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Einleitung 

 

1. Einleitung 

1.1. Schizophrenie 

Schizophrenie ist eine schwere psychiatrische Erkrankung des Menschen, die den 
endogenen Psychosen zugeordnet wird. Endogen, weil die Erkrankung vermutlich „von innen 
heraus“ hervorgerufen wird und der genaue Entstehungsgrund nicht eindeutig benannt 
werden kann. Eine Psychose geht einher mit einer veränderten, abnormalen Auffassung und 
Verarbeitung der Wirklichkeit. Weltweit liegt das Risiko mindestens einmal im Leben an 
Schizophrenie zum erkranken, die sogenannte Lebenszeitprävalenz, bei durchschnittlich 1 % 
(Rössler et al. 2005). 

 

1.1.1. Ursachen 

Man geht davon aus, dass das Zusammenspiel vieler verschiedener Faktoren die 
Erkrankung auslöst. Dazu gehört zum einen eine genetische Prädisposition, welche durch 
zahlreiche Familien-, Zwillings-, und Adoptionsstudien belegt wurde (z.B. Kety et al. 1994, 
Kendler et al. 1994, Gottesmann und Erlenmeyer-Kimling 2001). Ist ein Elternteil an 
Schizophrenie erkrankt, ist das Kind mit einer Wahrscheinlichkeit von 10 % ebenfalls 
betroffen. Sind beide Elternteile betroffen, steigt das Risiko auf 40 %. Bei eineiigen 
Zwillingen erkrankt das Geschwister sogar mit einer Wahrscheinlichkeit von 50 % ebenfalls 
(Modifiziert nach Häfner, 1993, 1995). Wissenschaftler der Forschungsgruppe 
„Schizophrenia Working Group of the Psychiatric Genomics Consortium“ konnten mittlerweile 
eine große Anzahl von Genen, die nur bei an Schizophrenie erkrankten Menschen 
vorkommen, aufdecken (Schizophrenia Working Group of the Psychiatric Genomics 
Consortium, 2014). Dass die Genetik aber nicht der einzige auslösende Faktor ist, zeigt die 
Tatsache, dass 80 % der Schizophreniefälle in nicht vorbelasteten Familien auftreten. 

Zum anderen besitzen an Schizophrenie erkrankte Menschen eine veränderte Gehirnstruktur 
und gestörte Stoffwechselvorgänge im Nervengewebe, die sich vor allem in einer von der 
Norm abweichenden Botenstoffkonzentration äußern. Auf diese Veränderungen im Gehirn 
wird im Abschnitt 1.1.5. genauer eingegangen. 

Der wichtigste Neurotransmitter, welcher für die Symptomatik verantwortlich gemacht wird, 
ist das Dopamin. Dopamin zählt, neben Adrenalin und Noradrenalin, zu den 
Catecholaminen. Dopaminerge Neurone kommen vor allem im Mittelhirn vor. Nach dem 
Auslösen eines Aktionspotentials wird Dopamin aus der Präsynapse in den synaptischen 
Spalt ausgeschüttet. Dieses bindet dann an die Dopaminrezeptoren (D) auf der 
Postsynapse. Je nach Rezeptortyp ist die Wirkung unterschiedlich: D1 und D5 lösen eine 
Depolarisation und somit ein erregendes Signal aus, D2–D4 eine Hyperpolarisation und somit 
ein Hemmendes. Die Vermutung, dass durch eine veränderte dopaminerge 
Signalübertragung Schizophrenie ausgelöst wird, stammt aus der Beobachtung, dass das 
erste Neuroleptikum Chlorpromazin die Symptome deutlich besserte. Chlorpromazin wirkt 
antagonistisch am Dopaminrezeptor. Die Einteilung der Symptome bei Schizophrenie erfolgt 
in Positiv- und Negativsymptomatik, was im Abschnitt 1.1.2. genauer erläutert wird. Nach der 
Dopaminhypothese ist eine zu hohe Dopaminkonzentration Ursache der Positivsymptomatik. 
Gegen die Dopaminhypothese spricht, dass die Anwendung von Dopaminantagonisten 
keinen Einfluss auf die Negativsymptomatik hat oder diese sogar auslöst.  Mittlerweile ist 
klar, dass das Dopamin nicht alleine für die Symptomatik verantwortlich ist, sondern auch 
andere Neurotransmittersysteme eine Rolle spielen. Dazu gehört auch Glutamat. Glutamat 
wirkt erregend über die Bindung an verschiedene Rezeptoren, wobei der 
N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-Rezeptor der Wichtigste ist. Die Glutamathypothese entstand 
durch die Entdeckung der antagonistischen Wirkung von Phencyclidin am NMDA-Rezeptor, 
welches der Schizophrenie sehr ähnliche Symptome verursachte. Glutamat kann auch den 
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dopaminergen Signalweg beeinflussen. Bindet es direkt an dopaminerge Neurone, führt es 
zu einer Dopaminausschüttung. Wird Glutamat zu Gamma-Aminobuttersäure (GABA) 
umgewandelt und bindet an GABA-Interneurone, kommt es im weiteren Signalweg zur 
Hemmung der Dopaminausschüttung. Auch über eine Beteiligung von Serotoninrezeptoren, 
den sogenannten 5-Hydroxytryptamin (5-HT)-Rezeptoren, wird gesprochen. 
Serotoninrezeptorantagonisten, welche an 5-HT2-Rezeptoren binden und diesen blockieren, 
können zur Verminderung der Symptome führen. Mittlerweile geht man davon aus, dass 
Veränderungen im dopaminergen und serotonergen System zusammen für die Symptomatik 
der Schizophrenie verantwortlich sind (Kapur und Remington et al. 1996). 

Zahlreiche Studien belegen in den letzten Jahren, dass auch pränatale Infektionen im letzten 
Drittel der Schwangerschaft ein auslösender Faktor für Schizophrenie sein können (Mednick 
et al. 1988, Brown und Susser 2002, Brown et al. 2000, Brown et al. 2001). Infektionen lösen 
Entzündungsprozesse im Gehirn des Feten aus, welche zu Veränderungen an den 
neuronalen Strukturen führen. Möglicherweise spielen auch Komplikationen während der 
Geburt und Infektionen im frühen Kindesalter mit Herpesviren, Toxoplasma gondii oder 
Borellien eine Rolle bei der Entstehung der Schizophrenie. Dies ist jedoch noch nicht 
ausreichend wissenschaftlich belegt.  

Der Verlauf der Erkrankung kann durch kritische Lebensereignisse, wie z.B. den Verlust 
eines geliebten Menschen durch Tod oder Trennung, eine berufliche Veränderung oder 
einen Wohnortwechsel oder auch bestimmte Kommunikationsmuster, Unstimmigkeiten und 
Erziehungsmethoden innerhalb der Familie, beeinflusst werden. Ebenso durch Konsum von 
Drogen oder Alkohol. Diese Faktoren können jedoch nicht als Ursachen der Erkrankung 
angesehen werden. 

 

1.1.2. Symptome 

Die Symptome werden in zwei Kategorien eingeteilt: Positivsymptomatik und 
Negativsymptomatik. 

Die Positivsymptomatik tritt meistens in der akuten Phase der Erkrankung auf und beinhaltet 
Wahnvorstellungen, Halluzinationen, Ich-Störungen, kognitive Störungen sowie 
Bewegungsstörungen. Menschen die an Wahnvorstellungen leiden, bilden sich Bedrohungen 
ein, die nicht real sind, wie z.B. verfolgt oder vergiftet zu werden oder schwer krank zu sein. 
Ebenfalls möglich ist ein Kontrollwahn. Halluzinationen sind bei Schizophrenie oft 
akustischer Art. Die betroffene Person leiden am sogenannten „Stimmenhören“, bei dem 
Handlungen der Person kommentiert, sie beschimpft oder ihr Befehle erteilt werden. Eher 
selten sind andere Sinneswahrnehmungen, wie Sehen, Riechen, Schmecken oder Fühlen, 
betroffen. Bei einer Ich-Störung kommt es zu einer fehlerhaften Wahrnehmung der Grenze 
zwischen der eigenen Person und der Umwelt, die sich als Entfremdung von der eigenen 
Person oder als Gefühl, dass die eigenen Handlungen von außen manipuliert werden, 
äußert. Dies kann wiederum in die Richtung eines Wahns führen. Zu den kognitiven 
Störungen zählen Beeinträchtigungen der Konzentrationsfähigkeit, der Aufmerksamkeit, der 
Gedächtnisbildung oder der Fähigkeit Probleme zu lösen oder Handlungen zu planen. 
Bewegungsstörungen können sich entweder durch eine starke motorische Erregung, welche 
sich z.B. durch Stereotypien, wie ziellosem Hin- und Herlaufen, oder durch eine völlige 
Bewegungs- und Reaktionslosigkeit, äußern. 

In der chronischen Phase überwiegt die Negativsymptomatik. Sie ist durch sozialen 
Rückzug, Mangel an Emotionen, Interessenabnahme oder -verlust an bestimmten 
Aktivitäten, wie Hobbies oder anderen Freizeitbeschäftigungen, Antriebslosigkeit und 
Sprachverarmung gekennzeichnet. Oft fällt es Betroffenen schwer Entscheidungen zu treffen 
oder Freude, Lust und Genuss zu empfinden (Anhedonie). Auch depressive Phasen und 
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Schlafstörungen sind möglich und meistens ein frühes Anzeichen für die Entwicklung der 
Schizophrenie. Irrtümlicherweise wird aufgrund der Begriffsherkunft (altgriechisch, 
schizein=abspalten, phrēn=Seele) auch immer wieder eine Spaltung der Persönlichkeit als 
Symptom der Schizophrenie erwähnt, was jedoch nicht der Fall ist.  

 

1.1.3. Verlauf 

Die Schizophrenie ist eine Erkrankung, welche in Schüben oder chronisch auftritt, wobei die 
schubweise Form häufiger ist. Wie bereits erwähnt, gibt es bestimmte Frühanzeichen, die 
auf die Entwicklung einer Schizophrenie hinweisen. Ob sie sich schleichend über einen 
längeren Zeitraum entwickelt oder plötzlich auftritt, ist von Mensch zu Mensch 
unterschiedlich. In der Akutphase, welche zwischen Wochen und Monaten andauern kann, 
treten vorwiegend Positivsymptome auf.  Nach dieser kommt es zur Ausbildung der 
Negativsymptomatik und anschließend bei den meisten Patienten zum Abklingen der 
Symptome, der sogenannten Remission. Bei einem kleinen Anteil der Patienten bleibt jedoch 
eine Restsymptomatik. Der Abstand zwischen den einzelnen Schüben ist unterschiedlich 
groß. 

Für die Langzeitprognose bedient man sich der „Drittelregel“: bei einem Drittel kommt es zur 
starken Verbesserung oder der Heilung, bei einem Drittel zeigt sich eine leichte 
Verbesserung oder ein Gleichbleiben und bei einem Drittel verschlimmern sich die 
Symptome. Bei weiblichen Patienten, Berufstätigkeit, Patienten in einer festen Partnerschaft, 
Patienten mit einem guten sozialen Umfeld, mit überwiegend Positivsymptomatik, mit einem 
erkennbaren Auslöser der Erkrankung und einem akuten Verlauf ist die Prognose besser. 

 

1.1.4. Behandlung 

Die Behandlung besteht hauptsächlich aus 2 Teilen: der Pharmakotherapie und der 
Psychotherapie. Welcher Teil überwiegt, hängt von der Schwere der Erkrankung und dem 
Verlauf ab. Als Medikamente werden Antipsychotika, die die Wirkung bestimmter Transmitter 
im Gehirn, vor allem von Dopamin, hemmen, eingesetzt um die Erregung und Aggressivität 
der Patienten zu senken. Welche Neuroleptika welcher Wirkstoffgruppe, in welcher 
Dosierung und über welchen Zeitraum eingesetzt werden, ist für jeden Patienten individuell 
festzulegen. Heutzutage werden vermehrt atypische Antipsychotika eingesetzt, da diese 
geringere Nebenwirkungen auf die Körpermotorik, als die klassischen Antipsychotika, haben. 
Allerdings haben auch diese Medikamente Nebenwirkungen, wie eine Gewichtszunahme 
und Stoffwechselstörungen. Des Weiteren werden Antidepressiva eingesetzt. Generell gilt, 
dass die Positiv- besser als die Negativsymptomatik auf eine Behandlung anspricht.  

Der erste Schritt der Psychotherapie ist, zwischen Patient und Therapeut Vertrauen 
aufzubauen und dem Patienten das Gefühl zu vermitteln, verstanden zu werden. Im 
Gespräch wird nach einem möglichen Auslöser der Erkrankung gesucht und dem Patienten 
geholfen das Erlebte zu verarbeiten. Die Aufklärung über die Erkrankung ist ein wichtiger Teil 
der Therapie. Möglichst sollen auch Familie und Freunde in die Behandlung einbezogen 
werden. Durch die Vorgabe von strukturierten Tagesabläufen, Verhaltenstherapien, 
berufsrehabilitierende Maßnahmen und verschiedenen Trainingsprogrammen werden die 
Patienten auf eine Wiedereingliederung vorbereitet. 

Da trotz der modernen Medizin immer noch rund 30 % der Betroffenen an Rückfällen und 
Therapieresistenzen, vor allem bei akustischen Halluzinationen, leiden (Robert Koch-Institut 
2010), wird weiterhin nach alternativen Behandlungsmöglichkeiten gesucht. Gegen die 
depressiven Symptome werden bereits Licht-, Elektrokrampf- oder Wachtherapien 
angewendet. 
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Lichttherapien werden in depressiven Phasen, vor allem in den Wintermonaten, verwendet.   
Dazu werden die Patienten, am besten direkt nach dem Erwachen, für beispielsweise 30 min 
vor eine 10.000 Lux helle künstliche Lichtquelle gesetzt. Die Augen müssen dabei geöffnet 
sein, damit das Licht auf die Netzhaut trifft (Lam und Levitt et al. 2002). Mehrere Studien 
zeigen, dass eine Lichttherapie bei saisonaler Depression die Symptome deutlich 
abschwächt (Golden et al. 2005), jedoch meist nur kurz über das Therapieende hinaus 
wirksam ist.  

Die Elektrokrampftherapie wird bei therapieresistenten oder sehr stark ausgeprägten 
Depressionen angewendet. Unter einer Kurznarkose wird durch aufeinanderfolgende 
Stromimpulse, welche über eine an der Kopfhaut angebrachte Elektrode appliziert werden, 
ein Krampfanfall ausgelöst. Dieser dauert 30–90 s und stimuliert die Neubildung von 
Nervenzellen und deren plastische Veränderung (Madsen et al. 2000, Deutschen 
Gesellschaft für Psychiatrie und Psychotherapie, Psychosomatik und Nervenheilkunde 
2015). 

Bei einer Wachtherapie wird dem Patienten der Schlaf in der zweiten Nachthälfte oder auch 
vollständig entzogen. Schon am gleichen Tag kann hier eine deutliche Verbesserung der 
Symptome beobachtet werden, allerdings ist diese meist nicht langanhaltend (Deutschen 
Gesellschaft für Psychiatrie und Psychotherapie, Psychosomatik und Nervenheilkunde 
2015). 

Die Hirnstimulationen sind als alternative Therapieoption immer häufiger im Gespräch und 
Gegenstand zahlreicher Forschungen. Dazu gehört zum einen die transkranielle 
Gleichstromstimulation (tDCS). Über zwei an der Kopfhaut angebrachte Elektroden wird ein 
Gleichstrom appliziert, der eine Depolarisation oder Hyperpolarisation an den Nervenzellen 
auslöst, je nach Polung der Stimulation. Dadurch wird die neuronale Aktivität beeinflusst. 
Bereits angewendet wird dieses Verfahren bei Schlaganfallpatienten, um bei der 
Rehabilitation motorische und kognitive Funktionen leichter wieder zu erlernen. Des 
Weiteren konnten einige Studien einen antidepressiven Effekt nachweisen (Boggio et al. 
2008, Loo et al. 2012, Brunoni et al. 2013). Nach den Untersuchungen von Brunoni et al. 
2017 ist die Reduktion der Symptome gegenüber einer medikamentösen Behandlung jedoch 
zu gering (Brunoni et al. 2017). 

Ein weiterer vielversprechender, neuer Therapieansatz ist die transkranielle 
Magnetstimulation, da sie schmerzfrei und nicht-invasiv am wachen Patienten angewendet 
werden kann. Auf ihre Wirkungsweise wird im Abschnitt 1.3 genauer eingegangen. 

 

1.1.5. Makro- und Mikroskopische Auffälligkeiten im Gehirn 

Bei betroffenen Personen lassen sich verschiedene Abweichungen von der normalen 
Gehirnstruktur feststellen. Bereits 1978 stellen Johnstone et al. fest, dass das 
Ventrikelvolumen bei an Schizophrenie erkrankten Menschen größer ist (Johnstone et al. 
1976). Dies wurde in nachfolgenden CT und MRT Studien sowie Meta-Analysen zahlreich 
bestätigt (Weinberger et al. 1979, Raz et al. 1990, Horn et al. 1992, Wrigth et al. 2000). 
Hauptsächlich betroffen sind die Seitenventrikel und der dritte Ventrikel. Des Weiteren wurde 
ein reduziertes Volumen bestimmter Gehirnstrukturen festgestellt. Betroffen sind hierbei der 
Temporallappen sowie mediale Bereiche, wie Hippocampus, Gyrus parahippocampalis und 
Amygdala (Lawrie et al. 1998, Nelson et al. 1998). Aber auch der Nucleus caudatus 
(Keshavan et al. 1994) sowie der Thalamus (Andreasen et al. 1994) zeigen ein reduziertes 
Volumen. Der Thalamus zeigt zusätzlich eine verringerte neuronale Aktivität (Buchsbaum et 
al. 1996). Von der Volumenreduktion ist hauptsächlich die graue Substanz betroffen (Lawrie 
et al. 1998). Ob sich die Veränderungen im Gehirn mit der Zeit verschlimmern oder der 
Zustand gleichbleibend ist, sind sich die Forscher nicht einig. Das klinische Bild korreliert 
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nicht mit der Stärke der pathologischen Veränderungen (Marsh et al. 1994, DeLisi 1997, Nair 
et al. 1997). Ein weiteres Merkmal ist eine verringerte Dicke des Kortex und eine weniger 
starke Faltung der Gehirnoberfläche (Hirjka et al. 2014). 

Neben den MRT und CT-Studien, wurden auch in Autopsien die Vergrößerung der Ventrikel, 
die Volumenreduktion, die verringerte Dicke, das verringerte Gewicht und eine verringerte 
Länge des Gehirns festgestellt (Brown et al. 1986, Pakkenberg 1987, Bruton et al. 1990). 

Auf zellulärer Ebene wurde eine von der Norm abweichenden Anordnung der 
Pyramidenzellen im Hippocampus beobachtet (Kovelman et al. 1984, Altshuler et al. 1987, 
Conrad et al. 1991, Jönsson et al. 1997). Auch eine verringerte Neuronendichte im 
Hippocampus (Jönsson et al. 1997, Jeste et al. 1989), sowie eine verringerte Anzahl an 
Pyramidenzellen konnte nachgewiesen werden (Falkai et al. 1986), was allerdings in 
späteren Untersuchungen nicht noch einmal belegt wurde. Die Größe der Pyramidenzellen 
ist bei Schizophrenie im Hippocampus und dem dorsolateralen präfrontalen Kortex (PFC) 
reduziert (Benes et al. 1991, Arnold et al. 1995, Rajkowska et al. 1998). Selemon et al. stellte 
eine erhöhte Zelldichte im dorsolateralen PFC fest, wobei den Hauptanteil kleine bis 
mittelgroße Neurone ausmachen (Selemon et al. 1995, Selemon et al. 1998). Derselbe 
Trend war ebenfalls im Frontallappen sichtbar (Pakkenberg 1993). 

Eine veränderte synaptische Verschaltung der Neurone ist eine weitere Auffälligkeit im 
Gehirn schizophrener Patienten. So werden bestimmte Proteine, welche Bestandteil der 
Synapsen sind, verringert exprimiert, wie z.B. Synapsin und Synaptophysin (Browning et al. 
1993, Eastwood und Harrison 1995), Synaptosomal-assoziiertes Protein 25 (SNAP-25) 
(Young et al. 1998) und Complexin II im Hippocampus (Eastwood und Harrison et al. 1998). 
Das Growth Associated Protein 43 (GAP43), welches ein Marker für neuronale Plastizität ist, 
wird im Hippocampus Betroffener weniger exprimiert (Eastwood und Harrison et al. 1998). Im 
dorsolateralen PFC ist Synaptophysin ebenfalls verringert, GAP43 hingegen erhöht 
(Perrone-Bizzozero et al. 1996, Glantz et al. 1997). 

Auch eine verringerte Dichte der dendritischen Dornfortsätze (Garey et al. 1998) sowie eine 
weniger starke Verzweigung der Dendriten ist zu erkennen. Dies wird z.B. durch eine 
verringerte Expression des Mikrotubuli-assoziierten Proteins (MAP) sichtbar (Arnold et al. 
1991). Die verringerte Verzweigung der Dendriten und Axone und verringerte Anzahl an 
Synapsen, und damit ein geringeres Volumen des Neuropils, ist eine mögliche Erklärung für 
die erhöhte Zelldichte in manchen Regionen, da hierdurch die Neuronen dichter 
zusammenliegen (Schlaug et al. 1993). Zusammenfassend lässt sich sagen, dass bei 
Schizophrenie die synaptischen Verknüpfungen und Aktivitäten verändert sind, deren 
Ausprägung je nach Region unterschiedlich stark ausfällt.  

Um die Dopaminhypothese zu beweisen, wurden auch einige Untersuchungen zu den 
Dopaminrezeptoren durchgeführt. So konnte eine höhere D2-messenger Ribonukleinsäuren 
(mRNA) Konzentration bei Schizophrenie im Kortex (Tallerico et al. 2001) und eine erhöhte 
D2-Rezeptor Konzentration im Striatum (Brunelin et al. 2013) festgestellt werden. Hinsichtlich 
der Serotonin-Rezeptoren sind sehr unterschiedliche Ergebnisse zu finden. Einige 
Post-mortem Untersuchungen und in vivo Bildgebungsstudien zeigen eine reduzierte 
Rezeptordichte des 5-HT2A-Rezeptors und einer erhöhte Rezeptordichte des 5-HT1A im PFC 
(Bennett et al. 1979, Burnet et al. 1996, Ngan et al. 2000, Hurlemann et al. 2005, Matsumoto 
et al. 2005). In vielen anderen Studien wurden hingegen keinerlei Unterschiede gefunden 
(Mackay et al. 1978, Whitaker et al. 1983, Reynolds et al. 1983, Trichard et al. 1998, Lewis 
et al. 1999). Bei der Interpretation der Ergebnisse muss beachtet werden, dass die Anzahl 
der 5-HT-Rezeptoren mit zunehmendem Alter sinkt (Marcusson et al. 1984). Durch Versuche 
an Ratten konnte gezeigt werden, dass eine längere Behandlung mit Antipsychotika 
ebenfalls die Rezeptordichte beeinflussen kann (Reynolds et al. 1983, Dean 2003). Eine 
geringere Konzentration der mRNA des 5-HT-Rezeptors wurde ebenfalls festgestellt (Burnet 
et al. 1996, Lopez-Figueroa et al. 2004). Bezüglich des Glutamats sind die verschiedenen 
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Rezeptoren getrennt voneinander zu betrachten. Bei den 
α-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-Propionsäure (AMPA)-Rezeptoren wurden eine 
verminderte Rezeptordichte im Hippocampus und in anderen Strukturen des medialen 
Temporallappens festgestellt (Collinge et al. 1991, Eastwood et al. 1995, Eastwood et al. 
1997a, Eastwood et al. 1997b). Im Kortex und Striatum sind die Ergebnisse durchwachsen 
(Freed et al. 1993, Noga et al. 1997, Healy et al. 1998, Sokolov 1998). Die Expression der 
Kainatrezeptoren ist bei Schizophrenie im Kortex erhöht (Nishikawa et al. 1983, Deakin et al. 
1989, Torum et al. 1992), im Hippocampus und Parahippocampus erniedrigt (Kerwin et al. 
1990) und im Striatum unverändert (Nishikawa et al. 1983). Die Studien zur NMDA-Rezeptor 
Expression sind aufgrund der vielen verschiedenen Untereinheiten des Rezeptors sehr 
unterschiedlich aufgebaut und damit auch ihre Ergebnisse. Es wurde eine reduzierte 
Expression der R1 Untereinheit im Kortex festgestellt (Humphries et al. 1996, Sokolov 1998). 
Postsynaptische Proteine, welche an den NMDA-Rezeptor binden, werden vermindert 
exprimiert (Funk et al. 2009). Schon früh wurden in Post-mortem-Studien eine verringerte 
GABA Konzentration gefunden (Perry et al. 1979). Glutamat wurde über 
Magnetresonanzspektroskopie-Studien in betroffenen Patienten im Frühstadium in einer 
erhöhten Konzentration gefunden, GABA in einer erniedrigten (Goto et al. 2009, Marsmann 
et al. 2014, Chiu et al. 2018). Bei chronischer Schizophrenie hingegen, sind meist Glutamat 
sowie GABA reduziert (Thakkar et al. 2017). 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass bei Schizophrenie bestimmte einheitliche 
Abweichungen, wie z.B. die vergrößerten Ventrikel und das reduzierte Gehirnvolumen, zu 
finden sind, es aber gerade auf molekularer Ebene regionale, zeitliche und individuelle 
Unterschiede gibt. 

 

1.1.6. Aktivitätsmarker 

Um die Aktivität der neuronalen Strukturen und die synaptische Plastizität von Gehirnen zu 
beurteilen, werden bestimmte Aktivitätsmarker betrachtet. Die im Folgenden aufgeführten 
Markerproteine werden in dieser Arbeit als Primärantikörper für die Immunhistochemie 
verwendet.  

Das Kernprotein NeuN ist nur im Nervensystem zu finden und in den meisten Nervenzellen 
vorhanden. Es tritt seit der frühen Entwicklung des Nervensystems auf und bleibt auch im 
Erwachsenenalter erhalten (Mullen et al. 1992). Die Anzahl der NeuN-exprimierenden Zellen 
dient als Referenzwert um den prozentualen Anteil der Zellen, welche Parvalbumin (PV), 
Calbindin (CB), Glutamat-Decarboxylase (GAD) 67, cFos oder Brain derived neurotrophic 
factor (BDNF) exprimieren, zu bestimmen. 

PV und CB gehören zu den Calcium-bindenden Proteinen und werden in Nervenzellen, 
Muskulatur und endokrinen Zellen exprimiert. Sie kontrollieren über die Bindung von Ca2+ 
Ionen die intrazelluläre Ca2+-Konzentration und beeinflussen somit den Zellstoffwechsel 
(Schäfer et al. 1996). In Nervenzellen wird über die intrazelluläre Calciumkonzentration die 
Transmitterfreisetzung und damit auch die synaptische Plastizität reguliert.  

Ein Großteil der GABAergen Interneurone exprimiert PV (Celio 1986), wobei es 
ausschließlich in den schnell-feuernden Interneuronen vorkommt (Kawaguchi et al. 1987). 
PV positive Interneurone besitzen lange multiple Dendriten, die über verschiedene Schichten 
verlaufen und von vielen Neuronen Input erhalten. Die Dendriten und Somata sind mit einer 
Vielzahl an Synapsen überzogen. Ihre Axone sind stark verzweigt, wodurch ein großes 
divergentes inhibitorisches Output entsteht. Der Verlust oder eine verminderte Aktivität von 
inhibitorischen Zellen, kann zu einer übermäßigen Erregung führen. Hashimoto et al. 
konnten eine verminderte PV mRNA Expression im PFC bei Schizophrenie nachweisen 
(Hashimoto et al. 2003). Auch eine verringerte Anzahl an PV-exprimierenden Zellen im PFC 
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wurde gefunden (Beasley und Reynolds 1997, Reynolds und Beasley 2001, Reynolds et al. 
2002, 2004). 

Ein weiteres wichtiges Calcium-bindendes Protein ist das CB. Es kommt ebenfalls in 
GABAergen Interneuronen vor. Die Studien zur CB Expression bei Schizophrenie liefern 
sehr unterschiedliche Ergebnisse. Daviss und Lewis fanden 1995 eine erhöhte Dichte an 
CB+ Zellen bei Schizophrenie im PFC und Fung et al. stellten 2010 eine erhöhte CB mRNA 
Konzentration im PFC fest. Andere Untersuchungen hingegen zeigten keine Veränderung 
(Tooney und Chahl 2004) oder eine verringerte Expression von CB positiven Zellen im PFC 
(Reynolds et al. 2004, Sakai et al. 2008). 

Die GAD 67, welche für die Synthese der GABA aus Glutamat zuständig ist, befindet sich im 
Neuron. Sie ist für die Synthese von GABA für metabolische Prozesse der Zelle, wie 
Neuroprotektion und Synaptogenese, zuständig. Die zweite Isoform GAD 65 hingegen ist an 
Nervenenden und Zellmembranen lokalisiert und für die Synthese von GABA für die 
synaptische Übertragung verantwortlich. Die Konzentration der GAD 67 (Impagnatiello et al. 
1998, Guidotti et al. 2000, Fatemi et al. 2005) sowie der GAD 67 mRNA (Akbarian et al. 
1995, Hashimoto et al. 2003, Guidotti et al. 2000, Veldic et al. 2004) ist bei Schizophrenie im 
PFC und im Kleinhirn verringert.  

Der Transkriptionsfaktor cFos spielt über die Beeinflussung von 
Zelldifferenzierung, -proliferation und Bildung neuronaler Verknüpfungen eine wichtige Rolle 
beim Lernen und der Gedächtnisbildung und hat damit einen Einfluss auf die synaptische 
Plastizität. Es wirkt auch als Protoonkogen. Seine Synthese wird durch extrazelluläre Signale 
wie Wachstumsfaktoren oder Neurotransmitter, z.B. Dopamin, ausgelöst. Boyajyan et al. 
stellten bei an Schizophrenie Erkrankten einen verringerten cFos Spiegel im Blut sowie eine 
Mutation an einem Alleel des cFos Gens fest (Boyajyan et al. 2015). Klassische und 
atypische Antipsychotika induzieren die cFos Expression in verschiedenen Gehirnregionen 
(Robertson et al. 1994). 

BDNF gehört zu den sogenannten Neurotrophinen, welche als Neuromodulator dienen. Sie 
sind für Zellproliferation, -diffenerzierung und -tod sowie für den Auf- und Abbau synaptischer 
Verknüpfungen in der Neuronalentwicklung als auch im adulten Gehirn verantwortlich und 
damit Bestandteil der synaptischen Plastizität (Vicario-Abejón et al. 2002). BDNF spielt 
ebenfalls eine Rolle beim Lernen und der Gedächtnisbildung. Die Ausschüttung von BDNF 
kann die Langzeitpotentierung und -depression beeinflussen (Aicardi et al. 2004, Poo 2001). 
In Untersuchungen an genetisch veränderten Mäusen mit BDNF-Defizit, konnte ein 
Lerndefizit gezeigt werden (Korte et al. 1996, Gorski et al. 2003).  In Post-mortem-Studien 
wurden erhöhte Konzentrationen von BNDF im anterioren Gyrus cinguli (Takahashi et al. 
2000), im Hippocampus (Takahashi et al. 2000) und in kortikalen Arealen (Durany et al. 
2001), verringerte Konzentrationen im dorsolateralen PFC (Weickert et al. 2003) und im 
Hippocampus (Durany et al. 2001) und ein verringerter mRNA Spiegel im dorsolateralen 
PFC (Weickert et al. 2003) bei an Schizophrenie erkrankten Patienten gefunden. Toyooka et 
al. stellten bei Patienten einen reduzierten BDNF Serumspiegel fest (Toyooka et al. 2002). 
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1.2. Poly(I:C)-Tiermodell für die Schizophrenie des Menschen 

1.2.1. Wirkungsweise der Poly(I:C) 

Voraussetzung für eine gesunde Entwicklung des Fetus sind optimale Bedingungen im 
Mutterleib. Diese können zum Beispiel durch eine verminderte Sauerstoffversorgung oder 
virale und bakterielle Infektionen während bestimmter sensibler Phasen der 
Schwangerschaft negativ beeinflusst werden, woraus fehlerhafte Entwicklungen der 
neuronalen Strukturen resultieren. Viele Studien konnten mittlerweile nachweisen, dass 
pränatale Infektionen im zweiten Trimester, neben genetischer Prädisposition und Stress, 
einen weiteren Risikofaktor zur Entstehung von Schizophrenie darstellen (Mednick et al. 
1988, Brown et al. 2000, Brown et al. 2001, Brown und Susser 2002). Um eine solche 
maternale virale Infektion zu imitieren, wird beim Poly(I:C)-Modell das synthetische 
Ribonukleinsäure (RNA)-Analoga Polyriboinosinic-Polyribocytidilic Säure (Poly(I:C)) 
verwendet. Dieses bindet an Toll-like Rezeptoren der Klasse 3 (TLR3), welche von 
dendritischen Zellen, Makrophagen und B-Zellen exprimiert werden. Dadurch werden 
Interferon-γ (IF-γ), Interleukin-1β (IL-1β), Interleukin-6 (IL-6), Interferon-α (IF-α), Interferon-β 
(IF-β), Tumor-Nekrose-Faktor-α (TNF-α) und andere Chemokine ausgeschüttet, welche eine 
Entzündungsreaktion hervorrufen (Cella et al. 1999, Alexopoulou et al. 2001, Gilmore et al. 
2005, Takeuchi et al. 2007, Mitchell et al. 2010, Forrest et al. 2012). Im Fetus wird vor allem 
im Gehirn eine Entzündungsreaktion ausgelöst, das auslösende Agens, hier das Poly(I:C), 
geht jedoch nicht in den Fetus über (Shi et al. 2003). Cytokine spielen eine wichtige Rolle in 
der Entwicklung von Nervengewebe. Sie sind mit verantwortlich für Differenzierung, 
Proliferation und Überleben der Neuronen, können aber, je nach Zeitpunkt, Zelltyp, 
Synapsentyp und Konzentration, ebenso neurotoxisch und degenerativ wirken.  Ein zu hoher 
Spiegel von IL-6, IL-1β und TNF-α führt zu einer verringerten Länge der Dendriten und einer 
geringeren Anzahl an Ranvier‘schen Schnürringen und Primärdendriten, was eine gestörte 
neuronale Verschaltung im Gehirn verursacht (Gilmore et al. 2004). Cytokine sind ebenfalls 
in der Lage die Apoptose von Zellen einzuleiten (Hu et al. 1997) und beeinflussen das 
Überleben von dopaminergen und serotonergen Neuronen (Jarskog et al. 1997). Im fetalen 
Gehirn ist, im Gegensatz zum maternalen Kreislauf, ein verringerter TNF-α Spiegel messbar. 
Eine mögliche Ursache ist der Verlust von neuronalen Zellen, die TNF-α ausschütten 
(Gilmore et al. 2004). Eine Studie konnte nach einer pränatalen Influenzainfektion bei 
Mäusen eine vermehrte Expression des sauren Gliafaserproteins (GFAP), welches auf eine 
vermehrte Anzahl von Astrozyten und damit dem Vorliegen einer sogenannten Gliose 
hinweist, feststellen (Fatemi et al. 2002). Eine Gliose spricht für eine Beschädigung des 
Gewebes durch Erkrankung oder Trauma. Bei an Schizophrenie erkrankten Menschen 
konnte ebenfalls eine Gliose festgestellt werden (Arnold et al. 1996). 

Eine Schlüsselrolle in der Wirkung des Poly(I:C)-Modells spielt IL-6. Smith et al. zeigten, 
dass bei einer Immunstimulation ohne IL-6 keine strukturellen und funktionellen 
Veränderungen bei den Nachkommen ausgelöst werden können (Smith et al. 2007).  

Um durch die Poly(I:C)-Injektion den gewünschten neuronalen Effekt zu erreichen, ist es 
nötig die Injektion zu einem bestimmten Zeitpunkt der Trächtigkeit durchzuführen, zu dem 
sich das Gehirn in der Entwicklung befindet und somit anfällig für äußere Reize ist. Dies ist je 
nach Tierart unterschiedlich. Bei der Ratte trifft dies auf das frühe dritte Trimester zu. Auch 
die Dosis des Poly(I:C)s muss korrekt gewählt werden, um einen Abort, zu kleine Würfe oder 
eine unzureichende Wirkung zu vermeiden. Einige Studien haben sich mit den 
Dosis-abhängigen Effekten bei Mäusen beschäftigt (Shi et al. 2003, Meyer et al. 2005). Bei 
einer Dosis von 2.5 mg/kg Poly(I:C) intravenös (i.v.) konnte kein Unterschied im Pre-Pulse 
Inhibition Test (PPI) im Vergleich mit den Kontrolltieren festgestellt werden, bei der 
nächsthöheren Dosis von 5 mg/kg zeigte sich hingegen ein signifikantes Defizit. Ab einer 
Dosis von 10 mg/kg war die Wurfgröße deutlich reduziert, weshalb die Dosis auch nicht zu 
hoch gewählt werden darf. Andere Versuche, wie zum Beispiel der Latent Inhibition Test (LI), 
wurden nicht von der Dosis beeinflusst. Beim LI wird das Tier mehrmals einem Reiz ohne 
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Konsequenz ausgesetzt und dieser anschließend in der Lernphase mit einem zweiten 
unbekannten Reiz kombiniert. Üblicherweise kommt es bei gesunden Tieren zur 
sogenannten latenten Inhibition, eine Abschwächung des Lernerfolgs in der Lernphase, da 
der erste Reiz vom Gehirn als unwichtig erlernt wurde. Als Richtwert um ausreichende 
Effekte des Poly(I:C)s zu erzielen wird eine Dosis von ungefähr 5 mg/kg angegeben (Meyer 
et al. 2005). 

 

1.2.2. Makro- und Mikroskopische Auffälligkeiten im Gehirn 

Bei adulten Poly(I:C)-Ratten wurde ein vergrößertes Volumen des lateralen und vierten 
Ventrikels und ein verringertes Volumen des Hippocampus gegenüber 
Natrium-Chlorid (NaCl)-Kontrolltieren gefunden. Bei Tieren im Wachstum konnte hingegen 
kein Unterschied festgestellt werden (Li et al. 2012, Piontkewitz et al. 2012). Weitere 
Untersuchungen zeigten eine verringerte Anzahl an Pyramidenzellen im Cornu ammonis 
(CA) 1 des Hippocampus (Zuckermann und Weiner 2003, Zuckermann et al. 2003). Bei 
jüngeren Tiere konnte kein Zellverlust, jedoch Veränderungen der synaptischen Funktionen 
und der Proteinexpression festgestellt werden (Oh-Nishi et al. 2010). Bei Jungtieren von 
Mäusen konnte eine abnormale Myelinisierung und Entwicklung der Axone festgestellt 
werden, was sich mit Erreichen des Erwachsenenalters normalisierte (Makinodan et al. 
2010).  

Betrachtet man das dopaminerge System, wurde eine dopaminerge Überaktivität und eine 
verringerte D2-Rezeptorbindung bei Poly(I:C)-Mäusen gefunden (Ozawa et al. 2006). Im PFC 
und im lateralen Globus pallidus konnte von Winter et al. eine erhöhte Konzentration von 
Dopamin und dessen Metaboliten gefunden werden, wobei gleichzeitig die Konzentration 
von Serotonin und dessen Metaboliten im Hippocampus, Nucleus accumbens und dem 
lateralem Globus pallidus erniedrig war (Winter et al. 2009). Eine erhöhte Konzentration der 
Tyrosinhydroxylase (TH), welche in der Synthese von Dopamin eine Rolle spielt, wurde im 
Striatum gefunden (Meyer et al. 2008a). Ebenso eine vermehrte Anzahl an 
TH-exprimierenden Zellen in der Substantia nigra und dem ventralen tegmentalen Areal 
(VTA) bei adulten Tieren (Vuillermot et al. 2010).  

Auch Hinweise auf eine GABAerge Fehlfunktion, wie sie bei Schizophrenie beschrieben wird, 
sind bei Poly(I:C)-Tieren zu finden. PV-exprimierende GABAerge Interneurone waren im 
ventralen Hippocampus, sowie im PFC in geringerer Anzahl zu finden (Meyer et al. 2008c). 
Die Anzahl der Interneurone, welche Reelin exprimieren, war in CA1 des dorsalen 
Hippocampus (Meyer et al. 2006a) und dem PFC verringert (Meyer et al. 2008c). Reelin ist 
ein Glykoprotein, welches eine Rolle in der Migration und Differenzierung von Neuronen 
spielt. Es ist an der frühen pränatalen Gehirnentwicklung beteiligt, aber auch an synaptischer 
Plastizität, Langzeitpotenzierung und Neurogenese im adulten Gehirn. Bei Schizophrenie, 
bipolaren Erkrankungen und Depressionen wurde eine verringerte Zahl 
Reelin-exprimierender Zellen festgestellt (Fatemi et al. 2000). Im PFC (Roenker et al. 2011) 
und im Hippocampus (Ibi et al. 2009) wurde eine erhöhte extrazelluläre 
Glutamatkonzentration festgestellt. 

 

1.2.3. Auffälligkeiten im Verhalten 

Veränderungen im Verhalten der Tiere wurden über Verhaltensversuche sowohl bei Ratten 
als auch bei Mäusen festgestellt. Adulte Poly(I:C)-Tiere zeigen in vielen Studien im 
Pre-Pulse Inhibition Test (Ozawa et al. 2006, Smith et al. 2007, Meyer et al. 2008c, Li et al. 
2012) und LI (Zuckermann und Weiner 2003, Zuckermann et al. 2003, Meyer et al. 2006b, 
Smith et al. 2007) ein sensorisches Gating-Defizit. Das bedeutet, dass Reize, welche für eine 
bestimmte Aufgabe irrelevante sind, nicht wie beim gesunden Menschen automatisch 
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herausgefiltert werden um die Verarbeitungen des relevanten Reizes optimal zu 
ermöglichen. In der Untersuchung auf neuropsychologischer Erkrankungen, wie 
Schizophrenie oder Alzheimer, wird das sensorische Gating als Diagnosekriterium genutzt. 
Im Open-Field-Test zeigten Poly(I:C)-Tiere eine verringerte Ängstlichkeit, indem sie sich 
länger in den offenen Teilen aufhielten (Smith et al. 2007, Ibi et al. 2009). Ein Defizit beim 
Lernen zeigten die Poly(I:C)-Tiere gegenüber den Kontrolltieren beim Novel Object 
Recognition Test (NOB). Im Wiederholungsdurchgang beschäftigten sich die Poly(I:C)-Tiere 
weniger mit dem neuen Objekt (Ibi et al. 2009, Ozawa et al. 2006, Wolff et al. 2011). Auch im 
Morris Water Maze (WM) konnte ein schlechteres Lernen beobachtet werden (Meyer et al. 
2008c). Im WM fiel außerdem auf, dass die Poly(I:C)-Tiere bei kurzen Intervallen zwischen 
den Durchgängen schlechter lernten als die Kontrolltiere, bei langen Abständen von über 3 
Tagen jedoch bessere Ergebnisse erzielten (Savanthrapadian et al. 2013). 

 

1.2.4. Beurteilung des Schizophreniemodells 

Wie die bisherigen Ausführungen zeigen sind viele Parallelen zwischen den 
makroskopischen und mikroskopischen Auffälligkeiten und den Auffälligkeiten im Verhalten 
zwischen schizophrenen Patienten und Tieren aus dem Poly(I:C)-Modell vorhanden: 
vergrößerte Ventrikel, verringertes Volumen des Hippocampus, Veränderungen der 
Pyramidenzellen des Hippocampus, Überaktivität des dopaminergen Systems, Fehlfunktion 
des GABAergen Systems, Defizit im sensorischen Gating, Anhedonie, Antriebslosigkeit und 
Lerndefizite. Das Poly(I:C)-Modell ist in der Lage ein breites Spektrum der typischen 
Auffälligkeiten bei Schizophrenie am Tier nachzuahmen. Wie beim Menschen manifestieren 
sich die charakteristischen Anomalien der Erkrankung bei Tieren des Poly(I:C)-Modells erst 
im Erwachsenenalter, wodurch nicht nur die Behandlung, sondern auch die Prävention der 
Ausprägung des Krankheitsbildes erforscht werden kann. Im Gegensatz zu Modellen, bei 
denen akut durch NMDA-Rezeptorantagonisten, wie Ketamin oder Phenylcyclidin 
schizophrenieähnliche Symptome ausgelöst werden, handelt es sich beim Poly(I:C)-Modell 
um ein Entwicklungsstörungsmodell, durch das bereits pränatal Einfluss auf die 
Gehirnentwicklung genommen wird. Wie bereits erwähnt spielen pränatale Einflüsse bei der 
Entwicklung des Krankheitsbildes Schizophrenie beim Menschen eine große Rolle. Des 
Weiteren gibt es Schizophreniemodelle, bei denen die Tiere genetisch verändert werden 
oder gezielt an bestimmten Strukturen des Gehirns Läsionen gesetzt werden um die 
Symptome auszulösen. Jedes Modell hat Vor- und Nachteile und die Auswahl erfolgt 
abgestimmt auf das jeweilige Ziel der Untersuchungen. Durch Modelle, bei denen eine 
einmalige Injektion von NMDA-Rezeptorantagonisten zum Auslösen von Schizophrenie 
verwendet wird, kann beispielsweise nicht der Zustand einer dauerhaften Fehlfunktion des 
dopaminergen Systems imitiert werden und eignet sich daher nur bedingt als 
Vergleichsmodell. Ergebnisse von Studien mit mehrmaligen Injektionen weichen von denen 
mit einmaliger Applikation stark ab (Jentsch und Roth 1999). Problematisch an Modellen, bei 
denen Läsionen im Gehirn gesetzt werden ist, dass die Zerstörung oft viel größer ist als sie 
bei an Schizophrenie Erkrankten im Gehirn zu finden ist. 

Bis heute ist keines der Modelle in der Lage alle für Schizophrenie typischen Symptome 
gleichzeitig auszulösen. Schizophrenie ist ein sehr komplexes Krankheitsbild, welches von 
genetischen Faktoren als auch vielen verschiedenen Umweltfaktoren beeinflusst wird. Fast 
alle Modelle lösen die Positivsymptomatik aus, aber nur wenige, wie die 
Entwicklungsstörungsmodelle oder das Setzen von Läsionen im ventralen Hippocampus, 
führen ebenso zu kognitiven Fehlfunktionen und der Negativsymptomatik. Gerade für 
Verhaltensversuche und elektrophysiologische Untersuchungen eignen sich besonders die 
Entwicklungsstörungsmodelle, da die Ergebnisse nicht durch die Wirkung von Medikamenten 
oder chirurgische Eingriffe beeinflusst werden.  
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Limitiert sind die Modelle auch hinsichtlich der genaueren Untersuchungen von bestimmten 
Symptomen wie z.B. Halluzinationen, welche bei Menschen durch Patientengespräche 
analysiert werden. Auch die Negativsymptomatik lässt sich am Tier schwer untersuchen. Es 
muss ebenso bedacht werden, dass sich manche Testergebnisse nicht eindeutig nur auf das 
Krankheitsbild Schizophrenie übertragen lassen. Defizite im PPI und LI werden beispielweise 
auch bei bipolaren Störungen (Perry et al. 2001) und Zwangsstörungen (Hoenig et al. 2005) 
festgestellt.  

Problematisch am Poly(I:C)-Modell ist, dass es keine Möglichkeit gibt die Jungtiere darauf zu 
untersuchen, ob die Poly(I:C)-Injektion die gewünschten Effekte erzielt hat. Im Gegensatz zu 
anderen Modellen, die für die pränatale Immunstimulation zum Beispiel Influenzaviren 
nutzen, geht das auslösende Agens nicht in den Fetus über (Shi et al. 2003). Auch Stress 
während der Trächtigkeit kann zur Ausbildung bestimmter Verhaltensauffälligkeiten beim 
Jungtier führen. Ein Vorteil des Poly(I:C)-Modells ist, dass es  mit den anderen 
Schizophrenie auslösenden Faktoren, wie genetischen Veränderungen oder bestimmten 
Umwelteinflüssen kombiniert werden kann und dadurch eine Verstärkung des Phänotyps 
erreicht werden kann. Entwicklungsstörungsmodelle sind momentan die führenden Modelle 
zur Erforschung von Schizophrenie. 
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1.3. Transkranielle Magnetstimulation (TMS) 

1.3.1. Geschichte 

Die ersten Untersuchungen bezüglich der elektrischen Erregbarkeit des Gehirns begannen 
bereits im 19. Jahrhundert. Gustaf Fritsch und Eduard Hitzig führten in den 1870er Jahren 
Untersuchungen an der freigelegten Hirnrinde von Hunden durch. Sie stellten fest, dass der 
nichtmotorische Teil des Gehirns im caudalen Bereich und der motorische Teil eher rostral 
liegen. Über fokale galvanische Einzelreize konnten Muskelkontraktionen der kontralateralen 
Seite ausgelöst werden. Eine weitere wichtige Beobachtung war, dass der 
Anodenschließstrom die niedrigste Reizschwelle aufweist (Fritsch und Hitzig 1870). 

Robert Baratholow führte 1874 die ersten Versuche am freigelegten menschlichen Gehirn 
durch. Ein elektrischer Strom, appliziert über Nadelelektroden in der Dura mater und 
anschließend im Kortex, löst Kontraktionen verschiedener Muskeln und bei steigender 
Stromstärke epileptische Anfälle und schließlich das Fallen der Patientin ins Koma aus 
(Bartholow 1874a und 1874b).  

1896 konnte durch den französischen Physiker Jacques Arsenne d’Arsonval gezeigt werden, 
dass ein starkes niederfrequentes am Gehirn angelegtes elektrisches Feld Wirbelströme im 
Gewebe auslöst. Er platzierte den Kopf seiner Probanden in einer Induktionsspule. Die 
Probanden nahmen dabei Phosphene war, klagten über Schwindel oder wurden sogar 
bewusstlos (d'Arsonval 1896).  

In den darauffolgenden Jahren wurde allerdings das Augenmerk erst einmal auf die direkte 
Stimulation gesetzt. Es wurden viele intraoperative Kortexreizungen durchgeführt, vor allem 
geprägt durch einen der bedeutendsten Neurochirurgen des 20. Jahrhunderts, Harvey 
Cushing. Er reizte den postzentralen Gyrus und konnte damit auch erstmals sensible Effekte 
nachweisen (Cushing 1909). Die Reizuntersuchungen von Penfield und Boldrey 1937 legten 
den Grundstein für die Entwicklung des heute bekannten motorischen und sensiblen 
Homunculus (Penfield und Boldrey 1937). 

Eine Stimulation ohne Eröffnung des Schädels gelang erstmals Gualtierotti und Paterson 
1954, zunächst an Affen, dann am Menschen. Mittels einer bipolaren Elektrode an der 
Kopfhaut wurde der motorische Kortex gereizt, was Muskelkontraktionen auslöste. Aufgrund 
der hohen Schmerzhaftigkeit war diese Methode jedoch nicht praktikabel (Gualtierotti und 
Paterson 1954). 

Im Jahr 1980 führten Merton und Morton in einem Selbstversuch erstmals eine nicht-invasive 
transkranielle elektrische Stimulation des Motorkortexes mit einem Hochvoltstimulator durch. 
Auch hier konnten Muskelzuckungen ausgelöst werden, deren Muskelsummenpotentiale 
denen von direkter Kortexreizung entsprachen. Auch diese Methode war schmerzhaft und 
führte zu einer starken Kontraktion der Muskulatur unter den Elektroden, wodurch sie nicht 
für den Routineeinsatz in Frage kam (Merton und Morton 1980). 

Der erste Magnetstimulator für Einzelreize wurde 1965 von Bickford und Fremming 
entwickelt. Problematisch bei diesem Gerät waren jedoch die langen magnetischen 
Nachschwingungen (Bickford und Fremming 1965). Im Frühjahr 1985 wurde schließlich 
durch die Zusammenarbeit von Barker, Jalinous und Freeston an der Universität von 
Sheffield ein Gerät entwickelt, welches allen Anforderungen entsprach und damit die 
Grundlage für die Anwendung der transkraniellen Magnetstimulation (TMS) in Forschung 
und Diagnostik geschaffen (Barker et al. 1985). 

Neben dem Stimulationsgerät an sich, war auch die Weiterentwicklung der Spulen von 
entscheidender Bedeutung. Im Jahr 1989 wurde die achterförmige Doppelspule von der 
Schweizer Arbeitsgruppe um Rösler entwickelt, um möglichst fokal zu stimulieren. Sie 
zeigten in Ihren Untersuchungen, dass die Stimulation mit einer Achterspule wesentlich 
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effektiver und fokaler durchgeführt werden kann, als mit einer Rundspule (Rösler et al. 
1989.) 

Des Weiteren wurden auch verschiedene Stimulationsprotokolle entwickelt. Zu den 
Wichtigsten zählt die repetitive TMS (rTMS). Um mehrere aufeinanderfolgende Reize 
hintereinander applizieren zu können, war es nötig die Reize von zwei Magnetstimulatoren 
über die gleiche Spule zu entladen. Solch einen Stimulator, der Salven von bis zu 60 Hz 
abgeben konnte, entwickelte die Firma Cadwell Anfang der 90er Jahre. Durch dieses 
Protokoll konnten für minutenlang anhaltende Effekte erreicht werden. Die nächste 
Verbesserung war die Entwicklung des repetitiven Theta-Burst Protokoll (TBS) von J. C. 
Rothwell. Dessen Vorteil ist, dass nur relativ schwache Reize nötig sind, um einen Effekt zu 
erzielen und dieser noch langanhaltender ist (Huang et al. 2005). 

 

1.3.2. Physikalische Grundlagen 

Das Grundprinzip der TMS beruht auf der elektromagnetischen Induktion. Wird ein 
Wechselstrom an einer Spule angelegt, entsteht ein sich zeitlich veränderndes magnetisches 
Feld im rechten Winkel zur Spulenoberfläche. Dieses lässt sich durch die Flussdichte B, 
angegeben in Tesla (T) und die Feldstärke H, angegeben in Ampere pro Meter (A/m), 
charakterisieren. Bildlich dargestellt wird ein magnetisches Feld durch Feldlinien. Die Anzahl 
der Feldlinien entspricht dem magnetischen Fluss Φ (Wb).   

Das Magnetfeld kann die Kopfhaut, die Schädeldecke und die Hirnrinde nahezu ungehindert 
durchdringen, weshalb keine Schmerzrezeptoren aktiviert werden und somit eine 
schmerzfreie Applikation der Magnetstimulation möglich ist. Durch den geringeren 
Gewebswiderstand der grauen Substanz gegenüber der Weißen, kommt der Effekt der TMS 
vor allem in den äußeren kortikalen Arealen zum Tragen. Dies zeigten Edgley et al. 1990 in 
Untersuchungen an Affen (Edgley et al. 1990). Die Eindringtiefe ist aufgrund der Abnahme 
der magnetischen Feldstärke mit zunehmendem Abstand von der Spule, begrenzt. Bei 
kommerziellen Spulen liegt sie bei maximaler Reizintensität bei bis zu 6 cm. 

Durch das Magnetfeld entsteht im Gewebe, parallel zur Spulenoberfläche, ein elektrisches 
Feld. Dieses führt an den Nervenzellen zur De- oder Hyperpolarisation. Wie stark diese 
ausfällt, hängt vor allem vom räumlichen Gradienten und eher weniger von der Stärke des 
Feldes ab.  Der Gradient sollte in der Richtung des Axons verlaufen. Im Gehirn verlaufen die 
Axone allerdings nicht gerade, sondern sind gekrümmt wodurch immer ein bestimmter 
Gradient vorhanden ist. Die maximale Reizung des Gewebes liegt demnach dort, wo das 
elektrische Feld am stärksten ist. Wird nun die Reizschwelle des Axons überschritten, kommt 
es zum Auslösen eines Aktionspotentials. Im Gegensatz zur Stimulation eines peripheren 
Nervs, werden durch die Hirnstimulation eine Vielzahl von verschiedenen Neuronen 
gleichzeitig gereizt. Innerhalb eines Kortexareals sind die Neurone durch Synapsen 
miteinander verknüpft. Die Kortexareale untereinander wiederum durch Interneurone und 
auch zu den subkortikalen Regionen bestehen Verbindungen.  Dadurch kann das Auslösen 
eines Aktionspotentials an einem Neuron einen weitreichenden Effekt haben.  

 

1.3.3. Aufbau des Stimulators 

Der Magnetstimulator besteht aus 3 Teilen: dem Pulskondensator, einem 
Hochleistungsthyristor und einer Stimulationsspule. Der Pulskondensator wird mit der 
gewünschten Spannung (bis 3000 V) aufgeladen, welche sich dann langsam abbaut und 
dabei als Strom (bis 5000 A) über den Thyristor zur Spule fließt und dort das Magnetfeld 
aufbaut. Anschließend nimmt die Spannung in der Spule wieder ab und im Kondensator baut 
sich eine Gegenspannung auf. Die Pulsenergie schwingt zwischen Kondensator und Spule 
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Abb. 1.1. Verteilung der elektrischen Feldstärke a) einer Rundspule b) einer 

Doppelspule (verändert nach Kammer und Thielscher 2003) 

hin und her, was als elektrischer Schwingkreis bezeichnet wird. Die Spannung folgt der Form 
einer Kosinusfunktion, die Stromstärke der einer Sinusfunktion. Die Dauer des Auf- und 
Abbauens der Feldenergie liegt bei 50–100 µs.  

Bei monophasischen Stimulatoren ändert sich die Polarität nicht, die Spannung fließt nicht 
zurück in den Kondensator, sondern wird über einen Widerstand und eine Diode abgebaut, 
was jedoch eine starke Wärmebildung und einen hohen Energieverbrauch zur Folge hat. 

Bei biphasischen Stimulatoren wird ein zweiter Thyristor eingebaut, der bereits nach einer 
Halbwelle den Stromfluss unterbricht. Die Energie wird zurück in Kondensator gespeist, 
woraus eine geringere Wärmebildung und niedrigerer Energieverbrauch resultieren. Bei 
repetitiven Stimulatoren werden biphasische Stimulatoren verwendet, um eine Frequenz von 
bis zu 100 Hz zu erreichen. 

 

1.3.4. Stimulationsspulen 

Benutzt werden zwei verschiedene Spulentypen: die Rundspule und die Achterspule, auch 
achtförmige oder Doppelspule genannt. Oft besitzen diese einen ferromagnetischen Kern.  

Die Rundspule war die als erstes entwickelte Spule. Das Maximum des Magnetfelds befindet 
sich im Zentrum der Spule, das des induzierten elektrischen Feldes hingegen folgt ringförmig 
dem Spulenaufbau. Hieraus resultiert, dass genau unter dem Zentrum der Spule keine 
Reizung des Gewebes erfolgt. Mit ihr ist eine genaue fokale Stimulation nicht möglich. Der 
induzierte Strom verläuft in entgegengesetzter Richtung zum Strom in der Spule. 

Die Achterspule besteht aus zwei nebeneinander angeordneten Rundspulen. Der Stromfluss 
läuft in beiden Teilen entgegengesetzt, wodurch sich die induzierten elektrischen Felder am 
Berührungspunkt summieren. Dadurch befindet sich das Maximum des elektrischen Feldes 
in der Mitte der Spule. Mit dieser Spule ist die Stimulation eines sehr kleinen Areals möglich, 
wodurch sie in Forschung und Diagnostik vielseitig einsetzbar ist. 
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1.3.5. Repetitive transkranielle Magnetstimulation 

Bei der rTMS werden die Pulse in einer bestimmten zeitlichen Abfolge wiederholt 
verabreicht. Hierbei unterscheidet man zwischen verschiedenen Protokollen. Bei der 
konventionellen rTMS wird eine Reizserie von mehr als zwei Einzelreizen appliziert. Dabei 
wird zwischen „hochfrequenter“ rTMS mit einer Wiederholungsrate von mehr als 5 Hz und 
„niederfrequenter“ mit einer Wiederholungsrate von ungefähr 1 Hz, differenziert 
(Wassermann 1998). Je nach Frequenz ist die Auswirkung auf die neuronalen Strukturen 
verschieden. Stimuliert man hochfrequent wird die kortikale Erregbarkeit erhöht, stimuliert 
man niederfrequent, sinkt diese (Chen et al. 1997). Bei der Doppelpuls-rTMS werden 
repetitiv Paare von Stimuli verabreicht. Werden zwei neuronale Strukturen in einem zeitlich 
gleichbleibenden Abstand nacheinander stimuliert, spricht man von der paarig-assoziativen 
Stimulation (PAS). Das wichtigste Protokoll der rTMS ist die TBS. Dabei werden alle 200 ms 
drei Pulse im Abstand von 20 ms, sogenannte Bursts, appliziert. Je nachdem, ob die 
Stimulation intermittierend oder kontinuierlich erfolgt, entsteht eine erregende oder 
hemmende Wirkung der Stimulation (Huang et al. 2005).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.3.6. Anwendung der TMS 

Eine der ersten praktischen Anwendungen der TMS bestanden darin, motorisch evozierte 
Potentiale (MEP) auszulösen und darüber die kortikospinalen motorischen Bahnen zu 
untersuchen. MEPs sind Spannungsänderungen in der Muskulatur, welche durch eine 
Reizung des primären motorischen Kortexes entstehen. Da, im Gegensatz zur Stimulation 
eines einzelnen peripheren Nervs, bei dem das Aktionspotential eine synchrone Aktivierung 
der motorischen Einheiten auslöst, durch die TMS eine Vielzahl von kortikalen, spinalen und 
neuromuskulären Neuronen, Interneuronen und Synapsen beeinflusst werden, entsteht eine 

Abb. 1.2. Verschiedene Stimulationsprotokolle der rTMS a) konventionelle rTMS 
niederfrequent (1 Hz) und hochfrequent (≥ 5 Hz) b) Doppelpuls-rTMS mit 
Interstimulusintervallen von 1,5 ms und 3 ms c) kontinuierliche und 
intermittierende TBS d) assoziative rTMS mit Interstimulusintervallen von 10 ms 

und 25 ms (nach Siebner und Ziemann 2007) 
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zeitversetze Antwort an den einzelnen motorischen Einheiten. Die Potentiale addieren sich 
und heben sich gegenseitig auf, wodurch eine geringere Amplitude, eine längere Dauer und 
eine andere Form der Kurven als bei Muskelsummenpotentialen entstehen. Die 
Aufzeichnung der Reaktion auf die Stimulation erfolgt als Muskelaktionspotential. Beurteilt 
wird das MEP klinisch dann vor allem hinsichtlich Amplitude und Latenz. Bei Erkrankungen 
wie Multiple Sklerose, Amyotrophe Lateralsklerose, Parkinson, Myelopathien und Epilepsie 
sind Veränderungen im MEP sichtbar (Barker et al. 1986). Nach einem Schlaganfall ist es 
möglich durch ein MEP eine Aussage über die Prognose zu treffen. Bei Patienten mit 
psychischen Erkrankungen, wie Schizophrenie und Depressionen, wurden ebenfalls 
Veränderungen im MEP festgestellt (Samii et al. 1996, Shajahan et al. 1999, Reid et al. 
2002). 

Relativ früh wurde der rTMS eine antidepressive Wirkung zugesprochen. R. G. Bickford 
beschrieb nach Eigenversuchen 1986 eine stimmungsaufhellende Wirkung. Daraufhin 
wurden viele Studien durchgeführt, die die antidepressive Wirkung nachwiesen (Höflich et al. 
1993, George et al. 1995). Eine Analyse von Einzelstudien zeigt jedoch, dass die Ergebnisse 
sehr variabel ausfallen, aber zumindest eine Symptomreduzierung nach rTMS festzustellen 
ist (Herrmann et al. 2006). Heute wird rTMS entweder in der Primärtherapie in Kombination 
mit antidepressiver Medikation angewendet, um das Ansprechen auf die Antidepressiva zu 
erhöhen oder bei therapieresistenten Depressionen. Die Resultate sind weiterhin sehr 
unterschiedlich.  

Bei Schizophrenie werden mit niederfrequenter rTMS die therapieresistenten akustischen 
Halluzinationen behandelt. Positive Ergebnisse gab es hauptsächlich bei Studien mit einer 
hohen Pulszahl von mehr als 10.000 Pulsen (d’Alfonso et al. 2002, McIntosh et al. 2004, 
Fitzgerald et al. 2005, Poulet et al. 2005). 

Da durch die Studien an Menschen die Effekte der TMS auf zellulärer Ebene nicht 
ausreichend zu untersuchen sind, wurden auch vermehrt tierexperimentelle Untersuchungen 
durchgeführt. Ein Problem hierbei stellt der Größenunterschied zwischen den Gehirnen dar. 
Es ist selbst mit kleinen Spulen nicht möglich, ein bestimmtes Kortexareal genau zu 
stimulieren und auch die Effizienz der Stimulation nimmt mit Abnahme des Radius des 
Gehirns ab (Weissmann et al. 1992). Keck et al. zeigten über Verhaltenstests, dass die 
Anwendung von rTMS einen antidepressiven Effekt haben kann, wobei eine hochfrequente 
rTMS einen stärkeren Effekt als die niederfrequente verursacht (Keck et al. 2001). Eine 
Untersuchung an Rennmäusen zur Gedächtnisbildung zeigte, dass die rTMS Applikation 
nach einem Training die Ausbildung des Kurzzeitgedächtnisses stört, die Wirkung aber nur 
etwa 30 min anhält (Wang et al. 2006). 

 

1.3.7. Nebenwirkungen 

Vor allem in den ersten Jahren nach der Entwicklung der TMS gab es noch große Bedenken 
bezüglich möglicher Nebenwirkungen der Stimulation. Die am häufigsten berichtete 
Nebenwirkung sind Spannungskopfschmerzen. Bei der Anwendung von rTMS mit hoher 
Intensität und Frequenz wurden in einigen Studien, vor allem bei vorbelasteten Patienten, 
epileptische Anfälle ausgelöst (Hömberg et al. 1989, Classen et al. 1995). Aber auch bei 
Menschen, welche im Vorfeld keine neurologischen Auffälligkeiten zeigten, konnten Anfälle 
ausgelöst werden (Pascual-Leone et al. 1992). Die Einnahme von Medikamenten kann die 
Wirkung der TMS ebenfalls beeinflussen (Conca et al. 2000). Auf Grund dieser Ergebnisse 
wurden bestimmte Sicherheitsrichtlinien für Intensität, Frequenz und Dauer festgelegt 
(Wassermann et al. 1998). Des Weiteren empfinden manche Patienten das bei der 
Applikation der TMS auftretende, laute Knackgeräusch als unangenehm.  Eine schädliche 
Langzeitwirkung kann bisher nicht beobachtet werden (George et al. 1999). 
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1.3.8. Zelluläre Wirkung  

Die genauen zellulären Wirkmechanismen der TMS sind bis heute größtenteils ungeklärt.   
Der Zweitbetreuer dieser Arbeit, Prof. Dr. Klaus Funke der Ruhr-Universität Bochum, ist 
führend auf diesem Forschungsgebiet. Er konnte mit Hilfe von Rattenmodellen zeigen, dass 
die Expression von Calcium-bindenden Proteinen je nach TMS Protokoll unterschiedlich 
beeinflusst wird. Nach einer intermittierenden Theta-Burst Stimulation (iTBS) ist die 
Expression von PV verringert, CB und Calretinin (CR) hingegen sind unverändert. Ein Tag 
nach iTBS Applikation gleicht sich die PV Konzentration wieder etwas dem Ausgangswert 
an, allerding ist bis 7 Tage nach der Stimulation eine Abweichung zu erkennen. Nach einer 
kontinuierlichen TBS (cTBS) kommt es zu einer Erniedrigung der CB Expression, dieser 
Effekt ist allerdings nur 24 h zu erkennen. PV wird hier kaum beeinflusst (Benali et al. 2011). 
Eine Studie zum Zeitverlauf der Expression verschiedener Aktivitätsmarker nach iTBS von 
Hoppenrath et al. zeigten einen Anstieg der Expression von cFos, zif268 und GAD 65 nach 
10–20 min, eine Reduktion von GAD 67, PV und CB nach 40–80 min und nach 160 min 
schließlich einen Abfall von GAD 65 und cFos (Hoppenrath und Funke 2013). Jazmati et al. 
zeigten neben einer Reduktion der PV Expression nach iTBS einen gleichzeitigen Anstieg 
der Neuropeptid Y Expression (Jazmati et al. 2018). Neuropeptid Y kommt im 
Nervengewebe vor und beeinflusst die synaptische Signalübertragung.  

Das Alter der Tiere kann einen Einfluss auf den TMS Effekt haben. Die Reduktion der PV 
Expression nach iTBS konnte bei Ratten erst nach dem 32. Lebenstag, mit einem Höhepunkt 
am 40. Lebenstag, festgestellt werden, wenn sich das perineurale Netzwerk entwickelt (Mix 
et al. 2015). In elektrophysiologischen Untersuchungen konnte dies bestätigt werden. Mit 
zunehmendem Alter der Ratten wurde wieder eine verringerte Erregbarkeit festgestellt 
(Hoppenrath et al. 2016). Auch Unterschiede in der Wirkung der rTMS zwischen 
verschiedenen Rattenzuchtlinien sind sichtbar (Mix et al. 2014). Eine weitere Studie von Mix 
et al. beschäftigte sich mit dem Einfluss der TBS auf das Lernverhalten der Tiere. Hier 
konnte gezeigt werden, dass iTBS die Lernleistung verbessert, cTBS hingegen keinen 
Einfluss hat (Mix et al. 2010).  
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1.4. Ziel der Arbeit 

Aufgrund der großen Lebenszeitprävalenz und hohen Rückfallrate bei Schizophrenie ist die 
Forschung weiterhin bestrebt, eine alternative Behandlungsmöglichkeit zu Pharmakotherapie 
und Psychotherapie zu finden. Die TMS gilt hierbei als sehr vielversprechend. Wie einige 
Studien zeigten, ist die Wirkung der TMS mit hoher Wahrscheinlichkeit während der 
Entwicklung der neuronalen Strukturen am effektivsten (Mix et al. 2015, Hoppenrath et al. 
2016), weshalb in diesem Projekt die Stimulation der Ratten noch vor der Pubertät erfolgt. 
Ziel der Arbeit ist es zu untersuchen, ob die frühe iTBS bei durch die Poly(I:C)-Behandlung 
vorbelasteten Tieren Einfluss auf den Verhaltensphänotyp im Erwachsenenalter nehmen 
kann. Durch diese Vorgehensweise kann des Weiteren die Langzeitwirkung der iTBS, 
sowohl bei Poly(I:C)-Tieren als auch bei NaCl-Kontrolltieren, genauer untersucht werden. 
Der Verhaltensphänotyp der Tiere wird durch eine Reihe an Verhaltensversuchen bestimmt. 
Um die Langzeitwirkung auf zellulärer Ebene zu analysieren, wird eine Immunhistochemie 
(IHC) von bestimmten Regionen des Gehirns, welche eine bedeutende Rolle in 
Lernverhalten, Gedächtnisbildung, Ängstlichkeit, Emotionen und Motivation spielen, 
angefertigt. Immunhistochemisch dargestellt werden die Markerproteine NeuN, PV, CB, 
cFos, GAD 67 und BDNF. Sie geben Hinweise auf Veränderungen in der neuronalen 
Aktivität und Plastizität und ermöglichen damit einen Vergleich zwischen Poly(I:C)-Tieren 
und Kontrolltieren. Dieser Teil der Arbeit trägt wesentlich zur Entschlüsselung der noch 
weitestgehend unbekannten zellulären Wirkmechanismen der TMS bei.  

Das weitergehende Ziel dieser Arbeit ist im Rattenmodell herauszufinden, ob die TMS 
translational möglicherweise eine Behandlungsoption für Kinder darstellt, welche aus 
prädisponierten Familien stammen. Durch eine TMS Applikation vor der Pubertät könnte die 
Ausprägung des Krankheitsbildes Schizophrenie abgeschwächt oder im besten Fall 
verhindert werden. 

Einleitung
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2. Material und Methoden 

2.1. Ethikstatement 

Alle Tierversuche sind von der zuständigen Behörde, dem Landesamt für Natur, Umwelt und 
Verbraucherschutz Nordrhein-Westfalen, Recklinghausen unter dem Aktenzeichen 
84-02.04.2014.A294 zum 17.11.2014 genehmigt. Es wurde sich jederzeit streng an die 
Vorgaben der Richtlinie 2010/63/EU des Europäischen Parlaments und des Rates vom 22. 
September 2010 zum Schutz der für wissenschaftliche Zwecke verwendeten Tiere sowie an 
das Tierschutzgesetz, die Tierschutz-Versuchstierverordnung und die Richtlinien der 
Federation of European Laboratory Animal Science Associations (FELASA) gehalten.  

 

2.2. Studiendesign 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die Versuche beginnen am 15. Gestationstag mit der Injektion von Poly(I:C) oder NaCl in die 
Schwanzvene des trächtigen Muttertiers. Sind die Jungtiere 5 Wochen alt, werden sie an den 
Menschen, die Versuchsräume und die iTBS gewöhnt. Ab der 6. LW erfolgt über 10 Tage die 
iTBS Behandlung. In der 10. LW werden die Tiere an die Verhaltensversuche gewöhnt, 
welche anschließend ab der 11. LW über 10 Tage durchgeführt werden. Im Alter von 13 
Wochen werden die Tiere perfundiert, die Gehirne entnommen und für die folgende 

15. Gestationstag Poly(I:C)-Injektion

5. Lebenswoche (LW) Habituation iTBS

6. LW iTBS über 10 Tage  

10. LW Habituation Verhaltensversuche

11. LW Verhaltensversuche über 10 Tage

13. LW Perfusion + Fixation der Gehirne

Immunhistochemie

Auswertung

Abb. 2.1. Zeitlicher Ablauf der Versuche 
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Immunhistochemie fixiert. Nach dem Abschluss der Tierversuche wird die Immunhistochemie 
angefertigt und diese und die Verhaltensversuche ausgewertet. 

 

2.3. Versuchstiere und Gruppen 

Für die Versuche werden ausschließlich männliche Wistar Ratten verwendet, welche in der 
zentralen Versuchtierhaltung der medzinischen Fakultät der Ruhr-Universität Bochum 
geboren werden. Die tragenden Muttertiere stammen von Charles River (Sulzfeld, 
Deutschland) und werden am 13. Gestationstag eingestallt. Die Jungtiere werden einzeln bis 
in 4er Gruppen in Makrolonkäfigen Typ IV mit den Maßen 59 cm x 38 cm x 21 cm in 
Tierhaltungsschränken mit Filtersystem gehalten. Die Temperatur beträgt zwischen 21 und 
23 °C. Für bestimmte Versuche werden sie vorübergehend in Einzelkäfige Typ III mit den 
Maßen 43 cm x 26 cm x 19 cm gesetzt. Der Tag-Nacht-Rhythmus beträgt 12 h, wobei das 
Licht von 6 bis 18 Uhr eingeschaltet ist. Innerhalb dieses Zeitraums werden alle Experimente 
durchgeführt, um die Tiere nicht in ihren Ruhephasen zu stören. Futter- sowie 
Wasseraufnahme ist den Ratten ad libitum möglich.  Gefüttert wird das pelletiertes 
Versuchstierfutter Ratte/Maus-Haltung (V1534-000) der Firma Ssniff Spezialdiäten GmbH, 
Soest. Die Tiere sind zwischen 5 und 13 Wochen alt und haben ein Anfangsgewicht 
zwischen 105 g und 159 g. Die iTBS Behandlung beginnt im Alter von 6 Wochen, die 
Verhaltensversuche im Alter von 11 Wochen.  

Die Einteilung der Tiere erfolgt randomisiert in 4 Vergleichsgruppen: Poly(I:C) mit iTBS 
Behandlung (Verum; n=14), Poly (I:C) ohne iTBS (Sham; n=13) sowie NaCl mit iTBS 
Behandlung (NaCl Verum; n=12) und NaCl ohne iTBS (NaCl Sham; n=12). Die 
Gesamttierzahl beträgt 51 Ratten. 

 

2.4. Poly(I:C)-Injektion 

Dem trächtigen Muttertier wird am 15. Gestationstag Poly(I:C) injiziert. Benutzt wird das 
Poly(I:C) P1530 von Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland) in einer 0.4 %igen Lösung 
verdünnt mit NaCl.  Für die Injektion werden die Tiere mit Isofluran in einem Exsikkator in 
Narkose gelegt und anschließend in einem Restrainer fixiert. Die Injektion von 1 ml/kg der 
0.4 %igen Poly(I:C)-Lösung erfolgt in eine der Schwanzvenen. Die Kontrolltiere erhalten eine 
Injektion von 1 ml/kg steriler NaCl-Lösung. 

 

2.5. Intermittierende Theta-Burst-Stimulation 

Um eine fehler- und stressfreie TMS Anwendung zu ermöglichen, werden die Tiere in der 5. 
Lebenswoche täglich an den Kontakt zum Menschen, die Versuchsräume und das TMS 
Gerät gewöhnt. Hierbei lernen sie für 5 min still unter der Magnetspule zu sitzen. Im Alter von 
6 Wochen beginnt über 10 Tage die Behandlung mit TMS. Verwendet wird das Gerät Rapid 
2 von Magstim (Whitland, US) mit einer Achterspule. Der Kopf der Ratte wird mittig unter 
dem Spulenzentrum platziert, wo sich das Maximum des elektrischen Feldes befindet und 
mit den Fingern in Position gehalten. Der Abstand zur Spule ist so gering zu halten, dass das 
Fell die Spule berührt, die Kopfhaut jedoch nicht. Die Stimulationsrichtung ist lateromedial. 
Ziel ist es, die Neurone des Corpus callosum zu stimulieren. Verwendet wird ein Protokoll 
repetitiver, intermittierender Stimulation, die iTBS, bei dem in 3 Blöcken à 600 Pulse alle 
20 min (Pulsanzahl: 3, Burstanzahl: 10, Burstfreqeunz: 4 Hz, Frequenz: 50 Hz) stimuliert 
wird. Zwischen den einzelnen Blöcken wird die Ratte wieder zurück in den Käfig gesetzt. Mit 
den Sham-Tieren wird ebenso verfahren, allerdings mit einem Abstand von ca. 15 cm zur 
Magnetspule. 
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Abb. 2.2. Positionierung der Ratte unter der Magnetspule zur iTBS 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.6. Verhaltensversuche 

2.6.1. Elevated Plus Maze (EPM) 

Das plusförmig gebaute Labyrinth besteht aus 2 offenen und 2 geschlossenen sich 
gegenüberliegenden Armen aus grauen Plastikplatten. Die geschlossenen Arme sind 90 cm 
lang, 8 cm breit und haben eine seitliche Begrenzung von 19 cm Höhe. Die Offenen sind 
90 cm lang und 20 cm breit. In der Mitte befindet sich eine Plattform von 20 cm x 20 cm. Das 
Labyrinth ist in einer Höhe von 62 cm angebracht. 

Die Ratte wird in die Mitte des Kreuzes mit dem Kopf zu einem der offenen Arme zeigend 
gesetzt. Nun wird über einen Zeitraum von 5 min ihr Verhalten im Labyrinth mit einer Kamera 
auf Video aufgenommen. Ausgewertet wird anschließend das Verhältnis der verbrachten Zeit 
in den offenen zu der in den geschlossenen Abschnitten. 

 

2.6.2. Novel Object Recognition (NOB) 

Benutzt wird eine oben offene graue Plastikkiste mit den Maßen B 85 cm x T 85 cm x H 
45 cm und einer Wandstärke von 1 cm. Als Objekte dienen ein grüner Zylinder mit einem 
Durchmesser von 10 cm, ein gelber Quader mit einer Kantenlänge von 8 cm, ein blaues 
dreiseitiges Prisma mit einer Kantenlänge von 9 cm und ein rotes sechsseitiges Prisma mit 
einer Kantenlänge von 5.5 cm. Alle Objekte sind 20 cm hoch. Die äußere Ummantelung 
besteht aus Plastik. Die Aufzeichnung des Versuches erfolgt mit einer Videokamera und dem 
Programm Pinnacle Studio 10.6. 

Um die Tiere an die Umgebung zu gewöhnen, werden sie in der Woche vor dem eigentlichen 
Test für 45 min in die leere Kiste gesetzt. Zum Versuch werden 2 verschiedene Objekte in 
die Kiste gestellt, zwischen welche die Ratte mittig gesetzt wird. Für 10 min wird das 
Verhalten der Ratte mit der Kamera aufgezeichnet. 1 h nach dem ersten Durchgang erfolgt 
der Zweite, bei dem ein Objekt ausgetauscht wird. Wiederum 24 h später erfolgt der dritte 
Durchgang, bei dem das zuvor neue Objekt wiederum durch ein anderes ausgetauscht wird. 
Um eine Präferenz für ein bestimmtes Objekt auszuschließen, wird für jede Ratte eine 
andere Abfolge der Objekte gewählt (siehe Anhang, Tab. 1). 

Gemessen wird, wie lange sich die Ratte mit den jeweiligen Objekten beschäftigen und 
anschließend der Diskriminations-Index (DI) mit folgender Formel berechnet: 

DI=
tneu-talt

tneu+talt
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Hierbei entspricht tneu der Beschäftigungsdauer mit dem neuen Objekt und talt der 
Beschäftigungsdauer mit dem alten Objekt. 

 

2.6.3. Porsolt Forced Swim Test (PF) 

Für den Porsolt Forced Swim Test (PF) werden 2 Acrylglaszylinder mit einer Höhe von 
50 cm und einem Durchmesser von 20 cm benutzt. In diese wird 30 cm hoch Wasser mit 
einer Temperatur von 25 °C ±2 °C gefüllt. Im ersten Durchgang werden die Ratten für 15 min 
in das Wasser gesetzt. 24 h später folgt der zweite Durchgang, mit einer Dauer von 5 min. 
Um Zeit zu sparen, werden immer 2 Ratten gleichzeitig getestet. Dazu werden die beiden 
Acrylglaszylinder nebeneinander platziert, jedoch durch eine Sichtschutzwand aus Pappe 
voneinander abgetrennt, um eine gegenseitige Beeinflussung zu vermeiden. Der Versuch 
wird auf Video aufgezeichnet und anschließend die Zeiten gemessen, wie lange die Ratten 
aktiv schwimmen und tauchen oder sich treiben lassen und daraus der Anteil der Immobilität 
berechnet. 

 

2.6.4. Morris Water Maze (WM) 

Benutzt werden ein rundes, schwarzes Wasserbassin mit einem Durchmesser von 180 cm 
und einer Höhe von 61 cm und eine durchsichtige 30.5 cm hohe Plattform aus Acrylglas mit 
einem Durchmesser von 12 cm.  Das Bassin wird in 4 Viertelkreise als Sektoren eingeteilt. 
Zentral an der Innenwand angebrachte rechteckige Markierungen mit gelb-schwarzen 
Symbolen sollen den Ratten zur Orientierung dienen.  Hierbei befinden sich im Norden 
senkrecht angebrachte schwarze Streifen auf gelbem Grund, im Osten ein gelber Kreis auf 
schwarzem Grund, im Süden waagerecht angebrachte schwarze Streifen auf gelbem Grund 
und im Westen ein gelbes Kreuz auf schwarzem Grund.  

Der Versuch wird mit einer Kamera und dem daran gekoppelten Water Maze Tracking 
Programm aufgezeichnet. Hierfür werden die Sektoren in 4 Farben (Nord = gelb, Ost = grün, 
Süd = blau, West = rot) und die Plattform als schwarzes Quadrat dargestellt. Für die Ratten 
wird ein passendes Farbspektrum aus verschiedenen Grautönen angelegt. Das Programm 
verfolgt automatisch die Bewegung der Ratte und zeichnet diese über den Zeitverlauf auf. 
Ein selbst geschriebenes Programm errechnet daraus die Dauer des Aufenthalts in den 
verschiedenen Sektoren, die zurückgelegte Gesamtstrecke, den mittleren Abstand zum 
Zentrum und zum Ziel und den Verhaltenstyp. 

Die Versuchsdauer beträgt 5 Tage. Die Plattform befindet sich immer am gleichen Standort 
im Bassin (mittig im nördlichen Sektor). Am ersten Tag hat das Wasser eine Füllhöhe von ca. 
29.5 cm, sodass sich die Plattform knapp oberhalb des Wassers befindet und von der Ratte 
gesehen werden kann.  Es gibt 4 Durchgänge pro Ratte mit einer Pausenzeit von 1 h. In 
jedem Durchgang wird die Ratte in einen anderen Sektor in das Wasser gesetzt. Wird die 
Plattform gefunden, wird die Zeit gestoppt. Hat die Ratte nach dem Ablauf von 90 s die 
Plattform nicht gefunden, wird sie durch plätschern auf der Wasseroberfläche zu ihr geführt. 
Anschließend werden ihr 20 s bis 30 s Zeit gegeben um sich umzuschauen und die 
Umgebung einzuprägen.   

An den Tagen 2 bis 4 wird die Wasserfüllhöhe auf ca. 31.5 cm erhöht, sodass die Plattform 
nun knapp unterhalb des Wassers liegt. Es werden wieder 4 Durchläufe pro Ratte 
durchgeführt, bei denen die Reihenfolge der Startpositionen variiert. Am letzten Tag wird die 
Plattform entfernt. In einem einzigen Durchgang wird nun über 90 s aufgezeichnet, wie oft 
die Ratten die Plattform gefunden hätte.  

Material und Methoden
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Immer wenn die Ratten aus dem Wasser geholt werden, werden sie anschließend 
abgetrocknet und 1 h auf Heizmatten und unter Rotlicht zum Trocknen gesetzt. 

 

2.6.5. Sucrose Consumption Test (SC) 

Für den SC wird gezuckerte Kondensmilch der Marke Milchmädchen mit Leitungswasser in 
einem Verhältnis von 1:3 gemischt und in die den Tieren bekannten Trinkflaschen gefüllt.  
Eine Woche vor dem eigentlichen Test werden die Ratten an die Versuchsbedingungen 
gewöhnt. Dazu werden sie für 1 h in einen Einzelkäfig, in dem eine Flasche mit dem 
gezuckerten Wasser vorhanden ist, gesetzt.   24 h vor Testbeginn wird das Futter bis auf 
15 g pro Tier entfernt, die Wasseraufnahme ist weiterhin ad libitum erlaubt.    

Bevor der Test startet werden das Gewicht der Milchflaschen und das der Ratten 
aufgenommen. Anschließend werden die Ratten in die Einzelkäfige gesetzt und haben 5 min 
Zeit zur Habituation.  Dann wird ihnen das gezuckerte Wasser für 15 min angeboten. Nach 
Ablauf dieser Zeit werden die Ratten und die Flaschen erneut gewogen und die prozentuale 
Gewichtszunahme berechnet. 

 

2.6.6. Pre-Pulse Inhibition Test (PPI) 

Die Ratte wird in einen 22.5 cm x 9 cm x 9 cm großen Metallkäfig gesetzt und mit diesem 
mittig zwischen zwei Lautsprecher in eine schalldichte Kiste mit den Maßen von 50 cm x 
50 cm x 50 cm gestellt. In der Kiste herrscht ein permanentes Grundrauschen von 65 dB, 
welches durch Töne unterschiedlicher Lautstärke unterbrochen wird. Bevor die eigentliche 
Testphase beginnt, haben die Tiere 5 min Zeit sich an die Versuchsbedingungen zu 
gewöhnen. Die Versuchsdauer beträgt 40 min und beinhaltet 10 Trials, wobei jeder aus 8 
verschiedenen Pre-Pulse – Startle Kombinationen besteht, welche im Abstand von 25 s ±5 s 
aufeinander folgen (siehe Tab. 2.1.). Im Vorfeld werden 10 Teststartlepulse gegeben. Der 
Abstand zwischen Pre-Pulse und Startle beträgt 100 ms, die Dauer der Pulse 20 ms.  

Die Korrektheit der eingestellten Lautstärken wird mittels Schallpegelmessgerät von Voltgraft 
im Voraus überprüft. Über eine Detektorplatte unter dem Metallkäfig werden die 
Bewegungen der Ratte als Reaktion auf die Töne mit der Software Spike2 Version 3.21 
aufgezeichnet. Ausgewertet wird mittels eines selbst geschriebenen Programms die Stärke 
der Reaktion der Ratte und daraus die Inhibition berechnet. 
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2.7. Perfusion 

Eine Woche nach den Verhaltensversuchen werden die Ratten perfundiert. Dafür werden sie 
erst über die Inhalation von Isofluran im Exsikkator und dann über eine Pentobarbitalinjektion 
(Narcoren© 300 mg/kg Körpergewicht intraperitoneal (i.p.)) anästhesiert. Sobald die Tiere 
keinen Lidschlussreflex und keinen Tiefenschmerz mehr zeigen, wird der Thorax eröffnet. 
Nach der Freilegung des Herzes durch die Eröffnung des Perikards wird der linke Ventrikel 
mit einem kleinen Schnitt eröffnet und eine Spinalkanüle eingeführt. Über 5 min erfolgt nun 
eine intrakardiale Perfusion mit Ringer-Lösung, die zusätzlich mit 5.000 I.E. Heparin versetzt 
ist. Anschließend wird das Gewebe über eine 25-minütige Perfusion mit 4 %igem 
Paraformaldehyd (PFA) in Phosphatpuffer (PBS, pH 7.4) fixiert. Zum Druckausgleich wird 
der rechte Ventrikel mit einem kleinen Schnitt eröffnet. Nach einer Ruhezeit von 1 h wird das 
Gehirn vorsichtig aus dem Schädel heraus präpariert und in einem mit PFA gefüllten 
Röhrchen für 24 h bei 4 °C nachfixiert und anschließen in 30 %ige Saccharose-PBS Lösung 
kryoprotektiert. Eine Woche später werden die Gehirne mit einem Mikrotom (Kryomat 1703, 
Leica, Solms, Deutschland) in 30 µm dicke Frontalschnitte geschnitten. 

 

2.8. Histologie 

2.8.1. Nissl Färbung 

Die Nissl-Färbung ist eine Übersichtsfärbung, bei der basische Farbstoffe wie Kresylviolett, 
Toluidinblau oder Thionin an saure Bestandteile der Zellen, wie RNA und DNA, binden. 
Dadurch kommt es zur Violett- oder Blaufärbung von Zellkernen und Ribosomen. 
Angewendet wird die Färbung vor allem bei Nervengewebe, da Nervenzellen viel raues 
endoplasmatisches Retikulum enthalten, welches als sogenannte Nissl-Schollen angefärbt 
wird.  

Für diese Färbung wird jeder 12. Schnitt eines Gehirns auf einen mit Chromalaungelatine 
beschichteten Objektträger aufgezogen und über Nacht bei Raumtemperatur getrocknet.  
Anschließend erfolgt das Entfetten über eine absteigende Alkoholreihe. Dazu werden die 
Objektträger für jeweils 3 min zweimal in Xylol, in Isopropanol, zweimal in 100 %igen Ethanol 

Nr. Kombination Lautstärke 

0 pure Startle Pulse 100 dB 

1 Pre-Pulse low + Startle 69 dB     + 100 dB 

2 Pre-Pulse medium + Startle 73 dB     + 100 dB 

3 Pre-Pulse strong + Startle 83 dB     + 100 dB 

4 no Pulse at all   

5 pure Pre-Pulse low 69 dB 

6 pure Pre-Pulse medium 73 dB 

7 pure Pre-Pulse strong 83 dB 

Tab. 2.1. Pre-Pulse – Startle Kombinationen mit dazugehöriger Lautstärke 
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und abschließend in 70 %igen Ethanol gestellt. Die Objektträger werden danach in Aqua 
destillata (Aqua dest.) abgespült und für 3 min in einer 0.1 %igen Kresylviolett-Lösung 
gefärbt. Es folgt ein weiterer Spülgang in Aqua dest. zur Auswaschung der überschüssigen 
Farbe. Anschließend werden die Schnitte in eine aufsteigende Ethylalkoholreihe, bestehend 
aus 70 %igem Ethanol, zweimal 100 %igem Ethanol und Isopropanol differenziert und 
gleichzeitig dehydriert. Zuletzt werden die Objektträger zweimal 3 min in Xylol geklärt und mit 
dem Eindeckmittel Depex eingedeckt. 

Die Nissl-Färbung dient der Beurteilung der Qualität der Schnitte und der Auswahl der 
richtigen Schnittebenen, welche die für die IHC relevanten Regionen abbilden. 

 

2.8.2. Untersuchte Gehirnregionen 

In der IHC wird das Gehirn auf 4 Ebenen untersucht. Der erste zu betrachtende 
Frontalschnitt liegt 3.72 mm anterior des Bregma. Hier werden der prälimbische (PrL) und 
der infralimbische Kortex (IL) betrachtet. Bei 0.96 mm anterior des Bregma ist der Nucleus 
accumbens (NAcc) mit den Anteilen Core und Shell, zu finden. Außerdem wird 3.36 mm 
posterior des Bregma der dorsale (dHipp) und 5.52 mm posterior des Bregma der ventrale 
Hippocampus (vHipp) sowie das VTA betrachtet. Im Hippocampus werden die Schichten 
Stratum (Str) radiale, pyramidale und oriens von CA 1 und 3, sowie Hilus, Str. granulosum 
und moleculare des Gyrus dentatus (GD) untersucht. Diese Regionen wurden ausgewählt, 
da in diesen pathologische Veränderungen bei an Schizophrenie erkrankten Menschen als 
auch bei Tieren des Poly(I:C)-Modells zu finden sind (siehe Abschnitt 1.1.5. und 1.2.2.). 
Schizophrene zeigen Auffälligkeiten hinsichtlich Lernverhalten, Gedächtnisbildung, 
Ängstlichkeit, Emotionen und Motivation. Diese Verhaltenszüge werden in den betrachteten 
Gehirnregionen gesteuert. Um eine Aussage über die neuronale Aktivität dieser Regionen 
treffen zu können, wird die Expression der im Abschnitt 1.1.6. genannten Aktivitätmarker 
durch eine IHC untersucht. Es wurden Marker gewählt, die in bereits vorhanden Studien eine 
veränderte Expression bei Poly(I:C)-Tieren (z.B. Meyer et al. 2006a, Meyer et al. 2008c, Ito 
et al. 2010, Harvey und Boksa 2012, Labouesse et al. 2015, Casella et al. 2016)  , 
schizophrenen Menschen (z.B. Beasley und Reynolds 1997, Takahashi et al. 2000, Durany 
et al. 2001, Tooney und Chahl 2004, Fatemi et al. 2005 , Gibney et al. 2013, Boyajyan et al. 
2015, Han et al. 2017)  oder nach iTBS Applikation (z.B. Müller et al. 2000, Yukimasa et al. 
2006,  Zhang et al. 2007, Benali et al. 2011, Hoppenrath und Funke 2013, Mix et al. 2015, 
Thimm und Funke 2015) aufwiesen. 

Im folgenden Abschnitt werden die Aufgaben der einzelnen Gehirnstrukturen genauer 
erläutert. 
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Abb. 2.3. Untersuchte Gehirnregionen a) prälimbischer Kortex (PrL) und infralimbischer 
Kortex (IL) des präfrontalen Kortex b) Core (C) und Shell (S) des Nucleus accumbens 
(verändert nach Paxinos und Watson 2006) 
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Abb. 2.3. Untersuchte Gehirnregionen a) Cornu ammonis 1 (CA1), Cornu ammonis 3 (CA3) 
und Gyrus dentatus (GD) des dorsalen Hippocampus b) Cornu ammonis 1 (CA1), Cornu 
ammonis 3 (CA3) und Gyrus dentatus (GD) des ventralen Hippocampus und das ventrale 

tegmentale Areal (VTA) (verändert nach Paxinos und Watson 2006) 
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Der PFC der Ratte unterscheidet sich durch das Fehlen der inneren Körnerzellschicht IV in 
seinem Aufbau gegenüber dem des Menschen. Dadurch kommt es zu einer anderen 
Einteilung des medialen (mPFC), lateralen (lPFC) und orbitofrontalen Anteils (oPFC) des 
PFC. Der mediale Anteil wird unterteilt in einen dorsalen, welcher aus dem frontalen Areal 2 
und dem anterioren cingulären Kortex besteht und einen ventralen Teil, bestehend aus 
einem infralimbischen und einem prälimbischen Areal. Der laterale Anteil wird in den 
dorsalen und ventralen agranulären insulären Kortex unterteilt. Trotz der Unterschiede, kann 
man den mPFC der Ratte mit dem dorsolateralen PFC des Menschen gleichsetzen (Uylings 
und van Eden 1990, Uylings et al. 2003). Die Aufgaben des PFC sind sehr vielfältig. Unter 
anderem ist er beteiligt an Aufmerksamkeit, Entscheidungsfindung, zielorientiertem Handeln, 
Steuerung autonomer Funktionen, Gedächtnisbildung und Emotionen. Er ist mit vielen 
anderen Teilen des Neokortex, dem Thalamus, dem limbischen System, den Basalganglien 
und dem VTA verbunden. Bei den Basalganglien ist der NAcc des Striatum ein wichtiges 
Projektionsgebiet (Heidbreder und Groenewegen 2003). 

Der NAcc liegt im ventralen Teil der Basalganglien und verbindet das Putamen mit dem 
Nucleus caudatus. Er besteht aus einem inneren Anteil, dem sogenannten Core und einem 
äußeren Anteil, der Shell. Der NAcc gehört zum mesolimbischen System, dem 
Belohnungssystem des Gehirns. Er enthält eine Vielzahl von Dopamin D2-Rezeptoren, 
welche durch einen Input aus dem VTA stimuliert werden und Glücksgefühle auslösen. Des 
Weiteren spielt er eine Rolle bei der Entstehung von Sucht, emotionalem Lernen, Motivation 
und der Gedächtnisbildung. Der NAcc ist stark mit anderen Gehirnregionen verschaltet. 
Efferente Nervenfasern, welche im Shell entspringen, ziehen zum limbischen System, die 
aus dem Core vor allem zu motorischen Regionen.  

Der Hippocampus bildet die zentrale Schaltstation des limbischen Systems und besteht aus 
dem GD, dem Ammonshorn und dem Subiculum. Der GD besteht aus 3 Schichten und bildet 
den Eingang der Hippocampusformation. Die mittlere Schicht, das Str. granulare des GD 
bilden die Körnerzellen, deren Dendriten nach außen in das Str. moleculare und deren 
Axone nach innen in den Hilus ziehen.  Das Ammonshorn ist ebenfalls dreischichtig. Die 
Hauptzellen im mittleren Str. pyramidale bilden die Pyramidenzellen, deren Dendriten außen 
das Str. radiatum und innen das Str. oriens bilden. Dem Verlauf folgend wird das 
Ammonshorn in CA1–4 eingeteilt. Das CA1 grenzt an das Subiculum, welches den 
Übergang zum Kortex bildet. Der Hippocampus erhält über die Area entorhinalis 
Informationen von sensorischen Systemen um diese zu verarbeiten und an den Kortex 
weiterzugeben. Damit spielt er eine Rolle in der Bildung von Kurz- und Langzeitgedächtnis. 
Des Weiteren ist er für die räumliche Orientierung und die Steuerung von Emotionen, wie 
Angst, Wut und Freude, verantwortlich. Es wird außerdem zwischen dem dorsalen, dem 
intermediären und dem ventralen Hippocampus unterschieden. Der dorsale Teil ist für die 
Gedächtnisbildung verantwortlich, der Ventrale eher für die Beeinflussung von Emotionen 
und Verhalten (Fanselow und Dong 2010). 

Das VTA ist an der Aktivierung des mesolimbischen Systems beteiligt und damit ein Teil des 
Belohnungssystems des Gehirns. 

Bis die Schnitte für die IHC benötigt werden, werden sie in 30 %ige Saccharose in Glyzerin 
(à/à) in Kryoröhrchen bei -20 °C eingefroren. 
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2.8.3. Immunhistochemie 

Mit Hilfe der IHC kann man Proteine in Gewebsschnitten über eine Antigen-Antikörper-
Reaktion sichtbar machen. In dieser Arbeit wird ein indirekter Nachweis über die Avidin-
Biotin-Komplex-Methode angewendet. Die Grundlage der Reaktion ist die Bindung der 
Avidin-Biotin-Komplexe an die biotinylierten Sekundärantikörper. Avidin besitzt 4 
Bindungsstellen für Biotin Moleküle, woraus eine hohe Affinität zum Biotin resultiert und eine 
starke Reaktion ausgelöst wird. 

Als Erstes werden die Gehirnschnitte zur Vorbereitung 3mal 10 min in PBS Puffer gespült 
und dann zur Blockierung der endogenen Peroxidasen des Gewebes für 20 min in 
0.3 %igem Wasserstoffperoxid (H2O2) inkubiert um eine ungewünschte Hintergrundfärbung 
zu verhindern. Es folgt ein weiterer Spülgang in PBS für 3mal 10 min. Anschließend werden 
die Schnitte für 9 min in eine Lösung, bestehend aus 10 % Normalserum, 20 % Avidin in 
0.2 %igem TritonX100-PBS (PBS-TX), inkubiert. In diesem Arbeitsschritt werden 
unspezifische Bindungen, die durch Sekundärantikörper hervorgerufen werden können, 
sowie endogenes Biotin blockiert. Die Blockierung des endogenen Biotins und der 
unspezifischen Bindungen sollen ebenfalls eine ungewünschte Hintergrundfärbung 
verhindern. TritonX100 (TX) dient als Detergens und erhöhte die Membranpermeabilität für 
die Antikörper. Danach kommt es zur Inkubation mit dem Primärantikörper 
1 % Normalserum, 20 % Biotin in 0.2 % PBS-TX über Nacht. Als Primärantikörper dienen 
NeuN, CB, PV, BDNF, cFos und GAD 67. Parallel wird ein Schnitt pro Durchgang in der 
gleichen Lösung ohne Primärantikörper als Negativkontrolle inkubiert. Die Konzentration, 
Zusammensetzung und Herkunft der verwendeten Chemikalien, Lösungen, Puffer, 
Primärantikörper und Seren sind im Anhang in den Tabellen 2.–6. zu finden.  

Am nächsten Tag werden die Schnitte 3mal 10 min mit PBS gespült und über 90 min im 
biotinylierten Sekundärantikörper inkubiert.  Dieser ist 1:500 in PBS mit 0.1 % TX und 
1 % Normalserum verdünnt. Nach einem weiteren Spülgang folgt die 90-minütige Inkubation 
mit dem Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex (ABC). Die beiden Bestandteile A und B sind 
1:1000 in PBS mit 0.1 % TX und 1 % Normalserum verdünnt und müssen mindestens 30 min 
vor Benutzung zusammengeführt werden, um eine vollständige Komplexbildung zu 
gewährleisten. 

Vor dem letzten Arbeitsschritt, der Diaminobenzidin (DAB)-Reaktion, wird wieder gespült. Bei 
dieser Reaktion wird die Oxidation von DAB durch die Peroxidase katalysiert, wodurch eine 
Braunfärbung der Schnitte entsteht. Dazu werden die Schnitte für 8–10 min, bis die 
gewünschte Farbintensität erreicht ist, in 0.05 % DAB-Lösung und 0.01 % H2O2 gegeben. 
Anschließend erfolgt ein letzter Spülgang in PBS.  

Bei der IHC von cFos wird die Reaktion durch die Zugabe von Nickelammoniumsulfat 
verstärkt. Hier kommt es erst zu einer 5-minütigen Vorinkubation der Schnitte in 0.02 % 
DAB-Lösung mit 0.4 % Nickelammoniumsulfat in 0.05 M Tris-(hydroxymethyl)-
aminomethanhydrochlorid (Tris)-Puffer (pH 8) und anschließend werden sie mit 0.015 % 
H2O2 für 10 min inkubiert. Gespült wird 3mal 5 min in Tris-Puffer. 

Abschließend wurden die Schnitte auf mit Chromalaungelatine beschichtete Objektträger 
aufgezogen, luftgetrocknet, in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert, in Xylol geklärt 
und mit Depex eingedeckt. 
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2.9. Auswertung 

2.9.1. Mikroskopie  

Über ein Bildanalysesystem (Visitron Systems GmbH, Purchheim, Deutschland) bestehend 
aus dem Mikroskop DM LB 1001 (Typ 020-519.509, SN189660) von Leica (Solms, 
Deutschland), einer Kamera DFC300 FX, ebenfalls von Leica und dem Programm 
MetaMorph (Molecular Devices, San José, USA) werden in 10facher Vergrößerung Fotos 
von den zu betrachtenden Gehirnregionen angefertigt. Diese werden entweder automatisch 
über den Image Composite Editor 2.0.3.0 (Microsoft Research, Redmond, USA) oder, falls 
die Färbung zu hell ist, manuell über Gimp 2.8 (The GIMP Team) zusammengesetzt.  

 

2.9.2. Zellzählung    

Die Auszählung der Zellen erfolgt über Image J (Wayne Rasband, National Institutes of 
Health, USA). Dazu wird im Bild die zu untersuchende Region markiert. Das Programm 
berechnet die Größe des markierten Bereichs in µm² und die absolute Zellzahl. Daraus wird 
die Zellzahl pro mm² berechnet.   

Zellzahl in mm2 = Zellzahl in μm2 × 10
6
 

Die Zellzahl der durch NeuN angefärbten Neurone wird als Referenzwert gesehen. Es wird 
schließlich der prozentuale Anteil der Zellzahl der Markerproteine an der Zellzahl von NeuN 
errechnet.  

Zellzahl in % = 
ZellzahlMarkerprotein

ZellzahlNeuN

 × 100 

 

2.9.3. Messung der optischen Dichte 

Bei der Auswertung der IHC von BDNF ist eine Zellzählung nicht möglich, da eine sehr 
starke Hintergrundfärbung vorliegt. Deshalb wird mittels Image J die optische Dichte 
bestimmt. Dazu wird das Bild in ein Graustufenbild umgewandelt. Image J gibt dann die 
Dichte über Graustufenwerte zwischen 0 und 255 an. Je dichter der Bereich, umso kleiner 
die Zahl. Als Erstes wird ein Referenzwert als Weißabgleich bestimmt, dazu wird das Corpus 
callosum verwendet.  Anschließend wird die optische Dichte der zu untersuchenden Region 
gemessen. Diese beiden Werte werden jeweils von 255 subtrahiert um die reellen 
Dichtezahlen zu erhalten.  Die optische Dichte der Region erhält man anschließend durch 
die Subtraktion der reellen Zahl des Weißabgleiches von der reellen Zahl der untersuchten 
Region. 

 

2.9.4. Statistik 

Die für die Statistik benötigte Mindestgruppengröße wurde auf n=12 festgelegt. Diese Zahl 
resultiert aus Erfahrungswerten vorangegangener Studien dieser Arbeitsgruppe. In 
Untersuchungen mit iTBS Behandlung wurden bei einer Tierzahl von n=6 signifikante 
Ergebnisse erzielt. Da in den Untersuchungen dieser Arbeit zusätzlich die Faktoren Poly(I:C) 
und Verhaltensversuche eine Rolle spielen, wurde die Tierzahl entsprechen, im Sinne des 
3R-Prinzips (Replace, Reduce, Refine), angehoben.  

Die statistische Auswertung erfolgt mit SPSS 25 (International Business Machines 
Corporation, Armonk, USA). Nach Test auf Normalverteilung nach Shapiro-Wilk wird 
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entschieden welcher Test durchgeführt wird. Bei Normalverteilung wird der t-Test, die 
einfaktorielle ANOVA (eANOVA) mit Post-hoc Fischer-LSD und eine zweifaktorielle ANOVA 
(zANOVA) mit den Faktoren Poly(I:C)/NaCl und iTBS/Sham durchgeführt. Sind die 
Ergebnisse nicht normalverteilt, wird der Mann-Whitney-U-Test (U-Test) verwendet. Ein 
Ergebnis gilt als signifikant, wenn p<0.05. Extremwerte, die größer als die 2.5-fache 
Standardabweichung sind, werden als Ausreißer aussortiert und in der Statistik nicht 
einbezogen. Dies trifft nur für wenige Werte zu. Im PF wurden drei, im EPM fünf und im WM 
ein Wert aussortiert. 
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3. Ergebnisse 

3.1. Ergebnisse der Verhaltensversuche 

3.1.1.  Ergebnisse Elevated Plus Maze 

Die bei der Durchführung des Elevated Plus Maze (EPM) aufgenommenen Videos werden 
hinsichtlich der verbrachten Zeit in den offenen und geschlossenen Abschnitten ausgewertet. 
Dazu wird manuell mit einer Stoppuhr die Zeit gemessen. Anschließend wird der prozentuale 
Anteil der in den offenen Armen verbrachten Zeit an der Gesamtzeit von 300s berechnet 
(% time open).  

Der t-Test zeigte, dass Tiere der Poly(I:C) Verum-Gruppe signifikant weniger Zeit im offenen 
Arm verbrachten, als Tiere der Poly(I:C) Sham-Gruppe (t(20)=-2.474, p=0.022). Die 
eANOVA zeigt diesen Trend ebenfalls, allerdings ohne Signifikanz (F(3, 41)=1.859, 
p=0.054). Auch zwischen der Verum und der Sham-Gruppe der NaCl-Tiere erkennt man im 
Diagramm einen Unterschied.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.1.2. Ergebnisse Novel Object Recognition 

Bei der Durchführung des NOB wurden ebenfalls Videos aufgezeichnet. Aus diesen wird die 
Zeit gestoppt, wie lange sich die Tiere jeweils mit neuem und altem Objekt beschäftigen. 
Daraus wird dann der DI berechnet: 

DI=
tneu-talt

tneu+talt

 

 

Der Wert des DI liegt zwischen -1 und 1. Ist die Zahl positiv, hat sich die Ratte mehr mit dem 
neuen Objekt beschäftigt, ist sie negativ mehr mit dem Alten. Die Versuchsdurchgänge 
werden unabhängig voneinander betrachtet. 

Bei Durchgang 1b (Tag 1, zweiter Durchgang nach 1 h) zeigten sich keine signifikanten 
Unterschiede zwischen den 4 Gruppen, bei der Gruppe NaCl Verum ist jedoch der DI 

Dia. 3.1.1. Ergebnisse des Elevated Plus Maze. (Poly(I:C) Verum 

n=12 Tiere, Poly(I:C) Sham n=10 Tiere, NaCl Verum n=12 Tiere, 

NaCl Sham n=11 Tiere; t-Test *p<0.05; angegeben sind die 
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niedriger als bei den anderen Gruppen. Die Dauer der Beschäftigung mit altem und neuem 
Objekt ist ungefähr ausgeglichen. 

An Tag 2 hingegen (24 h nach Durchgang 1b) beschäftigte sich die Poly(I:C) Sham-Gruppe 
deutlich weniger mit dem neuen Objekt als die anderen Gruppen. Mit dem t-Test wurde zur 
Poly(I:C) Verum-Gruppe eine Signifikanz von p=0.016 (t(25)=2.591) und zur 
NaCl Sham-Gruppe eine Signifikanz von p=0.008 (t(23)=-2.888) bestimmt. Die eANOVA 
bestätigte diese Ergebnisse (Poly(I:C) Sham/Poly(I:C) Verum F(3, 47)=5.128, p=0.005, 
Poly(I:C) Sham/NaCl Sham F(3, 47)=2.128 p=0.004).  

Die iTBS behandelten Tiere beschäftigten sich signifikant mehr mit dem neuen Objekt als die 
nicht behandelten Tiere (t-Test t(49)=2.254, p=0.029). Die Poly(I:C)-Tiere beschäftigten sich 
signifikant weniger mit dem neuen Objekt als die NaCl-Tiere (t-Test t(49)=-2.411, p=0.02). 
Auch in der zANOVA mit dem ersten Faktor Poly(I:C)/NaCl und dem zweiten Faktor 
Verum/Sham gab es einen signifikanten Unterschied bei dem ersten Faktor (F(1, 46)=6.837, 
p=0.012) sowie bei dem zweiten Faktor mit (F(1, 46)=4.453, p=0.04). Die 
Poly(I:C) Sham-Tiere haben ein schlechteres Kurzzeitgedächtnis. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.1.3. Ergebnisse Porsolt Forced Swim Test 

Bei der Analyse der Videos des PF wird die Zeit gemessen in der die Tiere aktiv sind, z.B. 
schwimmen, tauchen oder versuchen, an der Glaswand hoch zu klettern und die Zeit, in der 
sie inaktiv sind und sich an der Wasseroberfläche treiben lassen. Daraus wird der 
prozentuale Anteil der Immobilität an der Gesamtzeit (Tag 1 900 s, Tag 2 300 s) berechnet. 

An Tag 1 zeigte sich zwischen den vier Gruppen kein signifikanter Unterschied. Zwischen 
Poly(I:C) Sham und NaCl Sham zeichnete sich lediglich ein Trend ab (t-Test t(22)=-1.864, 
p=0.076, eANOVA F(3, 46)=1.272, p=0.061).  Die NaCl Sham-Tiere sind inaktiver als die 
anderen Gruppen. 

Am zweiten Tag sind die Tiere der NaCl Verum-Gruppe signifikant inaktiver als die der 
Poly(I:C) Verum-Gruppe. Dies zeigte sich sowohl im t-Test (t(21)=-2.426, p=0.024) als auch 
in der eANOVA (F(3, 43)=1.595, p=0.038). Gegenüber den anderen Gruppen ist dieser 
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Trend ebenfalls zu erkennen: die NaCl Verum-Tiere lassen sich mehr treiben als die Tiere 
der anderen Gruppen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.1.4. Ergebnisse Morris Water Maze 

Die vom Water Maze Tracking Programm erhaltenen Daten wurden über ein selbst 
geschriebenes Programm hinsichtlich benötigter Gesamtzeit bis zum Auffinden des Targets, 
zurückgelegter Gesamtstrecke, durchschnittlicher Abstand der Ratte zum Target und zum 
Zentrum und dem Verhaltenstyp analysiert. Es werden 6 verschiedene Verhaltenstypen 
unterschieden: Thigmotaxis (Entlangschwimmen an der Wand), Circling (Entlangschwimmen 
am Rand mit Abstand zur Wand), Random (Schwimmen am Rand eines Sektors), Corrected 
(direktes Schwimmen zum Target mit Korrektur), Direct (direktes Schwimmen zum Target) 
und nicht klassifizierbar. Verglichen wurden dann die ersten vier Tage und die einzelnen 
Trials untereinander. Vom letzten Tag, an dem die Plattform entfernt wird, wird analysiert, 
wie lange sich die Ratte im Sektor des Targets aufhält. 

 

3.1.4.1. Gesamtzeit 

3.1.4.1.1. Nach Tagen 

Am ersten Tag zeigten sich keine Unterschiede zwischen den 4 Vergleichsgruppen. 

Am zweiten Tag fanden die Tiere der Gruppe Poly(I:C) Sham das Target schneller als die 
Poly(I:C) Verum (t-Test t(87.329)=2.672, p=0.009, eANOVA F(3, 200)=2.459, p=0.01). Eine 
zANOVA mit dem ersten Faktor Poly(I:C)/NaCl und dem zweiten Faktor Verum/Sham gab 
einen signifikanten Unterschied bei dem Faktor Verum/Sham (F(1, 200)=4.892, p=0.028). 

 

Dia. 3.1.3. Ergebnisse des Porsolt Forced Swim Test. 

(Poly(I:C) Verum n=12 Tiere, Poly(I:C) Sham n=10 Tiere, 

NaCl Verum n=11 Tiere, NaCl Sham n=12 Tiere; t-Test *p<0.05; 
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Am dritten Tag zeigten sich keine Unterschiede zwischen den Gruppen. 

Am vierten Tag verhält es sich ähnlich wie an Tag 2. Die Poly(I:C) Sham-Tiere finden das 
Target signifikant schneller als die NaCl Sham-Tiere (t-Test t(88)=-2.239, p=0.028). In der 
zANOVA zeigte sich ein signifikanter Unterschied bei dem Faktor Poly(I:C)/NaCl 
(F(1, 200)=5.746, p=0.017). Die Poly(I:C)-Tiere finden das Target signifikant schneller als die 
NaCl-Tiere (t-Test t(169.627)=-2.337, p=0.021). Bezogen auf die Gesamtzeit, schneiden die 
Poly(I:C) Sham-Tiere am besten ab. Die Poly(I:C) Verum-Tiere verbessern ihre Leistung im 
Laufe des Experiments gegenüber den NaCl-Tieren. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dia. 3.1.5. Ergebnisse des 4. Tages des Morris Water Maze 

hinsichtlich Gesamtzeit. (Poly(I:C) Verum n=14 Tiere, 

Poly(I:C) Sham n=13 Tiere, NaCl Verum n=12 Tiere, NaCl Sham 

n=12 Tiere; t-Test *p<0.05; angegeben sind die Mittelwerte ± 
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3.1.4.1.2. Nach Trials 

Bei den ersten 3 Trials zeigte sich kein Unterschied hinsichtlich der benötigten Zeit bis zum 
Auffinden des Targets. 

Beim vierten Trial zeigte sich ebenfalls der Trend, dass die Tiere der Gruppe Poly(I:C) Sham 
das Target schneller finden als die anderen Gruppen. In der zANOVA zeigte sich ein 
signifikanter Unterschied bei dem Faktor Verum/Sham (F(1, 200)=4.988, p=0.027). Die 
Sham-Tiere finden das Target signifikant schneller als die iTBS behandelten Tiere (t-Test 
t(169.098)=2.25, p=0.026). 
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3.1.4.2. Zurückgelegte Strecke 

3.1.4.2.1. Nach Tagen 

Am ersten Tag zeigten sich keine Unterschiede zwischen den Gruppen. 

Am zweiten Tag wurde ein signifikanter Unterschied zwischen den Poly(I:C) Verum und 
Poly(I:C) Sham sichtbar (t-Test t(90.333)=90.333, p=0.018, eANOVA F(3, 200=)2.07, 
p=0.019) Die Poly(I:C) Sham-Tiere legten eine kürzere Strecke zurück. In der zANOVA war 
mit F(1, 188)=4.256 und p=0.047 eine Signifikanz bei dem Faktor Verum/Sham zu erkennen. 
Auch hier ist es so, dass die Sham-Tiere die besten Ergebnisse zeigen und die kürzeste 
Strecke zurücklegen (t-Test t(182.461)=2.082, p=0.039) 
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Am dritten Tag zeigten sich keine Unterschiede zwischen den Gruppen. 

Am vierten Tag legten die Poly(I:C) Sham-Tiere eine signifikant kürzere Strecke als die 
NaCl Sham-Tiere (t-Test t(87.630)=-2.292, p=0.024, eANOVA F(3, 200)=2.069, p=0.02) 
zurück. Auch die beiden anderen Vergleichsgruppen schwammen tendenziell weiter als die 
Poly(I:C) Sham-Gruppe um das Target zu finden. 
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Dia. 3.1.10. Ergebnisse des 4. Tages des Morris Water Maze 

hinsichtlich zurückgelegter Strecke. (Poly(I:C) Verum n=14 Tiere, 

Poly(I:C) Sham n=13 Tiere, NaCl Verum n=12 Tiere, NaCl Sham 

n=12 Tiere; t-Test *p<0.05; angegeben sind die Mittelwerte ± 

Standardfehler) 

Dia. 3.1.11. Ergebnisse des Morris Water Maze über 4 Tage 

hinsichtlich zurückgelegter Strecke. (Poly(I:C) Verum n=14 Tiere, 

Poly(I:C) Sham n=13 Tiere, NaCl Verum n=12 Tiere, NaCl Sham 

n=12 Tiere) 

Ergebnisse
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Ergebnisse 

 

3.1.4.2.2. Nach Trials 

Hinsichtlich zurückgelegter Gesamtstrecke zeigte sich bei den Trials kein signifikanter 
Unterschied zwischen den Gruppen. 

 

3.1.4.3. Durchschnittsgeschwindigkeit 

3.1.4.3.1. Nach Tagen 

An den ersten drei Tagen zeigte sich kein Unterschied zwischen den Gruppen. 

Am vierten Tag schwammen die Ratten der NaCl Verum-Gruppe schneller als die Tiere der 
anderen Gruppen, dies zeigte sich allerdings in keiner Signifikanz. Über den Versuchsverlauf 
gesehen, behalten die NaCl Verum-Tiere ihre Durchschnittsgeschwindigkeit bei, wohingegen 
die anderen Gruppen ihre Geschwindigkeit erhöhen. 
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Dia. 3.1.12. Ergebnisse des 4. Tages des Morris Water Maze 

hinsichtlich Durchschnittsgeschwindigkeit. (Poly(I:C) Verum n=14 

Tiere, Poly(I:C) Sham n=13 Tiere, NaCl Verum n=12 Tiere, 

NaCl Sham n=12 Tiere; t-Test *p<0.05; angegeben sind die 

Mittelwerte ± Standardfehler) 
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3.1.4.3.2. Nach Trials 

Es gab in keinem Trial einen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen. 

 

3.1.4.4. Durchschnittsabstand vom Target 

3.1.4.4.1.  Nach Tagen 

Am ersten Tag zeigte sich kein signifikanter Unterschied. 

Am zweiten Tag zeigte sich in der zANOVA eine Signifikanz von F(1, 188)=4.089, p=0.045 
zwischen den Faktoren Poly(I:C)/NaCl und Verum/Sham. Des Weiteren war auch ein 
signifikant größerer Abstand zum Target bei den Tieren der Poly(I:C) Verum-Gruppe 
gegenüber denen der Poly(I:C) Sham-Gruppe (eANOVA F(3, 200)=1.573, p=0.046) zu 
erkennen. Die Poly(I:C) Sham-Tiere schwimmen im Durchschnitt in einem geringeren 
Abstand zum Target als die anderen Gruppen. 
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Dia. 3.1.13. Ergebnisse des Morris Water Maze über 4 Tage 

hinsichtlich Durchschnittsgeschwindigkeit. (Poly(I:C) Verum n=14 

Tiere, Poly(I:C) Sham n=13 Tiere, NaCl Verum n=12 Tiere, 

NaCl Sham n=12 Tiere) 

Ergebnisse
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Ergebnisse 

 

 

 

 

 

Am dritten Tag zeigte sich kein signifikanter Unterschied. Der Mittelwert des Abstands war 
nahezu gleich groß. 

Am vierten Tag schwammen die Ratten der Gruppe Poly(I:C) Sham ebenfalls mit einem 
signifikant geringeren Abstand zum Target als die NaCl Sham (t-Test t(78.158)=-3.053, 
p=0.003, eANOVA F(3, 200)=3.803, p=0.001). In der zANOVA war eine Signifikanz bei dem 
Faktor Poly(I:C)/NaCl (F(1, 188)=7.200, p=0.01) als auch zwischen den Faktoren 
Poly(I:C)/NaCl und Verum/Sham (F(1, 188)=4.932, p=0.028) zu erkennen. Die 
Poly(I:C)-Tiere hatten auch am vierten Tag einen geringeren Abstand zum Target als die 
anderen Tiere. 
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Dia. 3.1.15. Ergebnisse des 4. Tages des Morris Water Maze 

hinsichtlich Durchschnittsabstand zum Target. (Poly(I:C) Verum 

n=14 Tiere, Poly(I:C) Sham n=13 Tiere, NaCl Verum n=12 Tiere, 

NaCl Sham n=12 Tiere; t-Test *p<0.05; angegeben sind die 

Mittelwerte ± Standardfehler) 

Dia. 3.1.14. Ergebnisse des 2. Tages des Morris Water Maze 

hinsichtlich Durchschnittsabstand vom Target. (Poly(I:C) Verum 

n=14 Tiere, Poly(I:C) Sham n=13 Tiere, NaCl Verum n=12 Tiere, 

NaCl Sham n=12 Tiere; t-Test *p<0.05; angegeben sind die 

Mittelwerte ± Standardfehler) 
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3.1.4.4.2. Nach Trials 

Beim ersten Trial zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen. 

Im zweiten Trial war der Durchschnittsabstand zum Target bei der Poly(I:C) Sham-Gruppe 
signifikant kleiner als bei der NaCl Sham-Gruppe (t-Test t(98)=-2.060, p=0.042, eANOVA 
F(3, 200)=1.959, p=0.033).  

 

 

 

 

Beim dritten und vierten Trial war kein Unterschied zu erkennen. 

Auch bei den Trials lässt sich erkennen, dass die Poly(I:C) Sham-Gruppe bezüglich des 
durchschnittlichen Abstands zum Target durchgehend die besten Ergebnisse erzielt. 
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Dia. 3.1.16. Ergebnisse des Morris Water Maze über 4 Tage 

hinsichtlich Durchschnittsabstand zum Target. (Poly(I:C) Verum 

n=14 Tiere, Poly(I:C) Sham n=13 Tiere, NaCl Verum n=12 Tiere, 

NaCl Sham n=12 Tiere) 

Dia. 3.1.17. Ergebnisse des 2. Trials des Morris Water Maze 

hinsichtlich Durchschnittsabstand zum Target. (Poly(I:C) Verum 

n=14 Tiere, Poly(I:C) Sham n=13 Tiere, NaCl Verum n=12 Tiere, 

NaCl Sham n=12 Tiere; t-Test *p<0.05; angegeben sind die 

Mittelwerte ± Standardfehler) 
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Ergebnisse 

 

Dia. 3.1.18. Ergebnisse des Morris Water Maze über 4 Trials 

hinsichtlich Durchschnittsabstand zum Target. (Poly(I:C) Verum 

n=14 Tiere, Poly(I:C) Sham n=13 Tiere, NaCl Verum n=12 Tiere, 

NaCl Sham n=12 Tiere) 

 

 

 

 

3.1.4.5. Durchschnittsabstand vom Zentrum 

3.1.4.5.1. Nach Tagen 

An allen vier Tagen zeigte sich kein signifikanter Unterschied. 

 

3.1.4.5.2. Nach Trials 

Beim ersten Trial zeigte sich kein signifikanter Unterschied. 

Beim zweiten Trial war in der zANOVA eine Signifikanz zwischen dem Faktor Poly(I:C)/NaCl 
und dem Faktor Verum/Sham mit F(1, 200)=4.552, p=0.034 zu erkennen. 

Beim dritten und vierten Trial zeigte sich kein signifikanter Unterschied.  

 

3.1.4.6. Verhaltenstyp 

Für die Auswertung des Verhaltenstyps werden den Verhaltenstypen verschiedenen 
Nummern zugeordnet. Hierbei entspricht: 1 – Thigmotaxis, 2 – Circling, 3 – Random, 4 – 
Corrected, 5 – Direct und 0 - nicht klassifizierbar. „Thigmotaxis“ bedeutet, dass die Ratten 
nur an der Wand entlang schwimmen. Beim „Circling“ schwimmen sie im Kreis, aber mit 
einem gewissen Abstand zur Wand. Als „Random“ wird ein ungeordnetes, zufälliges 
Schwimmen kreuz und quer durchs Bassin bis zur Plattform bezeichnet. Schwimmen die 
Ratten direkt ohne Umwege zum Ziel, wird dies „Direct“ genannt. Korrigieren die Ratten auf 
dem Weg zur Plattform jedoch noch einmal die Richtung und benötigen deshalb eine längere 
Gesamtzeit, wird dies dem Typ „Corrected“ zugeordnet. Entspricht das Verhalten keinem der 
Typen, ist es „nicht klassifizierbar“. 
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3.1.4.6.1. Nach Tagen 

An den ersten 3 Tagen zeigte sich kein Unterschied zwischen den Gruppen. 

Am vierten Tag ist der Mittelwert der Verhaltenstypen der Gruppe Poly(I:C) Sham signifikant 
höher als der Mittelwert der Gruppe Poly(I:C) Verum (t-Test t(104.56)=6.276, p=0.049, 
eANOVA F(3, 200)= 2.269, p=0,042). In der Poly(I:C) Sham-Gruppe befinden sich mehr 
Tiere, die direkt oder direkt nach einer Korrektur, zum Target schwimmen.  
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Dia. 3.1.19. Ergebnisse des 4. Tags des Morris Water Maze 

hinsichtlich Verhaltenstyp. (Poly(I:C) Verum n=14 Tiere, 

Poly(I:C) Sham n=13 Tiere, NaCl Verum n=12 Tiere, NaCl Sham 

n=12 Tiere; t-Test *p<0.05; angegeben sind die Mittelwerte ± 

Standardfehler) 

Dia. 3.1.20. Ergebnisse des Morris Water Maze über 4 Tage 

hinsichtlich Verhaltenstyp. (Poly(I:C) Verum n=14 Tiere, 

Poly(I:C) Sham n=13 Tiere, NaCl Verum n=12 Tiere, NaCl Sham 

n=12 Tiere) 

Ergebnisse
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Ergebnisse 

 

3.1.4.6.2. Nach Trials 

Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen. 

 

3.1.4.7. Tag 5 

Am letzten Versuchstag des WM, indem die Plattform entfernt wurde, zeigte sich kein 
signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen. Die prozentuale Aufenthaltsdauer der Tiere 
im Sektor des Tagets ergab nur einen leichten Trend. Die nicht stimulierten Tiere hielten sich 
etwas mehr im Targetsektor auf. Zwischen Poly(I:C)- und Kontrolltieren zeigte sich kein 
Unterschied. 

 

3.1.5. Ergebnisse Sucrose Consumption Test 

Zur Auswertung werden die Differenzen der Gewichte von Ratte und Flasche vor und nach 
den Tests gebildet. Aus diesen beiden Werten wird dann ein Mittelwert gebildet, aus dem die 
prozentuale Gewichtszunahme, ausgehend vom Startgewicht des Tieres, errechnet wird. 

Zwischen den 4 Vergleichsgruppen ist kein signifikanter Unterschied in der 
Gewichtszunahme zu erkennen. Bei den Tieren der Poly(I:C) Verum-Gruppe zeigte sich eine 
höhere Gewichtszunahme als bei den anderen Tieren. Gegenüber Poly(I:C) Sham ist im t-
Test ein Trend zu erkennen (t(25)=0.526, p=0.069).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.1.6. Ergebnisse Pre-Pulse Inhibiton Test 

Für die Reize, die auf einen Pre-Pulse folgen (Reiz 1, 2 und 3), wird die Differenz aus der 
Reaktion auf den Startle-Reiz und den Pre-Pulse gebildet. Daraus wird wiederum die 
prozentuale Inhibition der Reaktion auf den Reiz errechnet.  

Es zeigten sich zwischen keiner der Gruppen statistisch signifikante Unterschiede. 

Dia. 3.1.21. Ergebnisse des Sucrose Consumption Test. 

(Poly(I:C) Verum n=14 Tiere, Poly(I:C) Sham n=13 Tiere, 

NaCl Verum n=12 Tiere, NaCl Sham n=12 Tiere; t-Test *p<0.05; 

angegeben sind die Mittelwerte ± Standardfehler) 

0

1

2

3

Verum Sham

G
e
w

ic
h
ts

z
u
n
a
h
m

e
 i
n

 %

Sucrose Consumption Test

Poly(I:C)

NaCl

45



 

 

  

Dia. 3.1.22. Ergebnisse des Pre-Pulse Inhibition Test. 

(Poly(I:C) Verum n=14 Tiere, Poly(I:C) Sham n=13 Tiere, 

NaCl Verum n=12 Tiere, NaCl Sham n=12 Tiere; t-Test; 

angegeben sind die Mittelwerte ± Standardfehler) 
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Ergebnisse 

 

3.2. Ergebnisse der Immunhistochemie 

3.2.1. Parvalbumin 

Im PL und IL zeigen sich keine Unterschiede zwischen den Gruppen im Expressionsmuster. 

In beiden Regionen des NAcc, Core und Shell, erkennt man iTBS Effekte. Bei den 
Poly(I:C)-Tieren wird durch die iTBS Behandlung die Expression von PV erhöht, bei den 
NaCl-Tieren wird die Expression hingegen verringert. Diese Unterschiede sind jedoch nicht 
statistisch signifikant. Des Weiteren ist die PV Expression bei den Poly(I:C) Verum-Tieren 
ähnlich der von NaCl Sham. Bei den Sham-Tieren ist zu erkennen, dass die Poly(I:C)-Tiere 
weniger PV exprimieren als die NaCl-Tiere. Im Shell ist ein Trend zwischen Poly(I:C) Verum 
und Sham zu erkennen (t-Test t(20)=-2.062, p=0.052). 
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Dia. 3.2.2. PV Expression im Shell des Nucleus accumbens. 

(Poly(I:C) Verum n=14 Tiere, Poly(I:C) Sham n=13 Tiere, 

NaCl Verum n=12 Tiere, NaCl Sham n=12 Tiere; t-Test (*)p<0.1; 

angegeben sind die Mittelwerte ± Standardfehler) 

Dia. 3.2.1. PV Expression im Core des Nucleus accumbens. 

(Poly(I:C) Verum n=14 Tiere, Poly(I:C) Sham n=13 Tiere, 

NaCl Verum n=12 Tiere, NaCl Sham n=12 Tiere; t-Test; 

angegeben sind die Mittelwerte ± Standardfehler) 
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Ein signifikanter Unterschied in der Anzahl der PV-exprimierenden Zellen bei den 
NaCl-Tieren zeigte sich auch im dHipp. In der Schicht Str. oriens des CA 1 wurde eine 
signifikant niedrigere Zellzahl in der Gruppe NaCl Verum als in der Gruppe NaCl Sham 
festgestellt (t-Test t(22)=-2.301, p=0.031, eANOVA F(3)=1.856, p=0.029). Im Str. oriens des 
CA3 und im Str. moleculare des GD verhielt es sich ähnlich, allerdings nicht statistisch 
signifikant. Im Str. radiatum des CA1 und des CA3 und im Hilus konnte man einen 
umgekehrten Trend erkennen: die iTBS behandelten NaCl-Tiere zeigten hier eine höhere PV 
Expression. In diesen Regionen ist außerdem zu erkennen, dass die Poly(I:C) Sham-Tiere, 
wie im NAcc, weniger PV exprimieren als die NaCl Sham-Tiere. 

 

 

 

Bei den Poly(I:C)-Tieren sind im dHipp keine signifikanten Unterschiede und kein eindeutiger 
Trend erkennbar. In den Schichten Str. radiatum des CA1, Str. oriens des CA3, Hilus und 
Str. moleculare des GD zeigen die Verum-Tiere eine höhere PV Expression, in den 
Schichten Str. oriens des CA1, Str. radiatum des CA3 und Str. granulare des GD eine 
niedrigere. 

Wie im dHipp, zeigt sich auch im Str. radiatum des CA1 und im Hilus des vHipp eine höhere 
PV Expression bei den NaCl-Tieren nach iTBS Behandlung, im Str. oriens des CA3 eine 
niedrigere. 
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Dia. 3.2.3. PV Expression im Str. oriens des CA1 des dorsalen 

Hippocampus. (Poly(I:C) Verum n=14 Tiere, Poly(I:C) Sham n=13 
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Außerdem zeigte sich, betrachtet man die Gesamtheit der Tiere, ohne Differenzierung nach 
Verum und Sham, im Str. radiatum des CA1 des vHipp im U-Test signifikanter Unterschied 
zwischen den Poly(I:C)- und den NaCl-Tieren mit p=0.047.  Die NaCl-Tiere exprimieren mehr 
PV als die Poly(I:C)-Tiere. Dies zeigte sich auch im Str. moleculare des GD des vHipp 
(U-Test p=0.02) und im VTA. Im Str. pyramidale des CA1 tritt noch einmal der Fall auf, dass 
die Poly(I:C) Verum-Tiere ungefähr ähnlich viel PV exprimieren wie die NaCl Sham-Tiere. 
Die Poly(I:C) Sham-Tiere hingegen exprimieren viel mehr PV als die Verum-Tiere. Hier 
könnte man einen Poly(I:C)-aufhebenden Effekt der iTBS vermuten. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Im VTA exprimierten NaCl- sowie Poly(I:C)-Tiere nach iTBS Behandlung mehr PV. Die 
Poly(I:C) Sham-Gruppe zeigt auch hier eine niedrigere PV Expression als die 
NaCl Sham-Gruppe. 

Dia. 3.2.5. PV Expression im Str. moleculare des GD des ventralen 

Hippocampus. (Poly(I:C) Verum n=14 Tiere, Poly(I:C) Sham n=13 

Tiere, NaCl Verum n=12 Tiere, NaCl Sham n=12 Tiere; U-Test 

*p<0.05; angegeben sind die Mittelwerte ± Standardfehler) 
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Dia. 3.2.4. PV-Expression im Str. radiatum des CA1 des ventralen 

Hippocampus. (Poly(I:C) Verum n=14 Tiere, Poly(I:C) Sham n=13 

Tiere, NaCl Verum n=12 Tiere, NaCl Sham n=12 Tiere; U-Test 

*p<0.05; angegeben sind die Mittelwerte ± Standardfehler) 
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3.2.2. Calbindin 

Im PL und IL zeigen sich keine Unterschiede zwischen den Gruppen im Expressionsmuster. 

In Core und Shell des NAcc war zu erkennen, dass nach der iTBS Behandlung, sowohl bei 
den Poly(I:C)- als auch bei den NaCl-Tieren, eine höhere CB Expression stattfindet. Dies 
zeigte sich im Core statistisch signifikant im t-Test (t(25.473)=2.504 p=0.019) und in der 
zANOVA (F(1, 41)=5.920, p=0.019). Des Weiteren war eine Signifikanz zwischen der 
Gruppe Poly(I:C) Verum und der Gruppe Poly(I:C) Sham (t-Test t(12.609)=2.584, p=0.023, 
eANOVA F(3, 41)=3.116 p=0.01) zu erkennen. Im Shell des NAcc konnte die höhere CB 
Expression in den Verum-Gruppen ebenfalls durch Signifikanzen belegt werden (zANOVA 
Faktor Verum/Sham F(1, 52)=4.728, p=0.035).  
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Dia. 3.2.6. PV Expression im ventralen tegmentalen Areal. 

(Poly(I:C) Verum n=14 Tiere, Poly(I:C) Sham n=13 Tiere, 

NaCl Verum n=12 Tiere, NaCl Sham n=12 Tiere; U-Test; 

angegeben sind die Mittelwerte ± Standardfehler) 

Dia. 3.2.7. CB Expression im Core des Nucleus accumbens. 

(Poly(I:C) Verum n=14 Tiere, Poly(I:C) Sham n=13 Tiere, 

NaCl Verum n=12 Tiere, NaCl Sham n=12 Tiere; t-Test und 

zANOVA *p<0.05; angegeben sind die Mittelwerte ± 

Standardfehler) 
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Im dHipp konnte man vor allem im Str. radiatum des CA1 und CA3 sowie im Hilus 
Auffälligkeiten erkennen. iTBS behandelte Poly(I:C)-Tiere exprimieren weniger CB als die 
Sham-Tiere. NaCl-Tiere hingegen exprimieren nach der iTBS Behandlung im CA1 und CA3 
mehr CB, wie auch schon im NAcc sichtbar wurde. Im Str. oriens des CA1 und CA3 kehrt 
sich dieses Verhältnis um: Poly(I:C) Verum exprimiert mehr CB, NaCl Verum weniger. Im Str. 
oriens des CA3 konnte dies statistisch signifikant belegt werden. Die Gruppe Poly(I:C) Sham 
exprimiert signifikant weniger CB-positive Zellen als die Tiere der Poly(I:C) Verum-Gruppe 
(t-Test t(23)=2.233, p=0.036). Die Poly(I:C) Sham-Gruppe exprimiert signifikant weniger CB 
als die NaCl Sham-Gruppe (eANOVA F(3, 45)=1.863, p=0.027). 

 

 

 

 

Im Hilus des GD des dHipp zeigten die NaCl-Tiere allgemein eine signifikant höhere Anzahl 
an CB-exprimierenden Zellen als die Poly(I:C)-Tiere (U-Test p=0.02). Im U-Test ist ebenso 
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Dia. 3.2.8. CB Expression im Shell des Nucleus accumbens. 

(Poly(I:C) Verum n=14 Tiere, Poly(I:C) Sham n=13 Tiere, 

NaCl Verum n=12 Tiere, NaCl Sham n=12 Tiere; zANOVA 
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Dia. 3.2.9. CB Expression im Str. oriens des CA3 des dorsalen 

Hippocampus. (Poly(I:C) Verum n=14 Tiere, Poly(I:C) Sham n=13 

Tiere, NaCl Verum n=12 Tiere, NaCl Sham n=12 Tiere; t-Test und 

eANOVA *p<0.05; angegeben sind die Mittelwerte ± 

Standardfehler) 
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die geringere CB Expression der Poly(I:C) Verum-Gruppe gegenüber der der 
NaCl Verum- (U-Test p=0.39) und der der NaCl Sham-Gruppe (U-Test p=0.14) statistisch 
signifikant.  

Allgemein lässt sich sagen, dass im Str. radiatum von CA1 und 3 des dorsalen Hippocampus 
sehr viele CB-exprimierende Zellen vorhanden sind (MD bis 28.3 %), im Str. pyramidale (MD 
bis 0.7 %) und Str. oriens (MD bis 8.5 %) hingegen eher weniger. 

 

 

 

 

Im Str. radiatum des CA1 des vHipp zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen den 
Verum- und den Sham-Tieren (t-Test t(45)=-2.064, p=0.045). Die Verum-Tiere exprimieren 
weniger CB. Dies ist ebenfalls im Str. radiatum des CA3 und im Hilus zu erkennen. 
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Dia. 3.2.10. CB Expression im Hilus des GD des dorsalen 

Hippocampus. (Poly(I:C) Verum n=14 Tiere, Poly(I:C) Sham n=13 

Tiere, NaCl Verum n=12 Tiere, NaCl Sham n=12 Tiere; U-Test 

*p<0.05; angegeben sind die Mittelwerte ± Standardfehler) 

Dia. 3.2.11. CB Expression im Str. radiatum des CA1 des ventralen 

Hippocampus. (Poly(I:C) Verum n=14 Tiere, Poly(I:C) Sham n=13 

Tiere, NaCl Verum n=12 Tiere, NaCl Sham n=12 Tiere; U-Test 

*p<0.05; angegeben sind die Mittelwerte ± Standardfehler) 
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Im Str. oriens des CA1 kehrt sich dieses Verhältnis um und die Anzahl der 
CB-exprimierenden Zellen ist bei den Verum-Tieren signifikant höher (t-Test t(32.935)=2.767, 
p=0.009). Die Poly(I:C) Verum-Tiere exprimieren signifikant mehr CB als die 
NaCl Sham-Tiere (t-Test t(14.675)=2.462, p=0.027). 

 

 

 

Im Str. oriens des CA3 des vHipp wird von den NaCl-Tieren signifikant mehr CB exprimiert 
als von den Poly(I:C)-Tieren (U-Test p=0.006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Im Str. moleculare des GD zeigte sich eine signifikant niedrigere CB Expression bei den 
Verum-Tieren als bei den Sham-Tieren (U-Test p=0.009). 
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Dia. 3.2.13. CB Expression im Str. oriens des CA3 des ventralen 

Hippocampus. (Poly(I:C) Verum n=14 Tiere, Poly(I:C) Sham n=13 

Tiere, NaCl Verum n=12 Tiere, NaCl Sham n=12 Tiere; U-Test 

*p<0.05; angegeben sind die Mittelwerte ± Standardfehler) 

Dia. 3.2.12. CB Expression im Str. oriens des CA1 des ventralen 

Hippocampus. (Poly(I:C) Verum n=14 Tiere, Poly(I:C) Sham n=13 

Tiere, NaCl Verum n=12 Tiere, NaCl Sham n=12 Tiere; t-Test 

*p<0.05; angegeben sind die Mittelwerte ± Standardfehler) 

53



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Im VTA wird von den iTBS behandelten Tieren signifikant mehr CB exprimiert als von den 
Sham-Tieren (t-Test t(45)=2.248, p=0.03). Dies zeigte sich auch beim Faktor Verum/Sham 
der zANOVA mit F(1, 43)=4.940, p=0.032. In der eANOVA wurde eine signifikant höhere CB 
Expression bei der NaCl Verum-Gruppe als bei der NaCl Sham-Gruppe festgestellt 
(F(3)=1.916, p=0.044).  
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Dia. 3.2.15. CB Expression im ventralen tegmentalen Areal. 

(Poly(I:C) Verum n=14 Tiere, Poly(I:C) Sham n=13 Tiere, 

NaCl Verum n=12 Tiere, NaCl Sham n=12 Tiere; t-Test, eANOVA 

und zANOVA *p<0.05; angegeben sind die Mittelwerte ± 

Standardfehler) 

Dia. 3.2.14. CB Expression im Str. moleculare des GD des 

ventralen Hippocampus. (Poly(I:C) Verum n=14 Tiere, 

Poly(I:C) Sham n=13 Tiere, NaCl Verum n=12 Tiere, NaCl Sham 

n=12 Tiere; U-Test *p<0.05; angegeben sind die Mittelwerte ± 

Standardfehler) 

Ergebnisse

54



Ergebnisse 

 

3.2.3. GAD 67 

Die Zellen des PrL zeigten bei den Poly(I:C) Sham Tieren eine höhere GAD 67 Expression 
als alle anderen Gruppen. Die Signifikanzen betrugen im t-Test t(22)=2.491, p=0.021 im 
Vergleich mit NaCl Sham und in der eANOVA F(3)=3.431, p=0.005 im Vergleich mit NaCl 
Sham und F(3)=3.431, p=0.019 mit Poly(I:C) Verum. In der zANOVA gab es außerdem eine 
Signifikanz bei dem Faktor Poly(I:C)/NaCl (F(1, 46)=4.661, p=0.036) als auch zwischen den 
Faktoren Poly(I:C)/NaCl und Verum/Sham (F(1, 46)=4.256, p=0.045). Auch im IL exprimieren 
die Poly(I:C)-Tiere geringgradig mehr GAD 67 als die NaCl-Tiere. 

 

 

 

In Core und Shell des NAcc wurde von den iTBS behandelten Tieren signifikant mehr 
GAD 67 exprimiert als von den Sham-Tieren (t-Test Core: t(35.125)=2.929, p=0.006, Shell: 
t(34.831)=2.784, p=0.009). Dies zeigte sich im Core statistisch signifikant zwischen den 
Gruppen NaCl Sham und NaCl Verum (t-Test t(12.989)=2.773, p=0.016, eNAOVA 
F(3)=3.083, p=0.01). Auch im Shell exprimierten die iTBS behandelten NaCl-Tiere signifikant 
mehr GAD 67 als die NaCl Sham-Gruppe (t-Test t(19)=2.617, p=0.017, eANOVA F(3)=3.832, 
p=0.005). 
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Dia. 3.2.16. GAD 67 Expression im prälimbischen Kortex. 

(Poly(I:C) Verum n=14 Tiere, Poly(I:C) Sham n=13 Tiere, 

NaCl Verum n=12 Tiere, NaCl Sham n=12 Tiere; t-Test *p<0.05; 

angegeben sind die Mittelwerte ± Standardfehler) 
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Tendenziell war im Str. radiatum des CA1 und CA3 sowie im Hilus des GD des dHipp eine 
verringerte GAD 67 Expression bei den iTBS behandelten NaCl-Tieren sichtbar. Zwischen 
den Poly(I:C)-Gruppen gab ein keinen großen Unterschied. 

Im Str. oriens des CA1 und CA3 und im Str. moleculare des GD ist zwischen den 
Poly(I:C)-Gruppen ein Unterschied zu erkennen: hier exprimieren die Verum-Tiere mehr 
GAD 67. Dies zeigt sich im Str. moleculare als Signifikanz (t-Test t(19.323)=2.297, p=0.033). 
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Dia. 3.2.18. GAD 67 Expression im Shell des Nucleus accumbens. 

(Poly(I:C) Verum n=14 Tiere, Poly(I:C) Sham n=13 Tiere, 

NaCl Verum n=12 Tiere, NaCl Sham n=12 Tiere; t-Test *p<0.05; 

angegeben sind die Mittelwerte ± Standardfehler) 
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Dia. 3.2.17. GAD 67 Expression im Core des Nucleus accumbens. 

(Poly(I:C) Verum n=14 Tiere, Poly(I:C) Sham n=13 Tiere, 

NaCl Verum n=12 Tiere, NaCl Sham n=12 Tiere; t-Test *p<0.05; 

angegeben sind die Mittelwerte ± Standardfehler) 
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Im Str. pyramidale des CA1 und CA3 des vHipp war eine geringere Expression von 
GAD 67-positiven Zellen bei den iTBS behandelten Tieren zu erkennen. Dies zeigte sich 
statistisch signifikant im CA3 zwischen der Poly(I:C) Sham-Gruppe und der 
Poly(I:C) Verum-Gruppe (t-Test t(21)=-2.757, p=0.012, eANOVA F(3)=3.196, p=0.009). Auch 
hier sieht es so aus, als könnte die iTBS Behandlung die Poly(I:C)-Effekte aufheben. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Auch in den beiden anderen Schichten des CA3, Str. radiatum und Str. oriens, ist dieser 
Trend zu erkennen. In der VTA hingegen kehrt sich dies um und die iTBS behandelten Tiere 
exprimieren im Vergleich mehr GAD 67. 

Dia. 3.2.19. GAD 67 Expression im Str. moleculare des GD des 

dorsalen Hippocampus. (Poly(I:C) Verum n=14 Tiere, 

Poly(I:C) Sham n=13 Tiere, NaCl Verum n=12 Tiere, NaCl Sham 

n=12 Tiere; t-Test *p<0.05; angegeben sind die Mittelwerte ± 

Standardfehler) 
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Dia. 3.2.20. GAD 67 Expression im Str. pyramidale des CA3 des 

ventralen Hippocampus. (Poly(I:C) Verum n=14 Tiere, 

Poly(I:C) Sham n=13 Tiere, NaCl Verum n=12 Tiere, NaCl Sham 

n=12 Tiere; t-Test *p<0.05; angegeben sind die Mittelwerte ± 

Standardfehler) 
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3.2.4. cFos 

Im PrL zeigte sich im t-Test mit t(35.815)=-2.567, p=0.015 eine signifikant höhere cFos 
Expression bei den Sham-Gruppen gegenüber den Verum-Gruppen. Auch in der zANOVA 
konnte eine Signifikanz bei dem Faktor Verum/Sham mit F(1, 43)=6.222, p=0.017 festgestellt 
werden. Bei den Tieren der Poly(I:C) Verum-Gruppe wird signifikant weniger cFos exprimiert 
als bei der Poly(I:C) Sham-Gruppe (t-Test t(12.247)=-2.595, p=0.023, eANOVA F(3)=2.835, 
p=0.035). Auch im IL wird nach iTBS Behandlung sowohl von Poly(I:C)- als auch 
NaCl-Tieren weniger cFos exprimiert. 
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Dia. 3.2.22. cFos Expression im infralimbischen Kortex. 

(Poly(I:C) Verum n=14 Tiere, Poly(I:C) Sham n=13 Tiere, 

NaCl Verum n=12 Tiere, NaCl Sham n=12 Tiere; t-Test *p<0.05; 

angegeben sind die Mittelwerte ± Standardfehler) 

Dia. 3.2.21. cFos Expression im prälimbischen Kortex. 

(Poly(I:C) Verum n=14 Tiere, Poly(I:C) Sham n=13 Tiere, 

NaCl Verum n=12 Tiere, NaCl Sham n=12 Tiere; t-Test *p<0.05; 

angegeben sind die Mittelwerte ± Standardfehler) 
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In Core und Shell des NAcc zeigte sich der Trend zu einer höheren cFos Expression bei den 
iTBS behandelten Tieren im Vergleich zu den Sham-Tieren, allerdings ohne Signifikanz. 

 

 

 

 

 

 

 

Betrachtet man die Verum- und Sham-Tiere der Gruppen gemeinsam, lässt sich erkennen, 
dass die NaCl-Tiere im PrL, IL und NAcc tendenziell mehr cFos exprimieren als die 
Poly(I:C)-Tiere. Signifikant mehr cFos wird von den NaCl-Tieren im Str. pyramidale des CA1 
des dHipp (t-Test t(36.170)=-2.039, p=0.049, zANOVA F(1, 46)=4.220, p=0.046) und Str. 
moleculare des GD des dHipp (U-Test p=0.003) exprimiert. 

Im Str. radiatum des CA1 des dHipp zeigte die Gruppe Poly(I:C) Verum eine signifikant 
geringere cFos Expression als die Gruppen Poly(I:C) Sham (U-Test p=0.03). Der U-Test 
zeigte eine schwächere cFos Expression bei den iTBS behandelten als bei den Sham-Tieren 
mit einer Signifikanz von p=0.004. 

Dia. 3.2.24. cFos Expression im Shell des Nucleus accumbens. 

(Poly(I:C) Verum n=14 Tiere, Poly(I:C) Sham n=13 Tiere, 

NaCl Verum n=12 Tiere, NaCl Sham n=12 Tiere; t-Test; 

angegeben sind die Mittelwerte ± Standardfehler) 
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Dia. 3.2.23. cFos Expression im Core des Nucleus accumbens. 

(Poly(I:C) Verum n=14 Tiere, Poly(I:C) Sham n=13 Tiere, 

NaCl Verum n=12 Tiere, NaCl Sham n=12 Tiere; t-Test; 

angegeben sind die Mittelwerte ± Standardfehler) 
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Im Gegensatz dazu exprimieren die Zellen im Str. radiatum des CA3 sowie im Hilus des GD 
des dHipp tendenziell mehr cFos nach der iTBS Behandlung.  

Im Str. pyramidale des CA1 des vHipp exprimierten die Zellen der Verum-Tiere, ähnlich wie 
im dHipp, signifikant weniger cFos als die der Sham-Tiere (t-Test t(27.283)=-3.113, p=0.004, 
zANOVA Verum/Sham F(1, 45)=10.194, p=0.003). Dies zeigte sich auch zwischen den 
Gruppen Poly(I:C) Verum und Poly(I:C) Sham (t-Test t(13.324)=-2.431, p=0.03, eANOVA 
F(3)=3.496, p=0.027). Außerdem lässt sich eine geringere Expression von cFos bei den 
Poly(I:C) Sham-Tieren gegenüber den NaCl Sham-Tieren erkennen. Auch in allen 3 
Schichten des CA3 senkt die iTBS Behandlung die cFos Expression, wobei dies im Str. 
radiatum auch in der zANOVA statistisch signifikant ist (F(1, 42)=4.223, p=0.046). Vergleicht 
man die Sham-Gruppen, zeigen auch hier die Poly(I:C)-Tiere eine niedrigere Expression. 
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Dia. 3.2.25. cFos Expression im Str. radiatum des CA1 des 

dorsalen Hippocampus. (Poly(I:C) Verum n=14 Tiere, 

Poly(I:C) Sham n=13 Tiere, NaCl Verum n=12 Tiere, NaCl Sham 

n=12 Tiere; U-Test *p<0.05; angegeben sind die Mittelwerte ± 

Standardfehler) 

Dia. 3.2.26. cFos Expression im Str. pyramidale des CA1 des 

ventralen Hippocampus. (Poly(I:C) Verum n=14 Tiere, 

Poly(I:C) Sham n=13 Tiere, NaCl Verum n=12 Tiere, NaCl Sham 

n=12 Tiere; t-Test *p<0.05; angegeben sind die Mittelwerte ± 

Standardfehler) 
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Im VTA zeigte sich eine signifikant höhere cFos Expression bei der Gesamtheit der 
NaCl-Tiere als bei der Gesamtheit der Poly(I:C)-Tiere (U-Test p=0.02). Durch die iTBS 
Behandlung wird bei den NaCl-Tieren eine signifikant höhere Anzahl an cFos-positiven 
Zellen exprimiert (U-Test p=0.007). Bei den Poly(I:C)-Tieren verhält sich dies umgekehrt. Die 
Poly(I:C) Sham-Tiere exprimieren tendenziell weniger cFos als die NaCl Sham-Tiere. 
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Dia. 3.2.27. cFos Expression im Str. radiatum des CA3 des 

ventralen Hippocampus. (Poly(I:C) Verum n=14 Tiere, 

Poly(I:C) Sham n=13 Tiere, NaCl Verum n=12 Tiere, NaCl Sham 

n=12 Tiere; t-Test *p<0.05; angegeben sind die Mittelwerte ± 

Standardfehler) 

Dia. 3.2.28. cFos Expression im ventralen tegmentalen Areal. 

(Poly(I:C) Verum n=14 Tiere, Poly(I:C) Sham n=13 Tiere, 

NaCl Verum n=12 Tiere, NaCl Sham n=12 Tiere; t-Test *p<0.05; 

angegeben sind die Mittelwerte ± Standardfehler) 
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3.2.5. BDNF 

Bei der statistischen Analyse der densitometrischen Werte von BDNF konnte in keiner 
Gehirnregion ein Unterschied zwischen den Gruppen festgestellt werden. In Diagramm 
3.2.29. sind die Ergebnisse der Densitometrie des PFC zu sehen. In den anderen Regionen 
verhält sich die Expression ähnlich.  

 

 

Dia. 3.2.29. Densitometrie von BDNF im Präfrontalen Kortex. 

(Poly(I:C) Verum n=14 Tiere, Poly(I:C) Sham n=13 Tiere, 

NaCl Verum n=12 Tiere, NaCl Sham n=12 Tiere; t-Test; 

angegeben sind die Mittelwerte ± Standardfehler)  
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4. Diskussion 

In der vorliegenden Arbeit wurden die Effekte einer repetitiven transkraniellen Theta-Burst 
Stimulation auf Ratten eines Modells maternaler Immunstimulation untersucht.  Das 
verwendete Poly(I:C)-Rattenmodell ist ein translationales Modell für die Schizophrenie beim 
Menschen. Durch eine i.v. Injektion von Poly(I:C) bei tragenden Ratten im letzten Trimester 
wird bei den Feten eine der Schizophrenie des Menschen ähnliche Erkrankung induziert 
(Meyer und Feldon 2012). Zum einen wurde durch die Durchführung einer Reihe von 
Verhaltensexperimenten der Verhaltensphänotyp bestimmt um die Auswirkungen der 
Poly(I:C)-Injektion und der iTBS auf das Verhalten zu charakterisieren, zum anderen wurde 
durch immunhistochemische Untersuchungen die Wirkung auf zellulärer Ebene genauer 
betrachtet. Beides ist nötig um die Ergebnisse mit den typischen Symptomen und 
Gehirnveränderungen bei an Schizophrenie erkrankten Menschen zu vergleichen. Im 
Folgenden werden die Ergebnisse noch einmal kurz zusammengefasst und anschließend die 
Methodik und die Ergebnisse diskutiert. 

Betrachtet man die Ergebnisse der Verhaltensversuche der Sham-Tiere lässt sich sagen, 
dass die Poly(I:C)-Tiere eine reduzierte Ängstlichkeit im EPM und eine schlechtere 
Gedächtnisleistung im NOB gegenüber den NaCl-Tieren zeigen. Trotz des schlechten 
Abschneidens im NOB, sind die Resultate im WM bei den Poly(I:C)-Tieren sehr positiv. Sie 
schneiden hinsichtlich räumlicher Orientierung und Arbeitsgedächtnis deutlich besser ab. 
Besonders auffällig ist, dass sie sich im PPI nicht von den anderen Gruppen unterscheiden. 

Betrachtet man die Wirkung der iTBS auf das Verhalten, so sind die Poly(I:C) im EPM nach 
der Stimulation deutlich ängstlicher, wohingegen bei den NaCl-Tieren das 
Explorationsverhalten steigt. Dass die iTBS die Lernleistung verbessert, zeigt sich sowohl bei 
den Poly(I:C) als auch bei den NaCl-Tieren im NOB. Eine gesteigerte Lernleistung erkennt 
man ebenso bei den NaCl-Tieren im PF. Die Leistung der NaCl-Tiere im WM wird durch die 
iTBS positiv beeinflusst. Bei den Poly(I:C)-Tieren ist dieses Verhältnis umgekehrt: die 
Verum-Gruppe schneidet schlechter ab. Im SC wird durch die Stimulation der Poly(I:C)-Tiere 
die Anhedonie reduziert, die Motivation steigt. Auch die iTBS hat keinerlei Einfluss auf das 
PPI. 

In der Immunhistochemie sind die Ergebnisse je nach Gehirnregion sehr unterschiedlich. Im 
PrL und IL zeigte lediglich das Markerprotein cFos eindeutige Unterschiede in der 
Expression. Die iTBS Behandlung senkt die Expression bei den Poly(I:C)- als auch bei den 
NaCl-Tieren.  Bei GAD 67 konnte im PrL eine niedrigere Expression nach der iTBS 
Behandlung nur bei den Poly(I:C)-Tieren nachgewiesen werden. Im NAcc zeigten sich 
sowohl im Core als auch im Shell bei jedem der Markerproteine Unterschiede. Die PV 
Expression war bei den Poly(I:C) Verum-Tieren erhöht, bei den NaCl Verum-Tieren hingegen 
erniedrigt. CB, GAD 67 und cFos wurden alle nach der iTBS Behandlung, sowohl bei den 
Poly(I:C), als auch den NaCl-Tieren verstärkt von den Zellen exprimiert. Im dHipp und vHipp 
konnte kein klarer Trend festgestellt werden. Die verschiedenen Schichten der betrachteten 
Regionen reagierten alle unterschiedlich auf die iTBS Behandlung. Allerdings kann man 
sagen, dass bei Schichten ähnlicher Struktur und Funktion, z.B. im Str. radiatum des CA1 
und CA3, auch die Expression der Proteine ähnlich ausfiel. In der VTA zeigte sich nochmal 
ein deutlicher Trend: hier war bei allen Markerproteinen die Expression nach der iTBS 
Behandlung bei den Poly(I:C) und den NaCl-Tieren erhöht. 

Die Ergebnisse dieser Arbeit entsprechen, vor allem hinsichtlich des Verhaltensphänotyps 
der nicht-stimulierten Poly(I:C)-Tiere, nicht den Erwartungen.  Das Verhalten der Tiere stellte 
sich im PPI, SC und PF anders dar als in vorangegangenen Poly(I:C)-Studien. Dies macht 
die Interpretation der Ergebnisse in Bezug auf die Wirkung der iTBS schwierig und lässt die 
Frage aufkommen, ob der Poly(I:C)-Phänotyp durch andere Faktoren, wie Stress oder 
ausführliches Handlungen, zu leicht beeinflusst werden kann, sodass das Poly(I:C)-Modell 
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kein geeignetes Modell für die Erforschung von Schizophrenie, zumindest bei 
Untersuchungen zum Verhalten, darstellt. 

 

4.1. Methodische Aspekte 

4.1.1. Wirkung des Poly(I:C)s 

In dieser Arbeit wurde die Poly(I:C)-Injektion am 15. Gestationstag mit einer Dosierung von 
4 mg/kg durchgeführt. Das Poly(I:C)-Modell hat sich, neben anderen Modellen maternaler 
Immunstimulation, welche z.B. mit Hilfe von LPS oder Influenzaviren arbeiten, in den letzten 
Jahren in der internationalen Forschung etabliert (Meyer und Feldon 2012). Ursprünglich 
entwickelt wurde das Poly(I:C), und ebenso das LPS-Modell, um zu untersuchen inwieweit 
Cytokinimbalancen eine Auswirkung auf die Entwicklung des Gehirns und das Verhalten der 
Nachkommen haben (Meyer et al. 2009b). Ein großer Vorteil des Poly(I:C)s ist, dass es 
einfach gehandhabt und angewendet werden kann ohne dass, wie bei pathogenen Viren, 
strenge Sicherheitsvorschriften beachtet werden müssen. Die Einhaltung des vorgegebenen 
Injektionszeitpunktes ist sehr wichtig, da die Immunreaktion auf eine Dauer von 24–48 h, je 
nach benutzter Dosierung, limitiert ist (Meyer et al. 2005, Cunningham et al. 2007). 
Untersucht wurde dies über die Veränderung der Körpertemperatur, des Körpergewichts, der 
Cytokinkonzentration sowie des Verhaltens des injizierten Tieres, wie eine reduzierte 
lokomotorische Aktivität und ein reduziertes Grabeverhalten. Die Injektion muss so erfolgen, 
dass die kritische, sensible Phase der Embryonalentwicklung des Gehirns, welche durch das 
Poly(I:C) beeinflusst werden soll, in den Zeitraum der Wirkdauer fällt. Bei Ratten entspricht 
dies dem 15.–17. Gestationstag. Damit diese Phase komplett mit der Wirkung des Poly(I:C)s 
abgedeckt wird, wurde der 15. Gestationstag als Injektionstag gewählt. Beim Mensch konnte 
als die kritische Phase für die Beeinflussung der Entwicklung durch eine Infektion und damit 
ein erhöhtes Risiko für die Erkrankung des Kindes an Schizophrenie, das zweite Trimester 
der Schwangerschaft bestimmt werden (Mednick et al. 1988, Wrigth et al. 1995). Je nach 
Fragestellung der Studie, muss der Injektionszeitpunkt individuell festgelegt werden. Bei 
Untersuchungen an Mäusen konnte gezeigt werden, dass nach Injektion am Gestationstag 
9, also in der frühen bis mittleren Trächtigkeit, vor allem in mesolimbischen Arealen eine 
erhöhte Konzentration von Dopamin und dessen Metaboliten vorliegt und somit eher die 
Symptome der Positivsymptomatik der Schizophrenie nachgeahmt werden konnten (Winter 
et al. 2009). Bitanihirwe et al. nutzen ebenfalls 5 mg/kg Poly(I:C) i.v., injizierte allerdings erst 
am 17. Gestationstag. Hier zeigte sich eine reduzierte Konzentration von Dopamin, Glutamat 
und GABA in verschiedenen Gehirnregionen und eine Negativsyptomatik (Bitanihirwe et al. 
2010). 

Es wurden terminiert verpaarte Ratten zugekauft, die alle zum gleichen Zeitpunkt angepaart 
wurden. Wichtig für die Wirkung des Poly(I:C) ist, dass die Muttertiere während der Tage um 
die Injektion herum keinem Stress ausgesetzt werden. Der Transport der trächtigen Tiere 
und der damit verbundene Stress, könnte möglicherweise eine negative Auswirkung auf die 
Wirkung der Immunstimulation haben (Meyer et al. 2009a). Allerdings muss auch erwähnt 
werden, dass es Untersuchungen gibt, welche nachweisen, dass Stress im letzten Drittel der 
Trächtigkeit das Risiko für das Erkranken an Schizophrenie oder anderen psychischen 
Erkrankungen stark erhöht (Koenig et al. 2002, 2005, Bethus et al. 2005, Fumagalli et al. 
2007, Müller und Bale 2007, 2008, Charil et al. 2010). So ist es ebenso möglich, dass durch 
den Stressfaktor zusammen mit der Poly(I:C)-Injektion die Wirkung der Immunstimulation 
noch gesteigert wird. Um dies genauer zu untersuchen, müsste man eine weitere Studie mit 
selbst verpaarten Muttertieren und zugekauften, trächtigen Tieren im Vergleich durchführen.  

Wie bereits erwähnt, ist die richtige Dosierung des Poly(I:C)s sehr wichtig. Sie muss so 
gewählt werden, dass die größtmöglichen Effekte ausgelöst werden, jedoch die Trächtigkeit 
und die Entwicklung der Tiere nicht zu stark nachteilig beeinflusst werden. Ist die Dosierung 

64



Diskussion 

 

zu hoch, kann es zu einer erhöhten fetalen Sterblichkeit sowie spontanen Aborten kommen 
(Entrican 2002). Es wurden bereits viele Studien durchgeführt, die sich mit den 
Dosis-abhängigen Effekten beschäftigten und somit eine Orientierung für die Planung neuer 
Versuche liefern. Shi et al. führten dazu Verhaltensversuche an Mäusen durch. Die Tiere mit 
der höchsten Dosierung von 20 mg/kg zeigten ein Defizit im PPI gegenüber den 
Kontrolltieren. Allerdings war auch die Wurfgröße bei infizierten Tiere mit 4.14 ± 0.26 Tieren 
deutlicher kleiner als bei den Kontrolltieren (Wurfgröße Kontrolltiere: 8.25 ± 1.03) (Shi et al. 
2003). Meyer et al. injizierten das Poly(I:C)-Mäusen intravenös (i.v.) in einer Konzentration 
von 2.5 mg/kg, 5 mg/kg und 10 mg/kg. Je höher die Poly(I:C)-Dosis, umso höher war der 
danach gemessene IL-10 Spiegel im Muttertier. Auch in den Feten steigt dieser mit der 
Dosierung. Durch eine größere Anzahl an spontanen Aborten bei einer höheren Dosis war 
die Anzahl an Feten der Gruppe mit einer Injektionsdosis von 10 mg/kg für weitere 
Untersuchungen schon zu klein. Auch Meyer et al. zeigten Defizite im PPI erst bei den 
höheren Dosierungen von 5 mg/kg und 10 mg/kg. Im Test auf vermehrte lokomotorische 
Aktivität nach Amphetamininjektion wurde ebenso erst ein Unterschied bei den beiden 
höchsten Poly(I:C)-Dosierungen sichtbar. Andere Versuche, wie das LI, zeigten keine 
Dosis-abhängigen Unterschiede.  Um einen sicheren Poly(I:C)-Effekt zu erzielen, wird eine 
Dosis von ungefähr 5 mg/kg als Richtwert angegeben (Meyer et al. 2005). Neben den beiden 
genannten Studien an Mäusen, wurden auch die Auswirkungen verschiedener Dosierungen 
auf Ratten untersucht. Fortier et al. nutzen hierbei relativ niedrige Dosen (0.75 mg/kg und 
1 mg/kg), welche an verschiedenen Gestationstagen Spargue-Dawley Ratten i.p. injiziert 
wurden. Hier konnten, unabhängig von der Dosis, keine Unterschiede im PPI im Vergleich zu 
den Kontrolltieren festgestellt werden (Fortier et al. 2007). Allerdings muss man sagen, dass 
die Dosierungen im Gegensatz zu den Versuchen von Meyer et al. und Shi et al. sehr niedrig 
gewählt wurden. Dem Protokoll dieser Arbeit am ähnlichsten ist die Studie von Wolff und 
Bilkey. Sie injizierten Spargue-Dawley Ratten 4 mg/kg Poly(I:C) i.v. und testeten die 
Nachkommen am 35. Lebenstag im PPI, wobei ein Defizit festgestellt wurde. Die Wurfgröße 
der Poly(I:C)-Tiere unterschied sich nicht von der der Kontrollgruppe (Wolff und Bilkey 2008). 
Demnach konnte mit der Dosierung von 4 mg/kg eine Veränderung ausgelöst werden ohne 
dabei die fetale Sterblichkeit und Abortrate zu erhöhen. Unterschiede in den Wurfgrößen 
konnten auch in dieser Arbeit nicht festgestellt werden.  

In dieser Arbeit wurde die Injektion i.v. in die Schwanzvene durchgeführt. Viele andere 
Studien nutzen eine i.p. Injektion, welche schneller und einfacher durchgeführt werden kann. 
Allerdings ist gerade im späten Trächtigkeitsstadium die Gefahr groß, bei der i.p. Injektion 
Strukturen des Uterus oder die Feten selbst zu treffen. Des Weiteren benötigt man bei der 
i.v. Injektion im Vergleich zu i.p. oder subcutanen (s.c.) Injektionen eine niedrigere Dosis des 
Poly(I:C)s, da der Wirkstoff dann eine Bioverfügbarkeit von 100 % aufweist und keine Teile 
durch unzureichende Resorption aus dem Gewebe verloren gehen.  Für die i.v. Injektion 
werden die Muttertiere mit Isofluran in eine leichte Narkose gelegt, um eine korrekte 
Punktion der Schwanzvene zu gewährleisten und Stress durch eine starke Fixation zu 
vermeiden. Allerdings besteht dabei immer ein Narkoserisiko, weshalb die Inhalation des 
Isoflurans so kurz wie möglich gehalten werden muss. In dieser Arbeit haben alle Muttertiere 
die Narkose gut überstanden. 

Neben der Injektion des Poly(I:C)s können genetische Komponenten zusätzlich einen 
Einfluss auf die Entwicklung des schizophrenen Phänotyps haben. In dieser Arbeit wurde mit 
Ratten des Wistar Stammes gearbeitet, welche nicht speziell genetisch verändert sind. Eine 
andere Studie nutzte genetisch veränderte Mäuse, welche vermehrt das Cytokin IL-10 
exprimieren und stellten im Vergleich zu normalen Mäusen eine geringere Ausprägung der 
Poly(I:C) bedingten Veränderungen fest (Meyer et al. 2008b). Smith et al. stellten den 
gleichen Sachverhalt an IL-6 dar (Smith et al. 2007). In beiden Fällen zeigten die genetisch 
veränderten Tiere ohne Poly(I:C)-Injektion allerdings Auffälligkeiten im Verhalten der 
Jungtiere. Auch Polymorphismen in den Genen für die 
Catechol-O-Metyhltransferase (COMT), für Neuregulin  1 (NRG 1) und für disrupted in 
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shizophrenia-1 (DISC 1) können ähnlich wie eine pränatale Infektion wirken und das Risiko 
für ein Erkranken an Schizophrenie erhöhen (Harrison und Weinberger 2005). Diese 
synergistische Wirkung von DISC 1 bestätigten Abazyan et al. durch eine Studie an DISC 1 
mutierten Mäusen mit und ohne maternaler Immunstimulation, wobei bei doppelter Belastung 
die Veränderungen noch verstärkt wurden. (Abazyan et al. 2010). Ibi et al. zeigten zusätzlich 
eine stark reduzierte PV Expression (Ibi et al. 2010). 

Wie bereits erwähnt, kann Stress die Wirkung des Poly(I:C)s beeinflussen. So können 
kritische Lebensereignisse in der Kindheit, wie der Verlust eines geliebten Menschen oder 
ein schlechtes Verhältnis innerhalb der Familie, bei bereits genetischen oder durch 
maternale Infektionen vorbelasteten Kindern das Risiko für die Entstehung des 
Krankheitsbildes der Schizophrenie stark erhöhen. In vielen Untersuchungen wurden 
deshalb zwei der auslösenden Faktoren angewendet (Meyer et al. 2008b, Abazyan et al. 
2010, Richtand et al. 2012), um die Wahrscheinlichkeit der Ausprägung der typischen 
Merkmale, wie sensorische Gating-Defizite, Lerndefizite, Anhedonie, Antriebslosigkeit und 
die Auffälligkeiten im Gehirn, zu erhöhen. Für die Versuche dieser Arbeit wurde sich bewusst 
dazu entschieden lediglich das Poly(I:C) als einzelnen Faktor zu benutzen, da somit dessen 
Wirkung im Zusammenspiel mit der iTBS unbeeinflusst beurteilt werden kann. Es wurde 
besonders stark darauf geachtet, dass die Tiere keinem Stress ausgesetzt waren. Durch ein 
sehr ausführliches und intensives Handling vor der Stimulation und während der Wartezeit 
auf das Erreichen des nötigen Alters für die Verhaltensversuche wurden die Ratten an den 
Kontakt mit dem Menschen, die Umgebung und die Versuchsapparate gewöhnt und somit 
jeglicher Stress während der Versuche weitestgehend verhindert. Jedoch weichen die 
Ergebnisse der Versuche dieser Arbeiten, teilweise von den bereits durchgeführten Studien, 
welche im Folgenden in der Diskussion der Ergebnisse genauer betrachtet werden, ab. 
Unerwartet ist das Ergebnis des PPI, da bei Poly(I:C)-Tieren in nahezu allen vorhanden 
Studien ein Defizit festgestellt wurde, welches die Tiere in dieser Studie nicht zeigen. 
Ursächlich hierfür könnte das unterschiedliche Handling der Tiere im Vorfeld sein, welches in 
der publizierten Literatur nicht beschrieben wurde. Möglicherweise beeinflusst das lange, 
stressfreie Handling der Tiere im Vorfeld der Versuche den Verhaltensphänotyp so, dass 
sich keine typischen schizophrenen Verhaltensmuster, zumindest bei bestimmten 
Fähigkeiten, wie hier der Filterfunktion des Gehirns, ausbilden.  

Die Symptome der Schizophrenie treten üblicherweise erst im späten Jugend- oder frühen 
Erwachsenenalter auf. Warum dies so ist, ist noch nicht eindeutig geklärt. Es gibt 
verschiedene Erklärungsansätze. Eine Hypothese ist, dass die Reifung und Verknüpfung der 
kortikalen Strukturen erst im späten Jugendalter abgeschlossen ist, das Gehirn dadurch an 
Plastizität verliert und sich die typischen pathologischen Veränderungen ausbilden 
(Keshavan und Hogarty 1999). Hormonelle Veränderungen im Körper während der Pubertät 
werden als weitere mögliche Ursache angesehen (Halbreich und Kahn 2003). Betrachtet 
man die hormonellen Einflüsse auf das Krankheitsbild der Schizophrenie, ist besonders 
interessant, dass Männer im Durchschnitt wesentlich früher als Frauen erkranken. Laut 
Hafner liegt das Durchschnittsalter bei Männern bei 26.5 Jahren, bei Frauen hingegen erst 
bei 30.6 Jahren. Ein zweiter auffälliger Anstieg der Erkrankungsrate bei Frauen erfolgt im 
Alter von 40–50 Jahren, wenn sich die Postmenopause einstellt. Auch die Prognose fällt bei 
Männern schlechter aus (Hafner 2003). Diese Tatsachen legen nah, dass das Östradiol 
einen Einfluss auf die Entwicklung der Erkrankung hat. Ihm wird eine neuroprotektive 
Wirkung, eine Beteiligung am embryonalen und fetalen Wachstum, sowie an der Entwicklung 
des Gehirns zugesprochen (Rao und Kolsch, 2003). Des Weiteren ist es an der Regulation 
des dopaminergen- und serotinergen Systems beteiligt. Damit die Verhaltensversuche durch 
die Schwankungen des Östrogenspiegels und der anderen am Zyklus der weiblichen Tiere 
beteiligten Hormone nicht beeinflusst werden, wurden für die Versuche ausschließlich 
männliche Wistar Ratten verwendet. Studien, welche Nagermodelle benutzten, sprachen von 
der post-pubertären Lebensspanne ab dem 55.–60. Lebenstag (Spear 2000, Ojeda und 
Skinner 2006). Viele Studien, welche Untersuchungen an juvenilen als auch an adulten Tiere 
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des Poly(I:C)-Modells durchführten, zeigen, dass erst im Erwachsenenalter Unterschiede zu 
den Kontrollgruppen bestehen (Zuckermann et al. 2003, Zuckermann und Weiner 2005, 
Meyer et al. 2006b, Ozawa et al. 2006, Vuillermot et al. 2010). Damit die Tiere sich sicher in 
dem für das Auftreten der Symptome relevanten Alter befinden, wird mit den 
Verhaltensversuchen in der 11. LW begonnen. 

 

4.1.2. Durchführung der iTBS 

Die Tatsache, dass das Gehirn von Nagern um ein vielfaches kleiner ist als das des 
Menschen, macht den Vergleich der Wirkung der iTBS schwierig. Durch die Verwendung 
einer Doppelspule, welche das Maximum des Magnetfeldes sehr stark auf eine Stelle, an 
den Berührungspunkt der beiden zusammengefügten Rundspulen, konzentriert, wird das 
stimulierte Areal kleinstmöglich gehalten. Nichtsdestotrotz ist es bei Ratten nicht möglich, ein 
bestimmtes Gehirnareal einzeln zu stimulieren. Die Spule wird mittig über dem Schädel 
platziert mit dem Ziel, das Corpus callosum zu stimulieren, welches beide Gehirnhälften 
miteinander verbindet und über Neurone und Interneurone die Erregung an die relevanten 
Gehirnareale weiterleitet. Die Ergebnisse dieser Arbeit sind somit nicht nach Reaktionen der 
einzelnen Gehirnregionen zu unterscheiden wie es beim Mensch möglich ist, wenn die 
Stimulation z.B. nur über dem motorischen Handareal erfolgt. Des Weiteren ist durch die 
gleichzeitige Stimulation der rechten und linken Hemisphäre weniger relevant, ob man von 
rechts nach links oder von links nach rechts stimuliert.  

Die Wirkung der Stimulation ist weiterhin davon abhängig, wie weit entfernt sich das Gehirn 
vom Magnetfeld befindet. Wie bereits erwähnt, ist es für eine optimale Stimulation nötig, 
dass die Kopfhaut gerade so nicht die Ummantelung der Spule berührt, aber auch nicht mehr 
als ein Blatt Papier dazwischen passt. Da die Ratten während der Stimulation nicht 
narkotisiert waren, ist die richtige Fixation als auch die Kooperationsbereitschaft der Tiere 
von entscheidender Bedeutung. Auch hier ist das vorangegangene intensive Handling der 
Tiere eine Grundvoraussetzung für die optimale Durchführung der Stimulation. Die wenigen 
Tiere, die trotz der Gewöhnung an den Menschen und die Fixation nervös waren, wurden in 
ein Stofftuch gewickelt, welches sich beruhigend auswirkt da es ihnen Schutz bietet. In 
vorangegangen Studien dieser (Thimm und Funke 2015) und anderer (Post et al. 1999) 
Arbeitsgruppen wurden die Tiere für die TMS mit Urethan narkotisiert, nach der Stimulation 
jedoch zeitnah perfundiert. Eine Narkose mit Urethan kommt für den Versuchsaufbau dieser 
Arbeit nicht in Frage, da die Tiere unbeeinträchtigt in den Verhaltensversuchen getestet 
werden müssen. Urethan kann lediglich in Versuchen verwendet werden, bei denen eine 
Narkose nötig ist, anschließend die Lebensfunktionen aber nicht wiederhergestellt werden 
sollen. Es wirkt organotoxisch und kanzerogen. Eine Narkose mit Isofluran reicht bei der 
Gesamtdauer der Stimulation von 45 min nicht aus. Des Weiteren könnte die Wirkung der 
Anästhetika die Ergebnisse der TMS als auch der Verhaltensversuche verfälschen.  

Bei der hier verwendeten iTBS wird eine hohe Frequenz von 50 Hz angewendet. In 
Untersuchungen am Menschen wird die Frequenz aus Sicherheitsgründen hingegen oft nicht 
höher als 10 Hz gewählt (Wassermann 1998), da die TMS, vor allem bei vorbelasteten 
Menschen, das Risiko für das Auslösen eines epileptischen Anfalls birgt. Die Anwendung 
des Theta-Burst-Protokolls ist die vielversprechendste Variante, da die Effekte langanhaltend 
sind (Huang et al. 2005). Aus diesem Grund war die iTBS für die Untersuchung der 
Langzeiteffekte in dieser Arbeit die einzig richtige Wahl.   

Die Intensität der Stimulation sollte so gewählt werden, dass ein ausreichend starkes 
Magnetfeld für die Nervenreizung entsteht, die motorische Reizschwelle der Tiere jedoch 
nicht überschritten wird. Ob die motorische Reizschwelle überschritten ist, kann man durch 
Muskelzuckungen der Nackenmuskulatur der Ratten bei der Fixation für die Stimulation 
feststellen. Die Stimulationsintensität wird so gewählt, dass sie 80 % der motorischen 
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Reizschwelle beträgt. Bei adulten Ratten wird diese mit 23 % angegeben. Da sich die nötige 
Intensität umgekehrt proportional zur Größe des Gehirns verhält, ist bei jüngeren Tieren eine 
höhere Intensität nötig. Am ersten Tag der Stimulation wurde über Einzelpulse getestet, wo 
sich die motorische Reizschwelle befindet und die Intensität danach angepasst. Auch 
während der 2-wöchigen Stimulationsphase wurde dies immer wieder überprüft, da die Tiere 
stetig an Gewicht zunehmen und sich damit auch das Gehirn vergrößert. Die optimale 
Stimulationsintensität wurde für die Tiere dieser Arbeit auf 30 % festgelegt. 

Wie bereits in 1.3.8. erwähnt, sind bisher nur Kurzzeiteffekte der TBS nachgewiesen. Benali 
et al. konnten Veränderungen in der Expression des Calcium-bindenden Proteins PV bis 7 
Tage nach der Stimulation feststellen (Benali et al. 2011). Da die Stimulation bei den meisten 
Studien allerdings erst im Erwachsenenalter durchgeführt wurde, wurde in den 
Untersuchungen dieser Arbeit auf eine Applikation der iTBS noch vor der Pubertät gesetzt, 
um langanhaltende Effekte zu erlangen. Wie Mix et al. zeigten, ist allerdings auch eine zu 
frühe Stimulation ohne Wirkung (Mix et al. 2015). Vom prä-pubertalen Lebensabschnitt 
spricht man bei Ratten zwischen dem 28. und 35. Lebenstag (Spear et al. 2000), was den 
Beginn der Stimulationsphase in der 5. LW, wie es in dieser Arbeit der Fall war, als den 
optimalen Zeitpunkt darstellt. 

Da es zur Wirkung der iTBS an Poly(I:C)-Tieren bisher sehr wenig Studien gibt, ist die 
Interpretation der Ergebnisse schwierig. Der sehr lange Abstand zwischen iTBS und 
Verhaltensversuchen von 4 Wochen ist bisher in keiner Studie untersucht und kann deshalb 
einen großen Einfluss auf die Ergebnisse haben. Die Ergebnisse zeigen deutlich, dass die 
iTBS auch langfristig einen positiven Einfluss auf das Lernverhalten hat. Die vorhandenen 
Studien weichen in ihrem Aufbau meist hinsichtlich des Alters der Tiere bei der Stimulation, 
der Stimulationsdauer, dem Stimulationsprotokoll, der Rasse der Ratten und dem Abstand 
zwischen Stimulation und Verhaltensversuch voneinander ab, wodurch ein Vergleich 
schwierig wird. Gerade für die Etablierung der iTBS als alternative Behandlungsmöglichkeit 
für Schizophrenie ist es wichtig das Studiendesign so zu gestalten, dass die Zeitpunkte der 
Behandlungen und Untersuchungen so realistisch wie möglich auf den Menschen 
übertragbar sind. Dies wurde in dieser Arbeit mit der iTBS Behandlung während der 
Neuronalentwicklung und den Verhaltensversuchen im Erwachsenenalter, wenn sich der 
Phänotyp der Schizophrenie mit Anhedonie, Defiziten im PPI, verringerter Ängstlichkeit und 
Lerndefiziten nach bereits genannten Studien zeigt (Zuckermann et al. 2003, Zuckermann 
und Weiner 2005, Meyer et al. 2006b, Ozawa et al. 2006, Vuillermot et al. 2010), 
berücksichtigt. Es wurde sich bewusst für die Verwendung von Ratten des Wistar-Stammes 
entschieden, da sich diese sehr gut händeln lassen und sich deshalb für Verhaltensversuche 
eignen.  
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4.2. Diskussion der Ergebnisse der Verhaltensversuche 

4.2.1. Beeinflussung des Angstverhaltens 

Das EPM ist eine schon lang praktizierte und einfache Methoden das Angstverhalten von 
Nagern, zum Beispiel auch unter dem Einfluss von Medikamenten, zu untersuchen. Ratten 
sind von Natur aus neugierig und wollen eine neue Umgebung erkunden, bevorzugen jedoch 
auch geschlossene, geschützte Räume. Diese beiden Aspekte konkurrieren beim EPM 
miteinander. Normalerweise überwiegt die Ängstlichkeit, sodass sich die Ratten vermehrt in 
den geschlossenen Armen aufhalten. Entgegen den Erwartungen, zeigten die 
Poly(I:C) Sham-Tiere im EPM eine reduzierte Ängstlichkeit gegenüber den 
NaCl Sham-Tieren. Sie hielten sich mehr in den offenen Armen auf. Eine Wirkung der iTBS 
lässt sich bei den Poly(I:C)-Tieren erkennen: die Poly(I:C) Verum-Gruppe zeigte eine erhöhte 
Ängstlichkeit gegenüber den nicht stimulierten Tieren. Das Ergebnis der 
Poly(I:C) Verum-Gruppe entsprach in etwa dem der nicht-stimulierten NaCl-Kontrolltieren. 
Dies spricht dafür, dass die iTBS bei vor der Pubertät befindlichen Ratten die Wirkung des 
Poly(I:C)s beeinflusst. Nichtsdestotrotz ist das sich hier zeigende Verhalten der 
Poly(I:C) Sham-Tiere nicht typisch für Tiere dieses Schizophreniemodells. Yee et al. konnten 
eine erhöhte Ängstlichkeit bei Poly(I:C)-Tieren feststellen (Yee et al. 2011). Diesen Trend 
zeigten auch die Untersuchungen von Abazyan et al., wobei eine noch stärkere Ausprägung 
der Ängstlichkeit bei Mäusen mit, neben der Poly(I:C)-Injektion, zusätzlichen Mutationen im 
disrupted-in-schizophrenia-Gen 1 zu finden war (Abazyan et al. 2010). Andere 
Untersuchungen, wie die von Ratnayake et al. und Li et al., konnten keine Unterschiede im 
Verhalten im EPM zwischen Poly(I:C)- und Kontrolltieren finden (Ratnayake et al. 2012, Li et 
al. 2014). Eine zweite Möglichkeit das Angstverhalten von Nagern zu untersuchen ist der 
Open-Field-Test. Dabei werden die Tiere in eine leere viereckige Kiste verbracht und deren 
Bewegungen über einen bestimmten Zeitraum aufgezeichnet. Auch hier ist es normal, dass 
die Tiere sich um Schutz zu suchen eher an den Wänden aufhalten, jedoch auch 
gelegentlich aus Neugier den inneren Teil der Kiste erkunden. Es konnte gezeigt werden, 
dass Poly(I:C)-Tiere zu einer erhöhten Ängstlichkeit neigen (Shi et al. 2003, Ratnayake et al. 
2012, Li et al. 2014), was somit das Gegenteil zu den Ergebnissen dieser Arbeit darstellt und 
die Eignung des Poly(I:C)-Modells für den Versuchsaufbau in Frage stellt. Das ausführliche 
Handling der Ratten oder die iTBS Behandlung an sich, unabhängig davon ob Sham oder 
Verum, kann die Entstehung des erwarteten Phänotyps in Bezug auf das Angstverhalten 
beeinflusst haben.  

Bei den Kontrolltieren bewirkte die Stimulation das Gegenteil: die Ängstlichkeit der Tiere 
wurde reduziert und sie erkundeten mehr die offenen Arme. Eine vorangegangen, noch nicht 
publizierte Studie meiner Arbeitsgruppe, welche für die folgenden Betrachtungen als 
StudieAdult bezeichnet wird, beschäftigte sich mit dem Verhalten von Poly(I:C)-Tieren, welche 
schon ausgewachsen waren. Hier wurden mit mindestens 3 Monate alten Tieren erst 
Verhaltensversuche durchgeführt, dann mit Verum oder Sham iTBS stimuliert und 
anschließend die Verhaltensversuche wiederholt. Die Verhaltensversuche liefen nach dem 
gleichen Protokoll wie in dieser Studie. Im EPM konnte man bei den älteren Tieren ähnliche 
Ergebnisse erkennen. Im Verhalten vor der Stimulation zeigte sich zwischen Poly(I:C) und 
NaCl kein Unterschied. Nach der Stimulation hingegen bewegten sich die Kontrolltiere mit 
iTBS ebenso deutlich mehr in den offenen Armen. Möglicherweise fördert die iTBS bei 
gesunden Tieren das Explorationsverhalten und die Motivation. Somit kann man 
schlussfolgern, dass die iTBS bei gesunden Tieren unabhängig vom Stimulationszeitpunkt 
Veränderungen im Angstverhalten bewirken kann. Das Nicht-Erkunden der Umgebung kann 
auch als eine reduzierte lokomotorische Aktivität und reduzierte Motivation interpretiert 
werden.  

Kritisch bei der Durchführung des EPM sind die räumlichen Bedingungen zu betrachten. 
Durch die Platzierung des EPM im Versuchsraum kommt es dazu, dass einer der offenen 
Arme relativ nah an der Wand des Raumes endet. Dadurch könnten sich die Ratten 
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vermehrt im offenen Arm aufgehalten haben, da sie an der Wand Schutz suchten. Um eine 
Ablenkung der Ratte durch Gerüche, z.B. der Ratte aus dem vorherigen 
Versuchsdurchgang, zu vermeiden, wird das EPM nach jedem Tier sorgfältig mit Ethanol 
gereinigt. Hier könnten die Ratten gegebenenfalls durch unvollständiges Reinigen vom 
eigentlichen Versuch abgelenkt worden sein.   

 

4.2.2. Beeinflussung der verschiedenen Gedächtnisformen sowie des räumlichen 

Orientierungsvermögens 

Der NOB ist ein weit verbreiteter Test zur Untersuchung von Gedächtnisfunktionen. Neben 
der Beurteilung des Arbeitsgedächtnisses, kann auch eine Aussage über Angstverhalten, 
Aufmerksamkeit, Motivation und Interesse an neuen Dingen getroffen werden. Im ersten 
Wiederholungsdurchgang nach 1 h, in dem das Kurzzeitgedächtnis überprüft wird, zeigten 
die 4 Vergleichsgruppen keine Unterschiede im Verhalten. Alle beschäftigten sich mehr mit 
dem neuen als mit dem alten Objekt. Beim zweiten Durchgang nach 24 h treten jedoch 
deutliche Unterschiede auf. Die nicht mit iTBS behandelten Poly(I:C)-Ratten beschäftigten 
sich signifikant mehr mit dem bereits bekannten Objekt. Die Stimulation führte bei den 
Poly(I:C) als auch den Kontrolltieren zu einer Verbesserung des Langzeitgedächtnisses, 
wobei die Poly(I:C)-Ratten trotzdem noch schlechter abschnitten. Dass die TMS die 
Lernleistung verbessern kann, zeigten schon Mix et al. in ihren Untersuchungen an Ratten in 
einem modifizierten Radial Maze (Mix et al. 2010). Ein Hinweis darauf, dass die iTBS die 
Effekte des Poly(I:C) möglicherweise nur bei juvenilen Tieren beeinflussen kann, zeigt sich 
wenn man vergleichend die StudieAdult, welche in Abschnitt 4.2.1. genauer beschrieben 
wurde, betrachtet. Die Kontrolltiere mit iTBS beschäftigen sich am zweiten Tag wesentlich 
mehr mit dem neuen Objekt als die nicht stimulierten Ratten. Bei den Poly(I:C)-Tieren lässt 
sich dies jedoch nicht erkennen, die Verum-Gruppe beschäftigt sich vermehrt mit dem 
bereits bekannten Objekt. 

In einer Studie an Poly(I:C)-Mäusen wurden im NOB schon im Durchgang nach 1 h 
Unterschiede sichtbar. Die Poly(I:C)-Tiere beschäftigten sich weniger mit dem neuen Objekt 
(Ratnayake et al. 2012). Bei Betrachtung von juvenilen und adulten Mäusen wurde dies 
sowohl im Durchgang nach 1 h als auch nach 1 Tag nur bei den adulten Tieren sichtbar 
(Ozawa et al. 2006). Dies lässt sich dadurch erklären, dass sich die Verhaltensauffälligkeiten 
der Tiere erst mit Erreichen des Erwachsenenalters manifestieren. Ito et al. stellten hingegen 
das Gegenteil fest: die Mäuse der Poly(I:C)-Gruppe hatten deutlich mehr Interesse am 
neuen Objekt als die Kontrolltiere. Allerdings hatten die Tiere hier nur 5 min Zeit sich mit den 
Objekten zu beschäftigen und der Versuchsdurchgang fand anschließend schon nach 5 min 
statt (Ito et al. 2010). Fast denselben Versuchsablauf nutzten Mattei et al.: die Mäuse haben 
5 min Zeit die Objekte zu erkunden, nach 5 min Pause folgt der Versuchsdurchgang, 
allerdings mit einer Dauer von nur 3 min. Hier beschäftigten sich die Poly(I:C)-Tiere weniger 
mit dem neuen Objekt (Mattei et al. 2017). Die Ergebnisse der verschiedenen Studien sind 
sehr unterschiedlich und zeigen, dass wahrscheinlich der Abstand zwischen den 
Testdurchgängen sowie die Zeitdauer, welche die Tiere zum Einprägen der Objekte zur 
Verfügung haben, eine entscheidende Rolle spielt. 

Durch die Habituation der Ratten an die Versuchskiste über 2 Tage à 45 min wurde versucht 
zu verhindern, dass die Tiere sich wie im Open-Field verhalten und sich aus Angst nur am 
Rand der Kiste aufhalten. Bei Tieren mit einer erhöhten Ängstlichkeit könnte diese Zeit 
jedoch nicht ausgereicht haben, um sie an die Versuchsbedingungen zu gewöhnen, wodurch 
der NOB beeinflusst worden sein könnte. Die Kiste war in einer ruhigen Ecke des 
Versuchsraums platziert. Dadurch findet sich immer ein Objekt etwas geschützter an der 
Wand, was die Ratten dazu veranlassen könnte, sich vermehrt mit diesem zu beschäftigen. 
Betrachtet man die Position im Vergleich mit der Zeitdauer der Beschäftigung mit dem 
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Objekt, lässt sich allerdings kein Zusammenhang erkennen. Um eine Präferenz für ein 
bestimmtes Objekt auszuschließen, wurden diese bei jeder Ratte in einer anderen 
Kombination verwendet. Auch hier war die Reinigung der Objekte und der Kiste mit Ethanol 
ein weiterer wichtiger Faktor, um eine olfaktorische Orientierung zu verhindern.  

Durch das Verhalten im WM können die Tiere hinsichtlich des Arbeitsgedächtnisses sowie 
des räumlichen Orientierungsvermögens beurteilt werden. Angetrieben durch ihren 
natürlichen Instinkt aus dem Wasser schnellstmöglich zu entkommen, prägen sich die Ratten 
ihre Umgebung nach dem erstmaligen Auffinden der Plattform ein, um diese anschließend 
schneller zu finden. Entwickelt wurde das Testverfahren von Richard Morris (Morris 1984). 
Auffällig bei den Ergebnissen ist vor allem, dass die Poly(I:C) Sham-Tiere, sowohl 
hinsichtlich der Zeit bis zum Auffinden der Plattform, zurückgelegter Gesamtstrecke, 
Durchschnittsabstand zum Target und zum Zentrum als auch dem Verhaltenstyp, die besten 
Resultate liefern. An den Tagen 2 und 4 zeigen sich die größten Unterschiede zwischen den 
Gruppen. Richtand et al. stellten in seinen Untersuchungen fest, dass zwischen 
Poly(I:C)- und Kontrolltieren im normalen WM keine Unterschiede zu erkennen sind 
(Richtand et al. 2012). Han et al. kamen zu denselben Ergebnissen (Han et al. 2011). Ändert 
man allerdings den Standort der Plattform, schnitten die Poly(I:C)-Tiere beim Erlernen der 
neuen Position signifikant schlechter ab (Richtand et al. 2012). Eine weitere Studie mit 
wechselndem Plattformstandort zeigte ebenfalls, dass die stark von Poly(I:C) beeinflussten 
Tiere eine längere Strecke zurücklegten um die Plattform zu finden (Vorhees et al. 2015). In 
allen drei Studien wurde allerdings das Poly(I:C) i.p. injiziert. Nach einer i.v. 
Poly(I:C)-Injektion am Gestationstag 15 bei Ratten fanden sich bei den Nachkommen im WM 
keine Unterschiede zwischen Poly(I:C)- und Kontrolltieren hinsichtlich der Zeit bis zum 
Auffinden der Plattform (Piontkewitz et al. 2009, Zuckerman und Weiner 2015). Betrachtet 
man die bereits durchgeführten Versuche über die Wirkung einer 11-wöchigen rTMS auf das 
Verhalten von 3 Monate alten Wistar Ratten im WM, konnten von Post et al. keine 
Unterschiede gefunden werden (Post et al. 1999). Tan et al.  stellten jedoch eine kürzere 
Zeit, eine kürzere zurückgelegte Strecke, sowie beim letzten Durchgang ohne Plattform, eine 
längere geschwommene Strecke und längere prozentuale Aufenthaltsdauer im Zielsektor bei 
den über zwei Wochen niederfrequent stimulierten Spargue-Dawley Ratten gegenüber den 
Kontrolltieren fest (Tan et al. 2013). Diese positive Auswirkung konnten auch Shang et al. an 
Wistar Ratten feststellen (Shang et al. 2016). Bei einer anderen Untersuchung schnitten 
sowohl niedrig- als auch hochfrequent stimulierte Wistar Ratten schlechter ab als die 
Kontrolle (Wang et al. 2010). Han et al. nutzten, wie in dieser Studie, iTBS und führte das 
WM vor und nach der 10-tägigen Stimulation an Spargue-Dawley Ratten durch. Hier zeigten 
sich keinerlei Unterschiede zwischen den Gruppen (Han et al. 2013). In der bereits in 
Abschnitt 4.2.1. erwähnten StudieAdult zeigten die Poly(I:C)-Tiere über alle Tage bessere 
Leistungen als die NaCl-Kontrolltiere. Nach der Behandlung mit iTBS fanden die Tiere das 
Target nochmal schneller und hielten sich am letzten Testtag prozentual gesehen noch mehr 
im Targetsektor auf als vor der Stimulation. Allerdings muss hier angemerkt werden, dass die 
Tiere durch das zweimalige Testen im WM, direkt in der 13. LW und anschließend nochmals 
in der 17., den Versuch bereits kennen und sich möglicherweise an den ersten Versuch 
erinnerten. Wie diese Auflistung zeigt, fallen die Ergebnisse der verschiedenen 
Arbeitsgruppen sehr unterschiedlich aus und weichen von den Ergebnissen dieser Arbeit ab. 
Die Resultate bereits durchgeführter Versuche dieser Arbeitsgruppe an Poly(I:C)-Ratten 
lassen immer wieder auf eine bessere Lernleistung der Poly(I:C)-Tiere schließen. Beim 
Betrachten der aufgezeichneten Videos des WM scheint es so, als schauen sich die 
Poly(I:C)-Tiere mehr im Bassin um und orientieren sich an den Wandmarkierungen bevor sie 
los schwimmen. Bei Kontrolltieren konnte dies nicht beobachtet werden. Sowohl im NOB als 
auch WM konnten in dieser Studie und der StudieAdult ähnliche Ergebnisse festgestellt 
werden. Andere Studien zeigten hingegen sehr variable Resultate. Dies ist ein Hinweis 
darauf, dass das Poly(I:C)-Modell und damit die Ausprägung des Schizophrenie-Phänotyps 
stark vom Versuchsaufbau und anderen äußeren Faktoren beeinflusst werden kann und es 
nicht für alle Arten von Untersuchungen geeignet ist. Die Interpretation der Ergebnisse 
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bezüglich der iTBS Wirkung auf die Schizophreniesymptome gestaltet sich schwierig, wenn 
kein klarer Schizophrenie-Phänotyp vorliegt.  

Da für die Versuche Wistar Ratten, welche weißes Fell haben, verwendet wurden, konnte 
das Wasser nicht, wie in anderen Studien, weiß eingefärbt werden um die Plattform 
unsichtbar zu machen. Die selbstgeschriebene Software, welche die Bewegungen der Ratte 
aufzeichnet und auswertet, orientiert sich durch das Abheben der weißen Ratte vor dunklem 
Hintergrund. Mit weiß gefärbtem Wasser wäre der Kontrast für den Sensor zu gering. So 
wurde eine durchsichtige Plattform verwendet, um sie für die Ratten unsichtbar zu machen. 
Eine mögliche Fehlerquelle könnte sein, dass die Ratte je nach Lichteinfall die Plattform 
trotzdem wahrnimmt. Trotz des für die Ratten in der Software genau definierten 
Farbspektrum, kommt es vor, dass die Verfolgung der Ratte durch z.B. Tauchen 
unterbrochen wird. Dies könnte fehlerhafte Ergebnisse liefern, was jedoch durch die 
automatische Berechnung der fehlenden Sequenz durch die Software weitestgehend 
verhindert wird. 

 

4.2.3. Beeinflussung von depressiven Verhaltenszügen 

Der PF ist eine Möglichkeit auf depressive Verhaltensmuster zu untersuchen. Es wird davon 
ausgegangen, dass depressive Tiere eine reduzierte Motivation und damit verbunden eine 
höhere Immobilität im Wasserbehälter zeigen. Am ersten Tag waren die Kontrolltiere ohne 
iTBS Behandlung immobiler. Am Zweiten lassen sich die Kontrolltiere mit iTBS mehr treiben. 
Bei den Poly(I:C)-Tieren sind keinerlei Unterschiede zu erkennen. Wie bereits erwähnt, 
wurde in der Studie von Mix et al. gezeigt, dass die iTBS einen Einfluss auf das 
Lernverhalten haben kann (Mix et al. 2010). Möglicherweise lernten die Kontrolltiere mit iTBS 
Behandlung im ersten Versuchsdurchgang, dass sie nach einer gewissen Zeit aus dem 
Wasser genommen werden und sparen anschließend im zweiten Durchgang durch die 
Immobilität ihre Kraft.  Bei den älteren Tieren aus StudieAdult (siehe Abschnitt 4.2.1.) 
verhielten sich am ersten Tag alle Gruppen gleich. Am zweiten Tag ist ein Unterschied zu 
erkennen. Die Poly(I:C)-Tiere mit iTBS sind inaktiver als die Sham-Tiere, was für ein Lernen 
spricht. Die stimulierten Kontrolltiere sind hier, im Gegensatz zu den Ergebnissen der 
juvenilen Tiere, deutlich aktiver als die Tiere der NaCl Sham-Gruppe. Auch dies spricht für 
die unterschiedliche Wirkung der iTBS je nach Stimulationsalter. Bei den Untersuchungen an 
Mäusen von Li et al. zeigten sich keine Unterschiede im PF zwischen Poly(I:C)- und 
Kontrolltieren (Li et al. 2014). Die Poly(I:C)-Injektion erfolgte hier am 9,5. Gestationstag. 
Khan et al. injizierten hingegen erst am 12,5. Tag und bekamen andere Ergebnisse. Die 
Poly(I:C)-Mäuse zeigten eine höhere Immobilität (Khan et al. 2014). Diesen Trend fanden 
auch Reisinger et al., jedoch ohne Signifikanz (Reisinger et al. 2016) Das Ergebnis des PF 
der ersten Verhaltensversuche der StudieAdult, bei der noch keine Stimulation stattgefunden 
hat, stimmt mit den Veröffentlichungen der anderen Arbeitsgruppen überein. Allerdings muss 
man beachtet, dass es bisher keine Publikationen gibt in welchen an Ratten des 
Poly(I:C)-Modells der PF durchgeführt wurde. Die oben genannten Untersuchungen wurden 
alle an Mäusen durchgeführt, wobei das Versuchsprotokoll von dem bei Ratten verwendeten 
abweicht. Die Mäuse werden lediglich in einem Durchgang von 6 min getestet, bei dem nur 
die letzten 4 min ausgewertet werden. Für die Beurteilung bei Ratten sind die 5 min des 
zweiten Testtages entscheidend. Bei der Auswertung wurde zur Mobilität jede Bewegung 
gezählt, die nicht nur durchgeführt wurde um die Balance beim Treiben und den Kopf über 
Wasser zu halten. Hier liegt möglicherweise eine Fehlerquelle, da die Phasen von aktivem 
Schwimmen zum Treiben lassen fließend ineinander übergehen und oft schnell wechseln. 
Um alle Tiere gleich zu beurteilen, wurde diese Auswertung immer von ein und derselben 
Person mit der gleichen Stoppuhr durchgeführt. 
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4.2.4. Beeinflussung der Anhedonie 

Mit Hilfe des SC kann das Verhalten der Ratten hinsichtlich Anhedonie beurteilt werden. 
Anhedonie bezeichnet die Unfähigkeit Freude, Lust und Vergnügen zu empfinden und ist ein 
Symptom der Negativsyptomatik.  Das Interesse an Dingen, die für die Ratten normalerweise 
interessant sind, wie z.B. süß riechende und schmeckende Lebensmittel oder Flüssigkeiten, 
ist reduziert oder nicht vorhanden. Katz et al. stellten in seinen Untersuchungen fest, dass 
chronisch gestresste Tiere einen reduzierten Konsum von Sucrose enthaltenden 
Flüssigkeiten zeigen (Katz et al. 1982), was als Grundlage für die Entwicklung des SC 
diente. In dieser Studie gab es keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. Es 
zeigt sich im Diagramm ein leichter Trend, dass die unbehandelten Poly(I:C)-Tiere eine 
geringere Gewichtszunahme als die Poly(I:C)-Tiere mit iTBS aufweisen. Dies könnte auf 
einen positiven Effekt der iTBS auf Lust und Motivation hindeuten. Betrachtet man im 
Vergleich die StudieAdult, welche im Abschnitt 4.2.1. genauer beschrieben wurde, zeigt sich 
die Wirkung der iTBS deutlicher bei den Kontrolltieren. Die NaCl Verum-Tiere haben eine 
höhere Gewichtszunahme als die NaCl Sham-Tiere. Zwar gab es auch einen Anstieg bei den 
Poly(I:C)-Tieren mit iTBS, jedoch nur geringgradig. Auch hier zeigt sich somit, dass die iTBS 
je nach Stimulationsalter unterschiedlich wirkt. Es gibt viele Studien, die die Wirkung des 
Poly(I:C) auf den Sucrosekonsum untersucht haben. Eine Mehrheit konnte eine reduzierte 
Aufnahme der süßen Flüssigkeit bei Poly(I:C)-Mäusen im Vergleich zu den Kontrolltieren 
feststellen (Bitanihirwe et al. 2010, da Silveira et al. 2017, Ronovsky et al. 2017, Berger et al. 
2018). Die Ergebnisse sind damit identisch mit den Resultaten der beiden Sham-Gruppen in 
dieser Arbeit. Es muss angemerkt werden, dass in den genannten Studien der SC anders 
durchgeführt wurde als in dieser Studie. Der Test bestand aus einer mehrtägigen 
Habituations- sowie Testphase, in denen den Tieren zwei verschiedene Flaschen, welche 
mit Wasser und mit gezuckertem Wasser gefüllt waren, angeboten wurden. In die 
Auswertung wird dann der prozentuale Anteil des Konsums des gezuckerten Wassers an der 
gesamten Flüssigkeitsaufnahme berechnet. In diesem Projekt wurde mit einer 15-minütigen 
Testphase in der eine Trinkflasche angeboten wurde, welche gezuckerte Kondensmilch 
verdünnt mit Wasser enthielt, gearbeitet. Dieser Versuchsaufbau wurde ebenfalls schon 
zahlreich publiziert (Schneider et al. 2010, Rea et al. 2014, Edemann-Callesen et al. 2015, 
Hadar et al. 2016), allerdings noch nicht im Zusammenhang mit Untersuchungen am 
Poly(I:C)-Modell. Wang et al. zeigten, dass die rTMS einen positiven Effekt auf den 
Sucrosekonsum haben kann (Wang et al. 2014). Weitere Studien an Depressionsmodellen 
bestätigten dies (Feng et al. 2012, Kim et al. 2014, Peng et al. 2018). 

Kritisch zu sehen ist der Futterentzug für 24 h vor Versuchsbeginn. Da die Tiere zu viert im 
Käfig gehalten werden, ist nicht sicher zu sagen, ob ein dominantes Tier mehr Futter als die 
pro Tier abgewogenen 15 g zu sich genommen hat. Dadurch kann der Konsum der 
gezuckerten Milch durch einen unterschiedlichen Sättigungsgrad unabhängig von der 
Motivation beeinflusst werden. 

 

4.2.5. Beeinflussung des sensomotorischen Gatings 

Im PPI wird die Filterfunktion des Gehirns überprüft. Gesunde Tiere reagieren auf einen 
Schreckreiz mit einer Schreckreaktion, z.B. einem Zusammenzucken. Tritt dieser Reiz 
jedoch wiederholt auf und wird eventuell vorangekündigt, schwächt sich die Reaktion immer 
mehr ab. Es erfolgt eine Gewöhnung und eine Reizüberflutung wird verhindert. Im PPI wird 
dies durch eine Abfolge von Pre-Puls – Startle-Kombinationen überprüft. Dieser Versuch ist 
besonders interessant, da er auch an Menschen durchgeführt werden kann. Hier wird die 
Zuckung des Musculus orbicularis oculi, dem Augenringmuskel, mittels EEG aufgezeichnet. 
Bei Schizophrenie zeigen die Patienten typischerweise Defizite im PPI (z.B. Braff et al. 1992, 
1999, 2001, Kumari et al. 1999, Parwani et al. 2000, Takahashi et al. 2008), weshalb das 
PPI als Biomarker für diese Erkrankung angesehen wird. So kann mit Hilfe des PPI eine 
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Aussage über Prognose und das Ansprechen auf eine Behandlung getroffen werden (Light 
und Swerdlow 2014). 

Vorhees et al. beschrieben nach i.p. maternaler Poly(I:C)-Injektion eine reduzierte Inhibition 
bei hoher Dosierung und eine Erhöhte bei niedriger Dosierung (Vorhees et al. 2013 und 
2015). Eine reduzierte Inhibition bei der höchsten Poly(I:C)-Dosierung war ebenfalls in den 
Versuchen von Shi et al. zu finden (Shi et al. 2003). In anderen Studien, bei denen das 
Poly(I:C) i.v. verabreicht wurde, war auch eine Reduktion der Inhibition zu erkennen (Wolff 
und Bilkey 2008, Wolff und Bilkey 2010, Dickerson et al. 2010, Yee et al. 2011, Howland et 
al. 2012). Fortier et al. konnten nach einer i.p. Injektion an verschiedenen Gestationstagen 
keine Veränderungen im PPI adulter Ratten finden. Hier zeigten nur Tiere mit maternaler 
Lipopolysaccharid-Immunstimulation ein reduziertes PPI (Fortier et al. 2007). Auch eine s.c. 
Injektion von Poly(I:C) bei Mäusen konnte ein Defizit im PPI auslösen. Die getesteten Tiere 
waren hier noch juvenil (Ratnayake et al. 2014). Andere Studien konnten einen Unterschied 
zu den Kontrolltieren nur an adulten Mäusen feststellen (Vuillermot et al. 2010). Der Effekt 
der rTMS auf die Ergebnisse des PPI wurde bisher kaum untersucht. Wang et al. stimulierten 
Spargue-Dawley Ratten mit rTMS und dies löste eine reduzierte Inhibition aus (Wang et al. 
2015). In der StudieAdult dieser Arbeitsgruppe zeigte sich im PPI bei den 
Poly(I:C)-Kontrolltieren eine reduzierte Inhibition gegenüber den NaCl-Kontrolltieren. Nach 
der Stimulation zeigen die Tiere beider Gruppen ein noch größeres Defizit im PPI.  

In dieser Arbeit zeigte sich kein Unterschied zwischen den Gruppen im PPI, was nicht den 
Erwartungen entspricht. Aufgrund der bereits vorhanden Studien wurde mit einer reduzierten 
Inhibition bei den Poly(I:C)-Tieren gegenüber den Kontrolltieren gerechnet. Ein Fehler in der 
Durchführung des PPI kann sehr wahrscheinlich ausgeschlossen werden, da die gleichen 
Geräte und das gleiche Protokoll verwendet wurde, wie bei vorausgegangen 
Untersuchungen der Arbeitsgruppe und dabei das PPI Defizit nachgewiesen werden konnte. 
Auffällig ist allerdings, dass die PPI Werte dieser Studie generell deutlich kleiner sind als bei 
Tieren vorangegangener Untersuchungen, welche älter waren oder vor dem PPI keine 
ausführliche Habituation an die Versuchsbedingungen hatten. Sehr wahrscheinlich hat 
besonders im PPI das bereits erwähnte ausführliche Handling der Tiere vor und während der 
Versuche einen einschneidenden Einfluss auf das Verhalten der Tiere. Besonders dieses 
Ergebnis weist darauf hin, dass das Poly(I:C)-Modell für Studien mit einem ähnlichen 
Versuchsaufbau wie in dieser Arbeit nicht geeignet ist, da das für den 
Schizophrenie-Phänotyp typische Defizit im sensomotorischen Gating nicht festzustellen 
war. Für kommende Studien sollte ein anderes Schizophreniemodell gewählt werden.  

 

4.1. Diskussion der Ergebnisse der Immunhistochemie 

In dieser Arbeit wurden fünf verschiedene Gehirnregionen, von denen jede eine andere 
funktionelle Bedeutung hat, untersucht. Dadurch ist es nötig, die einzelnen Schichten der 
Regionen unabhängig voneinander zu betrachten und die Ergebnisse zu interpretieren. Es 
kann keine allgemeingültige Aussage über die Expression eines Markerproteins in allen 
Regionen getroffen werden. Vorangegangene Studien beschäftigten sich meist nur mit einer 
Region, häufig mit dem PFC oder dem Hippocampus. Des Weiteren ist es schwierig, die 
Ergebnisse dieser Arbeit mit vorangegangen Studien zu vergleichen, da zur Langzeitwirkung 
der iTBS keine Untersuchungen vorliegen. Jedes Markerprotein zeigt nach der Stimulation 
einen individuellen zeitlichen Verlauf der Expression (Benali et al. 2003, Hoppenrath und 
Funke 2013).  
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4.1.1. Beeinflussung der Expression von PV 

Das Calcium-bindende Protein PV wird im Gehirn von GABAergen Interneuronen exprimiert. 
Wie bereits gezeigt, ist PV (Beasley und Reynolds 1997, Reynolds und Beasley 2001, 
Reynolds et al. 2002, 2004, Han et al. 2017) sowie die mRNA des PV (Hashimoto et al. 
2003) im PFC bei an Schizophrenie erkrankten Menschen verringert. Betrachtet man den 
PFC, lässt sich in dieser Arbeit zwischen den Poly(I:C)- und den NaCl-Kontrolltieren kein 
Unterschied erkennen. Meyer et al. hingegen fanden, wie bei Schizophrenie, eine verringerte 
Expression des PV bei den Poly(I:C)-Tieren im PFC (Meyer et al. 2008c). Nach der iTBS 
Stimulation verringerte sich in den Versuchen von Benali et al. ebenfalls die PV Expression 
(Benali et al. 2011). Auch dies konnte im PFC in dieser Arbeit nicht bestätigt werden.   

Beide erwähnten Auffälligkeiten, die reduzierte Expression bei Poly(I:C)-Tieren als auch 
nach iTBS konnte hingegen in den Ergebnissen der Zellzählung aus dem NAcc 
wiedergefunden werden. Poly(I:C)-Tiere exprimieren weniger PV als die NaCl-Kontrolltiere.  
Die iTBS reduzierte die Expression nur bei den Kontrolltieren, bei den Poly(I:C)-Tieren stieg 
sie an. Dies ist ein sehr interessantes Ergebnis, da die behandelten Poly(I:C)-Tiere eine 
ähnliche Expression wie die Sham-Kontrolltiere zeigen. Somit bewirkt in dieser Region die 
iTBS eine Aufhebung der Effekte des Poly(I:C)s. Da der NAcc am Lernen und der 
Gedächtnisbildung beteiligt ist, kann man die niedrigste Konzentration des PV bei den 
Poly(I:C)-Tieren ohne Stimulation mit dem schlechten Abschneiden dieser Gruppe im NOB in 
Verbindungen bringen. Des Weiteren ist er ein Teil des Belohnungssystems des Gehirns und 
hat einen Einfluss auf die Motivation, was die geringe Gewichtszunahme dieser Gruppe im 
SC erklären würde.  

Im dHipp konnten Han et al. bei Poly(I:C)-Mäusen ein Defizit an PV-exprimierenden 
Neuronen nur im CA1 feststellen (Han et al. 2017). Dies ist auch anhand der Ergebnisse 
dieser Arbeit nachvollziehbar. In den anderen Regionen des dHipp lässt sich kein klarer 
Trend erkennen. Da der Hippocampus für die Gedächtnisbildung, vor allem des räumlichen 
Gedächtnisses, zuständig ist, wäre die Erwartung nach diesem Ergebnis in der IHC, dass die 
Poly(I:C)-Sham-Tiere schlecht im WM abschneiden. Genau das Gegenteil war jedoch der 
Fall. Sie schnitten im Vergleich zu den anderen Gruppen am besten ab. Meyer et al. konnten 
auch im vHipp ein PV-Defizit feststellen (Meyer et al. 2008c). Dieser Trend zeigte sich hier 
nicht.  

Da das VTA stark mit dem NAcc verknüpft ist, ist es nicht verwunderlich, dass auch hier die 
PV Expression bei den Poly(I:C)-Tieren niedriger ausfällt als bei den NaCl-Kontrolltieren. Die 
iTBS bewirkt eine Erhöhung der Expression bei beiden Gruppen.  

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass in den Regionen, in denen ein klarer Trend 
erkennbar ist, wie dem NAcc, dem CA1 des dHipp und dem VTA, die iTBS Behandlung der 
Poly(I:C)-Tiere die Expression von PV deutlich erhöht. Somit kann man schlussfolgern, dass 
die GABAergen Interneurone durch iTBS langanhaltend positiv beeinflusst werden können, 
wenn die Tiere bereits vor der Pubertät stimuliert werden.  

 

4.2.6. Beeinflussung der Expression von CB 

Die Expression des Calcium-bindenden Proteins CB bei Nachkommen maternaler 
Immunstimulation mit Poly(I:C) wurde bisher nicht untersucht, wodurch ein Vergleich mit den 
Ergebnissen dieser Arbeit nicht möglich ist. Wie bereits in 2.6.4. erwähnt, liefern die 
Untersuchungen zur Expression des CB an schizophrenen Patienten sehr unterschiedliche 
Ergebnisse, welche von einer erhöhten Anzahl an CB-exprimierenden Zellen, über keine 
Auffälligkeiten bis hin zur erniedrigten Anzahl reichen. Die von Tooney und Chahl 
beschriebene gleiche Stärke der CB Expression bei Schizophrenie wie bei gesunden 
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Menschen im PFC stimmt mit den Ergebnissen dieser Arbeit überein (Tooney und Chahl 
2004). Im PFC der Ratten zeigten sich keine Unterschiede zwischen den Gruppen.  

Nach der iTBS Behandlung zeigte sich in beiden Regionen des NAcc, Core und Shell, eine 
deutliche, auch statistisch signifikante, Erhöhung der CB Expression. Des Weiteren ist CB im 
NAcc, wie auch schon PV, bei den Poly(I:C) Sham-Tieren in einer geringeren Konzentration 
als bei den NaCl-Kontrolltieren vorhanden. Da CB ebenfalls in GABAergen und 
glutamatergen Neuronen vorkommt, lassen sich hier die gleichen Schlüsse ziehen wie bei 
PV: das Defizit im NOB und der geringen Gewichtszunahme im SC der Poly(I:C) Sham-Tiere 
spiegelt die geringe CB Expression wieder. Auch im VTA ist die Expression des CB nach der 
iTBS signifikant erhöht, was ebenfalls bereits bei PV festgestellt wurde. Zusammenfassend 
lässt sich sagen, dass bei Betrachtung des CB zwischen den Poly(I:C) und NaCl keine 
großen Unterschiede zu erkennen sind, die iTBS allerdings Wirkung zeigt. Wie auch bei PV, 
entspricht dies nicht den Erwartungen. In bisher vorhandenen Studien wurde nur von einer 
gleichbleibenden (Benali et al. 2011) oder reduzierten Expression (Hoppenrath und Funke 
2015) gesprochen. Möglicherweise ist die Zunahme der CB-exprimierenden Zellen eine 
Langzeitwirkung der iTBS bei Anwendung vor der Pubertät. Die erhöhte Expression im NAcc 
und VTA könnte allerdings auch ein indirekter Effekt der Stimulation kortikaler Areale sein. 
Durch die Zwischenschaltung verschiedener Interneurone kann sich die Erregung 
inhibitorisch oder exzitatorisch ausbreiten und je nachdem die Expression der 
Markerproteine beeinflussen. Durch die Durchführung der Verhaltensversuche nach der 
iTBS könnte auch die Durchführung der Versuche an sich das Expressionsmuster im Gehirn 
verändern. 

In einer Studie an CB Knock-out Mäusen wurde gezeigt, dass diese eine reduzierte 
Ängstlichkeit zeigen und sich dadurch mehr in den offenen Armen des EPM aufhalten (Harris 
et al. 2016). Die Verarbeitung von Emotionen, wie Angst, findet vor allem in der Amygdala 
statt, die in dieser Arbeit nicht weiter untersucht wurde. Daneben sind PFC und 
Hippocampus beteiligt. Die Tiere der Gruppen Poly(I:C) Sham und NaCl Verum hielten sich 
im EPM deutlich mehr in den offenen Armen auf als die anderen beiden Gruppen. Es lassen 
sich aufgrund der sehr unterschiedlichen CB Expressionsmuster innerhalb der einzelnen 
Schichten des Hippocampus jedoch keine klaren Rückschlüsse ziehen, dass eine niedrige 
CB Expression mit dem Verhalten im EPM korreliert. Auch im PFC zeigte sich, wie bereits 
erwähnt, kein Unterschied in der Expression zwischen den Gruppen. Um den 
Zusammenhang zwischen CB Expression und Angstverhalten genauer zu untersuchen, wäre 
es sinnvoll in kommenden Untersuchungen die Amygdala intensiver zu betrachten. 

 

4.2.7. Beeinflussung der Expression von GAD 67 

Die in den Neuronen exprimierte GAD 67 ist für die Decarboxylierung von GABA aus 
Glutamat verantwortlich, welches für neuronale Aktivitäten wie Neuroprotektion und 
Synaptogenese zuständig ist. Schaltet man die GAD 67 durch Genmutation (Asada et al. 
1997) oder einen GAD-Inhibitor (Manson et al. 2001) aus, kommt es zu einer starken 
Reduzierung des GABA Spiegels im Gehirn. Die zweite Isoform, die GAD 65, welche sich 
am Nervenende befindet und GABA als Neurotransmitter synthetisiert, hat im Vergleich 
keinen so großen Einfluss. Aus diesem Grund wurde für diese Arbeit die GAD 67 verwendet. 
Bei der Expression von GAD 67 stimmen die Ergebnisse von bereits durchgeführten Studien 
miteinander überein: an Schizophrenie erkrankte Menschen exprimieren weniger GAD 67 
(Impagnatiello et al. 1998, Guidotti et al. 2000, Fatemi et al. 2005) und GAD 67 mRNA 
(Akbarian et al. 1995, Hashimoto et al. 2003, Guidotti et al. 2000, Veldic et al. 2004) im PFC 
und Kleinhirn. 

Auch bei adulten Poly(I:C)-Tieren konnte bereits eine reduzierte Konzentration von GAD 67 
mRNA im PFC gefunden werden (Labouesse et al. 2015, Casella et al. 2016). In den 
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Ergebnissen dieser Arbeit war bei der Poly(I:C) Sham-Gruppe eine signifikant höhere 
GAD 67 Expression als bei den anderen Gruppen zu finden, was nicht zu den Ergebnissen 
der Studien von Labouesse et al. und Casella et al. sowie den Untersuchungen an 
schizophrenen Patienten passt. Die miteinander übereinstimmenden Ergebnisse der GAD 67 
Expression der Poly(I:C) Verum und NaCl Sham-Gruppe weisen auf einen 
Poly(I:C)-aufhebenden Effekt der iTBS hin, wie er bereits bei PV im NAcc zu erkennen war. 

Zur Expression von GAD 67 im NAcc gibt es bisher keine Studien. In dieser Arbeit 
exprimieren die Poly(I:C)-Tiere im Core tendenziell mehr GAD 67, im Shell ist kein 
Unterschied zu erkennen. Allerdings zeigt sich im NAcc bei Poly(I:C) als auch NaCl-Tieren 
durch eine erhöhte Expression ein signifikanter iTBS Effekt. Auch im VTA, welches stark mit 
dem NAcc verknüpft ist, ist die Expression bei Poly(I:C)-Tiere sowie nach iTBS erhöht. Dies 
passt zu den Ergebnissen in diesen Regionen von PV und CB. Da alle 3 Markerproteine 
Aufschluss über die Aktivität der GABAergen Neurone geben, ist ein ähnliches Verhalten 
nach Stimulation ein eindeutiges Zeichen für eine Langzeitwirkung der iTBS bei Applikation 
vor der Pubertät. Im Vergleich zur bereits bekannten expressionsverminderten 
Kurzzeitwirkung (Mix et al. 2010, Benali et al. 2011, Hoppenrath und Funke 2013, Labedi et 
al. 2014), ist jedoch die Wirkung hier genau umgekehrt. Beachtet werden muss, dass die 
verwendeten Tiere in den Studien zur Kurzzeitwirkung immer adult waren. Ob die Wirkung 
der iTBS nun auf die frühe Applikation zurückzuführen ist oder sich die Expression erst 
Wochen nach der Stimulation verstärkt muss durch weitere Untersuchungen abgeklärt 
werden  

Harvey und Boksa untersuchten Poly(I:C)-Mäuse am 14. und 28. Lebenstag hinsichtlich 
GAD 67 Expression im CA1 des Hippocampus und deren Abhängigkeit vom Geschlecht. 
Betrachtet man die Ergebnisse der männlichen Tiere, wie sie auch in dieser Arbeit 
verwendet wurden, zeigte sich eine verringerte Expression von GAD 67 am 28. Lebenstag 
im Str. oriens des dHipp, sowie eine leicht erhöhte Expression im Str. oriens des vHipp am 
14. Lebenstag (Harvey und Boksa 2012). In dieser Arbeit zeigte sich ebenfalls eine 
verringerte Expression im Str. oriens des CA1 des dHipp und keine Veränderung im vHipp 
bei den Poly(I:C) Sham-Tieren. Eine andere Studie stellte bei adulten Poly(I:C)-Tieren 
(Lebenstag 60) eine signifikant erhöhte Konzentration an GAD 67 mRNA im GD und CA2 
des dHipp fest (Casella et al. 2016). Ein eindeutiger Trend der GAD 67 Expression ist im GD 
des dHipp in dieser Arbeit nicht sichtbar, im Str. granulare kann eine erhöhte Expression bei 
den Poly(I:C)-Tieren festgestellt werden. 

 

4.2.8. Beeinflussung der Expression von cFos 

cFos ist ein Transkriptionsfaktor, der die Bildung neuronaler Verknüpfung und das 
Zellwachstum beeinflusst und dadurch Einfluss auf die synaptische Plastizität nimmt. Bei an 
Schizophrenie erkrankten Menschen ist eine verringerte cFos Expression zu finden 
(Boyajyan et al. 2015). Er dient im Gegensatz zu PV, CB und GAD 67, welche als Marker für 
das inhibitorische System gelten, als Marker für das exzitatorische System. 

Ito et al. stellten nach maternaler Poly(I:C)-Injektion bei den adulten Nachkommen im CA1 
des dHipp als auch des vHipp eine reduzierte cFos Expression fest (Ito et al. 2010). In der 
genannten Studie wurde des Weiteren untersucht, wie sich die cFos Expression verändert, 
wenn die Tiere 2 h vor dem Tod mit neuen Objekten konfrontiert wurden. Es zeigte sich eine 
deutliche Zunahme der cFos Expression im CA1 des dHipp (Ito et al. 2010). Im CA1 des 
dHipp als auch des vHipp zeigte sich in dieser Arbeit ebenfalls eine reduzierte cFos 
Expression bei den Poly(I:C) Sham-Tieren. Weitere Untersuchungen zum Einfluss des 
Poly(I:C) auf die Expression von cFos sind nicht vorhanden. Auch im PFC, NAcc und VTA 
konnte in dieser Arbeit festgestellt werden, dass cFos von den Poly(I:C)-Tieren weniger 
exprimiert wird, wie es auch bei Schizophrenie der Fall ist. 
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Nach der iTBS bei Hoppenrath und Funke steigt cFos kurzfristig an, um dann unter den Wert 
der Expression der nicht stimulierten Tiere abzusinken (Hoppenrath und Funke 2013). 
Volz et al. zeigten ebenfalls einen immer stärkeren Abfall von cFos, je öfter die Stimulation 
wiederholt wurde (Volz et al. 2013). In einer weiteren Studie wurde die Expression bei 
verschiedenen Stimulationsprotokollen verglichen. Hier zeigte sich eine erhöhte Expression 
bei hochfrequenter und niederfrequenter rTMS. Die Expression nach iTBS wurde nur in den 
limbischen Kortexarealen beeinflusst und dies in beide Richtungen (Aydin Abidin et al. 2008). 
Im sensomotorischen Kortex konnte nach iTBS eine Erhöhung der cFos Expression und 
nach cTBS eine Reduktion gezeigt werden (Thimm und Funke 2015). Die Wirkung der iTBS 
auf cFos in dieser Arbeit fällt sehr unterschiedlich aus. Im PFC, in dem sonst bei keinem 
Marker ein Unterschied zu erkennen war, ist die Expression nach iTBS sowohl bei den 
Poly(I:C) als auch den NaCl-Tieren reduziert.  Möglicherweise reagiert im PFC nur cFos auf 
die Stimulation, da es der einzige Marker ist, der das exzitatorische und nicht das 
inhibitorische System wiederspiegelt. Im NAcc wird die Expression durch die Stimulation, wie 
bei den bereits genannten Markern, erhöht. Im CA1 des dHipp und des vHipp erfolgt 
wiederrum eine Reduktion. Wie in den anderen Studien ist auch hier kein eindeutiger Trend 
zu erkennen. Die Reaktion fällt je nach betrachteter Gehirnregion sehr unterschiedlich aus.  

Durch das methodische Vorgehen bei cFos die DAB Reaktion mit Nickel durchzuführen 
konnte eine stärkere Färbung als bei vorangegangenen Untersuchungen dieser 
Arbeitsgruppe erreicht werden. Dies ermöglichte eine genauere und bessere Auswertung. 
Bei der normalen DAB Reaktion trat oft das Problem auf, dass die cFos-exprimierende 
Zellen sehr schlecht angefärbt wurden, wodurch eine Auszählung schwierig wurde. 

 

4.1.2. Beeinflussung der Expression von BDNF 

BDNF ist ein Neurotrophin und hat damit ebenfalls einen Einfluss auf die synaptische 
Plastizität. Zur BDNF Expression bei Schizophrenie gibt es bereits viele Untersuchungen, 
deren Ergebnisse unterschiedlich ausfallen. Eine erhöhte Expression wurde im anterioren 
Gyrus cinguli (Takahashi et al. 2000), im Hippocampus (Takahashi et al. 2000) und in 
kortikalen Arealen (Durany et al. 2001) festgestellt, verringerte Konzentrationen im 
dorsolateralen PFC (Weickert et al. 2003) und im Hippocampus (Durany et al. 2001). Auch 
von einem verringerten mRNA Spiegel im dorsolateralen PFC wurde berichtet (Weickert et 
al. 2003). 

Betrachtet man die Wirkung des Poly(I:C)-Modells auf BDNF, so wurde direkt nach der 
Poly(I:C)-Injektion eine verringerte Expression im frontalen Kortex und Hippocampus 
festgestellt (Gibney et al. 2013). Han et al. zeigten eine reduzierte BDNF Expression im PFC 
der Poly(I:C)-Jungtiere (Han et al. 2017). Eine erhöhte BDNF mRNA Konzentration am 60. 
Lebenstag im PFC konnte ebenfalls gefunden werden, wohingegen im anterioren cingulären 
Kortex am 14. Lebenstag eine verminderte Konzentration vorhanden war (Hemmerle et al. 
2015).  

Auch zum Einfluss der TMS auf das BDNF wurden bereits einige Studien durchgeführt. 
Müller et al. berichteten nach einer 11-wöchigen rTMS Behandlung von Wistar Ratten von 
einer erhöhten BDNF mRNA Expression im CA3, Hilus und Gyrus dentatus (Müller et al. 
2000). Eine Studie an depressiven Patienten zeigte, dass eine hochfrequente rTMS die 
Symptome verringert und die Patienten, die auf diese Therapie gut ansprechen, auch eine 
erhöhte BDNF Konzentration im Plasma aufweisen (Yukimasa et al. 2006). Auch Zanardini 
et al. stellten die negative Korrelation zwischen BDNF Plasmaspiegel und der 
Symptomstärke sowie eine erhöhte Plasmakonzentration von BDNF nach rTMS fest, wobei 
es keine Rolle spielte, ob niederfrequent oder hochfrequent stimuliert wurde (Zanardini et al. 
2006). Eine 5-tägige 5 Hz rTMS erhöhte ebenfalls den BDNF Plasmaspiegel (Wang et al. 
2011). Bei Spargue-Dawley Ratten mit einem ischämischen Gehirninfarkt im PFC konnte 
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nach niederfrequenter rTMS eine höhere Zahl BNDF positiver Zellen gefunden werden, was 
für einen protektiven und regenerativen Effekt spricht (Zhang et al. 2007). 

Die Tatsache, dass in dieser Arbeit keine Unterschiede in der BDNF Expression zwischen 
den 4 Gruppen gefunden wurden, kann unterschiedliche Ursachen haben. Zum einen könnte 
die BDNF Expression nur kurzfristig und nicht auf Dauer beeinflusst worden sein. Da keine 
Tiere unmittelbar nach der Stimulation untersucht wurden, kann dies nicht beurteilt werden. 
Zum anderen kann die bei BDNF verwendete Messung der optischen Dichte der 
Gehirnregionen ein Grund sein. Die IHC von BDNF zeigte eine sehr intensive Färbung, 
wodurch die Zellen schlecht vom Hintergrund zu unterscheiden waren und eine Zählung der 
einzelnen Zellen nicht möglich war. In folgenden Untersuchungen sollte man eine andere 
Nachweismethode für BDNF auswählen, um dieses Problem zu umgehen. Mögliche 
Alternativen wären ein ELISA oder ein Western Blot. 
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4.2. Abschließende Beurteilung 

Mit den Versuchen konnte bestätigt werden, dass sich das Verhalten von adulten Ratten des 
Poly(I:C)-Modells von dem der Kontrolltiere unterscheidet. Vergleicht man den Phänotyp der 
Poly(I:C)-Tiere dieser Arbeit allerdings mit dem vorangegangener Studien, lassen sich 
Unterschiede feststellen, welche wahrscheinich auf den Versuchsaufbau dieser Studie 
zurückzuführen sind. Das schlechtere Langzeitgedächtnis im NOB der Poly(I:C)-Tiere wurde 
auch in früheren Untersuchungen festgestellt. Ein Unterschied in der Leistung im WM konnte 
hingegen bisher nicht festgestellt werden. Im EPM zeigte sich mit einer reduzierten 
Ängstlichkeit das Gegenteil zu vorangegangenen Studien. Die Unterschiede im SC, PF und 
PPI, welche in vorangegangenen Studien aufgezeigt wurden, konnten in dieser Arbeit nicht 
bestätigt werden. Sowohl in den Verhaltensexperimenten als auch der IHC konnte ein Effekt 
der iTBS festgestellt werden. Dies beweist, dass die iTBS, wenn sie vor der Pubertät 
während sich das Nervensystem noch in der Entwicklung befindet angewendet wird, einen 
langanhaltenden Effekt auf die neuronale Aktivität hat. Im EPM hat die iTBS einen die 
Poly(I:C)-Wirkung aufhebenden Einfluss. Auch auf die Kontrolltiere wirkt sich die iTBS durch 
Steigerung der Motivation und Verbesserung der Lernleistung positiv aus. Bis auf Mix et al., 
welche ebenfalls eine bessere Lernleistung nach iTBS feststellen konnten (Mix et al. 2010), 
gibt es keine weiteren Untersuchungen zur Beeinflussung des Verhaltens durch iTBS. In der 
IHC zeigte sich größtenteils kein signifikanter Unterschied zwischen Kontroll und 
Poly(I:C)-Tieren, allerdings gibt es auch hier iTBS Effekte, welche teilweise, wie die 
Expression von PV im NAcc, bei Kontroll und Poly(I:C)-Tieren gegenteilig ausfallen. Bereits 
vorhandene Studien betrachteten meist nur den PFC und Teile des Hippocampus, was einen 
Vergleich der Ergebnisse schwierig macht. Die Ergebnisse des Hippocampus fallen aufgrund 
der vielen verschiedenen Schichten und Abschnitte und damit verbundenen komplexen 
Funktion sehr unterschiedlich aus. 

Es muss bedacht werden, dass nicht nur die Poly(I:C)-Applikation und die iTBS an sich einen 
Einfluss auf die Ergebnisse dieser Arbeit haben, sondern auch eine Vielzahl anderer 
Faktoren eine Rolle spielen. Zum einen wurden die Tiere bereits vor der Pubertät mit iTBS 
behandelt, was wie erwähnt, einen anderen Einfluss auf die Entwicklung der Nervenzellen 
haben kann als bei der Behandlung adulter Tiere. Zum anderen kann neben der Verum iTBS 
auch die reine Sham iTBS einen Einfluss auf die Verhaltensversuche als auch die 
darauffolgende IHC gehabt haben. Die Sham-Tiere werden ebenso für die Zeit der 
Stimulation gehändelt, fixiert und hören das typische Knackgeräusch der Magnetspule. Auch 
dies ist eine Erfahrung für das Tier und kann einen Einfluss auf die späteren Versuche 
gehabt haben. Die Expression der Markerproteine in der IHC kann zusätzlich von den 
Verhaltensversuchen an sich beeinflusst worden sein. Durch Lernen, Erfahrungen sammeln 
und Stress kann es zu einer erhöhten oder reduzierten Expression und somit zur 
Modifizierung neuronaler Strukturen im Gehirn kommen. Wie die Ergebnisse des PPI zeigen, 
hat wahrscheinlich das ausführliche Handling der Tiere während der gesamten 
Versuchsdauer einen sehr starken Einfluss auf die Entwicklung des Verhaltensphänotyps. Es 
konnte beobachtete werden, dass die Tiere während des Handlings von Zeit zu Zeit immer 
ruhiger wurden, allerdings lässt sich nicht genau sagen, ob die Tiere dadurch trotzdem 
einem gewissen permanenten Stresslevel ausgesetzt waren oder dies als angenehm 
empfanden und somit der Kontakt zu Menschen einen die Poly(I:C)-Wirkung verringernden 
Effekt hatte.  

 

4.3. Ausblick 

Mit dieser Arbeit konnten neue Erkenntnisse zur zellulären Wirkung der iTBS, vor allem 
hinsichtlich der Langzeitwirkung auf zellulärer Ebene und auf das Verhalten von Ratten des 
Poly(I:C)-Modells, gewonnen werden. Die Ergebnisse werden in die Arbeit des „German 
Center for Brain Stimulation“ einbezogen. Dies ist ein deutsches Forschungskonsortium 
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bestehend aus führenden Experten auf den Gebieten der Neurowissenschaften, der 
Neurophysiologie und der klinische Psychologie, welche sich zum Ziel gesetzt haben, die 
Wirkung der Gehirnstimulationen genauer zu untersuchen und ein wirksames 
Behandlungsprotokoll für psychiatrische Erkrankungen zu entwickeln. Prof. Dr. Klaus Funke, 
der Zweitbetreuer dieser Arbeit, ist Mitglied dieses Konsortiums und nutzt für seine 
Forschung Tiermodelle. Durch andere Wissenschaftler wird am Menschen die Beeinflussung 
der kognitiven Funktionen, die Veränderungen in der funktionellen 
Magnetresonanztomographie, der Einfluss von Medikamenten und schließlich in klinischen 
Studien die Wirkung am Patienten untersucht. Die Ergebnisse dieser Arbeit liefern einen 
Beitrag zur Aufklärung der zellulären Wirkmechanismen der TMS und weitere 
Untersuchungen sind unabdingbar. Parallel zu diesem Projekt laufen in der 
Forschungsgruppe um Prof. Dr. Klaus Funke an der Ruhr-Universität Bochum 
elektrophysiologische in-vitro Untersuchung an Gehirnschnitten zur Wirkung der iTBS auf 
juvenile Ratten des Poly(I:C)-Modells. Geplant ist weiterhin Zell- und Netzwerkaktivitäten in 
kultivierten Gehirnschnitten von Ratten nach TMS mittels verschiedenen Imagingverfahren, 
wie z.B. Calcium oder Voltage-Sensitive Dyes Imaging, zu untersuchen. Die klinischen 
Forschungsgruppen wenden derzeit verschiedene Protokolle der TMS und der transkranielle 
Gleichstromstimulation an einer großen Anzahl an Patienten an, um repräsentative 
Ergebnisse über den Effekt der Stimulationen zu erlangen.  
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5. Zusammenfassung 

Schizophrenie ist weltweit eine der häufigsten und schwerwiegendsten psychiatrischen 
Erkrankungen. Trotz der Anwendung von modernsten Antipsychotika in Kombination mit 
individueller Psychotherapie leiden ungefähr 30 % der Patienten unter Rückfällen oder 
sprechen nur unzureichend auf die pharmakologische Behandlung an. Deshalb ist es 
wichtig, nach alternativen Behandlungsmöglichkeiten zu suchen. Eine vielversprechende 
Methode ist die transkranielle Magnetstimulation, da sie nicht-invasiv und schmerzfrei am 
Patienten angewendet werden kann. Mittels einer Magnetspule wird ein Magnetfeld erzeugt, 
das in der Lage ist über Depolarisation von Nervenzellen auf kortikale Bereiche des Gehirns 
erregend oder auch hemmend einzuwirken. Dadurch können Veränderungen in der 
Hirnaktivität, wie sie bei neuropsychiatrischen Krankheiten vorkommen, beeinflusst werden. 
Um die pathologischen Veränderungen im Gehirn hervorzurufen, wird in diesem Projekt das 
Poly(I:C)-Modell maternaler Immunstimulation an Ratten angewendet. Auf die Plastizität der 
Nervenzellen im Gehirn kann während seiner Entwicklung am meisten eingewirkt werden, 
daher findet die Magnetstimulation noch vor der Pubertät der Ratten im Alter von 6 Wochen 
statt.  Verwendet wird ein intermittierendes Theta-Burst Protokoll repetitiver Stimulation.  

Da die vollständige Ausprägung des Verhaltensphänotyps bei Schizophrenie erst im 
Erwachsenenalter auftritt, werden die Ratten im Alter von 12 Wochen in verschiedenen 
Verhaltensexperimenten getestet. Dazu gehören das Elevated Plus Maze, der Novel Object 
Recognition Test, das Morris Water Maze, der Pre-Pulse Inhibition Test, der Sucrose 
Consumption Test und der Porsolt Forced Swim Test. Anschließend wird eine 
Immunhistochemie der Gehirne mit den neuronalen Aktivitätsmarkern NeuN, Parvalbumin, 
Calbindin, cFos, Glutamat-Decarboxylase 67 und BDNF angefertigt.  

Es konnten sowohl Unterschiede zwischen NaCl Kontroll- und Poly(I:C)-Tieren als auch 
zwischen Verum und Sham iTBS behandelten Tieren gefunden werden. Die Poly(I:C)-Tiere 
waren im Elevated Plus Maze weniger ängstlich als die Kontrolltiere. Nach der iTBS 
Behandlung kehrte sich dieses Verhältnis um. Im Novel Object Recognition Test zeigten die 
Poly(I:C)-Tiere ein Defizit im Langzeitgedächtnis, wohingegen sie im Morris Water Maze an 
den Tagen 2 und 4 hinsichtlich räumlichem Lernen und Gedächtnisbildung besser 
abschnitten als die anderen Gruppen. Im Porsolt Forced Swim Test waren die 
Sham-Kontrolltieren am inaktivsten. Es konnten keine Unterschiede zwischen den Gruppen 
im Pre-Puls Inhibition Test gefunden werden.  In der Immunhistochemie sank die Expression 
von cFos und der Glutamat-Decarboxylase 67 im präfrontalen Kortex nach iTBS signifikant. 
Im Nucleus accumbens und dem ventralen tegmentalen Areal stieg die Expression von 
Calbindin und Glutamat-Decarboxylase 67 nach iTBS in den Poly(I:C)-Ratten signifikant an, 
wohingegen die Expression von cFos im ventralen tegmentalen Areal sank. Die Ergebnisse 
im dorsalen und ventralen Hippocampus waren sehr unterschiedlich.  

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass ein Langzeiteffekt der iTBS vorhanden ist und sie 
das Lernen in Poly(I:C)- und Kontrolltieren fördert. Allerdings haben viele Faktoren, wie das 
Handling, das Alter der Tiere und der Zeitraum zwischen Stimulation und 
Verhaltensversuchen, einen Einfluss auf die Ergebnisse. Die nicht vorhandenen Defizite im 
Pre-Puls Inhibition Test, welche normalerweise ein typisches Merkmal der Poly(I:C)-Tiere 
sind, sind ein Anzeichen dafür.  
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6. Summary 

Effects of Pre-Adolescent Transcranial Magnetic Stimulation on the Behavioural and 
Neuronal Phenotype of Rats of a Maternal Immune Stimulation Model 

Schizophrenia is one of the most serious and most frequent psychiatric disorders in the 
world. Despite the use of modern antipsychotics in combination with individual 
psychotherapy, about 30 % of the patients relapse or show inadequate response to 
pharmacological treatment. Therefore, it is important to look for alternative treatment options. 
One promising method is transcranial magnetic stimulation, which can be applied in a non-
invasive and painless fashion. A coil creates a magnetic field which, via the induced electric 
field within the brain, is able to depolarise or hyperpolarise neurons. It has an outlasting 
excitatory or inhibitory effect on brain activity when applied in a repetitive fashion. This way, 
magnetic stimulation may normalise unbalanced excitatory and inhibitory activity supposed to 
be one reason for psychiatric disorders.  To create a schizophrenia-like phenotype in rats, we 
used the Poly(I:C) maternal immune stimulation model. Since brains are more plastic during 
development and thus more sensitive for disturbances but also corrective mechanisms, 
transcranial magnetic stimulation was applied before puberty at the age of 6 weeks. The 
intermittent theta-burst stimulation protocol (iTBS) had been chosen because it had the 
strongest modulatory effect on inhibitory cortical systems in previous studies. Behavioural 
abnormalities of patients who suffer from schizophrenia occur during adulthood; therefore, 
the rats were tested in different behaviour experiments at the age of 12 weeks. These 
included Elevated Plus Maze, Novel Object Recognition Test, Morris Water Maze, Pre-Pulse 
Inhibition Test, Sucrose Consumption Test and Porsolt Forced Swim Test. The rats’ brains 
were subsequently analysed by the aid of immunohistochemistry to determine the expression 
levels of the neuronal activity markers NeuN, Parvalbumin, Calbindin, cFos, Glutamate-
Decarboxylase 67, and BDNF. Differences between NaCl Controls and Poly(I:C) animals as 
well as Verum and Sham iTBS treated animals were detected. iTBS-reated Poly(I:C) rats 
were less anxious than Poly(I:C) Sham rats in Elevated Plus Maze. In Novel Object 
Recognition Test Poly(I:C) Sham rats showed a deficit in long-term memory while they 
performed better than the other groups with regard to spatial learning and memory in Morris 
Water Maze on day 2 and 4. Porsolt Forced Swim Test revealed the NaCl Verum rats as 
being the most inactive group. No differences were found between groups in case of Pre-
Pulse Inhibition. According to immunohistochemistry, iTBS significantly reduced the 
expression of Glutamate-Decarboxylase 67 and cFos in the prefrontal cortex. Both, in the 
nucleus accumbens and in the ventral tegmental area expression of Calbindin and 
Glutamate-Decarboxylase 67 significantly increased after iTBS in Poly(I:C) rats while cFos 
decreased in the ventral tegmental area. Effects within the dorsal and ventral hippocampus 
were highly variable. The results of this study show a long-lasting effect of iTBS and an 
improved learning ability after iTBS in Poly(I:C) rats and Controls. The absence of a Pre-
Pulse Inhibition deficit in adult Poly(I:C) rats which had been treated with iTBS during 
adolescence could be one indication that this interventions has a positive effect, however, a 
couple of other factors like handling and testing the animals, their age and the time interval 
between stimulation and behavioural testing appear to modulate the behavioral and 
molecular phenotyp in addition.   
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8. Anhang 

 

  Durchgang 1 Durchgang 2 Durchgang 3 

Tier-Nr. Tür  Wand Tür Wand Tür  Wand 

Ratte #1 

 

 

 

 

 

 

Ratte #2 

  

  

 

 

Ratte #3 

 

 
 

 

 

 

Ratte #4 

 

 

 

 
 

 

Ratte #5 

 

 

 

 

 

 

Ratte #6 

 

 
 

 

 

 

Ratte #7 

 

 

 

 

  

Ratte #8 

 

 

 

 

 

 

 

  

Tab. 1 verwendete Objekte je Ratte im NOB 
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Tab. 2 verwendete Chemikalien und deren Hersteller 

 

 

 
  

Chemikalie Hersteller 

ABC Blocking Kit Vector Labs 

DAB Sigma-Aldrich 

Depex Sigma-Aldrich 

Dikaliumhydrogenphosphat (K2HPO4) Internes Chemikalienlager 

Ethanol Internes Chemikalienlager 

Isopropanol Internes Chemikalienlager 

Kresylviolett Merck 

NaCl Internes Chemikalienlager 

Natriumhydrogenphosphat (NaH2PO4) Internes Chemikalienlager 

Natriumhydroxid (NaOH) Internes Chemikalienlager 

Nickelammoniumsulfat Sigma-Aldrich 

PFA Merck 

Saccharose D (+) Internes Chemikalienlager 

Thimerosal Sigma-Aldrich 

Tris-HCl Sigma-Aldrich 

Tris -Base Sigma-Aldrich 

TritonX100 Sigma-Aldrich 

H2O2 Internes Chemikalienlager 

Xylol Internes Chemikalienlager 
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Tab. 4 verwendete Lösungen und deren Zusammensetzung 

 

Tab. 3 verwendete Puffer und deren Zusammensetzung 

 

 

  

Puffer Zusammensetzung 

Phosphatpuffer (PBS) pH=7.4 

14.03 g NaCl   
2.76 g NaH2PO4 + Wasser (H2O)   
10.88 g K2HPO4 
0.04 g Thimerosal  
  
mit Aqua dest. auffüllen auf 2000 ml 

Tris-Puffer pH=8 

6.06g Tris-HCl  
1.39g Tris-Base  
9.00g NaCl  
 
mit Aqua dest. auffüllen auf 1000 ml 

Lösungen Zusammensetzung 

30 %ige Saccharose-Lösung 150 g Saccharose D (+)  
500 ml PBS pH 7.4 

4 %ige PFA-Lösung 

 
 

80 g PFA    
400 ml Aqua dest.    
Erhitzen auf 60 °C   
mit 5 N NaOH aufklären 
Abkühlen   
     
100 ml Stammlösung A (NaH2PO4 x 1 H2O)  
400 ml Stammlösung B (NaH2PO4 x 2 H2O 
   
A und B mischen 
auf pH 7.4 einstellen    
     
16 g NaCl    
     
mit Aqua dest. auffüllen auf 2000 ml   
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Antikörper Verdünnung Hersteller 
 

NeuN  
monoklonal (mk)  
mouse  

1:1000 Millipore 

GAD 67 
mk mouse 

1:2000 Millipore 

PV 
mk mouse 

1:1000 Swant 

CB 
mk mouse 

1:1000 Swant 

cFos 
polyklonal (pk) 
rabbit (rb) 

1:5000 SySy 

BDNF 
pk rb 

1:250 Alomone 

 Verdünnung Hersteller 

Normales Pferdeserum 
 

Blockierung 10 %ig 
Primärantikörper 1 %ig 

Vector Labs 

Normales Ziegenserum 
 

Blockierung 10 %ig 
Primärantikörper 1 %ig 

Vector Labs 

Biotinylated Horse Anti-Mouse  
(b-HAM) 

1:500 Vector Labs 

Biotinylated Goat Anti-Rabbit  
(b-GAR) 

1:500 Vector Labs 

ABC Blocking Kit 1:1000 Vector Labs 

Tab. 5 verwendete Primärantikörper und deren Verdünnung und Hersteller  

 

Tab. 6 verwendete Seren, Sekundärantikörper und Detektionssysteme und deren Verdünnung und         
Hersteller 
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