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Einleitung

1 Einleitung

Ein Leitsatz der Neurowissenschaften lautet, dass alle Leistungen des Gehirns — seien sie
perzeptiver, kognitiver, affektiv-emotionaler, exekutiver oder motorischer Art — das Ergebnis
konzertierter Aktivitdt von Neuronen-Netzwerken sind (Roth, 2001). Hierbei entscheidend sind
zum einen die morphologisch-physiologischen Eigenschaften der Neuronen als Knotenpunkte
der Erregungsverarbeitung, zum anderen die neurophysiologischen und neurochemischen
Eigenschaften der Synapsen. Psychische Erkrankungen beruhen aus dieser Sicht auf
dysfunktionalen Verdnderungen von Neuronen-Netzwerken insbesondere im limbischen
System, wobei diese Verdnderungen auf genetische Defekte, Erkrankungen oder auf (z.B.
durch negative Umwelteinfliisse) vorgeburtlich, frithkindlich oder in spiterem Lebensalter

erlittene Schiadigungen zuriickgehen konnen (Roth, 2001).

Fiir das Entstehen und die Aufrechterhaltung dieser morphologisch-funktionellen synaptischen
Netzwerke im sich entwickelnden Gehirn sind frithkindliche, emotional gesteuerte
Lernprozesse von Bedeutung. Neugeborene bilden z.B. innerhalb eines frithen, zeitlich eng
umschriebenen Lebensabschnittes erste Bindungen (Kind-Eltern-Kontakt) und formen so eine
feste sozio-emotionale Beziehung. Die Zeit der Kindheit und Adoleszenz ist dabei geprigt
durch Reifungsprozesse wichtiger Hirnfunktionen (z.B. von Lernen, Motivation und Emotion)

und des artspezifischen Verhaltens.

1.1  Effekte des friithkindlichen Trennungsstresses: Literaturdaten

Was passiert jedoch, wenn diese entscheidende Phase der Entwicklung des Gehirns gestort
wird? Bereits zu Beginn der 50er Jahre wurden durch Seymour Levine erstmals
tierexperimentelle Untersuchungen durchgefiihrt. Hierbei wurde die Entstehung der Eltern-
Kind-Bindung experimentell gestort, indem Jungtiere mehrmals kurzzeitig von ihrer Familie
getrennt wurden (Levine et al., 1956). Bis zum heutigen Zeitpunkt entwickelte sich daraus eine
Vielzahl unterschiedlichster experimenteller Ansédtze zur Untersuchung der Wirkung

frithkindlicher Stresserfahrungen (Lehmann & Feldon, 2000).

Kombinierte verhaltensbiologische und neurowissenschaftliche Studien an typischen
Labortieren, wie Ratten und Primaten, haben dabei ergeben, dass es durch den friihkindlichen
Trennungsstress zu Verschiebungen der monoaminergen Systeme (Hall et al., 1998; Hall et al.,

1999; Matthews et al., 2001) kommt. Bei mutterseparierten Ratten verschiedener Altersstadien
1
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wurden z.B. im Vergleich zu gleichaltrigen juvenilen Kontrolltieren reduzierte striatale
Dopamintransporter-Dichten (Meaney et al., 2002; Brake et al., 2004) sowie signifikant
erhohte basale Dopamin-Konzentrationen verschiedener Gehirngebiete gemessen (Kehoe et al.,
1996; Hall et al., 1998; Hall et al., 1999). Zusitzlich zeigten sich Verdnderungen der
metabolischen Gehirnaktivitit (Rilling et al., 2001) sowie Verhaltensveranderungen, wie
motorische Hyperaktivitit (Hall et al., 1998; Hall et al., 1999; Liu et al., 2000; Heim &
Nemeroff, 2001; Pryce et al., 2001; Meaney et al., 2002).

1.2  Effekte des friihkindlichen Trennungsstresses: Tiermodell Degu

In der Arbeitsgruppe Zoologie / Entwicklungsbiologie des Institutes fiir Biologie der
Universitdit Magdeburg wurde ein Tiermodell entwickelt, das in besonderer Weise die
systematische Erforschung zeitlicher Entwicklung und Manifestierung von stressinduzierten

Verhaltensédnderungen erlaubt: der frithkindlich gestresste Degu.

Strauchratten-Jungtiere (Octodon degus) werden dazu, beginnend mit der Geburt, einem
wiederholten, milden, jedoch nicht vermeidbarem Stress ausgesetzt, indem sie in den ersten
drei Lebenswochen téglich fiir eine kurze Zeit (eine Stunde) von ihren Eltern getrennt werden.
Die Strauchratte wurde als Spezies fiir dieses Modell ausgewihlt, da sie groBere Ahnlichkeiten
zur menschlichen Entwicklung aufweist, als dies bei Laborratten oder -miusen der Fall ist.
Anders als bei den meisten anderen Nagern verfiigen die Degujungtiere bereits bei Geburt iiber
weit ausgereifte sensorische Systeme (Geruchs-, Tast-, Hor- und Sehsinn, Wilson, 1982).
Verdnderungen der familidiren Umwelt konnen damit bereits im frithen postnatalen Stadium
iber die Sinnessysteme wahrgenommen werden. Da die Jungtiere bereits am Tag der Geburt in
der Lage sind, sich selbststindig fortzubewegen (vgl. Abb. 1 A, 2 Tage alte Degujungtiere),
konnen schon zu diesem Zeitpunkt detaillierte Verhaltens- und Lernexperimente durchgefiihrt

werden.

Eine weitere interessante Parallele zu den Primaten und Menschen besteht im sehr
ausgeprigten vokalen Kommunikationsverhalten, {iber das sich die Familie und Mitglieder
einer Kolonie verstindigen. Es konnte gezeigt werden, dass insbesondere emotional assoziierte
Vokalisationen ausgetauscht werden, die vermutlich auch der Etablierung und Festigung der
Kind-Mutter bzw. Kind-Eltern-Bindung dienen (Poeggel & Braun, 1996; Braun & Poeggel,
2001).

Das in unserer Arbeitsgruppe entwickelte Tiermodell ist im engeren Sinne auf die

Untersuchung von Stérungen anatomischer und funktioneller Entwicklungsmuster ausgerichtet.
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Diese Storungen konnen zu einer ganzen Reihe von physiologischen und morphologischen

Verdnderungen in verschiedenen Gehirngebieten fiihren.

In licht- und elektronenmikroskopischen Studien konnte z.B. nachgewiesen werden, dass
wiederholter stundenweiser Trennungsstress zu einer signifikanten Verschiebung der Anteile
von Schaft- und Spinesynapsen prifrontaler Cortexareale fithrt (Ovtscharoff, Jr. & Braun,
2001). Morphologische Untersuchungen im dorsalen anterioren cinguldren Cortex (ACd)
zeigten Verdnderungen der Spinefrequenz von Pyramidenzellen der Schicht II/ III (Helmeke et
al., 2001a; Helmeke et al., 2001b; Poeggel et al., 2003a). Untersuchungen der modulatorischen
Afferenzen des Prifrontalcortex und des limbischen Systems ergaben zudem, dass bei
frithkindlich gestressten Tieren am Postnataltag (PND) 45 eine erhohte Dichte serotonerger
Fasern im infralimbischen Cortex, eine Reduktion der Dichte Tyrosinhydroxylase-(TH)-
positiver Fasern, d.h. der dopaminergen bzw. noradrenergen Innervation) des pricentralen
medialen, anterior cinguldren und prilimbischen Cortex, aber auch ein Anstieg der TH-
Faserdichte im ventrolateralen orbitofrontalen Cortex zu verzeichnen war (Braun et al., 2000,
Poeggel et al., 2003b). Zusétzlich wurde ein trennungsstressbedingter Anstieg der Dopamin
(D1)- und 5-Hydroxytryptamin- (SHT1(A)-Rezeptordichten im pricentral medialen, anterior
cinguldren, prélimbischen und infralimbischen Cortex weiblicher Degu-Jungtiere festgestellt

(Ziabreva et al., 2003).

Abb. 1: Tiermodell Degu: (A) 2 Tage alte Jungtiere, (B) Muttertier im Heimkifig (Voliere)
Verhaltensexperimente an 8-tdgigen Degus haben gezeigt, dass Jungtiere, die wiederholt von
der Familie getrennt wurden (d.h. wiederholte Trennungs- und Stresserlebnisse hatten)
hyperaktives Verhalten entwickelten. Zusitzlich reagierten sie kaum noch auf angebotene
positiv besetzte emotionale Stimuli, wie Lockrufe der Mutter (Braun et al., 2003). In Elevated-

Plus-Maze-(EPM)-Experimenten zeigten friithkindlich gestresste 21-tdgige Degus zudem eine

3
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erhohte eine vertikale Explorationsrate und damit Zeichen verringerter Angstlichkeit (Becker et

al., 2007).

1.3 Das Aufmerksamkeits-Defizit-Hyperaktivitats-Syndrom

1.3.1 Allgemeine Charakterisierung

Interessanterweise dhneln die eben beschriebenen, durch frithkindlichen Trennungsstress
ausgelosten Verdnderungen des Verhaltens der untersuchten Degujungtiere (vor allem die
Hyperaktivitit und die verminderte Aufmerksamkeit) den Symptomen eines der héufigsten
neurologischen Erkrankungen der menschlichen Kindheitsphase, dem Aufmerksamkeits-
Defizit-Hyperaktivitiats-Syndrom (ADHS, engl. Attention deficit hyperactivity disorder,
ADHD).

Das ADHD-Syndrom tritt mit einer geschitzten Hiufigkeit von 5-10% der Gesamtbevdlkerung
auf (Barkley, 1977; Swanson et al., 1998; Remschmidt, 2005). Vom klinischen Bild ,,ADHD*
wird allgemein gesprochen, wenn die Symptome (Unaufmerksamkeit, und/oder Hyperaktivitét
und Impulsivitit) mindestens in zwei unterschiedlichen Umgebungen auftreten (meist Schule
und zu Hause), sich vor dem 7. Lebensjahr manifestiert haben und schon mindestens 6 Monate
andauern. Es werden dabei drei Subtypen unterschieden: der hyperaktive, impulsive Typ, der

unaufmerksame Typ sowie der kombinierte Typ (American Psychiatric Association, 2000).

Doch konnen fiir das Tiermodell Degu und das klinische Krankheitsbild vergleichbare

Ursachen angenommen werden?

Wie eingangs erldutert, ist das verdnderte Verhalten der Degus durch die friihkindlichen
Stresserfahrungen bedingt. Fiir das Krankheitsbild ADHD kann hingegen diesbeziiglich keine
eindeutige Aussage getroffen werden. In vielen Publikationen werden genetische Ursachen in
den Vordergrund geriickt (Swanson et al., 2000; Epstein et al., 2000). Hierfliir wurden
entsprechende Tiermodelle entwickelt, wie z.B. die SHR-Ratte (Spontaneously hypertensive
rat, Sagvolden, 2000; Adriani et al., 2003), die Dopamintransporter (DAT)-Gen-Knockout-
Maus (Gainetdinov & Caron, 2000) oder die NHE-Ratte (Naples-high excitability-rat,
Viggiano et al.,, 2003). Es mehren sich jedoch die Hinweise, dass zusétzlich so genannte
,weiche Faktoren“, wie z.B. gestorter familidrer Hintergrund, niedriger sozialer Status oder
negative Kindheitserlebnisse hdufiger in Familien mit ADHD-Kindern auftreten als in
entsprechenden Kontrollfamilien (Epstein et al., 2000; Jester et al., 2005; Counts et al., 2005).
Bei Untersuchungen von familienbezogenen Risikofaktoren fiir ADHD wurde beispielsweise

eine positive Korrelation zwischen der Anzahl an vorhandenen Risikofaktoren und dem

4
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Erkrankungsrisiko festgestellt (Biederman et al., 1995). Hierbei spielen vor allem unbesténdige
Mutter-Kind-Beziehungen eine Rolle (Keown & Woodward, 2002). Hohe ADHD-Haufigkeit
wurde auch fiir Adoptivkinder mit extremen negativen Vorerfahrungen (Kindesmissbrauch,

Vernachldssigung) nachgewiesen (Roy et al., 2000).

1.4 Welche Gehirnregionen sind an der Entstehung des ADHD-Syndroms
beteiligt?

In der ADHD-Literatur wird primédr eine Hypofunktion des Préfrontalcortex (PFC) als
ursédchlich fiir die Entstehung des Erkrankungsbildes ADHD angesehen (Tamm et al., 2004). In
Untersuchungen an Patienten mit ADHD wurden derartige funktionelle Verdanderungen des
PFC gezeigt (Zametkin et al., 1990; Dinn et al., 2001; Bush et al., 2005; Krauel et al., 2007).
Ebenso fiihren Lésionen des PFC zu typischen ADHD-Symptomen, wie Ablenkbarkeit
(reduzierte Aufmerksamkeit), Hyperaktivitit und Impulsivitit (Solanto, 2002).

Auch entwicklungsbiologisch scheint eine urséchliche Beteiligung des PFC an der Entstehung
dieses Krankheitsbildes wahrscheinlich, da die mit komplexen anatomischen und
physiologischen Anderungen verbundene dopaminerge Innervation des PFC (Braun et al.,
2000; Busche et al., 2004) erst sehr spdt ausreift und damit sensitiv gegeniiber
erfahrungsbedingten oder pharmakologisch induzierten Umwelteinfliissen ist und so zusétzlich
zur variablen genetischen Disposition die postnatale funktionelle Reifung des PFC erheblich
beeinflusst. Diese Eigenschaften des PFC préadestinieren dieses Gebiet flir die gezielte
Untersuchung des Einflusses friihkindlicher emotionaler Erfahrungen z.B. auf die
Synapsenentwicklung sowie auf die Entwicklung modulatorischer Systeme innerhalb der
vorliegenden Dissertation. Das Gehirngebiet soll an dieser Stelle daher einleitend noch genauer

charakterisiert werden.

1.4.1 Der Prifrontalcortex (PFC)

Unter dem Begriff PFC werden die neocortikalen Anteile des Frontallappens zusammengefasst,
die rostral der pramotorischen Rinde bis zum vorderen Ende des Frontallappens liegen. Er ist
der am weitesten entwickelte und aus phylogenetischer Sicht jiingste Teil des Neocortex, der
im Menschen ca. 25-30% (Goldman-Rakic, 1987; Uylings & van Eden, 1990) des cerebralen

Gesamtvolumens ausmacht.

Lange Zeit galt die Annahme, dass dieser Hirnbereich nur in den hdochstentwickelten
Sdugetieren (Primaten, Mensch) vorzufinden ist (Uylings & van Eden, 1990). Erst durch

anatomische Untersuchungen der Projektionsgebiete des mediodorsalen Thalamus durch Rose
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& Woolsey, 1948) wurden vergleichbare prafrontale Gebiete auch fiir Nichtprimaten, d.h. die
in der Forschung verwendeten Nager wie Ratte und Maus, anerkannt. Da die cortikalen Gebiete
in Nichtprimaten jedoch evolutiondr wesentlich geringer entwickelt und damit auch weniger
differenziert und weniger komplex aufgebaut sind als bei Primaten, wird auch heute noch tiber
die Zuordnung der Cortexbereiche von Nichtprimaten im Vergleich zu denen der Primaten
diskutiert (Povinelli & Preuss, 1995; Uylings et al., 2003). Immerhin zeigen sich grof3e
Ubereinstimmungen bei der Betrachtung der neuralen Verbindungen des PFC mit subcortikalen
Strukturen. Afferenzen empfingt der PFC aus nahezu allen, aber insbesondere limbischen
GroBhirnrindenarealen, sowie vom mediodorsalen Thalamus (MD) und dopaminergen
Hirnstammbereichen, wie dem ventralen tegmentalen Areal (VTA) und der Substantia nigra
(SN) (Povinelli & Preuss, 1995). Anhand dieser neuroanatomischen Definition ist der PFC
auch in der Ratte und anderen Nagetieren wie dem Degu vorhanden (Lindvall et al., 1978).
Weitere Verbindungen des PFC bestehen zur CA-1 Region des Hippocampus und den
Basalganglien (Swanson 1981) und auch zum Septum und dem Hypothalamus (Beckstead
1979). Als Besonderheit im Vergleich zu den Primaten fehlt jedoch bei Nagern die innere
Kornerschicht (Schicht IV). Als agranuldrer Cortex kann er damit von allen anderen
Neocortexbereichen, die granuldr aufgebaut sind (Schicht IV vorhanden), unterschieden

werden (Uylings et al., 2003).

Diese strukturelle Verkniipfung der Assoziationsregion ,,PFC*“ mit vielen cortikalen und
subcortikalen Gebieten ermoglicht die Verarbeitung komplexer, multimodaler Informationen.
Funktionell wird der PFC dabei mit der raumlichen und zeitlichen Koordination von Verhalten,
sowie der Auslosung von Emotionen und
Verhaltensweisen in einem bestimmten ungestressten
Kontext charakterisiert (Kolb, 1984; de Bruin et al.,
2000; Fuster, 2000).

Abb. 2: Schematische Darstellung eines Frontalschnittes des PFC mit
ausgewdhlten Subregionen:

ACd = anteriorer cingulérer Cortex, Ai = agranuldrer insulérer
Cortex, IL = infralimbischer Cortex, M1 = pramotorischer

Cortex, PL = pralimbischer Cortex, PrCm = précentraler

medialer Cortex, VO = ventraler orbitofrontaler Cortex,

LO = lateraler orbitofrontaler Cortex (modifiziert nach
Groenewegen, 1988; Paxinos & Watson, 1998).

Die blau markierten Areale wurden in der vorliegenden Arbeit
untersucht.
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Der PFC der Ratte wird im allgemeinen in drei topologisch unterscheidbare Bereiche
gegliedert, den medialen priafrontalen Cortex, den eher ventral gelegenen orbitofrontalen
Cortex sowie den lateralen priafrontalen Cortex (auch agranuldren Cortex) (Abb. 2, Heidbreder

& Groenewegen, 2003).

Der dorsale Teil des mPFC (mit dem anterior cinguldren und prialimbischen Cortex) ist dabei
vor allem an der zeitlichen Planung und Integration von Verhaltenssequenzen beteiligt, wobei
der dorsale anterior cinguldre Cortex (ACd) eine Schliisselrolle bei der Steuerung von
Aufmerksamkeit und exekutiven Funktionen spielt (Devinsky et al., 1995; Casey et al., 1997;

Carter et al., 1999) und als Schwerpunktareal der vorliegenden Arbeit genauer analysiert wird.

Der ventrale PFC (mit infralimbischen und orbitofrontalen Cortex) ist hingegen eher fiir die
Integration neuer Verhaltensstrategien als Reaktion auf rdumliche Stimuli zustéindig (Uylings et
al., 2003). Insbesondere der orbitofrontale Cortex, der an der Erkennung der sozialen und
emotionalen Relevanz von Situationen, der Fehlerabschidtzung und Fehlerkorrektur sowie der

Abschitzung von Konsequenzen und des Risikos sozialen Verhaltens beteiligt ist (Rolls, 2004).

Da die medialen und orbitalen Bereiche des PFC direkte Verbindungen zu limbischen
Strukturen wie z.B. dem Hippocampus oder der Amygdala aufweisen, werden beide auch als
,limbische* Cortices bezeichnet (van Eden & Uylings, 1985). Trotz dieser Definition besitzen
beide cortikalen Regionen grundsitzliche Unterschiede, die vor allem in ihrer
unterschiedlichen Funktionalitit verankert sind (van Eden & Uylings, 1985). Der OFC besitzt
einen hohen Stellenwert im Hinblick auf die Verarbeitung von Emotionen, aber auch fiir die
Generierung sozialer Verhaltensweisen. Studien am Menschen, nicht-humanen Primaten, aber
auch Nagetieren zeigen, dass der OFC vor allem an Prozessen des Lernens, an der Etablierung
motivationalen, emotionalen und sozialen Verhaltens (Rolls, 2004; Kolb et al., 2004; Hornak et
al., 2003), wie z.B. dem Spielverhalten, aber auch an der Generierung impulsiven Verhaltens

beteiligt ist (Pellis et al., 2006; Davidson et al., 2000).

Im menschlichen Gehirn ist die vollstindige Ausreifung des PFC nicht vor dem 23.-25.
Lebensjahr vollendet (van Eden & Uylings, 1985). Auch bei Nagern endet die prifrontale
Entwicklung der mesopréfrontalen dopaminergen Bahn erst im jungen Erwachsenenalter
(Uylings & van Eden, 1990; Busche et al., 2004; Kalsbeek et al., 1988; Dawirs et al., 1993;
Rosenberg & Lewis, 1994). Dies wurde auch beim Degu dokumentiert (Braun et al., 2000).
Entwicklungsbiologisch scheint eine ursédchliche Beteiligung des PFC an der Entstehung des
Krankheitsbildes ADHD somit wahrscheinlich, da die mit komplexen anatomischen und

physiologischen Anderungen verbundene dopaminerge Innervation des PFC im Vergleich zu
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subcortikalen Hirngebieten erst sehr spdt ausreift und damit sensitiv gegeniiber
erfahrungsbedingten oder pharmakologisch induzierten Umwelteinfliissen ist (Braun et al.,

2000; Busche et al., 2004).

Beim Degu wurde die dopaminerge Innervations- und Zelldichtebestimmung verschiedener
Hirnareale durch die immunhistochemische Markierung von Tyrosinhydroxylase (TH)-
haltigen Fasern zu verschiedenen Alterstadien untersucht (Abb. 3).

@® ACd

@ PrCm

®IL
®PL

relative IR Flache

5 14 21 30 45 60 Alter (PND) 90

Abb. 3: Zeitlicher Verlauf der Reifung mesoprifrontaler dopaminerger Bahnen des Degus (Schicht II/I1I):

ACd =dorsaler anteriorer cinguldrer Cortex, PrCm = priacentraler medialer Cortex, IL = infralimbischer Cortex, PL =
prélimbischer Cortex, relative IR-Fldche: Flache immunmarkierter Fasern relativ zur analysierten Schnittfliche
(nach Braun et al., 2000, verdndert)

Mithilfe dieser Farbung konnten die einwachsenden dopaminergen (aber auch noradrenergen)
Afferenzen immunhistochemisch nachgewiesen werden, da TH das erste und
syntheseratebestimmende Enzym bei der Bildung von Catecholaminen darstellt und somit in
diesen Neuronen und Fasern vorhanden ist (Rosenberg & Lewis, 1994; Gos et al., 2006). In
dieser Studie wurde nachgewiesen, dass sich im Degu die TH-Faserdichten in der Schicht II/III
der einzelnen Areale des mPFC vom Postnataltag (PND) 0 bis PND 14 in kurzer Zeit recht
schnell erhdhten (+40%). Bis zum PND 45 stieg die Innervation in allen Gebieten weiter an
(+70% bis +100%), sodass im ACd, PrCm und PL bereits zu diesem Zeitpunkt ungefahr adulte
Level erreicht wurden (Braun et al., 2000, Abb. 3). Die Entwicklung des PFC verlduft im Degu
also vor allem im friihen postnatalen Zeitraum. Die verspitete Ausreifung des PFC wird als
notwendige Voraussetzung zur (erst im postnatalen Entwicklungsstadium moglichen und
sinnvollen) Erlernung von Strategien zur Problemlosung und Adaptation an verdnderliche
Umwelteinfliisse angesehen (Kalsbeek et al., 1990). Das Einwachsen dopaminerger Fasern in
die Basalganglien findet hingegen friiher als im PFC statt (Busche et al., 2004; Tarazi et al.,
1998; Moll et al., 2000).
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1.4.2 Das nigrostriatale und mesocorticolimbische System

Im Kapitel 1.4.1 wurde bereits auf die Rolle des PFC bei der Entstehung des ADHD-Syndroms
eingegangen. Eine Hypofunktion des PFC kann jedoch nicht als alleinige Ursache von
Krankheitsbildern, wie dem ADHD-Syndrom diskutiert werden, zeichnet er sich doch durch
enge Verbindungen mit vielen subcortikalen Gebieten, wie dem Nucleus accumbens (Nacc),
Striatum (Caudatum + Putamen, CPu), Thalamus, Substantia nigra (SN) und dem ventralen
tegmentalen Areal (VTA) aus. Vor allem bei der Entstehung der charakteristischen
motorischen Hyperaktivitit des ADHD-Syndroms werden daher neben einer verdnderten
Regulation des Striatums durch den PFC auch direkte ursidchliche Fehlfunktionen des Striatums
in Betracht gezogen, wie u.a. Analysen mit bildgebenden Verfahren belegen (Durston et al.,

2003).

Ncl. caudatus

nigrostriatales
Dopamin-System

Lobus Putamen

frontalis

dext, Globus pallidus

Hypothalamus
post.

Substantia
nigra

ventraler
Necl. caudatus

mesolimbisches
Dopamin-System

tubero-infundibulares
System

Lobus temporalis dext.

Corpus amygdaloideum

Area tegmentalis ventralis

zum Rickenmark

Abb. 4: Das dopaminerge System
mesocorticolimbische (rot) und nigrostriatale (schwarz) Bahn, aus Birbaumer & Schmidt, 2003
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Vor allem im Hinblick auf die motorischen Verdnderungen beim Krankheitsbild ADHD ist
eine gezieltere Betrachtung des Striatums von Interesse, da es direkt an der Selektion, Initiation
und Ausfiihrung bewusster motorischer Bewegungen beteiligt ist. Bei Storungen der
Funktionalitit des Striatums kommt es je nach Art der Dysfunktion entweder zu motorischer
Uberaktivitit (z.B. bei der Chorea Huntington) oder zu Akinese (Bewegungsarmut beim
Morbus Parkinson) (Trepel, 1999; Solanto, 2002). Auch die motorische Uberaktivitit beim
Krankheitsbild ADHD konnte als eine Art “Entgegengesetzter Morbus Parkinson” erklért
werden, bei der eine erhdhte striatale Aktivitdt zu einer verringerten Aktivitit des internen
Pallidums fiihrt (und damit motorischen Uberaktivitit ausldst (Castellanos, 2001; Solanto,

2002, vgl. Abb. 54 im Diskussionsteil fiir eine graphische Darstellung).

Zusammenfassend kann damit also gesagt werden, dass vor allem Verdnderungen der
Prifrontalcortexbereiche sowie der Basalganglien ursdchlich an der Entstehung des ADHD-
Syndroms beteiligt sind. Die funktionelle Ausreifung dieser Gehirngebiete ist einerseits
genetisch veranlagt. Sie wird andererseits aber vor allem in Prafrontalcortexbereichen durch die

Umwelt des sich entwickelnden Organismus beeinflusst.

Anders als bei den schon vorhandenen Tiermodellen zur Untersuchung von genetischen
Verianderungen dieser Gehirnbereiche (s.0.), sollte mithilfe des Tiermodells Degu daher nun
die Wirkung einer negativen (kindlichen) Umwelt auf den Modellorganismus Degu untersucht
werden. Die Besonderheit an diesem Tiermodell ist dabei vor allem, dass bei einem zuvor
verhaltensnormalen Tier erst mittels des frithkindlichen Trennungsstresses ADHD-&hnliche

Symptome erzeugt werden.
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1.5 Arbeitshypothese 1 zu Effekten des friihkindlichen Stresses im
Tiermodell Degu

Arbeitshypothese 1:

» Fiir das Krankheitsbild ADHD wird eine positive Korrelation zwischen der Anzahl der in
einer Familie auftretenden Storfaktoren (Entstehung einer stressvollen Umwelt) und der
ADHD-Hdufigkeit festgestellt. Kinder aus entsprechenden Familien zeigen gehdiuft
Verhaltensverdnderungen, wie Hyperaktivitit, Ablenkbarkeit und Impulsivitdt.

» Im Tiermodell Degu induziert der friihkindliche Trennungsstress modellhaft eine
vergleichbare gestorte familidre Situation. Jungtiere, die in dieser verdnderten sozio-
emotionalen Umwelt aufwachsen, zeigen daher dhnliche Verdnderungen des Verhaltens,
die als Adaptation an diese Umwelteinfliisse angesehen werden konnen.

» Den Verdnderungen des Verhaltens und der funktionellen Aktivitdt konnen Verdnderungen
des dopaminergen Systems z.B. prdfrontaler, mesolimbischer und nigrostriataler Bereiche
zugrundeliegen. Bei ADHD-Patienten wurde mithilfe bildgebender Verfahren eine
verringerte funktionelle Aktivitdt des Prdfrontalcortex sowie eine verdnderte striatale
Funkionalitdt festgestellt. Auch in Tiermodellen wurde eine Verdnderung der prdfrontalen
Aktivitdt infolge der Einwirkung von Separationsstress gezeigt.

» Der friihkindliche Stress sollte auch im Tiermodell Degu zu Verdnderungen des Verhaltens
und der metabolischen Aktivitdt verschiedener Gehirngebiete fiihren. Dies kann im
Tiermodell Degu experimentell tiberpriift und mit der ADHD-Literatur abgeglichen

werden.

1.5.1 Verhaltensuntersuchungen zu Effekten des friihkindlichen Stresses bei
juvenilen Tieren

Aus der oben skizzierten Arbeitshypothese ergab sich zunichst die Frage, ob die durch
wiederholten Trennungsstress ausgelosste Hyperaktivitidt, die bereits bei sehr jungen,
achttdgigen Degujungtieren (Braun et al., 2003) sowie in anderen Tiermodellen zu
verschiedenen Untersuchungszeitpunkten nachgewiesen wurde (Hall et al., 1998; Hall et al.,
1999; Liu et al., 2000; Heim & Nemeroff, 2001; Pryce et al., 2001; Meaney et al., 2002), beim
Degu auch noch am PND 22, also in der spidten juvenilen Phase feststellbar ist. Als
Testparadigma wurden dazu Verhaltenstests in einem Standard - Open Field (OF) (Test ohne
zusitzliche akustische Stimulation, siehe unten) im direkten Anschluss an die Stressphase

(PND1-21) durchgefiihrt (Open Field-Test #1, Kapitel 3.2.1). Mithilfe dieser Tests konnten
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zudem Untersuchungen zu den Effekten des friihkindlichen Stresses auf die Angstlichkeit der

Tiere erfolgen (Walsh & Cummins, 1976; Lipkind et al., 2004).

> Welche Verhaltensiinderungen (z.B. hyperaktives Verhalten oder Angstlichkeit) zeigen
Degus nach 2 1-tagigem friihkindlichen Stress in einem Open Field-Test?

Die Nutzung des Tiermodells Degu bot dabei den Vorteil, dass neben Aussagen zu den
klassischen, im Open Field-Tests ermittelten Parametern (horizontale, vertikale Aktivitét,
Zentrumsexploration etc.) zusitzlich Aussagen zur emotionalen Aufmerksamkeit getroffen
werden konnten. Hierzu wurden in Anlehnung an Braun et al., 2003 Verhaltenstests in einem
modifizierten OF durchgefiihrt, bei denen eine =zusidtzliche Messung der Reaktivitit
(Aufmerksamkeit) des Tieres gegeniiber positiv emotional assoziierten, artspezifischen
Vokalisationen (Spiellaute der Geschwister) stattfand. Auch diese Tests wurden im direkten

Anschluss an die Stressphase durchgefiihrt (vgl. Kapitel 3.3.1.2.).

» Zeigen Degus nach 2l1tigigem, friithkindlichen Stress Verdnderungen der Aufmerksamkeit?

1.5.2 Funktionell metabolische Untersuchungen zu Effekten des friihkindlichen
Stresses bei juvenilen Tieren

Wie bereits angefiihrt, wurden bei ADHD-Patienten mithilfe bildgebender Verfahren u.a.
Verdnderungen der funktionellen Aktivitdt verschiedener Gehirngebiete, wie z.B. des
Priafrontalcortex festgestellt (vgl. Durston, 2003; Bush et al., 2005 fiir ausfiihrliche Reviews).
Obwohl nur wenige Studien zur Wirkung von Separationsstress auf die metabolische Funktion
von Gehirngebieten in Tiermodellen vorliegen, wurden auch dort Verdnderungen vor allem des

Prifrontalcortexbereiches gezeigt (Rilling et al., 2001).

Mithilfe von funktionell metabolischen Untersuchungen sollte in einem zweiten
experimentellen Teil daher iiberpriift werden, welche hirnbiologischen Anderungen zu den
Verdnderungen des Verhaltens im Tiermodell Degu nach frithkindlichem Stress fiihren. Es
wurde dazu die 2-Fluoro-Deoxyglukose (2-FDG)-Methode nach Sokoloff et al., 1977,
modifiziert nach Gonzalez-Lima, 1992 verwendet, da diese durch die direkte Messung am
Hirnschnitt eine sehr hohe Auflosung bietet und Untersuchungen eines sich frei bewegenden,

unnarkotisierten Tieres auch wéhrend eines Verhaltenstests ermoglicht. Die 2-FDG-Methode
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ist seit lingerem in der Arbeitsgruppe etabliert und wurde bereits erfolgreich zur Uberpriifung
der physiologischen Wirkung von systemisch oder lokal applizierten, neuropharmakologisch

wirksamen Substanzen eingesetzt (vgl. Bock et al., 1996; Bock et al., 1997).

Folgende Fragen wurden definiert:

» In der ADHD-Literatur wird primdr eine Hypofunktion des Prdfrontalcortex (PFC), aber
auch striatale Aktivititsdnderungen als ursdchlich fiir die Entstehung des
Erkrankungsbildes ADHD angesehen. Konnen bei friihkindlich gestressten Degujungtieren
dhnlich verdnderte Aktivititsmuster nachgewiesen werden?

» Zu welchen regionenspezifischen Verdnderungen der metabolischen Aktivitdt fiihrt

friihkindlicher Stress?

1.6  Arbeitshypothese 2 zu Effekten einer Methylphenidat-Behandlung bei
juvenilen ungestressten und gestressten Degus
Dem ersten Teil der vorliegenden Dissertation lagen damit Fragestellungen zu direkten
Effekten des frithkindlichen Stresses auf den tierischen Organismus und deren Abgleich mit
dem klinischen Bild des ADHD-Syndroms zugrunde. In einem zweiten Schritt sollten nun
pharmakologische Experimente durchgefiihrt werden, um detaillierte Aussagen zu Folgen des
frithkindlichen Stresses im Tiermodell Degu zu erméglichen. Da den Verhaltensdnderungen
sowohl im Tiermodell als auch im Krankheitsbild ADHD Veridnderungen des dopaminergen
Systems zugrunde liegen, wurde als pharmakologische Substanz Methylphenidat (MP)

ausgewdhlt.

1.6.1 Warum wird Methylphenidat zur Behandlung von ADHD eingesetzt?

MP ist Hauptwirkstoff des weltweit am hédufigsten eingesetzten Medikamentes zur Behandlung
des ADHD-Syndroms (Ritalin®), dessen Wirksamkeit im klinischen Alltag in diversen Studien
(Krause et al., 2000; Kim et al., 2001; Brodeur & Pond, 2001; Aron et al., 2003; de Haes et al.,
2007; Montgomery et al., 2007) und an normalen Labortieren sowie genannten Tiermodellen
des ADHD-Syndroms getestet wurde (Grund et al., 2006; Gray et al., 2007; Zeise et al., 2007;
Thanos et al., 2007).
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Methylphenidat (Abb. 5) wurde erstmals 1944
synthetisiert und 1954 als Antidepressionsmittel |
patentiert. Erst zu Beginn der 60er Jahre wurde ) O

seine Bedeutung fiir die Behandlung von

ZT

Hyperaktivitdt erkannt (Schulte-Markwort &
Warnke, 2004).

Abb. 5: Methylphenidat, chemische Formel
und rdumliche Struktur (Quelle: www.wikipedia.org,
verdndert)

Es ist mittlerweile allgemeiner Konsens, dass die Wirksamkeit von MP zur Behandlung von
ADHD auf seiner Fahigkeit beruht, den Dopamintransporter (DAT) zu blockieren (Kuczenski
& Segal, 1997), jedoch scheinen auch Bindungsaffinititen zum Noradrenalintransporter von
Bedeutung zu sein (Arnsten & Li, 2005). Die hohe Bindungsfihigkeit des DAT durch MP
zeigen z.B. PET-Studien in Primaten, bei denen bei Dosierung des MP in klinisch relevanten
Dosen eine Okkupanz von tiber 50% der striatalen DAT-Bindstellen erreicht wurde (Volkow et
al., 2002). Die Blockade der DAT-Bindungsstellen fiihrt dabei zu einer Erh6hung der
extrazelluliren Dopamin (DA)-Konzentrationen (Gerasimov et al., 2000; Volkow et al., 2001).
Dies konnte z.B. eine Normalisierung der Funktionalitit der hypofunktionellen
Prifrontalcortexbereiche von ADHD-Patienten bewirken. Bei anderen wirksamen Simulantien,
wie z.B. bei Amphetamin wird dieser Effekt durch eine zusitzliche Freisetzung von DA

erreicht.

Fiir das Striatum scheint dieses Prinzip jedoch auf den ersten Blick nicht anwendbar, da die
dopaminergen Stimulantien die Fehlfunktion eines potentiell hyperfunktionellen Striatums
weiter verstidrken miissten. (Aufgrund der verringerten DAT-Dichten bei ADHD-Kindern wére
eine hohere DA-Basalkonzentration zu erwarten und miisste sich die extrazellulire DA-
Konzentration durch die Gabe von MP weiter erhohen). Zu diesem Punkt werden
dosisabhdngige Effekte der applizierten Substanzen diskutiert (Arnsten 2005). Studien mit MP
und Amphetamin haben z.B. gezeigt, dass niedrige Dosen vor allem prisynaptische
inhibitorische Autorezeptoren der nigrostriatalen und ventral tegmentalen Gebiete stimulieren
und damit die Feuerrate der dopaminergen Zellen vermindern (Bunney et al., 1973; Browder et
al., 1981). Bei gesunden Probanden wurde z.B. in PET-Studien gezeigt, dass MP in
therapeutisch wirksamen Dosen so zu einer Reduktion der metabolischen Aktivitit im Striatum

fiihrt (Volkow et al., 1997). Ausfiihrlich wird diese Hypothese fiir MP in Seeman & Madras,
14
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2002 beschrieben. Eine Uberdosierung wiirde hingegen zu einem so starken Anstieg der
Feuerrate der dopaminergen Zellen fiihren, dass der Mechanismus der Autorezeptorhemmung

an den Synapsen nicht mehr zu einer funktionellen Gegenregulation ausreicht.

1.6.2 Methylphenidat im Tiermodell Degu

Wie oben ausfiihrlicher dargelegt, hat der friihkindliche Trennungsstress im Tiermodell
Auswirkungen auf verschiedenste Parameter des dopaminergen Systems. Da auch fiir ADHD-
Patienten Verschiebungen des dopaminergen Systems kennzeichnend sind und in klinischen
Studien eine Aktivierung prafrontaler Gehirngebiete nach MP-Applikation nachgewiesen
wurde (Biederman & Faraone, 2005; de Haes et al., 2007), sollte nun mit Hilfe der funktionell
metabolischen Untersuchungen (2-FDG) geklart werden, ob das beim Menschen erfolgreich
zur Behandlung von ADHD eingesetzte Pharmakon MP auch beim frithkindlich gestressten
Degu-Jungtier wirksam ist. Dies wiirde die Funktionsfihigkeit des Tiermodells Degu

unterstreichen.

Es lieB sich damit folgende zweite Arbeitshypothese ableiten:

Arbeitshypothese 2:

» Bei ADHD-Patienten wurden Verschiebungen des dopaminergen Systems als ursdchlich fiir
die Entstehung des Krankheitsbildes charakterisiert. Eine damit verbundene verringerte
funktionelle Aktivitdt des Prdfrontalcortex sowie eine verdnderte striatale Funkionalitdit
fiihren u.a. zu Aufmerksamkeitsstorungen, Hyperaktivitit und Impulsivitdt, den
Hauptsymptomen des ADHD-Syndroms.

» Friihkindlicher Trennungsstress im Tiermodell Degu hat Auswirkungen auf verschiedenste
Parameter des dopaminergen Systems.

» Es kann daher vermutet werden, dass das beim Menschen erfolgreich zur Behandlung von
ADHD eingesetzte, auf dopaminerge Mechanismen wirkende Pharmakon Methylphenidat
(MP) auch beim friihkindlich gestressten Degujungtier wirksam ist.

» Eine Behandlung friihkindlich gestresster Degujungtiere mit MP konnte damit zu einer
Beeinflussung des Verhaltens sowie des hirnmorphologischen und funktionellen Zustandes

der Jungtiere fiihren.

15




Einleitung

1.6.3 Verhaltensuntersuchungen zu Effekten einer akuten Methylphenidat-
Behandlung bei juvenilen, ungestressten und gestressten Tieren

Durch Verhaltenstests nach einer akuten MP-Applikation (vgl. Kapitel 3.2.2.1) sollten hierzu
im Standard-OF (zur Uberpriifung der motorischen Aktivitit) sowie im modifizierten OF (zur
Uberpriifung der Aufmerksamkeit) geklért werden, ob das beim Menschen zur Behandlung von
ADHD eingesetzte, auf dopaminerge Mechanismen wirkende Pharmakon Methylphenidat auch
bei friihkindlich gestressten Degu-Jungtieren seine Wirkung entfaltet, d.h. zu einer

Normalisierung des durch den friihkindlichen Stress verdnderten Verhaltens der Jungtiere fiihrt.

» Fiihrt eine akute Behandlung mit Methylphenidat bei friihkindlich gestressten und
ungestressten Degus zu differenzierten Effekten bei der Analyse der motorischen Aktivitdt

und der emotionalen Aufmerksamkeit im Open Field?

1.6.4 Funktionell metabolische Untersuchungen zu Effekten einer akuten
Methylphenidat- Behandlung bei juvenilen, ungestressten und gestressten
Tieren

In klinischen Studien wurde eine Aktivierung préafrontaler Gehirngebiete durch MP-
Applikation nachgewiesen (Biederman & Faraone, 2005; de Haes et al., 2007). Mithilfe der
funktionellen Imaging-Untersuchungen (2-FDG Methode) soll nun iiberpriift werden, ob
Anderungen der metabolischen Gehirnaktivitiit zu den oben beschriebenen Verinderungen des

Verhaltens nach friihkindlichem Stress und nachfolgender akuter MP-Behandlung fiihren.

» Wie wirkt sich eine akute Gabe von Methylphenidat auf die metabolischen Aktivitdt der
ungestresst bzw. friihkindlich gestresst aufgewachsenen Degujungtiere aus? Wirkt eine

akute Gabe von Methylphenidat den Effekten des friihkindlichen Stresses entgegen?
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1.7  Verhaltensuntersuchungen zu Effekten einer chronischen
Methylphenidat- Behandlung bei adoleszenten, ungestressten und
gestressten Tieren

Neben der eben beschriebenen Analyse der Akutwirkung des dopaminergen Pharmakons

Methylphenidat sollte zusdtzlich geklart werden, welche Effekte eine chronische MP-

Behandlung (PND 22-45) auf das Verhalten frithkindlich gestresster und ungestresster Degus

im adoleszenten Alter (am PND 45) hat und ob es Unterschiede zur Akutwirkung im juvenilen

Altersstadium (am PND 22) gibt.

Die genannten Unterssuchungszeitpunkte wurden aus folgenden Griinden gewdhlt: Bei der
Vorstellung des PFC (Kapitel 1.4) wurde die spite, da erst postnatale Ausreifung dieses
Hirngebietes und die daraus resultierende Vulnerabilitdt fiir negative frithkindliche
Umwelteinfliisse diskutiert. Aufbauend auf frithere Arbeiten im Tiermodell Degu (Braun et al.,
2000; Ovtscharoff, Jr. & Braun, 2001; Helmeke et al., 2001a; Poeggel et al., 2003b; Gruss et
al., 2006; Gos et al., 2006; Becker et al., 2007) wird im Tiermodell Degu daher eine
Stresseinwirkung wihrend der frilhen postnatalen, juvenilen Entwicklung der Jungtiere
induziert (friihkindlicher Stress vom PND 1-21). Dieser Zeitraum der Stressinduktion wurde
daher in der vorliegenden Dissertation angewendet. Da bei ADHD-Patienten das Auftreten des
Krankheitsbildes ADHD in der spédten Kindheit und der daran anschlieBenden Adoleszenz am
hiufigsten ist und daher in diesem Zeitraum medikamentds (z.B. mit MP) behandelt wird,
wurden die frithkindlich gestressten Degus im Anschluss an die Stressphase, d.h. wéahrend der
Phase der Prdadoleszenz von PND 22 bis 45 mit MP behandelt und sowohl nach einer
einmaligen akuten MP-Behandlung im noch juvenilen Alter (am PND 22) als auch nach
chronischer MP-Behandlung im adoleszenten Alter (am PND 45) auf die Wirkung der MP-
Injektion(en) getestet.

Zur Uberpriifung der Langzeiteffekte der MP-Behandlung wurde jeweils ein OF-Tests vor der
Injektion am PND 45, d.h. ohne direkten Einfluss einer Saline- bzw. MP-Behandlung (Open
Field-Test #3, Kapitel 3.3.3) durchgefiihrt. Danach wurden die Tiere nach einer erneuten
Injektion ein weiteres Mal getestet, um die Effekte einer erneuten Injektion nach fast
dreiwochiger pharmakologischer Behandlung zu tberpriifen (Open Field-Test #4, Kapitel
3.3.4)
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» Wie wirkt sich eine chronische Gabe von Methylphenidat von PND 22-45 auf das OF-
Verhalten (motorische Aktivitit und emotionale Aufmerksamkeit) der friihkindlich

gestressten und Kontrolltiere am PND 45 aus?

Zur Beantwortung dieser Frage wurden am PND 45 Verhaltenstests in einem Standard- und
modifizierten Open Field 24h vor (Test #3) und nach (Test #4) der Saline- bzw. MP-
Applikation durchgefiihrt.

1.8  Arbeitshypothese 3 zu Effekten einer chronischen Methylphenidat-
Behandlung bei adoleszenten ungestressten und gestressten Degus

Nach Abschluss Open Field-Tests am PND 45 wurden an den im Standard-OF untersuchten

Tieren zusétzlich histologische Untersuchungen durchgefiihrt, die zur Abschitzung der

(potentiell mit den Verhaltenséinderungen einhergehenden) Verdnderungen der synaptischen

Vernetzung von Hirngebieten dienen.

Zu diesem Zweck wurde die seit lingerer Zeit in der Arbeitsgruppe etablierte Golgi-Cox
Methode angewandt (vgl. z.B. Bock & Braun, 1999a; Bock & Braun, 1999b; Helmeke et al.,
2001a). Die mit dieser Methode angefarbten Neuronen konnten daraufhin mittels eines
speziellen computergestiitzten Systems (Neurolucida, MicroBrightField Inc.) mit sehr grof3er

Genauigkeit vollstdndig dreidimensional rekonstruiert werden.

In der vorliegenden Studie wurde als Untersuchungsgebiet der ACd ausgewihlt, da dieser als
zur der Steuerung von Aufmerksamkeit und exekutiven Funktionen (Devinsky et al., 1995;
Casey et al., 1997; Carter et al., 1999) dient und bei ADHD-Patienten Dysfunktionen zeigt (de
Haes et al., 2007).

Beim Degu wurden mittels der Golgi-Cox-Methode bereits die postnatale zelluldre
Ausdifferenzierung der Pyramidenzellen des ACd gezeigt, da im heranwachsenden Degu im
Vergleich zu Spinedichten und Dendritenlingen am PND 0 (Tag der Geburt) am PND 21
signifikante hohere Spinedichten sowie am PND 45 signifikant hohere Dendritenldingen
nachgewiesen wurden (Helmeke, 2003). Diese Ausreifung von Neuronen geschieht in
Abhidngigkeit der Aktivitdt ihrer afferenten Verbindungen. Die Ausreifung der
Pyramidenzellen des PFC ist daher u.a. stark von der Entwicklung mesopréifrontaler

dopaminerger Projektionsfasern aus dem ventralen tegmentalen Areal sowie glutamaterger
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Fasern aus dem Thalamus abhéngig (s.o., Kalsbeek et al., 1990) und wird so durch funktionelle

Anderungen dieser Hirnregionen (wie z.B. durch friihkindlichen Stress, s.0.) beeinflusst.

Diese Wirkung des frithkindlichen Stresses auf die zelluldre Ausdifferenzierung der
Pyramidenzellen wurde bereits in mehreren Studien bei einem leicht verdnderten Stressdesign
gezeigt (Helmeke et al., 2001a; Helmeke et al., 2001b; Poeggel et al., 2003b). In licht- und
elektronenmikroskopischen Studien konnte z.B. nachgewiesen werden, dass wiederholter
stundenweiser Trennungsstress zu einer signifikanten Verschiebung der Anteile von Schaft-
und Spinesynapsen préfrontaler Cortexareale fiihrt (Ovtscharoff, Jr. & Braun, 2001). Golgi-
Cox- Untersuchungen im anterioren cinguldren Cortex (ACd) zeigten Verdnderungen der
Spinefrequenz von Pyramidenzellen der Schicht II/ III (Helmeke et al., 2001a; Helmeke et al.,
2001b; Poeggel et al., 2003a) an 21- und 45tigigen Tieren.

Arbeitshypothese 3:

» FEine chronische Behandlung mit MP fiihrt bei ADHD-Patienten zu einer grundlegenden
Beeinflussung des dopaminergen Systems (z.B. Erhohung der DAT-Dichten oder
verdnderte Rezeptordichten als Gegenregulation zur tiglichen DAT-Blockade durch MP).

» Aufgrund der Abhdngigkeit der synaptischen Vernetzung von neuronaler Aktivitdt, sollte
die chronische Behandlung mit MP damit auch zu Verdnderungen der zelluliren
Ausdifferenzierung von Pyramidenzellen dopaminerg beeinflusster Hirnareale fiihren.

» Eine Behandlung friihkindlich gestresster Degujungtiere mit MP konnte daher die
Verdnderungen der neuronalen Ausdifferenzierung des PFC durch friihkindlichen Stress

beeinflussen.
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1.8.1 Histologische Untersuchungen (Golgi-Cox-Methode) zu Effekten einer
chronischen Methylphenidat- Behandlung bei adoleszenten, ungestressten
und gestressten Tieren

Mithilfe der Golgi-Cox-Fiarbungen der MP-behandelten Tiere der vorliegenden Dissertation
sollte geklédrt werden, ob die durch friihkindlichen Stress ausgeldssten strukturellen neuronalen
und synaptischen Verdnderungen des Priafrontalcortex durch die chronische MP-Behandlung zu

beeinflussen sind.

» Wie wirkt sich eine chronische Gabe von Methylphenidat von PND 22 bis PND 45 auf die
dendritische Morphologie (Spinefrequenz, Dendritenlinge und-komplexitdt) von
Pyramidenzellen der Schicht II/I1l des ACd der friihkindlich gestressten und Kontrolltiere
am PND 45 aus?

Zur Beantwortung dieser Fragen werden am PND46, d.h. einen Tag nach den Verhaltenstests
#3 und #4 die Gehirne der Tiere der einzelnen untersuchten Gruppen in Golgi-Cox-Losung

eingelegt und spiter histologisch gefarbt und ausgewertet (vgl. Kapitel 5.6).
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2 Allgemeiner Methodenteil (Experimentelle Gruppen)

Als Versuchstiere dienten ausschlielich Degujungtiere (Octodon degus, Trumped tailed rat),
die der Zuchtkolonie des Leibniz Instituts fiir Neurobiologie, Magdeburg entstammen. Alle
Jungtiere wurden in Volieren einer GroBe von 51 x 42 x 68cm, in der jeweils eine Zuchtfamilie

und dessen Nachwuchs untergebracht

waren, geboren und lebten dort im [—
Familienverband mit ihren Eltern bis _ S N
zum Abschluss des jeweils mit ihnen
durchgefiihrten Versuches. Die

Volieren befanden sich in klimatisierten

(Durchschnittstemperatur: 22 + 2°C,

Luftfeuchtigkeit: 55 + 3%) wund

larmgeschiitzten Rdumen, die nur zur
wochentlichen Reinigung der Volieren
oder Durchfiihrung von Versuchen

betreten wurden.

Abb. 6: Degufamilie mit Jungtieren in ihrer Voliere,
jeweils ausgestattet mit Tonrohren als Unterschlupf,
Zellstoff als Nist- und Holzkl6tzen als
Nagematerial

Der tageslichtfreie Raum unterlag einem kiinstlichen Tag/Nacht-Rhythmus (12h/12h,
Lichtphase ab 6 Uhr morgens). Frisches Trinkwasser sowie Ratten-Didtnahrung (SSNIFF

Spezialdidten GmbH, Soest, Deutschland) wurden ad /libitum angeboten.

2.1 Geschlecht der Versuchstiere

Fiir die vorliegende Dissertation wurden nur Wiirfe verwendet, die unabhingig vom Geschlecht
der Jungtiere aus mindestens 2 und maximal 8§ Nachkommen bestanden. Aus den fiir
Verhaltensuntersuchungen bestimmten Wiirfen wurden alle Jungtiere, also Weibchen und
Minnchen, im OF getestet. Bei den funktionell metabolischen und histologischen
Untersuchungen musste aus zeitlichen Griinden und der Fiille der erhobenen Daten auf eine
Auswertung der weiblichen Tiere im Rahmen der vorliegenden Dissertation verzichtet werden.
Zur Vereinheitlichung der in den einzelnen experimentellen Ansdtzen verwendeten

experimentellen Gruppen wurde in Absprache mit der Betreuerin dieser Dissertation auf eine
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detaillierte Diskussion der erfassten Ergebnisse der OF-Tests der weiblichen Tiere verzichtet.
Die entsprechenden Daten sind jedoch im Anhang B einsehbar. Gegenstand der vorliegenden
Dissertation sind damit nur die in den Verhaltenstests sowie in den funktionell metabolischen

und histologischen Experimenten untersuchten Ménnchen der einzelnen Wiirfe.

2.2 Aufzuchtgruppen

2.2.1 Friihkindlich gestresste Wiirfe

Wie im Einleitungsteil beschrieben, wurden Jungtiere der vorliegenden Studie einem
frithkindlichen Stress, dem wiederholten Trennungsstress (ES), ausgesetzt. Jungtiere der
frithkindlich gestressten Wiirfe wurden dazu ab dem Tag 1 nach der Geburt (PNDI) bis zum
PND 21 téglich fiir eine Stunde von den Eltern getrennt. Zur Isolation wurden alle Jungtiere
eines Wurfes gemeinsam in einem nur fiir diesen Wurf benutzten Gefdf3 in einen abgetrennten
Raum gebracht, in dem sie einzeln in nebeneinander stehenden undurchsichtigen
Isolationskifigen einer Gréfe von 39 x 10 x 10 cm separiert wurden. Die Jungtiere hatten
wihrend der Stressphase nur akustischen und olfaktorischen Kontakt zu ihren Geschwistern.

Nach einer Stunde wurde der gesamte Wurf wieder zu den Eltern zuriickgesetzt.

2.2.2 Ungestresste Kontrollwiirfe

Kontrolltiere (C) verblieben bis zum PND 21 ungestort im Heimkéfig (ungestresste Wiirfe,
,»Animal Facility Rearing*, Pryce & Feldon, 2003).

Abb. 7: Aufzuchtgruppen
(A) Jungtiere eines frithkindlich gestressten Wurfes wéhrend der einstiindigen Isolation
(A1) Eintdgiges Jungtier wihrend der Isolation, (B) Kontrollwurf
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Als Abkiirzungen der Aufzuchtsgruppen (,,C“ und ,,ES*) wurden in der vorliegenden
Dissertation (zum Zweck der Vereinheitlichung mit den  englischsprachigen
Veroffentlichungen der hier beschriebenen Ergebnisse) die  englischsprachigen
Gruppenbezeichnungen verwendet (frithkindlicher Stress: engl. early stress (ES); Kontrolltiere:

engl. control (C)).

2.3 Pharmakologische Gruppen

Zwei MP-Konzentrationen wurden in der vorliegenden Studie auf ihre Wirkung getestet (1 und
5 mg/kg MP). Zusiétzlich wurde zur Kontrolle der pharmakologischen Behandlung eine
salinebehandelte Gruppe eingefiihrt.

In der Literatur wird auf starke Dosiseffekte unter dem Einfluss des Applikationsweges bei der
Verabreichung von Methylphenidat hingewiesen (Porrino, 1993; Gerasimov et al., 2000). Zur
Erreichung klinisch relevanter Plasmakonzentrationen von MP im Tiergehirn wird dabei die
orale Applikation bevorzugt (Gerasimov et al., 2000; Arnsten & Dudley, 2005; Wheeler et al.,
2006). Diese Studien wurden jedoch an Ratten durchgefiihrt. Artspezifische Besonderheiten
des Degus, wie die sehr geringe Fliissigkeitsaufnahme, verhindern jedoch die Gabe der
Substanz iiber das Trinkwasser. Da die zu behandelnden Jungtiere wihrend der gesamten
Injektionsperiode gemeinsam im Heimkifig verblieben, wire bei der Beimischung der
pharmakologischen Substanz ins Trinkwasser zudem keine Abschitzung der genauen

aufgenommenen Dosis fiir das Einzeltier moglich.

Es wurden daher eine intraperitoneale (i.p.) Applikation gewéhlt, die den Dosierungen
vergleichbarer Studien in der Literatur entsprechen, in denen ebenfalls die i.p.-
Injektionsmethode gewédhlt wurde. Die Dosisspanne von 1 bis Smg/kg MP wurde eingesetzt,
um die Analyse dosisabhéngiger Effekte zu ermoglichen (vgl. Gaytan et al., 1996; Sproson et
al., 2001; Bolanos et al., 2003; Heyser et al., 2004).

Zur Vermeidung von sogenannten ,,Littereffekten* (Litter, engl. = Wurf) wurden alle Jungtiere
eines Wurfes im Anschluss an die Isolationsphase so verteilt, dass moglichst nicht mehr als ein
Tier desselben Geschlechts eines Wurfes zu einer der pharmakologischen Behandlungsgruppen
zugeordnet wurde. Littereffekte konnen bei der Verwendung mehrerer Geschwister eines
Wurfes in derselben experimentellen Gruppe auftreten. Im Falle einer hdheren
Familiendhnlichkeit als der Ahnlichkeit zu anderen Tieren der gleichen experimentellen
Gruppe treten durch die fehlende Unabhéngigkeit der Einzeldaten dieser Tiere Verzerrungen

im statistischen Vergleich der experimentellen Gruppen auf. Durch die Aufteilung von
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Geschwistern auf unterschiedliche experimentelle Gruppen (Split-litter-Design) wurden diese
potentiellen Effekte durch die starke Ahnlichkeit von Geschwistertieren oder durch den

FEinfluss der Eltern minimiert.

Zur Erstellung der korpergewichtsbezogenen MP-Losungen (0.2 ml des in 0.9 % steriler Saline
gelosten Methylphenidats (1 oder 5 mg/kg MP, MP: Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)
sowie zur Kontrolle des Gesundheitszustandes wurden alle Tiere vom PND 22 bis zum PND 45
alle 4-5 Tage gewogen. Nach dem daraufhin erfolgten Ansetzen der gewichtsbezogenen MP-
Losungen wurde der gesamte Wurf téglich 1x dem Heimkéfig entnommen, in ein nur fiir
diesen Wurf benutztes Gefdll gesetzt und einzeln mit 0.2 ml der entsprechenden Losungen

intraperitoneal injiziert.
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3  Verhaltensuntersuchungen im Open Field

3.1 Methodenteil (Open Field)

Zur Untersuchung des Explorationsverhaltens ungestresster und friihkindlich gestresster Degus
wurden Open Field-Tests (OF-Tests) unternommen. Diese sind in der Literatur etabliert (Walsh
& Cummins, 1976; Hall et al., 2000; Lipkind et al., 2004; Kafkafi & Elmer, 2005; Colorado et
al., 2006) und werden standardméBig in der Arbeitsgruppe auch bei sehr jungen Strauchratten

angewendet (vgl. z.B. Ziabreva et al., 2000; Braun et al., 2003).

3.1.1 Versuchsaufbau Open Field-Test

Alle OF-Tests wurden in einem in unmittelbarer Néhe der Kolonie befindlichen Testlabor
durchgefiihrt. Die Tiere lebten bis zum Abschluss aller Experimente gemeinsam mit den
Eltern- und Geschwistertieren im Heimkéfig. Eine Messung der Heimkéfigaktivitit war leider
nicht moglich, da die spezifischen Eigenschaften des Degus (eine aufgrund des sehr dichten,
dunklen Fells schlechte Markierbarkeit der Einzeltiere) unter den vorhandenen
Laborbedingungen (optische Erkennung der Einzeltiere durch das verwendete
Aufnahmesystem, s.u.) eine sichere Aktivititsbestimmung der einzelnen unterschiedlich
pharmalogisch behandelten Tiere eines Degu-Wurfes verhindern. Die aufgenommenen Daten
entsprechen damit im Gegensatz zu Aktivititsmessungen im Heimkifig der Reaktion der Tiere

auf eine neue und ihnen damit unbekannte Umgebung, der Testarena (Open Field).

Zur Durchfiihrung des Tests wurden die Tiere einzeln dem Heimkifig entnommen und in
einem Plastikgefdl zur Testarena (Open Field-GroBe: 80x80x40cm, undurchsichtiges
dunkelgraues Plastik, indirekte Beleuchtung) gebracht (Abb. 8A) und in die Mitte der OF-
Arena gesetzt. Im gleichen Moment wurde die fiinfminiitige Aufnahme gestartet. Alle OF -
Tests wurden mit einem Videoanalysesystem aufgenommen, das eine automatische Erfassung
verschiedener Verhaltensweisen von Versuchstieren ermoglicht (EthoVision®, NOLDUS,

Wageningen, Niederlande, Abb. 8B).

3.1.1.1 Open Field-Tests im Standard-Open Field (Test ohne Tonstimulation)

Bei der ersten Hélfte der zu testenden Tiere der einzelnen experimentellen Gruppen wurden
Open Field-Tests ohne Tonstimulation durchgefiihrt (Standard-OF). Sie zeigen die
Basisreaktivitdt des Tieres in der OF-Arena ohne zusétzliche Stimulation und dienen damit als

Kontrollversuche fiir die Tonstimulationsexperimente im modifizierten OF (s.u.).
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Die NOLDUS EthoVision®-Plots lieferten Daten fiir die folgenden Parameter:

Horizontale Exploration: Laufstrecke (in m), die das Tier wahrend des 5 min OF-Tests

zuriicklegte. Sie ist in Abb. 8B als schwarze Linie im NOLDUS- EthoVision®-Plot

dargestellt.

Zentrumsaktivitit: Die Laufaktivitit im OF-Zentrum kann als Mall fir

Angstlichkeit/Impulsivitit herangezogen werden. Hierzu wurde der Zentrumsbereich
der OF-Arena mithilfe der NOLDUS EthoVision® - Software virtuell abgeteilt. Fiir den
Zentrumsbereich, der die halbe Flache des Gesamt-OF bedeckt (OF-Zentrum, vgl. Abb.
8B), wurden Daten zur Laufaktivitdt ermittelt. Zur Vermeidung von Datenverzerrungen
durch unterschiedliche Grundaktivitidten der Tiere wurde das Verhéltnis der Laufstrecke
im OF-Zentrum zur horizontalen Exploration gebildet (relative Aktivitit im OF-

Zentrum).

Die folgenden Parameter wurden wihrend des Tests durch den Experimentator aufgenommen.

Zusitzlich wurden digitalisierte Videomitschnitte (Broadway Pro®.Data Translation, Inc.,

Malboro, Ma, USA) der OF-Tests angefertigt.

Aufrichten: Der Parameter Aufrichten beschreibt die Anzahl vertikaler
Explorationsbewegungen (bei denen das Tier die VorderfiiBe vom Boden abhebt) im

freien OF und entlang der OF-Winde innerhalb des 5 min Tests.

Putzen: Das Putzverhalten umfasst die Héufigkeit gezeigten Putzverhaltens (Kratzen
am Korper mit den Hinterldufen, Putzen des Gesichts mit den Vorderldufen) innerhalb

des 5 min Tests.

Vokalisationen: Degus vokalisieren im Unterschied zu Ratten hauptséchlich im fiir den

Menschen horbaren Bereich. Daher konnte die Anzahl ausgestoener Rufe direkt

wihrend des Tests durch den Experimentator aufgenommen werden.

Defidkationen: Am Ende jedes Tests wurde die Anzahl der Defékationen (Kot) notiert.

Jedes Tier wurde direkt nach dem Test zuriick in den Heimkéfig gebracht. Dann wurde die OF-

Arena mit 2%iger Essigsdure gereinigt, um eine olfaktorische Beeinflussung der weiteren

Testtiere zu vermeiden. Die Tests wurden zwischen 9 und 13 Uhr vormittags, d.h. in der

Aktivitatsphase der tagaktiven Degus, durchgefiihrt.
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3.1.1.2 Open Field-Tests im modifizierten Open Field (Test mit Tonstimulation)

Zum Test der Reaktivitit der gestressten und ungestressten Tiere gegeniiber einem emotional
positiven Stimulus wurden bei der zweiten Hélfte der zu testenden Tiere (iiber eine fiir das Tier
nicht sichtbare Lautsprecheranlage hinter einer Ecke der Arenawand) Geschwistertone

(Spiellaute) angeboten.

A B

OF- [
Zentrum

Ton-
quadrant

Laufstrecke eines
Saline injizierten
Kontrollwurf-
Mannchens
SAL-C, PND 45)

Abb. 8: Open Field-Test
(A) Open Field Arena im Testlabor, (B) Ethovision-Plot eines OpenField-Tests mit Ton-Stimulation

Die benutzten Tonsequenzen waren vorher in der Kolonie bei spielenden Jungtieren aus
Wiirfen eines vergleichbaren Altersstadiums aufgenommen worden. In allen Tests wurde
dieselbe Tonsequenz angeboten, die aus einem 10 Sekunden dauernden Spiellaut, gefolgt von

20 Sekunden Stille bestand und wihrend des 5 min dauernden Tests stindig wiederholt wurde.
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Abb. 9: Sonagramm des im Open Field eingesetzten artspezifischen Geschwistertons
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Abb. 9 zeigt das Sonagramm eines Deguspiellauts, der typischerweise bei der
Kontaktaufnahme zwischen Jungtieren (z.B. beim gegenseitigen Putzen) ausgestoBen wird und
abgesehen von der Tonlage und der Gesamtdauer (2-4kHz, 0.2-0.4s) sehr den Muttertdnen bei
der Pflege der Jungtiere dhnelt (Braun, 1992). Die Tonfolge besteht typischerweise aus einem
frequenzmodulierten wiederholten ,,Rattern®, das von einem abschlieBenden Pfiff begleitet und

oft mehrmals leicht moduliert wiederholt wird.

Die NOLDUS EthoVision®-Plots lieferten bei den Tests im modifizierten OF (neben den auch
im Standard-OF erfassten Parametern, sieche 3.1.1.1) zusdtzlich Daten fiir die Aktivitit des

getesteten Tieres im Tonquadranten:

o Aufmerksamkeit: Die Reaktivitit gegeniiber einem emotional positiven Tonstimulus

wurde als MaB fiir Aufmerksamkeit definiert. Hierzu wurde die OF-Arena mithilfe der
NOLDUS EthoVision® - Software virtuell in vier Quadranten geteilt. Fiir den an die
Lautsprecherecke angrenzenden Quadranten (Tonquadrant, vgl. Abb. 8B) wurden

Daten zur Laufaktivitit, Verweildauer und Hiufigkeit des Eintritts ermittelt. Zur

Vermeidung von Datenverzerrungen durch unterschiedliche Grundaktivititen der Tiere
wurde das Verhéltnis der Laufstrecke im Tonquadrant zur horizontalen Exploration

gebildet (relative Aktivitdt im Tonquadrant).

3.2 Versuchsaufbau, experimentelle Gruppen und Tierzahl der einzelnen
Open Feld-Tests

3.2.1 Open Field-Test #1: Untersuchungen zu Effekten des friihkindlichen
Trennungsstresses

Der erste OF-Test wurde jeweils am PND 22 durchgefiihrt, um Verhaltensunterschiede beider

Aufzuchtgruppen (frithkindlich gestresst, ungestresst) quantitativ zu erfassen. Es wurden

frithkindlich gestresste (ES) und ungestresste (C) Tiere getestet:
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ADbb. 10: Open Field-Test #1: Untersuchungen zu Effekten des frithkindlichen Trennungsstresses
im (A) Standard-OF (ohne Ton-Stimulation) und (B) modifizierten OF (mit Ton-Stimulation):
Versuchsaufbau, experimentelle Gruppen und Tierzahl (n), ménnliche Tiere (3)

3.2.1.1 Statistik

Die Analyse der Parameter Horizontale Exploration und Zentrumsaktivitdt wurde mit einem

Zwei-Wege-ANOVA (engl. analysis of variance, Varianzanalyse) mit den Faktoren

Aufzuchtbedingung (AUFZUCHT) und zeitlicher Verlauf des Tests (ZEIT) durchgefiihrt (fiinf

Messungen von jeweils einer Minute Dauer). Fiir die Parameter Vertikale Exploration,

Putzverhalten, Defédkationen und Vokalisationen war eine Aufschliisselung der Ergebnisse im

Hinblick auf den zeitlichen Verlauf nicht moglich, da hier nur Daten fiir die Gesamtdauer des
Testes ermittelt wurden (manuelle Protokollierung). Es wurde daher ein t-Test angewendet. Fiir
die Analyse mdglicher Innergruppen-Effekte bei Analysen mittels Zwei-Wege-ANOVA wurde

durchgefiihrt. Fiir alle Analysen wurde p<0.05 als

ein  Post hoc-Tukey-Test

Signifikanzschwelle definiert (SigmaStat 3.5, Jandel, Deutschland).
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Verhaltensuntersuchungen im Open Field

3.2.2 Open Field-Test #2 - #4: Untersuchungen zu Effekten der MP-Behandlung

3.2.2.1 Open Field-Test #2: Untersuchungen zur akuten MP-Wirkung auf ungestresste

und gestresste Tiere im modifizierten und Standard-OF

Mit dem vorliegenden Test soll geklart werden, wie sich eine akute Gabe von Methylphenidat
auf das Verhalten der friihkindlich gestressten Degujungtiere im Vergleich zu ungestresst
aufgewachsenen Kontrolltieren auswirkt. Die im Test verwendeten Tiere wurden hierzu 45 min
vor Test #2 (direkt im Anschluss an Test #1) mit der fiir sie vorgesehenen Dosis von 1 oder

Smg/kg MP bzw. Saline injiziert.

3.2.2.2 Open Field-Test #3 + #4: Untersuchungen zur chronischen MP-Wirkung auf

ungestresste und gestresste Tiere im modifizierten und Standard-OF

Wie in 2.3 ausfiihrlicher beschrieben, wurden die Tiere der einzelnen Aufzucht- und
Pharmakologiegruppen vom PND 22 bis 44 tiglich mit der entsprechenden SAL- bzw. MP-
Dosis i.p.- injiziert und am PND 45 vor, d.h ohne akute Wirkung der pharmakologischen
Substanz (Test #3), und nach der letzten Injektion, d.h. unter der akuten Wirkung der
pharmakologischen Substanz (Test #4) im OF getestet.

Tabelle 1: Open Field-Test #2-4 (Standard-OF) — Experimentelle Gruppen, Tierzahl &

Aufzucht- Pharmakologische Gruppen- Anzahl Anzahl

bedingung Behandlung bezeichnung | Tiere (n) | Wiirfe
friihkindlicher Saline SAL-ES 11 10
Trennungsstress 1 mg/kg MP MP1-ES 9 9
B 5 mg/kg MP MP5-ES 10 8
Saline SAL-C 13 10

ungestresste

Kontrollen 1 mg/kg MP MP1-C 8 8
© 5 mg/kg MP MP5-C 8 8

Tabelle 2: Open Fi

eld-Test #2-4 (modifiziertes OF)— Experimentelle Gruppen, Tierzahl &

Aufzucht- Pharmakologische Gruppen- Anzahl Anzahl

bedingung Behandlung bezeichnung | Tiere (n) | Wiirfe
friihkindlicher Saline SAL-ES 8 8
Trennungsstress 1 mg/kg MP MP1-ES 9 9
o) 5 mg/kg MP MP5-ES 8 8
Saline SAL-C 8 8

ungestresste

Kontrollen (C) 1 mg/kg MP MP1-C 8 7
5 mg/kg MP MP5-C 8 7
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Abb. 11: Verhaltensexperiment #2-4 zu Effekten akuter und chronischer MP-Behandlung
im (A) Standard - Open Field (ohne Ton-Stimulation) und (B) modifizierten Open Field (mit Ton-Stimulation):
Versuchsaufbau und experimentelle Gruppen 3

3.2.2.3 Statistik

Die 6 pharmakologischen Gruppen (3 ungestresst und 3 friihkindlich gestresst) bestanden

jeweils aus 7-10 minnlichen Tieren.

Die Analyse der Ergebnisse des Verhaltens der experimentellen Gruppen fiir die Parameter

Horizontale Exploration und Zentrumsaktivitdt wurde mit einem 3Wege-ANOVA iiber die

Faktoren Aufzuchtbedingung (AUFZUCHT), pharmakologische Behandlung (PHARM) und

zeitlicher Verlauf des Testes (ZEIT) durchgefiihrt. Fiir die Parameter Vertikale Exploration,

Putzverhalten, Defidkationen und Vokalisationen wurde, wie schon bei Test #1, auch in Test

#2- #4 eine Aufschliisselung der Ergebnisse im Hinblick auf den zeitlichen Verlauf aufgrund
der manuellen Datenaufnahme nicht moglich (siehe 3.2.1.1). Es wurde daher ein Zwei-Wege-
ANOVA mit den Faktoren (AUFZUCHT) x (PHARM) angewendet. Fiir die Analyse
moglicher Innergruppen-Effekte wurde bei allen Tests ein Post hoc-Tukey - Test durchgefiihrt.
Fiir alle Analysen wurde p<0.05 als Signifikanzschwelle definiert (SigmaStat 3.5, Jandel,
Deutschland).
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3.3 Ergebnisse der Verhaltensuntersuchungen im Open Field
3.3.1 Effekte des frithkindlichen Trennungsstresses : OF-Test #1 (PND 22)

3.3.1.1 Standard - Open Field (ohne Ton-Stimulation):

Die Analyse der OF-Daten fiir den Parameter Laufstrecke mittels eines Zwei-Wege-ANOVA
(AUFZUCHT x ZEIT) ergab signifikante Haupteffekte der Faktoren AUFZUCHT und ZEIT.
Die frithkindlich gestressten Jungtiere zeigten gegeniiber den ungestresst aufgezogenen
Kontrolltieren eine erhohte horizontale Exploration (+18.2%, F= 7.954, p=0.005). In beiden
Gruppen ergab sich eine signifikante Abnahme der motorischen Aktivitit im Verlauf des
flinfminiitigen Tests. (F= 10.105, p<0.001). Signifikante Interaktionen der Faktoren
AUFZUCHT x ZEIT ergaben sich nicht. (Abb. 12 A,C).

A B
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Abb. 12: Open Field-Test #1(PND 22) im Standard-OF (Gesamt-OF-Aktivitit, Teil ) &

Effekte des frithkindlichen Stresses auf: (A) Laufstrecke (B) Zentrums-Aktivitat (Mittelwerte + Std.F, * p <0.05, t-Test).
(C) Rdumliche Verteilung der Laufaktivitit in der OF-Arena: Die mittlere Laufaktivitét je Unterquadrant (z-Achse) wurde
iiber dem entsprechenden Gitterpunkt des zweidimensionalen Messpunkt-Gitters aufgetragen (x/y Achsen). Das

OF wurde dazu in 6x6 Unterquadranten unterteilt, die jeweils einen Gitterpunkt ergeben.
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Bei der Analyse der Daten der Zentrumsaktivitit mittels eines Zwei-Wege-ANOVA
(AUFZUCHT x ZEIT) waren ebenfalls signifikante Haupteffekte der Faktoren AUFZUCHT

und ZEIT zu verzeichnen. Die frithkindlich gestressten Jungtiere zeigten eine gegeniiber den
ungestresst aufgezogenen Kontrolltieren erhohte Laufaktivitit im OF-Zentrum (+37.8%,
F=11.634, p<0.001). Beide Gruppen wiesen einen signifikanten Anstieg der
Zentrumsexploration im Verlauf der fiinfminiitigen Tests auf (F=5.506, p=0.001), signifikante

Interaktionen der Faktoren AUFZUCHT x ZEIT fehlten hingegen (Abb. 12 B,C).
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Abb. 13: Open Field-Test #1 (PND 22) im Standard-OF (Gesamt-OF-Aktivitdt, Teil II) 3
Effekte des frithkindlichen Stresses auf (A) Vertikale Exploration, (B) Putzverhalten, (C) Defékationen (D) Vokalisationen

Bei den frithkindlich gestressten Tieren waren zudem signifikant vermehrte vertikale

Explorationen (+11.7%, P=0.011), ein hdufigeres Putzverhalten (+23.6%, P=0.014) sowie

vermehrte Defédkationen (+190.0%, p=0.033) zu verzeichnen. Die Anzahl an Vokalisationen

unterschied sich jedoch nicht signifikant zwischen beiden Gruppen.

» Friihkindlicher Stress fiihrt im Standard-OF-Test #1 am PND 22 zu Hyperaktivitdt,
erhohter Zentrumsaktivitdt, vermehrter vertikaler Exploration, hdufigerem
Putzverhalten sowie vermehrter Defikation. Die Anzahl an Vokalisationen unterschied

sich nicht signifikant zwischen beiden Gruppen.
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3.3.1.2 Modifiziertes Open Field (mit Ton-Stimulation):

Die Analyse der OF-Daten fiir den Parameter Laufstrecke mittels eines Zwei-Wege-ANOVA
(AUFZUCHT x ZEIT) ergab signifikante Haupteffekte der Faktoren AUFZUCHT und ZEIT.
Die friihkindlich gestressten Jungtiere zeigten eine gegeniiber den ungestresst aufgezogenen
Kontrolltieren erhdhte horizontale Exploration (+18.2%, F= 43.635, p<0.001). Beide Gruppen
wiesen eine signifikante Abnahme der motorischen Aktivitit im Verlauf der 5-miniitigen Tests
auf (F= 10.328, p<0.001). Signifikante Interaktionen der Faktoren AUFZUCHT x ZEIT
ergaben sich hingegen nicht. (Abb. 14 A,C).
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Abb. 14: Open Field-Test #1(PND 22) im modifizierten OF (Gesamt-OF-Aktivitit, Teil I) 3
Effekte des frithkindlichen Stresses auf (A) Laufstrecke, (B) Zentrums-Aktivitét, (Mittelwerte +
Std.F, Statistik: 2Wege-ANOVA, p<0.05: * fiir Hauptfaktor-Interaktionen, Post hoc Tukey-Test)
(C) Raumliche Verteilung der Laufaktivitit in der OF-Arena
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Die Analyse der Daten der Zentrumsaktivitit mittels eines Zwei-Wege-ANOVA (AUFZUCHT
x ZEIT) ergab ebenfalls einen signifikanten Haupteffekt des Faktors AUFZUCHT. Die
frithkindlich gestressten Jungtiere zeigten eine gegeniiber den ungestresst aufgezogenen
Kontrolltieren erhohte Laufaktivitit im OF-Zentrum (+37.8%, F= 24.246, p<0.001).
Signifikante Effekte des Faktors ZEIT bzw. Interaktionen der Faktoren AUFZUCHT x ZEIT
wurden nicht festgestellt (Abb. 14 B,C).

Friihkindlich gestresste Tiere zeigten vermehrte vertikale Explorationsbewegungen (+32.1%,
p=0.042, Abb. 15A), hdufigeres Putzverhalten (+681%, p<0.001, Abb. 15B) sowie hohere
Defékationsraten (+79.2%, p<0.001, Abb. 15C). Die Anzahl an Vokalisationen unterschied

sich hingegen nicht signifikant zwischen beiden Gruppen (Daten nicht dargestellt).

Die prozentuale Laufstrecke der friithkindlich gestressten Tiere im Tonquadrant (Laufstrecke im

Tonquadrant/Horizontale Exploration) war signifikant reduziert (-21.2%, p=0.03, Abb. 15D),
dazu kam eine im Vergleich zu den Kontrolltieren verringerte Verweildauer im Tonquadrant
(-20.4%, p=0.016, Abb. 15E). Da die friithkindlich gestressten Tiere den Tonquadranten nicht
signifikant ofter betraten (Anzahl Fintritte, +10.9%, p=0.891, Abb. 15F), kann geschlussfolgert

werden, dass die ungestressten Kontrolltiere wesentlich linger im Tonquadrant verweilten als

die frithkindlich gestressten Tiere.

A B C D E F
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ADb. 15: Open Field-Test #1 (PND 22) im modifizierten OF (Gesamt-OF-Aktivitdt, Teil II + Tonquadrant-
Aktivitdt) &

Effekte des frithkindlichen Stresses auf (A) Vertikale Exploration, (B) Putzverhalten, (C) Defékationen (D)
Laufstrecke (E) Verweildauer im und (F) Eintritte in den Tonquadrant (Mittelwerte + Std.F, * p <0.05, t-Test).

Die vorliegenden Daten bestitigen damit im Prinzip die in Braun et. al, 2003 publizierten
Daten fiir 8 Tage alte Degus nun fiir 22tdgige Jungtiere, auch wenn einige methodische
Unterschiede zwischen beiden Studien (verdndertes Open Field, verdnderte Tonstimulation)

bestehen.
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» Friihkindlich gestresste Tiere zeigten im Vergleich zu den Kontrolltieren eine
verminderte Reaktivitit auf artspezifische Vokalisationen (Spiellaute gleichaltriger
Tiere).

» Auch im modifizierten OF am PND 22 wurden als Folge des friihkindlichen Stresses
Hyperaktivitdt, erhohte Zentrumsaktivitdt, vermehrte vertikale Exploration und

hdufigeres Putzverhalten sowie hohere Defdkationsraten nachgewiesen.
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3.3.2 Effekte einer akuten Methylphenidat-Injektion nach friithkindlichem
Trennungsstress: Open Field-Test #2 (PND 22)

3.3.2.1 Standard - Open Field (ohne Ton-Stimulation)

Die Analyse der OF-Daten fiir den Parameter Laufstrecke mittels eines 3Wege-ANOVA
(AUFZUCH x PHARM x ZEIT) ergab signifikante Haupteffekte der Faktoren AUFZUCHT
(F=7.107, p=0.004), PHARM (F= 77.226, p<0.001) und ZEIT (F=5.305, p<0.001) sowie
signifikante Interaktionen der Faktoren AUFZUCHT x PHARM (F=7.674, p<0.001).
Signifikante Interaktionen der Faktoren AUFZUCHT x ZEIT, PHARM x ZEIT und
AUFZUCHT x PHARM x ZEIT waren nicht zu verzeichnen.

Bei der Analyse der OF-Daten der Zentrumsaktivitit mittels eines 3Wege-ANOVA (Aufzucht
x PHARM x ZEIT) wurden ebenfalls signifikante Haupteffekte der Faktoren AUFZUCHT
(F=12.849, p<0.001) und PHARM (F=37.038, p<0.001), sowie signifikante Interaktionen der
Faktoren AUFZUCHT x PHARM (F=6.915, p=0.001) ermittelt. Signifikante Effekte des
Faktors ZEIT sowie Interaktionen der Faktoren AUFZUCHT x ZEIT, PHARM x ZEIT und
AUFZUCHT x PHARM x ZEIT wurden hingegen nicht nachgewiesen.

Horizontale Exploration: In den Kontrollgruppen fiihrte die MP-Injektion zu einem

dosisabhdngigen Anstieg der Laufaktivitit im Vergleich zu den mit Saline behandelten Tieren
(MP1: +66.0%, q=14.0947, p<0.001; MPS5: +156.3%, q=13.004, p<0.001). In den friihkindlich
gestressten Gruppen zeigten mit 1 mg/kg MP behandelte Tiere niedrigere (-16.1%, q=3.38,
p<0.044), mit 5 mg/kg MP hingegen hohere (+52.0%, q=4.986, p<0.001) Laufaktivititen als

die mit Saline behandelten Tiere.

Innerhalb der mit Saline behandelten Gruppen wiesen frithkindlich gestresste Tiere im
Vergleich zu Kontrolltieren hyperaktives Verhalten auf (erhohte Laufaktivitdt: +33.1%,
g=5.64, p<0.001). Innerhalb der mit Img/kg MP behandelten Gruppen war hingegen eine
signifikant geringere Laufaktivitdt der friithkindlich gestressten Tiere im Vergleich zu den
Kontrolltieren zu verzeichnen (-33.2%, q=12.38, p<0.001). Obwohl auch die mit 5Smg/kg MP
behandelten friihkindlich gestressten Tiere eine signifikant niedrigere Laufaktivitét als die mit
Smg/kg MP behandelten Kontrolltiere (-21.6%, qg=9.007, p<0.001) zeigten, fiihrte nur die akute
Behandlung friihkindlich gestressten Tiere mit 1 mg/kg MP zu einer Reduktion ihrer
Laufaktivitét auf das Niveau der salinebehandelten Kontrolltiere (Abb. 16A,C).
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Zentrumsaktivitit: Bei den MP-behandelten Kontrolltieren ergab sich ein dosisabhingiger

Anstieg der Zentrumsaktivitit (SAL<MP1<MP5) im Vergleich zu den salinebehandelten
ungestressten Kontrolltieren (MP1: +57.3%, q=9.811, p<0.001; MP5: +80.0%, g=5.500,
p<0.001).
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Abb. 16: Open Field-Test #2 (PND 22) im Standard-OF (Gesamt-OF-Aktivitat, Teil I) §

Effekte der akuten MP-Behandlung auf (A) Laufstrecke, (B) Zentrums-Aktivitét, (Mittelwerte + Std.F,
Statistik: 3Wege-ANOVA, p<0.05: * fiir Hauptfaktor-Interaktionen, Post hoc Tukey-Test)

(C) Raumliche Verteilung der Laufaktivitéit in der OF-Arena
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Die frithkindlich gestressten Tiere wiesen nach einer Behandlung mit 5 mg/kg MP hdohere
Zentrumsaktivititen (SAL~MP1<MP5) auf als die friihkindlich gestressten mit Saline
behandelten Tiere (+34.4%, g=6.695, p<0.001) und MP1-behandelten Tiere (+66.2%, q=7.237,
p<0.001). Die Zentrumsaktivitdt der friihkindlich gestressten Tiere wurde weder mit der

Img/kg noch mit der 5 mg/kg MP Dosis auf das Niveau der salinebehandelten Kontrolltiere
normalisiert (Abb. 16B,C).

» Akute Gabe von Methylphenidat in geringer Dosis (1 mg/kg MP) fiihrt unter den
gegebenen experimentellen Bedingungen bei Jungtieren mit friihkindlicher
Stresserfahrung zu einer Verminderung der Hyperaktivitit. Die Behandlung
ungestresster Jungtiere mit der gleichen Dosis fiihrt hingegen zu einem gegenteiligen
Effekt, d.h. einer Erhohung der motorischen Aktivitdit.

» Eine Normalisierung der Zenrumsaktivitdt der friihkindlich gestressten Tiere erfolgte

bei gleicher Dosis jedoch nicht.

Fiir den Parameter vertikale Exploration ergaben sich nur signifikante Haupteffekte des Faktors
PHARM (F=6.023, p=0.004). Es zeigte sich hier ein von den Aufzuchtbedingungen
unabhédngiger, aber dosisabhingiger Effekt der MP-Behandlung auf die vertikale Exploration,
da bei den mit 5mg/kg MP behandelten Gruppen signifikant weniger vertikale
Explorationsbewegungen festzustellen waren, als bei den mit Img/kg MP behandelten Gruppen

(-60.3%, F=4.908, p=0.003, Abb. 17A).
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Abb. 17: Open Field-Test #2 (PND 22) im Standard-OF (Gesamt-OF-Aktivitdt, Teil II) §
Effekte der akuten MP-Behandlung auf (A) Vertikale Exploration, (B) Putzverhalten, (C) Defékationen (Mittelwerte + Std.F;
Statistik: 2Wege-ANOVA, p<0.05: # fiir Hauptfaktor-Effekte, Post hoc Tukey-Test)
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Fiir die Parameter Putzverhalten und Defékationen ergaben sich nur signifikante Haupteffekte

des Faktors AUFZUCHT. Friihkindlich gestresste Tiere zeigten vermehrtes Putzverhalten
(+267.3%, F=7.244, p=0.009, Abb. 17B) und hohere Defdkationsraten (+447.8%, F=7.258,
p=0.009, Abb. 17C). Fiir den Parameter Vokalisationen ergaben sich keine signifikanten

Gruppenunterschiede (Daten nicht dargestellt).

3.3.2.2 Modifiziertes Open Field (mit Ton-Stimulation)

Bei der Analyse der OF-Daten fiir den Parameter Laufstrecke mittels eines 3Wege-ANOVA
(Aufzucht x PHARM x ZEIT) wurden signifikante Haupteffekte der Faktoren AUFZUCHT
(F=6.897, p=0.009) und PHARM (F= 22.38, p<0.001) sowie signifikante Interaktionen der
Faktoren AUFZUCHT x PHARM (F=3.316, p=0.047) ermittelt. Signifikante Haupteffekte des
Faktors ZEIT sowie Interaktionen der Faktoren AUFZUCHT x ZEIT, PHARM x ZEIT und
AUFZUCHT x PHARM x ZEIT fehlten hingegen.

Auch im modifizierten OF zeigten salinebehandelte, frithkindlich gestresste Tiere im Vergleich
zu salinebehandelten Kontrolltieren signifikant erhohte Laufaktivititen (+50.7%, q=2.879,
p=0.048). Eine Behandlung der friihkindlich gestressten Tiere mit 1mg/kg MP fiihrte zu einer
Angleichung der Laufaktivitit an die mit Saline bzw. Imgkg MP behandelten
Kontrollgruppen.

Zusitzlich zeigten die mit Smg/kg MP behandelten friihkindlich gestressten Tiere im
Gegensatz zu den Ergebnissen im Standard-OF eine signifikant hohere Laufaktivitét als die mit
Smg/kg MP behandelten Kontrolltiere (+32.6%, q=3.432, p=0.015). Innerhalb der Kontroll-
und friihkindlich gestressten Gruppen wiesen die mit 5Smg/kg MP behandelten Tiere eine
gegeniiber den salinebehandelten Gruppen (ungestresst: +99.0%, q=5.232, p<0.001, gestresst:
+75.1%, q=5.985, p<0.001) und mit 1 mg/kg MP behandelten Gruppen (ungestresst: +74.2%,
q=4.407, p=0.002, gestresst: +116.8%, q=7.517, p<0.001) eine signifikant erhohte Laufstrecke
auf (Abb. 18A,C).

Bei der Analyse der OF-Daten zur Zentrumsaktivitit mittels eines 3Wege-ANOVA (Aufzucht
x PHARM x ZEIT) wurden nur signifikante Haupteffekte des Faktors AUFZUCHT (F=7.858,
p=0.006) ermittelt. Signifikante Effekte der Faktoren PHARM und ZEIT sowie Interaktionen
der Faktoren AUFZUCHT x PHARM, AUFZUCHT x ZEIT, PHARM x ZEIT und
AUFZUCHT x PHARM x ZEIT ergaben sich nicht. Unabhédngig von der pharmakologischen
Behandlung bewegten sich friithkindlich gestresste Tiere durchschnittlich 43.3% mehr im OF-
Zentrum als die Kontrolltiere (Abb. 18B,C).
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» Akute Gabe von 1 mg/kg MP Dosis fiihrt im modifizierten OF bei Jungtieren mit
friihkindlicher Stresserfahrung nicht zu einer Verminderung der Hyperaktivitdt.
» Unabhdngig von der Art der akuten pharmakologischen Behandlung zeigen

friihkindlich gestresste Tiere mehr Zentrumsaktivitdt als die Kontrolltiere.
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Abb. 18: Open Field-Test #2 (PND 22) im modifizierten OF (Gesamt-OF-Aktivitét, Teil I) &
Effekte der akuten MP-Behandlung auf (A) Laufstrecke, (B) Zentrums-Aktivitét
(Mittelwerte + Std.F, Statistik: 3Wege-ANOVA, p<0.05: * fiir Hauptfaktor-Interaktionen, Post hoc

I & Tukey-Test) (C) Raumliche Verteilung der Laufaktivitét in der OF-Arena
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ADbb. 19: Open Field-Test #2 (PND 22) im modifizierten OF (Gesamt-OF-Aktivitét, Teil II) §

: Effekte der akuten MP-Behandlung auf (A) Vertikale Exploration, (B) Putzverhalten, (C) Defdkationen
N« \‘\ (Mittelwerte + Std.F; Statistik: 2Wege-ANOVA, p<0.05: # fir Hauptfaktor-Effekte, bzw. * fiir Hauptfaktor-
Interaktionen, Post hoc Tukey test)

Fiir den Parameter vertikale Exploration wurden jeweils signifikante Haupteffekte der Faktoren

AUFZUCHT (F=8.476, p=0.006) und PHARM (17.520, p<0.001) ermittelt. Es ergab sich

somit einerseits ein von den Aufzuchtbedingungen unabhéngiger, umgekehrt u-formiger,
dosisabhingiger Effekt der MP-Behandlung auf die vertikale Exploration, da die mit Smg/kg
MP behandelten Gruppen signifikant weniger vertikale Explorationsbewegungen zeigten, als
die mit 1mg/kg MP (-69.5%, q=8.363, p<0.001) oder salinebehandelten Gruppen (-55.8%,
q=4.582, p=0.007). Die mit Img/kg MP behandelten Tiere explorierten wiederum signifikant
mehr als die salinebehandelten Tiere (+44.6%, q=3.716, p=0.031, Abb. 19A).

Fiir den Parameter Putzverhalten ergaben sich jeweils signifikante Haupteffekte der Faktoren
AUFZUCHT (F=6.302, p=0.016) und PHARM (F=7.918, p=0.001) sowie signifikante
Interaktionen der beiden Faktoren (F=3.288, p=0.047). Innerhalb der salinebehandelten
Gruppen zeigten friihkindlich gestresste Tiere hdufigeres Putzverhalten als die Kontrolltiere.
Gestresste und ungestresste MP1- bzw. MP5- behandelte Gruppen gleicher MP-Dosis
unterschieden sich dagegen nicht. Innerhalb der frithkindlich gestressten Gruppen wiesen MP1-
(-36.5%, q=4.267, p=0.012) und MP5- (-100%, q=6.400, p<0.001) behandelte Tiere signifikant
weniger Putzverhalten auf als salinebehandelte Tiere (Abb. 19B).

Fir den Parameter Defékation wurden signifikante Interaktionen der Faktoren AUFZUCHT
und PHARM (F=3.349, p=0.045) ermittelt. Haupteffekte der Einzelfaktoren zeigten sich nicht.
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Da innerhalb der frithkindlich gestressten Gruppen nur MP1- behandelte Tiere Defidkationen
zeigten, waren diese bei MP1-behandelten Tieren signifikant hdufiger als bei SAL- (q=4.106,
p=0.016) und MP5- behandelten Tieren (q=4.106, p=0.016), aber auch als bei mit MP1-
behandelten Kontrolltieren (q=4.109, p=0.006, Abb. 19C)

Fiir den Parameter Vokalisationen ergaben sich keine signifikanten Gruppenunterschiede

(Daten nicht dargestellt).
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ADbb. 20: Open Field-Test #2 (PND 22) im modifizierten OF (Tonquadrant-Aktivitat) 3
Effekte der akuten MP-Behandlung auf (A) Laufstrecke (B) Verweildauer im und (C) Eintritte in den
Tonquadrant (Mittelwerte + Std.F; Statistik: 2Wege-ANOVA, p<0.05:

# fir Hauptfaktor-Effekte bzw. * fiir Hauptfaktor-Interaktionen, Post hoc Tukey-Test)

7

Die Analyse der prozentualen Laufstrecke im Tonquadrant ergab signifikante Interaktionen der
Faktoren AUFZUCHT und PHARM (F=4.161, p=0.022), jedoch keine signifikanten
Haupteftekte der Einzelfaktoren. SAL-behandelte Kontrolltiere bewegten sich tendenziell mehr

im Tonquadranten als SAL-behandelte friihkindlich gestresste Tiere (+19.6%, q=2.745,
p=0.059). Innerhalb der MP1-behandelten Gruppen war der Trend hingegen umgekehrt, da die
Kontrolltiere tendenziell weniger Laufaktivitit im Tonquadranten zeigten als die frithkindlich
gestressten Tiere (-22.0%, F=2.602, p=0.073). Nach der akuten Gabe von 1 mgkg MP
reagierten friihkindlich gestresste Tiere somit tendenziell stirker auf die Tonstimulation als
frithkindlich gestresste SAL- (+26.8%) bzw- MP5 (+17.6%) behandelte Tiere. Innerhalb der
Kontrolltiere zeigte sich hingegen eine dosisabhidngige Abnahme der Laufaktivitit im
Tonquadranten mit signifikanter Differenz der SAL- und MPS5- behandelten Tiere (-29.0%,
q=4.054, p=0.017) (Abb. 20A). Die Verweildauer im Tonquadrant unterschied sich nicht

signifikant zwischen den untersuchten Gruppen (Abb. 20B). Innerhalb der SAL-behandelten
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Gruppen war jedoch fiir die Kontrolltiere eine tendenziell hohere Aufenthaltsdauer im
Tonquadranten zu verzeichnen als fiir die frithkindlich gestressten Tiere (+31.1%). Da sich die

Anzahl der Eintritte in den Tonquadranten nicht zwischen beiden Gruppen unterschied (Abb.

20B), bewegten sich die Kontrolltiere demnach ldnger innerhalb des Tonquadrants. Unter
Einwirkung von MP ergab sich fiir die Anzahl der Eintritte in den Tonquadranten ein von den
Aufzuchtbedingungen unabhingiger Effekt. MP5-behandelte Tiere traten signifikant hdufiger
in den Tonquadranten ein als SAL-behandelte Tiere (+127.5%, q=4.603, p=0.006, Abb. 20C).
Da sie sich aber insgesamt nicht linger im Tonquadrant aufhielten als SAL- oder MP1-
behandelte Tiere und dort auch nicht mehr Wegstrecke zuriicklegten, ergibt sich aus diesen
Daten vor allem die Anderung des Aktivititsmusters hin zum OF-Zentrum (vgl. auch Abb.

18B,C)

» Nach der akuten Gabe von 1 mg/kg Methylphenidat reagierten gestresste Tiere
tendenziell stirker auf die Tonstimulation als salinebehandelte getresste Tiere. Eine
akute Gabe von Methylphenidat in geringer Dosis (1 mg/kg MP) fiihrt unter den
gegebenen experimentellen Bedingungen bei Jungtieren mit friihkindlicher
Stresserfahrung zu einer Steigerung der Reaktivitit auf die Tonstimulation.

» Die Behandlung ungestresster Jungtiere mit MP fiihrte hingegen zu einem gegenteiligen
Effekt, d.h. einer Verminderung der Reaktivitdt.

3.3.3 Untersuchungen zu Auswirkungen chronischer MP-Behandlung: OF-Test
#3 (PND 45)

3.3.3.1 Standard - Open Field (ohne Ton-Stimulation)

Der Test #3 findet am PND 45 vor der letzten MP-Injektion, d.h. ohne akute Wirkung des
Pharmakons statt. Die Analyse der OF-Daten fiir den Parameter Laufstrecke mittels eines
3Wege-ANOVA (AUFZUCHT x PHARM x ZEIT) ergab dabei signifikante Haupteffekte des
Faktors ZEIT (F= 28.725, p<0.001). Signifikante Effekte der Faktoren AUFZUCHT oder
PHARM bzw. signifikante Interaktionen der Faktoren AUFZUCHT x PHARM, AUFZUCHT x
ZEIT, PHARM x ZEIT und AUFZUCHT x PHARM x ZEIT ergaben sich nicht. Unabhéngig
vom Faktor AUFZUCHT oder PHARM zeigte sich damit in allen Gruppen eine Verminderung
der Laufaktivitiat im Verlauf des Testes (Abb. 21A).

Auch bei der Analyse der OF-Daten fiir die Zentrumsaktivitit mittels eines 3Wege-ANOVA
(AUFZUCHT x PHARM x ZEIT) ergaben sich signifikante Haupteffekte des Faktors ZEIT

(F=3.130, p=0.015). Unabhéngig vom Faktor AUFZUCHT oder PHARM zeigte sich damit in
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allen Gruppen ein Anstieg der Zentrumsaktivitdt im Verlauf des Testes. Zusitzlich wurden
signifikante Interaktionen der Faktoren AUFZUCHT x PHARM (F= 3.075, p=0.048), jedoch
keine Haupteffekte der Faktoren AUFZUCHT und PHARM bzw. signifikante Interaktionen
der Faktoren AUFZUCHT x ZEIT, PHARM x ZEIT und AUFZUCHT x PHARM x ZEIT

festgestellt.
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Abb. 21: Open Field-Test #3 (PND 45) im Standard-OF (Gesamtaktivitdt, Teil I) &

Effekte der chronischen MP-Behandlung ohne akute MP-Injektion auf (A) Laufstrecke, (B) Zentrums-Aktivitét, (Mittelwerte
+ Std.F, Statistik: 3Wege-ANOVA, p<0.05: * fiir Hauptfaktor-Interaktionen, Post hoc Tukey-Test)

(C) Rédumliche Verteilung der Laufaktivitit in der OF-Arena
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Die mit Img/kg MP behandelten frithkindlich gestressten Tiere hielten sich signifikant weniger

im Zentrum des Open Fields auf als die mit der gleichen MP-Dosis behandelte Kontrollgruppe
(-26.2%, q=3.855, p=0.006, Abb. 21B).

Weiterhin wurden fiir den Parameter Putzverhalten signifikante Haupteffekte des Faktors

AUFZUCHT ermittelt (F=6.506, p=0.014). Friihkindlich gestresste Tiere zeigten hier

unabhingig von der pharmakologischen Behandlung vermehrte Putzaktivitit (+137.8%,
q=3.607, p=0.014; Abb. 22B). Fiir die Parameter Vertikale Exploration (Abb. 22A),
Defdkation (Abb. 22C) und Vokalisation (Daten nicht dargestellt) ergaben sich keine

signifikanten Gruppenunterschiede.
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Abb. 22: Open Field-Test #3 (PND 45) im Standard-OF (Gesamt-OF-Aktivitit, Teil II) §
Effekte der chronischen MP-Behandlung ohne akute MP-Injektion auf (A) Vertikale Exploration, (B) Putzverhalten,
(C) Defékationen (Mittelwerte + Std.F; Statistik: 2Wege-ANOVA, p<0.05: # fiir Hauptfaktor-Effekte, Post hoc Tukey-Test)

» Die bei juvenilen Tieren am PND 22 verzeichnete erhohte Lauf- und Zentrumsaktivitdit

der salinebehandelten friihkindlich gestressten Tiere war bei adoleszenten Tieren am

PND 45 nicht mehr signifikant unterschiedlich.

» Mit Img/kg MP behandelte gestresste Tiere zeigten eine verringerte Zentrumsaktivitdt

im Vergleich zu den mit der gleichen Dosis behandelten Kontrolltieren.

» Gestresste Gruppen wiesen hdufigeres Putzverhalten im Vergleich zu Kontrollgruppen

auf.

» Weitere Gruppenunterschied zeigten sich nach der chronischen MP- Behandlung im

Préipubertitalter (zwischen PND 22 und 45) nicht.
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3.3.3.2 Modifiziertes Open Field (mit Ton-Stimulation)

Bei der Analyse der OF-Daten fiir den Parameter Laufstrecke mittels eines 3Wege-ANOVA
(AUFZUCHT x PHARM x ZEIT) wurden nur signifikante Haupteffekte des Faktors ZEIT (F=
9.708, p<0.001) sowie signifikante Interaktionen der Faktoren AUFZUCHT x PHARM (F=
6.332, p=0.002) ermittelt. Signifikante Effekte der Faktoren AUFZUCHT oder PHARM bzw.
signifikante Interaktionen der Faktoren AUFZUCHT x ZEIT, PHARM x ZEIT und
AUFZUCHT x PHARM x ZEIT wurden nicht festgestellt. Unabhingig vom Faktor
AUFZUCHT oder PHARM =zeigte sich damit in allen Gruppen eine Verminderung der
Laufaktivitidt im Verlauf des Testes. Die Innergruppenanalysen mittels des Post hoc Tukey
Tests ergaben einen dosisabhidngigen Effekt der MP-Behandlung auf die Horizontale
Exploration innerhalb der Kontrolltiere, da die MP1-behandelte Gruppe signifikant hohere
Laufstrecken zeigte als die SAL-behandelte (q= 3.841, p=0.018) und MP5-behandelte Gruppe
(q=3.739, p=0.008, Abb. 23A)

Bei der Analyse der OF-Daten fiir die Zentrumsaktivitit mittels eines 3Wege-ANOVA
(AUFZUCHT x PHARM x ZEIT) ergaben sich nur signifikante Haupteffekte des Faktors
PHARM (F= 6.926, p=0.001). Signifikante Haupteffekte der Faktoren AUFZUCHT oder ZEIT
bzw. signifikante Interaktionen der Faktoren AUFZUCHT x PHARM, AUFZUCHT x ZEIT,
PHARM x ZEIT und AUFZUCHT x PHARM x ZEIT wurden nicht nachgewiesen.
Unabhingig von der Art der AUFZUCHT wiesen die mit 5 mg/kg MP behandelten Gruppen
damit eine hohere Zentrumsaktivitit auf als die SAL-behandelten (q= 5.244, p<0.001) und mit
Img/kg MP behandelten (q= 3.019, p=0.033) Gruppen.
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Abb. 23: Open Field-Test #3 (PND 45) im modifizierten OF (Gesamt-OF-Aktivitét, Teil I) 3

Effekte der chronischen MP-Behandlung ohne akute MP-Injektion auf (A) Laufstrecke, (B) Zentrums-Aktivitét,
(Mittelwerte + Std.F, Statistik: 3Wege-ANOVA, p<0.05: # fiir Hauptfaktor-Effekte ,* fiir Hauptfaktor-
Interaktionen, Post hoc Tukey-Test), (C) Rdumliche Verteilung der Laufaktivitit in der OF-Arena

N

Im modifizierten OF ergaben sich weder signifikante Hauptfaktor-Effekte der Parameter

Vertikale Exploration (Abb. 24A) noch der Parameter Putzverhalten (Abb. 24B), Defdkationen
(Abb. 24C) und Vokalisationen (Daten nicht dargestellt).
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A B C
Vertikale Exploration Putzverhalten Defakationen
(Haufigkeit) (Haufigkeit) (Anzahl)
60 - 6 - 5 -
50 - 5 4 -
40 - 4 -
11
30 - 3 _
2 -
20 - 2
10 4 1 1
C ES C ES C ES C ES C ES C ES C ES C ES C ES
Saline 1mg/kg 5 mg/kg Saline 1mg/kg 5 mg/kg Saline 1 mg/kg 5 mg/kg
MP MP MP MP MP MP
(5 min gesamt) (5 min gesamt) (5 min gesamt)
\ Abb. 24: Open Field-Test #3 (PND 45) im modifizierten OF (Gesamt-OF-Aktivitét, Teil II) &
\ Effekte der chronischen MP-Behandlung ohne akute MP-Injektion auf (A) Vertikale Exploration,
(B) Putzverhalten, (C) Defékationen (Mittelwerte + Std.F; Statistik: 2Wege-ANOVA, p<0.05)

Auch bei der Analyse der Aktivitdt im Tonquadrant im Test #3 im modifizierten OF traten
kaum Gruppenunterschiede auf, da sich beim Parameter Vertikale Exploration (Abb. 24A)

zwar tendenzielle Effekte des Faktors Aufzucht (p=0.076) ergaben, jedoch keine weiteren
Hauptfaktor-Effekte der Parameter Putzverhalten (Abb. 24B), Defidkationen (Abb. 24C) und

Vokalisationen (Daten nicht dargestellt) ermittelt wurden.

A B C
Laufstrecke im Verweildauer Eintritte in den
Tonquadrant im Tonquadrant Tonquadrant
(in %) (in min) (Anzahl)
40 100 - 40 -
30 - 801 L ) 30 - #
60 | r I T
20 - 20
40 -
10 20 10
| / % 0 U 0
C ES CE CES C ES CE C ES C ES
Saline  1mg/kg 5 mg/kg Saline  1mg/kg 5 mg/kg Saline  1mg/kg 5 mg/kg
MP MP MP MP MP MP
(5 min gesamt) (5 min gesamt) (5 min gesamt)

ADbb. 25: Open Field-Test #3 (PND 45) im modifizierten OF (Tonquadrant-Aktivitat) 3
Effekte der chronischen MP-Behandlung ohne akute MP-Injektion auf (A) Laufstrecke (B) Verweildauer im

:&\ und (C) Eintritte in den Tonquadrant (Mittelwerte + Std.F; Statistik: 2Wege-ANOVA,
p<0.05: # fiir Hauptfaktor-Effekte, Post hoc Tukey-Test)

Ebenso wurden weder signifikante Hauptfaktor-Effekte fiir den Parameter Laufstrecke im

Tonquadrant (Abb. 25A) noch fiir den Parameter Verweildauer im Tonquadrant (Abb. 25B)
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festgestellt. Unabhédngig von der pharmakologischen Behandlung zeigten friithkindlich
gestresste Tiere jedoch mehr Eintritte in den Tonquadranten (+27.2%, q=2.877, p=0.048, Abb.
250).

» Wie schon im Test #3 Standard-OF ist auch im Test #3 im modifizierten OF am PND
45 keine erhohte Laufaktivitdt und Zentrumsaktivitdt der salinebehandelten friihkindlich
gestressten Tiere nachweisbar.

» Als einzigen Gruppenunterschied zeigen friihkindlich gestresste Tiere unabhdngig von

der pharmakologischen Behandlung mehr Eintritte in den Tonquadranten.

3.3.4 Untersuchungen zur akuten MP-Wirkung nach chronischer MP-
Behandlung: OF-Test #4 (PND 45)

3.3.4.1 Standard - Open Field (ohne Ton-Stimulation)

Bei der Analyse der OF-Daten fiir den Parameter Laufstrecke mittels eines 3Wege-ANOVA
(AUFZUCHT x PHARM x ZEIT) wurden signifikante Haupteffekte der Faktoren PHARM und
ZEIT ermittelt. Mit MP behandelte Tiere zeigten signifikant hohere Laufaktivititen als die
SAL- behandelten Gruppen (F= 31.837, p<0.001). Die akute MP-Injektion fiihrte also
unabhingig von der Aufzuchtsform (C/ES) sowohl in den MPI- als auch in den MP5-
behandelten Gruppen zu erhohten Laufstrecken im Vergleich zu den salinebehandelten Tieren.
Zusitzlich ergab sich unabhidngig von Aufzuchtbedingungen und pharmakologischer
Behandlung eine Abnahme der Laufaktivitdt im Verlauf des Testes (F= 3.349, p=0.011, Abb.
26A). Signifikante Effekte des Faktors AUFZUCHT bzw. signifikante Interaktionen der
Faktoren AUFZUCHT x PHARM, AUFZUCHT x ZEIT, PHARM x ZEIT und AUFZUCHT x
PHARM x ZEIT wurden hingegen nicht nachgewiesen. Die am PND 22 deutliche
Hyperaktivitét frithkindlich gestresster salinebehandelter Tiere war damit im Test #4 am PND
45 nicht mehr vorhanden (Abb. 26A).

Auch bei der Analyse der OF-Daten fiir die Zentrumsaktivitéit mittels eines 3Wege-ANOVA
(AUFZUCHT x PHARM x ZEIT) wurden nur signifikante Haupteffekte des Faktors PHARM
(F= 14.975, p<0.001) festgestellt. MP-behandelte Tiere zeigten signifikant hohere

Zentrumsaktivitdten als die salinebehandelten Gruppen. Zusdtzlich wurden signifikante
Interaktionen der Faktoren AUFZUCHT x PHARM (F= 17.056, p<0.001) ermittelt (Abb. 26B).
Signifikante Haupteffekte der Faktoren AUFZUCHT oder PHARM bzw. signifikante
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Interaktionen der Faktoren AUFZUCHT x ZEIT, PHARM x ZEIT und AUFZUCHT x
PHARM x ZEIT ergaben sich hingegen nicht.
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Abb. 26: Open Field-Test #4 (PND 45) im Standard-OF (Gesamt-OF-Aktivitit, Teil 1) 3

Effekte der akuten MP-Injektion nach chronischer MP-Behandlung auf (A) Laufstrecke, (B) Zentrums-Aktivitit,
(Mittelwerte + Std.F, Statistik: 3Wege-ANOVA, p<0.05: * fiir Hauptfaktor-Interaktionen, Post hoc Tukey-Test)
(C) Rédumliche Verteilung der Laufaktivitét in der OF-Arena
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Die erhohte Zentrumsaktivitét frithkindlich gestresster Tiere war im Gegensatz zum Parameter

Laufstrecke sowohl in Test #1 und #2, als auch in Test #4 sichtbar. Salinebehandelte
frithkindlich gestresste Tiere zeigten in Test #4 signifikant hohere Zentrumsaktivitdten als die
salinebehandelten Kontrolltiere (+63.1%, q=8.989, p<0.001). Die Behandlung friihkindlich
gestresster Tiere mit 1mg/kg MP fiihrte hingegen zu einer Verringerung der Zentrumsaktivitit
im Vergleich zu den mit MP1-behandelten Kontrolltieren (-31.0%, q=3.0530, p=0.031) und
damit zu dhnlichen Zentrumsaktivititen wie bei den salinebehandelten Kontrolltieren (Abb.

26B).

A B C
Vertikale Exploration Putzverhalten Defékationen
(Haufigkeit) (Haufigkeit) (Anzahl)
70 12 4
60 #
] 04
50 { A ! 1 S 1
- , ! : 8
40 -
6 2
30 -
4 -
20 + 1
10 2 1
0 - 0 - 0 -
i = €. E5 ¢ ES C ES C ES C E5 C ES C ES C ES
Saline 1mg/kg 5 mg/kg Saline 1mg/kg 5 mag/kg Saline 1 mg/kg 5 mg/kg
MP MP MP MP MP MP
(5 min gesamt) (5 min gesamt) (5 min gesamt)

Abb. 27: Open Field-Test #4 (PND 45) im Standard-OF (Gesamt-OF-Aktivitit, Teil II) &

Effekte der chronischen MP-Behandlung nach akuter MP-Injektion auf (A) Vertikale Exploration, (B) Putzverhalten, (C)
Defdkationen (Mittelwerte + Std.F; Statistik: 2Wege-ANOVA, p<0.05: # fiir Hauptfaktor-Effekte, Post hoc Tukey-

Test)

Die Analyse des Parameters vertikale Exploration ergab nur signifikante Haupteffekte des
Faktors AUFZUCHT (F=4.160, p=0.046, Abb. 27A), wohingegen fiir die Parameter
Putzverhalten (Abb. 27B) und Vokalisation (nicht dargestellt) keine signifikanten Hauptfaktor-
Effekte bzw. Interaktionen der Faktoren AUFZUCHT und PHARM nachgewiesen wurden. Fiir

den Parameter Defdkation (Abb. 27C) zeigte sich ein signifikanter Haupteffekt des Faktors
PHARM (F=3.308, p=0.045), jedoch kein Effekt des Faktors AUFZUCHT sowie keine
Interaktionen. Unabhdngig von der Aufzuchtform wiesen die MP5 behandelten Tiere
signifikant (+368.5%, q=3.899, p=0.026), die MP1-behandelten Tiere tendenziell (+335.9%,
q=2.882, p=0.096) erhohte Defdkationsraten auf, wobei in den beiden friihkindlich gestressten
MP-behandelten Gruppen ein wesentlich stirkerer Anstieg der Defdkationsrate zu verzeichnen

war.
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» Die akute MP-Injektion vor dem Test #4 im Standard-OF fiihrte unabhdngig von der
Aufzuchtsform (C/ES) sowohl in den MP1- als auch in den MP5-behandelten Gruppen
zu erhéhten Laufstrecken im Vergleich zu den salinebehandelten Tieren.

» Salinebehandelte friihkindlich gestresste Tiere zeigten in Test #4 signifikant hohere
Zentrumsaktivitdten als die salinebehandelten Kontrolltiere. Die Behandlung
friihkindlich gestresster Tiere mit Img/kg reduzierte die Zentumsaktivitdt auf das

Niveau salinebehandelter Kontrolltiere.

3.3.4.2 Modifiziertes Open Field (mit Ton-Stimulation)

Bei der Analyse der OF-Daten fiir den Parameter Laufstrecke mittels eines 3Wege-ANOVA
(AUFZUCHT x PHARM x ZEIT) wurden signifikante Haupteffekte der Faktoren AUFZUCHT
(F=13.24, p<0.001) und PHARM (F= 3.055, p=0.049) sowie signifikante Interaktionen der
Faktoren AUFZUCHT x PHARM (F=3.266, p=0.047) ermittelt. Signifikante Haupteffekte des
Faktors ZEIT sowie Interaktionen der Faktoren AUFZUCHT x ZEIT, PHARM x ZEIT und
AUFZUCHT x PHARM x ZEIT ergaben sich dagegen nicht. Wie im Test #2 im modifizierten
OF zeigten frithkindlich gestresste SAL-Tiere im Vergleich zu den salinebehandelten
Kontrolltieren auch im Test #4 signifikant erhohte Laufaktivititen (+39.7%, q=3.393,
p=0.016). Eine Behandlung friihkindlich gestresster Tiere mit 1mg/kg MP fiihrt jedoch anders
als im Test #2 am PND 22 im Vergleich zu den salinebehandelten friihkindlich gestressten
Tieren nicht zu einer Verdnderung der Laufaktivitdt. Da die MP1 behandelten Kontrolltiere
jedoch (wie in Test #2) hohere Laufaktivititen aufwiesen als die SAL-behandelten
Kontrolltiere (+35.4%, q=3.736, p=0.022), waren beide MP1-Gruppen gleich aktiv (Abb. 28A).
Wie schon beim Test #2 zeigten die mit Smg/kg MP behandelten friihkindlich gestressten Tiere
eine signifikant hohere Laufaktivitit als die mit 5mg/kg MP behandelten Kontrolltiere
(+50.6%, q=4.857, p<0.001). Auch in diesem Test reagieren die friihkindlich gestressten Tiere
damit anders als im gleichen Test im Standard-OF (dort kein Unterschied zwischen MP5-C und
MP5-ES). Die Analyse der OF-Daten der Zentrumsaktivitit mittels eines 3Wege-ANOVA
(AUFZUCHT x PHARM x ZEIT) ergab nur signifikante Haupteffekte des Faktoren PHARM
(F=7.858, p=0.006) und Interaktionen der Faktoren (AUFZUCHT x PHARM). Signifikante
Effekte der Faktoren PHARM und ZEIT sowie Interaktionen der Faktoren AUFZUCHT x
ZEIT, PHARM x ZEIT und AUFZUCHT x PHARM x ZEIT wurden nicht festgestellt.

Unabhéngig von der Aufzuchtsform bewegten sich MP5- behandelte Tiere damit mehr im OF-
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Zentrum als salinebehandelte (+32.4%, q=5.649, p<0.001) und als MP1 behandelte Tiere
(+73.9%, q=5.989, p<0.001) (Abb. 28B,C).
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Abb. 28: Open Field-Test #4 (PND 45) im modifizierten OF (Gesamt-OF-Aktivitit, Teil I) &
Effekte der akuten MP-Injektion nach chronischer MP-Behandlung auf (A) Laufstrecke, (B) Zentrums-Aktivitit,

(Mittelwerte + Std.F, Statistik: 3Wege-ANOVA, p<0.05: * fiir Hauptfaktor-Interaktionen, Post hoc Tukey-

Test), (C) Rdumliche Verteilung der Laufaktivitdt in der OF-Arena

Innerhalb der Kontrollgruppen zeigten die mit Smg/kg MP behandelten Tiere

signifikant hohere Zentrumsaktivitdten als salinebehandelte (+99.0%, q=5.232, p<0.001) und
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mit 1mg/kg MP behandelte (+74.2%, g=4.407, p=0.002) Kontrolltiere (Abb. 28B,C). Innerhalb
der frithkindlich gestressten Gruppen ergab sich ein dosisabhingiger, u-formiger Effekt, da die
MP1-Gruppe signifikant weniger Zentrumsaktivitit (ES: -32.9%, q=3.177, p=0.025), die MP-
5-Gruppe hingegen signifikant mehr (+35.8%, q=3.887, p=0.006) Zentrumsaktivitit zeigte als
die salinebehandelte Gruppe. Die MP5-Gruppe bewegte sich ausserdem signifikant haufiger im
Zentrumsbereich als die MPI1-Gruppe (+102.5%, q=7.064, p<0.001). Die friihkindlich
gestresste MP1-Gruppe wies damit dhnliche Zentrumsaktivitdten auf, wie die salinebehandelte
Kontrollgruppe. Zwischen den jeweils zwei Aufzuchtgruppen gleicher pharmakologischer
Dosis gab es keine signifikanten Unterschiede, die salinebehandelten friihkindlich gestressten
Tiere waren jedoch tendenziell haufiger im OF-Zentrum, als die salinebehandelten

Kontrolltiere (+30.8%, q=2.436, p=0.085).

Fir den Parameter vertikale Exploration ergab der Zwei-Wege-ANOVA (Faktoren
AUFZUCHT und PHARM) signifikante Haupteffekte des Faktors PHARM (F=3.525, p=0.038,
Abb. 29A), jedoch weder signifikante Haupteffekte des Faktors AUFZUCHT noch
Interaktionen der Faktoren AUFZUCHT x PHARM. Der anschlieBende Post hoc Tukey Test
zeigte, dass unabhéngig von der Aufzuchtsform (C, ES) die MP5-Gruppen signifikant weniger
vertikale Explorationsbewegungen ausfiihrten, als die MP1-Gruppen (-47.1%, q=3.752,

p=0.030).
A B Cc
Vertikale Exploration Putzverhalten Defakationen
(Haufigkeit) (Haufigkeit) (Anzahl)
60 - 60 5 -
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%\ Abb. 29: Open Field-Test #4 (PND 45) im modifizierten OF (Gesamt-OF-Aktivitét, Teil IT) &
Effekte der chronischen MP-Behandlung nach akuter MP-Injektion auf (A) Vertikale Exploration, (B)
Putzverhalten, (C) Defékationen (Mittelwerte + Std.F; Statistik: 2Wege-ANOVA, p<0.05: # fiir Hauptfaktor-

Effekte, Post hoc Tukey-Test)
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Die Analyse der Parameter Putzverhalten (Abb. 29B), Defdkationen (Abb. 29C) und
Vokalisationen (nicht dargestellt) ergab keine signifikanten Haupteffekte bzw. Interaktionen

der Faktoren AUFZUCHT und PHARM.

Die Analyse der prozentualen Laufstrecke im Tonquadrant ergab wie schon in Test #2

signifikante Interaktionen der Faktoren AUFZUCHT und PHARM (F=4.518, p=0.017), jedoch

keine signifikanten Haupteffekte der Einzelfaktoren.

Wie im Test #2 reagierten frithkindlich gestresste Tiere nach der akuten Gabe von 1 mg/kg MP
somit signifikant stirker auf die Tonstimulation als friihkindlich gestresste SAL- (+41.4%,
q=3.544, p=0.042) bzw. tendenziell stirker als MP5- behandelte Tiere (+21.6%). Innerhalb der
Kontrolltiere zeigt sich hingegen keine signifikante Anderung der Tonquadrantaktivitit im
Vergleich von saline- und MP-behandelten Gruppen. (Abb. 30A). Salinebehandelte
frithkindlich gestresste Tiere bewegten sich tendenziell (-21.7%, q=2.371, p=0.101), die mit 5
mg/kg MP (-24.5%, q=3.086, p=0.035) behandelten Tiere signifikant weniger im
Tonquadranten als die mit jeweils gleicher Dosis behandelten Kontrolltiere. Innerhalb der
MP1-behandelten Gruppen ist der Trend hingegen umgekehrt, da die friithkindlich gestressten
Tiere tendenziell mehr Laufaktivitit im Tonquadranten zeigten als die Kontrolltiere (+24.6%,

F=2.441, p=0.092).
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Abb. 30: Open Field-Test #4 (PND 45) im modifizierten OF (Tonquadrant-Aktivitét) 3
Effekte der chronischen MP-Behandlung nach akuter MP-Injektion auf (A) Laufstrecke (B) Verweildauer

%\ im und (C) Eintritte in den Tonquadrant
(Mittelwerte + Std.F; Statistik: 2Wege-ANOVA, p<0.05: * fiir Hauptfaktor-Interaktionen, Post hoc Tukey)

Die Verweildauer im Tonquadrant unterschied sich nicht signifikant zwischen den untersuchten

Gruppen (Abb. 30B). Innerhalb der SAL-behandelten Gruppen war jedoch im Vergleich zu den
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frithkindlich gestressten Tieren eine tendenziell hohere Aufenthaltsdauer der Kontrolltiere im

Tonquadranten zu verzeichnen (+15.2%). Da sich die Anzahl der Eintritte in den

Tonquadranten nicht zwischen den salinebehandelten Gruppen unterschied (Abb. 30C),

reagierten die salinebehandelten Kontrolltiere deshalb (wie schon im Test #2) tendenziell
starker auf den Ton, weil sie sich ldnger bei der Tonquelle aufhielten und dort explorierten, sie

aber nicht 6fter in den Tonquadranten hineinliefen.

» Obwohl die friihkindlich gestressten salinebehandelten Tiere eine héhere Laufaktivitdt
zeigen als die salinebehandelten Kontrollgruppen (Abb. 28A), sind sie nicht hdufiger im
Ton-Quadrant (Abb. 30A4).

» Im Gegensatz dazu zeigen friihkindlich gestresste Tiere nach einer chronischen
Behandlung mit Img/kg MP keine erhéhte motorische Aktivitdit (Abb. 284), halten sich
aber trotzdem prozentual hdufiger im Tonquadrant auf (Abb. 30A4). Die chronische
Gabe von Img/kg MP erhéht hier deutlich die Reaktivitiit auf die angebotenen

akustischen Stimuli.
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4 Funktionelles Imaging (Funktionell metabolische
Untersuchungen mit der 2-FDG-Methode)

4.1 Allgemeine Einfithrung

Funktionelle bildgebende Verfahren bieten die Moglichkeit, aufgaben- oder situationsbezogene
Anderungen der Gehirnaktivitit durch die Messung von lokalen Anderungen des Blutflusses
oder des Glukose- bzw. Sauerstoffverbrauchs zu visualisieren (Magistretti & Pellerin, 1999).
Die gemessene metabolische Gehirnaktivitédt korreliert dabei mit der Aktivitdt der vorhandenen

neuronalen Netzwerke, die wiederum eng an die Zufuhr von Glukose gekoppelt ist.

metabolische
Akivitat
P hoch

ADbb. 31: Frontalschnitt eines 2-FDG-
markierten Degugehirns (metabolische
Aktivitdt verschiedener Gehirngebiete):
Falschfarbendarstellung der
Grauwertmarkierungen

des Rontgenfilms

niedrig

Das AusmalB} des Glukose- und Sauerstoffverbrauches des menschlichen Gehirns ist erheblich.
Dies wird z.B. an seinem Energiebedarf deutlich, der ca. 20% des Gesamtenergieverbrauchs
des menschlichen Korpers betrdgt, obwohl sein Massenanteil nur bei 2% des
Gesamtkorpergewichts liegt (Magistretti & Pellerin, 1999). Die verschiedenen Gehirnareale
unterscheiden sich jedoch in Bezug auf ihren Glukosebedarf. Der Glukosebedarf ist dabei nicht
nur regional (z.B. Préfrontalcortex und Basalganglien mit sehr hohem, Faserbereiche mit
geringem Grundbedarf,), sondern vor allem durch die funktionelle, gebietsspezifische Aktivitét
einzener Gehirngebiete unterschiedlich stark ausgeprigt (Barros et al., 2005). Die Korrelation
zwischen elektrischer Aktivitdt und Glukosemetabolismus ist so eng, dass radioaktiv markierte
Glukose (vgl. Abb. 32) zur indirekten Abschidtzung von elektrischer Aktivitit von

Gehirngebieten in rdumlicher und zeitlicher Auflosung genutzt werden kann (Sokoloff, 1999).

Im klinischen Bereich findet dabei die nichtinvasive Fluorodeoxy-Glukose-Positronen-
Emmissions-Tomographie (PET) Anwendung, die jedoch mehr und mehr durch die
hoherauflosende funktionelle Magnetresonanztomographie (fMRT) ersetzt wird, die ebenso
wie die PET-Technik Verdnderungen der Hirndurchblutung misst, jedoch den Einsatz
radioaktiver Tracer unnétig macht. In Tiermodellen wie der vorliegenden Studie findet die 2-

Fluoro-Deoxyglucose (2-FDG)-Methode nach Sokoloff et al.,, 1977) modifiziert nach
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Gonzalez-Lima, 1992) jedoch weiterhin breite Anwendung, da diese durch die direkte Messung
am Hirnschnitt eine sehr hohe Auflésung bietet und Untersuchungen eines sich frei
bewegenden, unnarkotisierten Tieres auch wihrend eines Verhaltenstests ermoglicht. Die
2-FDG-Methode wird in unserer Arbeitsgruppe bereits erfolgreich zur Uberpriifung der
physiologischen Wirkung von systemisch oder lokal applizierten, neuropharmakologisch

wirksamen Substanzen eingesetzt (vgl. Bock et al., 1996; Bock et al., 1997).

4.1.1 Grundlagen der 2-FDG-Methode

Glukose als ,.Brennstoff“ des Gehirns wird mittels des Blutkreislaufes iiber die Blut-Hirn-
Schranke zu den Verbrauchsstellen im Gehirn (z.B. Neuronen) transportiert und normalerweise
nach der Phosphorylierung zu Glukose-6-Phosphat (G-6-P) glykolytisch zu Pyruvat weiter
metabolisiert. Zur radioaktiven Markierung sind alle sechs C-Atome des Glukosemolekiils
durch "C-Atome ersetzt. Da zusitzlich am C2-Atom ein Sauerstoff- durch ein Fluor-Atom
ersetzt wurde, dhnelt die 2-Fluoro-Deoxy-Glukose der natiirlichen Glukose strukturell so stark,
dass eine Permeabilitdt der Blut-Hirnschranke und Phosphorylierungsrate erreicht wird, die mit
normaler Glukose vergleichbar ist (Gonzalez-Lima, 1992). Das aus der Phosphorylierung der
radioaktiv markierten 2-FDG entstandene 2-Fluorodeoxyglukosephosphat kann jedoch
aufgrund der fehlenden Hydroxylgruppe am C2-Atom nicht weiter liber die Glykolyse
metabolisiert werden und reichert daher je nach Energiebedarf der einzelnen Hirngebiete
aufgrund der jeweiligen synaptischen Aktivitdit so unterschiedlich stark an, dass

Einzelstrukturen des Gehirns abgrenzbar und damit qualitativ und quantitativ analysierbar sind.

HOCH, HOCH;
OH o OH
OH
HO HO
©H) (F)
Lessssssssssssss] —
Glukose 2Fluoro-Deoxy-  14C-2Fluoro-Deoxy-
Glukose Glukose

Abb. 32: Glukose, 2-Fluoro-Deoxyglukose und "*C-2-Fluoro-Deoxyglukose, chem. Formeln

Der Prozess der Anreicherung radioaktiv markierten 2-Fluorodeoxyglukosephosphats ist
jedoch wahrscheinlich nicht als primér neuronaler Prozess anzusehen. Bei Untersuchungen zur

Kopplung von synaptischer Aktivitit an die Aufnahme von Glukose durch Astrozyten in der
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Umgebung der Synapse, wurde am Beispiel Glutamats gezeigt, dass die Ausschiittung von
Glutamat an der Synapse sowie die nachfolgende Transmitteraufnahme in die Prasynapse und
den benachbarten Astrozyten in den Astrozyten ein Mechanismus ausgelost wird, bei dem
Laktat (nach aerober Umwandlung aus Glukose) als energiereiches Substrat zum Neuron
zuriicktransportiert wird (siche Abb. 33 und Magistretti & Pellerin, 1999 zur detaillierteren
Beschreibung). Die spezielle zweiteilige Form von Astrozyten mit den Synapsen umkleidenden
Zellfortsétzen einerseits, und den, die Endothelzellen von Kapillaren umhiillenden Fortsdtzen
andererseits, die zur Aufnahme von Glukose aus dem Blutkreislauf dienen, schafft die ideale
Voraussetzung zur Korrelation des Nachschubs aus dem Glukosemetabolismus mit dem akuten
Energiebedarf an der Synapse. Die radioaktiv markierte Glukose reichert sich also
wahrscheinlich nicht in den Neuronen, sondern in den umgebenden Astrozyten an. Da jedoch
nur Astrozyten in der Ndhe von aktivierten Synapsen verstdrkt Glukose aufnehmen, ist die

erhohte Aktivitit der Synapsen damit indirekt nachweisbar.

Glucose

Synapse Astrozyt Kapillare

Abb. 33: Modell der Abhéngigkeit der synaptischer Aktivitdt von astrozytischen Glukoseaufnahmeprozessen

in der direkten Umgebung einer glutamatergen Synapse mit Blutkapillare (rot), Astrozyt (gelb) und

Synapse (griin: Prasynapse; blau: Postsynapse). Dargestellt ist die Segretation von Glutamat an der Prasynapse, die
Aufnahme von Glutamat an der Postsynapse sowie durch Glutamattransporter (blau) am Astrozyten und die
Kaskade zur Aufnahme von Glukose iiber den Glutamat- Glutamin-Kreislauf (glu— gln), die astrozytische
Natrium-Kalium-ATPase (orange), Adenosintriphosphat (ATP) —Bildungsstellen und die Glykolyse und der
Transport von Glukose (Laktat-Shuttle) zuriick in die Prasynapse (nach Magistretti & Pellerin, 1999, Pellerin et al.,
1998 verdndert, aus Todd & Botteron, 2001)

Auch dopaminerge Synapsen sind exitatorische Synapsen. Daher sollten die eben am Beispiel
glutamaterger Synapsen dargestellten Prozesse auch fiir die in der vorliegenden Dissertation
diskutierten funktionell metabolischen Untersuchungen dopaminerg innervierter Gehirngebiete

gelten.Beziiglich der genannten astrozytischen Kaskaden zur Energieversorgung préifrontaler
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Synapsen gibt es sogar die Vermutung, dass eine Unterfunktion des Glukose- und Glykogen-
Metabolismus der die Synapsen umgebenen Astrozyten durch zu geringe astrozytische DAT-
Bindungsstellen ursdchlich an der Unterfunktion des Préfrontalcortex in ADHD-Patienten

beteiligt sein konnte (Todd & Botteron, 2001).

4.1.2 Versuchsaufbau und experimentelle Gruppen

Untersuchungen der metabolischen Aktivitit verschiedener Gehirnbereiche mittels 2-FDG-
Methode bei Tieren mit unterschiedlicher pharmakologischer Behandlung (hier Methylphenidat
in verschiedenen Dosen) erlauben Riickschliisse auf die Wirkmechanismen des eingesetzten
Pharmakons, da Aktivititsverdanderungen in den verschiedenen Gehirnbereichen

gebietsspezifisch analysiert werden konnen.

Abb. 34: 2-FDG-Experiment: Versuchsaufbau und experimentelle

Experimentelle Gruppen
PNDI 21: Gruppen
~ Isolationsphase ‘
L
Ple|®
? gw g )| Tabelle 3: 2-FDG-Studie — Experimentelle Gruppen,
Tierzahl &
taglich 1h Q
Trennungsstress E
(ES)
D | | Aufzucht- Pharmakol. A,ll,lizilell Anzahl
Z, bedingung Behandlung Wiirfe
(C) (n)
a .
e Trennungs- Saline 5 5
N stress 1 mg/kg MP 5 3
L) 5 mg/kg MP 5 4
Saline 5 4
ungestresste ungestresste
K°“t2‘é’)|t'e"e Kontrolltiere | 1 mg/kg MP 5 3
— © 5 mg/kg MP 5 4

Ziel des vorliegenden Experiments war dabei, die Ursachen der beschriebenen
Verhaltensédnderungen nach frithkindlichem Trennungsstress sowie einer akuten MP-
Applikation durch die Bestimmung der metabolischen Aktivitét verschiedener Hirngebiete zu
kldren.In der vorliegenden 2-FDG-Studie fand zur Beantwortung dieser Fragen das gleiche
Isolationsschema (tdgl. 1h friihkindlicher Trennungsstress (ES) bzw. ungestorte ungestresste

Kontrollen (C) von PND 1 — 21) Anwendung, das unter 2.2 fiir die Verhaltensexperimente
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ausfiihrlich beschrieben wurde. Am PND 22 wurden alle médnnlichen Jungtiere des jeweiligen,
fiir die 2-FDG-Untersuchungen bestimmten Wurfes dem Heimkéfig entnommen, gewogen und
als eingeschlechtliche Geschwistergruppe in eine undurchsichtige Testbox im Radionukleotid-
Labor plaziert. Um die direkte Wirkung der pharmakologischen Substanz (Methylphenidat) auf
die metabolische Aktivitit des Gehirns zu untersuchen, wurden den Jungtieren nach 10min
Habituationszeit 0.1ml einer ihrem Gewicht angepaBten Dosis von 9 pCi '*C-markierter 2-FDG
(American Radiolabeled Chemicals) und gleichzeitig 0.2ml der korpergewichtentsprechenden
Dosis MP-Losung bzw. 0.2ml Saline mittels einer einzigen i.p Injektion appliziert. Die Tiere

wurden darauthin fiir 45min als Geschwistergruppe ungestort in der Testbox belassen.

4.1.3 Aufbereitung der Gehirne

Nach Ablauf der Testzeit (45min nach der Injektion) wurden die Tiere dekapitiert. Die
entnommenen Gehirne wurden aufgefroren, mit Hilfe eines Kryostaten frontal geschnitten
(Schnittdicke 40pum) und sofort auf einer Warmplatte bei 40°C auf Objektrigern durch
Antrocknung fixiert, um eine Diffusion der radioaktiv markierten Glukose im Schnitt zu
verhindern. Nach dem Trocknen wurden die Gehirnschnitte auf einen '*C-sensitiven
Rontgenfilm (Kodak Ectascan NB 100) aufgelegt und nach dreitdgiger Expositionszeit

entwickelt.

4.1.4 Analyse und Auswertung des 2-FDG-Experiments

Die resultierenden Aktivitdtsmuster konnten nun mit Hilfe eines speziellen Bildanalysesystems
(Apple Macintosh Computer, CCD-Kamera, Software NIH Image) digitalisiert und quantitativ
ausgewertet werden. Fiir die Berechnung der relativen 2-FDG-Aufnahme der einzelnen
Schnitte wurde dazu jeweils die photometrische Dichte des zu analysierenden Hirngebiets
gemessen und die Hintergrundfairbung des Filmes subtrahiert. Der entstehende
(hintergrundberichtigte) Wert wurde dann (als ein interner Standard fiir die injektions- und
aktivitidtsbedingte unterschiedliche Aufnahmemenge des 2-FDG der einzelnen Tiere) durch die
mittlere photometrische Dichte des Faserbiindels Corpus callosum dividiert. Das C. callosum
wurde als Referenzstruktur ausgewihlt, da es als breites und damit gut ansprechbares
Faserbiindel fast keine eigene 2-FDG-Inkorporation zeigt. Nur diese Relativwerte gingen in die
statistische Analyse ein (Wert ,,1* entspricht damit der Aktivitit des C. callosum). Es wurden

folgende Hirngebiete analysiert:
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1 vOFC
2 IOFC
rostral
1 ACd
2PL
3IL
4 Nacc
5 CPu
1DG
2 CAl1
3 CA3
4 MD
5 BLA
6 LA
7 SSC 1SN
8 Aud
1 MGN
2 MM \j
3 VTA caudal
Relative
metabolische Aktivitat

niedrig [N "M hoch

ADbb. 35: 2-FDG-Experiment: Analysierte Gehirngebiete in Frontalschnitten 2-FDG-markierter Degugehirne (PND 22):
jeweils links: Grauwertmarkierungen des Rontgenfilms, rechts: korrespondierende Falschfarbendarstellung

Die Identifikation und Abgrenzung der Gehirngebiete erfolgte in Anlehnung an Paxinos &
Watson, 1998 sowie Wright & Kern, 1992 und ist in Abb. 37 bis Abb. 44 jeweils links neben

den Autoradiogrammen dargestellt.
Die Auswahl der Gehirngebiete erfolgte nach folgenden Kriterien:

e Gehirngebiete mit starker dopaminerger Innervation bzw. vielen dopaminergen Zellen: die
Substantia nigra (SN), das ventrale tegmentale Areal (VTA), der Nucleus mediodorsalis des
Thalamus, (MD), der Nucleus accumbens (Nacc), das Striatum (Caudatum+ Putamen,

CPu),
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e Prifrontale Hirngebiete: der dorsale anteriore cinguldre Cortex (ACd), der ventrale und
laterale orbitofrontale Cortex (VOFC, 10FC), der prilimbische Cortex (PL) und der
infralimbische Cortex (IL),

e weitere limbische Regionen: Mammillarkérper (MM), der basolaterale und laterale Kern
der Amygdala (BLA, LA), der Gyrus dentatus (DG), sowie die Cornu Ammonis Regionl
(CA1) und Region3 (CA3) des Hippocampus,

e Kontrollregionen: das Mediale Geniculatum (MGN) als stark 2-FDG-markierte Region der
Horbahn, sowie weitere Cortexareale, wie der auditorische (Aud) und der

somatosensorische Cortex (SSC).

4.1.5 Statistik

Die Analyse des Parameters metabolische Aktivitit wurde mit einem 3Wege-ANOVA
(Faktoren Aufzuchtbedingung (AUFZUCHT), pharmakologische Behandlung (PHARM) und
Hemisphdre (HEMI) durchgefiihrt. Bei der Erfassung der metabolischen Aktivitit der

Mammillarkérper wurde auf eine hemisphirengetrennte Auswertung verzichtet (da
Hemisphéren rdumlich nicht trennbar) und ein Zwei-Wege-ANOVA (Faktoren AUFZUCHT
und PHARM) angewendet. Fiir die Analyse moglicher Hauptfaktor-Effekte wurde bei allen
Analysen ein Post hoc - Tukey - Test durchgefiihrt sowie p<0.05 als Signifikanzschwelle
definiert (SigmaStat 3.5, Jandel, Deutschland).

4.2  Ergebnisse des 2-FDG-Experiments

4.2.1 Metabolische Grundaktivitiit der salinebehandelten ungestressten
Kontrollgruppe

In den salinebehandelten ungestressten Kontrolltieren wurden die hochsten metabolischen
Aktivititen in den Mammillarkdrpern sowie im medialen Geniculatum gemessen. Prifrontale
Cortexbereiche, wie der ventrale und laterale orbifrontale, dorsale anterior cinguldre und
prilimbische Cortex, aber auch cortikale Kontrollregionen, wie der somatosensorische und
auditorische Cortex zeigten hohe photometrische Dichten. Ahnliche Aktivierungen wie in den
zuletzt genannten Gebieten wurden im dorsalen Striatum, Nucleus accumbens, mediodorsalen
Kern des Thalamus und im Gyrus dentatus gemessen. Niedrigere photometrische Dichten
zeigten die CA1- und CA3-Region des Hippocampus, die basolaterale und laterale Amygdala
sowie der infralimbische Cortex (Abb. 36 sowie Anhang A, Tabelle 36, jeweils Spalte SAL-C).
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Abb. 36: Frontalschnitte 22tdgiger Degus: Reprisentative 2-FDG-Markierungen der 6 experimentellen Gruppen
Falschfarbendarstellung der metabolischen Aktivitdt der einzelnen Gehirngebiete
(fiir eine genauere rdumliche Zuordnung der Gehirngebiete vgl. Abb. 35)
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4.2.2 Effekte des frithkindlichen Trennungsstresses und/oder Methylphenidat-

Behandlung auf die metabolische Gehirnaktivitit

Statistische Vergleiche zwischen den experimentellen Gruppen innerhalb der einzelnen
Hirngebiete mittels des 3Wege-ANOVA (Faktoren AUFZUCHT x PHARM x HEMI) ergaben
signifikante Haupteffekte des Faktors AUFZUCHT mit Ausnahme der CA1- und CA3-Region

des Hippocampus in allen analysierten Gehirngebieten (gelb markierte Ergebnisse in der

Tabelle 4).

Tabelle 4: Metabolische Aktivitit (2-FDG): Hauptfaktoreffekte + Interaktionen der Einzelfaktoren:

Statistik: Drei Wege ANOVA (* Mammillarkdrper: 2Wege-ANOVA, ohne Faktor Hemisphére)
signifikante Hauptfaktor-Effekte: Faktor AUFZUCHT (gelb), Faktor PHARM (blau), signifikante
Interaktionen: Faktoren PHARM x AUFZUCHT (griin)

Drei Wege ANOVA Drei Wege ANOVA
Hauptfaktoren Interaktionen
. PHARM x
;‘;i‘:t AUFZUCHT | PHARM HEMI AUII:SEIC{;{{T X Pgl‘gﬁx ‘}UXFégﬁlf ATIiF}ZHIEJISIII{
F P F P F | P F P F P | F P F P
vVOFC | 189.49 | <0.001 | 6.52 | 0.003 |0.050.823] 0.88 | 0.422 | 0.00 {0.999]0.10|0.754 | 0.05 |0.949
10FC |206.99 | <0.001 | 834 [<0.001|0.27|0.609| 1.13 | 0.330 | 0.02 [0.983]0.10|0.748 | 0.02 |0.977
Acd | 9827 [ <0.001 | 891 [<0.0010.06|0.815( 3.38 | 0.042 | 0.00 [0.996]0.02|0.896 | 0.12 |0.885
PL |107.73]<0.001 | 6.24 | 0.004 |0.03 [0.857] 3.91 | 0.027 |0.10 [0.907|0.05( 0.819 | 0.09 [0.910
IL | 26.97 | <0.001 | 2.96 | 0.061 | 0.06 [0.801] 3.20 | 0.050 | 0.00 |0.995|0.06|0.809 | 0.06 |0.943
Nace | 164.24| <0.001 | 5.68 | 0.006 | 0.01 [0.939] 6.13 | 0.004 |0.02 [0.979(0.43] 0.514 | 0.04 |0.961
Cpu [327.32|<0.001 [ 7.63 | 0.001 |0.05[0.818] 3.28 | 0.046 | 0.03 0.970(0.44|0.511 | 0.09 {0.913
DG | 20.19 | <0.001 | 3.82 | 0.029 |0.13 [0.719] 0.00 | 1.000 |0.03 [0.974[0.26] 0.612 | 0.02 [0.978
CA1 | 359 | 0.064 | 1.82 | 0.173 |0.09 [0.770] 0.87 | 0.427 |0.05 [0.951[0.01]0.940 | 0.04 |0.961
CA3 | 1.77 | 0.190 | 3.44 | 0.040 |0.01 [0.936] 0.03 | 0.969 |0.05 |0.947(0.18(0.670 | 0.03 |0.975
BLA | 55.44 [ <0.001 | 636 | 0.004 |0.05/0.832] 0.93 | 0.400 | 0.08 [0.919]0.00|0.979 | 0.07 |{0.932
LA | 48.19 [<0.001 | 4.68 | 0.014 |0.140.715] 0.18 | 0.833 | 0.05 {0.949]0.13|0.724 | 0.02 |0.980
TH | 44.32 | <0.001 | 20.19 |<0.001]0.00 [0.997] 3.05 | 0.056 | 0.01 {0.995]0.00|0.994 | 0.00 |0.999
SN |257.05| <0.001 | 39.21 {<0.0010.38 |0.540] 13.41 | <0.001 | 0.06 |0.940|0.00| 0.988 | 0.04 |0.963
VTA | 187.06| <0.001 | 40.14 |<0.001 | 0.00 {0.985| 3.81 | 0.029 | 0.05 [0.948[0.05|0.822 | 0.11 |0.894
MM* | 113.89 | <0.001 | 1.68 | 0.208 1.47 | 0.250
MGV | 174.92 | <0.001 | 12.79 [<0.001|0.07 [0.791] 0.85 | 0.433 | 0.02 {0.980{0.02| 0.878 | 0.09 |0.917
SSC | 47.83 | <0.001 | 6.95 | 0.002 |0.01[0.938| 4.40 | 0.018 | 0.11 [0.894]0.12|0.728 | 0.07 |0.931
Aud | 79.83 [ <0.001 | 1.55 | 0.223 |0.15|0.698] 2.01 | 0.146 | 0.06 {0.938]0.00|0.959 | 0.01 |0.992

Ebenso wurden dosisabhingige Haupteffekte des Faktors (PHARM) fiir viele untersuchte

Hirngebiete festgestellt (blau markierte Ergebnisse in der Tabelle 4). Keine Effekte zeigten
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hierbei der IL, CA1, MM und Aud. Signifikante Interaktionen der Faktoren AUFZUCHT x
PHARM ergaben sich im ACd, IL, PL, Nacc, CPu, SN, VTA und SSC (griin markierte
Ergebnisse in der Tabelle 4). In der vorliegenden Studie gab es keine hemisphédrespezifischen
Aktivitatsunterschiede, da keine signifikanten Haupteffekte des Faktors HEMI gefunden
wurden. Weiterhin fehlten Interaktionen der Faktoren AUFZUCHT x HEMI, PHARM x HEMI
oder AUFZUCHT x PHARM x HEMI in den untersuchten Hirngebieten. Der nachfolgend
angewandte Post hoc Tukey Test ergab folgende Ergebnisse:

4.2.2.1 Effekte des frithkindlichen Trennungsstresses auf die metabolische

Gehirnaktivitit

Unabhédngig von der pharmakologischen Behandlung zeigten frithkindlich gestresste,
salinebehandelte Jungtiere mit Ausnahme der CA1 und CA3-Region des Hippocampus in allen
anderen untersuchten Gehirnregionen geringere photometrische Dichten als die entsprechenden
Kontrolltiere. Die friithkindlich gestressten Tiere zeigten damit im Gegensatz zu den ungestresst
aufgezogenen Gruppen (s.0.) eine geringere und insgesamt homogenere Aktivierung des

Gehirns (vgl. Tabelle 5).

Tabelle 5: Metabolische Aktivitit (2-FDG): Haupteffekte des Faktors AUFZUCHT
(+ prozentuale Verdnderungen) , Statistik: Drei Wege ANOVA (*Mammillarkorper: 2Wege-ANOVA,
ohne Faktor Hemisphére), x: Wert fehlt aufgrund fehlender Interaktionen der Hauptfaktoren

Drei Wege ANOVA Drei Wege ANOVA
Haupteffeke des Haupteffeke des
Faktors Aufzucht Faktors Aufzucht
;lll::t Cvs. ES ;Iellfll:t Cvs. ES
q P % q P %
vOFC 19.47 <0.001 -25.16 BLA 10.53 <0.001 -16.78
10FC 20.35 <0.001 -25.68 LA 9.817 <0.001 -14.74
Acd 14.02 <0.001 -15.32 MD 9.415 <0.001 -13.72
PL 14.68 <0.001 -13.86 SN 22.67 <0.001 -29.36
IL 7.344 <0.001 -10.61 VTA 19.34 <0.001 -16.37
Nacc 18.12 <0.001 -17.57 MM* 15.09 <0.001 -32.99
Cpu 25.59 <0.001 -19.57 MGV 18.7 <0.001 -23.02
DG 6.355 <0.001 -9.37 SSC 9.781 <0.001 -11.45
CA1l X X Aud 12.64 <0.001 | -16.82
CA3 X X
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4.2.2.2 Effekte der pharmakologischen Behandlung auf die metabolische
Gehirnaktivitit

Unabhéngig von der Aufzuchtsform zeigten mit 1 und 5 mg/kg MP behandelte Jungtiere im
vOFC, 10FC, ACd, PL, Nacc, CPu, BLA und MD einen signifikanten Anstieg der
metabolischen Aktivitidt. Im MD, in der SN, im VTA und im MGV ist der dosisabhéngige
Anstieg der Aktivitit so stark, dass beide MP-Konzentrationen zu jeweils signifikant
verschiedenen Wirkungen fithren und sich damit zusétzlich beide MP-Konzentrationen
signifikant unterscheiden. Im PL, DG, und der CA3-Region des Hippocampus fiihrt nur MP1,
aber nicht MP5 zu einem signifikanten Anstieg der metabolischen Aktivitit (vgl. Tabelle 6).

Tabelle 6: Metabolische Aktivitit (2-FDG): Haupteffekte des Faktors PHARM
(+ prozentuale Verdnderungen) , Statistik: Drei Wege ANOVA (* MM: 2Wege-ANOVA, ohne Faktor
Hemisphére), x: Wert fehlt aufgrund fehlender Interaktionen der Hauptfaktoren

Drei Wege ANOVA
Haupteffeke des
Faktors PHARM
;‘;ﬂt SAL vs. MP1 SAL vs. MP5 MP1 vs. MP5

q P % q P % q P %

vOFC| 4.072 | 0.006 |+7.700| 4.705 | 0.005 |+8.994] 0.633 | 0.656 |+1.123

IOFC | 4.849 | 0.001 |+9.140] 5.142 | 0.002 |+9.693| 0.293 | 0.837 |+0.507
Acd | 5.907 | <0.001 |+8.979] 3.706 | 0.012 |+5.632| 2.202 | 0.126 | -3.071
PL | 4983 | 0.003 |+6.381] 2.189 [ 0.128 [+2.803| 2.794 | 0.054 | -3.363

IL X X X X X X
Nace | 3.909 | 0.008 |+5.277] 4.317 | 0.010 |+5.827] 0.407 | 0.775 |+0.522
Cpu | 4.194 | 0.005 [+4.502] 5.211 | 0.002 |+5.594| 1.018 | 0.475 |+1.045

DG | 3.759 | 0.028 |+7.430| 2.815 | 0.052 [+5.564] 0.944 | 0.508 | -1.738
CA1l X X X X X X
CA3 | 3.149 | 0.031 [+6.337] 3.271 | 0.064 |+6.582| 0.122 | 0.932 [+0.230
BLA | 2.867 | 0.048 |+6.469] 5.027 | 0.003 +11.34] 2.160 | 0.133 | +4.579

LA | 2492 | 0.085 |+5.178] 4.309 | 0.010 |+8.955] 1.817 | 0.205 | +3.59
MD | 4917 | 0.001 |+10.34] 8.973 |<0.001 [+18.87| 4.056 | 0.006 |+7.732

SN | 4290 [ 0.004 |+8.889]| 12.33 |<0.001 [+25.56] 8.045 |<0.001 | +15.31
VTA | 7.934 | <0.001 |+9.707| 12.52 [<0.001 [+15.32| 4.589 | 0.002 | +5.118

MM* X X X X X X
MGV | 4.091 | 0.006 |+7.443| 7.125 [<0.001 [+12.96| 3.034 | 0.037 | +5.137
SSC | 2.552 | 0.077 [+4.040] 5.271 | 0.002 |+8.344| 2.719 | 0.061 [+4.137

Aud X X X X X X
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In den Arealen, in denen ein Post hoc Tukey Test fiir die Ebene der Interaktionen anwendbar

war, konnten direkte Vergleiche zwischen Einzelgruppen durchgefiihrt werden:

Tabelle 7: Metabolische Aktivitit (2-FDG): Ergebnisse des Post hoc tukey Test fiir Interaktionen
der Hauptfaktoren AUFZUCHT x PHARM (+ prozentuale Veridnderungen)

SAL MP1 MP5 innerhalb C innerhalb ES
SAL vs. | SAL vs.| MP1 vs. |SAL vs.| SAL vs. | MP1 vs.
Cvs.ES| Cvs. ES |Cvs. ES
MP1 MP5 MP5 MP1 MP5 MP5
p |[%| p (% p || p |%|p Y| p (Y| p Y% p |% p |%
Acd [<0.001| -14 | <0.001 |-12{<0.001 [-20] 0.007 | +8 |0.004 |+10| 0.585 |+1]0.010 [+10| 0.744 | +1 | 0.008 | -8
PL |<0.001| -15| <0.001 |-9[<0.001|-18]0.188 | +3 [0.148| +5 | 0.571 |+1 ]0.002 0.779 | +1 | 0.002 | -9
IL [0.002|-12| 0299 |-5|<0.001|-16]0.592|+2 |0.227| +6 | 0.264 |+4]0.017 [+11] 0.636 | +2 | 0.021 | -8
Nacel<0.001] -17 | <0.001 |-12]<0.001[-23] 0.290 | +3 [0.002| +9 | 0.011 |+6]0.018|+8| 0.553 | +2{0.030 | -6
Cpu |<0.001] -18 | <0.001 |-18|<0.001|-23] 0.043 | +4 [<0.001| +8 | 0.042 |+4 [0.097 |+5| 0.300 | +3 | 0.290 | -2
SN |<0.001| -27 | <0.001 |-23]<0.001|-36] 0.098 | +6 |<0.001|+33 | <0.001 [+25] 0.012 [+13| 0.006 |[+16|0.521 | +3
VTAJ<0.001| -20 | <0.001 |-12]/<0.001|-18] 0.026 | +5 [<0.001|+14 | <0.001 | +8 }<0.001+15|<0.001|+17|0.567 | +1
SSC10.007| -9 | 0.009 |[-8[<0.001(-17]0.221 | +4 [<0.001|+13| 0.003 |+9 |0.396|+4| 0.407 | +3 | 0.638 | -2

Die in den ungestressten, salinebehandelten Kontrolltieren hoch aktivierten Gehirngebiete (vgl.

Abschnitt 4.2.1) zeigten in der friihkindlich gestressten salinebehandelten Gruppe wesentlich

geringere Aktivitatsstdrken. Dopaminerg innervierte Gebiete, wie der ACd (-14%), PL (-15%),
IL (-12%), Nacc (-17%), CPu (-18%), SN (-27%), VTA (-20%) zeigten starkere Unterschiede

zwischen den beiden salinebehandelten Gruppen als z.B. die Kontrollregion SSC (-9%, Tabelle
7, Spalte ,,C vs. ES - SAL®).

» Friihkindlich gestresste Tiere zeigen im Vergleich zu ungestressten Kontrolltieren

wahrend des 2-FDG-Tests in einer unbekannten und damit stressauslosenden

Umgebung geringere metabolische Gehirnaktivitdten in fast allen untersuchten

Hirngebieten. Dopaminerg innervierte Gebiete zeigten dabei deutliche

Aktivitdtsunterschiede zwischen Tieren beider Aufzuchtformen.
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4.2.2.2.1 Effekte der pharmakologischen Behandlung bei Kontrolltieren

Innerhalb der ungestressten Untersuchungsgruppen zeigten die mit 1mg/kg MP behandelten
Tiere nur im ACd (+8%), im CPu (+4%) und im VTA (+5%) signifikant hohere
photometrische Dichten als die salinebehandelte Kontrollgruppe. Interessant ist hierbei der
vergleichsweise stirkere prozentuale Anstieg der Aktivitit im préifrontalen Bereich. Die
Behandlung mit Smg/kg MP fiihrte zu einem stirkeren Anstieg der metabolischen Aktivitét,
wobei hier signifikante Effekte im ACd (+10%), im Nacc (+9%), im CPu (+8%), in der SN
(+33%), im VTA (+14%) und im SSC (+13%) ermittelt wurden. Signifikante Unterschiede
zwischen der MP1- und MP5-Dosis ergaben sich fiir den Nacc (+6%) und CPu (+4%), die SN
(+25%) und VTA (+8%) sowie den SSC (+9%). Die SN zeigte damit den hdchsten
dosisabhingigen Anstieg der metabolischen Aktivitit bei einer Behandlung mit MP (Tabelle 7,
Spalten ,,innerhalb C*).

» Eine akute MP-Gabe fiihrt bei unbehandelten Kontrolltieren zu einem
regionsspezifischen, dosisabhdngigen Anstieg der metabolischen Aktivitdt.

» In nur drei Gehirngebieten (ACd, CPu, VTA) zeigte sich schon bei der geringen MP-
Dosis ein signifikanter Aktivititsanstieg. Bei einer Behandlung mit 5 mg/kg MP waren
mehr Gehirngebiete signifikant aktiviert (vgl. Tabelle 7, Spalten ,,innerhalb C*)

4.2.2.2.2 Effekte der pharmakologischen Behandlung bei friihkindlich gestressten Tieren

Im Unterschied zu den ungestresst aufgezogenen Kontrollgruppen, bei denen die hdochste
metabolische Aktivitdt bei 5Smg/kg MP nachzuweisen war (siehe 4.2.2.2.1) ergab sich bei den
frithkindlich gestressten Tieren ein anderes Bild: Die stérkste Aktivierung im Vergleich zu
salinebehandelten friihkindlich gestressten Tieren ergab sich hier im ACd (+10%), PL (+10%),
IL (+11%) und Nacc (+8%), interessanterweise bei der mit 1mg/kg MP behandelten Gruppe. In
den genannten prifrontalen Gebieten fiihrte die Behandlung mit Img/kg MP tendenziell zu
photometrischen Dichten, die denen der salinebehandelten ungestressten Kontrollgruppe
vergleichbar sind und im IL sogar zu einem Ausgleich der Folgen des friithkindlichen Stresses
(keine signifikante Differenz zwischen MP1-C und MP1-ES (Tabelle 7, Spalte MP1, C vs.ES).
Eine Behandlung friihkindlich gestresster Tiere mit Smg/kg MP fiihrte hingegen in diesen
Hirngebieten zu keiner Verdanderung der metabolischen Aktivitit im Vergleich zu den
salinebehandelten Kontrolltieren. Jedoch fiihrte die Behandlung mit MP5 im Vergleich zu den
MP1 behandelten Tieren im ACd (-8%), PL (-9%), IL(-8%) und Nacc (-6%) zu signifikant
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niedrigeren Grauwerten. In der SN und VTA ergab sich hingegen eine vergleichbare Erhdhung
der metabolischen Aktivitit nach einer Behandlung mit 1 und 5mg/kg MP. Die Behandlung mit
Img/kg MP fiihrte zu einem Anstieg um 13% in der SN und 15% im VTA, eine Behandlung
mit Smg/kg MP zu einem Anstieg um 16% in der SN und 17% im VTA (Tabelle 7, Spalten
»innerhalb ES®).

» FEine Behandlung mit 1 mg/kg MP fiihrt bei friihkindlich gestressten Tieren zu einem
starken Anstieg der metabolischen Aktivitit im ACd, PL, IL und Nacc, wogegen S5mg/kg
MP dort zu einem weniger ausgeprdgten Anstieg fiihrte. Friihkindlich gestresste Tiere
reagieren damit in diesen Gehirngebieten anders auf die pharmakologische
Behandlung als Kontrolltiere (vgl. Tabelle 7). In den Mittelhirngebieten SN und VTA
zeigten beide MP-Konzentrationen vergleichbare Effekte.

Die beschriebenen Ergebnisse der 2-FDG-Studie sind nun zur besseren Ubersicht grafisch

dargestellt.

Ventraler orbitofrontaler Cortex (vOFC)
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Abb. 37: Metabolische
Aktivitit (2-FDG) des
ventralen und lateralen
orbitofrontalen Cortex
Mittlere photometrische
Dichte
(Grauwerte,
relativ zum C.
call. + SEM, Bregma 3.70 mm
(L/R: linke/rechte
Hemisphire)
(Statistik: 3Wege-ANOVA,
p<0.05: # fuir
Hauptfaktor-
Effekte, Post hoc
Tukey-Test) &

Lateraler orbitofrontaler Cortex(IOFC)
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Anterior cinguldrer Cortex (ACd)
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Abb. 38: Metabolische Aktivitit (2-FDG) des anterior cinguldren, pra- und infralimbischen Cortex
Mittlere photometrische Dichte (Grauwerte, relativ zum C. call. £ SEM, L/R: linke/rechte Hemisphére)
(Statistik: 3Wege-ANOVA, p<0.05: * fiir Hauptfaktor-Interaktionen, Post hoc Tukey-Test) 3
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Striatum (Caudatum+Putamen, CPu)
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Abb. 39: Metabolische Aktivitit (2-FDG) der Basalganglien Nacc und CPu
Mittlere photometrische Dichte (Grauwerte, relativ zum C. call. = SEM, L/R: linke/rechte Hemisphére)
(Statistik: 3Wege-ANOVA, p<0.05: * fiir Hauptfaktor-Interaktionen, Post hoc Tukey-Test) &
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Mediodorsaler Kern des Thalamus (MD)
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Abb. 40: Metabolische Aktivitit (2-FDG) des mediodorsalen Kerns des Thalamus + der lateralen und basolateralen Amygdala
Mittlere photometrische Dichte (Grauwerte, relativ zum C. call. + SEM, L/R: linke/rechte Hemisphére)
(Statistik: 3Wege-ANOVA, p<0.05: # fiir Hauptfaktor-Effekte, Post hoc Tukey-Test) 3

74



Funktionelles Imaging

CA1-Region des Hippocampus (CA1)
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Abb. 41: Metabolische Aktivitit (2-FDG) des Gyrus dentatus (DG),

sowie der Cornu Ammonis Regionl (CA1) und Region3 (CA3) des Hippocampus

Mittlere photometrische Dichte (Grauwerte, relativ zum C. call. £ SEM, L/R: linke/rechte Hemisphére)
(Statistik: 3Wege-ANOVA, p<0.05: # fiir Hauptfaktor-Effekte, Post hoc Tukey-Test) 3
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Auditorischer Cortex (Aud)
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Abb. 42: Metabolische Aktivitit (2-FDG) des somatosensorischen und auditorischen Cortex
Mittlere photometrische Dichte (Grauwerte, relativ zum C. call. £ SEM, L/R: linke/rechte Hemisphére)
(Statistik: 3Wege-ANOVA, p<0.05: # fiir Hauptfaktor-Effekte,* fiir Hauptfaktor-Interaktionen, Post hoc Tukey-Test) &
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Abb. 43: Metabolische Aktivitédt (2-FDG) der Substantia nigra
Mittlere photometrische Dichte (Grauwerte, relativ zum C. call. + SEM, L/R: linke/rechte Hemisphére)
(Statistik: 3Wege-ANOVA, p<0.05: * fiir Hauptfaktor-Interaktionen, Post hoc Tukey-Test) &
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Mediales Geniculatum (MGN)
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Abb. 44: Metabolische Aktivitit (2-FDG) des Medialen Geniculatums,

des ventralen tegmentalen Areals sowie der Mammillarkorper

Mittlere photometrische Dichte (Grauwerte, relativ zum C. call. = SEM, L/R: linke/rechte Hemisphére)

(Statistik: 3Wege-ANOVA, p<0.05: # fiir Hauptfaktor-Effekte,* fiir Hauptfaktor-Interaktionen, Post hoc Tukey-Test) &
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S Histologische Untersuchungen

5.1 Allgemeine Einfithrung (Golgi-Cox-Methode)

Mit Hilfe der Golgi-Cox Methode konnen synaptische Verdnderungen an Neuronen
verschiedenster Hirnregionen analysiert werden. In unserer Arbeitsgruppe wurde diese seit
langerer Zeit etablierte Methode in mehreren Studien erfolgreich angewandt (vgl. z.B. Bock &

Braun, 1999a; Bock & Braun, 1999b; Poeggel et al., 2003a).

Die Golgi-Cox Methode ist eine der é&ltesten metallischen Farbungen, die in der
Neurohistologie angewandt wird. Sie wurde im Jahre 1873 nach zufilliger Entdeckung durch
Camillo Golgi beschrieben und einige Jahre spéter durch Cox weiterentwickelt. Die Farbung
von neuronalem Gewebe mit einer Mischung aus Kaliumbichromat und Quecksilberchlorid
(Methode nach Cox) entsteht durch metallische Quecksilberniederschlige sowie komplexe

Quecksilberoxide in den Neuronen.
Die Methode ist zur Analyse von Nervenzellen geeignet, da

e nur wenige Nervenzellen angefarbt werden (kein Farbungsgradient — d.h. Farbung entweder

deutlich vorhanden oder vollkommen fehlend)

e Soma, Dendriten und Axon einer Zelle, wenn einmal gefirbt, sehr deutlich markiert sind

und sich deutlich von ungefarbten Zellen und dem sonstigen Hintergrund abheben.

Durch diese Eigenschaften ist die Auswertung der Morphologie von Einzelneuronen moglich,
da das bisher nicht gekliarte Phdnomen der Anfarbung von nur wenigen Einzelneuronen diese
Zellen optisch vom dichten Neuronennetzwerk abhebt und so vor dem Hintergrund der

ungefarbten Nachbarneurone morphologisch auswertbar macht.

5.2 Versuchsaufbau und experimentelle Gruppen

Fir die vorliegende Golgi-Cox-Studie wurden Tiere verwendet, an denen die
Verhaltensuntersuchungen im Standard - Open Field an PND 22 und PND 45 durchgefiihrt
wurde. Sie wurden also entweder von PND1 — 21 téglich 1h friihkindlich gestresst (ES) bzw.
als Kontrolltiere gehalten (C) und von PND 22 — 45 tégl. mit 0.2ul Saline, 1 oder Smg/kg MP-
Losung behandelt (siehe 2.2 (Aufzuchtgruppen) und 2.3 (pharmakologische Gruppen)).
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Tabelle 8: Golgi-Cox-Staining - Experimentelle
Gruppen &

Experimentelle

PND1 21 22 45 Gruppen
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ADb. 45: Golgi-Cox-Untersuchung: Versuchsautbau
und experimentelle Gruppen &

5.3 Priparation und histologische Aufarbeitung der Gehirne

Am PND46, d.h. 24 Stunden nach der letzten Injektion wurden die Tiere eines Wurfes
gemeinsam dem Heimkéfig entnommen und dekapitiert. Nach der mdglichst schnellen
Priparation wurden die Gehirne in Golgi-Losung enthaltende, lichtdichte Flaschen tiberfiihrt
und nach mehreren Dehydrierungsschritten in 8% Celloidin eingebettet. In diesem Zustand sind

die fixierten Gehirne bei 8°C gekiihlt {iber mehrere Monate haltbar.

Von insgesamt vier Gehirnen von Tieren vier verschiedener Versuchsgruppen wurden jeweils
im gleichen Arbeitsgang serielle Frontalschnitte (150um) des Préfrontalcortex angefertigt und
mit einem modifizierten Protokoll der Golgimethode nach (Glaser & Van der Loos, 1981)
getirbt, entwickelt und auf Objekttragern zur weiteren Auswertung fixiert (siche Anhang C). Je
nach Stiarke der Farbung sind diese Praparate noch nach einem Zeitraum von drei Monaten bis

zu zwel Jahren auswertbar.

5.4 Analyse und Auswertung Golgi — Cox gefirbter Neurone

In der vorliegenden Studie wurden Untersuchungen zur Morphologie von Pyramidenzellen der
Schicht II/IIT des dorsalen anterioren cingulidren Cortex (ACd, Abb. 46C) durchgefiihrt. Der
ACd wurde dabei in Ubereinstimmung mit Uylings et al., 2003 und Krettek & Price, 1977
definiert (Abb. 46A-B) und entspricht der Cgl-Region in Zilles, 1995; Paxinos & Watson,
1998.

Neuronen der vorliegenden Studie mussten folgenden Kriterien entsprechen:
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Der Zellkorper des zu untersuchenden Neurons muss in Schicht II/IIT und innerhalb der

oben definierten Grenzen des ACd positioniert sein,
das Neuron sollte komplett und deutlich gefarbte Apikal- und Basaldendriten zeigen,

vor allem der Apikaldendrit sollte mehrere Ebenen gleichméBiger Bifurkationen aufweisen.
Neuronen mit ldngeren Apikaldendriten und davon abgehenden kleineren Abzweigungen
(oblique dendrites), die tiefer in Schicht III auftraten, wurden nicht in die Auswertung
einbezogen (vgl. Bock, 1998).

Abb. 46: Histologische Untersuchung (Golgi-Cox-Methode)

A,B: ACd: anterior cingulédrer Cortex (ACd), Golgi-Cox Farbung

C: Neurolucida-Grafik eines Golgi-Cox gefarbten Neurons der Schicht II — III des ACd (weifle Pfeile deuten auf Apikal-,
schwarze auf Basaldendriten), D: Segment eines Apikaldendriten mit Spines,

Messbalken entsprechen (A) 1000pum, (B) 100 um, (C) 20pm, (D) Spm
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Alle ausgewidhlten Neurone wurden mithilfe eines computerbasierten Analysesystems
(NEUROLUCIDA®; MicroBrightField, Williston, VT, USA) analysiert, welches eine
dreidimensionale quantitative Auswertung ganzer Neuronen ermoglicht. Die Dendritenldngen
wurden durch das rechnergestiitzte Nachzeichnen des gesamten sichtbaren apikalen sowie
zweiler basaler Dendritenbdume ermittelt. Zur Analyse der Spinefrequenzen hingegen wurden
jeweils ein Dendritenabzweig mit all den daran vorhandenen sichtbaren Spines in seiner

gesamten Liange vom Beginn am Zellkdrper bis zur Spitze analysiert (vgl. Abb. 47).
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Abb. 47: Analyse und Auswertung Golgi — Cox geférbter Neurone
A: Apikaldendrit, B: Basaldendrit, C: Schnittpunkte mit Sholl-Ringen (rot)

Nur Spines des ,,Mushroomtyps® (mit klar abgrenzbarem Hals- und Kopfbereich) sowie
sogenannte ,,stubby spines* (kleinere Verdickungen ohne Hals) gingen in die Berechnung der
Spinefrequenz (Anzahl Spines je 10um Dendritenabschnitt) ein. Eine Korrektur des
Ergebnisses durch die Addition potentiell verdeckter Spines (siche Feldman & Peters, 1979)
wurde nicht durchgefiihrt, da auch die alleinige Auswertung der sichtbaren Spines ausreichend

fiir den Vergleich verschiedener experimenteller Bedingungen ist (Horner & Arbuthnott, 1991).
81



Histologische Untersuchungen

Zusitzlich zur Dbeschriebenen Erfassung und Auswertung der Gesamtlingen und
Gesamtspinefrequenzen der Dendriten ermoglicht das Neurolucidasystem zudem Aussagen zu
Langen und Spinefrequenzen der einzelnen Verzweigungsordnungen sowie die Durchfiihrung
einer dreidimensionalen Version der Shollanalyse (Sholl , 1953), die Daten zur Komplexitét
von Neuronen liefert. Bei der Shollanalyse wird die Anzahl von Schnittpunkten mit virtuellen,
konzentrisch um den Mittelpunkt des Zellkorpers angeordneten Sphiren ermittelt (vgl. Abb.
47C). Bei der vorliegenden Analyse wurden fiir die Shollsphiren 20um-Intervalle gewihlt, die
in 10pm Abstand vom Mittelpunkt des Zellkorpers beginnen.

5.5 Statistik

Jede experimentelle Gruppe bestand aus vier minnlichen Tieren (n=4), bei denen jeweils vier
Neurone pro Hemisphére analysiert wurden. Bei jedem Tier wurden Mittelwerte der einzelnen

Parameter aus allen analysierten Neuronen einer Hemisphére gebildet.

Fiir alle Analysen wurde ein 3Wege-ANOVA (Faktor Aufzuchtbedingung (AUFZUCHT) x
Faktor pharmakologische Behandlung (PHARM) x Hemisphire (HEMI)) mit anschlieBendem
Post hoc Tukey Test und einer bei p<0.05 liegendem Signifikanzschwelle angewendet

(SigmaStat 3.5, Jandel, Deutschland).

5.6 Ergebnisse der histologischen Untersuchungen:

Die histologischen Untersuchungen mittels Golgi-Cox-Fiarbung hatten zum Ziel, a) den
Einfluss von frithkindlichem Stress auf die neuronale Morphologie und Synapsendichte von
Pyramidenzellen der Schicht II/IIl des ACd sowie b) den Einfluss einer anschlieBenden
chronischen Behandlung mit MP wihrend der Prépubertitphase bei ungestressten und

gestressten Tieren zu analysieren.

Die nachfolgend dargestellten Ergebnisse dieser Studie wurden bereits veroffentlicht (Zehle et

al., 2007).

5.6.1 Dendritenlinge

Fiir den Parameter Dendritenldnge ergab der 3Wege-ANOVA signifikante Haupteffekte des
Faktors PHARM fiir apikale (F=9.580, p<0.001) und basale (F=13.196, p<0.001) Dendriten
(Abb. 48A,B). Eine chronische Behandlung mit MP fiihrt also unabhingig von der
Aufzuchtform zu einer Verldngerung der Apikal- und Basaldendriten. Fiir den Faktor
AUFZUCHT wurden keine signifikanten Effekte ermittelt. Friihkindlicher Trennungsstress

allein fiihrt also nicht zu einer Induktion von Dendritenldngenverdnderungen. Zusétzlich
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ergaben sich weder signifikante Effekte des Faktors HEMI, noch Interaktionen der Faktoren
PHARM x HEMI, AUFZUCHT x HEMI sowie AUFZUCHT x PHARM x HEML.
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Abb. 48: Effekte des frithkindlichen Trennungsstresses und MP-Behandlung auf die Dendritenléngen
von Schicht II/III-Pyramidenzellen des ACd: (L/R: linke/rechte Hemisphére,

Mittelwerte+ SEM, Drei- Wege-ANOVA,

p<0.05: # fiir Hauptfaktor-Effekte bzw. * fiir Hauptfaktor-Interaktionen, Post hoc Tukey-Test) &

Der Post hoc tukey Test ergab fiir die Apikaldendriten eine signifikante Erhohung der
Dendritenldnge nach einer chronischen Behandlung mit MP1 (+31.0 %, p<0.05) und MP5
(+30.5 %, p<0.05, (Abb. 48A, Abb. 49) im Vergleich zu den salinebehandelten Gruppen.
Ebenso wurden fiir die Basaldendriten ungestresster und friihkindlich gestresster Tiere (Abb.
48B, Abb. 49) hohere Dendritenldngen nach einer Behandlung mit 1mg/kg MP nachgewiesen
(+29.5%, p<0.05).

Eine Behandlung mit Smg/kg MP fiihrte hingegen im Vergleich zu den salinebehandelten
Tieren nicht zu einer Verldngerung der Basaldendritenlinge (Abb. 48B), diese Dendriten
blieben auf dem Niveau der salinebehandelten Gruppen. Die mit 5 mg/kg MP behandelten
Gruppen wiesen damit signifikant kiirzere Basaldendriten auf, als die mit 1 mgkg MP

behandelten Tiere (-16.5%, p<0.05).
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Abb. 49: Neurolucida-Zeichnungen reprasentativer Pyramidenzellen
von (A) mit Saline- und (B) mit 1 mg/kg Methylphenidat behandelten ungestressten Kontrolltieren
(weille Pfeile deuten auf Apikal-, schwarze auf Basaldendriten, Mef3balken entspricht 20pum)

» FEine chronische Behandlung mit 1 mg/kg MP fiihrt in beiden Aufzuchtgruppen (C/ES)
zu einer Verldngerung der Apikal- und Basaldendriten (vgl. Abb. 49). Die Behandlung
mit 5 mg/kg MP fiihrt hingegen zu einer Verlingerung der Apikal- aber nicht der

Basaldendriten.

5.6.2 Zellkomplexitat

5.6.2.1 Shollanalyse iiber die Gesamtanzahl der Shollspharenschnittpunkte

Fiir den Parameter Zellkomplexitét, gemessen als Gesamtanzahl der Shollsphirenschnittpunkte
(vgl. Abb. 47C), ergab der 3Wege-ANOVA signifikante Haupteffekte des Faktors
AUFZUCHT fiir apikale (F=5.766, p=0.017) und basale (F=6.815, p=0.01) Dendriten. (Abb.
50A,B). Friihkindlicher Trennungsstress fiihrt also unabhédngig von der pharmakologischen
Behandlung zu einer Erh6hung der Zellkomplexitét.

Fir den Faktor PHARM wurden ebenfalls signifikante Hauptfaktor-Effekte fiir Apikal-
(F=13.033, p<0.001) und Basaldendriten (F=17.113, p<0.001) nachgewiesen. Eine chronische
Behandlung mit MP fiihrt also unabhingig von der Aufzuchtform zu héherer Komplexitét der
Apikal- (+29.3%, p<0.05) und Basaldendriten (+19.1%, p<0.05, Abb. 50B). Es ergaben sich
weder signifikante Effekte des Faktors HEMI noch Interaktionen der Faktoren PHARM x
HEMI, AUFZUCHT x HEMI sowie AUFZUCHT x PHARM x HEMI.

Eine chronische Behandlung mit 1 mg/kg MP fiihrt demnach unabhédngig von der

frithkindlichen Stresserfahrung zu dosisabhéngigen Veridnderungen der Zellkomplexitit.
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Die Apikaldendriten der beiden mit 1 mg/kg MP behandelten Gruppen zeigten eine signifikant

hohere dendritsche Komplexitdt als jeweils beide salinebehandelten (+33.0%, p<0.05) und die

mit 5 mg/kg MP behandelten Gruppen (+30.8% p<0.05). Die salinebehandelten Gruppen

unterschieden sich nicht signifikant von den 5 mg/kg MP behandelten Gruppen (Abb. 50A).
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Abb. 50: Effekte des friihkindlichen Trennungsstresses und MP-Behandlung auf die Zellkomplexitit
von Schicht II/III-Pyramidenzellen des ACd: (L/R: linke/rechte Hemisphére,

Mittelwerte+ SEM, Drei- Wege-ANOVA,

p<0.05: # fiir Hauptfaktor-Effekte bzw. * fiir Hauptfaktor-Interaktionen, Post hoc Tukey-Test) 3

Auch in den Basaldendriten induzierte die Behandlung mit 1 mg/kg MP eine erhohte

dendritische Komplexitdt im Vergleich zu den salinebehandelten (+30.3% p<0.05) und MP5

behandelten Gruppen (+42.4% p<0.05). Die MP5 behandelten Gruppen zeigten hingegen eine

verringerte dendritische Komplexitit als die salinebehandelten Gruppen (-21.1%, p<0.05, Abb.

50B).

» Eine chronische Behandlung mit 1 mg/kg MP fiihrt in beiden Aufzuchtgruppen (C/ES)

im Vergleich zu den salinebehandelten Gruppen zu einer Erhéhung der Komplexitdt der
Apikal- und Basaldendriten (vgl. Abb. 50). Die Behandlung mit 5 mg/kg MP fiihrt im
Vergleich zu den salinebehandelten Gruppen in den Apikaldendriten zu keiner

Anderung, in den Basaldendriten hingegen zu einer Verringerung der Komplexitiit der

Zellen.
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5.6.2.2 Shollanalyse iiber die Anzahl der Schnittpunkte mit Einzelshollsphiren

Zur genaueren Beschreibung der rdaumlichen Struktur der Schicht II/III-Pyramidenzellen des
ACd der verschiedenen experimentellen Gruppen wurde zusétzlich eine Shollanalyse iiber die
Anzahl der Schnittpunkte mit den Einzelshollsphédren durchgefiihrt (Anzahl der Schnittpunkte
der Dendriten mit virtuellen, konzentrisch um den Mittelpunkt des Zellkorpers angeordneten
Sphéren) (vgl. Abb. 47C). Diese ergab signifikante Effekte des Faktors PHARM. Hingegen
wurden weder signifikante Effekte der Faktoren AUFZUCHT und HEMI, noch Interaktionen
der Faktoren PHARM x AUFZUCHT, PHARM x HEMI, AUFZUCHT x HEMI sowie
AUFZUCHT x PHARM x HEMI festgestellt.

Wie schon bei der Gesamtkomplexitit und der Gesamtlinge gab es also auch bei einer
differenzierteren Betrachtung der Zellstruktur keine signifikanten Effekte des frithkindlichen
Trennungsstresses selbst. In den Apikaldendriten zeigten mit 1 mg/kg MP behandelte Gruppen
im Vergleich zu den salinebehandelten Gruppen signifikant hohere Schnittpunktzahlen bei den
Shollringen mit einem Abstand von 30 bis 130um vom Zellkorper, also eine komplexere
Dendritenstruktur. Im Gegensatz dazu fiihrte eine Behandlung mit 5 mg/kg MP zu keinen
signifikanten Verdnderungen der Dendritenstruktur. In einem Abstand von 30 bis 110um vom
Zellkorper wiesen mit 1 mg/kg MP behandelte Gruppen signifikant mehr Sphirenschnittpunkte
auf als die entsprechenden mit 5 mg/kg MP behandelten Gruppen. Innerhalb der
Basaldendriten fiihrte die Behandlung mit 1 mg/kg MP bei Shollsphéren in einem Abstand von
90um - 130um vom Zellkdrper zu signifikant mehr Schnittpunkten als eine Behandlung mit
Saline, d.h. zu komplexeren Verzweigungsmustern. Mit 1 mg/kg MP behandelte Tiere wiesen
nur bei einem Shollsphirenabstand von 90um vom Zellkorper signifikant hohere
Schnittpunktzahlen auf als die MP5 behandelten Gruppen. Eine Behandlung mit 5 mg/kg MP
fihrte  hingegen zu  keiner  signifikanten = Verdnderung der  Anzahl  der

Shollsphérenschnittpunkte.

» Bei differenzierter raumlicher Betrachtung der Shollschnittpunkte wird deutlich, dass
die chronische Behandlung mit 1 mg/kg (aber nicht 5 mg/kg) MP in beiden
Aufzuchtgruppen zu einer Erhéhung der Komplexitdt vor allem in den proximalen
Apikaldendritenabschnitten fiihrt (vgl.

Abb. 51). In den distaleren Apikalendritenabschnitten ergeben sich hingegen keine
signifikanten Grupenunterschiede. Bei den Basaldendriten zeigt sich bei proximalen
und distalen Dendritenabschnitten eine Tendenz (Signifikanz bei 90 um) zur erhéhten

Komplexitit nach einer Behandlung mit 1 mg/kg MP.
86



Histologische Untersuchungen

A
Shollanalyse (Einzelsphéren)
(apikal)

10 -

o 9]
1

D
1

Anzahl Schnittpunkte
B

2_
0 T T T T T T T T T T T 1
o QO O O Q9 O QO O O © O 9O O
- M W ~ O = O W ~ 0O «— M W
- = ™ v — N N N
Abstand der Shollspharen vom Zellkérper (um)
B
Shollanalyse (Einzelsphéren)
(basal)
—o— SAL-C
10 - —— SAL-ES
—o— MP1-C
8 —— MP1-ES
i ! —— MP5-C
—4— MP5-ES

.
= o
T

Anzahl Schnittpunkte
E =N

T T T T
[==] o o (=] o
- ™ w ~ (=)]

110 -
130 -
150 -

Abstand der Shollspharen vom Zellkérper (um)

Abb. 51: Effekte des frithkindlichen Trennungsstresses und MP-Behandlung

auf die Zellkomplexitdt (Schnittpunkte mit Einzelshollsphéren)

von Schicht II/III-Pyramidenzellen des ACd, (A) Apical- und (B) Basaldendriten, Statistik: (Mittelwerte= SEM, Drei- Wege-
ANOVA, (a) SAL vs. MP1, (b) MP1 vs. MP5, (c) SAL vs. MP5: p <0.05 post hoc Tukey) &
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5.6.3 Spinefrequenz

Der 3Wege-ANOVA (AUFZUCHT x PHARM x HEMI) ergab signifikante Haupteffekte des
Faktors AUFZUCHT fir apikale (F=5.460, p=0.025) und basale Dendriten (F=25.213,
p<0.001) und fiir den Faktor PHARM fiir Apikaldendriten (F=5.234, p=0.01). Signifikante
Interaktionen der Faktoren AUFZUCHT x PHARM wurden sowohl fiir Apikal- (F=3.996,
p=0.027) als auch Basaldendriten (F=3.341, p=0.045) nachgewiesen. Es gab hingegen weder
signifikante Haupteffekte des Faktors HEMI, noch Ineraktionen der Faktoren PHARM x
HEMI, AUFZUCHT x HEMI sowie AUFZUCHT x PHARM x HEML.

Eine durch Trennungsstress induzierte Erhoéhung der Spinefrequenz im Vergleich zu
ungestressten  Kontrolltieren wurde bereits in mehreren Vorgingerstudien unserer
Arbeitsgruppe belegt (Poeggel et al., 2003a fiir 21tdgige, sowie Helmeke et al., 2001a,b fiir
45tiagige Tiere), bei denen jedoch keine pharmakologische Behandlung der Kontrollgruppen
wie in der vorliegenden Studie (Saline-Injektion) stattfand. Mit der vorliegenden Studie konnte
jetzt gezeigt werden, dass diese stressinduzierte Verdnderung der morphologischen Struktur
prafrontaler Pyramidenzellen trotz der wiederholten Salinebehandlung der Kontrollgruppe
stattfindet, da friihkindlich gestresste salinebehandelte Tiere signifikant hohere apikale
(+13.5%, p<0.05, Abb. 52A) und basale (+21.7%, p<0.05, Abb. 52B) Spinefrequenzen

aufwiesen als die salinebehandelten Kontrolltiere.
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Abb. 52: Effekte des friihkindlichen Trennungsstresses und MP-Behandlung auf die Spinefrequenz
von Schicht II/III-Pyramidenzellen des ACd: (L/R: linke/rechte Hemisphére,

Mittelwerte+ SEM, Drei- Wege-ANOVA,

p<0.05: # fir Hauptfaktor-Effekte bzw. * fiir Hauptfaktor-Interaktionen, Post hoc Tukey-Test) &

Die oben beschriebenen Gruppenunterschiede verdeutlichen differenzierte Effekte der

pharmakologischen Behandlung in friihkindlich gestressten und Kontrolltieren. Bei den
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frithkindlich gestressten Tieren fiihrte die chronische Behandlung mit MP in den
Apikaldendriten zu einer u-formigen Dosis-Effekt-Kurve, d.h. die MP1- behandelten Tiere
zeigten signifikant geringere Spinefrequenzen als die SAL- (-10.0% p<0.05) und MP5-
(-15.7%, p<0.05) behandelten Tiere.

ungestresste | . « F y

Kontrolltiere [™% & & 75

frihkindlich -y
gestresste Tiere |[*+*

Saline

1 mg/kg 5 mg/kg
MP MP

Abb. 53: Représentative Segmente von Apikaldendriten
der untersuchten experimentellen Gruppen

SAL- und MP5-behandelte Tiere zeigten hingegen vergleichbare Spinefrequenzen (Abb. 52A).
Im Gegensatz dazu zeigte sich kein signifikanter Effekt der MP-Behandlung auf die
Basaldendriten frithkindlich gestresster Tiere (Abb. 52B).

Innerhalb der Kontrollgruppen fiihrt eine Behandlung mit 5 mg/kg MP gegentiber den SAL-
behandelten Tieren zu signifikant erhohten apikalen (+9.8%, p<0.05) und basalen (+11.3%,
p<0.05) Spinefrequenzen. Die Behandlung mit 1 mg/kg MP fiihrte hingegen zu keiner
Verdnderung der Spinefrequenzen im Vergleich zu den salinebehandelten ungestressten
Kontrolltieren. Eine Behandlung mit 5 mg/kg MP fiihrte in der frithkindlich gestressten Gruppe
zu hoheren apikalen Spinefrequenzen als in mit 5 mg/kg MP behandelten Kontrolltieren
(+7.6%, p<0.05). Eine Behandlung mit 1 mg/kg MP fiihrte jedoch zu keinen Verdnderungen
der Spinedichten bei frithkindlich gestressten und Kontrolltieren (Abb. 52A,B).

» FEine chronische Behandlung friihkindlich gestresster Tiere mit 1 mg/kg MP wdhrend
der Prdpubertdt fiihrt an den Apikaldendriten zu einer Normalisierung der
stressinduzierten erhohten Spinefrequenz.

» Bei ungestressten Tieren fiihrt dieselbe chronische MP-Behandlung hingegen zu keiner

signifikanten Verdnderung der Spinefrequenz.
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6 Diskussion

Ein erster Schwerpunkt der vorliegenden Studie bildete die Untersuchung der Effekte von
frithkindlichem Trennungsstress auf das Verhalten und auf die metabolische Aktivitdt von
21tdagigen Degujungtieren. Die Grundhypothese hierzu lautete, dass zusitzlich zu einer
genetischen Pradisposition negative Umwelteinfliisse und Erfahrungen bei der Entwicklung
von Symptomen beteidigt sind, die denen des Krankheitsbildes ADHD beim Menschen

ahnlich sind.

6.1 Friihkindliche Stresserfahrung fithrt im Tiermodell Degu zu
Hyperaktivitit und reduzierter Aufmerksamkeit

Ein Hauptsymptom des Krankheitsbildes ADHD ist hyperaktives Verhalten. Auch
Degujungtiere, die in den ersten drei Lebenswochen einem wiederholten, nicht
vermeidbarem Stress ausgesetzt wurden, in dem sie téglich fiir eine kurze Zeit (eine Stunde)
von ihren Eltern getrennt wurden, zeigen in den, im Anschluss an die Stressphase am
PND 22, durchgefiihrten OF-Tests, eine erhohte motorische Aktivitdt, eine vermehrte
Zentrumsexploration sowie hohere Defdkationsraten (Abschnitt 3.3.1.1). Friihkindlich
gestresste  Jungtiere reagierten zudem weniger auf emotional positiv assozierte
Geschwistervokalisationen (Spiellaute, vgl. Abb. 9) als ihre gleichaltrigen ungestressten

Altersgenossen (Kapitel 3.3.1).

Die Analyse der motorischen Aktivitdt der frithkindlich getressten Jungtiere ergab hohere
zuriickgelegte Laufstecken und ein vermehrtes vertikales Explorationsverhalten, wie
Aufrichten und Springen, und unterstreicht damit den stabilen Effekt der durch
Trennungsstress ausgelosten Hyperaktivitdt, der bereits Ergebnis einer fritheren
Untersuchung am selben Tiermodell (jedoch an jiingeren Tieren, Braun 2003) sowie an
anderen Tiermodellen war (meist Studien an Ratten- und Kleinaffen, vgl. Hall 1998, Heim

2001, Meaney 1996, Pryce 2001, Pryce 2003), nun fiir 21-tdgig gestresste Degus.

Da ADHD-Patienten vor allem Defizite in der bei der Filterung und Wichtung der Vielzahl
parallel angebotener Stimuli (response selection) zeigen, wurden in der vorliegenden Studie
in Abwandlung einer fritheren Studie am Degumodell (Braun et al., 2003) des Weiteren
Verhaltensexperimente in einem modifizierten Open Field (d.h. mit zusétzlicher
Tonstimulation) durchgefiihrt. Die Prisentation eines emotional assoziierten, da vermutlich
in der frithen Kindheit erlernten, artspezifischen Stimulus (hier Spiellaut) erlaubt damit eine

gleichzeitige Erfassung von Parametern der Aufmerksamkeit (Reaktivitit zu den tiber
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Lautsprecher eingespielten Geschwistervokalisationen) sowie der allgemeinen motorischen

Aktivitét (vertikale, horizontale Exploration im Gesamt-OF etc.).

Die Ergebnisse des ersten Tests im modifizierten OF zeigten, dass sowohl die Laufstrecke
der friithkindlich gestressten Tiere im Tonquadrant (relative Laufstrecke im Tonquadrant,
bezogen auf die Gesamtlaufstrecke im OF) als auch die Verweildauer im Tonquadrant
signifikant reduziert war. Da die Kontrolltiere den Tonquadranten nicht signifikant ofter
betraten (Anzahl der Eintritte), kann geschlussfolgert werden, dass diese wesentlich ldnger
beim Ton verweilten als die frihkindlich gestressten Tiere. Letztere zeigten damit
moglicherweise eine geringere Fahigkeit, die Aufmerksamkeit tiber lingere Zeit auf den
akustischen Stimulus zu richten (Abb. 15D-F). Die friihkindlich gestressten Tiere zeigten

damit im modifizierten OF eine verminderte Reaktivitét auf den angebotenen Ton.

Sind die Ergebnisse des OF-Tests nun mit Aufmerksamkeitsdefiziten der ADHD-Patienten
zu vergleichen? Beim Test im modifizierten OF wurde das Tier einer neuen und damit
reiziiberfluteten Umgebung ausgesetzt. Angesichts der verringerten Tonquadrant-
Aktivititen waren friihkindlich gestresste Tiere in dieser Situation weniger gut in der Lage,
den angebotenen Stimulus zu erkennen bzw. bei ihm zu verweilen. Bei ADHD-Patienten
werden derartige Analysen der Aufmerksamkeitsfahigkeit haufig mithilfe ACd-spezifischer
Tests, wie dem ,,continuous performance test™ (CPT) (Wohlberg & Kornetsky, 1973; Uno et
al., 2006; Pasini et al., 2007) durchgefiihrt, in dem ADHD-Patienten deutliche Defizite
zeigten. Fiir Tiermodelle wurde daraus der ,Five-Choice-Serial-Reaction-Time-Task*
(5-CSRTT) entwickelt (Puumala et al., 1996; Barbelivien et al., 2001, Review in Robbins,
2002), in dem z.B. ACd-ldsionierte Ratten Defizite aufwiesen (Muir et al., 1996). Negative
Ergebnisse in diesen Tests werden daher mit einer Dysfunktion dieses Hirngebietes sowohl
bei den untersuchten Probanden als auch im Tiermodell assoziiert. Da die in der
vorliegenden Studie durchgefiihrten Experimente im modifizierten OF ebenfalls auf eine
verminderte Aufmerksamkeitsfiahigkeit deuten, konnte daher auch im Tiermodell Degu eine

Verminderung der PFC-Funktion vermutet werden.

In der vorliegenden Studie bewirkte der friithkindliche Stress zudem eine erhdhte
Zentrumsexploration. Anhand klassischer Interpretationen von OF-Tests wiirde der
verstirkte Aufenthalt im Zentrum des OF auf eine verminderte Angstlichkeit der Tiere
hindeuten (Walsh & Cummins, 1976; Clement & Chapouthier, 1998; Hall et al., 2000;
Lipkind et al., 2004). Trotzdem scheint an diesem Punkt keine eindeutige Aussage zur

Wirkung des frithkindlichen Stresses auf die Angstlichkeit der Jungtiere méoglich, da die
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erhohten Defikationsraten andererseits auch als hohere Angstlichkeit gedeutet werden
konnten. Diese Unsicherheit konnte bereits in einer anderen Studie am friihkindlich
gestressten Degu bei Untersuchungen im Elevated Plus Maze (EPM) nicht eindeutig geklart
werden, denn diese ergaben keinen signifikanten Effekt des friihkindlichen Stresses auf die
relative Aktivitit der Tiere in den offenen bzw. geschlossenen Armen des EPM, d.h. den
traditionell erfassten Parametern zur Messung der Angstlichkeit im EPM (Becker et al.,
2007). Aufgrund der artspezifischen Eigenschaften des kletterfreudigen Degus mit hdufigem
Aufenthalt in erhdhter Umgebung und der Fihigkeit, niedrigere Aste kleinerer Bdume und
Straucher zu erklettern (Woods CA & Boraker DK, 1975), ldsst dieses Negativergebnis
jedoch eher eine fehlende Eignung des Degus fiir diesen Testparameter vermuten. Darauf
deuten auch die im selben Test zusitzlich ermittelten Daten hin, die eine erhohte vertikale
Explorationstitigkeit (Héaufigkeit des Aufrichtens) in den geschlossenen Armen des EPM
zeigen, was in einigen Studien als Hinweis auf verminderte Angstlichkeit gedeutet wird
(Escorihuela et al., 1999). Eine mogliche Klarung fiir dieses uneindeutige Ergebnis im OF
konnte jedoch eine aktuelle Studie an Ratten bieten, in der die erhdhte Zentrumsexploration
im OF eher als Hinweis auf eine hohere Impulsivitit gewertet wird (Colorado et al., 2006).
Anhand der vorliegenden diskrepanten OF- und EPM-Ergebnisse des Angstlichkeits-
verhaltens bei gleichem Stressparadigma sollte daher auf eine abschlieBende Aussage zur
Angstlichkeit verzichtet werden. Durch gezielt gewihlte Versuchsanordnungen sollte hier
zukiinftlich die Frage verfolgt werden, ob der frithkindliche Stress im Tiermodell Degu eher

Zeichen erhdhter Impulsivitit, als Merkmale verminderter Angstlichkeit bedingt.

Die gesteigerte horizontale und vertikale Explorationsaktivitédt fithrte moglicherweise auch
zum tendenziell geringeren Korpergewicht der frithkindlich gestressten Tiere am PND 22
(Anhang A.2, Tabelle 20). Hierfiir konnte einerseits ein hoherer Energiebedarf aufgrund der
héheren motorischen Aktivitdt, aber potentiell auch eine trennungsstressbedingte
Verminderung der Nahrungsaufnahme durch die tiglich einstiindliche Trennungsphase von
den Eltern verantwortlich sein. Dieser Effekt war jedoch transient, da am PND 45 kein

Gewichtsunterschied zwischen den einzelnen experimentellen Gruppen mehr erkennbar war.

Stressinduzierte Verhaltensdnderungen des Degus (wie z.B. das hyperaktive Verhalten)
konnen durch eine verdnderte Sensibilitdt und Stressreaktivitit als Anpassung an die
wiederkehrenden stressvollen Erfahrungen erkldrt werden (Meaney, 2001). Fiir die
Ausprigung der Stressreaktivitdt sind dabei die Art und die Dauer der Stresseinwirkung
entscheidend. In der Literatur werden Langzeitisolationen (>1 h téglich), die meist zu einem

Anstieg, und Kurzzeitisolationen (3-20 min, z.T. auch als Handling bezeichnet), die eher zu
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einer Abnahme der Stressreaktivitit (Lehmann & Feldon, 2000) sowie zu geringerer
Angstlichkeit fiihren, unterschieden (Anisman et al., 1998; Caldji et al., 2000; Macri &
Waurbel, 2006).

Die Stresswirkung des in der vorliegenden Studie angewendeten Paradigmas belegen
endokrine Untersuchungen an akut isolierten Degus, die zeigen, dass es sowohl bei
mehrmals frithkindlich gestressten als auch bei vorher ungestresst aufgezogenen Degus zu
einem signifikanten Glukokortikoid-Anstieg im Blut kommt, wenn sie erneut (bzw.
erstmals) dem Trennungsstress ausgesetzt werden (Gruss et al., 2006). Als Besonderheit
beim Degu handelt es sich hierbei anders als bei Ratten nur zu einem geringen Anteil um
Cortikosteron, sondern vor allem um Cortisol (wie beim Menschen) (Kenagy et al., 1999).
Wihrend des akuten Trennungsstresses zeigten frithkindlich gestresste Deguminnchen dabei
tendenziell weniger ausgepriagte endokrine Reaktionen als die erstmals gestressten Tiere
(Gruss et al., 2006). Dies deckt sich mit Ergebnissen aus Rattenstudien, die signifikant
niedrigere Corticosteron-Konzentrationen mutterseparierter Ratten zeigten (Sanchez et al.,

1998).

Anhand dieser Wirkung des vorliegenden Stressparadigmas scheint es sich in der
vorliegenden Studie eher um die ,mildere Form*“ der Separation (siche oben,
Kurzzeitseparation) zu handeln, in der wahrscheinlich die Gewohnung an die wiederholte
Exposition in einen zuerst unbekannten, fremden Ort eher zu einer Verringerung der

Reaktivitit auf einen erneuten Stress fiihrt.

In Zusammenfassung dieser Befunde kann also gesagt werden, dass das angewendete
Stressparadigma zu Verhaltensverdnderungen fiihrt, die den Symptomen des ADHD &hneln
und fiir die, wie in der Einleitung beschrieben, vor allem eine motorische Hyperaktivitdt
und/oder verminderte Angstlichkeit (erhdhte Impulsivitit) kennzeichnend sind (Furman,
2005; Castellanos et al., 2006). Verdnderungen der Funktionalitidt des PFC sind dabei (wie
im Krankheitsbild ADHD) wahrscheinlich urséchlich beteiligt.

6.2 Frihkindliche Stresserfahrung fiihrt im Tiermodell Degu zu
geringerer metabolischer Aktivitit vor allem dopaminerg
innervierter Gehirngebiete

Um die Wirkung des frithkindlichen Stresses auf die metabolische Aktivitit des Gehirns

juveniler Degus zu untersuchen, wurden in der vorliegenden Studie funktionelle Imaging-

Experimente mit der 2-FDG-Methode durchgefiihrt (siche Kapitel 4). Wie schon beim Open

Field-Test (Kapitel 3.1.1), wurden auch beim 2-FDG-Experiment (Kapitel 4.1.2) Degus
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(hier vorher mit radioaktiver Glukose versetzt) einer ihnen unbekannten Umgebung in der
Testbox im Radionukleotidlabor ausgesetzt. Der Einfluss dieses akuten Stresses fiihrte bei
den frithkindlich gestressten Tieren mit Ausnahme der CAl und CA3-Region des
Hippocampus in allen untersuchten Gehirngebieten zu einer deutlich geringeren

metabolischen Hirnaktivitét als bei den Kontrolltieren (Kapitel 4.2.2.1).

Dieser Effekt wiederholter Stresserfahrungen ist bisher in der Literatur so nicht gezeigt
worden, da die wenigen Imaging-Studien an juvenilen oder adoleszenten Tieren nur akute
Stresseffekte an stressnaiven Tieren zeigen. 8-tdgige Degujungtiere wiesen beispielsweise
unter akutem Separationsstress eine Verminderung der metabolischen Aktivitdt limbischer
und nigrostriataler Gehirngebiete auf (Bock, unveroff.)). In PET-Scans an juvenilen
Rhesusaffen wurden zudem hemisphirenabhingige Verdnderungen der metabolischen
Aktivitdt nach Trennungsstresserfahrungen (Kurzzeitseparation des Jungtiers von der

Mutter) festgestellt (Rilling et al., 2001).

Da in der vorliegenden Studie eine Abnahme der metabolischen Aktivitit in fast allen
untersuchten Gehirngebieten nachgewiesen wurde, konnte vermutet werden, dass es sich
dabei nicht um einen regionenspezifischen, sondern eher um einen globalen Effekt handelt,
der z.B. durch die unterschiedlichen endokrinen Reaktionen vorher gestresster bzw.
ungestresster Tiere auf den akuten Separationsstress erkldrt werden konnte, da bei den
friithkindlich gestressten Tieren durch die wiederholte Trennung von den Eltern

moglicherweise eine Habituation an die anfinglich stressreiche Situation stattgefunden hat
(s.0.).

Bei genauerer Betrachtung der prozentualen Aktivitdtsunterschiede einzelner Gehirngebiete
zeigen frithkindlich gestresste Tiere jedoch vor allem in Gehirngebieten mit starker
dopaminerger Innervation reduzierte metabolische Gehirnaktivititen. Zu nennen wiren hier
prafrontale Gebiete, wie der ACd, IL, PL und OFC, mesolimbische Areale wie der Nacc und
das Striatum sowie Mittelhirngebiete, wie das VTA und die SN. Da die mit der 2-FDG-
Methode gemessene metabolische Aktivitit mit der synaptischen Aktivitit einer
Gehirnregion korrellierbar ist (vgl. Kapitel 4.1.1), ldsst dies vermuten, dass eine Reduktion
der synaptischen Aktivitit dieser dopaminergen bzw. dopaminerg innervierten Areale
(entweder zusitzlich zu den Anderungen des Stresssystems oder als primire Ursache) zu
den schwachen 2-FDG-Markierungen in den frithkindklich gestressten Tieren fiihrt. Die
Ursache dafiir konnten stressinduzierte Verdnderungen monoaminerger Systeme sein (wie

verdnderte TH-Faserdichten, verianderte DAT-Konzentrationen, verianderte
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Dopaminausschiittung etc.), die flir verschiedenste Tiermodelle, wie den Degu (Braun et al.,
2000), Ratten (Hall et al., 1999), Méuse (Ago et al., 2002), Gerbils (Lehmann et al., 2002;
Busche et al., 2004), Meerschweinchen (Harvey et al., 1994), Rhesusaffen (Kraemer et al.,
1984) und andere Spezies beschrieben sind und denen eine wichtige Rolle bei der
Adaptation des Gehirns an stressvolle Situationen beigemessen werden kann (Feenstra,

2000).

Auf eine entsprechende dopaminerge Unterfunktion beispielsweise des PFC und des Nacc
weisen auch Mikrodialysestudien am Degu hin, in denen friihkindlich gestresste Degus in
einer akuten Stresssituation (Separation des analysierten Tieres von den Geschwistertieren)

eine geringere DA-Freisetzung zeigen (Jezierski et al., 2007).

Es stellt sich nun die Frage, warum eine verringerte Aktivitit der Basalganglien
Auswirkungen auf das gezeigte hyperaktive Verhalten haben kann. Hierzu muss die
Funktion des Striatums innerhalb des motorischen Schaltkreises betrachtet werden (vgl.
Abb. 54). Dieser Schaltkreis teilt sich im Bereich der Basalganglien (Pallidum) in einen
direkten und einen indirekten Weg auf. Der direkte Weg verlduft vom PFC durch das
internale Segment des Globus pallidus zum Thalamus. Er wirkt bei Anregung striataler
Neurone durch den Cortex durch GABAerge Transmission disinhibierend auf die
hemmenden Neurone des Globus pallidus und damit im Endeffekt anregend auf thalamische
Verbindungen (Solanto, 2002). Der zweite, indirekte Weg projiziert hingegen iiber das
externale Segment des Globus Pallidus inhibitorisch zum subthalamischen Nucleus und
dann ebenfalls zum internalen Segment des Globus Pallidus, fiihrt damit aber zu einem
entgegengesetzten Effekt, einer Inhibition der vom Cortex ausgehenden Erregung (Solanto,
2002). Ungleichgewichte in diesen beiden Wegen fithren daher zu verschiedenen
Krankheitsbildern. Die Degeneration der dopaminergen Neurone der SN fiihrt durch den
Ausfall der direkten nigrostriatalen Projektion und die dadurch relative Uberaktivitit des
indirekten Weges zu hypokinetischen Syndromen, wie der Akinese (Bewegungsarmut) des
klinisch hdufigen Morbus Parkinson (Trepel, 1999). Verringerte Aktivitdt des indirekten
Weges fiihrt hingegen zu motorischer Uberaktivitit (z.B. bei der Chorea Huntington). Der
SN wird somit eine wesentliche Funktion fiir den Bewegungsantrieb bzw. die
Bewegungsinitiation zugeschrieben (Trepel, 1999) und durch seine Verbindung mit den
Basalganglien (Striatum, Globus pallidus, subthalamische Nuclei) werden unerwiinschte

motorische Muster inhibiert und erwiinschte Muster selektiert (Roth, 2001).
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Bei Storungen der Funktionalitdt des Striatums kommt es je nach Art der Dysfunktion
entweder zu motorischer Uberaktivitit (z.B. bei der Chorea Huntington) oder zu Akinese
(Bewegungsarmut beim Morbus Parkinson) (Trepel, 1999; Solanto, 2002). Auch die
motorische Uberaktivitit beim Krankheitsbild ADHD kann damit als eine Art
“Entgegengesetzter Morbus Parkinson™ erklart werden, bei der eine erhohte striatale
Aktivitit zu einer verringerten Aktivitdt des internen Pallidums fiihrt und damit motorische

Uberaktivitit auslost (Castellanos, 2001; Solanto, 2002).
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Abb. 54: Hypothese zu Verdnderungen des nigostriatalen Systems und motorischen Schaltkreises nach frithkindlicher
Elternseparation
(nach Trepel, 1999; Solanto, 2002, veréndert)

Doch was konnte dies alles nun mit dem angewendeten Stressparadigma zutun haben?

Der direkte Weg des motorischen Schaltkreises wird iiber D1-Rezeptoren, der indirekte Weg
hingegen iiber D2-Rezeptoren reguliert. In einer Studie an frithkindlich gestressten Ratten
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wurden erhdhte D1-Rezeptordichten, jedoch unverdnderte D2-Rezeptordichten im Striatum
von in den ersten 14 Lebenstagen dreistiindlich elternseparierten Ratten im Vergleich zu
ungestressten Kontrollen nachgewiesen (Brake et al., 2004). Eine derartige Verschiebung
des Verhiéltnisses der D1 und D2 Rezeptoren zugunsten der D1 Rezeptoren wiirde nun zu
einer verstarkten Aktivitdt des direkten Weges und damit schlussendlich zu einer Erh6hung
der motorischen Aktivitdt fiihren. Diese Annahme wird dadurch gestiitzt, dass die Ratten,
die in der oben zitierten Studie von Brake et al., 2004 die verdnderten striatalen D1-
Rezeptordichten zeigten, auch hyperaktives Verhalten aufwiesen (Brake et al., 2004). Trotz
einer scheinbar vergleichbaren Reduktion der Aktivitdt des Striatums, fiihrt frithkindlicher
Stress damit anders als beim Parkinson-Syndrom, bei dem eine erhohte Aktivierung der D2-
Rezeptoren zu einer Dominanz des indirekten Weges und daher eher zu motorischer
Inaktivitit fiihrt (Wichmann & DeLong, 1996), bei friihkindlich gestressten Tieren zu einer
Erhohung der motorischen Aktivitit. Diese Hypothese sollte in zukiinftigen Untersuchungen
am Tiermodell Degu durch die Analyse der striatalen D1-Rezeptordichten in Abhéngigkeit

frithkindlicher Stresseinwirkungen iiberpriift werden.

Die im vorliegenden 2-FDG-Experiment gezeigten, durch wiederholten postnatalen
Trennungsstress induzierten, verringerten Aktivitdten dopaminerg innervierter Gebiete,
sollten sich auch auf andere Regelkreise, wie z.B. den mesocorticolimbischen Schaltkreis
auswirken, fiir den im Folgenden ebenfalls eine Hypothese zu dessen Veranderung durch die
stressinduzierten metabolischen Aktivitidt der einzelnen Gehirngebiete aufgestellt werden
soll. Von Bedeutung sind hier vor allem die verringerten Aktivititen des Mittelhirns (hier
vor allem des ventralen tegmentalen Areals) und die dadurch potentiell verringerte
Ausschiittung von Transmittern in den Basalganglien (Trepel, 1999; Solanto, 2002). Der mit
der potentiellen Verringerung der synaptischen Aktivitit reduzierte metabolische Bedarf
dieser Regionen ist in den Basalganglien friihkindlich gestresster Tiere der vorliegenden
Studie gezeigt. Durch die verringerte Nacc -Aktivitdt sollte innerhalb des
mesocorticolimbischen Schaltkreises das ventrale Pallidum weniger inhibiert werden. Damit
hemmt das nun aktivere Pallidum stirker den mediodorsalen Thalamus, der auch in der
vorliegenden Studie geringere metabolische Aktivitit zeigt und dessen Efferenzen in den
PFC dadurch weniger aktiv sind (Trepel, 1999; Solanto, 2002). Dies konnte die
beschriebenen Aufmerksamkeitsdefizite ausldsen (s.0.). Modulatorischen Einfluss auf dieses
System nehmen dabei weitere limbische Areale, wie die Amygdala oder die

Mammillarkorper, die ebenfalls reduzierte metabolische Aktivititen zeigen.
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Zusammenfassend kann damit gesagt werden, dass die Elternseparation zu einer

verringerten Aktivitdt des limbischen Systems nach Papez fiihrt (Papez, 1937, vgl. Abb. 55).
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Abb. 55: Hypothese zu Verdanderungen des mesocorticolimbischen Schaltkreises nach friihkindlicher Elternseparation
griin: Papez-Kreis, blau: erweiterte limbische Schleife
(nach Trepel, 1999; Kandel et al., 2000, verdndert)

Mit der 2-FDG-Technik kann z.B. aufgrund der fehlenden zelluldren Auflésung im Rahmen
der vorliegenden Studie nicht geklart werden, welche Faktoren oder deren Kombination zur
erniedrigten metabolischen Aktivitdt der verschiedenen Gehirnbereiche friithkindlich

gestresster Tiere beitragen bzw. diese verursachen.

Unabhéngig davon steht die mit der 2-FDG-Methode ermittelte, durch frithkindlichen
Stresses  verursachte  Verringerung der metabolischen Gehirnaktivitdit in den
Schliisselarealen der oben dargestellten mesocorticolimbischen und motorischen
(hypothetischen)  Schaltkreise, wie z.B. der erniedrigten Prifrontalcortex- und
Striatumsaktivitdt, jedoch in gutem Einklang zu fMRI- und PET-Studien an Kindern und
Jugendlichen mit ADHD. So wurde in klinischen Studien an ADHD-Patienten sowohl eine

verspitete funktionelle Ausreifung (Durston et al., 2003) als auch eine vergleichbare
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verminderte Funktion (Bush et al., 1999; Rubia et al., 1999; Durston, 2003, Zametkin et al.,
1990; Tamm et al., 2004, sieche Einleitung) prifrontaler Hirngebiete nachgewiesen. Diese
Verdnderungen sind wie in unserem Tiermodell mit Verdnderungen der
Aufmerksamkeitsfahigkeit verbunden. Im Vergleich zu gesunden Kontrollen zeigten
Patienten mit ADHD z.B. deutlich niedrigere Aktivierungen im ACd bei Tests der
“Response inhibition” (Reaktionsvermeidung), welche als ursdchlich fiir die negativen
Ergebnisse von ADHD-Patienten bei Aufgaben mit schnellen Reaktionsmuster- und
Aufgabenwechseln, die erhohte differenzierte Aufmerksamkeit erfordern, angesehen werden
(Tamm et al., 2004). Auch Verdnderungen striataler Aktivitdt findet sich im Tiermodell
Degu und bei ADHD-Patienten, da reduzierte striatale Aktivitdt in mehreren Studien an
ADHD-Patienten unter Basiskonditionen oder wihrend der Losung von Aufgaben (Go-
NoGo-Task, Stop-Task) gefunden wurde (Lou et al., 1984; Lou et al., 1989; Vaidya et al.,
1998; Rubia et al., 1999). Zusitzlich wurden strukturelle Verdnderungen (erniedrigte
GroBen des Striatums und des PFC) festgestellt (Seidman et al., 2005).

In einem verhaltensbasierten Tiermodell des ADHD-Syndroms wurde zudem gezeigt, dass
bei Tieren mit Verhaltensdefiziten im 5-CSRT-Test, also ebenso mit verringerter
Aufmerksamkeitsfahigkeit, eine reduzierte 2-FDG-Aufnahme in prefrontalen und cingulidren
Cortexarealen festzustellen ist (Barbelivien et al., 2001). In dieser Studie wurde allerdings
eine Tierkohorte mit guten Verhaltensergebnissen mit einer Tierkohorte mit schlechten
Ergebnissen aus der gleichen Tierzucht und gleichen Haltungsbedingungen verglichen,
womit die Ursache dieser Verhaltensunterschiede auf die individuelle Tiervarianz innerhalb

des genetischen Pools dieser genutzten Tierzucht zuriickzufiihren ist.

In der vorliegenden Dissertation wurde das Verhalten der Degus hingegen gezielt durch die
verdanderte  frilhkindliche Umwelt manipuliert. Die funktionell —metabolischen
Verdnderungen sind daher wie die damit verbundenen Verhaltensunterschiede der Degus auf
diesen frithkindlichen Stress zuriickzufiihren. Es ist daher zu vermuten, dass auch ecine
negative friihkindliche Umwelt zu derartigen funktionell metabolischen Effekten fiihren
kann. Das Tiermodell Degu ist damit geeignet, diesen Einfluss negativer frithkindlicher
Umwelteinwirkungen auf den sich entwickelnden Organismus auf funkionell metabolischer

Ebene zu untersuchen.
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6.3 Akute Methylphenidatbehandlung im Tiermodell Degu

Wie bereits im Einleitungsteil (Kapitel 1.6.1) beschrieben, fiihrt Methylphenidat (MP,
Ritalin®), eines der am hiufigsten benutzten Medikamente zur Behandlung von ADHD, u.a.
durch eine effektive Blockade des Dopamintransporters zu einer Besserung der
Verhaltenssymptome des ADHD-Syndroms (Kuczenski & Segal, 1997). Die Ahnlichkeit
der durch frithkindlichen Stress hervorgerufenen Anderungen des Verhaltens sowie der
verringerten metabolischen Gehirnaktivitdt juveniler frithkindlich gestresster Degus mit den
Symptomen des ADHD-Syndroms, fiihrte zu der Frage, ob eine Behandlung der
verhaltensauffalligen, frithkindlich gestressten Degus mit MP zu einer Normalisierung des
Verhaltens und der Hirnaktivitdt fiihrt. Da ein noch nicht ausgereiftes, kindliches bzw.
jugendliches Gehirn anders als ein erwachsenes Gehirn auf eine derartige
Medikamentenbehandlung reagiert (Spear & Brake, 1983; Laviola et al., 1995; Andersen et
al., 2002), war eines der Hauptziele dieser Studie, zu kldren, welche Effekte die MP-
Behandlung in den Jungtieren auslost. Zur Klirung dieser Fragestellungen wurden
frithkindlich gestresste Degus sowie ungestresste Kontrolltiere am PND 22, d.h. im direkten
Anschluss an die Stresssphase, mit einer akuten MP-Injektion behandelt und anschlieend

das Verhalten im OF-Test sowie die metabolische Gehirnaktivitit untersucht.

6.3.1 Eine akute Behandlung ungestresster Tiere fiihrt zu dosisabhingiger
Erhohung sowohl der motorischen Aktivitiit als auch der metabolischen
Aktivitat prifrontaler Gehirngebiete

Bei ungestressten Tieren filihrte eine akute Injektion von 1 bzw. 5mg/kg MP zu einem
dosisabhédngigen Anstieg der Lauf- und Zentrumsaktivitit im Vergleich zu den
salinebehandelten Tieren. Auch bei anderen Verhaltensparametern, wie der vertikalen
Exploration zeigten sich von den Aufzuchtbedingungen unabhéngige, dosisabhédngige
Effekte der akuten MP-Behandlung. Im normalen (Abb. 17) und modifizierten (Abb. 19) OF
wurden z.B. bei beiden mit Smg/kg MP behandelten Gruppen signifikant weniger vertikale
Explorationsbewegungen als in den mit Img/kg MP behandelten Gruppen festgestellt. Dies
kann als deutliches Zeichen einer Uberdosierung gedeutet werten, da die Behandlung mit 5
mg/kg MP zu ungerichteter motorischer (Lauf-) Aktivitdt fiihrt (siche oben), gerichtete
Bewegungen wie das Aufrichten am OF-Rand zur Orientierung jedoch nicht mehr im
vergleichbaren Mal3e vollzogen werden konnen. Ein signifikanter Effekt der akuten MP-
Behandlung auf das Putzverhalten, die Defékationsrate oder die Anzahl der Vokalisationen

war hingegen nicht erkennbar.
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Trotz einer dosisabhidngigen Erhohung der metabolischen Aktivitdt des ACd infolge der
MP-akuten Injektion in 2-FDG-Versuch (ausgehend vom normalen préfrontalen
Aktivititslevel der Kontrolltiere) zeigen die im modifizierten OF getesteten, ungestressten
Tiere eine tendenziell entgegengesetzte Entwicklung der Laufstrecke und Aufenthaltsdauer
im Tonquadrant des OF. Hierbei kann angemerkt werden, dass zu hohe Dopaminlevel
ebenfalls zu einer Reduktion prifrontaler Funktionalitit fithren konnen (Murphy et al.,
1996). Es muss also beachtet werden, dass beide, zu niedrige (s.0.) und zu hohe DA-
Konzentrationen zu schlechterer Verhaltensperformance fithren kdnnen. Dass mit Smg/kg
MP behandelte Tiere signifikant hdufiger in den Tonquadranten -eintraten als
salinebehandelte Tiere, ist dabei als ein zusitzlicher, von den Aufzuchtbedingungen
unabhingiger Effekt der MP-Behandlung im modifizierten OF, anzusehen. Da sich mit die
5Smg/kg MP behandelten Tiere aber insgesamt nicht ldnger im Tonquadrant authielten als
Saline- oder mit Img/kg MP behandelte Tiere und dort auch nicht mehr Wegstrecke
zuriicklegten, zeigt sich in diesen Daten vor allem die Anderung des Aktivititsmusters hin
zum OF-Zentrum (Tendenz zu stereotyper Zirkulation im OF-Zentrum, vgl. auch Abb.

18B,C).

Die Untersuchungen der metabolischen Gehirnaktivitdt der Kontrolltiere ergaben eine
dosisabhingige Erhohung der Aktivitdit vor allem der dopaminerg innervierten
Gehirngebiete, wie z.B. des Striatums. Im Préfrontalcortex trat der dosisabhingige Anstieg
der metabolischen Aktivitdt jedoch interessanterweise nur im ACd auf. Der IL und PL
zeigten trotz ihrer dopaminergen Inervation (Braun et al., 2000; Poeggel et al., 2003b) keine
signifikanten Effekte der MP-Behandlung. Der Anstieg der metabolischen Aktivitdt in der
Kontrollregion somatosensorischer Cortex kann mit den erhdhten sensorischen Eingéingen
durch die gestiegene motorische Aktivitit unter der Wirkung von MP erklirt werden. Der
auditorische Cortex als zweite Kontrolregion zeigte hingegen keine signifikanten
Anderungen, was durch die unverinderte Lautumgebung (gleicher Testraum, keine

signifikanten Anderungen der Vokalisationsrate der Geschwistertiere) plausibel scheint.

In klinischen Studien wurde nachgewiesen, dass MP die hochsten DAT-Bindungsraten im
Striatum zeigt (Volkow et al., 2002, Jucaite et al., 2005), also in dem Gehirngebiet, das auch
die Schliisselfunktion in der Steuerung der motorischen Aktivitét ausiibt. Es wiesen jedoch
auch andere Gebiete des dopaminergen Systems, wie z.B. der VTA nach akuter Behandlung
mit MP eine gesteigerte metabolische Aktivitit auf. Auch der ACd, der durch die
Innervationen des mesocorticolimbischen Systems eng an die VTA-Aktivitit gekoppelt ist

(Onn & Wang, 2005), zeigte einen entsprechend ausgerichteten Aktivitdtsanstieg.
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Die im vorangegangenen Kapitel beschriebene Hypothese der Verdnderungen des
motorischen Schaltkreises ldsst sich auch auf die MP-Wirkung in den Kontrolltieren
anwenden. Die Basalganglien sollten aufgrund der akuten MP-Behandlung hohere
Transmitterausschiittungen an den efferenten Fasern der aktivierten Mittelhirngebiete
erhalten. Dies fiihrt zu einem erhohten dopaminergen Basaltonus im Striatum, der nun durch
die MP-Wirkung (Bindung des DAT) dosisabhidngig weiter verstirkt wird. Die damit
verbundene erhdhte Bindung prisynaptischer striataler Autorezeptoren kann dieser stark
erhohten extrazelluldren DA-Konzentration jedoch nicht mehr ausreichend entgegenwirken,
so dass es insgesamt zu einer Steigerung der synaptischen Aktivitét striataler Neurone unter
der akuten Wirkung von MP kommt. So wie bei Parkinson-Patienten eine zu geringe
Aktivitit des Striatums zu einer Uberaktivitit des indirekten Weges fiihrt (Wichmann &
DeLong, 1996; Trepel, 1999; Kandel et al., 2000), konnte die MP-induzierte erhohte
striatale Aktivitdit damit zu einer Art “entgegengesetztem Morbus Parkinson® (Solanto,
2002), d.h. einer Unteraktivitit des indirekten Weges fiihren. Durch die verstirkte
Hemmung des internalen Segments des Pallidums und der damit fehlenden Hemmung des

Thalamus konnte dies zu der im OF gezeigten erhdhten motorischen Aktivitdt fithren.

6.3.2 Eine akute Behandlung frithkindlich gestresster Tiere mit 1mg/kg
Methylphenidat fiihrt zu einer Verminderung der Hyperaktivitit und
einer Erhohung der metabolischen Aktivitiit prifrontaler Gehirngebiete

Bei den friihkindlich gestressten Degus zeigt sich hingegen ein anderes Bild: Eine
Behandlung dieser Tiere mit einer akuten Dosis von 1 mg/kg MP fiihrt im Standard-OF zu
einer sigifikanten und im modifizierten OF zu einer tendenziellen Verminderung der
Laufaktivitdt im Vergleich zu den salinebehandelten friihkindlich gestressten Kontrolltieren.
Eine Behandlung mit 5 mg/kg MP fiihrt hingegen zu einem Anstieg der Laufaktivitit im
Vergleich zu den salinebehandelten Tieren und damit zu einem entgegengesetzten Effekt als
bei MPIl-behandelten Tieren. Dieses Ergebnis steht damit im Gegensatz zu
pharmakologischen Studien, die an Standardlabortieren durchgefiihrt wurden, die eine
derartige dosisabhidngige Verminderung der Hyperaktivitit infolge einer MP-Behandlung
nicht zeigen konnten (Gaytan et al., 1997; Amini et al., 2004). Nach einer Behandlung mit
1 mg/kg MP wurde im modifizierten OF zudem eine tendenzielle Verbesserung der
Aufmerksamkeit/Reaktivitit frithkindlich gestresster Tiere gegeniiber dem eingespielten
Geschwisterton nachgewiesen. Die schlechtere Performance beim Test der Aufmerksamkeit

beider Aufzuchtgruppen nach 5 mg/kg MP im modifizierten OF kann durch potentielle
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Uberdosierungseffekten (s.0.) oder durch die stark reduzierte Verarbeitung akustischer

Reize nach hohen MP-Dosen erklirt werden (Yang et al., 2006).

Beim Parameter vertikale Exploration waren nur von den Aufzuchtbedingungen
unabhéngige, dosisabhidngige Effekte der akuten MP-Behandlung erkennbar. Friihkindlich
gestresste Tiere zeigten hingegen unabhédngig von der pharmakologischen Behandlung

vermehrtes Putzverhalten und hohere Defdkationsraten.

Zwischen den frithkindlich gestressten und ungestressten Gruppen ergaben sich auch auf der
Untersuchungsebene der metabolischen Gehirnaktivitidt unterschiedliche dosisabhingige
MP-Effekte. In der vorliegenden Studie fiihrt eine Behandlung der friihkindlich gestressten
Tiere mit 1 mg/kg MP in priafrontalen Gehirnbereichen, wie dem ACd, IL und PL zu einer
signifikanten Erhohung der metabolischen Gehirnaktivitdt auf das Aktivititsniveau der
salinebehandelten Kontrolltiere. Im PL und IL reagierten die frithkindlich gestressten Tiere
damit anders auf die 1mg/kg MP-Injektion als die Kontrolltiere, denn bei letzeren fehlte ein
entsprechender Aktivititsanstieg (sieche 6.3.1). Die stirkste Angleichung erfolgte dabei im
IL, einem Gehirnbereich, der fiir eine stress-spezifische Regulation bekannt und vor allem

an der Regulation von Angstverhalten beteiligt ist (Inoue et al., 1996; Balaban, 2002).

Eine Behandlung friihkindlich gestresster Tiere mit 5 mg/kg MP fiihrte im Gegensatz zu der
1 mg/kg-Dosis zu keinem Anstieg der metabolischen Aktivitdt dieser Gehirnregionen. Im
OFC konnten hingegen derartige aufzuchtsspezifische Aktivitdtsinderungen nicht
festgestellt werden, denn akut 1 und 5 mg/kg MP injizierte Tiere zeigten unabhingig von

der Aufzuchtsform eine hohere metabolische Gehirnaktivitat als SAL-behandelte Tiere.

Im Striatum und SSC zeigten sich interessanterweise bei den friihkindlich gestressten
Gruppen tiberhaupt keine signifikanten Gruppenunterschiede. Die Mittelhirnareale VTA und
SN wiesen hingegen einen vergleichbaren Anstieg der metabolischen Gehirnaktivitdt bei
einer Behandlung mit MP1 und MP5 auf. Alle anderen Gehirngebiete konnten aufgrund
fehlender Interaktionen der Faktoren AUFZUCHT und PHARM nur unabhingig von der
Aufzuchtform betrachtet werden. Hier zeigen Bereiche des Hippocampus (DG, CA3) einen
signifikanten Anstieg der metabolischen Aktivitdt nach 1 mg/kg MP, sowie Bereiche der
Amygdala (BLA), des Thalamus (MD) sowie das Mediale Geniculatum einen Anstieg nach
1 und 5 mg/kg MP.

In den dopaminergen Ursprungsgebieten VTA und SN wurde in den friihkindlich
gestressten Tieren ein dosisabhéngiger Anstieg der metabolischen Aktivitdt nachgewiesen.

Eine moderate Erhohung der Aktivitidt dieser Gebiete miisste auf Grundlage der oben
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beschriebenen neuronalen Kreisldufe wie bei den Kontrolltieren zu einer gesteigerten
Aktivitdit des ,indirekten Weges* des nigrostriatalen Schaltkreises im Bereich der
Basalganglien fiihren. Theoretisch miisste sich dies in einer erhdhten Aktivitét des Striatums
im 2-FDG-Experiment niederschlagen, die jedoch nur tendenziell vorhanden ist. Hierfiir
konnten jedoch, durch die gesteigerte PFC-Aktivitit verstirkte, hemmende
Feedbackmechanismen des PFC auf die Basalganglien verantwortlich sein (Taber & Fibiger,

1995).

Zu betonen ist an dieser Stelle jedenfalls, dass sowohl die metabolische Aktivitdt der
Priafrontalcortexbereiche, als auch (tendentiell) die Performance der frithkindlich
elternseparierten Tiere im Aufmerksamkeitstest (modifiziertes OF) durch eine Behandlung
mit 1 mg/kg MP erhoht wird, was in der Literatur z.B. durch eine Verbesserung der
Filterung von Signalen (Minderung von Hintergrund-oder Storsignalen im Vergleich zur
Starke der Haupttransmission) bei erhdhter priafrontaler Aktivitdt erklart wird (Volkow et
al., 2001). In ADHD-Patienten fiihrt dies zu einer aufgabenspezifischen Erhéhung der
Aufmerksamkeit und einer Verminderung der Ablenkbarkeit (Volkow et al., 2001). Dieser
Effekt wurde auch in fMRI-Studien an ADHD-Patienten, bei denen eine MP-Behandlung
eine Erhohung der metabolischen Aktivitit der Préfrontalcortexbereiche bzw. der
Performance in prafrontalcortexspezifischen Verhaltenstests von ADHD-Patienten bewirkte,
nachgewiesen (Vaidya et al., 1998; Brodeur & Pond, 2001). Eine MP-induzierte
Verbesserung der selektiven Aufmerksamkeit bei niedrigen MP-Dosen wurde in
Rattenstudien in dem speziell fiir die Analyse dieses Parameters entwickelten ,,Five-choice
serial reaction time task® (5-CSRTT, siehe 6.2) beschrieben. Hier wurden Ratten mit
schlechten Ergebnissen im 5-CSRTT-Test ausgewéhlt und ihr Verhalten vor und nach einer
MP-Gabe mit der von Standardtieren mit besserer 5-CSRTT-Performance verglichen. Eine
Verbesserung der Testergebnisse zeigte sich nur in der Gruppe mit der vorher schlechteren
5-CSRTT-Performance. In Studien, in der impulsive und weniger impulsive Ratten einander
gegeniibergestellt wurden, bewirkte eine MP-Behandlung eine Verminderung des
impulsiven Verhaltens der impulsiveren Gruppe (Adriani & Laviola, 2004). In anderen
Studien wurden zusitzlich dosisabhingige Effekte (umgedrehtes ,,U”, d.h. mit verbesserter
Performance bei niedrigen MP-Dosen und erhohter Fehlerrate bei hoheren MP-Dosen im
,Delayed-Alternation-Task*) festgestellt (Arnsten & Dudley, 2005). Bei den genannten
Studien zeigte sich ein postiver Effekt der MP-Behandlung also nur in den vorher
,verhaltensauffilligen Gruppen (schlechtes 5-CSRTT-Ergebnis, hohere Impulsivitit,
Hyperaktivitdt in der vorliegenden Elternseparationsstudie). Die Ergebnisse dieser Studien
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sowie die unter 6.3.1 beschiebenen Effekte der MP-Behandlung in den Kontrollgruppen
zeigt deutlich, dass eine Untersuchung zu Effekten einer MP-Behandlung auf derartige

Parameter in Standardlabortieren weniger sinnvoll ist.

Auch bei der allgemeinen Diskussion der zu verwendenden MP-Dosis muss die
,»Vorgeschichte® des Tieres beachtet werden. Zum Zeitpunkt der Planung der vorliegenden
Studie waren MP-Konzentrationen um 5 mg/kg MP in tierexperimentellen Studien
allgemein als vergleichbar zu klinischen Studien angesehen, da pharmakologische Effekte in
Tierstudien aufgrund des hoheren Stoffumsatzes vieler Tierarten hdufig hohere
Konzentrationen der pharmakologischen Substanz benétigen (Gerasimov et al., 2000; Yang
et al.,, 2003). Jedoch héuften sich in letzter Zeit die Literaturhinweise, dass auch in
Tierstudien weitaus niedrigere MP-Dosen als 5 mg/kg MP angewandt werden sollten, da
bereits die orale Gabe von 2 mg/kg MP sowie intraperitoneale Dosen von 0.25-1 mg/kg zu
klinisch relevanten Blutplasmaleveln und zu einer Erhdhung der PFC-gebundenen
Aufmerksamkeit flihrt, hingegen bereits 1 mg/kg MP eine zusitzliche Erhéhung der
motorischen Aktivitit auslost (Berridge et al., 2006). Allerdings wurden in der genannten
Studie normale Standardratten benutzt, die somit bei den Haltungsbedingungen der
Kontrollgruppe der vorliegenden Studie dhnelt. In der vorliegenden Studie wurde in dieser
Gruppe der Effekt der erhohten motorischen Aktivitit nachgewiesen, hingegen war bei den
friithkindlich gestressten Tieren gerade diese MP-Dosis pharmakologisch wirksam
(Reduktion der Laufaktivitidt). Es muss bei der Diskussion um das Erreichen positiver
pharmakologischer Effekte also nicht nur die einzusetzende pharmakologische Dosis,
sondern auch die ,Performance* der Versuchstiere, d.h. Verwendung von
»verhaltensauffilligen Gruppen (schlechtes 5-CSRTT-Ergebnis, hoéhere Impulsivitit,

Hyperaktivitét, siche oben) diskutiert werden.

Zusammenfassend kann damit gesagt werden, dass die vorliegende Studie die durch den
frithkindlichen Trennungsstress induzierten regionsabhidngigen Verdnderungen der 2-FDG-
Aktivitit und die begleitenden, an das ADHD-Syndom erinnernde Anderungen des
Verhaltens (Hyperaktivitit, verminderte Aufmerksamkeit) teilweise durch eine Behandlung

mit 1 mg/kg MP normalisiert werden kdnnen.

6.4 Chronische Methylphenidatbehandlung im Tiermodell Degu

Neben der eben beschriebenen Analyse der Akutwirkung des dopaminergen Pharmakons
Methylphenidat sollte nun weiterhin geklart werden, welche Effekte eine chronische MP-

Behandlung wihrend der Préapubertit auf das Verhalten friithkindlich gestresster und
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ungestresster Degus hat und ob es Unterschiede zur Akutwirkung am PND 22 gibt.
Aufgrund finanzieller Einschrankungen war ein funktionelles Imaging bei 45-tdgigen Degus
nicht moglich, da die sehr teure, in der 2-FDG-Methode angewendete, radioaktive Substanz
gewichtsbezogen verabreicht wird und bei den, im Vergleich zu den untersuchten juvenilen

Degus doppelt so schweren, adoleszenten Tieren sehr hohe 2-FDG-Dosen erfordert hitte.

An Tieren dieses Alters wurden jedoch histologische Untersuchungen durchgefiihrt. Die
angewandte Golgi-Cox Methode diente dabei zur Abschédtzung von Verdnderungen der
synaptischen Vernetzung der untersuchten Gehirngebiete und sollte die Arbeitshypothese
tiberpriifen, dass die in den Verhaltensuntersuchungen der vorliegenden Dissertation und in
Braun et al., 2003 im Tiermodell Degu festgestellte Verringerung der Aufmerksamkeit
gegeniiber emotional positiven Stimuli (artspezifischen Vokalisationen), moglicherweise auf
strukturelle Verdnderungen des Préfrontalcortex, zuriickzufiihren ist. Wie im Einleitungsteil
ausfiihrlich dargelegt, wurde der ACd aufgrund seiner Bedeutung bei der Steuerung von
Aufmerksamkeit und exekutiven Funktionen (Devinsky et al., 1995; Casey et al., 1997;
Carter et al., 1999) sowie der verdnderten metabolischen Aktivitidt des ACd beim klinischen
ADHD (Bush et al.,, 1999; Rubia et al., 1999; Durston, 2003) und im vorliegenden
Tiermodell (vgl. Kapitel 4.2.2.2) als Untersuchungsgebiet fiir eine genauere morphologische

Analyse von Pyramidenzellen dieses Gehirngebietes ausgewahlt.

6.4.1 Chronische Methylphenidatbehandlung fiihrt zu einer dosisabhéingigen
Erhohung der dendritischen Linge und Komplexitiat sowie bei
gestressten Tieren zu einer Normalisierung der Spinedichte apikaler
Dendriten

Die durchgefiihrte Analyse der dendritischen Morphologie der Pyramidenzellen der Schicht
II/III des ACd von frithkindlich gestressten und ungestressen Degus mittels Golgi-Cox-
Férbung ergab, dass eine chronische MP-Behandlung unabhéngig von der Aufzuchtsform zu
langeren und komplexeren Dendriten flihrt (vgl. Kapitel 5.6.1). Die Analysen der
Spinefrequenz der Pyramidenzellen der Schicht II/IIl des ACd =zeigten hingegen
unterschiedliche Wirkungen des friihkindlichen Stresses und der anschlieenden
chronischen MP-Behandlung auf die Spinefrequenzen der untersuchten Neurone (vgl.
Kapitel 5.6.3). Innerhalb der salinebehandelten Kontrollgruppen fiihrte frithkindlicher Stress
zu einer Erhohung der Spinefrequenzen apikaler und basaler Dendriten. Wurden
frithkindlich gestresste und ungestresst aufgewachsene Tiere jedoch zwischen PND 22 und
45 mit MP behandelt, zeigte sich ein anderer Effekt, da friihkindlich gestresste, mit 1 mg/kg

MP behandelte Tiere signifikant geringere apikale Spinefrequenzen aufwiesen, als
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frilhkindlich gestresste, mit Saline behandelte Tiere. Die elternseparationstress-induzierte
Erhohung der Spinefrequenz konnte also durch eine chronische Behandlung mit 1 mg/kg
MP von PND 22-45 | normalisiert werden. Hingegen zeigten sich zwischen saline- und
MP1-behandelten Kontrolltieren keine signifikanten Unterschiede. Eine Behandlung mit
5 mg/kg MP fiihrte in Kontrolltieren zum entgegengesetzten Effekt, d.h. einer Erh6hung der
Spinefrequenz. Es kann daher eine kombinierte Wirkung aus friihkindlicher Stresserfahrung
und der chronischen MP-Wirkung angenommen werden. Eine Wirkung des
Injektionsstresses per se ist hingegen ausgeschlossen, da alle experimentellen Gruppen

taglich injiziert und damit vergleichbar behandelt wurden.

Interessanterweise fiihrte in der vorliegenden Studie die niedrigere MP-Konzentration
(1 mg/kg MP) zu liangeren und komplexeren Dendriten als die hohere MP-Dosis (5 mg/kg
MP). Unter der Annahme einer Korrelation der Stirke der dopaminergen Stimulation mit
der induzierten Verldngerung der Dendriten scheint die tdgliche MP-Applikation demnach
vor allem bei einer Dosis von 1mg/kg MP zu einer Erh6hung der dopaminergen Afferenzen
des ACd gefiihrt zu haben. Da eine derartige dosisabhédngige umgekehrt u-formige Aktivitét
préifrontaler Gebiete in der vorliegenden Studie bereits bei der 2-FDG-Untersuchung
frithkindlich gestresster akut MP-behandelter Tiere beschrieben wurde, kann angenommen
werden, dass die MP-induzierte Aktivierung der préfrontalen Bereiche des
mesocorticolimbischen Systems (vgl. 6.3.2) iiber den Zeitraum der chronischen MP-
Behandlung zu der eben beschriebenen Dendritenverlingerung fiihrte. Das Ergebnis der
durch die MP-Behandlung induzierten Verldngerung der Dendriten ist damit vergleichbar
mit Studien an Ratten, die zeigten, dass die chronische Behandlung mit dopaminergen
Stimulanzien (hier Kokain und Amphetamin) verldngerte und stirker verzweigte Dendriten
in adulten und juvenilen Ratten induziert (Robinson & Kolb, 1999; Diaz-Heijtz et al., 2003;
Crombag et al., 2005).

Die in der vorliegenden Studie durchgefiihrte differenzierte rdumliche Betrachtung der
Shollanalyse der Schnittpunkte mit den Einzelshollsphéren (vgl.

Abb. 51) verdeutlichte zudem, dass die chronische Behandlung mit 1 mg/kg (aber nicht 5
mg/kg) MP in frihkindlich gestressten und ungestresstenTieren zu einer Erhohung der
Komplexitdt vor allem in den proximalen Apikaldendritenabschnitten fiihrt. In den
distaleren Apikaldendritenabschnitten ergeben sich hingegen keine signifikanten
Gruppenunterschiede. In den Basaldendriten zeigt sich in proximalen und distalen
Dendritenabschnitten eine Tendenz (Signifikanz bei 90 um) zur erhohten Komplexitit nach

einer Behandlung mit 1 mg/kg MP. Es kann daher angenommen werden, dass vor allem die
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in der frithen Phase der Neuronenentwicklung ausgebildeten, proximalen Verzweigungen
(untere Verzeigungsordnungen) besonders vulnerabel auf die potentiell erhohte synaptische

Aktivitdt reagieren.

Neben der eben beschriecbenen Analyse der Trennungsstress- und MP-induzierten
Verdanderungen der Dendritenlinge und —komplexitit wurden in der vorliegenden
Untersuchung auch Analysen der Spinefrequenz der Pyramidenzellen der Schicht II/III des
ACd durchgefiihrt (vgl. Kapitel 5.6.3). Schon in friiheren Degustudien, jedoch unter
Verwendung eines leicht verdnderten Stressparadigmas wurden bereits an 21-tégigen Degus
signifikant erhdhte Spinefrequenzen nach frithkindlichem wiederholten Trennungsstress
gezeigt (Poeggel et al., 2003a). Dieser stressinduzierte Effekt bleibt bis zum Zeitraum der
Adoleszenz (PND 45) nachweisbar (Helmeke et al., 2001a; Helmeke et al., 2001b), auch
eine tigliche Behandlung mit Saline von PND 22 und 45 fiihrt zu keiner Anderung dieser
Tendenz (vorliegende Dissertation). Dieses Ergebnis scheint auf den ersten Blick
Literaturangaben zu widersprechen, die eine Verringerung von Spinedichten nach
Stresserfahrungen beschreiben (Radley et al., 2006). Doch wie schon beim stressinduzierten
Glukokortikoid-Anstieg diskutiert (vgl. 6.1), scheint auch bei der Induktion von
Spinefrequenzverdnderungen die Stirke und Art der Stresserfahrung entscheidend zu sein.
Es wurde im Kapitel 6.1 bereits auf den entgegengesetzten Effekt verschiedener Lingen
(und damit unterschiedlicher Intensitit) des frithkindlichen Trennungsstresses auf die
Stressreaktion bei wiederholten Stresserfahrungen hingewiesen. So scheint es auch bei den
Effekten des Stresses auf die Spinefrequenz zu unterschiedlichen Effekten in Abhéngigkeit
der Stressform- und Intensitit zu kommen. Der vergleichsweise kurze Stress einer
einstiindigen Separation konnte daher zu dhnlichen Effekten fiihren, wie die Haltung von
Versuchstieren unter “enriched environment”-Bedingungen (in groBeren Kéfigen mit
zusétzlichen Rohren, Spielzeug, Klettermaterial zur Exploration etc.). Bei Tieren, die unter
diesen Bedingungen gehalten wurden, konnten dhnlich wie in der vorliegenden Studie im
Vergleich zu in Standardkéfigen gehaltenen Tieren Steigerungen der Spinefrequenzen in
verschiedenen Gehirngebiete nachgewiesen werden (Kolb et al., 2003, Markham &
Greenough, 2004, Globus et al., 1973). Es kann hier nur spekuliert werden, inwieweit
direkte MP-Effekte im ACd oder indirekte Wirkungen aufgrund verdnderter Afferenzen des
PFC aus anderen stark dopaminerg innervierten Gebieten, wie den Basalganglien und dem

Mittelhirn zu diesem Effekt fiihren.

Somit scheint der MP-induzierte Anstieg der extrazelluliren Dopaminkonzentration nicht

nur zu einer Simulation des Langenwachstums zu fithren, sondern auch an der
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Feinabstimmung der synaptischen Kontakte beteiligt zu sein. Dopamin konnte dabei sowohl
die synaptische Proliferation als auch das nachfolgende Pruning (den lern- und
entwicklungsbedingten selektiven Um- und Abbau) von Neuronen beeinflussen, also
Prozessen, die durch Netzwerkaktivitit gesteuert werden (Yuste & Bonhoeffer, 2001; Segal,
2005; Holtmaat et al., 2005). Die damit verbundenen morphologische Plastizitit der
Neuronen, wie die Anderungen von Spinezahl sowie -form oder —groBe (Harris et al., 1992)
wird auch in Verbindung mit Prozessen der Lang-Zeit-Potenzierung (LTP) diskutiert
(Trommald et al., 1996). So fiihrte eine LTP-Induktion im sensorimotorischen Cortex von
Ratten zu Verdnderungen der Dendritenmorphologie und Spinedichte von Schicht-III
Pyramidenzellen (Ivanco et al., 2000). Derartige Verdnderungen des Neuronennetzwerkes
werden allgemein als zelluldre Basis fiir Lern-und Gedéchtnisprozesse angesehen (Horner,
1993). Beispielsweise fiihrt rdumliches Lernen im Hippocampus (Moser et al., 1994) oder
die akustische Filialpragung von Haushuhnkiiken (Wallhausser & Scheich, 1987; Bock &
Braun, 1998) in lernrelevanten Vorderhirnarealen zu Verdnderungen der Spinedichte.
Interessanterweise fiihrt friihkindlicher Stress im vorliegenden Tiermodell zwar zu
verringerten Faserdichten im mPFC (Braun et al., 2000) und geringerer metabolischer
Gehirnaktivitdit im ACd, was bedeuten wiirde, dass sich die Spinefrequenzen der
untersuchten Neurone dieses Gebietes trotz verminderter afferenter Eingidnge erhohen.
Moglicherweise ist dieser Prozess daher als eine ausgleichende Gegenregulation der zu
niedrigen dopaminergen Eingénge bei friihkindlich gestressten Tieren anzusehen. Ebenso
konnte ein durch die verdnderte Innervation gestortes Pruning zu den hdoheren
Spinefrequenzen fithren. Werden frithkindlich gestresste Tiere nun chronisch mit der MP-
Dosis behandelt, die im akuten Experiment am PND 22 zu einer Erhéhung der
metabolischen Aktivitét fiihrt (1 mg/kg MP), scheint die Feinabstimmung der synaptischen
Kontakte hinsichtlich der Spinedichten wieder auf das Niveau der salinebehandelten
Kontrolltiere herunterreguliert zu werden. Es kann an dieser Stelle nur vermutet werden,
welche intrazellularen Kaskaden an der dopaminergen Modulation der neuronalen
Morphologie und der synaptischen Vernetzung beteiligt sind. Mdgliche Signalwege konnten
z.B. iber die Aktivierung oder Deaktivierung von Transkriptionsfaktoren und IEGs
(immediate-early genes), wie Homer 1A und Zif 268 (Yano & Steiner, 2005), Arc (activity-
regulated cytoskeleton associated protein, Tan et al., 2000), c-fos (Chase et al., 2005) und
CREB (Nestler, 2001) moduliert werden, da bei ihnen eine verdnderte Expression nach einer
Behandlung mit dopaminerg wirkenden Stimulantien, wie Amphetamin und MP

beschrieben wurde.
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Dies ldsst darauf schlieBen, dass im prdadoleszenten Alter die dendritischen Strukturen noch
plastisch sind und dass eine chronisch erh6hte Dopaminaktivitit (ausgelost durch MP) diese
Wachstumsvorgange stimuliert. Diese Ergebnise verdeutlichen ausserdem, dass Prozesse der
neuromorphologischen Plastizitdt des ACd, wie die synaptische Reorganisation sowie das

Dendritenwachstum im praadoleszenten Alter vorhanden sind.

Da die untersuchten Dendritenbdume strukturelle Elemente der Neuronen zur Aufnahme
und Verarbeitung exitatorischer und inhibitorischer Signaleinginge darstellen, sollte die
erhohte Dendritenléinge und —komplexitét ein Kennzeichen fiir eine komplexere Vernetzung
der Zelle im kortikalen Netzwerk darstellen. Nicht geklart ist dabei jedoch, in welcher Art
und Weise dieser angenommene Anstieg der synaptischen Eingénge an Spine- und eine
potentiell mogliche Verdnderung der Schaftsynapsendichte, wie bei frithkindlichem Stress
(Helmeke et al,, 200la) die sozio-emotionale oder kognitive Kompetenz der MP-
behandelten Jungtiere im Hinblick auf ihre weitere Entwicklung zum erwachsenen Tier

beeinflusst.

6.4.2 Nach chronischer Saline- und Methylphenidatbehandlung zeigen sich im
Open Field keine deutlichen Effekte des friihkindlichen Stresses mehr

Ist die verdnderte dendritische und synaptische Morphologie der Schicht II/III
Pyramidenzellen des ACd friihkindlich gestresster, MP-behandelter Tiere am PND46 nun
mit den Ergebnissen der Verhaltenstest in diesem Altersstadium korrelierbar? Bei der
Analyse der Ergebnisse des Verhaltenstests #3 (d.h.vor der letzten MP Injektion) wird
deutlich, dass nach mehr als dreiwdchiger pharmakologischer Behandlung im Gegensatz zu
den Ergebnissen der OF-Tests im juvenilen Tieralter (PND 22, Test #1+2) nur wenige
aufzuchtabhédngige Verhaltenseffekte zu verzeichnen sind. Salinebehandelte frithkindlich
gestresste Tiere zeigen im Gegensatz zu den Versuchen am PND 22 weder eine erhohte
motorische Aktivitidt (Abb. 21A) im Standard-OF, noch eine verringerte Aufmerksamkeit
gegeniiber den im modifizierten OF eingespielten Geschwistervokalisationen (Abb. 25).
Letzteres war hinsichtlich der oben beschriebenen strukturellen Verdnderungen des ACd

nicht zu erwarten.

Signifikant vermehrte Putzbewegungen (Abb. 22B) im Standard-OF, eine tendenziell
erhohte Anzahl vertikaler Explorationsbewegungen (Abb. 24A) und eine signifikant erhdhte
Anzahl von Eintritten in den Tonquadranten frithkindlich gestresster Tiere (Abb. 25C) im
modifizierten OF am PND 45 erinnert jedoch noch an das separationsbedingt veridnderte

Verhalten der elternseparierten Tiere am PND 22. Fiir das ,,Verschwinden®™ der sonstigen
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trennungsstressbedingten  Verhaltensauffilligkeiten konnten einerseits methodische
Ursachen verantwortlich sein. Das wiederholte Exponieren eines Versuchstieres in eine
gleichbleibende Testsituation kann zu einem Gewdhnungseffekt fiihren, der moglicherweise
zu einer Abnahme der wahrscheinlich stressinduzierten Verhaltensmerkmale (Novelty-
Effekt bei Platzierung in der Testarena) fiihrt. Dieser Effekt wurde bereits fiir mehrmals kurz
hintereinander wiederholt in einer OF-Arena getestete Ratten beschrieben, bei denen sich
die Unbekanntheit der Testarena als ein entscheidendes Testkriterium herausstellte, da die
Tiere im ersten OF-Test andere Verhaltensweisen zeigten als in den nachfolgenden Tests
(Colorado et al., 2006). Einschriankend kann hier gesagt werden, dass durch das vorliegende
experimentelle Design eine zeitliche Liicke von 23 Tagen zwischen Test #1/2 und #3/4 lag.
Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass sich das Tier auch nach dieser relativ
langen Zeit an die ersten beiden Tests am PND 22 erinnert. Auf der anderen Seite konnte
auch das Alter der Versuchstiere zu den gezeigten Unterschieden fithren, denn am PND 22
(Juvenile Phase, Test #1/2) sind moglicherweise andere Reaktionen auf eine neue
Umgebung und die eingespielten Geschwistertone charakteristisch, als am PND 45 (pré-
adoleszente Phase, Test #3/4). Auch konnte die Phase zwischen PND 22 und 45, in der die
frithkindlich gestressten Tiere zwar (wie die Kontrolltiere) tdglich injiziert wurden, aber
keinen weiteren Trennungsstress erfuhren und damit mehr oder weniger ungestort im
Familienverband lebten, ausgleichend auf Folgen der frithkindlichen Stresserfahrungen
wirken. Diese ,,Regeneration‘ zeigt sich moglicherweise auch bei den Korpergewichten der
untersuchten Tiere, denn hier waren am PND 45 im Gegensatz zum PND 22 keine

tendenziellen Unterschiede mehr zwischen beiden Aufzuchtsgruppen nachweisbar.

Die Ergebnisse des Test #4 sprechen jedoch eher dafiir, dass es im Test #3 zu einer
,,Uberdeckung* der Gruppenunterschiede im OF-Verhalten kommt, denn beim Test nach der
erneuten Saline- bzw. MP-Injektion (Test #4), ergab sich ein differenzierteres Bild, bei dem
unter dem Einfluss der erneuten Injektion weitere aufzuchtbedingte Gruppenunterschiede
hervortraten. Im Test #4 im Standard-OF explorierten salinebehandelte friihkindlich
gestresste Tiere z.B. signifikant mehr im OF-Zentrum als die salinebehandelten
Kontrolltiere (Abb. 26B). Unabhingig von der pharmakologischen Behandlung zeigten
frilhkindlich gestresste Tiere zudem insgesamt mehr vertikale Explorationsbewegungen als
Kontrolltiere (Abb. 27A). Im modifizierten OF zeigten sich aufzuchtbedingte Unterschiede
der motorischen Aktivitdt, da friihkindlich gestresste Tiere unabhidngig von der
pharmakologischen Behandlung eine hohere horizontale Exploration im OF zuriicklegten als
Kontrolltiere. Auch im direkten Vergleich der beiden salinebehandelten Kontrollgruppen
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zeigten frithkindlich gestresste Tiere eine hdohere motorische Aktivitit und zusétzlich
tendenziell eine verringerte Tonquadrant-Aktivitdt als die Kontrolltiere. Diese tendenziell
verminderte Laufstrecke friihkindlich gestresster salinebehandelter Kontrolltiere im
Tonquadrant wurde durch eine Applikation von 1 mg/kg MP signifikant erhoht. Da dieser
Effekt nur im Test #4, jedoch nicht im Test #3 auftrat, d.h. erst nach der erneuten MP-
Injektion, ist demnach trotz MP-induzierter Reorganisation der dendritischen Struktur der an
der Steuerung dieses Verhaltens beteiligten Gehirnregion, eine direkte Wirkung des
Pharmakons Methylphenidat zur Verbesserung der Aufmerksamkeitsleistung unter den

genannten Testbedingungen notwendig.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass in der vorliegenden Dissertation gezeigt wurde,
dass frithkindliche emotionale Erfahrungen, wie der angewandte Trennungsstress zu
signifikanten Verdnderungen des Verhaltens und des dopaminergen Systems auf funktionell
metabolischer und struktureller Ebene fiihrt. Es kann daher geschlussfolgert werden, dass
die Entwicklung und Ausreifung des dopaminergen Systems in Abhédngigkeit von

ungestressten und emotionalen Erfahrungen wéhrend der Kindheit modifiziert wird.

Im Unterschied zu etablierten Tiermodellen des Krankheitsbildes ADHD, die meist
genetische Ursachen des Symptombildes abbilden (Sagvolden, 2000; Gainetdinov & Caron,
2001; Davids et al., 2003), zielt das in der vorliegenden Studie verwendete Tiermodell des
frithkindlich gestressten Degus damit mehr auf die Bedeutung der Umgebung des sich
entwickelnden Tieres. Stresserfahrungen fithren dabei zu der Enstehung von Verdnderungen
bestimmter neuroanatomischer Merkmale sowie des Verhaltens, die Symptomen des ADHD
dhneln. Die im Tiermodell Degu abgebildeten negativen Umwelteinfliisse der frithen
Kindheitsphase kénnen dabei unter den Rahmenbedingungen der standardisierten Haltung

der Tiere im Labor kontrolliert untersucht werden.

Aufgrund der in der vorliegenden Dissertation gezeigten physiologischen und
verhaltensbiologischen ~ Ahnlichkeit des friihkindlich  gestressten Degus  mit
Schliisselmerkmalen des Krankheitsbildes ADHD wurde nun verifiziert, dass der Degu ein
geeignetes Tiermodell zur Untersuchung der Effekte friihkindlicher Umwelteinfliisse bei der
Entwicklung von Sozial- und Verhaltensstorungen darstellt. Auf der Grundlage der hier
dargestellten Ergebnisse konnen zukiinftlich weitere Erkenntnisse zum Verstdndnis
ursichlicher zellularer und neurochemischer Mechanismen des Krankheitsbildes ADHD
sowie zu Langzeitfolgen pharmakologischer Behandlungen in der frithen Kindheit erlangt

werden.
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In der vorliegenden Dissertation konnte gezeigt werden, dass bei Jungtieren der Nagetierart
Octodon degus, die in den ersten drei Lebenswochen wiederholt (tdglich 1h) von den Eltern
getrennt wurden, Verhaltensédnderungen, wie z.B. eine verminderte Aufmerksamkeit gegentiber
einem emotional positiven Stimulus und motorische Hyperaktivitit ausgelost werden. Diese
Verhaltensdnderungen werden von diversen neuromorphologischen Modifikationen, wie z.B.
der Verdnderung der neuronalen Vernetzung (erhdhte Spinedichte von Pyramidenzellen der
Schicht II/III des dorsalen anterior cinguldren Cortex (ACd) sowie einer Verringerung der
metabolischen Gehirnaktivitidt prafrontaler und limbischer Gehirngebiete begleitet. Da die
stressinduzierten Verhaltensdnderungen an die Schliisselsymptome des Aufmerksamkeits-
Defizit-Hyperaktivititssyndroms (ADHD) erinnern, sollte mithilfe des genannten

Stressparadigmas ein Tiermodell dieses Krankheitsbildes entwickelt und validiert werden.

Patienten mit ADHD werden sehr haufig mit Methylphenidat (MP), einem Hemmer des
Dopamintransporters behandelt, was dort zu einer Minderung des hyperaktiven Verhaltens,
einer Besserung der selektiven Aufmerksamkeit sowie einer Korrektur der krankheitsbedingt
verdanderten metabolischen Gehirnaktivitit priafrontaler Gehirngebiete fiihrt. Um die Wirkung
dieses Pharmakons im Tiermodell Degu zu testen, wurden mit frithkindlich gestressten und
ungestressten Tieren Open Field-Tests und ('*C)-2-Fluoro-Deoxyglukose-Autoradiographie-
Experimente (funktionelles Imaging) durchgefiihrt. Es zeigte sich dabei, dass eine akute
Behandlung friihkindlich gestresster Tiere mit 1mg/kg MP am Postnataltag (PND) 22 das
hyperaktive Verhalten signifikant reduziert sowie die Aufmerksamkeit gegeniiber den
emotionalen Stimuli tendenziell erhdht und dass dieselbe MP-Dosis eine Erhohung der
metabolischen Aktivitit des ACd sowie weiterer prifrontaler und mesocorticolimbischer
Gebiete frithkindlich gestresster Tiere bewirkt. Hingegen fiihrte eine Behandlung friihkindlich
gestresster Tiere mit 5 mg/kg MP weder zu einer Verhaltensverbesserung noch zu einer
vergleichbaren Erhohung der metabolischen Gehirnaktivitdit der genannten Gebiete.
Zusammengefasst bedeutet dies, dass die in der vorliegenden Studie durch den friihkindlichen
Trennungsstress hervorgerufenen regionsspezifischen Anderungen der metabolischen Aktivitit
und des Verhaltens teilweise durch eine Behandlung mit MP positiv beeinflusst werden

konnen.

Im zweiten Teil der vorliegenden Studie wurde am gleichen Tiermodell untersucht, ob eine
chronische MP-Applikationen wihrend der Pridpubertdt die dendritische und synaptische

Entwicklung des ACd beeinflusst. Der ACd wurde dabei aufgrund seiner Bedeutung die
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Steuerung von Aufmerksamkeit und exekutiven Funktionen sowie seiner verdnderten
metabolischen Aktivitdit beim klinischen ADHD und im vorliegenden Tiermodell als
Untersuchungsgebiet fiir eine genauere morphologische Analyse von Pyramidenzellen dieses
Gehirngebietes ausgewihlt. Die Analyse der dendritischen Morphologie der Pyramidenzellen
der Schicht II/III des ACd von frithkindlich gestressten und ungestressten Degus mittels Golgi-
Cox-Farbung ergab dabei unter anderem, dass eine chronische MP-Behandlung unabhingig
von der Aufzuchtsform zu langeren und komplexeren Dendriten fiihrt. Hingegen scheint die
Entwicklung der Spinefrequenzen von der frithkindlichen Stresserfahrung abhingig zu sein, da
die Behandlung friithkindlich gestresster Tiere mit 1 mg/kg MP zu einer Normalisierung der
Spinefrequenz der Apikaldendriten von ACd-Pyramidenzellen fiihrt, aber nicht die Behandlung
ungestresster Degus mit derselben MP-Konzentration. Diese Ergebnise verdeutlichen, dass
Prozesse der neuromorphologischen Plastizitdt des ACd, wie die synaptische Reorganisation
sowie das Dendritenwachstum bis zur Phase der Pubertit vorhanden sind und durch eine

Behandlung mit MP behandelbar sind.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass friihkindliche emotionale Erfahrungen, wie der
angewandte Trennungsstress zu signifikanten Verdnderungen des Verhaltens und der
metabolischen Gehirnfunktion sowie der dendritischen Morphologie préafrontaler Gehirngebiete
fihren. Die Entwicklung und Ausreifung des dopaminergen Systems wird dabei in
Abhingigkeit von emotionalen Erfahrungen wihrend der Kindheit modifiziert. Das in der
vorliegenden Studie verwendete Tiermodell des frithkindlich gestressten Degus verdeutlicht im
Unterschied zu anderen Tiermodellen des Krankheitsbildes ADHD (die alleinig die genetischen
Ursachen des Symptombildes abbilden), die Bedeutung der Umgebung des sich entwickelnden
Tieres fiir die Entstehung von Verhaltensverdnderungen und deren potentiellen
neuroanatomischen und -funktionellen Ursachen. Aufgrund der physiologischen und
entwicklungsbiologischen Ahnlichkeit des Degus mit dem Krankheitsbild ADHD stellt der
Degu ein geeignetes Tiermodell zur Untersuchung der Effekte friihkindlicher Umwelteinfliisse

bei der Entwicklung von Sozial- und Verhaltensstérungen dar.
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In the present study it could be shown that exposing pups of the rodent species Octodon degus
to periodic separation stress during the first three postnatal weeks leads to behavioral
alterations, which include reduced attention towards an emotional stimulus and motoric
hyperactivity and that these alterations are paralleled by synaptic changes in the dorsal anterior
cingulate cortex (ACd), a limbic cortex region which plays a key role in the modulation of
attentional and executive functions The behavioral changes shown in the animal model are

reminiscent of symptoms of Attention Deficit Hyperactivity Disorder (ADHD).

Since in patients ADHD is typically treated with Methylphenidate (MP), where it can partly
normalize hyperactivity and reduced attention, as well as altered brain metabolic activity in
prefrontal and other brain areas, in the present study Open Field-Tests and ('*C)-2-fluoro-
deoxyglucose-autoradiography (2-FDG) experiments were used to assess the effect of acute
MP-treatment on early separation stress dependent alterations of behavior (e.g. hyperactivity)
and brain metabolic activity, which was shown to be reduced in many limbic and basal brain
areas. On the behavioral level acute treatment with 1 mg/kg MP on postnatal day (PND) 22
normalized hyperactive behavior. The same MP-dose increased the metabolic brain activity in
the dorsal anterior cingulate, the prelimbic, infralimbic and orbitofrontal cortex in the early
stressed animals, where as 5 mg/kg MP did not increase the 2-FDG-uptake. Taken together our
study revealed that stress-induced altered behavior and which is paralleled by region specific

alterations of 2-FDG activity can be partly reversed by acute MP-treatment.

Since the effect of chronic MP-treatment on neuronal and synaptic maturation in the
developing brain was still unknown, the Golgi-Cox stainining technique was applied to test in
which way chronic MP-treatment interferes with dendritic and synaptic development in the
ACd and whether this treatment can restore the stress-induced changes of neuronal
connectivity. We found that chronic treatment with 1mg/kg MP recovers stress-induced
changes of spine densities in the ACd. Furthermore, MP- treatment resulted in increased
dendritic length and complexity in both, stressed as well as unstressed control animals. These
results indicate that synaptic reorganization as well as dendritic growth in the prefrontal cortex
continue into prepuberty and are modulated by MP-treatment. The present results reveal that
early social experience and emotional challenges such as separation stress induce significant
changes on behavior and on the dopaminergic system. In contrast to other established animal
models for ADHD, which are mainly focussed on the genetic background of ADHD, the degu

model is more related to the contribution of environmental factors to the development of
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ADHD. In conclusion, the early stressed degu as animal model can provide new insights into
the aetiology of ADHD in particular the underlying cellular and molecular neuronal
mechanisms, a more detailed knowledge about the long-term neuronal, neurochemical and

behavioral consequences of drug therapy in childhood and prepuberty.
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Abkiirzungsverzeichnis

°C
%
2-FDG

5-HT1A-Rezeptor

140
ADHD

ANOVA
ACd

Aud

Aqua dest.
BLA

CA

CAl

CA3

cm

CPu

CRF

DA
D1-Rezeptor
D2-Rezeptor
DG

fMRT

g
GABA
Hipp
1L
LA
10FC
MD
MGV
ml
MM
MP
mPFC
mRNA
n
Nacc
NaCl
NIH
NOR
n.s.
OF
OFC
PET
PFC
PL
PND
SEM
SHR
SN
SSC
TH
vOFC
VTA

Grad Celsius

Prozent (von hundert)

2-Fluoro-Deoxyglukose

Serotonin-Rezeptor 1A

radioaktiv markierter Kohlenstoff
Aufmerksamkeitsdefizit-Hyperaktivitdts-Syndrom
(Attention-Deficit-Hyperactivity-Disorder)
Varianzanalyse (Analysis of variance)

dorsaler anteriorer cingulérer Cortex
auditorischer Cortex

Aqua destillata (destilliertes Wasser)
basolateraler amygdaloider Komplex

Cornu ammonis (Ammonshorn) des Hippocampus
Cornu ammonis-Region 1

Cornu ammonis-Region 3

Zentimeter

Caudatum + Putamen, dorsales Striatum
Corticotropin-releasing Factor

Dopamin

Dopamin-Rezeptor 1

Dopamin-Rezeptor 2

Gyrus dentatus des Hippocampus

funktionelle Magnetresonanztomographie
Gramm

y-Ammino-Butterséure (y-amminobutyric acid)
Hippocampus

infralimbische Cortex

laterale Amygdala

lateraler orbitofrontaler Cortex

Nucleus mediodorsalis des Thalamus

mediales Geniculatum

Milliliter

Mammilarkdrper

Methylphenidat

medialer prafrontaler Cortex
Boten-Ribonukelinsdure (messenger ribonucleic acid)
Zahl der Versuchstiere bzw. Versuchselemente
Nucleus accumbens, ventrales Striatum
Natriumchlorid

National Institutes of Health (USA)
Noradrenalinrezeptor

nicht signifikant

Open Field

orbitofrontaler Cortex

(Fluorodeoxy-Glukose-) Positron-Emmission-Tomographie
préfrontaler Cortex

prélimbischer Cortex

postnataler Tag (postnatal day)

Standardfehler (standard error of the mean)
Spontaneus hypertensive rat (animal model for ADHD)
Substantia nigra

somatosensorischer Cortex
Tyrosinhydroxylase

ventromedialer orbitofrontaler Cortex
ventrales tegmentales Areal
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Anhang A

Anhang A (Daten Miannchen)

Tabellenanhang iiber die in der vorliegenden Dissertation dargestellten Daten

A.1 Tabellenanhang: Standard - Open Field, miinnliche Tiere (3)

Tabelle 9 : Korpergewicht Open Field-Test #1: Standard-OF (Mittelwerte + SEM, Statistik: t-test) &

1
= 5 ES t-test (*u-test)
Karperpevichl #1 |523 +18488 £15
{in g Kirpergewicht P 22 0.107
2

Tabelle 10 : Korpergewicht Open Field-Test #2- #4: Standard-OF (Mittelwerte = SEM) &

E SAL-S |SAL-ES| MP1-§ | MP1-ES| MPS-S | MP5-ES
Kirpergewicht #2 | 51T +£25 @7 x23 55322 45036 03 £41| 01 £22
fin o) #3-4[1002 £ 41(1051 £49] 966 £ 59| 9728 £ 7210228 £ 66|1020 + 43

Tabelle 11 : Kérpergewicht Open Field-Test #2- #4: Standard-OF (Statistik: 2Wege-ANOVA) &

Zwel-Wege- ANOVA:

AUFZUCHT 20 0.097] 0.0 0708

PHARM 0o 097 08 0572
AUFZUCHT x PHARM 1.5 0230 01 0874

Tabelle 12 : OF-Aktivitdt (5 min gesamt) Test #1: Standard-OF (Mittelwerte + SEM, Statistik t-test) &

5 Minuten gesamt E S ES
Gesamtlaufstrecke (in m) 240 +£1.1[283 £ 1.5
Zentirumsaktivitit (in %) 198 + 15273 £ 20| |paainater: )
Vertikale Exploration (Anzahl) i 266 £ 17207 £22 Ve xpluratinu ' otz
Defekationen (Anzahl) 01 01| 0402 |Putzverhalten® .64
Vokalisationen (Anzahl) 0l 01| 07 07 |Defekationen* 033
Putzverhalten (Anzahl) 21 =07 26 04| |Vokalisationen* 0.632
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Tabelle 13 : OF-Aktivitdt (Horizontale Exploration, Zentrumsexploration; Einzelminuten) Test #1: Standard-OF
(Mittelwerte + SEM) &

Mumtn?n— E E g ES
abschnitte B H

1 |62 £ 0381 £05
Gesamt- 2157 £ 04)73 £05
lufstrecke |Z 1| 3 |47 £ 04|62 £ 04
{in 1) 4 |45 £ 05|61 £04
S 133 £ 05)al0 £04
1|76 £ 19)171 £ 31
Zentimms- 2 |147 £ 253|184 £ 22
aktivitht |Z1] 3 119+ 27244 £ 36
(it %4 4 |09+ 222|230 £ 31
S a0+ I2)228 £ 27

Tabelle 14 : OF-Aktivitdt (Horizontale Exploration, Zentrumsexploration; Einzelminuten) Test #1: Standard-OF
(Statistik: 2Wege-ANOVA) &

Zwel-Wege- ANOVA:

AUFZUCHT 7940  0.005 |11.654 =<0.001
ZEIT I10.X05 =0.001( 5.506 =0.00F
AUFZUCHT x ZEIT 0.130  0.971 | 0.694  0.597

Post hoc Tukey Test: Houptfaktor-Effekte

Faktor AUFZUCHT 74 P '] P
3.985 0005 | 4.824 =0.001

Faktor ZEIT o P i P

0.006 1000 | 3332 012§
3.857 0.050 | 5.206 0.002
4.724 0.007 | 5.3534 0.002
7342 =0.001| 5.553 =0.001
3.863 0.050 [ 1874 0676
4.729 0.6067 | 2002 0618
347 =0.00F) 23221 0518
0.867 0973 | 0.128  1.000
3485 0.09% | 0.345  0.999
2618 0344 | 0.219  1.000
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Tabelle 15 : OF-Aktivitit Test #2- #4: Standard-OF (Mittelwerte £ SEM) &

ANLIEL % 2| sAL-s | SAL-ES | MP1-§ | MP1-ES | MP5-S | MP5-ES
abschnitte = £

#2 | 1|72 £ 09|99 £ 11]|a9 £ 02 (73 £ 10117+ 24117+ 31

2|50 £09|72 £ 0757 £ 0560 £ 09191 £ 24122+ 39

3|37 £ 08|62 £ 15348 £ 0452 £ 07920 £ 24125+ 39

E 4 140 £ 09|68 £ 14|48 £ 0448 £ 11|85 £ 222|126 £ 41

@, S|38 £ 11|55 £ 14149 £ 09|53 £ 11|88 £ 21130+ 40

_§ #3 | 1|3 £ 02|05+ 11117+ 146102+ 1192 £ 082|111+ 10

2 2164 £ 08|94 £ 15]926 £ 1780 £ 09|74 £ 07(5%0 £ 10

E 3161 £ 19157 £ 0F |77 £ 2260 £ 12165 £ 13|01 £ 09

E 4 |54 £ 10|56 £ 0977 £ 24|59 £ 09350 £ 09|87 £ 12

= S163 £ 11|67 £ 06|75 £ 23 (a2 £ 09|50 £ 09|85 £ 11

g #4 | 1161 00|91 + 12|85 £ 0892 £ 21|77 £ 20|93 + 14

(& 2159 £ 0975 £ 0982 £ 1487 £ 11|58 £ 17|82 £ 12

3|53 +£07 |71 £ 1181 £ 1184 £ 15]534 £ 17|89 £ 14

4 148 £ 07167 £ 1a| 80 £ 1473 £ 15|57 £ 17|99 £ 13

S140 £ 09162 £ 1a|s6 £ 1068 £ 12|54 £ 16|89 £ 23

#2 | 1 |2128 £ 45280 £ 64183 £ 37 (279 £ 221239+ 74371 £ 117

2 |209 £ 60 |268 £ 653|226 £ 54 (324 T1|223 £ BE |335 £ 123

3 |176 £ 60 |237 £ 471245+ 40 (292 £ 523|296 £ 108|301 £ 79

": 4 |123 £ 61 |229 £ 421248 £ 55 (345 £ ET 246 £ 114|271 £ 92

E; S |222+ 58 |220 £ 341692 £ 36 (345 £ 51305+ 28 |322 £+ 64

': #3 | 1 |202 £ 40 (228 £ 371212+ 41 |174+ 37190 &£ 42 (264 &£ 57T

‘E 21192+ 371253+ da 263 £ 37 (245 £ a3 233+ 33 (280 40

E 31180+ 58195+ 44254 £ 535 (210 £ a0 |228 £ 39 (297 £ 33

g d |144 £ 58158 £ 53259 &£ 45 (206 £ 35289 £ F0O |350 £ 40

E S5 |202 £ 553|248 £ 4a 225 £ 54 (299 £ 509|347 £ a0 |358 £ 53

E #4 | 1 |257 £ A2 1305 £ 49309 £ 51 (2537 £ 721449 £ 1021450 £ 4.1

t 2 |244 £ 40|77 £ 49252 £ 39 (234 + 63 |3094 £ 114|417 £ 532

3 |251 £ a5 (312 + 491220+ 69 (179 £ 5323|413 £ 130|380 &£ 77

4 |226 £ 58 (332 +£ 471241 £ 45 (209 £ 54264+ 77 |398 &£ T3E

S5 |196 £ 441|316 £ 61 |347 £ 90 (203 £ 44276 £ 90 |429 £ 33

Tabelle 16 : OF-Aktivitat (Vertikale Exploration, Putzverhalten) Test #2- #4:

ANOVA)J

Standard-OF(Statistik: 2Wege-

Zwei-Wege-ANOVA:

Faktoren F P 7 P F P F P F J& Iz P
AUFZUCHT 0,105 0748 | 7244 009 2736 0104 | 6.506 0014|4160 0.046 | 1264 0266
PHARM 6.0123 6064 1651 0202] 0149 0862 | 0360 0700) 1412 0.255 | 1.042 0360
AUFZUCHT x PHARM 0,099 0.906 | 3.093 0.054 | 2172 0124 | 0746 0479] 0700 0501 | 0.883 0419
Post hoc Tukey Test: Hauptfaktor-Effekte
Faktor AUFZUCHT i P g P I P ] P q P i P
3.806 0.010 3.607 6.GI4)|2.884 0.047
Faktor PHARM Il e q P [} P q e q P [} P
2,638 0158
2642 0158
4.968 6.663
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Tabelle 17 : OF-Aktivitit (Defékationen, Vokalisationen) Test #2- #4: Standard-OF ( Statistik: 2Wege-ANOVA)

3

Zweil-Wege- ANOVA:

F P

F P

F P

F P

F P

F P

Faktoren . : _ : . ; . : j j : ;

AUFZUCHT 7238 0009|2197 0144 | 1216 0275 | 2341 0132 ) 2882 0,086 | 0.000 1.000

PHARM 2455 0096 | 1.513 0230 | 0.028 0972 | 2216 0.119]3.899 6026 | 0.000 1.000

AUFZUCHT x PHARM 2168 0,124 [ 1,513 0.230 | 0.502 0608 | 2216 0119 0.771  0.468

Post hoc Tukey Test: Hauptfaktor-Effekte

Faltor AUFZUCHT 4 P '] P 4 P o P o P 7l P
3.8 0.010

Tabelle 18: OF-Aktivitdt (Horizontale Exploration, Zentrumsexploration; Einzelminuten) Test #2- #4: Standard-
OF (Mittelwerte = SEM) &

lrmien: %2 | 2| saL-s | saL-Es | Mp1s | MPL-Es| mps-s | MPs-Es
abschnitte = =

#2 1|34 08|69 £ 09179 £ 12143 £ 06115+ 09|81 £ 13

2142 £ 08|50 £ 06]as £ 04|43 £ 051103 £ 09|80 £ 12

3|39 £ 06|39 + 06|60 £ 03|46 = 07|92 + 10|82 + 11

) 4|35 £ 06|46 + 06|57 £ 04|43 = 07|76 = 10|74 = 10

g 5|35 £ 07|40 + 0744 £ 10|46 = 05|26 « 1182 £ 10

_g #3 1|92 £05|87 £ 0a]&83 £ 02|87 £ 0a)90 £ 08|91 £ 05

2 2|69 04| £ 05149 £ 09 |66 £ 0738 £ 06|73 £ 05

'E 3|63 £07 |59 £ 05143 £ 12 |ad £ 08532 £ 12|50 £ 08

E 4 |59 £ 05|55 £ 070147 £ 12154 £ 11|37 £ 10(535 £ 0a

= 5|54 £ 05|55+ 06|30 £ 10|58 = 09|34 « 12|46 = 06

g 24 | 1|51 <0258 00|72 09|23 « 11|92 + 12|74 + 09

T 2 (40 £ 07|46 + 05|72 05|72 = 14|67 « 11|76 £ 05

3|32 08|41 £ 0F]as £ 06|71 £ 10179 £ 16|77 £ 12

4 |33 £ 08|38 £ 08]a0 £ 12 |ad £ 09169 £ 13|81 £ 07F

S 133 £ 08|38 £ 07151 £13|a62 £ 11|a6d £ 11 (a0 £ 13

22 | 1 255 = 47 |410 = 74|95 ¢ 58 |44 + 56 |354 < 54529 £ 70

2 (122 % 52333+ 70334+ 32 |31 + 66|40 £ 332|522 £ 50

3 216+ 30 363+ 87471 64 |2731 £ 47 |526 + 73 |570 + 44

—_ 4 |151 £ 32 |31+ B1 347 £ 41 |207 £ 301562 £ 63 |67 £ 33

EE S |15 £ 48 (421 £ a4 |203 £ a9 |352 £ a0 423 £ 5909|522 £ 40

-g, 43 | 1 |16« 37 295 + 36343 + 29 |275 + 46|67 = 41 |27 + 44

i 2 265 + 33 280 + 35 |151 + 43 |218 = 48 |230 £ 25 |220 £ 42

% 3 |255 £ 538|343 £ 40273 £ B2 (199 £ 411169 £ a4 |5358 £ T3

5 4 326 = 36 |07 + 59312+ 32 |240 = 72 |263 £ 63 |282 = 37

g 5 302+ 28 |415+ 68373 £ 137|247 59 |224 £ 01 |396 £ 52

E #4 1 |5375+ 51 (497 £ 5515345 £ 57 |387 £ 47508 £ 50 |4890 £ T3

N 2 |244 £ 54 |372 £ 5 |339 £ 50 |281 £ A |5538 £ a2 |d4l3 £ ad

3 204+ 50 |376+ 76441 + 97 |52 % 62 |437 + 04 |467 = 76

4 122+ 63 |377 + 01 |621 % 90 317 = 60350 £ 57 |46 £ 70

S 147 £ 531471 £ 21 |624 £ 140|387 £ 411510 £ 100|505 £ 93
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Tabelle 19 : OF-Aktivitdt (Horizontale Exploration, Zentrumsexploration; Einzelminuten) Test #2- #4: Standard-
OF (Statistik: 3Wege-ANOVA) &

Drei-Wege-ANOVA:

AUFZUCHT 7I07 0008 |12.849 =0.00f| 5,585 0019 | 0722 0396 | 0.961  0.328 | 0.214  0.644
PHARM 77226 =<6.001|37.038 <0.001|3.276 0.03%9 | 3238 0051 |31.837 <0.001|14.975 =0.001
ZEIT 3305 <0001 0923 0451 |28.725 =<0.001)| 3.130 0015 | 3.34% 0.01f | 1804 0128
AUFZUCHT x PHARM 7674 <0.001)| 6.215 0.00F | 3.643 0628 | 3.075 6048 | 03183 0727 |I7.056 =0.001
AUFZUCHT x ZEIT 1362 0.248 | 1672  0.157 | 0504 07733 | 1.359 0249 ] 0,110 0.979 | 0407 0.804
PHARM x ZEIT 0.510 0.349 | 1858 0.067 | 0537 0828 | 0.372 0935 ) 0.240 0.983 | 1.062 0.390
AUFZUCHT x PHARM x ZEIT| 0.700 0.517 | 0776 0.624 | 0383 0928 | 1.267 0261 | 0329 0.955 | 0.734 0662

Post hoc Tukey Test: Hauptfaktor-Effekte
Faktor AUFZUCHT g P i P i P
3.770 G068 | 5.069 =6.00F| 3.341 0018

Faktor PHARM ] F g F I} P ] F o F I} P
3096 0073 | 3.73F 60623 | 2542 0094 | 3.356 6O.6d6 | 8.214 =0.001| 4.549 6.664
16.995 <0001 (12.079 =6,00F| 3177 0064 | 2628 0151 |J0.537 =0.00F| 7.612 =0.001
12,788 <G.601| 7.657 =6.66F| 0182 0991 | 0723 0866 | 2064 0311 | 2791 0119

Faktor ZEIT I} P q P I} e q P
2787 0.280 8.181 =60.001| 3.617 0078 | 2297 (0452
4,123 6.029 10,998 =0.06F| 1.922 0654 | 2346 0460
5.556 <=h.001 12,149 =0.06F| 0175  1.000 | 3475 0.101
3471 0008 13,399 =0.001| 0772 0.983 | 4981 0.004
1.336  0.572 2807 0273 | 1695 0752 | 0.04%  l.000
2770 0.287 3.957 0041 | 3442 0106 | L1177 0.921
2684 0318 3208 0002 | 4.389 0016 | 2494 0315
1.434  0.84% 1151 0927 | 1747 07951 | 1129 0.931
1.348  0.874 2401 04535 | 24694 0315 | 2646 0335
0.056 1.000 1.250  0.903 | 0.947  0.963 | 1.517 0.821

Post hoc Tukey Test: Hauptfaktor-Interaktionen

PHARM innerhalb § [} e g i [} P [} P [} i
14.947 <0.00F| 9.811 =6.6001| 4.126 0.010 | 1738 0415 2.183 =H.001
12,079 <0.00F| 5,500 =0.001| 0537 0924 | 24%4 0.182 J.600 0.029
13.004 <0.00F| 4165 0.009 | 3.356 0.048 | 0.572 0914 5226 =061

PHARM innerhalb ES '] P q P o P '] P o P
3.380 0044 | 0029 1000 | 3.49F 0.036 | 2267 0244 2.869  0.105
4.986 6.001 | 6,695 =6.60F| 3157 0066 | 0.450 0.948 1.360  0.601
9.007 =0.001| 7237 =0.001| 0.359 0.965 | 1.925 0.380 1.584  0.501

AUFZUCHT innerhalb Il # g i I} g Il B Il i
5.6460 <6601 6354 =6.00F] 4.696 =0.661| 0.113 0936 8.989 =001
12,380 <0001 3.314 0019 | 2.961 0.036 | 5.855 0.006 3.055 0.031
9.798 <H.601| 7935 =6.006F] 0821 0562 | 2.708 6.656 1.912  0.126
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A.2 Tabellenanhang: Modifiziertes Open Field, miinnliche Tiere (&)

Tabelle 20 : Korpergewicht Open Field-Test #1: Modifiziertes OF (Mittelwerte = SEM, Statistik t-test)

=
ﬁ ) ES t-test (*u-test) _

Karpergewicht . Parameter: P
iin g} - Bl Kirpergewicht P 22+ 0.563

Tabelle 21 : Korpergewicht Open Field-Test #2- #4: Modifiziertes OF (Mittelwerte £ SEM)

E SAL-§ |SAL-ES| MP1-§ | MP1-ES| MPS5-§ | MPS-ES
Kirpergewicht #2 | 506 +21| 430+ 18| 512 £22| 536 + 28| 525 £30| 505 £26
{in ) #3-4|104.1 £36[1088 £ 30[1148 + 56/ 104.5 £ 68| 1118 £ 63| 1165 £ 78

Tabelle 22 : Korpergewicht Open Field-Test #2, PND 22 + #3- #4, PND 45, Statistik: 2Wege-ANOVA

Zwel-Wege-ANOVA:

Faktoren F_P | F P

AUFZUCHT 12 0271] 16 0218
PHARM 03 0766 | 0.0 0.984
AUFZUCHT x PHARM 0.5 0593 | 0.8 0448

Tabelle 23 : Gesamt-OF-Aktivitit (5 min gesamt) Test #1: Modifiziertes OF (Mittelwerte £ SEM, Statistik t-test)

S Minuten gesamt E b ES

% Gesamtlaufstrecke (in ) 252 +23|316 £20

g Zentrwmsaktivitit (in %) 122 £17]222 £ 23| |t-test (*u-test) _

o | Vertikale Exploration (4nzah) Ly |2E 228317 £ 23 Parameter: Gesamt-OF ' P

{ Terti ati G042

?_u, Defekationen (Anzahl) 00=00| 0407 (RS

= Y Putzverhalten* =f0.00F
Vokalisationen (Anz 0z+01] 0201 7

E ( ) Defekationen* 0.037

& Putzverhalten (&nzahly 02 +01] 19 +03] |Vekalisationen* 0.732

Tabelle 24 : Tonqudrant-Aktivitdt (5 min gesamt) Test #1: Modifiziertes OF (Mittelwerte + SEM, Statistik t-test)

3
; 7
S Minuten gesamt o b ES
t-test {(*u-test) _

"E Laufstrecke (in %) 282+ 18222 12| |Parameter: Tonguadiant P

2 oclca

g Fintritte {Anzahl) #1| 0.4+ 11]100 20| |LAUSETECKe Ll

g‘ Eintritte* 0.470

= Verweildauer (in sec) 786 + 47[622 + 42| |Werweildaner 6.016
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Tabelle 25 : OF-Aktivitdt (Horizontale Exploration, Zentrumsexploration; Einzelminuten) Test #1: Modifiziertes

OF (Mittelwerte = SEM) &
Minuten- |5

abschnitte ﬁ & - ES
1|62 03|81 £05
Gesamt- 2|57 £ 04|73 £05
lanfstrecke (# 1| 3 |49 + 04]62 + 04
(it tr1) 4 |45 £ 05|61 £04
5 |33 £ 05|60 £04
1 |%6 £ 19171 £ 31
Zentiuns- 2 147+ 23|184 £ 23
aktivitit |F 1| 3 |119+ 27244 £ 36
i %5 4 |09+ 222|230 £ 31
S |10+ 32238 £ 27

Tabelle 26 : OF-Aktivitdt (Horizontale Exploration, Zentrumsexploration; Einzelminuten) Test #1: Modifiziertes

OF (Statistik: 2Wege-ANOVA) &

Zwei-Wege-ANOVA:

AUFZUCHT 43.635 =0.601

24.246 =0.601

ZEIT 10,328 =0.601

1.376  0.243

AUFZUCHT x ZEIT 0.773

0.544

0.937 0443

Post hoc Tukey Test: Hauptfalctor- Effelcte

Faktor AUFZUCHT o

P

i P

9.342

=, 061

6.%64 =001

Faktor ZEIT [}

P

2.047

0.597

3.204

0.002

6.071

=, 361

8.015

=0, 001

3.156

0.168

4,024

0.036

5.968

=0.001

0.367

0.973

2811

0.272

1.944

.644
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Tabelle 27 : OF-Aktivitit (Vertikale Exploration, Putzverhalten) Test #2- #4: Modifiziertes OF (Mittelwerte +
SEM) &

S Minuten 1 % | 11 s [sAL-Es| Mp1s |MP1-Es| Mps_s |Mps ES
gesamt =
Gesamt- | #2 [124+20[243 £31|305 £19|204 = 16]472 £ 432|369 +40
laufstrecke | #3 |332 £20|341 £23|261 £ 46320 +33|270 £ 346|316 +22
(it m) #4 |196+£35)221 +26]320 £45/352 +47|371 £ 350|368 + 42
Zentrums- | #2 |246 £25)403 + 446|328 £ 32[ 326 £ 33|447 £ 42| 542 £35
aktivitit | #3 |275 +26[320 £ 246|324 £ 33| 230 £ 445|310 £23[288 +£ 24
fin ¥ ) #4 |252+£350411 £390484 £ 51334 £40]541 £50|/ 492 £64
Vertikale | #2 |187 +33[187 £ 53270 +52|270 £ 5582 +33[123 £30
Exploration| #3 |372 £3.6|327 £ 409|286 £ 658383 + 42233 + 58[ 408 +£74
anzahl) #4 |164+£30[187 £ 56124 £ 635|334 632|118 £ 55228 £60
Putz- #2 |12 £03|23 0700 +00|{ 48 +22[05 £02| 08 +04
verhalten | #3 |15 =06[62 17|36 £11| 71 22|34 £24| 48 £15
i anzahl) #4 |15 £0737 £15]/20 £12] 56 £25]26 £18| 17 £06
Defeka- | #2 |02 +01|03 01|00 +00{ 03 +02/01 £01]| 1.1 +04
tionen #3 |22 £08| 20 £05] 14 +06| 24 0715 £1.1| 26 +04

{ Anzahl) #4 |04 0204 £03] 11 £05]22 0711 £05] 24 £1.0
Vokalisa- | #2 |00 +00{ 06 +04f 00 00|01 0100 00 00 £00
tionen #3 |00 00|00 £00] 00 +00| 05 0200 £00| 00 00

( Anzahl) #4 oo £00{00 £00f 00 00|00 £00Q00 £00] 00 £00

Tabelle 28 : OF-Aktivitdt (Vertikale Exploration, Putzverhalten) Test #2- #4: Modifiziertes OF ( Statistik:
2Wege-ANOVA) &

Zwei-Wege-ANOVA:

AUFZUCHT 8.476 O0.006 6302 0.0F6| 3313 0076 | 1368 0.349] 0700 0407 | 1.246 0.271

PHARM 17.524 <0001 7.918 6.00f] 0.116 0.891 | 0.187 0831 ]5.525 0038 2695 0.079
AUFZUCHT x PHARM 0.033 0963 [3.288 A047) 0295 0746 | 0402 0672 ] 0311 0734 | 0.612  0.547

Post hoc Tukey Test: Hauptfaktor-Effelite

Faktor AUFZUCHT q P i P g P i P ] P i P
4117 0.006)|3.550 0.016

Faktor PHARN ] P q P G P q P q P
3. 716 0.031 | 3.451 0.049 1.683  0.465
£.582 0.007|5.582 <0.001 2.039 0.329
8.363 =0.6061( 2210 0.273 3.752 0.030

Post hoc Tukey Test: Innerfaktor-Effelite

PHARM innerhalb § q P ] P
1.495  0.546
0.561 0.917
0.976  0.771
‘PHARM inmerhalb ES \

6.400 =0.001
4.267 0.012
2133 0.297

4.967 0.001
1.220 0.393
0.000 1.000
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Tabelle 29 : OF-Aktivitét (Defakationen, Vokalisationen) Test #2- #4: Modifiziertes OF ( Statistik: 2Wege-
ANOVA)J

Zwel-Wege- ANOVA:

AUFZUCHT 1.884 0,177 | 0.797 D.BTJ" 1810 0.186 | 0.200 0.657 2758 0.104 | 0.000  1.000

PHARM 2326 0110 | 0,992 0379 ) 2165 0127 [ 0,600 0553 | 1.828 0.1753 | 0.000 1.000
AUFZUCHT x PHARM 3.349 6645 1.115 0337] 0.610 0.548 | 1.400 0.258 | 0,457 0.636

Post hoc Tukey Test: Hauptfaktor-Effekte

Faktor AUFZUCHT |

Faktor PHARM \

Post hoc Tukey Test: Innerfaktor-Effelte
PHARM mmmerhalb § i P
0.374 0942
0.000  1.000
0.374 0942

PHARM inmerhalb ES i P
£.109 0.616
£.109 6.016
0.000 1.000

AUFZUCHT innerhalb [} P

0.374 0793
£.109 6.006
0.374 0793

Tabelle 30 : Tonquadrant-Aktivitéit Test #2- #4: Modifiziertes OF (Mittelwerte = SEM) &
5 Minuten +

i SAL-8 | SAL-ES| MP1-§8 [MP1-ES| MPS-8 |MPS-ES

#2 |00 +31|233 £ 158|242
Laufstrecke | #3 |226 £ 23250 £ 1.3]242
{m %) #4 |27 +£20(218 + 24247
#2 |111+21|9% £ 14]140
Fintvitte | #3 [156 £ 24130 £ 12[113
(hnzahl) | #4 J169 +£14[143 £ 03163
Verweil | #2 |741 £06|563 £ 47756 £ 903|603 £ 6T|614 £ 52675 £ 65
dauer #3 |725 278|690 £ 357|681 £ 935 |TAT £ TE|679 £ 87|61 £ 1238
{in sec) #4 |es2 229|578 £ 70695 £108| 696 £62|624 £91|659 £ 43

gesamt

19295 £ 188|206 £21(243 £09
18268 £ 12|234 £25(335 £23
15308 £20]320 £45|342 £14
A0 [209 £32|218 £63(279 £70
23163 £ 28123 £ 12[196 £ 20
27196 £ 35205 £ 56205 £ 25

R IR T R
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Tabelle 31 : Tonquadrant-Aktivitit Test #2- #4: Modifiziertes OF ( Statistik: 2Wege-ANOVA)J

Zwei-Wege-ANOVA:

Tonquadrant
aktivitit

AUFZUCHT 0462 0500|1941 0171 |1.418 0240|1354 0251 |4 139 G648 (0368 0547|1515 0225|0006 0940|0014 0905
PHARM 2584 0D8T |5.297 4069|1362 0267|0421 0659 (0207 0814 (0021 0979|0986 0382 |1.213 0307|0501 0609
AUFZ. x PHARM 4.161 6622|0564 0573|0783 0454|0339 0714|0647 0528|0393 0672|4518 #60I7|1576 0218|1112 0338
Post hoc Tukey Test: Hauptfaktor-Effekte
Faltor AUFZUCHT i 2
Falitor PHARM i P
2307 0244
L6603 8006
2361 0229
Post hoc Tukey Test: Innerfaktor-Effelite
PHARM innerhalb § o P i P
2336 0234 1268 0445
4054 8817 1639 0434
1.718 0451 2907 0112
PHARM innerhalb ES| # 2 i P
3.010 009 F.54d 0042
0498 0934 0924 0792
2513 0.190 2620 0163
AUFZ. inmerhalb I} e g P
2745 0059 2371 01m
2602 0073 2441 0092
1.807 0203 I.086 0435
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Tabelle 32: Gesamt-OF-Aktivitat: Horizontale Exploration, Zentrumsexploration (Einzelminuten) : Modifiziertes
OF (Mittelwerte = SEM) &

Minuten % [ 2| sar-s | saL-Es | mpis | mpLEs| MPss | Mps-Es
abschnitte = =

#2 1172 0999 £ 11169 £ 08 (73 £ 100117 £ 24117+ 31

2|50 x£09 |72 £ 07157 £05 a0 £ 09191 £ 24122+ 389

|27 02|62 £ 15142 £ 04|32 £ 07190 £ 24125+ 389

E 4 |40 £ 09 |6 £ 14142 £ 04|48 £ 11285 £ 221126 £ 41

é Slza £ 11|55 £ 14149 £ 09|33 £ 11126 £ 211|130 % 40

_ﬂ #3 1|53 02105+ 11117+ 1a|l02+£ 11192 £ 08[111+ 10

g 2 |64 = 08|04 £ 15|96 £ 17280 + 05|74 £ 07|90 £ 10

ﬁ 3161 £ 1957 £ 07|77 £ 22|69 £ 1265 £ 1321 £ 08

E 4|54 = 10|56 00|77 £ 24|50 + 05|30 09|27 £ 12

ﬁ 5|63 = 11|67 « 06|75 + 23|62 + 00|50 « 09|85 £ 11

g 24 | 1161 c05 |91 « 12|85 = 08|92 + 21|77 = 2093 + 14

(] 2159 £09 (75 £ 0982 £ 14|87 £ 1158 £ 1782 &£ 12

353 07|71 11|51 = 11|84 = 15|54 17|89 = 14

4|48 = 07|67 = 16|80 = 14|73 = 15|57 = 17|99 £ 13

5 |46 = 09 69 = 16|56 = 10|69 = 12|54 = 16|89 £ 22

#2 1 1218 & 45 (289 £ 6A 185 £ 3T (279 £ 521239 £ 74571 £ 117

2 1209 + A0 (268 £ 651226 £ 54 (384 £ T1 223 £ B8 355 £ 123

3176+ A0 (237 £ 471245 £ 40 (298 £ 531296 £ 108|301 £ 79

’: 4 |1253 £ a6l (228 £ 421248 £ 535|345 £ 271248 £ 114|271 £ 92

s 5 (222 = 56 220+ 34160 £ 36 |35 & 51305 & 08 |322 £ 66

2 43 | 1|20z « 40 228 « 37212 = 41 |174 + 37 | 150 + 43 |264 £ 57

"E 2 1192+ 3T (2533 £ 4a 12653 £ 37 (245 £ 631233 £ 3533|280 £ 40

E 3 |120 £ 58 (195 £ 441254 £ 535|210 £ g0 228 £ 390|297+ 35

2 4 [144 = 58 [158 53250 £ 45 |206 & 35|280 £ 70 |350 £ 40

g 5 (202 = 53 248 46225 £ 54290 £ 508|327 £ 60 |3558 £ 35

g #4 1 1257 £ a2 (305 £ 691309 £ 51 (237 £ 721449 £102|1450 £ 41

N 2 |244d £ 40 |2FTF £ 40252 £ 30|34+ g3 304 +£1141417 £ 52

3 [251 = 65 |312+ 490|220 £ 69 |170 & 53 |413 £ 130|380 £ 77

4 |226 = 58 |12+ 47241 £ 45 |200 & 54264 £ 77 |98 £ 78

5 [196 = 44 316 = 61347 £ 90 |203 + 44 |276 £ 00 |43 £ 33
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Tabelle 33 : OF-Aktivitdt (Horizontale Exploration, Zentrumsexploration; Einzelminuten) : Modifiziertes OF

(Statistik: 3Wege-ANOVA) &

Drei-Wege- ANOVA:

AUFZUCHT 6.897 6009 | 7.858 4H.006 | 2486 0116 | 1.861 0.174 |13.239 <6001 1157 0.283
PHARM 22,377 =0.001| 2216 0112 | 1.721 0181 | 6.926 6.00F | 3.055 0.049 [13.760 =<0.001
ZEIT 1.408  0.232 | 0.068 0.992 | 708 <6001 1447 0220 | 1.542 0191 | 0.556 0695
AUFZUCHT x PHAREM 3.516 O.047 | 0654 0521 | 6352 6002 | 1388 0252 | 3.266 0.047 | 5.161 0.044
AUFZUCHT x ZEIT 0,097 0983 | 0.255 0904 | 0.055 0995 | 0.172 0952 | 0.076 0930 | 0440 0.780
PHARM x ZEIT 0.202 0990 | 0.317 0959 | 0.225 0986 | 0.914 0506 | 0.295 0967 | 0.375 0.933
AUFZUCHT x PHARM x ZEIT| 0.153 099 | 0.200 0991 | 0412 0913 | 0.264 0977 ] 0.204 0990 | 0.562 0508
Post hoc Tukey Test: Hauptfaktor- Effelite
Faktor AUFZUCHT "] P o P G P
3. 714 0.009 | 3.964 0.005 5146 <0.001
Faktor PHARM '] P G P G P q P
0.500 0724 2.224 0116 | 3.5352 0047 | 1.341 0343
7932 «=0.001 5.244 =0.001| 2535 0,073 | 5.649 <=0.001
§.432 <0001 3.019 0035 | 0.818 0563 | 6.989 =0.001
Faktor ZEIT q P
3.965 0.006
6.426 =0.001
7.590 <6.001
6.973  =0.001
2.521 0075
3685 0045
3.068 0077
1.164  0.689
0.547  0.699
0.617 0663
Post hoc Tulkkey Test: Innerfaktor-Effelite
PHARM inmerhalb § i i o P o i o P
0.825 0560 3.739 0.008 3.736 0622 | 1.281 0365
5.232 =0.001 0.102 0.943 1.060 0453 | 4161 0010
L4607 0.002 3.841 0.01I8 2875 0059 | 2.820 0.046
PHARM innerhalb ES g P [} P g P q P
1.532  0.279 0.273 0847 1.005 0477 | 3177 0025
5.985 <=6.001 2.983 60.035 2.524 0175 | 3.887 0.006
T.5I7 =0.001 3.257 0055 1.519  0.283 | 7064 =0.001
AUFZUCHT inmerhalb Il P g P Il P o P
2.879 0048 1.596  0.259 3.39% O0.6f6 | 2436 0085
0.322  0.520 2416 0.088 0.663 0639 | 2.022 0.153
3.432 0.015 £.68F =0.001 4857 =0.001| 2222 0116
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A.3 Tabellenanhang: Metabolische Aktivitiit (2-FDG) &

Tabelle 34 : Kérpergewicht 2-FDG-Experiment (Mittelwerte = SEM, Statistik: t-test) &

Parameter: 4

Kirpergewicht
g 353 & 191543 *+ 13| | srpergewicht P 22 0.665

Tabelle 35 : Kdrpergewicht 2-FDG-Experiment (Mittelwerte £ SEM, Statistik: 2Wege-ANOVA) &

SAL-§8 | SAL-ES | MP1-§ |MPI1-ES| MP5-§ | MPS-ES

Kirpergewicht (in g) 563 £33 554426 559 £23| 531 +£24] 532445 545430

Zwel-Wege-ANOVA:

Falitoren I P

AUFZUCHT 0.2 0.6a4
PHAERM 0.2 0831
AUFZUCHT x PHARM 0.2 0837

Tabelle 36 : Metabolische Aktivitit (2-FDG): Mittlere photometrische Dichte (Mittelwerte +£ SEM) &

':;:;’11:: SAL-S | SAL-ES | MP1-§ | MP1-E§ | MP5-S | MP5-ES
vOFC 158 £ 003|121 £ 004|174 £003| 128 £ 003|175 £ 004130 £ 004
10FC 151 £ 004|115 £ 004|168 £ 002|125 £ 002|168 £ 004|124 £ 004
Acd 143 £ 002(123 £ 0031154 £ 002|136 £ 002|156 £008(125 £ 006
PL 138 £ 002(117F £ 0021142 £ 002|129 £ 002144 £ 004(1.18 £ 004
IL 120 £ 005)103 £ 0021120 £001)1.16 £ 001|125 £005(105 £ 005
MNacc 130 £ 0031107 £ 0041133 £003|1.16 £ 003141 £ 004109 £ 004
Cpu 130 £ 003|106 £ 004|135 £002)1.12 £ 002|141 £ 002109 £ 002
DG 134 £ 007|121 £ 006|143 £003)130 £ 003140 £ 003128 £ 003
CAl 123 £ 006112 £ 005|126 £003) 122 £ 003123 £ 003122 £ 003
CA3 116 £ 003[1.13 £ 005|123 £ 003|120 £ 003|124 £004(120 £ 004
BLA 118 £ 004|098 £ 005|124 £ 005|106 £ 005133 £005(107 £ 005
LA 113 £ 005|0% £ 004118 £ 004|102 £ 004123 £005(104 £ 005
TH 138 £ 008[11F £ 004146 £ 003|135 £ 003|167 £ 005137 £ 005
SN 133 £ 003|097 £ 0031141 £003)109 £ 003|178 £00a8(1.12 £ 0068
VTA 135 £ 0021108 £ 001141 £001)125 £ 001153 £005(120 £ 005
MM =* 178 £ 008|121 £ 003|198 £ 002|123 £ 002|187 £ 010(134 £ 010
MGV 158 £ 004120 £ 002|168 £004)132 £ 004179 £ 007135 £ 007
88C 143 £ 005|131 £ 006|149 £ 005|137 £ 005163 £ 0031535 £ 003
And 159 £ 004]137 £ 009|163 £ 005)139 £ 005173 £00a6(136 £ 008
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Tabelle 37 : Metabolische Aktivitit (vOFC, IOFC, ACd, Pl, IL): Mittlere photometrische Dichte (Statistik:

3Wege ANOVA) &

Drei-Wege- ANOVA:

AUFZUCHT 189.492

<f.601

206.988 =0.001

28.265

<f.601

26.967 =f.001

I67.729 =0.601
PHARM 6.520 0.063 | 8.339 =0.00f| 8913 =0.00F| 6232 0.004 | 2952  0.061
HEMI 0.051 0,823 0.266  0.609 0.055  D.ELS 0033 0857 | 0065 0801
AUFZUCHT x PHARM 0.&79 0422 1,134 0330 | 3.376 6O.042 | 3.911 0.027 | 3.200 6.050
AUFZUCHT x HEMI 0099 0754 0104 0748 0017 D&% D053 0819 p.059 D09
PHAERM x HEMI 0.001 0,993 0017 0983 0.004  0.996 009 0907 | 0005 0995
AUFZUCHT x PHARM x HEMI| 0052  0.943 0024 0977 | 0123 0885 0095 0.910 0.059 0943
Post hoc Tukey Test: Hauptfaktor-Effelite
Faktor AUFZUCHT q P ] P d P ] P g P
d 19.468 <0.001| 26.346 <0.001| 14.019 <0.001| 14.678 <0.001| 7.344 =0.061
Faktor PHARM q P ] P g P ] P i P
4,672 6.006 | 4.849 0001 | 5907 <=0.001| 4983 0.003 | 3404  0.051
4705 0005 | 5142 0002 | 3706 6.012 2189 0.12% 2147 D136
0633 D656 0293 0837 | 2202 0.126 2794 0.054 1.257 0.379
Faktor HEMI |
Post hoc Tukey Test: Innerfaktor-Effelite
PHARM innerhalb S g P 1 P g P
3.998 6007 1330 0188 0764 0592
4776  6.004 | 2697 0148 2362 0.227
0778 0585 a0y 0571 1599  0.264
PHAEREM innerhalb ES q P i P q P
4.357 6.0F0 | 5157 0.002 | 4.650 6017
D465 0.744 0,399 0779 0.674 0636
3.892 60.008 | 4738 0.002 | 3.376 6.021
AUFZUCHT innerhalb q P i P q P
6.777 =000 8.797 =0.00I| 4.773 0.062
6.418 <=0.06f| 5.53F =0.00f| 1486  0.299
11687 =0.00F| 1109 =0.06f| 6.46F =0.001
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Tabelle 38: Metabolische Aktivitdt (Nacc, Cpu, DG, CA1, CA3): Mittlere photometrische Dichte (Statistik:
3Wege ANOVA) &

Drei-Wege-ANOVA:

AUFZUCHT 164. 244 <060 |327.320 =0.001| 20,197 =0.001| 358 0.084 1771 0.1%0
PHARNM Je80 0006 | 7630 0001 3.824 6.029 | 1822 0173 | 3438 O.040
HEMI 0.006 0839 | 0053 0818 | 0.131 0.718 0.087 0770 0.007  0.934
AUFZUCHT x PHARM 6.126 0004 | 3278 G046 | 0.000 1.000 0865 0427 | 0.032 0.968
AUFZUCHT x HEMI 0432 0514 | 0433 0511 0.261 n.4l2 0.006  0.940 0.134  0.670
PHARM x HEMI 0021 087 | 0030 0970 ) 0026 0.9% 0.051  0.951 0.055  0.%47
AUFZUCHT x PHARM x HEMI| 0.040 0361 0.091 0913 | 0.022 0.978 0.039 0961 0.025  0.975

Post hoc Tukey Test: Hauptfaktor-Effekte

Faktor AUFZUCHT q P q P q P
18.124 <0.001| 25.586 <0.601| 6.355 <0.001

Faktor PHARM o P o P g P o P
3.909 06008 | 4.194 0.0605 | 3.759 6.028 3.142 6.031
4,317 0010 | 5.211 0002 | 2815 0052 3.271  0.064
0407 0775 1.018 0475 | 0944  0.508 0.122 0932

Faktor HEMI |

Post hoc Tukey Test: Innerfaktor-Effekte
PHARM innerhalb § i P i P

1515  0.290 | 2.956 6043
3.259 0.002 | 5.888 =0.601
3.745 0011 | 2,951 .42

PHARM innerhalb E§ q P q P
4014 0.018 | 2.99¢ 0.097
0.845 0553 | 1482 0.300
2168 0.030 | 1512 0230

AUFZUCHT innerhalb i P i P
9.82¢ <O.00f| 153257 =0.001
7327 =0.001| 13.265 <0.6001

I4.240 =0.001| 17,728 =0.001
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Tabelle 39: Metabolische Aktivitit (BLA, LA, TH, SN, VTA): Mittlere photometrische Dichte (Statistik: 3Wege

ANOVA) &

Drei-Wege-ANOVA:

AUFZUCHT S5.d4dd <0001 48.789 «<0.60F| 44324 <0.00F|257.049 <0.061|187.655 <6.001
PHARM 6.360 0004 | 4680 0.014 | 20,189 =<0.00F| 32.210 <0.001| 46.136 =0.001
HEMI 0.045 0.832 0135 0715 | 0.000 0897 | 0381  0.540 0.000  0.%85
AUFZUCHT x PHARM 0.933 0400 0183 0833 | 3.0% 005 | ¥5.406 =<0.0601| 3.811 0.029
AUFZUCHT x HEMI 0.001 0.579 0126 0724 | 0.000 0954 0.000  0.988 0.051 0.822
PHARM x HEMI 0.085 0919 0053 0949 | 0.005  0.995 0.062  0.940 0.053  0.948
AUFZUCHT x PHARM x HEMI| 0.071 0.932 0.020 0.930 | 0.0M1 0.993 0.038  0.943 0,112 0.894
Post hoc Tukey Test: Hauptfaktor-Effekte
Faktor AUFZUCHT o P o = o iz i = i P
16,530 =0.001| 9.817 <«<0.601| 9415 =60.001| 22,674 =0.0061| 19.542 <6.001
Faktor PHARM i P o P i e i iz
2. 867 6'043 2492 0085 | 4917 6001 | 4290 0004 | 7.934 =06.00F
5027 0003 | 4309 0.016 | 8.975 <O.00F| 12.334 =0.001| 12.523 =0.00f
2160 0.133 1817  0.205 | 4.056 0.006 | 8.045 <=0.00I| 4.589 6.002
Faktor HEMI |
Post hoc Tukey Test: Innerfaktor-Effekte
PHARM innerhalb § o P i 2
2386 0,098 | 5.259 6.026
12.847 =0.601| 8932 =60.041
10461 =0.001| 5.673 =0.001
PHARM innerhalb ES o P i P
3.681 6.012 | 7961 =6.001
4.596 0.006 | 8.778 <0041
0.916  0.521 0816  0.587
AUFZUCHT innerhalb o P i P
10.772 <0.001| 12.683 =0.001
9477 <060 7980 =0.001
19.623 =0.601| 12,857 =0.001
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Tabelle 40 : Metabolische Aktivitit (MM, MGV, Aud, SSC): Mittlere photometrische Dichte (Statistik: 3Wege
ANOVA (* 2Wege ANOVA) &

Drei-Wege-ANOVA (* Zwei-Wege-ANOVA:

AUFZUCHT 113,887 =0.001| 174815 =0.008) 79.834 =0.001| 47.830 =0.061
PHARM La76 0208 | J2.785 <0.00F| 1.550 0223 | 6.949 4.602
HEMI 0.071 0.7791 0.152 0698 0.006  0.933
AUFZUCHT x PHARM 1.471 0.250 | 0.852  0.433 2006 0146 | 4398 4H.018
AUFZUCHT x HEMI 0.024 0878 0.003 0959 0.123  0.7718
PHARM x HEMI 0.021  0.950 0.064  0.938 0.112  0.594
AUFZUCHT x PHARM x HEMI 0.087 0917 ] 0008 0992 0.071  0.9531

Post hoc Tukey Test: Hauptfaktor-Effekte

Faktor AUFZUCHT o P g P o P g P
15.092 =0.001| 18704 =<0.001| 12.636 =H.001| 2781 =<0.061

Faktor PHARM q 12 g P
£.091  0.006 2.552  0.0F
7125 =0.001 3271 0062
J.034 0637 27718 .04l

Faktor HEMI |

Post hoc Tukey Test: Innerfaktor-Effelte

PHARM innerhalb § 7} P
1754 0.221
6.2760 <0001
£.516 0.003

PHARM innerhalb ES [t} P
1.855  0.394
1.185 0407
0.671  0.638

AUFZUCHT innerhalb [t} P
3.985 O0.607
3.885 0.009
2.071 =0.001
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A.4 Tabellenanhang: Histologische Untersuchungen (Golgi-Cox-Firbung) &

A.4.1 Gesamtzelle &

aclle SAL-8 SAL-ES MP1-8 MP1-ES MPS-§ MPS-ES
gesamt
= Spinefrequenz 87 £ 02| 97 £ 01| 90 02| 87 £ 01|95 £ 053|101 £ 03
% Dendritenkinge 14148 £ B14 |16715 = 1126|2021.5 £ 1241 (20479 + 10EA|20032 £ 107.1 |20457 £ @312
& Zellkkomplexitiit 518 £ 35 | 786 £ 121 993 £ 1191016 £ 139 588 £ 41 | 786 £ Bl
Zelle
SAL-5 SAL-ES MP1-5 MP1-ES MPS-5 MPS-ES
gesamt
— Spinefrequenz 75 +£ 04| 92 + 02] 81 + 01| 88 + 02| 84 +£ 02| 91 =+ 02
E Dendritenliinge 422 £ 02 [AE10 + 318 | 8238 + 317 |E336 £ J6T) 6210 £ 272 | T21E = 4532
= Zellk omplexitit 49 £ 15 | 451 44| 462 £ 55 | 358 £ 47| 269 = 30 [ 316 = 62
A.4.2 Anzahl der Schnittpunkte mit Einzelshollsphiren &
Shollspharemabstand | ey o | gap-Eg | MPLS | MPLES | MPS§ | MPS-ES
vom Zellliorper
10 05 £ 01|03 £ 01|03 £ 01|02 £ 01|03 01 )04 01
30 a0 £ 02|13 =01 )13 £ 02| 14 £ 02| 26 = 04 ] 24 = 02
S0 45 £ 08 | 28 x 05| 2% £ 05| 33 £ 04| 49 = 07| 51 = 04
70 65 £ 07 | 43 = 0& | 46 £ 0F | 47 £ 04| 70 = 04 | 70 = 07
on 69 £ 06 | 533 = 05| 38 £ 04| 49 £ 06| 76 = 04| 85 = 05
=] 110 66 £ 03| 55 = 03] a2 £ 04| 58 £ 05| 72 = 04| 82 = 08
% 130 54 £ 03| 58 = 04| 64 £ 07 | 61 £ 05) 64 = 05| 77 £ 04
i 150 43 £ 03 | 58 = 04 )| 60 = 06 | 59 £ 05| 57 = 03 | 64 £ 03
170 37 £ 04| 58 = 07| 64 £ 07| 55 £ 05 47 = 05| 59 £ 04
190 27 £ 04| 54 = 0B 63 = 06| 51 £ 07| 39 =+ 06 | 537 £ 035
210 12 £ 04| 47 £ 08| 55 = 06| 49 £ 09| 34 + 05| 44 £ 04
230 14 £ 04 | 42 = 09| 46 = 08| 49 + 12| 33 + 06 | 41 £ 07
250 11 £ 06 | 32 = 10| 45 £ 09 | 48 £ 11| 33 = 07| 31 + 09
6110]151:1131‘911:11151‘:.1“1 SAL-S SAL-ES MP1-5 MP1-ES MPS-§ MPS-ES
vom Zelllzdrper
10 0 £ 02| 0F £ 01|04 £01 |05 £ 01|06 01|07 £ 01
30 42 £ 04| 37 £ 03] 22 + 04 [ 24 £ 03| 30 £ 03| 31 + 03
S0 55 £ 03 37 £ 05 36 £ 03 40 + 04 32 £ 05 47 £ 03
E 70 54 £ 05 a7 £ 04 47 £ 04| 47 £ 05| 36 £ DE 50 £ 04
= on 43 £ 05| 67 £ 04| 46 + 02| 389 + 04| 49 + 06 | 48 + 04
110 30 £ 04| 40 £ 05| 44 £ 05| 38 + 04| 39 + 04| 40 £ 10
130 13 = 03 | 48 £ 08| 43 + 08 | 34 + 08| 25 £ 04| 29 £ 10
150 08 £ 03| 43 £ 11] 35 = 08 [ 28 + 10| 11 + 02 ] 21 = 1.0

148



Anhang B

Anhang B (Daten Weibchen)

In diesem Tabellenanhang werden zusétzlich erhobene Daten (Open Field - Experimente mit
weiblichen Tieren) in tabellarischer und graphischer Form dargestellt. Die Durchfithrung der
Experimente (zeitlicher Ablauf und experimentelle Gruppen) erfolgte wie bei den médnnlichen
Tieren (siche Abschnitt 3). Aufgrund des zu grolen Umfangs der erhobenen Daten wurde im

Rahmen der vorliegenden Dissertation auf eine Disskusion der Ergebnisse verzichtet.

B.1 Ergebnisse der Open Field Experimente mit weiblichen Tieren (%)

B.1.1 Untersuchungen zu Effekten des friihkindlichen Trennungsstresses : OF-
Test #1 (PND 22) ¢

B.1.1.1 Standard - Open Field (ohne Ton-Stimulation) ¢

A B
Horizontale Exploration Zentrumsaktivitat
(Gesamtlaufstrecke in m) (in % zur Gesamtlaufstrecke)
8 - 35 35 35
% %
30 - p
7 4 30 A o0
25 25
6 - 25 20 - 20 -
51 20 1 15 4 15 -
N 10 - 10
41 o C 15 1 5] —o0—C 5
—a— ES —— ES
O/r'Jr T s na — 10— d O'ﬁ—v—I—I—r— 0—
12 3 4 5 C ES 12 3 4 65 C ES
(min) (5min gesamt) (min) (5min gesamt)
C
Gesamtlaufstrecke

Raumliche Darstellung
(5min gesamt)

P Kontrolle o gestresst
207
1.5:{
10:’. Em 0.0
0l mm 05
05! &Em 10
7 -l 15
00— Y Em 2.0
e 7 — /
) ~—__/ (m/ Unterquadrant)

Abb. 56: Open Field-Test #1(PND 22) im Standard-OF (Gesamt-OF-Aktivitét, Teil I Q)

Effekte der Aufzuchtbedingungen: (A) Laufstrecke (B) Zentrums-Aktivitdt (Mittelwerte & Std.F, * p <0.05, t-Test).

(C) Rédumliche Verteilung der Laufaktivitét in der OF-Arena: Die mittlere Laufaktivitét je Unterquadrant (z-Achse) wurde
tiber dem entsprechenden Gitterpunkt des zweidimensionalen Messpunkt-Gitters aufgetragen (x/y Achsen). Das

OF wurde dazu in 6x6 Unterquadranten unterteilt, die jeweils einen Gitterpunkt ergeben.
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A B C D
Vertikale Exploration Putzverhalten Defékationen Vokalisationen
(Haufigkeit) (Haufigkeit) (Anzahl) (Anzahl)
40 - 5 A 0.5 - 2.5 ~
30 4 4 0.4 - 2.0 ~
3 0.3 1.5
20 -
2 0.2 1.0 ~
0= 1 0.1 - 0.5 -
0 - 0 - 0.0 - 0.0 -
C ES C ES C ES C ES

Abb. 57: Open Field-Test #1(PND 22) im Standard-OF (Gesamt-OF-Aktivitit, Teil II 9)
Effekte der Aufzuchtbedingungen: (A) Vertikale Exploration, (B) Putzverhalten, (C) Defékationen (D) Vokalizationen

» Friihkindlicher Stress fiihrt im Test im Standard-OF am PND 22 wie bei den
mdnnlichen Tieren zu Hyperaktivitdt, erhohter Zentrumsaktivitdt

» Die Parameter vertikale Exploration, Putzverhalten und Defikation unterschieden sich
hingegen im Gegensatz zu den Mdnnchen nicht signifikant zwischen beiden Gruppen.

» Die Anzahl an Vokalisationen unterschied sich nicht zwischen gestressten und

ungestressten Weibchen.
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B.1.1.2 Modifiziertes Open Field (mit Ton-Stimulation) ¢

A

Horizontale Exploration
(Gesamtlaufstrecke in m)

8 =
? .
6 -
5 o
4 -
—o— ES
0
1 2 3 4 5
(min)
C
Gesamtlaufstrecke

Réumliche Darstellung
(5min gesamt)

35 -
J_*_J-
30

25 -
20 -

15 A

10 -
C ES

(5min gesamt)

35 -
30{ *
25 -
20 -
15
10 -
5_
0 -

C ES

B
Zentrumsaktivitat
(in % zur Gesamtlaufstrecke)
35
30 |
25 -
20
15 4
10 4
5 4 O C
—a— ES
0 _—T T T
1 2 3 45
(min)

(5min gesamt)

0.0
0.5
1.0
1.5
2.0

(m / Unterquadrant)

goamn

—

Abb. 58: Open Field-Test #1(PND 22) im modifizierten OF (Gesamt-OF-Aktivitit, Teil I )
Effekte des frithkindlichen Stresses auf (A) Laufstrecke, (B) Zentrums-Aktivitét, (Mittelwerte +
Std.F, Statistik: 2Wege-ANOVA, p<0.05: * fiir Hauptfaktor-Interaktionen, Post hoc Tukey-Test)
(C) Rédumliche Verteilung der Laufaktivitit in der OF-Arena
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A B C D E F
Vertikale Putzverhalten  Defékationen Laufstrecke im  Verweildauer im  Eintritte in den
Exploration (Haufigkeit) (Anzahl) Tonquadrant Tonquadrant Tonquadrant
(Haufigkeit ) (in %) (in min ) (Anzahl)
50 2.0 0.6 - 40 - 120 - 40
%
—% —%
4 —% = 100 1 —
40 1.5 304 30 -
0.4 - 80 - y
30 - /
1.0 4 20 60 g 20 -
27 0.2 40 %
| %
- 0.5 10 - % 10 -
20 - %
0 - 0.0 - 0.0 - 0 ] 0 / v 0 -
C ES C ES C ES C ES C ES C ES
Abb. 59: Open Field-Test #1 (PND 22) im modifizierten OF (Gesamt-OF-Aktivitit, Teil II +
Tonquadrant-Aktivitit Q)
% Effekte des friihkindlichen Stresses auf (A) Vertikale Exploration, (B) Putzverhalten, (C)

Defdkationen (D) Laufstrecke (E) Verweildauer im und (F) Eintritte in den Tonquadrant (Mittelwerte
+ Std.F, * p <0.05, t-Test).

» Auch im modifizierten OF am PND 22 wurde bei den friihkindlich gestressten Weibchen
hyperaktives Verhalten festgestellt. Im Gegensatz zu den Mdnnchen und den Weibchen
im Standard-OF war keine erhohte Zentrumsaktivitdit nachweisbar.

» Wie die friihkindlich getressten Mdnnchen zeigen auch die Weibchen vermehrte
vertikale Explorationsraten und héufigeres Putzverhalten im modifizierten OF, jedoch
keine signifikant erhohten Defikationsraten.

» Friihkindlich gestresste Weibchen zeigten signifikant geringere LaufStrecken und eine
tendenziell verringerte Verweildauer im Tonquadrant, also eine verminderte Reaktivitdt
auf den angebotenen Ton. Die hdufigeren Eintritte sind durch die erhohte

Gesamtlaufstrecke erklirbar (ungerichtete Bewegung im OF).
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B.1.2 Untersuchungen zur akuten MP-Wirkung: OF-Test #2 (PND 22) ¢

B.1.2.1 Standard - Open Field (ohne Ton-Stimulation) ¢

# =
A 14 14 - 6 704" r_:#;_ﬂg
Horizontale 12 12 3 60 - &
Exploration 44 10 - % 50 - %
(Gesamtlauf- 5 g N - =
strecke in m) i %
6 6 30 m
—O— SAL-C N
—@— MP1-C 4 1 4 1 20 1
—@— MP5-C 2 ] 5 ] 10 4
—— SAL-ES 0 Kontrolle (C) 0 gestresst (ES) 0
—A— MP1-ES CES CE CES
A 123 45 123 45
MPS-ES Saline 1mg/kg 5 mg/kg
MP MP
70 4 70 4 § 70 . r—#— ‘ £
B 60 60 | 2 60 - ; ﬁ
Zentrums- E —= # ) N
W 50 - 50 - = 50 # P
aktivitat 8 ‘ =
(in % zur 40 - 40 1 o 40 + %
Gesamt- 30 - 30 - 30 %
laufstrecke) 20 | 20 - 20 - wn
10 - 10 10 -
0 Kontrolle (C) gestresst (ES) 0 ;
12345 12345 Gis W -
Saline 1mg/kg 5 mg/kg
MP MP
Pharmakologische Behandlung
C Saline 1 mg/kg MP 5 mg/kg MP
Gesamt- ' ~
laufstrecke Q)
Raumliche 9
Darstellung | £
(inm/ =§
Teilquadrant) Q
: c
(5 min 3
gesamt) =
3
e
=~ 2
[SX0)]
EE’
l 0.0 3%
Hm 05 b=
& 1.0 &
1 15
2.0

Abb. 60: Open Field-Test #2 (PND 22) im Standard-OF (Gesamt-OF-Aktivitit, Teil I Q)

Effekte der akuten MP-Behandlung auf(A) Laufstrecke, (B) Zentrums-Aktivitit, (Mittelwerte + Std.F,
Statistik: 3Wege-ANOVA, p<0.05: * fiir Hauptfaktor-Interaktionen, Post hoc Tukey-Test)

(C) Raumliche Verteilung der Laufaktivitéit in der OF-Arena
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A
Vertikale Exploration
(Haufigkeit)
50 -
40 - F#Tl
30 A
20 A
10 -
T CEB CE C ES
Saline 1mag/kg 5 mag/kg
MP MP

(5 min gesamt)

B
Putzverhalten
(Haufigkeit)
10 -
81 T
6 .
4 =
2 4
" CE CE C ES
Saline 1mag/kg 5 mag/kg
MP MP

(5 min gesamt)

C
Defekationen
(Anzahl)
2.0
a
1.5 -
1.0 4
0.5 -
0.0 -
C ES C ES C ES
Saline 1 mg/kg 5 ma/kg
MP MP

(5 min gesamt)

Abb. 61: Open Field-Test #2 (PND 22) im Standard-OF (Gesamt-OF-Aktivitit, Teil II Q)
Effekte der akuten MP-Behandlung auf (A) Vertikale Exploration, (B) Putzverhalten, (C) Defdkationen (Mittelwerte + Std.F;
Statistik: 2Wege-ANOVA, p<0.05: # fiir Hauptfaktor-Effekte, Post hoc Tukey-Test)

» Unabhdngig von friihkindlicher Stresserfahrung zeigen mit 1 und 5 mg/kg MP

behandelte juvenile Weibchen dosisabhdngige Steigerungen der Laufaktivitdt und

Zentrumsexploration. Eine Verminderung der horizontalen Exploration durch die

niedrige MP-Dosis wie bei den Mdnnchen zeigt sich bei den Weibchen damit nicht.

» Friihkindlich getresste Weibchen zeigen unabhdngig von der pharmakologischen

Behandlung hohere vertikale Explorationsraten, héiufigeres Putzverhalten und héhere

Defikationsraten als ungestresste Weibchen.
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B.1.2.2 Modifiziertes Open Field (mit Ton-Stimulation) ¢

A 20 | 20 E 100 - |—:ar1 g
Horizontale | 16 . El a5l -
Exploration E = # — £
(Gesamtlauf- ,, | 12 | 8 60 - L
strecke in m) W i '| E
—O— SALC 8 8 - 40 - | o
—O— MP1C /
—@— MP5-C 41 4 20 - 7
—\— SAL-ES 0 Kontrolle (C) | _gestresst (ES) § _ j
—A— MP1-ES o e . . C ES C ES C ES
123 45 123465
—A— MPS5-ES Saline  1mg/kg 5 mg/kg
MP MP
60 - 60 < 50 - ié‘
B £ =t ——
50 - 50 - £ 40 - [1}]
Zentrums- E e
aktivitat 40 1 - R | ? =
2 £ 30 [0}
{(3'“ % e 30 30 o / s
esamt- £
20| | £
laufstrecke) 20 - 20 - % 0;
10 - 10 10 - %
0 Kontrolle (C) 0 L qestrless'g (E§) 0 - 7 /
12345 123465 CE B (B
Saline 1 ma/kg 5 mg/kg
MP MP
Pharmakologische Behandlung
C Saline 1 mg/kg MP 5 mg/kg MP
Gesamt- . ' ' )y | T
laufstrecke | OQJ 29 i '
Raumliche o
Darstellung | £
(inm/ =§
Teilquadrant) g
« = "
(5 min 3 00—
gesamt) c v
= f
S0
Sy
mm 00 Eg
I 05 <9
mm 10 g
EE 15 o ; _
B 20 00 < T 0.0 <
N 25 . 4 Ty E

Abb. 62: Open Field-Test #2 (PND 22) im modifizierten OF (Gesamt-OF-Aktivitat, Teil I 2)

Effekte der akuten MP-Behandlung auf (A) Laufstrecke, (B) Zentrums-Aktivitét

(Mittelwerte + Std.F, Statistik: 3Wege-ANOVA, p<0.05: * fiir Hauptfaktor-Interaktionen, Post hoc Tukey-
Test) (C) Raumliche Verteilung der Laufaktivitéit in der OF-Arena

,
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A B C
Vertikale Exploration Putzverhalten Defakationen
(Haufigkeit) (Haufigkeit) (Anzahl)
60 3 2.5 -
2.0 -
1.5 -
1.0 -
0.5
7 0 0.0 A S
C ES C ES C ES C ES C ES C ES C ES C ES C ES
Saline 1 mg/kg 5 mag/kg Saline 1mg/kg 5 mag/kg Saline 1 mg/kg 5 ma/kg
MP MP MP MP MP MP
(5 min gesamt) (5 min gesamt) (5 min gesamt)

N

Abb. 63: Open Field-Test #2 (PND 22) im modifizierten OF (Gesamt-OF-Aktivitit, Teil II Q)

Effekte der akuten MP-Behandlung auf (A) Vertikale Exploration, (B) Putzverhalten, (C) Defdkationen
(Mittelwerte + Std.F; Statistik: 2Wege-ANOVA, p<0.05: # fiir Hauptfaktor-Effekte, bzw. * fiir Hauptfaktor-
Interaktionen, Post hoc Tukey test)

A B C
Laufstrecke im Verweildauer Eintritte in den
Tonquadrant im Tonquadrant Tonguadrant
(in %) (in min) (Anzahl)
150 40 -
_ —— # .
40 - L l e
‘ 120 - %5 -
30 % o T
20 % 80 - 7 7 1
%
10 Z 30 - 10 1 ’_1_‘ |j :
CES CE CES CES CE C ES CES CE CES
Saline  1mg/kg 5 mg/kg Saline  1mg/kg 5 mag/kg Saline  1mg/kg 5 mg/kg
MP MpP MP MP MP MP
(5 min gesamt) (5 min gesamt) (5 min gesamt)
Abb. 64: Open Field-Test #2 (PND 22) im modifizierten OF (Tonquadrant-Aktivitit ?)
& Effekte der akuten MP-Behandlung auf (A) Laufstrecke (B) Verweildauer im und (C) Eintritte in den
Tonquadrant (Mittelwerte + Std.F; Statistik: 2Wege-ANOVA, p<0.05:
# fir Hauptfaktor-Effekte bzw. * fiir Hauptfaktor-Interaktionen, Post hoc Tukey-Test)
» Friihkindlich getresste Weibchen zeigen unabhdngig von der pharmakologischen
Behandlung hohere Laufstrecken (horizontale Exploration). Nach einer Gabe von 1
mg/kg MP zeigten friihkindlich getresste Weibchen signifikant mehr vertikale
Explorationen als ungestresste Weibchen.
» Das Putzverhalten, Defikationsraten sowie die Laufstrecke und Verweildauer im

Tonquadrant unterschied sich nicht signifikant zwischen den Gruppen. Die
ungestressten salinebehandelten Kontrollen zeigten jedoch im Vergleich zu den

salinebehandelten grstressten Tieren eine deutliche Tendenz zur verstirkten
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Tonquadrant-Aktivitit und zu tendeziell geringeren Laufaktivitdten. Untersuchungen

zur chronischen MP-Wirkung ohne akute MP-Injektion: OF-Test #3 (PND 45) Q@

B.1.3 Untersuchungen zur chronischen MP-Wirkung: OF-Test #3 (PND 45) ¢

B.1.3.1 Standard - Open Field (ohne Ton-Stimulation) ¢

; : — 50 E
A 14 14 G §
Horizontale 12 - 12 E 40 - =
Exploration 10 1 10 1 % £
(Gesami_:lauf- ol 8 B 30 g
strecke in m) o %
6 6 20 -
—O— SAL-C n
—O— MPI-C 4 41
—@— MP5-C 2 | 2 10 -
—/— SAL-ES o L, Kontrolle(C) o | gestresst (ES o
—4— MP1-ES 123 45 12345 CES CE C ES
—A— MP5-ES Saline  1ma/kg 5 mg/kg
MP MP
70 - 70 =4 40 =
B & 5
60 - 60 = 8
ZEF‘ItI"LI"n’IS- 50 | 50 % 30 g:
aktivitat P <
(in % zur 4“4 o . ) 20 3
Gesamt- 30 - I 30 g
laufstrecke) 20 | ¢ 2041 ° 104 wn
10 - 10
p Kontrolle () o gestresst (ES) |
12345 12345 CE ES CES
Saline 1 mg/kg 5 mg/kg
MP MP
Pharmakologische Behandlung
C Saline 1 mg/kg MP 5 mg/kg MP
9/kg 9/
Gesamt- & ]
laufstrecke | L2
Raumliche @
Darstellung %
(m_ m/ =9
Teilquadrant) e
(5 min a
gesamt) i
gﬁ
o0
= 00, &z
. 05; <9
mm 10
= 15) g
3 202 00" 00" 00 :
HE 25) T

Abb. 65: Open Field-Test #3 (PND 45) im Standard-OF (Gesamtaktivitit, Teil I 9)

Effekte der chronischen MP-Behandlung ohne akute MP-Injektion auf (A) Laufstrecke, (B) Zentrums-Aktivitét, (Mittelwerte

+ Std.F, Statistik: 3Wege-ANOVA, p<0.05: * fiir Hauptfaktor-Interaktionen, Post hoc Tukey-Test)
(C) Rédumliche Verteilung der Laufaktivitit in der OF-Arena
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A B C
Vertikale Exploration Putzverhalten Deféakationen
(Haufigkeit) (Haufigkeit) (Anzahl)
70 - 18
60 - 16
- 14
12
40 10
30 8
20 8
4
10 2 l =1
A 0 A 0
c ES C ES C ES C ES C ES C E5 C ES C ES C ES
Saline 1mg/kg 5 mg/kg Saline 1mg/kg 5 mag/kg Saline 1 mg/kg 5 mg/kg
MP MP MP MP MP MP
(5 min gesamt) (5 min gesamt) (5 min gesamt)

Abb. 66: Open Field-Test #3 (PND 45) im Standard-OF (Gesamt-OF-Aktivitit, Teil II Q)
Effekte der chronischen MP-Behandlung ohne akute MP-Injektion auf (A) Vertikale Exploration, (B) Putzverhalten,
(C) Defikationen (Mittelwerte + Std.F; Statistik: 2Wege-ANOVA, p<0.05: # fiir Hauptfaktor-Effekte, Post hoc Tukey-Test)

» Die am PND 22 verzeichnete erhéhte Laufaktivitit und Zentrumsaktivitdt der
salinebehandelten friihkindlich gestressten Weibchen war wie bei den Mdnnchen am
PND 45 nicht mehr vorhanden.

» Friihkindlich getresste Weibchen zeigen unabhdngig von der pharmakologischen

Behandlung hohere hdufigeres Putzverhalten und héhere Defikationsraten als

ungestresste Weibchen.

158



Anhang B

B.1.3.2 Modifiziertes Open Field (mit Ton-Stimulation) ¢
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Abb. 67: Open Field-Test #3 (PND 45) im modifizierten OF (Gesamt-OF-Aktivitat, Teil I 9)

% Effekte der chronischen MP-Behandlung ohne akute MP-Injektion auf (A) Laufstrecke, (B) Zentrums-Aktivitat,
(Mittelwerte + Std.F, Statistik: 3Wege-ANOVA, p<0.05: # fiir Hauptfaktor-Effekte ,* fiir Hauptfaktor-

Interaktionen, Post hoc Tukey-Test), (C) Rdumliche Verteilung der Laufaktivitdt in der OF-Arena
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Abb. 68: Open Field-Test #3 (PND 45) im modifizierten OF (Gesamt-OF-Aktivitit, Teil II Q)
Effekte der chronischen MP-Behandlung ohne akute MP-Injektion auf (A) Vertikale Exploration,
(B) Putzverhalten, (C) Defdkationen (Mittelwerte + Std.F; Statistik: 2Wege-ANOVA, p<0.05)
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Abb. 69: Open Field-Test #3 (PND 45) im modifizierten OF (Tonquadrant-Aktivitét ?)

Effekte der chronischen MP-Behandlung ohne akute MP-Injektion auf (A) Laufstrecke (B) Verweildauer im

und (C) Eintritte in den Tonquadrant (Mittelwerte + Std.F; Statistik: 2Wege-ANOVA,
p<0.05: # fir Hauptfaktor-Effekte, Post hoc Tukey-Test)

» Im Test #3 im modifizierten OF zeigeten sich bei keinem der untersuchten Parameter

signifikante Effekte.

160



Anhang B

B.1.4 Untersuchungen zur akuten MP-Wirkung nach chronischer MP-
Behandlung: OF-Test #4 (PND 45) ©

B.1.4.1 Standard - Open Field (ohne Ton-Stimulation) ¢
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ADbb. 70: Open Field-Test #4 (PND 45) im Standard-OF (Gesamt-OF-Aktivitit, Teil I 9)

Effekte der akuten MP-Injektion nach chronischer MP-Behandlung auf (A) Laufstrecke, (B) Zentrums-Aktivitit,
(Mittelwerte + Std.F, Statistik: 3Wege-ANOVA, p<0.05: * fiir Hauptfaktor-Interaktionen, Post hoc Tukey-Test)
(C) Réumliche Verteilung der Laufaktivitit in der OF-Arena
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A B C
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Abb. 71: Open Field-Test #4 (PND 45) im Standard-OF (Gesamt-OF-Aktivitit, Teil II Q)

Effekte der chronischen MP-Behandlung nach akuter MP-Injektion auf (A) Vertikale Exploration, (B) Putzverhalten, (C)
Defdkationen (Mittelwerte + Std.F; Statistik: 2Wege-ANOVA, p<0.05: # fiir Hauptfaktor-Effekte, Post hoc Tukey-

Test)

» Die akute MP-Injektion vor dem Test #4 im Standard-OF ' fiihrte unabhdngig von der
Aufzuchtsform nur in mit 5 mg/kg MP-behandelten Gruppen zu erhohten Laufstrecken.
Bei den Mdnnchen zeigte hingegen auch die niedrige Dosis einen signifikanten
pharmakologischen Effekt.

» Alle weiteren untersuchten Parameter unterschieden sich zwischen den Gruppen nicht

signifikant.
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B.1.4.2 Modifiziertes Open Field (mit Ton-Stimulation) ¢
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Abb. 72: Open Field-Test #4 (PND 45) im modifizierten OF (Gesamt-OF-Aktivitét, Teil I 9)

Effekte der akuten MP-Injektion nach chronischer MP-Behandlung auf (A) Laufstrecke, (B) Zentrums-
Aktivitit, (Mittelwerte = Std.F, Statistik: 3Wege-ANOVA, p<0.05: * fiir Hauptfaktor-Interaktionen, Post
hoc Tukey-Test), (C) Rdumliche Verteilung der Laufaktivitit in der OF-Arena
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Abb. 73: Open Field-Test #4 (PND 45) im modifizierten OF (Gesamt-OF-Aktivitit, Teil I Q)
Effekte der chronischen MP-Behandlung nach akuter MP-Injektion auf (A) Vertikale Exploration, (B)
Putzverhalten, (C) Defékationen (Mittelwerte + Std.F; Statistik: 2Wege-ANOVA, p<0.05)
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Abb. 74: Open Field-Test #4 (PND 45) im modifizierten OF (Tonquadrant-Aktivitdt ?)

Effekte der chronischen MP-Behandlung nach akuter MP-Injektion auf (A) Laufstrecke (B) Verweildauer im

und (C) Eintritte in den Tonquadrant

(Mittelwerte + Std.F; Statistik: 2Wege-ANOVA, p<0.05: * fiir Hauptfaktor-Interaktionen, Post hoc Tukey)

» Die akute MP-Injektion vor dem Test #4 im modifizierten OF fiihrte im Gegensatz zu

den Ergebnissen im Standard-OF auch bei den mit 5 mg/kg MP-behandelten Gruppen

zu keiner signifikanten Erhohung der Laufstrecken. Jedoch weifit die signifikante

Erhohung der Eintritte in den Tonquadranten bei fehlender Erhohung der relaiven

Laufstrecke oder Verweildauer im Tonquadrant auf eine erhéhte ungerichtete Aktivitdt

im OF hin.

» Weitere Parameter unterschieden sich nicht zwischen den Gruppen
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B.2 Tabellenanhang: Standard Open Field, weibliche Tiere (%)

Tabelle 41 : Korpergewicht Open Field-Test #1: Standard-OF (Mittelwerte + SEM, Statistik: t-test) ¢

F _
t-test
T C ES

Parameter: P
#]1 | 501 £ 16475 £ 1.7 Korpergewicht P 22 0.2639

Korpergewicht
(in g)

Tabelle 42 : Korpergewicht Open Field-Test #2- #4: Standard-OF (Mittelwerte = SEM) 9

E SAL-C SAL-ES | MP1-C | MPL-ES| MPS-C | MP3-ES
Kirpergewicht #2 | 02 £ 34| 467 £ 32| 475+ 24| B0 £330 523 % 24 481 £24
iin o) Z3-4| 982+ T2| BE5 110 993+ 531009 £ 77| 1046 £ 47|10T2 £ 57

Tabelle 43 : Korpergewicht Open Field-Test #2- #4: Standard-OF (Statistik: 2Wege-ANOVA) Q
Zweil-Wege-ANOVA:

Faktoren

AUFZUCHT 1Ll 0293 03 0588
PHARM 0.3 072l 1.5 0234
AUFZUCHT x PHARM 0.5 0640 0.5 0591

Tabelle 44 : OF-Aktivitét (5 min gesamt) Test #1: Standard-OF (Mittelwerte + SEM, Statistik t-test) @

= t-test (*u-test)
S Minuten gesamt = C ES Parameter: P

Gesnmtlanfstre cke (in m) 254+ 11|290 £09 Gesmntlaufst.re.c.l.ce* e
& | Zentrumsaktivitiit (in %) 172+ 13231 = 19| [Lentrumsakiivitats %.016
*E Vertikale Exploration (&nzahl) %1 248 + 10|286 £ 1.7 :::::ﬁiﬂﬁ:ﬁiﬂmun“ Egzi
E Putzverhalten {&nzahl) 24 +06] 383 £07 T T—— 0'479
&) Defekationen {Anzahl) 0.0 +0.1f 0.1 £01 = :

Vokalisationen (4nzahl) 05+02 14+08 Molallalionens 0.489
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Tabelle 45 : OF-Aktivitit (Horizontale Exploration, Zentrumsexploration; Einzelminuten) Test #1: Standard-OF
(Mittelwerte + SEM, Statistik: 2Wege-ANOVA @

Té - Zwel-Wege-ANOVA:
I\-Imut(:-u— E g c ES
abschnitte b= | =
16z = 036z =03
£ | cesamt 2 [60 + 02f67 + 03] I = - = -
& |laufstrecke |# 11 3 |53 + 02}55 * 02} Pl reRs 13.886 =0.001|16.804 <0.001
E (in m) B 44 = 04 CouEitel 22.822 <0.001] 2439 0.089
I S 136 + 04047 + 02| [A\yFzucHT x ZEIT 0752 0557 | 0058 10944
Q 1 [133+ 16155 + 23
E Zentrums- 2 159 £ 20214 £ 23
B | aktivitat (£1] 3 192 = 22231 = 27
(] (i %40 4 lign+ 235|308 £ 36 Post hoc Tukey Test: Hauptfaltor- Effekte
s 1oz = 32|z70 = 35 d g P g P
5270 =0.001| 5.797 <0.001
Faktor ZEIT . P

0.735  0.985
3273 0002
8172 =001
11 165 =0.001
4.538 0.012
7438 =0.001
160428 =60.001
2.500  0.242
5.890 =007
2.580  0.214

Tabelle 46 : OF-Aktivitdt Test #2- #4: Standard-OF (Mittelwerte + SEM)

S Mmuten & ¢ | sAL-ES | MPLC | MPLES | MPS.C | MPS-Es
gesamt =
Gesamt- | #2 | 149 £ 302001 = 38| 259 £ 3353|321 + 32| 4528 = 74 |543 £ 24
laufstrecke | #3 | 324 £ 32 [320 £ 14| 326 £ 31 | 340 £ 17335 £ 353|366 £ 30
it 1) #4 | 259 £ 45 |322 £ 50| 263 £ 35[319 £ 48328 £ 28 |420 £ 70
Zentiums- | #2 | 192 £ 45 |373 + 51| 204 + 40 | 308 £ 41| 337 + 42 (390 £ 21
aktivitit | #3 | 273 £ 32 | 285 £ 31| 206 £ 35 |331 £ 20| 250 = 29 | 268 £ 14
fin % ) 24 | 287 + 42 [289 £ 50247 £ 42 [HE £ 54345 £ 36 | 374 £ 64
Vertikale | #2 | 156 £ 47 [161 £ 37| 204 £ 42 | 249 = 32| 87 £ 21 | 256 £ AT
Exploration| #3 | 3628 + 62 [386 + 59| 364 + 53 [347 £ 41329 + 36 [364 + 67
{Anzahl) 24 | 221 + 64220 £ 64| 216 £ 52 (202 £ 50| 238 +£ 47 |255 + 44
Putz- #2 |10 £ 07|42 £ 12|02 04|23 £08] 21 £ 17|30 = 14
verhalten | #3 | 32 = 23| 84 = 31| 39 + 20109 = 30| 14 = 04| 56 £ 18
(Anzahl) [ #4 ] 23 + 2121 £ 08) 16 & 12|56 = 2109 + 04|24 £ 10
Defela- #2 |00 00|05 £ 05|02 £02|07 £05]00 £00]01 £ 01
tionen #3 | 0% £ 06|27 £ 07|09 08|40 £ 10) 17 £ 07| 20 £ 09
{anzahl) 24 |06 04|18 = 06) 10 06|37 £10] 26 £08| 135 + 10
Vokalisa- | #2 | 29 £ 17 (08 £ 08|04 £ 02|01 £ 01|00 +£00]00 £ 00
tionen #3 |31 £31 |01 £01|00 £00(00 £00)00 00|00 £ 00
{Anzahl) #4 | 42 £ 42|06 £ 06| 00 £ 00|00 £00] 00 £00]00 £ 00
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Tabelle 47 : OF-Aktivitdt (Horizontale Exploration, Zentrumsexploration) Test #2- #4: Standard-OF (Statistik:
2Wege ANOVA) ¢

Zwei-Wege-ANOVA:

AUFZUCHT 3565 00255299 0026 0073 0733 | 8912 0004 0006 0535 | 2441 0125
PHARM 1836 0,170 ) 0.790 0459 | 0,164 0849 | 1,537 0227 | 0.242 0786 | 1.135 0.330
AUFZUCHT x PHARM 1.660 0.201 | 0.902 0412|0124 0.884 | 0.187 0.822 | 0.045 0.956 [ 1.130 0.331

FPost hoe Tukey Test: Hmptfaktor-Effelite
Faktor AUFZUCHT & P [’} P o P

3.275 0.025|3.255 0.026 4222 0.005
Faktor PHARM \

Tabelle 48 : OF-Aktivitdt (Vertikale Exploration, Putzverhalten) Test #2- #4: Standard-OF ( Statistik: 2Wege-
ANOVA) @

Zwei-Wege- ANOVA:

AUFZUCHT 5.363 0025|5299 6026|0073 0738 | 8912 6004|0006 0933 [ 2441 0125
PHARM 1.836 0,170 | 0750 0459 0164 0.849 | 1.527 0.227] 0242 0786 | 1.135 0.330
AUFZUCHT x PHARM 1660 0.201 | 0.902 0412 0.124 0.884 | 0.197 0.822] 0.045 0.956 | 1.130 0.331

Post hoc Tukey Test: Hmptfaktor-Effelite
Faktor AUFZUCHT q P I} P o P

3.275 0.025|3.255 0.026 4222 0.005
Faktor PHARM \

Tabelle 49 : OF-Aktivitdt (Defakation, Vokalisationen) Test #2- #4: Standard-OF (Statistik: 2Wege-ANOVA)?Q

Zwel-Wege-ANOVA:

AUFZUCHT 2,637 0111 | 1665 0.2053 | 7358 6.009| 0993 0324 2119 0152 | 1.011 0.320
PHARM 0.870 0425 |3.287 G046 0472 0627 | 1132 0331 1176 0317 | 1.586 0.219
AUFZUCHT x PHARM 0.287 0752 | 1.148 0326 | 1.629 0206 | 0.981 0.382 | 3.177 0.050 | 0.979 0.383

Post hoc Tukey Test: Hauptfalitor-Effelcte

Faktor AUFZUCHT o P
3.834 0.009

Faktor PHARM q P

2,970 0.100
3.330 06.058
0.451 0.946
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Tabelle 50: OF-Aktivitit (Horizontale Exploration, Zentrumsexploration; Einzelminuten) Test #2- #4: Standard-

OF (Mittelwerte + SEM) @

Muaten- | g | 2| gaLc | SAL-ES| MPLC |MPLES| MPSC | MP5ES
abschnitte =]

#2 | 1| 49 £ 07|65 £ 11| 66 = 10|80 £ 02| 110 £ 133|105+ 17

2| 34 08|44 £ 08 492 £ 08|72 £ 07| 95 = 13 (100 20

3| 25 £07 |38 £ 09 52 £05 |60 £ 06| 25 £ 13 (102 £ 22

E 4 | 22 £07 |26 £ 07 50 £ 08|53 £ 08| 87 + 12 (109 £ 25

é S| 1% £07 |28 £ 08) 42 £ 07|54 £ 10| 78 + 14100+ 22

R #3 | 1| 87 £ 08|83 £ 06| 83 07|93 £ 06| 21 £ 07|03 £ 08

;E 2| 66 £ 08|64 £ 05 70 £ 07|66 £ 04| 76 + 0680 £ 08

,:E 3| 61 £08|61 £ 03] 63 £ 07|67 £ 05| 64 £ 07 (76 £ 08

= 4| 60 £ 08|61 £ 05 59 £ 08|56 £ 04| 55 £ 08 (74 £ 13

g S| 0 £07|31 £ 03] 51 £07[59 £ 04| 52 08[58 £ 12

E #4 | 1| 67 £ 12|62 £ 11| 65 07|71 £ 13| 86 £ 07|84 £ 10

(] 2| 56 £ 10149 £ 11 53 £ 09|54 £ 09| 68 + 09 (78 £ 14

3| 52 £ 12|33 £ 10 50 £ 08|68 £ 14| 68 + 07F (85 £ 20

4| 47 £ 11|38 £ 12| 50 £ 08|62 £ 10| 65 + 05 (76 £ 20

S| 37 £10]40 £ 13] 45 £ 09|63 £ 0E| 53 £ 09 ([F5 £ 15

#2 | 1| 233 £ 700|354+ 71| 234 £ 43305+ 50| 313 + 42 |382 £ 41

2| 107 £ 5353|225 &£ 57| 348 £ 48 (300 £ 40| 388 £ 49 (419 £ 30

3| 155 69183+ 46| 271 + 53388 & 79| 272 + 56 [366 + 47

:;“ 4 | 175 £ 67 (241 £ 90| 285 £ 50 |3BE £ 66| 372 £ 51 (393 £ 55

il S| 134 £ 54138 &£ 58| 345 £ 71 |3537 £ BO| 362 £ 65 (361 £ E3

% #3 | 1| 305 £ 38|26l £ 57| 287 £ 63 (278 £ 27| 243 £ 45269 £ ED

E 2| 254 £ 55|280 £ 41| 243 £ 441|307 £ 44| 218 £ 47 (259 £ 35

E 3| 251 £ 486|300 £ 48| 280 £ 41 323 £ 25| 241 £ 52 (266 £ 43

E 4 | 218 £ 3353|287 £ 38| 249 £ 32 |370 £ 59| 222 £ 34 (231 £ 59

,E S| 315 £ 50302 £ 55402 £ 73|47 £ 56 238 £ 48 (375 91

% #4 | 1| 352 £ a4 (263 £ 42| 285 £ 52 (473 99| 333 £ 47 |358 £ a0

N 2| 221 £ 458|309 £ 79| 274 £ 63 |40 £ 66| 397 £ 67 (437 £ 97

3| &TE £ 537|261 £ B2 329 £ 64 |37 £ YO 369 = 43 (311 £ 94

4 | 210 £ 47392 £ 109] 294 £ 441338 £ 70| 341 = 46 (355 = 120

S| 226 £61 |71 £ 95 227 £ 61 |377 £ 66| 371 £ 79 (434 £ 102
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Tabelle 51 : OF-Aktivitdt (Horizontale Exploration, Zentrumsexploration; Einzelminuten) Test #2- #4: Standard-
OF (Statistik: 3Wege-ANOVA) Q@

Drei-Wege-ANOVA:

AUFZUCHT 7107 G008 |12.849 <0.001| 5.583 0.019 | 0722 0386 | 0.861 0335 | 0.214  0.644
PHARM 77226 <0.001|37.038 <0.00f) 3.276 0.039 | 5238 0.051 |31.837 <0.001|14.975 <0.001
ZEIT 5.305 <0.001| 0923 0451 |28.725 =0.001| 3.130 60.015 | 3.349 o681 | 1.804 0.128
AUFZUCHT x PHARM 7674 =0.001| 6.815 0.00f | 3.643 0.028 | 3.07F 0048 | 0.318 07737 |I7.056 <0.001
AUFZUCHT x ZEIT 1362 0.248 | 1672 0157 ] 0504 0733 | 1.359 02458 | 0.110  0.87% | 0407  0.504
PHARM x ZEIT 0,510 0.84% | 1.858 0.067 | 0.537 0.828 | 0.372 0935 | 0,240 0.985 | 1.062  0.390
AUFZUCHT x PHARM x ZEIT| 0.900 0.517 | 0.776  0.624 | 0383 0929 | 1.267 0.261 | 0.329 0955 | 0734  0.662

Post hoc Tukey Test: Hauptiaktor- Effelte

Faktor AUFZUCHT P P q P q P
3770 0.008 | 5.069 <0.001| 3.341 0018

Faktor PHARM q P G P ] P '] P ] P q P
3.006  0.073 | 3.731 0023 ]| 2942 0094 | 3.356 0046 | 8214 =0.00F| 4.549 06.0064
16.995 «6.001 12,679 =0.00f| 5177 0064 | 2638 0,151 | #0537 «<0.601| 7612 <06.001
12,788 «6.061| 7657 =0.00f| 0.182 0991 | 0.725 0866 | 2064 0311 | 2791 0.118

Faktor ZEIT q P ] P [} e ] P
2787 0.280 8.191 =0.601| 3.617 6078 | 2397 0482
4123 6.029 16998 <0001 1.922 0654 | 2346 0460
5.556 <«0.061 12149 =0.661| 0,175 1000 | 3475 0101
5.471  6.061 13,399 =0.661| 07772  0.983 | £991 6.004
1.336  0.879 2807 0273 | 1695 0752 | 0.045  1.000
2770 0287 3.957 6041 | 3442 0106 | 1177 0821
2.684  0.318 5208 0002 | 4.389 6.0f6 | 2694 0315
1434 0.549 1151 0927 | 177 0731 | 1,129 0.831
1.345  0.878 2401 0435 | 2694 0315 | 2646 0333
0.086  1.000 1.250  0.903 | 0.847 0963 | 1.517  0.521

Post hoc Tukey Test: Hauptfaktor-Interaktionen

PHARM innerhalb § q P '] e ] P '] P q P
14947 <6.001| 9811 =0.00f| 4126 06.010 | 1789 0415 9.183 =0.001
12,079 «6.061| 5.500 =0.00f| 0537 0924 | 2494 0182 3.600 0.029
13,004 <0.001| 4.765 0.009 | 3.336 0.048 | 0,572 0914 5.226 =0.001

PHARM innerhalh ES o F o & o P ] F o £
3.380 0.044 | 0029 1000 | 5.495 0.036 | 2267 0.244 2,369 0.105
4.986 0.001 | 6.695 =0.00f| 3157 0066 | 0450 0946 1.560  0.601
9.007 «=0.001| 7237 =0.00f| 0.359 6.965 | 1928 0360 1.58¢  0.501

AUFZUCHT innerhalb i # o i o Y id i B o i
5.640 =<0.001| 6,354 =0.00I| 4690 =0.001| 0,113 0936 8.989 =0.001
12,380 <0.001| 3.314 0019|2961 0.036 | 3.855 0.006 3.055 0.031
9.798 =<0.001| 7.935 =0.00I| 0321 05362 | 2.708 0.056 1.912  0.128
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B.3 Tabellenanhang: Modifiziertes Open Field, weibliche Tiere (%)

Tabelle 52 : Korpergewicht Open Field-Test #1: Standard-OF (Mittelwerte + SEM, Statistik: t-test) ¢

KHrpergwicht #1 508 £15]83 £16 = — -
(in ) : ~ °| | Kirpergewicht P 22+ 0.423
Tabelle 53 : Korpergewicht Open Field-Test #2- #4: Standard-OF (Mittelwerte + SEM) Q
E SAL-C | SAL-Es | MP1-C | MP1-ES| MP3-C | MPS-ES8
Kirpergewicht #2 | 0923 0E £41] 76 £15 492 +£27] 551 £330 490 £121
{in o) #3-4|1056 £ 241025 £ 97| 994 £ 537[1056 + 5353|1066 £ 47| 1085 £ 2.4

Tabelle 54 : Korpergewicht Open Field-Test #2- #4: Standard-OF (Statistik: 2Wege-ANOVA) 9

Zwei-Wege-ANOVA:

Faktoren F P F P

AUFZUCHT 0280 0.599 | 0187 0667
PHARM 0.460 0.634 | 0.614 0.546
AUFZUCHT x PHARM 0.522 0.597 | 0.455 0.637

Tabelle 55 : OF-Aktivitét (5 min gesamt) Test #1: Standard-OF (Mittelwerte + SEM, Statistik t-test)

5 Minuten gesamt 5 C ES _t'tBSt {CU- Lok} — _
= Parameter: Gesamt-OF P
g Gesamtlaufstrecke {in m) 23.5 +12[297 + 16| |Horizontale Exploration 0. 604
o Zentrumsaktivitit {in %) 17.1 + 18]182 + 18| | |Zentrumsaktivitit (in %) 0488
t'.? Vertikale Exploration {Anzahl) #1 244 £ 120|359 + 26| |Vertikale Exploration 6.663
= Defikationen (#nzahl) 0.1 #00[ 02 0.1 |Putzverhalten* 6.016
g Vokalisationen {Anzahl) 0.5 +02| 01 201| |Defekationen* 0.533
o Putzverhalten (Anzahl) 05+ 03| 09+ 03| [Vokalisationen* 0.091

Tabelle 56 : Tonquadrant-Aktivitéit (5 min gesamt) Test #1: Standard-OF (Mittelwerte + SEM, Statistik t-test) ¢

: =
5 Minuten gesamt £ 8 ES t-test (*u-test) _
i " Parameter: Tonquadrant P
_E Laufstrecke (i %) 283 059|252 =09 P 0018
g Eintritte {Anzahl) #1| 01 +06|117 £08 Eintritte* 8.613
H Verweildauer 040z
= Verweildauer (in sec) 967 £ 958|824 £ 60
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Tabelle 57 : OF-Aktivitit (Horizontale Exploration, Zentrumsexploration; Einzelminuten) Test #1: Standard-OF
(Mittelwerte + SEM, Statistik: 2Wege-ANOVA

Minuten- E 5 " - Zwei-Wege-ANOVA:
abschnitte ~|&
1|60 +£ 03|69 +£04
: Gesamt- 2 |6s £ 07|88 £09
% laufstrecke (# 1| 3 |25 = 04|88 =06 Faktoren | P F 2
% (it fr1) 4 |70 £ 05|83 £07 AUFZUCHT 43,635 =0.001|24.246 =0.001
;_.'_, S |53 03|65 £03 ZEIT 10.328 =0.00F| 1376 0.243
Q 1 170+ 227|147 £ 18 AUFZUCHT x ZEIT 0773 0.544 | 0,937 0443
:E Zentrums- 2 325+ 40277 £ 35
E aktivitiit (#1]| 3 [310+ 23264 £ 35
Ol (n%) 4 |7+ 34]3m0 + 30
S 171+ 31114321 Post hoc Tukey Test: Hauptfaktor-Effekte
Faktor AUFZUCHT g P g P
9.342 <4.001| 6.964 <=0.001
Faktor ZEIT q P
2047 0.597
5.204 0.002
6.071 =0.001
8615 <0.001
3156 0163
4,024 0.036
5968 =0.601
0.867 0973
2811 0272
1.544 0644

Tabelle 58 : OF-Aktivitdt Test #2- #4: Standard-OF (Mittelwerte + SEM)

SMinuten |\ g | ¢i; ¢ |saL-Es| MP1-c |MP1-ES| MP5-C | MPS-ES
Eesamt =
Gesamt- | #2 | 164 £ 22350 2100] 212 + 228|420 £ 62| 452 + 27 (400 £ 65
laufstrecke | #3 | 3028 + 20 (374 + 39| 328 + 44 (366 £ 33| 323 = 36325 £ 47
it 111} #d4 | 244 £ 27(309 £ 30| 366 £ 47 (394 £ 44351 + 51[372 £ 40
Zentrums- | #2 | 272 +£ 39 (322 £ 61| 246 + 53 [190 £ 18] 332 £ 6.1 (391 + 64
aktiviGit | #3 | 331 £ 35280 £ 34| 283 = 228|220 + 24| 208 + 44 (263 £ 40
fin %a ) #d4 |352 £ 47382 £ 19325 £ 282|378 £39]|459 £ 60|40 £ 60
Vertikale | #2 | 171 + 353|259 £ 66| 180 + 55400 £ 52| 184 £ 57 [141 £ 37
Exploration| #3 [ 367 + 59 [410 & 41348 + 63 [516 £ 51| 338 + 54415 + 64
{Anzahl) #4 | 210 £ 583|311 £ 57| 443 £ 71 |463 £ 64147 £ 34 (310 £ 71
Putz- #2 |05 +03|00 £00] 00 00|04 £04] 01 £01|00 +00
verhalten | #3 | 15 £ 07|25 £12] 14 08|23 £11| 11 +£05({03 £03
{Anzahl) #4 |20 09|27 £10] 16 07|18 £08| 10 £02[01 £01
Defika- #2 |01 x01|17 £17| 00 00|00 £00] 01 £01|00 +00
tionen #3 |00 00|00 £00] 01 £01|00 £00]00 £00|00 +00
{ Anzahl) #4 | 00 +00(00 00|00 +00(00 £00)00 +£00{00 +£00
Vokalisa- | #2 | 0% 04|09 £04]| 12 £ 11|11 £04] 05 £04|04 £02
tionen #3 | 10 £ 04|53 £34]| 19 £ 08|13 £06] 12 £04|13 046
{ Anzahl) #4 |06 03|17 £06) 23 £13|30 £27] 08 £04|03 £02
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Tabelle 59 : OF-Aktivitdt (Vertikale Exploration, Putzverhalten) Test #2- #4: Standard-OF ( Statistik: 2Wege-
ANOVA)?

Fwei-Wege-ANOVA:

AUFZUCHT J.625 0022|0011 0B918) 34623 0.064 | 1.859 0.130) 3.282 0077 | 0.177 0676
PHARM 3.688 0033 |0.883 0420 035370 0693 ) 1656 0.203 | 7128 0.002 | 1.587 0316
AUFZUCHT x PHARM 3576 0036 | 0016 0984|0751 0478 | 2732 0.076) 07742 0482 | 0.253 07778

Post hoc Tukey Test: Hauptfaktor- Effekte

Faktor AUFZUCHT g P
3.354 0.022

Faktor PHARM "] P G P
3. 841 f. 025 5.157 6.602
2000 n0.342 1.175  0.686
1.757 0455 3.798 0.627

Post hoc Tukey Test: Innerfaktor-Effekte

PHARM innerhalb § P
0. 250 0.983
0.050 0999
0.212 0988

PHARM innerhalb ES P
2. 511 0.159
2538 0182
5.398 0.001

AUFZUCHT innerhalb i P

2,039  0.156
4.427 0.003
0.804 0572

Tabelle 60 : OF-Aktivitdt (Defakation, Vokalisationen) Test #2- #4: Standard-OF (Statistik: 2Wege-ANOVA)?Q

Zwel-Wege-ANOVA:

AUFZUCHT 0,070 0783 ) 1.247 0270 0.284 0587 | 1.05% 0.309| 0.002 0.966 | 0.000 1.000
PHARM 0432 0.655 | 1.648 0203 1.733 0.189 | 1.056 0.357| 2639 0.083 | 0.000 1.000
AUFZUCHT x PHARM 1871 0165 | 1476 0239 ] 0.504 0412 ] 1.056 0357 | 0.503 0.608
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Tabelle 61 : Tonquadrant-Aktivitdt Test #2- #4: Standard-OF (Mittelwerte £ SEM) Q

5 Minuten ]
& SAL-C | SAL-ES | MP1-C [MPI1-ES| MPS-C | MPS-ES

gesamt =
#2 |353 &£ 57(258 £ 24264 £ 59229 + 16| 257 + 26 (225 = 43
Laufstrecke | #3 | 255 + 21 |272 & 28| 243 &+ 12265 £ 07| 275 + 19233 £ 19
= (i %) #4 | 250 £ 30(2343 £ 19] 264 £ 241|271 £ 20312 £ 19260 £ 21
.E #2 | 76 £ 13|166 £ 46| 77 £ 13166 + 24| 237 + 52 (212 = 53
S| Eintritte | #£3 |125 £ 10(166 + 26| 127 + 21 (150 + 14| 145 + 19129 = 25
E (Anrahl) | #4 | 101 £ 17126 £ 13| 148 £ 23 (190 £ 25| 216 £ 35 [180 + 20
= Verweil- | #2 [1302 253|206 £109] 760 + 252|626 + 58] 730 + 72 |649 +130
dauer #3 | 752 £ 24(857 £150] 525 £ 148|729 + 43| 732 + 24 (618 = 24
{in sec) #4 | 395 £200|731 £103| 745 £ 139|817 £ 72| 943 £ 65 |752 £ 84
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Tabelle 62 : Tonquadrant-Aktivitidt Test #2- #4: Modifiziertes OF ( Statistik: 2Wege-ANOVA) ¢

Zwei-Wege-ANOVA:

Tonquadrant
aktivitiit
Faktoren & R £ B P £ B P £ Pl P £ P F P
AUFZUCHT 2469 0123 (2969 0091 (1682 0201|0011 0918 (0947 0336|0031 0861|0828 0368 [0575 0453 | 2427 0127
PHARM 1447 0246 (LF67 #4622 (2477 0095|0166 0848 (0050 0951 [1.893 0163|1419 0254 (4795 0013|0312 0734
AUFZ. x PHARM 0337 0716|1238 0299 (0475 0625|1931 0158|1342 0272 |0378 0688 | 087 0424|0520 0593|0008 0992

Post hoc Tukey Test: Hauptfaktor-Effekte

Faktor PHARM

q

P

0.034 1.000

2468 G647

2529 6.642

Tabelle 63: OF-Aktivitit (Horizontale Exploration, Zentrumsexploration; Einzelminuten) Test #2- #4: Standard-
OF (Mittelwerte + SEM) Q

Slimen: % | 2| saL-c | saL-Es | mp1.c | MP1Es | mMps-c | MPs.Es
abschnitte = =

#2 1136 £ 05|77 £ 24145 £ 09|82 £ 12|89 £ 15|80 £ 12

2168 £ 03|85 £ 09169 = 11|78 £ 02161 06|72 £ 10

3|5 09|61 £ 06168 £ 11 (79 £ 0F| 72 £09|7F8 £ 10

E d |47 06 |Ad £ 04 55 £ 05|ag £ 09144 £ 06849 £ 05

,E, S 129 £ 05|68 £ 20135 £ 0882 £ 14|93 £ 19|88 £ 14

E #3 1165 06|75 £ 13164 £ 11|71 £ 04163 £ 09|67 £ 0F

2 2141 £ 07|61l £ 10170 £ 10([82 £ 083]580 £ 13|62 £ 09

'E 3|28 £ 06|59 £ 08133 £ 07 (54 £ 02]36 £ 0642 £ 08

E 4 |26 £ 05|64 £ 18138 £ 0975 £ 12103« 20180 £ 13

= S |59 £ 06|74 £ 00154 £ 1261 £ 0956 £09]|57 £ 009

E #4 1|45 £ 08|60 £ 11172 £ 1373 £ 12|62 £ 13|64 £ 09

(] 2137 £07 |52 £ 05131 £09(57 £ 09]38 0747 £ 07

3|25 £07 |63 £ 19132 0881 £ 15|91 £ 22|82 £ 14

4 |47 £ 07|59 £ DA 39 £ 12580 £ 0250 £ 12152 £ 11

5|38 £ 08|54 £ 17|69 08|73 £ 11|65 £ 11|74 £ 10

#2 1 1235 £ 47 |282 £ A 253 £ 77196 £ 31 |314 £ 731|359 £ 70

2 |357 £ 441253 £ 42174 = 53 (207 £ 388|189 £ 41 |271 £ A0

3 |E38T7 £ 48 |37T6 £ AR 346 £ 60 (362 £ 383|423 £ BT |430 £ Al

": g J183 £ 371213 &£ 521|158 £ 33 (207 £ 501|146 £ 31 |22F £ 55

Eg 5 168 £ 530|386 £ 530189 £ 65 (195 £ 480|307 £ A1 |417 £ T4

::' #3 1 1220 £ 41 |287 £ 291230 = 50 (174 £ 30220 £ a1 |309 £ /49

'g 2 |E358 £ 03 |3905 £ 45286 £ 66 (354 £ 60521 £ 546|458 £ T0

E 3 |211 £ 530|288 £ 31172+ 59 (170 £ 34100 £ 29197 £ A7

] g |254 £ a3 1344 £ A2 200 £ 65 (1953 £ 399|272 £ a5 |391 £ 94

5 S 15317 £ 381300 &£ 431254 £ T3 (244 £ 253|305 £ 53 |28F £ 58

-E #4 1 |363 £ 711|353+ a0 247 = 492 (475 £ E4|478 £ Al |408 £ 110

N 2 |247 £ A3 298 £ Fall2d £ a1 [205 £ 41 130 = 49 (244 £ /0

3 |Z31E £ 7O |464 £ BA|135 £ 64 (235 £ 41 |2368 £ 91 (444 £ T2

g |359 £ A6 |365 £ 35175 £ 63 (224 £ A3 |5338 £ 71 |192 £ 73

S5 |47 £ 1041443 £ 84303 = 57 [dd42 £ 71 |4F1 £ 27 |38 £ T8
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Tabelle 64 : OF-Aktivitdt (Horizontale Exploration, Zentrumsexploration; Einzelminuten) Test #2- #4:
Standard-OF (Statistik: 3Wege-ANOVA)?

Drei-Wege-ANOVA:

AUFZUCHT 16,436 <6.001| LI35 0.288 | 8194 4.005 | 1.031 0311 |JL922 <0.661| 1.069 0.302
PHARM 2906 0.057 | 3.565 0.004 | 2513 0083 | 4461 66013 | 3.800 0.024 | £.690 0.610
ZEIT 2382 0.052 | 9.576 <0.001| S.64) <0.001| 8.819 =<0.00f|3.793 0.005 | 7711 <0.004
AUFZUCHT x PHARM 3074 0044 | 0638 0528 | L7266 6606 | 1192 0306 | 1685 0188 | 2836 0061
AUFZUCHT x ZEIT 1184  0.319 | 0884 0474 | D634 06439 | 0590 0670 | 0.799  0.527 | 0.847 0485
PHARM x ZEIT 2.462 0014 | 1352 0270 | 3019 G662 | 1541 D144 | 1913 0058 | 1.204  0.298
AUFZUCHT x PHARM x ZEIT| 0.956 0471 | 0636 0747 | 0710 0683 | 0.574 0798 | 0888 03528 | D615 0765

Post hoc Tukey Test: Haptfaktor-Effekte
Faktor AUFZUCHT o P q P 4 P
5.733 =0.001 £G48  0.004 4.883 =0.001

Faktor PHARM g P o P g P q P
4.566  0.004 4.030 6612 | 3.7I7  0.023 | 4267 0.068
3.196  0.082 0.781 0845 | 0711 0.870 | 1.074 0728
1.269  0.642 3110 0.071 | 2.965 0.091 | 2.994  0.08

Faktor ZEIT q P
8466 =0.001| 0.021 1.000 | 8217 =<0.G0F| 4295 0.020 | 6.874 =0.00¢
6.20F =0.001| 5.666 <0.001| 5441 6001 | 2683 0319 | 4620 0.010
4.961 0004 | 0.%66 0860 | 4833 AOp6 | 029 1.000 | 3965 0321
4.67F 0009 | 1735 0736 | 3864 0.049 | 0.125 1.000 | 0.983 0.958
4167 0.027 | 5.645 <0.001| 3.8%5 0.046 | 5.645 <0.001 | £L257 06.022
2558 0368 | 0.%44 0863 | 1685 0754 | 1714 0744 | 1.578 0798
0168 1000 | 1.714 0744 | 0.298  1.000 | 0.844 0943 | 0.8Y3 05872
4105 0.030 | £.825 6.006 | 3557 0081 | 4825 0.006 | 3473 0101
245 0412 | 3.887 O.047 | 1395  0.862 | 0.813  0.879 | 0.4 0885
1.545 0811 | 0.813 0579 | 2,110 0.568 | 3.887 0047 | 2639 0.336

Post hoc Tukey Test: Innerfaktor-Effekte

PHARM innerhalb o P q P
4.970  0.661 5466 =0.001
6.172 =0.0G1 5426 =0.001
1.341  0.610 0.116  0.99
PHARM immerhalb ES ‘] P q P
3293 0.052 2704 0135
3.696 0.6024 2290 0.237
0.160  0.993 0.575 0912
AUFZUCHT innerhalb o P q P
1423 0.314 1.757 0214
0.284 0.541 0463 0741
0.336 0.554 1.226 D386
ZEIT innerhalb C o e g P
2.005 0.6l 5199  6.662
0671 0.990 1.388  0.864
3570 0.085 1.006  0.954
0.805 0.980 1352 0.§75
2664 0.326 3788 0.057
1637 0776 5971 =0.00%
1155 0.926 6. 505 =0.00¢
4.198 0.625 2330 0.467
2721 0.304 2723 0304
1456  0.842 0.29  1.000
ZEIT innerhalb ES '] P q P
2801 0.275 1707 0737
2355 0454 1.036  0.84%
0,957  0.962 1.972  0.631
2017 0.1l 0.085  1.000
3157 o062 4677 0321
3638 0.076 0.313 0.999
4.814  0.606 1.529  D.816
1.302  D0.889 2.007  0.240
0.334  0.9%9 1.083  0.5340
0.980  0.953 1.789  0.713

2000 1723 0.289 0838
2.000  3.083 3.251 6.622
2.000 4744 2084 0141
2.000  0.904 3.158 0.026
2.000 2843 1.657 0.241
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Anhang C: Protokoll zur Golgi-Impragnierung

Mischung der Golgi Impregnationslosung: (5% = 50g pro 11)

Losung A: 5% K2Cr207 (Kaliumiumbichromat, Merck, Deutschland) in Aqua dest.
Losung B: 5% HgCl12 (Mercuric chloride, Merck, Deutschland) in Aqua dest.
Losung C: 5% K2CrO4 (Kaliumiumchromat, Merck, Deutschland) in Aqua dest.
Aus diesen 3 Losungen werden zwei weitere Losungen hergestellt (D, E):

Losung D: Losung A + Losung B (1:1)

Losung E: Losung C + aqua dest (1:2.5)

Aus den Losungen D und E wird die Golgi-Losung hergestellt: 100 ml der Lésung D werden in 140 ml der
Losung E verriihrt

Die Golgi-Losung wird zum Schutz vor Lichteinwirkung in dunklen Plastik-Flaschen bei Raumtemperatur
aufbewahrt. Wichtig: vor dem Gebrauch muf3 die Losung mindestens eine Woche stehen gelassen werden.

Impregnierung:
»  Wiegen der Tiere
» Dekapitieren der Tiere (ohne Anésthesie), Herauspriparieren des Hirns und Bestimmung des Hirngewichts

» Das entnommene Gehirn kann nun in die Golgi-Losung iiberfiihrt werden (50 ml pro Hirn in einer Glas- oder
Plastikflasche, die zum Schutz vor Lichteinwirkung mit Aluminiumfolie ummantelt wird

» Das Gehirn verbleibt fiir 14 Tage in der Golgi-Losung

Einbettung in Celloidin
Das Hirn wird dazu in ein kleines Glasschélchen gelegt:

1. Waschen in aqua dest. 3 x 2 min

2. Langsame Dehydrierung im Kiihlschrank 50% Ethanol 4h
70% Ethanol iiber Nacht
80% Ethanol iiber Nacht
96% Ethanol iiber Nacht
96% Ethanol iiber Nacht

3. Einbettung der Hirne in Dunkelheit und bei Zimmertemperatur:
100% Ethanol-Diethylether (1:1) 2h
2% Celloidin 3d
4% Celloidin 3d
8% Celloidin 3d

(Losen des Celloidins in Ethanol-Diethylether (1:1): 2% = 2g pro 100 ml des Ethanol-Diethylether (1:1))
Das Hirn muf} gut mit Celloidin bedeckt sein, da es schrumpft!
Ausrichten des Hirns in 8-10% Celloidin in einer Destillationsglas, iiber Nacht im offenen Desiccator

V V V V

SchlieBen des Desiccators . Auf dem Boden des Desiccators wird eine kleine Glasschale mit
Phosphorpentoxid (Fluka Chemie AG, Schweiz), um das Celloidin zu trocknen/reduzieren, platziert

Y

Wenn das Celloidin zur Halfte reduziert ist, wird das Phosphorpentoxid entfernt und durch ein Glasschélchen
mit Chloroform ersetzt, um die Polymerisierung des Celloidins zu induzieren (Dauer: 1-2 Tage)

» Der verfestigte Celloidinblock wird in der Form und Orientierung zugeschnitten, wie er spater fiir die
Herstellung der Hirnschnitte bendtigt wird

» Diese angefertigten Blocke werden in 70% Ethanol in luftdichten Gefédfen bei 8-10 C im Kiihlschrank
aufbewahrt. Unter der Bedingung, dass sie nicht austrocknen, konnen die Hirne in diesem Zustand und iiber
einen sehr langen Zeitraum aufbewahrt werden.
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Herstellung der Schnitte:
Aufkleben (Roticoll, Carl-Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) des Cellodinblocks auf ein Holzkl4tzchen

Eine Hemisphire wird mit einem Einschnitt im Celloidin markiert (Markierung zur Untersuchung von

Waihrend des Schneidens ist auf regelméafiges Bestreichen des Messers und Hirnes mit Ethanol (70%) zu

Die Schnitte bleiben bis zur Impriagnierung in 70%igem Alkohol (in Wellplatten) im Kiihlschrank

Waihrend der folgenden Arbeitsschritte muf3 die Wellplatte zum Schutz vor Lichteinwikrung mit Aluminiumfolie

>
» Befestigung am Mikrotom
» Schneiden von 150 um Schnitten (frontal)
>
Hemisphérenunterschieden)
>
achten, damit das Gewebe nicht am Messer haften bleibt
>
Imprignierung:
abgedeckt werden:
1. Waschen in aqua dest.

2.
3.

O 0 3 N L B~

Reduktion in einer Losung aus NH3 : H20 (1:1)
0,5% Phenylendiamine in aqua dest. I)
0,5% Phenylendiamine in aqua dest. II)

. Waschen in aqua dest.

. 1% Dektol (developer, Kodak) in aqua dest.
. waschen in aqua dest.

. 5% Tetenal (fixative, Kodak)

. Waschen in aqua dest.

. Dehydrierung der Schnitte:

Entfernen der Aluminiumfolie

2 X 5 min

40 — 50 min

1 min

4 min

2 X 2 min

2 min

2 x 1 min

5 min

3 x 5 min

50% Ethanol 3 min
70% Ethanol 3 min
80% Ethanol 3 min
96% Ethanol 3 min

96%Ethanol(2:1)
2 X 5 min

Isopropanol(Optal) :

Isopropanol (Optal) 1 x 5 min
Xylol 3 x 5 min

Die Schnitte werden zwischen zwei Deckglaschen (ca. 6 cm lang) platziert. Als Eindeckmedium wird Merckoglas
(Merck, Deutschland) benutzt. Um iiberschiissiges Eindeckmedium zu entfernen (wiirde spéteres Fokussieren
erschweren), werden die Deckglidschen mit Gewichten bestiickt, bis das Eindeckmedium hart und trocken ist.
Danach kann mit der lichtmikroskopischen Analyse begonnen werden.
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