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1  Einleitung

1.1 Repetitives Verhalten

Repetitives Verhalten, auch als Stereotypie bezeichnet, ist Symptom einer Reihe von psychi-
atrischen Erkrankungen. Der viel diskutierte Begriff der Zwangsspektrumserkrankungen wird
verwendet, um Ahnlichkeiten beziiglich der klinischen Symptome, neurobiologischer Marker,
Ansprechen auf Psychopharmaka, familiare Haufung und Komorbiditaten zur Zwangsstérung
deutlich zu machen. Neben der Zwangsstdrung an sich, werden Ticstérungen, das Gilles de
la Tourette Syndrom, Hoarding (Tierhortung, Messie-Syndrom), Hypochondrie, pathologi-
sches Spielen, kérperdysmorphe, sexuelle, Depersonalisations-, Wahn-, Ess- und Impulskon-
trollstérungen als zum Zwangsspektrum gehdérende Erkrankungen diskutiert (McElroy et al.
1994, Hollander & Wong 1995, Niedermeier et al. 1998, Fornaro et al. 2009). Allen gemeinsam
sind sich wiederholende, repetitive Stérungen; Verhaltensweisen, die man auch bei Autismus
(Fischer & Probst 2006), Schizophrenie (Khullar et al. 2001), Demenz (Cipriani et al. 2013)
und Parkinson (Kim et al. 2013) beobachtet.

1.2 Symptomatik und Therapie der Zwangsstorung

Kardinalerkrankung repetitiver Stdrungen ist die Zwangsstérung. Die Pravalenz der Zwangs-
stoérung liegt bei 3-4% und ist damit doppelt so hoch wie die von Schizophrenie oder Paniksto-
rungen (Hollander & Wong 1995). Von Zwangsstérungen betroffene Patienten leiden unter
einem inneren Drang bestimmte Dinge zu wiederholen, obgleich ihnen bewusst ist, dass diese
Dinge Ubertrieben und objektiv gesehen sinnlos sind. Obwohl diese intrinsischen Zwange sie
im sozialen und beruflichen Alltag belasten und extrem viel Zeit in Anspruch nehmen, kénnen
sich die Betroffenen willentlich dem nicht entgegensetzen (Stein 1996). Die Zwangsstérung
umfasst Repetitionen auf einer motorischen und gedanklichen Ebene. Zwangsgedanken sind
wiederkehrende, anhaltende Gedanken, Impulse oder Bilder. Zwangshandlungen sind rituali-
sierte und sich wiederholende Verhaltensweisen, die typischerweise als Reaktionen auf die
Zwangsgedanken durchgefiihrt werden. Die Zwangshandlungen sollen dabei die Belastung
durch die Zwangsgedanken reduzieren und die auftretenden Angste neutralisieren. Der Grund
far die Wiederholung der Handlung ist nicht etwa ein schlechtes Gedéachtnis, sondern, mehr
oder weniger bewusst, die fehlende Reflektion bzw. Rickmeldung der Aufgabenerfillung (ge-
stérter response-feedback, Szechtman et al. 2001, Hollander 1997), die so zum Anhalten der
Zwangsgedanken und erneuter Ausfihrung der Zwangshandlung fuhrt.
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Die Therapie strebt eine Symptomreduktion an und beinhaltet eine kognitive Verhaltensthera-
pie in Kombination mit einer medikamentdsen Therapie mit selektiven Serotonin(5-HT)-Wie-
deraufnahmehemmern (SSRI). Die Rickfallquote liegt Gber einen Zeitraum von zwei Jahren
bei 20%, wobei diese im Zeitverlauf weiter ansteigt. Therapieresistente Patienten werden mit
Dopamin(DA)-Antagonisten behandelt. Studien belegen zudem die Wirksamkeit von Medika-
menten, die auf das glutaminerge System abzielen (Lafleur et al. 2006, Dean et al. 2011), als
auch von Antihistaminika (Snowman et al. 1990, White & Boyaji 1960, Kubo et al. 1987, Lam-
berty & Gover 2004) und Opioiden (Davidson & Bjorgvinsson 2003, Goldsmith et al. 1999,
Koran et al. 2005). Seit 2009 werden therapierefraktare Patienten darliber hinaus mit der Tie-
fen Hirnstimulation behandelt (Lipsman et al. 2007). Schwere Verlaufe der Krankheit kdnnen
in Deutschland seit 1996 sogar mit bis zu 100% Schwerbehinderungsgrad eingestuft werden.
Hieraus ist ersichtlich, dass die Belastung der Patienten hoch, die Therapie der Zwangssto-
rung und damit auch alle anderen psychiatrischen Erkrankungen, die mit repetitiven Stérungen
einhergehen, bisher jedoch insuffizient und eine Heilung nicht absehbar ist, weil die Pathologie
bisher nicht ausreichend verstanden ist.

1.3 Atiologie, Pathogenese und Pathophysiologie

Trotz jahrelanger Forschung ist die Krankheitsentstehung der Zwangsstérung bis heute wei-
testgehend ungeklart. Eine genetische Komponente wird angenommen (Vgl. Taylor 2013).
Hierflr spricht auch das gehdufte Auftreten der Krankheit unter Verwandten (Inouye 1965,
Grados & Wilcox 2007, Walitza et al. 2008, Butcher et al. 2009, Walitza et al. 2010). Psycho-
logische Erklarungsansatze verweisen auf biografische Zusammenhange. Immunologische
basieren auf Befunden, die zeigen, dass Zwangsstérungen durch Reaktionen auf kérperei-
gene Antikorper ausgeldst werden kdnnen (Moretti et al. 2008, Bhattacharyya et al. 2009,
Hoekstra & Minderaa 2005, Dale et al. 2005).

Zusammenfassend geht man von einem multifaktoriellen Geschehen aus, bei dem periuterine,
lerngeschichtliche und Umweltfaktoren zu einer Vulnerabilitdt des Gehirns fihren, die bei ei-
nem Ungleichgewicht von Belastungsfaktoren und coping Strategien zur Symptommanifesta-
tion flhrt, dessen neurobiologisches Korrelat auf unterschiedlichen Ebenen diskutiert wird:
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1.3.1 Biochemische Hypothesen

Der Befund, dass Patienten mit Zwangsstérung von SSRI profitieren, legt nahe, dass das 5-
HTerge System beteiligt ist (Insel et al. 1985, Flament et al. 1997, Grados et al. 2001, Stahl
1998). Werden diese Medikamente abgesetzt, kommt es zur Rekurrenz der Symptomatik
(Benkelfat et al. 1989). Auch die Tatsache, dass es zu akuter Exazerbation nach Blockade
postsynaptischer 5-HT-Rezeptoren und Gabe von 5-HT-Agonisten kommt, spricht fir die pa-
thophysiologische Beteiligung von 5-HT (Zohar et al. 1987, Hollander et al. 1992). Da aber nur
weniger als die Halfte der Patienten auf SSRI reagiert, die Symptomreduktion nur bei bis zu
40 % liegt und die Mehrzahl der Studien keine veranderten 5-HT-Gehalte feststellen konnte,
kann die 5-HT-Hypothese allein nicht weiter aufrechterhalten werden (Thoren et al. 1980,
Goodman et al. 1990, Altemus et al. 1992, Stein 1996). WidersprUchlich ist auch, dass die
Gabe des 5-HT-Rezeptor-Agonisten meta-Chlorophenylpiperazin (Zohar et al. 1987, Hollan-
der et al. 1992, Zohar & Zohar-Kadouch 1991, Pi et al. 1994) und die des 5-HT-Rezeptor-
Antagonisten Metergolin (Benkelfat et al. 1989) jeweils zu einer Verstarkung der Zwangssymp-
tomatik fihren, wahrend der 5-HT-Agonist Buspiron zu einer Symptomreduktion fihrt (Pato et
al. 1991). Es wird angenommen, dass einzelne Subtypen der 5-HT-Rezeptoren, die gewisse
Verhaltensweisen stimulieren, hyperaktiv, wahrend andere, die neuroendokrine Reaktionen
steuern, hyposensitiv sind (Lesch 1991, Zohar & Zohar-Kadouch 1991, Hohagen 1992). Stu-
dien zeigen, dass die Wirksamkeit von SSRI unter anderem durch die Reduktion der DA-Re-
zeptorbindung in den Basalganglien erreicht wird (Davidson und Bjorgvinsson 2003, Kim et al.
2007, Markarian et al. 2010).

DA vermittelt Motivation, Belohnung, emotionale Bewertung und Bewegungsgenerierung -
Funktionseinheiten, die bei der Zwangsstérung beeintrachtigt sind (Alexander & Crutcher
1990, Goodman et al. 1990, Marazziti et al. 1992, McDougle et al. 1994, Malison et al. 1995,
Wolf et al. 1996, McGrath et al. 1999, Szechtman et al. 1999, McGrath et al. 1999).

Die DA-Wirkung hangt vom postsynaptischen Rezeptortyp ab. Die Bindung an die Subtypen
der Klasse Dy (D1 und Ds) fhrt durch Depolarisierung des nachgeschalteten Neurons zu ei-
nem exzitatorischem postsynaptischen Potential; die Bindung an die Subtypen der Klasse D-
(D2, D3 und D4) durch Hyperpolarisation zu einem inhibitorischem postsynaptischen Potential.
Prasynaptische D»-Autorezeptoren regulieren die Synthese und Ausschiittung von DA (Gallo-
way et al. 1986, Fisher et al. 1994) und die Aktivitat des DA-Transporters (DAT) (Meiergerd et
al. 1993), der DA in die Prasynapse transportiert. Der vesikulare Monoamintransporter (VMAT)
verpackt endozytiertes oder neu aus L-DOPA mittels des Enzyms Tyrosinhydroxylase (TH)
synthetisiertes DA in Vesikel zum Schutz der Zelle vor toxisch wirkenden intrazellularen DA-
Konzentrationen (Hastings et al. 1996, Barzilai et al. 2003). Freies DA wird durch die Monoa-
min-Oxidase (MAQO) zu 3,4-Dihydroxyphenylessigsaure (DOPAC) oder die Catechol-O-Me-
thyltransferase (COMT) zu 3-Methoxytyramin abgebaut (Elsworth & Roth (1997).
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Es existiert eine Vielzahl von Studien zur Untersuchung des DAergen Transmissionssystems
bei Patienten mit repetitiven Stérungen, die zum Teil widersprichlich sind.

Eine Reihe von Gehaltsstudien zeigen erhdéhte (Cohen et al. 1978, Butler et al. 1979, Singer,
1982, Zahn et al. 1996, Ernst et al. 1999), andere reduzierte (Marazziti et al. 1992) oder keine
veranderten DA-Gehalte bzw. der Metabolite bei Patienten im Vergleich zu Gesunden (Thoren
et al. 1980, Singer et al. 1990, Benkelfat et al. 1991, Swedo et al. 1992b). Die Studie von Ernst
et al. 1999 konnte dabei belegen, dass es sich bei dem erhéhten DA-Gehalt um das DA in der
Prasynapse handelt. Auch tierexperimentelle Studien zeigen, dass eine erh6hte DA-Ausschiit-
tung, hervorgerufen durch eine Pargylin-vermittelte Hemmung des DA-Abbaus und eine
dadurch entstehende Akkumulation von DA in der Prasynpase, zu repetitivem Verhalten fuhrt
(Moja et al. 1976, Holman et al. 1977, Butcher et al. 1990, Di Chiara et al. 1993, Elverfors et
al. 1997). Auch der Befund, dass die Blockade des DAT mittels Nomifensin zu einer Akkumu-
lation von perisynaptischem DA und so bei Ratten zu repetitivem Verhalten fahrt, spricht dafur,
dass eine vermehrte DA-Wirkung repetitives Verhalten verursacht (Butcher et al. 1988, Zet-
terstrom et al. 1988; Arbuthnott et al. 1990, al-Kathib et al. 1995).

Studien zur D»-Rezeptor-Verfligbarkeit liefern ebenfalls kein einheitliches Bild. So kann ent-
weder eine erhdhte D2-Rezeptoren-Dichte mit positiver Korrelation zur Symptomauspragung
(Wolf et al. 1996, Wong et al. 1997 &2008), eine verminderte (Denys et al. 2004, Gilbert et al.
2006, Perani et al. 2008, Sesia et al. 2013) oder keine Veranderung der Rezeptordichte
(George et al. 1994, Turjanski et al. 1994, Singer et al. 2002, Hwang et al. 2008, Wong et al.
2008, Denys et al. 2013) dargestellt werden.

Klinische Studien zeigen, dass DA-Antagonisten, -Agonisten und Stimulanzien zu einer Re-
duktion repetitiver Verhaltensweisen flihren (Feinberg & Carroll 1979, Insel et al. 1983, Joffe
& Swinson 1987, Joffe et al. 1991, McDougle et al. 1994, Tibbo & Warneke 1999, Thomsen
2004). Zugleich induzieren DA-Antagonisten, der Entzug derer, DAerge Stimulanzien und ein
Uberangebot von DA repetitive Stérungen (Klempel 1974, Feinberg & Carroll 1979, Borcher-
ding et al. 1990, Cardoso & Jankovic 1993, Kouris 1998, Lykouras et al. 2003).

Diese zunéachst widerspruchlichen klinischen Ergebnisse lassen sich durch das Konzept einer
phasisch-tonischen DA-Ausschittung nach Grace 1993 erklaren (siehe Abb. 1): Tonisches DA
findet sich kontinuierlich in geringen Konzentrationen im synaptischen Spalt und wird durch
kortikostriatale, glutamaterge Projektionen und D»-Autorezeptoren reguliert (Gobert et al.
1995). Phasisches DA wird als schnelle, voriibergehende Antwort auf Stimuli aus Vesikeln der
Prasynapse ausgeschiittet und fihrt zu hohen ausschlieBlich synaptischen Gehalten an DA.
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Wir nehmen an, dass bei repetitiven Stérungen tonisches DA chronisch reduziert ist und zu
einer Sensitivierung und Hochregulation postsynaptischer D.-Rezeptoren flihrt, was eine stéar-
kere Wirkung vermehrt ausgeschutteten phasischen DAs bedingt. Die postulierte Reduktion
tonischen DAs kénnte durch einen Uberaktiven DAT verursacht werden (Singer & Minzer 2003)
(Abb. 2).

Und in der Tat zeigt die Mehrheit der Studien eine Uberaktivitit des DAT (Singer et al. 1991,
Malison et al. 1995, Ernst et al. 1999, Muller-Vahl et al., 2000, Albin et al. 2003, Kim et al. 2003
& 2007, Cheon et al. 2004, Serra-Mestres et al. 2004, van der Wee et al. 2004, Liu et al. 2010).
Nur wenige Studien sprechen dagegen (Stamenkovic et al. 2001, Hesse et al. 2005, Yeh et al.
2006 & 2007, Hwang et al. 2008). Eine neuere Metaanalyse zeigt unter anderem die Korrela-
tion von DAT-Polymorphismen mit der Zwangsstérung (Taylor 2013).

Zuletzt soll in diesem Kapitel nicht unerwéhnt bleiben, dass eine Reihe von Befunden auch die
Beteiligung von Glutamat an der Krankheitsentstehung nahelegt (Pittenger et al. 2006). So
konnten bei Zwangspatienten erhéhte Glutamat-Gehalte, eine Korrelation zwischen dessen
Metabolit-Gehalten und der Symptomstarke und eine Verbesserung der Symptomatik nach
Behandlung mit Glutamat-Antagonisten festgestellt werden (Chakrabarty et al. 2005, Coric et
al. 2005, Grant et al. 2007, Starck et al. 2008, Aboujaoude et al. 2009). Eine Korrelation zwi-
schen NMDA-Rezeptor-Polymorphismen und eine erhéhte Anfalligkeit fir die Erkrankung und
dem Nachweis der Symptomverbesserung nach Behandlung mit NMDA-Rezeptor-Agonisten
belegen ebenfalls die pathophysiologische Beteiligung von Glutamat (Arnold et al. 2004, Kush-
ner et al. 2007, Wilhelm et al. 2008). Auch im Tiermodell konnte festgestellt werden, dass
stereotypes Verhalten bei Mausen mit einer striatalen Glutamat-Erhéhung einhergeht (Presti
et al. 2004b) und durch Blockade striataler NMDA Rezeptoren verringert werden kann (Presti
et al. 2003).
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DA-Systems bei Zwangspatienten (zur Verfiigung gestellt von Christine Winter)
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1.3.2 Neuroanatomische Hypothesen

Lasionsstudien zeigen eine zeitliche Korrelation zwischen dem Nachweis einer spezifischen
Lasion im kortiko-Basalganglien-thalamo-kortikalen (CSTC) Regelkreis und dem Auftreten ei-
ner repetitiven Stérung (Demirkol et al. 1999, Escalona et al. 1999, Mc Abee et a. 1999, Car-
dona & Avila 2000, Correia et al. 2010). Gleichzeitig zeigen bildgebende Studien veranderte
Aktivitaten im Basalgangliensystem bei Zwangspatienten (Laplane 1989, Laplane et al. 1994).
Auch im Tiermodell konnte die Beteiligung des CSTC-Regelkreises in der Manifestation und
Therapie repetitiver Symptome dargestellt werden (Joel et al. 2005, Winter et al. 2008, Schil-
man et al. 2010). So konnte kirzlich gezeigt werden, dass eine chronische Stimulation des
orbitofrontalen Cortex (OFC) und ventromedialem Striatum zu Zwang-ahnlichem Verhalten in
Mausen fuhrt und sensitiv auf Fluoxetin (Mittel der Wahl bei Zwangsstérungen) reagiert (Ahm-
ari et al. 2013).

Die Basalganglien sind subkortikal gelegene Kerngruppen, zu denen das Striatum aus Nu-
cleus caudatus und Putamen (zusammen Caudate putamen, CPu), der Nucleus accumbens
(Nacc), der Globus pallidus lateralis (LGP) bzw. pars externa (GPe) und medialis (MGP) bzw.
pars interna (GPi, das Aquivalent in Nagern hierzu ist der Nucleus entopeduncularis (EP)), der
Nucleus subthalamicus (STN) und die Substantia nigra (SN) aus pars compacta und pars re-
ticularis zéhlen (siehe Abb. 3).

Neocortex —__
B
__———Caudate nucleus

) cipital Putamen

Current Biology

Abb. 3: Lage und Zusammensetzung der Basalganglien (aus Graybiel 2000)

Mit dem Kortex und dem Thalamus bilden sie den CSTC-Regelkreis. Dieser ist keine einzelne
Schleife, sondern segregiert in sechs parallele Schleifen, die mehr oder weniger limbische,
assoziative und motorische Anteile der einzelnen Strukturen verbinden. Grundsatzlich gilt das
Striatum als Eingangsregion der Basalganglien und erhalt glutamaterge Afferenzen aus ver-
schiedenen kortikalen Strukturen und einigen Thalamuskernen. Als Ausgangsregion der Ba-
salganglien gelten der GPi und die SNr, die y-Aminobuttersdure(GABA)-erg auf ventrale Tha-

lamuskerne projizieren.
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Uber zwei parallele Neuronenketten, die als ,direkter* (verhaltensférdernd) und ,indirekter
Weg® (verhaltenshemmend) bezeichnet werden, sind Eingangs- und Ausgangsregion mitei-
nander verbunden. Der direkte Weg stellt eine monosynaptische, GABAerge Verbindung zwi-
schen den striatalen medium spiny neurons (MSN) und den Ausgangstrukturen (GPi und SNr)
dar. Dem Gegenuber gestellt ist der indirekte Weg. Hier projizieren die MSN zum GPe und
dieser wiederum GABAerg auf die glutamatergen Neurone des STN. Dieser ist seinerseits mit
dem GPi bzw. der SNr verschaltet. Eine verstarkte Hemmung (direkter Weg) bzw. eine redu-
zierte Aktivierung (indirekter Weg) der Ausgangsstrukturen des Basalgangliensystems fihrt zu
einer Verringerung der durch Spontanaktivitat induzierten kontinuierlichen Inhibition des Tha-
lamus und damit zu einer Desinhibition thalamo-kortikaler Projektionen mit einer konsekutiven
Verstarkung encodierter Handlungen. Moduliert wird die glutamaterge Stimulation des Stria-
tum unter anderem durch den Neurotransmitter DA und dessen Wirkung an den unterschied-
lichen DA-Rezeptoren. Die tonische Prasenz von DA im synaptischen Spalt aktiviert vornehm-
lich Gber D1-Rezeptoren den indirekten Weg und verstarkt die mPFC Kontrolle zielgerichteten
Verhaltens, wahrend phasisches DA Uber D>.Rezeptoren den direkten Weg aktiviert und die
limbische Kontrolle zielgerichteten Verhaltens verstarkt (Elsworth & Roth 1997) (Abb. 4).

Wir und andere nehmen an, dass diese Balance zwischen direktem und indirektem Basalgang-
lienweg bei Zwangspatienten gestort ist. Eine veranderte DA-Wirkung im Striatum wirkt sich
zugunsten des direkten Basalganglienweges aus, fuhrt zur Desinhibierung des Thalamus und
verstarkt so die Aktivitat des Kortex (Abb. 5) (Ernst & Smelik 1966, Scheel-Kruger et al. 1980,
Canales & Graybiel 2000, Chen et al. 2000, Salmi et al. 2000, Werme et al. 2002, Presti et al.
2003 & 20044, Presti & Lewis 2005).

Entsprechend zeigen Bildgebungsstudien eine vermehrte metabolische Aktivitat im CPu nach
Symptomprovokation (McGuire et al. 1994, Rauch et al. 1994, Breiter et al. 1996, Adler et al.
2000, Simon et al. 2010) und deren Abklingen nach erfolgreicher Therapie (Benkelfat et al.
1990, Baxter et al. 1992, Swedo et al. 1992a, Perani et al. 1995, Schwartz et al. 1996), einen
erhdéhten Metabolismus bzw. eine verstarkte Desinhibierung des Thalamus (Swedo et al. 1989,
Perani et al. 1995, Alptekin et al. 2001, Lacerda et al. 2003) und eine konsekutive Hyperakiti-
vitdt des préfrontalen Kortex (Ciesielski et al. 1981, Beech et al. 1983, Baxter et al. 1988,
Towey et al. 1990, Swedo et al. 1992a, Savage et al. 1994, Stein 1996, Lacerda et al. 2003,
Friedlander & Desrocher 2006). Aufbauend auf diesen Befunden entwickelte sich die Tiefe
Hirnstimulation, die direkt und spezifisch pathologische Aktivitaten in ihrem Zielgebiet und as-
soziierten Netzwerken balanciert (Brito 1997, Mallet et al. 2002, Anderson & Ahmed 2003,
Nuttin et al. 2003, Sturm et al. 2003, Fontaine et al. 2004, Winter et al. 2008, Huff et al. 2009,
Mundt et al. 2009, Denys et al. 2004 & 2010, Djorani-Irani et al. 2011).
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1.3.3 mdgliche Krankheitsentstehung

Die Zusammenschau dieser Befunde legt nahe, dass repetitiven Stérungen ein Uberaktives
DAT System zugrundliegt, das méglicherweise zu einem Uberangebot an phasischem DA bei
chronischer Reduktion des tonischen DA im Striatum flihren kdnnte. Eine daraus resultierende
Uberstimulation hochregulierter DAerger Rezeptoren im Nucleus caudatus und eine auf die
unterschiedliche Verteilung der DA-Rezeptortypen im Striatum zurlickzufiihrende dysbalan-
cierte Aktivierung zugunsten des direkten Basalganglienpfades wirden zu einer Desinhibie-
rung des Thalamus und einer fortwahrenden Aktivierung des Kortex fuhren.

Allerdings reicht die zum Teil widersprichliche Studienlage bisher nicht aus, um diese Annah-
men hinreichend zu bestatigen, weshalb weitere Untersuchungen notwendig sind. Vor allem
Tiermodelle kénnen hierbei einen hilfreichen Aufschluss dariiber geben, wie die einzelnen
Komponenten des CSTC-Regelkreises und das DAerge System miteinander interagieren. Ent-
sprechend wurden zur Untersuchung der pathophysiologischen Mechanismen der Zwangs-

stérung bisher verschiedene Tiermodelle herangezogen (zum Uberblick Albelda & Joel 2011).

1.4 Das Quinpirol-Zwangsmodell der Ratte

Da DA als hauptverantwortlicher Transmitter in der Pathophysiologie von repetitiven Stérun-
gen angenommen werden kann, verwenden wir in dieser Arbeit ein Tiermodell, dessen Zwang-
ahnlicher Phanotyp durch DAerge Manipulation induziert wird. Dieses Tiermodell mit hoher
Augenschein-, Konstrukt- und pradiktiver Validitat (Joel 2006) basiert auf Untersuchungen von
Szechtmann et al. (1994), die zeigen, dass die chronisch-intermittierende Applikation des Dz/s-
Rezeptor-Agonisten Quinpirol (QNP) in Kombination mit einer Symptom-evozierenden Umge-
bung ritualisiertes Motorverhalten in Ratten induziert. Schon bei oberflachlicher Betrachtung
erinnert dies an motorisches Zwangsverhalten von Patienten und reagiert sensitiv auf
Clomipramin (5-HTerg wirksames trizyklisches Antidepressivum zur Behandlung von Zwangs-
stérungen) und Tiefe Hirnstimulation (Szechtman 1998, Winter et al. 2008, Mundt et al. 2009,
Djodari-Irani et al. 2011). Der D23-Rezeptor-Agonist QNP wird zwei Mal wéchentlich in Verbin-
dung mit der Prasenz auf einem modifizierten offenen Feld (OF, Ahlenius 1991) injiziert. Uber
einen Zeitraum von finf Wochen entwickelt sich der Phanotyp des zwanghaften Kontrollver-
haltens (frihestens nach sechs Injektionen, Dvorkin et al. 2006) und kann durch kontinuierliche
QNP-Gabe aufrechterhalten werden. Die Entstehung des zwanghaften Kontrollierens ist nicht
der bloBen Sensibilisierung auf QNP geschuldet, sondern der Kombination aus QNP-Applika-
tion und Prasenz einer Symptom-evozierenden Umgebung (Szechtman et al. 1998 & 2001,
Eilam & Szechtman 2005, Eilam et al. 2012, Einat & Szechtman 1993, Einat 1996).
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1.5 Ziele und Hypothesen

Diese Arbeit ist Teil eines Gesamtprojektes, das ein besseres Verstédndnis der zugrunde lie-
genden pathophysiologischen Mechanismen der Zwangsstérung zum Ziel hat. Wir gehen da-
von aus, dass die DAerge Innervation des CSTC-Regelkreises offensichtlich von entscheiden-
der pathophysiologischer Relevanz ist. Wir wollen zeigen, wie sich DAerge Defizite und repe-
titive Verhaltensweisen im pharmakologischen QNP-Zwangsmodell der Ratte und in einem
transgenen Rattenmodell darstellen.

Wahrend das transgene Rattenmodell mit einem tberexprimierten DAT ein neuartiger Ansatz
ist, existieren bereits eine ganze Reihe von Studien, die sich mit der Untersuchung des QNP-
Zwangsmodell beschéftigten, wobei diese sich mit der Charakterisierung des induzierten Ver-
haltens oder der Manipulation dessen befassen, wahrend bisher nur wenige Befunde existie-
ren, die Aufschluss Uber neurobiologische Korrelate des induzierten Phanotyps geben (Sul-
livan et al. 1998).

Fraglich ist also, wie sich der DA-Gehalt im CSTC-Regelkreis veréandert und andere Transmit-
ter involviert sind, wie sich die Expression von am DAergen System beteiligten Enzymen und
Transportern und von Plastizitdatsmarkern im am Regelkreis beteiligten Strukturen veréndert
und ob Veranderungen im DA-Haushalt Verdnderungen in der Proliferation auslésen.

Da diese moglichen Veranderungen in dem hier verwendeten Tiermodell, dessen Zwang-&hn-
licher Ph&notyp aus der Kombination von chronisch-intermittierender QNP-Applikation und der
Exposition auf dem OF resultiert und sowohl Folge der Exposition, der Substanzapplikation
oder beidem sein kdnnen, wurde die chronisch-intermittierende QNP Applikation und OF-Ex-
position im Vergleich zu weiteren Gruppen betrachtet:

So erfolgt eine chronisch-intermittierende QNP- bzw. Saline-Applikation in Verbindung mit der
OF-Exposition und eine akute QNP- bzw. Saline-Applikation mit akuter OF-Exposition und un-
mittelbarer bzw. zwei Wochen spéater erfolgender Dekapitation.

Diese Einteilung in die verschiedenen Gruppen erlaubt nun die Differenzierung in folgende
Einzeleffekte:

i) Effekte, die der OF-Exposition in Abhangigkeit von dessen Haufigkeit geschuldet sind.

ii) Effekte, die der QNP-Applikation in Abh&ngigkeit von dessen Haufigkeit geschuldet sind.
i) Effekte, die der chronisch-intermittierenden Kombination aus beidem geschuldet sind und
maoglicherweise den Zwang-ahnlichen Phanotyp begriinden.
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Wir nehmen an, dass die akute Exposition zu spezifischen Veranderungen der neuronalen
Aktivitat am CTCS-Regelkreis beteiligter Strukturen gemessen an der c-Fos- und Zif268-Ex-
pression und der CO-Aktivitat fuhrt. Eine durch die akute Exposition verursachte Veranderung
der neuronalen Aktivitat geht mit Veranderungen im Gehalt verschiedener Transmitter einher.
Diese Veranderungen unterscheiden sich vermutlich von denen, die durch die chronische Ex-
position verursacht werden.

Wir nehmen des Weiteren an, dass die DAerge Intervention mittels QNP ebenfalls zu spezifi-
schen Veranderungen der neuronalen Aktivitdt gemessen an der c-Fos- und Zif268-Expres-
sion und der CO-Aktivitat fihrt und mit Veranderungen im Gehalt verschiedener Transmitter,
vor allem aber DA einhergeht. Diese Veranderungen werden sich zwischen einmaliger und
wiederholter Intervention unterscheiden.

SchlieBlich nehmen wir an, dass die Kombination aus beidem spezifische Veranderungen in-
duziert und so zu dem Zwang-ahnlichem Verhalten fihrt. Dies zeigt sich vermutlich an einer
erhdhten Aktivitdt des CPu gemessenen anhand der c-Fos-Expression und Veranderungen in
der DAergen Transmission.

So soll diese Arbeit Aufschluss dariiber geben, wie sich im hier verwendeten Tiermodell der
Zwang-ahnliche Phanotyp entwickelt und welche neurobiologischen Veranderungen diesen
bedingen.

Wie bereits kurz erwahnt, ist die vorliegende Arbeit Teil eines Gesamtprojektes. Ein weiteres
Teilprojekt untersucht in einem molekularbiologischen Ansatz am QNP-Modell, ob die chro-
nisch-intermittierende Gabe des D,-Rezeptor-Agonisten zu Veranderungen in der Expression
der D+-Rezeptor-Dichte, des VMAT2 und der COMT fuhrt. Hier wird auch untersucht, ob dies
mit einer erhéhten Expression des DAT und der D»-Rezeptor-Dichte einhergeht. Eine Reduk-
tion tonischen und Erhéhung phasischen DA ware die Folge. Eine vermehrte DA-Wirkung be-
glnstigt die Aktivierung des indirekten Basalganglienpfades aufgrund der unterschiedlichen
DA-Rezeptor-Verteilung und fihrt so zu repetitivem Verhalten. Diese und alle hier vorliegen-
den Untersuchungen werden parallel auch am kurz erwdahnten transgenen Rattenmodell
durchgefuhrt.

Die Befunde der vorliegenden Arbeit, die des anderen Teilprojektes und alle Daten, die aktuell
zum transgenen Tiermodell generiert werden, kénnen zusammenfassend einen groB3en Bei-

trag zum pathophysiologischen Verstandnis zu leisten.
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

120 mannliche Wistar Ratten (Harlan Winkelmann, Borchen, Deutschland) im Alter von sechs
Wochen wurden nach der Empfehlung des Ausschusses flr tiergerechte Labortierhaltung der
GV-Solas (Tiergerechte Haltung von Laborratten) in Standardkéafigen (70x40x20cm) mit Nest-
material und Réhrensystemen in Gruppen zu je funf Tieren bei +/-22°C und 40-70% Luft-
feuchte gehalten. Es wurde ein kontinuierlicher zwdlf Stunden Tag-Nacht-Rhythmus mit einer
Helligkeitsphase von 6:00 bis 18:00 Uhr eingehalten, wobei alle Experimente im Tagesverlauf
und nach ausreichendem Handling durchgefiihrt wurden. Wasser und Futter (Altromin 1324
Standard, Lage, Deutschland) waren jederzeit unbegrenzt verfligbar. Die Tierversuche wurden
nach §8 Abs. 1 des Tierschutzgesetzes der BRD unter der Versuchsnummer G0183/09 von
der Senatsverwaltung fur Gesundheit und Soziales in Berlin genehmigt.

2.2 Experimentelles Design

Die Tiere wurden entweder einmalig (akutes Design) oder chronisch-intermittierend (chroni-
sches Design) behandelt. Im akuten Design wurde den Ratten QNP oder Natriumchlorid
(NaCl, Kontrolle) einmalig in Kombination mit der Présenz des OF appliziert. Die Dekapitation
erfolgte 90 Minuten (akut(-)) oder, in ausgewdahlten Untersuchungen, 14 Tage nach der Be-
handlung (akut(+)). Im chronisch-intermittierenden Design wurde den Ratten QNP bzw. NaCl
zwei Mal wéchentlich im Abstand von drei bzw. vier Tagen Uber einen Zeitraum von sieben
Wochen (14 Versuchstage) in Kombination mit der Présenz des OF appliziert. Die Dekapitation
erfolgte hier 90 Minuten nach der letzten Applikation (Abb. 6).

Daraus ergeben sich sechs Tiergruppen: (i) QNP chronisch (QNPc, n=30), ii) NaCl chronisch
(NaClc, n=30), iii) QNP akut(-) (QNPa(-), n=22), (iv) NaCl akut(-) (NaCla(-), n=18), v) QNP
akut(+) (QNPa(+), n=20) und vi) NaCl akut(+) (NaCla(+), n=20).

Wahrend der Prasenz auf dem OF wurden Parameter zur Uberpriifung des zwanghaften Ver-
haltens gemessen. Nach der Dekapitierung erfolgten die neurobiologischen post mortem Un-
tersuchungen in vornehmlich am CSTC-Regelkreis beteiligten Strukturen (OFC: ventraler or-
bitaler Kortex (VO), lateraler orbitaler Kortex (LO), medialer prafrontaler Kortex (mPFC): cin-
gularer Kortex (Cg1), infralimbischer Kortex (IL), pralimbischer Kortex (PrL), Nucleus accum-
bens (Nacc), Caudate putamen (CPu), lateraler Globus pallidus (LGP), Hippocampus (HPC),
dorsaler medialer Thalamus (DM), Nucleus entopeduncularis (EP), Nucleus subthalamicus
(STN), Substantia nigra (SN)).
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Abb. 6: schematische Darstellung des Experimentellen Designs

2.3 Injektionen

Die Injektionen erfolgten subkutan in die Nackenfalte der Ratten und 15 Minuten bevor sie auf
das OF gesetzt wurden. QNP ((-)-QNP-Hydrochlorid, Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)
wurde in einer Dosis von 0.5mg/kg Koérpergewicht in 0,9% NaCl (Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland) appliziert. Die Kontrollgruppen erhielten dasselbe Volumen an 0,9% NaCl.

Fir den immunhistochemischen Proliferationsnachweis wurde den jeweiligen Ratten
Bromdesoxyuridin (BrdU, 5-Bromo-2"-deoxyuridin, Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) in
einer Dosis von 50mg/kg Kérpergewicht in 0,9% NaCl tber finf Tage vor dem relevanten Ver-
suchstag zwei Mal taglich im Abstand von zwdlf Stunden (zehn Injektionen) intraperitonial in-
jiziert (Abb. 6).

2.4 \Verhaltensanalyse

Finfzehn Minuten nach subkutaner QNP-Injektion wurden die Ratten dreiBig Minuten auf ei-
nem modifizierten OF nach Eilam und Golani (1989) beobachtet (Abb. 7). Die Plattform mit
MaBen von 140x140x60cm befand sich mit einem Wandabstand von 20cm in einer abge-
schirmten Versuchsbox von 2x2x2,4m.



2 Material und Methoden 24

Auf der Plattform befand sich eine Glasscheibe, die 25 3x3cm groBe schwarze Markierungen
in zu einander identischen Abstanden von 40cm trug (Subareale). An vier dieser Subareale
befanden sich anstelle der Markierungen Plexiglaswurfel mit MaBen von 8x8x8cm, die jeweils
zu einer Seite hin geéffnet waren. Uber dem Zentrum der Plattform befand sich eine Kamera,
die mit einem Bildschirm auBerhalb der Versuchsbox verbunden war und so die Verhal-
tensanalyse ermdglichte. Die Glasplatte wurde nach jeder Ratte mit Descosept gereinigt.
Kontroll- und Experimentalratten zeigen eine Praferenz zu einem der Subareale. Das Sub-
areal, das im akuten Design bei der einmaligen bzw. im chronischen Design bei der zehnten
Substanzapplikation am haufigsten besucht wurde, wurde als ,Heim“ definiert. Die Analyse
zwanghaften Verhaltens erfolgte in Bezug auf dieses ,Heim“ und nach jeder QNP bzw. NaCl
Applikation.

Die Kriterien fur zwanghaftes Verhalten wurden von Szechtman, Sulis und Eilam (1998) defi-
niert: i) Die Ratte kehrt zu einem oder zwei Arealen auf dem OF GbermaBig oft und ii) schnell
zurlck und iii) besucht nur wenige andere Areale im Vergleich zu dem préferierten Areal und
mit Kontrolltieren; iv) die Praferenz zu dem entsprechendem Subareal ist nach Manifestation
zwanghaften Verhaltens stabil; v) die Ratte zeigt ein ritualisiertes Bewegungsmuster bei der
Naherung zum préaferierten Subareal (nicht ausgewertet).

Folgende Parameter wurden zur Analyse zwanghaften Verhaltens Uber die 30 Minuten aus-
gewertet:
1. Anzahl der Heimbesuche

2. Heimrickkehrrate (berechnet aus der Division der Anzahl der Heimbesuche und der
Anzahl aller Stopps geteilt durch die Anzahl aller besuchten Areale zur Lokomotions-
unabhangigen Beurteilung des Verhaltens)

3. die Heimrlickkehrzeit

4. Halte an anderen Subarealen vor der Heimriickkehr (berechnet aus der Anzahl aller
Stopps geteilt durch die Anzahl der Heimbesuche).

Abb. 7: schematische Darstellung des modifizierten OF (zur Verfiigung gestellt von Timo
Thorsten Schmidt)
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2.5 Probengewinnung

Nach Beendigung der Verhaltensuntersuchungen wurde jeweils die Halfte der Tiere einer
Gruppe mittels intraperitonialer Injektion von Chloralhydrat (200mg/kg Kérpergewicht in 0,9%
NaCl) narkotisiert und dekapitiert. Die Gehirne wurden entnommen und in mittels fllissigen
Stickstoff auf -20 bis -40°C temperiertem 2-Methylbutan (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutsch-
land) fiir zwei Minuten schockgefroren und anschlieBend bei -80°C gelagert.

Die andere Halfte der Tiere einer Gruppe wurde transkardial perfundiert. Dazu erfolgte die
Thorakotomie und Inzision des rechten Atriums um einen Ablauf der Perfusionsflissigkeit zu
gewahrleisten. Eine mit einer Pumpe verbundene Kanile wurde nach Einschnitt des Apex
cordis Uber den linken Ventrikel in die Pars ascendens der Aorta eingefihrt, Gber die die Ratten
mit zundchst 80ml auf Raumtemperatur angewarmter 0,1M Phosphat-gepufferter Kochsalzl6-
sung (PBS, alle Chemikalien von Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) und anschlieBend 250mi
gekuihlten 4%iges Paraformaldehyds (PFA; Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) in 0,1M
PBS (pH 7,4) perfundiert wurden. Nach Praparation der Gehirne wurden diese Uber Nacht in
4%igem PFA gekunhlt postfixiert und anschlieBend zur Kryoprotektion fir 3 Tage in 30% Sac-
charoselésung (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) in 0,1M PBS pH 7,4 gekihlt gelagert.
AnschlieBend erfolgte das Gefrieren in mittels fliissigen Stickstoffs auf -60 bis -80°C tempe-
riertes 2-Methylbutan fiir 50 Sekunden und die Lagerung bei -80°C.

2.6 HPLC

Die gefrorenen, nicht perfundierten Gehirne wurden am Kryostaten bei -15°C in Scheiben ge-
schnitten (Tab. 1). Vor und nach jeder Scheibe wurde ein 20um dicker Schnitt zur Orientierung
auf Objekttrager aufgenommen und anschlieBend nach Nissl gefarbt (70%, 90%, 96% und
100% Ethanol fir je zwei Minuten, 2x Xylol fir je 20 Minuten, 100%, 96%, 90% 70% Ethanol
fir je zwei Minuten, destilliertes Wasser flr zwei Minuten, kurzes Schwenken in 1% Kresylvi-
olett (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) in destilliertem Wasser, 70%, 90%, 96% und
100% Ethanol fur je zwei Minuten, 2x Xylol fir je zwei Minuten, Entellan®). Aus den Scheiben
wurden auf Trockeneis Stanzen mit einem Durchmesser von Tmm entnommen.

Die Proben wurden unmittelbar danach auf Eis per Ultrahomogenisator in entsprechendem
Volumen (Tab. 1) von 0,1M Perchlorsaure (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) homoge-
nisiert. Ein Volumen von 100ul des Homogenats wurde in 100ul 1M Natriumhydroxid (Merck
KGaA, Darmstadt, Deutschland) zur Proteinbestimmung nach Lowry aufgenommen. Das (ib-
rige Homogenat wurde bei 17000g fiir zehn Minuten bei 4°C zentrifugiert. Vom Uberstand
wurden 20ul in 20ul 0,5M Boratpuffer fur die Gehaltsbestimmungen der Aminoséuren Gluta-
mat, Glutamin und GABA mittels HPLC aufgenommen. Der verbliebene Uberstand wurde fir
die Gehaltsbestimmungen der Monoamine DA, DOPAC, 5-HT und 5-Hydroxyindolessigsaure
(5-HIAA) mittels HPLC verwendet:
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Tab. 1: Schnitt- und Stanzprotokoll. Koordinaten bezogen auf Bregma,
nach Paxinos & Watson Atlas 1998

Stanzkoordinate

Scheibe AP-Koordinate Stanze T e Perchlorsaure
1 3,2-2.2 Cg1 Unilateral 0/2 250ul
1 32-2,2 PrL Unilateral 0/3,8 250ul
1 3,2-2.2 IL Unilateral 0/5,2 250ul
1 3,2-2.2 VO Bilateral 2/5,3 500 pl
1 32-22 LO Bilateral 3,2/5,2 500 pl
2 1,7-0,7 Nacc Bilateral 1,4/6,8 500 pl
3 0,7--0,3 CPu Bilateral 2/4 500 pl
4 -0,8--1,3 LGP Bilateral 2,6/6,6 250ul
5 -2,1--3,1 HPC Bilateral 0,6/4 500 pl
5 -2,1--3,1 DM Unilateral 0/5 250ul
5 -2,1--3,1 EP Bilateral 2,6/7,6 500 pl
6 -3,6 - -4,1 STN Bilateral 2,4/8 250ul
7 -48--58 SN Bilateral 1,4/8,2 500 pl

Die Saule (Prontosil 120-3-C18-SH; Lange 150 mm, innerer Durchmesser 3mm, Bischoff Ana-
lysetechnik und —gerate GmbH, Leonberg, Germany) der HPLC mit elektrochemischer Detek-
tion (beschrieben von Felice et al. 1978, Sperk 1982) bei einer Flussrate von 0,55ml/min und
einem Strom von 50nA wurde mit 50ul Analytbeinhaltender Perchlorsaure befillt. Die mobile
Phase bestand aus 80mM Natriumhydrogenphosphat, 0,85mM 1-Octansulfonsdure Natri-
umsalzmonohydrat, 0,5mM Dinatriumdihdrogenethylen-diamintetraacetat-2-hydrat, 0,92mM
Phosphorsaure und 4% 2-Propanol (alle Chemikalien von Merck KGaA, Darmstadt, Deutsch-
land). Die Monoamine wurden mittels elektrochemischer Detektion (41000, Chromsystems In-
struments & Chemicals GmbH Munchen, Deutschland) bei einem Elektrodenpotential von
0,8V bestimmt. Vor und nach Probenaufgabe wurden 20pl einer Standardiésung mit bekannter
Konzentration (0,1uM DOPAC, 5-HIAA und 5-HAT und 1uM DA) bei einem Strom von 50nA
gemessen. Die Aminosauren wurden mittels der von Piepponen und Skujins (2001) beschrie-
benen Methode bestimmt. Sie wurden durch eine Vorsdule mit O-Phthalaldehyd-2-Mercap-
toethanol mittels einem gekiihlten Autoinjektor derivatisiert und durch eine HPLC S&ule (Pron-
toSil C18 ace-EPS) mit einer Flussgeschwindigkeit von 0,6ml/min und einer Temperatur von
40°C getrennt. Die mobile Phase beinhaltete 50mM Natriumacetat pH 5,7 mit einem linearen
Gradienten von 5% bis 21% Acetonitril. Derivatisierte Aminosauren wurden mit einer Fluores-
zenzanregung bei 450nm bei einer Exzitation von 330nm detektiert. Die Probenanalyse er-
folgte auf computerbasierender (CSW 1.7 dataApex Ltd., Prag, Tschechien) Berechnung der
Flache unter der Kurve in Bezug auf den Mittelwert der zweifach applizierten Standardlésung.
Die Konzentrationen der Transmitter der Regionen VO und LO (zusammen OFC) sowie Cg1,
PrL und IL (zusammen mPFC) wurden gemittelt.
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2.7

Die perfundierten gefrorenen Gehirne wurden am Kryostaten bei -21°C in 40um dicke, koro-

Immunhistochemie

nale Schnitte geschnitten und alternierend in 24 Serien frei flotierend in Kryoprotectant (25%
Glycerin (Applichem, Darmstadt, Deutschland), 25% Ethylenglykol (Applichem, Darmstadt,
Deutschland) in 0,1M PBS pH7,4 aus 18g NaCl, 5,26g NaH.PO4*H.O und 28,99

NazHPO4+2H20) aufgenommen.

Folgende Antigene wurden immunhistochemisch nachgewiesen (Tab. 2):

Tab. 2: Ubersicht der detektierten Antigene

Antigen  Funktion Primérantikorper Sekundarantikérper
(biotinyliert)
BrdU Thymidinanalogon, wird vom Zeit- 1/500 1/500
punkt der Applikation wahrend der Mi- rat anti BrdU Donkey anti Rat
tose statt Thymidin in die DNA-Se- AbED Serotec OBT0030 Dianova
quenz eingebaut, Proliferationsmar- 712-065-150
ker
c-Fos Transkriptionsfaktor, dessen Gen 1/500 1/1000
nach Generierung eines Aktionspo- rabbit anti Goat anti rabbit
tentials exprimiert wird, Aktivitdtsmar- c-Fos Vector
ker Santa Cruz sc-52 BA1000
Ki67 Protein, wahrend der GO0-Phase der 1/500 1/1000
Mitose nicht nachweisbar, zeigt sich rabbit anti Ki67pNcl Novo- Goat anti rabbit
teilende Zellen an, Proliferationsmar- castra NCL-Ki67p Vector
ker BA1000
Markiert alle neuronalen Kerne 1/5000 1/1000
NeuN : . .
mouse anti NeuN Milli- Goat anti mouse
pore MAB377 Vector
BA9200
TH Schrittmacherenzym zur DA-Syn- 1/10000 1/1000
these mouse anti TH Goat anti mouse
Sigma Vector
T1299 BA9200
VMAT2 Transportiert Monoamine wie DA und 1/100 1/1000
5-HT aus dem synaptischen Spalt zu- rabbit anti VMAT2 Santa  Goat anti rabbit
rick in die Prasynapse Cruz sc-7721 Vector
BA1000
Zif268 Transkriptionsfaktor, dessen Gen 1/50 1/1000

nach synaptischer Exocytose expri-
miert wird, Aktivitatsmarker

rabbit anti Zif268
Santa Cruz sc-189

Goat anti rabbit
Vector
BA1000
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Folgendes Protokoll fand zur Farbung frei flotierender Hirnschnitte Anwendung:

- 3x10min 0,1M PBS pH7,4

- 15min 0,6% H20. (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) in 0,1M PBS pH 7,4

- 3x10min 0,1M PBS pH7,4

- Nur bei BrdU:
30min bei 37°C 2N HCI, 10min 0,1M Boratpuffer pH8,5, 6 x 5min 0,1M PBS pH7,4

- 30min 0,3% Triton®X-100 (Ferak Berlin, Berlin, Deutschland) in 0,1M PBS pH 7,4 und
5% des jeweiligen Serums (Vector, Burlingame, USA) von der Hostspezies des Sekun-
darantikdérpers in 0,1M PBS pH7,4

- 24h bei 8°C Primarantikdrper in der jeweiligen Konzentration in 0,3% Triton®X-100 in
0,1M PBS pH 7,4 und 5% des jeweiligen Serums von der Hostspezies des Sekun-
darantikérpers in 0,1M PBS pH7,4

- 3x15min 0,1M PBS pH7,4

- 30min 0,2% Bovines Serumalbumin (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) in 0,1M
PBS pH7.,4

- 24h bei 8°C biotinylierter Sekundarantikdrper in der jeweiligen Konzentration in 0,2%
Bovinen Serumalbumin in 0,1M PBS pH7,4

- 3x15min 0,1M PBS pH7,4

- 1h Vector ABC PK6100 (nach Herstellerprotokoll)

- 3x15min 0,1M PBS pH7,4

- Bmin 0,025% 3,3-Diaminobenzidintetrachlorid (DAB, Sigma-Aldrich, Steinheim,
Deutschland), 1,6% H202, 10% 0,1M TBS pH7,4 (Merck KGaA, Darmstadt, Deutsch-
land) in destilliertem Wasser

- 6 x5min 0,1M PBS pH7,4

- Aufziehen auf Objekttrager (Thermo Scientific Superfrost®Plus, Gerhard Menzel
GmbH, Braunschweig, Deutschland)

- Je 2min 70%, 90%, 96% 100% Ethanol (JT Baker, Deventer, Niederlande)

- 2min Xylol (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)

- Aufbringen von Deckglasern (R. Langenbrinck, Emmendingen, Deutschland) mit Hilfe
von Entellan® (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)
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2.8 Cytochrom-Oxidase-Histochemie

Die Halfte der gefrorenen, nicht perfundierten Gehirne pro Gruppe wurde am Kryostaten bei
15°C in 20um dicke, koronale Schnitte geschnitten, wobei von jeder relevanten Region (VO,
LO, Cg1, IL, PrL 3,2; 1,7 Nacc; CPu 0,7; LGP -0,8; HPC, DM, EP -2,12; STN -3,6, SN -4,8;
jeweils AP-Koordinaten bezogen auf Bregma, nach Paxinos & Watson Atlas 1998) drei kon-
sekutive Schnitte auf Objekttrager aufgenommen wurden. Die Farbung erfolgte nach Nobrega
et al. 1998. In einer Inkubationslésung aus 168mg DAB, 30mg Cytochrome C Type Il (Sigma-
Aldrich, Steinheim, Deutschland) und 8g Saccharose in 180ml 0,1M PBS pH7,4 wurden je 20
Objekttréager simultan fur eine Stunde bei 37°C in Dunkelheit inkubiert. Nach viermaligem Spu-
len in kaltem 0,1M PBS pH7,4 und anschlieBendem Trocknen durchliefen die Objekttrager
eine aufsteigende Alkoholreihe (70%, 90%, 96% 100% fir je 2 Minuten). Nach zweimaligen
Schwenken in Xylol wurden mit Entellan® Deckglaser aufgebracht. Die Auswertung erfolgte
densitometrisch.

2.9 Zellzahlung

BRDU- und Ki67-positive Zellen wurden in den Zonen der adulten Neurogenese (subventriku-
laren Zone (SVZ), granulére Zellschicht des Gyrus dentatus (DG)) und in der SN (Vgl. Steiner
et al. 2006) in jedem zwdlften Schnitt bilateral und manuell am Lichtmikroskop gez&hlt. Die
Anzahl aller positiven Zellen wurde Uber die Anzahl der Schnitte und Hemisphéaren gemittelt.

NeuN- und TH-positive Zellen wurden in der SN (Syntheseort) auf Ho6he des medialen Nucleus
des accessorischen optischen Traktes (AP-Koordinate 5,2 bezogen auf Bregma, nach Paxinos
& Watson Atlas 1998) bilateral und manuell am Lichtmikroskop gezahlt. Die Anzahl aller posi-
tiven Zellen wurde Uber die Hemispharen gemittelt.

C-Fos- und Zif268-positive Zellen wurden nach Carson et al. 2010 in 14 verschiedenen Regi-
onen (Cg1, PrL, IL, VO, LO, 3,2; 1,7 Nacc; CPu 0,7; LGP -0,8; HPC, DM, EP -2,12; STN -3,6,
SN -4,8; jeweils AP Koordinaten bezogen auf Bregma, nach Paxinos & Watson Atlas 1998) in
je einem Schnitt innerhalb eines Zahlrahmens mit einer GréBe von 0,5x0,5mm bei einem
20fach vergrdBerndem Objektiv bilateral und manuell am Lichtmikroskop gezahlt. Die Anzahl
aller positiven Zellen wurde Gber die Hemispharen gemittelt. Die Anzahl der positiven Zellen
der Regionen VO und LO (zusammen OFC) wurden ebenso wie die von Cg1, PrL und IL (zu-
sammen mPFC) addiert.
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2.10 Densitometrie

Die immunhistochemische Farbung von CO und VMAT2 (Regionen siehe c-Fos und Zif268)
sowie NeuN und TH im CPu (Sekretionsort) wurden densitometrisch ausgewertet (Nobrega et
al. 1998). Die Objekttrager wurden auf einen von unten beleuchteten Tisch gebracht und der
zu messende Schnitt mit einer Kamera, die mit einem Computer verbunden war, fotografiert.
Die Graustufen innerhalb einer Zahlregion, die manuell und bilateral in die jeweilige Region
gelegt wurde, wurden mittels MCID (Abkirzung) Software gemessen, wobei jede Region in
Relation zum Corpus callosum auf demselben Schnitt bezogen wurde. Gemessen wurde die
integrierte optische Dichte gemittelt Gber die gemessene Flache. Die optische Dichte wurde
Uber die Hemisphé&ren gemittelt. Der Mittelwert der optischen Dichte der Regionen VO und LO
(zusammen OFC) wurden ebenso wie die von Cg1, PrL und IL (zusammen mPFC) gemittelt.

2.11 Datenanalyse

Das Verhalten im OF, die Zellzahlen fir die jeweiligen Antigene pro Region, die optischen
Dichten fUr die jeweiligen Antigene pro Region und der jeweilige Transmittergehalt pro Region
wurden mittels zweifacher Varianzanalyse (engl. Two-Way-ANOVA) mit den Faktoren Be-
handlung (QNP und NaCl) und Behandlungsdauer (akut(-), akut(+), chronisch) ausgewertet.
Far die Ergebnisse der Verhaltensanalyse wurden die zwei akuten Gruppen zusammenge-
fasst, da sich zum Zeitpunkt der Verhaltensanalyse zwischen den beiden akuten Gruppen
noch kein Unterschied ergibt. Um paarweise multiple Vergleiche anzustellen, wurde der Holm-
Sidak post-hoc-Test angewendet. Das Signifikanzniveau war bei p<0,05. Die Ergebnisse sind
angegeben als Mittelwert + Standardabweichung.



3 Ergebnisse 31

3 Ergebnisse

3.1 Phanotypinduktion

Die chronisch-intermittierende, nicht jedoch die akute Gabe von QNP, in Verbindung mit der
Prasenz auf einem modifizierten OF Uber einen Zeitraum von funf Wochen induziert nach den
Kriterien von Szechtman et al. (1998) Kontrolllverhalten bei den Ratten.

In der Anzahl der Heimbesuche ergibt sich ein Haupteffekt in der Behandlung
(F(1,112)=56,449; p<0,001), der Behandlungsdauer (F(1,112)=27,803; p<0,001) und ein In-
teraktionseffekt (F(1,112)=42,822; p<0,001). QNPc Ratten besuchen ihr ,Heim* h&ufiger als
NaClc und QNPa Ratten (je p<0,001) (Abb. 8a).

In der Heimrickkehrrate ergibt sich ebenfalls ein Haupteffekt in der Behandlung
(F(1,112)=89,409; p<0,001), der Behandlungsdauer (F(1,112)=56,808; p<0,001) und ein In-
teraktionseffekt (F(1,112)=40,914; p<0,001). Das Verhaltnis von tatsachlicher zur erwarteten
Heimrickkehr der QNPc Ratten héher ist als das von NaClc und QNPa Ratten (je p<0,001)
(Abb. 8b).

Far die Zeit, die die Ratten zur Heimrlickkehr benétigten, ergibt sich ebenso ein Haupteffekt in
der Behandlung (F(1,110)=15,987; p<0,001), ein nahezu signifikanter Haupteffekt in der Be-
handlungsdauer (F(1,110)=3,747; p=0,055) und ein Interaktionseffekt (F(1,110)=9,852;
p=0,002). QNPc Ratten kehren schneller als NaClc und QNPa Ratten zu ihrem ,Heim* zurlck
(je p<0,001) (Abb. 8c).

Far die Halte an anderen Arealen vor der Ruckkehr zum “Heim” ergibt sich schlieBBlich auch
ein Haupteffekt in der Behandlung (F(1,98)=8,433; p=0,005), der Behandlungsdauer
(F(1,98)=41,870; p<0,001) und ein Interaktionseffekt (F(1,98)=4,451; p=0,037). QNPc Ratten
halten weniger haufig vor der Heimrlickkehr als NaClc (p=0,005) und QNPa (p<0,001) Ratten.
Die Ergebnisse zeigen auch, dass NaClc Ratten weniger haufig vor der Heimrlickkehr Halt
machen als NaCla Ratten (p=0,004). Dies weist auf einen Gewdhnungseffekt in den Kontroll-
ratten hin, die das OF mit wiederholter Exposition weniger ausfihrlich explorieren (Abb. 8d).
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Abb. 8: Phdnotypinduktion, Daten +/-SD, p<0,05, NaCla n=37, QNPa n=39, NaClc n=20, QNPc
n=20,* signifikant vs. jeweilige NaCl Gruppe, § vs. jeweilige akut(a) Gruppe

3.2 Gesamt-Transmitter-Gehalte und -DA-Umsatz

Zunéchst wurden fur jeden Transmitter die Gehalte der Regionen gepoolt, um eine allgemeine
Aussage Uber den Gehalt des jeweiligen Transmitters in den Gehirnen der Ratten treffen zu
kdnnen. Tab. 3 zeigt etwaige Haupt- und Interaktionseffekte. Der Gehalt an DA ist bei QNPc
Ratten im Vergleich zu NaClc (p=0,006), QNPa(+) (p=0,044) und QNPa(-) (p=0,024) Ratten
héher. Der Gehalt an DOPAC ist bei diesen Ratten im Vergleich zu NaClc und QNPa(+) Ratten
geringer (je p<0,001). Auch QNPa(-) Ratten zeigen geringere Gehalte von DOPAC im Ver-
gleich zu NaCla(-) und QNPa(+) Ratten (je p<0,001). Fir den Gehalt an 5-HT und 5-HIAA
ergeben sich keine signifikanten Unterschiede. Fir den Gehalt an Glutamat ergibt sich ein
Haupteffekt in der Behandlung - mit QNP behandelte Ratten weisen geringere Gehalte im
Vergleich zu Kontrollratten auf. Fir den Gehalt an Glutamin zeigen die Daten, dass chronisch
(p=0,018) und a(+) (p=0,023) behandelte Ratten weniger aufweisen als a(-) behandelte. Im
GABA-Gehalt zeichnet sich ein Trend zur héheren Werten bei chronisch (p=0,099) und a(-)
(p=0,089) behandelten Ratten im Vergleich zu a(+) behandelten ab (Abb. 9).
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Abb. 9: Gesamigehalt der Transmitter in uM/g Protein, Daten +/-SD, p<0,05, NaCla(-) n=10,
QNPa(-) n=10, NaCla(+) n=9, QNPa(+) n=10, NaClc n=10, QNPc n=10, * signifikant vs. jeweilige
NaCl Gruppe, § vs. jeweilige a(-) Gruppe, # vs. jeweilige a(+) Gruppe, Beh.* Haupteffekt Behand-
lung, Beh.dauer* Haupteffekt Behandlungsdauer

Tab. 3: Transmitter 2-Way-Anova, F-und p-Werte der Haupteffekte

Region Effekte F P
DA Haupteffekt Behandlung (1,51)=1,511 0,225
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,51)=1,377 0,261
Interaktionseffekt (2,51)=3,717 0,031
DOPAC Haupteffekt Behandlung (1,53)=32,615 <0,001
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,53)=11,945 <0,001
Interaktionseffekt (2,53)=6,658 0,003
5-HT Haupteffekt Behandlung (1,53)=0,085 0,771
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,53)=2,235 0,117
Interaktionseffekt (2,53)=0,868 0,426
5-HIAA Haupteffekt Behandlung (1,58)=1,365 0,248
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,53)=0,150 0,861
Interaktionseffekt (2,53)=0,425 0,656
Glutamat Haupteffekt Behandlung (1,53)=5,017 0,029
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,53)=0,797 0,456
Interaktionseffekt (2,53)=0,155 0,857
Glutamin Haupteffekt Behandlung (1,53)=0,008 0,928
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,53)=5,055 0,010
Interaktionseffekt (2,53)=1,953 0,152
GABA Haupteffekt Behandlung (2,58)=2,572 0,115
Haupteffekt Behandlungsdauer (1,53)=2,972 0,060

Interaktionseffekt (2,53)=2,012 0,144
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Um Aussagen Uber die Umsatzrate von DA machen zu kénnen, wurde die Ratio DOPAC/DA
berechnet (Onzawa et al. 2012, Zhu et al. 2012). Andere DA-Metabolite wurden vernachlas-
sigt, da Hauptendprodukt von DA bei Ratten DOPAC ist (Elsworth & Roth 1997). Zunachst
wurden alle Ratio der Regionen gepoolt, um allgemeine Aussagen tber den DA-Umsatz tref-
fen zu kénnen. Die Daten zeigen einen Haupteffekt in der Behandlung (F(1,53)=66,266;
p<0,001), der Behandlungsdauer (F(2,53)=18,9771; p<0,001) und einen Interaktionseffekt
(F(2,53)=17,846; p<0,001). QNPc und QNPa(-) Ratten weisen geringere DA Umsatzraten auf
als ihre jeweilige Kontrolle und QNPa(+) Ratten (je p<0,001). QNPc Ratten weisen zudem
einen noch geringeren DA Umsatz auf als QNPa(-) Ratten (p<0,001) (Abb. 10).
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Abb. 10: Gesami-DA-Umsatz, Daten +/-SD, p<0,05, NaCla- n=10, QNPa- n=10, NaCla+ n=9,
QNPa+ n=10, NaClc n=10, QNPc n=10, * signifikant vs. jeweilige NaCl Gruppe, § vs. jeweilige
a(-) Gruppe, # vs. jeweilige a(+) Gruppe
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3.2.1 regionenspezifischer DA- und DOPAC-Gehalt und DA-Umsatz

Der Unterschied im Gesamt-DA-Gehalt I1&sst sich nicht regionenspezifisch darstellen, denn die
DA-Gehalte in den einzelnen Gehirnarealen unterscheiden sich nicht signifikant voneinander.
Tab. 4 zeigt etwaige Haupt- und Interaktionseffekte. Im mPFC zeichnet sich ein Trend zu ei-
nem geringeren DA-Gehalt bei QNPa(+) Ratten im Vergleich zu NaCla(+) (p=0,006) und
QNPa(-) (p=0,071) Ratten ab. Im CPu und DM zeichnet sich ein tendenziell hdherer DA-Gehalt
bei QNPc Ratten im Vergleich zu NaClc Ratten (je p=0,034), im DM auch im Vergleich zu
QNPa(+) (p=0,012) und QNPa(-) (p=0,019) Ratten ab (Abb. 11a).

Der DOPAC-Gehalt unterscheidet sich hingegen regionenspezifisch. Tab. 5 zeigt etwaige
Haupt- und Interaktionseffekte. Im mPFC, (tendenziell auch im OFC), CPu und in der SN wei-
sen mit QNP behandelte Ratten weniger DOPAC auf als Kontrollen. Im Nacc zeigt sich ein
geringerer DOPAC-Gehalt bei QNPc und QNPa(-) Ratten im Vergleich zu den jeweiligen NaCl
Ratten und QNP(a+) Ratten (je p<0,001). Auch die NaCla(-) Ratten weisen hier weniger
DOPAC als NaClc Ratten auf (p=0,026). Im LGP zeichnet sich ein Trend zu einem hbheren
DOPAC-Gehalt bei a(+) Ratten im Vergleich zu a(-) Ratten (p=0,061), im CPu zu einem gerin-
geren DOPAC-Gehalt von chronisch zu a(+) behandelten Ratten ab (p=0,085) (Abb. 11b).
Auch der Umsatz von DA unterscheidet sich regionenspezifisch. Tab. 6 zeigt etwaige Haupt-
und Interaktionseffekte. Die Umsatzrate ist im OFC und LGP bei QNP behandelten geringer
als bei Kontrollen. Im Nacc und CPu weisen QNPc und QNPa(-) Ratten geringere Umsatzraten
auf als ihre jeweilige Kontrolle und QNPa(+) Ratten (je p<0,001). Im CPU weisen QNPc Ratten
zudem einen noch geringeren als QNPa(-) Ratten (p=0,002) und NaCla(-) Ratten einen héhe-
ren DA Umsatz im Vergleich zu NaCla(+) Ratten (p=0,047) auf. In der SN zeigt sich Ahnliches
- QNPc (p<0,001) und QNPa(-)Ratten (p=0,002) weisen geringere Umsatzraten auf als ihre
jeweilige Kontrolle, QNPc auch als QNPa(+) Ratten (p<0,001) (Abb. 11c).
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Abb. 11: DA- und DOPAC-Gehalt und DA-Umsatz pro Region, Daten +/-SD, p<0,05, NaCla(-)

Gehaltin uM/g Protein (log)

Gehalt in uM/g Protein (log)

1000

100

1

o

1

100

10

DOPAC/DA
o o o o o o
I T e Y

e
Y

ﬂ

| lg

H i

OFC mPFC Nacc CPU

b) DOPAC

Beh.*

I

OFC mPFC Nacc

i

"

CPU

LGP

ﬂ

LGP

|

HPC DM

iy

HPC DM

c) DA Umsatz

l
} #
IFIIT

HOok T

S
*

il

OFC mPFC Nacc CPU

LGP

1

HPC DM

|
ol
‘T

W

“[T
EP

STN

I
W NaCla-
QNPa-
W NaCla+
B QNPa+
NaClc
QNPc

T

SN

Beh.*

i ‘h”

Il

I m NaCla-
QNPa-

m NaCla+

B QNPa+
NaClc
QNPc

SN

B NaCla-
QNPa-
M NaCla+
W QNPa+
NaClc
? Tﬁ QNPc
T

SN

n=10, QNPa(-) n=10, NaCla(+) n=9, QNPa(+) n=10, NaClc n=10, QNPc n=10, * signifikant vs. je-
weilige NaCl Gruppe, § vs. jeweilige a(-) Gruppe, # vs. jeweilige a(+) Gruppe, Beh* Haupteffekt
Behandlung, Beh.dauer* Haupteffekt Behandlungsdauer



3 Ergebnisse

37

Tab. 4: DA 2-Way-Anova, F-und p-Werte der Haupteffekte

Region Effekte F P
OFC Haupteffekt Behandlung (1,49)=2,003 0,163
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,49)=0,693 0,505
Interaktionseffekt (2,49)=0,194 0,825
mPFC Haupteffekt Behandlung (1,53)=2,654 0,109
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,53)=0,606 0,549
Interaktionseffekt (2,53)=2,884 0,065
Nacc Haupteffekt Behandlung (1,49)=0,072 0,789
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,49)=0,022 0,977
Interaktionseffekt (2,49)=1,313 0,278
CPU Haupteffekt Behandlung (1,49)=0,972 0,329
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,49)=0,757 0,474
Interaktionseffekt (2,49)=2,697 0,077
LGP Haupteffekt Behandlung (1,49)=2,635 0,111
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,49)=0,444 0,644
Interaktionseffekt (2,49)=0,591 0,558
HPC Haupteffekt Behandlung (1,53)=0,015 0,903
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,53)=0,582 0,562
Interaktionseffekt (2,53)=0,258 0,774
DM Haupteffekt Behandlung (1,52)=0,063 0,801
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,52)=2,408 0,100
Interaktionseffekt (2,52)=3,041 0,056
EP Haupteffekt Behandlung (1,52)=0,721 0,400
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,52)=2,464 0,095
Interaktionseffekt (2,52)=1,042 0,360
STN Haupteffekt Behandlung (1,48)=0,882 0,352
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,48)=1,104 0,340
Interaktionseffekt (2,48)=0,184 0,832
SN Haupteffekt Behandlung (1,52)=0,514 0,477
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,52)=0,733 0,486
Interaktionseffekt (2,52)=0,353 0,704
Tab. 5: DOPAC 2-Way-Anova, F-und p-Werte der Haupteffekte
Region Effekte p
OFC Haupteffekt Behandlung (1 50)=3,004 0,089
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,50)=2,386 0,102
Interaktionseffekt (2,50)=0,648 0,528
mPFC Haupteffekt Behandlung (1,53)=6,998 0,011
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,53)=0,226 0,799
Interaktionseffekt (2,53)=0,094 0,910
Nacc Haupteffekt Behandlung (1,48)=22,151 <0,001
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,48)=9,047 <0,001
Interaktionseffekt (2,48)=9,425 <0,001
CPU Haupteffekt Behandlung (1,49)=10,358 0,002
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,49)=2,576 0,086
Interaktionseffekt (2,49)=0,327 0,723
LGP Haupteffekt Behandlung (1,50)=1,261 0,267
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,50)=2,950 0,061
Interaktionseffekt (2,50)=1,474 0,239
HPC Haupteffekt Behandlung (1,53)=0,434 0,513
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,53)=2,399 0,101
Interaktionseffekt (2,53)=0,913 0,407
DM Haupteffekt Behandlung (1,52)=0,065 0,799
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,52)=1,595 0,213
Interaktionseffekt (2,52)=0,302 0,741
EP Haupteffekt Behandlung (1,51)=0,033 0,855
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,51)=0,449 0,641
Interaktionseffekt (2,51)=0,930 0,401
STN Haupteffekt Behandlung (1,49)=1,475 0,230
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,49)=1,377 0,262
Interaktionseffekt (2,49)=0,082 0,921
SN Haupteffekt Behandlung (1,52)=4,015 0,050
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,52)=1,656 0,201
Interaktionseffekt (2,52)=1,249 0,295
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Tab. 6: DA Umsatz 2-Way-Anova, F-und p-Werte der Haupteffekte

Region Effekte F P
OFC Haupteffekt Behandlung (1,49)=4,136 0,047
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,49)=1,090 0,344
Interaktionseffekt (2,49)=1,276 0,288
mPFC Haupteffekt Behandlung (1,53)=1,101 0,299
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,53)=1,556 0,220
Interaktionseffekt (2,53)=2,357 0,105
Nacc Haupteffekt Behandlung (1,49)=79,102 <0,001
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,49)=18,475 <0,001
Interaktionseffekt (2,49)=14,629 <0,001
CPU Haupteffekt Behandlung (1,49)=84,455 <0,001
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,49)=14,344 <0,001
Interaktionseffekt (2,49)=22,402 <0,001
LGP Haupteffekt Behandlung (1,49)=12,844 <0,001
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,49)=2,399 0,101
Interaktionseffekt (2,49)=2,470 0,095
HPC Haupteffekt Behandlung (1,53)=0,223 0,639
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,53)=3,299 0,045
Interaktionseffekt (2,53)=0,448 0,641
DM Haupteffekt Behandlung (1,52)=0,016 0,899
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,52)=2,049 0,139
Interaktionseffekt (2,52)=0,125 0,883
EP Haupteffekt Behandlung (1,52)=0,001 0,981
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,52)=2,187 0,123
Interaktionseffekt (2,52)=0,320 0,727
STN Haupteffekt Behandlung (1,48)=1,668 0,203
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,48)=1,122 0,334
Interaktionseffekt (2,48)=1,166 0,320
SN Haupteffekt Behandlung (1,52)=16,926 <0,001
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,52)=5,157 0,009
Interaktionseffekt (2,52)=3,399 0,041

3.2.2 regionenspezifischer 5-HT- und 5-HIAA-Gehalt

Auch regionenspezifisch unterscheiden sich die 5-HT- und 5-HIAA-Gehalte zwischen den ver-
schiedenen Gruppen kaum voneinander unterscheiden. Tab. 7 und 8 zeigen etwaige Haupt-
und Interaktionseffekte. Lediglich im LGP zeigt sich ein geringerer 5-HT-Gehalt bei QNPa(+)
Ratten im Vergleich zur Kontrolle (p=0,025), wobei diese Kontrollratten signifikant héhere 5-
HT-Gehalte aufweisen als NaCla(-) Ratten (p=0,015). QNPc Ratten weisen hier héhere 5-HT-
Gehalte auf als QNPa(+) (p=0,018) und QNPa(-) Ratten (p=0,011). Im OFC zeichnet sich ein
Trend zu einem héheren 5-HT-Gehalt bei mit QNP behandelten Ratten im Vergleich zu den
Kontrollen ab. Im mPFC zeichnet sich ein Trend zu héheren 5-HT-Gehalten bei chronisch im
Vergleich zu a(-) behandelten Ratten ab (p=0,050) (Abb. 12).
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Tab. 7: 5-HT 2-Way-Anova, F-und p-Werte der Haupteffekte

Region Effekte F P
OFC Haupteffekt Behandlung (1,53)=3,701 0,060
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,53)=2,027 0,142
Interaktionseffekt (2,53)=0,973 0,385
mPFC Haupteffekt Behandlung (1,53)=0,480 0,492
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,53)=3,133 0,052
Interaktionseffekt (2,53)=0,708 0,497
Nacc Haupteffekt Behandlung (1,49)=0,001 0,981
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,49)=0,758 0,474
Interaktionseffekt (2,49)=0,372 0,691
CPU Haupteffekt Behandlung (1,48)=1,980 0,166
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,48)=0,641 0,531
Interaktionseffekt (2,48)=0,020 0,980
LGP Haupteffekt Behandlung (1,50)=0,148 0,702
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,50)=6,151 0,004
Interaktionseffekt (2,50)=3,363 0,043
HPC Haupteffekt Behandlung (1,53)=0,025 0,875
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,53)=0,609 0,547
Interaktionseffekt (2,53)=0,746 0,479
DM Haupteffekt Behandlung (1,52)=0,224 0,638
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,52)=2,199 0,121
Interaktionseffekt (2,52)=0,283 0,755
EP Haupteffekt Behandlung (1,52)=0,085 0,772
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,52)=0,387 0,681
Interaktionseffekt (2,52)=0,901 0,412
STN Haupteffekt Behandlung (1,50)=0,055 0,816
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,50)=0,699 0,502
Interaktionseffekt (2,50)=0,442 0,645
SN Haupteffekt Behandlung (1,52)=0,001 0,978
Haupteffekt Behandlungsdauer (1,52)=0,999 0,375
Interaktionseffekt (1,52)=2,539 0,089

Tab. 8: 5-HIAA 2-Way-Anova, F-und p-Werte der Haupteffekte

Region Effekte F p
OFC Haupteffekt Behandlung (1,53)=0,001 0,999
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,53)=1,575 0,217
Interaktionseffekt (2,53)=0,297 0,744
mPFC Haupteffekt Behandlung (1,53)=1,968 0,167
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,53)=0,660 0,521
Interaktionseffekt (2,53)=1,261 0,292
Nacc Haupteffekt Behandlung (1,49)=0,370 0,546
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,49)=0,059 0,943
Interaktionseffekt (2,49)=0,359 0,700
CPU Haupteffekt Behandlung (1,49)=1,516 0,224
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,49)=0,658 0,253
Interaktionseffekt (2,49)=0,139 0,871
LGP Haupteffekt Behandlung (1,50)=0,034 0,854
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,50)=0,760 0,473
Interaktionseffekt (2,50)=1,404 0,255
HPC Haupteffekt Behandlung (1,53)=0,560 0,457
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,53)=0,012 0,988
Interaktionseffekt (2,53)=1,535 0,225
DM Haupteffekt Behandlung (1,52)=1,845 0,180
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,52)=1,188 0,313
Interaktionseffekt (2,52)=0,515 0,600
EP Haupteffekt Behandlung (1,52)=1,279 0,263
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,52)=1,091 0,344
Interaktionseffekt (2,52)=0,774 0,466
STN Haupteffekt Behandlung (1,50)=0,272 0,605
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,50)=0,237 0,790
Interaktionseffekt (2,50)=0,081 0,923
SN Haupteffekt Behandlung (1,52)=2,180 0,146
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,52)=0,063 0,939
Interaktionseffekt (2,52)=0,313 0,732
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3.2.3 regionenspezifischer Glutamat- Glutamin- und GABA-Gehalt

Der Unterschied im Gesamt-Glutamat-Gehalt 1&sst sich auch regionenspezifisch darstellen.
Tab. 9 zeigt etwaige Haupt- und Interaktionseffekte. So weisen mit QNP behandelte Ratten im
mPFC, HPC und tendenziell im CPu weniger Glutamat auf als die Kontrollratten. Chronisch
behandelte Ratten weisen im LGP weniger Glutamat auf als a(+) behandelte (p=0,020). Aller-
dings weisen a(+) behandelte Ratten im DM weniger Glutamat auf als beide anderen Gruppen
(je p<0,001) (Abb. 13a).

Auch der Unterschied im Gesamt-Glutamin-Gehalt 1&sst sich regionenspezifisch darstellen.
Tab. 10 zeigt etwaige Haupt- und Interaktionseffekte. Chronisch und a(+) behandelte Ratten
weisen weniger Glutamin im CPu (c: p=0,026, a(+): p=0,014) und STN (c: p=0,052, a(+):
p=0,060) auf als a(-) behandelte. Im HPC weisen nur chronisch im Vergleich zu a(-) behandel-
ten Ratten geringere Glutamin-Gehalte auf (p=0,004). Im DM zeigen chronisch und a(-) be-
handelte Ratten héhere Glutamin-Gehalte im Vergleich zu a(+) behandelten (je p<0,001) (Abb.
13b).

Obwohl sich im Gesamtgehalt von GABA keine signifikanten Unterschiede darstellen lassen,
liegen diese jedoch in einzelnen Regionen vor. Tab. 11 zeigt etwaige Haupt- und Interaktions-
effekte. Im mPFC weisen chronisch (p=0,024) behandelte weniger, a(-) (p=0,031) behandelte
Ratten mehr GABA auf als a(+) behandelte Ratten. Chronisch (p=0,012) und a(+) (p=0,016)
behandelte Ratten weisen im CPu weniger GABA auf als a(-) behandelte. Daneben zeichnet
sich hier ein Trend zu geringeren GABA-Gehalten bei mit QNP behandelten im Vergleich zu
mit NaCl behandelten Ratten ab (p=0,081). Im LGP zeigen chronisch behandelte Ratten mehr
GABA als beide anderen Gruppen (je p<0,001). Im HPC wirkt sich die Behandlung mit QNP
reduzierend auf den GABA-Gehalt aus. Zudem ist der GABA-Gehalt bei chronisch behandel-
ten geringer als bei a(-) behandelten (p=0,033). In der SN zeigt sich ein geringerer GABA-
Gehalt bei a(+) behandelten Ratten im Vergleich zu a(-) behandelten Ratten (p=0,015), ten-
denziell auch im Vergleich zu chronisch behandelten Ratten (p=0,055) (Abb. 13c).
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Tab. 9: Glutamat 2-Way-Anova, F-und p-Werte der Haupteffekte

Region Effekte F P
OFC Haupteffekt Behandlung (1,53)=0,170 0,681
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,53)=0,445 0,643
Interaktionseffekt (2,53)=2,072 0,136
mPFC Haupteffekt Behandlung (1,53)=7,901 0,007
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,53)=0,464 0,631
Interaktionseffekt (2,53)=0,028 0,972
Nacc Haupteffekt Behandlung (1,49)=0,994 0,324
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,49)=0,023 0,977
Interaktionseffekt (2,49)=0,579 0,564
CPU Haupteffekt Behandlung (1,49)=3,967 0,052
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,49)=2,193 0,122
Interaktionseffekt (2,49)=0,342 0,712
LGP Haupteffekt Behandlung (1,51)=0,198 0,658
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,51)=4,073 0,023
Interaktionseffekt (2,51)=0,541 0,585
HPC Haupteffekt Behandlung (1,53)=5,080 0,028
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,53)=1,401 0,255
Interaktionseffekt (2,53)=0,621 0,541
DM Haupteffekt Behandlung (1,52)=0,938 0,337
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,52)=11,183 <0,001
Interaktionseffekt (2,52)=1,003 0,374
EP Haupteffekt Behandlung (1,52)=0,629 0,431
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,52)=1,288 0,284
Interaktionseffekt (2,52)=0,253 0,777
STN Haupteffekt Behandlung (1,50)=0,991 0,324
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,50)=1,192 0,312
Interaktionseffekt (2,50)=0,119 0,888
SN Haupteffekt Behandlung (1,53)=0,450 0,505
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,53)=1,654 0,201
Interaktionseffekt (2,53)=0,124 0,884
Tab. 10: Glutamin 2-Way-Anova, F-und p-Werte der Haupteffekte
Region Effekte F p
OFC Haupteffekt Behandlung (1,53)=0,015 0,902
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,53)=1,149 0,325
Interaktionseffekt (2,53)=0,853 0,432
mPFC Haupteffekt Behandlung (1,58)=0,447 0,507
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,53)=2,332 0,107
Interaktionseffekt (2,53)=1,476 0,238
Nacc Haupteffekt Behandlung (1,49)=0,003 0,955
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,49)=0,306 0,738
Interaktionseffekt (2,49)=0,300 0,742
CPU Haupteffekt Behandlung (1,49)=0,082 0,776
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,49)=4,987 0,011
Interaktionseffekt (2,49)=1,063 0,353
LGP Haupteffekt Behandlung (1,51)=0,371 0,545
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,51)=1,734 0,187
Interaktionseffekt (2,51)=0,494 0,613
HPC Haupteffekt Behandlung (1,58)=0,497 0,484
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,53)=5,745 0,006
Interaktionseffekt (2,53)=2,319 0,108
DM Haupteffekt Behandlung (1,52)=1,650 0,205
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,52)=13,289 <0,001
Interaktionseffekt (2,52)=2,339 0,106
EP Haupteffekt Behandlung (1,52)=0,215 0,645
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,52)=1,572 0,217
Interaktionseffekt (2,52)=2,055 0,138
STN Haupteffekt Behandlung (1,50)=0,013 0,910
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,50)=3,695 0,032
Interaktionseffekt (2,50)=0,602 0,552
SN Haupteffekt Behandlung (1,53)=1,107 0,298
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,53)=0,230 0,795
Interaktionseffekt (2,53)=0,433 0,651
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Tab. 11: GABA 2-Way-Anova, F-und p-Werte der Haupteffekte

Region Effekte F P
OFC Haupteffekt Behandlung (1,53)=1,415 0,240
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,53)=2,420 0,099
Interaktionseffekt (2,53)=1,867 0,165
mPFC Haupteffekt Behandlung (1,53)=0,180 0,673
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,53)=4,586 0,015
Interaktionseffekt (2,53)=0,577 0,565
Nacc Haupteffekt Behandlung (1,49)=1,864 0,178
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,49)=0,167 0,846
Interaktionseffekt (2,49)=0,153 0,859
CPU Haupteffekt Behandlung (1,46)=3,191 0,081
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,46)=5,493 0,007
Interaktionseffekt (2,46)=0,369 0,693
LGP Haupteffekt Behandlung (1,50)=0,007 0,930
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,50)=9,316 <0,001
Interaktionseffekt (2,50)=1,204 0,309
HPC Haupteffekt Behandlung (1,53)=5,297 0,025
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,53)=3,486 0,038
Interaktionseffekt (2,53)=2,136 0,128
DM Haupteffekt Behandlung (1,52)=0,792 0,378
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,52)=0,750 0,478
Interaktionseffekt (2,52)=0,232 0,794
EP Haupteffekt Behandlung (1,52)=0,003 0,960
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,52)=0,263 0,770
Interaktionseffekt (2,52)=2,396 0,101
STN Haupteffekt Behandlung (1,50)=2,044 0,159
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,50)=2,019 0,144
Interaktionseffekt (2,50)=0,306 0,738
SN Haupteffekt Behandlung (1,58)=0,372 0,545
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,53)=4,652 0,014
Interaktionseffekt (2,53)=0,238 0,789

3.3 TH, NeuN und VMAT2

In der nigralen Anzahl NeuN-positiver Zellen ergibt sich kein Haupteffekt in der Behandlung
(F(1,43)=0,00463; p=0,946), der Behandlungsdauer (F2,43)=0,0126; p=0,987) und kein Inter-
aktionseffekt (F(2,43)=2,474; p=0,098) (Abb. 13a). In der nigralen Anzahl TH-positiver Zellen
ergibt sich ein Haupteffekt in der Behandlung (F(1,42)=5,227; p=0,027) und Behandlungs-
dauer (F2,42)=22,724; p<0,001), aber kein Interaktionseffekt (F(2,42)=1,575; p=0,219). Mit
QNP behandelte Ratten zeigen eine héhere Anzahl TH-positiver Zellen im Vergleich zu den
Kontrollen. Im chronischen Design sind mehr TH-positive Zellen zu zahlen als in beiden akuten
Modellen (je p<0,001) (Abb. 14a). In der striatalen Dichte NeuN-positiver Strukturen ergibt sich
weder ein Haupteffekt in der Behandlung (F(1,48)=0,213; p=0,646), noch ein Interaktionseffekt
(F(2,48)=1,158; p=0,324), aber ein Haupteffekt in der Behandlungsdauer (F(2,48)=17,945;
p<0,001). Chronisch und a(+) behandelte Ratten weisen weniger NeuN-positive Strukturen auf
als a(-) behandelte Ratten (je p<0,001) (Abb. 14b). In der striatalen Dichte TH-positiver Struk-
turen ergibt sich kein Haupteffekt in der Behandlung (F(1,42)=2,499; p=0,121) und kein Inter-
aktionseffekt (F(2,42)=0,369; p=0,693), aber wie bei NeuN ein Haupteffekt in der Behand-
lungsdauer (F(2,42)=8,133; p=0,001).Chronisch (p<0,001) und a(+) (p=0,045) behandelte Rat-
ten weisen weniger TH-positive Strukturen auf als a(-) behandelte Ratten (Abb. 14c).



3 Ergebnisse 45

Bezieht man die nigrale Anzahl TH-positiver Zellen prozentual auf die Anzahl NeuN-positiver
Zellen, so ergibt sich ein Haupteffekt in der Behandlung (F(1,37)=7,125; p=0,011), der Be-
handlungsdauer (F(2,37)=19,819; p<0,001) und ein Interaktionseffekt (F(2,37)=3,348;
p=0,046). QNPa(+) Ratten weisen mehr TH-positive Neurone auf als NaCla(+) Ratten
(p=0,005), QNPc Ratten mehr als QNPa(+) (p=0,004) und QNPa(-) (p<0,001) Ratten. Selbiges
zeigt sich fur die Kontrollen (a(+): p <0,001, a(-): p=0,017) (Abb. 13c). Bei der Summierung der
optischen Dichte VMAT2-positiver Strukturen aller Regionen ergibt sich kein Haupteffekt in der
Behandlung (F(1,42)=0,307; p=0,583) und kein Interaktionseffekt (F(2,42)=0,126; p=0,882),
aber ein Haupteffekt in der Behandlungsdauer (F(2,42)=7,524; p=0,002). Chronisch (p=0,007)
und a(+) (p=0,003) behandelte weisen eine geringere Dichte VMAT2-positiver Strukturen auf
als a(-) behandelte (Abb. 14d). Dies lasst sich auch regionenspezifisch darstellen. Tab. 12
zeigt etwaige Haupt- und Interaktionseffekte. Chronisch und a(+) behandelte zeigen weniger
VMAT2-positive Strukturen im Nacc (je p<0,001), CPu (c: p<0,001, a(+): p=0,008), STN (c:
p<0,001, a(+): p=0,002) und in der SN (je p<0,001) als a(-) behandelte Ratten. Im CPu weisen
chronisch behandelte sogar noch weniger als a(+) behandelte Ratten auf (p=0,018). Im DM
weisen a(-) behandelte Ratten mehr VMAT2-positive Strukturen auf als chronisch (p=0,023)
und a(+) (p<0,001) behandelte und QNP weniger als NaCl Ratten. Im HPC weisen chronisch
behandelte mehr VMAT2-positive Zellen als akut behandelte auf (je p<0,001) (Abb. 14e).

Tab. 12: VMAT2 2-Way-Anova, F-und p-Werte der Haupteffekte

Region Effekte F P
VO/LO Haupteffekt Behandlung (1,42)=0,001 0,975
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,42)=1,276 0,290
Interaktionseffekt (2,42)=0,119 0,888
mPFC Haupteffekt Behandlung (1,42)=1,661 0,205
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,42)=0,300 0,742
Interaktionseffekt (2,42)=0,623 0,541
Nacc Haupteffekt Behandlung (1,42)=0,889 0,351
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,42)=12,827 <0,001
Interaktionseffekt (2,42)=0,557 0,577
CPU Haupteffekt Behandlung (1,42)=0,300 0,587
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,42)=15,126 <0,001
Interaktionseffekt (2,42)=0,370 0,693
LGP Haupteffekt Behandlung (1,42)=0,085 0,773
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,42)=1,596 0,215
Interaktionseffekt (2,42)=1,908 0,161
HPC Haupteffekt Behandlung (1,42)=0,454 0,504
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,42)=9,914 <0,001
Interaktionseffekt (2,42)=0,115 0,891
DM Haupteffekt Behandlung (1,42)=5,925 0,019
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,42)=9,522 <0,001
Interaktionseffekt (2,42)=0,441 0,647
EP Haupteffekt Behandlung (1,42)=0,166 0,686
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,42)=0,969 0,388
Interaktionseffekt (2,42)=0,457 0,636
STN Haupteffekt Behandlung (1,41)=0,347 0,559
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,41)=9,805 <0,001
Interaktionseffekt (2,41)=0,066 0,936
SN Haupteffekt Behandlung (1,42)=1,794 0,188
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,42)=13,411 <0,001
Interaktionseffekt (2,42)=0,510 0,604
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3.4 Neuronale Aktivitat

Die neuronale Aktivitdt gemessen anhand der c-Fos Expression weist Haupt- und Interakti-
onseffekte auf, die in Tab. 13 dargestellt sind. Chronisch und a(+) behandelte Ratten weisen
im OFC (c: p=0,009, a(+): p=0,005), mPFC (je p<0,001), HPC (c: p=0,021, a(+): p<0,001), DM
(c: p=0,002, a(+): p<0,001) und in der SN (c: p=0,003, a(+): p=0,011) eine niedrigere Anzahl
c-Fos-positiver Zellen auf als a(-) behandelte Ratten. Im HPC weisen a(+) behandelte zudem
weniger c-Fos auf als chronisch behandelte Ratten (p=0,014). Im Nacc weisen mit QNP be-
handelte Ratten deutlich weniger c-Fos-positive Zellen auf als die Kontrollratten. Im OFC zeigt
sich tendenziell Gegenteiliges. Im CPu weisen QNPa(-) Ratten weniger c-Fos-positive Zellen
auf als ihre Kontrolle (p<0,001) und tendenziell mehr als QNPc Ratten (p=0,069). NaClc und
NaCla(+) Ratten weisen hier deutlich weniger c-Fos-positive Zellen auf als NaCla(-) Ratten (je
p<0,001). Im STN (p<0,001) und tendenziell im EP (p=0,042, Interaktionseffekt nicht ausrei-
chend signifikant) weisen QNPa(-) Ratten mehr c-Fos-positive Zellen auf als ihre Kontrolle und
QNPc (STN: p<0,001, EP: p=0,016) und QNPa(+) (STN: p<0,001, EP: p=0,064) Ratten (Abb.
15a). Die neuronale Aktivitdt gemessen anhand der Zif268 Expression weist ebenfalls Haupt-
und Interaktionseffekte auf, die in Tab. 14 dargestellt sind. Chronisch und a(+) behandelte
Ratten weisen eine geringere Anzahl Zif268-positiver Zellen im OFC (je p<0,001), mPFC (je
p<0,001), Nacc (je p<0,001) und CPu (c: p=0,005, a(+): p=0,018) auf als a(-) behandelte. Im
LGP weisen QNPa(+) Ratten mehr Zif268-positive Zellen als ihre Kontrolle (p=0,004), QNPc
und QNPa(-) Ratten (je p<0,001) auf. NaCla(-) Ratten weisen hier weniger als NaCla(+) Ratten
auf (p=0,046). In der SN sind bei a(-) behandelten Ratten weniger Zif268-positive Zellen nach-
weisbar als bei chronisch (p=0,005) und a(+) (p<0,001) behandelten, wobei bei letzteren sogar
mehr als bei chronisch behandelten nachweisbar ist (p=0,025).Tendenziell weisen QNPa(-)
Ratten im EP mehr Zif268-positive Zellen auf als ihre Kontrolle (p=0,089) (Abb. 14b, Tab. 15b).
Die neuronale Aktivitat hinsichtlich der CO Expression weist keine Haupt- und Interaktionsef-
fekte auf (Tab. 15). Im CPu zeichnet sich ein Trend zu einer geringeren CO-Aktivitat bei
QNPa(-) im Vergleich zur Kontrolle ab (p=0,027). Selbiges trifft fir die QNPa(+) Ratten im LGP
zu (p=0,027). Im HPC zeichnet sich ein Trend zu einer héheren CO-Aktivitat bei QNPc
(p=0,072) (auch im DM, p=0,019) und einer geringeren bei QNPa(+) (p=0,093) Ratten im Ver-
gleich zu ihren Kontrollen ab (Abb. 15c).
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Tab. 13: c-Fos 2-Way-Anova, F-und p-Werte der Haupteffekte

Region Effekte F P
OFC Haupteffekt Behandlung (1,42)=3,401 0,072
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,42)=6,765 0,003
Interaktionseffekt (2,42)=2,348 0,108
mPFC Haupteffekt Behandlung (1,42)=0,479 0,493
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,42)=23,815 <0,001
Interaktionseffekt (2,42)=0,532 0,591
Nacc Haupteffekt Behandlung (1,42)=8,296 0,006
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,42)=2,000 0,148
Interaktionseffekt (2,42)=0,316 0,731
CPU Haupteffekt Behandlung (1,42)=3,994 0,052
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,42)=16,245 <0,001
Interaktionseffekt (2,42)=7,082 0,002
LGP Haupteffekt Behandlung (1,42)=1,235 0,273
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,42)=1,554 0,223
Interaktionseffekt (2,42)=0,424 0,657
HPC Haupteffekt Behandlung (1,42)=2,319 0,135
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,42)=13,766 <0,001
Interaktionseffekt (2,42)=1,565 0,221
DM Haupteffekt Behandlung (1,42)=0,456 0,503
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,42)=11,147 <0,001
Interaktionseffekt (2,42)=0,206 0,814
EP Haupteffekt Behandlung (1,42)=0,105 0,748
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,42)=2,419 0,101
Interaktionseffekt (2,42)=2,756 0,075
STN Haupteffekt Behandlung (1,42)=4,226 0,046
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,42)=23,769 <0,001
Interaktionseffekt (2,42)=6,610 0,003
SN Haupteffekt Behandlung (1,42)=0,112 0,739
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,42)=7,115 0,002
Interaktionseffekt (2,42)=1,251 0,297
Tab. 14: Zif268 2-Way-Anova, F-und p-Werte der Haupteffekte
Region Effekte F P
OFC Haupteffekt Behandlung (1,42)=0,881 0,353
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,42)=13,459 <0,001
Interaktionseffekt (2,42)=0,0518 0,950
mPFC Haupteffekt Behandlung (1,42)=1,864 0,179
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,42)=21,539 <0,001
Interaktionseffekt (2,42)=0,783 0,463
Nacc Haupteffekt Behandlung (1,42)=0,405 0,528
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,42)=11,138 <0,001
Interaktionseffekt (2,42)=1,370 0,265
CPU Haupteffekt Behandlung (1,42)=0,0534 0,818
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,42)=6,384 0,004
Interaktionseffekt (2,42)=0,0603 0,942
LGP Haupteffekt Behandlung (1,42)=1,810 0,186
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,42)=14,778 <0,001
Interaktionseffekt (2,42)=5,559 0,007
HPC Haupteffekt Behandlung (1,42)=0,836 0,366
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,42)=1,302 0,283
Interaktionseffekt (2,42)=0,357 0,702
DM Haupteffekt Behandlung (1,42)=0,0347 0,853
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,42)=0,352 0,705
Interaktionseffekt (2,42)=0,505 0,607
EP Haupteffekt Behandlung (1,42)=0,223 0,639
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,42)=0,400 0,673
Interaktionseffekt (2,42)=3,092 0,056
STN Haupteffekt Behandlung (1,42)=0,355 0,555
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,42)=1,339 0,273
Interaktionseffekt (2,42)=0,797 0,457
SN Haupteffekt Behandlung (1,41)=0,666 0,419
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,41)=16,117 <0,001
Interaktionseffekt (2,41)=0,240 0,788
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Tab. 15: CO 2-Way-Anova, F-und p-Werte der Haupteffekte

Region Effekte F P
OFC Haupteffekt Behandlung (1,24)=0,143 0,708
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,24)=2,336 0,118
Interaktionseffekt (2,24)=0,644 0,534
mPFC Haupteffekt Behandlung (1,24)=1,632 0,214
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,24)=1,582 0,226
Interaktionseffekt (2,24)=0,223 0,802
Nacc Haupteffekt Behandlung (1,24)=0,963 0,336
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,24)=2,279 0,124
Interaktionseffekt (2,24)=0,841 0,444
CPU Haupteffekt Behandlung (1,23)=0,806 0,379
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,23)=0,955 0,400
Interaktionseffekt (2,23)=3,212 0,059
LGP Haupteffekt Behandlung (1,21)=0,0408 0,842
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,21)=0,350 0,709
Interaktionseffekt (2,21)=3,357 0,054
HPC Haupteffekt Behandlung (1,24)=0,000396 0,984
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,24)=0,0196 0,981
Interaktionseffekt (2,24)=3,313 0,054
DM Haupteffekt Behandlung (1,24)=3,398 0,078
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,24)=0,965 0,395
Interaktionseffekt (2,24)=2,412 0,111
EP Haupteffekt Behandlung (1,14)=0,129 0,725
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,14)=0,610 0,557
Interaktionseffekt (2,14)=0,287 0,755
STN Haupteffekt Behandlung (1,22)=0,831 0,372
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,22)=0,463 0,635
Interaktionseffekt (2,22)=1,308 0,291
SN Haupteffekt Behandlung (1,20)=0,637 0,434
Haupteffekt Behandlungsdauer (2,20)=0,946 0,405
Interaktionseffekt (2,20)=0,470 0,632
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3.5 Proliferationsmarker BrdU und Ki67

Fir die Anzahl der BrdU-positiven Zellen ergibt sich in der SVZ, im DG und in der SN kein
Haupteffekt in der Behandlung (SVZ: F(1,42)=0,0106; p=0,919, DG: F(1,42)=0,118; p=0,733,
SN: F(1,41)=0,0825; p=0,775) und kein Interaktionseffekt (SVZ: F(2,42)= 1,037; p=0,364, DG:
F(2,42)=2,761; p=0,075, SN: F(2,41)= 0,491; p=0,615), aber ein Haupteffekt in der Behand-
lungsdauer (SVZ: F(2,42)= 24,541; p<0,001, DG F(2,42)=11,871; p<0,001, SN:
F(2,41)=9,305; p<0,001). Chronisch (SVZ/SN: p<0,001, DG: p=0,021) und a(+) (SVZ/DG:
p<0,001, SN: p=0,006) behandelte Ratten weisen weniger BrdU-positive Zellen auf als a(-)
behandelte. Im DG weisen a(+)behandelte zudem noch weniger BrdU-positive Zellen auf als
chronisch behandelte Ratten (p=0,034). Im DG zeichnet sich ein Trend zu einer héheren An-
zahl von BrdU-positiven Zellen bei QNPa(+) Ratten im Vergleich zur Kontrolle ab (p=0,055)
(Abb. 16a).

Far die Anzahl der Ki67-positiven Zellen ergibt sich sowohl im DG als auch in der SVZ kein
Haupteffekt in der Behandlung (SVZ: F(1,42)=3,356; p=0,074, DG: F(1,42)=2,309;
p=0,136) und kein Interaktionseffekt (SVZ: F(2,42)=0,495; p=0,613, DG: F(2,42)=0,161;
p=0,852). Ein Haupteffekt der Behandlungsdauer ergibt sich nur im DG (SVZ: F(2,42)= 1,697;
p=0,196, DG: F(2,42)=27,772; p<0,001). Chronisch und a(+) behandelte Ratten weisen hier
weniger Ki67-positive Zellen auf als a(-) behandelte Ratten (je p<0,001). In der SVZ zeichnet
sich ein Trend zu einer héheren Anzahl von Ki67-positiven Zellen bei mit QNP behandelten
Ratten im Vergleich zu Kontrollratten ab (Abb. 16b).
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4 Diskussion

Repetitive Stérungen gehen mit Veranderungen im CSTC Regelkreis und im DAergen System
einher. Die Daten hierzu sind jedoch widersprichlich und erklaren nicht, wie beides in der
Manifestation repetitiven Verhaltens pathophysiologisch interagiert.

Die vorliegende Arbeit ist Teil eines Projektes, das in einem multidisziplinaren Ansatz DAerge
Mechanismen repetitiven Verhaltens untersucht. Dazu werden unterschiedliche Patholo-
giemodelle DAerger Dysregulation vergleichend analysiert.

In der vorliegenden Arbeit wurde das Rattenmodell chronisch-intermittierender QNP-Applika-
tion verwendet, in dem die wiederholte Gabe des D2;3-Rezeptor-Agonisten QNP Kontext-ab-
hangig (wiederholte Exposition auf einem Offenen Feld) protrahiert zwanghaftes Verhalten in-
duziert (Szechtman et al. 1994, Winter et al. 2008).

Die DAergen Mechanismen, die mit dieser Verhaltensentwicklung assoziiert sind, wurden un-
ter besonderer Berlicksichtigung des CSTC Regelkreises bio- und immunhistochemisch un-
tersucht. Der experimentelle Aufbau half dartber hinaus darzustellen, welche neurobiologi-
schen Verédnderungen woher resultieren, ob von der OF-Exposition, der DAergen Intervention
oder beidem.

Die Daten dieser Arbeit zeigen wie vermutet, dass die OF-Exposition als neuartige Umgebung
zu veranderten Expressionen von IEGs flhrt, stress-assoziiert ist und so eine verénderte glu-
tamaterge, glutaminerge, GABAerge, serotonerge und schlieBlich DAerge Transmission be-
dingt und die Proliferation negativ beeinflusst.

Die DAerge Intervention flhrt wie vermutet auch zu verédnderten Expressionen von IEGs, be-
einflusst das 5-HTerge System, hat inhibitorische Effekte auf das glutamaterge und GABAerge
System, aktivierende Effekte auf die Proliferation und fihrt zur erhéhten DA-Synthese und
verringertem DA-Abbau.

Die Kombination aus beidem flhrt wie erwartet zu einem erhéhten DA-Gehalt bei ebenfalls
erhbéhter Synthese und reduziertem Abbau. Entgegen der Hypothese einer erhdhten c-Fos-
Expression im CPu ist diese hier reduziert. Im Ubrigen ist auch der 5-HT-Gehalt im LGP erhdht.
Die Kombination dieser Veranderungen ist letztlich spezifisch fir den zwanghaften Phanotyp,
welchen wir nur nach chronisch-intermittierender QNP-Gabe in Verbindung mit der OF-Expo-

sition finden.
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4. 1 detaillierte Betrachtung des experimentellen Designs

Die Transmittergehalte von DA und DOPAC wurden mit post mortem HPLC und die Expres-
sion von TH und VMAT2 immunhistochemisch in den verschiedenen Strukturen des CSTC
Regelkreis dargestellt. Da Neurotransmittersysteme interagieren und neben dem DAergen
System auch 5-HT (Insel et al. 1985, Zohar et al. 1987, Benkelfat et al. 1989, Pato et al. 1991,
Hollander et al. 1992, Flament et al. 1997, Stahl 1998, Grados et al. 2001) und Glutamat (Presti
et al. 2003, Arnold et al. 2004, Presti et al. 2004b, Chakrabarty et al. 2005, Coric et al. 2005,
Pittenger et al. 2006, Grant et al. 2007, Kushner et al. 2007, Starck et al. 2008, Wilhelm et al.
2008, Aboujaoude et al. 2009) als pathophysiologisch relevant bei der Induktion und Aufrecht-
erhaltung von repetitiven Stérungen beschrieben wurden, untersuchte die vorliegende Arbeit
auch diese Neurotransmittersysteme mittels post mortem HPLC.

Verandert regulierte Neurotransmittersysteme sind meist Ausdruck einer veranderten Aktivitat
innerhalb eines Netzwerkes und wie bereits ausfihrlich beschrieben, konnten bei Zwangspa-
tienten veranderte Aktivitaten im CSTC Regelkreis festgestellt werden. Solche Anpassungser-
scheinungen des adulten Gehirns bezeichnet man als Plastizitat (Kolb & Whishaw 1998). Kom-
plexe, vielféltig modulierbare Mechanismen regulieren diese Verédnderungen, die sowohl funk-
tionelle als auch strukturelle Anpassungen umfassen. Die synpatische Transmission von ver-
mehrt oder vermindert aktiven Neuronen kann durch Langzeitpotenzierung oder -depression
verandert werden (Cooke & Bliss 2006). Mikrostrukturelle Veranderungen beziehen sich auf
Proliferationsprozesse wie das Auswachsen von Axonen, Dendriten und Synapsen (Harms &
Dunaevsky, 2006) sowie die Neubildung von Gliazellen (Gliogenese) und Neuronen (Neuro-
genese) (Gould & Gross, 2002; Rosenzweig et al. 1962). Adulte Neurogenese findet fortwah-
rend in der SVZ zwischen Striatum und Seitenventrikel und in der subgranularen Zone des DG
statt (Eriksson et al. 1998, Kempermann & Gage 1999, Gross 2000). Diese Zonen werden
durch DAerge Efferenzen aus der SN und VTA innerviert (Swanson 1982, Diaz et al. 1997,
Rakic & Lidow 1995). Eine Unterbrechung der DAergen Innervation reduziert die Proliferation
(Baker et al., 2004; Hoglinger et al., 2004, Winner et al. 2006, Suzuki et al. 2010). Die Gabe
von Levodopa erhéht sie (Héglinger et al. 2004, van Kampen et al. 2004). DA spielt demnach
eine entscheidende Rolle bei der Regulation adulter Neurogenese (Veena et al. 2011) und es
gibt direkte und indirekte Hinweise daflr, dass gerade auch die hier untersuchten strukturellen
Plastizitatsverédnderungen bei repetitiven Stérungen relevant sind. So konnte beispielsweise
bei Zwangspatienten eine verringerte Expression des Brain Derived Neurotrophic Factors
(BDNF) nachgewiesen werden (Wang et al. 2011, Hall et al. 2003, Maina et al. 2010,
Fontenelle et al. 2012, Suliman et al. 2013); ein Faktor, der essentiell fir Zelliberleben, -
wachstum und -differenzierung ist und so eine entscheidende Rolle bei der Proliferation und
Neurogenese spielt (Acheson et al. 1995, Huang & Reichert 2001).
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In der vorliegenden Arbeit haben wir uns Aktivitatsanderungen durch den immunhistochemi-
schen Nachweis von CO (Sakata et al. 2005) und c-Fos und Zif268 als Produkte von immedi-
ate early genes (IEG) und strukturelle Veranderungen mittels Ki6- und BrdU-Immunhistoche-

mie angeschaut.

Die CO als geschwindigkeitsbestimmendes Enzym der oxidativen Phosphorylierung, der Ener-
giegewinnung von Zellen, stellt einen endogenen Stoffwechselmarker fir neuronale Aktivitat
dar (Wong-Riley 1989). C-Fos wird im Neuron nach Depolarisation, also als Folge eines Akti-
onspotentials, in dieser exprimiert und kann so als Marker fir klrzlich neuronale Aktivitat ge-
nutzt werden (Sagar et al. 1988, Bullitt 1990, Kovacs 1998). Zif268 (NGFI-A, Krox-24, TIS8,
ZENK, EGR-1) als Transkriptionsfaktor scheint eine Rolle bei neuronaler Plastizitat zu spielen
(Knapska & Kaczmarek 2004). Vor allem soll Zif268 bei der Bildung des Langzeitgedachtnis-
ses beteiligt sein (Bozon et al. 2003). AuBerdem soll es die Expression von Synaptobrevin I
regulieren, ein fir die synaptischer Exozytose wichtiges Protein (Petersohn & Thiel 1996). So
wird Zif268 sehr wahrscheinlich ebenfalls als Folge eines Aktionspotentials exprimiert, um die
Versorgung mit diesem Enzym und so eine Informationsweiterleitung am synaptischen Spalt
sicherzustellen. So zeigt auch Zif268 kirzlich stattgefundene neuronale Aktivitat an. Aber ob-
wohl beide als Plastizitdtsmarker verwendet werden, ist ihre Co-Aktivierung in derselben neu-
ronalen Region nicht einheitlich (Barbosa et al. 2013). Wahrend c-Fos als vielmehr generischer
Indikator fir neuronale Aktivitat betrachtet wird und nach bestimmten, plétzlichen und starken
Ereignissen verandert ist und deren Expression gewissermafBen habituiert, ist der Marker
Zif268 eher spezifisch flr neuronale Plastizitadt und veréndert sich nach langer anhaltenden
Aktivitatsveranderungen (Hughes & Dragunow 1995, Kovacs 1998, Bozon et al. 2002, Davis
2003, Rygh et al. 2006). Beispielsweise erreicht die c-Fos-Expression ihr Maximum nach 30
Minuten und kehrt binnen zwei Stunden auf das Ausgangsniveau zuriick, wahrend Zif268 lan-
ger anhaltend erhéht bleibt (Yamada et al. 1999, Zangenehpour &Chaudhuri 2002).

Plastizitatsverdnderungen haben wir mittels immunhistochemischer Darstellung von BrdU und
Ki67 angeschaut. BrdU ist ein Thymidinanalogon, das dem Organismus extern zugefthrt wird,
um so eine Zellteilung nachzuweisen, da es sich wahrend der S-Phase des Zellzyklusses in
die neu synthetisierte DNA einbaut (Falini et al. 1988, Williamson et al. 1993). Hier haben wir
ein Applikationsschema gewahlt, das alle neu gebildeten Zellen anzeigt, die zum Zeitpunkt
des relevanten Phénotyps da sind und diesem gegebenenfalls also unterliegen. Ki67 ist wah-
rend des gesamten Zellzyklusses in der Zelle nachweisbar, fehlt aber bei ruhenden Zellen
(Gerdes et al. 1984, Gerlach et al. 1997a & b, Scholzen & Gerdes 2000) und in Erganzung
zum BrdU-Nachweis sagt es etwas Uber die grundsatzliche Proliferation zum Zeitpunkt des
Todes der jeweiligen Untersuchungsgruppe aus.
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All diese Untersuchungen wurden am QNP-Zwangs-Modell der Ratte durchgefiihrt, bei dem
das zwanghafte Verhalten Resultat einer chronisch-intermittierenden Kombination aus DAer-
ger Stimulation und Exposition auf dem OF ist (Szechtman et al. 1998 & 2001, Eilam & Szecht-
man 2005, Eilam et al. 2012, Einat & Szechtman 1993, Einat 1996). Um das neurobiologische
Korrelat eines manifestierten zwanghaften Phanotyps beschreiben zu kénnen, hatte grund-
satzlich der Vergleich der Ratten mit dieser Behandlung zu Ratten ohne QNP-Behandlung und
OF-Exposition genlgt. Um allerdings Modell-tibergreifende Schlussfolgerungen ziehen zu
kébnnen und sagen zu kénnen, welche pathophysiologischen Veranderungen woher kommen
und durch welchen Faktor bereits zu erklaren sind und so das neurobiologische Korrelat der
Entwicklung bis hin zum zwanghaften Phanotyp beschreiben zu kénnen, haben wir zudem
untersucht, wie die einzelnen Faktoren a) Dauer der Behandlung aus Substanzapplikation und
OF-Exposition (chronisch versus akut) und b) DAerg wirksame Substanzapplikation (QNP ver-
sus NaCl) neurobiologisch und Verhaltens-wirksam werden. Dazu haben wir die chronisch-
intermittierende QNP Applikation nicht nur im Vergleich zu einer chronisch-intermittierend mit
NaCl behandelten Kontrollgruppe, sondern auch im Vergleich zur einmaligen QNP-Applikation
mit unterschiedlichem Tétungszeitpunkt und ihren jeweiligen Kontrollen gesetzt. Hieraus erga-
ben sich folgende Gruppen:

i) die einmalige Exposition ohne QNP-Applikation mit unmittelbarer Dekapitation: NaCla(-)
ii) die einmalige QNP-Applikation und Exposition mit unmittelbarer Dekapitation: QNPa(-)
i) die einmalige Exposition ohne QNP-Applikation mit zwei Wochen Latenzzeit: NaCla(+)
iv) die einmalige QNP-Applikation und Exposition mit zwei Wochen Latenzzeit: QNPa(+)

v) die chronisch-intermittierende Exposition ohne QNP-Applikation: NaClc

vi) die chronisch-intermittierende QNP-Applikation in Verbindung mit der Exposition: QNPc

Die QNPa(-) und NaCla(-) Ratten wurden 90 Minuten nach einer einmaligen Substanzappli-
kation (QNP oder NaCl) in Kombination mit der einmaligen Exposition auf dem OF getétet.
Diese Gruppe diente dazu, unmittelbar eintretende Veranderungen (akute Expositions- und
Substanzeffekte), die sich Uber einen Zeitraum von 90 Minuten manifestieren kénnen - wie
eine veranderte Expression von IEGs und der daraus entstehenden Produkte — darzustellen.
Gleichgerichtete Veranderungen in beiden Gruppen stellen einen QNP-unabhangigen Effekt
als unmittelbare Folge der einmaligen Exposition dar (Expositionseffekt). Treten die Verande-
rungen in nur einer der beiden Gruppen auf, ist dieser Effekt unmittelbares Resultat der ein-
maligen DAergen Stimulation (Substanzeffekt).



4 Diskussion 56

Die QNPa(+) und NaCla(+) Ratten wurden zwei Wochen nach einer einmaligen Substan-
zapplikation (QNP oder NaCl) in Kombination mit der einmaligen Exposition auf dem OF ge-
tétet. Gleichgerichtete Veranderungen in beiden Gruppen stellen auch hier einen QNP-unab-
hangigen Effekt als protahierte Folge der einmaligen Exposition dar (Expositionseffekt). Treten
die Veranderungen in nur einer der beiden Gruppen auf, ist dieser Effekt folglich protahiert
eintretendes Resultat der einmaligen DAergen Stimulation (Substanzeffekt).

Die QNPc und NaClc Ratten wurden 90 Minuten nach 7-wdchiger chronisch-intermittierender
Substanzapplikation (QNP oder NaCl) in Kombination mit der chronisch-intermittierenden Ex-
position auf dem OF getdtet. Gleichgerichtete Veranderungen in beiden Gruppen im Vergleich
zu akut behandelten Ratten stellen auch hier einen QNP-unabhangigen Effekt als Folge der
wiederholten Exposition dar (Expositionseffekt). Treten die Veranderungen in nur einer der
beiden Gruppen und im Vergleich zu akut behandelten Ratten auf, ist dieser Effekt folglich
Resultat der chronisch-intermittierenden DAergen Stimulation (Substanzeffekt) und neurobio-
logisches Korrelat fir den Zwang-ahnlichen Phanotyp.

Hier soll erwahnt werden, dass ein direkter Vergleich zu einer allgemeinen Kontrollgruppe,
aufgrund des Fehlens einer ganzlich unbehandelten Gruppe, nicht méglich ist und jede spezi-
fische Veranderung fur sich betrachtet werden muss, um zu entscheiden, ob eine Erhéhung
bzw. Verringerung dessen zu vermessen ist. Eine ganze Reihe von in-vivo Mikrodialyse-Stu-
dien (Abercrombie et al. 1989, Puglisi-Allegra et al. 1991, Imperato et al. 1992, McCullough &
Salamone 1992, Ladurell et al. 1995, Thiel et al. 1998, Tsukada et al 1998, McQuade et al.
1999) legt nahe, dass neurochemische Veranderungen bereits nach 90 Minuten und sogar
friher gemessen werden kénnen, weshalb solche Veranderungen in Bezug auf die a(+) be-
handelten Tiere betrachtet werden, da sehr wahrscheinlich zwei Wochen nach Intervention
der Ausgangszustand wieder erreicht sein sollte. Da c-Fos und Zif268 Produkte von IEGs sind,
ist deren Veranderung ebenso in Bezug auf die a(+) behandelten Tiere zu betrachten. Da der
Nachweis einer Interventions-abhéangigen Veranderung der Proliferation frihestens nach 20
Stunden (Korr et al. 1975) gesehen werden kann, gehen wir hier davon aus, dass die a(-)-
Gruppe einer Baseline entspricht.

4. 2 Expositionseffekte

Der Effekt der alleinigen Exposition ist unabhangig von der Substanzapplikation, sollte also in
sowohl mit NaCl als auch mit QNP behandelten Tieren nachweisbar sein. Hier lassen sich
Effekte der einmaligen von Effekten der chronischen Exposition differenzieren. Auch Effekte
der akuten Exposition, egal ob einmalig oder mehrmals, lassen sich hier aufzeigen.
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Unmittelbar eintretende Effekte der einmaligen Exposition, also solche, die sich nur bei a(-)
behandelten Ratten nachweisen lassen, zeigen sich vor allem auf der Aktivitdtsebene: Die
einmalige Exposition auf dem OF fiihrt zu einer erhdhten Expression von c-Fos im OFC,
mPFC, HPC, DM und in der SN und einer erhéhten Expression von Zif268 im OFC, mPFC,
Nacc und CPu und dessen Verringerung in der SN. Stressfreie (Jenkins et al. 2004, Rhodes
et al. 2005, VanElzakker et al. 2008, Albasser et al. 2009 & 2013, Clark et al. 2010 & 2011)
und Stress-assoziierte (Morgan et al. 1987, Morgan et al. 1987, Sagar et al. 1988, Bullitt 1990,
Gall et al. 1990, Wisden et al.1990, Campeau et al. 1991, Clark et al. 1991, Sharp et al. 1991,
Bhat et al. 1992, Lanaud et al. 1993, Cullinan et al. 1995, Figueiredo et al. 2003, Drouet et al.
2014) Modifikationen flhren zu einer relativ unspezifisch veranderten Expression von IEGs in
unterschiedlichen Hirnarealen. Studien zeigen, dass z.B. eine einmalige Exposition auf einem
OF die Expression von IEGs in vielen Gehirnbereichen, u.a. im mPFC, OFC, CPu, HPC und
DM, erhdht (Handa et al. 1993, Nagahara & Handa 1997, Kerr et al. 1996, Koh et al. 2005). In
Erganzung hierzu zeigen wir auch eine erhéhte Expression von c-Fos im Nacc und in der SN.
Innerhalb des CSTC Regelkreises erhalt der Kortex als ,Befehlsgeber” alle vom DM als ,Fil-
terstation” wichtig eingestuften Sinneseindriicke und integriert diese um sinnvolles Verhalten
anzustreben. Die Basalganglien aus CPu, Nacc, LGP, EP, STN und SN als ,umsetzendes
Organ“ sind Bewegungsinitiator des angestrebten Verhaltens (Haber & Calzavara 2009). Es
ist zudem allgemein bekannt, dass der HPC fiir die Gedachtniskonsolidierung eine Rolle spielt.
So verwundert es nicht, dass eben genau diese Gehirnareale bei der erstmaligen Prasenz
einer neuen Umgebung eine erhéhte Expression von c-Fos und Zif268 zeigen. Interessant ist,
dass festgestellt werden konnte, dass die kortikale, thalamische und hippokampale Expression
von c-Fos bei neuartigen Umgebungen im Vergleich zu bekannten Umgebungen deutlich hé-
her ist (Albasser et al. 2013), ein Befund, der auch bei uns tendenziell erkennbar ist vergleicht

man akut mit chronisch expositionierten Ratten.

Unmittelbar eintretende Effekte der einmaligen Exposition, zeigen sich auch auf neurochemi-
scher Ebene: Der Gesamt-Glutamin-Gehalt ist erhéht, regionenspezifisch im CPu, HPC und
STN. Auch der GABA-Gehalt ist im mPFC, CPu, HPC und in der SN erhéht. Die akute Expo-
sition an sich, also unabhangig davon, ob diese ein- oder mehrmals erfolgt, erhéht den Gluta-
mat-und Glutamin-Gehalt im DM. Im LGP ist der Glutamat-Gehalt verringert. Der Gesamt-
GABA-Gehalt ist erhéht. Im LGP ist der GABA-Gehalt nur nach chronischer Exposition erhéht.
Instinktiv vermeiden Nagetiere unter natlrlichen Bedingungen offene Flachen und grelles
Licht, was dafur spricht, dass Ratten das OF und die immer im Zusammenhang damit stehen-
den Injektionen als Stress wahrnehmen und Veranderungen im Glutamat-, Glutamin- und
GABA-Stoffwechsel Folge dieser stress-assoziierten Umgebung sein kénnten.
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Hierflr gibt es vielfach Hinweise, die neben der engen Interaktion dieser Transmitter(Bak et
al. 2006) auch fur deren Zusammenhang mit Stress und neurologischer Degeneration spre-
chen (Coyle & Puttfarcken 1993, Jardim et al. 2004). Humane Studien konnten mehrfach be-
legen, dass Stress mit der Reduktion von GABA und der Erhéhung von Glutamat einhergeht
(Vaiva et al. 2004 & 2006, Centonze et al. 2005, Rossi et al., 2009, Hasler et al. 2010). So
resultiert akuter Stress aber auch in der Hochregulierung der Glutamat-Rezeptoren (Yuen et
al. 2009). Bei Ratten ist der kortikale GABA-Gehalt nach akutem einmaligem Stress unveran-
dert, aber verringert nach mehrmaligem Stress trotz erhéhtem Umsatz (Otero-Losada 1988 &
1989). In Mausen konnte eine Reduktion des kortikalen, aber nicht hippokampalen GABA-
Gehalts und der GABA/Glutamat-Ratio nach wiederholtem mildem Stress gezeigt werden
(Venzala et al. 2013). Einen Tag nach einmaligem Stress ist der Glutamat-Gehalt im HPC von
Ratten reduziert (Krugers et al. 1993). Eine aktuelle Studie zeigt, dass einmaliger intensiver
Stress den GABA- und Glutamat-Gehalt im mPFC von Ratten erhéht, die Ratio von GABA zu
Glutamat demnach unverandert ist. Unter Beriicksichtigung der individuellen Stressbelastung
konnte aber gezeigt werden, dass es Unterschiede im Verhaltnis von GABA zu Glutamat gibt,
die sich in unterschiedlichem Verhalten dauBern (Drouet et al. 2014). So konnte hier gezeigt
werden, dass Ratten mit hdherem Stresslevel eine hohe GABA/Glutamat-Ratio haben, weni-
ger gestresste Tiere eine geringere GABA/Glutamat-Ratio aufzeigen. Ebenso konnte eine Re-
duktion des Glutamat- und Glutamin-Gehalts ohne Verédnderung des GABA-Gehalts im mPFC
von Ratten sieben Tage nach einmaligem intensiven Stress nachgewiesen werden (Knox et
al., 2010). Offensichtlich hdngen diese verschiedenen Befunde mit dem unterschiedlichen ex-
perimentellen Design zusammen, ist also abhangig von der Art des Stressors, der individuellen
Stresswahrnehmung, dem Zeitpunkt, Ort und der Methode der Messung der Transmittergeh-
alte. Nichts desto trotz besteht kein Zweifel am Zusammenhang von Glutamat, GABA und
Stress. Die Daten dieser Arbeit untermauern und erweitern bestehende Befunde. Die durch
Stress verursachten Veranderungen der Transmittergehalte gehen mit neurophysiologischen

Veranderungen einher und fihren so zu veranderten Aktivitaten involvierter Gehirnareale.

Weitere neurochemisch wirksame Effekte der einmaligen Exposition sind eine erhdhte Dichte
NeuN- und TH-positiver Strukturen im CPu sowie VMAT2-positiver Strukturen, regionenspezi-
fisch im CPu, Nacc, DM, STN und in der SN. Diese Kombination spricht fir eine erhdhte Syn-
these von DA nach der Exposition. Neuartige Umgebungen erhéhen die spontane Lokomotion
und gehen mit einer vermehrten Aktivierung des DAergen Systems einher (Feenstra et al.
1995, Feenstra & Botterblom 1996, Legault & Wise 2001). Es konnte auch mehrfach nachge-
wiesen werden, dass Stress zu einer erhdhten Aktivitat des DAergen Systems flhrt (Segal et
al. 1973, Thierry et al. 1976, Weiss et al. 1981, Tsuda &Tanaka 1985, Richard et al. 1988,
Zigmond 1988, Leviel et al. 1990, Angulo et al. 1991, Lillrank et al 1999).
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Demnach wiirde man eine erhéhte DA-Synthese erwarten. Dies untermauern auch die Be-
funde nach chronischer Exposition. Hier lassen sich ein tendenziell verringerter DOPAC-Ge-
halt im CPu, eine erhéhte Anzahl TH-positiver Zellen in der SN und mehr VMAT2-positive
Strukturen im HPC nachweisen. Die chronische OF-Exposition bedeutet eine sich wiederho-
lende vermehrte DA-Ausschiittung und muss durch eine vermehrte DA-Synthese kompensiert

werden.

Auf einer strukturellen Ebene ist der Proliferationsmarker BrdU in der SVZ, dem DG und in der
SN und der Proliferationsmarker Ki67 im DG protahiert nach einmaliger und chronischer Ex-
position vermindert. Offensichtlich fihrt die OF-Exposition in Verbindung mit zuvor erfolgenden
Injektionen zu einer verminderten Proliferation. Hierbei ist die Haufigkeit der Intervention nicht
entscheidend, da die verminderte Proliferation sowohl nach einmaliger als auch chronischer
Exposition vorliegt. Dieser hemmende Effekt ist offensichtlich so stark, dass er dem naturlichen
Gleichgewicht von Zellneubildung und Apoptose lberwiegt und noch nach zwei Wochen nach-
weisbar ist. Dieser Befund erscheint zun&achst kontraintuitiv, wissen wir doch, dass Prolifera-
tion aktivitats- und reizabhangig aktiviert wird. So kann sowohl kérperliche Aktivitat als auch
ein Leben in reizreicher Umgebung die Neuro- und Gliogenese stimulieren (Kempermann et
al. 1997, Brown et al. 2003, Steiner et al. 2004, Van Praag et al. 1999). Offensichtlich fihrt der
Aufenthalt auf einem OF in Verbindung mit den Injektionen nicht zu diesem Effekt. Das OF ist
also weniger als enriched environment oder vermehrte kérperliche Aktivitat zu betrachten, son-
dern wird von den Ratten, wie die anderen Befunde schon zeigen, eher als Stress wahrge-
nommen. So belegen Studien, dass sowohl akuter als auch chronischer Stress die Prolifera-
tion supprimiert (Bain et al. 2004, Heine et al. 2004). Jedoch weisen a(+) behandelte Ratten
eine starkere Porliferationssupprimierung im DG auf als chronisch behandelte, was dafir
spricht, dass die wiederholte kérperliche Aktivitat oder reizreiche Umgebung den Proliferati-
ons-supprimierenden Effekt des Stress leicht kompensiert. Sehr wahrscheinlich fihrt die chro-
nische Exposition zur Habituation und ist so fiir die Ratten weniger Stress-assoziiert, also we-
niger Proliferations-supprimierend. Daflr spricht auch der Befund der erhéhten c-Fos Expres-
sion und damit erhdhten neuronalen Aktivitdt des HPC bei chronisch im Vergleich zu akut
behandelten Tieren.

Einige chronische Expositionseffekte wurden bereits erwahnt. Vergleicht man die chronische
Exposition mit der einmaligen Exposition, so l&sst sich auch ein tendenziell erhéhter Gehalt
von 5-HT im mPFC nachweisen. Seit Jahrzehnten wird der Zusammenhang von akutem ver-
sus chronischem Stress und 5-HT untersucht, wobei die Ergebnisse hierzu zum Teil wider-
spruchlich sind, was aber vor allem auf das unterschiedliche experimentelle Design zurlickzu-
fihren ist und wohl erheblich von der Art und Dauer des Stressors abhéangt (Chaouloff 2000).
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So konnte entgegen unserer Befunde gezeigt werden, dass akuter, aber starker Stress mit
erhéhten kortikalen 5-HT-Gehalten einhergeht (Curzon et al. 1972, Knott et al. 1973, Morgan
et al. 1975, Joseph & Kennet 1981, Kennett & Joseph 1981, Soblosky & Thurmond 1986,
Kennett et al. 1986, Dunn 1988a &b, Adell et al. 1988a&b & 1997, Kawahara et al. 1993,
Rueter & Jacobs 1996, ). Méglichweise ist die einmalige Exposition auf dem OF in Verbindung
mit Injektionen nicht derart Stress-behaftet wie die Stressoren in diesen Studien. Es konnte
aber auch, wie in dieser Arbeit, ein erhdhter kortikaler 5-HT-Gehalt nach chronischem Stress
nachgewiesen werden (Weiss et al. 1981, Adell et al. 1988 a&b, Mitchell & Thomas 1988).

4.3 QNP-Effekte

QNP wird in erste Linie neurochemisch wirksam und hat eine ganze Reihe von Effekten auf
das DAerge System (Bolanos-Jiménez et al. 2011). Hier kénnen wir zwei grundsétzliche Ef-
fekte unterscheiden: Effekte, die sowohl nach einmaliger als auch chronischer QNP-Applika-
tion auftreten, also unabhangig von der Haufigkeit der DAergen Intervention sind und solche,
die abhangig sind von der Dauer der Applikation, also nur nach einmaliger oder nur nach chro-
nischer Applikation auftreten. Da einzig letztere in Kombination mit der wiederholten OF-Ex-
position zur Auspragung des Zwang-ahnlichen Phanotyps flhrt, zeigen sich hier die neurobi-
ologischen Korrelate repetitiven Verhaltens.

Unabhéangig von der Haufigkeit der QNP-Applikation zeigt sich auf der Aktivitdtsebene eine
Reduktion der c-Fos-Expression im Nacc. Nur die einmaligen QNP-Applikation fuhrt zur redu-
zierten c-Fos-Expression im CPu (betrifft hier tendenziell auch Aktivitat der CO) und zu deren
Erhéhung im STN und tendenziell im OFC und EP (betrifft hier auch Zif268). Es ist bereits
bekannt, dass dopaminerge Stimulanzien und Antagonisten die Expression von IEGs veran-
dern (Drago et al. 1996, Cole et al. 1992, Robertson et al. 1989a&b, Graybiel et al. 1990,
Young et al. 1991, Nguyen et al. 1992, Curran et al. 1996, Nichols & Sanders-Bush 2002,
Singewald et al. 2003, Luoni et al. 2014). Die vorliegenden Befunde sprechen fiir eine durch
QNP hervorgerufene im Nacc und CPu reduzierte, im STN hingegen erhdhte Aktivitat.

Neurochemisch flhrt die Gabe von QNP zu einer tendenziellen Erhéhung von 5-HT im OFC,
nur die einmalige Gabe zu einer Reduktion dessen im LGP zwei Wochen spéter. Dass das 5-
HTerge System stark mit dem DAergen System interagiert, wurde mehrfach gezeigt (Di
Giovanni 2008, Wood & Wren 2008). Beispielsweise kontrolliert DA die dorsale Raphe, die
den Ursprung 5-HTerger kortikaler und subkortikaler Projektionen darstellt (Ferré et al., 1994).
Es wird auch angenommen, dass erhéhte 5-HT-Ausschiittungen aus der dorsalen Raphe die
tonische DA-Ausschittung im Striatum inhibieren (Alex et al. 2005). Eine D»-Rezeptroblockade
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in der dorsalen Raphe erhéht die durch QNP induzierte Bewegungsanregung, was durch Ver-
anderungen in der 5-HT-Transmission vermittelt wird (Szumlinski & Szechtman 2002).
Ahlenius et al. 1991 zeigten, dass eine chronische Gabe von QNP den striatalen 5-HT-Gehalt
erhdht, was durch antagonistische Effekte von QNP auf 5-HT-Rezeptoren erklart werden
kénnte. Koeltzow et al. 2003 zeigten erhdhte 5-HIAA-Gehalte im Nacc nach chronischer QNP-
Gabe. Andere zeigten eine erhdhte striatale Expression des 5-HT-Transporters nach Lasionen
des OFC im Zwangsmodell der Ratte, was zu erhéhten prasynaptischen 5-HT-Gehalten fliihren
kdénnte (Joel et al. 2005, Schilman et al., 2010). Der Entzug des DA-Agonisten Amphetamin
fOhrt hingegen zur Reduktion von 5-HT im HPC (Barr et al. 2013).

QNP fuhrt auBerdem unabhangig von der Haufigkeit der Applikation zur Reduktion vom Ge-
samt-Glutamat-Gehalt, regionenspezifisch im mPFC, HPC und tendenziell im CPu und zur
Reduktion von GABA im HPC und tendenziell im CPu. Bekannt ist, dass DA-Agonisten einen
inhibitorischen Effekt auf GABAerge (Delgado et al. 2000, Centonze et al. 2002) und glutama-
terge Neurone (Calabresi et al. 1992, Hsu et al. 1995, Cepeda et al. 2001, Tang et al. 2001)
im CPu haben. Auch die GABA-Freisetzung im DM wird durch die Aktivierung préasynaptischer
D»>-Rezeptoren inhibiert (Floran et al. 2004). Die Daten dieser Arbeit bestatigen und erweitern
diese Befunde.

Die Daten dieser Arbeit weisen auf eine positive Beeinflussung der Proliferation durch QNP
hin. Eine Reihe von Studien untersuchte den Effekt von DA auf die Proliferation. Dabei zeigt
die Mehrzahl ebenfalls, dass DA die adulte Neurogenese in der SVZ Uiber D.-Rezeptoren sti-
muliert (Veena 2011). Yang et al. 2008 stellte nach dreitagiger Dauerbehandlung mit QNP eine
erhbéhte Expression des Ciliary Neurotrophic Factors fest. Dieser wird von an DAergen Fasern
gelegenen Astrocyten in der SVZ produziert (Héglinger et al., 2004, Yang 2008) und stimuliert
dort die Neurogenese (Hagg and Varon, 1993; Thoenen and Sendtner, 2002, Emsley and
Hagg, 2003). Die Expression dessen wird wiederum von intrazellularem cyklischen Adenosin-
monophosphat negativ reguliert (Carroll et al., 1993; Rudge et al., 1994). D»-Rezeptoren als
G-Protein-gekoppelte inhibitorische Rezeptoren reduzieren die Konzentration dieses second
messengers (Vallar and Meldolesi, 1989) und kdnnten so indirekt die Neurogenese stimulie-
ren. Ohtani et al. 2003 konnte bei Mauseembryonen in Kultur bei zwdlfstindiger Prasenz von
QNP eine verstarkte Proliferation nachweisen. Neben QNP stimulieren auch andere D»-Re-
zeptor-Agonisten die Proliferation (Hoglinger et al. 2004, Coronas et al. 2004, van Kampen et
al. 2004, Yang et al. 2008). Die D»-Rezeptor-Antagonisten Sulprid und Haloperidol reduzieren
hingegen die Proliferation (Héglinger et al. 2004, Coronas et al. 2004, Wakade et al. 2002).
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Sowohl die einmalige als auch die chronische QNP-Gabe fihren zur Reduktion des Gesamt-
DOPAC-Gehalts, regionenspezifisch im mPFC (tendenziell auch im OFC), Nacc, CPu, in der
SN und des Gesamt-DA-Umsatz, regionenspezifisch im OFC, Nacc, CPu, LGP und in der SN.
Das geschwindigkeitsbestimmende Enzym zur DA-Synthese TH ist in den DA-synthetisieren-
den Neuronen der SN signifikant erhdht und der VMAT2 als Vesikeltransporter von wiederauf-
genommenem oder neu synthetisiertem DA ist ausschlieBlich im DM verringert, sonst unbe-
einflusst. Es wurde bereits mehrfach belegt, dass die Gabe von DA-Antagonisten eine erhéhte,
DA-Agonisten eine verringerte DA-Synthese nach sich ziehen, da die DA-Synthese Uber D»-
Rezeptor-Rickkopplungen reguliert wird (Kehr et al. 1972, Christiansen & Squires 1974, Wal-
ters & Roth 1975). Imperato et al. 1988 zeigten mittels in vivo Mikrodialyse, dass die einmalige
Gabe von D»-Rezeptor-Agonisten wie Apomorphin den extrazellularen DA-Gehalt senken.
Sesia et al. zeigten, dass eine einmalige QNP-Gabe zur Reduktion der Anzahl und Aktivitat
DAerger Neurone in der VTA fuhrt. Koeltzow et al. 2003 konnten auch nachweisen, dass die
akute als auch chronische QNP-Gabe mit hoher Dosierung die extrazelluldre Konzentration
von DA und auch DOPAC im Nacc verringert. Allerdings verringert eine chronische Vorbe-
handlung mit QNP den DA-Gehalt weniger stark als in nicht vorbehandelten Tieren (de Hass
et al. 2011). Entgegen dem zeigten Sullivan et al. 1998 mittels post mortem HPLC, dass die
akute QNP-Gabe mit gleicher Dosierung wie in dieser Arbeit den DA-Gehalt im Nacc erhdéht,
weil es zur Akkumulation von DA in der Prasynapse flhrt. Sie stellten sogar fest, dass der DA-
Gehalt nach akuter QNP-Gabe im rechten mPFC erhéht und nach chronischer QNP-Gabe im
linken mPFC vermindert ist. Die hier mittels post mortem HPLC gemessenen DA-Gehalte in
den verschiedenen Gehirnarealen, wobei hier links und rechts je zusammengefasst bearbeitet
wurden und die Methode der post mortem HPLC nicht zwischen intra- und extrazellularem DA
unterscheidet, sind nach akuter QNP-Intervention unverandert. Méglicherweise heben sich
extrazelluldre DA-Reduktionen und prasynaptische DA-Akkumulationen auf und Hemispha-
ren-spezifische Unterschiede gehen unter. Die hier vorliegende Reduktion von DOPAC und
die erhéhte TH-Aktivitat weisen darauf hin, dass die einmalige und wiederholte Gabe von QNP
zur Reduktion des DA-Abbaus und zur Erhéhung der DA-Synthese fiihrt. Beides kompensa-
torische Mechanismen um eine vermeintlich erhdhte DA-Ausschittung mit méglichem DA-
Mangel als Folge zu kompensieren. QNP als D2/s-Rezeptor-Agonist fiihrt zu hoher postsynap-
tischer und Synthese-regulierender Autorezeptor-Aktivierung und tauscht so méglicherweise
eine erhdhte DA-Ausschittung vor, die durch eine vermehrte DA-Synthese kompensiert wer-
den soll — und tatsachlich zeigt sich zwei Wochen nach einmaliger QNP-Intervention ein Trend
zu verringerten kortikalen DA-Gehalten als mdgliche Anpassung auf eine unnétig erhdhte Syn-
these aufgrund fehlender vermehrter DA-Ausschittung. Stattdessen akkumuliert DA in der
Prasynpase und fuhrt nur nach chronischer QNP-Behandlung zu einem erhéhten Gesamt-DA-
Gehalt. Dies ist offensichtlich neurobiologisches Korrelat fir das Zwang-ahnliche Verhaltens.
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4.4 Neurobiologische Substrate repetitiven Verhaltens

Zusammenfassend lasst sich nun schlussfolgern, dass die beiden Faktoren Exposition und
Substanz z.T. unterschiedlich, z.T. gleichgerichtet neurobiologisch wirksam werden und den-
noch nicht alleine repetitives Verhalten induzieren.

Der Faktor Exposition fihrt zur veranderten Expression von IEGs, ist stress-assoziiert und
bedingt so eine verénderte glutamaterge, glutaminerge, GABAerge, 5-HTerge und schlieBlich
DAerge Transmission und hemmt die Proliferation.

Der Faktor Substanz fiihrt ebenfalls zur verédnderten Expression von IEGs, beeinflusst das 5-
HTerge System, hat inhibitorische Effekte auf das glutamaterge und GABAerge System und
aktivierende Effekte auf die Proliferation und fihrt zur erhéhten DA-Synthese und verringertem
DA-Abbau.

Hingegen unterliegt dem repetitiven Phanotyp ein spezifischer neurobiologischer Phanotyp,
der durch keinen Faktor allein sondern nur durch die Kombination dieser erklart werden kann:
Nur nach chronisch-intermittierender Gabe von QNP in Verbindung mit der Exposition auf dem
OF zeigt sich ein erhéhter Gesamt-DA-Gehalt, regionenspezifisch tendenziell im CPu und DM.
Der nach einmaliger QNP-Gabe ebenso reduzierte Gesamt-DOPAC-Gehalt ist hier, regionen-
spezifisch im Nacc und tendenziell im LGP, deutlich reduzierter. Der nach einmaliger QNP-
Gabe ebenso reduzierte Gesamt-DA-Umsatz ist hier, regionenspezifisch im Nacc, CPu und in
der SN, ebenfalls deutlich mehr reduziert. Auch der prozentuale Anteil TH-positiver Neurone
in der SN ist hier deutlich im Vergleich zur einmaligen Gabe von QNP erhéht. Betrachtet man
die vorliegenden Befunde zum DAergen System deutet alles darauf hin, dass das die chro-
nisch-intermittierende Gabe des D2;s-Rezeptor-Agonisten QNP zu einer erhéhten Synthese
von DA flhrt, den DA-Abbau senkt und so zu erhéhten DA-Gehalten flhrt. Die chronisch-in-
termittierende Gabe von QNP fihrt zu einem Wechsel von verstérkter DA-Wirkung - gemimt
durch die Gabe des Agonisten - mit anschlieBendem langerem Ausbleiben der verstarkten DA-
Wirkung bei fehlender externer Agonisten-Gabe. Die hohen Anpassungsmechanismen des
DAergen Systems versuchen nun méglicherweise wie folgt zu kompensieren:

Die immer wieder verstarkte DA-Wirkung fUhrt zur vermehrten Expression des DAT und
VMAT2 (bisher unverdffentlichte Daten aus dem Gesamtprojekt) um vermeintlich vermehrt
ausgeschuttetes DA aus der Perisynapse zu entfernen, denn die Aktivitat des DAT wird durch
prasynaptische D.-Autorezeptoren reguliert (Meiergerd et al. 1993), an die QNP ebenfalls bin-
det und so das falsche Signal der DA-Ausschuttung auslést (DAT Aktivitat kann auch erschopft
werden, Meiergerd & Schenk 1994). Da die DAT Aktivitat die extrazellulare Konzentration von
DA bestimmt (Sotnikova et al., 2006), wird tonisches DA reduziert, phasisches erhéht, was nur
mittels in vivo Mikrodialyse nachweisbar ist und Gegenstand weiterer Untersuchungen sein

kdnnte.
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Die ausbleibende Wiederholung der starken DA-Wirkung und die vermehrte Aktivitéat des DAT,
die zur Reduktion tonischen DA fiihrt, erhéht die Dichte der postsynaptischen D2-Rezeptoren
(Reinel et al. unveréffentlicht). Auch andere Studien belegen, dass die wiederholte Gabe von
QNP die D»o-Rezeptoren runterreguliert und zur Rezeptorsupersensitivitat (Rezeptorpriming)
fihrt (Chen et al. 1993, Bolanos-Jimenez et al. 2011). Wie die Daten dieser Arbeit belegen,
kommt es zur Erhéhung des DA-Gehalts durch vermehrte Synthese und reduziertem Abbau
um eine durch prasynaptische Autorezeptoren gemessene vermeintliche DA-Ausschittung zu
kompensieren. Bei prasynaptischer Erhéhung des DA-Gehalts flhrt ein entsprechender Sti-
mulus, dem Kontext des OF, zur Uber die Do-Rezeptoren vermittelten verstarkten DA-Wirkung.
So wird der indirekte Weg des CSTC Regelkreises verstarkt, der GPi (bei Ratten EP) weniger
aktiviert bzw. starker gehemmt, was die tendenziell reduzierte c-Fos-Expression belegt, der
STN verstérkt inhibiert, was der Befund einer reduzierten c-Fos-Expression untermauert (Tani-
mura et al. 2010 belegen dass eine reduzierte CO-Aktivitat im STN negativ mit Stereotypien
korreliert), und so schlieBlich der Thalamus vermehrt aktiviert, was die tendenziell erhéhte CO-
Aktivitat belegt. Nach Ausiibung der vom Kortex befohlenen Handlung, die im BG-System um-
gesetzt wird, kommt nicht die Rickkopplung, dass die Handlung erfolgreich war, sondern der
Befehl an den Kortex, die Handlungsaufforderung erneut auszusprechen — die Ratten zeigen
einen Zwang-ahnlichen Phanotyp.

Neben den gerade erwahnten verédnderten Aktivitaten bestimmter Strukturen, ist auch im CPu
eine veranderte c-Fos Expression nach chronisch-intermittierender Gabe von QNP nachweis-
bar und steht somit méglicherweise im Zusammenhang mit dem Zwang-ahnlichen Verhalten.
Die Daten dieser Arbeit zeigen entgegen der Erwartungen eine reduzierte c-Fos Expression
im Vergleich zu einmal mit QNP behandelten Ratten. Studien belegen, dass das Verhéaltnis
der c-Fos Expression in den zwei Kompartimenten des Striatums (Striosomen und Matrix) den
Grad der Stereotypie bei Ratten vorhersagen kann, da die c-Fos-Expression in den Strioso-
men relativ zu der in der Matrix bei stereotypem Verhalten erhéht ist (Canales & Graybiel 2000,
Murray et al. 2014). Da in den zwei Striatum-Anteilen unterschiedliche Expressionen von Neu-
ropeptiden, Rezeptoren und Verbindungen vorliegen (Crittenden & Graybiel 2011, Gerfen et
al. 1985, Gerfen & Young 1988, Graybiel 1990) und die Striosomen von limbischen, die Matrix
von sensomotorischen und assoziativen Vorderhirn-Regionen innerviert werden (Bolam et al.
1988, Gerfen 1984, McDonald 1992, Ragsdale & Graybiel 1988) ist es nicht verwunderlich,
dass hier ein Schlussel zur Aufklarung der Pathologie verborgen sein kénnte. Méglicherweise
ist die Verteilung der c-Fos-Expression in den beiden Kompartimenten spezifisch und kdnnte
Gegenstand weiterer Untersuchungen sein.
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Ein letzter nicht zu vernachlassigender Effekt ist die deutliche Erhéhung des 5-HT-Gehalts im
LGP. Der Zusammenhang von 5-HT und DA wurde zuvor bereits beschrieben. Erganzend soll
hier erwahnt werden, dass kirzlich gezeigt wurde, dass 5-HT-Agonisten sowohl Kontrollver-
halten induzieren (Alkhatib et al. 2013) als auch verbessern kénnen (Tucci et al. 2013), aber
dass 5-HT-Rezeptoren repetitives Verhalten nicht vermitteln (Tucci et al. 2014).

Es ist davon auszugehen, dass sich das Zwang-ahnliche Verhalten als Resultat pathologischer
Trajektorien entwickelt. Die Daten belegen zwar auch, dass bereits die einmalige QNP-Appli-
kation und die OF-Exposition an sich zu neurobiologischen Verédnderungen flhren, allerdings
sind diese unspezifisch und erbringen keinen Phanotyp. Der Zwang-ahnliche Phanotyp bildet
sich erst nach chronischer DAerg wirksamer Substanzapplikation heraus und ist Kontextab-
hangig, zeichnet sich also nur bei Exposition auf dem OF ab. Ihm liegen die erlauterten spezi-
fischen neurobiologischen Veranderungen zugrunde.
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Ausblick

Diese Arbeit als Teil des Gesamtprojektes zur multidisziplinaren Untersuchung der DAergen
Mechanismen im CSTC-Regelkreis im Zwangsmodell der Ratte prasentiert bio- und immun-
histochemische Daten, die zum pathophysiologischen Verstandnis der repetitiven Stérungen
beitragen.

Als pathophysiologische Ursache wird eine Dysbalance in der phasisch-tonischen DA-Aus-
schuttung hervorgerufen durch einen Uberaktiven DAT angenommen. Um dies nachzuweisen,
sind eine Reihe weiterer Untersuchungen notwendig. Die vorliegende Arbeit leistet hierzu ei-
nen hilfreichen Beitrag.

Da die hier verwendete Methode zur Gehaltsmessung von DA nicht vermag zwischen pra- und
intrasynaptischen DA zu unterscheiden und so keine Aussagen Uber den Gehalt an tonischem
und phasischem DA ermdglichen, ist es in weiteren Arbeiten erstrebenswert dies mittels in

vivo Mikrodialyse zu messen.

Wie erwahnt wurde gezeigt, dass DA den dorsalen Raphekern kontrolliert, der den Ursprung
kortikaler und subkortikaler 5-HTerger Projektionen darstellt (Ferré et al. 1994). Eine reduzierte
5-HT-Ausschiittung des dorsalen Raphekernes inhibiert die tonische DA-Ausschiittung im CPu
inhibieren (Alex et al. 2005). Gehaltsbestimmungen von 5-HT im dorsalen Raphekern sind
deshalb von Interesse.

Eine immunhistochemische Darstellung des DAT und der DA-Rezeptoren steht aus. Diese
kdénnten weitere hilfreiche Anhaltspunkte fir neurobiologische Korrelate des Zwang-ahnlichen
Verhaltens aufzeigen. Allerdings sind die Epitope dieser Antigene tbermafiig empfindlich ge-
genuber einer Fixierung, weshalb das hier fir die Immunhistochemie verwendete Probenma-
terial nicht herangezogen werden konnte. In weiteren Kohorten misste Zwang-ahnliches Ver-
halten induziert werden, um andere Fixierungen auszutesten, die das Gewebe zwar ausrei-
chend fixieren, dabei aber die Epitope nicht verschleiern, was aus tierschutzrechtlichen Grin-
den im Rahmen dieses Projektes nicht méglich war.

Die immunhistochemische Darstellung von Striosomen und die Messung der Verteilungsmus-
ter von c-Fos in den Striosomen und der Matrix, konnte im Rahmen dieser Arbeit ebenfalls

nicht umgesetzt werden, ist nach wie vor aber von Interesse.
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Alle Untersuchungen wurden am pharmakologischen Tiermodell durchgefiihrt. Dies fuhrt
nachweislich zum Abbild des Phanotyps von Zwangsspektrumserkrankungen. Allerdings wer-
den hierbei nur einzelne Komponenten des pathophysiologischen Gesamtzustandes modu-
liert. Die chronische intermittierende Gabe des D2s-Rezeptor-Agonisten, die zu Zwang-ahnli-
chem Verhalten fihrt, sollte zur Hochregulation der D»>-Rezeptordichte und der Expression von
VMAT?2 fihren, was die molekularbiologischen Daten des Gesamtprojektes auch belegen (gilt
sogar auch z.T. fir Di-Rezeptoren), hier aber nicht nachgewiesen werden konnte. Die An-
nahme eines Uberaktiven DAT, der zur Reduktion der tonischen und Erhéhung der phasischen
DA-Ausschuttung fihrt, konnten die molekularbiologischen Daten des Gesamtprojektes am
QNP-Zwangsmodell nicht hinreichend belegen - nur die einmalige QNP-Gabe erhdht dessen
Aktivitat in den meisten untersuchten Regionen; nur im STN zeigt ich eine tendenzielle Erhé-
hung bei den Ratten mit Zwang-ahnlichem Verhalten. Wie bereits erwahnt, fehlen die immun-
histochemischen Daten hierzu. Dies zeigt, dass eben nur ein Teil der Pathophysiologie im
Modell dargestellt werden kann. Die angenommene pathophysiologische Grundursache ver-
mag das pharmakologische Modell scheinbar nicht nachzuahmen.

Deshalb kénnen vor allem die verhaltens- und molekularbiologischen, bio- und immunhisto-
chemischen Untersuchungen am transgenen Zwangsmodell der Ratte mit Gberexprimierten
DAT zum weiteren Verstandnis beitragen und ist Teil des Gesamtprojektes. Bisher erwiesen
sich homozygote Nachkommen als nicht Gberlebensféhig, weshalb vergleichende und weitere
Untersuchungen an heterozygoten Nachkommen durchgefiihrt werden. Erste Pilotdaten
hierzu zeigen, dass dieses Rattenmodell repetitives Verhalten zeigt, deutlich erhéhte DA- und
sogar 5-HT-Gehalte, Expressionen des DAT, der D1- und D»-Rezeptoren und veranderte, mit-
tels in vivo Elektrophysiologie gemessene Aktivitdten im mPFC, Nacc und STN aufweist. Wei-
tere Daten hierzu und die hier vorliegenden tragen zum Gesamtverstandnis der pathophysio-
logischen Mechanismen von repetitiven Stérungen bei.
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Zusammenfassung

Repetitives Verhalten ist Symptom vieler psychiatrischer und neurologischer Erkrankungen.
Ein besseres Verstandnis der Pathophysiologie von repetitivem Verhalten kénnte bei der Auf-
klarung dieser hoch pravalenten und stark belastenden Krankheiten helfen. Ursachlich scheint
eine Desinhibierung von im CSTC-Regelkreis enkodierten Stereotypien zu sein. Klinische Be-
funde und eine Reihe von Studien legen eine DAerge Dysregulation nahe, konnten bisher aber
kein weitreichendes Verstandnis der Pathophysiologie erbringen um kausale Therapiestrate-
gien zu entwickeln. Die bisherige Studienlage ist widersprichlich - sowohl DA-Agonisten als
auch -Antagonisten induzieren und reduzieren repetitives Verhalten. Eine mdégliche Erklarung
dieser Diskrepanz kénnte eine phasisch-tonische DA-Ausschittung sein, wobei ein dysfunkti-
onales DAT-System ein erhdéhtes Angebot an phasischem, einem verminderten Angebot an
tonischem DA und einer erhdhten Expression von D2-Rezeptoren bedingen kénnte. Die unter-
schiedliche striatale Verteilung der verschieden wirkenden DA-Rezeptoren wirde so zu einer
Imbalance im CSTS Regelkreis fuhren.

Zur Uberpriifung dieser Hypothese fiihrt diese Arbeit bio- und immunhistochemische Untersu-
chungen des DAergen Systems unter besonderer Berucksichtigung des CSTC Regelkreises
an einem validierten Zwangsmodell der Ratte durch. Die chronisch-intermittierende Gabe des
D23-Rezeptor-Agonisten QNP 16st hier kontextabhangig (OF Exposition) Zwang-ahnliches
Verhalten aus. Der experimentelle Aufbau hilft darzustellen, welche neurobiologischen Veran-
derungen von der OF-Exposition, der DAergen Intervention oder beidem resultieren.

Die Daten dieser Arbeit zeigen, dass die OF-Exposition zu veranderten Expressionen von
IEGs fOhrt, glutamaterge, glutaminerge, GABAerge, 5-HTerge und schlieBlich DAerge Trans-
mission bedingt und die Proliferation hemmt. Die DAerge Intervention fUhrt zu verénderten
Expressionen von IEGs, beeinflusst das 5-HTerge System, inhibiert das glutamaterge und GA-
BAerge System, aktiviert die Proliferation und fuhrt zur erhdhten DA-Synthese bei verringertem
DA-Abbau. Die Kombination aus beidem induziert wie erwartet repetitives Verhalten in den
Ratten und geht mit erhéhtem DA-Gehalt bei erhéhter Synthese und reduziertem Abbau, ver-
anderter c-Fos-Expression im CPu und erhéhtem 5-HT-Gehalt im LGP einher.

Da der erhéhte DA-Gehalt nur nach chronisch-intermittierender QNP-Gabe und OF-Exposition
vorliegt, ist dies vermutlich neurobiologisches Korrelat repetitiven Verhaltens. Der Wechsel
zwischen verstérkter DA-Wirkung bei Agonisten-Gabe und deren anschlieBendem Ausbleiben
fihrt wahrscheinlich zur vermehrten DAT-Aktivitat, zur Reduktion tonischen DA, zur erhdhten
D2>-Rezeptor-Dichte, zur Erhdhung der phasischen DA-Ausschuttung und schlie3lich zu einer
Imbalance im CSTC Regelkreis, die zum Phanotyp fihrt. Die vorliegenden Ergebnisse unter-
streichen die hohe funktionelle Relevanz des Neurotransmitters DA im CSTC-Regelkreis in
der Pathophysiologie. Ein transgenes Rattenmodell mit Gberexprimiertem DAT wird zurzeit
untersucht, um die bisher am pharmakologischen Modell gewonnen Daten zu erweitern.
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Abstract

Repetitive behaviour is a characteristic symptom of a number of psychiatric and neurological
disorders. A better understanding of the pathophysiological mechanisms of repetitive behavior
is necessary to elucidate the etiology of these highly prevalent and disabling disorders. Repet-
itive behavior seems to be grounded in a disinhibition of stereotypies encoded in the CSTC
circuit. Clinical findings and a number of experimental studies suggest that DAergic dysregu-
lation plays a major role, but could not yet give sufficient knowledge to develop therapeutical
strategies interfering directly with the pathophysiology of this disorder. Studies are partly con-
tradictory. Both DA-agonists and -antagonists have been shown to induce and reduce repeti-
tive behavior. One possible explanation could be a differential effect on phasic vs tonic DA,
where a dysfunctional DAT could act to reduce tonic DA in the synaptic cleft, to enhance D-
receptor-density and to increase phasic DA release. The distinct striatal distribution of the dif-
ferent acting DA receptors would then lead to an imbalance in the CSTC circuit causing a
thalamic desinhibition and repeated cortical activation.

To investigate this hypothesis, the present study examines the DAergic system applying bio-
and immunohistochemical analysis with particular reference to the CSTC circuit in the valid
QNP rat model of obsessive-compulsive disorder. Chronic intermittent injections of the selec-
tive Dos-receptor agonist QNP are used to induce repetitive behavior in the OF. Several control
conditions allow for the attribution of neurobiological alterations to either OF exposure, the
DAergic intervention or both.

The present results show alterations in expressions of IEGs, glutamatergic, glutaminergic, GA-
BAergic, 5-HTergic and DAergic neurotransmission and reduced proliferation after OF expo-
sure. The DAergic intervention leads to alterations in expressions of IEGs, 5-HTergic trans-
mission, inhibitory impacts on glutamatergic and GABAergic systems, increased proliferation
and synthesis of DA and reduced DA metabolism. As expected, only the combination of both
chronic-intermittent QNP and OF exposure induces repetitive behaviour in the rats and is ac-
companied by elevated DA contents and reduced metabolism, varied striatal c-Fos-expression
and enhanced 5-HT contents in the LGP.

As the elevated DA contents only arises by chronic-intermittent QNP and OF exposure, this
presumably causes the repetitive behaviour. The switch between enhanced DA action after
external application of QNP and the following absence of the agonist quite likely leads to an
increased activity of the DAT, thereby to a reduction of tonic DA, an upregulation of D>-receptor
density and an enhanced phasic DA release, all contributing to an imbalance in CSTC circuit,
inducing the repetitive phenotype. The present results highlight the relevance of the DA system
in the CSTC circuit in the pathogenesis of repetitive disorders. A transgenic rat model overex-
pressing the DAT is currently under investigation to add to the knowledge generated from the
pharmacological model in this work.
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