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3 Abstract

Das Phenylethylaminderivat 3,4-Methylendioxymethamphetamin (MDMA, Ecstasy) als
Hauptvertreter der Klasse der Entactogene hat vielfaltige Wirkungen auf die neuroendokrine
Modulation von Stress und das Angsterleben. Auch wenn seit mehr als 40 Jahren die Substanz
im Fokus wissenschaftlicher Arbeiten und psychotherapeutischer Sitzungen steht, ist der Effekt
von MDMA auf die humorale Stressachse (Corticoide/Endorphine) insbesondere im
Zusammenspiel mit einem externen Stressor kaum untersucht. Die bisher gewonnenen
Erkenntnisse zur Angstmodulation detektieren sowohl eine anxiogene wie anxiolytische Wirkung
von MDMA. Vor diesem Hintergrund untersuchte die vorliegende Arbeit bei mannlichen Wistar-
Ratten zum einen die Wirkung von MDMA auf den durch einen Stressor induzierten Anstieg der
Plasmakonzentration der beiden Stresshormone Corticosteron und p-Endorphin. Zum anderen
wurde das Angstverhalten der Ratten in zwei etablierten Angstmodellen der Thigmotaxis im
Open-Field-Modell und der Shock-Probe-Conflict-Procedure (SPCP) quantifiziert.

Es zeigten sich keine Unterschiede in den Corticosteron-Plasmakonzentrationen zwischen
Kontroll-Tieren (N = 16) und Tieren nach Einnahme von MDMA (N = 26) weder in Ruhe (Kontrolle:
35,9 £ 8,8 ng/ml; Substanz: 45,8 £ 6,3 ng/ml) noch nach einem externen Stressor (Blutabnahme)
(Kontrolle: 84,9 £ 10,6 ng/ml; Substanz: 99,8 = 12,7 ng/ml). Gleiches zeigte sich fur die
B-Endorphin-Konzentrationen in Ruhe (Kontrolle: 165,0 + 20,4 fmol/ml; Substanz: 127,8 + 13,3
fmol/ml) und nach Stressor (Kontrolle: 237,3 + 27,8 fmol/ml; Substanz: 209,9 + 23,8 fmol/ml).

In der Untersuchung der Thigmotaxis im Open-Field-Modell lie3 sich nach Einnahme von MDMA
eine Verminderung der Vermeidung von offenen Flachen im Sinne eines anxiolytischen Effektes
zeigen: so hielten sich Kontrolltiere (N = 8) im Untersuchungszeitraum (60 Minuten) mehr als
doppelt so viel in den geschiitzten Kéfigecken auf wie die die Substanztiere (N = 16) (Kontrolle:
56,4 £ 0,5 %; Substanz: 26,5 + 4,5 %, p < 0,001). Die Substanztiere hielten sich mehr als dreimal
so viel im Zentrum auf wie die Kontrolltiere (Kontrolle: 8,1 + 2,0 %; Substanz: 26,5 + 5,4 %,
p = 0,03). In der SPCP dagegen lieR sich ein anxiogener Effekt von MDMA feststellen: die
Substanztiere hielten sich bezogen auf den Untersuchungszeitraum (60 Minuten) dreimal
seltener in der Nahe der Schockelektrode auf (Kontrolle: 16,8 + 1,5 %; Substanz: 6,0 £ 1,0 %,
p < 0,001).

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass MDMA keinen Effekt auf die hormonale Stressantwort
bei Ratten hat. Wahrend MDMA ohne spezifischen Angstausléser bei Ratten eine eher
anxiolytische Wirkung hat, steigert es das angstgetriggerte Vermeidungsverhalten im

verwendeten Tiermodell.



[3,4-methylenedioxymethamphetamine (MDMA, ecstasy) is a phenethylamine derivative and the
main representative of the class of entactogens. It exerts various effects on neuroendocrine stress
modulation and on the experience of anxiety. The substance has been the subject of scientific
work for over 40 years. However, the effects of MDMA on the humoral stress axis
(corticoids/endorphins), above all in combination with external stressors, have barely been
investigated. Insights regarding anxiety modulation gained so far have detected both anxiogenic
and anxiolytic effects. Therefore, here we studied the effects of MDMA on the increase of plasma
concentrations of the two stress hormones corticosterone and 3-endorphin at baseline and after
a stressor in male Wistar rats. Furthermore, the anxiety behavior of the rats was evaluated by
using two established anxiety models: the thigmotaxis in an open-field model and the shock-

probe-conflict-procedure (SPCP).

The results showed no differences in plasma concentrations of corticosterone between the control
group animals (n=16) and the group of animals after administration of MDMA (substance group;
n=26) neither at rest (control: 35.9 £ 8.8 ng/ml; substance: 45.8 + 6.3 ng/ml) nor after an external
stressor (control: 84.9 +10.6 ng/ml; substance: 99.8 £ 12.7 ng/ml). Same was observed regarding
the B-endorphin concentrations at rest (control: 165.0 + 20.4 fmol/ml; substance: 127.8 *

13.3 fmol/ml) and after a stressor (control: 237.3 + 27.8 fmol/ml; substance: 209.9 £+ 23.8 fmol/ml).

The examinations of thigmotaxis in an open-field model showed that after ingestion of MDMA rats
increasingly avoided open spaces in the sense of an anxiolytic effect, i.e. during the evaluation
period (60 mins) control group animals (n=8) remained twice as frequently in the corners of the
cage than substance animals (n=16) (control: 56.4 + 0.5 %, substance: 26.5 £ 4.5 %, p<0.001).
Substance animals remained over three times as frequently in the center of the cage than the
control animals (control: 8.1 + 2.0 %; substance: 26.5 + 5.4 %, p=0.03). In SPCP however, an
anxiogenic effect of MDMA could be established. During the evaluation period (60 mins) the
substance animals were three times less likely to remain in the vicinity of the shock electrode
(control: 16.8 = 1.5 %; substance: 6.0 = 1.0 %, p<0.001).

The results of these experiments prove that MDMA has no effect on the hormonal stress response
in rats. Without specific anxiety triggers MDMA shows rather anxiolytic effects in rats, however it

increases the anxiety-triggered avoidance behavior in the animal model used.]



4  Einleitung

4.1 Einfihrung in die Substanz 3,4-Methylendioxymethamphetamin

3,4-Methylendioxymethamphetamin (MDMA) ist ein erstmalig Anfang des 20. Jahrhunderts
synthetisiertes ringsubstituiertes Phenylethylamin 1. Strukturell zeigt MDMA sowohl Merkmale
von Amphetamin &hnlichen Stimulanzien, ist aber auch dem Halluzinogen Meskalin im Aufbau
verwandt 2#. Die Summenformel ist C11H1sNO2; Abbildung 1 zeigt die Strukturformel von MDMA
und der chemisch verwandten Verbindungen modifiziert nach Capela et al. 1. Als freie Base ist

MDMA nicht wasserlgslich, als Salz diverser Séuren jedoch sehr gut und von bitterem

Geschmack.
R
NH
N o CH,
HO |
H
Catecholamines Serotonin (5-HT) 3,4-Methylenodioximethamphetamine

(MDMA)

HSCO NHz O’/\/NHZ NH2
H300 ms
OCH,

Phenylethylamine
Mescaline Amphetamine (Amph)

Abb. 1: Phenylethylamin und 3,4-Methylendioxymethamphetamin sowie strukturverwandte Verbindungen

Das erste Patent zur Synthese von MDMA aus Safrol unter dem Namen ,Methylsafrylamin® hielt
die Firma E. Merck, datiert auf den 24. Dezember 1912 5. Fir die in der Literatur haufig geduRRerte
Behauptung, die Substanz ware urspriinglich als Appetitziigler entwickelt 2, gibt es nach neueren
Recherchen keine Grundlage. Vielmehr wurde MDMA von der Fa. Merck nur als Prakursor fur
weitere chemische Synthesen patentiert >6. Allerdings kam es in den nachsten Jahrzehnten nie
zur Vermarktung und MDMA geriet - abgesehen von wenigen tierexperimentellen pharmako-

logischen Tests durch die Fa. Merck 1927 und 1959 ° - in wissenschaftliche Vergessenheit.

Im Jahr 1953 filhrte die Universitdt Michigan im Auftrag des US-Militdrs toxikologische
Untersuchungen an mehreren Tierspezies (u. a. an Mausen und Ratten) durch, deren Ergebnisse
nach Freigabe durch das Militar 1969 im Jahr 1973 veroffentlicht wurden 7. In diesen

Untersuchungen wurden keine Hinweise auf neurotoxische Wirkungen von MDMA gesehen.
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Mit der intensiven Verwendung vom MDMA ab dem Jahr 1976 durch den Psychiater Leo Zeff bei
angeblich Uber einhundert nicht veréffentlichten Sitzungen riickte die psychomimetische Wirkung
von MDMA in den letzten beiden Dekaden des 20. Jahrhunderts in den Fokus der Psychotherapie
811 Man schatzt, dass in den frihen 80er Jahren des 20. Jahrhunderts MDMA unter der
Bezeichnung ,Adam® in Uber eintausend privaten psychotherapeutischen Praxen eingesetzt
wurde 1. Das Interesse der Psychotherapie an 3,4-Methylendioxymethamphetamin lag an dessen
komplexen Effekten, die sich durch eine stimulierende Wirkung, eine anxiolytische Komponente
mit erniedrigter Hemmschwelle und Abwehrlockerung sowie ein Geflhl der Verbundenheit mit
sich und anderen Menschen mit erhdhter Bereitschaft zur Kommunikation auszeichnen 216, Fir
Substanzen, die diese besonderen Wirkungen erzielen, fihrte David E. Nichols den Begriff einer
neuen Klasse von Verbindungen ein, die er als ,Entaktogene” bezeichnete, hergeleitet aus den
Wortteilen ,tactus“ (Verbindung), ,en“ (inner) und ,gen“ (erzeugt), also ein ,in-Verbindung-mit-

sich-selbst-Treten“ bezeichnen sollte 7.

Zeitgleich mit der Verbreitung in der Psychotherapie entwickelte sich eine zunehmende
missbrauchliche Verwendung von MDMA zuerst in den USA, woran auch das Umgangsverbot im
Jahr 1985 durch die Klassifizierung als ,Schedule | Drug“ durch die Drug Enforcement Agency
(DEA) nichts anderte 8. Vor allem an der Westkiste der USA wurde MDMA unter dem
Markennamen ,Ecstasy“ oder auch ,XTC* verkauft 1. Die Verbreitung in Europa erfolgte ab den
spaten 80er Jahren des letzten Jahrhunderts im Rahmen der Rave- und Technokultur.
Insbesondere Uber die Mittelmeerinsel Ibiza und deren Acid-House-Veranstaltungen mit vielen
internationalen Teilnehmern erfolgte die Weiterverbreitung nach Zentraleuropa und nach
GroRbritannien '8 trotz der Tatsache, dass die meisten dieser Lander den Verkauf und Besitz

dieser Substanz friihzeitig gesetzlich stark einschrankten 1°.

Der letzte Bericht der United Nations Office on Drugs and Crime (UNODC) von 2019 schatzt,
dass im Jahr 2017 0,2-0,8 % der globalen Bevolkerung zwischen 15 und 64 Jahren, also
zwischen 8,4 und 40 Millionen Menschen, zumindest einmal in ihrem Leben ,Ecstasy” konsumiert
haben. Die Pravalenz fir West- und Zentraleuropa liegt wie in den USA mit 0,9 % sogar noch
Uber dem globalen Durchschnitt. Die weltweit hochste Pravalenz wird aus Australien und
Neuseeland (2,2 %) berichtet 2°. Bei der Interpretation der Zahlen ist zu beachten, dass unter
dem Begriff ,Ecstasy” weltweit verschiedene psychoaktive Substanzen angeboten werden, so
zum Beispiel neben MDMA und dessen Analoga (MDA, MDEA, PMA, PMMA) auch neuere
psychoaktive Substanzen (einschlieRlich z. B. 2CB) 2.

Weitere Komsumdaten aus dem letzten Bericht des European Monitoring Centre for Drugs and
Drug Addiction (EMCDDA) von 2019 belegen, dass in der Gruppe der 15- bis 34-jahrigen 2,1
Millionen Menschen in den letzten 12 Monaten MDMA konsumiert haben. Es wird geschatzt, dass
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in der Europaischen Union 13,7 Millionen Menschen in der Altersgruppe zwischen 15 und 64
Jahren wahrend ihres Lebens MDMA probiert haben 2. Diese Zahlen zeigen eindriicklich, dass

der Missbrauch vom MDMA ein global weiterhin stark verbreitetes Phdnomen ist.

4.2 Wirkmechanismen von 3,4-Methylendioxymethamphetamin

4.2.1 Neurotransmitter vermittelte Wirkmechanismen

Die durch Neurotransmitter vermittelte Wirkung von MDMA beruht nach tierexperimentellen und

humanbiologischen Untersuchungen aktuell auf drei Hauptmechanismen:

Zum einen wirkt MDMA als indirekter monoaminerger Agonist, d.h. MDMA stimuliert die
Ausschittung vor allem von Serotonin, in geringerem MalRRe aber auch von Noradrenalin und
Dopamin 2224, Im Vergleich zu Methamphetamin ist die Freisetzung von Serotonin durch MDMA

10-fach hoéher und die von Dopamin 6-fach niedriger 2°.

Zum anderen inhibiert MDMA durch Bindung an monoaminerge Transportsysteme, wie den
Transporter fur Serotonin (SERT), Noradrenalin (NAT) und Dopamin (DAT), den Re-Uptake der
entsprechenden Neurotransmitter aus dem synaptischen Spalt und verlangert und potenziert
damit deren Wirkung. In Zellkulturuntersuchungen mit geklonten Transportern (SERT, NAT und
DAT) lieR3 sich zeigen, dass die Inhibierung des SERT starker als die des NAT und noch starker
als die des DAT war 28, Diese Ergebnisse waren konkordant zu den Untersuchungen an Ratten-
Synaptosomen ?’. Auch Daten, die aus Mikrodialyse-Experimenten an Ratten gewonnen wurden,
bestétigten die deutliche Wirkung von MDMA auf die Konzentrationserh6hung von Serotonin im
Zentralnervensystem 282°_ Insbesondere in der ausgepragten Wirkung auf den Neurotransmitter
Serotonin unterscheidet sich die Substanz MDMA vom klassischen Metamphetamin (primér

adrenerg) aber auch vom Kokain (primar dopaminerg).

Zum dritten inhibiert MDMA das Enzym Tryptophanhydroxylase, das limitierend fur die Rate der
Serotoninbiosynthese ist 1%, Fiir Ratten wurde gezeigt, dass nach einmaliger Gabe von MDMA
die Inhibition der Tryptophanhydroxylase nach einer Woche immer noch nachweisbar war 3. Dies
wird, neben der akuten Serotonindepletion, als eine der Ursachen der anhaltenden depressiven

Stimmung nach MDMA-Einnahme gesehen 1632,

Dass das serotonerge System verantwortlich fir die beobachteten MDMA vermittelten
Verhaltenseffekte ist, ist sowohl bei Tieren -3 wie auch beim Menschen belegt 3¢-*’. Besonders
der Agonismus am Serotonin-Rezeptor 5-HT1as wird hierfur verantwortlich gemacht. So 16st
beispielsweise der experimentelle 5-HTia-Agonist RU24969 dem MDMA qualitativ @ahnliche

Effekte aus * und weist eine Kreuztoleranz zu MDMA auf *°. Auch konnte die MDMA vermittelte
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Wirkung auf die Lokomotion durch den experimentellen 5-HTigp-Antagonisten GR127935

inhibiert werden und war verringert bei 5-HT1g-Knockout Mausen 344041,

Dagegen wird der Agonismus am 5-HT2a- und 5-HT.c-Rezptor fir die beschriebene leicht
halluzinogene Potenz der substituierten Phenylethylamine wie MDMA, aber auch des Meskalins
und Lysergsaurediethylamids (LSD) sowie auch seiner Analoga (Ergoline) verantwortlich
gemacht 164243 Neben der Affinitat des MDMA fiir die 5-HT,-Rezeptoren humaner kortikaler
Neuronen ist diese auch fur die von Ratten gut beschrieben #*4°. Im Vergleich zu stark
halluzinogenen Substanzen wie dem LSD ist die Affinitat des MDMA am 5-HT,-Rezeptor jedoch
um den Faktor 300-10.000 geringer, was die deutlich schwachere halluzinogene Wirkung

erklart 4°.

Auch wenn die dargelegten serotonergen Interaktionen fiir die beobachteten Effekte von MDMA
verantwortlich gemacht werden, spielen auch dopaminerge D1- und D2-Rezeptoren 234647 und
adrenerge Rezeptoren z. B. bei der MDMA vermittelten Beeinflussung der Lokomotion eine

Rolle “8,

4.2.2 Neuroendokrine Wirkung

Die meisten Arbeiten, die sich mit der Erforschung der neuroendokrinen Wirkungen von MDMA

beschaftigten, untersuchen den Effekt der Substanz auf die Freisetzung von Corticoiden:

Nash et al. konnten bei Ratten zeigen, dass 30 Minuten nach der einmaligen intraperitonealen
Injektion von MDMA die Serumkonzentrationen von Corticosteron und Prolaktin dosisabhangig
anstiegen. Die maximale Serumkonzentration war bei einer Dosis von 10 mg/kg MDMA sowohl
fur Corticosteron als auch fur Prolaktin nach 60 Minuten erreicht, wobei die
Corticosteronkonzentration fur ca. 4 Stunden erhoht blieb, hingegen fiel die Prolaktin-
konzentration ziigig ab und war nach 4 Stunden nicht mehr erhoht 4°. Zu ahnlichen Ergebnissen
kamen auch Connor et al., die weiblichen Sprague-Dawley Ratten allerdings mit 20 mg/kg sehr

hohe Dosen MDMA intraperitoneal applizierten *°.

Seibert et al. konnten bei Versuchen an gesunden Probanden zeigen, dass die orale Einnahme
von 125 mg MDMA die maximale Corticosteronkonzentration im Serum etwa um den Faktor 5
steigert, hier waren bis zu 6 Stunden nach Einnahme erhdhte Konzentrationen nachweisbar mit
einem Peak nach 60-120 Minuten . Grob et al. zeigten, dass es ab einer oralen MDMA-Dosis
von 0,5-0,75 mg/kg zur Ausschittung von adrenocorticotropem Hormon (ACTH) und Prolaktin
bei Probanden kam 52. Ahnliches zeigten Mas et al. fiir die Gabe von 75 und 125 mg MDMA; auch
hier kam es zu einem signifikanten Anstieg der Plasmakonzentration von Prolaktin und Cortisol

mit einem Peak nach 60-120 Minuten 3.
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Mehrere humanbiologische Arbeiten wiesen ebenso eine durch MDMA gesteigerte Sekretion von
Oxytocin und Vasopressin bei gesunden Probanden nach 54%, was auch den in-vitro

Untersuchungen von Mary Forsling an Rattengehirnen entsprach 578,

Relativ wenige Arbeiten gibt es zur Wirkung von MDMA auf die Sekretion von Neuropeptiden. So
untersuchten Hanson et al. die Ausschittung von Substanz P, Neurotensin und dem Opioidpeptid
Dynorphin bei Ratten nach singularer Injektion von 10 mg/kg MDMA und wiesen eine deutliche

nigrale und striatale Erh6hung von Neurotensin und Dynorphin im Rattenhirn nach *°.

In der vorliegenden Literatur findet sich keine Arbeit, die eine Wirkung von MDMA auf die
Sekretion von Endorphinen und insbesondere dem B-Endorphin, einem starken Agonisten am p-
Opiat-Rezeptor, direkt untersucht hitte. Aus theoretischen Uberlegungen heraus gilt jedoch eine
MDMA vermittelte Ausschiittung von B-Endorphin als tberaus wahrscheinlich: zum einen fihrt,
wie oben beschrieben, die MDMA-Einnahme zur Ausschittung von ACTH %26°, Da ACTH und
B-Lipotropin, der Vorlaufer des B-Endorphin, aus demselben Prakursor Proopiomelanocortin
(POMC) entstehen, wird mit einer hypophyséren Sekretion von ACTH auch immer B-Lipotropin
freigesetzt, das weiter in y-Lipotropin und B-Endorphin proteolytisch gespalten wird %2, Diese
Wirkung auf die Hypothalamus-Hypophysen-Achse ist bereits seit langerem sowohl fiir
Amphetamin wie auch fuir Kokain bei Ratten nachgewiesen 3%, Weiterhin zeigten Koenig et al.,
dass ganz allgemein die Stimulation von 5-HT-Rezeptoren mit selektiven und unselektiven
5-HTa1-Agonisten zur Sekretion von Corticosteron und B-Endorphin bei Ratten fuhrt 6. Harris et
al. beschreiben eine durch MDMA-Einnahme gesteigerte Sekretion von Dehydroepiandosteron
beim Menschen, fir das Stomati et al. eine Korrelation zur HOhe der B-Endorphin

Plasmakonzentration zeigen konnten 67:68,

4.3 Fragestellung der Arbeit

4.3.1 3,4-Methylendioxymethamphetamin und Stressmodulation

Der Missbrauch von MDMA in der Rave-Szene als ,Partydroge* steht in engem Kontext mit der
Verwendung in Clubs zur Steigerung des intensiven Tanz- und Musikerlebens. Dieses Setting
mit lauter, bassbetonter Musik und Dunkelheit, durchbrochen von Lichteffekten, sowie raumlicher
Enge erscheint als eine das Individuum unter deutlichen Stress setzende Umgebung. Da wie
oben dargelegt MDMA die Nebenniere stimuliert und zur gesteigerten Sekretion von
Corticosteron und Cortisol fihrt, stellt sich die Frage, wie hier Stress interagiert. So konnte Parrott
beispielsweise zeigen, dass bei Clubgangern, die MDMA einnahmen, die Cortisolkonzentration

im Speichel um bis zu 800 % im Vergleich zur MDMA abstinenten Kontrollgruppe anstieg %. Wolff
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et al. wiesen bei Clubgangern, die akut MDMA eingenommen hatten, eine etwa doppelt so hohe
Cortisolkonzentration im Urin nach wie bei Clubgéangern, die im MDMA-Screening negativ
getestet wurden °. Interpretiert man den Anstieg des Cortisols als eine hormonelle Stressantwort
zur unspezifischen Erhdhung des Aktivitéatslevels im Sinne des klassischen Cannonschen Flucht-
oder Kampf-Konzepts und versteht man die Ausschittung von Endorphinen als eine sinnhafte
Erweiterung dieses Konzepts 2, so ist von Interesse, ob gleichzeitig mit der Nebennieren-
rindenaktivierung auch eine erhthte Endorphinsekretion durch MDMA nachweisbar ist und
sekundar, ob hierdurch eine Stressmodulation stattfindet. Dies kdnnte dann eine Erklarung fur
die Umwandlung eines eigentlich negativen Stressors (Clubsetting) in ein positives Empfinden

sein.

Auch wenn es aus physiologischen Uberlegungen (4.2.2) heraus wahrscheinlich scheint, dass
MDMA zur gesteigerten Freisetzung vom B-Endorphin fuhrt, fehlen bis dato valide Daten sowohl
aus humanen wie auch aus tierexperimentellen Arbeiten, die sich mit der direkten Wirkung von
MDMA auf die Ausschittung von Endorphinen beschéftigen. Weiterhin fehlen Arbeiten, die sich
mit der Wirkung von MDMA auf die Nebenniere und auf die Opioidausschittung in Anwesenheit
eines Stressors beschaftigen, also der Frage nachgehen, inwieweit MDMA hierdurch eine
Stressmodulation induziert. Die einzige verfligbare Arbeit, die die MDMA-Einnahme unter einem
externen Stressor (laute Musik) untersucht, beschéatftigt sich mit der chronischen Einnahme und

der Auswirkung von Stress auf die freiwillige Substanzaufnahme .

So soll im ersten Untersuchungsteil der vorliegenden Arbeit im kontrollierten Tierexperiment die
Modulation eines definierten externen Stressors durch MDMA untersucht werden. Hierzu werden

folgende Hypothesen aufgestellt:

1. Die einmalige Gabe von MDMA fiihrt unabh&ngig von einem externen Stressor zu einer
akuten Erhohung der Plasmakonzentrationen von Corticosteron und gEndorphin bei

Ratten.

2. Die einmalige Gabe von MDMA verandert (moduliert) die durch einen externen Stressor

induzierte Sekretion von Corticosteron und f-Endorphin bei Ratten.

4.3.2 3,4-Methylendioxymethamphetamin und Angst

In engem Zusammenhang mit einer eventuellen Stressmodulation durch MDMA steht auch die
Wirkung von MDMA auf das Erleben von Angst, also die Frage nach einer anxiogenen oder
anxiolytischen Wirkung von MDMA. Hierzu gibt es einige Daten aus humanbiologischen und

tierexperimentellen Arbeiten vornehmlich an Ratten aber auch an Mausen.
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In Untersuchungen an Probanden zeigten Tancer et al. nach Einnahme von MDMA (1,5 -2 mg/kg)
eine deutliche Zunahme von Angstempfinden 7273, Diese anxiogene Wirkung lieR sich durch die

Vorbehandlung mit Fluoxetin, einem selektiven Serotonin-Reuptake-Inhibitor, deutlich mildern 74,

Mehrere Forschergruppen untersuchten u. a. die Wirkung von MDMA auf das Angsterleben
mittels Selbsteinschatzungsskalen (ARCI-LSD). Hier zeigte sich fir mittlere MDMA-Dosen von

1-2 mg/kg eine Zunahme der Angstempfindung 72737577,

Im Gegensatz zu diesen Untersuchungen konnte Liechti et al. an gesunden Probanden einen
anxiolytischen Effekt nach Gabe von MDMA (1,5 mg/kg) nachweisen. Durch Vorbehandlung mit
dem Dopamin-Antagonist Haloperidol zeigte sich dagegen eine ausgepragte anxiogene Wirkung
von MDMA 78,

Nach einer Ubersichtsarbeit von Dumont und Verkes spricht die vorliegende Literatur am ehesten

fur eine Zunahme des Angstempfindens unter MDMA beim Menschen 13,

Im tierexperimentellen Bereich finden sich einige Untersuchungen zur Wirkung von sowohl akuter
(einmaliger) als auch chronischer (wiederholter) Gabe von MDMA auf das Angstempfinden von

Nagetieren (Uberwiegend Ratten, weniger Mause).

Die meisten Studien der wiederholten Gabe von MDMA zeigten einen anxiogenen Effekt 7984, In
fast allen diesen Arbeiten wurde das Elevated Plus Maze (EMP) Testsystem benutzt. Dieses
Modell eines teils geschlossenen, teils offenen Labyrinthsystems auf zwei Ebenen basiert auf
dem Konflikt zwischen dem Explorationsbedurfnis und dem Bedurfnis, offene, ungeschuitzte und
erhohte Raume zu meiden 8°. Zwei Arbeiten zeigten dagegen anxiolytische Effekte 8%7; beide

nutzten EPM aber auch die Untersuchung im Open-Field-Modell.

Die Ergebnisse aus den tierexperimentellen Arbeiten, die die Anxiolyse/Anxiogenese nach akuter
(einmaliger) Gabe von MDMA untersuchten, sind widersprtichlich. Wahrend mehre Arbeiten, fir
den Dosisbereich von 1-10 mg/kg nach intraperitonealer Gabe einen anxiogenen Effekt im EPM

nachwiesen, zeigten diese im hoheren Dosisbereich von 8-20 mg/kg anxiolytische Wirkung 8892,

Bemerkenswert ist die Arbeit von Morley & McGregor, die fir einmalige Gaben von MDMA in
aufsteigenden Dosen (1,25-5 mg/kg) die anxiogene/anxiolytische Wirkung in fiinf Testmodellen
bei Ratten untersuchten. Die Ergebnisse zeigten bei gleicher Dosis sowohl anxiogene als auch

anxiolytische Wirkungen von MDMA je nach benutztem Angstmodell *3,

Die Arbeiten, die das Sozialverhalten von Ratten nach singularer Gabe von MDMA (1 x 5 mg)
untersuchten, kamen ebenso zu kontraren Ergebnissen, wahrend Morley et al. im sozialen
Interaktionstest eine anxiolytische Wirkung nachweisen konnten, zeigten Bhattacharya et al. eine

anxiogene Antwort im selben Dosisbereich 8893,
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Wie die Betrachtung der tierexperimentellen Literatur zeigt, ist die Frage, ob MDMA anxiogen
oder anxiolytisch wirkt, weiterhin nicht eindeutig beantwortet, wenngleich man den Eindruck
erhalt, MDMA konnte im Niedrigdosisbereich anxiogen, im Hochdosisbereich anxiolytisch wirken.
Zu einer ahnlichen Einschatzung kommt auch die Arbeitsgruppe um Joao Capela: ,The
anxiogenic effect seems to be dose-dependent, since low doses (4 to 7.5 mg/kg) produce
anxiogenic effects, meanwhile high doses (10 to 15 mg/kg) were found to be ‘anxiolytic-like’ both

in mice and rats.“ 1.

In allen vorliegenden Veroéffentlichungen erfolgte die Gabe der Substanz parenteral (subkutan,
intraperitoneal). Arbeiten zur Wirkung nach oraler und damit schmerzfreier Applikation fehlen.
Dies konnte eine Auswirkung auf das Angstempfinden gerade in der frlthen Phase nach

Einnahme der Substanz haben.

Im zweiten Teil der vorliegenden tierexperimentellen Arbeit soll daher die folgende Hypothese
geprift werden:

3. Die einmalige orale Applikation von MDMA im niedrigen bzw. moderaten Dosisbereich
verandert das Angstempfinden von Ratten am ehesten im Sinne einer anxiogenen
Wirkung.
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5 Material und Methoden

Die Erlaubnis zur Durchfiihrung der Tierversuchsreinen wurde nach Prufung durch die
Tierversuchskommission vom Landesamt fiir Gesundheit und Soziales (LAGeSo) des Landes

Berlin unter der Genehmigungsnummer G 0376/96 erteilt.

5.1 Allgemeine Haltungsbedingungen

Alle Versuchsreihen wurden mit mannlichen Ratten des Anzuchtstammes Wistar:Han
durchgefihrt. Diese entstammten den Bestdnden des Institutes fur Veterinarmedizin und
gesundheitlichen Verbraucherschutz. Die Tiere der Hauptversuche waren bei Auslieferung 6
Wochen alt mit einem Gewicht von 390-600 g. Die Tiere, mit denen der Vorversuch durchgefiihrt
wurde, waren ein Jahr alt und entstammten einer anderen abgeschlossenen Versuchsreihe mit

weitem zeitlichem Abstand zu dieser (> 6 Monate).

Alle Tiere wurden randomisiert in Gruppen zu drei bzw. vier Tieren in Standard-Makrolonkéfige
(Typ IV) mit den Maf3en 40 x 60 x 20 cm gesetzt. Die individuelle Markierung erfolgte mit einem
permanent Filzmarker (Edding AG, Ahrensburg) auf den Schwéanzen. Innerhalb der ersten 14
Tage erfolgte eine Phase der Gewdhnung an den Menschen, in dem die Tiere taglich fir ca.
15-20 Minuten aus dem Kaéfig in die Hand genommen wurden. Auch das regelméRige Umsetzen
der Tiere zur Kafigsauberung wurde diesem Zwecke entsprechend ausgebaut. Ziel dieses
Rattenhandlings war es, den durch die menschliche Berlhrung ausgeldsten Stress zu verringern

bzw. zu vermeiden.

Alle Tiere wurden in klimatisierten Rdumen mit einer Temperatur von 18-22 °C und einer
Luftfeuchtigkeit von 40-60 % gehalten. Der Hell-Dunkel-Rhythmus von jeweils 12 Stunden Dauer
wurde artifiziell erzeugt (Dunkelphase 16:00-4:00 Uhr, Hellphase 4:00-16:00 Uhr). Als Futter
erhielten die Tiere ALTROMIN® 1324 (Altromin Spezialfutter GmbH & Co. KG, Lage) sowie in der
versuchsfreien Zeit Wasser ad libitum. Verbrauchs- und Gewichtsdaten wurden halbwdchentlich,
in der Versuchszeit taglich erhoben. Futterverbrauch und Gewicht wurden per Neigungsschalt-
gewichtswaage (REWETOQO®, Bizerba SE & Co. KG, Balingen) und der Flissigkeitsverbrauch
mittels elektronischer Prazisionswaage (PM4600®, Mettler Toledo International Inc., Columbus
Onhio) ermittelt.

5.2  Substanzzufuhr, Dosisfindung und Herstellung

Da der erste Teil dieser Arbeit die Auswirkung von MDMA auf stressabhdngige Hormone

(Corticosteron, B-Endorphin) untersuchte, wurde im Sinne mdglichst stressfreier Bedingungen die
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orale Selbstverabreichung von MDMA als Trinkldsung zur Applikation gewahlt. Auch fir den
zweiten Teil der Arbeit, der die Auswirkungen von MDMA auf angstabhangiges Verhalten
untersuchte, erschien es sinnvoll, die schmerzfeie Applikationsform der oralen Selbst-
verabreichung zu wéhlen, um eine anxiogene Wirkung durch eine schmerzhafte Prozedur zu

vermeiden.

Ziel dieser Arbeit war es weiterhin, schon diskrete Effekte von MDMA zu detektieren und, da u. a.
Verhaltensexperimente durchgefiihrt wurden, insbesondere die Gefahr von Uberdosierungen zu

vermeiden.

Nach Durchsicht der Literatur, die einen tierexperimentellen Dosisbereich von 0,5-20 mg/kg
ergab, wurde beschlossen, auch in Analogie zu den typischen humanbiologischen Dosen von

1-4 mg/kg °3°¢ in einem niedrigen bis moderaten Dosisbereich zwischen 1-5 mg/kg zu arbeiten.

Die Herstellung von 3,4-Methylendioxymethamphetamin erfolgte durch die Bundesopiumstelle
am Bundesinstitut fur Arzneimittel und Medizinprodukte (Bonn). Die Lieferung erfolgte als
kristallines  (+/-)3,4-Methylendioxymethamphetamin-Hydrochlorid mit einem garantierten
Reinheitsgrad von = 99,9 %. Zu Versuchszwecken wurde es mit gereinigtem Wasser in Lésung

gebracht.

5.3 Wabhl des tierexperimentellen Angstmodells

Zur Testung der anxiogenen/anxiolytischen Wirkung vom MDMA im Tiermodell kamen zwei

etablierte Modelle zum Einsatz:

1. Open-Field/Thigmotaxis: Setzt man eine Ratte in eine ihr unbekannte quadratische Arena
(Open-Field), so hélt sich das Tier vorwiegend an den wandnahen Arealen der Testarena
und insbesondere in den Ecken auf (Thigmotaxis). Die Ratte vermeidet den Aufenthalt im
offenen (ungeschitzten) Raum. Angst aufiert sich hier im Vermeiden des zentralen
Bereiches des Open-Fields. Ein anxiolytischer Effekt entspricht so einem gehauften bzw.

verlangerten Aufenthalt im Zentrumsbereich 97100,

2. Shock-Probe-Conflict-Procedure: In diesem von Meert et al. 1986 eingefuhrten Modell
wird die Ratte einem typischen Konflikt zwischen Annaherung und Vermeidung
ausgesetzt. In einem Open-Field-Areal ist an einer Stelle eine Schockelektrode
eingesetzt. Das in die Anordnung gesetzte Tier wird die neue Umgebung explorieren und
hier in Kontakt mit der Elektrode kommen, der zu einem Schmerzreiz fuhrt. Im weiteren

Testverlauf steht das Tier im Konflikt zwischen dem Erkundungsverhalten einerseits und
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der Vermeidung des aversiven Reizes andererseits. In der modifizierten Form wird der
Kontakt mit der Schockelektrode zu Beginn des Versuches erzwungen. Im folgenden
Testverlauf wird dann das rdumliche Verhalten des Nagers insbesondere in Bezug auf die
Schockelektrode beobachtet. Angst fuhrt zu einem Meiden der Elektrode bzw. des
Elektrodenbereichs, anxiolytische Effekte zeigen sich durch vermehrte Kontakte mit der
Elektrode bzw. durch vermehrte Aufenthalte oder eine verlangerte Aufenthaltszeit in der

N&he der Schockelektrode 100-102,

5.4 Testverfahren

5.4.1 Blutabnahmen

Als Parameter flr die Stressreaktion der Tiere wurden Corticosteron und B-Endorphin im Plasma
gemessen. Nach einer ersten Abnahme (Basalwert) erfolgte im Abstand von 20-30 Minuten eine
zweite Blutabnahme (Stresswert). Der Basalwert diente hierbei als Ausgangswert, der nach dem
schmerzvermittelten Stress der ersten Blutabnahme gewonnene zweite Wert als Indikator fiir den
akuten, durch die Blutabnahme selbst induzierten Stress. Die Blutabnahmen erfolgten immer eine
Stunde nach Einsetzen der Dunkelphase. Zur Beleuchtung wahrend der Blutabnahme wurden
Rotlichtstrahler (2-3 Lux) verwandt. Zwischen den beiden Blutabnahmen wurden die Tiere wieder

in den Gruppenkafig zurickgesetzt.

Die Abnahme der Blutproben erfolgte aus einer der seitlichen Schwanzvenen der Tiere. Hierzu
wurde der Schwanz fur ca. eine Minute in warmem Wasser erwarmt, um die Durchblutung der
Venen zu fordern, dadurch bessere Punktionsbedingungen zu schaffen und die Abnahme zu
erleichtern. Dann folgte die Punktion der Vene mittels einer 0,55 x 25 mm Kantile (Sterican®, B.
Braun Melsungen AG, Melsungen), die vorher mit zehnprozentiger Ethylendiamin-
tetraessigsaure-Losung (Sigma-Aldrich Chemie AG, Schnelldorf) gespult worden war. Das
austretende Blut wurde in einem Reaktionsgefald mit 1,5 ml Fassungsvermégen (Brand GmbH &

Co. KG, Wertheim) mit 5 pl funfprozentiger EDTA-LGsung aufgefangen.

Um Tiere an den Ablauf zu gew6hnen, wurden das Anwarmen des Schwanzes und das Halten
der Tiere mehrmals gelibt. Die Entnahme musste spatestens finf Minuten nach Beginn der
Prozedur beendet sein, was in einigen Fallen zum Ausfall einer Probe flihrte. Die Proben wurde
sofort in Eis gelagert und anschlielend bei 4 °C mit 12.000 g in einer Tischzentrifuge
(MICROSPIN® 24S, Sorvall Instruments DuPont, Wilmington, Delaware) fir sieben Minuten
zentrifugiert. Danach wurde der klare Uberstand (Blutplasma) abpipettiert und der Bodensatz

verworfen. Vom Blutplasma wurden 10 pl pro Probe fir die Bestimmung des Corticosteron
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entnommen, der Rest (20-180 pl) wurde zur Bestimmung der B-Endorphinkonzentration
verwendet. Bis zur endgultigen Bestimmung wurden die Proben fir 3-6 Monate bei -80 °C

eingefroren.

5.4.2 Verhaltensbeobachtung im ACTIFRAME®-System

Beim ACTIFRAME®-System handelt es sich um ein Bewegungsregistriersystem, das von der
Firma GERB Elektronik, Berlin, in Kooperation mit dem Institut fir Neuropsychopharmakologie
der Freien Universitat Berlin entwickelt wurde. Seine Aufgabe ist die Messung der
Schwerpunktkoordinaten eines sich in einem Lichtschrankenraster bewegenden kleinen Tieres.

Die Evaluation dieses Modells fir Kleintiere erfolgte an anderer Stelle 1.

Das ACTIFRAME®-System ist ein modulares Rahmensystem, das mit je 16 Lichtstrahlen in x-
und y-Richtung pro Rahmen arbeitet. Die Schwerpunktkoordinaten werden berechnet aus dem
.~ochatten, den das Tier in x- und y-Richtung wirft. Jeweils die Mitte dieses Schattens
reprasentiert die gesuchte Koordinate (Abbildung 2). Bei einer ungeradzahligen Anzahl von
Lichtschrankenunterbrechungen entspricht der Wert genau dem mittleren der unterbrochenen
Strahlen. Bei einer geraden Zahl liegt der Wert dagegen in der Mitte zwischen zwei
Lichtschranken. Aus diesem Grund wird der Abstand zweier benachbarter Lichtschranken als
zwei Lichtschrankeneinheiten (LSE) definiert. Jede registrierte Koordinate kann somit
ganzzahlige Betrage von 1 bis 31 annehmen. Der Testkéfig ist quadratisch und hat eine innere
Kantenldnge von 39 cm. Die Lichtschranken sind aquidistant angebracht, so dass gilt: 1 LSE =
1,11 cm. Jeder Lichtschrankenrahmen ist mit einer intelligenten Steuereinheit verbunden und
bildet mit dieser eine Messstation. Die Steuereinheit fragt die Lichtschrankensensoren in einem
einstellbaren Abfragerhythmus ab, berechnet die Schwerpunktkoordinaten und speichert diese.
Ein Steuerrechner fragt alle angeschlossenen Messstationen zyklisch ab und lasst sich die
Koordinatenpaare mit dem Zeitpunkt der Registrierung von der Steuereinheit Gbermitteln. Diese
Werte werden als Bindrdaten gespeichert und kénnen offline durch spezielle Software (ARNO
und PAPA,; Institut fir Neuropsychopharmakologie, Freie Universitat Berlin) ausgewertet werden.
In den verwendeten Versuchsreihen wurden je zwei Rahmen aufeinandergestellt, so dass neben
der Lokomotion in x- und y- Richtung auch die in z-Richtung (Aufrichten) bestimmt werden konnte.

Mit einem solchen System kdnnen grundsatzlich 32 Lokomotionsparameter bestimmt werden.

Diese Messstationen wurden in zwei Testszenarien namlich als Open-Field-Test und als Test mit

modifizierter Shock-