell vor allem auf die Teilsymptome des
Rigors und der Akinese beschrankt. Die im Tiermodell gezeigte Verschlechterung dieser
Symptome durch den Sensitivierungs-Prozess wird im Rahmen der Publikation von
Schmidt und Beninger (Schmidt und Beninger, 2006) mit der Verschlechterung der
Parkinson-Symptomatik in Zusammenhang gebracht. Zudem wird fir die durch L-DOPA-
induzierten Dyskinesien, eine Kontextabhangigkeit gezeigt (Lane et al., 2011). Bezlglich
der theoriebasierten Validitat sei erwéhnt, dass hier keine fortschreitende
Neurodegeneration imitiert wurde, wie sie beispielsweise authentischer im 6-OHDA
Modell gezeigt werden kdnnte. Dennoch beruht das hier verwendete Haloperidol-Modell
auf der Einschrankung der dopaminergen Neurotransmission innerhalb der

51 Quelle: http://www.ucl.ac.uk/ion/departments/sobell/Research/MJahanshahi/Projects/Modulation
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Eingangsstruktur der Basalganglien. In einer anderen Publikation wurde bereits gezeigt,
dass die Sensitivierung und ihre Kontextabhéngigkeit auch im 6-OHDA Modell
nachgebildet werden kann (Klein und Schmidt, 2003).
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[1. Material und Methoden

5.1. Allgemeine Beschreibung
5.1.1. Tiere und Haltungsbedingungen

Fur alle Projekte wurden mannliche Sprague-Dawley Ratten von Charles River
(Sulzfeld, Deutschland) verwendet, deren Kopergewicht zu Beginn der Versuche
zwischen 250-280 g lag. Je nach Anzahl der verwendeten Tiere in einem Projekt wurden
sie in einer Gruppe von maximal vier Individuen in Standard Makrolon IV Kafigen bei
einer Raumtemperatur von 22<C, einer relativen Luft feuchtigkeit von 40-60% und einem
Tag/Nachtzyklus von 12h/12h (Licht an: 7:00 Uhr) gehalten. Gefittert wurden die Tiere
mit 12 g Standard-Trockenfutter (Ssniff Spezialdiaten, Soest) pro Tier und Tag, Wasser
stand ad libitum zur Verfigung. Vor jedem Projekt wurden die Tiere an die
Versuchsdurchfuhrerin gewohnt. Hierzu wurden sie (friihestens eine halbe Woche nach
Lieferung) fur 4 bis 5 Tage taglich aus lhren Haltungskafigen entnommen und konnten
sich auf den Handen der Versuchsdurchfuhrerin frei bewegen. Zudem wurden sie
wahrend dieser Zeit in die Kérperhaltung eingebracht, in welcher sie in nachfolgenden
Versuchen eine subcutane (s.c.) oder intraperitoneale (i.p.) Injektion erhalten sollten. Die
nachfolgend angegebenen Injektions-Konzentrationen beziehen sich jeweils auf einen
verabreichten Milliliter pro Kilogramm Korpergewicht der Tiere. Entsprechend wurden die

Tiere an jedem Versuchstag gewogen.
5.1.2. Auslésen der Katalepsie durch das Neuroleptikum Haloperidol

Das in allen Projekten verwendete Neuroleptikum Haloperidol (Janssen-Cilag GmbH,
Neuss, Deutschland) wurde in den jeweiligen Versuchen in einer bestimmten
Verdinnung verabreicht, (die Angabe der jeweiligen Tragersubstanz und genauen
Dosierung erfolgt in den Projektunterpunkten).

5.1.3. Messung der Katalepsiestarke

Zur Messung der Katalepsiestarke wurden die Tiere zunachst in eine fir sie
ungewdhnliche Position gebracht. Eine solche Position wurde in dieser Arbeit durch die
Verwendung zweier unterschiedlicher Versuchsapparaturen erreicht. Das mit Haloperidol

behandelte Tier wurde hierzu entweder mit seinen Vorderpfoten an eine 18 cm lange
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horizontale Stange gesetzt, welche einen Durchmesser von 0,8 cm aufwies und 8 cm
Uber der Versuchsplattform angebracht war, oder man setzte es vorsichtig mit allen vier
Pfoten an ein vertikales Gitter einer Flache von 25x40 cm und einer Maschenweite von
1 cm. Als Mal3 der Katalepsie wurde die sogenannte Abstiegslatenz mit Hilfe einer
Stoppuhr ermittelt (aovidung 14). Die Abstiegslatenz beschreibt die Zeitspanne, die vom
Heransetzen der Tiere an die Versuchsapparatur bis zur ersten willkirlichen

Abstiegsbewegung der Tiere aus der kunstlich induzierten Korperhaltung heraus
vergeht. Die Messung wurde jedoch nur maximal 180 Sekunden lang durchgefihrt, um

eine muskuldre Ermidung der Tiere zu vermeiden.

—  40cm

Abbildung 14 Testapparatur

Schematische Darstellung der Katalepsie-Apparatur mit Angabe der genauen Langen- und Breitenmal3e.

Derartige Ermidungserscheinungen kdnnten zu einem Abrutschen der Tiere fuhren und

folglich zu nicht eindeutig identifizierbaren Abstiegslatenzen.

5.2. Darstellung der einzelnen Projekte
5.2.1. Projekt |

Untersuchungen zur Rolle der Glutamatrezepto ren bei der Konsolidierung der

Katalepsie- Sensitivierung

Zur Antagonisierung der NMDA Rezeptoren wurde im ersten Experiment das
Antikonvulsivum MK801 (Dizocilpin-Hydrogen-Maleate (INN), von Sigma—Aldrich,
Steinheim) verwendet. Zur Antagonisierung der AMPA/Kainat-Rezeptoren wurde in
einem zweiten Experiment das Benzodiazepin GYKI52466 eingesetzt (von Dr. Tarnawa,

Budapest). Die Verabreichung der Antagonisten (oder der entsprechenden
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Tragersubstanz) erfolgte jeweils (i.p.) nach der Durchfiihrung des letzten von zwei
Katalepsietests, denen eine 60 minutige Anflutphase des i.p. verabreichten Haloperidols
(oder der entsprechenden Tragersubstanz) voraus ging. Beide Experimente wurden
aulRerhalb der Tierhaltung, in einem Kontext A, an neun aufeinander folgenden Tagen
durchgefiihrt. Eine halbe Stunde nachdem das letzte Tier die zweite Injektion erhielt,
wurden die Tiere in ihren Kafigen zurtck in die Tierhaltung transportiert. Diese

Zeitspanne wurde gewahlt um die Tiere nicht zusatzlich zu stressen®?.

5.2.1.1. Tiergruppen und Behandlungsschema

Im ersten Experiment wurden vier Versuchstiergruppen mit jeweils zehn Tieren pro
Gruppe verwendet (n=10 Tiere/Gruppe). Die Haloperidol/Saline -Gruppe erhielt 60
Minuten vor dem Katalepsietest eine Haloperidol-Injektion der Konzentration 0.5 mg/ml
I.p. (geldst in isotonischer Kochsalzlosung, Saline). Nachdem die Tiere dieser Gruppe an
der Katalepsie-Stange und dem Katalepsie-Gitter auf ihre Abstiegslatenz hin getestet
wurden, erhielten sie eine Saline-Injektion. Die Saline/Saline- Gruppe erhielt je 60
Minuten vor dem ersten und direkt nach dem letzten Katalepsietest eine i.p. Saline-
Injektion. Die zwei restlichen Gruppen wurden mit jeweils unterschiedlichen MK801
Konzentrationen , direkt nach dem zweiten Katalepsietest, behandelt (abbildung 15 ). Dabei
erhielt eine der beiden Gruppen eine Injektion von 0.1 mg/ml (Haloperidol/MK801 -0.1-
Gruppe) und die andere Gruppe eine Injektion von 0.25 mg/ml MK801
(Haloperidol/MK801-0.25- Gruppe). Genauso wie die Haloperidol/Saline-Gruppe
erhielten beide mit MK801 behandelten Gruppen 60 Minuten vor dem ersten

Katalepsietest eine Haloperidol-Injektion (0.5 mg/ml, i.p.).
Haloperidol/resp. Tragersubstanz Katalepsie-Test  Glutamatrezeptor-Antagonist/resp. Tragersubstanz

( Experiment I : MK301)
(Experiment Il : GYKI52466)

1. Stange, 2. Gitter
max. je 180s

Abbildung 15 Behandlungsschemata des Projektes |

Téagliches Behandlungsschemata der Tiergruppen, (zu lesen von links nach rechts im zeitlichen Verlauf). 60 Minuten nach der ersten
Injektion mit entweder Haloperidol oder einer entsprechenden Tragersubstanz (vgl. Fliesstext) wurde die Abstiegslatenz aller Tiere an
der Stange und anschlieRend am Gitter getestet. Direkt im Anschluss an den zweiten Katalepsietest wurde der jeweilige Glutamat-
Rezeptorantagonist, oder die entsprechende Tragersubstanz (Saline im Experiment | und Injektionswasser in Experiment II)
verabreicht. Der dunkelblaue Balken symbolisiert den Aufenthalt der Tiere innerhalb ihrer Haltungskéfige (in einem vom Haltungsraum

abweichenden Kontext A), der hellblaue Balken den Aufenthalt der Tiere an der Katalepsie-Apparatur (in Kontext A).

%2 Solch ein Transport-induzierter Stresszustand ist beschrieben in (Castelhano-Carlos und Baumans, 2009)
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Im zweiten Experiment wurden insgesamt 24 Tiere verwendet, die in zwei separate
Gruppen aufgeteilt wurden (n=12 Tiere/Gruppe). Der Katalepsietest erfolgte, wie im
ersten Experiment, zunachst an der Stange und anschlieliend am Katalepsie-Gitter. Die
Haloperidol/Vehikel-Gruppe erhielt 60 Minuten vor dem ersten Katalepsietest eine, in
Injektionswasser (AMPUWA ®, Fresenius Kabi, Bad Homburg) auf 0.25 mg/ml
verdunnte, Haloperidiol-Injektion  (i.p.). Direkt nach dem zweiten Katalepsietest erfolgte
fur die Tiere dieser Gruppe eine Injektion der Tragersubstanz (Vehikel), die sowohl zur
Herstellung der gebrauchsfertigen Haloperidol-Losung, als auch zur Herstellung der
GYKI52466-Losung verwendet wurde. Die Haloperidol/GYKI52466-Gruppe , erhielt 60
Minuten vor dem ersten Katalepsietest eine auf 0.25 mg/ml verdinnte Haloperidol-
Injektion (i.p.) und direkt nach dem zweiten Katalepsietest eine auf 5 mg/ml verdinnte
GYKI152466-Injektion (i.p.) (Abbildung 15 ).

5.2.1.2. Statistische Auswertung

Die Darstellung der Daten erfolgt als Mittelwerte fir jeden einzelnen Versuchstag sowie
gemittelt Uber alle neun Versuchstage hinweg. Angegeben werden die Mittelwerte jeweils
+ Standardfehler des Mittelwertes (S.E.M.). Die statistische Auswertung erfolgte fur die
Mittelwerterhebung Uber die neun Versuchstage hinweg. Fur das erste Experiment wurde
eine einfaktorielle ANOVA mit anschliel3endem post hoc Fisher LSD-Test, fur das zweite

Experiment ein Student’s t-Test durchgefuhrt.

5.2.2. Projekt llal
Einfluss diskreter Hinweisreize auf den Verlauf der Katalepsie-Sensitivierung

In drei verschiedenen Versuchsansatzen wurde am achten Versuchstag entweder der
visuelle , taktile oder auditorische Hinweisreiz nach erfolgter Katalepsie-Sensitivierung
(vom ersten bis zum siebten Tag) verandert. Am neunten und zehnten Versuchstag
erfolgte fur alle Gruppen ein Retest unter Sensitivierungsbedingungen. Der
Katalepsietest innerhalb dieses Projekts wurde in einer speziell hierzu angefertigten

Versuchsbox durchgefiihrt, die sich ausserhalb des Haltungsraumes befand.

5.2.2.1. Aufbau der Versuchsbox
Eine an funf Seiten aus grauen Polyamidplatten konstruierte Box mit den MalRen 51.5 x

43.5 x 32.5 cm stellte den Grundkoérper der Versuchsbox dar (abbiidung 16 ). In dem
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Grundkorper befand sich eine herkbmmliche Katalepsie-Apparatur. Fiur alle Versuche
des Projektes llal wurde nur die Stange zur Messung der Abstiegslatenz verwendet.

Abbildung 16 Katalepsie-B ox zum Projekt llal

Die verschlieRbare Katalepsie-Box war mit einem Greifarmmechanismus (GA)
ausgestattet, um die Tiere innerhalb der geschlossenen Box an die Apparatur
anbringen zu kénnen. Abkurzungen: Gitter (G), Stange (S) Lautsprecher (L) zum
Test der akustischen Komponente, Bodenbelag (B) (austauschbar zwischen
rauer und glatter Seite zum Test der taktilen Komponente), Wand (W) hinter

Stange und Gitter (visuell veranderbar durch Musterung) zum Test der visuellen

Komponente.

Zwei in die Wand integrierte Lautsprecher dienten der Gabe des akustischen
Hinweisreizes, und waren in Blickrichtung der Tiere angebracht. Die Lautsprecher waren
an einem Computer angeschlossen, der Uber das Programm Audiacity (open source
software von Dominic Mazzoni und Roger Dannenberg) vorgegebene Tone
beziehungsweise weiRes Rauschen produzieren konnte. Vor der Stange konnte eine
entnehmbare, in Folie geschweil3te Tapete in Augenhdhe der Tiere angebracht werden,

um den Tieren einen visuellen Hinweisreizwechsel darbieten zu kdnnen.

5.2.2.2. Tiergruppen und Behandlungsschema

Im Folgenden wird das Behandlungsschema wahrend der Sensitivierungs-Phase (Tag
eins bis Tag sieben) und fur die zwei Tage nach dem jeweiligen Hinweisreizwechsel
(neunter Tag und zehnter Tag) beschrieben (abbildung 17 ). Alle drei Behandlungsgruppen
hatten eine GruppengroRe von n=12 Tieren. Der Versuchsaufbau und der
Versuchsablauf waren an den genannten Versuchstagen fur alle drei Tiergruppen
identisch. Die Tiere wurden jeweils 60 Minuten vor dem Katalepsietest mit einer 0.25
mg/ml dosierten Haloperidol -Injektion (gelost in Saline, i.p.) behandelt. Die
darauffolgenden 60 Minuten verbrachten die Tiere in ihren Haltungskafigen, die in dem
Raum aufgestellt waren, in welchem die oben beschriebene Versuchsbox stand. Nach 60
Minuten wurden die Tiere jeweils in die Versuchsbox eingebracht. Die Box wurde
verriegelt und jedes Tier wurde vorsichtig, mittels Greifarmmechanismus mit den
Vorderpfoten an die Katalepsiestange gesetzt. Kurz vor dem Offnen der Box und dem
Heransetzen der einzelnen Tiere an die Messapparatur wurde das weil3e Rauschen (mit
einem in der geschlossenen Box gemessenen Schalldruckpegel (SPL) von 80dB peak-
peak) eingeschaltet. Die Tiere blickten auf eine graue Tapete. Zudem waren die Stange,

57



[l. Material und Methoden

auf der die Vorderpfoten lagen und der Untergrund, auf dem sie mit den Hinterpfoten
vorsichtig aufgesetzt wurden, glatt.

Haloperidol Katalepsie-Test

2 x Stange
max. je 180s

Mit Ausnahmen des achiten Versuchstages,
unler identechen Hanwersreirbedingungen -
Tag 8: Je nach Gruppe: veranderter visueller,
taktiler oder auditorischen Himweisreiz

Abbildung 17 Behandlungsschemata zum Projekt llal

Uber der Zeitachse sind die jeweiligen Aufenthaltsorte der Tiere farblich markiert. Ab der ersten Haloperidol-Injektion befanden sich
die Versuchstiere im Raum in dem die Katalepsie-Box platziert war (dunkelblauer Balken). Fir den Katalepsietest verbrachten sie pro
Durchgang maximal 180 Sekunden in der Testbox (hellblauer Balken). 30 Minuten nach dem letzten Testdurchlauf des letzten Tieres
wurden alle Tiere zurlick in die Tierhaltung transportiert. Am achten Versuchstag (Hinweisreizwechsel) wurde den einzelnen Gruppen
in der Versuchsbox ein ihrer Bezeichung entsprechend unterschiedlicher (visueller, auditorischer oder taktiler) Hinweisreiz

dargeboten.

Der Katalepsietest wurde zweimal hintereinander durchgefiihrt. Die Tiere verblieben
demnach insgesamt fiir maximal 360 Sekunden in der Versuchsbox®. Nach dem zweiten
Testdurchlauf wurden die Tiere direkt aus der Versuchsbox entfernt. Am achten
Versuchstag, dem Tag des Hinweisreiz -Wechsels, wurden die drei
Behandlungsgruppen jeweils in einem veranderten und zu den anderen Gruppen
unterschiedlichen Versuchskontext getestet, die Haloperidolbehandlung 60 Minuten vor
den beiden Katalepsietests an der Stange wurde fur alle Tiergruppen beibehalten. Der
auditorischen-Gruppe , wurde in der Box am achten Versuchstag anstelle des weil3en
Rauschens ein Sinus-Ton, mit einer Frequenz von 2kHz und einem Schalldruckpegel von
77-80dB peak-peak, (gemessen in der geschlossenen Versuchsbox) vorgespielt. Die
visuelle-Gruppe blickte am achten Tag statt auf die graue, auf eine schwarz-weif3, in
vertikaler Richtung gestreifte Tapete. Die Tiere der taktilen- Gruppe wurden am Tag des
Hinweisreiz-Wechsels mit ihren Hinterpfoten auf einen rauhen Untergrund gesetzt,
wahrend die einstmals glatte Stange fur die Vorderpfoten, engmaschig mit einem Draht
umwickelt war. An allen Versuchstagen wurden die Tiere 30 Minuten nach dem letzten

Katalepsietest des letzten Tieres ihrer Gruppe zurtick in die Tierhaltung transportiert.

%% Bei dieser Zeitangabe handelt es sich um die reine Versuchszeit an der Katalepsie-Apparatur. Die Zeit die benétigt wurde, um das jeweilige Tier in die
Box hineinzusetzen und wieder heraus zu nehmen, lag durchschnittlich bei jeweils 30 Sekunden.



[l. Material und Methoden

5.2.2.3. Statistische Auswertung

Im Ergebnisteil ist der Mittelwert + S.E.M. angegeben. Die gemessenen Abstiegslatenzen
wahrend der Katalepsie-Sensitivierung wurden mit einer Friedman-ANOVA analysiert.
Der Vergleich der Abstiegslatenzen innerhalb einer Gruppe erfolgte durch den Wilcoxon-
Test.

5.2.3. Projekt lla2

Auswirkungen taglicher Kontext-Veranderungen und ei ner Sensitivierung in
gewohnter Umgebung auf die Entwicklung und Kontexta bhangigkeit der

Katalepsie-Sensitivierung

Im vorliegenden Projekt wurden drei verschiedene Versuchstiergruppen (mit einer
GruppengrofRe von jeweils 10 Tieren) verwendet. Alle Tiere erhielten 60 Minuten vor dem
Katalepsietest eine in Saline zu 0,25 mg/ml verdinnte Haloperidollésung (i.p.). Die
Sensitivierungsphase des Projektes lla2 fand mit Ausnahme vom dritten und sechsten
Tag an den Tagen 1 bis 8 statt. Der Kontextwechsel im ,klassischen Sinne* erfolgte am
Tag 9. An Tag 10 wurden die Tiere wieder nach demselben Schema behandelt wie

wahrend der Sensitivierungsphase.

5.2.3.1. Tiergruppen und Behandlungsschema

Zur Ubersicht der zeitlichen Einteilung eines Versuchstages dient die

Abbildung 1s. Diese Unterteilung gilt fur alle Versuchstiergruppen. Die drei Gruppen
unterschieden sich durch Wahl der Kontexte in denen die experimentelle Phase

durchgefuhrt wurde.

Abbildung 18 Behandlungsschemata des Projektes Ila2

Darstellung des Versuchsdesigns eines Versuchstages fir alle Versuchstiergruppen. Die Balkendarstellung ist vom zeitlichen Ablauf
her von links nach rechts zu lesen. Wahrend der experimentellen Phase befanden sich die Tiere zunachst fur 12 Minuten in der
sogenannten Préa-Injektions-Zeit. Nach einer daran anschlieBenden Haloperidol-Injektion, mit einer Injektionsdauer von einer Minute,
verweilten sie fir 60 Minuten in der sogenannten Anflutphase (bestehend aus Post-Injektions- und Pra-Test-Zeit). Der an die
Anflutphase anschlieRende Katalepsietest dauerte maximal 180 Sekunden. Der sich an den Katalepsietest anschlieBende letzte Teil
der experimentellen Phase (Post-Test-Zeit) dauerte 12 Minuten. Die Tiere aller Gruppen wurden direkt im Anschluf3 (Post-
experimentelle Phase) in die Tierhaltung gebracht, in der sie bis zum nachsten Versuchsttag (bis zum Ende der praexperimentellen

Phase) verblieben.
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Insgesamt wurden neun verschiedene Kontexte fur die Versuchsdurchflihrung
verwendet. Neben der Versuchstierhaltung® (in der alle Versuchstiere wahrend der post-
und pra-experimentellen Phase untergebracht waren), wurden acht weitere Laborrdume

zu den Kontexten A bis H umfunktioniert.
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Abbildung 19 Lageplans der verwendeten Kontexte und Darstellung der jeweils dargebotenen Hinweisreize

Der Lageplan (oben links) zeigt, die im Versuch verwendeten Raume (Kontext A-H und Heimkafig) in ihrer GréBenvarianz von 11 bis
40 gm. In den R&aumen waren unterschiedliche Labor-Utensilien platziert. Neben diesen stationéaren Utensilien wurden die externen
Kontexte gemaf der Tabelle (rechts) in der direkten Umgebung der Katalepsie-Apparatur (unten links, A: ©-®) beziehungsweise der
Bekleidung der Versuchsdurchfuhrerin (unten links, B: @ und®) verandert. Sonstige Verédnderungen sind in der Tabelle unter ®

vermerkt.

*In Abbildung 19 und der entsprechenden Gruppenbezeichnung wurde synonym der kirzere Begriff Heimkéfig verwendet
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Versuchstiergruppen

Versuchstage

10 L1l | 1 Ll | | I I | 1 1

Abbildung 20 Vergleichende Darstellung der Raumbelegung fur alle Versuchsgruppen

In Anlehnung an

Abbildung 18 und unter Verwendung der in Abbildung 19 eingefuhrten Farbkodierung, ist fiir alle Versuchstiergruppen die
Raumbelegung wahrend der Versuchstage 1-10 angegeben. Eine genaue Beschreibung fur die H- und die K-Gruppe ist dem
Fliesstext zu enthnehmen. Die experimentelle Phase (eP) der TKK-Gruppe wurde wie in den zuletzt genannten Gruppen am Tag (T) 9
im Kontext (Ko) B durchgefiihrt, die Kontexte in denen sich die Tiere der TKK Gruppe wéhrend der eP an den ubrigen Versuchtagen
aufhielten waren: KoG an T1, KoF an T2, KoA an T4, KoC an T5, KoE an T7, KoD an T8 und KoH an T10.
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Durch die normale Funktionalitdt der R&aume, waren diese mit unterschiedlichen
Utensilien ausgestattet und bildeten somit bereits einen Teil des Kontextes™. In den
Versuchsraumen, wo der Katalepsietest durchgefuhrt wurde, erfolgte zudem in direkter
Umgebung der Katalepsie-Apparatur eine fur den jeweiligen Raum festgelegte
Darbietung von Hinweisreizen. Die Darstellung des Lageplanes und der den Raumen
zugeordneten Hinweisreize erfolgt in abbidung 19. Die Heimké&fig-Gruppe (H-Gruppe)
verbrachte alle Abschnitte der experimentellen Phase wahrend der Sensitivierungsphase
und an Tag 10 in der Versuchstierhaltung. Wéhrend des neunten Tages verbrachten die
Tiere der H-Gruppe die gesamte experimentelle Phase in einem Kontext B. Die zweite
Gruppe wurde wie in den klassischen Katalepsieexperimenten (K-Gruppe) fur alle
Abschnitte der experimentellen Phase in einem Kontext A sensitiviert und war am Tag
des Kontextwechsels wahrend der experimentellen Phase in Kontext B untergebracht. In
der dritten Versuchsgruppe wurde die experimentelle Phase taglich in einem neuen aber
konstanten Kontext durchgefiihrt (TKK-Gruppe ). Am neunten Tag wurde auch diese
Tiergruppe in Kontext B getestet, obwohl bei dieser Gruppe nicht mehr von ,dem”
Kontextwechsel gesprochen werden konnte, da bei ihr ja ein taglicher Kontextwechsel
erfolgte. Zum Uberblick der Raumbelegung durch die Versuchstiergruppen wahrend der

in Abbildung 19 dargestellten Versuchsphasen dient die zusammenfassende Abbildung 20 .

5.2.3.2. Statistische Auswertung

Um die fehlenden Datenerhebungen der Versuchtage 3 und 6 innerhalb der
Sensitivierungsphase auszugleichen, wurden die Rohdaten des ersten und des zweiten
Versuchstages gemittelt und als Messpunkt A angeben; ebenso wurde mit den Rohdaten
der Versuchtage 4 und 5 (die im Ergebnisteil als Messpunkt B angegeben werden) und
den Rohdaten der Versuchstage 7 und 8 (die im Ergebnisteil als Messpunkte C
dargestellt werden) verfahren. Alle angegebenen Daten stellen den Mittelwert + S.E.M.
dar. Zur Analyse des Sensitivierungsverlaufs (Messpunkte A bis C) wurde eine
Friedman-ANOVA durchgefiihrt. Unabhangige Einzelwerte wurden hinsichtlich ihrer
Unterschiede mit dem Mann-Whitney-U-Test auf Signifikanzen tberprift. Zum Vergleich

der Einzelwerte innerhalb einer Gruppe wurde der Wilcoxon-Test angewendet.

%5 Bei den Utensilien handelte es sich fiir den Kontext A um ein 8-Arm-Labyrinth, der Kontext B enthielt Bilroutensilien, im Kontext C waren zwei
Aktivitatsboxen platziert, Kontext D war mit zwei Stereotakten, zwei Binokularen und einem Abzug ausgestattet, im Kontext E befanden sich mehrere
Kuhilschréanke, eine HPLC-Apparatur, zwei Abzilige, eine groRe Arbeitsplatte und Chemikalienschréanke, Kontext F verfligte Uber eine
elektrophysiologische Messapparatur und einen Farraday’schen Kafig, in Kontext G stand eine Mikrodialyse-Apparatur und im Kontext H waren sechs
Rotometer-Apparaturen untergebracht. Kontext B und E waren die einzigsten Raume mit Tageslicht, die restlichen Raume waren durch Deckenlampen
kinstlich beleuchtet. Tageslicht fiel ausserdem durch den Haupteingang der in aufsicht auf den Lageplan (Abbildung 19) rechts von der Verschleuse lag.
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5.2.4. Projekt lla3

Untersuchung des Novelty Effektes bei der Kon textabhangigkeit der Katalepsie

Sensitivierung.

In diesem Projekt sollte untersucht werden, welchen Einfluss der Neuigkeitswert
(Novelty-Effekt) eines Kontextes B, nach erfolgter Sensitivierung in Kontext A hat. Hierzu
wurde eine von zwei Tiergruppen (vor der Katalepsie-Sensitivierung in einem Kontext A)
an einen Kontext B gewohnt (habituiert), wahrend anstelle dieser Gewdhnungsphase die

Tiere der zweiten Gruppe im Kontext A habituiert wurden.

5.2.4.1. Tiergruppen und Behandlungsschema

Wahrend der Habituierungs -Phase wurde den Tieren beider Gruppen (mit jeweils n=
10) an funf aufeinanderfolgenden Tagen jeweils eine (s.c.) Saline-Injektion verabreicht.
Diese Behandlung erfolgte fur die SalineB/HaloperidolA-Gruppe in Kontext B und fur
die SalineA/HaloperidolA -Gruppe in Kontext A (Abbildung 21 ). Sechzig Minuten nach der
Saline-Injektion wurden die Tiere beider Gruppen in den jeweiligen Kontexten an der
Katalepsie-Stange auf inre Abstiegslatenz hin getestet. Nach dieser Habituierungs-Phase
wurden beide Tiergruppen in Kontext A an neun Tagen (Versuchstag 6 bis 16, mit

Ausnahme der Tage 13 und 14) sensitiviert .

Fallung
Kontext B

Kontext A

Rahmen
Saline-Injektion —

Haloperidol-injektion [

SalineB/HaloperidolA-Gruppe [ ] ] —/ O o
SalineA/HaloperidolA-Gruppe L I ] s Ry Ry |
Versuchstage |
r 1T
62345}?7891011 I}2131415161718
Y
Habituierung I— Sensitivierung
Abbildung 21 Behandlungsschemata des Projektes lla3

Darstellung des in Projekt lla3 verwendeten Versuchsdesigns. Wéhrend der Habituierungsphase wurde die SalineB/HaloperidolA-
Gruppe in Kontext B mit Saline behandelt und 60 Minuten spéater wurde ihre Abstiegslatenz an der Katalepsiestange ermittelt. Die
SalineA/HaloperidolB-Gruppe durchlief die gleiche Behandlung von Tag 1 bis 5 in Kontext A. Wahrend der Sensitivierungsphase (Tag
6-16, mit Ausnahme der Tage 13 und 14, an denen kein Versuch durchgefiihrt wurde) sind beide Gruppen mit Haloperidol behandelt
worden und 60 Minuten spéter in Kontext A auf den Grad ihrer Abstiegslatenz hin Uberprift. Die gleiche Prozedur erfolgte an
Versuchstag 18. Am Tag 17 wurden die Tiere 60 Minuten nach einer Haloperidolbehandlung in Kontext B auf ihre Abstiegslatenz hin

getestet.
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Wahrend dieser Sensitivierungsphase erhielten die Tiere beider Gruppen eine
Haloperidol-Injektion (0,25 mg/ml, s.c.). Sechzig Minuten spéater wurde ihre
Abstiegslatenz mit Hilfe der Katalepsiestange bestimmt. Einen Tag nach der
Sensitivierungsphase wurde dieselbe Prozedur fur alle Tiere in Kontext B und einen

weiteren Tag spater erneut in Kontext A durchgefuhrt.

5.2.4.2. Statistische Auswertung

Der Vergleich der Abstiegslatenzen von mehreren Versuchstagen an denen innerhalb
einer Gruppe die gleiche Behandlung stattfand (fur die Habituierungs- und
Sensitivierungsphase), erfolgte (ber die nicht-parametrische Friedman-ANOVA.
Abhangige Einzelwerte wurden Uber den Wilcoxon-Test miteinander verglichen. Fir den
Vergleich der Abstiegslatenzen zwischen zwei unabhangigen Gruppen wurde der Mann-

Whitney-U-Test herangezogen.
5.2.5. Projekt lIbl

Anatomische Untersuchungen zur Kontextabhangigkeit der Katalepsie-

Sensitivierung

In drei Unterprojekten wurde im Rahmen einer stereotaktischen Operation das
Transmitter-unspezifische Neurotoxin Chinolinat oder ein entsprechendes Volumen der
Tragersubstanz bilateral in definierte Abschnitte des Préafrontalen Kortex (PFC) (Projekt
[Ib1.1.), des Hippocampus (Projekt IIb1.2.) oder der Amygdala (Projekt 1Ib1.3.)
verabreicht. Nach einer zweiwochigen post-operativen Erholungsphase mit OP-
Nachsorge wurde ein Katalepsieversuch durchgefuhrt. Hierzu wurde in allen
Teilprojekten eine Haloperidol-induzierte Katalepsie-Sensitiverung in einem Kontext A mit
anschlieBendem Kontextwechsel in einem Kontext B und einem abschlieRenden Retest
in Kontext A durchgefuhrt. Im Anschluss an diesen Verhaltensversuch wurden die Tiere
dekapitiert. lhre Gehirne wurden herausprapariert und fur die Anfertigung von
transversalen Hirnschnitten im Kryostaten vorbereitet. Mit den Hirnschnitten wurde eine
Nissl-Farbung durchgefiihrt, um die gefarbten Schnitte anschlieRend auf die Lage der
durch die Chinolinat-Injektion verursachten L&asionen mit einem Binokular hin zu

Uberprufen.
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5.2.5.1. Tiere und Behandlungsschema

Im Projekt 1Ib1.1. wurden der agranulare insulare (Al-) sowie der pralimbische (PrL-) PFC
mit Chinolinat behandelt. Es wurden vier unterschiedliche Gruppen verwendet: Eine
Tiergruppe erhielt eine bilaterale Chinolinat-Applikation im Al und eine Vehikel-Injektion
mit phosphatgepufferter Salzlésung (engl.: phosphate buffered saline, PBS) im PrL-PFC
(Al-Chinolinat/PrL-Vehikel-Gruppe ), eine andere erhielt umgekehrt eine Chinolinat-
Injektion im PrL-PFC und eine Injektion mit PBS im Al (Al-Vehikel/PrL-Chinolinat-
Gruppe). Bei einer Tiergruppe wurde sowohl der Al als auch der PrL-PFC mit Chinolinat
behandelt (Al-Chinolinat/PrL-Chinolinat-Gruppe ), wahrend eine vierte Tiergruppe
sowohl im Al als auch im PrL-PFC eine Vehikel-Injektion erhielt (Al-Vehikel/PrL-Vehikel-
Gruppe ). Fur das Projekt 1lb1.1. wurden 60 Tiere operiert, 4 Tiere haben die Operation
nicht Uberlebt. Von den verbleibenden 56 Tieren mussten nach der mikroskopischen
Kontrolle der gefarbten Kryostatschnitte weitere 26 Tiere aussortiert werden, da die
Lasionen nicht korrekt lokalisiert waren. Es verblieben insgesamt 30 Tiere mit folgender
Gruppenverteilung; Fur die Al-Chinolinat/PrL-Vehikel-Gruppe , die Al-Vehikel/PrL-
Chinolinat-Gruppe und die Al-Chinolinat/PrL-Chinolinat-Gruppe  jeweils n=7 und fir
die Al-Vehikel/PrL-Vehikel-Gruppe n=9 . Im Projekt 1Ib1.2. wurde der Hippocampus
zweier unterschiedlicher Versuchstiergruppen jeweils entweder im dorsalen (dHipp-
Chinolinat/vHipp-Vehikel-Gruppe ) oder ventralen (dHipp-Vehikel/vHipp-Chinolinat-
Gruppe ) Anteil bilateral mit Chinolinat behandelt, wahrend in die entsprechend andere
hippocampale Region bilateral PBS injiziert wurde. Die Tiere einer dritten Gruppe
erhielten zur Kontrolle im dorsalen als auch ventralen Hippocampus eine bilaterale PBS-
Injektion (dHipp-Vehikel/vHipp-Vehikel-Gruppe ). Fur das Projekt I1Ib1.2. wurden
zunachst 64 Ratten operiert, 3 Tiere starben intraoperativ. Nach Uberprifung der
gefarbten Kryostatschnitte mussten erneut 40 Tiere aus der Auswertung heraus
genommen werden, da die gesetzten Lasionen fehlerhaft oder unvollstandig waren.
Somit wurden bei der Auswertung der Ergebnisse folgende Gruppengro3en
berticksichtigt: Die Zahl der Tiere mit verwertbaren Daten lag bei jeweils n= 7 fur die
dHipp-Chinolinat/vHipp-Vehikel-Gruppe die dHipp-Vehikel/vHipp-Chinolinat-
Gruppe und die dHipp-Vehikel/vHipp-Vehikel-Gruppe . Fur die Untersuchungen zur
Rolle der Amygdala bei der Kontextabhéngigkeit der Katalepsie-Sensitivierung, wurde
ein Vorversuch durchgefihrt, deshalb wurde innerhalb dieses Projektes nur eine
Versuchstiergruppe verwendet. Die Versuchstiergruppe sollte eine bilaterale Chinolinat-
Injektion innerhalb der basolateralen Amygdala (BLA) erhalten (Amygdala-Chinolinat-
Gruppe). Bei dem als Vorversuch angesetzten Projekt IIb1.3., wurden insgesamt 8
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Tiere operiert, eins verstarb intraoperativ, wodurch sieben Tiere bei den
Verhaltensversuchen fur die Amygdala-Chinolinat-Gruppe  verwendet werden konnten.
Die Auswertung der Hirnschnitte ergab, dass die L&sionen sich nicht exakt auf die
gewinschte Region innerhalb der BLA beschréankten. Sechs der sieben verbleibenden
Tiere sind in die statistische Auswertung mit einbezogen worden (n=6). Da die Chinolinat
induzierten Lasionen sich innerhalb der Strukturen der Amygdala befanden (wahrend
dies bei einem weiteren Tier auszuschlieBen war) wurde die angegebene
Gruppenbezeichnung (Amygdala-Chinolinat-Gruppe) gewahlt und aufgrund der
abweichenden Lage der Lasionen von der BLA nicht genauer kategorisiert.

5.2.5.2. verwendete Substanzen

5.2.5.2.1. zur Durchfiihrung der stereotaktischen Op  eration

Narkose
Das zur Narkose verwendete Natriumpentobarbital (Narcoren, Merial, Halbergmoss,
Deutschland) wurde in Injektionswasser auf eine Konzentration von 65mg/ml verdinnt.

Die fertige Narcoren-Ldsung wurde (i.p.) verabreicht.

L&sion

Das Neurotoxin  Chinolinat  (Quinolinat Tocris, Ballwin, USA) wurde in
Phosphatgepufferter Saline (engl.: phosphate buffered saline, PBS) auf eine
Konzentration von 59,99 nmol/ul verdinnt. Pro Mikroinjektionstelle wurde 1 ul der

fertigen Chinolinatldsung verabreicht.

Operations-Nachsorge
Nach der Operation wurden die Tiere mit dem nicht-opioiden Analgetikum Carprofen
(Rimadyl ®, Pfizer, Berlin, Deutschland) in einer, durch Saline verdinnten Konzentration

von 5 mg/ml i.p. behandelt.

5.2.5.2.2. zur Durchfiihrung des Verhaltenstest

Auslésung der Katalepsie

Das Neuroleptikum Haloperidol wurde in diesem Experiment mit Saline auf eine
Konzentration von 0.25 mg/ml verdinnt und 60 Minuten vor dem Katalepsietest s.c.
verabreicht.
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5.2.5.2.3. zur Aufbereitung der Gehirne

Phosphatpuffer

Der Phosphatpuffer (PBS) mit der Endkonzentration von 0.2 M wurde aus zwei Stamm-
Losungen hergestellt. Fur die erste Stammlésung wurden 28,4 g Na,HPO, (Sigma-
Aldrich, Steinheim, Deutschland) in 1000 ml destilierten Wasser (aqua dest.) gel6st. Fur
eine zweite Stamm-Losung wurden 31,2 g NaH,PO, (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Deutschland) in 1000 ml aqua dest. gelost. Zur Herstellung der fertigen PBS-L6sung
wurden 405 ml der Na;HPOg4- Losung mit 95 ml der NaH,PO4-Lésung vermischt und auf

einen pH-Wert von 7,4 gebracht.

Paraformaldehyd zur Gewebefixierung

Zur Herstellung einer 8%igen Paraformaldehyd-Stammlésung wurden 160g
Paraformaldehyd in 1200 ml aqua dest. auf maximal 65C erwarmt. Es wurde so lange
50-100 pl NaOH hinzugefugt bis eine klare Losung vorlag. AnschlielRend wurde die
Losung filtriert (Filterpapier, Macherey-Nagel, Typ MN 615 Y4, @ 90 mm, Ddren,
Deutschland) und das Filtrat mit aqua dest. auf ein Endvolumen von 2000 ml aufgefullt.
Zur Herstellung der 4%igen gebrauchsfertigen Fixierlosung wurden gleiche Anteile der
8%igen Paraformaldehyd-L6sung und des PBS-Puffers gemischt. Nach Einstellung des
pH-Wertes lag schliel3lich eine 4%ige Paraformaldehydlésung in 0.1 M PBS und einem

pH von 7,4 vor.

Saccharose-L6sung als Frostschutz

Zur Herstellung einer 5%igen Saccharose-Lésung wurden 100 g Saccharose in 2000 ml
PBS Puffer gelost. Der PBS Puffer wurde wie oben beschrieben (mit entsprechend
veranderten Volumina und Mengenangaben) angesetzt. Zur Herstellung einer 30%igen
Saccharose-Losung wurden entsprechend 600 g Saccharose in 2000 ml PBS geldst.

5.2.5.2.4. zur Nissl Farbung mit Kresylviolettecht

Natriumacetatpuffer

Zur Herstellung des Natriumpuffers wurden 10,88 g Natriumactetat (Carl Roth GmbH,
Karlsruhe, Deutschland) in 400 ml aqua dest. geldst, und mit 20,02 ml (reine Essigsaure,
CH3COOH) Eisessig (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) welches zuvor in 1500
ml aqua dest. verdinnt wurde, vermischt. Der pH Wert des Puffers wurde auf 3,8

eingestellt und zur Herstellung des fertigen Puffers ein Endvolumen von 2000 ml
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aufgefullt, welcher schlie3lich aus einem Teil Natriumactetat und aus vier Teilen
Essigsaure bestand.

Kresylviolettecht-Losung

Zur Herstellung der Farbelésung wurden 0,5 g Kresylviolettecht (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Deutschland) unter leichtem Erwarmen (circa 40C) und Ruhren in 100 ml
des oben beschriebenen Natriumacetatpuffers gelést. Die Lésung wurde schlief3lich
filtriert (Filterpapier, Macherey-Nagel, Typ MN 615 %, @ 90 mm, Diren, Deutschland).

und das Filtrat direkt in einer Farbewanne fur Objekttrager aufgefangen.

Alkoholreihe
Verwendet wurde Ethanol (EtOH) (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) in den
Konzentrationen 70, 80, 90, 96 und 100%. Die Ethanolgemische wurden durch die

Verdinnung einer reinen EtOH- Losung mit aqua dest. gewonnen.

Xylol
Das verwendete Xylol (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) wurde unverdiinnt

angewendet.

Gelatine

1,4g Kalium-lll-Chrom-Sulfat  (KCr(SO4)2x12 H,0) (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Deutschland) wurden mit einer Spatelspitze Thymol (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Deutschland) gemischt und zunachst in 200 ml kaltem aqua dest. fir 20 Minuten quellen
gelassen. AnschlieBend wurde die Gelatine Lésung auf 60T erhitzt und mittels
Magnetruhrvorrichtung gerthrt. Die warme Losung wurde filtriert (Filterpapier, Macherey-
Nagel, Typ MN 615 ¥4, @ 90 mm, Duren, Deutschland). Das Filtrat stellte die fertige

Gelatineldsung dar, welche fir 2-3 Wochen im Kihlschrank (8<C) haltbar war.

Eindeckelmedium
Zum EinschlieRen der Proben mit Hilfe eines Deckglases (Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Deutschland) wurde das EinschluBmittel DPX (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)

verwendet.
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5.2.5.3. Stereotaktische Operation

Zehn Minuten bevor die Tiere in eine stereotaktische Apparatur eingespannt wurden,
wurden sie mit einer Narcoren-Injektion i.p. anaesthesiert. Die Narkosetiefe der Tiere
wurde durch den sogenannten Zwischenzehenreflex getestet. Dabei wurde den Tieren
vorsichtig in den Hautlappen zwischen den Zehen gekniffen - wenn sie dabei nicht mehr
zuckten, war die Narkose tief genug und die Tiere konnten Uber die rechts und links vom
Kopf angebrachten Ohrbalken des Stereotakten eingespannt werden. Der stabile Sitz
des Kopfes in den Ohrbalken wurde tberpruft. Der Kopf war genau dann stabil zwischen
den Ohrbalken angebracht, wenn man ihn mit leichter Bewegung von dorsal nach
ventral, nicht jedoch lateral bewegen konnte. Um eine mdgliche Dyspnoe wahrend der
Narkosephase zu vermeiden, wurde die Zunge der Tiere mittels einer Sonde vorsichtig
aus dem Schlund herausgezogen und seitlich hangend fixiert. Unter den Tieren wurde

eine Heizdecke angebracht, um eine Auskuhlung wahrend des Eingriffs zu verhindern.

Nenivsskala

A hamrighiung Abbildung 22 Schematische Darstellung
Noniusskala -
der lateralen _ Au':mm,mm der stereotakti schen Apparatur
Koordinaten e
- <— der dorsalen/ ventralen
Koordinaten
Schematische Darstellung eines
Noriusskala
Injektionskantle der Iu,;;*h.ung stereotaktischen Apparates (veréandert nach
Hamitthonspritze der anterioren / X .
posterioren (Pritzel et al., 2003) (A) und der Aufsicht auf den

Koordinaten . . .
Schadel einer Ratte mit den Knochenkreuzen

Bregma und Lamda (B), (veréandert nach
(Paxinos und Watson, 1998). Die Ratten wurden

Uber Ohrbalken in den Stereotaktischen Apparat

A ) eingespannt. Zur Lokalisation der
i Zielkoordinaten einer Lasionsstelle, wurden bei
ﬁ' £ jedem Tier zunadchst die Koordinaten von
Al Bregma ausgemessen, um von dort ausgehend
] die Zielkoordinaten zu ermitteln.

B Lage der Ohrbalken des Stereotaktischen Apparates

Zum Schutz der Augen vor Licht und Austrocknung wurden die Augenlider mit einer
Augensalbe (Bepanthen, Bayer, Leverkusen Deutschland) eingecremt und mit einem
Streifen Fliesspapier abgedeckt. Der Kopf des eingespannten Tieres wurde mit einer
Haarschere rasiert. In die Kopfhaut wurde mit einem Skalpell (Bayha, Tuttlingen,
Deutschland) ein circa 1 cm langer mittiger Schnitt gesetzt und die Rander des Schnittes
mit Operationsklemmen jeweils nach rechts und links von der Mitte aus weggeklappt. Der
so frei gelegte knécherne Schéadel wurde anschlieRend von Knorpelresten und dem, von
aulBen auf dem Schédel direkt aufliegenden, Periost (Pericranium) mit Hilfe eines
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Skalpells befreit. Die Injektionskanile, einer Hamiltonspritze (SGE, Victoria, Australien)
(wurde auf das mit Bregma bezeichnete Knochenkreuz (abbidung 22 B) aufgebracht und
die anterior/posterior, lateralen sowie dorso-ventralen Koordinaten dieses Punktes mittels
Noniusskala abgelesen. Von diesen Bregma-Koordinaten ausgehend wurden die
Zielkoordinaten nach Tabelle 2, Tabele 3 und Tabele 4 ermittelt. An den ermittelten
Zielkoordinaten wurde schlie3lich mit einem Gravurbohrer (Proxxon NG2/E; Niersbach,
Deutschland) ein Loch gebohrt, das grol3 genug war um durch dieses die
Injektionskanile (mit einem Kanilendruchmesser von 23 Gauge) zu den Zielkoordinaten

einzufuhren.

Lokalisation der Chinolinat- / Vehikel- Injektion im PFC ) ) ) )
Tabelle 2 Ziel koordinaten im Projekt 11b1.1.

Zielkoordinaten ausgehend von Bregma Darstellung der Zielkoordinaten

agranular insuldre Region Higure 7 Darstellung  der  Zielkoordinaten im  PFC in

Transversalschnitt-Ebene verandert nach (Paxinos und
Richtung Ziel o .
Watson, 1997). Insgesamt gab es bei diesem Teilversuch
AP *3,7.mm vier Untergruppen. Eine erste Gruppe erhielt eine
L £4.0 mm eSS Chinolinat-Injektion in der agranuldren insuldren (Al)
v -4.8 mm N S ‘ Region des PFC und eine Vehikel-Injektion mit PBS in

Interaural 12.70 mm Bregma 3.70 mm

limbische Redi der prélimbischen (PrL-) Region des PFC. Eine zweite
pralimbische Region

Figure 7

‘f«,\ |- Gruppe erhielt umgekehrt eine Chinolinat-Injektion im

Richtung Ziel 4 ) PrL-PFC und eine Vehikel-Injektion mit PBS in der Al
AP +37mm SN ‘ = Region des PFC. Zudem gab es eine Gruppe die sowohl

L 0.6 mm - : in der PrL als auch in der Al Region des PFC eine

N 3.8 mm =5 = Chinolinat-Injektion erhielt und eine Gruppe die in beiden

Regionen eine Vehikel-Injektion mit PBS erhielt.

| mteraural 12.70 mm Bregma 3.70 mm

Nach dem Einbringen der Injektionskanile in die entsprechende Lasionstiefe, wurde ein
Volumen von je einem Mikroliter/ Lasionsort der jeweiligen Substanz langsam (Uber 2
Minuten hinweg) in die zu ladierende Stelle eingebracht. Zur Auslésung einer Lasion
wurde dabei die Chinolinat verwendet, wahrend bei einer Vehikel-Injektion das gleiche
Volumen PBS verabreicht wurde. Die Injektionskantle verblieb nach jeder Injektion fir 6
Minuten in der Injektionsstelle. Dadurch sollte erreicht werden, dass das injizierte
Volumen in ausreichendem Mald in den Injektionsort diffundiert und nicht durch die
Kapillarkrafte der Kanile wieder eingesaugt werden konnte. Nach der gesamten
Injektionszeit von 8 Minuten wurde die Kantle vorsichtig aus dem Lasionsort
herausgezogen und die durchbohrte Schadeldecke mit Knochenwachs (Johnson &
Johnson, St. Stevens, Woluwe, Belgien) verschlossen. Uber die verschlossene
Lasionsstelle wurde schlie3lich ein Antibiotikapuder (Nebacetin ®, Sandoz, Kundl,
Osterreich) aufgetragen. Die Kopfhaut wurde mit einem sterilen Operationsfaden
(Johnson & Johnson, Briissel, Belgien) und jeweils vier Stichen vernaht. Uber die duRere
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Naht wurde schlief3lich zur Desinfektion eine Jodtinktur (Braunol ®, Braun, Melsungen,

Deutschland) aufgebracht. Damit die Tiere postoperativ nicht auskuhlten wurden sie mit

drei Lagen Fliesspapier umwickelt und vorsichtig in einen mit Einstreu gepolsterten Kafig

gelegt. Nach der Operation erhielten sie drei Tage lang eingeweichte Futterpellets,

Trinkwasser stand ad libitum zur Verflgung. Zur postoperativen Schmerzbehandlung

erhielten die Tiere 5 mg/ml des Analgetikum Carprofen.

Lokalisation der Chinolinat- / Vehikel- Injekticn im Hippokampus

Zielkoordinatzn ausgehend von 3-epma

Darstellung der Zie koordinater

dorsale Region

Richtung Ziel
AP -3.8 mm
2.4 mm
-3.2mm

ventrale Regicn

Richtung Ziel
AP -5.2mm
L +4.8 mm
vV 7.4 mm

Lokalisation der Chinolinat-Injektion

Frure 31

in der Amygdala

Zielkoordinaten ausgehend von Bregma

Darstellung der Zielkoordinaten

basolaterale Region

Richtung Ziel
AP -2.8 mm
L +48 mm
v -8.6 mm

Figure 2

AL

Tabelle 3 Ziel koordinaten im Projekt 11b1.2.
Darstellung der Zielkoordinaten im Hippocampus in der

Transversalschnitt-Ebene verédndert nach (Paxinos und
Watson, 1997). Es wurden drei Untergruppen verwendet. Eine
erhielt in der dorsalen

dieser Untergruppen

Hippocampusregion, eine andere in der ventralen
Hippocampusregion eine Chinolinat-Injektion. Diese Gruppen
erhielten jeweils an der anderen Region (also im ventralen oder
dorsalen Hippocampus) eine PBS-Injektion. Eine dritte Gruppe

erhielt in beiden Regionen eine PBS-Injektion.

Tabelle 4 Lasionskoord inaten im Projekt I1b1.3.

Darstellung der Zielkoordinaten in der Amygdala in der
Transversalschnitt-Ebene, verandert nach (Paxinos und
Watson, 1997). In diesem Teilversuch wurde eine Gruppe
verwendet, diese erhielt bilateral eine Chinolinat-Injektion in

der hier angegebenen Zielregion.

Die Tiere wurden taglich gewogen. Wenn ihr Gewicht unter 240 g fiel, wurden sie

zusatzlich mit einer Glucoselésung (lonosteril ®, BAS, Fresenius Kabi, Homburg,

Deutschland) i.p. behandelt und Uber eine Sonde mit Milchbrei (Bebivita, Minchen,

Deutschland) gefuttert.
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5.2.5.4. Verhaltensversuch

In allen drei Teilversuchen wurde zunachst eine Sensitivierungsphase durchgefihrt. Im
Projekt lIb1.1. dauerte diese Phase 13 Tage, wahrend im Projekt lIb1.2. fur sechs Tage
eine Sensitivierung durchgefuhrt wurde. Die Sensitivierungsphase im Projektlibl.3.
umfasste sieben Tage. Wahrend der Sensitivierungsphase wurden die Tiere aller
Gruppen mit einer Haloperidol-Injektion (0.25 mg/ml, s.c.) behandelt und jeweils 60
Minuten spater an einer Katalepsiestange auf ihre Abstiegslatenz hin Gberpruft. Wahrend
der gesamten Sensitivierungsphase wurde der Versuch in einem Kontext A durchgefihrt.
Jeweils einen Tag nach der Sensitivierungsphase (also im Projekt IIb1.1. an Tag 14, im
Projekt IIb1.2. an Tag 7 und im Projekt 11b1.3. an Tag 8) wurden die Haloperidol-Injektion,
in gleicher Dosis und Darreichungsform, sowie der 60 Minuten spater folgende
Katalepsietest in Kontext B durchgefiihrt. Am darauffolgenden Tag erfolgte ein erneuter

Haloperidol-induzierter Katalepsietest in Kontext A.

5.2.5.5. Aufbereitung der Gehirne und Kryostatschni  tte

Einen Tag nach Ende des Verhaltensversuchs wurden die Tiere mit einer Guillotine
dekapitiert. Die Kopfhaut wurde mit einer Schere entfernt und die Schédeldecke zlgig
aufprapariert. Das Gehirn wurde mit einer Sonde aus der Schadelh6hle heraus gehebelt
und zur Reinigung in eiskalte Saline Uberfihrt. Danach wurden die Gehirne fiur vier
Wochen in Paraformaldehyd (PFA) gelagert. Diese Zeit wurde genutzt, um Objekttrager
(Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) zu gelatinieren. Hierzu wurde die oben
beschriebene Gelatinelosung angesetzt und erwarmt. Die Objekttrager wurden nun
nacheinander in die L6ésung gedippt und fir eine Stunde getrocknet. Anschlie3end wurde
der Vorgang wiederholt. Alle verwendeten Objekttrager waren somit doppelt gelatinisiert.
Nach einer vierwochigen Inkubationszeit wurden die Gehirne aus der PFA-Losung
herausgenommen und fur 24 Stunden in eine 5%ige Saccharoselosung uberfuhrt.
Anschlieend wurden sie in eine 30%ige Saccharoseldsung eingebracht. Der durch
diese Behandlung bezweckte Frostschutz des Gehirngewebes war erst dann
gewdahrleistet, wenn die Gehirne vollstandig mit der 30%igen Saccharoselésung
durchtrankt waren. Als Indikator hierzu diente das Absinken auf den Gefal3grund. Erst
dann wurden die Gehirne zur Lagerung vorbereitet. Hierzu wurden die abgesunkenen
Gehirne zunachst fur 4 Minuten auf kleingemahlenem Trockeneis schockgefroren,
anschlieBend in Alufolie gewickelt und in eine -20°C Truhe Uberfihrt. Die 40 pum dicken
Gehirn-Schnitte wurden mit einem Kryostaten (2800 Frigocut-N, Reichert-Jung,
Heidelberg, Deutschland) angefertigt. Hierzu wurden die Gehirne zunachst durch
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Abtrennung des Zerebellums auf einer vorgekihlten Metallplatte mit einem gekuhlten
Skalpell auf der posterioren Seite, in Blockform abgeebnet (Blocken des Gehirns). Die
abgeblockte Seite wurde anschlieRend mit Einbettmedium (tissue freezing medium,
Jung, Wetzlar, Deutschland) auf einen Kuhlkopf aufgebracht. Der mit dem Gehirn
besttickte Kuhlkopf wurde schlief3lich fur 20 Minuten in den Kryostaten eingebracht, um
einen festen Halt des Gehirnes auf dem Kuhlkopf zu gewahrleisten. Nach dem
Festfrieren des Gehirnes wurde der Kihlkopf in die Schneideapparatur eingebracht und
die Kryostatschnitte bei einer Temperatur von -19 bis -21TC angefertigt; diese wurden
anschlieBend auf den gelatinierten Objekttragern aufgetragen. Schnitte die sich durch
den Schneidevorgang eingerollt hatten wurden mittels feinen Pinsels vor der Aufnahme

auf den Objekttrager geglattet.

5.2.5.6. Nisslfarbung und Binokulare Auswertung

Um die Chinolinat-induzierten Lasionen verifizieren zu kénnen, wurden Nisslfarbungen®
angefertigt. Hierzu wurden die Schnitte auf den Objekttragern zunachst fur 24 Stunden in
einer 70%igen Ethanol-Losung inkubiert und anschlielend zur weiteren Dehydrierung fur
jeweils 5 Minuten in einer Alkoholreihe (einmal 90 und zweimal 100% EtOH) gelagert.
Anschliel3end wurden die Schnitte zur Deparaffinierung fir 10 Minuten in Xylol inkubiert.
Zur Hydrierung wurden die Hirnschnitte anschlieBend jeweils fir 4 Minuten in einer
absteigenden Alkoholreihe (von jeweils 100, 80 und 70% EtOH) inkubiert. Vor der
funfminttigen Inkubation in dem eigentlichen Farbstoff wurden die Schnitte fir 4 Minuten
in aqua dest. gewaschen. Um eine Uberfarbung zu verhindern wurden die Praparate
nach der Farbung mit Natriumacetatpuffer abgespult und in einer weiteren aufsteigenden
Alkoholreihe (70%, 96% mit einem Spritzer Eisessig und zweimal 100% EtOH)
dehydriert. Abschlieend erfolgte eine zweimalige, jeweils zehnminttige Inkubation in
frischer Xylolldsung. Nach dem letzten Inkubationsbad wurden die Objekttrager mit DPX
betraufelt und die auf ihnen befindlichen Gehirnschnitte mit Deckglasern mdoglichst
Luftblasen-frei abgedeckt. Die fertigen Préparate wurden zwei Tage lang getrocknet und
danach lichtmikroskopisch ausgewertet. Bei dieser Auswertung wurden Ausmalfd und
Lokalisation der L&sionen anhand von schematischen Darstellungen der Schnittebenen
in Abbildungen des Hirnanatomischen Atlas von Paxinos und Watson (Paxinos und
Watson, 1997) skizziert. Bei der Endauswertung der Daten wurden schlie3lich nur die
Tiere der Gruppen bertcksichtigt, deren Lasionen im Bereich der vorgesehenen

Zielkoordinaten zu finden waren. Die Daten der Gruppen mit Scheinlasionen wurden

% Dieses nach seinem Entwickler, Franz Nissl (Kischka et al., 1997) benannte Verfahren beruht auf der Eigenschaft des basischen Farbstoffes
Kresylviolett die im Soma der Neuronen vorkommende ribosomale RNA des rauhen endoplasmatischen Reticulums (Kandel et al., 1995) anzufarben.
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dementsprechend nur dann in der Endauswertung bertcksichtigt, wenn sie keinerlei

Lasionen zeigten.

5.2.5.7. Statistische Auswertung

Alle angegebenen Daten stellen den Mittelwert + S.E.M. dar. Die Daten des Projektes
[Ib1.1. wurden dabei ab Tag 2 bis Tag 13 paarweise gemittelt. Diese Mittelung erfolgte
aufgrund externer (akustischer) Storfaktoren. Zur Analyse des Sensitivierungsverlaufs
wurde fur dieses Projekt eine Friedman-ANOVA Uber folgende Messpunkte berechnet;
Tag 1, Messpunkt A (gemittelt aus Messwerten der Tage 2 und 3), Messpunkt B
(gemittelt aus Tag 4 und 5), Messpunkt C (gemittelt aus Tag 6 und 7), Messpunkt D
(gemittelt aus Tag 8 und 9), Messpunkt E (gemittelt aus Tag 10 und 11), Messpunkt F
(gemittelt aus Tag 12 und 13). Zur Analyse des Sensitivierungsverlaufs des Projektes
[Ib1.2. wurde fur die ersten sechs Tage, und fur selbige Analyse im Projektes IIb1.3. fur
die ersten sieben Tage eine Friedman-ANOVA durchgefuhrt. Die Verhaltensdaten der
Tage/Messpunkte vor und nach dem Kontextwechsel (der in allen drei Unterprojekten
einen Tag nach der Sensitivierung stattfand) wurden innerhalb einer Tiergruppe mittels
Wilcoxon-Test mit den Verhaltensdaten am Kontextwechsel sowie untereinander
verglichen.

5.2.6. Projekt IIb2

Untersuchung zur Auswirkung einer serotonergen L&si on im préafrontalen Kortex in

Bezug auf die Kontextabhangigkeit der Katalepsie-Se  nsitivierung

Im Rahmen einer stereotaktischen Operation wurde das serotonerge Neurotoxin 5,7-
Dihydroxytryptamin (5,7-DHT) (oder die entsprechende Tragersubstanz) bilateral in den
pralimbischen Anteil (PrL-) des PFC injiziert. Nach einer postoperativen Erholungsphase
wurde ein achttdgiger Katalepsieversuch durchgefuhrt. Um die Wirkung des
serotonergen Neurotoxins zu verifizieren wurden Gewebeproben des PFC, des
Hippocampus, des anterioren und posterioren Caudate Putamen sowie des Nucleus
accumbens entnommen. Mittels Hochdruckflissigkeitschromatographie (engl. high
performance liquid chromatography, HPLC) wurden diese Gewebeproben anschliel3end
auf ihren serotonergen und dopaminergen Neurotransmittergehalt und den Gehalt an

zugehdrigen Metaboliten Gberpruft.
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5.2.6.1. Tiere und Behandlung

Insgesamt wurden 48 Tiere operiert, 15 Tiere starben wéhrend der (oder im Anschluf3 an
die) Operation, die verbliebenen 33 Tiere waren auf die vier nachfolgend beschriebenen
Gruppen aufgeteilt. Zwei der vier Tiergruppen erhielten innerhalb der stereotaktischen
Operation eine bilaterale Applikation des serotonergen Neurotoxins 5,7-DHT (pro
Injektionsstelle wurden je 1pl zu 6pg 5,7-DHT verabreicht) innerhalb des PrL-PFC. Eine
der beiden mit 5,7-DHT behandelten Gruppe wurde 60 Minuten vor dem Katalepsietest
mit Haloperidol (0.25 mg/ml, s.c.) behandelt (5,7-DHT/Haloperidol-Gruppe, n=9 ), die
andere Gruppe erhielt zum selben Zeitpunkt eine Saline-Injektion (5,7-DHT/Saline-
Gruppe, n=10). Den Gruppen die keine 5,7-DHT-Injektion erhielten, wurde stattdessen
wahrend der stereotaktischen Operation das entsprechende Volumen 0,1 %iger
Ascorbinséure injiziert. Eine dieser Gruppen erhielt wahrend des Verhaltenstest 60
Minuten vor dem Katalepsietest eine Haloperidol-Injektion (0.25mg/ml, s.c.)
(Vehikel/Haloperidol-Gruppe, n=8 ), wahrend die zweite dieser Gruppen 60 Minuten vor

dem Verhaltenstest eine Saline-Injektion (s.c.) erhielt (Vehikel/Saline-Gruppe, n=6 ).

5.2.6.2. verwendete Substanzen
5.2.6.2.1. stereotaktische Operation

Narkose
Das zur Narkose verwendete Natriumpentobarbital (Narcoren, Merial, Halbergmoss,
Deutschland) wurde in einer Konzentration von 65 mg/ml, i.p. verabreicht.

L&sion

Das auf serotonerge Neurone wirksame Toxin 5,7-Dihydroxytryptamin (5,7-DHT) wurde
mit 0.1%iger Ascorbinséure in einer Konzentration von 6 pg/pl verdinnt. Dies ist genau
die Konzentration, die wahrend der stereotaktischen Operation pro Injektionsstelle
bilateral appliziert wurde. Da die neurotoxische Spezifitat von 5,7-DHT und der
Aufnahmemechanismus in serotonerge Neurone nicht abschlielend geklart sind
(Baumgarten et al., 1981; Choi et al., 2004), wurden zum Schutz der dopaminergen und
noradrenergen zum einen der Dopamin-Wiederaufnahmehemmer Nomfensin (in einer
Konzentration von 10 mg/ml (i.p., geldst in isotonischer Kochsalzlésung)) und zum
anderen der selektive noradrenerge-Wiederaufnahmehemmer Desipramin (i.p., in einer

Konzentration von 20 mg/ml isotonischer Kochsalzlésung) 30 Minuten préoperativ
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verabreicht. (Alle in diesem Abschnitt genannten Substanzen wurden von Sigma-Aldrich,
Steinheim, Deutschland bezogen).

Nachsorge
Die Tiere wurden post-operativ mit dem nicht-opioiden Analgetikum Carprofen (Rimadyl
®, Pfizer, Berlin, Deutschland) in einer, durch Saline verdinnten Konzentration von 5

mg/ml i.p. behandelt.

5.2.6.2.2. Verhaltensversuch
Katalepsie
Das Neuroleptikum Haloperidol wurde in diesem Experiment mit Saline auf eine

Konzentration von 0.25 mg/ml verdinnt.

5.2.6.2.3. HPLC- Auswertung

Innerhalb der HPLC Analyse wurden die zu analysierenden Proben in einem internen
Standard in der Form aufbereitet, dass sie in einem Eluationsmittel (mobile Phase,
Eluent) geldst und mit diesem durch eine Trennsdule (stationdare Phase) gepumpt
werden konnten. In der stationdren Phase erfolgte schliel3lich die Auftrennung der
molekularen Bestandteile der Probe. Um die einzelnen Bestandteile identifizieren und die
Menge dieser in der jeweils gemessenen Probe quantifizieren zu kénnen, wurde
ausserdem ein externer Standard mit genau definierten Mengen der in den Proben

gesuchten molekularen Bestandteile vermessen.

Mobile Phase

Durch die Zusammensetzung des Eluents wurde gewahrleistet, dass die in den Proben
enthaltenen Transmitter und Metaboliten beim Durchlaufen der apolaren, stationaren
Phase unterschiedlich lange in dieser verweilten (unterschiedliche Retentionszeiten®’
besal3en). Innerhalb des Eluents sorgten mehrere Substanzen fur die Einstellung der
Retentionszeit. Zum einen wurde die Retentionszeit allgemein eingestellt, indem man
den Anteil des im Eluent enthaltenen organischen Loésungsmittels (Methanol, MetOH,
VWR BDH Prolabo, Leuven, Belgien) auf 3,5% einstellte (h6here Anteile fihren zu einer
kirzeren Retentionszeit). Zum anderen sorgte ein niedriger pH-Wert von 4,5 dafir, dass
die in der Probe enthaltenden S&uren langer in der stationaren Phase verweilten. Die
Retentionszeit der Amine wurde durch Natrium-octan-1-Sulfonat (OSA, Sigma-Aldrich,

%" Die Substanzen im Eluent, die eine hohere Apolaritat besaflRen als andere hatten im Gegensatz zu diesen eine entsprechend langere Retentionszeit in
der apolaren, stationdren Phase.
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Steinheim, Deutschland) eingestellt. Insgesamt hatten 1000 ml Eluent die in Tabelle 5
beschriebene Zusammensetzung. Die angegebenen Mengen an
Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PO,4, Merck, Deutschland), 10%ige Phosphorsaure
(H3PO4, ortho-Phosphorsaure, Fluka, Deutschland), Acetonitril (MeCN, Sigma-Aldrich,
Deutschland), Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA, Fluka, Deutschland), OSA und
Methanol (MetOH, Merck, Deutschland). Das Endvolumen wurde mit sterilem und
partikelfreiem ,HPLC-Wasser* (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) auf 1000 ml

aufgefullt und auf einen der pH-Wert von 4,5 eingestellt.

Angabe der jeweiligen Masse oder
Substanz Volumen auf je 1000 ml
Endvolumen
NaH,PO, 69
10 % ige H3PO, 71
MeCN 30 mi
EDTA 48 mg
OSA 30 mg
MetOH 30 mi
Tabelle 5 Zusammensetzung Eluent

Massen- und Volumenangaben der Substanzen die fiur ein mit ,HPLC-Wasser* aufgefilltes Endvolumen von 1000 ml Eluent

verwendet wurden.

Der so angesetzte Eluent wurde durch eine Vakuumpumpe (Sartorius Stedim, Biotech,
Gottingen, Deutschland) ultrafiltriert (Durapore®, Typ GVWP, Porengrof3e 0,22 um,
Millipore, Billerica, USA). Schlie3lich wurde das Filtrat fir 15 Minuten im Ultraschallbad
(Sonorex Super RK 255H, Bandelin, Berlin, Deutschland) entgast.

Externer Standard

Im externen Standard befanden sich definierte Mengen eines Gemisches aus Dopamin
(DA) und dopaminergen Metaboliten 3,4-Dihdyroxyphenylessigsaure (DOPAC),
Homovanillinsaure (HVA) und 3-Methoxytyramin (3-MT), sowie Serotonin (5-HT) und
dem serotonergen Metaboliten 5-Hydroxyindolessigsaure (5-HIAA). Zudem wurde 3,4-
Dihydroxybenzylaminehydrobromid (DHBA) als Referenzsubstanz verwendet (alle
Substanzen von Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland). Zur Herstellung der
gebrauchsfertigen Standardldsung wurden aus den einzelnen Substanzen zunachst

diverse Stammlésungen angesetzt, fur welche je 1 mg der oben angegebenen
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Substanzen in einem Milliliter Eluent geldst wurden. Die gewlnschte Endkonzentration
der einzelnen Substanzen lag bei 100 pg/20 pl Schleifenvolumen und wurde durch
zahlreiche Verdunnungsstufen erreicht. Der externe Standard wurde schlief3lich auf ein
Endvolumen von 10 ml angesetzt, mittels Vakuumpumpe (Sartorius Stedim, Biotech,
Gottingen, Deutschland) ultrafiltriert (Durapore®, Typ GVWP, Porengrdf3e 0,22 um,
Millipore, Billerica, USA) und mit Volumina von 200 ul auf 50 Probengefal3e aliquotiert

und eingefroren.

Interner Standard zur Probenaufbereitung

Zur Verdinnung der zu vermessenden Proben wurde die interne Standardibsung
verwendet, welche aus einem Gemisch von DHBA und dem Eluent hergestellt wurde.
Hierzu wurde in einer Stammlésung die DHBA-Konzentration zunachst auf 1 mg/ml
eingestellt, durch weitere Verdinnungsschritte hatte die gebrauchsfertige Losung eine
Konzentration von 100 pg DHBA/20 pl Schleifenvolumen. Je nach Gewebe und
entsprechend hoherem oder niedrigerem Proteinanteil wurde der interne Standard
wahrend der spateren Aufbereitung der Proben mit dem Eluent verdinnt. Fiur die
Auswertung des Striatums wurde die Stammlésung mit einem Faktor von 1:10, fur die
Auswertung des Nucleus accumbens und des Hippocampus mit einem Faktor von 1:2
verdunnt. Zur Auswertung der Proben des préafrontalen Kortex wurde der interne
Standard unverdinnt angewendet. Bis zur Probenaufbereitung wurden jeweils 600 ul des

internen Standardes auf Probengefalde aliquotiert und eingefroren.

5.2.6.3. Stereotaktische Operation

Die Vorgehensweise der Stereotaktischen Operation und der Nachsorge entsprach mit
Ausnahme des verwendeten Neurotoxins (5,7-DHT statt Chinolinatsdure) der
Beschreibung in Projekt IIbl. Die Zielkoordinaten wurden in Anlehnung an das Projekt
[Ibl.1. gewdahlt und lagen ausgehend von Bregma, bei +3,7 mm AP, + 0,6 mm L und -3,8

mm V.

5.2.6.4. Verhaltensversuch

Die Tiere aller Gruppen wurden jeweils fur sechs Versuchstage in einem Kontext A
sensitiviert. Hierzu erhielten die operierten Tiere nach einer vierwéchigen
Erholungsphase eine tagliche Haloperidol- (5,7-DHT/Haloperidol- und
Vehikel/Haloperidol-Gruppe), respektive  Saline-Injektion  (5,7-DHT/Saline- und
Vehikel/Saline-Gruppe) und wurden jeweils 60 Minuten spater zunachst am Gitter,
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anschlieBend an der Stange der Katalepsie-Apparatur auf Ihre Abstiegslatenz hin
getestet. Am siebten Tag erfolgte die gleiche zeitliche Abfolge und Art der
Substanzapplikation mit anschlieendem Katalepsietest in einem Kontext B
(Kontextwechsel). Zum Abschlul3 des Verhaltensexperimentes wurde am achten Tag ein

Retest unter den Sensitivierungs-Bedingungen des Kontext A durchgefuhrt.

5.2.6.5. Aufbereitung der Gehirne , HPLC-Analyse und Auswertung der Daten
Aufbereitung der Gehirne

Die Tiere wurden einen Tag nach dem Verhaltensversuch mittels Guillotine dekapitiert.
Anschlieend wurden Kopfhaut und Schadeldecke zligig wegprapariert. Das Gehirn
wurde mit einer Sonde aus der Schadelhdhle herausprépariert und zur Reinigung in ein
Becherglas mit auf Eis gekuhlter Saline Gberfuhrt. AnschlieRend wurde jedes Gehirn mit
der dorsalen Seite nach unten in einen vorgekuhlten Schneideblock gelegt und in
Anlehnung an eine Publikation von Heffner und Kollegen (Heffner et al., 1980) durch von
ventral nach dorsal eingeschobene Rasierklingen geschnitten. Die so erstellten
Gehirnschnitte hatten eine Schnittdicke von 1,5 bis 2 mm und sind in Abbildung 23
schematisch dargestellt.
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Abbildung 23 Gewebeentnahme zur HPLC Analyse

Die Gewebeproben des prafrontalen Kortex sind in Schnittebene 2 links und durch die orange Markierung rechts dargestellt, die des
anterioren Caudatoputamen in Schnittebene 3 (blaue Markierung), die des posterioren Caudatoputamen in Schnittebene 4 (blaue
Markierung) die dem Nucleus accumbens enthnommenen Gewebeproben sind in Schnittebene 3 dargestellt (gelbe Markierung) die
dem Hippocampus entnommenen Proben in Schnittebene 6-8, (khakifarbene Markierung). Wahrend die Darstellung der

Schnittebenen in dieser Abbildung unilateral ist, wurden alle Gewebeproben bilateral enthnommen verandert nach (Heffner et al.,
1980).

Zunachst wurde ein Messer in Hohe der anterioren Komissur (Schnittebene die den
Schnitt 4 in posteriore Richtung begrenzt) gesetzt. Dieser erste Schnitt galt als
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Referenzebene. Anterior zu diesem Schnitt wurde anschlieBend Schnitt 4 durch den
Einschub eines weiteren Messers 1,5 mm komplettiert. Die ebenfalls 1,5 mm dicken
Schnitte 2 und 3 wurden durch weitere Messereinschilbe oberhalb des jeweils letzten
Schnittes erstellt. AnschlieBend wurden hintereinander in Abstanden von 2 mm zwei
Messer posterior zur Referenzebene eingeschoben. Diesen folgten noch weiter posterior
im Abstand von jeweils 1,5 mm zwei weitere Messereinschube. Fur die im Anschluf}
beschriebene HPLC wurde Gewebe aus sechs dieser Schnittebenen (Schnittebene
2,3,4,6,7 und 8) mit Hilfe eines Skalpells ausgeschnitten. Die entnommenen
Gewebeproben stammten aus dem prafrontalen Kortex (Schnittebene 2, Markierung
orange), dem anterioren Caudatoputamen (Schnittebene 3, blaue Markierung), dem
posterioren Caudatoputamen (Schnittebene 4, blaue Markierung), dem Nucleus
accumbens (Schnittebene 3, gelbe Markierung) sowie dem Hippocampus (Schnittebene
6-8, khakifarbene Markierung). Das Nassgewicht wurde ziigig gewogen, anschlie3end
wurden die Gewebeproben durch Einfrieren in einem Cryoréhrchen (43 mm, 1,2 ml,

Mercateo, Minchen, Deutschland) in flissigem Stickstoff (bei -196C) konserviert.

HPLC-Analyse

Aufbereitung der Gewebeproben

Vor Beginn der Probenaufbereitung und deren Analyse wurden an jedem Messtag
zunachst 100 ul des Eluents und 100 pl des externen Standards in der HPLC-Apparatur
vermessen. Im Anschlul3 wurden 10 Proben nacheinander aufbereitet und gemessen,
bevor abermals die Vermessung eines externen Standards folgte. Diese Messreihenfolge
wurde taglich dreimal wiederholt. Die in flissigem Stickstoff gefrorenen Gewebeproben
wurden zunachst mit einem ebenfalls in flissigem Stickstoff vorgekihlten Spatel an den
GefalRboden des Cryoréhrchens geschoben, in dem sie bis zur Aufbereitung aufbewahrt
wurden. AnschlieBend wurden 500 pl des internen Standards hinzugefiigt und die
Proben wurden fir 20 Sekunden bei 16000 rpm durch einen Dispenser (Silent Crusher
M, Heidolph Instrumental GmbH, Schwabach, Deutschland) homogenisiert. Das
Homogenisat wurde in ein vorgekihltes, frisches Probengefal3 tberfihrt. Dieses wurde
anschlieBend fir eine Minute bei 8000 rmp zentrifugiert (Beckmann Microfuge ETM,
Buckinghamshire, GroRRbritannien). Nun wurde entsprechend der gewebespezifischen
Verdinnung ein bestimmtes Volumen an Uberstand in ein weiteres vorgekiihltes
Probengefald pipettiert. Fir die 1:10 Verdinnung (Gewebe des anterioren und
posterioren Caudatoputamen) wurden schlieRlich 100 pl des Uberstandes mit 900 pl des
Eluents zusammen in ein neues Probengefald pipettiert, fur die 1.2 Verdinnung (Gewebe
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des Nucleus accumbens und des Hippocampus) entsprechend jeweils 500 ul des
Uberstandes und des Eluents und fir die unverdinnte Aufbereitung (PFC) waren es
1000 pl der Probe. Diese Ansatze wurden gemischt und anschlieRend mit der Kanule
einer 5 ml Spritze (servopax ® GmbH, Wesel, Deutschland) aufgenommen. Die Kanule
wurde anschliel3end verworfen und gegen einen Filter (Rotilabo®-Spritzenfilter 13 mm,
PorengroRRe 0,45 um, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) ausgetauscht. Uber den
Filter wurde das in der Spritze enthaltene Volumen in einem frischen Probengefald
aufgefangen. Von dem Filtrat wurden schlie3lich 100 pl in ein HPLC-Messgefal

Uberfuhrt und in den Autosampler des HPLC-Analysekreislaufs (aobildung 24 ) eingebracht.

HPLC-Messung

Im HPLC-Analysekreislauf wurde die mobile Phase (Eluent) mit Hilfe einer HPLC-
Pumpe (Bischoff HPLC Pump, Leonberg, Deutschland) durch die stationédre Phase ,
einem Silicagel-Saule (reversed-phase C18-Saule mit hydrophilem endcapping, Grom-
Sil 120 ODS-4HE 3,0 ym, 60 x 2 mm, Altech Grom GmbH, Rottenburg, Deutschland)
befordert. Die FluRgeschwindigkeit der mobilen Phase lag bei 0,25 ml/Minute. Die zu
messenden Proben wurden Uuber die Einspritzanlage des Autosamplers in den
Analysekreislauf eingebracht. Bevor die mobile Phase zur Aufnahme der Proben zum
Autosampler gelangte, wurde sie Uber einen Pulsationsdampfer (ERC, Riemerling,
Deutschland) und eine Guard-Zelle (Guard Cell, Model 5020, ESA, USA) geleitet
(abbildung 24 ). Die Aufgabe des Pulsationsdampfers bestand darin, mdgliche
Druckschwankungen der HPLC-Pumpe auszugleichen, wahrend die Guard-Zelle
Verunreinigungen mittels hoher elektrischer Spannung (von +450 mV) aus der mobilen
Phase durch Oxidation entfernte. Die so vorbehandelte mobile Phase durchlief
schlie3lich den Autosampler, und nahm 20 ul der entsprechenden Probe in den
nachfolgenden Analysekreislauf auf. Zwischen den einzelnen Probeentnahmen aus dem
Autosampler wurde dieser mit HPLC Wasser gereinigt. Um die Analyse der Proben, die
nach der Aufbereitung unterschiedlich lang im Autosampler verweilten, nicht durch
Temperaturschwankungen zu beeintrachtigen, wurde dieser stets durch einen
Kidhimechanismus auf einer konstanten Betriebstemperatur von 4 ge halten. Bevor
die mit der Probe beladene mobile Phase nun in eine Silicagel Saule gepumpt wurde,
durchlief sie eine Vorsaule; diese diente der Beseitigung von physikalischen
Verunreinigungen, welche die anschlielBenden Analysen der Proben in der Silicagel
Saule hatten behindern konnen. Beide Saulen wurden mittels Thermostat eines
Saulenofens (ERC Jetstream 2 Plus, Model 190419, ERC, Riemelring, Deutschland), auf
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eine Betriebstemperatur von konstanten 25C gehalte n. Die in der Silicagel Saule
angelangten Proben wurden durch die unterschiedliche Lipophilie der einzelnen
Bestandteile aufgetrennt und verlieBen die S&aule mit einer entsprechenden

Retentionszeit.
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Abbildung 24 HPLC- Analysekreislauf und Schema zur Auswertung eines HPLC-  Chromatogramms

Der links dargestellte Aufbau der HPLC Apparatur wurde verandert nach® und wird im Fliesstext beschrieben. Das Schema rechts
soll die bei der HPLC detektierten Peaks, die zur Analyse der Neurotransmitter- (und Metaboliten-) Mengen innerhalb der
Gewebeproben dienten, verdeutlichen. Im zeitlichen Verlauf wurden die Substanzen mit der kirzesten Retentionszeit zuerst
(rechtsseitige Peaks, Serotonin), die mit den langeren Retentionszeiten (linksseitige Peaks, die langste Retentionszeit hatte DHBA)
spater detektiert. Das Integral der unter dem HVA- Peak dargestellten Flachen (graue Markierung, bezeichnet mit AUC) wurde zur

Mengenbestimmung der entsprechenden Substanz herangezogen.

Die Analysezelle (Model 5011A analytical cell, ESA, USA) detektierte die austretenden
Substanzen schlie3lich elektrochemisch. Eine erste Elektrode der Analysezelle
reduzierte die Substanzen durch eine Spannung von -100 mV, wahrend sie durch eine
zweite Elektrode mit einer Spannung von +320 mV oxidiert wurden. Die elektrischen
Signale, die bei diesem Verfahren entstanden, wurden schliel3lich an einen Computer
gesendet, wo sie durch die Analysesoftware Chrom Star Light (Version 6.3, SCPA GmbH

Deutschland) als HPLC-Chromatogramme dargestellt und ausgewertet wurden.

%8 verandert nach folgendem link : http://www.idex-hs.com/support/upchurch/i/hplcDiagram.gif

82



[l. Material und Methoden

Auswertung der HPLC Chromatogramme

Durch die Analysesoftware wurde die Zeit ermittelt, die wahrend der Passage der
Neurotransmitter Dopamin, Serotonin und den zugehdrigen Metaboliten von der Injektion
in das HPLC System bis zur Detektion durch die Analysezelle verging (Retentionszeit).
Da die Retentionszeiten der externen Standardlésung genau definiert waren, wurden sie
als Referenz verwendet um die Peaks der anschlieRend gemessenen Proben den
entsprechenden Neurotransmittern und ihren Metaboliten zuordnen zu kénnen. Die von
dem Programm automatisch durchgefiihrte Integration der unter den einzelnen Peaks
liegenden Flachen (abbildung 24 ) (engl.: area under the curve; AUC) (von der Peakspitze
bis zur Baseline) korreliert mit der Menge der zu bestimmenden Substanz. Der
Vermessung von maximal 10 Gewebeproben ging jeweils die Vermessung eines
externen Standards (ST1) voraus. Auch im Anschluss an die Gewebeprobenmessung
wurde stets ein externer Standard (ST2) vermessen. Zur Ermittlung des Korrekturfaktors
(KF), welcher spezifische Analyseunterschiede ausgleichen sollte, wurde
folgendermalRen verfahren: Die AUC-Werte der Referenzsubstanz DHBA beider die
Messwerte ,umrahmenden” Standards (AUC ppga-st1 und AUC puga-st2) wurden jeweils in
Relation zu den AUC-Werten der Neurotransmitter (NT), oder Metaboliten (MB); (AUC nt
(oder MB) — sT1. SOWIe AUC (Nt oder MB) — sT2) IN den jeweiligen Standards gesetzt. AnschlieRend
wurde der Mittelwert aus beiden Quotienten gebildet, dieser schliel3lich als

Korrekturfaktor verwendet (1).

[AUC [NT(oder MB]ST1  AUC [NT (oder MB)STZ]
AUC[DHBA]ST1 AUC[DHBA]ST2

1) KF = -

Der so ermittelte Korrekturfaktor wurde fir die nachfolgende erste Berechnung zur
Ermittlung der Menge an Neurotransmittern (bzw Metaboliten) in den jeweiligen
Gewebeproben (GP) herangezogen. Hierzu wurde zunéchst jeweils die AUC der
Neurotransmitter (oder Metaboliten) (AUC Nt (oder mB)-cp) €iner GP zu der AUC des
internen DHBA Standard dieser GP (AUC pusa-cp) in Relation gesetzt und mit Hilfe des
KF die Menge der Neurotransmitter (bzw. ihrer Metaboliten) berechnet, die innerhalb des

Schleifenvolumens (SV) von 20 ul vorlag (2).

AUC [NT (oder MB)|GP

(2) NT (oder MB)Menge der GP im SV = AUC [DHBAIGP

X NT (oder MB)Menge des ST im SV X KF
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Die Berechnung nach dieser Formel war moéglich, da in der externen Standardldsung
(ST) genau 100 pg der einzelnen Transmitter (bzw. ihrer Metaboliten) pro 20 pl
Schleifenvolumen vorlagen. Um diese Menge nun auf das Volumen hoch zu rechnen, in
welchem die GPs homogenisiert wurden (500 pl), wurde anschlieRend eine Formel
verwendet, in der zudem die Gewebe-spezifischen Verdiinnungsfaktoren (VF)*° der
Probenaufbereitung bertcksichtigt worden sind (3). Schlie3lich wurde die in errechnete
Menge der NT oder ihrer MB in 500 pl des Homogenisates auf das ermittelte
Frischgewicht bei der Probenentnahme bezogen (4), wodurch die Menge des
entsprechenden NT oder MB in der Einheit pg/mg Frischgewicht (FG) angegeben

werden konnte.

500p1
20l (SV)

(3)  NT (oder MB)Menge der GP in 500ul = NT (oder MB)Menge der GP im SV x X VF

NT (oder MB)Menge der GP in 500l

(4)  NT (oder MB) Menge pro GP = FG(mg)

Diese Werte wurden schlie3lich zur statistischen Auswertung verwendet und sind im

Ergebnisteil graphisch dargestellt.

Turnoverrate

Zur Berechnung des enzymatischen Umsatzes der Neurotransmitter Dopamin und
Serotonin wurde ihre sogenannte Turnoverrate (TO) bestimmt. Hierzu wurden zunachst
fur jedes einzelne Tier (1-n) einer Tiergruppe®, die (durch die Formel (4) ermittelten)
Mengen der Metaboliten (in pg/mg Frischgewicht) des jeweiligen Transmitters summiert
und anschlieBend durch die Menge des zugehodrigen Transmitters (in pg/mg

Frischgewicht) dividiert (5a).

Z(Menge aller MB (von DA oder 5HT) pro GP
Menge des NT (DA oder 5HT) pro GP

(5a) TO(l1—n)=

TO1+TO02+---TOn

(5b) TO =
Aus den einzelnen TO-Werten (TO (1-n)), wurde schliel3lich der Mittelwert (TO) der

einzelnen Quotienten (5b) nebst des mittleren Standardfehlers (SEM) ermittelt.

% fur das Striatum wurde entsprechend ein Verdiinnungsfaktor (VF) von 10 verwendet, firr das Gewebe des Nucleus accumbens und des Hippocampus
ein VF von 2 und fur das unverdinnte PFC- Gewebe musste kein VF herausgerechnet werden
% wobei n die GroRe der jeweiligen Tiergruppe ist
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Statistische Auswertung

Alle angegebenen Daten stellen den Mittelwert = S.E.M. dar. Innerhalb des
Verhaltensversuches wurde zur Analyse des Sensitivierungsverlaufs (Tag 1-6) eine
Friedman-ANOVA durchgefiihrt. Die Verhaltensdaten zwischen unterschiedlichen
Versuchstagen innerhalb einer Tiergruppe wurden mit Hilfe des Wilcoxon-Tests
analysiert. Zum Vergleich der Ergebnisse zwischen zwei unabhéangigen Gruppen wurde
der Mann-Whitney-U-Test verwendet. Die statistische Auswertung der HPLC-Daten

erfolgte mit Hilfe der zweifaktoriellen ANOVA und dem post-hoc Fisher LSD-Test.
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Il Ergebnisse

6.1. Projekt |

Untersuchungen zur Rolle der Glutamatrezeptoren bei der Konsolidierung der

Katalepsie-Sensitivierung

Um den Einfluss der NMDA und AMPA/Kainat Rezeptoren auf die Konsolidierung der
Katalepsie-Sensitivierung zu untersuchen, wurden zwei unterschiedliche Experimente
durchgeflhrt. In einem ersten Experiment wurde mit insgesamt 40 Tieren (die in vier
Gruppen, mit jeweils n= 10 Tieren eingeteilt wurden) ein Katalepsietest an der Stange
und direkt im Anschluss ein Katalepsietest am Gitter durchgefiihrt. 60 Minuten vor dem
ersten Test erhielten drei dieser Gruppen eine Haloperidol- und die vierte Gruppe eine
Saline-Injektion (Saline/Saline-Gruppe ). Direkt nach dem zweiten Katalepsietest wurde
der Saline/Saline-Gruppe und einer der Haloperidol-Gruppen (Haloperidol/Saline-
Gruppe ), Saline verabreicht. Die zweite Haloperidol-Gruppe erhielt eine niedrig dosierte
MK801-Injektion (0,1 mg/ml) (Haloperidol/MK801-0.1-Gruppe ) und die dritte
Haloperidol-Gruppe erhielt zum selben Zeitpunkt eine hoher dosierte MK801-Injektion
(0,25 mg/ml) (Haloperidol/MK801-0.25-Gruppe ). Im zweiten Experiment wurden
insgesamt 24 Tiere in zwei Gruppen (mit jeweils n = 12 Tieren) eingeteilt. Beide
Tiergruppen erhielten 60 Minuten vor dem ersten Katalepsietest an der Stange eine
Haloperidol-Injektion. Direkt im Anschluss an den Stangentest wurde die Abstiegslatenz
der Tiere erneut am Katalepsiegitter getestet. Eine der beiden Gruppen erhielt, im
Anschluss an den letzten Katalepsietest, eine GYKI52466 Injektion (5 mg/ml)
(Haloperidol/GYKI52466-Gruppe ), wahrend die zweite Gruppe eine Vehikel-Injektion
(Wasser fur Injektionszwecke AMPUWA ®) erhielt (Haloperidol/Vehikel-Gruppe ).

6.1.1. Experiment 1

Untersuchungen zur NMDA-Rezeptorblockade mittels MK~ 801

Im ersten Experiment zeigten die Tiere der Haloperidol/Saline-Gruppe in beiden
Katalepsietests eine graduelle Zunahme der Katalepsie (an der Stange (abbildung 25a ) und
dem Gitter (abbildung 26a )) Mit einem Sattigungseffekt (Ceiling-Effekt). Dieser Ceiling-Effekt
stellte sich im Stangentest bei circa 110 s ein, wahrend man ihn im Gittertest bereits
friher beobachten konnte, dort war der Ceiling-Effekt jedoch auch instabiler (so konnten

Werte zwischen 60 und 80 s gemessen werden). Die Tiere der Saline/Saline-Gruppe
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zeigten zu keinem Zeitpunkt ein kataleptisches Verhalten. Diese Beobachtung wurde
unabhangig von der Art des Tests (Stange bzw. Gitter) gemacht. Auch in den MK801-
behandelten Gruppen wurde eine Haloperidol-induzierte Zunahme der Katalepsie
beobachtet, jedoch zeigte die Haloperidol/Saline-Gruppe in beiden Tests die starkste
Zunahme der Abstiegslatenz von allen Haloperidol-behandelten Gruppen Abbildung 25a ).
Die Analyse der mittleren Abstiegslatenzen Uber alle Versuchstage hinweg (Abbildung 25b ),
ergab signifikante Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen (einfaktorielle
ANOVA: Stangentest: F (3,356)genandiung = 33,92, p<0.0001, Gittertest: F(3,356)gehandiung =
24,28, p<0.0001). Die Behandlung mit MK801 fuhrte dabei Dosis-abhangig zu einer
Verzbgerung der Katalepsie-Sensitivierung . Wahrend die Haloperidol/MK801-0.1-
Gruppe im Stangentest 89,21% der mittleren Abstiegslatenz der Haloperidol/Saline-
Gruppe erreichte, zeigte die Haloperidol/MK801-0.25-Gruppe im Stangentest nur 41,10%
der mittleren Abstiegslatenz der Haloperidol/Saline-Gruppe und unterschied sich sowohl
signifikant von dieser (p<0.01, Fisher's LSD post hoc Test) als auch von der
Haloperidol/MK801-0.1-Gruppe (p<0.01, Fisher's LSD post hoc Test). Auch im Gittertest
erbrachte die Auswertung der Abstiegslatenzen eine durch MK801 induzierte Dosis-
abhangige Verminderung der Abstiegslatenzen. Dabei erreichte die Haloperidol//MK801-
0.1-Gruppe 78,66% und die Haloperidol/MK801-0.25-Gruppe 49,67% der mittleren
Abstiegslatenz der Haloperidol/Saline-Gruppe. Die mittlere Abstiegslatenz der
Haloperidol/MK801-0.25-Gruppe war signifikant erniedrigt im  Vergleich  zur
Haloperidol/Saline-Gruppe (p<0.01, Fisher's LSD post hoc Test) sowie im Vergleich zur
Haloperidol/MK801-0.1-Gruppe (p<0.05, Fisher's LSD post hoc Test).
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Abbildung 25 Stangentest zur Rolle von MK801 bei de  r Konsolidierung

a: Darstellung der mittleren Abstiegslatenzen + S.E.M. Uber den Verlauf der einzelnen Versuchstage innerhalb einer Gruppe und b:
statistische Auswertung fur die jeweiligen Versuchstiergruppen tber die neun Versuchstage gemittelte Abstiegslatenz + S.E.M. jeweils
gemessen an der Katalepsie-Stange. Der Katalepsietest erfolgte 60 Minuten nach téglicher Saline- (Saline/Saline-Gruppe) oder
Haloperidol-Injektion (0,5mg/ml) (Haloperidol/Saline-, Haloperidol/MK801 0.1-, Haloperidol/MK801 0.25- Gruppe) mit jeweils n = 10
Tieren/Gruppe. Der Test an der Stange war der erste von zwei Katalepsietests der im Experimentl des Projektes | verwendet wurde.
Die Haloperidol/Saline Gruppe erhielt im Anschluss an den zweiten Katalepsietest (am Gitter Abbildung 26 ) eine Saline-Injektion, die
beiden anderen Haloperidol-behandelten Gruppen entweder eine hohe (0.25 mg/ml) oder niedrige Dosis (0.1 mg/ml) MK801.
Saline/Saline Gruppe vs. Haloperidol behandelte Gruppen **, jeweils p<0,01 (post hoc Fisher's LSD Test), Haloperidol/Saline Gruppe
vs. Haloperidol/MK801 0.25 Gruppe ##, p<0,01 (post hoc Fisher's LSD Test), Haloperidol/MK801 0.1 Gruppe vs. Haloperidol/MK801
0.25 Gruppe $$, p<0,01 (post hoc Fisher's LSD Test).
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Abbildung 26 Gittertest zur Rolle von MK801 bei der Konsolidieru  ng

a: Darstellung der im Gittertest gemessenen mittleren Abstiegslatenzen + S.E.M. uber den Verlauf der einzelnen Versuchstage
innerhalb einer Gruppe und b: statistische Auswertung fir die jeweiligen Versuchstiergruppen tber neun Versuchstage gemittelte
Abstiegslatenz + S.E.M. Im Vergleich zur Saline/Saline Gruppe kam es innerhalb aller mit Haloperidol-behandelten Gruppen zu einer
signifikanten Zunahme der Abstiegslatenzen, ** jeweils p<0,01 (post hoc Fisher's LSD Test). Diese Zunahme war am geringsten in
der Haloperidol/MK801 0.25-Gruppe, welche sowohl im Vergleich zur Haloperidol/MK801 0.1 $, p<0.05, als auch im Vergleich zur
Haloperidol/Saline-Gruppe ##, p<0.01 einen signifikanten Unterschied zeigte.
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6.1.2. Experiment 2

Untersuchungen zur AMPA/Kainat-Rezeptorblockade mit  tels GYKI52466

Innerhalb des zweiten Experiments wurden die mittleren Abstiegslatenzen des
Katalepsietests der Haloperidol/Vehikel-Gruppe und der Haloperidol/GYKI52466-Gruppe
an der Stange (anbildung 27 ) und am Gitter (anbildung 28 ) an neun Versuchstagen gemessen.
Dabei entwickelten beide Versuchstiergruppen einen Haloperidol-induzierten Anstieg der

Katalepsiewerte, der bei der Haloperidol/Vehikel Gruppe stéarker ausgepragt war.

b
009 Haloperidol/Vehikel 140 -
1 —— Haloperidol/GYKI52466 *k
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Abbildung 27 Stangentest zur Rolle von GYKI52466 be i der Konsolidierung

a: Dargestellt sind die mittleren Abstiegslatenzen im Verlauf der Versuchstage 1-9 + S.E.M. beider Versuchstiergruppen (mit jeweils n
= 12), gemessen an der Katalepsie-Stange. b: sowie die statistische Analyse der gemittelten Abstiegslatenzen Uber alle neun
Versuchstage hinweg + S.E.M. Der Test an der Stange war der erste von zwei Katalepsietests der in Experiment 2 des Projektes |
verwendet wurde. Die Ergebnisse der Haloperidol/Vehikel-Gruppe sind durch den dunkel-grauen, die der Haloperidol/GYKI52466-
Gruppe durch den hell-grauen Balken dargestellt. **, p<0.01, Student’s t-Test.

Dieser Unterschied war im zeitlichen Verlauf ab dem dritten Versuchstag im Stangentest
(Abbildung 27a ) und ab dem vierten Versuchstag im Gittertest (aobildung 28 a ) Sichtbar. Die
statistische Analyse der mittleren Abstiegslatenzen Uber alle Versuchstage hinweg
erbrachte (im Stangen-aobidung 270 und im Gittertest (abbildung 28b ) flr die
Haloperidol/Vehikel-Gruppe  signifikant  hohere Messwerte  gegentiber  der

Haloperidol/GYKI52466-Gruppe. Dieser Effekt war im Stangentest deutlicher ausgepragt,
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als im Gittertest (Stangentest: Student’s t-Test, p<0.01, Gittertest: Student’s t-Test, p<
0.05).
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Abbildung 28 Gittertest zur Rolle von GYKI52466 bei der Konsolid  ierung

a: Darstellung der mittleren Abstiegslatenz an den Tagen 1-9 + S.E.M. beider Versuchstiergruppen (mit jeweils n = 12), gemessen am
Katalepsie-Gitter. b: statistische Analyse fur die mittleren Abstiegslatenzen Uber alle neun Versuchstage hinweg: Die Ergebnisse der

Haloperidol/Vehikel-Gruppe sind durch den dunkel-grauen, die der Haloperidol/GYKI152466-Gruppe durch den hell-grauen Balken
dargestellt. *, p< 0.05, Student’s t-Test.

Projekt llal
Einfluss diskreter Hinweisreize auf den Verlauf der Katalepsie-Sensitivierung

Im Anschluss an eine siebentidgige Katalepsie-Sensitivierung zu gleichen Kontext-
Bedingungen, wurden die Versuchstiere in drei unterschiedlichen Gruppen (mit jeweils n
= 12) unterteilt und (an Tag 8) entweder einem auditorischen, taktilen oder visuellen
Hinweisreizwechsel unterzogen. An den Tagen 9 und 10 wurden die Tiere aller Gruppen
wieder unter den gleichen Kontext-Bedingungen getestet, die auch wahrend der
Katalepsie-Sensitivierung vorlagen.

Versuch zum auditorischen Hinweisreizwechsel
Der an Versuchstag 8 durchgefiihrte auditorische Hinweisreizwechsel bestand darin,

dass die Tiere der auditorischen Gruppe anstelle des gewohnten weil3en Rauschens (mit
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einem in der Box gemessenen Schalldruckpegel (SPL) von 80 dB peak-peak), einen
Sinuston (einer Frequenz von 2 kHz und einem Schalldruckpegel von 77-80 dB peak-
peak) vorgespielt bekamen. Die zuvor durchgefiihrte Katalepsie-Sensitivierung erfolgte
von Tag 1-7 und war in ihrer Entwicklung signifikant (Friedman-ANOVA, x* = 85; p <
0,0001) (abbildung 29 ). Am Tag des Hinweisreizwechsels (Tag 8) kam es zu einem nicht-
signifikanten Anstieg der Abstiegslatenz  im Vergleich zur Abstiegslatenz an Tag 7
(Wilcoxon-Test, p = 0,279).
—i— auditorisch

—O— visuell
160 o —/— taktil

**

140

120

100

Abstiegslatenz [s]

10

A —= 00

Versuchstage
Abbildung 29 Katalepsietest zum diskreten Hinweisre izwechsel

Darstellung der Mittelwerte + S.E.M. der Abstiegslatenzen, die im Katalepsietest zur Kontextabhéangigkeit von diskreten Hinweisreizen
(jeweils n = 12 pro Gruppe) gemessen wurden. Die Katalepsie-Sensitivierung erfolgte in allen drei Gruppen unter denselben
Kontextbedingungen (weil3es Rauschen, Blick auf eine graue Tapete, glatte Katalepsiestange, auf der die Vorderpfoten auflagen und
glatter Untergrund fur die Hinterpfoten der Tiere) von Tag 1 bis 7. Dieselben Bedingungen lagen an den Versuchstagen 9 und 10 vor.
An Tag 8 wurde in den unterschiedlichen Gruppen der jeweilige Hinweisreizwechsel (HRW, markiert durch Pfeil) durchgefuhrt. Die
Katalepsie-Sensitivierung von Tag 1-7 war in allen drei Gruppen signifikant #, p < 0,0001. Zur auditorischen-Gruppe (schwarze
Quadrate): An Tag 8 wurde statt eines Abfalls, ein Anstieg der Abstiegslatenz beobachtet. Zwischen Tag 7 und Tag 8 ergab sich kein
signifikanter Unterschied (p = 0,279). Nach Applikation eines Sinustones (Tag 8) wurde an den Tagen 9 und 10 eine erniedrigte
Abstiegslatenz beobachtet. An Tag 9 ist diese erniedrigte Abstiegslatenz signifikant unterschiedlich zu Tag 7 (*p < 0.05) und zu Tag 8
(**p<0.01). An Tag 10 ist diese erniedrigte Abstiegslatenz signifikant gegenuiber Tag 7 (**p < 0.01) und Tag 8 (**p < 0.01). Zur
visuellen Gruppe (leere Kreise): Die einzelnen Vergleiche zwischen den Tagen 7, 8, 9 und 10 ergaben mittels Wilcoxon-Test
keinerlei signifikante Unterschiede. Zur taktilen Gruppe (leeres Dreieck): Die Vergleiche der Abstiegslatenzen der Tage 7, 9 und 10
mit Versuchstag 8 erbrachten keine signifikanten Unterschiede, lediglich einen Trend einer erniedrigten Abstiegslatenz an Tag 8 im
Vergleich zu Tag 9 (p = 0,051).
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An den Tagen nach der Darbietung des Sinustones (Tag 9 und 10) kam es zu einem
Abfall der Abstiegslatenz . Dieser Abfall der Abstiegslatenzen war jeweils signifikant im
Vergleich zur Abstiegslatenz am Tag des Hinweisreizwechsels (Tag 8) (Wilcoxon-Test, p
< 0,01) und zeigte an den Tagen 9 (Wilcoxon-Test, p < 0,05) und 10 (Wilcoxon-Test, p <

0,01) auch im Vergleich mit der Abstiegslatenz am Tag 7 einen signifikanten Abfall.

Versuch zum visuellen Hinweisreizwechsel

Innerhalb der Gruppe zum visuellen Hinweisreizwechsel war die Entwicklung der
Katalepsie-Sensitivierung von Tag 1-7 signifikant (Friedman-ANOVA; x* = 74;: p <
0,0001). Fur den visuellen Hinweisreizwechsel an Versuchstag 8 blickten die Tiere statt
auf eine graue, auf eine (in vertikaler Richtung) schwarz-weil3 gestreifte Tapete. Dieser
visuelle Hinweisreizwechsel fuhrte zu einem moderaten, nicht-signifikanten Abfall der
Abstiegslatenz von Tag 7 zu Tag 8 (abbildung 29 ), (Wilcoxon-Test, p = 0,816). Auch im
Vergleich zu Tag 9 (Wilcoxon-Test, p = 0,264) und Tag 10 (Wilcoxon-Test, p = 0,776)

war dieser Abfall der Abstiegslatenz nicht signifikant.

Versuch zum taktilen Hinweisreiz-Wechsel

Nach einer siebentédgigen signifikanten Sensitivierung in der Katalepsieversuchsbox
(Friedman-ANOVA; x* = 70; p < 0,0001), veranderten sich an Tag 8 fiir die taktile Gruppe
folgende Hinweisreize: Die Hinterpfoten wurden statt auf glattem, auf einem angerauten
Untergrund aufgebracht, wahrend die zuvor glatte Stange, auf der die Vorderpfoten
auflagen, von einem Draht engmaschig umwickelt wurde. Diese Veranderungen fuhrten
zu keiner signifikanten Verminderung der Abstiegslatenz, weder beim Vergleich zwischen
Tag 7 und Tag 8 (Wilcoxon-Test, p = 0,32), noch zwischen Tag 8 und 10 (Wilcoxon-Test,
p = 0,244). Lediglich der Vergleich von Tag 8 und 9 zeigte einen Trend zu einer
verminderten Abstiegslatenz an Tag 8 (Wilcoxon-Test, p = 0,051).

Projekt lla2

Auswirkungen taglicher Kontext-Verdnderungen und ei ner Sensitivierung in
gewohnter Umgebung auf die Entwicklung und Kontexta bhangigkeit der
Katalepsie-Sensitivierung

Um die Wirkung eines téaglichen Kontextwechsels und die eines gewohnten
Sensitivierungs-Kontextes auf die Entwicklung der Katalepsie-Sensitivierung zu

93



[Il Ergebnisse

Uberprufen, wurden in diesem Projekt drei Versuchsgruppen (jeweils n = 10) verwendet.
Alle drei Gruppen durchliefen eine experimentelle Phase an den Versuchstagen 1 und 2
(die Rohdaten dieser Versuchstage wurden gemittelt als Messpunkt A ); 4 und 5
(gemittelt als Messpunkt B ) 7, 8 (gemittelt als Messpunkt C ), sowie 9 und 10. Diese
Phase setzte sich aus einer definierten Pra-Injektionszeit von 12 Minuten, der
Haloperidol-Injektion (mit stets der gleichen Dosierung von 0,25 mg/ml) von einer Minute,
der Post-Injektions- und Préa-Testphase (Anflutphase von insgesamt 60 Minuten), sowie
dem Katalepsietest (von maximal 180 s) und einer Posttestzeit von 12 Minuten
zusammen. Am neunten Versuchstag wurde die experimentelle Phase fiur alle
Versuchstiergruppen im Kontext B durchgefuhrt. An den restlichen Versuchstagen
verbrachte die Heimkafig-Gruppe (H-Gruppe) die gesamte experimentelle Phase im
Tierhaltungsraum, die klassische Gruppe (K-Gruppe ) im Kontext A und die Gruppe mit
dem taglichen konstanten Kontextwechsel (TKK-Gruppe ) verbrachte die experimentelle
Phase an jedem Versuchstag in einem anderen Kontext.

Sensitivierungsphase

Innerhalb der drei Versuchsgruppen, die jeweils einer unterschiedlich gro3en Anzahl und
Dauer von verschiedenen Kontexten ausgesetzt waren, ergab sich fir die K-, und H -
Gruppe eine signifikante Entwicklung des Sensitivierungsverlauf s von den
Messpunkten A bis C (Friedman-ANOVA: K-Gruppe: x* = 12, p < 0,005, H-Gruppe: x* =
11, p < 0,005, TKK: x* = 3, p = 0,23) (abbildung 30 ). Die Abstiegslatenzen der K-Gruppe
stiegen dabei am gleichmagigsten an. Die TKK-Gruppe , bei welcher die Sensitivierung
nicht signifikant verlief, zeigte zu Beginn der Sensitivierungsphase (Messpunkt A ) eine
signifikant hdhere Abstiegslatenz  als die K-Gruppe. Im weiteren Verlauf der
Sensitivierung wies die TKK-Gruppe die niedrigste Abstiegslatenz  im Vergleich zu den
anderen Gruppen auf. Diese erniedrigte Abstiegslatenz war gegenuber der K-Gruppe an
den Messpunkten B und C signifikant. Am Ende der Sensitivierung (Messpunkt C ) war

zudem die Abstiegslatenz der H-Gruppe signifikant niedriger als die der K-Gruppe.

Kontextwechsel

Der Kontextwechsel im ,klassischen Sinn* fand an Tag 9 statt. Die Abstiegslatenzen
dieses Tages wurden innerhalb der drei Gruppen jeweils mit den Abstiegslatenzen am
Messpunkt C und den Abstiegslatenzen am Tag nach dem Kontextwechsel (Tag 10)
verglichen (abbildung 30 ). INnnerhalb der K-Gruppe zeigte sich bei diesem Vergleich zwar im
Gesamtbild eine verminderte Abstiegslatenz am Tag des Kontextwechsels; eine
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Signifikanz lag jedoch nicht vor. Die gleiche Auswertung innerhalb der H-Gruppe ergab
hingegen eine signifikant verminderte Abstiegslatenz am Tag des Kontextwechsels
verglichen mit der Abstiegslatenz am Messpunkt C, sowie im Vergleich zur
Abstiegslatenz an Tag 10 (abbildung 30 ). Innerhalb der TKK-Gruppe ergaben sich keine

signifikanten Unterschiede zwischen dem Messpunkt C, dem Tag 9 und dem Tag 10.

—&— K-Gruppe
—&— H-Gruppe
80 o —4— TKK-Gruppe

Hk kk ##
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Messpunkte

Abbildung 30 Katalepsietest zur Haufigkeit des Kont extwechsels

Mittelwerte + S.E.M. der Abstiegslatenzen innerhalb der drei verschiedenen Behandlungsgruppen (K-, H- und TKK-Gruppe), mit
jeweils n=10. Eine dem ,klassischen Kontextwechsel“ voran gehende Sensitivierungsphase verlief von Messpunkt A bis C. Der
.Klassische Kontextwechsel" erfolgte an Tag 9, die Wiederherstellung der zu den Gruppen passenden Sensitivierungsbedingungen an
Tag 10. Wahrend der Katalepsie-Sensitivierung zeigten die K- und die H-Gruppe eine signifikante Sensitivierung (**p < 0.005 K-
Gruppe; **p < 0,005 H-Gruppe). Sensitivierungsphase: (Messpunkt A ) $p < 0,05 TKK-Gruppe vs. K-Gruppe, (Messpunkt B ) $p <
0,05 TKK-Gruppe vs. K-Gruppe, (Messpunkt C ) $p < 0,05 TKK-Gruppe vs. K-Gruppe, $p < 0,05 K-Gruppe vs. H-Gruppe (Mann-
Whitney-U-Test). ,Klassischer Kontextwechsel* H-Gruppe : #p < 0,05 Messpunkt C vs.Tag 9, ##p < 0,01 Tag 10 vs. Tag 9,
(Wilcoxon-Test).

Projekt lla3

Untersuchung des Novelty Effektes bei der Kontextab hangigkeit der Katalepsie-

Sensitivierung.

Innerhalb dieses Projektes wurde der Novelty-Effekt genauer untersucht. Hierzu wurden

zwei Tiergruppen (jeweils n = 10) vor der eigentlichen Katalepsie-Sensitivierung fir funf
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Tage in zwei unterschiedlichen Rdumen (Kontext A und B) an die Katalepsie-Apparatur
gewohnt (Habituierungsphase). Dies geschah, indem man der SalineA/HaloperidolA-
Gruppe im Kontext der anschlielBenden Katalepsie-Sensitivierung (Kontext A) und der
SalineB/HaloperidolA-Gruppe im Kontext des spateren Kontextwechsels (Kontext B) 60
Minuten vor dem taglichen Katalepsietest eine Saline-Injektion verabreichte. Die
anschlielBende Haloperidol-induzierte Katalepsie-Sensitivierung in Kontext A erfolgte fur
beide Tiergruppen an den Tagen 6 bis 16, (mit Ausnahme der Tage 13 und 14). Dem
Kontextwechsel in Kontext B an Tag 17 folgte eine erneute Katalepsiemessung in
Kontext A an Tag 18. Die Ergebnisse sind der abbildung 31 zu entnehmen. Wahrend der
Habituierungsphase (Tag 1- 5) gab es in keiner der beiden Gruppen einen signifikanten

Anstieg der Abstiegslatenz.

—l— Saline A/ Haloperidol A
—l— Saline B/ Haloperidol A

120

60

Abstiegslatenz [s]

N
o
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Versuchstage

Abbildung 31 Katalepsietest zur Untersuchung des No  velty-Effektes

Ergebnisse (dargestellt als Mittelwert + S.E.M.) der Abstiegslatenzen zur Untersuchung des Novelty Effektes anhand von zwei
Versuchsgruppen (SalineA/HaloperidolA-Gruppe und SalineB/HaloperidolA-Gruppe), mit jeweils n = 10. Wahrend der
Habituierungsphase (die ersten finf Versuchstage) erhielten beide Versuchstiergruppen eine tagliche Saline-Injektion 60 Minuten vor
dem Katalepsietest. Die Behandlung der SalineA/HaloperidolA-Gruppe erfolgte dabei in Kontext A und die der SalineB/HaloperidolA-
Gruppe in Kontext B. Die anschlieende Sensitivierungsphase (Tag sechs bis 16, mit Ausnahme der Tage 13 und 14) der Haloperidol
induzierten Katalepsie erfolgte fur beide Gruppen in Kontext A. Beide Gruppen zeigten wahrend der Sensitivierungsphase einen
signifikanten Anstieg der Katalepsie **p < 0.0001. Auch der Kontextwechsel an Tag 17 (in Kontext B) erbrachte im Vergleich mit Tag
16 und 18 (beide Versuchstage wurden in Kontext A durchgefiihrt) in beiden Versuchsgruppen einen signifikanten Abfall der
Abstiegslatenz #p < 0.05.
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Innerhalb der Sensitivierungsphase (Tag 6 bis 16) zeigten beide Versuchstiergruppen
einen signifikanten Anstieg der Abstiegslatenz (Friedman-ANOVA; SalineA/HaloperidolA-
Gruppe, x°> = 50, p < 0.0001; SalineB/HaloperidolA-Gruppe x* = 45, p < 0.0001). Die zwei
Tage an denen kein Katalepsietest durchgefuihrt wurde (Tag 13 und Tag 14) hatten
keinen signifikanten Effekt auf das Mal} der Katalepsie; so unterschieden sich die
mittleren Abstiegslatenzen nicht signifikant zwischen Tag 12 und Tag 15, weder in der
SalineA/HaloperidolA-Gruppe (p =0,401, Wilcoxon-Test) noch in der
SalineB/HaloperidolA-Gruppe (p = 0,441, Wilcoxon-Test). Um den Effekt der
verminderten Abstiegslatenz am Tag 17 zu prufen, wurden die Werte dieses Tages mit
den Abstiegslatenzen der Tage 16 und 18 verglichen. Bei diesem Vergleich zeigten sich
innerhalb der SalineB/HaloperidolA-Gruppe (Wilcoxon-Test, Tag 16 vs 17, p < 0,05, Tag
17 vs 18, p < 0,05), sowie innerhalb der SalineA/HaloperidolA-Gruppe (Wilcoxon-Test,
Tag 16 vs. 17, p < 0,05, Tag 17 vs. 18, p < 0,05) signifikante Unterschiede. Der Vergleich
der Abstiegslatenzen der Tage 16 und 18 ergab in keiner der beiden Gruppen

signifikante Unterschiede.

Projekt IIbl

Anatomische Untersuchungen zur Kontextabhangigkeit der Katalepsie-

Sensitivierung

Im Projekt IIb1 wurde in drei verschiedenen Teilprojekten untersucht, welchen Einfluss
die lokale Applikation des Transmitter-unspezifischen Neurotoxins Chinolinat innerhalb
des agranularen insularen (Al-) und pralimbischen (PrL-) PFC (Projekt IIb1.1.), des
dorsalen (dHipp) und ventralen Hippocampus (vHipp) (Projekt IIb1.2. ) und innerhalb der
Amygdalae (Projekt IIb1.3. ) auf die Kontextabhangigkeit der postoperativen Katalepsie-
Sensitivierung hat. Das Projekt 11b1.3. ist mit einer geringen Tiergruppenanzahl (n=6) als
Vorversuch durchgefuhrt worden, weshalb nur eine Versuchstiergruppe zum Einsatz
kam. Die Behandlung mit dem Neurotoxin, respektive der Tragersubstanz (Vehikel),
erfolgte stets bilateral. Im Projekt llbl.1. wurde Chinolinat entweder nur in den
agranularen insularen PFC (Al-Chinolinat/PrL-Vehikel-Gruppe ), nur in den
pralimbischen PFC (Al-Vehikel/PrL-Chinolinat-Gruppe ), in beide PFC Regionen (Al-
Chinolinat/PrL-Chinolinat-Gruppe ) oder in keine der beiden Regionen injiziert (Al-
Vehikel/PrL-Vehikel-Gruppe ). Im Projekt lIb1.2. wurden folgende Gruppen verwendet:
die dHipp-Chinolinat/vHipp-Vehikel-Gruppe , die dHipp-Vehikel/vHipp-Chinolinat-
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Gruppe sowie die dHipp-Vehikel/v-Hipp-Vehikel-Gruppe . Die im Projekt IIb1.3.
verwendete Gruppe erhielt eine bilaterale Chinolinat-Injektion innerhalb der basolateralen
Amygdala (Amygdala-Chinolinat-Gruppe ). Nach dem Verhaltenstest (Katalepsie-
Sensitivierung mit anschlieendem Kontextwechsel sowie einem zusatzlichen Messtag
im urspringlichen Sensitivierungskontext) wurden die Tiere dekapitiert und ihre Gehirne
nach entsprechender Aufbereitung (Kryostatschnitte und Nissl-Farbung) auf die
Auspragung der Chinolinat-induzierten Lasionen hin mittels Binokular untersucht. Nach
dieser mikroskopischen Uberpriifung konnten einige Subjekte nicht beriicksichtigt
werden, nachfolgend beschriebene Ergebnisse umfassen daher ausschliel3lich Tiere,

deren Daten beriicksichtigt werden konnten.

Projekt IIb1.1.

Untersuchung zur Rolle des préafrontalen Kortex

Nach mikroskopischer Prifung umfasste die Al-Vehikel/PrL-Vehikel-Gruppe eine
GroRe von n = 9 Tieren, die der restlichen Gruppen des Projektes lIb1.1.  wiesen eine
GruppengrofRe von jeweils n = 7 Tieren auf. Die im Mikroskop sichtbaren Auspragungen
der einzelnen Lasionen wurden in den entsprechenden Frontalschnitt (bei Bregma 3,7
mm) eines Ausdruckes des Paxinos-Atlas (aobbidung 32 @) eingezeichnet, dargestellt in
Abbildung 32 b (Al-Chinolinat/PrL-Vehikel-Gruppe ), c¢ (Al-Vehikel/PrL-Chinolinat-
Gruppe) und d (Al-Chinolinat/PrL-Chinolinat-Gruppe ). Bei der Auswertung der Al-
Chinolinat/PrL-Vehikel - (aobildung 32 b) sowie bei der Al-Vehikel/PrL-Chinolinat -(Abbildung
32 ¢) Gruppe wurde jeweils ein Tier bertcksichtigt, bei welchem sich die Lasion,
(vermutlich wahrend des Herausziehens der Kanule) in eine schmale Spur oberhalb der
gewiinschten Areale ausdehnte, aul3erdem solche, die laut Paxinos Atlas leicht tGber die
Grenzen der jeweiligen Areale heraus ragten. Bei einem weiteren Tier der Al-
Vehikel/PrL-Chinolinat -Gruppe gab es eine derartige Spur unilateral (abbildung 32 C);
auch dieses Tier wurde in die Auswertung mit einbezogen. Eine exemplarische
Dokumentation der unilateral fotografierten Al-Vehikel/PrL-Vehikel-, beziehungsweise
Al-Chinolinat/PrL-Chinolinat Behandlung, ist in Abbildung 33 dargestellt. Die Ergebnisse
des Verhaltensversuchs finden sich in aobidung 34 . Die Entwicklung der Katalepsie-
Sensitivierung (Von Tag 1 bis Messpunkt F) war in allen vier Versuchstiergruppen
signifikant (Friedman-ANOVA: Al-Vehikel/PrL-Vehikel-Gruppe, x* = 27, p < 0.005; Al-
Vehikel/PrL-Chinolinat x> = 24, p < 0.005; Al-Chinolinat/PrL-Vehikel, x*> = 14, p < 0.05; Al-
Chinolinat/PrL-Chinolinat, x> = 19, p < 0.005).
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Abbildung 32 Darst ellung der Lasionen im PFC

g o \ N { g f (a) Darstellung des dem Paxinos-Atlas (Paxinos und
[/ Watson, 1997) entnommenen Frontalschnittes, der 3.7 mm
1 Je anterior in Bezug zu Bregma gelegen ist. Die Region in der
N \ _ a \ _|' ‘ ‘ | die Chinolinat-Injektionen bilateral durchgefiihrt wurden, ist

VAR / / o \y in (a) unilateral dargestellt. Dabei ist der agranulére insulére
| prafrontale Kortex (Al) hellgrin  markiert und der

pralimbische préafrontale Kortex gelb-braun. Alle in diesem

Iieraural 12.70 mm Bregima 3.70 mm |

.y Projekt durchgefuhrten Chinolinat-Behandlungen wurden in
¢ 4 _ [ N der in a dargestellten Schnittebene durchgefuhrt. Die
\ ‘ ﬂ | mikroskopisch verifizierte Lage und Auspragung der

. i _ bilateralen Lasionen im agranuléren insularen prafrontalen
/ ' ’ R P A ‘ " Kortex st in (b) fur n = 7 Tiere, die des pralimbischen Kortex
v ) : NG ist in (c) fir n = 7 Tiere und die der Lasion beider PFC-

Regionen in (d), fur n = 7 Tiere schematisch eingezeichnet.

Abbildung 33 Exemplarische Dokumentation einer
PFC Lé&sion

Fotografische unilaterale Dokumentation eines 40 um dicken
Gehirnschnittes nach erfolgter Vehikel-Injektion im PFC (linke
Aufnahme) und eines 40 um dicken Gehirnschnittes nach

Chinolinat-Injektion im PFC (rechte Aufnahme). Der weilRe

Balken in beiden Aufnahmen gilt als MaR3stab (1 mm).

In allen Versuchstiergruppen wurden die mittleren Abstiegslatenzen des Messpunktes F
und des Tages 15 sowohl mit denen am Tag des Kontextwechsels (Tag 14), als auch
untereinander verglichen: Bei keiner der vier Gruppen ergab sich ein signifikanter
Unterschied beim Vergleich der Abstiegslatenzen des Messpunktes F und des Tag 15.
Innerhalb der Al-Vehikel/PrL -Vehikel-Gruppe ergab der Vergleich zwischen dem
Messpunkt F und dem Tag 14 (Wilcoxon-Test, p < 0,05) und zwischen den Tagen 14 und
15 (p < 0,05) einen signifikanten Unterschied. Bei der Al-Vehikel/PrL -Chinolinat-

Gruppe ergab sich ein signifikanter Unterschied zwischen den Tagen 14 und 15 (p <
0,05), wahrend sich beim Vergleich zwischen dem Messpunkt F und dem Tag 14 ein
Trend unterschiedlicher Abstiegslatenzen abzeichnete (p = 0,063). Die Al-
Chinolinat/PrL-Vehikel- Gruppe zeigte zwischen den Tagen 14 und 15 einen
signifikanten Unterschied (p < 0,05), hingegen gab es innerhalb der Al-Chinolinat/PrL-
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Chinolinat-Gruppe zwischen den Abstiegslatenzen des Messpunktes F und den Tagen
14 und 15 keine signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 34 Katalepsietest nach Chinolinat-Applika tion im PFC

Darstellung der Mittelwerte + S.E.M. der Abstiegslatenzen, dabei wurden die Messwerte der Versuchstage (VT) 2 und 3 zu Messpunkt
A, die der VT 4 und 5 zu Messpunkt B, die der VT 6 und 7 zu Messpunkt C, die der VT 8 und 9 zu Messpunkt D, die der VT 10 und 11
zu Messpunkt E und die der VT 12 und 13 zu Messpunkt F gemittelt. Alle Versuchsgruppen zeigten eine signifikante Katalepsie-
Sensitivierung von Tag 1 bis Messpunkt F: **p < 0,005 Al-Vehikel/PrL-Vehikel Gruppe (n = 9, rote, ungefiilite Quadrate); **p < 0,005
Al-Vehikel/PrL-Chinolinat-Gruppe (n = 7 schwarze, halb gefiillte Rauten), *p < 0,05 Al-Chinolinat/PrL-Vehikel-Gruppe (n = 7, blaue,
halb gefillte Kreise) und **p < 0,005 Al-Chinolinat/PrL-Chinolinat-Gruppe (n = 7, griine, gefullte Quadrate). Kontextwechsel: Al-
Vehikel/PrL-Vehikel-Gruppe: #p < 0,05 Messpunkt F vs. Tag 14, #p < 0,05 Tag 14 vs. Tag 15, Al-Vehikel/PrL-Chinolinat-Gruppe
Trend (p = 0,063) Messpunkt F vs. Tag 14 (nicht gezeigt),# p < 0,05 Tag 14 vs. Tag 15, Al-Chinolinat/PrL-Vehikel-Gruppe #p < 0,05
Tag 14 vs. Tag 15 (Wilcoxon-Test).

Projekt 1lb1.2.

Untersuchung zur Rolle des Hippocampus

Nach der mikroskopischen Auswertung der Hirnschnitte innerhalb dieses Projektes
konnten die Daten von jeweils n = 7 Tieren der dHipp-Vehikel/vHipp-Vehikel-Gruppe
der dHipp-Vehikel/vHipp-Chinolinat-Gruppe und der dHipp-Chinolinat/vHipp-

Vehikel-Gruppe verwendet werden. Die Zielregion der Chinolinat-, beziehungsweise
Vehikel-Injektionen sind in der abbidung 35 a flr die dorsale und b fur die ventrale Region
des Hippocampus dargestellt. Die Auspragung der Lasionen innerhalb der dHipp-
Chinolinat/vHipp-Vehikel Gruppe ist in aobidung 35 ¢, die der dHipp-Vehikel/vHipp-

Chinolinat in der abbildung 35 d dargestellt. Zudem dokumentiert die Abbildung 36 jeweils einen
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unilateral fotografierten dorsalen und ventralen Gehirnschnitt eines im entsprechenden

Areal entweder mit Chinolinat oder Vehikel behandelten Gehirns.

=

Interaural 3.80 mm Bregma -5.20 mm

Abbildung 35 Darstellung der Lasionen im Hippo campus

Darstellung der gewiinschten Zielregionen des dorsalen (a, rosa Markierung) und ventralen (b, gelbbraune Markierung)
Hippocampus, dargestellt in einem Auszug aus dem Anatomischen Atlas von Paxinos (Paxinos und Watson, 1997). Zur Einzeichnung
und schematischen Darstellung der tatséchlichen L&sionen wurde ebendieser Atlas verwendet. Die Darstellung der L&ésionen der
dHipp-Chinolinat/vHipp-Vehikel Gruppe erfolgt in ¢, mit n = 7, die der dHipp-Vehikel/vHipp-Chinolinat Gruppe in Abbildung d, mit n =7.

Bt as

, -ﬂg

Abbildung 36 Exempl arische  Dokumentation einer
Hippocampus Lé&sion

Fotografische unilaterale Dokumentation eines 40 pm dicken
Gehirnschnittes nach Vehikel-Injektion im Hippocampus (linke
Aufnahmen, oben dorsal unten ventral) und eines 40 pm dicken
Gehirnschnittes  nach  erfolgter ~ Chinolinat-Injektion  im
Hippocampus (rechte Aufnahmen, oben dorsal unten ventral).
Der weife Balken in beiden Aufnahmen dient als Maf3stab (1
mm).
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Die Tiere aller drei Behandlungsgruppen zeigten im Verhalten einen signifikanten Anstieg
der Katalepsie-Sensitivierung innerhalb der ersten sechs Tage (Friedman-ANOVA,
dHipp-Vehikel/vHipp-Vehikel-Gruppe x* = 50, p < 0.0001, dHipp-Vehikel/vHipp-
Chinolinat-Gruppe x> = 46, p < 0.0001, dHipp-Chinolinat/vHipp-Vehikel-Gruppe x> = 47, p
< 0.0001). Die Abstiegslatenz am Tag des Kontextwechels (Tag 7) war innerhalb der
dHipp-Vehikel/vHipp-Vehikel-Gruppe  signifikant  niedriger  verglichen mit den
Abstiegslatenzen der Tage 6 (Wilcoxon-Test, p < 0,05) und 8 (p < 0,005). Auch innerhalb
der dHipp-Vehikel/vHipp-Chinolinat-Gruppe  war die Erniedrigung der Abstiegslatenz
an Tag 7 signifikant im Vergleich zu der Abstiegslatenz des Tages vor dem
Kontextwechsel (Tag 6) (p < 0,05). Keinen signifikanten Unterschied erbrachte hingegen
der Vergleich der Abstiegslatenzen dieser Gruppe an Tag 7 und 8. Zwischen den
Abstiegslatenzen der Tage 6, 7 und 8 ergab sich innerhalb der dHipp-Chinolinat/vHipp-
Vehikel-Gruppe kein signifikanter Unterschied.

—=— d Hipp Vehikel/ v Hipp Vehikel
—w— d Hipp Vehikel/ v Hipp Chinolinat
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Abbildung 37 Katalepsietest nach Chinolinat-Applika tion im Hippocampus

Darstellung der Mittelwerte + S.E.M. der Abstiegslatenzen von den Versuchsgruppen des Projektes llb 1.2 . Mit n = 7 innerhalb der
dHipp-Vehikel/vHipp-Vehikel-Gruppe, der dHipp-Vehikel/vHipp-Chinolinat-Gruppe und der dHipp-Chinolinat/vHipp-Vehikel-Gruppe.
Sensitivierung:  Alle Versuchstiergruppen zeigten von Tag 1 bis Tag 6 einen signifikanten Verlauf der Katalepsie-Sensitivierung ***p
< 0.0001. Kontextwechsel (Tag 7): dHipp-Vehikel/vHipp-Vehikel-Gruppe #p < 0,05 Tag 6 vs. Tag 7, ## p < 0,005 Tag 7 vs. Tag 8,
dHipp-Vehikel/vHipp-Chinolinat-Gruppe #p < 0,05 Tag 6 vs. Tag 7 (Wilcoxon-Test).
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Projekt 11b1.3.

Untersuchungen zur Rolle der Amygdala e

Die mikroskopische Auswertung der Nissl-gefarbten Kryostatschnitte fihrte dazu, dass
insgesamt die Verhaltensdaten von sechs aus urspringlich acht im Versuch eingesetzten
Tieren verwendet werden konnten. Die mikroskopisch verifizierte Lage der
Amygdalaldsionen dieser Tiere ist in aobidung 38 b dargestellt. Vergleicht man diese
Darstellung mit der urspringlichen Zielregion der basolateralen Amygdala (BLA) (Abbildung
38 a) wird offensichtlich, dass diese nicht exakt ladiert wurde, sondern die Lasionen sich

jeweils unregelmaRig tber weitere Bereiche der Amygdala erstrecken.

Abbildung 38 Darstellung d er Lasionen in der Amygdala e

Darstellung der gewiinschten Zielregionen der basolateralen Amygdala (a, blaue Markierung) dargestellt in einem Auszug aus dem
anatomischen Atlas von Paxinos (Paxinos und Watson, 1997). Die schematische Darstellung der mikroskopisch verifizierten Lage der

L&sionen von insgesamt n = 6 Tieren, ist in b dargestellt.

Abbildung 39 Exemplarische Dokumentation einer ~ Amygdala -Lasion

Fotografische unilaterale Dokumentation eines 40 um dicken Gehirnschnittes eines in der Amygdala
mit Chinolinat behandelten Tieres. Der weif3e Balken unten links gibt dabei die GroRenskalierung an
(1 mm).

Die Verhaltensdaten dieses Teilprojektes zeigten vom ersten bis zum siebten Tag einen
signifikanten Ans tieg der Abstiegslatenz  (Friedman-ANOVA, x* = 62, p< 0,0001). Die
erniedrigte Abstiegslatenz am Tag des Kontextwechels (Tag 8) war sowohl signifikant
gegeniber des Vortages (Wilcoxon-Test, p < 0,05), als auch im Vergleich zum Tag nach

dem Kontextwechsel (p < 0,05).
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Abbildung 40 Katalepsietest nach Chinolinat-Applika tion der Amygdalae

Darstellung der Abstiegslatenzen als Mittelwerte + mittleren Standardfehler des Projektes IIb 1.3 . Die Amygdala-Chinolinat-Gruppe
zeigte innerhalb der Tage 1 bis 7, fir n=6 Tiere eine signifikante Katalepsie-Sensitivierung ***p < 0.0001. Kontextwechsel (Tag 8):
#p < 0.05 Tag 7 vs. Tag 8, #p < 0.05 Tag 8 vs. Tag 9 (Wilcoxon-Test).

Projekt IIb 2.

Untersuchung zur Auswirkung einer serotonergen LA&si on im prafrontalen Kortex in

Bezug auf die Kontextabhangigkeit der Katalepsie-Se  nsitivierung

Im Projekt Ilb 2 wurden lokale Applikationen des serotonergen Neurotoxins 5,7-DHT
innerhalb des pralimbischen Anteils des préafrontalen Kortex (PrL-PFC), durchgefuhrt.
Dies sollte Aufschluss dartuber geben, welche Auswirkung die serotonerge Lasion in
dieser Region auf die Kontextabhangigkeit der Katalepsie-Sensitivierung hat. Zu diesem
Zweck wurden vier Versuchstiergruppen eingesetzt. Zwei der vier Tiergruppen erhielten
bilaterale 5,7-DHT Injektionen (6 pg/ul pro Injektionsstelle), wahrend den anderen beiden
Gruppen in der gleichen Region das entsprechende Volumen der Tragersubstanz, einer
0,1% igen Ascorbinsaureldsung (Vehikel) verabreicht wurde. Nach einer vierwéchigen
Erholungsphase wurde mit allen vier Tiergruppen eine sechstagige Katalepsie-
Sensitivierung durchgefuihrt. Dabei erhielt jeweils eine der 5,7-DHT (5,7-
DHT/Haloperidol-Gruppe, n = 9 ) behandelten und eine der Vehikel

(Vehikel/Haloperidol-Gruppe, n = 8 ) behandelten Tiergruppe 60 Minuten vor dem
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taglichen Katalepsietest eine Haloperidol-Injektion, wahrend die andere 5,7-DHT (5,7-
DHT/Saline-Gruppe, n=10 ) beziehungsweise Vehikel behandelte Gruppe zum gleichen
Zeitpunkt eine Saline-Injektion erhielt (Vehikel/Saline-Gruppe, n=6 ). Nach der
sechstagigen Katalepsie-Sensitivierung in Kontext A wurden die Tiere am siebten Tag,
bei gleichbleibender Substanz-Behandlung (pra-Test-Injektion durch Haloperidol
beziehungsweise Saline) in Kontext B auf ihre Abstiegslatenz hin getestet. An Tag 8
erfolgte schliel3lich ein weiterer Katalepsietest in Kontext A. Im Anschluss an den
Verhaltenstest erfolgte die Dekapitation. Den Gehirnen wurden die zu untersuchenden
Regionen (der prafrontale Kortex (PFC), das anteriore (aCPu) und posteriore (pCPu)
Caudatoputamen, der Hippocampus und der Nucleus accumbens (Nacc)) entnommen
und darin - nach entsprechender Vorbehandlung - jeweils die Mengen der

Neurotransmitter Serotonin, Dopamin und deren Metaboliten mittels HPLC analysiert.

Auswertung der Verhaltensdaten

Die Verhaltensdaten des Projektes IIb2 sind in abbidung 41 dargestellt. Im Gegensatz zu
den Tiergruppen die vor dem Verhaltenstest mit Saline behandelt wurden (5,7-
DHT/Saline-Gruppe und Vehikel/Saline-Gruppe), zeigten die Haloperidol- behandelten
Tiere, wahrend der Sensitivierungsphase (Tag 1 bis Tag 6) einen signifikanten Anstieg
der Abstiegslatenz (Vehikel/Haloperidol-Gruppe: x> = 32, p < 0,0001, 5,7-
DHT/Haloperidol-Gruppe: x> = 47, p < 0,0001). Beim Vergleich zwischen den zwei mit
Haloperidol behandelten Gruppen zeigte sich zudem eine starkere Zunahme der
Abstiegslatenz innerhalb der 5,7-DHT/Haloperidol-Gruppe an den Tagen 5 und 6. Die
verstarkte Abstiegslatenz dieser Gruppe zeigte keine Signifikanz, aber einen Trend an
Tag 5 (Mann-Whitney-U-Test, p= 0,0903). Innerhalb der Versuchsgruppen wurden die
Tage vor (Tag 6) und nach dem Kontextwechsel (Tag 8) jeweils miteinander, sowie mit
dem Tag des Kontextwechsels (Tag 7) verglichen. Dabei zeigte sich nur innerhalb der
mit Haloperidol behandelten Gruppen jeweils ein signifikanter Unterschied zwischen den
Tagen 6 wund 7 (Wilcoxon-Test, 5,7-DHT/Haloperidol-Gruppe, p < 0,001,
Vehikel/Haloperidol-Gruppe, p < 0,005), sowie zwischen den Tagen 7 und 8 (5,7-
DHT/Haloperidol Gruppe, p <0,005, Vehikel/Haloperidol-Gruppe, p < 0,005). Zwischen

Tag 6 und 8 gab es in keiner der Gruppen signifikante Unterschiede.
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Abbildung 41 Katalepsietest nach serotonerger PFC L &sion

Darstellung der Abstiegslatenzen als Mittelwerte + mittleren Standardfehler. Sensitivierungsphase (Tag 1 bis 6): ***p < 0.0001
Vehikel/Haloperidol-Gruppe, ***p < 0.0001. Kontextwechsel (Tag 7): 5,7-DHT/Haloperidol-Gruppe ##p < 0,001 Tag 6 vs. Tag 7, #p <
0,005 Tag 7 vs. Tag 8, Vehikel/Haloperidol-Gruppe #p < 0,005 Tag 6 vs. Tag 7, #p < 0,005 Tag 7 vs. Tag 8 (Wilcoxon-Test).

HPLC-Auswertung der Gewebeproben unterschiedlicher Gehirnregionen

Nachfolgend sind die Mengen des Neurotransmitters Dopamin (DA) und der
dopaminergen Metaboliten DOPAC, 3-MT und HVA, sowie des Neurotransmitters
Serotonin (5-HT) und des serotonergen Metaboliten 5-HIAA quantitativ (in pg/mg
Frischgewicht) fur die untersuchten Gehirnareale (PFC, aCPU, pCPU, Hippocampus und
NAcc) der einzelnen Tiergruppen dargestellt. Zudem wurden die jeweiligen

enzymatischen Turnoverraten von DA, beziehungsweise 5-HT ermittelt.

Prafrontaler Kortex

Innerhalb des PFC fuhrte die Haloperidolbehandlung (innerhalb der Vehikel/Haloperidol
und der 5,7-DHT/Haloperidol-Gruppe) zu einem Anstieg der Dopamin-, DOPAC- und
HVA-Menge, verglichen mit den Saline behandelten Gruppen (Vehikel/Saline-, 5,7-
DHT/Saline-Gruppe) (abbidung 42 ). Die 3-MT Menge war lediglich innerhalb der
Vehikel/Haloperidol-Gruppe leicht erhoht. Bezogen auf die HVA Menge war die
Erhbéhung der Vehikel/Haloperidol-Gruppe signifikant im Vergleich zur Vehikel/Saline-

Gruppe (zweifaktorielle ANOVA, Fgehandiung (1, 29) = 4,96, p= 0,034).
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Abbildung 42 Dopamin und dopaminerge Metaboliten im PFC

Darstellung der Substanzmengen des Neurotransmitters Dopamin (DA) und dessen Metaboliten (DOPAC, 3-MT und HVA) in den
Gewebeproben des PFC. HVA: *p < 0,05 Vehikel/Haloperidol Gruppe vs. Vehikel/Saline-Gruppe (post-hoc Fisher LSD-Test).

Die Auswertung der Serotonin- und 5-HIAA-Menge (abbildung 43 ) ergab fur die mit 5,7-
DHT behandelten Gruppen eine Erniedrigung (Serotonin, zweifaktorielle ANOVA, Fission
(1,29) = 8,18, p = 0,008, 5-HIAA zweifaktorielle ANOVA, Fission (1,29) = 18,03, p =
0,0002) gegenuber der Serotonin- und 5-HIAA-Menge innerhalb der mit dem Vehikel
behandelten Gruppen . Diese Verminderung war signifikant hinsichtlich der Serotonin-
Menge zwischen der Vehikel/Haloperidol- und 5,7-DHT/Saline-Gruppe, sowie zwischen
der Vehikel/Saline- und der 5,7-DHT/Saline-Gruppe. Beziiglich der 5-HIAA- Menge ergab
sich eine signifikante Erniedrigung der 5,7-DHT/Haloperidol- und der 5,7-DHT/Vehikel-
Gruppe im Vergleich zur Vehikel/Haloperidol-Gruppe. Signifikant war zudem der
Unterschied der 5-HIAA-Menge zwischen der Vehikel/Saline-Gruppe und den beiden 5,7-
DHT behandelten Gruppen. Unabhangig von der Art der bei der Operation verabreichten
Substanz (Vehikel oder 5,7-DHT), zeigten die mit Haloperidol behandelten Gruppen
jeweils eine leicht hohere Serotonin-,  beziehungsweise 5-HIAA-Menge. Dieser
Unterschied war jedoch weder zwischen den Vehikel- behandelten Gruppen, noch
zwischen den mit 5,7-DHT behandelten Gruppen signifikant.
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Abbildung 43 Serotonin und 5-HIAA im PFC

Darstellung der Substanzmenge von 5-HT und seinem Metaboliten 5-HIAA innerhalb der unterschiedlichen Tiergruppen innerhalb des
PFC. 5HT: **p < 0.01 Vehikel/Haloperidol-Gruppe vs. 5,7-DHT/Saline-Gruppe, *p < 0.05 Vehikel/Saline-Gruppe vs. 5,7-DHT/Saline-
Gruppe, 5-HIAA: **p < 0.01 Vehikel/Haloperidol-Gruppe vs. 5,7-DHT/Saline-Gruppe, **p < 0.01 Vehikel/Haloperidol-Gruppe vs. 5,7-
DHT/Haloperidol-Gruppe, **p < 0.01 Vehikel/Saline-Gruppe vs. 5,7-DHT/Saline Gruppe, *p < 0.05 Vehikel/Saline-Gruppe vs. 5,7-
DHT/Haloperidol-Gruppe (post-hoc Fisher LSD-Test).

Fur den Turnover (tavelle 6) ergab sich innerhalb des PFC weder fur Dopamin, noch fur

Serotonin ein signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen Versuchstiergruppen.

Gruppen (PFC) Turnover Dopamin Turnover Serotonin
Vehikel/Haloperidol 0,738 +0,076 0,915 + 0,089
Vehikel/Saline 0,693 +£0,078 0,906 + 0,086
5,7-DHT/Haloperidol 0,638 + 0,064 0,994 + 0,253
5,7-DHT/Saline 0,693 £ 0,082 1,258 £ 0,289

Tabelle 6 Turnover von DA und 5-HT im PFC

Darstellung der Turnover Mittelwerte im PFC fiir die einzelnen Tiergruppen fur Dopamin und Serotonin unter Angabe der mittleren
Fehlerabweichung (+SEM).
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Anteriores Caudatoputamen
Innerhalb des anterioren Caudatoputamens (aCPU) ergaben sich fur die Dopaminmenge
und die Menge der dopaminergen Metaboliten keine signifikanten Unterschiede

zwischen den einzelnen Tiergruppen (Abbildung 44 ).
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Abbildung 44 Dopamin und dopaminerge Metaboliten im aCPU

Darstellung der Substanzmengen des Neurotransmitters Dopamin (DA) und dessen Metaboliten (DOPAC, 3-MT und HVA) in den

Gewebeproben des anterioren Caudatoputamen (aCPU) innerhalb der vier Behandlungsgruppen.

Die Analyse der Serotoninmenge (abbildung 45 ) im aCPU zeigte bei den mit 5,7-DHT
behandelten Gruppen eine Erhdhung im Vergleich zu den Tiergruppen die mit dem
Vehikel behandelt wurden zweifaktorielle ANOVA, Fission (1,29) = 6,87, p = 0,014).
Innerhalb der 5,7-DHT/Haloperidol-Gruppe erwies sich diese Erhéhung im Vergleich zur
Vehikel/Haloperidol-Gruppe als signifikant. Die 5-HIAA-Menge der vier Tiergruppen
zeigte hingegen keine signifikanten Unterschiede innerhalb des aCPU. Der Turnover
(Tavelle 7) des Neurotransmitters Dopamin war innerhalb der mit 5,7-DHT behandelten
Gruppen niedriger als innerhalb der Vehikel-behandelten Gruppen (zweifaktorielle
ANOVA, Fission (1,29) = 6,76, p = 0,015). Diese Erniedrigung war sowohl zwischen der
5,7-DHT/Haloperidol-Gruppe und der Vehikel/Haloperidol-Gruppe, als auch zwischen der
5,7-DHT/Haloperidol-Gruppe und der Vehikel/Saline-Gruppe signifikant.
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Abbildung 45 Serotonin und 5-HIAA im a CPU

Darstellung der Substanzmenge von 5-HT und seinem Metaboliten 5-HIAA innerhalb der unterschiedlichen Tiergruppen innerhalb des
aCPU. 5-HT: **p < 0.01 Vehikel/Haloperidol-Gruppe vs. 5,7-DHT/Haloperidol-Gruppe (post-hoc Fisher LSD Test).

Bezulglich des serotonergen Turnovers ergab sich innerhalb der 5,7-DHT behandelten

Gruppen ebenfalls eine Erniedrigung gegenuber den Vehikel behandelten Gruppen
(zweifaktorielle ANOVA, Fission (1,29) = 10,39, p = 0,003). Diese Verminderung war in
5,7-DHT  behandelten

Vehikel/Haloperidol-Gruppe.

beiden mit Gruppen signifikant verglichen mit der

Tabelle 7

Gruppen (aCPU)

Turnover Dopamin

Turnover Serotonin

Vehikel/Haloperidol

0,204 +0,012*

1,349 + 0,070**, **

Vehikel/Saline

0,213 + 0,009**

1,234 £ 0,102

5,7-DHT/Haloperidol

0,177 £ 0,008***

1,040 + 0,076**

5,7-DHT/Saline

0,195 + 0,006

1,069 + 0,053**

Turnover von DA und 5-HT im aCPU

Darstellung der Turnover Mittelwerte fiir die einzelnen Tiergruppen fur Dopamin und Serotonin im aCPU unter Angabe der mittleren

Fehlerabweichung (SEM) Turnover Dopamin

Vehikel/Saline-Gruppe vs. 5,7-DHT/Haloperidol-Gruppe, Turnover Serotonin

. *p < 0,05 Vehikel/Haloperidol-Gruppe vs. 5,7-DHT/Haloperidol-Gruppe, **p < 0,01
: *p < 0,01 Vehikel/Haloperidol-Gruppe vs. 5,7-
DHT/Haloperidol-Gruppe, **p<0,01 Vehikel/Haloperidol-Gruppe vs. 5,7-DHT/Saline-Gruppe (post-hoc Fisher LSD Test).
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Posteriores Caudatoputamen

Die (abbidung 46 ) Vehikel/Haloperidol-Gruppe wies innerhalb des posterioren
Caudatoputamen die hdchste Dopaminmenge auf. Auch wenn im Vergleich zu den
anderen drei Gruppen keine signifikante Erhdéhung vorlag, war der Unterschied der
Dopaminmenge am deutlichsten im Vergleich zur Vehikel/Saline-Gruppe. Ahnliche
Gruppen-spezifische Mengenunterschiede deuteten sich bei dem Metaboliten DOPAC
an. Jedoch waren hier ebenfalls keine signifikanten Unterschiede zu verzeichnen. Bei der
HPLC-Analyse (abbildung 47 ) Zeigte sich eine Erniedrigung der Serotoninmenge innerhalb
der mit Haloperidol behandelten Gruppen, verglichen mit den Saline- behandelten
Gruppen (zweifaktorielle  ANOVA, Fgehandiung(1,29) = 8,99, p= 0,006). Bei diesem
Vergleich gab es signifikante Unterschiede zwischen der Vehikel/Haloperidol-Gruppe und
der Vehikel/Saline-Gruppe, sowie zwischen der 5,7-DHT/Haloperidol-Gruppe und der
Vehikel/Saline-Gruppe.
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Abbildung 46 Dopamin und dopaminerge Metaboliten im pCPU

Darstellung der Substanzmengen des Neurotransmitters Dopamin (DA) und dessen Metaboliten (DOPAC, 3-MT und HVA) in den
Gewebeproben des posterioren Caudatoputamen (pCPU), innerhalb der vier Behandlungsgruppen.
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Abbildung 47 Serotonin und 5-HIAA im pCPU

Darstellung der Substanzmenge von 5-HT und seinem Metaboliten 5-HIAA innerhalb der unterschiedlichen Tiergruppen. 5-HT: **p <
0.01 Vehikel/Saline-Gruppe vs. 5,7-DHT/Haloperidol-Gruppe, *p < 0.05 Vehikel/Saline-Gruppe vs. Vehikel/Haloperidol-Gruppe 5-
HIAA: **p < 0.01 Vehikel/Saline-Gruppe vs. 5,7-DHT/Haloperidol-Gruppe, *p < 0.05 Vehikel/Saline-Gruppe vs. 5,7-DHT/Saline-
Gruppe (post-hoc Fisher LSD Test).

Der Gruppenvergleich hinsichtlich des Metaboliten 5-HIAA ergab niedrigere Mengen
innerhalb der 5,7-DHT behandelten Gruppen verglichen mit den Vehikel-behandelten
Gruppen (zweifaktorielle ANOVA, Fission (1,29) = 4,6, p = 0,04). Dieser
Mengenunterschied war signifikant zwischen der 5,7-DHT/Haloperidol- und der
Vehikel/Saline-Gruppe, auch zwischen der 5,7-DHT/Saline- und der Vehikel/Saline-
Gruppe. Beziglich des Turnovers konnten weder fur Dopamin, noch fir Serotonin

innerhalb des pCPU-Gewebes signifikante Gruppenunterschiede (tavelle 8) festgestellt

werden.

Gruppen (pCPU) Turnover Dopamin Turnover Serotonin
Vehikel/Haloperidol 0,249 + 0,008 1,065 + 0,074
Vehikel/Saline 0,652 + 0,399 0,935 +0,041
5,7-DHT/Haloperidol 0,227 £ 0,018 1,094 £ 0,101
5,7-DHT/Saline 0,247 + 0,013 0,917 + 0,052

Tabelle 8 Turnover von DA und 5-HT im pCPU

Darstellung der Turnover Mittelwerte fir die einzelnen Tiergruppen fir Dopamin und Serotonin im pCPU, unter Angabe der mittleren
Fehlerabweichung (+SEM).
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Nucleus accumbens
Innerhalb des Nucleus accumbens (NAcc) zeigten die mit 5,7-DHT behandelten Gruppen

geringere Dopamin-, DOPAC-, HVA- und 3-MT-Mengen im Vergleich zu den Vehikel-

behandelten Gruppen (abbildung 48 ) (zweifaktorielle ANOVA: Dopamin: Fission (1,29)
4,33, p = 0,046, DOPAC: Fiasion (1,29) = 5,17, p = 0,03,HVA: Fiasion (1,29) = 6,58, p
0,016, 3-MT: Frasion (1,29) = 7,81, p = 0,009). Bezogen auf die Dopamin-, DOPAC-, HVA-
und 3-MT-Mengen waren diese Verringerungen bei der 5,7-DHT/Haloperidol-Gruppe

signifikant im Vergleich zur Vehikel/Saline-Gruppe. Die 3-MT- Menge war zudem
innerhalb der 5,7-DHT/Saline-Gruppe, verglichen mit der Vehikel/Saline-Gruppe,
signifikant erniedrigt. Die Analyse des Neurotransmitters Serotonin im NAcc ergab
hoéhere Mengen in den mit 5,7-DHT behandelten Gruppen , verglichen mit den Vehikel-
behandelten Gruppen (zweifaktorielle ANOVA: Dopamin: Fission (1,29) = 16,08, p =
0,0004). Dabei waren die Mengen des Neurotransmitters innerhalb der 5,7-DHT
behandelten Gruppen jeweils sowohl gegentber der Vehikel/Haloperidol-, als auch der

Vehikel/Saline-Gruppe gegenuber signifikant erhdht (aobildung 49 ).
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Abbildung 48 Dopamin und dopaminerge Metaboliten im NAcc

Darstellung der Substanzmengen des Neurotransmitters Dopamin (DA) und dessen Metaboliten (DOPAC, 3-MT und HVA) in den
Gewebeproben des NAcc, innerhalb der vier Behandlungsgruppen. DA: *p < 0,05 Vehikel/Saline-Gruppe vs. 5,7-DHT/Haloperidol-
Gruppe, DOPAC: *p < 0,05 Vehikel/Saline-Gruppe vs. 5,7-DHT/Haloperidol-Gruppe, 3-MT: **p < 0,01 Vehikel/Saline-Gruppe vs. 5,7-
DHT/Haloperidol-Gruppe, *p < 0,05 Vehikel/Saline-Gruppe vs. 5,7-DHT/Saline-Gruppe, HVA: *p < 0,05.Vehikel/Saline-Gruppe vs.
5,7-DHT/Haloperidol-Gruppe (post-hoc Fisher LSD Test).
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Abbildung 49 Serotonin und 5-HIAA im NAcc

Darstellung der Substanzmenge von 5-HT und seinem Metaboliten 5-HIAA innerhalb der unterschiedlich behandelten Tiergruppen
innerhalb des NAcc. 5-HT: *p < 0.05 5,7-DHT/Haloperidol-Gruppe vs. Vehikel/Haloperidol-Gruppe, **p < 0.01 5,7-DHT/Haloperidol-
Gruppe vs. Vehikel/Saline-Gruppe, **p < 0.01 5,7-DHT/Saline-Gruppe vs. Vehikel/Haloperidol-Gruppe, **p < 0.01 5,7-DHT/Saline-
Gruppe vs. Vehikel/Saline-Gruppe (post-hoc Fisher LSD Test).

Bei der 5-HIAA-Menge ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Behandlungsgruppen. Fur die Turnoverrate (tavele 9) ergab sich beziglich des
Neurotransmitters Dopamin zwischen den verschiedenen Gruppen ebenfalls kein
signifikanter Unterschied. Die Turnoverrate des Neurotransmitters Serotonin  war bei
den 5,7-DHT-behandelten Gruppen niedriger als bei den Vehikel-behandelten Gruppen.
(zweifaktorielle ANOVA, Fiasion (1,29) =15,84, p = 0,0004).

Gruppen (NAcc) Turnover Dopamin Turnover Serotonin
Vehikel/Haloperidol 0,381 £ 0,029 0,829 + 0,064 **, **
Vehikel/Saline 0,293 + 0,018 0,715+ 0,068 *
5,7-DHT/Haloperidol 0,358 £ 0,043 0,542 £ 0,034 *, **
5,7-DHT/Saline 0,338 + 0,027 0,583 + 0,046 **
Tabelle 9 Turnover von DA und 5-HT im NAcc

Darstellung der Turnover Mittelwerte fir die einzelnen Tiergruppen fur Dopamin und Serotonin unter Angabe der mittleren
Fehlerabweichung (xSEM) im Nucleus accumbens (NAcc). Turnover Serotonin : **p<0,01 Vehikel/Haloperidol-Gruppe vs. 5,7-
DHT/Haloperidol-Gruppe, **p < 0,01 Vehikel/Haloperidol-Gruppe vs. 5,7-DHT/Saline-Gruppe, * p < 0,05 Vehikel/Saline-Gruppe vs.
5,7-DHT/Haloperidol-Gruppe (post-hoc Fisher LSD Test).
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Dieser Unterschied war signifikant zwischen der Vehikel/Haloperidol-Gruppe und der 5,7-
DHT/Haloperidol-Gruppe, sowie zwischen der Vehikel/Haloperidol-Gruppe und der 5,7-
DHT/Saline-Gruppe. Bezuglich der 5,7-DHT/Haloperidol-Gruppe ergab sich zudem eine
signifikante Erniedrigung im Vergleich zur Vehikel/Saline-Gruppe.

Hippocampus
Bezuglich der ermittelten Mengen von Dopamin und den Metaboliten DOPAC, 3-MT und
HVA (abbildung 50 ) sowie dem dazugehdrigem Turnover (tabelle 10) ergaben sich zwischen

den einzelnen Tiergruppen keine signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 50 Dopamin und dopaminerge Metaboliten im Hippocampus

Darstellung der Substanzmengen des Neurotransmitters Dopamin (DA) und dessen Metaboliten (DOPAC, 3-MT und HVA) in den
Gewebeproben des Hippocampus innerhalb der vier Behandlungsgruppen.

Die leichte Verminderung der Serotoninmenge (abbidung 51 ) innerhalb 5,7-DHT-
behandelten Gruppen ergab im Vergleich zu den Vehikel-behandelten Gruppen keinen
signifikanten Unterschied. Im Gegensatz dazu ergab sich bei der Auswertung der
Substanzmengen fir den serotonergen Metaboliten 5-HIAA eine signifikante
Verringerung bei den 5,7-DHT-behandelten Gruppen im Vergleich zu den Vehikel-
behandelten Gruppen (zweifaktorielle ANOVA, Fiasion (1,29) = 8,03, p = 0,008). Der
Unterschied war signifikant zwischen der 5,7-DHT/Haloperidol-Gruppe und der
Vehikel/Haloperidol-Gruppe, sowie zwischen der 5,7-DHT/Saline und der
Vehikel/Haloperidol-Gruppe.
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Abbildung 51 Serotonin und 5-HIAA im Hippocampus

Darstellung der Substanzmenge von 5-HT und seinem Metaboliten 5-HIAA innerhalb der unterschiedlichen Tiergruppen innerhalb des
Hippocampus. 5-HIAA: **p < 0.01 Vehikel/Haloperidol-Gruppe vs. 5,7-DHT/Haloperidol-Gruppe, *p < 0.05 Vehikel/Haloperidol-Gruppe
vs. 5,7-DHT/+Saline-Gruppe (post-hoc Fisher LSD Test).

Die Serotonin-Turnoverrate ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen den
einzelnen Versuchstiergruppen.

Gruppen
(Hippocampus) Turnover Dopamin  Turnover Serotonin
Vehikel/Haloperidol 1,104 £ 0,337 1,594 + 0,062
Vehikel/Saline 0,666 + 0,096 1,279 £ 0,088
5,7-DHT/Haloperidol 0,905 + 0,194 1,592 +0,163
5,7-DHT/Saline 0,826 + 0,104 1,361 £ 0,082
Tabelle 10 Turnover von DA und 5-HT im Hippocampus

Darstellung der Turnover Mittelwerte im Hippocampus fir die einzelnen Tiergruppen fiir Dopamin und Serotonin unter Angabe der
mittleren Fehlerabweichung (+SEM).
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7.1. Projekt |

Untersuchungen zur Rolle der Glutamatrezeptoren bei der Konsolidierung der

Katalepsie-Sensitivierung

Die Uber einen Zeitraum von neun Tagen durchgefuhrte post-test- Gabe der
Glutamatrezeptor-Antagonisten MK801 (NMDA-Rezeptor-Antagonist) und GYKI52466
(AMPA-Kainat-Rezeptor-Antagonist) fihrte zu einer verzégerten Entwicklung der

Katalepsie-Sensitivierung . Dies lasst vermuten, dass das glutamaterge System an der
Konsolidierung der Katalepsie-Sensitivierung beteiligt ist. Bereits in anderen Studien
konnte gezeigt werden, dass sowohl NMDA - als auch AMPA/Kainat-Rezeptoren eine
wichtige Rolle bei der Konsolidierung verschiedener Lernprozesse (Ben Mamou et al.,
2006; Bortolotto et al., 2003; Collingridge et al., 2013; Cooke und Bliss, 2006; Danysz et
al., 1988; Rao und Finkbeiner, 2007; Riedel et al., 2003; Sadler et al., 2007; Sprengel,
2006) einnehmen und insbesondere an der Entwicklung der Psychostimulanzien-
induzierten Sensitivierung beteiligt sind (Boudreau und Wolf, 2005; Broadbent et al.,
2003; Sripada et al., 1998; Wolf, 1998). Dabei hangt die Art der Involvierung der
beschriebenen Glutamatrezeptoren bei der Sensitivierungs-Induktion stark von der
jeweils untersuchten Substanz ab (Kenny und Markou, 2004; Kim und Vezina, 1998). Da
die Induktion eines Sensitivierungs-Experimentes definitionsgemal’ die komplette Phase
umschreibt, in der eine fragliche Substanz an mehreren, aufeinanderfolgenden Tage
verabreicht, und das sensitivierende Verhalten gemessen wird (Thomas et al., 2008), ist
mit dieser Bezeichnung nicht klar zwischen Phasen von Akquisition und Konsolidierung
zu unterschieden. Somit ist es in der vorliegenden Arbeit ein Anliegen gewesen, neben
der bereits in der Vergangenheit untersuchten Akquisitionsphase (Lanis und Schmidt,
2001; Schmidt et al., 1999) die Beteiligung der Glutamatrezeptoren innerhalb der
Konsolidierungsphase zu Uberprifen. In der Vergangenheit wurde bereits mit den
NMDA-Rezeptor Antagonisten d-CPPene (5mg/ml und 10mg/ml, i.p.), Eliprodil (30mg/ml,
i.p.) und R025-6981 (15mg/ml, i.p.) (Lanis und Schmidt, 2001), aber auch mit dem hier
verwendeten MK801 (Schmidt et al., 1999) eine Untersuchung zur Akquisitionsblockade
wahrend der Katalepsie-Sensitivierung durchgefuhrt (co-test Verabreichung der
Antagonisten mit der Katalepsie-ausldsenden Substanz Haloperidol). Diese Studien
haben gezeigt, dass die genannten NMDA-Rezeptorantagonisten nicht zu einer

Akquisitionsblockade fiihren, jedoch eine starke Zustands-Abhéangigkeit (engl.: state-
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dependency)® auslésen. Diese state-dependency fiihrte in den genannten Versuchen
dazu, dass die Gabe der NMDA Rezeptorantagonisten wahrend der Akquisitionsphase
zu einer starken Assoziation fuhrte. Daraus ergab sich die Konsequenz, dass Katalepsie
nach der Sensitivierungsphase nur dann mit maximaler Intensitat ausgepragt war, wenn
der bei der Akquisitionsphase co-administrierte NMDA Rezeptor-Antagonist
entsprechend gleichzeitig mit Haloperidol verabreicht wurde. Da es sich in der hier
durchgefiihrten Untersuchung jedoch um eine post-test- Verabreichung des NMDA
Rezeptorantagonisten MK801 handelt, konnte bei den behandelten Tieren keine zur co-
test- Verabreichung vergleichbare state-dependency ausgepragt werden. Des Weiteren
kann durch die beschriebene post-test Verabreichung ausgeschlossen werden, dass der
antikataleptische Effekt , der nachweislich fur den hier verwendeten NMDA Rezeptor
Antagonisten MK801 vorliegt (Schmidt und Bubser, 1989), die hier gefundene
Verzdgerung der Katalepsie-Sensitivierung bewirkt hat. Dies liegt darin begriindet, dass
MK801 nach dem Verhaltenstest verabreicht worden ist und mit einer Halbwertszeit von
1,9 bis 2 Stunden (nach einer Injektion mit einer Dosis von 2 mg/kg, also dem 8-fachen
der hier verwendeten Maximal-Dosis (von 0,25 mg/ml) (Vezzani et al., 1989) vor dem
Verhaltenstest am darauffolgenden Tag nicht als Ursache der Verzdgerung gelten
kann®. Mit letzter Sicherheit kann dennoch nicht ausgeschlossen werden, dass die
Lernphase der Akquisition bei Verabreichung der Glutamatrezeptor-Antagonisten nach
dem Katalepsietest noch nicht vollstandig abgeschlossen war . Deshalb sei an dieser
Stelle erwéhnt, dass sich die hier verwendete Einteilung und Trennung von Akquisitions-
und Konsolidierungs-Phase auf bereits etablierte Literatur stitzt, wo entsprechende
Manipulationen in der pre-/co-test- bzw. der post-test-Phase, als Manipulationen in den
jeweils beschriebenen Lernphasen eingeordnet werden (Abel und Lattal, 2001; Borta und
Schwarting, 2005; Fricks-Gleason und Marshall, 2008; Garg und Holland, 1968;
McDonald et al.,, 2005; Rose und Rankin, 2006). Hinsichtlich der verwendeten
Testapparaturen lieBen sich kleinere Schwankungen beobachten: Der prozentuale
Unterschied zwischen den gemittelten Abstiegslatenzen der Haloperidol/Saline- und der
Haloperidol/MK801-0.1-Gruppe war im Gittertest geringfligig groRer als im Stangentest.
Daneben erreichte die Haloperidol/MK801-0.25-Gruppe im Stangentest eine leicht
hohere prozentuale Abweichung der gemittelten Abstiegslatenz im Vergleich zur
Haloperidol/Saline-Gruppe. Bezuglich des Katalepsieverlaufs zeigte die
Haloperidol/Saline-Gruppe im Gittertest einen friher eintretenden - instabileren - Ceiling-
Effekt als im Stangentest, was ebenfalls fir eine Testapparatur-bedingte Schwankung

. Der Begriff der Zustands-Abhangigkeit wurde in Kapitel 2.7.1. definiert, vgl. auRerdem (Colpaert, 1991; Overton, 1966)
%2 Die Halbwertszeit von GYKI52466 wird in der Literatur im Vergleich zu der von MK801 als vier- bis sechsmal kiirzer angegeben (Suzuki et al., 2005)
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spricht. Die Vermutung, dass die Tiere im Gittertest friher absteigen, da es eines
hoheren Kraftaufwandes bedarf, die Haltung mit allen vier Pfoten am Gitter im Vergleich
zur Stange (auf der sie sich nur mit ihren Vorderpfoten halten mussten, wéhrend die
Hinterpfoten ruhig auf einem Untergrund auflagen) aufrecht zu erhalten, ware zwar
denkbar, wirde jedoch nicht erklaren, weswegen die Ergebnisse im zweiten Experiment
keinen in diese Richtung weisenden Unterschied zeigten. Beide Test-Varianten gelten
als anerkannte Verfahren um Katalepsiestarke nachzuweisen (Sanberg et al., 1988). Um
dennoch mogliche Schwankungen aufgrund der Wahl der Versuchsapparatur
auszuschlielBen, wurde in spateren Projekten, der Stangentest dem Gittertest
vorgezogen. Durch die Wirkung der Glutamatrezeptor- Antagonisten wurde keine
komplette Blockade der Katalepsie-Sensitivierung erreicht, eher eine zeitliche
Verzogerung . Zudem erfuhr auch die Gruppe der mit MK801 behandelten Tiere eine
Steigerung der Katalepsie wahrend der Sensitivierung, die sich - wenn auch langsamer -
an das Katalepsie-Level der Haloperidol/Saline-Gruppe annaherte. Das Ausbleiben solch
einer Blockade ist moglicherweise auf drei Grinde zurtick zu fuhren. Erstens kdnnte die
Dosierung von MK801 zu niedrig gewesen sein um einen vollstandig blockierenden
Effekt hervorzurufen. Jedoch ist die verwendete Dosierung damit begriindet, dass
toxische Effekte vermieden werden sollten, welche sich in anderen Veroffentlichungen
durch die Verwendung einer héheren MK801 Dosis gezeigt hatten (Allen und Iversen,
1990; Hashimoto et al., 2000). Fur eine entsprechende Dosisabhangigkeit spricht auch,
dass die Applikation der hoéheren MK801 (0,25 mg/kg) Dosis eine effektivere

Verlangsamung der Katalepsie-Sensitivierung ergab, als die niedrigere Dosierung (0,1
mg/kg). Zweitens ist wahrscheinlich, dass neben den NMDA- Rezeptoren noch weitere
Rezeptoren eine Rolle bei der Konsolidierung der Katalepsie-Sensitivierung einnehmen.
Zum einen, weil die NMDA- Rezeptoren wohl wahrend der Akquisitions-
(beziehungsweise co-Administration mit Haloperidol) Phase noch keine bedeutsame
Wirkung haben (Lanis und Schmidt, 2001; Schmidt et al., 1999). AuRerdem scheint der
im zweiten Experiment untersuchte AMPA/Kainat Rezeptor ebenfalls eine entscheidende
Rolle bei der Konsolidierung der Katalepsie-Sensitivierung einzunehmen. Daneben ist
die Involvierung weiterer auch nicht-glutamaterger Transmittersysteme denkbar. Drittens
ist es mdglich, dass der Konsolidierungsprozess, wie oben erwahnt, bereits vor der

post-Test Gabe der hier verwendeten Glutamatrezeptor-Antagonisten einsetzt. Dies
konnte ein weiterer Grund sein, weshalb er nicht starker blockiert werden konnte. Diese
drei Diskussionspunkte sind fur das zweite Experiment dieses Projekts von Bedeutung.
Auch bei der Verwendung des AMPA/Kainat Rezeptor Antagonisten GYKI52466 wurde
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eine Dosis gewahlt die niedrig genug war, mdogliche toxische Nebenwirkungen
(beschrieben in (O'Hearn und Molliver, 2004)) zu vermeiden. Die hier gewahlte Dosis von
5 mg/ml reicht jedoch bereits aus, eine Verzogerung der Konsolidierung der Katalepsie-
Sensitivierung hervorzurufen. Interessanterweise hat dieser AMPA/Kainat Rezeptor
Antagonist in einer friheren Studie nicht zu einem antikataleptischen Effekt in einem
akuten Haloperidolmodell gefiihrt (Zadow und Schmidt, 1994). Auch wenn durch die
post-Testgabe der Glutamatrezeptor-Antagonisten bereits ausgeschlossen  wurde,
dass der fir den NMDA Rezeptor Antagonisten MK801 beschriebene antikataleptische
Effekt (Schmidt und Bubser, 1989) einen Einfluss auf die Testergebnisse hat, ist durch
die Gabe des nicht- antikataleptisch wirkenden Glutamatrezeptor- Antagonisten
GYKI52466 (Zadow und Schmidt, 1994) ein weiterer Beweis erbracht, dass die Wirkung
der Glutamat- Rezeptor- Antagonisten vorwiegend die mutmallich in diesem
Zeitfenster liegende Konsolidierung beeintrachtigen und eben nicht die durch
Haloperidol hervorgerufenen Parkinsonsymptome®®. Wenn auch der Einwand erbracht
werden muss, dass das Zeitfenster der Konsolidierung in den Versuchen des Projektes |
nicht eindeutig umrissen werden konnte und die gezeigten Versuche offen lassen, ob
weitere Neurotransmitter bei der Entwicklung der Katalepsie-Sensitivierung beteiligt sind,
so lassen die Ergebnisse dieses Projektes | dennoch die Annahme zu, dass die hier
antagonisierten Glutamatrezeptoren eine wichtige Rolle bei der Entwicklung der

Katalepsie-Sensitivierung einnehmen.

7.2. Projekt llal

Untersuchungen zum Einfluss diskreter Hinweisreize auf den Verlauf der

Katalepsie-Sensitivierung

Die Ergebnisse zur Untersuchung ob taktile beziehungsweise visuelle Hinweisreize allein
ausreichen, um die Abstiegslatenz signifikant zu erniedrigen, haben gezeigt, dass die
hier dargebotenen Reize in entsprechenden Modalitaten auf den ersten Blick zu schwach

waren, um am Tag des Kontextwechsels zu einer signifikanten Reduktion der

3 Zu erwahnen sei an dieser Stelle, dass weitere Studien zu dem AMPA Rezeptor Antagonisten 2,3-dihydroxy-6-nitro-7-sulfamoyl-benzo(f)quinoxaline
(NBQX) scheinbar widerspriichliche Ergebnisse bezuglich der antikataleptischen Wirkung zeigten. Wahrend in der Studie von Zadow und Schmidt die bei
akut mit Haloperidol behandelten Tieren die systemische Applikation von NBQX keinen antikataleptischen Effekt hervorrief (Zadow und Schmidt, 1994),
fuhrte die lokale Mikroinjektion von NBQX in den subthalamischen Nucleus, den Globus pallidus pars interna sowie in die Substantia nigra pars
reticulata, nach einer Monoaminentleerung, zu einer Stimulation der motorischen Aktivitdt, sowie zur Hemmung des Rigors (Klockgether et al., 1991). In
einer anderen Studie zeigte der AMPA Rezeptor Antagonist NBQX und der NMDA Rezeptor-Antagonist CPP nur bei Ko-Administration einer
Schwellendosis von L-DOPA, nicht jedoch bei der Gabe ohne L-DOPA, einen Effekt bei der Verbesserung der Parkinson-Symptome bei 6-OHDA
behandelten Ratten (Loschmann et al., 1991). Scheinbar ist die unterschiedliche Konzipierung der Versuchsdesigns (systemische Applikation vs.
Mikroinjektion) ausschlaggebend fur die hier erwéhnten Unterschiede beim Effekt des AMPA-Rezeptor-Antagonisten NBQX auf die
Parkinsonsymptomatik.
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Abstiegslatenz zu fuhren. Bei der Darbietung des veranderten auditorischen Reizes (des
Sinustones, mit einer Frequenz von 2 kHz, gegentber dem sonst dargebotenen weil3en
Rauschen), kam es am Tag des Kontextwechsels zu einem weiteren, allerdings nicht
signifikanten Anstieg der Abstiegslatenz im Vergleich zum Vortag. Interessanterweise
wurde bei dem auditorischen Hinweisreiz-Versuch an den beiden Versuchstagen nach
dem Kontextwechsel ein signifikanter Abfall der Abstiegslatenz registriert. Die
unterschiedlichen Ergebnisse bei visuellen und taktilen Hinweisreizen gegenuber dem
auditorischen Hinweisreiz lassen sich vermutlich dadurch erkléaren, dass diese exogenen
Hinweisreize sich nicht nur qualitativ, sondern auch quantitativ unterschieden. Unter den
verwendeten Versuchsbedingungen haben die visuellen und taktilen Hinweisreize allein
keinen signifikanten Einfluss auf die Kontextabhéngigkeit der Katalepsie-Sensitivierung.
Der auditorische Stimulus hat bei den Versuchstieren vermutlich nicht als ,zu schwacher*
Hinweisreiz fungiert, der aufgrund seiner geringen Intensitstt am Tag des
Kontextwechsels zu keiner signifikanten Erniedrigung der Abstiegslatenz gefuhrt hat; er
konnte vielmehr als zu starker, stressauslosender Reiz bewirkt haben, dass die Tiere am
Tag des Kontextwechsels aufgrund einer freezing Reaktion (nicht signifikant) langer in
der Versuchsapparatur verblieben. Diese eventuell stressauslosende Wirkung des
Sinustons konnte wiederum an den darauffolgenden Tagen dazu gefiihrt gehabt, dass
die Tiere sich ,in Erwartung” einer weiteren Gabe dieses mutmalilich Angst-auslésenden
Tons schneller aus der Versuchsapparatur heraus befreiten. Dass ein Kontext nicht nur
als konditionierter Stimulus bestimmter Lernaufgaben, sondern eben auch als eine Art
LAnkundigung” dieses konditionierten Stimulus wirken kann, wurde bereits 1980 von
Nadel und Willner erwahnt (Nadel und Willner, 1980). Es kdnnte demnach am neunten
und zehnten Tag innerhalb des auditorischen Versuches zu einer Verschiebung des
mutmallichen freezing Verhaltens zum fight or flight Verhalten gekommen sein. Dieses
konnte dazu gefuhrt haben, dass die Tiere durch das signifikant schnellere Absteigen an
Tag neun gelernt haben, dass sie (bedingt durch ein insgesamt kiirzeres Verweilen in der
Versuchsbox, aus der sie direkt nach ihrem Abstieg entnommen wurden) der nunmehr
mit Stress (beziehungsweise der Erwartung eines weiteren Stressreizes) assoziierten
Versuchsbox schneller ,entkommen® kdnnen. Diese Annahme misste in einem weiteren
Versuch Uberpruft werden, bei dem die Tiere nicht direkt nach dem Abstieg von der
Stange, nach dem zweiten Test, aus der Box enthommen werden, sondern auch
anschlieBend noch in der Box verbleiben wirden. Da die freezing Reaktion als Antwort
auf einen bis dato unbekannten Reiz (im hiesigen Fall den Sinuston) auftreten kann (Miki

und Yoshimoto, 2010), wahrend Tiere bei der fight or flight Reaktion eher reagieren,
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wenn der stressauslésende Reiz bereits bekannt ist (Miki und Yoshimoto, 2010), wéare
eine vermutete Verschiebung des Verhaltens nicht undenkbar. Die unmittelbare Gabe
des Sinustons fuihrt somit scheinbar nicht, wie vor dem Versuch vermutet, zu einer
Erniedrigung der Abstiegslatenz, sondern zu deren (nicht signifikanten) Erhéhung. In der
Literatur gelten hoher frequente Reize, die auch von den Tieren selbst vokalisiert werden
kénnen, als verhaltensrelevant. Ratten sind auf Larynx-Ebene in der Lage, neben den fur
Menschen wahrnehmbaren Lauten (in einer Frequenz von 2 bis 4 kHz) Ultraschall-Laute
zu produzieren (Brudzynski, 2009). Dabei geben Ratten Signale im 20-22 kHz Bereich
von sich, wenn sie sich in einer eher aversiven Situation befinden, 50 kHz Vokalisationen
erfolgen hingegen in als appetitiv charakterisierten Situationen (Brudzynski, 2009;
Burgdorf et al., 2001b; Wohr und Schwarting, 2007, 2013; Yee et al., 2012). Innerhalb
der sozialen Kommunikation der Ratten dient die Produktion von Lauten, in 22 kHz-
Bereichen dazu, die Artgenossen vor drohenden Gefahren (z.B. vor Fressfeinden) zu
warnen. Es ist gezeigt worden, dass sowohl die Wahrnehmung eines natirlich
produzierten Lauts in dieser Frequenz, als auch die Wahrnehmung eines kunstlich

produzierten Sinustons von 20 kHz bei adulten Ratten zur Aktivierung des freezing oder
fight or flight- Verhaltens fihren kann (Wohr und Schwarting, 2007). Dabei scheint das
gezeigte Verhalten jeweils stark davon abzuhéngen, welcher Rattenstamm® untersucht
und mit welchem Schalldruckpegel der 20 kHz Ton dargeboten wird (Commissaris et al.,
2000). Bei dem hier durchgefiihrten Versuch wurde der beschriebene 2 kHz Sinus Ton

verwendet, da dieser Reiz zum einen noch von der Ratte wahrnehmbar ist und zum
anderen unter der Vermutung, dass er eine neutrale, also weder appetitive noch aversive
Wirkung auf das Verhalten der Ratten hat. Es ist jedoch auch gezeigt worden, dass
Ratten Laute im 2-4 kHz Bereich dann von sich geben, wenn sie Schmerz verspiren
(Brudzynski, 2009). Deshalb ergibt sich die Frage, ob die kinstliche Darbietung des
Sinustons von 2 kHz bei den Ratten nicht doch zu einer entsprechenden Stressreaktion
gefuhrt haben kdnnte. Ob dies tatsachlich der Fall war, musste Uberpruft werden. Hierzu
kénnte innerhalb eines ,elevated plus maze“(Pellow et al., 1985)°% getestet werden, ob

der Sinuston von 2 kHz (mit den gleichem Schalldruckpegel wie in Projekt Ilal) einen

5 Comissaris und seine Kollegen verglichen in Ihrer Arbeit das Verhalten von gescheckten Lister Hooded Ratten mit dem der Albino Wistar Ratten in
Antwort auf akustische Reize von und unterhalb von 20 kHz. Bei diesem Vergleich stellte sich heraus, dass eher die Lister Hooded Ratten eine
lokomotorische Aktivierung mit anschlieenden Ruhephasen nach Darbietung eines 7, 12 oder 20 kHz Signals zeigten, wobei bei den niedrigeren
Frequenzen von 7 und 12 kHz niedrigere Schalldruckintensitaten eher eine Lokomotion induzierten als bei der Darbietung des 20 kHz Reizes. Hingegen
zeigten die Wistar Ratten bei entsprechenden akustischen Signalen eher eine reduzierte Motorik (Commissaris et al., 2000). Bei den in der vorliegenden
Arbeit verwendeten Sprague Dawley Ratten handelt es sich wie bei den Wistar Ratten um eine Albino-Zuchtlinie. Die genotypischen Unterschiede, die
Rekonstruktion der einzelnen Rattenlinienstammbaume der gescheckten und den Albino-Ratten sind Gegenstand aktueller Forschung (Kuramoto et al.,
2012) Zu beachten ist jedoch, dass hier keine Linien-Ubergreifenden Rickschlusse beziglich des Verhaltens in Antwort auf akustische Reize gezogen
werden sollten, da auch bei dem Versuchparadigma, der Prapuls-Inhibition (bei dem ebenfalls akustische Reize verwendet werden), Unterschiede
zwischen den Wistar, Lister Hooded und Sprague Dawley Ratten festgestellt wurden (Weiss et al., 2000).
% Bei dieser Verhaltensmessapparatur handelt es sich um ein erhéhtes plus-formiges Labyrinth in dem die Versuchstiere die Wahl haben, sich zwischen
einem geschlossenen und einem offenen Arm hindurch zu bewegen. Dabei ist es erwiesen, dass die Versuchstiere bevorzugt die geschlossenen Arme
des Labyrinthes nutzen, und die offenen noch starker vermeiden, wenn sie Angst empfinden.
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anxiogenen Effekt auslost. Der Sinuston sollte zudem bei unterschiedlichen
Schalldruckpegeln verabreicht werden, unter der Fragestellung, ob der jeweils
verwendete Schalldruckpegel Einfluss auf die gemessene Reaktion der Tiere haben
konnte. Ebenso kénnte in diesem Zusammenhang mit Hilfe eines Detektors fir
Ultraschallfrequenzen (mit der Mdglichkeit, den kinstlich dargebotenen Sinusreiz heraus
zu filtern) geprift werden, ob Ratten vielleicht sogar mit einer Emission von 20-22 kHz
Lauten auf den Sinuston reagieren. Interessant ware zudem die Messung der
Neurotransmitter Acetylcholin innerhalb des anterioren Hypothalamus, des préaoptischen
Areals, des Bed Nucleus, der Stria Terminalis und des lateralen Septums die im
Zusammenhang mit der 22 kHz Vokalisation eine erhéhte Acetylcholinausschittung aus
dem laterodorsal tegmentalen Nucleus erreicht (Brudzynski, 2009). Ein weiterfihrender
Gedankenansatz kdonnte auch die Veranderung der Neurotransmission sein, die sich bei
der 50 kHz Vokalisation ereignet. So ist gezeigt worden, dass sie in Zusammenhang mit
einer verstarkten dopaminergen Transmission vom ventral tegmentalen Areal zum
Nucleus accumbens (also innerhalb des mesolimbischen Systems) steht (Brudzynski,
2013), und dass die lokale Applikation von Amphetamin die appetitive 50 kHz
Vokalisation verstarkt (Burgdorf et al., 2001a). Zwischen der 20 kHz und der 50 kHz
Vokalisation scheint es eine Art kompetitiven Zusammenhang zu geben; so fihrt die
Verabreichung von aversiven Substanzen neben der Verstarkung der 20 kHz
Vokalisation zu einer Verminderung der 50 kHz Vokalisation  (Burgdorf et al., 2001b).
Zudem wurde gezeigt, dass die Ultraschallvokalisation durch eine Manipulation des
dopaminergen Systems (insbesondere durch kombinierte Gabe von D1 und D2-
Rezeptorantagonisten) herabgesetzt wird (Ringel et al., 2013). Aus einer Studie zur
Beziehung zwischen Muttertieren und Nachkommen ist bekannt, dass die Gabe des
dualen D1 und D2 Rezeptor Antagonisten Flupentixol die Isolationsrufe der
Nachkommen steigert (Muller et al., 2009). Neben einer Beeintrachtigung der
Vokalisation ist auch denkbar, dass die Haloperidolwirkung per se durch die Blockade
der Dopamin-Rezeptoren auch zu einer veranderten Wahrnehmung des dargebotenen
Sinustones gefuhrt hat, der somit ein aversives Verhalten ausgeldst haben kénnte. Einen
Hinweis auf eine verdnderte Wahrnehmung bietet eine Studie, die sich mit D1 und D2
ahnlichen knock-out Mausmutanten befasste und zeigte, dass ein Fehlen der D1 und D2
Rezeptoren eine geringe aber signifikante Auswirkung auf die Basisantwort der Cochlea
auf Laute bewirkt (Maison et al., 2012). Dass das Neuroleptikum Haloperidol nicht nur die
dopaminergen Rezeptoren des nigrostriatalen Systems beeinflusst (und somit die
parkinsonoiden Symptome hervorruft), sondern auch die dopaminergen Rezeptoren des
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mesolimbischen Systems (was vermutlich zu dem antipsychotischen Effekt bei der
Behandlung von Schizophrenie-Patienten fihrt) ist aus der Literatur bekannt (Julien,
1997; Wadenberg et al., 2001). Ob diese Veranderung zu der oben vermuteten
Verschiebung in Richtung einer aversiven Reaktion geflihrt haben kénnte, bleibt offen.
Wirde sich diese Vermutung bestéatigen, ware zudem noch zu prufen, ob die Tiere bei
dem Versuch mit dem auditorischen Hinweisreiz tatsédchlich die oben vermutete
Verschiebung von einer freezing- zu einer fight or flight-Reaktion durchlaufen haben.
Hierzu mussten beispielsweise die bekannten und diese Reaktionen begleitenden
physiologischen Veranderungen® gemessen werden. Auch innerhalb bei der Parkinson-
Erkrankung gibt es Patienten durch eine ausgepragte Versteifung ihrer Kérperhaltung
und dem anfallsartigen Abbruch ihrer Fortbewegung eine Form des freezings zeigen
(Matar et al., 2013). Laut den Autoren dieser Studie ist dieses freezing nicht nur
innerhalb einer virtuellen Umgebung messbar, sondern es konnte dariber hinaus gezeigt
werden, dass verschiedene externe Hinweisreize zu einem mehr oder weniger starken
freezing fuhren konnten (Matar et al., 2013). Bei den Versuchen zum Einfluss visueller
beziehungsweise taktiler Hinweisreize ergibt sich in Projekt Ilal keinerlei signifikante
Erniedrigung der Abstiegslatenz. Da dies nicht unbedingt bedeutet, dass ein Wechsel
einzelner Hinweisreize dieser Sinnes-Modalitaten nicht ausreichen um - nach erfolgter
Katalepsie-Sensitivierung - solch eine Erniedrigung hervorzurufen, ist folgende
Uberlegung mit einzubeziehen: Bei bisherigen Versuchen sind die Tiere bereits vor
Beginn der Haloperidolwirkung in dem Raum mit der Testapparatur eingebracht worden.
Auch an dem Tag des Kontextwechsels wurden die veranderten Parameter den Tieren
direkt zu Beginn des Versuches dargeboten. Beim Test der einzelnen Hinweisreize
wurden die Tiere zu Beginn des Versuches und der Haloperidolwirkung zwar in den
Raum mit der Versuchsbox eingebracht, jedoch allein fir den Test in die Boxen mit der
Versuchsapparatur. Das bedeutet, die Tiere wurden in allen vorhergehenden Versuchen
fur langer als 60 Minuten in dem Raum gehalten, in dem auch der Versuch durchgefuhrt
wurde, hingegen verweilten sie wahrend der aktuellen Versuche zu den Hinweisreizen
maximal 6 Minuten®” (zweimaliges Durchfilhren des Katalepsietests) in der Box, in der
die Versuchsapparatur stand. Diese kurzere Verweildauer konnte eine optimalere
Assoziation zwischen der unkonditionierten Haloperidolwirkung und den vermutlich
weniger intensiv. wahrgenommenen visuellen beziehungsweise taktilen Hinweisreizen,

zusatzlich abgeschwacht haben. Wahrscheinlich ist zudem, dass neben den separat

% Wie beispielsweise die fir das freezing angenommene Bradykardie gegeniiber der hoheren Herzschlagrate, die mit der fight or flight Reaktion in
Verbindung gebracht wird (Miki und Yoshimoto, 2010; Schadt und Hasser, 1998)
5" Unter Vernachlassigung der Zeit die fur das Einbringen in und das Herausnehmen aus der Versuchsbox verging vgl. Material und Methoden.
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dargebotenen Hinweisreizen auch die Katalepsie-Apparatur an sich als konditionierter
Stimulus gewirkt hat. Das unterschiedliche Kontextkomponenten in unterschiedlichem
Ausmald an einem Assoziationsprozess beteiligt sein kdnnen wurde bereits durch ein
mathematisches Modell von Rescorla und Wagner beschrieben (aus (Mazur, 2002)).
Nach diesem Modell (6) kann ein Zusammenhang zwischen der Veranderung der
Assoziationsstarke eines konditionierenden  Stimulus (AV;) innerhalb eines
Versuchsabschnittes und der Summe verschiedener konditionierender Stimuli (Vsum) Uber
sich wiederholende Versuchsdurchfihrungen hergestellt werden. Diese Gleichung
berlicksichtigt die maximale Ausprdgung der durch einen unkonditionierten Reiz
hervorgerufene Assoziationsstarke (A;) sowie die Salienz (S;) des einzelnen
konditionierenden Stimulus, also die Auffalligkeit eines bestimmten Reizes, die als Mal3
dafur gelten kann, welche Relevanz das Vorhandensein eines Reizes fir die bewusste

Wahrnehmung des Versuchstieres hat (Trevino et al., 2011).
(6) AV, =S [(A -V,,)

Die Veradnderung der Assoziationsstarke des untersuchten konditionierenden Stimulus
kann dabei, je nach Salienz (S;) des jeweiligen Stimulus und dem Einfluss der
Assoziation aller in dem Versuch relevanten Stimuli (Vaum) entsprechend stark
ausgepragt sein. Im Verlauf einer Konditionierung nahert sich die Assoziationsstarke des
konditionierten Stimulus (Vj) an die vom unkonditionierten Reiz ausgehende
Assoziationsstarke (A;)) an (Mazur, 2002). In Anlehnung an dieses Modell konnte
bezogen auf die Hinweisreiz-bedingten Untersuchungen innerhalb dieses Projektes
vermutet werden, dass die Salienz des visuellen Reizes (S,) und die des taktilen Reizes
(Sy) fur sich genommen relativ niedrig war. So kdnnten diese Salienzen bereits wahrend
der Sensitivierung durch die Salienz der Katalepsie-Apparatur (Ska) und insbesondere
durch die des auditorischen Hinweisreizes (Saug) In ihrer Assoziationsstarke
.uberschattet* worden sein. Solch ein ,uberschattender Effekt” (engl.: overshadowing)
wurde innerhalb des Rescorla-Wagner Modells beschrieben (fur Details vgl. (Mazur,
2002)). So kommt es zwar innerhalb der Katalepsie-Sensitivierung zu einer progressiven
Steigerung der Assoziation, allerdings konnte dabei der Einfluss des visuellen,
beziehungsweise taktilen Hinweisreizes in den entsprechenden Versuchstiergruppen
gering ausgefallen und somit auch die Verdnderung des taktilen oder visuellen
Hinweisreizes am Tag des Kontextwechsels weniger stark ins Gewicht gefallen sein.
Bezuglich des taktilen Hinweisreizes ist nattrlich auch zu beachten, dass Ratten auch
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mit ihren Vibrissen taktile Reize perzeptieren. Aufgrund der Durchfihrungsmadglichkeiten
und einer Publikation (Hughes, 2007) die darauf schlieen lasst, dass die Ratten
durchaus in der Lage sind, taktile Unterschiede unabhangig von den Vibrissen
wahrzunehmen, wurde dieser Aspekt im Projekt llal vernachlassigt. Interessant ware es
dennoch zu untersuchen, ob eine Kombination aus taktiler Wahrnehmung durch die
Pfoten der Tiere mit der Wahrnehmung tber die Vibrissen vielleicht eine hohere Salienz
des taktilen Hinweisreizes bedingen kdnnte. Der visuelle Hinweisreizwechsel durch die
austauschbare Tapete (grau/ schwarz-weil3 gestreift) wurde gewahlt, da er sich innerhalb
der konditionierten Platzpraferenz bereits als unterscheidbarer visueller Stimulus bei
Ratten bewahrt hatte (Agatsuma et al., 2006). Um bei dem visuellen Hinweisreiz auch
eine Modulation der Salienz zu erreichen kénnte man den Helligkeitskontrast zwischen
den austauschbaren Tapeten erhéhen und beispielsweise eine schwarze (wahrend der
Sensitivierung) gegen eine weil3e Tapete (wahrend des Hinweisreizwechsels)
austauschen. Zwischen dieser Auswahl gibt es laut (Davoody et al., 2011) bei Ratten
gewisse Praferenzen fir den Aufenthalt in einem entsprechend gestalteten Raum. Ziel
der Versuche dieses Projektes war jedoch gerade durch den Wechsel eines mdglichst
diskreten einzelnen Hinweisreizes (und eben nicht solch einen mit héherer Salienz)
heraus zu finden, ob dieser ausreicht um eine Verminderung der hoch-sensitivierten
Abstiegslatenz zu erreichen. Um in einem weiteren Versuch zu testen, ob der hier
verwendete visuelle und taktile Hinweisreiz ohne den vermuteten ,Uberschattungs-
Effekt* durch den auditorischen Hinweisreiz ausreichen wirde, um am Tag des
Hinweisreizwechsels eine verminderte Abstiegslatenz zu induzieren, konnte eine
vorangehende Sensitivierung auch ohne das weile Rauschen erneut durchgefihrt
werden. Die zu Beginn dieses Abschnittes beschriebenen Quantitdtsunterschiede des
taktilen und visuellen Hinweisreizes im Vergleich zum auditorischen Hinweisreiz kénnten
zusammenfassend als Salienzunterschied gewertet werden. Auch in Hinblick auf die
Tatsache, dass allen Tieren wahrend der Sensitivierungsphase die gleichen Hinweisreize
aller drei Sinnesmodalitaten geboten wurden (taktil: glatter Untergrund und glatte Stange,
visuell: Blick auf graue Wand, auditorisch: weil3es Rauschen) kdnnte man davon
ausgehen, dass das weil3e Rauschen der auffalligste der drei Hinweisreize war, und
somit wahrend der Sensitivierung die hdchste Salienz eingenommen hat, wodurch
maoglicherweise die Assoziationsstarke des auditorischen Reizes im Vordergrund stand.
In einem weiteren Versuch kodnnte man versuchen, die Salienzen der einzelnen
Hinweisreize einzuordnen um zu klaren ob es moglich ist, den Versuch mit Hinweisreizen

unterschiedlicher Sinnesmodalitaten, aber gleicher Salienz zu wiederholen. Des
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Weiteren bleibt zu klaren, welchen Einfluss die Katalepsie-Apparatur  als solche als
konditionierender Stimulus einnehmen kénnte. Erwahnenswert ist diesbezlglich eine
Publikation von Zahng und Li (Zhang und Li, 2012) die unter anderem gezeigt hat, dass
es unter Haloperidoleinfluss zu einer ,antipsychotischen Sensitivierung® kommt, die
durch zwei unterschiedliche Testapparaturen getestet werden kann. Dabei wird durch
beide Testapparaturen die Inhibition eines bestimmten Verhaltens als Mafld der
Sensitivierung herangezogen. Die Autoren haben gezeigt, dass es wahrend dieser
Sensitivierung zu einer Kontextabhangigkeit bezuglich einer Apparatur kommt®. Diese
Studie spricht dafur, dass es auch im vorliegenden Projekt neben der Assoziation
zwischen dem allgemeinen Kontext und der Haloperidolwirkung (Umfeld-Assoziation )
auch zu einer direkten Assoziation zwischen dem Testapparat und der
Haloperidolwirkung (Testapparat-Assoziation ) gekommen sein kénnte, die unabhangig
voneinander zu betrachten sind. Vermutlich Uberlagert eine stabile Umfeld-Assoziation
die Testapparatur-Assoziation. Sobald einer der im Umfeld integrierten Hinweisreize zu
stark durch Storfaktoren (andere Hinweisreize einer héheren Salienz) beeintrachtigt wird,
kann die Testapparatur-Assoziation in ihrem Einfluss auf die Assoziation ansteigen. Bei
der auditorischen Gruppe konnte die Assoziation zum auditorischen Hinweisreiz wahrend
der Sensitivierung zwar (&hnlich wie bei dem Versuch zum taktilen und visuellen
Hinweisreiz) aufgrund der kurzen Prasentation moderat abgeschwéacht gewesen sein,
aber bereits durch die eventuell hohere Salienz des weiRen Rauschen (wahrend der
Sensitivierungsphase) einen hohere Relevanz hinsichtlich der Assoziationsstarke gehabt
haben. Am Tag des Kontextwechsels, konnte sich der, durch das einmalige Erscheinen
des Sinustons vermutete Stress zwar durch freezing-Verhalten prokataleptisch auf den
Versuchstag ausgewirkt, aber zum anderen auch dazu gefihrt haben, dass die Ska: der
vermuteten Testapparat-Assoziation durch den starken Kontextwechsel abgeschwécht
und diese somit an den darauffolgenden Tagen (bei der auditorischen Gruppe) nicht
mehr in voller Starke ausgeprdgt werden konnte. Diese Annahme ist ein
Erklarungsmodell, weshalb die einmalige Darbietung eines vermutlich Angst-
auslosenden auditorischen Reizes, die Stabilitat der Testapparatur-Assoziation

beeintrachtigt haben und die Katalepsie nach dem Kontextwechsel vermindert haben
konnte. Die Studie von Amtage und Schmidt (Amtage und Schmidt, 2003) fihrte bereits

friher zu dem Schluss, dass an dem Konditionierungs-Prozess der Haloperidol-

% Dies wird damit begrindet, dass Tiere, die in einer Testapparatur das inhibitorische Verhalten sensitiviert haben, bei einem Wechsel zur anderen
Testapparatur trotz vorangehender Sensitivierung des inhibitorischen Verhaltens keinen Unterschied zum Verhalten von Tieren zeigten, die zuvor keine
Sensitivierung des Inhibitorischen Verhaltens erfahren haben. Ein Retest in der Apparatur in der die Sensitivierung stattfand zeigte bei den betreffenden
Tiergruppen das zuvor durch die Sensitivierung verstarkt inhibitorische Verhalten erneut. Die Studie von Zahng und Li weist auf den Aspekt hin, dass die
sensitivierende Wirkung vor allem bei dem eigentlichen klinischen Einsatz von Haloperidol als typisches Neuroleptikum (aber auch bei dem atypischen
Neuroleptikum Olanzapin) als ,universelles Muster“ der Wirkungsweise antipsychotischer Substanzen angesehen werden kann.
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induzierten Katalepsie-Sensitivierung zwei unterschiedliche Mechanismen beteiligt sind.
In der Veroffentlichung wird eine ,Kontext-konditionierte Komponente®, die ,extingiert
werden kann“ beschrieben, wahrend eine weitere ,Kontext-abhangige Sensitivierungs-
Komponente nicht extingiert werden kann“. Diese Interpretation fuldt auf einer Studie in
der eine Tiergruppe welche zunéchst den Haloperidol-induzierten Sensitivierungsprozess
und anschlieBend eine Extinktion durchlaufen hat, bei Readministration von Haloperidol
nach dem Extinktionsprozess immer noch ein signifikant héheres Katalepsie-Level
zeigte, als eine andere Tiergruppe, die erstmals mit Haloperidol behandelt wurde®. Hier
wurde nun die Vermutung aufgestellt, dass es sich bei dem bisher allgemein als Kontext-
assoziierten Lernprozess beschriebenen Phanomen vermutlich um eine ,Aufsplittung*
der Assoziation handeln kénnte, bei der zum einen das Umfeld an sich, zum anderen
aber auch die Testapparatur - unabhangig vom Umfeld als assoziativer Anteil verstanden
werden koénnte. Zu beachten ist natirlich auch, dass selbst wenn man die Katalepsie-
Apparatur als eigenstdndige Kontext-Komponente wertet, auch diese insbesondere
durch die visuellen und taktilen Sinnes-Systeme der Versuchstiere wahrgenommen
wird®. Zusammenfassend lasst dieses Projekt vermuten, dass sich neben der rein
physikalischen Starke eines diskreten Hinweisreizes auch das Salienz-Verhaltnis
zwischen verschiedenen Hinweisreizen auf den Kontext-abhangigen

Assoziationsprozess der Katalepsie-Sensitivierung auswirkt.
7.3. Projekt lla2

Auswirkungen taglicher Kontext-Verédnderungen und ei ner Sensitivierung in
gewohnter Umgebung auf die Entwicklung und Kontexta bhangigkeit der

Katalepsie-Sensitivierung

Die tagliche Durchfihrung eines einmaligen Kontextwechsels (innerhalb der TKK-
Gruppe) und die Durchfihrung der Sensitivierung innerhalb eines bereits bekannten
Kontextes (der Tierhaltung, innerhalb der H-Gruppe), hatten im Projekt lla2 Einfluss auf
die Katalepsie-Sensitivierung. Die Sensitiverungsphase (Katalepsie-Entwicklung tber die
Messpunkte A bis C) zeigte in der K-Gruppe einen signifikanten Verlauf der Katalepsie-
Sensitivierung. Bei der Entwicklung der Katalepsie-Sensitivierung zeigte sich innerhalb
der H-Gruppe zwar auch ein signifikanter Unterschied zwischen den Messpunkten A, B

% Das die Extinktion erfolgreich gewesen war zeigte der Vergleich mit einer Tiergruppe die zunachst parallel zur zuerst beschriebenen Gruppe
sensitiviert, dann aber im AnschluB nicht einer Extinktion unterzogen wurde (und im Vergleich zur Gruppe mit der Extinktion ein noch hdheres
Katalepsielevel beim beschriebenen Retest zeigte.
 Da die Apparatur vor allem in der visuellen Gruppe auch wéahrend dem Hinweisreizwechsel konstant blieb, kdnnte auch dies dazu beigetragen haben,
dass der visuelle Hinweisreizwechsel allein nicht zu einer Erniedrigung der Abstiegslatenz gefiihrt hat.
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und C, im Vergleich zur K-Gruppe wurde in der H-Gruppe jedoch am Ende der
Sensitivierung (Messpunkt C) eine signifikant niedrigere Abstiegslatenz gemessen.
Verglichen mit der klassischen Katalepsie-Sensitivierungs-Gruppe hatte die H-Gruppe
am Ende der Sensitivierungsphase also nicht die gleiche Katalepsiestarke erreicht. Nach
einer signifikant hoheren Katalepsieauspragung zu Beginn der Sensitivierung
(Messpunkt A) war diese innerhalb der TKK-Gruppe im Vergleich zur der Abstiegslatenz
der K-Gruppe im weiteren Verlauf (Messpunkt B und C) der Sensitivierung signifikant
niedriger. Eine Sichtung der einzelnen Messwerte ergab, dass die signifikante Erh6hung
der Abstiegslatenzen am Messpunkt A innerhalb der TKK Gruppe dadurch zustande
kam, dass zwei der 10 Tiere bei der Messung am zweiten Versuchstag (in Kontext F) die
maximale Abstiegslatenz von 180s zeigten, wahrend bei vier weitere Tiere am Tag 2
Abstiegslatenzen zwischen 42 und 80 Sekunden zu messen waren (der Mittelwert der
Messdaten des zweiten Versuchstages lag in der TKK- Gruppe bei 60,8 + 21,8 S.E.M).
Am Tag 1 zeigten alle Tiere der TKK Gruppe hingegen geringe Abstiegslatenzen die
vergleichbar mit den Abstiegslatenzen der K- und H- Gruppe waren (Mittelwerte an Tag 1
TKK-Gruppe: 0,9s + 0,5 S.E.M; K-Gruppe: 0,2s + 0,13 S.E.M; H-Gruppe: 1,4 + 1,19
S.E.M.). Eine zusatzlich durchgefuhrte statistische Auswertung bestatigte dies: So ergab
der Vergleich zwischen den Abstiegslatenzen an Tag 1 keinen signifikanten Unterschied
zwischen den drei Gruppen (K-Gruppe vs. TKK-Gruppe, p=0,26, K-Gruppe vs. H-
Gruppe, p= 0,55 und H-Gruppe vs. TKK-Gruppe, p=0,65, Mann-Whitney-U-Test). Ein
Vergleich zwischen den Werten des zweiten Versuchstages zeigte hingegen signifikante
Unterschiede zwischen der TKK- und der K-Gruppe (p= 0,021, Mann-Whitney-U-Test).
Mit Blick auf den Lageplan wird deutlich, dass die Tiere der TKK-Gruppe am ersten
Versuchstag im Kontext G getestet wurden. Dieser Kontext lag, von der Tierhaltung aus
gesehen, fast auf dem gleichen Transportweg wie der Kontext F, in dem die Tiere am
zweiten Tag getestet wurden. Sowohl in Kontext F als auch in Kontext G wurde den
Tieren kein Hintergrundgerausch vorgespielt, die Versuchsdurchfuhrerin trug in beiden
Kontexten dieselbe Kittelfarbe und die Testapparatur war eine glatte Stange. Eine
Erhdhung der Abstiegslatenzen von Tag 1 zu Tag 2™ kénnte auf diese zu starken
Ahnlichkeiten der Kontexte G und F zuriick zu fihren sein. Im gesamten
Sensitivierungsverlauf ergaben sich innerhalb der TKK-Gruppe keine signifikanten
Unterschiede zwischen den gemittelten Messpunkten A, B und C. Dies lasst vermuten,
dass der taglich durchgefihrte Kontextwechsel innerhalb der TKK-Gruppe zu einer
abgeschwéchten Assoziation  zwischen Kontext und dem kataleptischen Verhalten

™ Diese Erhéhung war auch innerhalb der TKK-Gruppe signifikant; der Vergleich der Abstieggslatenzen ergab zwischen Tag 1 und Tag 2 einen
signifikanten Unterschied (p=0,013, Wilcoxon-Test).
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gefuhrt, somit die Katalepsie-Sensitivierung verhindert hat. Im Gegensatz zu
bisherigen Untersuchungen zur Kontextabhangigkeit der Katalepsie-Sensitivierung
(Amtage und Schmidt, 2003; Klein und Schmidt, 2003), wurde hier erstmals nicht nur ein
einmaliger Kontextwechsel nach dem Sensitivierungsprozess, sondern ein taglicher
Kontextwechsel wahrend des Sensitivierungsprozess durchgefuhrt. Dieser tagliche
Kontextwechsel innerhalb der TKK-Gruppe hat (mit Ausnahme der oben beschriebenen
Einschrankung des Abstiegslatenz-Anstieges von Tag 1 zu Tag 2) den
Sensitivierungsprozess nachhaltig beeintrachtigt. Im Gegensatz zu den Gruppen des
Projektes llal verbrachte die TKK-Gruppe zwar taglich eine langere Zeitspanne an
dem jeweiligen Ort’?, an dem der Katalepsietest durchgefilhrt wurde, aber durch den
taglichen Wechsel des Umfeldes wurde vermutlich eine stabile Assoziation zwischen
diesem und der Haloperidolwirkung verhindert. Dies zeigt, dass es neben der im Projekt |
beschriebenen pharmakologisch induzierten (Glutamatrezeptor-Antagonisten)
Verlangsamung der Sensitivierung auch auf der Verhaltensebene mdglich ist, den
Prozess der sonst robusten Katalepsie-Sensitiverung abzuschwéchen oder zu
behindern. Innerhalb der anderen zwei Versuchstiergruppen zeigte die K-Gruppe
erwartungsgemal den stetigsten Verlauf einer Katalepsie-Sensitivierung. Die
Abstiegslatenzen der TKK- und H-Gruppe lagen am Ende der Sensitivierung (Messpunkt
C) im Vergleich zu denen der K-Gruppe jeweils signifikant niedriger. Diese Beobachtung
impliziert die Frage, weshalb die H-Gruppe wahrend der Sensitiverungsphase keine
ahnlich starke Katalepsieauspragung wie die K-Gruppe erreichte, obwohl diese ebenso
wie die K-Gruppe wéhrend der Sensitivierung keinen Kontextwechsel erfuhr. Eine
Erklarung dafir kénnte das Phanomen der latenten Inhibition "3 (Cole et al., 1996;
Lubow und Moore, 1959) innerhalb der H-Gruppe sein. In Anlehnung an das im
vorherigen Kapitel erwahnte Rescorla-Wagner-Modell (6), das eine Verdnderung der
Salienz (S;) eines konditionierenden Stimulus in Betracht zieht (Pearce und Hall, 1980),
beschreibt die latente Inhibition eine ,Retardierung der Konditionierung, die dadurch
produziert wird, dass ein konditionierter Stimulus zunéchst allein [also ohne zuséatzlichen
unkonditionierten Stimulus] dargeboten wird (...) und somit zu einer Abschwachung der
Salienz dieses Stimulus [fur eine nachfolgende Konditionierung] fuhrt“ (Pearce und Hall,
1980). Das Phanomen der latenten Inhibition ist Spezies-tbergreifend und wurde bereits

bei verschiedenen Lernparadigmen’ gezeigt (Lewis und Gould, 2004; Lubow, 1973,

"2 ygl. Diskussion zu Projektllal, Aufenthaltsdauer in der Box
Die zuvorige Paarung eines irrelevanten Stimulus mit einem Kontext, der spéater zur Assoziation mit einem biologisch signifikanten Stimulus
herangezogen wird, verzégert die Akquisition dieser nachfolgenden Assoziation (Lubow und Moore, 1959).
“ Gezeigt wurde die latente Inhibition beispielsweise bei der appetitiven Konditionierung, der Furcht-Konditionierung und Versuchen zur
Geschmacksaversion (Hall und Honey, 1989).
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2005; Norman und Cassaday, 2004; Radulovic et al., 1998). Bezogen auf die H-Gruppe
wére es also denkbar, dass die Assoziation zwischen Tierhaltung und der wahrend der
Sensitivierung durch Haloperidol induzierten Katalepsie dadurch beeintrachtigt wurde,
dass die Tiere der H-Gruppe bereits zuvor ohne Haloperidolapplikation an den Kontext
der Tierhaltung gewobhnt waren. Somit kdnnte die bisherige Assoziation zwischen
Umgebung (Raum) und der taglichen Tierhaltungs- und Pflege-Prozedur die Bildung
einer neuen Assoziation (zwischen eben diesem Raum und der Haloperidolwirkung)
erschwert haben. Der Effekt einer beeintrachtigten Katalepsie-Sensitiverung innerhalb
der H-Gruppe, der durch die latente Inhibition verursacht worden sein kdnnte, ware
demnach a priori zu erwarten gewesen. Eine neuere Studie hat gezeigt, dass das
Phanomen der latenten Inhibition durch Futter und Wasserdeprivation im
Versuchsparadigma der auditorischen Angstkonditionierung beeintrachtigt werden kann
(De la Casa, 2013). Diese Studie konnte als Ausgangspunkt dienen um zu tberprifen,
ob das hier vermutete Phdnomen einer latenten Inhibition tatsachlich vorliegt. Der
Kontextwechsel im klassischen Sinn (an Tag 9) hat bei der TKK-Gruppe
erwartungsgemal zu keiner Erniedrigung der Katalepsie-Sensitivierung gefihrt.
Innerhalb der TKK-Gruppe ist dies durch die bereits besprochene fehlende Assoziation
zwischen den taglich wechselnden Kontexten zu erklaren, wodurch die
Versuchsbedingungen an Tag 9 keinen angemessenen Kontextwechsel mehr darstellen.
Innerhalb der H-Gruppe gab es erwartungsgemaf eine signifikante Erniedrigung der
Abstiegslatenz an Tag 9 verglichen mit Tag 10, beziehungsweise mit der des letzten
Messpunktes der Katalepsie-Sensitivierung. Die Tatsache, dass der Abfall der
Abstiegslatenz innerhalb der K-Gruppe an Tag 9 sich nicht signifikant von der
Abstiegslatenz des Tages 10, beziehungsweise des Messpunktes C unterscheidet,
scheint zunachst nicht den Erwartungen zu entsprechen. Es ist jedoch auffallig, dass bei
Kontrolle der jeweiligen Kontextbedingungen (abbidung 19 ) der Kontext A und B,
(abgesehen von Bekleidung und Kopfbedeckung der Versuchsdurchfuihrerin), eher einer
Kombination von diskreten visuellen und taktilen Hinweisreizen (graue Wand, glatte
Stange, weiche Unterlage) und einem entsprechenden Wechsel (gestreifte Wand,
umwickelte Stange, grébere Unterlage) aus dem Projekt llal entsprechen. Zudem kdnnte
das Radiogerausch aus Kontext A eventuell von den Ratten nicht gut genug von dem
weilen Rauschen in Kontext B diskriminiert worden sein, und wie bereits in der
Diskussion des Projektes llal vermutet, genau dieses Rauschen/Radiogerausch, auch
eine erhohte Salienz des auditorischen Stimulus in Bezug auf den visuellen und taktilen
Reiz vorgelegen haben. Dies ist eine mdgliche Begrindung, wieso es in der K-Gruppe
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nicht zu einer signifikanten Erniedrigung der Abstiegslatenz an Tag 9 im Vergleich zum
letzten Messpunkt C der Sensitivierung, beziehungsweise Tag 10 gekommen ist. Im
Vergleich zur H-Gruppe wirde diese Begriindung Sinn ergeben, denn bei dem Wechsel
von der Tierhaltung (Kontextbezeichnung: Heimkéfig) zum Kontext B erfuhren die Tiere
das dort vorgespielte weil3e Rauschen (mit mutmalilich héherer Salienz) zu dem sie
zuvor keine Assoziation ausbilden konnten (da innerhalb der Tierhaltung weder
Radiogerausche noch weiRes Rauschen vorgespielt wurden). Somit kénnte das initial
nicht erwartete Ergebnis des nicht signifikanten Abfalls der Abstiegslatenz an Tag 9
innerhalb der K-Gruppe bei nédherer Betrachtung die Ergebnisse und Interpretation zum
Projekt llal unterstreichen.

7.4. Projekt lla3

Untersuchung des Novelty Effektes bei der Kontextab hangigkeit der Katalepsie-

Sensitivierung

Innerhalb des Projektes 1la3 wurde geprift, ob die Kontextabhangigkeit der Katalepsie-
Sensitivierung auf Verhaltensebene durch die sogenannte Novelty-Hypothese erklart
werden kann, d.h. ob der Neuigkeitswert eines Kontextes , in den die Versuchstiere
nach erfolgter Katalepsie-Sensitivierung erstmalig eingebracht wurden, zu einer
reduzierten Abstiegslatenz ~ fihrt. Hinweise auf diesen Umstand finden sich in
verschiedenen Publikationen (Amtage und Schmidt, 2003; Klein und Schmidt, 2003).
Diese Uberlegung ist auch insofern interessant, als der Neuigkeitswert eines Reizes
auch mit einer Erh6hung dopaminerger Neurotransmission , insbesondere Uber die
mesolimbische Projektion, in Verbindung gebracht wurde (Hansen und Manahan-
Vaughan, 2012; Legault und Wise, 2001; Ljungberg et al., 1992; Schultz, 1998). Dadurch
kbnnte es theoretisch zu einer Kompensierung der Haloperidol-induzierten
dopaminergen Hemmung in der indirekten Basalganglienschleife und somit zu einer
motorischen Aktivierung kommen. Um diese Novelty-Hypothese zu prufen, wurde im
Projekt 1la3 versucht, den Neuigkeitswert eines Kontextes (B) durch eine der
Sensitivierungsphase vorangehenden, Habituierungsphase zu reduzieren . Wahrend
dieser funftagigen Habituierungsphase erhielt die SalineB/HaloperidolA-Gruppe im
Kontext B, in dem der spatere Kontextwechsel stattfinden sollte, und die
SalineA/HaloperidolA-Gruppe in Kontext A (dem spéteren Sensitivierungskontext) 60
Minuten vor dem taglichen Katalepsietest eine Vehikel-Injektion. Bei Zutreffen der
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Novelty-Hypothese ware zu erwarten gewesen, dass die Reduktion der Abstiegslatenz
im Rahmen eines Kontextwechsels (in Kontext B) nach erfolgter Katalepsie-
Sensitivierung (im Kontext A), bei der SalineB/HaloperidolA-Gruppe eine geringere
Auspragung zeigen wirde als die SalineA/HaloperidolA-Gruppe. Die Ergebnisse des
Verhaltensversuches des Projektes lla3 sprechen jedoch gegen die Anwendbarkeit
dieser Novelty-Hypothese: weil die SalineB/HaloperidolA-Gruppe, (die bereits in der
Habituierungsphase an den Kontext B gewdhnt wurde), keinen signifikant schwacheren
Abfall der Abstiegslatenz gezeigt hat. Mdglich ware naturlich, dass die Intensitat der hier
durchgefuihrten  Habituierung innerhalb der SalineB/HaloperidolA-Gruppe nicht
ausreichte, den Novelty-Effekt dieser Gruppe zu unterbinden. Eine zu schwache
Habituierung konnte dadurch hervorgerufen worden sein, dass direkt nach der
funftagigen Habituierungsphase die Sensitivierung fur beide Gruppen in Kontext A
erfolgte, was die Erinnerung an Kontext B innerhalb der SalineB/HaloperidolA-Gruppe
durchaus minimiert haben kodnnte. In einer Studie zur Psychostimulanz-induzierten
Sensitivierung mit Amphetamin schwéachte eine sechs bis achtstiindige Habituierung an
einen Kontext vor der Amphetamingabe den akuten Effekt der Amphetaminwirkung
starker ab, als dies bei einer einstindigen Habituierung der Fall war (Crombag et al.,
2001). Dies deutet zumindest darauf hin, dass die Stabilitat einer Habituierung durch eine
noch langere Dauer verstarkt werden kann. Die im vorliegenden Experiment
durchgeflihrte Habituierung konnte aufgrund der langeren Zeitspanne, die durch die
Sensitivierungsphase zwischen der Habituierung und der Darbietung des Kontextes B
am Versuchstag 17 lag, empfindlich gestdrt worden sein. In der SalineB/HaloperidolA-
Gruppe koénnte jedoch auch ein Effekt der latenten Inhibition vermutet werden: Die Tiere
dieser Gruppe konnten den Kontext B durch die Habituierungsphase mit einer Vehikel-
bedingten, kurzen Abstiegslatenz assoziiert haben. Dadurch konnte eine erneute
Darbietung des Kontextes B (am Tag des Kontextwechsels) diese (Habituierungs-)
Assoziation reaktiviert haben, wodurch eine neuere Assoziation zwischen Kontext B und
der durch die Haloperidolwirkung induzierten, langeren Abstiegslatenz gehemmt worden
sein konnte. Ein Effekt der latenten Inhibition miusste dann jedoch auch wahrend der
Sensitivierungsphase bei der SalineA/HaloperidolA-Gruppe Gruppe sichtbar sein, und
zwar in Form einer langsamer verlaufenden Sensitivierung, da der bereits fir die
SalineA/HaloperidolA-Gruppe bekannte Kontext A wéahrend der Habituierungsphase mit
der Saline-Injektion, nicht mit der prokataleptischen Haloperidolwirkung in Verbindung
gebracht wurde. Da es wahrend der Sensitivierung beider Gruppen keine signifikanten
Unterschiede gab, ist diese Hypothese allerdings eher unwahrscheinlich. Innerhalb der
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H-Gruppe des Projektes lla2 diente das Paradigma der latenten Inhibition als
Begriindung fir einen verflachten Verlauf der Katalepsie-Sensitivierung. Die Zeit die die
Tiere innerhalb der Tierhaltung verbrachten bevor der eigentliche Versuch begann, war
mit insgesamt zwei Wochen (Ruhephase nach Antransport der Tiere und
EingewOhnungszeit) zum einen etwas langer als der Zeitraum, den die
SalineB/HaloperidolA-Gruppe wahrend der Habituierungsphase (5 Tage) im Kontext B
verbrachte. Zum anderen wurde die Tierhaltungsprozedur (Futterung, Kafigreinigung)
innerhalb der H-Gruppe des Projektes lla2 vermutlich auch mit einer héheren Salienz
assoziiert, als die Katalepsiemessung nach Saline-Injektion innerhalb des Kontextes B
wéahrend der Habituierungsphase der SalineB/HaloperidolA-Gruppe. Auch in diesem Fall
kann die Studie von Crombag und Kollegen vergleichend herangezogen werden: sie
zeigte neben dem oben erwdhnten Einfluss der Dauer einer Habituierung auf die akute
Amphetaminwirkung, dass die Bildung einer Sensitivierung innerhalb des Heimkafigs
(wie in der H-Gruppe des Projektes Ila2) abgeschwécht ist gegentiber der Sensitivierung
innerhalb eines neuen Kontextes, wahrend eine Habituierung an diesen neuen Kontext
(fur eine beziehungsweise sechs bis acht Stunden) nicht die Sensitivierung an sich
sondern nur die akute Wirkung von Amphetamin beeintrachtigt (Crombag et al., 2001).
Somit kénnte, wie auch fiur die vorliegende Arbeit vermutet wurde, eine Gewdhnung an
die Tierhaltung/Heimkafige (im Projekt lla2, bei der H-Gruppe) mit einer grofReren
Wahrscheinlichkeit zu einer latenten Inhibition gefiihrt haben, als die Habituierung an den
neuen Kontext B (im Projekt lla3, bei der SalineB/HaloperidolA-Gruppe). Um
auszuschlieBen, dass die Novelty-Hypothese nicht aufgrund einer zu kurzen
Habituierungsphase oder einer zu langen Sensitivierungsphase verworfen werden muss,
und die Tiere der SalineB/HaloperidolA-Gruppe einfach nur zu kurz habituiert oder zu
lange sensitiviert worden sein konnten, sind weitere Untersuchungen nétig. Da eine
stabile Katalepsie-Sensitivierung mehrere Versuchsdurchgdnge benétigt sollte die
Sensitivierungsphase nicht gekurzt werden. Sinnvoller wére es, die Habituierungsphase
nicht auf funf Tage vor der Sensitivierung zu beschranken sondern anstatt der
Durchfihrung einer mehrtdgigen Sensitivierung diese an einigen Tagen zu
~durchbrechen* um fir die SalineB/HaloperidolA-Gruppe Tage einzurdaumen, an denen
die Tiere an Kontext B gewohnt werden, wahrend die Tiere der SalineA/HaloperidolA-
Gruppe in dieser Zeit an einen spéater nicht mehr relevanten Kontext C gewdhnt werden.
Ware die verminderte Abstiegslatenz vornehmlich ein Novelty bedingter Effekt, misste
bei einer stabilen Habituation ein signifikant geringerer Abfall in der Abstiegslatenz bei

der SalineB/HaloperidolA-Gruppe zu verzeichnen sein. Da dies unter den hier
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durchgefuhrten Versuchsbedingungen nicht der Fall war, sollte trotz der genannten
Einwande in Erwagung gezogen werden, ob ein Ausscheiden der Novelty-Hypothese in
Frage kommt. Wie bereits erwahnt, wird der Novelty-Effekt auf neuronaler Ebene
(&hnlich dem Effekt eines belohnenden Reizes) mit einer erhdhten dopaminergen
Transmission innerhalb der mesolimbischen Projektion in Verbindung gebracht (Garcia-
Garcia et al., 2010; Kakade und Dayan, 2002; Lisman und Grace, 2005; Rangel-Gomez
et al.,, 2013; Sarantis et al., 2012). Dariiber hinaus wurde dem Hippocampus, eine
maf3gebliche Beteiligung am Prozess der Novelty-Detektion zugesprochen, da in dieser
Gehirnregion der Abgleich zwischen neuen und bereits gespeicherten Informationen
stattfindet (Hansen und Manahan-Vaughan, 2012; Lisman und Grace, 2005; Sarantis et
al., 2012). Von Sarantis und Kollegen wurde zudem gezeigt, dass es innerhalb des
Hippocampus und des prafrontalen Kortex bei Ratten zu einer Novelty-induzierten,
D,/NMDA-Rezeptor abhangigen, Phosphorylierung von NMDA und AMPA
Rezeptoruntereinheiten und einer Phosphorylierung sowie Aktivierung der extrazellular
regulierten Kinasen 1 und 2 (ERK1/2)"® kommt - welche jeweils durch einen
Habituationsprozess verhindert werden konnten (Sarantis et al., 2012). Bei der Planung
des vorliegenden Projektes, ist davon ausgegangen worden, dass es im Falle eines
Novelty-induzierten Anstieges von Dopamin zu einer Kompensation der wahrend der
Haloperidolwirkung bedingten Hemmung der dopaminergen Neurone (innerhalb der
nigrostriatalen Bahn, speziell der D,-Rezeptoren) und somit zu einer motorischen
Aktivierung bei der Prasentation des neuen Kontextes kommen konnte. Auch wenn eine
dopaminerge Aktivierung im Rahmen des Novelty-Effektes laut Literatur maf3geblich
innerhalb der mesolimbischen Bahn stattfindet, wurde angenommen, dass diese die
motorische Inaktivierung durch Haloperidol innerhalb der nigrostriatalen Bahn
kompensieren kdonnte. Zum einen ist diese Annahme dadurch begrindet gewesen, dass
generell eine motorische Aktivierung durch Psychostimulanzien ausgeldst werden kann,
welche ebenfalls innerhalb der mesolimbischen Bahn zu einer erhéhten dopaminergen
Transmission fuhren (Fernandez-Espejo und Rodriguez-Espinosa, 2011). Zum anderen
konnte gezeigt werden, dass es auch durch die Aktivierung der Rezeptoren des
endogenen Peptids Neurokinin (NK)"® sowohl innerhalb der nigrostriatalen Bahn (iiber
einen NK2-Rezeptoragonisten), als auch innerhalb der mesolimbischen Bahn (Uber einen
NK3-Rezeptoragonisten) zur motorischen Aktivierung und einer Erhdéhung des

dopaminergen Umsatzes kommt (Elliott et al., 1991). Elliott und Kollegen zeigten

® Diese extrazellular-signal regulierten Kinasen (ERK) kénnen durch diverse externe Faktoren (wie beispielsweise Wachstumsfaktoren, virale Infekte
und Karzinogene) aktiviert werden und nehmen eine Transkriptionsfaktor-regulierende Funktion innerhalb der MAP-Kinase Signaltransduktionskaskade
ein (Johnson und Lapadat, 2002).

76 zur Synthese und zur neuroanatomischen Lokalisation dieses Peptides vgl. (Folkers et al., 1984; Mileusnic et al., 1999))
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aullerdem, dass eine periphere Gabe von Haloperidol die durch den NK2
Rezeptoragonisten ausgeldste motorische Aktivierung hemmen kann. Es ist also
denkbar, dass eine derartige Hemmung durch die mesolimbische Bahn (Uber NK3
Rezeptoragonisten) kompensiert werden kann. Fur eine Wechselwirkung der
mesolimbischen und nigrostriatalen Bahn spricht in diesem Zusammenhang auch eine
Studie mit Parkinson-Patienten, die zeigte dass ein Parkinson-induzierter Dopaminverlust
insbesondere, wenn er initial innerhalb der linken Hemisphare auftritt, mit einer
Reduzierung des Novelty-Verhaltens einhergeht (Tomer und Aharon-Peretz, 2004). Um
die aufgrund der Ergebnisse des Projektes lla3 vermutete Verwerfung der Novelty-
Hypothese im Paradigma der Katalepsie-Sensitivierung Uberpriufen zu kdnnen, wéren
neben dem oben vorgeschlagenem Verhaltensversuch somit auch molekularbiologische
Messungen im Hippocampus interessant. Durch diese kdnnten in Anlehnung an die
Studie von Sarantis und Kollegen (Sarantis et al., 2012) tberprift werden, ob es auch
(nach erfolgreicher Katalepsie-Sensitivierung) durch die Darbietung eines neuen
Kontextes zu einer Phosphorylierung von NMDA und AMPA Rezeptoruntereinheiten oder
der ERK kommt. Es konnte zudem geprift werden, ob die Gabe eines NK3-
Rezeptoragonisten innerhalb der mesolimbischen Bahn die Haloperidol-induzierte
Hemmung der motorischen Aktivitdt kompensiert. Als Alternative zur Novelty-Hypothese
ist ein weiteres Modell hinsichtlich der dopaminergen Aktivitat denkbar: das sogenannte
Reward Prediction Error Modell . Dabei handelt es sich um die Annahme, dass durch
die Art der Dopamintransmission der Unterschied zwischen einem vorhergesagten
belohnenden Ereignis und einer sich tatséchlich ereignenden Belohnung vermittelt
werden (Caplin und Dean, 2008). Die im Handbuch zur Belohnung und
Entscheidungsfindung (Handbook of reward and decission making), durch Tobler und
Kobasyashi (Tobler und Kobayashi, 2009) zitierte Arbeit von Schultz (Schultz et al.,
1997) zeigt eindrucksvolle  Messungen unterschiedlicher  Feuerraten  bei
elektrophysiologischen Ableitungen dopaminerger Neurone im Affenmodell in einem
appetitiven Konditionierungsparadigma. Das Reward Prediction Error Modell wurde von
Schultz und Kollegen begriindet (Mirenowicz und Schultz, 1994; Schultz et al., 1993) und
geht davon aus, dass es zu sogenannten Ubermafigen Feuerraten (engl.: bursts)
dopaminerger Neurone kommt, sobald eine unerwartete Belohnung eintritt oder ein Reiz
eine derartige Belohnung vorhersagt. Eine erhdhte dopaminerge Feuerrate setzt also
auch dann ein, wenn ein Belohnungs-assoziierter/pradiktiver konditionierter Stimulus
prasentiert wird. Bei den oben erwdhnten Messungen verschob sich die dopaminerge
Aktivierung in letzterem Fall auf den Zeitpunkt, an dem der konditionierte Stimulus
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gegeben wurde, wahrend bei der Belohnung an sich keine derartige Aktivierung mehr
gemessen wurde (Tobler und Kobayashi, 2009). Blieb die durch den konditionierten
Stimulus angekundigte Belohnung jedoch aus, so erfolgte zu dem Zeitpunkt an dem die
Belohnung erwartet wurde (aber ausblieb) ein Abfall der dopaminergen Feuerrate
(Ludvig et al., 2008; Schultz et al., 1997; Tobler und Kobayashi, 2009); bezeichnet als
sogenannter negativer Vorhersagefehler (engl.: negative prediction error) (Schultz et al.,
1997; Tobler und Kobayashi, 2009). Eine nicht vorhergesagte Belohnung,
beziehungsweise eine Belohnung die starker ausfallt als erwartet, fuhrt hingegen zu
einem dopaminergen burst und gilt als positiver Vorhersagefehler (engl.: positive
prediction error) (Tobler und Kobayashi, 2009). Die Ubertragung dieses Modells auf die
Katalepsie-Sensitivierung  erscheint ~ zunéachst  unverstandlich, da bei der
kontextabhangigen Katalepsie-Sensitivierung bisher davon ausgegangen wurde, dass es
sich bezuglich der prasentierten Kontexte um neutrale, also weder aversive noch
belohnende, Kontexte handelt. Es lasst sich jedoch vermuten, dass der Abstieg (oder
das Abnehmen der Tiere nach maximal 180 s) der Vermeidung einer negativen

Erfahrung gleich kommt, da die Tiere (wie in diesem Projekt unter Salinebehandlung
gezeigt) normalerweise nicht freiwillig an der Katalepsie-Apparatur verweilen (Sanberg et
al., 1988). Mit Hilfe der Cyklovoltammetrie’” wurde in einer Studie gezeigt, dass ein
Stimulus der zunachst mit einem aversiven Ereignis (Ful3schock) assoziiert ist, zu
einer Hemmung der Dopaminausschittung fuhrt. Hingegen fihrte ein Stimulus der mit
der Vermeidung des aversiven Ereignis  (Erlernen der Mdglichkeit, durch Tastendruck
den Ful3schock innerhalb kurzer Zeit nach einem Warnton zu vermeiden) assoziiert wird,
zu einer Erhéhung der Dopamintransmission (Oleson et al., 2012). Man geht davon aus,
dass die erhdéhte Dopaminfreisetzung als verstarkendes Signal dazu beitragt, dass ein
bestimmtes Verhalten erlernt wird (Oleson et al., 2012; Schultz, 2010; Tobler und
Kobayashi, 2009). In Anlehnung an das Schultz'sche Reward Prediction Modell kdnnte
der Kontext A den konditionierten Stimulus fur das Verharren an der Katalepsie-
Apparatur (das ,NoGo“-Verhalten) darstellen, die mutmalliche Erh6hung der Dopamin-
Aktivitat konnte dann zu Beginn der Sensitivierung beim Absteigen der Tiere erfolgen,
also beim Vermeiden der unangenehmen Situation. Eine erhthte Dopamin-Aktivitat
konnte sich verstarkend auf den Lernprozess des ,NoGo“- Verhaltens auswirken. Bliebe
der konditionierte Stimulus (im Falle des Kontext B) aus, wirde das bis zu diesem
Zeitpunkt mit dem Kontext A assoziierte ,NoGo“-Verhalten nur in geringerem Mal3
ausgefuhrt, vergleichbar zu einer friheren Phase der Sensitivierung in Kontext A. In

" Bei der Cyklovoltammetrie handelt es sich um eine zeitlich und rdumlich sehr hoch auflosbare Methode um in vivo Echtzeitmessungen der
extrazellularen Neurotransmitterkonzentration durchzufiihren (Robinson et al., 2003).
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Bezug auf die beschriebene Differenzierung zwischen dem umgebenden Kontext
(Umfeld-Assoziation) auf der einen, und der Katalepsie-Apparatur (Testapparatur
Assoziation) auf der anderen Seite (vgl. Diskussion zum Projekt lla2), wirde diese
Hypothese auch erklaren, warum es zwar zu einer signifikanten Erniedrigung der
Abstiegslatenz in Kontext B kommt, aber das Ausgangsniveau der Abstiegslatenz vor der
Sensitivierung in Kontext A nicht ganz erreicht wird, da neben dem Umfeld vermutlich
auch die Testapparatur assoziiert wurde, welche im Kontext B ebenfalls vorhanden ist.
Abschliel3end lasst sich sagen, dass es weiterer Versuche bedarf, um die Novelty-
Hypothese ganzlich auszuschlieRen und die Ubertragbarkeit des Reward-Prediction
Modells auf das Paradigma der Katalepsie-Sensitiverung zu Uberprifen. Neben dem
erwahnten Verhaltensversuch (der das Mald der Habituierung erh6hen soll) ware die
Durchfihrung eines Katalepsieversuches mit kombinierter Cyclovoltammetrie ein
probates Verfahren, um die tatsachlichen Veranderungen der dopaminergen
Transmission innerhalb der mesolimbischen und nigrostriatalen Projektion wahrend der
haloperidolinduzierten Katalepsie-Sensitivierung (in Kontext A) und dem anschliel3enden
Kontextwechsel (in Kontext B) zu detektieren, somit den Lernprozess der
kontextabhangigen Katalepsie-Sensitiverung in Hinblick auf die zwei unterschiedlichen

Theorien besser einordnen zu kénnen.

7.5. Projekt 11b1

Anatomische  Untersuchungen zur Kontextabhangigkeit der Katalepsie-

Sensitivierung

Im Rahmen von Projekt IIbl wurden zundchst mittels Chinolinat Transmitter-
unspezifische Lasionen in den Arealen des préafrontalen Kortex, des Hippocampus und
der Amygdalae durchgefiihrt. Nach einer Erholungsphase wurde mit jeder
Versuchstiergruppe dieses Projekts eine Katalepsie-Sensitivierung mit anschlielRendem
Kontextwechsel und einem erneuten Katalepsietest im Sensitivierungskontext
durchgefiihrt. Nach Dekapitation der Tiere wurden die Lasionsorte mikroskopisch
verifiziert. Dabei ergab sich, dass einige L&sionen nicht exakt platziert waren. Die
tatsachlich ladierten Gebiete innerhalb des prélimbischen und agranulér insularen
prafrontalen Kortex waren zwar vor allem in den gewlnschten Regionen lokalisiert,
umfassten jedoch auch partiell Gebiete Uber die Zielregionen hinaus. Bei vorgesehenen

Lasionen innerhalb der basolateralen Amygdala wurde aus Grinden der Diskrepanz
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zwischen Ziel- und tatsachlich verifizierter Lasion, die Bezeichnung der ,Amygdalal&asion*
eingefuhrt, da die Lasionen sich hier definitiv nicht eindeutig auf das Gebiet der BLA
beschrankten.  Weniger dramatisch  waren  Abweichungen innerhalb  der
Hippocampuslasionen, weshalb die Daten dieser Versuchsreihe in Bezug auf den
Lasionsort auch als die verlasslichsten gewertet werden kdnnen. Nichtsdestotrotz liefern
die Ergebnisse des Projektes IlIbl aus allen Teilprojekten interessante Hinweise

bezuglich der Lokalisation der Kontextabhéngigkeit der Katalepsie-Sensitivierung.

IIb1.1. Prafrontaler Kortex

Innerhalb dieses Versuches wurden dreizehn Sensitivierungstage angesetzt, an Tag 14
erfolgte der Kontextwechsel und an Tag 15 wurde der Retest innerhalb des
Sensitivierungs-Kontextes durchgefuhrt. Die auffallig lange Sensitivierungsphase wurde
aufgrund von in unregelmalligen Abstanden auftretendem Baularm innerhalb des
Gebaudes gewahlt. Mit dieser verlangerten Sensitivierungsphase sollte sichergestellt
werden, dass die Tiere vor dem Kontextwechsel ein stabiles Sensitivierungslevel
erreichten. Fir die Auswertung wurden die Messwerte aus selbigem Grund ab dem
zweiten bis einschlie3lich dreizehnten Versuchstag paarweise gemittelt. Trotz dieser
unregelméaiigen Stdérungen ergab sich fur alle vier Versuchstiergruppen ein signifikanter
Verlauf der Sensitivierung. Dies ist interessant, da im Rahmen der Psychostimulanz-
induzierten Sensitiverung gezeigt werden konnte, dass eine Lasion innerhalb des
medialen prafrontalen Kortex (also der Region, in der sich der pralimbische prafrontale
Kortex befindet) zu einer Beeintrachtigung der Induktion dieses Lernparadigmas fuhrte
(Cador et al., 1999; Steketee und Kalivas, 2011). Dabei scheint sowohl die Art der
Lasion, als auch die der psychoaktiven Substanz eine Rolle zu spielen. So blockierten
Lasionen im medialen prafrontalen Kortex mit Ibotenat in der Studie von Cador und
Kollegen eine Amphetamin-induzierte Sensitivierung, wahrend in einer weiteren Studie
durch eine Chinolinat-Lasion innerhalb des gesamten préafrontalen Kortex und dem
pralimbischen Kortex zwar eine Kokain-induzierte, nicht aber die aber eine Amphetamin-
induzierte Sensitivierung gehemmt werden konnte (Tzschentke und Schmidt, 2000b). Im
Gegensatz zu diesen Ergebnissen der Psychostimulanz-induzierten Sensitivierung,
lassen die vorliegenden Ergebnisse vermuten, dass der préafrontale Kortex in den
untersuchten Teilregionen nicht bei der Entwicklung der Katalepsie-Sensitivierung
involviert ist. Neben dem Sensitivierungsverlauf im allgemeinen, und den genannten

Studien zur Rolle des prafrontalen Kortex innerhalb der Psychostimulanzien-induzierten
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Sensitivierung im speziellen, sollte das Hauptaugenmerk der hier vorliegenden Studie vor
allem auf dem Einfluss der Chinolinat Applikation innerhalb des prafrontalen Kortex auf
die Kontextabhangigkeit der Katalepsie-Sensitivierung gelegt werden. Dabei war das
Verhalten der Al-Vehikel/PrL-Vehikel-Gruppe zunachst insofern erwartungsgemalf3, als
dass sich sowohl zwischen den Abstiegslatenzen des Messpunktes F und des Tag 14,
wie auch zwischen den Abstiegslatenzen der Tage 14 und 15, nicht jedoch zwischen den
Abstiegslatenzen des Messpunktes F und des Tag 15 ein signifikanter Unterschied
zeigte. Dies entsprach den Erwartungen, da die so gezeigte Kontextabhangigkeit der
Katalepsie-Sensitivierung innerhalb der als Kontrollgruppe dienenden Al-Vehikel/PrL-
Vehikel-Gruppe mit den Daten anderer Katalepsieversuche (Klein und Schmidt, 2003;
Schmidt et al., 1999) zu vereinbaren war. Bemerkenswert war, dass es weder innerhalb
der Al-Vehikel/PrL-Chinolinat-Gruppe , noch innerhalb der Al-Chinolinat/PrL-Vehikel-
Gruppe einen signifikanten Unterschied zwischen den Abstiegslatenzen am Messpunkt
F und dem Tag 14 gab. Allerdings zeigte sich ein Trend zwischen den Abstiegslatenzen
des Messpunktes F und dem Tag 14 (p = 0,063) innerhalb der Al-Vehikel/PrL-
Chinolinat-Gruppe . Die Analyse der Rohdaten zeigte zudem, dass eines von insgesamt
sieben, in dieser Gruppe verwendeten, Tiere einen Anstieg der Abstiegslatenz von
Messpunkt F (17 Sekunden) zu Versuchstag 14 (41 Sekunden) zeigte, was in Hinblick
auf die geringe TiergruppengroR3e, dazu gefuhrt haben kdnnte, dass der Unterschied
zwischen Messpunkt F und Tag 14 bei der statistischen Analyse nur einen Trend, jedoch
keine Signifikanz ergab. Innerhalb der Al-Chinolinat/PrL-Chinolinat-Gruppe konnte
kein signifikanter Unterschied  der Abstiegslatenzen zwischen Messpunkt F und Tag
14, sowie zwischen den Tagen 14 und 15 gemessen werden . Diese Ergebnisse lassen
vermuten, dass der PFC im allgemeinen eine moderate Rolle bei der
Kontextabhangigkeit der Katalepsie-Sensitivierung einnehmen koénnte - wobei der
agranular insularen Region des PFC dabei eher ein Einfluss zukommt als der
pralimbischen. Fur letztere ist zu vermuten, dass diese eher nicht an der
Kontextabhangigkeit beteiligt ist. Dies ist insofern interessant, als in den meisten
verhaltens-pharmakologischen Studien bisher vor allem der mediale PFC (in dem der
pralimbische PFC lokalisiert ist) mit der Kontextabhangigkeit bei verschiedenen
Lernparadigmen, wie beispielsweise der erwahnten Psychostimulanz-induzierten
Sensitivierung (Cador et al., 1999; Steketee und Kalivas, 2011; Tzschentke und Schmidt,
2000b), der kontextbezogenen Angst-Konditionierung (Corcoran und Quirk, 2007) oder
der visuellen Kontext-Aufgaben (Bussey et al., 1997; Hyman et al., 2012; Lee und Shin,
2012) in Verbindung gebracht wird. Seltener wird der agranulér insulare PFC in diesem
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Zusammenhang erwahnt. Vor allem Di Pietro und Kollegen untersuchten die Rolle des
dorsalen agranularen insularen PFC bei Kokain-Selbstadministration (Di Pietro et al.,
2006; Di Pietro et al., 2008). Es wurde gezeigt, dass der dorsale agranulare insulare PFC
insbesondere bei der Hinweisreiz-bedingten und hier vor allem bezogen auf den Licht-
Geruchs-bedingten Hinweisreiz wahrend eines Reinstatement-Tests bei (Di Pietro et al.,
2006) Kokain-Selbstadministration eine wichtige Rolle einnimmt. Die Rolle des
pralimbischen PFC wurde innerhalb der Aufrechterhaltung und des Reinstatement-Tests
in der gleichen Studie eher den Licht-Geradusch-bedingten Hinweisreizen zugeschrieben
(Di Pietro et al., 2006). Das hier vorliegende Teilprojekt zeigt zusammenfassend, dass
eine eher moderate Beteiligung an der Kontextabhdngigkeit der Katalepsie-
Sensitivierung der untersuchten PFC-Regionen vermutet werden sollte. Ob sich dabei
Hinweisreiz-bedingte funktionelle Unterscheidungen ergeben, wie sie innerhalb der
Studien von Di Pietro und Kollegen bei ihren Versuchen zur Kokain-Selbstadministration
gefunden wurden, konnte in einer weiteren Studie untersucht werden, in welcher
zwischen entsprechenden Hinweisreizen differenziert werden misste. In Anlehnung an
die Diskussion des Projekts llal musste dabei jedoch die Salienz der einzelnen
Hinweisreize bei deren Auswahl bertcksichtigt werden. Weiterhin sollte ausgeschlossen
werden, dass die Regionen, die wahrend der Chinolinat-Injektionen zusatzlich leicht
ladiert wurden, die hier vorliegenden Versuchsergebnisse nicht verfalscht haben
konnten. Dies sollte durch gezielte Lasionen der unmittelbar an die untersuchten
Regionen angrenzenden Gebiete erfolgen. Es handelt sich insbesondere um die an den
agranularen insularen PFC angrenzenden Regionen des primér motorischen Kortex
und den lateralen orbitofrontalen Kortex, sowie die an den préalimbischen PFC

angrenzenden Regionen des ventralen cingularen Kortex (Cgl) und den daran dorsal
angrenzenden sekundar motorische Kortex, (der beim Herausziehen der Injektionskaniile
innerhalb einzelner Tiere der Al-Vehikel/-PrL-Chinolinat-Gruppe ebenfalls mit dem
Chinolinat in Kontakt gekommen ist). Bezlglich der Regionen des motorischen Kortex
weisen zumindest einige Studien an Primaten darauf hin, dass diese bei der Anderung
eines Kontextes in einem assoziativen Lernprozess eine Rolle spielen kénnten
(Carpenter et al., 1999; Sanes und Donoghue, 2000; Zach et al.,, 2008). Der
pralimbischen PFC ist, wie in der Einleitung erwadhnt, innerhalb des medialen PFC
einzuordnen und entspricht der Cg3 Region anderer PFC-Nomenklaturen. Die in
Einzelfallen leicht ladierte Cgl Region liegt dorsal des pralimbischen PFC und wurde
neben diesem hinsichtlich ihrer Rolle bei der kontextabh&ngigen Psychostimulanzien-
induzierten Sensitivierung in einer anderen Studie untersucht (Liao und Lin, 2008). Dabei
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stellte sich heraus, dass die Lasionen in der eher dorsal gelegenen Cgl Region weder
die sonst starkere Sensitivierung in einer Testbox, noch die sonst weniger stark
ausgepragte Sensitivierung im Heimkafig abschwachten, wahrend die Lasion in der Cg3
Region (also des pralimbischen PFC) vor allem die Entwicklung einer sonst stabilen
Sensitivierung innerhalb der Testbox beeintrachtigt (Liao und Lin, 2008). Die auch in der
Studie von Liao und Lin erwahnte Arbeit von Tzschentke und Schmidt zeigte zudem,
dass die Lasionen unterschiedlicher Subregionen des medialen PFC verschiedene
Effekte auf die konditionierte Platzpréaferenz unterschiedlicher Substanzen hatten®
(Tzschentke und Schmidt, 1999), deshalb erscheint es unter anderem nicht unerheblich
zu sein, der Rolle der Cgl Region auch im Rahmen der Kontextabhangigkeit der
Katalepsie-Sensitiverung nochmals auf den Grund zu gehen. Nur so kdnnte eine
Beteiligung dieses wund der die Zielregionen umgebende Areale an der
Kontextabhangigkeit der Katalepsie-Sensitivierung ausgeschlossen, beziehungsweise
die Interpretation der vorliegenden Ergebnisse zu einem falsch positiven Ergebnis
vermieden, werden. Auch wenn die eindeutige Interpretation der hier gezeigten
mutmallichen Beteiligung des agranular insuldren prafrontalen Kortex an der
Kontextabhangigkeit der Katalepsie-Sensitivierung noch durch weitere Versuche
untermauert werden sollte, ist sie aufgrund der gefundenen Ergebnisse zumindest
denkbar. Zudem ist es maoglich, dass die in der Literatur oft beschriebene reziproke
Interaktion des prafrontalen Kortex mit dem Hippocampus (Dalley et al., 2004;
Groenewegen et al., 1997; Hyman et al., 2012) auch bei der Kontextabhangigkeit der
Katalepsie-Sensitivierung eine Rolle spielen kdnnte. Entsprechend sollen die Ergebnisse
der Chinolinat-Injektion innerhalb der dorsalen und ventralen Hippocampusregion im

Folgenden diskutiert werden.

lIb1.2. Hippocampus

Die Entwicklung der Sensitivierung von Tag 1 bis 6 verlief in allen Gruppen des
Teilprojektes 1Ib1.2. signifikant. Zudem ergaben sich starke Hinweise darauf, dass der
Hippocampus an der Kontextabhangigkeit der Katalepsie-Sensitiverung beteiligt ist:
Wahrend es innerhalb der dHipp-Vehikel/vHipp-Vehikel-Gruppe bei Kontextwechsel (Tag
7) eine signifikante Erniedrigung der Abstiegslatenz im Vergleich zum vorhergehenden

und darauffolgenden Tag gab, wurde nur innerhalb dHipp-Vehikel/vHipp-Chinolinat-

8 Dabei fiihrten die Lasionen innerhalb des infralimbischen, pralimbischen und anterior cingularen PFC jeweils zu einer Beeintrachtigung der
konditionierten Platzpraferenz (CPP) des NMDA —Rezeptor antagonisten CGP37849, wahrend es beziglich der CPP mit Morhpin nur durch die Lasion
des infralimbischen und der CPP mit Kokain nur durch die Lasion des pralimbischen PFC zu Beeintrachtigungen kam.
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Gruppe eine signifikante Erniedrigung zwischen der Abstiegslatenz der Tage 6 und 7
gemessen. In der dHipp-Chinolinat/vHipp-Vehikel-Gruppe fanden sich zwischen der
Abstiegslatenz an Tag 6, 7 und 8 keine signifikanten Unterschiede. Somit scheint der
Hippocampus, insbesondere der dorsale Anteil &hnlich wie bei anderen
kontextabhangigen Lernprozessen (Broadbent und Clark, 2013; Hall et al., 2000; Maren
et al.,, 2013; Wang et al., 2012) in die kontextabhangige Katalepsie-Sensitivierung
involviert zu sein. Der abgeflachte Verlauf zwischen den Versuchstagen 6, 7 und 8 war
am markantesten innerhalb der dHipp-Chinolinat/vHipp-Vehikel-Gruppe. Dem dorsalen
Hippocampus wird in der Literatur eine wichtige Rolle bei der Akquisition und
Konsolidierung kontextabhéangiger Gedachtnisprozesse zugesprochen (Maren und
Hobin, 2007), wie beispielsweise bei der kontextabhangigen Angst Konditionierung
(Anagnostaras et al., 2001; Misane et al., 2013) oder dem kontextabhangigen Kokain-
bezogenen Reinstatement” (Fuchs et al., 2005). Bezogen auf den ventralen Anteil des
Hippocampus konnte insbesondere in raumlichen Lernversuchen (die durch die L&sion
des dorsalen und des gesamten Hippocampus beeintrachtigt wurden) gezeigt werden,
dass die Lasion der ventralen Hippocampus-Region keine Beeintrachtigung dieser
Aufgaben zur Folge hatte (Bannerman et al., 1999). Anagnostaras und Kollegen
erwahnen zudem, dass die ventralen Anteile des Hippocampus bei der
Furchtkonditionierung aufgrund ihrer starken Projektionen zur Amygdala eine Rolle
spielen konnte (Anagnostaras et al., 2001). Auch die Veroffentlichung von Kjelstrup und
Kollegen unterstreicht die bereits umrissene Diskrepanz (siehe auch (Moser und Moser,
1998)) zwischen der dorsalen und ventralen Hippocampus-Region bei Aufgaben, die
sowohl rdumliche (kontextuelle), als auch Angst-bezogene Aspekte bertcksichtigt: So
zeigten Tiere mit ventraler Hippocampuslasion nicht nur eine verlangerte
Aufenthaltsdauer innerhalb der offenen Arme eines Labyrinthes (engl.: open plus maze)
wéahrend die im dorsalen Hippocampusanteil |&dierten Tiere und die Sham-ladierten Tiere
eher von den offenen Labyrinth-Armen fern blieben (Kjelstrup et al., 2002) zudem wurde
bei den Tieren mit ventraler Hippocampuslasion eine niedrigere Kortisonausschittung
innerhalb einer stark beleuchteten Umwelt gemessen (Kjelstrup et al., 2002). Eine
weitere Veroffentlichung geht zudem davon aus, dass ein durch eine ventrale
Hippocampuslasion induzierter anxiolytischer Effekt, trotz starker neuronaler
Verknupfung zur Amygdala (vgl. unter anderem (Petrovich et al., 2001) aus (McHugh et
al., 2004)), einem anderen Mechanismus unterliegt, als der anxiolytische Effekt der durch

" Bei dem Reinstatement handelt es sich bei Versuchstieren um den Riickfall ins sogenannte ,seeking®, also dem Verlangen nach einer Droge,
nachdem mit den Versuchstiere zunachst eine ,Selbst-Verabreichungs-Training“ zum Erhalt der Droge und eine anschlieBende Extinktion dieses
Verhaltens durchgefuihrt wurde (Shalev et al., 2002).
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Beeintrachtigung der Amygdala hervorgerufen werden kann (McHugh et al., 2004). Die
beschriebenen Studien sollten bei der Diskussion dieses Teilprojektes berticksichtigt
werden. So ist festzuhalten, dass ein vermutlich kontextbezogenes Ausbleiben einer
verminderten Abstiegslatenz an Tag 7 sich sowohl bezogen auf den Tag vor
Kontextwechsel (Tag 6), als auch auf den Tag nach dem Kontextwechsel (Tag 8) vor
allem innerhalb der dHipp-Chinolinat/vHipp-Vehikel-Gruppe abzeichnet. Dies ist mit
bisherigen Literatur-Erkenntnissen zu vereinbaren, die davon ausgehen, dass der
dorsale Anteil des Hippocampus eher in kontext/platzbezogene Lernaufgaben involviert
ist, als der ventrale. Ein bisher unbertcksichtigter, aber nicht zu vernachlassigender
Aspekt ist der Unterschied zwischen dem Vergleich der Abstiegslatenz am Tag des
Kontextwechsels (KW-Tag), dem letzten Tag der Sensitivierung (letzter Sens.-Tag ) und
dem Vergleich zwischen der Abstiegslatenz am KW-Tag und dem Tag nach dem
Kontextwechsel (Retest-Tag ). Dabei fallt auf, dass sowohl die Al-Chinolinat/PrL-Vehikel-
als die Al-Vehikel/PrL-Chinolinat-Gruppe des Projektes I1Ibl.1. keine signifikanten
Unterschiede zwischen dem KW-Tag und dem letzten Sens.-Tag zeigten®®, wahrend ein
signifikanter Unterschied zwischen dem KW-Tag und dem Retest-Tag bestand. Bei der
dHipp-Vehikel/vHipp-Chinolinat-Gruppe des Projektes 11b1.2. verhielt es sich bei diesem
Vergleich genau umgekehrt. Was zu diesem Unterschied zwischen den beiden Gruppen
des Projektes lIbl.1 und der dHipp-Vehikel/vHipp-Chinolinat-Gruppe des Projektes
[Ibl.2. fahrt, bleibt zu Uberprifen. Ein mdglicher Erklarungsansatz ware der, dass
Studien zum Arbeitsgedéachtnis gezeigt haben, dass der prafrontale Kortex eher an der
Speicherung und Prozessierung von kurzfristigen Informationen beteiligt ist, wahrend die
hippocampale Funktion eher dann involviert ist, wenn das Arbeitsgedachtnis fur langere
Zeit aufrechterhalten wird (Yoon et al., 2008). Allerdings ist dieser Erklarungsansatz mit
Vorsicht zu bewerten, da die meisten Studien die sich mit diesem Aspekt beschaftigen
(Lee und Kesner, 2003; Yoon et al., 2008), vor allem die Rolle des dorsalen
Hippocampus untersucht haben und nicht die des ventralen. Aul3erdem ist fraglich, ob
bei der Zeitspanne zwischen Sens.-Tag und Retest-Tag Uberhaupt von
Arbeitsgedachtnis gesprochen werden darf. Nichtsdestotrotz ware eine weitere
Untersuchung dieses Zusammenhanges wiinschenswert. So kénnte beispielsweise eine
Versuchsgruppe verwendet werden, die sowohl innerhalb des ventralen Hippocampus,
als auch im agranulér insuléren bzw. pralimbischen PFC mit einer Chinolinat-Injektion
vorbehandelt wurde, um diesem Ergebnis weiter auf den Grund zu gehen. Neben der
mutmallichen Beteiligung des dorsalen Hippocampus und der aus dem Projekt IIb1.1.

% Bei diesem Vergleich ist naturlich zu berticksichtigen, dass es innerhalb der Al-Vehikel/PrL-Chinolinat-Gruppe zwar keinen signifikanten Unterschied,
aber einen Trend zu diesem Unterschied gab.
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hervorgehenden Vermutung, dass insbesondere der agranuldr insulare PFC einen
moderaten Anteil zur kontextabhangigen Komponente der Katalepsie-Sensitivierung
beitragt, wurde in der vorliegenden Arbeit zudem ein Vorversuch zur Beteiligung der

Amygdalae an der Kontextabhangigkeit der Katalepsie-Sensitivierung durchgefiuhrt.

lIb1.3. Amygdala

Da die Tiere im Vorversuch des Projektes 1Ib1.3. jeweils einen signifikanten Unterschied
in der Abstiegslatenz zwischen dem Tag des Kontextwechsels (Tag 8) und den Tagen 7
beziehungsweise 9 zeigten, lassen diese Ergebnisse vermuten, dass die Amygdala nicht
an der Kontextabhangigkeit der Katalepsie-Sensitiverung beteiligt ist. Diese Vermutung
sollte dennoch vorsichtig formuliert werden, da die Lasionen, wie bereits zu Beginn
dieses Abschnittes erwahnt, nicht sauber abzugrenzen waren und nicht ausgeschlossen
werden kann, dass die L&sion der gesamten Amygdala oder, wie urspringlich
gewlnscht, abgrenzend auf die basolaterale Amygdala ein anderes Bild ergeben hétte.
Ahnlich wie fiir den Hippocampus wurde von Fuchs und Kollegen auch dem PFC sowie
der basolateralen Amygdala bei kontextabhdngigen Kokain-bezogenem Reinstatement,
eine funktionelle Beteiligung zugesprochen (Fuchs et al., 2005). Eine andere Studie hat
gezeigt, dass Neuronen der lateralen Amygdala vor allem dann ihre Feuerrate erhdéhen,
wenn ein CS aul3erhalb des Kontextes prasentiert wird, in welchem die Extinktion einer
vorangehenden Angstkonditionierung, bei der dieser CS ebenfalls involviert war,
stattgefunden hat, nicht aber, wenn der CS im Extinktionskontext prasentiert wurde
(Hobin et al., 2003). Auch bei dem oben erwdhnten Reinstatement (Ruckfallverhalten)
handelt es sich um einen Gedachtnisprozess, bei dem ein zuvor erlerntes Suchtverhalten
zunachst eine Extinktion durchlaufen hat, bevor das Reinstatement (ausgelost durch
einen bestimmten Kontext) dieses Suchtverhalten wieder auslost. Es wére also denkbar,
dass auch bei der kontextabhangigen Katalepsie-Sensitivierung eine Beteiligung der
Amygdala erst dann augenscheinlich wird, wenn das durch Haloperidol-induzierte
Sensitivierungsverhalten in einem weiteren Kontext extingiert und anschlieRend durch
Ruckfuhrung in den Sensitivierungskontext wieder ausgeldst (wenn auch abgeschwacht,
denn es gibt ja eine nicht extingierbare Komponente (vgl. (Amtage und Schmidt, 2003))
wirde. Hobin und Kollegen begrinden dieses Phanomen bei der Furchtkonditionierung
mit der Ambiguitat, die ein CS erlangt nachdem er im Rahmen des
Konditionierungstrainings erst mit einem furchterregenden Schock (US) und wahrend der
Extinktion eben nicht mit diesem Schock gepaart wird (Hobin et al., 2003). Es ware
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interessant herauszufinden, ob eine solche Ambiguitat auch bei der kontextabhangigen
Katalepsie-Sensitivierung durch eine veranderte Feuerrate von Neuronen innerhalb der
Amygdala kodiert werden konnte. Im diesen Zusammenhang sei jedoch auch erwahnt
dass es, wie im Rahmen des ersten Projektes der vorliegenden Arbeit bereits hinsichtlich
eines moglichen therapeutischen Ansatzes beschrieben, von Vorteil ware, die
Entwicklung der Katalepsie-Sensitivierung zu blockieren, da eine Extinktion eben zu dem
Problem eines maoglichen ,Ruckfallverhaltens® fihren kann. Die im ersten Projekt
gezeigte Involvierung glutamaterger Rezeptoren ist diesbeziiglich bereits ein wichtiger
Ansatz. Um allerdings den gesamten Mechanismus zu verstehen, ware die erwahnte
Untersuchung hinsichtlich der Involvierung der Amygdala bei extingierter Katalepsie-
Sensitivierung von Vorteil. Ein weiterer bisher noch nicht diskutierter Aspekt ist die Rolle
der Amygdala bei emotionsbezogenen Lernparadigmen und solchen, die das kognitive
Filtervermégen, (im speziellen die sogenannte Prapuls-Inhibition®, vgl. hierzu die Studie
von (Wan und Swerdlow, 1997)) betreffen. Im vorliegenden Projekt wurde ein neutraler
Kontextwechsel an Tag 8 verwendet. Wirde sich nun durch weitere Untersuchungen
zum Beispiel ergeben, dass der in Projekt llal verwendete akustische Hinweisreiz
tatsachlich zu einem stressgesteuerten Verhalten gefuhrt hat, ware es interessant,
diesen Versuch unter zusatzlicher Einbeziehung einer Amygdalalasion zu wiederholen.
Dies konnte Aufschluss dartber geben, ob die Amygdala erst dann funktionell an der
kontextabhangigen Katalepsie-Sensitivierung beteiligt ist, wenn der entsprechende
Kontext durch das Auslosen entsprechender Emotionen charakterisiert werden kann.
Auch die Rolle des ventralen Hippocampus kdnnte in diesem Zusammenhang nochmals
untersucht werden, da dieser wie bezuglich Projekt IIb1.2. diskutiert, ebenfalls mit Angst-
bezogenen Gedachtnisinhalten in Verbindung gebracht worden ist. Zusammenfassend
lasst sich aus diesem Teilprojekt also schlieRen, dass die Amygdala in dem hier
untersuchten MalRe nicht an der Kontextabhangigkeit der Katalepsie-Sensitivierung
beteiligt ist, es allerdings untersuchenswert wére, ob dies sich andert sobald der Kontext/
oder Hinweisreiz einen emotionsauslosenden Charakter hat; auflerdem wie die
Amygdala an der Kontextassoziation beteiligt ist, nachdem das sensitivierte Verhalten

einer Extinktion unterzogen wurde.

% Die Prapuls-Inhibition beschreibt die Verminderung einer Schreckreaktion (engl.: startle reaction) auf einen Schreckreaktions-auslésenden Stimulus,
durch die vorherige Darbietung eines schwécheren Stimulus. Diese Prapuls-Inhibition ist insbesondere bei Schizophreniepatienten gestort und wird
deshalb im Tiermodell herangezogen um die Symptomatik der fehlenden sensomotorischen ,Ausblendefahigkeit* (engl.: sensimotory gating) zu
untersuchen (Swerdlow und Geyer, 1998). Die basolaterale Amygdala scheint bei in die Regulation dieser Préapuls-Inhibition involviert zu sein (Wan und
Swerdlow, 1997).
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7.6. Projekt 11b2

Untersuchung zur Auswirkung einer serotonergen L&si on im préafrontalen Kortex in

Bezug auf die Kontextabhangigkeit der Katalepsie-Se  nsitivierung

In diesem Projekt wurden zwei Tiergruppen innerhalb des pralimbischen (PrL-) Anteils
des medialen prafrontalen Kortex (mPFC) mit einer 5,7-DHT-Injektion (gelbst in
Ascorbinsédure) behandelt, wahrend zwei weitere Gruppen im gleichen Areal eine
Vehikellasion (mit Ascorbinsaure) erhielten. Der Verhaltensversuch (Messung der
Abstiegslatenz Uber 8 Tage mit Kontextwechsel am siebten Tag) erfolgte fir alle
Tiergruppen vier Wochen postoperativ; dabei erhielt jeweils eine der mit 5,7-DHT
behandelten Tiergruppe 60 Minuten vor dem taglich durchgefuhrten Katalepsietest eine
Haloperidol-Injektion (5,7-DHT/Haloperidol-Gruppe ) wahrend die andere, mit 5,7-DHT
behandelte, Gruppe stattdessen eine Saline-Injektion zum selben Zeitpunkt erhielt (5,7-
DHT/Saline-Gruppe ). Von den zwei Vehikel-ladierten Gruppen erhielt eine Gruppe
analog zur 5,7-DHT/Haloperidol-Gruppe eine Haloperidol-Injektion (Vehikel/Haloperidol-

Gruppe ), 60 Minuten vor dem téaglich durchgefuhrten Verhaltensversuch, wahrend die
zweite scheinladierte Gruppe (Vehikel/Saline-Gruppe ) zum entsprechenden Zeitpunkt

mit einer Saline-Injektion behandelt wurde.

Verhaltensversuch

Wie zu erwarten, fuhrte die Haloperidol-Injektion sowohl bei der 5,7-DHT/Haloperidol-
Gruppe, als auch bei der Vehikel/Haloperidol-Gruppe zu einer signifikanten
Katalepsie-Sensitivierung. Interessant daran war, dass die Tiere der 5,7-
DHT/Haloperidol-Gruppe an den letzten zwei Tagen der Katalepsie-Sensitivierung eine
(nicht signifikant, Trend an Tag 5: p = 0,0903) hthere Abstiegslatenz zeigten als die
Tiere der Vehikel/Haloperidol-Gruppe . Dieser Befund innerhalb der Verhaltensdaten
erlaubt die Annahme, dass die 5,7-DHT-Injektion innerhalb der 5,7-DHT/Haloperidol-
Gruppe zu einer dezenten Beschleunigung  der Katalepsie-Sensitivierung gefuhrt hat.
Bezuglich dieser Beschleunigung, hervorgerufen durch die Kombination der lokalen 5,7-
DHT- und der systemischen Haloperidol-Injektion, kbnnte angenommen werden, das der
im Projekt Ila3 diskutierte und durch Haloperidol induzierte Mechanismus des ,NoGo*-
Lernens durch die 5,7-DHT-Injektion in den PFC geringfugig verstarkt wurde. Dieses
Ergebnis steht einer von Bechara (Bechara, 2007) durchgefiihrten Studie gegeniber, in

der gezeigt wurde, dass eine 5,7-DHT-Injektion im medialen Vorderhirnbindel (MFB)
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sowie im Striatum zu einer Verlangsamung der Katalepsie-Sensitivierung fiihrten. Uber
einen generellen Zusammenhang zwischen 5,7-DHT-induzierten L&asionen und der
systemischen Haloperidol-Applikation  wurden auf verhaltenspharmakologischer Ebene
besonders im Rahmen der Schizophrenieforschung Studien durchgefuhrt: so wurde
gezeigt, dass die Gabe von Haloperidol die, durch eine 5,7-DHT-Injektion innerhalb der
medialen Raphé Kerne hervorgerufene Beeintrachtigung der Prapuls-Inhibition, wieder
zu einem normales Prapuls-Verhalten zuriick fuhrt (Kusljic et al., 2006) Andere
Verhaltensstudien haben gezeigt, dass die durch 5,7-DHT ausgeldste Lasion im NAcc
(Loskutova, 1999) (insbesondere in dessen Kern-Region, engl.: core (Nelson et al.,
2012)) zu einer Stérung der latenten Inhibition fuhrt. Dabei handelt es sich um ein
Verhalten, dass durch Haloperidol potenziert werden kann (Williams et al., 1997). Zudem
konnte gezeigt werden, dass die systemische Gabe von Haloperidol einer Stérung der
latenten Inhibition vorbeugt (Loskutova, 1999). Somit zeigte sich in den genannten
Studien, dass sowohl eine 5,7-DHT Behandlung im Striatum und MFB (Bechara, 2007),
als auch in einer der Ursprungsregionen der serotonergen Projektionen, (den medialen
Raphé Kernen) (Kusljic et al., 2006) sowie innerhalb des NAcc core (Nelson et al., 2012),
auf der Verhaltensebene eine zu Haloperidol gegenséatzliche Wirkung hatten. Bei den
Befunden zur latenten Inhibition ist jedoch auch zu erwahnen, dass eine serotonerge
Lasion des Nucleus accumbens in der &ufReren Region (engl.: shell region) eine
ahnliche Wirkung hat wie die Verabreichung von Haloperidol - namlich zur Potenzierung
der latenten Inhibition fihren kann (Nelson et al., 2012). Das ist bemerkenswert, da
dieses Ergebnis zeigt, das selbst innerhalb einer Gehirnregion fein abgegrenzte
Lasionsorte darUber entscheiden, ob ein Haloperidol- induziertes Verhalten  durch eine
lokale 5,7 DHT-Behandlung abgeschwécht oder potenziert wird. Dieser generelle
Zusammenhang zwischen einer serotonergen Lasion und der Wirkung des Dopamin D,-
Rezeptorantagonisten Haloperidol bedarf demnach weiterer Untersuchungen in
verschiedenen Gehirnarealen, um den Gesamtzusammenhang zwischen serotonergen
und dopaminergen Transmittersystemen und deren Auswirkungen auf Verhaltensebene
zu verstehen. Fir die vorliegende Arbeit sind die Untersuchungen von Nelson und
Kollegen aufschlussreich, da die hier gezeigte (nicht signifikante) Zunahme der
Katalepsie-Sensitivierung durch die Kombination der 5,7-DHT-Injektion innerhalb des
PrL-PFC und der systemischen Haloperidol-Injektion beziglich der Katalepsie-
Sensitivierung zu einem von einer Studie von Bechera unterschiedlichen Ergebnis flhrt:
Dort wurde bei gleicher Substanzapplikation im Striatum und dem MFB eine

Verlangsamung der Haloperidol-induzierten Katalepsie-Sensitivierung nachgewiesen
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(Bechara, 2007). Bei der Kontextabhangigkeit der Katalepsie-Sensitivierung ergab sich
in der vorliegenden Studie kein Unterschied zwischen der 5,7-DHT/Haloperidol-Gruppe
und der Vehikel/Haloperidol-Gruppe. Auch dieses Ergebnis erscheint kontrdr zu den
Daten von Bechara (Bechara, 2007), in dieser Arbeit wurde aufgezeigt, dass sowohl eine
serotonerge Lasion im Striatum, als auch im (dieses serotonerg innervierenden) MFB zu
einer Blockade der Kontextabhangigkeit fihren. Von Relevanz ist zudem ein Vergleich
des Ergebnisses des vorliegenden Projektes mit den Ergebnissen des Projektes IIbl.1.:
Wahrend die Transmitter-unselektive Chinolinat-Lasion innerhalb der Al-Vehikel/PrL-
Chinolinat-Gruppe dazu fiuhrte, dass diese Gruppe im Verhalten zwar einen Trend (p =
0,063), aber keinen signifikanten Unterschied zwischen den Abstiegslatenzen am Tag
des Kontextwechsels und dem Vortag (dem letzten Sensitivierungstag) zeigte, konnte
hier ein signifikanter Unterschied zwischen den Abstiegslatenzen diesen beiden
Versuchstagen festgestellt werden. Dieses Ergebnis liefert zumindest einen weiteren
Hinweis darauf, dass die im Projekt IIb1.1. angezweifelte Beteiligung des pralimbischen
PFC an der Kontextabhangigkeit der Katalepsie-Sensitivierung, wohl auch nicht tber

einen serotonergen Mechanismus vermittelt wird.

HPLC-Analyse
Zur Verifizierung der 5,7-DHT-Injektion im PrL-PFC und ihrer Auswirkungen auf einige
der mit diesem Areal in Verbindung stehender Regionen, wurde mittels HPLC-gestutzter

Auswertung der Neurotransmittergehalte in den relevanten Hirnarealen gemessen.

PFC

Die pragnantesten Ergebnisse der HPLC-Auswertung im PFC sind nochmals
zusammengefasst in Tavele 11 und Tavele 12 dargestellt. Bei der neurochemischen
Auswertung im PrL-PFC stellte sich heraus, dass die 5-HT-Menge nur innerhalb der 5,7-
DHT/Saline-Gruppe gegeniber der Vehikel/Saline-Gruppe bzw. Vehikel/Haloperidol-
Gruppe signifikant um 48,15% bzw. 53,48% erniedrigt war. Hingegen war der Anteil
des serotonergen Metaboliten 5-HIAA sowohl in der 5,7-DHT/Saline-Gruppe (mit
51,95% gegeniber der Vehikel/Saline-Gruppe und mit 56,54% gegentber der
Vehikel/Haloperidol-Gruppe), als auch in der 5,7-DHT/Haloperidol-Gruppe (mit 36,42%
gegenuber der Vehikel/Saline-Gruppe und mit 42,50% gegentber der
Vehikel/Haloperidol-Gruppe), signifikant erniedrigt. Hinsichtlich der Turnoverrate ergaben
sich fur den Neurotransmitter Serotonin und dessen Metaboliten keine signifikanten
Unterschiede. Beziiglich der 5,7-DHT/Saline-Gruppe kdnnte dies durch eine gleichzeitige
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Erniedrigung des Transmitters und seines Metaboliten zu erklaren sein, wodurch sich
demzufolge auch keine Unterschiede in deren Verhaltnis ergeben. Bezuglich der 5,7-
DHT/Haloperidol-Gruppe scheint dieses Ergebnis weniger eindeutig. Da bei der HPLC
jedoch sowohl die extrazellulare (bei erhohter Feuerrate erhoht) als auch die
intrazellulare Serotoninmenge (der vesikularen Speicher) gemessen werden, die in der
Summe als Nenner des Quotienten gilt, der bei der Berechnung des Turnovers mit der
Menge des extrazellularen Metaboliten ins Verhéaltnis gesetzt wird, kdnnte man davon
ausgehen, dass durch die Lasion zumindest die serotonerge Feuerrate innerhalb der 5,7-
DHT/Haloperidol-Gruppe nachgelassen hat. Dies kdnnte erklaren, weshalb es zwar zu
keiner signifikanten Reduktion der Serotoninmenge innerhalb dieser Gruppe gekommen
ist, es aber trotz der signifikant erniedrigten 5-HIAA Menge im Gesamtbild wie bei der
5,7-DHT/Haloperidol-Gruppe ebenfalls zu keiner signifikanten Reduktion des Turnovers
kam. Aufgrund dieser Befunde muss davon ausgegangen werden, dass das Neurotoxin
5,7-DHT insbesondere in der 5,7-DHT/Haloperidol-Gruppe nur moderat zu einer L&sion
im PrL-PFC gefuhrt hat. Dieser Befund wirft die Frage auf, welchen Einfluss die im
Verhaltensversuch verwendete Injektion des Neuroleptikums Haloperidol auf die
serotonerge Lasion gehabt haben koénnte, d.h. ob Haloperidol bei der 5,7-
DHT/Haloperidol-Gruppe im PrL-PFC eventuell zu einer Kompensierung  der durch die
Lasion eigentlich erwarteten geringeren 5-HT Menge gegeniber den Kontrollgruppen
gefuhrt haben kénnte. Interessant ist in diesem Zusammenhang, dass die alleinige Gabe
von Haloperidol in der Vehikel/Haloperidol-Gruppe zu einer leichten, wenn auch nicht
signifikanten prozentualen Erhoéhung der 5HT bzw. 5HIAA Menge im Vergleich zur
Vehikel/Saline-Gruppe  gefiihrt  hat. Dies weist zumindest auf einen
Kompensationsmechanismus beziglich der Serotoninmenge durch Haloperidol hin.
Zudem stellte sich in einer Studie von Barkai und Kollegen heraus, dass eine chronische
Haloperidolgabe innerhalb der zerebrospinalen Flussigkeit zu einem erh6hten
Serotoninturnover fihrte, was sie anhand von einem gemessenen Anstieg des
Metaboliten 5HIAA postulierten (Barkai et al., 1984). Diese Messung innerhalb der
zerebrospinalen Flissigkeit lasst zwar keine Aussage uber die Verdnderungen innerhalb
bestimmter Gehirnareale zu, ist aber dennoch ein Hinweis auf einen das serotonerge
System beeinflussenden Mechanismus durch Haloperidol. In einer weiteren Arbeit
konnte hingegen eine Haloperidol-induzierte, moderate Erniedrigung von 5HIAA
innerhalb des Striatums und des Hippocampus gemessen werden (Burnet et al., 1996).
Wahrend sich diese Studien allgemein auf reine Haloperidol-induzierte Auswirkungen auf
das serotonerge Transmittersystem beziehen, ist auf den verhaltensbiologischen
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Zusammenhang zwischen dem Neuroleptikum Haloperidol und serotonergen L&asionen
bereits im Abschnitt zu den Verhaltensdaten des vorliegenden Projektes eingegangen
worden. Es finden sich weiterhin molekularbiologische Studien, welche die dopaminerg-
serotonerge Wechselwirkung auf Rezeptorebene aufarbeiten, insbesondere bei der
Erforschung der Wirkungsweise atypischer und typischer Neuroleptika (zu letzteren wird
Haloperidol zugeordnet) und deren Nebenwirkungen (zu welchen u.a. die durch
Haloperidol verursachte Katalepsie zahlt) wurde oben genannter Zusammenhang
mehrfach untersucht (zusammenfassend vgl. (Kapur und Remington, 1996; Olijslagers et
al., 2006)).

prozentuale Abweichung der

betreffende Substanz
Substanz-Menge bezogen auf die

(NewratransmitterMetabolit Gruppe Vehikel/ Saline-Gruppe + S.E.M.
5-HT 5,7 DHT/ Saline-Gruppe -48,15 % * + 10,93
S-HT 5,7 DHT/ Haloperidol-Gruppe -2431% 19,82
SHT Vehikel/ Haloperidol-Gruppe +11,46% +12,72
5-HIAA 5.7 DHT/ Saline-Gruppe 51.95%" + 6,94
5.-HIAA 5,7 DHT/ Haloperidol-Gruppe .36.42%" + 16,20
5.HIAA Vehikel/ Haloperidol-Gruppe +10.57% + 10.45
DA 5,7 DHT/ Saline-Gruppe +36,53% + 13,99
DA 5,7 DHT/ Haloperidol-Gruppe +71,60% + 31,46
DA Vehikel/ Haloperidol-Gruppe +79,88% 52,56
HVA 5.7 DHT/ Haloperidol-Gruppe + 46.40% + 25.00
HVA Vehikel/ Haloperidol-Gruppe +60,38%" + 23,87
Tabelle 11 Darstellung einiger prozentualer Veranderungen der Transmitter und Metabolitenmenge im PFC ~ bezogen

auf die Vehikel/Saline -Gruppe

Der prozentuale Anteil der Substanzmenge mit dem mittleren Standardfehler (+ S.E.M.), (der jeweils in der linken Spalte
angegebenen Substanz) einer bestimmten Gruppe (mittlere Spalte) wurde in dieser Tabelle im Vergleich zur entsprechenden
Substanzmenge der Vehikel/ Saline-Gruppe im PFC angegeben. Abkurzungen: DA, Dopamin; HVA, Homovanillinsaure; 5-HT,
Serotonin; 5HIAA, 5-Hydroxyindolessigsaure.
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betiettende Substanz

(“leurctransmittzr/ Mezabolit

Griuppe

prozentuale Abweichung der
Substanz Menge bezogen auf die
Wahikel/ Haloperidal-Gruppe £ S.E.M.

5-HT

2.7 OHT/ Saline-Gruppe

S348% 2 681

S-HT

5.7 DHTY Haloper dol-Gruppe

-32.09% £1778

S-HIAA

2.7 DHT! Salive-Grupps

-06,04% " €.27

S-HIAA

5.7 DHT: Haloper dol-Gruppe

2509 £ 14.75

DA

5.7 DHT/ Saline-Gruppe

2410 +7 78

DA

3.7 DHTY Haloper dol-Gruppe

-2 60% £ 17 42
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Tabelle 12 Darstellung einiger prozentualer Veranderungen der Transmitter und Metabolite nmenge im PFC bezogen

auf die Vehikel/Haloperidol -Gruppe

Angegeben ist der prozentuale Anteil der Substanzmenge (+ S.E.M.) (rechte Spalte), der (in der linken Spalte angegebenen)
Substanz, einer bestimmten Gruppe (mittlere Spalte). Dieser Anteil bezieht sich hier auf die entsprechende Substanzmenge der

Vehikel/Haloperidol-Gruppe im PFC. Abkurzungen: vgl. Tabelle 11.

So wurde vermutet, dass insbesondere die Auto-Inhibition dopaminerger D , Neurone
innerhalb des VTA und der SN (die das Striatum Uber die nigrostriatale Bahn innerviert)
durch die A ktivierung von 5-HT Rezeptoren (im VTA vermutlich Gber den 5-HT,-
Rezeptor) erhdht werden kann und dass dieser Mechanismus durch den Einsatz von
atypischen Neuroleptika (mittels Blockade der 5HT,-Rezeptoren) entsprechend moduliert
werden koénnte (zusammenfassend vgl. (Olijslagers et al., 2006)). Ein ahnlicher
Mechanismus ist auch im medialen Teil des prafrontalen Kortex identifiziert worden,
dabei wurde gezeigt, dass die Blockade des 5-HT,n Rezeptors bei gleichzeitiger
Blockade des dopaminergen D,-Rezeptors zu erhthter Dopaminfreisetzung fuhrt, ein
Mechanismus, der offensichtlich Uber die Aktivierung des 5-HT15 Rezeptors gesteuert
wird (Ichikawa et al., 2001). Die Schizophrenieforschung schreibt den atypischen
Neuroleptika, gerade aufgrund der Wirkungen auf die serotonergen Rezeptoren, ein
geringeres extrapyramidales Nebenwirkungsspektrum als den typischen Neuroleptika zu
(Bardin et al., 2007; Burnet et al., 1996; Olijslagers et al., 2006). In einer Studie von
Bartool und Kollegen wurde zudem gezeigt, dass Haloperidol-induzierte extrapyramidale
SHT1a 8-Hydroxy-2-(di-n-
Propylamino) Tetralin (8-OH-DPAT) reduziert werden koénnen (Batool und Haleem,

Nebenwirkungen durch den serotonergen Agonisten
2008). Dass Haloperidol als typisches Neuroleptikum jedoch ebenfalls, wenn auch in
einem geringeren Ausmal} (Burnet et al.,, 1996), mit dem serotonergen System in
Wechselwirkung treten kann, wurde bereits gezeigt (Barkai et al., 1984; Burnet et al.,
1996). Wie konnte ein mutmalilicher Kompensationsmechanismus einer serotonergen

Lasion durch Haloperidol aussehen? Neben generellen Wechselwirkungen dopaminerger
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und serotonerger Rezeptoren wird bezlglich des umgekehrten Falles , namlich dass
statt im serotonergen im dopaminergen System Lasionen durchgefuhrt wurden, bereits
ein  Kompensationsmechanismus vermutet, der Uber das serotonerge System

verlauft. Dieser Mechanismus wird auch unter dem Begriff der ,falschen Transmitter
Hypothese* beschrieben und geht von einer Freisetzung von Dopamin aus serotonergen
Neuronen-Termini aus. Involviert sind dabei vermutlich die Gj-Protein gekoppelten 5-HTa
und 5-HTig Rezeptoren, zudem scheint er bei L-DOPA induzierten Dyskinesien eine
tragende Rolle einzunehmen (Carta et al.,, 2007). Da im vorliegenden Projekt jedoch
keine spezifische Hemmung bestimmter serotonerger R ezeptoren vorliegt , sondern
die 5,7-DHT Lasion lediglich die serotonergen Neurone innerhalb des PrL Anteils des
mPFC ladieren sollte, ist zunachst nicht nachvollziehbar, welcher Mechanismus

zwischen der serotonergen Lasion und der Haloperidolwirkung Zu einer
unvollstandigen Lasion des serotonergen Systems innerhalb der 5,7-DHT/Haloperidol-
Gruppe gefiuhrt haben konnte. In der Literatur findet hinsichtlich einer serotonergen
Lasion und konsekutiver 5-HT Erh6hung Uber das dopaminerge System keine
Beschreibung eines Kompensationsmechanismus. Dennoch ist durch die beschriebene
generelle Verbindung serotonerger und D,-dopaminerger Aktivitat nicht auszuschliel3en,
dass es zu einem Haloperidol-induzierten Kompensierungsprozess bezuglich der 5-HT
Menge gekommen sein konnte. Betrachtet man diesbeziglich die anatomischen
Verknupfungen, kdme auch eine kompensatorische Wirkung Uber die glutamaterge
Projektion des medialen préfrontalen Kortex zu den dorsalen Raphé Kernen infrage
(Etiévant et al.,, 2011), welche ihrerseits moglicherweise unter dem Einfluss von

Haloperidol zu einer héheren serotonergen Ruckprojektion in den PFC gefuhrt haben
konnten. Dass die Innervierung des PFC Einfluss auf die Neurotransmission der dorsalen
Raphé Kerne hat, wurde auch von Jankowski und Seesack untersucht (Jankowski und
Sesack, 2004). Die Ergebnisse dieser Studie lassen vermuten, dass die Projektion des
PFC zu den dorsalen Raphé Kernen entweder indirekt (Uber GABAerge Neurone) oder
Uber direkte Synapsenbildung mit serotonergen Neuronen innerhalb der dorsalen Raphé
Kerne die serotonerge Aktivitat letzterer zu beeinflussen vermag (Jankowski und Sesack,
2004). Welche Rolle eine systemische Haloperidolapplikation dabei einnehmen kénnte,
bleibt spekulativ. Angemerkt sei diesbeziiglich, dass innerhalb des Projektes | der
vorliegenden Arbeit bereits gezeigt worden ist, dass es Hinweise darauf gibt, dass
Glutamat zumindest Uber die NMDA und AMPA/Kainat Rezeptorwirkung an der
Entwicklung der Haloperidol-induzierten Katalepsie-Sensitivierung beteiligt sein
konnte. Dies wurde durch eine verlangsamte Sensitivierung bei systemischer post-Test
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Gabe des NMDA Rezeptor Antagonisten MK801, bzw. dem AMPA/Kainat Rezeptor
Antagonisten GYKI52466 gezeigt. Um die Hypothese zu untermauern, dass eine
glutamaterge Ruckprojektion vom PFC zu den dorsalen Raphé Kernen (entweder direkt
auf serotonerge Neurone oder indirekt Uber GABAerge Neurone) Einfluss auf die
Entwicklung der Katalepsie-Sensitivierung hat, musste jedoch eine lokale Transmitter-
spezifische L&asion oder Applikation der entsprechenden Antagonisten im mPFC, bzw.
dessen Projektion zu den dorsalen Raphé Kernen, durchgefuhrt werden. Dass
Haloperidol unabhéangig von der serotonergen Lasion innerhalb des PFC nicht zu
einer signifikanten Veradnderung der Dopamin-Menge, jedoch zur Veranderung der
HVA-Menge, gefuhrt hat, ist ebenfalls der Tabelle 11 zu entnehmen. Diese Erhéhung der
HVA-Menge ist vereinbar mit den Untersuchungen von Chang und Kollegen (Chang et
al., 1989). Hier wurde bereits friher gezeigt, dass es aufgrund einer chronischen
Haloperidolgabe (von 0,01-1 mg/kg Korpergewicht, in dem vorliegenden Projekt waren
es 0,25 mg/kg Korpergewicht) zu einer Erhohung der HVA-Menge innerhalb des PFC
kommt. Erwahnenswert ist in diesem Zusammenhang auch, dass es durch die
Kombination aus Haloperidol und der Lasion innerhalb der 5,7-DHT/Haloperidol-Gruppe
zwar auch zu einer leichten Erh6éhung der HVA-Menge gegentber der Vehikel/Saline-
Gruppe kam, diese Erhdhung jedoch nicht signifikant war. Dieses Ergebnis lasst darauf
schlieen, dass die 5,7-DHT Lasion einen Einfluss auf die vermutete Haloperidol-
induzierte HVA-Menge erzielt haben kdnnte. Insgesamt scheint die 5,7-DHT Lasion allein
jedoch keinen Einfluss auf das dopaminerge System innerhalb des PFC gehabt zu
haben. Bezlglich der dopaminergen Turnoverrate fanden sich ebenfalls keine
signifikanten Gruppenunterschiede. Durch Verwendung des Dopamin-
Wiederaufnahmehemmers Nomifensin  konnte eine gleichzeitige Lasion der
dopaminergen Neurone somit offenbar verhindert werden. Auch wenn bei dieser
Aussage zu beachten ist, dass es mittlerweile Zweifel gibt, ob 5,7-DHT tatsé&chlich tber
den Wiederaufnahmemechanismus in die serotonergen Neurone transportiert wird (Choi
et al., 2004). Es stellt sich die Frage, ob (bezlglich der Nomifensin-Behandlung)
dopaminerge Neurone Uberhaupt Uber den Weg des Wiederaufnahmemechanismus
durch 5,7-DHT geschadigt werden konnten. Wahrend eine Lasion der serotonergen
Ursprungsregion (Raphé Kerne) (Critchley et al., 1992; Hall et al., 1999; Yalcin et al.,
2008) sowie eine Ventrikellasion mit 5,7-DHT (Kostowski et al., 2004) vor allem auf eine
experimentell induzierte Beeintrachtigung des gesamten serotonergen System abzielen
(Ludwig und Schwarting, 2007), liegt mit der hier durchgefihrten 5,7-DHT Applikation im
PrL-PFC eine 5,7-DHT Lasion innerhalb einer serotonergen Zielstruktur  der Raphé
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Kerne vor. Eine Applikation von 5,7-DHT in serotonerge Zielstrukturen wurde neben der
bereits oben beschriebenen Arbeit von Bechara (Bechara, 2007) auch von anderen
Autoren im Striatum (Ludwig und Schwarting, 2007), oder dem Nucleus accumbens
(Nelson et al, 2012) sowie den zufihrenden serotonergen Projektionen zum
Hippocampus (Lehmann et al., 2002) durchgefiihrt. Um im vorliegenden Projekt den
Einfluss der Applikation von 5,7-DHT in den PrL Anteil des mPFC auf das
Caudatoputamen, den Nucleus Accumbens und den Hippocampus zu untersuchen,
wurden auch in diesen Arealen im Rahmen der HPLC-Analyse Untersuchungen zum
Gehalt von Serotonin (und dessen Metaboliten 5-HIAA) sowie von Dopamin (und den
Metaboliten DOPAC, 3-MT und HVA) durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieser Analyse
werden nachfolgend diskutiert. Fir die HPLC-Auswertung im PFC lasst sich
zusammenfassend festhalten, dass der Einfluss von Haloperidol vermutlich eine starkere
serotonerge Lasion innerhalb der 5,7-DHT/Haloperidol-Gruppe verhindert hat. Die
signifikante Reduzierung des Metaboliten 5HIAA innerhalb der 5,7-DHT-behandelten
Gruppen spricht, neben der signifikanten 5-HT Reduktion innerhalb der 5,7-DHT/Vehikel-
Gruppe, jedoch fir die Wirksamkeit des serotonergen Neurotoxins innerhalb des PFC.
Des Weiteren scheint die Neuroprotektion dopaminerger Neurone durch Nomifensin

erfolgt zu sein.

aCPU/pCPu

Die wichtigsten Ergebnisse der HPLC-Auswertung innerhalb des anterioren (aCPu) sind
In der Tavelle 13 UNd Tabelle 14, die des posterioren Caudatoputamens (pCPu) in der Tabelle 15
und Tabele 16 zusammengefasst. Innerhalb beider Strukturen haben sich keine
signifikanten Veranderungen in den unterschiedlichen Tiergruppen zwischen der
Menge des Neurotransmitters Dopamin und dessen Metaboliten ergeben. Es konnte
lediglich eine L&sions-unabhangige, nicht-signifikante Zunahme der Dopamin und HVA-
Menge innerhalb der Vehikel/Haloperidol-Gruppe verglichen mit der Vehikel/Saline-
Gruppe festgestellt werden. Im Vergleich der Ergebnisse zwischen der
Vehikel/Haloperidol-Gruppe und der Vehikel/Saline-Gruppe beztiglich der HVA-Menge im
CPu mit den Ergebnissen der Arbeit von Chang und Kollegen (Chang et al., 1989),
ergeben sich auch hier, wie bereits bei den Ergebnissen der HVA-Menge innerhalb des
PFC erwahnt, Parallelen: so zeigten die Autoren, dass eine chronische Behandlung von
Haloperidol in einer niedrigen Dosierung von 0,01-1 mg/kg Kérpergewicht zwar ebenfalls
zu einem Anstieg der HVA Menge im Striatum fihrte, dieser Anstieg jedoch
abgeschwacht wurde, wenn die Tiere mit einer Dosierungsreihe von 0,05-1 mg/kg
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Haloperidol behandelt wurden. Die hier verwendete Haloperidoldosierung von 0,25
mg/kg liegt bereits zu Beginn Uber der von (Chang et al., 1989) verwendeten

Anfangsdosierung ihrer zweiten Dosierungsreihe.

prozentuale Abweichung der
betreffende Substanz
: 3 Substanz-Menge bezogen auf die
{Neurotransmitter/Metabolit) Gruppe
Vehikel/ Saline-Gruppe + SEM.
SHT 5,7 DHT/ Saline-Gruppe +1249+5,10
5HT 5,7 DHT/ Haloperidol-Gruppe 428,04+ 1367
SHT Vehikel/Haloperidol-Gruppe 8,96+ 6,84
S-HIAA 5,7 DHT/ Saline-Gruppe 1,63+302
SHIAA 5,7 DHT/ Haloperidol-Gruppe +7.81£955
5HIAA Vehikel/Haloperidol-Gruppe +048+ 488
DA 5,7 DHT/ Saline-Gruppe +520+7,20
DA 5,7 DHT/ Halopernidol-Gruppe +13,20+£ 14,19
DA Vehikel/Haloperidol-Gruppe +16,35+3,72
HVA 5,7 DHT/ Haloperidol-Gruppe -13,69 9,51
HVA Vehikel/Haloperidol-Gruppe +11,08 + 8,59

Tabelle 13 Darstellung einiger prozentualer Veranderungen der Transmitter u  nd Metabolitenmenge im aCPU

bezogen auf die Vehikel/ Saline -Gruppe

Angegeben ist (in der dritten Spalte) der prozentuale Anteil einer Substanzmenge (= S.E.M.), bezogen auf die Vehikel/ Saline-Gruppe
im aCPU. Dabei sind die entsprechenden Substanzen in der ersten Spalte und die Gruppe von welcher der prozentuale Anteil dieser

Substanz ermittelt wurde in der zweiten Spalte angegeben. Abkirzungen: DA, Dopamin; HVA, Homovanillinséure; 5-HT, Serotonin;
5HIAA, 5-Hydroxyindolessigsaure.

Tabelle 14

prozentuale Abweichung der
betreffende Substanz
Substanz-Menge bezogen auf die
(Neurotransmitter/Metabeolit) Gruppe ] )
Vehikel/ Haloperidol-Gruppe + S.E.M.
SHT 5,7 DHT/ Saline-Gruppe 423,57+ 6,59
SHT . "
5,7 DHT/ Haloperidol-Gruppe +41.64** + 15,02
5-HIAA 5,7 DHT/ Saline-Gruppe 211+ 301
S-HIAA 5,7 DHT/ Haloperidol-Gruppe +7,3049,50
DA 5,7 DHT/ Saline-Gruppe 9,58+6,19
DA 5,7 DHT/ Haloperidol-Gruppe 2,71+1219

Darstellung einiger

prozentualer Veranderungen

bezogen auf die Vehikel/ Haloperidol -Gruppe

der Transmitter und Metabolitenmenge im aCPU

Angabe des prozentualen Anteils (+ S.E.M.) einer Substanzmenge (Spalte links), einer bestimmten Gruppe (mittlere Spalte) an der

Gesamtmenge selbiger Substanz innerhalb der Vehikel/Haloperidol-Gruppe im aCPU. Abkirzungen:

Serotonin;5HIAA, 5-Hydroxyindolessigsaure.

DA, Dopamin; 5-HT,
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Dies konnte bedeuten, dass hier ein &hnlicher Mechanismus greift und eine
maoglicherweise zu Beginn noch erhohte HVA Menge innerhalb der Vehikel/Haloperidol-
Gruppe gegenuber der Vehikel/Saline-Gruppe sich nach der chronischen Gabe von 0,25

mg/kg am Ende des Versuches nicht mehr signifikant auswirkte.

betreffende Substanz prozentuale Abweichung der
(NeurotransmitierMetabolit) Gruppe Subs-tanz—M(-enge bezogen auf die
Vehikel/ Saline-Gruppe + S.EM.
SHT 5,7 DHT/ Saline-Gruppe 1360 +7.07
SHT 5,7 DHT/ Halopernidol-Gruppe -31,09*+ 593
SHT Vehikel/Haloperidol-Gruppe -23,70*+7.01
5-HIAA 5,7 DHT/ Saline-Gruppe 7,00 +524
5 HIAA 5,7 DHT/ Haloperidol-Gruppe 22,05% + 4,46
5 HIAA Vehikel/ Haloperidol-Gruppe 162055
DA 5,7 DHT/ Saline-Gruppe +41,15+ 23,48
DA 5,7 DHT/ Halopenidol-Gruppe +31,22+ 20,94
DA Vehikel/Haloperidol-Gruppe +61,16 22,87
HVA 5,7 DHT/ Haloperidol-Gruppe 2762+ 11,83
HVA Vehikel/Haloperidol-Gruppe +17,63 + 23,66
Tabelle 15 Darstellung prozentualer Veranderung de  r Transmitter und Metabolitenmenge im pCPU

bezogen auf die Vehikel/ Saline -Gruppe

Angabe des prozentualen Anteils einer Substanzmenge(x S.E.M.), (der jeweils in der linken Spalte angegebenen Substanz) einer
bestimmten Gruppe (mittlere Spalte) im Vergleich zur entsprechenden Substanzmenge innerhalb der Vehikel/Saline-Gruppe im
pCPU.

Ob die HVA-Menge zu Beginn der chronischen Haloperidolgabe von 0,25 mg/kg auch im
vorliegenden Projekt innerhalb der Vehikel/Haloperidol-Gruppe, gegeniber der
Vehikel/Saline-Gruppe signifikant erhéht war, kdnnte tUberpruft werden, indem man die
Dopaminmenge (und die zugehdrigen Metaboliten) in einem weiteren Versuch durch eine
in vivo Studie via Mikrodialyse zu unterschiedlichen Versuchszeitpunkten analysiert. Bei
der 5,7-DHT/Haloperidol-Gruppe kam es im aCPU auch zu einer leichten, nicht
signifikanten Zunahme der Dopaminmenge gegenuber der 5,7-DHT/Saline-Gruppe
gekommen ist (abbildung 44 ). Vermutlich ist auch diese nicht signifikante Zunahme auf eine
Haloperidolwirkung zurtck zu fuhren. Diese leichte nicht signifikante Erhéhung der
Dopamin Menge hat in Bezug zu einer leichten aber nicht signifikanten Erniedrigung der
Metabolitenmenge innerhalb des aCPu zur signifikanten Verringerung des Turnovers
(Tavelle 7) der 5,7-DHT/Haloperidol-Gruppe gegenuber der Vehikel/Saline-Gruppe (p<0,01)
beziehungsweise gegeniber der Vehikel/Haloperidol-Gruppe (p<0,05) gefuhrt.
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prozentuale Abweichung der
betreffende Substanz
Substanz-Menge bezogen auf die

Neurotransmitter/Metabolit)
( ) Gruppe Vehikel/ Haloperidol-Gruppe + S.E.M.

S-HT

5,7 DHT/ Saline-Gruppe

+13,24+ 926

5-HT

5,7 DHT/ Haloperidol-Gruppe 968 +7.77
5-HIAA 5,7 DHT/ Saline-Gruppe -1,07 +6,26
5-HIAA 5,7 DHT/ Haloperidol-Gruppe -8,06 +5,32

DA 5,7 DHT/ Saline-Gruppe -12,42 £+ 13,15
DA 5,7 DHT/ Haloperidol-Gruppe -18,58 +12,99

Tabelle 16 Darstellung prozentualer Veréanderung der Transmitte r und Metabolitenmenge im pCPU

bezogen auf die Vehikel/ Haloperidol -Gruppe

Darstellung des prozentualen Anteils der Substanzmenge (= S.E.M.), der jeweils in der linken Spalte angegebenen Substanz einer
bestimmten Gruppe (mittlere Spalte) im Vergleich zur entsprechenden Substanzmenge innerhalb der Vehikel/ Haloperidol-Gruppe im
pCPu.

Bei einem differenzierten Blick auf den anterioren und posterioren Anteil des
Caudatoputamen fallt auf, dass es sich zwischen der 5,7-DHT/Haloperidol- und der 5,7-
DHT/Saline-Gruppe

Dopaminmenge genau kontrar verhalt (abbildung 46 ). Dieser leichte (nicht signifikanter)

innerhalb des pCPu (auch nicht signifikant) beziglich der

Anstieg der Dopaminmenge in der 5,7-DHT/Saline-Gruppe ergibt mit einem ebenfalls

leichten (nicht signifikanten) Anstieg dopaminerger Metaboliten jedoch Kkeine
Veréanderung innerhalb der zugehorigen dopaminergen Turnoverrate im pCPu. Innerhalb
des pCPu wurde zudem keine signifikante Erniedrigung des dopaminergen Turnovers
innerhalb der 5,7-DHT/Haloperidol-Gruppe gefunden (tavelle 8). Dieses Ergebnis stellt
einen der Unterschiede zwischen dem aCPU und pCPu dar. Auch hinsichtlich der
Turnover Rate des Neurotransmitters Serotonin fallt auf, dass die beiden mit 5,7-DHT-
behandelten Gruppen innerhalb des aCPU eine Erniedrigung bezogen auf die Vehikel-
behandelten Gruppen zeigten (Tabelle 7), Wobei diese Verminderung hier jeweils zwischen
beiden 5,7-DHT-behandelten Gruppen und der Vehikel/Haloperidol-Gruppe eine
Signifikanz (p<0,01) zeigten. Bezuglich der serotonergen Turnoverrate ergaben sich flr
das pCPU keine signifikanten Gruppenunterschiede (tavelle 8). Bei der Betrachtung der
Serotonin-Menge gab es innerhalb der beiden Strukturen des Caudatoputamens
ebenfalls Differenzen: Wahrend im aCPu innerhalb der Vehikel/ Haloperidol-Gruppe

eine leichte, nicht signifikante Abnahme gegenuber der Vehikel/Saline-Gruppe

gefunden wurde, kam es in der 5,7-DHT/Haloperidol-Gruppe innerhalb dieser Region
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zu einer ebenfalls nicht signifikanten = Zunahme der 5-HT-Menge gegeniber der
Vehikel/Saline-Gruppe (tabelle 13). Hingegen gab es innerhalb des pCPu im Vergleich zur
Vehikel/Saline-Gruppe sowohl innerhalb der Vehikel/Haloperidol-Gruppe (zu einem
23,7 % igem) als auch in der 5,7-DHT/Haloperidol-Gruppe zu einem (31 % igem)
signifikantem Verlust (tabelle 15) der 5-HT-Menge. Diese Differenz zwischen anterioren
und posterioren CPu bezuglich der 5,7-DHT/Haloperidol-Gruppe scheint auch im
Vergleich zur Vehikel/Haloperidol-Gruppe Bestand zu haben. So zeigte sich eine
signifikante Zunahme der 5HT-Menge von 41,6% innerhalb der aCPU Gruppe (Tabelle
14) jedoch eine nicht signifikante Abnahme der 5-HT-Menge in der 5,7-DHT/Haloperidol-

Gruppe im pCPu (tavelle 16). Ahnliche Unterschiede deuteten sich auch bei der Analyse
der 5-HIAA-Menge in beiden Regionen des CPu an; so zeigte sich im aCPu eine nicht
signifikante Erhéhung der 5-HIAA Menge in der 5,7-DHT/Haloperidol-Gruppe

gegeniber der Vehikel/Haloperidol-Gruppe  (tavelle 14). wéhrend derselbe Vergleich im
pCPu eine nicht signifikante Verminderung der 5-HIAA Menge im Vergleich zwischen der
5,7-DHT/Haloperidol-Gruppe zur Vehikel/Haloperidol-Gruppe hervorbrachte (tavelie 16).
In die gleiche Richtung deuten die Resultate hinsichtlich der 5-HIAA Menge im Vergleich
zwischen der 5,7-DHT/Haloperidol-Gruppe und der Vehikel/Saline-Gruppe. Innerhalb
dieses Vergleichs zeigte sich eine, nicht signifikante Zunahme der 5SHIAA Menge in der
5,7-DHT/Haloperidol-Gruppe im aCPU (Tabelle 13), wahrend die 22,95% ige Abnahme der
5-HIAA Menge im pCPu bei der 5,7-DHT/Haloperidol-Gruppe , im Vergleich zur
Vehikel/Saline-Gruppe deutlich signifikant war (Tavelle 15). Allgemein lasst sich also
festhalten, dass es bezogen auf die Serotonin-Menge und dessen Metaboliten innerhalb
der 5,7-DHT/Haloperidol-Gruppe im aCPu eher eine Zunahme im Vergleich zu den
Vehikel-behandelten Gruppen gab, wahrend innerhalb der gleichen Gruppe im pCPU
diesbeziglich eher eine Reduktion zu verzeichnen war. Diese, aufgrund der fehlenden
Signifikanzen einiger Gruppenvergleiche, mit Vorsicht zu betrachtenden Unterschiede
zwischen dem aCPu und dem pCPu werfen dennoch folgende Frage auf: Wenn der
Vergleich zwischen Vehikel/Haloperidol-Gruppe und Vehikel/Saline-Gruppe, also die
Verwendung von Haloperidol unabhangig von der 5,7-DHT Behandlung im PrL-PFC
doch sowohl innerhalb des aCPu (nicht signifikant) als auch innerhalb des pCPu
(signifikant) zu einem Verlust von 5-HT fuhrt - wie kommt es durch die 5,7-DHT-
Behandlung innerhalb des PrL Anteils des PFC bei der 5,7-DHT/Haloperidol-Gruppe

dann dazu, dass sich im aCPu eine Zunahme von 5-HT (die jedoch auch nur gegenuber
der Vehikel/Haloperidol-Gruppe signifikant ist) abzeichnet? Ein Erklarungsansatz des

sich andeutenden Unterschiedes zwischen dem anterioren und posterioren
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Caudatoputamen kdnnte zum einen in der unterschiedlichen neuronalen  Vernetzung
beider Regionen (Alexander et al., 1986; Carter, 1982; Miyachi et al., 1997) liegen,
beziehungsweise durch die in der Literatur beschriebenen unterschiedlichen
Gradienten des dopaminergen und serotonergen Transm ittergehaltes innerhalb des
Caudatoputamens (Beal und Martin, 1985). Bezogen auf die Innervierung des CPu aus
kortikalen Regionen ist durch Untersuchungen an Primaten bekannt, dass
unterschiedliche Regionen des Striatums aus unterschiedlichen Regionen des PFC
innerviert werden. So fassten Leh und Kollegen zusammen, dass aus dem medialen
und dorsalen PFC vor allem Projektionen zur dorsalen und zentralen Kopfregion des
Nucleus Caudate verlaufen, die orbitale und inferiore Region des PFC hingegen vor
allem in den ventromedialen Anteil des zentralen Caudate Kernes projizieren, wahrend
es weniger starke prafrontale Projektionen zur Schwanzregion des Caudate und zum
Putamen gibt (Leh et al., 2010). Auch andere Arbeiten wiesen bereits friher darauf hin,
dass der anteriore Teil des Striatums bei Primaten stark durch den dorsolateralen PFC
innerviert wird, wahrend der posteriore Anteil des Striatums vor allem durch den
sensomotorischen , pramotorischen , supplementar- und primar-motorischen
Regionen erhalt® (Alexander et al., 1986; Miyachi et al., 1997). Auch wenn sich die
genannten Arbeiten auf Gehirne von Primaten beziehen und man aufgrund des
anatomischen Unterschiedes zum Striatum der Ratte keinen direkten Vergleich ziehen
kann (Pan et al., 2010), wurde im Striatum der Ratte bereits in den sechziger Jahren eine
topografische Organisation in Bezug auf den Kortex durch Webster beschrieben
(Webster, 1961). Diese Organisation wurde 21 Jahre spater in der Arbeit von Carter
aufgegriffen (Carter, 1982), der beschrieb, dass eine Lasion der rostral-medialen Region
des PFC bei Ratten zu einer Stérung der glutamatergen Innervierung des anterioren
Striatums fuhrt, wahrend die L&sion des caudal gelegenen Teils des frontalen Kortex
eher die Innervierung des posterioren Striatums beeintrachtigt (Carter, 1982). Somit ist
es denkbar, dass auch bei der Ratte eine unterschiedliche Projektion aus dem PFC zum
anterioren, respektive posterioren, Caudatoputamen zu einer entsprechend
unterschiedlichen Modulation des in der jeweiligen Zielregion vorhandenen
Neurotransmittergehaltes fuhren kann. Zu beachten ist dabei vor allem, dass bei Ratten,
wie erwahnt, bereits im nicht-invasiven Zustand ein unterschiedlicher Dopamin und

Serotoningradient im pCPu und aCPu demonstriert wurde: in der Verdéffentlichung von

8 Funktionell scheinen die unterschiedlichen Projektionen zwischen PFC und Striatum innerhalb verschiedener neuronaler Kreislaufe auch
unterschiedliche Verhaltensmuster zu bedienen (Leh et al., 2010; Mestres-Misse et al., 2012). In der Arbeit von Leh und Kollegen wurde
zusammenfassend zwischen der limbischen Projektion (die unter anderem vom orbitalen und medialen PFC zum rostroventral gelegenem Caudate-
Putamen und dem NAcc verlauft), der assoziativen (Projektion vom lateralen PFC zum Kopf des Caudate und dem rostralen Putamen), so wie der
sensomotorischen Projektion (Projektion von den somatosensorische, primarmotorische Areale und dem SMA zum caudale lateral gelegenen Putamen
(Leh et al., 2010) differenziert.
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Beal und Martin (Beal und Martin, 1985) wurde gezeigt, dass die topografische
Konzentrationsverteilung der genannten Transmitter innerhalb des Caudatoputamens
diametral entgegengesetzt verlauft. Ubereinstimmend mit den in dieser Veroffentlichung
genannten Gradienten wurde auch in dem vorliegenden Projekt innerhalb des aCPu der
Vehikel/Saline-Gruppe eine hoherer DA Anteil festgestellt als innerhalb des pCPu (68%*
*+ 6,78 weniger DA im pCPu als im aCPu *, p<0,005, t-Test), wahrend der serotonerge
Anteil im pCPu um Uber 61%* + 3,22 hoher lag als im aCPu. (*, p<0,005, t-Test). Diese
Berechnung zeigt jedoch auch, dass der prozentuale Verlust von Serotonin sich
innerhalb der 5,7-DHT/Haloperidol-Gruppe im pCPU deshalb im Verhdaltnis zur
Vehikel/Saline-Gruppe (-31,09%) signifikant darstellt, da es sich absolut gesehen
(bezogen auf den Mittelwert) um einen stéarkeren Wert (von 292,75 pg/mg Frischgewicht)
handelt, als der absolute Wert (von 107 pg/mg Frischgewicht) der die nicht signifikante
prozentuale Erh6éhung (von 28,94%) der Serotoninmenge im aCPU desselben
Gruppenvergleichs angibt. Unter Einbeziehung der prafrontalen Projektion zum
posterioren CPu kénnte es in der 5,7-DHT/Haloperidol-Gruppe zu einer direkten oder
indirekten Verminderung der 5-HT-Menge gekommen sein, so kdnnte das prainvasive
Mengen-Verhéltnis von 5-HT zum aCPu bei dieser Uberlegung beriicksichtigt werden.
Allerdings ware wegen der bereits diskutierten tberwiegenden Projektion des PFC zum
anterioren Bereich des CPu eine Modulation des pCPu eher Uber indirekte Projektion
denkbar. Eine spekulative Uberlegung ware die Umkehr der bereits im vorhergehenden
Kapitel angesprochenen  falschen Transmitter Hypothese“. Dabei koénnte unter
Haloperidoleinfluss  Uber dopaminerge  Neurone innerhalb des anterioren
Caudatoputamens ein (durch die 5,7-DHT-Behandlung im PrL-PFC bewirkter)
Kompensationsmechanismus ausgelost worden sein, welcher innerhalb der 5,7-
DHT/Haloperidol-Gruppe dazu gefuhrt haben konnte, dass die Lasion im PrL-PFC in
dieser Gruppe weniger stabil war, als in der 5,7-DHT/Saline-Gruppe. Zu dieser
Spekulation passt, dass die 5,7-DHT/Haloperidol Gruppe innerhalb des aCPU im
Vergleich zu den anderen Gruppen dieser Region, die héchste 5-HT-Menge zeigte.
Bezogen auf die 5HT-Menge im aCPu ist weiterhin augenfallig, dass es nur zwischen
den beiden mit Haloperidol behandelten  Gruppen (5,7-DHT/Haloperidol-Gruppe und
Vehikel/Haloperidol-Gruppe) zu einem signifikanten Unterschied kam, was eher auf
einen durch die im PrL-PFC durchgefthrte Lasion verursachten Effekt hinweist, als auf
einen Haloperidol-induzierten Effekt. Auch hier kdnnte eine indirekte Innervierung vom
PFC Uber subcortikale Kerne zum aCPu eine Rolle spielen. Es ist bekannt, dass
Projektionen des PFC in der Lage sind, dopaminerge Transmissionen im NAcc und SN
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zu modulieren (Sesack und Pickel, 1992). Somit kdonnte vermutet werden, dass sich
diese Modulation der dopaminergen Transmission des SN (die vornehmlich ins CPu
projiziert) durch die 5,7-DHT-Behandlung im PrL Anteil des PFC  verandert, was sich
rickwirkend auf die A9 Projektion (zwischen SN und Striatum) auswirkt. Eine solche
indirekte Modulation erklart jedoch nicht, weshalb es nicht insgesamt zu einer
signifikanten Beeintrachtigung der Dopaminmenge innerhalb des CPu gekommen ist und
warum eine mogliche indirekte Modulierung wohl eher nicht Uber die erwahnten
dopaminergen Bahnen verlauft. Die beschriebene neuronale Verknipfung zwischen dem
PFC und dem NAcc konnte jedoch in der nachfolgenden Diskussion zur HPLC-
Auswertung innerhalb des NAcc relevant sein.

NAcc

Eine Zusammenfassung der wichtigsten prozentualen Abweichungen der Transmitter-
und Metaboliten-Mengen der HPLC-Auswertung, innerhalb des NAcc in Bezug zur
Vehikel/Saline-Gruppe, sind der Tabele 17 und im Vergleich zur Vehikel/Haloperidol-
Gruppe der Tabelle 18 zu entnehmen. Dabei sind die signifikante Erhéhung der 5-HT
Menge innerhalb der beiden 5,7-DHT behandelten Gruppen sowie die signifikante
Erniedrigung der DA-Menge (und der gemessenen Metaboliten dieses
Neurotransmitters) der 5,7-DHT/Haloperidol-Gruppe gegenuber der Vehikel/Saline-
Gruppe wohl die herausstechensten Ergebnisse. Bezlglich der 5-HT-Menge kam es
innerhalb der 5,7-DHT/Saline-Gruppe zu einer 37,6% igen Erh6hung in Vergleich zur
Vehikel/Saline-Gruppe, wahrend sie im Vergleich zur Vehikel/Haloperidol-Gruppe um
28,7% erhoht war. Die prozentuale Erhéhung der 5,7-DHT/Haloperidol-Gruppe

gegenuber der Vehikel/Saline-Gruppe bzw. der Vehikel/Haloperidol-Gruppe &hnelt mit
34,4 % beziehungsweise 25,7% stark der zuvor erwéhnten prozentualen Erh6hung der
5,7-DHT/Saline-Gruppe, bleibt jedoch in beiden Vergleichen leicht unter dem
prozentualen Anteil der anderen Gruppen. Mit der signifikanten Erhéhung der 5-HT-
Menge innerhalb der beiden 5,7-DHT behandelten Gruppen, bei gleichzeitig nicht
signifikanter Veranderung der 5-HIAA Menge, lasst sich auch deren Verringerung des
Turnovers gegentuber den beiden Vehikel-behandelten Gruppen erklaren. Hinsichtlich
des Verlustes der DA Menge zeigte sich in der 5,7-DHT/Haloperidol- Gruppe eine
prozentuale Erniedrigung von 51% gegentber der Vehikel/Saline-Gruppe. Bezuglich der
dopaminergen Metaboliten war die DOPAC-Menge im gleichen Gruppenvergleich um
50%, die 3-MT-Menge um 61% und die HVA-Menge um 51% erniedrigt. Eine signifikante
47% ige Erniedrigung der 3-MT-Menge zeigte sich auch innerhalb der 5,7-DHT/Saline-

163



IV Diskussion

Gruppe verglichen mit der Vehikel/Saline-Gruppe. Bei gleichzeitiger Verminderung der
DA-Menge und den zugehorigen Metaboliten, lasst sich bei der 5,7-DHT/Haloperidol-
Gruppe auch erklaren, weshalb der Quotient aus beiden in der Turnover-Berechnung
keinen signifikanten Unterschied zu den Kontrollgruppen ergeben hat. Um der
Interpretation dieser Ergebnisse eine Basis zu geben, sollen nachfolgend die in der
Literatur beschriebenen neuronalen direkten und indirekten Verknipfungen zwischen

dem PFC und dem NAcc rekapituliert werden.

prozentuale Abweichung der
Substanz-Menge bezogen auf
betreffende Substanz di
ie
Neurotrans mitter/Metabolit.
( ) Gruppe Vehikel/ Saline-Gruppe +
SEM.
5-HT 5,7 DHT/ Saline-Gruppe +37,60%* + 10,22
S-HT 5,7 DHT/ Haloperidol-Gruppe +34,40** £ 6,02
S5HT Vehikel/ Haloperidol-Gruppe +6,92+ 3,70
5 HIAA 5,7 DHT/ Saline-Gruppe +4.9T 27,20
SHIAA 5,7 DHT/ Haloperidol-Gruppe 140 £7.91
5 HIAA Vehikel/ Haloperidol-Gruppe +18,54+7.68
DA 5,7 DHT/ Saline-Gruppe -41.88 +12,30
DA 5,7 DHT/ Haloperidol-Gruppe 51,27 11,93
DA Vehikel/ Haloperidol-Gruppe -32,00 +£20,05
HVA 5,7 DHT/ Saline-Gruppe -39,80+8,20
HVA 5,7 DHT/ Haloperidol-Gruppe -50,86* + 9,68
DOPAC 5,7 DHT/ Saline-Gruppe -35,85+11,23
DOPAC 5,7 DHT/ Haloperidol-Gruppe -50,02* + 10,44
3MT 5,7 DHT/ Saline-Gruppe -46,68* + 10,89
3MT 5,7 DHT/ Haloperidol-Gruppe -60,96** + 8,40
Tabelle 17 prozentuale Abweichung der Transmitter und Metaboli ten - Menge im NAcc verglichen mit der Vehikel/

Saline-Gruppe

Bezogen auf die Transmitter (DA, 5-HT) bzw. Metaboliten (HVA, DOPAC, 3MT, 5-HIAA) -menge sind die prozentualen Abweichungen
(= S.E.M.) der (in der mittleren Spalte aufgelisteten) Gruppen von der entsprechenden Menge der jeweiligen Substanz in der Vehikel/

Saline- Gruppe in der rechten Spalte angegeben.

So ist bekannt, dass der PrL-PFC vor allem in die core Region des NAcc glutamaterge
Projektionen entsendet (Vanderschuren und Kalivas, 2000) zudem wird der NAcc durch
das VTA dopaminerg innerviert, welches seinerseits ebenfalls glutamaterge
Projektionen aus dem PFC erhalt und zu diesem dopaminerge Rickprojektionen
entsendet (Tzschentke und Schmidt, 2003; Vanderschuren und Kalivas, 2000). Bezuglich
dieses Projektions-Kreislaufs ist bekannt, dass eine serotonerge Innervierung des
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mPFC den DAergen Input in den mPFC verdndern kann; ob es dabei zu einer
Erhéhung der DA Freisetzung, oder einer Erniedrigung kommt, hangt davon ab, ob der 5-
HT,a (Erhéhung), oder der 5-HT,c (Erniedrigung) Rezeptor aktiviert wird (Olijslagers et
al., 2006).

prozentuale Abweichung der
betreffende Substanz
Substanz-Menge bezogen auf die
(Neurotransmitter/Metabolit) Gruppe i i
Vehikel/ Haloperidol-Gruppe £ S EM.

SHT 5,7 DHT/ Saline-Gruppe +28,69* + 9,56

SHT 5.7 DHT/ Haloperidol- Gruppe +2570 5,63
SHIAA 5,7 DHT/ Saline-Gruppe -11,45 6,07
SHIAA 5.7 DHT/ Haloperidol-Gruppe -16,82 16,67

DA 5,7 DHT/ Saline-Gruppe -14,53 116,09

DA 5.7 DHT/ Haloperidol-Gruppe 28,34 17,55

Tabelle 18 prozentuale Abweichungen der Transmitter und Metabo liten -Menge im NAcc ver glichen mit der Vehikel/

Haloperidol- Gruppe

Die in der rechten Spalte angegebenen prozentualen Abweichungen von der Transmitter-/Metabolitenmenge (+ S.E.M.) beziehen sich
innerhalb dieser Tabelle auf die entsprechende Menge in der Vehikel/ Haloperidol-Gruppe.

Serotonerg werden der mediale PFC und der NAcc vor allem aus der dorsalen Region
der Raphé Kerne innerviert (Brown und Molliver, 2000; Kriegebaum et al., 2010; Mantz et
al., 1990; Van Bockstaele et al., 1993; Vertes, 1991), die Untersuchungen mittels
retrograder Immunfluoreszenz Markierungen, von Van Bockstaele und Kollegen haben
gezeigt, dass Neurone die den NAcc innervieren vor allem aus dem seitlichen Flugel

der dorsalen Raphé Kerne entspringen und solche, die den medialen PFC innervieren,
vorwiegend aus der Mittellin ie der dorsalen Raphé Kerne. Zudem zeigten ihre
Ergebnisse eine deutlich starkere Innervierung des NAcc. In der Vero6ffentlichung sind
aulBerdem sowohl getrennt verlaufende Projektionen (serotonerger und nicht-
serotonerger Art), als auch solche, die sowohl zum mPFC als auch zum NAcc verlaufen
(Van Bockstaele et al., 1993) beschrieben. Die serotonergen Projektionen zum NAcc
bestehen entweder aus schmalen serotonergen Fasern oder sind durch ausgepréagte
Varikositadten gekennzeichnet; zudem unterscheiden sie sich in der Expression der
Serotonintransporter (Brown und Molliver, 2000). Aul3erdem ist bekannt, dass der PFC
exzitatorische Projektionen in die dorsalen und medianen (Jankowski und Sesack, 2004;
Uylings et al., 2003) Raphé Kerne entsendet. Die Projektion zwischen dem medialen

PFC und den dorsalen Raphé Kernen scheint dabei eine wichtige Rolle bei dem
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Verhalten auf kontrollierbaren und nicht-kontrollierbaren Stress einzunehmen (Amat et
al., 2005). Laut Interpretation der Studie von Jankowski und Seesack sind Projektionen in
die dorsalen Raphé Kerne auf GABAerge Neuronen prasenter, als solche die direkt auf
serotonerge Neurone der dorsalen Raphé Kerne projizieren (Jankowski und Sesack,
2004). Diese in der Literatur beschriebenen neuronalen Verknipfungen lassen die
Annahme zu, dass die prafrontale Rickprojektion zu den dorsalen Raphé Kernen (die
ihrerseits den NAcc serotonerg innervieren), derart durch die Behandlung mit 5,7-DHT im
Pralimbischen PFC moduliert worden sein konnte, dass es zu einer verstarkten
serotonergen Ausschittung in den NAcc gekommen ist. Konform zu dieser
Hypothese konnten also GABAerge Interneurone innerhalb der Raphé Kerne, (die
normalerweise exzitatorisch durch den PFC innerviert werden und somit die serotonerge
Ausschittung zu anderen Kerngebieten inhibieren) durch diese Modulation gehemmt

worden sein, was im Fall der vorliegenden Hypothese zu einer Disinhibition
serotonerger Fasern und somit zu einer erhéhten 5-HT Transmission zum NAcc gefihrt
haben konnte. Zudem konnte eine derartige Modulation aber auch zu einer
Verstarkung der synaptischen Verknipfung zwischen der serotonergen Projektion
vom dorsalen Raphé Kern zum NAcc gefuihrt haben. Es ware also mdglich, dass es
durch die sogenannte postlasionale ,reaktive Synaptogenese® (nach (Hamori, 1990)
erstmals durch (Matthews et al., 1976) beschrieben) zu einem verstarkten Auswachsen
synaptischer Verknipfungen gekommen sein kénnte. Innerhalb der Raphé Kerne wurde
eine derartiges Auswachsen synaptischer Verknipfungen (engl.: sprouting) zwischen
dem medianen Raphé Kernen und dem dorsalen Hippocampus beschrieben (Zhou und
Azmitia, 1986). In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass nicht nur die eigentlich ladierte
Region vom sprouting betroffen war (n&mlich der dorsale Hippocampus beziehungsweise
die dort hin verlaufende neuronale Bahn von den Raphé Kernen, dem Cingulum bundle-
induseum griseum) sondern, dass es ebenfalls zu einem sprouting einer zweiten

wichtigen synaptischen Verknupfung, der fornix-fimb ria kam (Zhou und Azmitia,
1986). Eine aus diesen Ergebnissen resultierende Frage ware also, ob es mdglich ist,
dass eine Projektion aus einer bestimmten Region (im hier vorliegenden Fall von den
dorsalen Raphé Kernen) deren Neurotransmission aufgrund der Lasion einer Zielstruktur
(im hier vorliegenden Fall der mediale PFC) zum Erliegen kommt, diese
Neurotransmission durch einen Kompensations-Mechanismus wie das sprouting
verstarkt in die synaptische Verknupfung einer weiteren Zielstruktur (im hier vorliegenden
Fall, dem Nucleus accumbens) ausschitten kdonnte. Diese Hypothese misste jedoch
durch immuncytochemische serotonerge Farbungen uberprift werden. Wirde sie sich
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bestétigen bliebe zu klaren, ob Haloperidol dieses sprouting vermindern kann, da sich
sowohl im Vergleich mit der Vehikel/Saline-Gruppe als auch mit der Vehikel/Haloperidol-
Gruppe jeweils eine moderat starkere Erhéhung der 5-HT Menge ergab, wenn nur die
5,7-DHT-Behandlung, aber keine zuséatzliche Haloperidolbehandlung stattgefunden hat.
In Zusammenschau mit der Hypothese des sproutings konnte auch die serotonerge
Turnoverrate im NAcc interpretiert werden. So kénnte die signifikante Erniedrigung der

Turnoverrate zwischen der Vehikel/Haloperidol-Gruppe und der beiden 5,7-DHT-
behandelten Gruppen (beziehungsweise zwischen der Vehikel/Saline-Gruppe und der
5,7-DHT/Haloperidol-Gruppe) durch einen Anstieg von Serotonin, oder durch die erhéhte
serotonerge Innervierung (und somit auch einer erhdhten Anzahl an vesikularen
Serotoninspeichern) zu erklaren sein. Im Gesamtbild ergibt sich ein erniedrigter Turnover
im Verhaltnis zu einer gleichbleibenden Menge des Metaboliten 5-HIAA (eventuell
verursacht durch eine gleichbleibende Feuerrate und somit auch keiner erhéhten
Synthese des Abbauproduktes von Serotonin). Hinweise darauf, dass Haloperidol einen
Einfluss auf das Nervenwachstum im allgemeinen (gemessen an dem Einfluss auf die
frihe Genexpression , Transkriptionsfaktoren , Nervenwachstumsfaktoren ) und das
sprouting im speziellen haben kann, wurde durch mehrere Studien belegt (Alleva et al.,
1996; Critchlow et al.,, 2006; Donohoe et al.,, 2008). Einige, die zu der genannten
Hypothese passen wirden haben gezeigt, dass Haloperidol in der Lage ist den
Nervenwachstumsfaktor zu vermindern, auch wenn dies lediglich bei Mausen und im
Hypothalamus gezeigt wurde, kdnnte dies ein wichtiger Hinweis sein, warum Haloperidol
das hier vermutete sprouting beeintrachtigt haben kdnnte (Alleva et al., 1996). In einer
anderen Studie wurde gezeigt, dass der sogenannte sigma 1 Rezeptor, der durch den
Nervenwachstumsfaktoren aktiviert werden kann, (wodurch das sprouting von Neuriten
ausgelost wird (Takebayashi et al., 2002)), zwar in seiner Bindungsfahigkeit durch
Haloperidol gehemmt wird, allerdings nicht in der Lage ist, die Menge an mRNA dieses
Rezeptors zu beeintrachtigen (Inoue et al.,, 2000). Eine andere Studie hingegen hat
gezeigt, dass Haloperidol das sprouting positiv beeinflussen kann; so zeigten die
Untersuchungen von Tripanichkul und Kollegen, dass Haloperidol bei gesunden Ratten
zum sprouting dopaminerger Neurone fihrt (Tripanichkul et al., 2003). Interessant ist
allerdings dass die Autoren in derselben Studie herausgefunden haben, dass das
sprouting durch Haloperidol verhindert wurde wenn gleichzeitig eine Lasion der
substantia nigra pars compacta vorlag (Tripanichkul et al., 2003). Diese und andere
Ergebnisse lassen keine eindeutige Aussage dariiber zu, ob die Vermutung, dass es im

vorliegenden Projekt zu einem kompensatorischen sprouting zwischen dem dorsalen

167



IV Diskussion

Raphé Kern und dem NAcc gekommen sein kdnnte, und ob die Haloperidolwirkung
dieses hypothetische sprouting beeintrachtigt haben kénnte. Dennoch bieten sie einen
Ansatzpunkt fur diesbezugliche weitere Untersuchungen. Die Abnahme der
Dopaminmenge und seiner Metaboliten vor allem innerhalb der 5,7-DHT/Haloperidol-
Gruppe im NAcc konnte lber eine lasionsbedingte funktionelle Anderung der oben
beschriebenen Verknipfung zwischen dem PFC und dem VTA erfolgt sein. Auch in
diesem Fall konnte die 5,7-DHT-Behandlung innerhalb des pralimbischen PFC dazu
gefuhrt haben, dass dessen glutamaterge Projektion zum VTA (beschrieben in
(Tzschentke und Schmidt, 2003; Vanderschuren und Kalivas, 2000)) derart moduliert
wurde, dass dies zu funktionellen Beeintrachtigungen der dopaminergen Afferenzen des
VTA zum NAcc gefuihrt haben konnte. Eine derartige Beeintrachtigung konnte
beispielsweise Uber Acetylcholinrezeptoren erfolgt sein, diese Vermutung ruhrt daher,
dass in der Literatur davon berichtet wird, die Aktivierung von muscarinergen
Acetylcholinrezeptoren des VTA fuhre zu einer Stimulation der DA Freisetzung (Gronier
et al., 2000). Erwahnenswert in diesem Zusammenhang ist auch eine Studie die dariber
berichtet, dass es im Rahmen eines Nikotin-Entzugs durch die s.c. Gabe von
Mecamylamin (einem nicotinergen Acetylcholin-Rezeptor Antagonisten (Bacher et al.,
2009)) bei Ratten, wie im vorliegenden Projekt zu einer Dopamin-Reduktion und seinen
Metaboliten innerhalb des NAcc kommt, wahrend der mediale PFC bei gleicher
Behandlung keine derartige Reduktion erfahrt (Hildebrand et al., 1998). Die
acetylcholinerge Innervierung der VTA erfolgt Uber das Tegmentum Pontis, sowie den
laterodorsalen Kern des Tegmentum (Tolu et al., 2013). Beide Kerne werden ihrerseits
glutamaterg durch den PFC innerviert (Del Arco und Mora, 2008). Um diese Hypothese
bezuglich der verminderten DA-Menge, respektive deren Metaboliten innerhalb der 5,7-
DHT/Haloperidol-Gruppe im NAcc zu Uberprifen, kdnnte man den Versuch mit einer
durch den Neurotransmitter Acetylcholin erweiterten, HPLC-Analyse erneut durchfiihren.

Hippocampus

Die Prozentualen Abweichungen der Transmitter und Metabolitenmengen von der
Vehikel/Saline- bzw. von der Vehikel/Haloperidol-Gruppe wurden fur einige Ergebnisse
der HPLC-Auswertung im Hippocampus in der Tabelle 19 bzw. Tabele 20 nochmal
herausgegriffen. Dabei zeigte sich vor allem hinsichtlich der Menge des Metaboliten 5-
HIAA eine signifikante Erniedrigung innerhalb der beiden 5,7-DHT-behandelten
Gruppen , im Vergleich zur Vehikel/Haloperidol-Gruppe. Bei diesem Vergleich kam es in
der 5,7-DHT/Saline-Gruppe zu einer 21,57% igen Verminderung und in der 5,7-
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DHT/Haloperidol-Gruppe zu einer 40,42% igen Erniedrigung. Die 5-HT-Menge der
beiden 5,7-DHT behandelten Gruppen ergab dariber hinaus eine nicht-signifikante
Erniedrigung in Vergleich zur Vehikel/Haloperidol-Gruppe haben, wodurch der Quotient
von 5-HIAA Menge und 5-HT-Menge bei der Turnover-Berechnung keinen signifikanten
Unterschied ergab. Verglichen mit der HPLC-Auswertung des PFC fallt auf, dass es im
Hippocampus &hnlich wie in dieser Gehirnregion zu einer Erniedrigung der 5-HIAA-
Menge in den mit 5,7-DHT behandelten Gruppen gegenuber der Vehikel/Haloperidol-
Gruppe gekommen ist. Zwar findet man im PFC solch eine Reduktion der 5HIAA Menge
in den 5HT-behandelten Gruppen auch in Bezug auf die Vehikel/Saline-Gruppe;
gegeniber der Vehikel/Haloperidol- Gruppe ist sie jedoch auch im PFC leicht stabiler.
Dies mag damit zusammenhangen, dass die PFC die Zielregion der 5,7-DHT-
Behandlung lokalisiert war, wodurch der Verlust der 5-HIAA Menge in diesem Areal
innerhalb der 5,7-DHT-behandelten Gruppen noch deutlicher ausgepragt ist. Dass der
Verlust der 5-HIAA Menge im Gruppenvergleich innerhalb des Hippocampus in dieselbe
Richtung weist wie in der HPLC-Analyse innerhalb des PFC, kdnnte entweder auf eine
neuronale Verkntpfung des Hippocampus mit dem PFC, oder indirekten Verknipfungen
beider Regionen Uber eine neuronale Schleife zurtick zu fihren sein, welche auch die
Raphé Kerne einschlie3t. Der Hippocampus wird wie der PFC aus dem dorsalen (B7),
aber auch aus den medianen Raphé Kernen (B8) serotonerg innerviert (Almada et al.,
2009; Azmitia und Segal, 1978; Mokler et al., 1998). Dabei projizieren die Fasern der
medianen Raphé-Kerne (B8) vor allem in Richtung dorsaler Hippocampus (Adams et
al.,, 2013; Geyer et al., 1976; Zhou und Azmitia, 1986) wahrend der ventrale
Hippocampus vornehmlich durch die dorsalen Raphé Kerne innerviert wird (Adams et
al.,, 2013; Mokler et al., 1998). Einige dieser Axone innervieren innerhalb des
Hippocampus GABAerge, Calbindin-haltige Interneurone, und sind somit in der Lage,
hippocampale inhibitorische neuronale Verschaltungen zu modulieren (Freund et al.,
1990). Mokler und Kollegen beschreiben, dass die serotonerge Neurotransmission per se
durch diverse Ruckkopplungsschleifen und Autorezeptoren reguliert wird: so gibt es
zwischen den medianen und dorsalen Raphé Kernen eine reziprok- inhibitorische
Verknupfung , die entweder GABAerg oder serotonerg reguliert wird (Mokler et al.,
1998).
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prozentuale Abweichung der
betreffende Substanz
Substanz-Menge bezogen auf die
{Neurotrans mitter/Metabolit) Gruppe ! )
Vehikel/ Saline-Gruppe + S.E M.
S-HT 5,7 DHT/ Saline-Gruppe 6.53+955
SHT 5,7 DHT/ Haloperidol-Gruppe -2850+1227
SHT Vehikel/ Halopendol-Gruppe -1,53+ 8,16
S5-HIAA 5,7 DHT/ Saline-Gruppe 264657
5HIAA 5,7 DHT/ Haloperidol-Gruppe 26,05+9.25
5 HIAA Vehikel/ Haloperidol-Gruppe +24.13 1 8,58
DA 5,7 DHT/ Saline-Gruppe -1,73+9,10
DA 5,7 DHT/ Haloperidol-Gruppe +7,54 + 19,08
DA Vehikel/ Haloperidol-Gruppe -79,50 + 18,08

Tabelle 19 prozentuale Abweichung der Transmitteru  nd Metaboliten - Menge im Hippoc ampus

verglichen mit der Vehikel/ Saline -Gruppe

Dargestellt von links nach rechts: Die Substanzen (Transmitter oder Metaboliten), die Gruppen in denen die jeweilige Menge dieser
Substanz im Hippocampus gemessen wurde und die prozentuale Abweichung (+ S.E.M.) dieser Menge von der Menge der gleichen

Substanz innerhalb der Vehikel/ Saline-Gruppe im Hippocampus.

prozentuale Abweichung der
betreffende Substanz
Substanz-Menge bezogen auf die
(Neurotransmitter/Metabolit) Gruppe . i
Vehikel/ Halopendol-Gruppe + S.E.M.

5HT 5,7 DHT/ Saline-Gruppe -5,081+9,70
SHT 5,7 DHT/ Haloperidol-Gruppe 273911246
5-HIAA 5,7 DHT/ Saline-Gruppe -21,57*+5,29
5-HIAA 5,7 DHT/ Haloperidol-Gruppe 40,42* + 7 A5
DA 5,7 DHT/ Saline-Gruppe +9,10+ 10,49
DA 5,7 DHT/ Halopendol-Gruppe +19,40+£21.19

Tabelle 20 prozentuale Abweichung der Transmitter und Metaboli ten - Menge im Hippo campus

verglichen mit der Vehikel/ Haloperidol  -Gruppe

Hier angegebene prozentuale Abweichungen (+ S.E.M.) der jeweiligen Transmitter- bzw. Metaboliten-Mengen (dritte Spalte) beziehen

sich auf die entsprechende Substanzmenge in der Vehikel/ Haloperidol-Gruppe im Hippocampus.

Die negative Riuckkopplung der Serotonintransmission wird demnach entweder
somatodentritisch (Uber 5-HT14 und 5-HT;p Rezeptoren), am prasynaptischen Terminus
(Uber 5-HT;s Rezeptoren), oder (Uber 5-HTia Rezeptoren) an den postsynaptischen,
GABAergen Interneuronen des Hippocampus reguliert (Mokler et al., 1998). Da bei der

HPLC-Messung der gesamte Hippocampus analysiert und nicht zwischen seinem
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dorsalen und ventralen Anteil differenziert wurde, bleibt zu klaren, ob es durch die Lasion
im PrL-PFC zu einer Modulation gekommen ist, die vornehmlich zu einer Reduktion der
5-HIAA Menge im ventralen Anteil oder im dorsalen Anteil des Hippocampus geflhrt
haben konnte, oder ob es diesbezuglich keinen Unterschied zwischen beiden Regionen
gibt. Gabe es einen Unterschied, ware zu klaren, ob die oben genannte reziproke
Verknupfung zwischen den medianen und dorsalen Raphé Regionen bei einer lokal
begrenzten Reduktion der 5-HIAA Menge innerhalb der 5,7-DHT behandelten Gruppen
eine Rolle spielen kénnte. Diese Differenzierung erscheint insofern interessant, als das
Ergebnis im Projekt IIbl eine Involvierung, insbesondere des dorsalen, jedoch eine
weniger starke des ventralen Hippocampus in der Kontextabhangigkeit der Katalepsie-
Sensitivierung vermuten lasst. Auch im Hinblick darauf ware es erstrebenswert, in einem
weiteren Versuch den Hippocampus serotonerg im ventralen, respektive dorsalen Antell
zu l|adieren. Unterschiede bei der Verhaltensantwort in einem vom PFC abh&ngigen
Verhalten, (der hemmenden Kontrolle impulsiver Verhaltensweisen), wurden bereits bei
der Lasion der dorsalen, respektive ventralen Lasion des Hippocampus von Abela und
Kollegen gezeigt (Abela et al., 2013); wahrend sich die Tiere mit der dorsalen
Hippocampus-Lasion in dieser Studie wie die Kontrollgruppe mit Scheinlasion verhielten,
zeigten die Tiere mit der ventralen Hippocampus-Lasion ein von dieser Kontrollgruppe
abweichendes Verhalten. Erst eine zusatzliche Applikation des
Serotoninwiederaufnahme-Hemmers  Escitalopram nadherte dieses abweichende
Verhalten dem der Kontrollgruppe wieder an (Abela et al., 2013). Die serotonergen
Verknupfungen zwischen dem ventralen (Ohmura et al., 2010), beziehungsweise dem
dorsalen Hippocampus (Almada et al., 2009) und den Raphé Kernen wird vor allem mit
dem Abruf kontextuellen Angstlernens in Verbindung gebracht. Auch wenn hier keine
genaue Aussage uber jene neuronale Verknupfung gemacht werden kann, die durch die
serotonerge Lasion im PFC zur Reduktion der 5-HIAA-Menge innerhalb des
Hippocampus geflihrt haben koénnte, ist es interessant, dass bei kontextuellem
Angstlernen, welches eng mit der serotonergen Projektion zum Hippocampus verknupft
ist, vermutet wird, dass eine neuronale Efferenz vom Hippocampus zum PFC in dieses
Verhaltensparadigma involviert ist (Almada et al., 2009). Auch die oben erwahnte
inhibitorische Kontrolle von Verhaltensweisen ist von der Interaktion des Hippocampus
mit dem PFC abhéngig (insbesondere von der Interaktion zwischen ventralem
Hippocampus und dem ventralen PFC) (Chudasama et al., 2012). Eine wichtige
weiterfihrende Frage konnte also die sein, welche Auswirkungen eine hippocampale,
differenziert ventrale und dorsale 5,7-DHT-Behandlung auf die Entwicklung und
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Kontextabhangigkeit der Katalepsie-Sensitivierung haben konnte, und welche
neurochemischen Auswirkungen eine derartige Lasion auch innerhalb des PFC zeigen
wirde. Derartige Versuche konnten weiterfihrende Details Uber das madgliche
Zusammenwirken des Hippocampus und des PFC im Verhaltensparadigma der

kontextabh&ngigen Katalepsie-Sensitivierung liefern.

Verhalten und HPLC

Beim Vergleich der Verhaltensergebnisse mit den Daten der HPLC Analyse ist der
Nucleus accumbens eins der Areale mit den aufschlussreichsten Ergebnissen. Wie
bereits erwahnt gibt es zahlreiche Studien die den NAcc mit der Expression der
Sensitivierung von Psychostimulanzien in Verbindung setzen (vgl. Kapitel 2.7.1.).
Dass es im Zusammenhang mit dem Lernprozess der Psychostimulanzien-induzierten
Sensitivierung innerhalb des NAcc und des PFC zur Modulation synaptischer
Verknupfungen kommt, wurde bereits gezeigt (Robinson und Kolb, 1997). Es handelt
sich dabei um Mechanismen die insbesondere mit einer Erhhung dopaminerger Aktivitat
innerhalb des NAcc einhergehen. Eine weitere Studie stellt auch innerhalb des NAcc
einen Zusammenhang zwischen dem Auftreten der Katalepsie und der Behandlung von
Dopamin-Rezeptor-Antagonisten her (Ossowska et al., 1990).

Abbildung 52 Darstellung des Zusammenhangs
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Abbildung dargestellt.

Wenn man diese nun im Rahmen des vorliegenden Projektes, innerhalb dieser Region,
bei den mit Haloperidol behandelten Gruppen die DA-Menge mit der Starke der
Katalepsie in einen linearen Zusammenhang bringt, fallt auf, dass es im NAcc zu einer
negativen Korrelation zwischen DA Menge und dem Verhalten innerhalb der

Vehikel/Haloperidol- Gruppe gekommen ist (abbidung 52 ). Die Berechnung des
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sogenannten Spearman’schen Rang Korrelation (nach (Werner, 1992)) bestatigte diesen
Zusammenhang mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von a = 0,05. Interessanterweise
besteht diese Korrelation nicht innerhalb der 5,7-DHT/Haloperidol-Gruppe (Abbildung
53), welche jedoch im Verhalten an den beidem letzten Tagen der Sensitivierung (Tag 5
und Tag 6) eine (nicht signifikant) hohere Katalepsiestarke gezeigt hat als die
Vehikel/Haloperidol-Gruppe.

Abbildung 53 Darstellung des
140_' . Zusammenhangs zwischen Dopamin (DA)-
i u Gehalt im NAcc und der mittleren
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Da bezlglich der Dopamin-Menge in keinem anderen untersuchten Areal eine so
ausgepragte negative Korrelation zwischen DA Menge und Katalepsiestarke gefunden
wurde, ist davon auszugehen, dass der Einfluss der 5,7-DHT-Behandlung im PrL-PFC
Dopamin-unabhéngig zur (nicht signifikanten) Beschleunigung der Katalepsie-
Sensitivierung gefuhrt hat. Ob ein alleiniger serotonerger Mechanismus direkt dazu
beigetragen hat ist jedoch fraglich, denn in keinem der untersuchten Areale konnte
innerhalb der 5,7-DHT/Haloperidol-Gruppe eine signifikante Korrelation zwischen
Serotoninmenge und Haloperidol- induzierter Katalepsiestarke festgestellt werden. Solch
eine Korrelation (positiver Art) ware beispielsweise innerhalb des NAcc denkbar
gewesen, da in diesem Areal der Vergleich der 5-HT-Menge in der 5,7-DHT/Haloperidol-
Gruppe signifikant héher ausfiel als in der Vehikel/Haloperidol-Gruppe. Auch in den
Arealen (Hippocampus und PFC) bei denen es im Rahmen der HPLC Analyse zu einer
signifikanten Erniedrigung der 5-HIAA-Menge in der 5,7-DHT/Haloperidol-Gruppe,
verglichen mit der Vehikel/Haloperidol-Gruppe gekommen ist, lag keinerlei Korrelation
zwischen der Menge dieses Metaboliten und der Katalepsiestarke vor. Demzufolge

kénnen bezuglich des Neurotransmitters Serotonin kaum Ruckschlisse, von der HPLC

173



IV Diskussion

Auswertung auf das Verhalten gezogen werden. Es bedarf bei weiteren Untersuchungen
die Einbeziehung der Analyse anderer Transmittersysteme, welche durch die 5,7-DHT-
Behandlung ebenfalls einen Einfluss auf die Haloperidol-induzierte Katalepsie-
Sensitivierung gehabt haben koénnten. Wie bereits im Zusammenhang mit HPLC
Untersuchung im PFC erwahnt, kdnnte dabei unter anderem die Glutamattransmission
eine wichtige Rolle einnehmen. Es lasst sich zusammenfassen, dass das Ausbleiben
eines signifikanten Unterschiedes zwischen der Abstiegslatenz am Tag des
Kontextwechsels und dem letzten Sensitivierungstag vor eben diesem Kontextwechsel
im Projektlib1l.1 bei der Al-Vehikel/PrL-Chinolinat-Gruppe, respektive bei der hier
verwendeten 5,7-DHT/Haloperidol-Gruppe nicht nachgewiesen werden konnte. Dies
lAsst vermuten, dass die vermutlich eher nicht im PrL-PFC lokalisierte
Kontextabhangigkeit der Katalepsie-Sensitivierung auch nicht tGber einen serotonergen
Mechanismus in dieser Gehirnregion reguliert wird. Hinsichtlich der Korrelation zwischen
dem Verhalten und der biochemischen Analyse sticht insbesondere der NAcc in diesem
Projekt hervor. Es ware interessant hinsichtlich des vermuteten sproutings weitere
Untersuchungen durchzufuhren, die vielleicht auch aufdecken konnten, welche
Mechanismen hinter der bisher nicht aufgeklarten moderaten Beschleunigung der
Katalepsie-Sensitivierung innerhalb der 5,7-DHT/Haloperidol-Gruppe stecken kdnnte.
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In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung der post-test-Gabe des NMDA- Rezeptor
Antagonisten MK801 und des nicht-NMDA-Rezeptor-Antagonisten GYKI52466 auf die
Entwicklung der Katalepsie-Sensitivierung hin untersucht. Auch wenn die Gabe der
beiden Glutamatrezeptor-Antagonisten die Entwicklung der Katalepsie-Sensitivierung
nicht verhindern konnte, wurde eine signifikante Verzdogerung dieses Lernprozesses im
gegebenen Verabreichungszeitraum erreicht. Dies spricht fur eine Beteiligung der
Glutamatrezeptoren an der progressiven, lernbedingten Verschlechterung der im
Tiermodell nachgebildeten Parkinson-Symptome des Rigors und der Akinese. Wahrend
die therapeutische Wirksamkeit von Glutamatrezeptorantagonisten in Bezug auf die L-
DOPA induzierten Dyskinesien in anderen Tiermodellen nachgewiesen wurde (Ko et al.,
2014) und exzitatorische Effekte durch die Gabe von Glutamatrezeptorantagonisten
verbessert werden sollen (Assous et al., 2014) zeigen auch die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit, dass es lohnenswert ist, bei der Untersuchung von mit der
Parkinsonerkrankung verbundenen Lernprozessen der progressiven
Symptomverschlechterung, die Rolle der Glutamatrezeptoren zu bericksichtigen. Aus
der vorliegenden Arbeit geht zudem hervor, dass neben der pharmakologischen
Beeintrachtigung des Sensitivierungsprozesses im Tiermodell auch auf Verhaltensebene
interveniert werden konnte, um das Ausmald einer fortschreitenden Katalepsie zu
vermindern. So wurde gezeigt, dass ein taglich durchgefihrter Kontextwechsel die
Entwicklung einer stabilen Sensitivierung nachhaltig beeintrachtigt. Dass ein einmaliger
Kontextwechsel einen bis dato entwickelten Sensitivierungsprozess beeintrachtigt, war
bereits zuvor gut in der Literatur belegt (Amtage und Schmidt, 2003; Klein und Schmidt,
2003). In Hinblick auf eine Weiterentwicklung von Verhaltens-basierten
Therapiemodellen, spricht das Ergebnis des hier erstmals durchgefiihrten taglichen
Kontextwechsels bei der Katalepsie-Sensitivierung dafir, dass sich eine kontinuierliche
Veranderung der Umgebung positiv auf eine Verminderung von erlernten pathologischen
motorischen Symptomen auswirken konnte. Auch Tiermodelle, in denen das sogenannte
environmental enrichment, also die Anreicherung der Umgebung mit zusatzlichen
Sinnesreizen, als Versuchsparadigma verwendet wurde zeigten in anderen Studien eine
Verbesserung der Parkinson Symptomatik (Laviola et al., 2008). Fur die Entwicklung
einer optimierten Verhaltens-basierten Beeinflussung der Katalepsie-Sensitivierung
durch Veranderung des Kontextes, war es in der vorliegenden Arbeit ein Anliegen, die

genaue Zusammensetzung des jenes Kontextes zu verstehen, der gerade noch in der

175



8. Schlussfolgerung und Ausblick

Lage ist eine Verminderung der Abstiegslatenz hervorzurufen. Um eine derartige
Schwelle zu ermitteln wurde der Einfluss verschiedener Kontextkomponenten untersucht.
Die Ergebnisse hinsichtlich des Einflusses von visuellem, taktilem und auditorischem
Hinweisreiz haben verdeutlicht, dass es eines héheren Analyseaufwandes bedarf um die
einzelnen Kontextkomponenten hinsichtlich ihres Verhaltens-relevanten Anteils am (auf
die Abstiegslatenz vermindernd wirkenden) Gesamtkontext zu identifizieren. Es ware
jedoch diesbeziglich von Vorteil weitere Untersuchungen anzustreben: wirde sich
beispielsweise herausstellen, dass es mdglich ist, mit einem einzelnen neu dargebotenen
Hinweisreiz, oder der Kombination aus einzelnen Hinweisreizen bei entsprechender
Salienz eine Verminderung der Abstiegslatenz zu erreichen, so wirde dies den Aufwand
fur eine auf diesen Befunden basierende therapeutische Mal3inhahme entsprechend
reduzieren. Auch in Hinblick auf die bekannte Beeintrachtigung einiger
Sinnesmodalitaten in Rahmen der Parkinsonerkrankung (Bodis-Wollner et al., 1987;
Haehner et al., 2007; Herting et al., 2008; Kivity et al., 2009; Moscavitch et al., 2009;
Sommer et al.,, 2004) wére es von Bedeutung, genau die externen Hinweisreize oder
eine entsprechende Kombination zu identifizieren, die sich flr eine angestrebte
therapeutische Malinahme zur Verminderung lernbedingter Symptomprogression als
geeignet erweisen wirden. Auch die Rolle des Neuigkeitwertes eines zum
Kontextwechsel dargebotenen Reizes wurde hier untersucht. Die Verminderung des
Novelty-Effektes durch eine der Sensitivierung vorangehende Habituation an die spater
als Kontextwechsel dienende Umgebung lies nicht vermuten, dass es sich bei der
Verminderung der Abstiegslatenz in dem neuen Kontext um einen Effekt handelt, der
allein durch den Neuigkeitswert dieses Kontextes zu erklaren waéare. Um
Kontextabhangigkeit der Katalepsie-Sensitivierung auch anatomisch zu lokalisieren
wurden hier erstmalig Transmitter-unspezifische Lasionen im PFC, Hippocampus und
den Amygdalae sowie serotonerge Lasionen im pralimbischen Anteil des PFC mit
anschlielenden Verhaltensversuchen zur Analyse der Kontextabhangigkeit durchgefihrt.
Die Ergebnisse dieser Studie lassen vermuten, dass weder der pralimbische PFC noch
die Amygdalae an der Kontextabhangigkeit der Katalepsie-Sensitiverung beteiligt sind.
Auch wenn die Datenerhebung der anatomischen Untersuchungen auf einer geringen
Versuchstieranzahl basiert und entsprechenden Schwankungen unterlegen ist, bieten die
Ergebnisse einen starken Hinweis darauf, dass der dorsale Hippocampus an der
Kontextabhangigkeit der Katalepsie-Sensitiverung beteiligt sein konnte. Eine moderatere
Beteiligung lassen die Ergebnisse fur den agranularen PFC vermuten. Neben der Studie

von Bechara, die Uber einen Hinweis auf eine serotonerge Beteiligung des Striatums und
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des medialen Vorderhirnbiindels an der Kontextabhéngigkeit der Katalepsie-
Sensitivierung berichtet hat (Bechara, 2007), stellt die vorliegende Arbeit trotz genannter
Einschrankungen, ein weiteres Puzzlestlick dar um ein Gesamtbild Uber die Lokalisation

der Kontextabhangigkeit der Katalepsie-Sensitivierung zu bekommen.
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