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Einleitung

Seit Langem ist bekannt, dass in der belebten Welt rhythmische Phanomene auftreten. Dazu zéh-
len auch diejenigen rhythmischen Veridnderungen, die spontan oszillieren oder von duf3eren Be-
dingungen beeinflusst werden. Einen starken Antrieb stellt dabei das Sonnenlicht dar. Es syn-
chronisiert eine Vielzahl von biologischen Rhythmen, die ansonsten eine vom (Sonnen-) Tag
abweichende Zeitdauer haben, somit freilaufend sind. Von diesen sogenannten circadianen
Rhythmen werden einige durch den Lichtwechsel gefordert oder gehemmt, woraus sich Schwan-
kungen, z.B. bei Verhalten, Hormonkonzentrationen oder Korpertemperatur ergeben konnen.
Neben diesen natiirlichen Schwankungen treten zusétzlich pathologische Abweichungen auf, die
abhéngig von Start- oder Stoppsignalen dann auch Krankheitswert besitzen konnen.

Das Erkennen dieser Abweichungen tragt zur Diagnose von Erkrankungen bei, bei denen sich im
Verlauf der Behandlung diese pathologisch verdnderten Rhythmen wieder normalisieren konnen.
Besonders ausgiebig beschrieben sind diese Verdnderungen bei der hormonellen Regulation, da
diese als Reaktion auf die Umwelt phasisch reguliert wird. Neben klassischen externen Reizen
wie dem Anstieg der Aullentemperatur oder internen Reizen wie der Nahrungsaufnahme kénnen
aber auch komplexe, psychisch ausgeldste Reaktionen wie beim Fluchtreflex auftreten. Bei allen
diesen Reaktionen handelt es sich um eine Antwort auf eine von auflen erfolgte Istwert Verstel-
lung eines Regelkreises, die eine ausgleichende Regulation in Richtung Sollwert oder Sollwert-
bereich bewirkt. Die dazu erforderlichen Stellglieder oder —kreise sind oft mehrgliedrig, so dass
an verschiedenen Zwischenschritten ergidnzende oder zusitzliche Einflussmoglichkeiten beste-
hen. Die dadurch komplexen Einflussmoglichkeiten erschweren einerseits die Einstellung eines
Zielwerts, erlauben andererseits aber auch eine verfeinerte Regulation. Die Anwendung dieser
Kenntnisse bewirkt die Entwicklung vor allem bei der Behandlung Erkrankter eingesetzter medi-
kamentoser Mittel, die dann als Pharmakon diese pathologisch veridnderten Zustidnde beeinflus-
sen und im besten Fall wieder in einen ausgeglichenen Zustand iiberfiihren sollen. Die anders als
bei den korperlichen Reaktionen schwerer fassbaren psychischen Abweichungen haben zur Ent-
wicklung von modellhaften Annahmen gefiihrt, bei denen iiber die Beeinflussung einzelner oder
mehrerer Regelkreise eine Therapie begriindet wird.

In der Psychiatrie hat die medikamentose Therapie aufgrund von Beobachtungen und daraus re-
sultierender Modelle im Formenkreis der affektiven Stérungen eine lange Tradition. Dieser The-
rapie kommt durch die Entdeckung von Transmittersystemen im Zentralen Nervensystem (ZNS)
und deren Lenkung mittels spezifisch entwickelter Substanzen eine grofle Bedeutung zu. Dabei
haben die entwickelten Substanzen durch ihre unterschiedlichen Angriffspunkte Haupt- und
Nebenwirkungen.

Eine wesentliche Gruppe von Transmittersubstanzen sind die Monoamine. Zur Erfassung der
Wirkung der unterschiedlichen, eingesetzten Substanzgruppen sind umfangreiche Studien erfor-
derlich. Dies hat bei der Weiterentwicklung von Hypothesen zur Beeinflussung einzelner Mono-
aminstoffwechselsysteme zum Einsatz einer Gruppe von Substanzen gefiihrt, die einen gemein-
samen postsynaptischen Signalweg durch die Hemmung des Abbaus des ,,second messenger*
cAMP beeinflussen kdnnen.

Diese Gruppe von urspriinglich als Psychopharmaka konzipierten Phosphodiesterasehemmer
(PDE-Hemmer) hat durch die Entdeckung weiterer Wirkorte und damit verbundener, somit be-
einflussbarer Krankheitsbilder zu einer Erweiterung ihrer Anwendungsuntersuchung gefiihrt. So
werden diese Substanzen inzwischen auch bei der Behandlung von akuten oder chronischen Ent-
ziindungen wie bei chronisch obstruktiven Lungenerkrankungen, an Haut oder Gelenken sowie
fiir Darmerkrankungen (wie der Colitis ulcerosa) untersucht. Ein weiteres getestetes Einsatzge-
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biet ist die Regeneration nervaler Gewebe, die im Verlauf einer autoimmunen Hirnentziindung
oder nach Riickenmarksverletzungen beschéadigt wurden.

Viele der hier angesprochenen Regelkreise im Organismus sind einerseits hierarchisch organi-
siert und unterliegen andererseits dabei circadianen Rhythmen oder Regelungsvorgingen.

Daher erscheint bei der Untersuchung von zentralwirksamen Substanzen die Beachtung der Be-
einflussbarkeit von circadianen Rhythmen erforderlich. Aus der klinischen Anwendung ist schon
bei anderen Substanzgruppen wie den Analgetika deren circadian abhidngige Wirksamkeit be-
schrieben. Fiir die Untersuchung von Erkrankungen, denen circadian abhéngige zentrale Regel-
kreise zugrunde liegen, bedarf es 1.) der Kenntnis beteiligter oder vermuteter Transmittersysteme
und 2.) der Erkenntnis, ob deren Regulation einer circadianen Rhythmik unterliegt. Wenn dies
der Fall ist, bedarf es 3.) der Untersuchung der Fihigkeit der Beeinflussung dieser Systeme durch
eine pharmakologisch wirksame Substanz zu vermuteten oder gut definierten Messzeitpunkten,
an denen die Wirkung des Pharmakons als besonders effektiv angenommen wird oder nicht.

Da aber circadiane Systeme sich zu den unterschiedlichen Phasen verschieden beeinflussen las-
sen konnen, kann eine orientierende Untersuchung zu moglichen, verschieden ausfallenden Wir-
kungen nur iiber den gesamten Tag erfolgen. Daher stellt die Anwendung von Substanzen mit
vermutetem circadianen Hintergrund eine besondere Herausforderung an die Untersuchung ihrer
Wirkungen. Um diese Beeinflussung von circadianen Rhythmen aussagekriftig untersuchen zu
konnen, ist daher die Nutzung von Modellen erforderlich, denen eine derartige Rhythmizitt
zugrunde liegt bzw. bei denen eine derartige Rhythmizitit aufgrund der beteiligten Stoffe, wie
z.B. bei Hormonen vermutet wird.

In der Depressionsforschung ist neben der generellen Stimmungsschwankung iiber lingere Zeit-
rdume auch die tagezeitlich abhéngige Ausprigung von Stimmungen beschrieben worden. Damit
besteht die Moglichkeit, dass die zu bestimmten Tageszeiten erfolgte pharmakologische Beein-
flussung besonders effektive Zeitpunkte ermittelt, an denen die erwiinschte Substanzwirkung am
hochsten ist. Daher soll in der nachfolgenden Untersuchung bei einem PDE 4 Hemmer
(Rolipram) in einem Depressionsmodell - ausgehend von seinem in der Ratte ausgeldsten Ver-
haltenssyndrom - die Beeinflussbarkeit von Verhalten und zentralen Hormonen zu unterschiedli-
chen Tageszeitpunkten untersucht werden. Durch die neben den klassischen katecholaminergen
Transmittersystemen zusitzlich vorhandenen weiteren Angriffsmoglichkeiten dieser Substanz
bei der Stressregulation sollen im Blut Parameter der sogenannten Stressachse wie Kortikosteron
(COR) gemessen und davon abhingige periphere Regelkreise (Leber) durch die Messung der
Glukosekonzentrationen ergiinzend beschrieben werden.

Die hier gewonnenen Ergebnisse sollen dann im Rahmen der durch ,,Corticotropin releasing
hormone* (CRH) hervorgerufenen Effekte an der iibergeordneten ,,LLimbic-System-
Hypothalamo-Pituitary-Adrenal-Axis* (LHPA-Achse) in einem Depressionsmodell beschreiben,
ob Rolipram in die Stressregulation eingreifen kann, da deren Beeinflussung in diesen Depressi-
onsmodellen ein hoher Stellenwert eingerdumt wird.

Die in verschiedenen Depressionsformen gefundenen circadianen Rhythmusstdrungen betreffen
neben Veridnderungen in der Schlafarchitektur auch die anderer biologischer und neuroendokri-
ner Rhythmen. Ein besonders gut untersuchtes System ist dabei das LHPA-System, das auch als
Stressachse bezeichnet werden kann. Durch die Entdeckung antidepressiv wirksamer Substan-
zen, die iiber die Beeinflussung zentraler Monoamin-Stoffwechselwege ihre Wirkung entfalten,
sind als gemeinsame postsynaptische Endstrecke ,,second messenger* wie zyklisches Adenosin-
3’,5’-monophosphat (cAMP) bekannt und in ihrer Beeinflussbarkeit untersucht worden. Die
Entwicklung von PDE-Hemmern wie Rolipram (als spezifischer PDE 4 Hemmer) fiihrte zur
Untersuchung seiner antidepressiven Wirksamkeit in verschiedenen Tiermodellen. Durch seine
Wirkung, zentral cAMP-Konzentrationen erhthen zu kdnnen, konnten in autoradiographischen
Untersuchungen hohe Anreicherungsraten im Bereich des limbischen Systems gefunden werden.
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Weitere beeinflusste Hirnareale sind die noradrenergen (NA-ergen) Neurone im Locus coeruleus.
Es besteht eine enge Verbindung von autonomen und neuroendokrinen Fasern der Stressachse
und den verschiedenen katecholaminergen und indolaminergen Neurotransmittern. Da durch die
Sekretion von CRH eine Modulation der Stressantwort mit Aktivierung motorischen Verhaltens
sowie eine Ausschiittung peripher wirksamer Hormone erfolgt, werden dabei auf allen Ebenen
NA-erge Neurone stimuliert und cAMP sowohl bei der CRH-Genexpression als auch bei der
Ausschiittung von ,,Adrenocorticotropem Hormon* (ACTH) als Modulator beschrieben. Da eine
Wechselwirkung zwischen Stress und Affekterkrankungen besteht, kann auch in Tiermodellen
eine Verbindung zwischen der LHPA-Achse und den entsprechenden (Transmitter)-Systemen
hergestellt werden. Eine Storung der peripheren Kortikosteroid-Riickkopplung auf die zentrale
CRH-Ausschiittung wird derzeit bereits als diagnostisches Verfahren eingesetzt.

Neben diesen Aspekten der Verkniipfung von cAMP mit der Stressachse kann iiber die bei De-
pressiven zusitzlich beeintrichtigten circadianen Rhythmen eine Verbindung zwischen den dor-
tigen Regelkreisen und der LHPA-Achse beschrieben werden. CRH setzt neben den cortico-
trophen Hormonen auch Vorldufer des Melatonins (MEL) frei. MEL wird iiber einen lichtabhén-
gigen Regelkreis von der Retina zum Nucleus suprachiasmaticus (SCN) gesteuert von der
Epiphyse sezerniert. Zur Etablierung eines Rhythmus” werden auf der Ebene der Genexpression
durch verschiedene Periodengene die notwendigen Proteine fiir die Entstehung der Regelkreise
kodiert. Hier sind aber ebenfalls NA-erge Systeme, z.T. mit peripheren Regelkreisen iiber das
obere Halsganglion (SCG) mit nachfolgender cAMP-Freisetzung beteiligt, die fiir die Expression
der MEL-bildenden Enzyme verantwortlich sind. Damit ist MEL sowohl photoperiodisch abhin-
gig, als auch durch NA-erge Systeme direkt beeinflussbar. Die Regelkreise fiir CRH als auch fiir
MEL weisen bei den beteiligten Proteinen eine hohe genetische Konstanz zwischen Versuchs-
tieren und Menschen auf. Deshalb konnen entsprechende Ergebnisse von Untersuchungen aus
Tiermodellen auf den Menschen iibertragbar sein.

Der PDE-Hemmer Rolipram bietet aufgrund seines pharmakologischen Profils die Moglichkeit,
bei Durchfiihrung einer Untersuchung zu verschiedenen Tageszeiten dessen unterschiedliche
Wirksamkeit zu untersuchen.

In dieser Untersuchung soll erstmals gezeigt werden, ob die Gabe von Rolipram zu unterschied-
lichen Zeitpunkten Veridnderungen im bisher beschriebenen Verhaltenssyndrom beobachten lésst.
Durch die Unterteilung in substanztypisch induziertes oder endogen vorhandenes Verhalten kon-
nen Hinweise auf mogliche, zugrundeliegende Regelkreise gewonnen werden. Aufgrund des spe-
ziellen Verhaltenssyndroms in Ratten kann so ein tageszeitlich abhingiger Effekt eindeutig be-
schrieben werden. Durch seine weiteren Wirkungen auf die Verdnderungen bei cAMP kénnen
die eng miteinander verkniipften Systeme Depression, Stress und circadianer Rhythmus durch die
summarische Untersuchung von peripher messbaren Hormonen wie COR und MEL unter dem
Blickwinkel der Tageszeit neu und erweiternd beschrieben werden. Zur besseren Beschreibung
peripherer Effekte werden neben der bereits im Verhaltenssysndrom erfassten Verdnderungen der
Korpertemperatur (KT) fiir weitere periphere Effekte von COR die Blutglukosekonzentrationen
gemessen.

Zur Durchfiihrung einer Verhaltensbeobachtung zu unterschiedlichen Tageszeiten ist in der Dun-
kelphase eine die an den Tieren untersuchten Parameter nicht storende Beleuchtung erforderlich.
Bisher wurde in solchen Untersuchungen die Farbe ,,rot* mit einer geringen Intensitit eingesetzt.
Um den Effekt der hier eingesetzten Farbe ,,rot* besser beschreiben zu konnen, werden in einem
zusitzlichen Versuch neben einem in die Dunkelphase verschobenen Beginn der Hellphase auch
verschiedene Beleuchtungsfarben neben ,,rot* wihrend der Hellphase benutzt. Damit soll der
Einfluss der ausschnitthaften Wellenlidngen der Beleuchtungsfarben gegen die weille Beleuch-
tung als Mischung der sichtbaren Wellenlingen dargestellt werden, um mogliche farbabhiingige
Veridnderungen sowohl bei Verhalten als auch untersuchten Hormonen erfassen zu kénnen.
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Da aus Arbeiten von Holsboer (s. Literaturliste) bekannt ist, dass die gemeinsame Endstrecke in
der Regulation der LHPA-Achse bei der Depression eine entscheidende Rolle spielen kann, ist
sowohl zentral als auch peripher die Verfiigbarkeit des vorhandenen cAMP bei der Sekretion von
CRH und seinem peripheren Hormon COR wesentlich. Die dabei zugrundliegenden Enzyme des
cAMP-Stoffwechsels, wie z.B. die durch PDE-Hemmer beeinflussten abbauenden Phospho-
diesterasen, weisen eine hohe Homologie zwischen Tierspezies und dem Menschen auf, so dass
auch diese Ergebnisse ihrer verdnderten Aktivitit auf die Anwendung im Menschen iibertragbar
sein konnen.

Zur Darstellung der moglicherweise liber zentrale Mechanismen induzierten Freisetzung von
Kortikoiden sollen auch aufgrund dieser Annahmen deren periphere Effekte ebenfalls durch die
Messung der Blutglukose beschrieben werden.

Da iiber die LHPA-Achse durch CRH die Induktion von Genprodukten fiir eine lichtabhéngige
Variable, das Melatonin, auch iiber einen katecholaminerg vermittelten Einfluss via cAMP erfol-
gen kann, soll durch diese Untersuchung der Einfluss von Rolipram auf die Sekretion von Mela-
tonin und dessen mogliche zeitliche Abhingigkeit bewertet werden.

Somit konnen durch die Untersuchung zusitzliche Erkenntnisse tiber die mogliche Wirksamkeit
und Effektivitit von Rolipram als Indikatorsubstanz der PDE 4-Hemmer gewonnen werden. Bei
der Entdeckung von Wirkmechanismen und ihrer therapeutischen Beeinflussbarkeit in der
Behandlung der Depression konnen diese dann entsprechend der neuen Therapieansitze, z.B. mit
CRH-Antagonisten, auf molekularer oder genetischer Ebene beriicksichtigt werden.

Zu Beginn der weiteren Ausfithrungen soll auf die Grundlagen in der Depressionsforschung ein-
gegangen werden.
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Depression

Epidemiologie

Die Punktpridvalenz von Depressionen als hdufigster affektiver Storung in der deutschen Bevol-
kerung betrigt 8 bis 10%. Weltweit werden bis zu 98,7 Mio. Menschen davon betroffen (WHO,
The Global Burden of Disease: 2004, Update 2008). Fiir die ,,Major Depression* liegt die Prava-
lenz in Deutschland bei 1,5 bis 5%. Auf etwa 1% wird das Morbiditétsrisiko affektiver Psycho-
sen geschitzt (Riederer, Laux: Definition, Einteilung, Chemie in Riederer, Laux, Poldinger
(Hrsg.): Neuro-Psychopharmaka 1993 und Méller, Laux, Deister: Psychiatrie und Psychotherapie
2001). Fiir die Beleuchtung ihrer soziookonomischen Relevanz ist wesentlich zu wissen, dass bei
affektiven Storungen die Suizidrate als bis zu 20fach hoher als in der iibrigen Bevolkerung be-
schrieben wird (Pompili et al. 2009).

Klassifizierung

Nach traditionellen nosologischen Kriterien wurden psychogene, exogene und endogene Psycho-
sen unterschieden (entsprechend dem sogenannten ,, Triadischen System der psychiatrischen No-
sologie*) (Hole: Diagnostik und Diagnosewandel bei der Depression in Faust, Hole (Hrsg.):
Depressionen 1982). Ergidnzt worden ist diese Einteilung durch das Konzept der multifaktoriel-
len Atiologie, da auch psychogene Erkrankungen einen gewissen genetischen Hintergrund haben
konnen (Moller, Laux, Deister: Psychiatrie und Psychotherapie 2001). Zur Bewertung einzelner
Erkrankungen ist heute die jeweilige Relevanz der Faktoren zu beriicksichtigen. Das Nebenein-
ander verschiedener Klassifikationssysteme wie ICD (International Classification of Diseases)
und DSM (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders) erhilt die iiberkommenen
Syndrombegriffe und erweitert sie um die Ergebnisse der neueren Forschung (Mdéller, Laux,
Deister: Psychiatrie und Psychotherapie 2001). Bei den psychogenen Stérungen sind duflere
Ereignisse bzw. eine neurotische Personlichkeitsstruktur oft krankheitsdeterminierend. Die exo-
genen Storungen sind oft Folge von Erkrankungen des Gehirns oder korperlicher Funktions-
storungen. Bei endogenen Storungen wie den manisch-depressiven Erkrankungen sollen biologi-
sche Anlagefaktoren eine zentrale Bedeutung haben.

Bei den manisch-depressiven Erkrankungen, bei denen situative Einfliisse, psychopathisch-
neurotische Personlichkeitsverdnderungen oder somatische Faktoren als Anteile des jeweiligen
Syndroms vorhanden sind, handelt es sich um die am ldngsten in der Medizingeschichte zuriick-
verfolgbare Form der affektiven Storung. Sie wurde als Melancholie bereits im Corpus hippocra-
ticum im 5. Jh. v. Chr. erwéhnt.

Nach der ICD 10 wird bei den affektiven Storungen zwischen rein manischen oder depressiven
Episoden unterschieden. Bei den bipolaren Storungen wird der jeweilig vorherrschende Anteil
als fithrendes Syndrom beschrieben. Die weitere Einteilung erfolgt nach Verlauf (rezidivierende
depressive Storung) oder als anhaltende oder andere affektive Storung (Moller, Laux, Deister:
Psychiatrie und Psychotherapie 2001).
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Klinik

Fiir die Diagnostik gliedern sich die Symptome in die Bereiche psychisch, psychomotorisch und
psychosomatisch-vegetativ. Als psychische Kernsymptome werden dabei die depressive
Verstimmung, Schlafstérungen, Unfihigkeit zum Denken und Handeln mit Entschlusslosigkeit
bis hin zur Apathie, aber auch innere Unruhe, beschleunigtes Denken, Selbstiiberschitzung,
Angst, Hoffnungslosigkeit und Generation von suizidalen Gedanken beobachtet. Psychomoto-
risch kann entweder eine sogenannte Plus-Symptomatik mit duerer Unruhe oder innerem Ange-
triebensein oder eine Minus-Symptomatik mit gehemmtem Antrieb bis hin zum Stupor auftreten.
Im psychosomatischen Bereich sind eine Vielzahl von Storungen der vegetativen Funktionen
(Appetitlosigkeit, Libidoverlust), Befindlichkeitsstorungen und Verdnderungen des Schlaf-
Wach-Gefiiges moglich (Moller, Laux, Deister: Psychiatrie und Psychotherapie 2001).

Therapie

Grundlegender Teil der Behandlung ist eine Gespridchsbegleitung, die jeweils um eine
medikamentdse, psychotherapeutische oder weitere Komponente erginzt wird.

Bei den biologischen Therapien stehen heute Antidepressiva im Vordergrund. Die Elektro-
krampftherapie steht bei schweren Verldaufen, die chronobiologisch begriindeten Therapieansitze
wie die Schlaf-Entzugstherapie oder Lichttherapie bei endogenen Rhythmusstorungen zur
Verfiigung.

Antidepressiva (AD) konnen symptombezogen nach ihrer psychomotorischen Wirkung in
psychomotorisch aktivierend bis sedierend eingeteilt werden. Entsprechend der Symptome wer-
den sie allein oder in Kombination mit Neuroleptika oder Benzodiazepin-Tranquilizern verwen-
det. Dabei werden trizyklische AD aufgrund ihrer cholinergen Nebenwirkungen einschleichend
dosiert. Stattdessen konnen auch selektive Serotonin-Wiederaufnahme-Hemmer, Monoamin-
oxidase-A-Hemmstoffe oder selektiv serotonerg/ noradrenerg wirkende AD verwendet werden.
Nach mehreren Episoden einer depressiven Erkrankung ist eine Langzeitbehandlung erforderlich,
eine Rezidivprophylaxe bei bipolar affektiven Psychosen und rezidivierenden manischen Episo-
den kann mit Lithium oder Carbamazepin durchgefiihrt werden (Méller, Laux, Deister:
Psychiatrie und Psychotherapie 2001).
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Atiopathogenese

Zur Atiopathogenese haben sich drei grundlegende Aspekte herausgehoben.

Genetische Determinanten

An den affektiven Psychosen sind Erbfaktoren beteiligt, die besonders bei bipolaren affektiven
Psychosen durch Familien- und Zwillingsstudien belegt werden konnten. Weil bis heute Erbgang
und -substrat nicht eindeutig bekannt sind, wird von weiteren Faktoren in der Entstehung von
affektiven Erkrankungen ausgegangen (Moller, Laux, Deister: Psychiatrie und Psychotherapie
2001).

Psychologische Faktoren

Die psychoreaktive Auslosung durch kritische Lebensereignisse oder die Modellvorstellung einer
., Trauerarbeit” auf den Verlust eines geliebten Objekts stellen Mechanismen in der Entstehung
von Depressionen dar. Hinzu kommen kognitions- und lerntheoretische Ansétze einer einseitigen
Wahrnehmung und Interpretation sowie das Konzept der ,,gelernten Hilflosigkeit* (Mdller, Laux,
Deister: Psychiatrie und Psychotherapie 2001).

Neurobiologische Aspekte

Bei verschiedenen Formen der Depression (saisonal, endogen) zeigen sich circadiane Rhythmus-
storungen als Ausdruck chronobiologisch wirksamer Faktoren mit mehr oberfldchlichen Schlaf-
stadien, Auftreten einer verkiirzten REM-Latenz und Desynchronisierung biologischer Rhythmen
wie der Verschiebung von Schlaf-Wach-Phasen und neuroendokrinen Rhythmen
(adrenocorticotrophes System).

Da bei der endogenen Depression keine organischen Befunde, speziell keine neuropatho-
morphologischen gefunden werden konnten, konzentrierte sich die weitere Suche nach
Erklarungsansitzen auf den Bereich der funktionellen Stérungen der Neurotransmission. Die
damit verbundene Geschichte der Entdeckung der AD ist auch die Geschichte von Zufillen. Aus
Indien waren schon lange Berichte bekannt, dass Abkochungen des Strauches Rauvolfia serpen-
tina zur Beruhigung von Geisteskranken eingesetzt wurden. Gesamtalkaloide waren als Hypoten-
sivum eingesetzt worden, bis Reserpin als Reinsubstanz eines Alkaloids dieses Strauches 1952
isoliert wurde, das bei Hypertoniepatienten depressionsauslosend wirken konnte.

Kuhn erkannte 1957 die antidepressive Wirkung von Imipramin, dem ersten trizyklischen Anti-
depressivum. Aus theoretischer Sicht entwickelte sich durch Nachweis der depressions-
fordernden Wirkung von Reserpin die Hypothese des Monoamin-Mangels in der Depression.
Schildkraut bezog dies 1965 auf das noradrenerge (NA-erge) System, Coppen formulierte 1967
seine Hypothese der Dysfunktion des zentralen Serotonin -(5-HT)-Systems. 1969 wurde durch
Lapin und Oxenkrug diese Mangel-Hypothese mit der Einbeziehung von 5-HT erweitert.

Van Praag beschrieb 1974 und 1982 bei depressiv erkrankten Patienten eine selektive Storung
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eines der Neurotransmitter 5-HT oder Noradrenalin (NA); Birkmayer publizierte 1977 seine Hy-
pothese einer Balancestorung von 5-HT und NA. Janowsky et al. hatten dazu bereits 1972 eine
Dysbalance zwischen cholinergem und NA-ergem System angenommen. Matussek publizierte
1978 und 1980 Ergebnisse zu einer verringerten postsynaptischen Empfindlichkeit NA-erger
Rezeptoren bei Depressiven. Sulser erklérte dies 1978 mit einer ,,-Adrenoceptor-
downregulation* und einer Verminderung des ,,.Second messengers‘ cAMP im zentralen
NA-ergen System nach chronischer Applikation von AD. Maj, Przegalinski und Mogilnicka
zeigten 1984 im Tierexperiment nach chronischer Behandlung mit trizyklischen AD die Herab-
setzung der Dichte von 3-Rezeptoren, deren ,,Down-regulation® an eine intakte 5-HT-Funktion
gebunden ist (Racagni, Brunello 1984).

Mit diesen Hypothesen sollten die Wirkprinzipien der klinisch eingesetzten AD und ihr verzoger-
ter Wirkungseintritt erklédrt werden.

1990 wurde die ,,Second-messenger-dysbalance“-Hypothese von Wachtel veroffentlicht, die die
bisherigen Ansitze in der Transmitterforschung integrierte und die Wirkungsweisen klinisch
eingesetzter AD auf der Ebene der Signaltransduktion biindelte. Ausgangspunkt dieses Konzepts
fiir die Atiologie affektiver Erkrankungen war der antidepressive Mechanismus von Rolipram.



Seite 17

Rolipram

Substanzcharakterisierung

Rolipram ist ein Racemat des 4RS-(3-Cyclopentyloxy-4-methoxyphenyl)-pyrrolidon.

Seine pharmakologische Wirkung erzielt Rolipram {iiber die selektive Hemmung einer cAMP-
spezifischen Phosphodiesterase (PDE) (Schneider 1984). Da diese physiologischerweise den
Abbau des zyklischen Nukleotids cAMP hemmt, erhoht Rolipram in vivo deshalb die cAMP-
Konzentration im Gehirn (Schneider 1984).

Nach der jetzt iiblichen molekularbiologischen Klassifikation wird die Rolipram-sensitive PDE
als PDE Typ 4 (PDE 4) bezeichnet (Beavo 1995, Miro et al. 2002).

Pharmakologie in vitro

PDEn werden durch 21 Gene kodiert (Bender, Beavo 2006) und zurzeit in die Genfamilien

1 bis 11 eingeteilt (Hetman et al. 2000, Miro et al. 2002, Matsumo, Kobayashi, Kamata 2003),
die iiber 50 Enzyme kodieren (Lugnier 2006). Von diesen konnen acht Genfamilien iiber 30 Iso-
formen generieren, die cAMP metabolisieren konnen (Beavo, Brunton 2002, Conti et al. 2003,
Houslay, Adams 2003). Diese Genprodukte weisen jeweils 65 oder mehr Prozent an Sequenz-
homologien auf. Die gebildeten m-RNA ,,Splice*“-Varianten dieser Subtypen kodieren fiir
gewebe- und zelltypische PDE-Isoformen. Durch posttranskriptionale und posttranslationale
Modifikationen konnen weitere funktionelle Varianten entstehen.

Die PDE 4-Familie wird durch vier Gene kodiert, die durch verschiedene Promoter und
m-RNA splice-Varianten fiir mindestens 25 Subgruppen kodieren, die mit A bis D benannt
werden (Chandrasekaran et al. 2008, Zhang 2009). Die Isoformen werden durch unterschiedliche
UCR (upstream conserved regions) (lang, kurz, superkurz) in die verschiedenen Gruppen einge-
teilt (Conti et al. 2003, Houslay, Adams 2003). Die Langformen sind am wichtigsten fiir die
cAMP-Hydrolyse (Baillie et al. 2000).

Bindungsstelle

Die hochaffine Bindungsstelle im Gehirn in vivo und vitro fiir Rolipram ist die PDE 4 (Schneider
et al. 1986, Nemoz et al. 1985). Diese Calcium- und CaM-unabhingige PDE (Picq et al. 1989)
hat eine dominante Rolle in der Kontrolle der cAMP-Hydrolyse im Rattenkortex ex vivo und in
vitro (Whalin et al. 1988, Challiss, Nicholson 1990). Sie stellt dabei etwa 10-25% der gesamten
cerebralen cAMP-spezifischen PDE-Aktivitit dar (Kincaid et al. 1984, Schultz, Schmidt 1986,
Nemoz et al. 1989). Die Bindung an den Subtyp 4 B (Cherry, Davis 1999, Zhu, Mix, Winblad
2001) ist beim Menschen eher verkniipft mit Schizophrenie (Millar et al. 2005). Eine weitere
Verkniipfung von PDE Typ und psychiatrischen Erkrankungen besteht iiber die Auswirkung von
Mutationen des ,,Disrupted-in-schizophrenia 1 Proteins (DISK 1). PDE4 B knockout Miuse
entwickeln ein Angst- (Zhang et al. 2008), aber auch ein antidepressiv-dhnliches Verhalten
(O"Donnell, Zhang 2004), das der Hemmung der PDE4 durch Rolipram entspricht. Rolipram
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kann in einem Huntington-Modell die Verhaltens- und kognitiven Defizite verringern (R6/2
Mausmodell, DeMarch et al. 2008, Giampa et al. 2009). Méuse mit DISC1 Q31L Mutation
zeigen depressives Verhalten, bei LP100 Mutation (PDE4 B Mutation mit Bindungsstellenverlust
in Exon 2) schizophrenes Verhalten. Q31L Mutanten haben in diesem Schizophreniemodell eine
verringerte PDE4 B, wodurch Rolipram keine antidepressive Wirkung zeigt (Clapcote et al.
2007). Damit kann eine Verbindung hergestellt werden zwischen den Mutationen von Huntingtin
und DISC1 und der Symptomatologie der Huntington Erkrankung und den schweren psychiatri-
schen Erkrankungen Schizophrenie und Depression (Boxall, Porteous, Thomson 2011). Die anti-
depressive Wirkung ist verkniipft mit dem Subtyp 4 D (Zhang et al. 2002). PDE4 D ist zusitzlich
als der im Hippocampus dominante Subtyp vorherrschend fiir die Vermittlung von Gedéchtnis
verantwortlich (Pérez-Torres et al. 2000), das durch eine Uberexpression der PDE4 D
beeintriachtigt wird (Giorgi et al. 2004).

Die Wechselwirkung von Rolipram auf die PDE4 kann in vier Bereiche aufgeteilt werden
(Atkins et al. 2007):

1) die Bindung von Rolipram an seine Bindungsstelle mit niedriger Affinitét, die katalytische
Stelle mit Hemmung der cAMP-Hydrolyse,

2) die Bindung an eine Bindungsstelle mit hoher Affinitét, ohne Einfluss auf die cAMP-
Hydrolyse, mit cAMP-unabhingiger Wirkung auf die PDE, unter Einbeziehung des Mitogen-
activated protein kinase (MAP-Kinase-) Signalwegs (Martin et al. 2002, Zhao, Zhang,
O’Donnell 2003),

3) die Hemmung der cAMP-Hydrolyse und Erzielen von antientziindlichen Effekten iiber den
cAMP-Rezeptor ,,Exchange protein directly activated by cAMP 1 (Epacl), das Ras
Guanosintriphosphatasen (GTPasen) aktiviert und

4) iiber aktivierte Rezeptoren der ¢ Kinasel mit nachfolgender Proteinkinase C (PKC)
Aktivierung (Houslay, Adams 2003).

Rolipram bindet an seine zerebrale Bindungsstelle in vitro hochaffin mit einer Dissoziations-
konstanten K4 zwischen 1,2 und 2,4 nM (Membran vs. Zytosol) (Schneider et al. 1986). Mit einer
ICso von 1 uM zeigt Rolipram in vitro eine spezifische Hemmung an, die in dieser Zeit nur von
anderen spezifischen PDE 4-Hemmern wie ICI 63.197 und Ro 20-1724 erreicht wird (Davis
1984). Eine Dosis von 0,3 mg/kg bei Ratten i.v. reicht zur signifikanten Steigerung der Hirn-
cAMP-Konzentration aus (Schneider 1984). Die stereospezifische Bindung in vivo charakterisie-
ren die Dissoziationskonstanten Ky von 0,9 nM fiir das (-)- Enantiomer und 4,3 nM fiir das (+)-
Enantiomer. Eine Bindung in peripheren Organen ist nicht oder nur in geringer Spezifitéit vor-
handen. Innerhalb des Gehirns zeigt Rolipram kaum Unterschiede zwischen verschiedenen Séu-
gerspezies in vitro (Schneider et al. 1986).

Bei der Ratte ergeben sich im Hirn ex vivo die hochsten Anreicherungsraten als Ausdruck
spezifischer Bindungsstellen von 3H—Rolipralrn bei der Autoradiografie in limbischen Arealen
(Bulbus olfactorius, Hippocampus, Gyrus cinguli, Nucleus amygdaloideus und septalis und die
perirrhinalen und prifrontalen Regionen). Hohe Raten werden im Neocortex, Cerebellum,
Hippocampus, der Neurohypophyse und den Nuclei laterodorsalis und lateralis posterior des
Thalamus gemessen (Kaulen et al. 1989).
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Fiir die Spezifizierung von Bindungsstellen von PDE 4-Isoenzymen konnte bei der in vivo Un-
tersuchung mittels Positronen-Emissions-Spektrometrie (PET) an Ratten das Verteilungsmuster
bestdtigt werden (Lourenco et al. 1999). Mit PET konnten pharmakologische Konstanten bei
Ratten im Hirn in vivo von wachen und anésthesierten Tieren erfolgreich gemessen werden
(Itoh et al. 2009), wodurch funktionelle Studien an wachen Tieren moglich erscheinen.

Die intrazelluldre Verteilung der Bindungsstellen im Gehirn ist zwischen Zytosol - und
Membrananteilen in vitro etwa gleich (Whalin et al. 1988). Mit den Liganden diverser Rezepto-
ren einschlieBlich klassischer Neurotransmitter konkurriert Rolipram nicht um deren Bindungs-
stellen (Schneider et al. 1986).

Monoaminstoffwechsel

Rolipram hat pri- und postsynaptische Angriffspunkte. Prasynaptisch wird iiber einen cAMP-
vermittelten Mechanismus die Tyrosinhydroxylase (TH) als geschwindigkeitsbestimmendes
Enzym in der Synthese von Katecholaminen aktiviert und so die Konzentration von NA und
Dopamin (DA) gesteigert. Gleichzeitig wird die Freisetzung von NA, nicht aber DA erhoht. Der
5-HT-Stoffwechsel wird durch Rolipram nicht beeinflusst (Kehr et al. 1985). Diese neurobio-
chemischen Ergebnisse in der WISTAR-Ratte gehen einher mit elektrophysiologischen Befunden
in derselben Spezies: Die Entladungsrate der NA-ergen Neurone des Locus coeruleus (LC) wird
erhoht, die der DA-ergen Neurone im ventralen Tegmentum erniedrigt und die der serotonergen
Neuronen der dorsalen Raphe bleibt unveridndert (Scuvée-Moreau, Giesbers, Dresse 1987).
Rolipram besitzt im Gegensatz zu klassischen AD keine ,,Reuptake*- oder Monoaminoxidase
(MAO)-inhibitorische Wirkung (Wachtel, Schneider 1985).

Postsynaptisch verstiarkt Rolipram durch die PDE 4-Hemmung das cAMP-Signal von Neuro-
transmittern, die positiv verstirkend mit der Adenylatcyclase (AC) gekoppelt sind. Dieses
schliefft neben den katecholaminergen noch weitere Neurotransmitter ein (Donaldson, Brown,
Hill 1988, Whalin et al. 1988). In genetischen Modellen mit embryonalen Mausefibroblasten
kann die PDE4D als das entscheidende Isoenzym bei der Aktivierung von B-Adrenozeptoren
gefunden werden (Bruss et al. 2008).

Pharmakologie in vivo

Rolipram hat bei der Ratte Einfluss auf das Spontanverhalten und 16st ein typisches Syndrom
aus. Dieses beinhaltet die Kombination aus Verhaltenseffekten wie der Abnahme der
motorischen Aktivitdt (Hypokinese), der Induktion von schnellen Kopfwendungen (head
twitches - HTW), Vorderpfotchenschiitteln (forepaw shaking - FPS), vermehrtem Pflegeverhal-
ten (grooming - GR) und der Verringerung der Korpertemperatur (KT) (Hypothermie) (Wachtel
1982). Die Anzahl der HTW in Ratten ist ab der minimal effektiven Dosis von 0,1 mg/kg i.p.
signifikant gegeniiber unbehandelten Kontrolltieren erhoht (Schmiechen et al. 1990).

Die Induktion von HTW bei Nagern wird iiblicherweise mit der Stimulation serotonerger Rezep-
toren im Gehirn assoziiert. Die so in Maus, Ratte und Meerschwein ausgelosten HTW sind durch
entsprechende Antagonisten zu hemmen (Tricklebank 1985, Heal et al. 1986).

Rolipram zeigt dagegen speziesspezifische Unterschiede. HTW sind in der Maus nicht auslosbar,
bei der Ratte assoziiert mit GR und Hypokinese, beim Meerschwein gekoppelt mit GR und
Hyperkinese, die allerdings erst unter hoheren Dosierungen zu beobachten ist (Wachtel 1983a).
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Durch 5-HT-Antagonisten sind diese HTW nicht zu unterdriicken (Przegalinski, Bigajska,
Lewandowska 1981, Wachtel 1983c¢), so dass eine Induktion von HTW durch 5-HT nicht wahr-
scheinlich ist (Kehr et al. 1985).

Die Inititerung von HTW erfolgt auch durch cAMP-Analoga und andere spezifische PDE 4-
Hemmer wie Ro 20-1724 und ICI 63.197 (Wachtel 1982); Forskolin, ein Aktivator der katalyti-
schen Untereinheit der AC, 16st das Verhaltenssyndrom ebenfalls durch die Steigerung der
cerebralen Verfiigbarkeit von cAMP aus (Wachtel, Loschmann 1986, Wachtel et al. 1987,
Schmiechen, Schneider, Wachtel 1990).

Motorische Effekte

Die Stimulation von postsynaptischen DA-ergen Rezeptoren im Nucleus accumbens bei Ratten
erzielt eine Steigerung der motorischen Aktivitit, die durch eine Erniedrigung der Entladungsrate
der DA-ergen Neurone im ventralen Tegmentum wieder aufgehoben werden kann, deren
Terminale zum Nucleus accumbens projizieren (Scuvée, Giesbers, Dresse 1987).

Durch die i.p. Gabe von Rolipram kann eine Potenzierung der Wirkung des DA-Agonisten
Lisurid nach Injektion in den Nucleus accumbens bei Ratten in vivo bewirkt werden, die auf ei-
ner Aktivierung von postsynaptischen Rezeptoren beruht. Die vorausgehende i.p. Gabe von
Haloperidol als DA-Rezeptorantagonisten hebt den stimulierenden Effekt von Lisurid (intra-
accumbens) auf die Motorik auf und schwicht den potenzierenden Effekt von zusétzlich intra-
accumbens gegebenem Rolipram ab. Die Wirkungen von Lisurid und Rolipram auf die motori-
sche Aktivitit bleiben auch nach Katecholamindepletion mit Reserpin und Katecholamin-
synthesehemmung durch a-Methyl-p-Tyrosin erhalten (Wachtel, Schlangen, Seltz 1980).

Das durch die Gabe von Rolipram ausgeloste ,,First messenger* -Signal wird postsynaptisch auf
der Ebene der cAMP-Signaltransduktion verstidrkt. Die Aufthebung der Hypokinese erfolgt damit
durch die hinter der postsynaptischen Ebene gelegene Hemmung des cAMP-Abbaus (Wachtel,
Schneider 1986, Wachtel, Loschmann 1986).

Korpertemperatur

Rolipram senkt die Korpertemperatur (KT) nach 1.p.-Gabe bei Maus, Ratte und Meerschwein-
chen um maximal 3 bis 4 Grad Celsius unter die KT der Kontrolltiere ab (Wachtel 1983a). Bei
Ratten sind dhnliche Resultate durch andere PDE 4-Hemmer (Wachtel 1983a), bei Ratten und
Mausen durch Forskolin, sowie bei Médusen durch die membran-penetrierenden cAMP-Analoga
8-Bromo-cAMP (8-Br-cAMP) und Dibutyryl-cAMP (db-cAMP) bei i.p.-Gabe beschrieben
worden (Wachtel, Loschmann 1986, Wachtel et al. 1987).
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Antidepressive Wirkung in Tiermodellen

Fiir den Wirknachweis von AD im Tiermodell werden Tests mit der Induktion und durch Priif-
substanzen hervorgerufenen Anderungen von Verhalten durchgefiihrt. Rolipram zeigt seine anti-
depressive Wirkung in einer Reihe von Tests, die einen unterschiedlich hohen pradiktiven Wert
fiir das antidepressive Potential einer Priifsubstanz besitzen. In Verhaltenstests wie dem
,Behavioural despair bei Mausen (Przegalinski, Bigajska 1983) und dem ,,Differential reinfor-
cement of low rate* (DRL)- Schema &@hnlich der ,,Learned helplessness* mit Ratten (O Donnell
1993, O Donnell, Frith 1999) ist Rolipram wirksam. Der Wirkmechanismus von Rolipram
schlieft anders als bei klassischen AD eine priasynaptische Komponente ein. Diese umfasst bei
Rolipram die Steigerung der Synthese von Katecholaminen und die Freisetzung von NA.
Unabhéngig von der Verfiigbarkeit endogener Amine entwickelt Rolipram seine postsynaptische
Wirkung. Damit unterscheidet es sich wesentlich von klassischen AD. Die in den Tests zur anti-
depressiven Wirksamkeit erforderlichen Dosen liegen deutlich niedriger im Vergleich zu klassi-
schen AD (Wachtel, Schneider 1986).

An katecholamindepletierten Mausen wird eine Hypothermie und Akinesie durch Rolipram auf-
gehoben, was klassische AD wie Imipramin und Pargylin nicht vermogen (Wachtel 1983b,
Wachtel, Schneider 1986). Diese Befunde unterstreichen die Bedeutung der postsynaptischen
Komponente bei der antidepressiven Wirkung von Rolipram. Postsynaptisch konnen Effekte
durch ,,Down-regulation zerebraler B-Adrenozeptoren bei chronischer oraler Gabe von
Rolipram wie bei klassischen AD beobachtet werden (Przegalinski et al. 1988). Eine Abschwi-
chung der ,,Downregulation* nach Denervierung durch 6-Hydroxy-Dopamin (6-OHDA) intra-
cerebroventrikular (i.c.v.) zeigt eindrucksvoll die postsynaptische Wirkung von Rolipram. Bei
der Salbutamol-induzierten Unterdriickung von ,,Open field“- Verhalten durch B-Adrenozeptor-
Aktivierung wird durch wiederholte Gabe von Rolipram p.o. die verminderte explorative
Aktivitdt wieder auf Normalniveau gesteigert (Przegalinski et al. 1985).

Im Gegensatz dazu ist Rolipram bei Mausen ohne Einfluss auf die DA-erg vermittelten Effekte.
Es veriandert nach i.p. Gabe nicht die Apomorphin-induzierte Hypothermie (Przegalinski,
Bigajska 1983). Die Steigerung von explorativem Verhalten nach Apomorphin im ,,Open field*
bei der Ratte wird durch akute oder chronische Gabe von Rolipram nicht beeinflusst
(Przegalinski et al. 1985).

Diese in Tierexperimenten erworbenen Kenntnisse zur antidepressiven Wirkung von Rolipram
lassen sich in der Klinik bestétigen.

Klinik

Rolipram zeigt in offenen Studien an therapieresistenten depressiv Erkrankten einen schnellen
Eintritt der antidepressiven Wirkung innerhalb von zwei bis zwolf Tagen (Zeller et al. 1984,
Laemmel, Sastre 1983, Horowski et al. 1985, Laux et al. 1988).

Seine Wirksamkeit liegt in kontrollierten Studien gegeniiber trizyklischen AD auf einem &hnli-
chen oder niedrigeren Niveau (Guiot-Goffioul et al. 1987, Bobon et al. 1988, Bertolino et al.
1988), eine Verbesserung diesen gegeniiber wurde nicht erreicht (Hebenstreit et al. 1989, Meya,
Fichte 1991, Scott et al. 1991).
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Bei neueren Entwicklungen von Rolipram-Nachfolgern wird versucht, die emetische Wirkung
abzuschwichen oder aufzuheben, um eine bessere Compliance bei moglichen Patienten zu errei-
chen (GEBR-7b, Bruno et al. 2011). Nach Aufkldrung der Struktur der PDEn kann durch klein-
molekulare allosterische Modulatoren der PDE4 mit verminderter emetischer Potenz ein Einsatz
bei ZNS-Erkrankungen verbessert werden (Burgin et al. 2010).

Einsatz bei nephrologischen Erkrankungen

In tierexperimentellen Untersuchungen kann Rolipram bei Miusen zur Abschwéchung eines
renalen Diabetes insipidus eingesetzt werden. Die Steigerung eines cAMP/ Proteinkinase A
(PKA)-Signalsystems verstirkt die Wirkung von Vasopressin (AVP) durch das Einfiigen von
Aquaporin-Shuttle-Vesikeln in Zellen des Sammelrohrs mit Erhohung der osmotischen Permea-
bilitit, so dass die Reabsorption von Wasser erleichtert wird. Der Effekt konnte daher beim an-
geborenen X-chromosomalen renalen Diabetes insipidus therapeutisch eingesetzt werden (Stefan
et al. 2007).

Einsatz bei akuten und chronischen Entziindungen - ein Uberblick

Die Regulation von Entziindungsvorgéngen mit ihrer Antwort von immunkompetenten Zellen
und der Freisetzung von Botenstoffen ist erforderlich zur vollstindigen Wiederherstellung eines
Organismus. Es kommt bei nicht kontrollierten Abwehrvorgiingen zu dauernden Schiden durch
verschiedene Formen der chronischen Immunfehlregulierung zusammen mit intensiver
Infiltration von Entziindungszellen in das betroffene Gewebe. Bei den betroffenen immunkompe-
tenten und antiinflammatorisch wirksamen Zellen ist das PDE Isoenzym 4 (neben Typ 3 und 7)
dominierend in der Regulation des intrazellularen cAMP-Gehaltes (Makrophagen, Lymphozyten,
neutrophile Granulozyten - Barber et al. 2004). Rolipram konnte seine entziindungshemmende
Wirkung bei Krankheiten wie Asthma, septischer Schock, rheumatoide Arthritis und
entziindlichen Darmerkrankungen sowie bei der Multiplen Sklerose zeigen (Castro et al. 2005).
Durch in vitro Untersuchungen ist bekannt, dass PDE 4-Hemmer funktionelle Antworten von
Zellen in unterschiedlichem Malle unterdriicken konnen (Suttorp et al. 1993 und 1996, Ortiz et
al. 1993, Teixeira 1997, Houslay 2010): Bei Neutrophilen, Eosinophilen und Monozyten/
Makrophagen durch die Abschwichung des ,,Respiratory burst®, der Produktion von Zytokinen
und der Steigerung des freien intrazellulidren Calciums; bei Mastzellen und Basophilen durch die
Freisetzung von Mediatoren; bei Lymphozyten bei Proliferation, Zytokinproduktion und Zyto-
toxizitét; bei mesangialen Zellen durch die Proliferation und den ,,Respiratory burst*; bei
endothelialen Zellen durch die Permeabilitit und Expression von Zell-Adhisions-Molekiilen und
durch den Schutz der endothelialen Barriere (Castro et al. 2005).

PDE 4-Hemmer unterdriicken in vitro bei Entziindungsmodellen von Asthma und Dermatitis die
Aktivierung von eosinophilen Zellen (Torphy et al. 1992, Teixeira et al. 1994, Elwood et al.
1995) und haben therapeutisches Potential durch die Verringerung der Immunantwort von
Makrophagen bei der Behandlung der chronisch obstruktiven Lungenerkrankung (COPD)
(Houslay, Shafer, Zhang 2005, Serezani et al. 2008, Jin et al. 2005). Thre Wirksamkeit konnte
bislang nur in speziellen Gruppen von Patienten mit COPD nachgewiesen werden, da ansonsten
durch Nebenwirkungen oder unzureichende Wirkungen der maximal moglichen Dosen der Ein-
satz begrenzt ist (Giembycz, Newton 2011). Hochpotente Nachfolgesubstanzen von Rolipram,
GSK256066, kdnnen topisch eingesetzt werden und verringern in vitro in humanen Monozyten
und in vivo bei Ratten die Bildung von Tumor-Nekrose-Faktor o (TNF-a)) nach Lipopoly-
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saccharid (LPS)-Induktion (Tralau-Stewart et al. 2011). Die Suche nach effektiven PDE4
Hemmern fiihrt auch zur Charakterisierung von pflanzlichen Substanzen wie Biochanin, einem
Isoflavon von Trifolium pratense (Ko et al. 2011). Folge einer COPD kann die pulmonale Hyper-
tension sein. An Rattenlungen kann experimentell ihre Entstehung durch eine Nachfolgesubstanz
von Rolipram, Rofluminast, durch die Wachstumshemmung der glatten Muskelzellen und die
Hemmung einer Entziindungsreaktion verringert und riickgiingig gemacht werden (Izikki et al.
2009). Fiir den Einsatz von Glukokortikoiden und B-Agonisten in Zellkulturmodellen zur
Wirkung dieser Substanzen auf eine induzierte Entziindung durch Rhinoviren zeigt sich, dass nur
bei der gemeinsamen Gabe beider Substanzgruppen die Induktion von IL-6 als proinflammatori-
schem Zytokin durch B-Agonisten begrenzt werden kann. Die IL6-Induktion kann durch Steige-
rung der cAMP-Konzentrationen mit Rolipram iiber spezifische Bindungsstellen im IL-6
Promotorgen erfolgen (Edwards et al. 2007). Bei gleichzeitige Gabe von PDE3 und 4 Hemmern
kann die Glukokortikoidresistenz im Modell mit humanen Atemwegsmakrophagen iiberwunden
werden, woraus ein neuer Ansatz zur Therapie der Entziindungsreaktion bei chronischen Atem-
wegserkrankungen entsteht (Milara et al. 2011). Die Induktion von Chemokinen iiber ein Epac
durch Rolipram ist auch an einem Anstieg ihrer m-RNA im humanen Zellkulturmodell von
Monozyten/ Makrophagen durch Induktion verschiedener Transkriptionsmechanismen nachzu-
weisen (Hertz et al. 2009). IL-6 ist in vivo auch an der Pathogenese von rheumatoider Arthritis
und entziindlichen Darmerkrankungen (Morbus Crohn) beteiligt (Edwards et al. 2007).

In der Hautkrebsforschung werden Rolipram und andere PDE 4-Hemmer als Tool zur Blockade
eines zentralen Signalweges vom MSH zum Melanozyten verwendet, indem Regulatoren der
Transkription iiber einen cAMP/CREB- (cAMP Response Element Binding (Bindungs-) Protein)
Signalweg verldngert stimuliert werden und damit eine verstirkte Pigmentierung bei Versuchs-
tieren beobachtet werden kann (Khaled. Levy, Fisher 2010).

Bei der rheumatoiden Arthritis wurde bereits 1995 durch PDE 4-Hemmung von TNF-a die
Verringerung der klinischen Zeichen der Entziindung beschrieben (Sekut et al. 1995). Bei TNF-
a-vermittelten Entziindungsvorgingen in der Synovia bei rheumatoider Arthritis konnen PDE4-H
in vitro in Zellkultursystemen dessen Freisetzung vermindern und die Freisetzung von pro-
inflammatorischen Chemokinen hemmen (Crilly et al. 2011). Auch Nachfolgesubstanzen wie das
als orale Darreichungsform verfiigbare Apremilast konnen ohne die Nebenwirkungen von
Rolipram ihre Wirksamkeit bislang in der Humanzellkultur mit der effektiven Hemmung von
TNF-a und im experimentellen Tiermodell beweisen (McCann et al. 2010).

In gleicher Weise kann bei neuentwickelten entziindungshemmenden Substanzen (Phospho-
ceramid-Analogon-1 (PCERA-1)) ein Synergismus bei der Hemmung von TNF-a und der
Verstirkung seines Gegenspielers IL-10 in Zellkulturmodellen beobachtet werden. Rolipram
steigert dabei die CREB-Phosphorylierung und die Aktivierung via PKA durch PCERA-1

(Avni et al. 2009).

Durch Injektionen von LPS bei Modellen zum septischen Schock wird eine Hemmung der
Bildung von TNF a in Monozyten/Makrophagen bewirkt, die in Zellkulturen durch PDE 4-
Hemmer auch noch nach erfolgter Gabe des LPS wirksam ist (Prabhakar et al. 1994, Witkamp,
Monshouwer 2000). Im septischen Zustand kann die 3-adrenerge Hemmung der Freisetzung von
TNF-a durch endogen freigesetzte Katecholamine und die Verringerung der B3,-Rezeptor-
empfindlichkeit nicht aufrecht erhalten werden (Lin, Yeh 2005, Silverman et al. 1993). In CD14+
Monozyten von Patienten mit septischem Schock sowie ex vivo von Monozyten Freiwilliger
kann die geringere Rezeptorempfindlichkeit bestitigt werden. Deren Wirkung einer erhdhten
TNF-a Konzentration kann durch Rolipram in Monozyten aufgehoben werden, so dass damit ein
neuer medikamentdser Ansatz zur Therapie des septischen Schocks ermoglicht wird (Link et al.
2008). Nachfolgesubstanzen von Rolipram wie Rofluminast konnen die MikrogefaBpermeabilitit
im Rattenmodell in vivo und die TNF-a vermittelte Anheftung von Neutrophilen in vitro besser
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verhindern (Sanz et al. 2007).

Rolipram entfaltet seine antiinflammatorischen Wirkungen im Méusetiermodell in vivo nach
LPS durch die pro-apoptotische Wirkung auf neutrophile Granulozyten durch eine Caspase-
abhidngige Apoptose iiber einen PKA-abhingigen Weg (Souza et al. 2010). Bei humanen
Chorionzellen kann in der Zellkultur nach LPS ebenfalls durch Rolipram die TNF-a Induktion
unterdriickt und die intrauterine Entziindung verringert werden, die zu Frithgeburten fithren kann
(Hervé et al. 2008). Bei einer Entziindungsreaktion kommt es zu einer Einschrinkung der endo-
thelialen Barrierefunktion, durch die Raume zwischen diesen Endothelzellen entstehen, die zu
einem GefiBleck, zellulirem Odem und Behinderung der Mikrozirkulation fithren. Die Aufrecht-
erhaltung der Barriere wird iiber Rho GTPasen der Subfamilie ,,Rac* durch die Modulation der
Aktindynamik (Ausbildung von sog. Stressfasern) entscheidend gesteuert, die zu ihrer Aktivie-
rung ein Vasodilator-aktiviertes Phosphoprotein (VASP) benétigt. In myokardialen Endothel-
zellen kann ,,Rac* iber eine PKA durch cAMP-Steigerung durch Forskolin/Rolipram aktiviert
werden, um so der entziindungsvermittelten Destabilisierung entgegen zu wirken (Schlegel,
Waschke 2009). In postkapilldren Venulen kann bei Ratten in vivo und in vitro durch
B-adrenerge Stimulation von cAMP die endotheliale Barriere aufrechterhalten werden, ohne dass
PDE-Hemmung den Effekt authebt (Spindler, Waschke 2011).

In einer weiteren Signalkaskade, dem p38-MAP Kinase (Mitogen-aktivierte Proteinkinase) -
Weg fiir die Vermittlung von Signalen der zelluldren Immunitét, Entziindung und exogenem
Stress (UV-Strahlung, ionisierende Strahlung, oxidativer Stress), kann durch Phosphorylierung
die nachfolgenden Kinase MK2 stimuliert, sowie ihr Gegenspieler MK3 gehemmt werden. Die
PDE4AS kann als Substrat der MAPK an ihrer UCR1 phosphoryliert werden, wodurch die Akti-
vierung durch PKA verringert wird und in Folge eine Verringerung der cAMP-Akkumulation
erfolgt. Durch eine Rolipram-spezifische Hemmung der PDE4 kann auch dieser Signalweg
beeinflusst werden, so dass die cAMP-Konzentration erhoht bleibt und der Trigger fiir die
Entziindungsreaktion blockiert wird (MacKenzie et al. 2011). Die gleiche Signalkaskade fiihrt
am Auge in einem Modell mit Rinderendothelzellen zu einer Hemmung einer TNF-a induzierten
Reaktion, durch die die Integritit des Corneaendothels erhalten bleibt, was sonst zu einem
Verlust der Durchsichtigkeit fithren kann (Shivanna, Srinivas 2010).

Im Rahmen der Immunantwort kann Rolipram als Tool zur Darstellung von cAMP/PDE4
Signalwegen benutzt werden. In aktivierten T-Zellen kann bei einem Modell mit Jurkat T-Zellen
und humanen Monozyten durch Galectin8 mit der Aktivierung eines PDE/cAMP/PKA Systems
die Apoptose in den aktivierten T-Zellen induziert werden. Autoantikorper gegen Galecting wie
beim Systemischen Lupus Erythematodes (SLE) stoppen diesen Effekt. Mit der PDE4 Hemmung
durch Rolipram kann diese T-Zellapoptose verhindert werden (Norambuena et al. 2009).

Einsatz bei Multipler Sklerose

Fiir die therapeutisch bislang nicht wesentlich beeinflussbare autoimmune Encephalitis (Multiple
Sklerose) sind sowohl in priklinischen, als auch klinischen Studien pathologische Veridnderun-
gen positiv beeinflussbar. Rolipram ist in Kombination mit Lovastatin in priklinischen Studien
durch Verringerung von ZNS-Zellinfiltraten, Verhinderung der Demyelinisierung und des
Verlustes von Axonen erfolgreich getestet worden (Mangas, Coveias, Geffard 2010). Die Ver-
ringerung der Auspriagung pathologischer Zeichen einer Th1/Th17 T-Zell-vermittelten auto-
immunen Encephalitis wird durch Rolipram in vitro und in vivo durch Unterdriickung der
Bildung von TNF o, Lymphotoxin a und Interferon y in autoreaktiven T-Zellen von Mensch und
Ratte bewirkt (Sommer et al. 1995, Martinez et al. 1999, Bielekova et al. 2000). Die
Kombination mit Lovastatin verstédrkt in vivo im Tiermodell die T-Zell-Antwort durch Induktion
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von regulierenden T-Zellen (Paintlia et al. 2008). Klinische Phase I/II Studien wurden durch
fehlende Wirksamkeit und Nebenwirkungen wie Erbrechen, Schwindel, Schlaflosigkeit vorzeitig
beendet (Bielekova et al. 2009), da moglicherweise die Hemmung von Entziindungsvorgéngen
anders als im Encephalitis-Tiermodell nicht eintritt. Die Frage der Ubertragbarkeit von in vitro
und Tiermodellen auf die klinische Anwendung kann derzeit noch nicht vollstindig beantwortet
werden.

Einsatz bei der Neuroregeneration

Bei der erfolgreichen Regeneration zentraler Neurone nach Riickenmarksverletzungen in vivo bei
Ratten wird durch Rolipram der Abfall lokaler cAMP-Konzentrationen verhindert (Hannila,
Filbin 2008), so dass auch bei funktionell wesentlichen Nerven wie dem Nervus phrenicus nach
Trauma eine weitgehende Wiederherstellung moglich ist (Kajana, Goshgarian 2008). Bei zusitz-
lichem Einsatz von Schwann-Zell-Transplantaten fiihrt dies zum erneuten Aussprossen und zur
Myelinisierung der supraspinalen und propriozeptiven Neurone in vivo und in vitro (Pearse et al.
2004, Nikulina et al. 2004). Rolipram fiihrt bei Ratten in vivo zu einem verbesserten Uberleben
der Oligodendrozyten des Funiculus ventrolateralis, der fiir die Fortbewegungsfihigkeit verant-
wortlich ist (Whitaker et al. 2008) und zur wiederhergestellten Weiterleitung von Nervensignalen
des Funiculus dorsolateralis in beiden Richtungen (Beaumont et al. 2009).

Bei traumatischen Hirnverletzungen werden Effekte von Rolipram iiber dhnliche Mechanismen
beschrieben. Im Rattentiermodell kann iiber eine gesteigerte CREB-Phosphorylierung in Hippo-
campus und parietalem Cortex das Uberleben von Neuronen verbessert werden und die Wirkung
des Traumas begrenzt werden, da auch die durch vermindertes cAMP ausgeloste zusitzliche
Entziindungsreaktion abgeschwicht wird (Lee et al. 2004, Atkins et al. 2007).

Die Verbindung von gesteigerter Neurogenese und antidepressiver und anxiolytischer Wirkung
von Rolipram konnte bei in vivo Untersuchungen an Mausen durch Li et al. 2009 belegt werden.
Die Neubildung von Nervenfasern im Mausmodell im Hippocampus, der Anstieg von phospho-
ryliertem CREB in Hippocampus und prifrontalem Kortex (Sasaki et al. 2007) sind dabei
entscheidende Nachweise bei der Ausbildung typischer Verhaltenseffekte von Antidepressiva im
Tiermodell, da durch Santarelli et al. 2003 bereits als wesentliches Element der antidepressiven
Wirkung die Steigerung der hippocampalen Neurogenese beschrieben wurde. Die Induktion von
neurotrophen Faktoren wie brain-derived neurotrophic factor (BDNF) durch Rolipram gehort
dabei wie P-CREB zur Regulation des assoziierten Verhaltens (Nibuya et al. 1996, Fujimaki,
Morinobu, Duman 2000).

Bei der Suche nach Faktoren, die mit Schlaganfillen assoziiert sind, konnte bei der isldndischen
und indischen Bevolkerung durch Genomuntersuchungen das PDE4 D Gen als einer der
wesentlichen Faktoren identifiziert werden (Gretarsdottir et al. 2003, Munshi, Kaul 2010).

Einsatz bei chronischer Darmentziindung

In Tiermodellen chronischer Darmentziindungen wie Colitis ulcerosa oder Morbus Crohn wird
vornehmlich durch Hemmung von TNF a die Colitis verhindert oder therapiert (Hartmann et al.
2000). Studien mit Phase-III-Untersuchungen weiterer PDE 4-Hemmer wie OPC-6535 in den
USA und Australien zeigen das mogliche Potential in der Behandlung von Patienten mit Colitis
ulcerosa (Digestive Disease Week 2004, New Orleans, USA, Presentation OPC-6535

Phase III Trials).
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Einsatz in der Tumortherapie

Die meisten untersuchten Tumorzelllinien haben als vorherrschende PDE den Subtyp 4 (Marko
et al. 2000), so dass Rolipram bereits 1993 starke Anti-Tumor Effekte zeigen konnte (Drees,
Zimmermann, Eisenbrand 1993). In der Hirntumorforschung kann Rolipram als neues adjuvantes
Mittel eingesetzt werden, um zusammen mit der reguldren Chemotherapie und Bestrahlung nicht
nur eine Hemmung des Wachstums, sondern auch ein Verkleinerung der Tumoren erreichen zu
konnen. In einem Mausmodell konnte von Goldhoff et al. 2008 in vivo dargestellt werden, dass
die Kombination von Chemotherapie und Rolipram gleichwertig zur Standardtherapie war und
somit einen weiteren Angriffspunkt zur Behandlung liefern kann.

Bei der Untersuchung von Ursachen bei Patienten mit Neurofibromatose kann an genetisch
verdnderten Mausen durch die Gabe von Rolipram in vitro und in vivo sowohl das Wachstum
von retinalen Gliomzellen, als auch der Untergang retinaler Ganglionzellen verringert werden
(Brown, Gianino, Gutmann 2010, Sengupta et al. 2011).

Auch in der Leukdmieforschung wird Rolipram als Tool eingesetzt, um den Einfluss der PDE4
Hemmung auf die Reifung von leukdmischen Zellen (hier U937 Zellen) durch den Anstieg von
cAMP nutzen zu konnen (Copsel et al. 2011). Bei B-CLL-Zellen kann durch Rolipram iiber
einen PKA-Signalweg mit Steigerung der Glukokortikoidrezeptor (GIR) -a-Transkripte im
Kulturmodell die Glukokortikoidempfindlichkeit der lymphoiden Zellen verstédrkt werden, so
dass proapoptotische Effekte durch adjuvanten Einsatz von Rolipram und Kortikoiden neben der
Chemotherapie auf diese leukdmischen Zellen sichtbar werden und als therapeutisches Prinzip
genutzt werden konnten (Meyers et al. 2007).

Daraus ergibt sich fiir PDE 4-Hemmer wie Rolipram eine potentielle antiinflammatorische bzw.
immunsuppressive Wirksamkeit, was den Einsatz dieser Substanzgruppe in weiteren klinischen
Bereichen als sinnvoll und effektiv erscheinen lésst.
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Rolipram und Gedéichtnis, Effekte bei der Alzheimer Erkrankung

Als einer der Hauptwege zur Steigerung der Gedéchtnisleistung fungiert der cAMP/ PKA/ CREB
Signalweg, dessen Beeinflussung ein Hauptziel bei Patienten mit verminderter Gedédchtnis-
leistung darstellt (Arnsten et al. 2005). Die Aktivierung der PKA durch steigende cAMP
Konzentrationen fiihrt zur Rekrutierung der MAPK, die nach Translokation im Zellkern CREB
aktiviert, der als Transkriptionsfaktor die Produktion der Zielgene unter Aktivierung von
neurotrophen Faktoren wie BDNF steigert (Gordon 2009). Rolipram hat dieses im Hippocampus
bei Miusen in vivo durch Steigerung der sog. ,,LLong-term Potentiation* (LTP) als Ausdruck der
Verbesserung einer Gedichtnisfunktion gezeigt (Barad 1998). Genauso gelang dies in Amnesie-
modellen bei Nagern in vivo durch das Aufheben der Effekte von Amyloid B (A) als Amyloid
precursor protein (APP) -Abkommling im Hippocampus mit Autheben der Hemmung der hippo-
campalen LTP und des cAMP/ PKA/ CREB Signalwegs. Damit wird der nachfolgende Gedicht-
nisverlust und Zelluntergang im Hippocampus verringert (Gong et al. 2004, Zhang et al. 2004,
Smith et al. 2009). Dieses wird unterstiitzt durch Verbesserung der Konsolidierung durch
adrenerge Stimulation (Roesler, Schroder 2011), die bei Rolipram durch seine postsynaptische
Wirkung beschrieben ist. Eine weitere Ergdnzung ist die Stimulation des cAMP/PKA Weges
durch Glukokortikoidagonisten (Roesler, Schroder 2011), durch die mit Wechselwirkung mit
B-Adrenozeptoren im Nagerhirn eine Verbesserung des Konsolidierungsprozesses in der Hippo-
campusregion erreicht wird (Rozendaal 2000).

Ein weiterer Weg, durch den Gedichtnis negativ beeinflusst wird, ist die Provokation durch
Schlafentzug. Bestimmte Formen der cAMP/PKA abhingigen synaptischen Plastizitit (LTP)
werden im Hippocampus bei der Maus in vivo durch geringere CREB-Phosphorylierung abge-
schwicht, die CREB-vermittelte Signalleistung damit verringert und die PDE 4AS5 Aktivitit
durch gesteigerte Genexpression erhoht, so dass die mit cAMP verkniipfte hippocampale
Gedichtnisleistung abnimmt. Durch Rolipram konnten diese Defizite deutlich abgeschwicht
werden (Vecsey et al. 2009). Circadiane Variationen von cAMP im Hippocampus werden
zusitzlich verkniipft mit der Verringerung der Dauerhaftigkeit von Gedéchtnis, die bei Stérungen
im circadianen Rhythmus auftreten konnen (Eckel-Mahan et al. 2008, Vecsey et al. 2009). Durch
die PDE4 vermittelte cAMP/ CREB-Aktivierung wird au3erdem die Neurogenese in ausgewach-
senen Tieren reguliert (Li et al. 2009), die mit Lernen und Gedichtnis verkniipft ist (Shors et al.
2001, van Praag et al. 2002). Rolipram steigert die Gedichtnisleistung fiir Objekte und Orte des
episodischen Gedichtnisses (Rutten 2009), das als erstes bei Alzheimer Patienten gestort wird
(Small et al. 2003).

Im Hippocampus verstirkt ein PDE 4D Mangel die fiir das Gedéchtnis erforderliche Neuro-
genese iiber die Vermehrung sich aus neuralen Stammzellen differenzierender Zellen, sog.
amplifying neural progenitors (ANP) und Transkriptionsfaktoren wie SRY (sex determining
region Y)-box 2 (SOX2) (Graham et al. 2003, Episkopou 2005, Li et al. 2009). Direkte Stimula-
tion eines GIR Rezeptors durch Antidepressiva fiihrt iiber eine sog. ,,Transaktivierung®, also eine
Translokation des GIR in den Zellkern mit nachfolgender Gentranskription iiber eine cAMP/
PKA-Signalkaskade, zu einer erhohten Transkription und hippocampaler Neurogenese. Rolipram
kann somit iiber seine PKA-Aktivierung diese Wirkung der AD verstarken (Anacker et al. 2011),
da fiir die der PKA nachfolgenden Signalkaskade mit Rap1l, B-Raf und ERK bei Mangel infolge
fehlender PKA-Aktivierung Verluste beim Lernen und Erinnern gefunden werden. Dies wurde
im Mausmodell durch Morozov et al. 2003 und bei depressiven Suizidalen durch Dwivedi et al.
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2001 beschrieben. Miuse mit PDE4 Mangel zeigen eine gesteigerte hippocampale Neurogenese
und gesteigerte CREB Phosphorylierung sowie eine gesteigerte Gedichtnisleistung in
klassischen Verhaltenstests, die durch Rolipram nachgeahmt wird (Li et al. 2011a). Als
moglicher Wirkort wird bei Ratten dafiir die hochaffine Bindungsstelle fiir Rolipram (HARBS)
und weitere PDE4 Inhibitoren identifiziert, iiber die die Steigerung der cAMP/ CREB-
Signalwirkungen, die hippocampale Zellproliferation und antidepressive Verhaltenseffekte
bewirkt werden (Jakobitz et al. 1996, Xiao et al. 2011). Die Modulation einzelner Untergruppen
der PDEA4 ist iiber die molekulargenetische Ausschaltung einzelner PDE4 Langformen im Hippo-
campus in einem Surrogatmodell méglich, mit dem die bisher stérenden emetischen Effekte von
Rolipram ausgeschaltet werden kénnen (Li et al. 2011a), um so Gedédchtnis und Neurogenese im
Hippocampus wie bei der Alzheimer Erkrankung zu verbessern. Gleiche Effekte der PDE4
Hemmung konnen in Folge einer zerebralen Ischidmie beobachtet werden, bei der bei Ratten nach
Rolipram in vivo Gedéchtnisverluste und hippocampale Nervenschidigung verringert werden (Li
et al. 2011b). Auch ohne molekulargenetische Konstruktion von Rolipram-Nachfolgern kann mit
strukturverwandten Substanzen wie GEBR-7b das hippocampale cAMP erhoht werden, ohne
Beeinflussung der AB-Konzentrationen die Gedichtnisleistung verbessert und ohne emetische
Nebenwirkungen pharmakologisch wirksam beeinflusst werden (Bruno et al. 2011).
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Uberblick liber die tageszeitlichen Rhythmen und deren Relevanz in
der Pharmakotherapie mit Rolipram

In modernen Konzepten zur Chronobiologie wird angenommen, dass tageszeitliche biologische
Rhythmen das Ergebnis der Anpassung endogener Rhythmen an periodische Umgebungsfaktoren
sind. Biologische Uhren triggern endogene Oszillatoren, die rhythmische Prozesse in Organis-
men auslosen. Beide Ebenen dieser Rhythmogenese konnen dabei gegeniiber Zeitgebern aus der
Umwelt abhiingig sein, deren Periodendauern unterschiedlich von ihren jeweils bestehenden
sind. Einerseits konnen die Rhythmen der Zeitgeber von einer vorhandenen, endogen bestehen-
den Periodizitit, als auch von der etwa 24-stiindigen Periodizitit in der natiirlichen Umgebung
abweichen. Eine mogliche Anpassung endogener Oszillatoren hingt davon ab, welche
Anpassungsmechanismen verfiigbar sind. Der Licht-Dunkel-Rhythmus fungiert als einer der
groflen Zeitgeber, somit konnen Beobachtungen von Verhalten in Bezug zu bekannten tageszeit-
lichen Rhythmen nur in einem kiinstlichen 24-Stunden-Tag untersucht werden. Fiir eine
Beobachtung zu anderen Zeiten (Labortag) kann dafiir ein Wechsel von Beleuchtungsphasen
vorgenommen werden.

Dabei muss bei nachtaktiven Tieren wie der Ratte beriicksichtigt werden, dass deren Rhythmen
im Vergleich zum Menschen um 12 Stunden versetzt sind. Fiir die motorische Aktivitit der Ratte
werden zwei getrennte Oszillatoren zu Beginn und Ende der Dunkelphase vermutet (Pittendrigh,
Daan 1976). Die Regulationen anderer Parameter wie KT und Verhalten via CRH héingen
ebenfalls von diesen d@uBleren Bedingungen ab. Mit einer Untersuchung der Wirkung von Ro-
lipram auf diese Systeme kann eine Aussage zur zeitlichen Abhédngigkeit der Pharmakodynamik
dieser Substanz getroffen werden, da sich diese Ergebnisse dann von denen der iiblichen Labor-
zeiten unterscheiden miissten.

MEL ist einer der besten Parameter, der die Phasenlage von tageszeitlichen Schrittmachern dar-
stellen kann (Lewy, Sack 1989). Die neurale Regulation des Produktionsortes fiir MEL verlduft
einerseits iiber einen Weg via Retina, erfolgt aber andererseits iiber die neuralen adrenergen
Transmittersysteme. Es ergibt sich daraus ein Stellglied, dessen Beeinflussbarkeit durch
Rolipram méglich erscheint, da Rolipram die Rhythmusgeber der MEL-Produktion (CRH,
cAMP) beeinflussen kann. Es verhilt sich wie eine Schnittstelle, die durch Substanzen wie
Rolipram in Abhingigkeit von der Tageszeit (und damit auch vom Beleuchtungszustand) beein-
flusst werden konnte. Die Wirkung von Rolipram lduft {iber die Beeinflussung adrenerger
Systeme, die selber circadianen Schwankungen unterliegen (de Boer, van der Gugten 1987). Die
Wirkung von CRH erstreckt sich aber auch auf die Verdnderung explorativen Verhaltens
(Spadaro et al. 1990), worin eine weitere enge Verbindung zu tageszeitlich abhingigen
Parametern besteht. Durch das corticotrophe System werden sowohl die adrenergen Transmitter-
systeme als auch die Vorldufermolekiile von tageszeitlich abhéngigen Parametern wie MEL
beeinflusst. So kann mit Rolipram durch die Beeinflussung des corticotrophen Systems hier eine
Abhingigkeit von der Tageszeit untersucht werden, da die iibergeordnet wirksamen Genprodukte
dieses Systems von Vorlaufermolekiilen des MEL-Systems (Genprodukte des Proopiomelano-
cortins (POMC)) gesteuert werden. Weitergehende Schliisse zur Wirkung bei andern Spezies
sind moglich, weil die Expression dieser Genprodukte einer hohen genetischen Konstanz unter-
liegen (Livi et al. 1990), die durch nahezu identische homologe Genprodukte bei Sdugern und
Drosophila dokumentiert wird (Matsuzaki, Takamatsu, Moroji 1989).

Die hier iiber einen 24-Stunden-Tag durchgefiihrten Untersuchungen beschrinken sich somit auf
Parameter, die a) aus den bisherigen Ergebnissen der Forschung zur antidepressiven Wirksamkeit
von Rolipram bekannt sind und b) ergédnzt werden durch Parameter, die aufgrund der bekannte
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zeitlich rhythmischen Abhéngigkeit der Rhythmusgeber mit beeinflusst werden konnten.
Weitere Verhaltensparameter ergeben sich aus der Auswabhl fiir das bereits beschriebene
Depressionsmodell.

Die neuroendokrine Achse

Anatomie der Leitungsbahnen

Die Regulation der Hypophysen-Hypothalamus-Nebennieren(HHN) - Achse erfolgt durch die
zentrale Steuerung durch CRH. Dessen Sekretion erfolgt in den parvozelluldren Zellen des
Nucleus paraventricularis (PVN) des Hypothalamus (Dunn, Berridge 1990).Bei Mammaliern
(Ratte) projizieren diese Zellen hauptsidchlich zur Eminentia mediana des Hypothalamus. Von
limbischen Strukturen wie Nucleus amygdaloideus, Hippocampus und Septum erfolgt bei der
Ratte iiber die Vermittlung durch den Bettnukleus (interstitiellen Nukleus) der Stria terminalis
der Input aus dem limbischen System zum PVN (Nemeroff 1988). Unabhingig von der ,,Limbic-
System-Hypothalamo-Pituitary-Axis* (Limbisches-System-Hypothalamus-Hypophysen-Achse)
(LHPA-Achse) findet eine Stimulation von CRH-freisetzenden Systemen durch NA im PVN des
Hypothalamus, dem Bettnukleus der Stria terminalis und zentralem Kern der Amygdala der Ratte
statt. Diese verkniipften Systeme sind bei pathologischen Reaktionen gegeniiber Stressoren wie
bei den affektiven Erkrankungen dann besonders empfindlich (Koob 1999). Durch NA-erge
Projektionen, die selber mit Zellgruppen im LC in Verbindung stehen (Nemeroff 1988), und
anderen Projektionen von Zellen in der ventrolateralen Medulla zum PVN wird die CRH-
Sekretion in vivo bei der Ratte gesteigert (Plotski, Cunningham, Widmaier 1989). Zusétzlich
kann durch die Projektionen von CRH-Fasern zu 5-HT-ergen Kerngebieten wie dem dorsalen
Raphekern eine wesentliche Beeinflussung dieser Systeme erfolgen (Clark, Kaiyala 2003). Von
adrenergen Zellen aus dem Nucleus tractus solitarii (NTS) werden Stimuli autonomer Nerven
empfangen und an den PVN weitergeleitet, die als somato-viszerale Reize einen [3-adrenerg
vermittelten Stimulus fiir die ACTH- Antwort vermitteln (Plotski, Cunningham, Widmaier
1989).
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Regulation

In der Regulation der LHP-Achse bewirkt die Sekretion von CRH aus dem Hypothalamus nicht
nur die Freisetzung von ACTH und Cortisol bzw. Corticosteron, sondern auch die Sekretion
weiterer Peptide, die aus dem gemeinsamen Precursormolekiil POMC hervorgehen (Vale et al.
1981). Dazu gehoren neben 3- Lipotropin (B-LPH) und - Endorphin (B-EP) auch N-terminales
Proopiomelanocortin (N-POMC).

Diese Substanz potenziert die Wirkung von ACTH auf die Sekretion von Cortisol in vivo und in
vitro (Leake, Griffiths, Ferrier 1989). Dabei wird iiber eine Steigerung von intrazelluldirem cAMP
durch CRH die Transkription des POMC-Gens beeinflusst, die bei Ratten in vivo durch
Glukokortikoide gechemmt werden kann (Gagner, Drouin 1987). Die Aufthebung der ACTH-
Freisetzung durch das ,,CRH-binding protein‘ (CRH-BP) kann iiber cAMP via CREB und CRH
tiber CRH-Rezeptoren erfolgen. Dadurch kann die hypothalamische CRH-Sekretion nach Stress-
exposition die CRH-BP Gentranskription in corticotrophen Zellen aktivieren (Cortright et al.
1997). Die Induktion der Expression des CRH-Gens kann durch einen cAMP-vermittelten
Mechanismus auch durch cAMP-Analoga und die Aktivierung der AC durch Forskolin erfolgen
(Seasholtz, Thompson, Douglass 1988). Dabei wird ein cAMP-empfindliches Element im CRH-
Gen beschrieben, das eine hohe genetische Homologie von 98,3% zwischen Ratte und Mensch
aufweist (Seasholtz, Thompson, Douglass 1988), so dass dieser cAMP-vermittelte Mechanismus
analog beim Menschen vermutet werden kann, wodurch eine Beeinflussung auf dieser Ebene
durch eine Steigerung der cAMP-Vertfiigbarkeit wie bei Rolipram ebenfalls moglich ist.

Hohe Konzentrationen von CRH finden sich bei der Ratte in den Hirnregionen mit Zellkorpern
der katecholaminergen (NA und DA) und indolaminergen (5-HT) Neurotransmitter und kénnen
damit die monoaminergen Systeme des ZNS beeinflussen (Nemeroff 1988). Umgekehrt finden
sich in den Hirnregionen mit hohem CRH-Faseranteil zugleich katecholaminerge Fasern, so dass
eine Integration von autonomen und neuroendokrinen Funktionen stattfinden kann (Owens,
Nemeroff 1988, Hornby, Piekut 1989). Dabei konnen auch 5-HT-erge Stimulationen der CRH-
Freisetzung aus dem Hypothalamus nachgewiesen werden (Owens, Edwards, Nemeroff 1990,
Mikkelsen, Hay-Schmidt, Kiss 2004). Die anatomische Verteilung von CRH und CRH-Fasern
entspricht dabei in hohem MaBle der angenommenen Rolle von CRH bei der Modulation der
Stressantwort im zentralen Nervensystem (Clark, Kaiyala 2003).

CRH aktiviert dabei genauso wie NA-erge Systeme motorisches Verhalten und die Reaktion auf
Stressstimuli, wobei es eine Interaktion von CRH und NA im LC gibt. CRH erhoht dort die
Entladungsrate von LC-Neuronen (Valentino, Foote, Aston-Jones 1983) und fiihrt in wachen
Ratten zu einer Aktivierung der NA-ergen Neurone zum Hippocampus als Ausdruck einer
autonomen und Verhaltensaktivierung durch Stressexposition (Page, Abercombie 1999). Durch
Rolipram koénnen diese NA-ergen Neurone des LC ebenfalls stimuliert werden (Scuvée-Moreau,
Giesbers, Dresse 1987).
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CRH und Rhythmus

Bei der Beobachtung von Verhalten bei Ratten in den unterschiedlichen Beleuchtungszustinden
erhohen sich in der spiten L-Phase entsprechend der ansteigenden allgemeinen Aktivitidt von
Ratten, die Konzentrationen von CRH, ACTH und COR. Die Konzentrationen erhéhen sich da-
bei sowohl in den Kerngebieten der LHP-Achse, als auch anderen zentralen Regionen des Ge-
hirns (Cerebellum, frontaler/parietaler Kortex, Septum und Nucleus suprachiasmaticus (SCN))
(Owens et al. 1990). Ratten besitzen im Hippocampus neben den GIR auch Mineralocorticoid-
(MR)-Rezeptoren, die COR schon bei basalen Konzentrationen fast vollstindig besetzt. Die
tibrigen GIR im Hippocampus werden erst unter steigenden COR-Konzentrationen wie bei Stress
oder wihrend des Anstiegs im circadianen Verlauf besetzt. Durch MR/GIR-Antagonisten-
versuche kann der hemmende Einfluss der MR {iber eine Aktivierung der hippocampalen GIR
aufgehoben werden. Wird die Signalkette fiir COR beschédigt, erfolgt durch die stresserzeugte
erhohte Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achsen (HPA-Achsen) -Aktivitit eine
Sollwertverstellung mit resultierender dauerhafter HPA-Uberaktivitiit (Holsboer 2000). Die
HPA-Uberaktivitdt mit verringerter GIR-Funktion, dadurch erhohten ACTH-Konzentrationen
mit adrenocortikaler Uberempfindlichkeit gegeniiber ACTH und einer insuffizienten Feedback-
hemmung der CRH-Expression durch periphere Steroide kann in transgenen Mausen
abgeschwicht werden, die antisense exprimieren gegen GIR mRNA. Durch eine entsprechend
verringerte CRH-Peptid Expression im HPA-System sind dann die COR-Konzentrationen
gegeniiber Kontrolltieren zu Beginn der L-Phase im Gegensatz zum normalen Rhythmus erhoht
und gleichzeitig zum Ende der L-Phase deutlich erniedrigt (Keck, Holsboer 2001). Es bestehen
zusitzliche Verbindungen zwischen dem zentralen Schrittmacher SCN und den CRH-Neuronen
im PVN, durch die circadian rhythmische Informationen auf die HPA-Achse vermittelt werden
konnen (Vrang et al. 1995).

Untersuchungsregime

Fiir eine Aussage iiber einen eventuell vorhandenen Rhythmus der LHPA-Achse sind serielle
Blutentnahmen in kurzen Zeitabstdnden mit mindestens viertelstiindigem Abstand notwendig. Da
aber fiir Rolipram geringe Halbwertszeiten von ca. 30 Minuten bis 3 Stunden bei Ratten nach-
gewiesen sind (Krause, Kiithne 1988), ist eine serielle Untersuchung nicht durchfiithrbar. COR
wird episodisch sezerniert, so dass die hier benutzten Abstinde der Messungen zur Beurteilung
der Messwerte zu grof3 sind (Moore-Ede, Sulzman, Fuller 1982). Unabhingig davon ist der
Gipfel der COR-Konzentrationen in der zweiten Hélfte der L-Phase zu erwarten, wenige Stunden
vor Beginn der Aktivititsperiode (Krieger: Rhythms in CRF, ACTH and corticosteroids in
Krieger (Hrsg.): Endocrine Rhythms, Comprehensive Endocrinology Series 1979). Werden
Ratten Stress ausgesetzt, ist der hochste Anstieg von COR in der Talphase in der zweiten Nacht-
hilfte zu erwarten (Dunn, Scheving, Millet 1972).
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Neuroendokrine Reaktion auf Stress

Die akute Antwort auf Stress ist notwendig, um die Homdostase im Organismus aufrechtzuerhal-
ten. Friihzeitiger Lebensstress oder chronischer Stress sowie eine Fehlregulation des HPA-
Systems konnen klinisch zu Affekterkrankungen fiihren (Bale, Vale 2004). Eine Beeinflussung
vieler weiterer korpereigener Systeme wie Immunfunktion, Energiehaushalt und kardiovasku-
lares System finden parallel statt (Habib, Gold, Chrousos 2001).

In Tiermodellen von Angst- und depressiven Erkrankungen werden CRH und eng verwandte
Neuropeptide wie Urocortin (UCN) als auslosende Faktoren der Verhaltensdnderungen
identifiziert (Arborelius et al. 1999, Gold, Chrousos 2002). Es bestehen zusitzliche Verbindun-
gen von erhohtem CRH zu traumabezogenen Erkrankungen wie der posttraumatischen
Belastungsstorung (Kasckow, Baker, Geracioti 2001, Yehuda 2001).

CRH wirkt nicht nur iiber die HPA-Achse, sondern auch direkt im Gehirn. In klassischen Hirn-
arealen der Stressantwort wie dem LC bewirkt bei Ratten eine direkte Infusion von CRH in den
LC eine Freisetzung von NA in den préfrontalen Cortex, eine vorhergehende Blockade durch
CRH-Antagonisten blockiert die Aktivierung durch Stressoren (Clark, Kaiyala 2003). Dem
entsprechen der Nachweis einer erhohten CRH-Konzentration im Liquor von Depressiven sowie
die verringerte Zahl von CRH-Bindungsstellen im Frontalkortex von Suizidalen (Nemeroff et al.
1984, Banki et al. 1987, Owens, Nemeroff 1988). Depressive Patienten zeigen eine abge-
schwichte ACTH-Antwort nach Gabe von ovinem CRH (Gold et al. 1984 und 1986, Holsboer et
al. 1984). Sie ist nicht auf eine abgeschwiichte Reaktivitit der Nebennieren zuriickzufiihren, so
dass die Hypercortisolimie mehr durch die zentralen Effekte an der HPA-Achse bedingt ist
(Jiang et al. 2000). Die Regulation der Funktion des LC bei bekannter Assoziation zwischen
einer gestorten NA-ergen Aktivitit und Affekterkrankungen ist klinisch wesentlich, da NA-erg
wirksame AD die stressinduzierten Anstiege der CRH-Expression im PVN abschwiichen, ohne
die basale CRH-Expression zu beeinflussen (Clark, Kaiyala 2003). CRH-Rezeptorantagonisten
zeigen in klinischen Studien ebenfalls ihre Wirksamkeit bei der Behandlung von Affekt-
erkrankungen mit einer HPA-Achsen-Uberaktivitit (Zobel et al. 2000).

Die Kortikosteroidrezeptor-Hypothese beschreibt die abgeschwichte Regulation zur Reduzierung
von CRH und AVP durch periphere Kortikosteroide als eine fehlende Abschaltung der CRH-
Genexpression (Holsboer 2000, 2001, 2003). Das im Promotorgen fiir CRH vorhandene cAMP
response element (CRE) bindet an ein CREB zur Aktivierung der CRH-Transkription. AD
erhohen durch Aktivierung einer phosphorylierenden PKA CREB. Die andauernde Erh6hung
von biogenen Aminen bewirkt durch unempfindlicher werdende Rezeptoren eine Verringerung
der CREB-Phosphorylierung und damit der CRH-Genexpression. Dieser zeitaufwendige Ablauf
ist ein Teil der Erkldrung fiir die zeitliche Verzdgerung in der klinischen Wirkung von AD. Die
biologischen Wirkungen von CRH werden iiber zwei Subtypen des Rezeptors vermittelt. Uber
den CRH-R1 werden zumeist die CRH-verursachten Effekte bei Depression und Angst-
erkrankung ausgelost (Holsboer 2003). Der CRH-R2 ist nicht anxiogen wirksam, aber in der
akuten Stressphase als auch in der Erholungsphase aktiv. Die Aktivierung des CRH-R2 in
knockout Miausen zeigt aber durch eine iiberschiefende Stressantwort einen moglichen gegen-
siatzlichen Effekt zu den Effekten am CRH-R1, auch wenn dieser Effekt bei i.c.v. Gabe von
CRH-R2-Antagonisten keine erfolgreiche Hemmung der HPA-Aktivierung bewirkt (Clark,
Kaiyala 2003).
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Bild 1
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Bild 1: Postulierte Effekte von AD fiihren zu verringerter Aktivierung (Phosphorylierung) von reichlich vorhande-
nem CREB und nachfolgender Abnahme der CRH-Genexpression (nach Holsboer 2001)

Zur Einschitzung des aktuellen Status” einer depressiven Erkrankung wird klinisch der
kombinierte Dexamethason/ CRH-Test eingesetzt, er zeigt die Storung der peripheren Kortiko-
steroid-Riickkopplung auf die zentrale CRH-AVP-Genexpression an (Modell et al. 1997,
Holsboer 2001). Bei anhaltender Uberaktivitit der HPA-Achse besteht eine positive Korrelation
zu chronischen Verldufen oder Riickféllen bei depressiven Erkrankungen (Zobel et al. 1999).
Durch die unter einer Behandlung eintretende Gesundung werden auch die beschriebenen
Storungen der HPA-Achse wie Hyperkortisolamie, Nichtunterdriickbarkeit durch Dexamethason
und eine abgeschwichte ACTH-Antwort aufgehoben (Arborelius 1999).
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Physiologische und pathologische Effekte

Eine biologische Definition von Stress beinhaltet physiologische Verdnderungen, bei der
Ungleichgewichte in der inneren Homdoostase auftreten und die Adaptation daran einen
Uberlebensvorteil erzeugt. Die erfolgreiche Antwort beinhaltet dabei sowohl die Hormon-
sekretion als auch die Kontrolle dieser Antwort auf Stress. Die HPA-Achse und das
sympathische, adrenomedulldre System (SAM) sind Anteile dieses Stresssystems.

Durch die synergistische Wirkung von CRH und AVP bei der Aktivierung der HPA-Achse
werden ACTH und POMC-abhingige Opioidpeptide freigesetzt und das zentrale LC-NA System
stimuliert (O“Connor, O Halloran, Shanahan 2000). Die Aktivierung der HPA-Achse bewirkt
iber eine gemeinsame CRH- und AVP-Freisetzung durch ACTH eine Glukokortikoid-
freisetzung, die liber zwei Rezeptoren geregelt wird — den MR mit hoher Affinitét und tonischer
Aktivitidt und den GIR mit 10-fach geringerer Affinitdt und phasischer Aktivitit. Die MR,
tiberwiegend im Hippocampus lokalisiert, sind in die Kontrolle der basalen Konzentrationen der
Kortikoide involviert, die weiter verbreiteten GIR mehr in die Kontrolle des circadianen
Rhythmus und der stressinduzierten Kortikoidproduktion. Uber Fasern vom PVN des Hypo-
thalamus zum LC wird das SAM stimuliert, das die akute Stressantwort auslost (Farvolden,
Kennedy, Lam 2003). Auf zelluldrer Ebene wird durch einen GIR- ,,heat shock protein* (HSP)-
Komplex unter Freisetzung von HSP das Kortikoid aufgenommen und in den Zellkern transpor-
tiert. Durch die Bindung an glucocorticoid-responsive elements (GRE) der DNA kann mit der
Gentranskription eine Immunantwort moduliert werden. Dabei werden Zytokinbildung

(IL 1B und 6) und entziindungsfordernde Transkriptionsfaktoren wie nuclear factor kB

(NF «B)gehemmt. Die Aktivierung von IL-1 steigert dabei die Funktion des zentralen NA-ergen
Systems und schwicht die des 5-HT-Systems ab (Leonard 2001).

So wie die proinflammatorischen Zytokine IL-1, IL-6 und TNF a als Teil der Wirtsantwort bei
Infektionen freigesetzt werden, konnen diese zusitzlich die HPA-Achse stimulieren und damit
die Sekretion von Glukokortikoiden erhohen (Rivier et al. 1989). Das dabei entstehende Krank-
heitssyndrom erinnert an das in Patienten mit Depression (Papanicolaou 1998). Durch die Hyper-
sekretion von Glukokortikoiden in der Depression zeigt sich eine verminderte Funktion von GIR
an Immunzellen, die durch eine effektive AD-Behandlung wieder normalisiert werden kann.
Somit stellt die Immunaktivierung eine wesentliche Komponente in der Pathogenese der
Depression dar (Leonard 2001), die schon in der Makrophagentheorie der Depression
beschrieben wurde (Smith 1991).

Ein weiteres System, das bei Depressiven verdndert ist, ist die cAMP-kontrollierte PKA. Sie
moduliert im Zellkern verschiedene cAMP-empfindliche Faktoren wie die CREB, die z.B. Gene
des BDNF kodieren, der bei Depression und Suizid nachweislich beteiligt ist (Serafini et al.
2011). Bei Suizidalen ist die PKA regional (frontaler Kortex) und bei Depressiven insgesamt
vermindert aktiv (Shelton, Manier, Sulser 1996, Dwivedi, Rizawi, Pandey 2002). PKA erscheint
damit wesentlich beteiligt an Vorgédngen im Umgang mit Stress und dem Erlernen von
Vermeidungsreaktionen, die fiir suizidale Reaktionen mitverantwortlich sind (Dwivedi, Pandey
2011). Nach der Therapie mit AD kdnnen bei depressiven Patienten postmortal im préafrontalen
Kortex erhohte CREB-Konzentrationen gefunden werden, ansonsten wird dort und in anderen
Regionen emotionaler Regulation wie Hippocampus und Amygdala eine verminderte Expression
von CREB und PKA gefunden (Serafini et al. 2011). Da Rolipram die cAMP-vermittelte
Aktivierung von CREB bewirken kann (im Tierversuch nach i.p. Gabe - Fujioka, Fujioka,
Duman 2004), kann iiber eine Verbesserung der synaptischen Plastizitét seine antidepressive
Wirkung vermittelt werden (Nagakawa 2002).
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Verhaltenseffekte beim Tier

Zur gezielten Untersuchung von CRH-Wirkungen werden Tierstimme geziichtet, die eine
verdnderte Reaktion auf Stress zeigen oder bei denen CRH-Rezeptoren nicht mehr gebildet wer-
den (Bale, Vale 2004). Die dabei zu beobachtenden Veridnderungen beziehen sich nicht nur auf
die HPA-Achse, sondern auch auf Lernen und Gedichtnis sowie exploratives und motorisches
Verhalten (Miiller, Holsboer, Keck 2002). Die Angstlichkeit bei Ratten z.B. gegeniiber einen
neuen Umgebung kann als Stimulus zur Auslosung von GR beitragen, das durch Anxiolytika wie
Benzodiazepine verringert werden kann (Rodriguez Echandria, Broitman, Foscolo 1983, Dunn et
al. 1981).

Uber das CRH/CRH-R1-System werden dabei motorische Aktivitit, Schlaf und vor allem angst-
gekoppeltes Verhalten beeinflusst (Liebsch et al. 1995). Durch die Herabregulation des CRH-R1
wird ein signifikanter anxiolytischer Effekt bei Ratten in vivo und in vitro beobachtet (Liebsch et
al. 1999, Skutella et al. 1998), der unabhiingig von der HPA-Aktivitit ist (Miiller et al. 2003).
AuBerdem zeigt sich, dass Urocortin als CRH-R2 Agonist und die Aktivierung der CRH-R2
Achse nicht fiir die Aktivierung der HPA-Achse notwendig sind (Clark, Kaiyala 2003).

Durch die Ziichtung von Rattenstimmen mit gesteigertem bzw. verringertem Angstverhalten
(HAB = high anxiety-related behaviour und LAB = low anxiety-related behaviour —Ratten)
konnen die CRH-rezeptorvermittelten Effekte gezielt untersucht werden. Das Verhalten der Tiere
unterscheidet sich durch angeborene Angstlichkeit, Stressbewiltigung als auch Reaktivitit
gegeniiber Benzodiazepinen (BDZ) und AD. HAB-Ratten haben dabei eine gesteigerte Empfind-
lichkeit auf einen bekannten externen Stressor und eine pathologische Antwort im
Dexamethason-CRH-Test wie bei depressiven Patienten (Liebsch et al. 1998, Holsboer 2001).
Sie zeigen zusitzlich eine gesteigerte HPA-Empfindlichkeit gegeniiber externen Stressoren, was
eine gesteigerte CRH-Freisetzung aus den PVN-Neuronen belegt (Landgraf et al. 1999).

Bei Ratten entsprechen die Verhaltensdnderungen durch erhthtes CRH im Explorations- und
Sexualverhalten und der motorischen Aktivitit denen in Tiermodellen der Depression und zeigen
anxiogene Effekte an (Dunn, Berridge 1990). Uber den zentralen Kern der Amygdala, der als
einziges Kerngebiet der Amygdala reziproke Verbindungen zu den autonomen Zentren des Hirn-
stamms hat, wird in der Ratte in vivo die vegetative Komponente der Verhaltensantwort auf
stressinduzierende Umweltstimuli vermittelt.

Weitergehende Untersuchungen in einem der Standardtests zur AD Wirksamkeit (,,Forced
Swimming Test* - FST), zeigen dabei aber deutlich, dass die nachgewiesene Wirkung von
verschiedenen Klassen von AD auf der Beeinflussung ihrer jeweiligen Transmittersysteme
beruhen. So konnen sowohl NA-erg als auch 5-HT-erg wirksame AD in diesen Tests iiber das
jeweilige System ihre AD Wirksamkeit belegen, ohne das jeweils andere System dabei zu storen
(Page et al. 1999, Page, Brown, Lucki 2003).



Seite 37

Bild 2

Verhaltenseffekte von icv. CRH
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- vermindert Nahrungsaufnahme

- unterbricht Sexualverhalten

- unterbricht Schlaf

Locus coeruleus (LC)
Wechselwirkungen zwischen zentra-

Glukokortikoide ﬂ len CRH-Signalwegen und dem
autonomen Nervensystem

\A Metabolische Effekte der Glukokortikoide:

Induktion von- Glukoneogenese
- Lipolyse
- Proteolyse

Bild 2: Erhohte Konzentrationen von CRH induzieren depressionsidhnliche Symptome in Tieren
(nach Holsboer 2003)
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CRH und vegetatives Nervensystem

Zentrale Ebene

Durch die Bindung von CRH an seine Rezeptoren im Hypophysen-Vorderlappen wird ACTH
freigesetzt. Durch Glukokortikoide wird bei Ratten in vivo und in vitro in der Hypophysenzell-
kultur nur im Vorderlappen die Transkription des POMC-Gens (Gagner, Drouin 1987) und in
vivo die Freisetzung von ACTH gehemmt und eine verringerte Antwort auf NA und post-
synaptischen Agonisten wie cAMP-Analoga beobachtet. Die negative Feedbackhemmung von
Glukokortikoiden im Regelkreis der LHP-Achse wird durch Katecholamine iiber 3-Rezeptoren
im Hippocampus (Hauger et al. 1987) und einen cAMP-vermittelten Mechanismus an den
CRH-freisetzenden Zellen des PVN ausgeiibt (Plotski, Cunningham, Widmaier 1989).

Auf den corticotrophen Zellen der vorderen Hypophyse sind bei Ratten in vivo B-Rezeptoren
vorhanden (Sato et al. 1989), bei denen durch ihre Antagonisten eine Steigerung (Plotski,
Cunningham, Widmaier 1989) oder Hemmung (Szafarczyk et al. 1987) der ACTH-Sekretion
bewirkt werden kann. Uber i.p. applizierte Katecholamine (Adrenalin) kann bei Ratten in vivo
iiber B,-Rezeptoren eine Steigerung der ACTH-Freisetzung bewirkt werden, so dass auch
Katecholamine bei bestimmten Stressformen neben der sonst iiberwiegenden Stimulation durch
CRH auf ACTH einwirken (Reisine 1985).

Im Mittellappen steigern CRH, cAMP-Analoga, Forskolin oder IBMX in vivo und vitro eine
Freisetzung von a-MSH, die durch B-adrenerge Agonisten und DA reguliert wird. DA hemmt
die POMC-Transkription, ohne die ACTH-Freisetzung aus den Vorderlappenzellen zu
beeinflussen (Gagner, Drouin 1985 und 1987).

Periphere Ebene

Im peripheren sympathischen System bewirkt CRH im Nebennierenmark und an sympathischen
Ganglien ebenfalls eine Aktivierung der AC und Sekretion von Katecholaminen

(Udelsman et al. 1986). Eine DA-erge Beeinflussung der CRH-Freisetzung konnte dabei
ausgeschlossen werden. Extrazerebrale Bindungsstellen von CRH finden sich zusitzlich in allen
sympathischen Ganglien von Primaten (Dunn, Berridge 1990), so dass damit weitere periphere
Interaktionen zwischen CRH und NA-ergen Systemen moglich sind. Speziell im SCG
innervieren pragangliondre CRH-reaktive Fasern aus dem thorakalen Sympathicus, durch die
CRH das autonome System direkt beeinflussen kann (Wanaka et al. 1987).

Im Uterus kurz vor Entbindung ist die PDE4 die dominante PDE. Rolipram kann zu diesem
Zeitpunkt im Modell mit humanen und tierischen Zellen den relaxierenden Effekt des stark
erhohten, lokal freigesetzten CRH weiter verstiarken. CRH kann durch seine chronische cAMP-
Erhohung mit nachfolgender Verringerung der relaxationsfordernden Signalwege die
Kontraktilitit verstirken (Tyson, Smith, Read 2009).
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CRH und Verhalten

Kategorisierung

Nach Silverman 1978 werden bei der Ratte verschiedene Kategorien an Verhalten unterschieden:
- nicht-soziales Verhalten:
- Explorationsverhalten (,,Exploration, Walking, Rearing®),
- Maintenanceverhalten (,,Washing, (Self)-Grooming, Scratching, Shaking, Eating,
Drinking, Urinate, Defecate*) und
- Residualverhalten (,,Digging, Bouncing®),
- soziales Verhalten und
- Fluchtverhalten.

Maintenance-Verhalten

Physiologisches Verhalten

Beim Maintenance-Verhalten nimmt das Pflegeverhalten (grooming/GR) bei der wachen Ratte
einen grolen Anteil der Aktivitit der Tiere ein (Bolles 1960) und kann zwischen 25-40 % der
Wach-Zeit in Anspruch nehmen. Es tritt gehduft in der Phase vor und nach der Schlafperiode auf
(Bolles 1960, Spruijt, van Hooff, Gispen 1992). Physiologisch wird damit die Grenze zwischen
innerem und duflerem Milieu in einem ausgeglichenen Zustand gehalten (Jolles 1980).
Maintenance-Verhalten tritt auch in anderen Situationen auf:

bei der Temperaturregulation, als Reaktion auf unerwartete Stimuli, in Konfliktsituationen und
bei Frustrationen (Jolles 1980). Dieses stress- oder konfliktbezogene Verhalten wurde schon
1940 von Tinbergen als ,,Ubersprungsbewegung* bezeichnet. Dabei werde durch die fehlende
Moglichkeit, einen ,,Drang‘ abzureagieren, ein ,,Uberspringen auf ein * Nebengeleise
erforderlich.

Das Pflegeverhalten tritt bei Ratten dabei eher in der Phase nach einer Aktivierung auf und zeigt
den Prozess einer De-Aktivierung an. Es kann dabei nach Sozialkontakten, Sexualverhalten und
explorativem Verhalten auftreten und dem Schlafen vorangehen (Spruijt, van Hooff,

Gispen 1992).

LT3
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Induziertes Verhalten

Physiologisches Verhalten und ACTH

Die Steigerung der Vigilanz aktiviert sowohl die HPA-Achse als auch das Pflegeverhalten. Daher
wurde deren Beziehung eingehend untersucht. Die Integritit der HPA-Achse ist dabei keine
notwendige Voraussetzung fiir die Induktion von GR, da auch hypophysektomierte Ratten in
neuer Umgebung ein gesteigertes GR zeigen. Zur Auslosung des GR ist keine Aktivierung der
HPA-Achse erforderlich (Dunn, Berridge 1990). CRH bewirkt bei Ratten einen Zustand erhohter
Wachheit mit gesteigerter Bewegung (locomotion), Sniffing, Grooming und Rearing in
bekannter Umgebung und verringertem Fressen und Sexualverhalten (Koob 1985, Koob, Bloom
1985). ACTH ist aber von Bedeutung fiir das Pflegeverhalten, da es nach intrakranialer Gabe bei
Nagern ein Stretching- und Yawning- (Y AW)-Syndrom nach ausgiebigem GR auslost (Spruijt,
van Hooff, Gispen 1992). Das GR kann dabei unterbrochen sein von Scratching (Kratzen - SCR),
Wiping (Wischen), Licking (Lecken) und Shaking (Schiitteln) des gesamten Korpers (Aldridge
2005).

Dabei wird syntaktisches GR (mit einer festen und kompletten Sequenz von Bewegungen) durch
DA-erge Inputs zum Striatum via D1-Rezeptoren gesteigert (Berridge, Aldridge 2000 a und b).
CRH erzeugt zwar exzessives GR, bewirkt aber sonst eine Verringerung von GR und dabei auch
eine Verringerung von vollstandigem GR (Dunn, Berridge 1990). Das CRH-induzierte GR kann
durch 5-HT ;s Rezeptoragonisten geghemmt werden. Damit wird im Modell eine anxiolytische
Wirkung der Agonisten auf ein stressbezogenes Verhalten belegt (Lazosky, Britton 1991),
andererseits kann durch eine 5-HT Depletion das Verhalten nicht beeintridchtigt werden (Temel
et al. 2003).

Induktion von Verhalten durch ACTH, MSH- und andere Peptide

Neben ACTH konnen Melanozyten-stimulierendes Hormon (MSH)-@hnliche Peptide und
Dynorphin Pflegeverhalten induzieren, das dem zentral kontrollierten dhnelt (Aloyo et al. 1983).
Lokale Applikation von ACTH und B- Endorphin in das periaquiaduktale Grau bewirken exzessi-
ves GR und SCR, wobei letzteres mit Endorphinen assoziiert ist und vornehmlich durch Naloxon
gehemmt werden kann (Spruijt, van Hooff, Gispen 1992).

Bei der Modulation von ACTH-induziertem GR sind das Neostriatum und die Substantia

nigra (pars reticulata) als DA-erge Kerngebiete beteiligt, D;-DA-erge Agonisten steigern dabei
eine komplette Groomingsequenz (syntaktisches GR). ACTH kann GR exzessiv steigern, wobel
die Sequenz seltener komplett beendet wird (Dunn, Berridge 1990, Aldridge 2005).

Das durch andere Neuropeptide ausgeloste GR ldsst sich vom ACTH-induziertem GR
unterscheiden. Bei Oxytocin und Prolactin iiberwiegt ein genital grooming (GGR), das im
Gegensatz zu ACTH-induziertem GR durch Naloxon nicht gehemmt werden kann. Tachykinine
induzieren ein faziales GR, durch Bombesin kann SCR induziert werden. Bei diesem sind
zentrale cholinerge und DA-erge Systeme beteiligt (Spruijt, van Hooff, Gispen 1992).
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Induktion von Verhalten und PDE-Hemmung

Durch Hadley, Flack, Buckingham konnte bereits 1993 bei Ratten in vitro der Nachweis gefiihrt
werden, dass Rolipram die ACTH-Freisetzung in Ruhe und nach Stimulation mit Hypophysen-
extrakt steigert. Rolipram steigert in vitro an kultivierten Hypophysenvorderzellen die basalen
intrazelluldaren cAMP-Gehalte (Koch, Lutz-Bucher 1989). In 2002 zeigten Lim, Shipston,
Antoni, dass in einer Primirkultur von Rattenhypophysenzellen Rolipram die verstirkende
Wirkung von AVP auf CRH fiir die Bildung von cAMP und ACTH nachahmt und die
hemmende Wirkung von COR auf die Freisetzung von ACTH abschwiécht. Peripher bewirkt
systemisch verabreichtes Rolipram bei Balb/c Miusen in vivo eine Steigerung der COR-
Konzentrationen (Pettipher et al. 1996). Kumari et al. konnten dieses 1997 bei Ratten nach 1.p.-
Gabe bestitigen. Da nicht nur CRH, sondern auch ein Hypophysen-Adenylatcyclase-
aktivierendes Peptid (pituitary adenylate cyclase-activating peptide PACAP) in vitro an
corticotrophen Zellen der Maushypophyse den cAMP-Gehalt erhoht, kann Rolipram diesen
Effekt iiber ein CRE steigern (Boutillier et al. 1994). In Untersuchungen zur intrazerebralen
Hypoxie bei Ratten in vivo wird durch Rolipram wie auch durch weitere chronisch verabreichte
NA-erge und 5-HT-erge AD die cAMP-CRE Signalkaskade aktiviert (Lee et al. 2004, Nibuya,
Nestler, Duman 1996). Damit ist es moglich, dass Rolipram die Konzentration von COR durch
eine Aktivierung der HPA-Achse erhoht (Kumari et al. 1997). Im Modell der ,,Learned helpless-
ness‘ zeigen Ratten den erwarteten Anstieg von Plasma-COR, aber eine verminderte Aktivitit
von AC, PDE 4 und CREB-AKktivitit im akuten Stadium in Frontalkortex, Hippocampus und
Striatum, die von einem Anstieg der PDE4 Aktivitit aufgrund eines erniedrigt gebliebenen
cAMP-Levels in der spiteren Phase abgelost wird (Itoh et al. 2003).

Rolipram erhoht bei chronischer Applikation in der Ratte die Expression von CREB (Nibuya,
Nestler, Duman 1996). Phosphoryliertes CREB in Gyrus dentatus und Neokortex bei Ratten und
im Nucleus accumbens bei Ratten und Miusen in vivo im FST zeigen die Beteiligung von CREB
bei stressinduzierten Verhaltensantworten an (Bachmann et al. 2005, Kreibich, Blendy 2004,
Pliakas et al. 2001). Bei Ratten werden diese Wirkungen iiber den GIR vermittelt (Bachmann et
al. 2005).

Die direkte Regulation innerhalb der LHPA-Achse kann auch durch einen iiberlagernden Effekt
des SCN als priméren Schrittmacher beeinflusst werden, da der COR-Rhythmus entsprechende
beleuchtungsabhingige Schwankungen aufweist (Moore-Ede, Sulzman, Fuller 1982).
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Induktion von Verhalten durch db-cAMP

Db-cAMP kann in verschiedenen katecholaminergen Systemen Verhaltenseffekte nachahmen
oder verstirken. I.c.v. verabreicht kann es bei intakten Ratten eine grobmotorische Aktivierung
mit Vorwirtsbewegungen, ,,Circling*, und ,,Rearing* hervorrufen. ,,Grooming*, Kopfwiegen und
»dcratching® konnen als feinmotorische Bewegungen auftreten. Zusétzlich konnen Schwanz-
anheben, Haarstrauben und Konvulsionen hervorgerufen werden. Zwischen einzelnen
Konvulsionen treten Zustidnde stuporéser Ruhe auf (Lin, Chen, Chuang 1984). Nach chronischer
Verarmung an Monoaminen durch i.c.v. Gabe von 6-OHDA steigern NA und db-cAMP i.c.v. bei
der Ratte in vivo die motorische und explorative Aktivitit (,, Walking*, ,,Sniffing*, ,,Washing®,
,Rearing®).

Der Anstieg der Aktivitit tritt erst nach 30 Minuten nach Applikation von db-cAMP ein, wie sie
auch nach Einsetzen von Ratten in einen neuen Kifig beobachtet wird (Brus, Herman, Kostman
1974). Bei gleichzeitiger i.c.v. Applikation von NA und db-cAMP potenziert db-cAMP die
exzitatorische Wirkung von NA (Herman 1973).

Das durch db-cAMP gesteigerte Verhalten wird durch 5-HT und ACh gehemmit, die die spontane
motorische und explorative Aktivitit in Ratten auch direkt hemmen konnen. DA steigert bei
Ratten in vivo bei i.c.v. Administration die motorische Aktivitit und das durch db-cAMP
hervorgerufene ,, Jumping* (Herman 1975).
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Quasi-Morphin-Withdrawal-Syndrom (QMWS)

Noradrenalin und cAMP

Collier und Francis postulierten 1975, dass das True-Morphin-Withdrawal-Syndrom (TMWS)
auf eine erhohte Aktivitit neuraler cAMP-Mechanismen zuriickzufiihren sei. Ausgangspunkt war
die Annahme, dass bei Opiatabhingigkeit durch die Substanzwirkung ein neuronales cAMP-
System gehemmt wird, das dadurch hypertrophiert. Um diesen Effekt zu unterdriicken, wurden
primir PDE-Hemmer wie Iso-butyl-methyl-Xanthin (IBMX), Ro 20-724 und ICI 63 197 getestet,
die das von Collier et al. 1974 erstmals beschriebene Quasi-Morphin-Withdrawal-Syndrom
(QMWS) in Ratten auslosen konnen.

Dabei werden hauptséchlich folgende Verhaltensweisen und Symptome beobachtet: Ptosis,
Rearing, Body shakes, Head shakes, Unruhe und Durchfall (Collier, Cuthbert, Francis 1981). Bei
Rolipram werden dabei dhnliche Verhaltensinderungen wie beim QMWS beobachtet

(Wachtel 1982).

Bei dem akuten, durch Methylxanthine ausgelosten QMWS konnen in vivo HTW bei Nagern nur
in der Ratte beobachtet werden (Collier 1974). Die Verhaltensidnderungen treten 20 Minuten
nach Applikation auf und halten bis zu 180 Minuten an (Collier, Cuthbert, Francis 1981). Sie
sind korreliert mit der Fihigkeit zur Hemmung einer zerebralen cAMP-abhédngigen PDE (Collier,
Cuthbert, Francis 1981, Galloway, Roth 1983) und sind in vivo bei Ratten stereospezifisch durch
Opioide und ihre Antagonisten zu modulieren (Zaluzny et al. 1979, Collier, Cuthbert, Francis
1981). Bei der Aktivierung von zentralen NA-ergen Neuronen werden sowohl beim TMWS, als
auch bei dem von Methylxanthinen induzierten QMWS NA-erge Neurone im LC aktiviert, die
durch endogene und exogene Opiate wirksam gehemmt werden (Grant, Redmond 1982).

Der Opiatentzug aktiviert dabei wirksam Neurone des LC (Aston-Jones et al. in Hammer, R
(Hrsg.): The neurobiology of opiates New York 1993). 5-HT-erg wirksame Substanzen
schwichen die LC-Hyperaktivitit wihrend des Opiatentzuges bei Ratten in vivo ab

(Aston-Jones et al. 1991).

Da die Verhaltenseffekte von Psychostimulantien und Opiaten auch iiber cAMP-abhingige
Systeme vom Nucleus accumbens vermittelt werden, konnen PDE-4-Hemmer (Rolipram) das
durch diese Substanzen ausgeloste Verhalten abschwichen (Thompson et al. 2004) und bei
chronischer Gabe von Morphin die Entwicklung einer Abhéangigkeit verhindern

(Hamdy et al. 2001).

Induktion von Verhalten durch CRH-Antagonisten

Der Morphinentzug in abhéingigen Ratten zeigt in einem Testsystem zur antidepressiven Aktivi-
tit (FST, Porsolt 1979) das Auftreten eines depressionsdhnlichen Verhaltens als Ausdruck eines
negativen affektiven Status (Anraku et al. 2001). Die Hemmung eines Angstverhaltens durch
CRH-Antagonisten fiihrt bei Ratten auch im Entzug bei chronischer Kokain-Abhéngigkeit zu
einem verringerten Angstlichkeits-Verhalten (Liebsch et al. 1995). Diese Effekte und die
Blockade eines Morphinentzugs in Ratten werden durch den CRH-Rezeptor 1 (CRH-R1)
vermittelt. Durch die Blockade des CRH-R1 wird ebenfalls die stressinduzierte Reaktivierung
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der Suche nach Kokain bei vormals abhingigen Tieren verhindert (Clark, Kaiyala 2003).
Derselbe Effekt kann auch bei Opiatabhédngigkeitsmodellen beobachtet werden. So kann durch
CRH-R1 Antagonisten ein TMWS in Ratten abgeschwicht werden (Iredale et al. 2000, Lu et al.
2000).

Die Blockade des CRH-R1 fiihrt in einer explorativen klinischen Studie zur Verringerung von
depressiven Symptomen bei Patienten (Zobel et al. 2000) und kann zu einer Senkung von
Riickfillen nach vorangegangenen Suchtabhiingigkeiten beitragen, wie bei Modellen zur Kokain-
und Alkoholabhingigkeit gezeigt werden konnte (Clark, Kaiyala 2003).

Induktion von Head Twitches

HTW gehoren zu einem natiirlich vorkommenden Verhaltenskomplex, der von einem leichten
Kopfschiitteln bis zu massivem Korperschiitteln reicht. Am umfangreichsten untersucht sind
dabei 5-HT-erg wirksame Substanzen. ,,Shaking“-Verhalten kann vielfltig hervorgerufen
werden durch pharmakologische (5-HT, 4 Agonisten), elektrische (Hippocampusstimulation) und
physikalische Reize (Pinnareflex) (Handley, Singh 1986, Vetulani et al. 1980).

Das als sog. 5-HT-Syndrom benannte Verhalten bei der Ratte umfasst dabei Tremor, Rigiditét,
Anziehen der Hinterpfoten, Schiitteln der Vorderpfoten, den ,,Straub* Riicken und Kopfschiitteln
(Jacobs 1976). Die stirkste Form des Schiittelns - der ,,Wet dog shake* - kann in der Ratte in
vivo durch elektrische Stimulation des Hippocampus ausgelost werden (Handley, Singh 1986).
Durch wiederholte elektrokonvulsive Schocks werden 5-HT Rezeptoren aktiviert, die dann zu
einem verstirkten 5-HT-assoziierten ,,Shaking* fithren (Green, Heal: The effects of drugs on
serotonin-mediated behavioural models in Green (Hrsg.): Neuropharmacology of serotonin
1985). Das Syndrom wird durch 5-HT; 5 Rezeptoren vermittelt, wobei auch 3,-Rezeptor-
Antagonisten mit hoher 5-HT, 5 Affinitédt die Wirkung blockieren konnen (Trulson, Eubanks,
Jacobs 1976, Lucki, Wieland 1990). Anatomisch gemeinsam ist die der Auslosung zugrundelie-
gende Region im Hirnstamm zwischen den Colliculi und der vorderen Kommissur.

B -Rezeptoragonisten modulieren die 5-HT induzierte HTW Antwort, indem sie die HTW
potenzieren bzw. hemmen. Moduliert wird die HTW-Antwort auch durch DA-erge und NA-erge
Mechanismen (Handley, Singh 1985). a;-Rezeptorantagonisten hemmen prisynaptisch dosisab-
hingig in Ratten und Méusen (Handley, Singh 1986, Vetulani et al. 1980); postsynaptisch fiihrt
eine 0p-Rezeptoraktivierung zur Hemmung des ,,Shaking behaviour* (Green, Heal: The effects
of drugs on serotonin-mediated behavioural models in Green (Hrsg.): Neuropharmacology of
serotonin 1985).

5-HT-induzierte HTW konnen weiterhin synergistisch beeinflusst werden iiber die Stimulierung
v-Aminobuttersiure (GABA)-erger Rezeptoren (GABA,- und GABA;) (Handley, Singh 1985
und 1986).
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Melatonin

Einflihrung

In der Regulation der HPA-Achse bewirkt die Sekretion von CRH aus dem Hypothalamus nicht
nur die vorbeschriebenen Effekte bei der Freisetzung von ACTH und von Cortisol bzw.
Corticosteron, sondern auch die Sekretion weiterer Peptide, die aus dem gemeinsamen Precursor-
molekiil POMC hervorgehen. Dazu gehort neben B-LPH und B-EP auch N-terminales POMC
(N-POMC 7). Diese Substanz potenziert die Wirkung von ACTH auf die Sekretion von
Corticosteron in Nebennieren-Zellen von Ratten und bei (WISTAR-) Ratten in vivo und in vitro
durch Steigerung seiner RNA-Synthese (Al Dujaili et al. 1981, Estivariz et al. 1982). Die aus
POMC hervorgegangenen Peptide sind in hyperkortisoldmischen Depressiven nach
Verabreichung von Dexamethason erhoht (Leake, Griffiths, Ferrier 1989). Diese Hyper-
kortisoldmie kann durch eine verminderte Sekretion zu geringeren MEL-Konzentrationen fiihren
(Claustrat et al. 1984).

MEL ist einerseits eine tageszeitlich abhidngige Variable, die von einem eigenstdndig
oszillierenden SCN beeinflusst wird (Illnerova, Vanecek 1982). Dessen Aktivitit ist aber vom
Lichteinfall in der Retina abhéngig, deren Ganglienzellen iiberwiegend via RHT mit Glutamat
und PACAP diese Information zur Epiphyse vermitteln (Hannibal 2002). Mittels GABA hemmt
der SCN am subjektiven Tag und stimuliert in der Dunkelphase die PVN-stimulierte MEL-
Synthese (Kalsbeek 2000). Zur Etablierung eines Rhythmus kodieren Uhrengene wie Perioden-
gene (Period Perl, Per2, Per3), Cryptochrom-Gene (Cryl und Cry2) sowie Gene fiir Transkrip-
tionsfaktoren (Clock und Bmall) die erforderlichen Proteine fiir die Regelkreise zur Entstehung
einer 24-stiindigen Oszillation. Durch BMALI und CLOCK wird die Bildung von Perl-3, Cryl
und 2 und weiteren Uhrengenen aktiviert, durch deren Phosphorylierung Heterodimere zur
Bildung von Komplexen fiihren, die diese Transkription wieder beenden (Korf, von Gall, Stehle
2003). Dabei steht die Perl und Cry2 Gen-Expression unter positiver NA-erger Kontrolle aus
dem SCG. Die Proteine werden zu Beginn der Dunkelphase wie die Arylalkylamin-N-
Acetyltransferase (AA-NAT) exprimiert (Takekida et al. 2000, Fukuhara, Dirden, Tosini 2000).
Die Induktion der Per] mRNA, des PER1 Proteins sowie der Cry2 mRNA erfolgt {iber einen
cAMP/PKA abhingigen Mechanismus unter Benutzung einer CRE Bindungsstelle im mPer1
Genpromotor (Simonneaux et al. 2004). In der Dunkelphase wird die Perl Expression in der pars
tuberalis der Hypophyse durch MEL iiber den Melatonin MT; Rezeptor unterdriickt (Dubocovich
et al. 2003). Die Hemmung dieser cAMP-abhingigen Aktivierung wird im Verlauf der Dunkel-
phase durch MEL aufgehoben und bewirkt eine erhohte Empfindlichkeit der AC zur Neubildung
von cAMP und der von ihm beeinflussten Gene wie Perl, wodurch der Zyklus nach Absinken
der MEL-Konzentration zur Hellphase hin erneut beginnen kann (Dubocovich et al. 2003, Korf,
von Gall, Stehle 2003, Hastings, Maywood, Neill 2007).

Somit ist MEL andererseits eine photoperiodisch abhéingige Variable, die von der Verteilung der
Licht-Dunkel-Phasen abhingt, da iiberwiegend die Dauer der D-Phase die Synthese begrenzt
(Illnerova, Vanecek 1982). Fiir die Etablierung eines empfindlichen Rhythmus” wie bei MEL ist
der Lichtstiarkenunterschied zwischen Licht- und Dunkelphase entscheidend.

Gediampftes Licht in der Dunkelphase kann dann auch wie vollige Dunkelheit wahrgenommen
werden (Lynch et al. 1981). Die AA-NAT ist als ein Schliisselenzym bei der Synthese von MEL
von der Stimulation der Expression seines Gens Aa-nat abhingig, die wie bei der Hydroxy-Indol-
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O-Methyl-Transferase (HIOMT) durch ein P-CREB erfolgt (Roseboom, Klein 1995). In der
Ratten-Epiphyse ist dies Folge der Induktion eines 3-Rezeptor/AC/cAMP/PKA Stoffwechsel-
wegs, der zusitzlich tiber die Induktion von Crem (cAMP response element modulator) die
Bildung des Hemmproteins ICER (inducible cAMP early repressor) bewirkt, das in dieser
Stoffwechselschleife dann die cAMP-induzierte Transkription wieder hemmt (Stehle et al. 1993
und 2001).

Damit besteht bei der der Synthese von MEL ein enger Zusammenhang zwischen der cAMP-
Induktion und der Regulation seiner synthetisierenden Enzyme unter einem LD-abhéngigen
Rhythmus. Rolipram beeinflusst beide Prozesse, wodurch Auswirkungen bei der Applikation
von Rolipram zu unterschiedlichen Tageszeiten auf die Konzentration von MEL erwartet werden
konnen.

Phylogenetische Aspekte

In niederen Vertebraten beeinflusst Licht die Epiphyse als photorezeptives Organ direkt. Bei
Saugern wird das durch indirekte Mechanismen der Lichtaufnahme und Weiterverarbeitung er-
setzt. MEL ist ein Hormon, das in der Albinoratte fast ausschlielich durch die Epiphyse sezer-
niert wird. Es eignet sich gut zur Untersuchung der Beeinflussung von tageszeitlichen Schwan-
kungen, die Sekretion von MEL folgt einem circadianen Rhythmus, der ab einem Alter von 35
Tagen bei WISTAR-Ratten mit einem durchschnittlichen Gewicht von etwa 120 Gramm voll-
standig entwickelt ist und bei dem die HIOMT als letztes Enzym bei der Synthese von MEL dann
ihre volle Aktivitit erlangt hat (Frowein, Lapin 1979, Niesink, van Ree 1982, Klein: Circadian
Rhythms in the pineal gland in Krieger: Endocrine Rhythms 1979).

Genetische Konstanz

Die AA-NAT Gensequenz ist bei vielen Tierarten mit nur wenigen Abweichungen konstant.
Somit kénnen die Ergebnisse bei Mammaliern und niederen Spezies in vielen Aspekten auf den
Menschen iibertragen werden (Simonneaux, Ribelayga 2003). Die grundlegenden Mechanismen
der tageszeitlichen Organisation von Rhythmen z.B. beim SCN sind bei einer hohen genetischen
Konstanz von Drosophila bis Mensch der diesen Rhythmen zugrunde liegenden Uhrengene wie
Per, Clock, BMALI und Cry gut ibertragbar (Richter et al. 2004, Hsu et al. 2003, Reppert,
Weaver 2002).
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Sympathicus und cAMP

Die Beeinflussung der Epiphyse erfolgt durch einen Kreislauf Retinohypothalamischer Trakt
(RHT) — SCG — PVN und die dazugehorigen neuralen Verbindungen. Die Epiphyse wird daher
auch als ,,Neural transducer* bezeichnet, der vom hypothalamischen Schrittmacher angetrieben
wird (Zatz, Mullen, Moskal 1988, Klein 2007). Die Axone aus dem PVN verlaufen zu den
priaganglionidren sympathischen Fasern in der Columna intermediolateralis des thorakalen
Riickenmarks. Von dort erfolgt der sympathische Input zu den oberen drei Kernen der SCG, von
denen NA-erge Fasern zur Epiphyse zuriickfithren (Nervi conarii) (Zatz in Kebabian, Nathanson
(Hrsg.): Cyclic Nucleotides 1982).

Der sympathikotone Einfluss des SCG wird fast ausschlieBlich iiber NA auf die Epiphyse ausge-
iibt (Kappers 1960, Moore 1978b). Dabei wird durch o;g- und 3;-Rezeptoren die initiale
Stimulation der AC potenziert, so dass durch den starken cAMP-Anstieg via CREB/CRE die
AA-NAT gebildet wird (Klein 2007). Schon durch eine zehnprozentige Aktivierung der
AA-NAT kann eine volle MEL-Synthese erreicht werden (Wheler et al. 1979).

CAMP kontrolliert damit einerseits die MEL-Produktion, andererseits stabilisiert es die AA-
NAT und verhindert damit ihre Inaktivierung durch Verhinderung ihrer Proteolyse (Engel et al.
2004). Bei einem Abbau von cAMP durch PDE wird in Folge die Aktivitit der AA-NAT
verringert. Dabei hat die PDE-Aktivitidt der Epiphyse ebenfalls einen circadianen Rhythmus mit
Maximum in der Mitte der D-Phase (Minneman, Iversen 1976).
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Bild 3: Eine schematische Darstellung der neuralen Kontrolle der Epiphyse
(nach Klein, Moore 1979 in Klein 1979)

Synthese von Melatonin

Schliisselenzym der Synthese von MEL ist die Serotonin-N-Acetyl-Transferase (SNAT, neu
Arylalkylamin-N-Acetyltransferase = AA-NAT, EC 2.3.1.87), die nur geringe genetische
Unterschiede ihrer cDNA-Sequenz bei Sdaugern zeigt (Simonneaux, Ribelayga 2003). Durch die
hohe genetische Konstanz ist so ein Zusammenhang zwischen dem Monoaminstoffwechsel und
der Schlaf-Wach-Aktivitidt auch schon in Modellen bei Drosophila-Arten nachweisbar (Shaw et
al. 2000).

Die Aktivitdatsdauer der AA-NAT wird durch die Photoperiode via SCN geregelt (Klein 2007). In
der D-Phase erfolgt bei Ratten ein 70-facher Anstieg der Aktivitit (Klein, Weller 1970) mit
einem 150-fachen Anstieg der Aa-nat m-RNA im Vergleich zur L-Phase. Die Bildung der
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AA-NAT erfolgt kontinuierlich iiber 24 Stunden, der nédchtliche Anstieg beruht auf einer
NA-cAMP-stimulierten Hemmung ihres Abbaus (Schomerus et al. 2000). Durch die bendtigte
Zeit zur Bildung der Aa-nat mRNA erfolgt ein verzogerter Anstieg von MEL nach Beginn der
D-Phase (Coon et al. 1995).

Bild 4

Kapillare G Q D Kapillare

Postganglionire sympa-
thische Nervenendigung

/ \NA

N

NA
O Extrazelluldrraum Ca”™
J ]
B DG PLC - o
| 4
T s

Pinealozyten\-

Memb A A1 AC

emoran
v @ 5| PKC
Tryptophan « [ \-

\ TrH
5-OH-Tryptophan | cAMP || ATP |
\AAAD

Serotonin NAT pN-Aceyl- HIOMT ) onin
Serotonin
ATP
MAO
andere Metabolite
HIOMT
5-Methoxy-Tryptamin
AAAD= Aryl-Alkyl-Amin-Deyhdrogenase oy = a-Adrenozeptor AC = Adenylatcyclase
ATP = Adenosin-Tri-Phosphat § = B-Adrenozeptor Ca®* = Calcium, ionisiert
cAMP = cyclisches AMP DG = Diacylglycerin G = G-Rezeptor
Gs = G-Rezeptor, stimulierend HIOMT = Hydroxyindol-O-Methyltransferase
1P = Inositolphosphat MAO = Monoaminoxidase
NA = Noradrenalin NAT = N-Acetyltransferase
PI = Phosphoinositol PLC = Phospholipase C PKC = Proteinkinase C

TrH = Tryptophan-Hydroxylase

Bild 4:

Interaktionen von NA, freigesetzt aus postgangliondren sympathischen Fasern, mit 3-Adrenozeptoren in der Pinealo-
zytenmembran. Diese Interaktion bewirkt iiber verschiedene intrazelluldre Prozesse einen starken Anstieg der Acety-
lierung von Serotonin zu N-Acetyl-Serotonin durch das Enzym N-Acetyltransferase (NAT).

Das entstandene Melatonin wird ziigig in das Kapillarbett der Epiphyse freigesetzt und iiber den Liquor in den

3. Ventrikel transportiert. (nach Reiter 2003)
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Molekularbiologische Aspekte

Die Schnelligkeit von Anstieg und Hohe der Aktivitit der AA-NAT in Ratten ist abhédngig von
den adrenergen Inputs via Adrenozeptoren der Epiphyse durch den SCN und der Léange der
Photoperiode. Die schnelle und verstirkte Induktion der AA-NAT ist dabei an das Vorhanden-
sein einer langen Dunkelperiode gekoppelt, so dass erst nach sieben aufeinander folgenden Licht-
zyklen eine wirksame Verdnderung der AA-NAT Induzierbarkeit eintritt. Dabei hingt die Indu-
zierbarkeit unter verschiedenen Photoperioden nicht von der adrenergen Stimulation der cAMP-
Bildung ab (Engel et al. 2004). Die Auslosung der AA-NAT und HIOMT Transkription wird
vermittelt iber eine cAMP-abhingige Proteinkinase A II (PKA II), die ein CREB phosphoryliert.
Phospho-CREB (P-CREB) steigert dann fiir AA-NAT die Genexpression und Transkription iiber
Bindung an CREs in der Aa-nat Promotor Region (Simonneaux, Ribelayga 2003). Begrenzt wird
die Transkription durch die durch cAMP ausgeloste Bildung von einem ICER, der mit P-CREB
um die CREs in der Aa-nat Promoter-Region konkurriert. Dabei ist die P-CREB Dephosphory-
lierung der von der ICER-Bildung unabhéngige Mechanismus, durch den die MEL-Synthese
verringert wird (Engel et al. 2004, Koch et al. 2003). Eine dhnliche Signaltransduktion findet bei
MEL an seinen Rezeptoren statt. MEL hemmt dabei iiberwiegend die iiber den RHT vermittelte,
PACAP-induzierte CREB-Phosphorylierung iiber Melatonin MT; Rezeptoren (von Gall et al.
2000) und bewirkt damit eine Hemmung der cAMP-abhingigen Kaskade und somit die
Magnitude der MEL-Konzentration.

Uber den Melatonin MT, Rezeptor kann bei der Ratte iiber eine Aktivierung eines Proteinkinase
C (PKC)-Weges die Phasenlage der circadianen Uhr verschoben werden. Die sensitiven Zeit-
fenster befinden sich jeweils vor den LD-Wechseln und korrespondieren mit den Wendepunkten
in der MEL-Produktion (Dubocovich et al. 2003).

Damit sind beide Enzyme an der Regulation der Melatoninbildung beteiligt:

die AA-NAT schaltet die MEL-Synthese an und ab, wobei die Dauer der Synthese von der Linge
der Photoperiode (und damit dem LD-Zyklus) abhéngt und

die HIOMT steuert die Amplitude der nichtlichen MEL-Synthese (wobei der Umfang der
Synthese vom LD-Zyklus abhingig ist) (Simonneaux, Ribelayga 2003).

LD-Zyklus

Bei einem konstanten LD- Zyklus findet sich ein charakteristischer MEL-Konzentrationsverlauf
in Epiphyse und Blut (Turek, Swann, Earnest 1984, Klein: Photoneural regulation of the
mammalian pineal gland in Evered, Clark (Hrsg.): Photoperiodism, melatonin and the pineal
1985, Wurtman, Waldhauser (Hrsg.): Melatonin in humans 1986).

Die mit RIA-Technik gemessenen Konzentrationen sind dabei in verschiedenen Rattenspezies
dhnlich und liegen in der Dunkelphase bei 20-80 pg/ml und in der Lichtphase bei 5-20 pg/ml
(Wurtman, Waldhauser (Hrsg.): Melatonin in humans 1986, Sugden 2003). Dabei entsprechen in
der WISTAR-Ratte die Konzentrationsschwankungen von N-Acetylserotonin und MEL in der
Epiphyse, sowie MEL im Serum dem LD-Zyklus (Ho et al. 1985).
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Bild 5:

Tagesprofile der Expression von AA-NAT mRNA in der Ratten-Epiphyse und der Plasma-Melatonin-Konzentration.
Die mRNA-Werte entsprechen dem Mittelwert + Standardabweichung des Mittelwerts (Mean = SEM) der Anzahl
von Kopien pro Epiphyse von vier bis fiinf Tieren zu jedem Zeitpunkt.

Die schwarzen horizontalen Balken markieren die Dunkelphase (20.00 Uhr — 06.00 Uhr).

a) Melatonin wurde bestimmt aus zwei gleichen Aliquoten Plasma (500 ul) mittels Radioimmunoassay nach
Extraktion mit Dichlormethan und [3H]-Me1atonin als Markierung.

Die Werte um 01.00 Uhr und 05.00 Uhr sind signifikant unterschiedlich (*: p < 0.02) von den Werten um 07.00,
11.00, 15.00, 19.00 und 21.00 Uhr.
b) Die AA-NAT mRNA-Expressionen um 01.00 und 05.00 Uhr sind signifikant unterschiedlich gegeniiber allen

anderen Zeitpunkten (*: p <0.02).

(einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA)) nach Sugden 2003

Beleuchtungsfarben

Bereits Koenzyme der Tryptophanhydroxylase wie Tetrahydrobiopterin als Teil des synthetisie-
renden Systems fiir MEL sind lichtempfindlich. Die Exposition der Epiphyse gegeniiber weillem
Licht fiihrt zu ithrem Zerfall. Durch wei3es Licht wird bei 5-HT und MEL deren Synthese
verringert. Unter weilem Licht an der Epiphyse scheinoperierte WISTAR-Ratten haben
niedrigere MEL-Konzentrationen als unter Rotlicht operierte Tiere (Frowein, Lapin 1979).

Das Lichtsehen bei Ratten wird durch zwei Populationen von Zapfen beschrieben, den
Kurzwellenzapfen mit einem Maximum bei 359 nm (Ultraviolett), die zehn Prozent der
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Population umfassen, und den Langwellenzapfen mit einem Maximum bei 510 nm (Griin). Zum
Bereich groerer Wellenlidngen (650 nm (Rot)) hin ist die Empfindlichkeit der Zapfen nur noch
sehr gering (Prusky, Douglas: Vision in Whishaw, Kolb (Hrsg.): The behaviour of the laboratory
rat 2005). Bei Albinoratten ist daher unter rotem Licht keine Beeinflussung der HIOMT
verschiedener lichtempfindlicher Organe wie Epiphyse, Retina und ,,Harderian Gland* moglich.
Griines Licht um 530 nm wirkt hingegen am effektivsten an Epiphyse und Retina (Cardinali,
Larin, Wurtman 1972). Unter konstantem rotem Licht bleibt ein bestehender MEL-Rhythmus bei
verschiedenen Spezies (Huhn, Ratte) in der Epiphyse in vitro erhalten. In beiden Spezies wird die
Produktion von MEL und die Synthese durch die Lichtfarbe ,,Rot* nicht beeintrichtigt (Zatz,
Mullen, Moskal 1988). Licht der Wellenldnge um 509 nm ist am effektivsten, um die Produktion
von MEL am Menschen zu unterdriicken (Lewy, Sack, Singer: Melatonin, light and
chronobiological disorders in Evered, Clark (Hrsg.): Photoperiodism, melatonin and the pineal
1985). Das entspricht auch dem Wellenldngenbereich, bei dem die Bildung und der Zerfall von
Rhodopsin am stérksten sind (Wald, Brown 1956).

Da inzwischen fiir die Entstehung biologischer Rhythmen phylogenetisch konservierte
biochemische Mechanismen beschrieben worden sind, ist bekannt, dass Cryptochrome als Photo-
rezeptoren Uhrengene regulieren, die Rhythmen wie die lokomotorische Aktivitit steuern (Hsu et
al. 1996, Miyamoto, Sancar 1998, Lin, Todo 2005) und die Lichtverarbeitung via SCN
beeinflussen (Thompson, Sancar 2002). CRY 1 Proteine setzen dabei in Drosophila Spezies wie
in Mammaliern durch die Ubermittlung von blauen Lichtreizen, die in ihrer Wirkung weiem
Licht entsprechen, die circadiane Uhr zuriick (Egan et al. 1999). In der Ratte kann dies durch die
isoliert ansteigende mRNA Konzentrationen von Cry! in der Epiphyse nach Lichtpulsen zu
verschiedenen Zeitpunkten nachgewiesen werden, so dass von beiden Cryptochrom Genen Cryl
sowohl auf Licht als auch auf circadiane Informationen, Cry2 aber nur auf circadiane
Informationen reagiert (Nakamura et al. 2001). Im Menschen konnen die beiden Cryptochrome
CRY1 und CRY2 nachgewiesen werden, wobei sich CRY2 in der Retina und CRY1 vorwiegend
im SCN befinden. Cry2 steht dabei eher fiir eine Photorezeptoreigenschaft und Cry! fiir eine
wesentliche Komponente der molekularen Uhr (Thompson et al. 2003).

In der klinischen Beobachtung wird bei Patienten ab einer Lichtstirke von 1500 Lux die
Produktion von MEL beeintrichtigt, die bei Exposition mit 2500 Lux zum Zeitpunkt der
hochsten Produktion in der zweiten Hélfte der D-Phase sistiert. Bei Depressiven ist eine Licht-
stiarke von 500 Lux ausreichend, um die Produktion zu halbieren (Lewy, Sack, Singer:
Melatonin, light and chronobiological disorders in Evered, Clark (Hrsg.): Photoperiodism,
melatonin and the pineal 1985).

Bei Probanden kann durch geddmpftes Licht von 50 Lux oder Licht verschiedener Farben von
1000 Lux (Rot, Blau) keine Verdnderung von MEL oder KT beobachtet werden (Morita, Tokura
1998).
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Depression und Melatonin

Die Unversehrtheit der sympathischen Innervation der Epiphyse ist beim Menschen die
Grundlage der MEL-Sekretion. Die Hemmung der NA-Wiederaufnahme fiihrt bei Probanden zu
einer gesteigerten MEL-Sekretion, die aber durch Blockade von ; -Rezeptoren gehemmt wird
(Checkley et al. 1987). In der Epiphyse sind diese Adrenozeptoren an die AC gekoppelt, so dass
cAMP als ,,2nd messenger* die sekretionssteigernde Wirkung von NA im Menschen vermittelt
(Zatz et al. 1976a).

Auch bei Alzheimer Patienten, bei denen im klinischen Verlauf die nidchtliche MEL-Synthese
abnimmt und der MEL-Rhythmus aufgehoben ist, zeigen postmortem Untersuchungen bereits in
frithen Krankheitsstadien bei MEL auf Grundlage einer Verringerung der Genexpression der
mRNA B —adrenerger Rezeptoren in der Epiphyse das Fehlen eines Tag/Nacht-Rhythmus” (Wu et
al. 2003).

Als indirekter Parameter der MEL-Produktion kann sein Hauptmetabolit im Menschen,
6-sulfatoxy-Melatonin, im Urin gemessen werden (Jones, McGreer, Greiner 1969 in Checkley et
al. 1987). Die Urinausscheidung von 6-sulfatoxy-Melatonin korreliert gut mit der Plasma-
konzentration von MEL (Checkley et al. 1987). Trizyklische AD erh6hen nach mehreren
Wochen Behandlung in depressiven Patienten die Ausscheidung des Metaboliten 6-sulfatoxy-
Melatonin im Urin um das Doppelte. Es kann damit als Marker der adrenergen Aktivitit der
Epiphyse verwendet werden (Lewy, Sack, Singer: Melatonin, light and chronobiological
disorders in Evered, Clark (Hrsg.): Photoperiodism, melatonin and the pineal 1985).

Der Beginn der MEL-Produktion erscheint bei Depressiven vorverlegt (Evered, Clark (Hrsg.):
Photoperiodism, melatonin and the pineal 1985) und die Konzentration bei manischen Zustinden
statistisch signifikant hoher als bei depressiven Zustinden zu sein. Wetterberg berichtet, dass
niedrige nachtliche Melatoninkonzentrationen mit hohem Cortisolspiegel, abnormem Dexa-
methason-Suppressionstest und eingeschranktem Rhythmus in der Depression die Produktion
erhohter CRH-Konzentrationen zulassen konnten. Der eingeschrinkte Rhythmus weise auf eine
Fehlfunktion zwischen Epiphyse und SCN, die niedrigen MEL-Konzentrationen auf einen
Mangel von NA an Bindungsstellen hin (Wetterberg: Melatonin and affective disorders in
Evered, Clark (Hrsg.): Photoperiodism, melatonin and the pineal 1985).

Bei depressiven Patienten liegt der ndchtliche Maximalwert der MEL-Sekretion zeitlich spiter
als bei den Kontrollprobanden, ebenso ist die 6-sulfatoxy-Melatonin-Ausscheidung in der
D-Phase hoher als in der frithen L-Phase (Crasson et al. 2004).

Durch Rolipram wurde in Probanden eine tageszeitlich abhingige Beeinflussung der Ausschei-
dung von 6-sulfatoxy-Melatonin nachgewiesen. In der Dunkelphase ist sie hoher und in der Hell-
phase niedriger als bei Placebo. Nach einer Einmaldosis Desipramin konnen im Menschen
erhohte abendliche und erniedrigte morgendliche Plasma-MEL-Konzentrationen gemessen
werden (Checkley et al. 1987).

Bei gesunden Probanden zeigt sich nach Einnahme von Rolipram eine Abschwichung ihrer
Aktivitit in psychometrischen Parametern zu Zeiten der hochsten Aktivitit in Abhingigkeit vom
chronobiologischen Typ (Morgen oder Abend) (Stephan, Dorow 1986 in Reinberg, Smolensky,
Labrecque (Hrsg.): Annual review of chronopharmacology 1986).
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Melatonin und AD bei der Ratte

Die chronische Gabe von AD einschlieB3lich Rolipram bewirkt in vivo iiber die Aktivierung von
unterschiedlichen 5-HT-ergen und adrenergen Rezeptoren die signifikante Steigerung der cAMP-
vermittelten-Expression von CREB mRNA im Hippocampus. Die Koadministration von
Imipramin und Rolipram verkiirzt die Zeit zur Steigerung der CREB-Expression (Nibuya,
Nestler, Duman 1996). Durch eine CRE-Bindungsstelle am mPer/ Promotorgen, das fiir das
Uhren-Gen Perl kodiert, wird iiber die Epiphyse die Oszillation des SCN reguliert (Simonneaux
et al. 2004). Durch Rolipram wird die Ratten Per! Expression zum Maximum der Forskolin-
induzierten Genexpression am stédrksten gesteigert und hat in der Phase abnehmender
Genexpression kaum noch einen Einfluss (Masumoto et al. 2003). Damit konnen die Per/
Transkripte ein Ausloser fiir eine lichtinduzierte Phasenverschiebung biologischer Rhythmen
sein. Die mehrfachen Angriffspunkte von Rolipram kdnnen damit eine Aktivierung der MEL-
Synthese bewirken, da das entscheidende Enzym AA-NAT in der D-Phase iiber diesen
gemeinsamen NA-/cAMP-Weg stimuliert wird (Engel et al. 2004).

Glucose

Nahrungsaufnahme und gesteigerte parasympathische Aktivierung des Pankreas stimulieren die
Insulinsekretion, so dass eine erhohte Energiespeicherung stattfindet. Insulin verstérkt dabei die
Leptinexpression und —sekretion aus weilem Fettgewebe, das in einem Regelkreis mit negativer
Riickkopplung seine eigene Expression aus weillem Fettgewebe wieder verringert (Nonogaki
2000).

Bei Ratten kann in vitro an Inselzellpriparationen die Exozytose von Insulin, aber auch die
Synthese von Proinsulin in der B- Zelle gesteuert werden. Eine Steigerung der Insulin-Gen-
Transkription erfolgt durch ein CRE, dessen CRE-Bindungsprotein (CREB) durch eine freie
katalytische Untereinheit der PKA phosphoryliert wird und damit die Anderungen der intra-
zelluldren cAMP-Konzentrationen als Signal fiir die Insulinsynthese vermittelt. Die durch
Glukose stimulierte Insulinfreisetzung kann durch steigende cAMP-Konzentrationen schon durch
unspezifische PDE-Hemmer wie IBMX potenziert werden (Doherty, Clark 1994).

Durch Hormone und Neurotransmitter erfolgt die Regulation der Insulinfreisetzung. In der Insel-
zelle sind die fiir den Aufbau von cAMP wesentlichen Enzyme AC, Tyrosinkinase, PKA und C
(LeBlanc et al. 1995, LeBlanc et al. 1985, Doherty, Clark 1994) und die fiir den Abbau
vorhandenen PDEn vom Typ 3b, 4 und 1 (Shafiee-Nick et al. 1995, Zhao et al. 1997, Parker et al.
1995) nachweisbar. Durch spezifische Inhibitoren der PDE 3B wie Milrinon kann das intra-
zellulare cAMP-Signal verstirkt werden, so dass es zur gesteigerten Ausschiittung von Insulin
aus der B- Zelle in vitro kommt (Shafiee-Nick et al. 1995, Parker et al. 1995 und Zhao et al.
1997). In Nager-Inselzellen (Ratte und Maus) trigt die PDE 3B zu zwei Dritteln zur PDE-
Gesamtaktivitit bei (Shafiee-Nick et al. 1995). Im Zytosol wird auerdem eine PDE 1 gefunden,
die das iibrige Drittel der Aktivitdt umfasst (Parker et al. 1995). Zu einem geringen Prozentsatz
ist auch eine durch Rolipram hemmbare PDE 4 nachweisbar, die jedoch bei der Sekretion von
Insulin keinen wesentlichen Beitrag leistet. Im Vergleich mit menschlichen Inselzellen findet
sich kein wesentlicher Unterschied in der Ausstattung mit PDEn (Shafiee-Nick et al. 1995, Par-
ker et al. 1995).
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Periphere Wirkung

Leber

Die Ausschiittung von Insulin aus den 3- Zellen der Langerhansschen Inseln des Pankreas wird
durch Glukose reguliert. Glukose wird dazu von der 3- Zelle iiber einen spezifischen Glut-2-
Rezeptor aufgenommen und durchliuft als Glukose-6-phosphat Glykolyse und Krebs-Zyklus.
Ebenso wie im zentralen Nervensystem beeinflussen PDE-Inhibitoren die Serumglukose-
konzentrationen mit direkter Wirkung an den Leberzellen. Die intrazelluldiren cAMP-
Konzentrationen verdndern den Phosphorylierungszustand der Schliisselenzyme der Glukoneo-
genese. Auch die Induktion der Glukose-6-phosphatase Genexpression wird durch cAMP
induziert. PDE-Inhibitoren wie Milrinon (PDE 3) und Rolipram (PDE 4) sind bei der Glukoneo-
genese von isolierten Rattenhepatozyten wirksam (Abdollahi et al. 2003). Dabei stimuliert eben-
falls ein CREB die Glukoneogenese durch Glukagon und Cortisol (Herzig et al. 2003).

Der Gegenspieler von Glukagon und B-adrenergen Agonisten in der Leber ist Insulin. In Nagern
wirken dabei PDE 3 Inhibitoren in vivo als Insulin-Sekretagoga (El-Metwally et al. 1997) und
werden in allen fiir den Energiehaushalt wesentlichen Zellen exprimiert (weilles und braunes
Fettgewebe und Hepatozyten) (Harndahl et al. 2004). Insulin erhoht die PDE 3B Aktivitéit mit
dem Effekt einer Verringerung von intrazellulirem cAMP und PKA-Aktivitit. An den
vorhandenen PDEn in den Inselzellen von Ratten wird in vitro die Glukose-induzierte Insulin-
sekretion durch den unspezifischen Inhibitor IBMX und durch spezifische PDE 3- Hemmer
verstirkt. Inhibitoren anderer nachgewiesener PDEn (Typ 1, 4, 5) beeinflussen die induzierte
Insulinskretion nicht, so dass die PDE 3 entscheidend bei der Kontrolle der Insulinsekretion ist
(Cheung, Yang, Boden 2003). Die rolipramhemmbare PDE Typ 4 findet sich in der sedimentier-
baren Fraktion von Inselzellhomogenaten. In diesen Homogenaten kann Rolipram in vitro die
PDE-Aktivitit nicht wesentlich hemmen, was auch in vivo durch den fehlenden hypoglykami-
schen Effekt bestitigt wurde (Shafiee-Nick, Pyne, Furman 1995, El-Metwally et al. 1997).
Durch die verringerte Phosphorylierung einiger Enzyme kommt es zu einem verringerten
Glykogenabbau und steigender -synthese. Zusitzlich erfolgt eine Stimulation der Glykolyse und
Hemmung der Glukoneogenese (Exton 1987, Pilkis, Claus, Raafat EI-Maghrabi 1988). CAMP
wirkt dabei wie in der B- Zelle des Pankreas auch auf die Gentranskription der entscheidenden
Enzyme (Phosphoenolpyruvatcarboxykinase PEPCK, Pyruvatkinase PK, Glukokinase GK)
(Pilkis, Claus, Raafat El-Maghrabi 1988).

Die Wirkungen des sympathischen Nervensystems werden bei Ratten iiber o;-adrenerge Rezep-
toren mit dem Phosphoinositolsystem (PI-System) weitergeleitet, das cAMP-unabhéngig ist
(Exton 1987, Pilkis, Claus, Raafat E1-Maghrabi 1988).

Insulin und PDEn

Zwischen peripherem Fett- und Lebergewebe und Pankreas wird die Sekretion von Insulin durch
die B- Zellen in einem Kreislauf mit negativem Feedback reguliert. In Adipozyten und Leberge-

webe wird durch Insulin ebenfalls eine PDE 3 aktiviert. Durch diese wird die antilipolytische und
antiglykogenolytische Wirkung von Insulin auf Adipozyten und Lebergewebe vermittelt (Zhao et
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al. 1997, Rahn et al. 1994). In peripheren Fettzellen der Ratte findet sich in vitro eine Verteilung
von Insulin-aktivierter PDE 3, die den antilipolytischen Effekt vermittelt und einer rolipram-
sensitiven PDE 4, die keinen Effekt auf die Lipolyse hat (Schmitz-Pfeifer, Reeves, Denton 1992).
Parker et al. konnten 1995 in Ergéinzung dazu auch in humanen Inselzellen in vitro eine
iiberwiegende PDE 3 Aktivitidt nachweisen. Kaffein konnte bei Probanden die Plasmainsulin-
Spiegel nicht beeinflussen (MacNaughton et al. 1990).

Rhythmus und Glukose

Die Leber ist als Regulationsorgan fiir den Kohlenhydratstoffwechsel abhiingig von tageszeit-
lichen Schwankungen des Energiestoffwechsels. Nahrung wird diskontinuierlich aufgenommen,
so dass Schliisselenzyme den Metabolismus steuern.

In der Leber werden dafiir in vivo die PEPCK (EC 4.1.1.32) als limitierender Faktor der Gluko-
neogenese und bei einer intensiven hepatischen Glykolyse die Phosphofructokinase

(EC 2.7.1.11) beschrieben (Kaminski, Kosenko 1987).

Die Blutglukose als Index des Kohlenhydratstoffwechsels zeigt tageszeitliche Differenzen, die
keiner regelméBigen Verdnderung unterliegen. Zu allen Tageszeiten konnen bei tag- und nacht-
aktiven Tieren unterschiedliche Konzentrationsgipfel und -téler auftreten. Zusétzliche jahreszeit-
liche Abweichungen erscheinen hingegen stabiler (Kaminski, Kosenko 1987).

Der Licht-Dunkel-(LD)-Zyklus und der Fiitterungsrhythmus sind bei Ratten als schwache
Synchronisatoren bekannt, Beeinflussungen der Schliisselenzyme durch @ufere Faktoren fiihren
selbst bei Tieren gleichen Stammes, Geschlechts und Alters zu unterschiedlichen rhythmischen
Veridnderungen (Kaminski, Kosenko 1987).

Hepatische cAMP-Konzentrationen zeigen bei Ratten in vivo keine signifikanten circadianen
Schwankungen. Sie wirken stimulierend auf Schliisselenzyme der Glukoneogenese (Kaminski,
Kosenko 1987), es gibt jedoch keine Korrelation zwischen diesen, der cAMP-Konzentration und
der Tageszeit.
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Beleuchtungsversuch

Um Beleuchtungseffekte besser zu quantifizieren, wurden erginzende Experimente durchgefiihrt.
Der nachfolgend beschriebene Versuch wird im Weiteren als ,,Beleuchtungsversuch* bezeichnet.

Ablauf

Die Untersuchungen wurden an fiinf Zeitpunkten von 04.00 bis 12.00 Uhr im Abstand von je
zwei Stunden wie beim Hauptversuch durchgefiihrt. Dabei wurden jeweils fiinf Zeitpunkte zu
einem Versuchsblock zusammengefasst (siehe auch ,,Beleuchtung / Beleuchtungsversuch®).

Zielsetzung des Beleuchtungsversuchs

Durch die Verwendung der farbigen Beleuchtung zu einer Versuchszeit mit sonst weiller Raum-
beleuchtung soll der Einfluss von Farbe auf die Wirkung von Rolipram dargestellt werden.

Die erste Hélfte der L-Phase war fiir die Untersuchung der Substanzwirkung am besten geeignet,
da in diesem Zeitraum die Effekte von Rolipram am ausgeprigtesten sind und zum Ende der
Dunkelphase Licht einen Einfluss auf die Laufaktivitét hat (Lincoln, Ebling, Almeida:
Generation of melatonin rhythms in Evered, Clark (Hrsg.): Photoperiodism, melatonin and the
pineal, 1985). Bei einer Verkiirzung eines freilaufenden Rhythmus der Laufaktivitit kann bei
WISTAR-Ratten damit eine Verkiirzung der Aktivitdtsphase verbunden sein (Honma et al.
1985).

Farbige Beleuchtungen konnen in der Lichtphase MEL-Rhythmen verdndern, da schon Licht-
pulse von einer Minute die MEL-Produktion signifikant verringern (Illnerova, Vanecek 1982).
Da diese Ergebnisse bei WISTAR-Ratten schon vorliegen, wurden im Rahmen dieses Versuchs
Corticosteron, Glukose und Verhaltensparameter untersucht.

Beleuchtung und Parameter

Anhand bekannter Untersuchungen zur spektralen Empfindlichkeit eines Schliisselenzyms der
MEL-Synthese (Cardinali, Larin, Wurtman 1972) kann gezeigt werden, dass unter einer roten
Beleuchtung zur D-Phase keine Beeinflussung dieses circadianen Systems erfolgen kann.

Darin wird dargestellt, dass unter einer Beleuchtung mit einem Wellenlingenbereich von

660 + 19 nm (Rot) die HIOMT in Retina und Epiphyse von Ratten nicht beeinflusst wird. Im
Gegensatz dazu wird absteigend in der angegebenen Reihenfolge durch Beleuchtungen mit den
Farben Gelb (590 + 80 nm), Griin (530 + 45 nm) und Blau (435 + 54 nm) eine Beeinflussung der
HIOMT beobachtet.

Als genereller Effekt von Licht wurde bereits 1972 von Klein und Weller eine Beendigung der
neuralen Stimulation der Epiphyse dokumentiert. Uber die Retina erfolgt ein wesentlicher Anteil
der Regulation von circadian oszillierenden Systemen, da iiber eine Verbindung via RHT die
Epiphyse innerviert wird. Mit der Untersuchung kann im Vorhinein eine Beeinflussung von MEL
und COR durch die gewihlte rote Beleuchtung weitgehend ausgeschlossen werden, da die
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adrenerge Innervation mit Beteiligung von cAMP durch diese Beleuchtung in der Dunkelphase
nicht stimuliert wird. Deshalb konnen die zu beobachtenden Effekte unter Rolipram in der Dun-
kelphase dessen pharmakologischer Wirkung zugeschrieben werden. Dabei ist allerdings zu
beriicksichtigen, dass nicht alle Systeme iiber den RHT beeinflusst werden. Fiir die iibrigen Zeit-
punkte in der Hellphase ist unter weillem Licht eine lichtabhéingige Beeinflussung auch unter
Rolipram anzunehmen, wobei deren Intensitit von der Aktivierbarkeit der unterschiedlichen
Regelkreise abhdngen wird.

Fiir die Untersuchungen unter den anderen Lichtfarben in der Hellphase konnen unterschiedliche
Effekte erwartet werden. Fiir den untersuchten Parameter COR kann bei einem tageszeitlich
abhingigen Verlauf der Konzentrationen die pharmakologische Beeinflussbarkeit der HPA-
Achse aufgezeigt werden, durch die dann in Folge eine abhiingige Erhohung der Glukose-
konzentrationen zu erwarten ist. Zusitzliche Effekte von Rolipram auf den Glukosestoffwechsel
erscheinen moglich, auch wenn eine Wechselwirkung zwischen der glukoneogenetischen
Wirkung von Rolipram und der Steigerung der Insulinsekretion durch seine PDE-Hemmung zu
moglicherweise nur geringen Effekten fiihrt, da dabei die PDE 3 im Vordergrund steht.

Fiir die circadiane motorische Aktivitit konnte gezeigt werden, dass blaue bis griine Beleuchtung
mit Wellenldngen um 357 nm stirker beeinflussen als mit Wellenldngen um 511 nm (Miyamoto,
Sancar 1998). Aullerdem fanden Halberg und Barnum 1958 bei Ratten eine relative
Unempfindlichkeit fiir rotes Licht.

Ahnliches konnte fiir die Beeinflussung der KT von Ratten beobachtet werden. Griines Licht mit
Wellenldngen von 530 + 45 nm war am effektivsten, einen lichtabhingigen Rhythmus der KT zu
etablieren, Rot mit 660 + 19 nm und Ultraviolett mit 360 + 34 nm waren am wenigsten effektiv
(McGuire, Rand, Wurtman 1973).
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Fragestellung

Aus der Behandlung depressiv Erkrankter ist bekannt, dass charakteristisch fiir die Erkrankung
die Stérung von circadianen und neuroendokrinen Rhythmen ist, zu der die Aktivierung der
LHPA-Achse zihlt.

Da sowohl die Aktivierung der LHPA-Achse als auch die Regulation der in der Depression
verdnderten Rhythmen zum groflen Teil iiber Monoamine erfolgt, wurde bisher bei
therapeutischen Ansitzen versucht, gegen die vermuteten Defizite einzuwirken.

Als besonders wichtige Systeme haben sich das NA-erge und 5-HT-erge System herausgestellt,
die iiber ihre Rezeptoren und die Storung der Synthese von Serotonin und Katecholaminen zu
den beobachteten Symptomen beitragen. Durch den Einsatz von B-adrenerg wirksamen
Substanzen, der Verwendung selektiver Aufnahmehemmer fiir diese Transmitter oder die Hem-
mung ihres Abbaus wird die gewiinschte therapeutische Wirkung erzielt.

Dabei ist eine besonders interessante Klasse von AD die der PDE-Hemmer. Die klinische
Wirksamkeit von PDE 4 Hemmern wie Rolipram konnte an depressiv Erkrankten belegt werden.
Die Auslosung seines typischen Verhaltenssyndroms im Tiermodell erfolgt iiber die Steigerung
der pri- und postsynaptischen Effekte an NA-ergen Neuronen.

Der erste Teil der Arbeit besteht daher in der Untersuchung dieses Verhaltenssyndroms sowie
weiterer Verhaltensparameter aus dem Bereich des Spontanverhaltens in Hinblick auf die
Verinderlichkeit im Auftreten bei der Untersuchung zu unterschiedlichen Zeitpunkten. Es soll
damit herausgefunden werden, ob und wie die Wirkung der einmalig verabreichten Substanz das
Auftreten von Verhalten verdndert. Bei unterschiedlicher Auslosbarkeit des induzierten
Verhaltens sollen damit Aktivitdtszustande der zugrunde liegenden Transmittersysteme in Hin-
blick auf einen moglichen maximalen Effekt beschrieben werden. Um eine ausreichend sichere
Aussage treffen zu konnen, wurden die Tiere des Hauptversuchs zweimal zur selben Jahreszeit
untersucht.

Zusitzlich soll aufgrund der Induktion von motorischer und explorativer Aktivitit, wie sie durch
PDE-H beim QMWS und durch cAMP-Analoga beschrieben ist, gepriift werden, ob Rolipram
neben seinem induzierten Verhalten auch Parameter des ansonsten auftretenden Normal-
verhaltens beeinflussen kann.

Um in der D-Phase das Verhalten der Tiere beobachten zu konnen, ist eine ausreichende und
moglichst wenig beeinflussende Beleuchtung notwendig. Um den Einfluss der verwendeten
Lichtfarbe ,,rot* definieren zu konnen, wurden in einem zweiten Versuchsteil unterschiedliche
Lichtfarben bei der Untersuchung der Tiere benutzt. Dabei sollte zu einem zur trainierten
D-Phase gehorigen Zeitpunkt (04.00 Uhr) die Beleuchtung der L-Phase mit Einschalten der Be-
leuchtung vorweggenommen werden, so dass die fiir eine nachtaktive Spezies vermutete Hem-
mung von Spontanverhalten auftreten konnte. Zu verschiedenen anderen Zeitpunkten der
L-Phase (06.00 Uhr bis 12.00 Uhr) sollten mit der Verwendung von ,,Gelb*, ,,Griin*, ,,Blau* und
,»Rot*“ die Verdnderungen beim Vergleich von spontanem und induziertem Verhalten durch die
jeweiligen Lichtfarben zu diesen Zeitpunkten beobachtet werden. Ziel soll es dabei sein, den
Einfluss der ,,roten* Beleuchtung moglichst genau zu definieren. Der aufgrund der geringen
photopischen Empfindlichkeit der Ratte in diesem Teil des Lichtspektrums zu erwartenden
vernachlidssigbaren Einfluss soll auf diese Weise bestitigen werden.

Die Regulation der LHPA-Achse erfolgt in groBen Anteilen im zentralen Nervensystem durch
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CRH. Dessen Freisetzung wird stimuliert durch die NA-ergen und 5-HT-ergen Projektionen aus
dem Limbischen System und Kerngebieten der Raphe. Durch Stress kann diese Achse ebenfalls
aktiviert werden. Bei Depressiven ist diese Achse schon krankheitsbedingt dysreguliert, was
durch erhohte CRH-Konzentrationen im Liquor, Hyperkortisoldmie und fehlende Suppression im
Dexamethasontest belegt ist. Die Therapie mit klassischen AD fiihrt zu einer Normalisierung
dieser Regulation mit Abnahme der adrenergen Uberaktivierung.

Da sowohl die Aktivierung der LHPA-Achse durch CRH als auch ihre Hemmung durch Gluko-
kortikoide an B-adrenergen Rezeptoren und iiber die Vermittlung via cAMP erfolgt, ist durch die
Verwendung von Rolipram die Beeinflussung dieses Mechanismus” mit einem Effekt auf die
Bildung und Sekretion von Glukokortikoiden zu erwarten. Dabei kann Rolipram die Reaktion
des zentralen und peripheren Anteils iiber seine PDE-Hemmung nachahmen, die dann iiber die
gesteigerte Verfligbarkeit von cAMP die stressidhnlichen Effekte iiber eine Steigerung der CRH-
Expression und Aktivierung von sympathischen Ganglien und NNM bewirken kann. Die
Aktivierung der HPA-Achse soll durch die Messung der COR-Konzentrationen als peripherem
Summationsparameter untersucht werden.

Durch die Wirkung von CRH auf das Verhalten der Ratte werden verschiedene Transmitter-
systeme fiir eine der Hauptaktivitdten ,,Grooming* beeinflusst. Da Rolipram hier ebenfalls iiber
klar definierte Beeinflussung des NA-ergen Systems sowohl anatomisch auf der Ebene des
Hippocampus, als auch funktionell durch Aktivierung der cAMP-CRE Kaskade eingreift, soll
mit der Untersuchung der mogliche Einfluss auf sein induziertes Verhalten in Beziehung zur
Aktivierung der LHPA-Achse beschrieben werden. Weitere Effekte auf das Spontanverhalten der
Ratte sollen in Bezug auf die mogliche Induktion durch CRH-nachahmende Wirkungen von
Rolipram ergénzend dargestellt werden.

Die Sekretion von CRH kann auch die Synthese von weiteren Peptiden aus dem gemeinsamen
Precursormolekiil POMC auslosen. Melatonin kann daher ebenfalls iiber eine Beeinflussung der
Expression seiner die rhythmische Sekretion kodierenden Uhrengene iiber einen cAMP-
abhédngigen Mechanismus zeitabhingig beeinflusst werden.

Die Messung der MEL-Konzentrationen soll daher unter einem trainierten LD-Zyklus nach Be-
einflussung durch Rolipram zu verschiedenen Zeitpunkten erfolgen.

MEL ist auBerdem durch den via SCN iiber seine Uhrengene getriggerten Rhythmus eine zwar
tageszeitlich abhédngige Variable, die aber aufgrund der in sich geschlossenen feedback-
Regelkreise tiberwiegend durch den Lichteinfall via SCN gesteuert wird. Dabei ist es dann
wieder die NA-erg vermittelte Steigerung der cAMP-induzierten Aktivitit, die aufgrund der
identischen Beeinflussbarkeit durch Rolipram zur Beschreibung moglicher Einfliisse zu unter-
schiedlichen Zeitpunkten durch die Messung der MEL-Konzentrationen genutzt werden soll. Die
Messung erfolgte erst zum Zeitraum des zweiten Teils des Hauptversuches, als ein ausreichend
sensitiver Assay zur Verfiigung stand.

Die periphere Wirkung einer Aktivierung der COR-Sekretion soll durch die Messung der
Glukosekonzentrationen untersucht werden.

Da der Abstand der Untersuchungszeitpunkte weder einer seriellen Blutentnahme entspricht,
noch so hiufig ist, wie es periodisch sezernierte Substrate erfordern, kann in dieser Untersuchung
nur eine zeitpunkt- oder phasenbezogene Beschreibung von Verhalten und Substraten erfolgen.

Damit soll diese Arbeit Hinweise auf ein Verfahren geben, dass tageszeitlich abhingige Parame-
ter auch zu weiteren als den iiblichen Arbeitszeiten zu untersuchen sind, wenn eine entsprechen-
de Pharmakodynamik oder Beeinflussung circadianer Systeme bekannt ist oder vermutet wird.
Mit den Resultaten soll dargestellt werden, dass generell bei der Beeinflussung biologischer Sys-
teme in vermehrtem Mafe tageszeitliche Untersuchungen zur Einschidtzung und Bewertung cir-
cadianer Zusammenhinge durchgefiihrt werden sollten.
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Methoden
Tiere

Tierart

Die Versuche wurden an insgesamt 576 ménnlichen Ratten, Stamm HAN:WISTAR ( SPF) -
Ziichter Schering AG, Berlin, im Alter von vier bis sechs Wochen und einem Gewicht von 96 bis
168 g Korpergewicht durchgefiihrt. Méannliche WISTAR-Ratten haben in einem Lebensalter von
vier Wochen bzw. 35-48 Tagen ein Gewicht von ca. 120 bzw. 98-168 g (Niesink, van Ree 1982,
nach Angaben Schering- Zentrale Tierhaltung (ZTH) - personliche Mitteilung Dr. Schwarz).

Die Tiere wurden in den durchgefiihrten Versuchen jeweils nur einmal verwandt.

Tierhaltung

Die Haltung der Tiere erfolgte in einem temperaturkontrollierten Raum (21 = 1 Grad C) mit
einem Hell-Dunkel-Rhythmus von 12 / 12 Stunden (Hell von 06.00 bis 18.00 Uhr).

Es bestand eine durchschnittliche relative Luftfeuchtigkeit von 50 %.

Die Versuchsrdume waren mit jeweils sechs Neon-Deckenleuchten Farbe ,,Weil}** der
Firma Philips, Eindhoven, Niederlande ausgestattet. Eine Lichtstirkenmessung wurde nicht
durchgefiihrt.

Tierfutter

Die Tiere erhielten ein Altromin ® Standardfutter (Altromin Spezialfutterwerke, Lage,
Deutschland) und Leitungswasser ad libitum.

Eingewohnung an den Wohnkiifig

Fiir jeden Versuchszeitpunkt wurden je 24 Tiere in vier Kifigen zu je sechs Tieren eine Woche
vor Durchfiihrung der Untersuchung aus der Zuchttierhaltung in einen fensterlosen,
innenliegenden Versuchsraum ohne Tageslicht iibernommen.

Jeweils sechs Tiere wurden in einen standardisierten Kunststoffkifig (Makrolon ®) mit Metall-
abdeckung umgesetzt (Malle - B x H x T =260 x 325 x 150 mm), die auch Futterpellets und
Trinkwasserflasche aufnahm.

Die Kéfige wurden in ein fahrbares Gestell eingehéngt, das sich im Versuchsraum befand. Damit
war den Tieren die Moglichkeit gegeben, sich an die Umgebung, insbesondere an die
Beleuchtungsverhiltnisse zu gewohnen. Zu diesem Zweck waren auch die im Versuchsraum
befindlichen Messgerite stindig eingeschaltet, damit sich die Tiere an die Skalenbeleuchtungen
in der Dunkelphase adaptieren konnten.

Markierung der Tiere

Tiere in einem Wohnkifig wurden bei Ubernahme aus der Zuchttierhaltung zur Identifizierung
an der Schwanzwurzel mit einem wasserfesten Stift markiert, um Veridnderungen im Verhalten
durch die Markierungen unmittelbar vor der Beobachtung zu vermeiden.
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Beleuchtung

Hauptversuch (Teile 1 und 2)

Fiir die Dunkelphase wurde eine zusitzliche rote Beleuchtung am Beobachtungsplatz installiert.
Dafiir wurden zwei Biirotischleuchten mit Dunkelkammerlampen 15 W, Farbe Rot, Typ Nr.
4563 der Firma OSRAM, Deutschland, iiber den Beobachtungskéfigen eingerichtet. Diese
Leuchten waren bauartgleich mit dem Dunkelkammerlampen-Modell PF 712 der Firma Philips,
Eindhoven, Niederlande. Damit war der Beobachtungsplatz ausreichend ausgeleuchtet, was fiir
schnelle Bewegungen der Tiere wie Head twitches erforderlich ist. Die Leuchten dienten in
einem 12/12-Stunden-Beleuchtungsregime (06.00 Uhr bis 18.00 Uhr) als hauptséchliche Licht-
quelle in der Dunkelphase.

Sie wurden parallel zur Tischoberflidche in einer Hohe von 410 Millimetern so angebracht, dass
sie beim Beobachten der Tiere nicht blendeten. Die linke der beiden verwendeten Leuchten
wurde zur Beleuchtung des linken Teils des Beobachtungsplatzes und des Mess- und
Applikationsplatzes verwendet. Dafiir war sie beweglich/schwenkbar angebracht. Um die linke
Leuchte wieder auf eine definierte Beobachtungsposition einrichten zu konnen, wurde die rechte
Leuchte starr fixiert und diente damit als Referenz fiir die Position der Leuchten.

Beleuchtungsversuch

Im Beleuchtungsversuch unterschied sich der Ablauf nur beim Beleuchtungsregime vom Haupt-
versuch. Zum Zeitpunkt 04.00 Uhr wurde statt Dunkelheit und roter Versuchsplatzbeleuchtung
die Raumbeleuchtung eingeschaltet, so dass die Tiere zwei Stunden friither als gewohnt dieser
Beleuchtung ausgesetzt waren. Zu den iibrigen Zeitpunkten wurden die Tiere statt unter weiller
Raumbeleuchtung in Dunkelheit mit farbiger Beleuchtung des Versuchsplatzes beobachtet. Dazu
wurden zuvor die iibrigen Tiere in einen angrenzenden Laborraum gebracht, in dem das gleiche
Beleuchtungsregime wie sonst im Versuchsraum wihrend des Hauptversuchs angewandt wurde.
Die Tiere des jeweiligen Versuchszeitpunkts wurden in den Versuchsraum genommen und alle
Verrichtungen, beginnend mit der Messung des Korpergewichts (siehe Versuchsablauf ab 1.4.1),
unter farbiger Beleuchtung des Versuchsplatzes durchgefiihrt.

Leuchten:

Zu den folgenden Zeitpunkten wurden nachstehend je zwei der aufgefiihrten Leuchten
verwendet:
e Zeitpunkt 06.00 Uhr: gelbe Dunkelkammerleuchte der Firma OSRAM, Typ Nr. 4533,
baugleich mit Philips Typ PF 713, 15 W, Wellenldngen von 530-720 nm,
relative spektrale Strahldichte B¢y (50%) 630 nm
e Zeitpunkt 08.00 Uhr: blaue Allgebrauchsleuchte der Firma OSRAM, Typ TR blau,
25 W, Tropfenform, dominante Wellenldnge bei 470-476 nm
e Zeitpunkt 10.00 Uhr: griine Allgebrauchsleuchte der Firma OSRAM, Typ TR griin,
40 W, Tropfenform, dominante Wellenldnge bei 524-534 nm
e Zeitpunkt 12.00 Uhr: rote Dunkelkammerleuchte der Firma OSRAM, Typ Nr. 4563,
bauartgleich mit Philips Typ PF 712, 15 W, Wellenldngen von 610-730 nm,
relative spektrale Strahldichte B¢y (50%) 650 nm
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Verwendete Substanzen und Lésungen

Substanzen
(£) - Rolipram ( 4 RS-( 3-Cyclopentyloxy-4-methoxyphenyl )-2-pyrrolidin-on )
Schering AG, Berlin, Deutschland

H3C_O

N (@)
H

Bild 6: Chemische Formel von Rolipram

Cremophor EL ® ( polyethoxyliertes Rizinusol ), BASF AG, Ludwigshafen, Deutschland.

Vehikel
Physiologische Kochsalz-Losung mit Zusatz von 100 g/ 1 Cremophor EL (=10 %ig).

Losung

Rolipram wurde suspendiert im Vehikel mit einer Konzentration von 0,5 mg Rolipram/ ml.

Fiir jeden Versuchsdurchgang wurde diese Suspension frisch angesetzt. Dabei wurden 2,5 mg
Rolipram zu 5 ml Suspensionsmittel in eine Glasflasche gegeben und fiir fiinf Minuten in einem
Ultraschallbad suspendiert. Dadurch entstand eine homogen opaque Losung. Die Flasche wurde
zur Unterscheidung vom Suspensionsmittel mit einem schwarz markierten Gummistopfen
verschlossen. Damit war eine eindeutige Identifizierung auch unter der roten Nachtbeleuchtung
moglich. Vom Suspensionsmittel wurden ebenfalls 5 ml in eine Glasflasche gegeben und gleich
lange im Ultraschallbad behandelt.

Verabreichungsroute

Rolipram und Vehikel wurden intraperitoneal (i.p.) verabreicht, wobei das Injektionsvolumen
5 ml/ kg Korpergewicht betrug.

Dosis
Es wurde eine Konzentration von 2,5 mg Rolipram/ kg Koérpergewicht getestet.
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Geréte
Messgeriite, Laborgeriite

Waage

Die Messung des Korpergewichts wurde mit einer Neigungsschaltgewichtswaage
(Typ S 2000, Firma August Santer KG, Ebingen/ Wiirttemberg, Deutschland), mit einem
Wigebereich von 20 bis 200 g durchgefiihrt (ein Teilabschnitt = ein Gramm).

Thermometer

Zur Messung der KT wurde ein elektrisches Universal - Thermometer Typ T E 3,

Firma Elektrolaboratoriet Kopenhagen, Dinemark, mit einer Thermosonde fiir Ratten,

Typ RM 4 benutzt. Um eine definierte Eindringtiefe bei der Messung zu haben, wurde die Sonde
fiinf Millimeter vom Sondenende entfernt mit Isolierband umwickelt.

Zentrifuge

Zum Zentrifugieren der Blutproben wurde eine Zentrifuge ,,Hettich Rotixa“,
Firma A. Hettich, Tuttlingen, Deutschland, verwendet.

Spritzen und Kaniilen

Zum Aufziehen der Injektionsvolumina und zur Applikation wurden PRIMO ® Einmalspritzen,
Firma Asin, Danemark, Typ Luer Tuberkulinspritzen, 1 ml (Unterteilung von 1 ml Volumen mit
0,01 ml -Markierungen) und Sterican ® Loc Einmalkaniilen, Firma B. Braun Melsungen AG,
Deutschland, Typ Nr. 18, 0,45 x 23 mm (AuBlendurchmesserxLinge), verwendet.

Probenrohrchen

Zur Aufbewahrung des Serums wurden Plastibrand ® Probenrohrchen, ,,micro test tubes®,
Volumen 1 ml, der Firma Brand GmbH & Co., Wertheim/ Main, Deutschland, benutzt.

Beobachtungsbox

Die Beobachtungsbox zur Registrierung des Verhaltens nach Priifschema I und II (siehe unten)
war in sechs voneinander getrennte Abteile unterteilt (transparentes PVC,

B x T x H = 600x207x137 mm). Die Abteile hatten jeweils eine Breite von 100 Millimetern.
Jedes Abteil hatte einen nach oben zu 6ffnenden Deckel, der mit fiinfzehn gleichméBig
angebrachten Luftlochern von jeweils zehn Millimetern Durchmesser versehen war. An der
Riickfront jedes Abteils waren neun Luftlocher mit einem Durchmesser von je fiinf Millimetern
angebracht. Beobachtungsbox und Transportkéfig wurden mit Holzspaneinstreu circa 15
Millimeter hoch gefiillt. Die Einstreu wurde jeweils nach Beendigung eines Versuchsdurchgangs
durchgemischt und nach Ablauf eines Versuchsblocks erneuert.
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Behandlungsschema

Ablauf-Versuchsblocke

Zur Beobachtung von tageszeitlich bedingten Verdnderungen von Verhaltensmustern und
Bestimmungen von Hormonen wurden zwolf Zeitpunkte im Abstand von jeweils zwei Stunden
gewdhlt: 02.00, 04.00, 06.00, ..., 24.00 Uhr. Bei der Beobachtung der Verhaltensmuster u
mfasste der Messzeitraum eine Stunde mit Beginn um z. B. 02.15 Uhr und Ende um 03.15 Uhr.
Die Blutentnahme fiir die Hormonbestimmungen erfolgte nach der Verhaltensbeobachtung von
z. B. 03.20 bis 03.30 Uhr. Fiir die Messung der Korpertemperaturen wurden zwei
5-Minuten-Intervalle vor der Injektion und nach der Verhaltensbeobachtung gewihlt. Der Zeit-
punkt t= 0 Minuten befand sich dabei z. B. im Zeitraum 01.50 bis 01.55 Uhr, der Zeitpunkt

t= 75 Minuten z. B. im Zeitraum 03.15 bis 03.20 Uhr.

Messzeitraume fiir Verhaltensbeobachtung, KT und Hormonbestimmungen wurden unter dem
Zeitpunkt der Injektion der Substanzen als ,,Versuchszeitpunkt* (hier dann 02.00 Uhr)
zusammengefasst. An jedem Zeitpunkt wurden sechs Tiere untersucht. Zur besseren Durchfiihr-
barkeit wurden jeweils vier Zeitpunkte zu einem gemeinsamen Block gruppiert. Der Beginn
wurde jeweils auf 06.00, 14.00 oder 22.00 Uhr festgelegt. Die Verteilung der Blocke auf die
Wochentage erfolgte bei insgesamt zwolf Blocken so, dass in einem Zeitraum von drei Wochen
Beobachtungen an jedem Wochentag zu jedem Zeitpunkt stattfanden.

Die Beobachtungen fanden in zwei aufeinanderfolgenden Jahren jeweils im Herbst statt, um
durch die Beobachtung der Tiere in zwei aufeinanderfolgenden Monaten der beiden Jahre
jahreszeitliche Effekte auszuschliefen (Martin et al. 1986).

Ablauf-Versuchszeitpunkte

Vor jedem neuen Versuchszeitpunkt wurde fiir die sechs Tiere jeweils durch Ziehen von einer
aus sechs verdeckt liegenden Karten eine zuféllige Zuordnung zu den Behandlungsgruppen
,,Kontrolle* oder ,,Rolipram* hergestellt. Je drei Karten waren mit ,,K* oder ,,R* beschriftet.

Im Zeitraum t=-10 bis t= -5 Minuten wurde der vorgesehene Wohnkifig mit sechs Tieren aus
dem Gestell entnommen und zum Messplatz gebracht. Die Tiere wurden dort nacheinander

a) gewogen und ihr Gewicht auf einem gesonderten Protokoll notiert,

b) einer rektalen KT-Messung unterzogen, die auf demselben Protokoll vermerkt wurde, und

c¢) dann wieder in ihren Wohnkifig eingesetzt.

AnschlieBend wurden aus den beiden bereitstehenden Glasflaschen mit Vehikel und Rolipram-
Suspension entsprechend der vorher festgelegten Behandlungsgruppe die Injektionsvolumina in
Spritzen aufgezogen. Die Spritzen wurden in einen Sténder eingestellt, dessen sechs Halterungen
mit Zahlen von eins bis sechs beschriftet worden waren, so dass die Spritzen den Tieren sicher
zugeordnet werden konnten und eine schnelle Injektion moglich war.

Im Zeitraum t= -2 bis t= -1 Minuten wurden den Tieren die Injektionen intraperitoneal
verabreicht. Dazu wurden die Tiere nacheinander am Nackenfell aus ihrem Wohnkéfig
entnommen, mit der Bauchseite zum Beobachter hin gehalten und die Nadel innerhalb der
Regiones inguinales dextra bzw. sinistra durch die Leibeswand nach intraperitoneal gefiihrt.
Nach unauffilliger Aspiration wurde dann das Volumen appliziert und die Tiere entsprechend
ihren Nummerierungen in die einzelnen Abteile der Beobachtungsbox eingesetzt. Damit war
sichergestellt, dass alle Malnahmen bis zum Beginn der Verhaltensbeobachtung unter demselben
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Beleuchtungsregime durchgefiihrt werden konnten, da zu den Zeitpunkten 06.00 und 18.00 Uhr
t= 0 Minuten dem Zeitpunkt des Lichtwechsels entsprach.

Ab t= 0 Minuten sa3en die Tiere fiir flinfzehn Minuten ungestort in ihren Abteilen, um Effekte
durch die Injektion bei der Verhaltensbeobachtung nicht als zusétzlich beeinflussenden Faktor zu
haben.

Rolipram hat in der Ratte eine Halbwertszeit von 1-3 Stunden, eine maximale Plasma-
konzentration nach ca. 30 Minuten und ist ab 0,2 mg/kg pharmakologisch wirksam (Krause,
Kiihne 1988), so dass ein ausreichender Wirkspiegel fiir die Zeit der Untersuchung angenommen
werden kann und eine pharmakogene Beeinflussung des Verhaltens stattfindet.

Werden WISTAR-Ratten wie in dieser Untersuchung in neue Kifige zur Beobachtung
umgesetzt, kann beim Beobachtungsablauf auf das Vorgehen von Gispen et al. 1975 zuriickge-
griffen werden. Dort beginnt die Untersuchung zum Verhalten 15 Minuten nach der
Manipulation (Umsetzen, i.p.-Injektion, Transport) und dauert iiber insgesamt 50 Minuten an.
Jolles, Rompa-Barendregt und Gispen zeigten 1979 (1979a) an WISTAR-Ratten, dass GR sich in
allen neuen Situationen verstidrkt, wobei Einzelheiten wie neue Umgebung allein oder mit
zusitzlicher Injektion keinen Unterschied bewirken. Es ist auch nicht wesentlich, ob die
Untersuchung in dem den Ratten bekannten oder in einem neuen Raum stattfindet.

Fiir die Auslosung des GR ist auch das intakte HPA-System nicht notwendig. Fiir den Zeitablauf
des GR ist wesentlich, dass nach Vorbehandlung und neuer Umgebung das dadurch ausgeloste
GR in den ersten 15-20 Minuten maximal ist und iiber einen Zeitraum bis etwa 60 Minuten das
anschliefend beobachtete, so ausgeloste GR gegen Null geht.

Da in dieser Untersuchung die ersten 15-20 Minuten nach Behandlung nicht in die Messung
eingehen, kann nach Jolles, Rompa-Barendregt und Gispen 1979a diese Unschirfe (Groflenord-
nung etwa 8,5 %) nicht eintreten und es wird nur das durch die Behandlung/Tageszeit
verursachte GR erfasst.

Nach Ablauf von 60 Minuten Verhaltensbeobachtung wurden die Tiere zum Zeitpunkt

t= 75 Minuten aus den Abteilen entnommen, ihre KT erneut rektal gemessen und sie in eine
Transportkiste umgesetzt. Bei Beobachtungen wihrend der Dunkelphase oder unter farbiger
Beleuchtung wurde vor dem Verlassen des Beobachtungsraumes eine zweite Transportkiste
lichtdicht umgekehrt aufgesetzt, um die Tiere bis zur Dekapitation keiner Beleuchtung
auszusetzen. Die Tiere wurden dann in den Dekapitationsraum gebracht, einzeln der Transport-
kiste entnommen und jeweils innerhalb von 90 Sekunden dekapitiert und ihr Blut in
vorgekiihlten Rohrchen aufgefangen.

Im Beobachtungsraum wurden die Deckel der Beobachtungsabteile bis zum Einsetzen der Tiere
des néchsten Versuchszeitpunkts gedffnet gelassen, um eine Erwdrmung der Abteile innerhalb
eines Versuchsblocks zu vermeiden.
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Priifparameter

Korpertemperatur

Die KT wurde wihrend des Versuchsablaufs in zwei Zeitrdumen von t= -10 Minuten

bis t= -5 Minuten und nach t= 75 Minuten bis t= 80 Minutenwihrend des Versuchsablaufs rektal
gemessen. Zum Zeitpunkt t= 0 Minuten erfolgte die Injektion von Vehikel oder Rolipram, so
dass die Messung der Rektaltemperatur in geringem zeitlichen Abstand vor der Injektion
erfolgte. Nach 75 Minuten war diese Messung die erste Tatigkeit nach Beendigung der
Verhaltensbeobachtung.

Zu jedem Messzeitpunkt wurde das freie Ende der Thermosonde vorher in Glycerin getaucht, um
ein rasches und schmerzarmes rektales Einfiithren zu ermoglichen. Die Temperatur wurde nach
einer Verweildauer von 20 Sekunden abgelesen, deren Ablauf auf einer am Messplatz
aufgestellten groformatigen Stoppuhr verfolgt werden konnte.

Priifschema - I

Folgende Parameter wurden durch parallele Beobachtung an sechs Tieren registriert:

a ) head twitches —- HTW

kurzdauerndes, schnelles Schiitteln des Kopfes oder Oberkorpers um die Korperldngsachse

b ) grooming — GR

eine zusammenhédngende Sequenz von Bewegungen bestehend aus Putzen von Schnauze und
Kopf einschlieBlich der Ohren und Putzen des Flankenfells mit den Vorderpfoten zusammen mit
dem Belecken des Flankenfells

¢ ) genital grooming — GGR

Saduberung der Genital- und/ oder Analregion durch Belecken

d ) scratching — SCR

Kratzen des Fells am Hinterkopf in der Nihe der Ohren mit der Hinterpfote

e ) pelvic thrust — PT

eine nach vorn gerichtete Bewegung des Beckengiirtels meist im Sitzen, zum Teil mit einer
Ejakulation verbunden

Priifschema - 11

f) digging — DI

Graben in der Einstreu

g ) yawning - YAW

Gihnen, teilweise mit Herausschieben der Zunge und Streckung des gesamten Korpers
h ) sleeping — SL

Schlafen des Tieres (Augen geschlossen)

i) sniffing — SN

Beschnuppern von Luftlochern am Deckel oder der Hinterwand des Kifigs, teilweise mit
Hindurchstrecken der Zunge durch die Luftlécher oder auch Belecken dieser

k ) forepaw shaking — FPS

kurze, schnelle Schiittelbewegung der Vorderpfoten im Brustbereich
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Gruppierung von Parametern

In der Zeit von 15 bis 75 Minuten nach Applikation der Losungen wurde eine Verhaltens-
beobachtung mit insgesamt zehn Parametern durchgefiihrt:

a ) head twitches

b ) grooming, forepaw shaking, genital grooming, scratching, pelvic thrust, digging, yawning
und ¢ ) sleeping.

Quantifizierung der Parameter

Head twitches wurden quantitativ iiber den gesamten Beobachtungszeitraum erfasst.

Das mindestens einmalige Auftreten der Parameter unter b) innerhalb eines 5-min-Intervalls
wurde als ein ,,Ereignis® mit ,,eins* bewertet. Damit betrug pro Tier und Beobachtungszeitraum
die maximale ,,Ereigniszahl® ,,zwolf*, im weiteren Verlauf wird synonym der Begriff ,,Inzidenz*
verwendet. Diese Intervalleinteilung war bereits in anderen Verhaltensstudien bei WISTAR-
Ratten verwendet worden (Niesink, van Ree 1982 WISTAR, TNO, Niederlande).

Bei dem Parameter ,,Sleeping* wurde eine differenzierte Bewertung vorgenommen:

Nur diejenigen Intervalle wurden mit ,,eins* bewertet, in denen die Tiere von Beginn bis Ende
schliefen und sie auch zum Ende des vorangegangenen Intervalls geschlafen hatten.

Waren die Tiere vor oder nach der Schlafphase in einem Intervall wach oder waren sie im
vorausgehenden Intervall wach, wurde das aktuelle Intervall mit ,,0,5* bewertet.

Wihrend der Schlafphase konnten zusétzlich ,,Yawning* und / oder ,,Scratching* auftreten.

Das angegebene Procedere erfolgt in Anlehnung an eine Verhaltensuntersuchung bei WISTAR-
Ratten. Dort wurde jeweils bei insgesamt fiinf Aktivititsstadien dasjenige Stadium angegeben,
das mindestens eine halbe Minute bestanden hatte.

Klinisch-biochemische Paramelter

Corticosteron

Die Messungen wurden mit einem kommerziellen RIA der Firma Endocrine Sciences, Tarzana,
Kalifornien, USA durchgefiihrt. Zu dieser Methode sind schon verschiedene Literaturangaben
publiziert, bei denen die Konzentrationen fiir Kontrolltiere zwischen

150 bis 450 pmol/ ml lagen (Fischette et al. 1980, Kile, Turner 1985, s. a. D"Agostino et al.
1982, Fink et al. 1980, Tagin et al. 1985, Miyabo et al. 1982).

Melatonin

Die Messungen wurden mit einem kommerziellen RIA der Firma Tecova AG, Wohlen, CH
durchgefiihrt. Diese Methode ist ein eingefiihrtes Verfahren, das nach der Literatur fiir
*H-markiertes Melatonin auch bei niedrigen Konzentrationen im Bereich von 25 pg, wie sie in
der Hell-Phase zu erwarten sind, zu verldsslichen Ergebnissen fiihrte (VK intra-assay 1-7 %, in-
ter-assay 2-13 %) (Lynch, Ozaki, Wurtman 1978). Bei '’I-RIA konnten sogar minimale Kon-
zentrationen von 7 pg/ml gemessen werden (Wurtman, Waldhauser (Hrsg.): Melatonin in hu-
mans, J Neural Transm Suppl 21 1986). Gegeniiber einem *H-RIA lagen die gemessenen Kon-
zentrationen aber um bis zu 15% hoher (Levy et al. 1984, Lynch et al. 1982, Wurtman,
Waldhauser (Hrsg.): Melatonin in humans, J Neural Transm Suppl 21 1986.), so dass hier ein
3H—Assay verwendet wurde.
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Glukose

Die Messungen wurden mit einem Beckman-Glukosemessgerit nach der Hexokinasemethode
durchgefiihrt.

Probengewinnung

Am Arbeitsplatz fiir die Probengewinnung wurden die fiir einen Versuchsblock benétigten
Reagenzgldser mit Laborfilm verschlossen und in Eiswasser gekiihlt.

Die Tiere wurden in Reihenfolge der Applikation dekapitiert und das Blut in den Reagenzglidsern
aufgefangen und sofort wieder in Eiswasser gestellt.

Nach jeder Dekapitation wurde der Arbeitsplatz mit Wasser gesdubert und trocken gewischt. Der
Behilter zur Aufnahme der Kadaver war bis auf den Zeitraum der Dekapitation abgedeckt.

Die vorgekiihlten Proben wurden in einem temperaturkontrollierten Raum (Temperatur

T= 7 Grad C) iiber15 Minuten bei 3175 U/min mit einer Zentrifuge "Hettich Rotixa”,

Firma A. Hettich, Tuttlingen, Deutschland, zentrifugiert.

Im Zeitraum t= 0 bis t= 15 Minuten wurden die zentrifugierten Proben der Zentrifuge entnom-
men. Am Arbeitsplatz fiir die Probengewinnung wurde das Serum in vorher mit der Nummer des
Tieres beschriftete Probenrohrchen in Portionen von 3 x 200 ul mit einer

,Eppendorf Prizisionspipette 200 ul* abpipettiert und der verbleibenden Rest in ein gesondertes
Rohrchen gegeben. Fiir jede Portion wurde eine neue Pipettenspitze verwendet, um eine
Verschleppung von Blutkuchenbestandteilen auf ein Minimum reduzieren zu konnen.

Probenlagerung

Die Probenrohrchen wurden bis zur weiteren Verarbeitung fiir die Hormon- und Glukose-
bestimmungen zwei Wochen bei — 20 Grad C und danach bei — 70 Grad C gelagert.

Beobachtungsplatz

Réaumliche Aufteilung

Der Beobachtungsplatz bestand aus drei Bereichen:

a) Beobachtungsplatz,

b) Mess- und Applikationsplatz und

c) Platz zur Probengewinnung.

a) und b) befanden sich im Raum der Tierhaltung. Mess- und Applikationsplatz waren identisch.
Der Platz zur Probengewinnung war von den anderen Pldtzen rdumlich getrennt. Damit wurde
eine Beeinflussung der iibrigen Tiere durch die Dekapitationen an diesem Platz vermieden
(Wong et al. 1983).
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Biometrische Auswertung

Zur Auswertung der Ergebnisse wurden folgende Annahmen getroffen worden:

Als Versuchsobjekt werden einzelne Ratten eingesetzt, die als Versuchseinheit Triger von
Merkmalen sind. In dieser Untersuchung interessieren die Merkmale (Obergruppe) Verhalten,
KT und Hormone/Substrate. Bei den Versuchsobjekten werden bei den einzelnen Merkmalen die
nachfolgend beschriebenen Ausprigungen beobachtet oder gemessen:

als stetige Merkmale sind KT, Koérpergewicht, Glukose und die Hormone vorhanden, die {ibrigen
Merkmale sind als diskrete Merkmale zu bezeichnen.

Bei den Verhaltensparametern werden lediglich HTW mit einer metrischen Skala von Null bis
zum Maximalwert bis zu 75 HTW/ Sitzung gemessen, alle {ibrigen sind mit einer Ordinalskala
zu messen. Es wurden bei diesen die Auspriagung Null, ein Halb und Eins zugelassen.

Die iibrigen Parameter sind mit metrischen Skalen messbar. Dabei konnen die metrischen Skalen
weiter unterteilt werden. Die Skalen bei KT, Glukose und Hormonen sind Intervallskalen, beim
Korpergewicht ist es eine Verhéltnisskala.

Die Ratten wurden nach dem Zufallsprinzip aus der ZTH Schering mit einem Mindestgewicht
ausgewdhlt. In einem weiteren Schritt wurden sie ebenfalls nach dem Zufallsprinzip zu

6 Tieren in einen Kifig gesetzt und zur Vorbereitung des Versuchstages nummeriert. Die weitere
Zuordnung zu den einzelnen Behandlungsgruppen erfolgte durch eine zufillige Auswahl mit je
drei mit K (Kontrolle) und R (Rolipram) beschrifteten Lose, die fiir jede Gruppe pro Versuchs-
zeitpunkt neu gemischt und daraus fiir jedes Tier das Behandlungsregime ermittelt wurde. Da die
Auswahl der Tiere und Verabreichung der Substanzen durch eine Person erfolgte, war das
Prinzip der doppelblinden Untersuchung nur in Grenzen einzuhalten, aber fiir die Durchfiihrung
durch einen (gleichen) Untersucher erforderlich.

Fiir die deskriptive Statistik werden die folgenden Verfahren verwandt:

Ordinale Daten:

Fiir die Parameter mit geringer Auspragung wie PT, YAW, GGR erfolgt die Darstellung in
tabellarischer Form, fiir alle {ibrigen Parameter (FPS, GR, DI, SN, SCR, SL) in Form von Stab-
diagrammen.

Als KenngroBen in der Darstellung werden Mediane und die Quartile 25/75 verwandt.

Es erfolgt die Darstellung der Hiufigkeiten pro Zeitpunkt.

Fiir diese Parameter wird angenommen, dass keine gegenseitige Beeinflussung erfolgt, sie so als
unabhiingige Stichproben gelten konnen. Uber die Art der Verteilung kann keine sichere Aussage
getroffen werden, daher wird als verteilungsunabhéngiger Test der Kruskal-Wallis-Test
eingesetzt.

Metrische Daten:

Alle Daten werden in Stabdiagrammen dargestellt.

Fiir die statistische Bearbeitung wird angenommen, dass sich alle metrischen Daten normal-
verteilt darstellen. Durch die Zahl von durchschnittlich 12 Tieren pro Versuchszeitpunkt
erscheint eine ausreichend gro3e Zahl an Daten vorzuliegen, die nach dem Zentralen Grenzwert-
satz der Wahrscheinlichkeitsrechnung eine Anniherung an eine Normalverteilung zuldsst.

Fiir Korpergewicht, Temperatur und die Wirkung eines Pharmakons auf Versuchstiere
(Reaktionszeit nach Substanzapplikation) ist dies bekannt.
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Die untersuchten Stichproben R und K sind unabhiéngige Stichproben. Fiir den Standardfehler
der Differenz ist eine Testung auf Varianzenhomogenitit notwendig, die mit einem Varianz-
quotentest (F-Test) gepriift wird. Voraussetzung zur Anwendung ist die Variation der
Merkmalsauspriagungen gemall einem Normalverteilungsgesetz, die wie oben beschrieben
angenommen wird.

Fiir den Vergleich unabhingiger Stichproben bei metrischen Daten werden t-Test (gleiche
Streuungen) und Welch-Test (unterschiedliche Streuungen) angewandt.

Um unabhingig vom angenommenen Verteilungsmodell zur numerischen Charakterisierung
eines Punktschitzwertes zu sein, wird hier der Mittelwert mit seinem Standardfehler

(Mean = SEM) verwendet und in der Darstellung verarbeitet.

Die hier verwandte Nullhypothese lautet immer: Die Behandlung mit Rolipram fiihrt im
Vergleich zur Kontrolle zu keiner Verdnderung am untersuchten Parameter.

Als Irrtumswahrscheinlichkeit (Signifikanzniveau) wird o= 0.05 gewihlt und der Test als
zweiseitiger Test durchgefiihrt.
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Ergebnisse

1 Beleuchtungsversuch
1.1 Verhalten
1.1.1 Head twitches

1.1.1.1 Kontrollen

Zu allen fiinf Zeitpunkten lagen die Werte sehr niedrig, um 04.00 Uhr ( Licht an ) mit zwei
Head twitches / Stunde dabei am hochsten. (Abbildung 1)

1.1.1.2 Rolipram

Unter Rolipram kam es zu einem statistisch signifikanten starken Anstieg der Head twitches. Die
hochsten Werte fanden sich um 04.00 Uhr ( Licht an ) und 06.00 Uhr ( Gelb ) mit 30 bis 35 Head
twitches / Stunde. An den anderen drei Zeitpunkten lagen die Head twitches niedriger: um 10.00
Uhr ( Griin ) waren es 20 / Stunde, um 08.00 Uhr ( Blau ) und 12.00 Uhr ( Rot ) etwa 15 Head
twitches / Stunde. (Abbildung 1)
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Abb. 1: Beleuchtungsversuch

Head-Twitches bei Ratten zu verschiedenen Tageszeitpunkten und unterschiedlichen
Lichtbedingungen nach einmaliger intraperitonealer (i.p.) Vorbehandlung (15 min)

mit Rolipram (2.5 mg/kg) bzw. Vehikel (Kontrolle).

Pro Tageszeitpunkt wurden jeweils 24 Tiere eingesetzt

und nach Zufallskriterien den 2 Behandlungsgruppen zugeordnet

(n =12 Tiere Rolipram i.p.; n = 12 Tiere Vehikel i.p.).

Die Anzahl der Head-Twitches wurde wéhrend 1 h

(von der 15. - 75. Min nach i.p. Behandlung) erfasst.

Dargestellt sind die Mittelwerte mit S.E.M.

(Signifikanzniveau: ++ - p <0.01, t-Test)
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1.1.2 Forepaw shaking

1.1.2.1 Kontrollen
Dieser Parameter trat nur bei einzelnen Kontrolltieren auf. (Abbildung 2)

1.1.2.2 Rolipram

Nach Gabe von Rolipram trat Forepaw shaking mit einer Inzidenz von sieben statistisch signifi-
kant erhoht auf. Zwischen den einzelnen Zeitpunkten waren keine groBen Unterschiede zu sehen.
(Abbildung 2)
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Abb. 2: Beleuchtungsversuch

Forepaw shaking bei Ratten zu verschiedenen Tageszeitpunkten und unterschiedlichen
Lichtbedingungen nach einmaliger intraperitonealer (i.p.) Vorbehandlung (15 min)

mit Rolipram (2.5 mg/kg) bzw. Vehikel (Kontrolle).

Pro Tageszeitpunkt wurden jeweils 24 Tiere eingesetzt

und nach Zufallskriterien den 2 Behandlungsgruppen zugeordnet

(n =12 Tiere Rolipram i.p.; n = 12 Tiere Vehikel i.p.).

Das Vorhandensein von Forepaw shaking pro Zeitraum von 5 min

wurde wahrend 1 h (von der 15. - 75. min nach i.p. Behandlung) registriert

(Inzidenzrate: maximal 12).

Dargestellt sind die Mediane mit 25/75%-Quartilen.

(Signifikanzniveau: WK = p < 0.01; Kruskal-Wallis-Test)
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1.1.3 Grooming

1.1.3.1 Kontrollen

GR trat bei den Kontrollen zu allen Zeitpunkten in einer niedrigen Héufigkeit auf. Dabei fanden
sich die hochsten Werte um 08.00 Uhr ( Blau ) mit einer Inzidenzrate von zwei.
(Abbildung 3)

1.1.3.2 Rolipram

Unter Rolipram waren Groomingsequenzen hiufig zu beobachten. Zu allen Zeitpunkten waren
diese statistisch signifikant erhoht. Das Maximum fand sich dabei um 12.00 Uhr ( Rot ) mit einer
Inzidenzrate von sieben, zu den restlichen Zeitpunkten lag die Rate bei etwa sechs. (Abbildung
3)
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Abb. 3: Beleuchtungsversuch

Grooming bei Ratten zu verschiedenen Tageszeitpunkten und unterschiedlichen
Lichtbedingungen nach einmaliger intraperitonealer (i.p.) Vorbehandlung (15 min)
mit Rolipram (2.5 mg/kg) bzw. Vehikel (Kontrolle).

Pro Tageszeitpunkt wurden jeweils 24 Tiere eingesetzt

und nach Zufallskriterien den 2 Behandlungsgruppen zugeordnet

(n =12 Tiere Rolipram i.p.; n = 12 Tiere Vehikel i.p.).

Das Vorhandensein von Grooming pro Zeitraum von 5 min

wurde wahrend 1 h (von der 15. - 75. min nach i.p. Behandlung) registriert
(Inzidenzrate: maximal 12).

Dargestellt sind die Mediane mit 25/75%-Quartilen.

(Signifikanzniveau: WK = p < 0.01; Kruskal-Wallis-Test)

12.00
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1.1.4 Scratching

1.1.4.1 Kontrollen

SCR trat bei den Kontrolltieren mit einer médfigen Inzidenzrate von zwei bis fiinf auf. Am hiu-
figsten war es um 06.00 Uhr ( Gelb ) zu beobachten, 08.00 Uhr ( Blau ) und 10.00 Uhr

( Griin ) folgten mit einer Rate von drei. Die niedrigste Rate fand sich um 12.00 Uhr ( Rot ).
(Abbildung 4)

1.1.4.2 Rolipram

Es kam zu einer fast vollstindigen Suppression des Verhaltens, so dass sich ein statistisch signi-
fikanter Unterschied zu allen Zeitpunkten ergab. (Abbildung 4)
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Abb. 4: Beleuchtungsversuch

Scratching bei Ratten zu verschiedenen Tageszeitpunkten und unterschiedlichen
Lichtbedingungen nach einmaliger intraperitonealer (i.p.) Vorbehandlung (15 min)
mit Rolipram (2.5 mg/kg) bzw. Vehikel (Kontrolle).

Pro Tageszeitpunkt wurden jeweils 24 Tiere eingesetzt

und nach Zufallskriterien den 2 Behandlungsgruppen zugeordnet

(n =12 Tiere Rolipram i.p.; n = 12 Tiere Vehikel i.p.).

Das Vorhandensein von Scratching pro Zeitraum von 5 min

wurde wahrend 1 h (von der 15. - 75. min nach i.p. Behandlung) registriert
(Inzidenzrate: maximal 12).

Dargestellt sind die Mediane mit 25/75%-Quartilen.

(Signifikanzniveau: WW =p <0.01, W =p < 0.05; Kruskal-Wallis-Test)

12.00
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1.1.5 Genital grooming

1.1.5.1 Kontrollen

Dieser Parameter kann zu den in geringer Hiufigkeit auftretenden Verhaltensphdanomenen ge-
zidhlt werden. Er trat zu den Zeitpunkten 04.00 Uhr ( Licht an ) und 06.00 Uhr ( Gelb ) mit einer
Inzidenzrate von eins, danach mit einer Rate von zwei bis drei auf. (Tabelle 1a)

1.1.5.2 Rolipram

Unter Rolipram konnte keine wesentliche Abweichung im Auftreten registriert werden, so dass
es zu keiner statistisch signifikanten Anderung kam. (Tabelle 1a)

Tabelle 1a: Beleuchtungsversuch

Beleuchtungsversuch Kontrolle Beleuchtungsversuch Rolipram Signifikanz-
MZ Quantil25 Median Quantil 75 |Quantil25 Median Quantil 75 Niveau
04.00 Uhr 0,5 1,0 1,0 0,5 1,0 2,5 n.s.
06.00 Uhr 0,5 1,0 2,0 0,0 1,0 2,0 n.s.
08.00 Uhr 2,0 2,5 3,0 1,0 2,0 2,0 n.s.
10.00 Uhr 1,5 2,5 3,0 0,0 1,5 3,0 n.s.
12.00 Uhr 1,0 2,0 2,0 0,0 1,0 2,0 n.s.

MZ = Messzeitpunkt

n.s. = nicht signifikant

Genital Grooming bei Ratten zu verschiedenen Tageszeitpunkten und unterschiedlichen
Lichtbedingungen nach einmaliger intraperitonealer (i.p.) Vorbehandlung (15 min)

mit Rolipram (2.5 mg/kg) bzw. Vehikel (Kontrolle).

Pro Tageszeitpunkt wurden jeweils 24 Tiere eingesetzt

und nach Zufallskriterien den 2 Behandlungsgruppen zugeordnet

(n =12 Tiere Rolipram i.p.; n = 12 Tiere Vehikel i.p.).

Das Vorhandensein von Genital Grooming pro Zeitraum von 5 min

wurde wéahrend 1 h (von der 15. - 75. min nach i.p. Behandlung) registriert

(Inzidenzrate: maximal 12).

Dargestellt sind die Mediane mit 25/75%-Quartilen.

(Signifikanzniveau: durchgehend p > 0.05; Kruskal-Wallis-Test)
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1.1.6 Pelvic thrust

1.1.6.1 Kontrollen

Auch hierbei handelte es sich um ein selten auftretendes Verhaltensphdnomen. Es trat zu den
Zeitpunkten 08.00 Uhr ( Blau ) bis 12.00 Uhr ( Rot ) nur bei einzelnen Tieren auf.
(Tabelle 2a)

1.1.6.2 Rolipram

Unter Rolipram trat der Parameter zu allen Zeitpunkten auf. Zum Zeitpunkt 08.00 Uhr ( Blau )
fand sich eine geringe Steigerung der Haufigkeit, die fiir einen statistisch signifikanten Unter-
schied ausreichend war. (Tabelle 2a)

Tabelle 2a: Beleuchtungsversuch

Beleuchtungsversuch Kontrolle Beleuchtungsversuch Rolipram Signifikanz-
MZ Quantil 25 Median Quantil 75 | Quantil 25 Median Quantil 75 Niveau
04.00 Uhr 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,0 n.s.
06.00 Uhr 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,0 n.s.
08.00 Uhr 0,0 0,0 0,5 0,5 1,5 3,0 PAG A4
10.00 Uhr 0,0 0,5 1,0 0,0 0,0 1,0 n.s.
12.00 Uhr 0,0 0,0 0,5 0,0 0,5 1,0 n.s.

MZ = Messzeitpunkt

n.s. = nicht signifikant

Pelvic Thrust bei Ratten zu verschiedenen Tageszeitpunkten und unterschiedlichen
Lichtbedingungen nach einmaliger intraperitonealer (i.p.) Vorbehandlung (15 min)
mit Rolipram (2.5 mg/kg) bzw. Vehikel (Kontrolle).

Pro Tageszeitpunkt wurden jeweils 24 Tiere eingesetzt

und nach Zufallskriterien den 2 Behandlungsgruppen zugeordnet

(n =12 Tiere Rolipram i.p.; n = 12 Tiere Vehikel i.p.).

Das Vorhandensein von Pelvic Thrust pro Zeitraum von 5 min

wurde wéahrend 1 h (von der 15. - 75. min nach i.p. Behandlung) registriert
(Inzidenzrate: maximal 12).

Dargestellt sind die Mediane mit 25/75%-Quartilen.

(Signifikanzniveau: WK = p < 0.01; Kruskal-Wallis-Test)
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1.1.7 Sniffing

1.1.7.1 Kontrollen

Bei diesem méBig hiufigen Parameter wurde als maximale Héaufigkeit zum Zeitpunkt

06.00 Uhr ( Gelb ) eine Inzidenz von vier beobachtet.

Zu den Zeitpunkten 08.00 Uhr ( Blau ) und 12.00 Uhr ( Rot ) lag die Inzidenz bei drei, die Zeit-
punkte 04.00 Uhr ( Licht an ) und 10.00 Uhr ( Griin ) hatten nur noch eine Inzidenz von zwei.
(Abbildung 5)

1.1.7.2 Rolipram

Unter Rolipram war Sniffing immer statistisch signifikant supprimiert, so dass es nur noch bei
einzelnen Tieren zu beobachten war. (Abbildung 5)
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Abb. 5: Beleuchtungsversuch

Sniffing bei Ratten zu verschiedenen Tageszeitpunkten und unterschiedlichen
Lichtbedingungen nach einmaliger intraperitonealer (i.p.) Vorbehandlung (15 min)
mit Rolipram (2.5 mg/kg) bzw. Vehikel (Kontrolle).

Pro Tageszeitpunkt wurden jeweils 24 Tiere eingesetzt

und nach Zufallskriterien den 2 Behandlungsgruppen zugeordnet

(n =12 Tiere Rolipram i.p.; n = 12 Tiere Vehikel i.p.).

Das Vorhandensein von Sniffing pro Zeitraum von 5 min

wurde wahrend 1 h (von der 15. - 75. min nach i.p. Behandlung) registriert
(Inzidenzrate: maximal 12).

Dargestellt sind die Mediane mit 25/75%-Quartilen.

(Signifikanzniveau: WK = p < 0.01, W o= p < 0.05; Kruskal-Wallis-Test)
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1.1.8 Digging

1.1.8.1 Kontrollen

Der Parameter wies eine dhnliche Hiufigkeit wie Sniffing auf.

Das Maximum wurde um 06.00 Uhr ( Gelb ) mit einer Inzidenzrate von drei beobachtet, Minima
lagen zu den Zeitpunkten 10.00 Uhr ( Griin ) und 12.00 Uhr ( Rot ) mit einer Rate von eins vor.
(Abbildung 6)

1.1.8.2 Rolipram

Entsprechend dem Verhalten von Sniffing unter Rolipram war Digging lediglich noch bei
einzelnen Tieren zu beobachten; diese Abnahme war jeweils statistisch signifikant.
(Abbildung 6)
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Abb. 6: Beleuchtungsversuch

Digging bei Ratten zu verschiedenen Tageszeitpunkten und unterschiedlichen
Lichtbedingungen nach einmaliger intraperitonealer (i.p.) Vorbehandlung (15 min)
mit Rolipram (2.5 mg/kg) bzw. Vehikel (Kontrolle).

Pro Tageszeitpunkt wurden jeweils 24 Tiere eingesetzt

und nach Zufallskriterien den 2 Behandlungsgruppen zugeordnet

(n =12 Tiere Rolipram i.p.; n = 12 Tiere Vehikel i.p.).

Das Vorhandensein von Digging pro Zeitraum von 5 min

wurde wahrend 1 h (von der 15. - 75. min nach i.p. Behandlung) registriert
(Inzidenzrate: maximal 12).

Dargestellt sind die Mediane mit 25/75%-Quartilen.

(Signifikanzniveau: WW =p <0.01, W =p < 0.05; Kruskal-Wallis-Test)
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1.1.9 Sleeping

1.1.9.1 Kontrollen

Sleeping ist bei den Kontrolltieren ein hdufiges Verhaltensphdnomen. Es trat zu allen Zeit-
punkten mit einer Inzidenzrate grofer vier auf. Das Maximum fand sich um 04.00 Uhr

( Licht an ) mit einer Inzidenzrate um etwa acht, das Minimum fand sich zum Zeitpunkt 06.00
Uhr ( Gelb ) mit einer Rate von etwa viereinhalb. Zwischen den Zeitpunkten 08.00 Uhr (Blau)
bis 12.00 Uhr ( Rot ) waren keine groBeren Unterschiede zu sehen, Sleeping wies Inzidenzraten
um fiinf auf. (Abbildung 7)

1.1.9.2 Rolipram

Unter Rolipram wurde dieses Verhalten nahezu vollstindig supprimiert, so dass es nur noch bei
einzelnen Tieren beobachtet werden konnte. Demzufolge konnte ein statistisch signifikanter
Abfall an allen Zeitpunkten errechnet werden. (Abbildung 7)
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Abb. 7: Beleuchtungsversuch

Sleeping bei Ratten zu verschiedenen Tageszeitpunkten und unterschiedlichen
Lichtbedingungen nach einmaliger intraperitonealer (i.p.) Vorbehandlung (15 min)
mit Rolipram (2.5 mg/kg) bzw. Vehikel (Kontrolle).

Pro Tageszeitpunkt wurden jeweils 24 Tiere eingesetzt

und nach Zufallskriterien den 2 Behandlungsgruppen zugeordnet

(n =12 Tiere Rolipram i.p.; n = 12 Tiere Vehikel i.p.).

Das Vorhandensein von Sleeping pro Zeitraum von 5 min

wurde wahrend 1 h (von der 15. - 75. min nach i.p. Behandlung) registriert
(Inzidenzrate: maximal 12).

Dargestellt sind die Mediane mit 25/75%-Quartilen.

(Signifikanzniveau: WK = p < 0.01; Kruskal-Wallis-Test)
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1.1.10 Yawning

1.1.10.1 Kontrollen
Yawning trat zu allen Zeitpunkten mit einer geringen Inzidenzrate auf. (Tabelle 3a)

1.1.10.2 Rolipram

Zu keinem Zeitpunkt konnte dieser Parameter beobachtet werden. Trotz der niedrigen Kontroll-
werte war dadurch unter Rolipram ein statistisch signifikanter Abfall zu beobachten.
(Tabelle 3a)

Tabelle 3a: Beleuchtungsversuch

Beleuchtungsversuch Kontrolle Beleuchtungsversuch Rolipram Signifikanz-
MZ Quantil 25 Median  Quantil 75 Quantil 25 Median  Quantil 75 Niveau
04.00 Uhr 0,0 0,0 1,0 0,0 0,0 0,0 PA¢
06.00 Uhr 0,5 1,0 2,0 0,0 0,0 0,0 DA% ¢
08.00 Uhr 0,0 1,0 2,5 0,0 0,0 0,0 DA% ¢
10.00 Uhr 0,0 1,0 2,0 0,0 0,0 0,0 DA% ¢
12.00 Uhr 0,0 0,5 2,0 0,0 0,0 0,0 DA% ¢

MZ = Messzeitpunkt

n.s. = nicht signifikant

Yawning bei Ratten zu verschiedenen Tageszeitpunkten und unterschiedlichen
Lichtbedingungen nach einmaliger intraperitonealer (i.p.) Vorbehandlung (15 min)
mit Rolipram (2.5 mg/kg) bzw. Vehikel (Kontrolle).

Pro Tageszeitpunkt wurden jeweils 24 Tiere eingesetzt

und nach Zufallskriterien den 2 Behandlungsgruppen zugeordnet

(n =12 Tiere Rolipram i.p.; n = 12 Tiere Vehikel i.p.).

Das Vorhandensein von Yawning pro Zeitraum von 5 min

wurde wahrend 1 h (von der 15. - 75. min nach i.p. Behandlung) registriert
(Inzidenzrate: maximal 12).

Dargestellt sind die Mediane mit 25/75%-Quartilen.

(Signifikanzniveau: WK = p <0.01, W o= p < 0.05; Kruskal-Wallis-Test)
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1.2 Klinisch - chemische Parameter

1.2.1 Melatonin

Zu diesem Parameter wurden keine Messwerte erhoben, da zum Zeitpunkt der Versuchsdurch-
fiihrung kein ausreichend sensitiver Assay zur Verfiigung stand.

1.2.2 Corticosteron

1.2.2.1 Kontrollen

Die Messwerte lagen zwischen einem Minimum von 900 pmol/ ml um 04.00 Uhr ( Licht an )
und einem Maximum von 1200 pmol/ ml um 08.00 Uhr ( Blau ). (Abbildung 8)

1.2.2.2 Rolipram

Unter Rolipram kam es zu einem gleichformigen, statistisch signifikanten Anstieg der
Corticosteron - Messwerte. Das Minimum wurde um 10.00 Uhr ( Griin ) mit einem Messwert
von 1800 pmol/ ml und das Maximum um 06.00 Uhr ( Gelb ) mit 1900 pmol/ ml ermittelt.
(Abbildung 8)
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Abb. 8: Beleuchtungsversuch

Serum-Corticosteron bei Ratten zu verschiedenen Tageszeitpunkten und unterschiedlichen
Lichtbedingungen 75 min nach einmaliger intraperitonealer (i.p.) Behandlung

mit Rolipram (2.5 mg/kg) bzw. Vehikel (Kontrolle).

Pro Tageszeitpunkt wurden jeweils 24 Tiere eingesetzt

und nach Zufallskriterien den 2 Behandlungsgruppen zugeordnet

(n =12 Tiere Rolipram i.p.; n = 12 Tiere Vehikel i.p.).

Die Serum-Corticosteron-Konzentration wurde radioimmunologisch bestimmt.

Dargestellt sind die Mittelwerte mit S.E.M.

(Signifikanzniveau: W W = p < 0.01; Welch-Test)
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1.2.3 Glukose

1.2.3.1 Kontrollen
Es fanden sich zu allen Zeitpunkten etwa gleich hohe Konzentrationen um 140 mg/ dlI.
(Abbildung 9)

1.2.3.2 Rolipram

Durch Rolipram kam es zu einem statistisch signifikanten Anstieg der Glukosekonzentrationen,
der zu den Zeitpunkten 04.00 Uhr bis 08.00 Uhr am ausgeprégtesten war.

Der Maximalwert wurde um 06.00 Uhr mit 170 mg/ dl gemessen, der Minimalwert lag um 12.00
Uhr mit 155 mg/ dl vor. (Abbildung 9)
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Serum-Glukose bei Ratten zu verschiedenen Tageszeitpunkten und unterschiedlichen

Lichtbedingungen 75 min nach einmaliger intraperitonealer (i.p.) Behandlung

mit Rolipram (2.5 mg/kg) bzw. Vehikel (Kontrolle).
Pro Tageszeitpunkt wurden jeweils 24 Tiere eingesetzt

und nach Zufallskriterien den 2 Behandlungsgruppen zugeordnet

(n =12 Tiere Rolipram i.p.; n = 12 Tiere Vehikel i.p.).
Die Serum-Glukose-Konzentration wurde enzymatisch (Hexokinase-Verfahren) bestimmit.

Dargestellt sind die Mittelwerte mit S.E.M..

(Signifikanzniveau: ¥ ¥ / W ¥ =p<0.01, ¥ /% =p<0.05;

t-Test (¥) bzw. Welch-Test (X))
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1.3 Temperatur - Regulation

1.3.1 Ausgangstemperaturen

Die Korpertemperaturen lagen zu allen fiinf Zeitpunkten um 37 Grad Celsius.

Bei den fiir Rolipram vorgesehenen Tieren waren sehr geringe, statistisch nicht signifikante Ver-
danderungen zu eher hoheren Werten zu messen. (Abbildung 10)
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Abb. 10: Beleuchtungsversuch

Koérpertemperatur bei Ratten zu verschiedenen Tageszeitpunkten und unterschiedlichen
Lichtbedingungen unmittelbar vor einmaliger intraperitonealer (i.p.) Behandlung

mit Rolipram (2.5 mg/kg) bzw. Vehikel (Kontrolle).

Pro Tageszeitpunkt wurden jeweils 24 Tiere eingesetzt

und nach Zufallskriterien den 2 Behandlungsgruppen zugeordnet

(n =12 Tiere Rolipram i.p.; n = 12 Tiere Vehikel i.p.).

Die Koérpertemperatur wurde mittels einer rektal eingefiihrten Thermosonde gemessen.
Dargestellt sind die Mittelwerte mit S.E.M..

(Signifikanzniveau durchweg p > 0.05; t-Test)
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1.3.2 Temperaturen nach Verhaltensbeobachtung

Bei den Kontrolltieren waren keine Verdanderungen in den Temperaturen zwischen den einzelnen
Zeitpunkten zu erkennen. Sie lagen weiterhin um 37 Grad Celsius. Gegeniiber den Ausgangs-
temperaturen waren keine statistisch signifikanten Verdnderungen zu sehen.

Ein deutlicher hypothermer Effekt wurde unter Rolipram festgestellt. Es kam zu allen Zeit-
punkten zu einem statistisch signifikanten Abfall der Korpertemperaturen auf 34,5 bis 35 Grad
Celsius, wobei das Minimum zum Zeitpunkt 06.00 Uhr auftrat. (Abbildung 11).
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Abb. 11: Beleuchtungsversuch

Korpertemperatur bei Ratten zu verschiedenen Tageszeitpunkten und unterschiedlichen
Lichtbedingungen 75 Minuten nach einmaliger intraperitonealer (i.p.) Behandlung

mit Rolipram (2.5 mg/kg) bzw. Vehikel (Kontrolle).

Pro Tageszeitpunkt wurden jeweils 24 Tiere eingesetzt

und nach Zufallskriterien den 2 Behandlungsgruppen zugeordnet

(n =12 Tiere Rolipram i.p.; n = 12 Tiere Vehikel i.p.).

Die Kérpertemperatur wurde mittels einer rektal eingefiihrten Thermosonde gemessen.
Dargestellt sind die Mittelwerte mit S.E.M.

(Signifikanzniveau: YN - p <0.01; t-Test (+) bzw. Welch-Test (*))
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2 Hauptversuch Teil 1

2.1 Verhalten

2.1.1 Head twitches

2.1.1.1 Kontrollen

Die hochsten Anzahlen fanden sich zu den Zeitpunkten 06.00 Uhr, 08.00 Uhr und 22.00 Uhr mit
bis zu fiinf Head twitches. Zu den iibrigen Zeitpunkten fanden sich zwei bis drei Head twitches.
(Abbildung 12)

2.1.1.2 Rolipram

Unter Rolipram waren Head twitches ein sehr hiufig auftretender Parameter. Sie waren zu allen
Zeitpunkten statistisch signifikant erhoht.

Deutlich erhohte Werte fanden sich in der Hellphase von 06.00 Uhr bis 16.00 Uhr. Dabei lagen
die Maxima zu den Zeitpunkten 06.00 Uhr und 08.00 Uhr bei circa 33 Head twitches / Stunde.
Die Hellphasenminima lagen zu den Zeitpunkten 10.00, 14.00 und 16.00 Uhr mit circa 23

bzw. 20 und 18 Head twitches / Stunde vor.

In der Dunkelphase fand sich ein deutlicher Abfall auf durchschnittlich fiinf bis zehn Head
twitches / Stunde. Zu Beginn und Ende der Dunkelphase um 18.00 Uhr bzw. 04.00 Uhr fanden
sich die niedrigeren Werte mit sieben Head twitches / Stunde, zu den restlichen Zeitpunkten
waren sie etwa gleichhoch mit zwolf Head twitches / Stunde. (Abbildung 12)
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Abb. 12: Hauptversuch Teil 1

Head-Twitches bei Ratten zu verschiedenen Tageszeitpunkten und unterschiedlichen
Lichtbedingungen nach einmaliger intraperitonealer (i.p.) Vorbehandlung (15 min)

mit Rolipram (2.5 mg/kg) bzw. Vehikel (Kontrolle).

Pro Tageszeitpunkt wurden jeweils 24 Tiere eingesetzt

und nach Zufallskriterien den 2 Behandlungsgruppen zugeordnet

(n =12 Tiere Rolipram i.p.; n = 12 Tiere Vehikel i.p.).

Die Anzahl der Head-Twitches wurde wéhrend 1 h

(von der 15. - 75. Min nach i.p. Behandlung) erfasst.

Dargestellt sind die Mittelwerte mit S.E.M.

(Signifikanzniveau: ++ - p < 0.01, + - p < 0.05, t-Test)
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2.1.2 Forepaw shaking

2.1.2.1 Kontrollen
Forepaw shaking trat bei den Kontrolltieren nur vereinzelt auf. (Abbildung 13)

2.1.2.2 Rolipram

Unter Rolipram war die Hiufigkeit des Parameters deutlich und immer statistisch signifikant
erhoht.

Sie lag in der Hellphase mit einer Inzidenzrate um sieben / Stunde etwa doppelt so hoch wie in
der Dunkelphase. Die hochsten Inzidenzen von acht waren zu Beginn und Ende der Hellphase zu
beobachten. Das Minimum trat um 08.00 Uhr mit einer Rate von sechs auf.

In der Dunkelphase lagen die Inzidenzen zwischen drei und vier, es fanden sich zwei Maxima zu
Beginn und in der Mitte um 18.00 und 24.00 Uhr mit Inzidenzen von fiinf und sechs. Minimale
Forepaw shaking-Aktivitdt konnte um 20.00 Uhr beobachtet werden, die 02.00 Uhr- Inzidenz lag
mit etwa 3,5 nur geringfiigig dariiber. (Abbildung 13)
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Abb. 13: Hauptversuch Teil 1

Forepaw shaking bei Ratten zu verschiedenen Tageszeitpunkten und unterschiedlichen
Lichtbedingungen nach einmaliger intraperitonealer (i.p.) Vorbehandlung (15 min)

mit Rolipram (2.5 mg/kg) bzw. Vehikel (Kontrolle).

Pro Tageszeitpunkt wurden jeweils 24 Tiere eingesetzt

und nach Zufallskriterien den 2 Behandlungsgruppen zugeordnet

(n =12 Tiere Rolipram i.p.; n = 12 Tiere Vehikel i.p.).

Das Vorhandensein von Forepaw shaking pro Zeitraum von 5 min

wurde wahrend 1 h (von der 15. - 75. min nach i.p. Behandlung) registriert

(Inzidenzrate: maximal 12).

Dargestellt sind die Mediane mit 25/75%-Quartilen.

(Signifikanzniveau: WK = p < 0.01; Kruskal-Wallis-Test)
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2.1.3 Grooming

2.1.3.1 Kontrollen

Groomingsequenzen wurden in geringer Inzidenzrate bei den Kontrolltieren beobachtet. Sie
erreichten Raten von maximal zwei.

In der Hellphase war dieses zwischen 08.00 Uhr und 12.00 Uhr zu beobachten. Nur gelegentliche
Groomingsequenzen waren zu Beginn um 06.00 Uhr und in der zweiten Hélfte um 14.00 Uhr zu
finden.

In der Dunkelphase wurden zu allen Zeitpunkten Groomingsequenzen beobachtet. Die hochsten
Inzidenzen von zwei waren fast regelméBig iiber die gesamte Phase verteilt, sie wurden um 18.00
Uhr, 22.00 Uhr und 04.00 Uhr beobachtet. (Abbildung 14)

2.1.3.2 Rolipram

Unter Rolipram kam es zu allen Zeitpunkten zu einer statistisch signifikanten Erhohung der
Inzidenzrate auf durchschnittlich fiinf.

Die hoheren Werte der Hellphase lagen in der zweiten Hilfte - die hochste Inzidenz wurde mit
fast sechs um 12.00 Uhr beobachtet. Die geringste Inzidenz von vier lag um 08.00 Uhr vor.

In der Dunkelphase hatten die Inzidenzen der Zeitpunkte geringere Abweichungen untereinander.
Die hochsten Inzidenzraten lagen zu Beginn und Ende mit fast sechs vor, ansonsten lagen die
Inzidenzraten bei fiinf. (Abbildung 14)
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Abb. 14: Hauptversuch Teil 1

Grooming bei Ratten zu verschiedenen Tageszeitpunkten und unterschiedlichen
Lichtbedingungen nach einmaliger intraperitonealer (i.p.) Vorbehandlung (15 min)
mit Rolipram (2.5 mg/kg) bzw. Vehikel (Kontrolle).

Pro Tageszeitpunkt wurden jeweils 24 Tiere eingesetzt

und nach Zufallskriterien den 2 Behandlungsgruppen zugeordnet

(n =12 Tiere Rolipram i.p.; n = 12 Tiere Vehikel i.p.).

Das Vorhandensein von Grooming pro Zeitraum von 5 min

wurde wahrend 1 h (von der 15. - 75. min nach i.p. Behandlung) registriert
(Inzidenzrate: maximal 12).

Dargestellt sind die Mediane mit 25/75%-Quartilen.

(Signifikanzniveau: WK = p < 0.01; Kruskal-Wallis-Test)
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2.1.4 Scratching

2.1.4.1 Kontrollen

Dieser Parameter trat bei den Kontrolltieren mit einer miBigen Inzidenzrate von zwei bis vier
auf.

Die hohen Inzidenzen waren am zweiten bzw. vorletzten Zeitpunkt (08.00 und 14.00 Uhr) der
Hellphase zu beobachten. Die niedrigste Inzidenz konnte direkt nach Beginn um 06.00 Uhr
ermittelt werden.

In der Dunkelphase waren die hoheren Inzidenzen in der ersten Hilfte um 20.00 Uhr und 22.00
Uhr mit fast fiinf und zum Ende um 04.00 Uhr mit etwa 4,5 anders als in der Hellphase verteilt.
Dazwischen lag um 02.00 Uhr die niedrigste Inzidenzrate bei zwei. (Abbildung 15)

2.1.4.2 Rolipram

Unter Rolipram konnte eine statistisch signifikante Suppression beobachtet werden. Lediglich zu
den Zeitpunkten 16.00 Uhr und 22.00 Uhr trat der Parameter mit einer Inzidenz von eins auf.
(Abbildung 15)
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Abb. 15: Hauptversuch Teil 1

Scratching bei Ratten zu verschiedenen Tageszeitpunkten und unterschiedlichen
Lichtbedingungen nach einmaliger intraperitonealer (i.p.) Vorbehandlung (15 min)
mit Rolipram (2.5 mg/kg) bzw. Vehikel (Kontrolle).

Pro Tageszeitpunkt wurden jeweils 24 Tiere eingesetzt

und nach Zufallskriterien den 2 Behandlungsgruppen zugeordnet

(n =12 Tiere Rolipram i.p.; n = 12 Tiere Vehikel i.p.).

Das Vorhandensein von Scratching pro Zeitraum von 5 min

wurde wahrend 1 h (von der 15. - 75. min nach i.p. Behandlung) registriert
(Inzidenzrate: maximal 12).

Dargestellt sind die Mediane mit 25/75%-Quartilen.

(Signifikanzniveau: WK = p < 0.01, W o= p < 0.05; Kruskal-Wallis-Test)
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2.1.5 Genital grooming

2.1.5.1 Kontrollen

Bei dem selten auftretenden Parameter wurden die gro3ten Inzidenzen von drei nach Beginn der
Dunkelphase beobachtet (18.00 Uhr bis 22.00 Uhr). Die iibrigen Raten lagen zwischen eins und
zwel, ohne dass eine Lichtphase bevorzugt hohere Werte zeigte. (Tabelle 1b)

2.1.5.2 Rolipram

Es fanden sich keine wesentlichen Abweichungen von den Inzidenzraten der Kontrollen und der
Verteilung an den einzelnen Zeitpunkten, so dass es keinen statistisch signifikanten Unterschied
gab. Nur um 14.00 Uhr in der Hellphase stieg die Rate um eins auf drei an, in der Dunkelphase
fielen die Inzidenzraten um 18.00 und 20.00 Uhr von drei auf zwei. (Tabelle 1b)

Tabelle 1b: Hauptversuch Teil 1

Hauptversuch Teil 1 Kontrolle Hauptversuch Teil 1 Rolipram Signifikanz-
MZ Quantil 25 Median Quantil 75 |Quantil25 Median Quantil 75 Niveau
06.00 Uhr 0,00 1,00 2,00 0,00 0,50 1,50 n.s.
08.00 Uhr 1,50 2,00 2,50 0,50 2,00 2,50 n.s.
10.00 Uhr 0,00 1,50 3,00 1,00 1,00 2,00 n.s.
12.00 Uhr 1,00 1,50 2,00 1,00 2,00 2,50 n.s.
14.00 Uhr 1,00 2,00 3,00 1,00 3,00 4,00 n.s.
16.00 Uhr 1,00 1,00 2,00 1,00 1,50 3,00 n.s.
18.00 Uhr 2,00 3,00 3,75 1,25 2,00 4,75 n.s.
20.00 Uhr 2,00 3,00 4,00 0,00 2,00 3,00 n.s.
22.00 Uhr 2,00 3,00 4,75 1,25 3,00 3,75 n.s.
24.00 Uhr 0,00 1,00 2,00 0,25 1,00 2,75 n.s.
02.00 Uhr 1,00 2,00 4,50 1,00 2,00 2,75 n.s.
04.00 Uhr 2,00 2,00 3,00 1,50 2,00 2,50 n.s.

MZ = Messzeitpunkt

n.s. = nicht signifikant

Genital Grooming bei Ratten zu verschiedenen Tageszeitpunkten und unterschiedlichen
Lichtbedingungen 75 Minuten nach einmaliger intraperitonealer (i.p.) Behandlung

mit Rolipram (2.5 mg/kg) bzw. Vehikel (Kontrolle).

Pro Tageszeitpunkt wurden jeweils 24 Tiere eingesetzt

und nach Zufallskriterien den 2 Behandlungsgruppen zugeordnet

(n =12 Tiere Rolipram i.p.; n = 12 Tiere Vehikel i.p.).

Das Vorhandensein von Genital Grooming pro Zeitraum von 5 min

wurde wéahrend 1 h (von der 15. - 75. min nach i.p. Behandlung) registriert

(Inzidenzrate: maximal 12).

Dargestellt sind die Mediane mit 25/75%-Quartilen.

(Signifikanzniveau: durchgehend p > 0.05; Kruskal-Wallis-Test)
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2.1.6 Pelvic thrust

2.1.6.1 Kontrollen

Auch dieser Parameter trat selten auf. Er war nur unregelméfig in etwa der Hilfte der
untersuchten Zeitraume zu beobachten. (Tabelle 2b)

2.1.6.2 Rolipram

Auch unter Rolipram trat der Parameter nur unregelmaBig auf. Zum Zeitpunkt 12.00 Uhr reichte
ein geringer Anstieg auf eine Inzidenz von eins fiir einen signifikanten Unterschied aus.
(Tabelle 2b)

Tabelle 2b: Hauptversuch Teil 1

Hauptversuch Teil 1 Kontrolle Hauptversuch Teil 1 Rolipram Signifikanz-

MZ Quantil25 Median  Quantil 75 Quantil25 Median  Quantil 75 Niveau
06.00 Uhr 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 n.s.
08.00 Uhr 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,00 n.s.
10.00 Uhr 0,00 0,00 1,00 0,50 1,00 1,00 n.s.
12.00 Uhr 0,00 0,00 0,00 0,00 1,00 1,00 W
14.00 Uhr 0,00 0,00 0,75 0,00 0,00 0,75 n.s.
16.00 Uhr 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,00 n.s.
18.00 Uhr 0,00 0,50 1,00 0,00 0,00 1,00 n.s.
20.00 Uhr 0,00 0,00 1,00 0,00 0,00 0,00 n.s.
22.00 Uhr 0,00 0,00 0,75 0,00 0,00 0,00 n.s.
24.00 Uhr 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 n.s.
02.00 Uhr 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 n.s.
04.00 Uhr 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 n.s.

MZ = Messzeitpunkt

n.s. = nicht signifikant

Pelvic Thrust bei Ratten zu verschiedenen Tageszeitpunkten und unterschiedlichen
Lichtbedingungen nach einmaliger intraperitonealer (i.p.) Vorbehandlung (15 min)
mit Rolipram (2.5 mg/kg) bzw. Vehikel (Kontrolle).

Pro Tageszeitpunkt wurden jeweils 24 Tiere eingesetzt

und nach Zufallskriterien den 2 Behandlungsgruppen zugeordnet

(n =12 Tiere Rolipram i.p.; n = 12 Tiere Vehikel i.p.).

Das Vorhandensein von Pelvic Thrust pro Zeitraum von 5 min

wurde wéahrend 1 h (von der 15. - 75. min nach i.p. Behandlung) registriert
(Inzidenzrate: maximal 12).

Dargestellt sind die Mediane mit 25/75%-Quartilen.

(Signifikanzniveau: W W = p < 0.01; Kruskal-Wallis-Test)
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2.1.7 Sniffing

2.1.7.1 Kontrollen

Dieses Verhalten zeigte eine unterschiedliche Verteilung beim Vergleich zwischen Hell- und
Dunkelphase.

In der Hellphase lagen die Inzidenzraten zwischen zwei und etwa 4,5. Sie waren zu Beginn zum
Zeitpunkt 08.00 Uhr am hochsten und zum Ende um 16.00 Uhr am niedrigsten.

In der Dunkelphase zeigte sich eine deutlich erhohte Inzidenzrate. Sie lag zur Mitte um 22.00
Uhr und zum Ende um 04.00 Uhr am hochsten mit Werten zwischen sieben und acht. Am
Beginn der Dunkelphase und zur Mitte um 24.00 Uhr fanden sich die geringsten Inzidenzraten
zwischen drei und vier, so dass sich in der Ubersicht ein dhnliche Verteilung der Inzidenzen in
erster und zweiter Hilfte der Dunkelphase ergab. (Abbildung 16)

2.1.7.2 Rolipram

Durch eine deutliche Suppression dieses Verhaltensparameters unter Rolipram ergab sich zu fast
allen Zeitpunkten ein statistisch signifikanter Unterschied.

In der Hellphase lagen die Inzidenzraten zwischen Null (14.00 Uhr) und 1,5 (06.00 Uhr). Zu den
Zeitpunkten 10.00 und 12.00 Uhr konnten keine statistisch signifikanten Differenzen mehr
errechnet werden.

Bis auf den Zeitpunkt 18.00 Uhr zu Beginn der Dunkelphase mit einer Inzidenzrate von zwei
fanden sich zu den iibrigen Zeitpunkten gleiche Raten von eins. Dies entsprach dem
Suppressionsgrad in der Hellphase. Bei den hohen Inzidenzen der Kontrollen waren damit
statistisch signifikante Unterschiede verbunden. (Abbildung 16)
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Abb. 16: Hauptversuch Teil 1

Sniffing bei Ratten zu verschiedenen Tageszeitpunkten und unterschiedlichen
Lichtbedingungen nach einmaliger intraperitonealer (i.p.) Vorbehandlung (15 min)
mit Rolipram (2.5 mg/kg) bzw. Vehikel (Kontrolle).

Pro Tageszeitpunkt wurden jeweils 24 Tiere eingesetzt

und nach Zufallskriterien den 2 Behandlungsgruppen zugeordnet

(n =12 Tiere Rolipram i.p.; n = 12 Tiere Vehikel i.p.).

Das Vorhandensein von Sniffing pro Zeitraum von 5 min

wurde wahrend 1 h (von der 15. - 75. min nach i.p. Behandlung) registriert
(Inzidenzrate: maximal 12).

Dargestellt sind die Mediane mit 25/75%-Quartilen.

(Signifikanzniveau: WW =p <0.01, W =p < 0.05; Kruskal-Wallis-Test)
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2.1.8 Digging

2.1.8.1 Kontrollen

Der Parameter konnte mit einer mittleren Inzidenzrate von 1,5 bis sechs beobachtet werden.

In der Hellphase waren die niedrigeren Inzidenzen zu beobachten. Sie lagen in der ersten Hilfte
bei drei und waren zum Ende der Hellphase um 16.00 Uhr mit 1,5 auf die Hélfte verringert.
Die hochste Inzidenzrate von etwa sechs konnte zum Ende der Dunkelphase um 04.00 Uhr
beobachtet werden. Demgegeniiber zeigte sich zu Beginn um 18.00 Uhr die niedrige Rate von
zwel, eine weitere niedrige Inzidenzrate von drei konnte zur Mitte der Dunkelphase um 22.00
Uhr festgestellt werden. Zu den restlichen Zeitpunkten lagen die Inzidenzraten bei vier.
(Abbildung 17)

2.1.8.2 Rolipram

Auch bei Digging war eine fast vollstandige Suppression durch Rolipram zu beobachten,
lediglich um 16.00 Uhr trat das Verhalten mit einer Inzidenz von eins auf. Nur zu diesem Zeit-
punkt und um 14.00 Uhr mit einer groeren Streubreite bei niedrigem Medianwert zeigte sich bei
der statistischen Bearbeitung keine Signifikanz mehr. (Abbildung 17)
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Abb. 17: Hauptversuch Teil 1

Digging bei Ratten zu verschiedenen Tageszeitpunkten und unterschiedlichen
Lichtbedingungen nach einmaliger intraperitonealer (i.p.) Vorbehandlung (15 min)
mit Rolipram (2.5 mg/kg) bzw. Vehikel (Kontrolle).

Pro Tageszeitpunkt wurden jeweils 24 Tiere eingesetzt

und nach Zufallskriterien den 2 Behandlungsgruppen zugeordnet

(n =12 Tiere Rolipram i.p.; n = 12 Tiere Vehikel i.p.).

Das Vorhandensein von Digging pro Zeitraum von 5 min

wurde wahrend 1 h (von der 15. - 75. min nach i.p. Behandlung) registriert
(Inzidenzrate: maximal 12).

Dargestellt sind die Mediane mit 25/75%-Quartilen.

(Signifikanzniveau: WK = p < 0.01, W o= p < 0.05; Kruskal-Wallis-Test)
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2.1.9 Sleeping

2.1.9.1 Kontrollen

Die Verteilung der Inzidenzen war innerhalb der Beleuchtungsphasen etwa umgekehrt zu der bei
Sniffing oder SCR. Die hoheren Inzidenzraten fanden sich in der Hellphase, die niedrigeren in
der Dunkelphase.

Mit Raten von 7,5 zu Beginn der Hellphase um 06.00 Uhr und zum Ende um 14.00 und 16.00
Uhr kann Sleeping zu den hiufig auftretenden Parametern gezihlt werden. Dazwischen waren
Raten von etwa fiinf mit einem Minimum von 4,5 um 08.00 Uhr zu beobachten.

In der Dunkelphase lagen die Inzidenzraten nur noch bei maximal fiinf zu Beginn um 18.00 Uhr
und in der Mitte um 24.00 Uhr. An den jeweils nachfolgenden zwei Zeitpunkten lagen die
Inzidenzraten niedriger mit minimalen Werten von zwei um 22.00 Uhr und eins um 04.00 Uhr.
(Abbildung 18)

2.1.9.2 Rolipram

Unter Rolipram wurde eine weitgehende Suppression dieses Verhaltens beobachtet, es trat nur
noch bei einzelnen Tieren auf. Zu allen Zeitpunkten waren daher statistisch signifikante
Unterschiede zu sehen. (Abbildung 18)
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Abb. 18: Hauptversuch Teil 1

Sleeping bei Ratten zu verschiedenen Tageszeitpunkten und unterschiedlichen
Lichtbedingungen nach einmaliger intraperitonealer (i.p.) Vorbehandlung (15 min)
mit Rolipram (2.5 mg/kg) bzw. Vehikel (Kontrolle).

Pro Tageszeitpunkt wurden jeweils 24 Tiere eingesetzt

und nach Zufallskriterien den 2 Behandlungsgruppen zugeordnet

(n =12 Tiere Rolipram i.p.; n = 12 Tiere Vehikel i.p.).

Das Vorhandensein von Sleeping pro Zeitraum von 5 min

wurde wahrend 1 h (von der 15. - 75. min nach i.p. Behandlung) registriert
(Inzidenzrate: maximal 12).

Dargestellt sind die Mediane mit 25/75%-Quartilen.

(Signifikanzniveau: WK = p < 0.01, W o= p < 0.05; Kruskal-Wallis-Test)
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2.1.10 Yawning

2.1.10.1 Kontrollen

Dieser Parameter ist den selten auftretenden zuzurechnen. Die Inzidenzraten lagen zwischen Null
und 2,5, er trat aber zu allen Zeitpunkten auf. Die hoheren Inzidenzraten wurden in der zweiten
Hiilfte der Hellphase und wihrend der gesamten Dunkelphase beobachtet.

(Tabelle 3b)

2.1.10.2 Rolipram

Unter Rolipram trat der Parameter nur noch unregelméBig an den zwei Zeitpunkten 08.00 und
20.00 Uhr mit einer Inzidenzrate von hochstens eins auf. Dadurch ergaben sich auch zu fast allen
Zeitpunkten statistisch signifikante Unterschiede. Um 06.00 und 08.00 Uhr waren die Unter-
schiede fiir einen statistischen Effekt zu gering. (Tabelle 3b)

Tabelle 3b: Hauptversuch Teil 1

Hauptversuch Teil 1 Kontrolle Hauptversuch Teil 1 Rolipram Signifikanz-
MZ Quantil 25 Median  Quantil 75 Quantil 25 Median  Quantil 75 Niveau
06.00 Uhr 0,00 0,00 1,00 0,00 0,000 0,00 n.s.
08.00 Uhr 0,00 1,00 2,00 0,00 0,00 0,50 n.s.
10.00 Uhr 0,00 1,00 1,50 0,00 0,00 0,00 WA
12.00 Uhr 0,00 0,50 1,00 0,00 0,00 0,00 w
14.00 Uhr 1,00 1,50 3,00 0,00 0,00 0,00 WA
16.00 Uhr 0,00 1,00 2,00 0,00 0,00 0,00 WA
18.00 Uhr 0,25 1,50 2,00 0,00 0,00 0,00 WA
20.00 Uhr 1,00 2,50 3,00 0,00 0,00 1,00 WA
22.00 Uhr 1,00 1,50 3,00 0,00 0,00 0,00 WA
24.00 Uhr 0,00 1,00 2,00 0,00 0,00 0,00 w
02.00 Uhr 1,00 1,00 2,00 0,00 0,00 0,00 WA
04.00 Uhr 1,00 1,50 2,00 0,00 0,00 0,00 WA

MZ = Messzeitpunkt

n.s. = nicht signifikant

Yawning bei Ratten zu verschiedenen Tageszeitpunkten und unterschiedlichen
Lichtbedingungen nach einmaliger intraperitonealer (i.p.) Vorbehandlung (15 min)
mit Rolipram (2.5 mg/kg) bzw. Vehikel (Kontrolle).

Pro Tageszeitpunkt wurden jeweils 24 Tiere eingesetzt

und nach Zufallskriterien den 2 Behandlungsgruppen zugeordnet

(n =12 Tiere Rolipram i.p.; n = 12 Tiere Vehikel i.p.).

Das Vorhandensein von Yawning pro Zeitraum von 5 min

wurde wahrend 1 h (von der 15. - 75. min nach i.p. Behandlung) registriert
(Inzidenzrate: maximal 12).

Dargestellt sind die Mediane mit 25/75%-Quartilen.

(Signifikanzniveau: W =p<0.01, W = p < 0.05; Kruskal-Wallis-Test)
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2.2 Klinisch - chemische Parameter

2.2.1 Melatonin

Zu diesem Parameter wurden keine Messwerte erhoben, da zum Zeitpunkt der Versuchsdurch-
fiihrung kein ausreichend sensitiver Assay zur Verfiigung stand.

2.2.2 Corticosteron

2.2.2.1 Kontrollen

Die Messwerte lagen zwischen einem Minimum von 1000 pmol/ ml um 20.00 Uhr und einem
Maximum von 1300 pmol/ ml um 14.00 und 18.00 Uhr.

In der ersten Hilfte der Hellphase lagen die Messwerte etwa gleich um 1100 pmol/ ml, bis zum
Ende waren sie hoher mit etwa 1300 pmol/ ml und blieben auch zum ersten Zeitpunkt nach
Beginn der Dunkelphase auf diesem Niveau.

Nach diesem Zeitpunkt (18.00 Uhr) wurde der niedrigste Wert um 20.00 Uhr mit etwa

1000 pmol/ ml gemessen, ab 22.00 Uhr lagen dann die Messwerte bei etwa 1200 pmol/ ml.
(Abbildung 19)

2.2.2.2 Rolipram

Unter Rolipram kam es zu einem Anstieg der Corticosteron - Messwerte. Sie lagen zwischen
etwa 1900 pmol/ ml um 06.00 und 14.00 Uhr und 1500 pmol/ ml um 20.00 Uhr. Nur zu den
Zeitpunkten 14.00 und 04.00 Uhr reichte es bei hohem Kontrollwert bzw. bei geringerer
Steigerung unter Rolipram zu einem statistischen signifikanten Unterschied nicht mehr aus.

In der Hellphase fanden sich durchgehend dhnliche Werte von etwa 1800 pmol/ ml bis auf den
letzten Zeitpunkt um 16.00 Uhr, der mit 1600 pmol/ ml am niedrigsten lag.

Die Dunkelphase zeigte Maxima zu Beginn um 18.00 Uhr und in der Mitte um 24.00 Uhr mit
etwa 1800 pmol/ ml. Dazwischen lagen Zeitpunkte mit den niedrigsten Messwerten von etwa
1500 pmol/ ml. (Abbildung 19)
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Abb. 19: Hauptversuch Teil 1

Serum-Corticosteron bei Ratten zu verschiedenen Tageszeitpunkten und unterschiedlichen
Lichtbedingungen 75 min nach einmaliger intraperitonealer (i.p.) Behandlung

mit Rolipram (2.5 mg/kg) bzw. Vehikel (Kontrolle).

Pro Tageszeitpunkt wurden jeweils 24 Tiere eingesetzt

und nach Zufallskriterien den 2 Behandlungsgruppen zugeordnet

(n =12 Tiere Rolipram i.p.; n = 12 Tiere Vehikel i.p.).

Die Serum-Corticosteron-Konzentration wurde radioimmunologisch bestimmt.

Dargestellt sind die Mittelwerte mit S.E.M.

(Signifikanzniveau: ¥ ¥ / W% -=p<0.01, ¥ /¥ =p<0.05;
t-Test (¥) bzw. Welch-Test (%))
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2.2.3 Glukose

2.2.3.1 Kontrollen

Es wurden Konzentrationen in einem Bereich von 130 bis 150 mg/ dl ermittelt. Eine nach den
Beleuchtungsphasen deutlich zu trennende Verteilung der Extremwerte konnte hier nicht
vorgenommen werden. Zum Lichtwechsel um 04.00 und 06.00 Uhr sowie in der zweiten Hilfte
der Hellphase um 14.00 Uhr waren die Messwerte am hochsten. Minima wurden in der ersten
Hiilfte der Hellphase um 08.00 Uhr und der ersten Hilfte der Dunkelphase um 22.00 Uhr
gemessen. (Abbildung 20)

2.2.3.2 Rolipram

Durch Rolipram kam es zu einem Anstieg der Glukosekonzentrationen, deren stirkste Zunahmen
in der Mitte der Hellphase, zu Beginn und Mitte der Dunkelphase und zum Lichtwechsel zur
Hellphase gemessen werden konnten. Die Messwerte lagen dabei zwischen 170 und 180 mg/ dl.
Bis auf den Zeitpunkt 16.00 Uhr waren die Unterschiede zu allen iibrigen Zeitpunkten statistisch
signifikant.

Da in der Hellphase die Messwerte durchgehend hoher lagen als in der Dunkelphase, fanden sich
als relativ niedriger Messwert 165 mg/ dl zu Beginn der Hellphase um 06.00 und 08.00 Uhr.

In der Dunkelphase lagen die Messwerte zwischen den hohen Werten um 20.00 und 04.00 Uhr
ebenfalls in dieser Hohe. Der niedrigste Wert um 20.00 Uhr wurde mit etwa 150 mg/ dl
gemessen. (Abbildung 20)
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Abb. 20: Hauptversuch Teil 1

Serum-Glukose bei Ratten zu verschiedenen Tageszeitpunkten und unterschiedlichen
Lichtbedingungen nach einmaliger intraperitonealer (i.p.) Vorbehandlung (15 min)

mit Rolipram (2.5 mg/kg) bzw. Vehikel (Kontrolle).

Pro Tageszeitpunkt wurden jeweils 24 Tiere eingesetzt

und nach Zufallskriterien den 2 Behandlungsgruppen zugeordnet

(n =12 Tiere Rolipram i.p.; n = 12 Tiere Vehikel i.p.).

Die Serum-Glukose-Konzentration wurde enzymatisch (Hexokinase-Verfahren) bestimmit.
Dargestellt sind die Mittelwerte mit S.E.M..

(Signifikanzniveau: ¥ ¥ / W -p<0.01, ¥ /% =p<0.05;
t-Test (¥) bzw. Welch-Test (%))
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2.3 Temperatur - Regulation

2.3.1 Ausgangstemperaturen

Die Korpertemperaturen lagen bei Werten zwischen 36,5 und 37,5 Grad Celsius.

Die hoheren Werte wurden in der ersten Hélfte der Hellphase und der zweiten Hélfte der
Dunkelphase gemessen.

Nach dem Minimum zum Zeitpunkt 12.00 Uhr stiegen die Messwerte an den nachfolgenden
Zeitpunkten bis zum Zeitpunkt 24.00 Uhr an.

Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den als Kontrollen und den fiir Rolipram
vorgesehenen Tieren konnten nicht ermittelt werden. (Abbildung 21)
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Abb. 21: Hauptversuch Teil 1

Korpertemperatur bei Ratten zu verschiedenen Tageszeitpunkten und unterschiedlichen
Lichtbedingungen unmittelbar vor einmaliger intraperitonealer (i.p.) Behandlung

mit Rolipram (2.5 mg/kg) bzw. Vehikel (Kontrolle).

Pro Tageszeitpunkt wurden jeweils 24 Tiere eingesetzt

und nach Zufallskriterien den 2 Behandlungsgruppen zugeordnet

(n =12 Tiere Rolipram i.p.; n = 12 Tiere Vehikel i.p.).

Die Kérpertemperatur wurde mittels einer rektal eingefiihrten Thermosonde gemessen.

Dargestellt sind die Mittelwerte mit S.E.M.

(Signifikanzniveau durchweg p > 0.05; t-Test)
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2.3.2 Temperaturen nach Verhaltensbeobachtung

Die Kontrolltiere wiesen in der ersten Hélfte der Hellphase etwa gleiche Messwerte um

36,5 Grad Celsius mit einem Maximum um 12.00 Uhr auf.

Nach dem Minimum um 14.00 Uhr stiegen zu den nachfolgenden Zeitpunkten wie bei den
Ausgangstemperaturen die Messwerte bis 20.00/ 22.00 Uhr auf etwas iiber 37 Grad an, um dann
an den restlichen Zeitpunkten der Dunkelphase auf einem dhnlich hohen Niveau zu verbleiben.
Ein groBerer Unterschied zu den Messungen vor Beginn der Verhaltensbeobachtung bestand
nicht.

Nach Rolipram konnte ein deutlicher hypothermer Effekt festgestellt werden.

Zu allen Zeitpunkten kam es zu einem statistisch signifikanten Abfall der Korpertemperaturen
auf 34,5 bis 35,3 Grad Celsius.

Zwischen dem Minimum zu Beginn der Hellphase um 06.00 Uhr und dem Maximalwert in der
ersten Hilfte der Dunkelphase um 20.00 Uhr lagen jeweils relativ gleichformig ansteigende bzw.
abfallende Messwerte vor. (Abbildung 22)
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Abb. 22: Hauptversuch Teil 1

Koérpertemperatur bei Ratten zu verschiedenen Tageszeitpunkten und unterschiedlichen
Lichtbedingungen 75 Minuten nach einmaliger intraperitonealer (i.p.) Behandlung

mit Rolipram (2.5 mg/kg) bzw. Vehikel (Kontrolle).

Pro Tageszeitpunkt wurden jeweils 24 Tiere eingesetzt

und nach Zufallskriterien den 2 Behandlungsgruppen zugeordnet

(n =12 Tiere Rolipram i.p.; n = 12 Tiere Vehikel i.p.).

Die Korpertemperatur wurde mittels einer rektal eingefiihrten Thermosonde gemessen.

Dargestellt sind die Mittelwerte mit S.E.M.

(Signifikanzniveau: ¥ ¥ / %% = p <0.01;
t-Test (V) bzw. Welch-Test (%))
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3 Hauptversuch Teil 2
3.1 Verhalten
3.1.1 Head twitches

3.1.1.1 Kontrollen

Es fanden sich sehr geringe Anzahlen zu allen Zeitpunkten. Mit Betonung der Zeitpunkte zu den
Lichtwechseln lagen die Werte bei maximal zwei. (Abbildung 23)

3.1.1.2 Rolipram

Unter Rolipram waren Head twitches ein sehr hiufig auftretender Parameter. Sie waren zu allen
Zeitpunkten statistisch signifikant erhoht.

Etwa gleich stark erhohte Messwerte von 25 bis 30 Head twitches / Stunde fanden sich zu Be-
ginn und Ende der Hellphase. Das Maximum mit etwa 40 Head twitches / Stunde konnte in der
Mitte um 10.00 Uhr beobachtet werden. Um 16.00 Uhr lag der Wert am niedrigsten mit

23 Head twitches / Stunde.

In der Dunkelphase fand sich ein deutlicher Abfall der Werte. Nur zu Beginn der Dunkelphase
lag der Messwert noch bei etwa zwolf Head twitches / Stunde. Um 20.00 und 04.00 Uhr lagen
die Head twitches bei fiinf und waren zur Mitte der Dunkelphase nochmals auf zehn

Head twitches / Stunde erhoht. (Abbildung 23)
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Abb. 23: Hauptversuch Teil 2

Head-Twitches bei Ratten zu verschiedenen Tageszeitpunkten und unterschiedlichen
Lichtbedingungen nach einmaliger intraperitonealer (i.p.) Vorbehandlung (15 min)

mit Rolipram (2.5 mg/kg) bzw. Vehikel (Kontrolle).

Pro Tageszeitpunkt wurden jeweils 24 Tiere eingesetzt

und nach Zufallskriterien den 2 Behandlungsgruppen zugeordnet

(n =12 Tiere Rolipram i.p.; n = 12 Tiere Vehikel i.p.).

Die Anzahl der Head-Twitches wurde wéhrend 1 h

(von der 15. - 75. Min nach i.p. Behandlung) erfasst.

Dargestellt sind die Mittelwerte mit S.E.M.

(Signifikanzniveau: ++ - p < 0.01, + - p < 0.05, t-Test)
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3.1.2 Forepaw shaking

3.1.2.1 Kontrollen
Forepaw shaking trat bei den Kontrolltieren nur bei einzelnen Tieren auf. (Abbildung 24)

3.1.2.2 Rolipram

Unter Rolipram war die Hiufigkeit des Parameters immer statistisch signifikant und deutlich
erhoht.

In der Hellphase lagen die Inzidenzraten bei sieben bis neun. Zur Mitte um 10.00 und 12.00 Uhr
sowie zum Ende um 16.00 Uhr waren die Inzidenzen am hochsten. Die geringsten Werte fanden
sich an den Zeitpunkten vor und nach der Mitte der Hellphase.

Die Dunkelphase hatte niedrigere Inzidenzen im Vergleich zur Hellphase. Sie lagen zwischen
fiinf und sechs und zeigten die Maxima zu Beginn und in der Mitte der Dunkelphase um 18.00
und 24.00 Uhr. (Abbildung 24)
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Abb. 24: Hauptversuch Teil 2

Forepaw shaking bei Ratten zu verschiedenen Tageszeitpunkten und unterschiedlichen
Lichtbedingungen nach einmaliger intraperitonealer (i.p.) Vorbehandlung (15 min)

mit Rolipram (2.5 mg/kg) bzw. Vehikel (Kontrolle).

Pro Tageszeitpunkt wurden jeweils 24 Tiere eingesetzt

und nach Zufallskriterien den 2 Behandlungsgruppen zugeordnet

(n =12 Tiere Rolipram i.p.; n = 12 Tiere Vehikel i.p.).

Das Vorhandensein von Forepaw shaking pro Zeitraum von 5 min

wurde wahrend 1 h (von der 15. - 75. min nach i.p. Behandlung) registriert

(Inzidenzrate: maximal 12).

Dargestellt sind die Mediane mit 25/75%-Quartilen.

(Signifikanzniveau: WK = p < 0.01; Kruskal-Wallis-Test)
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3.1.3 Grooming

3.1.3.1 Kontrollen

Groomingsequenzen wurden in geringer Inzidenz bei den Kontrolltieren beobachtet.

Die hochsten Raten lagen bei 1,5.

In der Hellphase wurde die maximale Inzidenzrate um 14.00 Uhr erreicht, zu Beginn und Ende

der Phase trat dieses Verhalten kaum noch auf.

In der Dunkelphase lag zwischen niedrigen Inzidenzraten von eins um 18.00 und 24.00 Uhr ein
Inzidenzmaximum von 1,5 um 20.00 Uhr vor. Zum Ende der Dunkelphase lagen die Inzidenzen
erneut hoher und damit auf dem Niveau von 20.00 Uhr. (Abbildung 25)

3.1.3.2 Rolipram

Unter Rolipram kam es zu einer statistisch signifikanten Erhohung bei GR, das dann mit
Inzidenzen zwischen fiinf und etwa sechs auftrat.

Die hochsten Inzidenzraten in der Hellphase fanden sich zur Mitte um 10.00 Uhr und zum Ende
um 16.00 Uhr mit etwas iiber sechs.

Das Minimum lag zu Beginn der Phase bei etwa 3,5.

In der Dunkelphase zeigten sich drei Spitzen zu Beginn, Mitte und Ende mit Inzidenzraten
zwischen 5,5 und sechs. In den dazwischen liegenden Zeitraumen lag die niedrigste Inzidenz um
20.00 Uhr bei 4,5. (Abbildung 25)
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Abb. 25: Hauptversuch Teil 2

Grooming bei Ratten zu verschiedenen Tageszeitpunkten und unterschiedlichen
Lichtbedingungen nach einmaliger intraperitonealer (i.p.) Vorbehandlung (15 min)
mit Rolipram (2.5 mg/kg) bzw. Vehikel (Kontrolle).

Pro Tageszeitpunkt wurden jeweils 24 Tiere eingesetzt

und nach Zufallskriterien den 2 Behandlungsgruppen zugeordnet

(n =12 Tiere Rolipram i.p.; n = 12 Tiere Vehikel i.p.).

Das Vorhandensein von Grooming pro Zeitraum von 5 min

wurde wahrend 1 h (von der 15. - 75. min nach i.p. Behandlung) registriert
(Inzidenzrate: maximal 12).

Dargestellt sind die Mediane mit 25/75%-Quartilen.

(Signifikanzniveau: WK = p < 0.01; Kruskal-Wallis-Test)
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3.1.4 Scratching

3.1.4.1 Kontrollen

Dieser Parameter trat bei den Kontrolltieren mit einer miBigen Inzidenzrate von eins bis 3,5 auf.
Dabei konnten die hochsten Raten jeweils zum Ende der Beleuchtungsphasen beobachtet
werden.

In der Hellphase hatte das Minimum zu Beginn um 06.00 Uhr eine Inzidenzrate von eins.

In der Dunkelphase lagen die minimalen Werte zu den Zeitpunkten 18.00 bis 24.00 Uhr bei zwei.
(Abbildung 26)

3.1.4.2 Rolipram

Unter Rolipram konnte eine statistisch signifikante Suppression beobachtet werden.
Der Parameter wurde nur noch bei einzelnen Tieren beobachtet. (Abbildung 26)
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Abb. 26: Hauptversuch Teil 2

Scratching bei Ratten zu verschiedenen Tageszeitpunkten und unterschiedlichen
Lichtbedingungen nach einmaliger intraperitonealer (i.p.) Vorbehandlung (15 min)
mit Rolipram (2.5 mg/kg) bzw. Vehikel (Kontrolle).

Pro Tageszeitpunkt wurden jeweils 24 Tiere eingesetzt

und nach Zufallskriterien den 2 Behandlungsgruppen zugeordnet

(n =12 Tiere Rolipram i.p.; n = 12 Tiere Vehikel i.p.).

Das Vorhandensein von Scratching pro Zeitraum von 5 min

wurde wahrend 1 h (von der 15. - 75. min nach i.p. Behandlung) registriert
(Inzidenzrate: maximal 12).

Dargestellt sind die Mediane mit 25/75%-Quartilen.

(Signifikanzniveau: WK = p < 0.01, W o= p < 0.05; Kruskal-Wallis-Test)
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3.1.5 Genital grooming

3.1.5.1 Kontrollen
Bei dem selten auftretenden Parameter wurden die groten Inzidenzraten mit 1,5 bis zwei nach
Beginn der Dunkelphase beobachtet (18.00 Uhr bis 22.00 Uhr).

Weitere erhohte Inzidenzen von 1,5 fanden sich in der Mitte der Hellphase und zum Ende der
Dunkelphase. (Tabelle 1c)

3.1.5.2 Rolipram

Unter Rolipram konnte zu den Zeitpunkten mit erhohten Inzidenzwerten der Kontrollen ein
Abfall registriert werden, so dass um 12.00, 18.00, 24.00 und 04.00 Uhr ein signifikanter
Unterschied errechnet werden konnte. Zu den iibrigen Zeitpunkten lagen die Inzidenzen
zwischen den Behandlungsgruppen gleich oder zu dicht beieinander, als dass sich ein statistisch
signifikanter Unterschied ergeben hat. (Tabelle 1c)

Tabelle 1c: Hauptversuch Teil 2

Hauptversuch Teil 2 Kontrolle Hauptversuch Teil 2 Rolipram Signifikanz-
MZ Quantil25 Median  Quantil 75 Quantil25 Median  Quantil 75 Niveau
06.00 Uhr 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,00 n.s.
08.00 Uhr 0,00 1,00 2,00 0,00 0,00 1,50 n.s.
10.00 Uhr 1,00 1,50 2,00 0,00 1,00 2,00 n.s.
12.00 Uhr 1,00 1,50 3,00 0,00 0,00 1,00 n.s.
14.00 Uhr 0,25 1,00 2,00 0,00 0,50 1,00 n.s.
16.00 Uhr 1,00 1,50 2,75 0,00 1,00 2,00 n.s.
18.00 Uhr 0,00 1,50 3,00 0,00 0,00 1,00 n.s.
20.00 Uhr 1,00 2,00 2,75 0,00 1,00 2,00 n.s.
22.00 Uhr 1,00 1,50 3,75 1,00 1,00 2,00 n.s.
24.00 Uhr 0,00 1,00 2,00 0,00 0,00 0,00 n.s.
02.00 Uhr 0,25 1,50 2,75 0,00 0,00 1,00 n.s.
04.00 Uhr 1,00 1,00 1,75 0,00 0,00 0,75 n.s.

MZ = Messzeitpunkt

n.s. = nicht signifikant

Genital Grooming bei Ratten zu verschiedenen Tageszeitpunkten und unterschiedlichen
Lichtbedingungen 75 Minuten nach einmaliger intraperitonealer (i.p.) Behandlung

mit Rolipram (2.5 mg/kg) bzw. Vehikel (Kontrolle).

Pro Tageszeitpunkt wurden jeweils 24 Tiere eingesetzt

und nach Zufallskriterien den 2 Behandlungsgruppen zugeordnet

(n =12 Tiere Rolipram i.p.; n = 12 Tiere Vehikel i.p.).

Das Vorhandensein von Genital Grooming pro Zeitraum von 5 min

wurde wahrend 1 h (von der 15. - 75. min nach i.p. Behandlung) registriert

(Inzidenzrate: maximal 12).

Dargestellt sind die Mediane mit 25/75%-Quartilen.

(Signifikanzniveau: durchgehend p > 0.05; Kruskal-Wallis-Test)
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3.1.6 Pelvic thrust

3.1.6.1 Kontrollen

Auch dieser Parameter trat selten auf und war nur in einem Drittel der Zeitpunkte zu beobachten.

(Tabelle 2c)

3.1.6.2 Rolipram

Vom niedrigen Niveau der Kontrollwerte ausgehend ergaben sich durch geringe Anstiege der

Inzidenzen um 10.00 Uhr, 16.00 Uhr und 04.00 Uhr auf eins statistisch signifikante

Unterschiede. (Tabelle 2c¢)

Tabelle 2c: Hauptversuch Teil 2

Hauptversuch Teil 2 Kontrolle Hauptversuch Teil 2 Rolipram Signifikanz-
MZ Quantil25 Median  Quantil 75 Quantil 25 Median  Quantil 75 Niveau
06.00 Uhr 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 entfallt
08.00 Uhr 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,00 n.s.
10.00 Uhr 0,00 0,00 0,00 0,00 1,00 1,75 W
12.00 Uhr 0,00 0,00 1,00 0,00 1,00 1,00 n.s.
14.00 Uhr 0,00 0,00 1,00 0,00 0,50 2,00 n.s.
16.00 Uhr 0,00 0,00 0,75 0,00 1,00 2,00 w
18.00 Uhr 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,00 n.s.
20.00 Uhr 0,00 0,00 0,75 0,00 0,00 0,75 n.s.
22.00 Uhr 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,00 n.s.
24.00 Uhr 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 n.s.
02.00 Uhr 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 entfallt
04.00 Uhr 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,00 w

MZ = Messzeitpunkt

n.s. = nicht signifikant

Pelvic Thrust bei Ratten zu verschiedenen Tageszeitpunkten und unterschiedlichen
Lichtbedingungen 75 Minuten nach einmaliger intraperitonealer (i.p.) Behandlung

mit Rolipram (2.5 mg/kg) bzw. Vehikel (Kontrolle).

Pro Tageszeitpunkt wurden jeweils 24 Tiere eingesetzt

und nach Zufallskriterien den 2 Behandlungsgruppen zugeordnet

(n =12 Tiere Rolipram i.p.; n = 12 Tiere Vehikel i.p.).

Das Vorhandensein von Pelvic Thrust pro Zeitraum von 5 min

wurde wéahrend 1 h(von der 15. - 75. min nach i.p. Behandlung) registriert
(Inzidenzrate: maximal 12).

Dargestellt sind die Mediane mit 25/75%-Quartilen.

(Signifikanzniveau: W =p<0.01, W =p < 0.05; Kruskal-Wallis-Test)
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3.1.7 Sniffing

3.1.7.1 Kontrollen

Bei den beiden Beleuchtungsphasen ergaben sich unterschiedliche Inzidenzbereiche. In der
Hellphase lag dieser bei eins bis drei, in der Dunkelphase bei drei bis etwa sieben.

In der Hellphase konnten die hoheren Inzidenzen um 08.00 und 12.00 Uhr beobachtet werden, zu
den iibrigen Zeitpunkten lag die Inzidenzrate auf etwa gleichem Niveau bei 2,5.

Die niedrigen Inzidenzen fanden sich zu Beginn und Ende der Hellphase mit einer Rate von eins.
Die Inzidenzen der Dunkelphase lagen zum Ende mit einer Rate von etwa sieben am hochsten.
Niedrige Inzidenzraten fanden sich mit etwa drei zu Beginn um 18.00 Uhr und in der Mitte um
24.00 Uhr. (Abbildung 27)

3.1.7.2 Rolipram

Zu fast allen Zeitpunkten fanden sich unter Rolipram statistisch signifikante Suppressionen des
Parameters mit einer Inzidenz von maximal eins um 20.00 Uhr.

Bei niedrigen Kontrollwerten konnte in der Hellphase ein statistisch signifikanter Unterschied zu
den Zeitpunkten 06.00 und 10.00 Uhr nicht mehr errechnet werden. (Abbildung 27)
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Abb. 27: Hauptversuch Teil 2

Sniffing bei Ratten zu verschiedenen Tageszeitpunkten und unterschiedlichen
Lichtbedingungen nach einmaliger intraperitonealer (i.p.) Vorbehandlung (15 min)
mit Rolipram (2.5 mg/kg) bzw. Vehikel (Kontrolle).

Pro Tageszeitpunkt wurden jeweils 24 Tiere eingesetzt

und nach Zufallskriterien den 2 Behandlungsgruppen zugeordnet

(n =12 Tiere Rolipram i.p.; n = 12 Tiere Vehikel i.p.).

Das Vorhandensein von Sniffing pro Zeitraum von 5 min

wurde wahrend 1 h (von der 15. - 75. min nach i.p. Behandlung) registriert
(Inzidenzrate: maximal 12).

Dargestellt sind die Mediane mit 25/75%-Quartilen.

(Signifikanzniveau: WK = p < 0.01, W o= p < 0.05; Kruskal-Wallis-Test)
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3.1.8 Digging

3.1.8.1 Kontrollen

Das Verhalten wurde in diesem Versuch nur zu einem Zeitpunkt mit hoherer Inzidenz
beobachtet.

Um 04.00 Uhr lag sie einmalig bei vier, zu allen tibrigen Zeitpunkten zwischen Null und 1,5.
Die Inzidenzen von 1,5 wurden um 10.00 Uhr registriert, jene von Null zu Beginn und Ende der
Hellphase. (Abbildung 28)

3.1.8.2 Rolipram

Unter Rolipram kam es zu einer fast vollstandigen Suppression des Verhaltens, so dass sich bis
auf drei Zeitpunkte ein statistisch signifikanter Unterschied ergab.

Zu den Zeitpunkten 06.00, 14.00 und 16.00 Uhr waren die Ausgangswerte zu gering fiir einen
statistisch nachweisbaren Unterschied. (Abbildung 28)



Seite 135

12

OKontrolle
10 A Rolipram

Haufigkeit
[e2]

06.00
08.00 |
10.00
12.00
14.00
16.00
8.00

Messzeitpunkte (Uhr)

Abb. 28: Hauptversuch Teil 2

Digging bei Ratten zu verschiedenen Tageszeitpunkten und unterschiedlichen
Lichtbedingungen nach einmaliger intraperitonealer (i.p.) Vorbehandlung (15 min)
mit Rolipram (2.5 mg/kg) bzw. Vehikel (Kontrolle).

Pro Tageszeitpunkt wurden jeweils 24 Tiere eingesetzt

und nach Zufallskriterien den 2 Behandlungsgruppen zugeordnet

(n =12 Tiere Rolipram i.p.; n = 12 Tiere Vehikel i.p.).

Das Vorhandensein von Digging pro Zeitraum von 5 min

wurde wahrend 1 h (von der 15. - 75. min nach i.p. Behandlung) registriert
(Inzidenzrate: maximal 12).

Dargestellt sind die Mediane mit 25/75%-Quartilen.

(Signifikanzniveau: WK = p < 0.01, W o= p < 0.05; Kruskal-Wallis-Test)
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3.1.9 Sleeping

3.1.9.1 Kontrollen

Der Parameter konnte abhédngig von den Beleuchtungsphasen in hoher bis mittlerer Inzidenz
beobachtet werden.

In der Hellphase lagen die hohen, in der Dunkelphase deutlich differierenden Inzidenzraten vor.
Zu Beginn und in der zweiten Hilfte der Hellphase lagen die Inzidenzen bei etwa acht, die
geringste Rate konnte um 10.00 Uhr mit 6,5 ermittelt werden.

In der Dunkelphase gab es zu Beginn um 18.00 Uhr und in der Mitte um 24.00 Uhr die hochsten
Inzidenzraten von sechs bis 6,5. Dazwischen wurde ein Minimum von drei um 20.00 Uhr
beobachtet. Zum Ende der Dunkelphase zum Zeitpunkt 04.00 Uhr trat der Parameter fast nicht
mehr auf. (Abbildung 29)

3.1.9.2 Rolipram

Unter Rolipram wurde eine vollstandige Suppression dieses Verhaltens beobachtet.
Auch zum Zeitpunkt 04.00 Uhr reichte die geringe Inzidenz aus, so dass zu allen Zeitpunkten
statistisch signifikante Unterschiede zu sehen waren. (Abbildung 29)
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Abb. 29: Hauptversuch Teil 2

Sleeping bei Ratten zu verschiedenen Tageszeitpunkten und unterschiedlichen
Lichtbedingungen nach einmaliger intraperitonealer (i.p.) Vorbehandlung (15 min)
mit Rolipram (2.5 mg/kg) bzw. Vehikel (Kontrolle).

Pro Tageszeitpunkt wurden jeweils 24 Tiere eingesetzt

und nach Zufallskriterien den 2 Behandlungsgruppen zugeordnet

(n =12 Tiere Rolipram i.p.; n = 12 Tiere Vehikel i.p.).

Das Vorhandensein von Sleeping pro Zeitraum von 5 min

wurde wahrend 1 h (von der 15. - 75. min nach i.p. Behandlung) registriert
(Inzidenzrate: maximal 12).

Dargestellt sind die Mediane mit 25/75%-Quartilen.

(Signifikanzniveau: WK = p < 0.01, W o= p < 0.05; Kruskal-Wallis-Test)
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3.1.10 Yawning

3.1.10.1 Kontrollen

Dieser Parameter trat selten auf. In der Hellphase wurden die niedrigeren Inzidenzen bis 1,5 und
in der Dunkelphase die hoheren bis 2,5 beobachtet. (Tabelle 3c)

3.1.10.2 Rolipram

Unter Rolipram kam es zu einer weitestgehenden Suppression, der Parameter konnte nur noch
um 20.00 Uhr mit einer Inzidenz von eins beobachtet werden. Zu allen Zeitpunkten bestand ein
statistisch signifikanter Unterschied. (Tabelle 3c)

Tabelle 3c: Hauptversuch Teil 2

Hauptversuch Teil 2 Kontrolle Hauptversuch Teil 2 Rolipram Signifikanz-

MZ Quantil 25 Median Quantil 75 Quantil 25 Median  Quantil 75 Niveau
06.00 Uhr 0,00 1,00 1,00 0,00 0,00 0,00 WA
08.00 Uhr 0,00 1,50 2,00 0,00 0,00 0,00 WA
10.00 Uhr 0,00 1,00 2,00 0,00 0,00 0,00 WA
12.00 Uhr 0,00 0,50 1,75 0,00 0,00 0,00 s
14.00 Uhr 1,00 1,00 2,75 0,00 0,00 0,00 WA
16.00 Uhr 0,00 0,50 1,00 0,00 0,00 0,00 s
18.00 Uhr 0,25 2,00 3,00 0,00 0,00 0,00 WA
20.00 Uhr 1,00 2,00 2,75 0,00 0,00 1,00 WA
22.00 Uhr 1,00 2,00 3,75 0,00 0,00 0,00 WA
24.00 Uhr 1,00 1,50 3,50 0,00 0,00 0,00 WA
02.00 Uhr 0,25 2,50 3,75 0,00 0,00 0,00 WA
04.00 Uhr 0,00 1,00 1,75 0,00 0,00 0,00 WA

MZ = Messzeitpunkt

n.s. = nicht signifikant

Yawning bei Ratten zu verschiedenen Tageszeitpunkten und unterschiedlichen
Lichtbedingungen 75 Minuten nach einmaliger intraperitonealer (i.p.) Behandlung
mit Rolipram (2.5 mg/kg) bzw. Vehikel (Kontrolle).

Pro Tageszeitpunkt wurden jeweils 24 Tiere eingesetzt

und nach Zufallskriterien den 2 Behandlungsgruppen zugeordnet

(n =12 Tiere Rolipram i.p.; n = 12 Tiere Vehikel i.p.).

Das Vorhandensein von Yawning pro Zeitraum von 5 min

wurde wahrend 1 h(von der 15. - 75. min nach i.p. Behandlung) registriert
(Inzidenzrate: maximal 12).

Dargestellt sind die Mediane mit 25/75%-Quartilen.

(Signifikanzniveau: W =p<0.01, W = p < 0.05; Kruskal-Wallis-Test)
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3.2 Klinisch - chemische Parameter
3.2.1 Melatonin

3.2.1.1 Kontrollen

Die Messwerte lagen zwischen Minima von 12 pg/ ml um 08.00 und 18.00 Uhr und

Maxima von 42 pg/ ml um 24.00 und 02.00 Uhr.

In der Hellphase lagen die Messwerte in einem engen Bereich zusammen. Sie hatten geringe
Werte zwischen 12 pg/ ml zu Beginn und mit 15 pg/ ml zum Ende.

Auch zum ersten Zeitpunkt der Dunkelphase um 18.00 Uhr lag der Messwert

niedrig bei 12 pg/ml.

Das Maximum konnte zur Mitte der Hellphase um 12.00 Uhr mit 17 pg/ml gemessen werden.

In der Dunkelphase konnten nach dem niedrigen Messwert um 18.00 Uhr deutlich erhdhte Werte
um 20.00 Uhr mit 30 pg/ ml und wieder um 24.00 und 02.00 Uhr mit 42 pg/ ml gemessen
werden.

An den dazwischen liegenden Zeitpunkten lagen die Werte auf etwa dem maximalen Niveau der
Hellphase mit 17 pg/ ml. (Abbildung 30)

3.2.1.2 Rolipram

Unter Rolipram konnten zwei Tendenzen festgestellt werden.

Die Messwerte stiegen an den Zeitpunkten mit niedrigen Kontrollwerten deutlich an, an den
Zeitpunkten mit hohen Messwerten lagen sie gering bis méfig niedriger.

In der Hellphase fanden sich daher die hochste Werte zu Beginn und Ende mit etwa

20 pg/ ml, der niedrigste Wert lag in der Mitte um 12.00 Uhr bei 19 pg/ ml. Dadurch waren zu
den Zeitpunkten 12.00 bis 16.00 Uhr keine statistisch signifikanten Unterschiede mehr zu sehen,
die die iibrigen Zeitpunkte noch aufwiesen.

In der Dunkelphase lagen die Messwerte auch jeweils zu Beginn und Ende deutlich und
statistisch signifikant iiber den Kontrollwerten.

An den iibrigen Zeitpunkten waren die Ergebnisse etwa gleichhoch mit 30 bzw. 20 pg/ ml
(20.00 und 22.00 Uhr) oder lagen um etwa ein Viertel niedriger bei etwa 32 pg/ ml

(24.00 und 02.00 Uhr).

Diese Differenzen waren dann nicht mehr statistisch signifikant. (Abbildung 30)
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Abb. 30: Hauptversuch Teil 2

Melatonin bei Ratten zu verschiedenen Tageszeitpunkten und unterschiedlichen
Lichtbedingungen 75 min nach einmaliger intraperitonealer (i.p.) Behandlung

mit Rolipram (2.5 mg/kg) bzw. Vehikel (Kontrolle).

Pro Tageszeitpunkt wurden jeweils 24 Tiere eingesetzt

und nach Zufallskriterien den 2 Behandlungsgruppen zugeordnet

(n =12 Tiere Rolipram i.p.; n = 12 Tiere Vehikel i.p.).

Die Serum-Melatonin-Konzentration wurde radioimmunologisch bestimmt.
Dargestellt sind die Mittelwerte mit S.E.M.

(Signifikanzniveau: ¥ ¥ / W% -=p<0.01, ¥ /¥ =p<0.05;
t-Test (¥) bzw. Welch-Test (%))
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3.2.2 Corticosteron

3.2.2.1 Kontrollen

Die Messwerte lagen zwischen einem Minimum von 900 pmol/ ml um 14.00 und 20.00 Uhr und
einem Maximum von 1200 pmol/ ml um 10.00 und 02.00 Uhr.

Zwischen den Beleuchtungsphasen fanden sich keine groen Abweichungen.

In der Hellphase konnte der hochste Messwert in der Mitte um 10.00 Uhr ermittelt werden. An
den Zeitpunkten davor lagen die Werte mit 1100 bis 1200 pmol/ ml héher und danach bis zum
Ende mit etwa 1000 pmol/ ml niedriger.

Der niedrigste Wert der Dunkelphase lag um 20.00 Uhr mit 900 pmol/ ml vor, am nachfolgenden
Zeitpunkt 24.00 Uhr war der Messwert fast unveréndert hoch.

Der hochste Wert konnte dann um 02.00 Uhr mit etwa 1200 pmol/ ml ermittelt werden.

Zu Beginn und Ende der Dunkelphase lagen die Werte etwa gleich hoch und vor allem um
04.00 Uhr mit 1000 pmol/ ml dhnlich hoch wie der benachbarte erste Messwert der Hellphase.
(Abbildung 31)

3.2.2.2 Rolipram

Unter Rolipram kam es an allen Zeitpunkten zu einem deutlichen, statistisch signifikanten
Anstieg der Corticosteronwerte in den Bereich von 1600 bis 1900 pmol/ ml.

In der Hellphase lagen die niedrigen Werte um 08.00 und 12.00 Uhr mit 1700 pmol/ ml vor, an
den iibrigen Zeitpunkten lagen die Werte etwa gleichhoch bei etwa 1900 pmol/ ml.

In der Dunkelphase lagen die niedrigsten Werte in der Mitte um 22.00 und 24.00 Uhr mit etwa
1600 pmol/ ml und die hochsten zu Beginn und Ende um 18.00 und 04.00 Uhr mit etwa

1900 pmol/ ml vor.

In der ersten Hilfte der Dunkelphase konnten dann jeweils niedrigere Messwerte bis zum
Zeitpunkt 22.00 Uhr gemessen werden, ab 24.00 Uhr bis zum Ende der Dunkelphase dann nur
noch jeweils hohere. (Abbildung 31)
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Abb. 31: Hauptversuch Teil 2

Serum-Corticosteron bei Ratten zu verschiedenen Tageszeitpunkten und unterschiedlichen
Lichtbedingungen 75 min nach einmaliger intraperitonealer (i.p.) Behandlung

mit Rolipram (2.5 mg/kg) bzw. Vehikel (Kontrolle).

Pro Tageszeitpunkt wurden jeweils 24 Tiere eingesetzt

und nach Zufallskriterien den 2 Behandlungsgruppen zugeordnet

(n =12 Tiere Rolipram i.p.; n = 12 Tiere Vehikel i.p.).

Die Serum-Corticosteron-Konzentration wurde radioimmunologisch bestimmt.

Dargestellt sind die Mittelwerte mit S.E.M.

(Signifikanzniveau: + ¥ - p <0.01;t-Test)
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3.2.3 Glukose

3.2.3.1 Kontrollen

Es wurden Konzentrationen in einem Bereich von 135 bis 155 mg/ dl ermittelt.

Zwischen den Lichtphasen konnten keine deutlichen Unterschiede ermittelt werden.

Der hochste Messwert lag um 14.00 Uhr mit 155 mg/dl vor.

Bis zum Minimum um 02.00 Uhr lagen dann die Messwerte wieder niedriger und in einem engen
Intervall zwischen 140 bis 150 mg/ dl. Bis zum Zeitpunkt 14.00 Uhr lagen an den dazwischen
liegenden Zeitpunkten wieder jeweils hohere Messwerte vor. (Abbildung 32)

3.2.3.2 Rolipram

Unter Rolipram lagen die Messwerte durchschnittlich um etwa 20 bis 30 mg/ dI hoher.

Die Maxima lagen hierbei um 12.00 und 16.00 Uhr bei 185 mg/ dl.

Die niedrigsten Werte konnten um 22.00 und 24.00 Uhr mit 160 mg/ dl ermittelt werden.

Zu fast allen Zeitpunkten waren die Unterschiede statistisch signifikant, am Zeitpunkt 10.00 Uhr
wurde mit einem p-Wert von 0,0501 das Kriterium nicht mehr erfiillt. (Abbildung 32)
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Abb. 32: Hauptversuch Teil 2

Serum-Glukose bei Ratten zu verschiedenen Tageszeitpunkten und unterschiedlichen
Lichtbedingungen nach einmaliger intraperitonealer (i.p.) Vorbehandlung (15 min)

mit Rolipram (2.5 mg/kg) bzw. Vehikel (Kontrolle).

Pro Tageszeitpunkt wurden jeweils 24 Tiere eingesetzt

und nach Zufallskriterien den 2 Behandlungsgruppen zugeordnet

(n =12 Tiere Rolipram i.p.; n = 12 Tiere Vehikel i.p.).

Die Serum-Glukose-Konzentration wurde enzymatisch (Hexokinase-Verfahren) bestimmit.
Dargestellt sind die Mittelwerte mit S.E.M..

(Signifikanzniveau: ++ - p < 0.01; t-Test)
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3.3 Temperatur - Regulation

3.3.1 Ausgangstemperaturen

Die Korpertemperaturen lagen bei Werten zwischen 36 und 37,1 Grad Celsius.

Nach einem Maximum um 08.00 Uhr mit 37,2 Grad Celsius konnte um 12.00 Uhr das Minimum
von 36 Grad Celsius ermittelt werden.

Bis zum Zeitpunkt 02.00 Uhr mit 37 Grad Celsius stiegen die Messwerte an den dazwischen
liegenden Zeitpunkten durchgehend an und blieben dann bis zum Maximum um 08.00 Uhr auf
etwa gleich hohem Niveau.

Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den als Kontrollen und den fiir Rolipram
vorgesehenen Tieren konnten nicht ermittelt werden. (Abbildung 33)
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Abb. 33: Hauptversuch Teil 2

Korpertemperatur bei Ratten zu verschiedenen Tageszeitpunkten und unterschiedlichen
Lichtbedingungen unmittelbar vor einmaliger intraperitonealer (i.p.) Behandlung

mit Rolipram (2.5 mg/kg) bzw. Vehikel (Kontrolle).

Pro Tageszeitpunkt wurden jeweils 24 Tiere eingesetzt

und nach Zufallskriterien den 2 Behandlungsgruppen zugeordnet

(n =12 Tiere Rolipram i.p.; n = 12 Tiere Vehikel i.p.).

Die Kérpertemperatur wurde mittels einer rektal eingefiihrten Thermosonde gemessen.

Dargestellt sind die Mittelwerte mit S.E.M.

(Signifikanzniveau durchweg p > 0.05; t-Test)
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3.3.2 Temperaturen nach Verhaltensbeobachtung
Die Korpertemperaturen der Kontrollen lagen bei Werten zwischen

36,2 und 37,1 Grad Celsius.
Die Messwerte lagen in der Hellphase etwas niedriger als in der Dunkelphase.

Ab dem Minimum um 06.00 Uhr lagen sie an den nachfolgenden Zeitpunkten bis 20.00 Uhr
zunehmend hoher und verblieben dann auf diesem Niveau mit dem Maximalwert um 02.00 Uhr.
Danach konnte zwischen 04.00 und 06.00 Uhr ein deutlicherer Abfall in der Temperatur
gemessen werden.

Unter Rolipram konnten Unterschiede zwischen den Beleuchtungsphasen beobachtet werden.

Der zu allen Zeitpunkten deutlich ausgeprigte Abfall der KT war in der Hellphase grof3er als in
der Dunkelphase. Er war zu allen Zeitpunkten statistisch signifikant.

Zwischen den hochsten Temperaturwerten von 34 Grad Celsius zu Beginn und Ende der Hell-
phase lagen zu den iibrigen Zeitpunkten die Messwerte nur noch bei etwa 33,5 Grad Celsius.

In der Dunkelphase lagen sie zu Beginn schon bei 34,8 Grad Celsius. Sie stiegen zum Maximum
um 20.00 Uhr auf 35 Grad Celsius an, um dann bis zum Zeitpunkt 04.00 Uhr wieder jeweils
niedriger zu liegen und bis auf 34,2 Grad Celsius zuriickzugehen. (Abbildung 34)
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Abb. 34: Hauptversuch Teil 2

Koérpertemperatur bei Ratten zu verschiedenen Tageszeitpunkten und unterschiedlichen
Lichtbedingungen 75 Minuten nach einmaliger intraperitonealer (i.p.) Behandlung

mit Rolipram (2.5 mg/kg) bzw. Vehikel (Kontrolle).

Pro Tageszeitpunkt wurden jeweils 24 Tiere eingesetzt

und nach Zufallskriterien den 2 Behandlungsgruppen zugeordnet

(n =12 Tiere Rolipram i.p.; n = 12 Tiere Vehikel i.p.).

Die Korpertemperatur wurde mittels einer rektal eingefiihrten Thermosonde gemessen.
Dargestellt sind die Mittelwerte mit S.E.M.

(Signifikanzniveau: ¥ ¥ / %% = p <0.01;
t-Test (¥) bzw. Welch-Test (%))
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Diskussion

Beleuchtung
Beleuchtungsversuch

Fiir die Bewertung der unterschiedlichen Lichtregime werden die Zeitpunkte ab Beginn der
trainierten L-Phase fiir die Verhaltensparameter zusammengefasst betrachtet. Es wird auf die
jeweiligen Besonderheiten dabei gesondert eingegangen.

Zur Beschreibung der Aktivitdtsparameter wird unabhéngig von ihrer Zuordnung zu
verschiedenen Kategorien auf das gemeinsame Muster der Nicht-Aktivitit, das SL, zuerst
eingegangen. Der Parameter SL ist bei den Kontroll-Ratten der Hauptversuche in L hoher als in
D; in D findet sich lediglich ein zusétzlicher Gipfel in der Mitte der D-Phase, was aber in
Untersuchungen an verschiedenen Rattenstimmen bereits beschrieben wurde (Wollnik 1991).
Beim explorativen Verhalten ist bei den Kontrollen der Hauptversuche bei den Parametern SN
und DI der L/D-Unterschied erkennbar.

Die Vorverlegung des Beginns der L-Phase mit ,,Licht an“ um 04.00 Uhr entspricht einem
klassischen ,,Phase advance* aus der Chronobiologie. In Folge wird die Induktion von Inaktivitét
und Schlaf bei der nachtaktiven Ratte erwartet (Korf, von Gall, Stehle 2003).

Im Beleuchtungsversuch zeigt sich bei den Kontrolltieren, dass durch ,,Licht an* SL induziert
und DI deutlich mehr als SN verringert wird. Unter ,,rot* wird allerdings keine Abnahme von SL
wie in der D-Phase beobachtet. Es besteht die Moglichkeit, dass die Tiere durch ihren Aufenthalt
in einem weil} beleuchteten Raum bis zum Versuchsbeginn in den verbleibenden ca. 20 Minuten
unter der farbigen Beleuchtung bis zum Beginn der Verhaltensuntersuchung sich nicht auf die
spezifischen Helligkeiten im Versuchsraum einstellen konnen. Die Induktion von Verhalten der
D-Phase ist somit bei sechs Stunden ,,Licht an* nicht mehr moglich. Das wird mit den Parame-
tern SN und DI unterstiitzt, da deren erwartet niedrigeren Messwerte mit den gleichen
Héufigkeiten wie unter weiller Beleuchtung zum jeweiligen Zeitpunkt gemessen werden. Beim
,,Phase advance* um 04.00 Uhr ist die Verringerung der motorischen Aktivitit am stirksten
ausgepragt. Die Haufigkeiten zu den Parametern fiir Inaktivitdt/Schlat sind auf3er bei ,,Rot*
geringer als in den Hauptversuchen. Unter ,,Rot* bleibt es bei der sonst zu diesem Zeitpunkt
typischen Verteilung von Aktivitdt und Schlafen.

Auch wenn damit die Lichtfarben zu diesen Zeitpunkten in der L-Phase keine Effekte auslosen,
die unter ,,Licht an“ zu erwarten sind (Steigerung von SL), liegen diese Haufigkeiten immer noch
deutlich iiber den geringen SL-Werten wie in der zweiten Hélfte der D-Phase. Die Lichtfarben
haben somit auf das Verhalten aufgrund ihrer eigenen Wirkung wie ,,Licht an* keine dominanten
Effekte wie unter ,,Licht aus®, zeigen aber, dass durch die zunehmenden Zeitdauern von ,,Licht
an‘ bis zum Beginn der jeweiligen Untersuchung, selbst unter der am ehesten als D
wahrgenommenen Lichtfarbe ,,Rot*, kein besonderer Einfluss mehr auf das Verhalten beobachtet
werden kann. Das bedeutet aber auch, dass unter ,,Rot* keine Unterbrechung des bereits
induzierten Verhaltens in der L-Phase mehr erreicht werden kann. Es kommt im Gegensatz zur
D-Phase lediglich zur Verringerung bei explorativen Parametern wie SN, DI, SCR wie unter
,,.Licht an“ zu erwarten.
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Unter Rolipram treten SL ebenso wie DI im Beleuchtungsversuch fast nicht auf, bei SN liegen
die Werte noch unter denen von Hauptversuch Teil 1. Das damit fast vollige Fehlen von
explorativem Verhalten wird ergiinzt durch einen fehlenden Parameter des Pflegeverhaltens -
SCR. Bei dem Parameter PT ist lediglich unter ,,Blau‘ mit Rolipram eine Erh6hung der Haufig-
keit zu sehen. Da in der L-Phase sexuelles Verhalten von méinnlichen Ratten durch den SCN
gehemmt werden kann (Sodersten, Hansen, Srebro 1981), wird unter der blauen Beleuchtung
diese Hemmung moglicherweise durch die Induktion von Afferenzen iiber die Cryptochrome
zum SCN verringert und so PT damit auslosbar sein.

Bei den Parametern des induzierten Verhaltens hat GR als Pflegeverhalten einen speziellen
Status, da es zusitzlich zum durch Rolipram ausgeldsten Verhaltenssyndrom gehort. Bei den
Kontrolltieren ist keine Verdnderung durch die farbige Beleuchtung zu erkennen, auch unter
Rolipram liegen die Héufigkeiten in den Bereichen wie unter der entsprechenden Beleuchtung
zum gleichen Zeitpunkt in den Hauptversuchen.

Bei den beiden iibrigen Parametern des Rolipram-Verhaltenssyndroms - FPS und HTW - bewirkt
,,Licht an* (04.00 Uhr) eine Erhohung wie zum Zeitpunkt 06.00 Uhr.

Bei FPS bleiben die Héufigkeiten bei den Beleuchtungsfarben wie unter L hoher als in der
D-Phase, so dass unter der farbigen Beleuchtung kein Unterschied gegeniiber einer weillen Be-
leuchtung erkennbar ist.

Bei den HTW differiert dies in Abhéngigkeit von der Beleuchtungsfarbe. Um 04.00 Uhr ist die
Induktion von HTW so hoch wie unter L, so dass hier ,,Licht an“ sofort zu einer Wirkung fiihrt.
Unter Rolipram kommt es nach dem regulédren Lichtwechsel um 06.00 Uhr bei ,,Gelb* zu keiner
Veridnderung bei der Anzahl der HTW, sie liegen etwa so hoch wie direkt nach dem Licht-
wechsel beobachtet. Um 08.00 Uhr unter ,,Griin“ werden mindestens Werte wie unter weilem
Licht zum selben Zeitpunkt erreicht, auch wenn die Werte aus den Hauptversuchen Teile 1 und 2
um ein Viertel differieren. Unter ,,Blau‘ (08.00 Uhr) und ,,Rot* (12.00 Uhr) liegen die Messwer-
te auf der Hohe wie in der D-Phase zu den entsprechenden Zeitpunkten 20.00 und 24.00 Uhr und
damit deutlich unter den Werten in der L-Phase zu diesen Zeitpunkten.

Bei den HTW scheinen damit neben dem ,,Phase advance** Effekt nur ,,Gelb* und ,,Griin* wie
,.Licht an“ zu wirken.

Wenn ,,Rot* hier im Gegensatz zum Effekt bei spontanem Verhalten wie D wahrgenommen
wird, zeigt das hier eine kurzfristige Induzierbarkeit durch eine mogliche Beeinflussung der Re-
gelkreise in der Epiphyse, so wie es fiir die AA-NAT bereits beschrieben wurde (Wang, Du,
Tong 2007). Fiir ,,Blau* ist dies iiberraschend, da iiber die Cryptochrome bei diesen Wellen-
ldngen ein Effekt wie Tageslicht erwartet werden konnte (Miyamoto, Sancar 1998, Thompson,
Sancar 2002). ,,Blau‘ konnte somit hemmend einwirken auf die Aktivierung adrenerger Systeme
durch Rolipram, so dass der eigentlich steigernde Effekt, wie unter Tageslicht zu diesem Zeit-
punkt zu erwarten, aufgrund der zusétzlichen ,,Blau“~-Wirkung auf die lichtverarbeitenden Regel-
kreise aufgehoben wird. Dies konnte der beschriebenen Wirkung auf die Induktion von PT
entsprechen, das auch durch eine Induktion des SCN verstidrkt worden sein kann.

Diese Ergebnisse zur Untersuchung von Tieren in der D-Phase unterstiitzen eher noch die Wahl
einer roten Beleuchtung als D-Phasenbeleuchtung.

Bei COR und Glukose sind keine Beeinflussungen unter den unterschiedlichen Lichtfarben
sowohl im Vergleich zu weilem Licht zum selben Zeitpunkt, als auch zu den
korrespondierenden Zeitpunkten in der D-Phase zu erkennen. Eine besondere Beeinflussbarkeit
der HPA-Achse ist in dieser Anordnung von veridnderten Lichtfarben somit weitgehend auszu-
schlieBen.
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Corticosteron
Hauptversuch Teil 1 und 2

Durch in vivo und in vitro durchgefiihrte Untersuchungen an Nagern ist bekannt, dass Rolipram
verschiedene Ebenen der LHPA-Achse stimulieren kann (Kumari et al. 1997, Lim, Shipston,
Antoni 2002, Lee et al. 2004). Hier kann gezeigt werden, dass es unter Rolipram zu allen Tages-
zeiten und damit Aktivitdtsphasen zu einer Erhohung der COR-Konzentrationen kommt.
Werden Ratten Stress ausgesetzt, ist der hochste Anstieg von COR in der Talphase in der
zweiten Nachthilfte zu erwarten (Dunn, Scheving, Millet 1972). Da keine Steigerung der COR-
Konzentrationen beobachtet werden kann, erscheint keine besondere stressogene Belastung der
Tiere vorgelegen zu haben. Damit ist moglich, dass der durch die Untersuchung moglicherweise
trotzdem vorhandene stressende Effekt durch Handling der Tiere und Dekapitation keine
erkennbaren Auswirkungen hat.

Nur in Hauptversuch Teil 1 sind zu verschiedenen Zeitpunkten die Unterschiede zwischen den
Versuchsgruppen geringer: der Anstieg zum Zeitpunkt 14.00 Uhr ist nicht mehr signifikant, an
den beiden nachfolgenden Zeitpunkten 16.00 Uhr und 18.00 Uhr, aber auch um 22.00 Uhr und
04.00 Uhr sind die Signifikanzniveaus geringer. An den Zeitpunkten, zu denen sich die
motorische Aktivitit der Versuchstiere physiologischerweise erhoht, kann die zugrundeliegende
Steigerung der NA-ergen Aktivitidt das Ausmal} der Rolipramwirkung verringern.

Das kann mit der beginnenden Steigerung der motorischen Aktivitit zu diesem Zeitpunkt
zusammenhéngen, die durch eine Steigerung der NA-ergen Aktivitdt z. B. im LC verursacht ist.
Das NA-erge System wirkt iiber Fasern direkt auf die LHP-Achse ein (Nemeroff 1988) und kann
iber eine Stimulation des vegetativen (sympathischen) Systems die CRH-Sekretion verstéirken.
AuBerdem kann iiber die Verbindung des Hypothalamus zum LC das SAM aktiviert werden und
eine periphere Antwort mit Erhohung der COR-Konzentrationen auslosen.

Uber B-adrenerge Rezeptoren kann Rolipram zusitzlich direkt an den corticotrophen Zellen der
Hypophyse eine AC-gekoppelte oder durch eine spezifische PDE 4-Hemmung hervorgerufene
Steigerung der cAMP-Konzentration erreichen (Boutillier 1994, Koch, Lutz-Bucher 1989,
Hadley, Flack, Buckingham 1993), so dass bei gleichbleibender Reaktivitit dieses Systems eine
gleichstarke, beleuchtungsunabhéngige Erhohung der ACTH-Ausschiittung und damit der COR-
Konzentrationen bewirkt werden kann. Das bestitigt die von Kumari et al. 1997 in vitro und in
vivo an Ratten gezeigte Aktivierung der HPA-Achse durch selektive PDE 4-Hemmer, die
innerhalb von 20 Minuten zu einem Anstieg von COR fiihrt.

Die Aktivierung sogenannter Uhrengene und ihrer Proteine wie PER1, PER2 und CRY 1, die
dem D/L-Rhythmus folgen, wird bei Nagern auch iiber Transkriptionsfaktoren reguliert, die
ihrerseits durch CREB-Phosphorylierung aktiviert werden. Die Wirkung von Rolipram auf diese
Faktoren iiber seine cAMP-Wirkung erlaubt die Schlussfolgerung, dass die durch sie gesteuerten
tageszeitlichen Variationen bei COR und KT stimuliert werden konnen (Richter et al. 2004) und
so zu einer generellen Erhohung bzw. Absenkung durch Rolipram fiihren, ohne dass die
tageszeitlichen Differenzen wesentlich verdndert werden.

Fiir eine Aussage iiber einen eventuell vorhandenen circadianen Rhythmus der LHPA-Achse sind
nicht geniigend Messpunkte vorhanden. COR wird episodisch sezerniert, so dass die hier
vorhandenen Abstinde der Messungen erwartungsgemél} zu grof3 sind (Moore-Ede, Sulzman,
Fuller 1982). Der Gipfel der COR-Konzentrationen wire dazu in der zweiten Hilfte der L-Phase
zu erwarten, wenige Stunden vor Beginn der Aktivititsperiode (Krieger: Rhythms in CRF,
ACTH and corticosteroids in Krieger (Hrsg.): Endocrine Rhythms, Comprehensive
Endocrinology Series 1979), der hier aber nicht deutlich ausgeprigt vorhanden ist.
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Durch die Aktivierung der LHP-Achse iiber eine gesteigerte intrazelluldre cAMP-Konzentration
besteht auBerdem die Moglichkeit der Nachahmung der Wirkung von CRH auf das Verhalten
von Ratten. Die unter Rolipram beobachtete Steigerung einzelner Aktivititen, die primir dem
typischen Verhaltenssyndrom unter Rolipram zugerechnet werden, kdnnte in diesem Zusammen-
hang eine neue Bedeutung erhalten. Bei GR findet sich zu allen Zeitpunkten eine Steigerung
gegeniiber den Kontrollen. GR wird von Koob und Bloom 1985 als ein Parameter des ,,general
arousal® und von Holsboer 2003 als eine Wirkung nach CRH-Administration genannt. Damit
entsteht die Frage, ob diese Verhaltenseffekte iiber eine Beeinflussung der LHPA-Achse, z.B.
tiber den CRH-R1 moduliert werden konnen. Dieser Aspekt soll daher unter dem Abschnitt
Verhalten diskutiert werden.

Beleuchtungsversuch und COR

Die Vorverlegung des Beginns der L-Phase mit Licht an um 04.00 Uhr entspricht einem
klassischen ,,Phase advance* aus der Chronobiologie. In Folge wird die Induktion von Inaktivitét
und Schlaf bei der nachtaktiven Ratte erwartet (Korf, von Gall, Stehle 2003).

Zugleich ist zu erwarten, dass sich bei den Tieren der Kontrollgruppe entsprechend der abneh-
menden motorischen Aktivitit die COR-Konzentrationen in einem niedrigeren Bereich befinden
als wihrend der Aktivitdtsphase. Unter den tageszeitlich nachfolgenden Farben sollte durch die
Rezeption von ,,Gelb* und ,,Griin* wie ,,Licht an* die Konzentration niedrig bleiben, da Licht-
pulse wihrend des subjektiven Tages keinen Einfluss auf die Phasenlage der Aktivitiit haben
(Korf, von Gall, Stehle 2003). Lediglich unter ,,Blau* kann durch die besondere Empfindlichkeit
der Cryptochrome eine Induktion der HPA-Achse moglich sein. Fiir ,,Rot* wird bei Inaktivitit
der Tiere keine Veridnderung gegeniiber den L-Werten erwartet.

Ein deutlicher Hinweis auf eine tageszeitlich abhéingige Schwankung von COR findet sich zu
den Zeitpunkten 04.00 Uhr und 06.00 Uhr. Nach Beginn der L-Phase sinkt die COR-
Konzentration der Kontrolltiere ab. Nach Vorverlegen dieses Beginns zeigt COR im Beleuch-
tungsversuch bei den Kontrolltieren um 04.00 Uhr auch eine Abnahme wie bei Hauptversuch
Teil 1 um 06.00 Uhr. Rolipram kann aber um 06.00 Uhr im Beleuchtungsversuch einen Anstieg
wie unter ,,Licht an“ erzeugen. An den folgenden Zeitpunkten ist zwischen Beleuchtungs- und
Hauptversuch bei beiden Behandlungen jeweils kein Unterschied in derselben Behandlungs-
gruppe mehr festzustellen.

Dabei kann die bereits in der L-Phase verbrachte Zeit der Tiere vor Injektion ab 06.00 Uhr eine
Abnahme der COR-Konzentration auf das Niveau in der ersten Hilfte der L-Phase bewirkt ha-
ben, die unter der experimentellen Situation innerhalb der kurzen Zeit (noch) nicht zu einem
Anstieg gefiihrt hat. Die direkte Regulation innerhalb der LHP-Achse konnte aber auch durch
einen iiberlagernden Effekt des SCN als priméren Schrittmacher bedingt sein, da die COR-
Konzentrationen sich wie in der L-Phase darstellen (Moore-Ede, Sulzman, Fuller 1982).

Die Beleuchtungsfarbe ,,Rot* in der D-Phase hat unter diesen moglichen Einschrinkungen auch
bei COR keinen Einfluss auf die Konzentrationen.
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Glukose
Hauptversuch Teile 1 und 2

Durch die Behandlung mit Rolipram kommt es zu fast allen Zeitpunkten (in jeder Serie ist zu
einem Zeitpunkt kein signifikanter Unterschied mehr vorhanden) zu einer durchschnittlichen
Erhohung um 20-40 mg/ dl.

Dass Glukosekonzentrationen bei Rattenstimmen stark unterschiedlich sein konnen, zeigen auch
hier die Daten der Kontrolltiere. Starke tageszeitliche Schwankungen sind bei Werten von

140 = 10 mg/ dl bei den Kontrolltieren nicht gemessen worden, sie liegen im Bereich der Studien
von Jolin und Montes 1973 und Strubbe et al. 1987. Damit kann nicht von einer Erh6hung durch
die Versuchsanordnung ausgegangen werden. Auch eine mogliche Irritation der Tiere durch das
Umsetzen in eine Transportbox bis zur Dekapitation kann zwar nicht vollig ausgeschlossen
werden, diirfte aber nach den vorliegenden Ergebnissen gering ausgepragt sein.

Eine i.p. Kontrollinjektion kann bei WISTAR-Ratten nach einer Stunde eine Erh6hung der
Blutglukosekonzentration um bis zu 30 mg/dl auslosen (Strubelt 1969). Die hier durchgefiihrten
Injektionen lassen zwar bei allen Kontrolltieren eine Erhohung der Glukosekonzentrationen
moglich erscheinen, aber eine besondere Beeinflussung zu einzelnen Zeitpunkten findet sich
nicht. AuBlerdem kann aufgrund der oben zitierten Studien eine Belastung als ebenfalls eher
gering eingestuft werden.

Da sich die Versuchskifige fiir die Verhaltensbeobachtung im Raum befanden, in dem die Tiere
bis zum Versuch untergebracht waren, ist aus einer dhnlichen Untersuchung an Sprague-Dawley
Ratten bekannt, dass COR um bis zu 15 mg/dl ansteigen und Glukose eine mittlere
Konzentration von 120 mg/dl im Blut aufweisen kann (Flaherty, Rowan, Pohorecky 1986). Auch
durch diese Ergebnisse kann ein moglicher stressogener Effekt auf diese Parameter als gering
ausgepragt eingeschitzt werden.

Die durch unspezifische PDE-Hemmer beschriebene Erhhung der Blutglukosekonzentrationen
(Strubelt 1969, LeBlanc et al. 1985) fiihrt innerhalb einer Stunde zu einem @hnlichen Ergebnis.
Da es unwahrscheinlich ist, dass Rolipram als PDE 4-Hemmer an der B- Zelle des Pankreas eine
hemmende Wirkung in der hier verwendeten Dosis auf die dort nachgewiesenen PDE 3 hat, muss
ein weiterer Effekt die Erhohung der Blutglukosekonzentrationen bewirken.

Das kann einerseits eine auf die PDE 3 wirkende Substanz sein oder andererseits Transmitter wie
Katecholamine. Da aber Katecholamine an der B- Zelle des Pankreas nur die glukose-induzierte
Insulinfreisetzung modulieren (Doherty, Clark 1994), besteht eher die Moglichkeit einer
Wirkung von Katecholaminen an dem zweiten Erfolgsorgan des Glukosestoffwechsels, der Leber
(Kalsbeek et al. 2004). Dort ist aber die Vermittlung der Signale des sympathischen
Nervensystems cAMP-unabhingig (Exton 1987, Pilkis, Claus, Raafat El-Maghrabi 1988).

Da auch dort keine PDE 4 die Regulation beeinflussen kann, besteht lediglich die Moglichkeit
der Steigerung der Glukoneogenese durch Glukokortikoide. PDE-Hemmer konnen iiber eine
Aktivierung des sympathischen Nervensystems mit Ausschiittung von Adrenalin eine Hyper-
glykdmie bewirken, die iiber 3-adrenerge Rezeptoren vermittelt wird (Strubelt 1969, LeBlanc et
al. 1985). Zentral wird durch Adrenalin zusitzlich die HPA-Achse aktiviert und COR
ausgeschiittet. COR bewirkt eine Hyperglykdmie in der Ratte, die durch Hemmung der
Ausschiittung von Adrenalin aus dem NNM durch ein Somatostatinanalogon verhindert werden
kann (Rothwell 1990). Rolipram kann in deutlichem Ausmal} die Regelkreise aktivieren, die
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peripher die COR-Konzentrationen erhdhen, so dass damit sowohl in der Leber die Glukoneo-
genese, als auch in der - Zelle des Pankreas iiber die Hemmung der Insulinfreisetzung mit der
fehlenden Aktivierung durch eine Phosphorylierung ein hyperglykdmischer Zustand bewirkt
werden kann.

Da kein Reiz zur Steigerung der Insulinsekretion erfolgt, kommt es nicht zu der ganzen Kaskade
mit der Freisetzung von IGF-1 (Zhao et al. 1997) und der Steigerung der Insulinsekretion aus den
Inselzellen mit dem Resultat, dass eine Hyperglykédmie erhalten bleibt. Vor allem bei den hier
vorliegenden leicht hyperglykdmischen Werten erscheint diese Regulation als wichtigste
Erklarung fiir die Rolipramwirkung (Zhao et al 1997, Shatiee-Nick, Pyne, Furman 1995).

Beleuchtungsversuch

Die Veridnderungen des Beleuchtungsregimes haben keinen Einfluss auf die Blutglukose-
konzentrationen. Die Stimulation durch COR hat zu den untersuchten Zeitpunkten eine etwa
gleich starke Steigerung der Glukosekonzentrationen zur Folge, die unterschiedlichen Farben
wirken sich nicht aus. Damit ist auch fiir Glukose kein besonderer Einfluss durch die Lichtfarbe
,,Rot*“ nachzuweisen.
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Melatonin

Um den Einfluss der Beleuchtung auf die Konzentrationen von MEL einzuschitzen, ist die
Bewertung der gewihlten Beleuchtungsfarbe ,,rot* erforderlich. Fiir MEL liegt mit der Arbeit
von Lynch, Wurtman, Ronsheim 1982 bereits ein Ergebnis zu Beleuchtungsregimen vor. Ratten
zeigen danach unter einer simulierten Nachtbeleuchtung wie in einer Vollmondnacht das gleiche
Verhalten bei Futter-, Wasseraufnahme und motorischer Aktivitit wie Tiere in kompletter
Dunkelheit und haben in der D-Phase entsprechend hohere MEL-Werte als in der L-Phase. In der
L-Phase fallen die Werte auch bei einer komplett abgedunkelten Schlafthohle auf Werte wie bei
Tieren in normalen Laborkifigen ohne Lichtschutz.

Somit erscheint es moglich, dass unter einer roten Beleuchtung, die auch in der Literatur fiir
Versuche zu MEL in D-Phasen eingesetzt worden ist, keine Hemmung der MEL-Sekretion
erfolgt (Redman, Armstrong, Ng 1983 in Evered, Clark (Hrsg.): Photoperiodism, melatonin and
the pineal 1985). Dies ist erforderlich, um wie bereits bei Boulos und Terman 1979 beschrieben,
gedampftes rotes Licht als konstante Dunkelheit zur Beobachtung von Verhalten einsetzen zu
konnen. Bei einer Untersuchung von minnlichen Schafen wurde in der D-Phase eine rote 15W
Leuchte verwendet, bei der die Tiere Nahrung aufnehmen und Blutproben entnommen werden
konnten. Darunter bleibt ein etablierter MEL-Rhythmus erhalten, Verdnderungen beruhen nur auf
der Verschiebung von LD-Anteilen (Lincoln, Ebling, Almeida: Generation of melatonin rhythms
in Evered, Clark (Hrsg.): Photoperiodism, melatonin and the pineal 1985). Weille Lichtpulse von
einer Minute Dauer in der D-Phase reichen aus, um die MEL-Produktion nachhaltig zu unter-
driicken (Illnerova, Vanecek 1982). Unter Verwendung der hier gewéhlten roten Beleuchtung
kann eine Unterdriickung der MEL-Produktion durch dieses Licht am Versuchsplatz in der
D-Phase und die helle Raumbeleuchtung bei der Dekapitation zur Probengewinnung auch nach
Verlassen des Versuchsraums ausgeschlossen werden, da in der D-Phase durchgehend hohere
MEL-Werten als in der L-Phase gemessen wurden.

Damit kénnen Effekte durch das Offnen der Labortiir zum beleuchteten Laborgang, der Transport
der Tiere in den Raum mit der hellen Arbeitsbeleuchtung zur Dekapitation weitgehend ausge-
schlossen werden (Evered, Clark (Hrsg.): Photoperiodism, melatonin and the pineal 1985).
AuBerdem erscheint die Abdeckung der Transportkiste der Tiere zum Transport erfolgreich ge-
wesen zu sein. Die Steuerung zur Bildung des Melatonins ist wie bei Tieren unter einem

12:12 LD-Rhythmus erhalten geblieben.

Zusitzlich war auszuschliefen, dass die vor Versuchsbeginn erfolgte Injektionsbehandlung bei
den Tieren Einfluss auf die MEL-Konzentrationen hat. Zwar beeinflusst eine Injektions-
behandlung einen bestehenden MEL-Rhythmus nicht, aber zum D/L-Ubergang sind Ratten
empfinglich durch Beeinflussung mit Handling, Injektionen oder einem chemischen Inhaltsstoff
der Triagerlosung, die dann auch die MEL-Konzentrationen veriandern konnen (Lincoln, Ebling,
Almeida: Generation of melatonin rhythms in Evered, Clark (Hrsg.): Photoperiodism, melatonin
and the pineal 1985).

Aufgrund der erhalten gebliebenen D/L-Unterschiede bei den MEL-Konzentrationen zu den
Lichtwechseln sind mogliche Beeinflussungen im Umgang mit den Tieren in der Versuchs-
situation weitgehend auszuschlie3en.

Ein weiterer Einfluss auf die MEL-Konzentrationen liegt in der Entwicklung von biologischen
Rhythmen bei Ratten in Abhingigkeit vom Lebensalter. In der Zeit zwischen 30 bis 60 Tagen
Lebensalter hat sich bei Ratten ein gut organisierter tageszeitlicher Verhaltensablauf entwickelt
(Draper 1967), zu dem auch die vollstindige Entwicklung eines circadianen Rhythmus bei Tieren
dlter als 35 Tagen gehort (Frowein, Lapin 1979, Niesink, van Ree 1982, Klein: Circadian
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Rhythms in the pineal gland in Krieger: Endocrine Rhythms 1979).

Bei den hier untersuchten Ratten lag das Alter der untersuchten Tiere mit iiber 35 Tagen tiber
diesem Zeitraum, so dass von einem voll entwickelten, tageszeitlich organisierten Verhalten
ausgegangen, ein entwickelter circadianer Rhythmus wie bei ausgewachsenen Tieren erwartet
und eine Beeinflussung durch das Alter der Tiere ausgeschlossen werden kann.

Der Beginn einer L-Periode supprimiert die MEL-Sekretion. Bei den hier untersuchten Ratten
bestitigen sich beide Effekte der beschriebenen Beleuchtungsarten:

die weille Beleuchtung unterdriickt die Sekretion von MEL, rotes Licht beeinflusst die Hohe der
circadian typischen Konzentrationen zu den untersuchten Zeitpunkten nicht.

Dabei sind die MEL-Werte unter Rolipram in der D-Phase gegeniiber den Kontrollen nicht
signifikant verdndert. Nur zu beiden Lichtwechseln und in der ersten Hilfte der L-Phase bewirkt
Rolipram gesteigerte MEL-Konzentrationen. Damit erscheint ein MEL-Rhythmus regelrecht
vorhanden zu sein und nur zu wenigen Zeitpunkten moglicherweise iiber die endogene Aktivie-
rung hinaus durch cAMP-vermittelte Mechanismen oder den MT2 Rezeptor weiter zu steigern zu
sein (Dubocovich et al. 2003). Es kann auch durch eine Aktivierung von MT1 Rezeptoren zu
einer MEL-eigenen Hemmung seiner Konzentrationen gekommen sein, so dass die Aktivierung
von NA-ergen/cAMP-abhingigen Mechanismen durch Rolipram eher einen hemmenden Effekt
auf die MEL-Konzentrationen gehabt hitte (von Gall et al. 2000). Dieser Effekt kann auch durch
die Induktion von ICER erfolgen (Engel et al. 2004, Koch et al. 2003).

Bei den Kontrolltieren ist nach der Induktionsphase der MEL-Bildung zu Beginn der D-Phase ein
Anstieg der Konzentrationen noch nicht erfolgt (Romero, Zatz, Axelrod 1975a), in der bereits
durch Rolipram nach dem Lichtwechsel zu D die adrenerge Stimulation an der Epiphyse
wirksam ist.

Danach erfolgt bei beiden Gruppen der Anstieg der Serumkonzentrationen zu zwei Maxima in
der D-Phase (Perreaux-Lenz et al. 2004), ohne dass bei der dann maximalen Stimulation des
Systems noch eine weitere Steigerung durch einen adrenerg vermittelten Stimulus wie durch
Rolipram erfolgt. Das dndert sich erst wieder unter der Suppression der MEL-Bildung und
—Sekretion durch die Raumbeleuchtung und den zugrunde liegenden Regelkreisen (Hastings,
Maywood, Neill 2007).

Durch sogenannte transcriptional/post-translational feedback loops (TTFL), durch die bereits vor
,Licht an* die Sekretion von MEL abnimmt, wird dies zum Zeitpunkt 04.00 Uhr bei den Kon-
trolltieren sichtbar und die vorwiegend adrenerg vermittelte Stimulation durch Rolipram bewirkt
hier einen signifikanten Unterschied. Dieser Effekt ist bis zur Mitte der L-Phase zu beobachten.
Eine Ursache fiir diesen Effekt konnte die anhaltende Stimulierung der AA-NAT sein, wenn
Rolipram via CREB durch cAMP-vermittelte Stimulierung der Transkription die Bildung des
Enzyms aufrechterhilt (Korf, von Gall, Stehle 2003).

Damit kann Rolipram zu einzelnen Zeitpunkten eine Induzierbarkeit der MEL-Sekretion
bewirken und es damit bei aufeinanderfolgenden Zeitpunkten wie eine Verldngerung der D-
Phase erscheinen, da aufgrund der Effekte iiber die Uhrengene eine Induktion der AA-NAT
angenommen wird (Simonneaux et al. 2004, Masumoto et al. 2003). Die beschriebene NA-
cAMP-stimulierte Hemmung des AA-NAT-Abbaus durch Rolipram wirkt sich nur in einem
tageszeitlichen Abschnitt aus, in dem diese Hemmung nicht maximal ausgeprégt ist (ab Mitte der
L-Phase und in der Mitte der D-Phase) (Vollrath 2002, Schomerus et al. 2000). Dariiber hinaus
kann Rolipram durch Stimulation des SAM einen adrenergen Input zur Epiphyse generieren, der
dann die MEL-Sekretion induziert (Kim et al. 2005). Allerdings weicht diese Aktivierung von
bisherigen Ergebnissen zur AA-NAT-Induzierbarkeit durch adrenerge Stimuli ab, weil dort die
Photoperiode nicht die Stirke der cAMP-Antwort beeinflusst hat (Engel et al. 2004).
Andererseits wird die AA-NAT Induktion durch die in der ,,Feedback loop* gebildeten ICER-
Proteine zum Ende der D-Phase verringert (Foulkes et al.: Rhythmic transcription: the molecular
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basis of oscillatory melatonin synthesis in Veldhuis (Hrsg.): Mechanisms and biological
significance in pulsatile hormone secretion, 2000), was aber hier moglicherweise durch die Wir-
kung von Rolipram seinerseits abgeschwicht wird. Damit bleibt dann die adrenerge Stimulation
der MEL-Bildung noch zu den nachfolgenden Zeitpunkten erhalten, so dass sich ab 04.00 Uhr
signifikant erhohte MEL-Konzentrationen messen lassen.

Dabei ldsst sich in dieser Untersuchung nicht eindeutig kldren, ob eine auch circadian vermittelte
lichtabhingige Verhaltensantwort ausgelost wird. Es ist nicht eindeutig klar, ob diese Effekte nur
einer adrenergen Stimulation zuzurechnen sind oder durch die gezielte Induktion von POMC-
Peptiden (Al Dujaili et al. 1981, Estivariz et al. 1982), die eine ACTH-Wirkung verstérken,
entstehen. Entstehen konnten sie auch durch die verldngert andauernde Bildung von Uhrengenen
wie Perl und Cry2, die iiber die cAMP-Anreicherung eine Steigerung der MEL-Bildung - auch
durch Stabilisierung der AA-NAT - bewirken (Schomerus et al. 2000, Engel et al. 2004).

Diese Verlidngerung der Induktivitét der sonst zu Beginn der L-Phase via SCN supprimierten
MEL-Bildung kann ein Versuch zur Erkldrung der signifikant erhohten MEL-Konzentrationen
unter Rolipram sein (Simonneaux et al. 2004, Dubocovich et al. 2003, Hastings, Maywood, Neill
2007). Hinweise dafiir geben die durch Rolipram cAMP-vermittelte Expression von CREB
(Nibuya, Nestler, Duman 1996), die die Perl Genexpression zur Erh6hung der MEL-Bildung
steigert (Masumoto et al. 2003, Simonneaux et al. 2004) oder die Verschiebung von circadianen
Rhythmen iiber den MT2 Rezeptor zu den LD-Wechseln bewirkt (Dubocovich et al. 2003).
Dadurch kénnten dann noch bis in die erste Hélfte der L-Phase, aber auch schon zu Beginn der
D-Phase die MEL-Konzentrationen gegeniiber den Kontrolltieren ansteigen.

Falls durch Rolipram in der ersten Hilfte der L-Phase eine Steigerung der MEL-Konzentration
moglich ist und die damit verkniipfte Auslosung des Rolipram-typischen Verhaltens ebenfalls
adrenerg vermittelt ist, konnte beides iiber eine zugrundeliegende Stimulation zweier
tageszeitlich abhiingiger, gekoppelter Systeme erfolgen. Vom rolipramtypischen Verhalten fiigen
sich aber dabei bestenfalls nur HTW in diesen Regulationsmechanismus ein. FPS und GR lassen
sich in der Art der Stimulation durch Rolipram auch unter diesem Aspekt als Verhaltens-
parameter abgrenzen.

Wenn eine positive Beeinflussung der Ausprigung einer Depression durch Substanzen bekannt
ist, die die MEL-Konzentrationen im Serum erhdhen, und eine Phasenverschiebung mit einer
verlidngerten Induktion durch Rolipram in der Ruhephase in der Ratte gezeigt worden ist, konnte
dies bei entsprechender Ubertragung der Ergebnisse auf den Menschen ein Anzeichen fiir die
gewiinschte Verzogerung von circadianen Rhythmen bei Depressiven sein, durch die wieder eine
regelrechte Phasenlage entstehen kann. Grundlage erhilt dies durch die Nachweise von Vecsey et
al. 2009 und Smith et al. 2008 in Tiermodellen in vivo auch fiir Alzheimer Erkrankungen, da bei
circadianen Rhythmusstorungen mit verringerter Gedédchtnisleistung ursichliche Effekte der ge-
steigerten PDE4 Aktivitdt durch Rolipram aufgehoben werden kdnnen.
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Verhalten

Bei der Untersuchung von Verhaltensparametern gilt das erste Interesse der Darstellung der
Verhaltensparameter, die bei den als Kontrollen untersuchten Tieren aufgetreten sind. Dabei wird
auch bei dieser Versuchsanordnung davon ausgegangen, dass die Verteilung der Aktivitit der als
nachtaktiv beschriebenen Laborratte sich in den hier im Abstand von zwei Stunden untersuchten
Einzelgruppen nicht grundlegend vom Verhalten bei kontinuierlicher Beobachtung unterscheidet.
Der Versuchsablauf ist so gewihlt, dass die Manipulation der Tiere durch Umsetzen und
Injektionen mehr als 15 Minuten vor Beginn der eigentlichen Verhaltensbeobachtung
abgeschlossen ist. Damit sind die moglichen storenden, weil aktivierenden Effekte z.B. auf GR
(da in beiden Gruppen beobachtbar) dann abgeklungen und es werden die fiir die untersuchte
Tageszeit iiblichen Haufigkeiten gefunden (Gispen et al. 1975, Jolles, Rompa-Barendregt,
Gispen 1979a).

Bei den Kontrolltieren konnen daher auch die erwarteten Unterschiede zwischen L- und D-Phase
beobachtet werden. Die Parameter fiir das explorative und residuale Verhalten (SN, DI, SCR)
sind in der D-Phase - entsprechend dem erhohten SL - erkennbar niedriger als in der L-Phase.
Bei SN und SCR kann zusitzlich die verringerte Aktivitit in der Mitte der D-Phase bei
entsprechend gesteigertem SL gefunden werden (SL-Gipfel in der D-Phase sieche Wollnik 1991).
Diese Verteilung der Verhaltensparameter entspricht damit denen bei kontinuierlicher
Beobachtung. Dieses ist wesentlich festzuhalten, da hiermit die Verdnderungen durch Rolipram
zu den jeweiligen Zeitpunkten die Beeinflussung eines regelrechten Verhaltens darstellen und
somit als verldsslich pharmakogen ausgelost einzustufen sind.

Unter Rolipram kommt es zu allen Zeitpunkten zu einer wesentlichen Verdnderung des
Verhaltens. Maintenanceverhalten und exploratives Verhalten mit seinen lokomotorischen
Anteilen werden zu sehr grofSen Anteilen durch das typische Verhalten unter Substanzwirkung
ersetzt. Das geht soweit, dass sich eine Inaktivitidt bei den Tieren unter Rolipram nicht mehr
beobachten ldsst, stattdessen aber teilweise fortlaufend auftretende HTW, FPS und GR auftreten.
Das in der Ruhephase der Tiere in der L-Phase auftretende SL wird durch pharmakogen
induziertes Verhalten ersetzt oder unterbrochen.

Die Induktion des Verhaltenssyndroms bewirkt eine Unterdriickung oder ein Ersetzen des
spontanen Verhaltensrepertoires von Laborratten. Das explorative Verhalten, hier durch die
Parameter SN und DI représentiert, wird auf Kosten des Rolipram-typischen Verhaltens
verringert.

Das unter Rolipram beobachtete Verhaltenssyndrom mit HTW, FPS und GR tritt in beiden
Lichtphasen auf.

Auch wenn in Anzahl oder Hiufigkeit zum Teil deutliche Unterschiede zwischen L- und
D-Phase bestehen, bleibt auch in der D-Phase immer ein typisches Verhaltensmuster zu beobach-
ten. Das Rolipramverhalten scheint dabei aber selbst noch in zwei unterscheidbare Teile zu
dissoziieren:

- die Induktion der HTW, die einem klaren lichtabhéngigen Antrieb unterliegen und

- die in einer abgeschwichten Form ebenfalls lichtabhéngig auftretenden FPS, die aber keiner
iber die L-Phase abnehmenden Induzierbarkeit unterliegen und

- das zu allen Zeitpunkten gesteigerten GR.

HTW und FPS konnen dann als lichtabhingig induzierbare Parameter des Rolipramverhaltens
eingestuft werden, die einer Aktivierung iiber den RHT oder durch Aktivierung retinaler Proteine
unterliegen.
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Dabei erscheint auffillig, dass die Induzierbarkeit des Rolipram-Verhaltens (Anteile HTW und
FPS) zu den Zeitpunkten besonders hoch ist, an denen die motorische Aktivitit bei den Kontroll-
tieren ebenfalls hoch ist. Die Auslosung von motorischer Aktivitit durch CRH kann nicht mit
einer moglichen Aktivierung der LHPA-Achse anhand der COR-Konzentrationen begriindet
werden, da die COR-Konzentrationen zwischen L- und -D-Phase nur gering schwanken. Damit
konnte die Auslosung des Verhaltens in seiner Gesamtheit eher iiber einen CRH-Effekt auf den
SCN reguliert sein.

Die Wirkungen auf den SCN, die durch die peripher erhohten Konzentrationen von COR ange-
zeigt werden, sind bei der Auslosung von HTW und FPS dann besonders stark, wenn der SCN in
der L-Phase durch Licht gghemmt wird.

Rolipram scheint damit entweder einen aktivierenden Einfluss auf die Ratten auszuiiben oder
durch seine Unterdriickung des Spontanverhaltens einen pharmakogenen Anspannungszustand
zu bewirken. Damit erreicht Rolipram moglicherweise durch Aktivierung des SCN und der
Unterdriickung des sonst iiblichen Spontanverhaltens eine phasisch ausgeprigte Auslosung von
HTW und FPS, aber eine tonisch ausgeprigte Auslosung von GR.

Auf der anderen Seite gilt die Beeinflussung von motorischer Aktivitit und GR durch ACTH in
der Ratte als direkte Wirkung von ACTH auf spezifische Hirnareale unabhingig von seiner
Aktivierung der HPA-Achse (Matsuzaki, Takamatsu, Moroji 1989, Spadaro et al. 1990).
Intra-Amygdala Injektionen von CRH bewirken eine Reduktion des explorativen Verhaltens von
Ratten (Liang, Lee 1988).

Dabei bleibt auch fiir COR und das durch CRH abhingig stimulierbare Verhalten in dieser
Untersuchung offen, ob diese Effekte durch adrenerge Stimulation oder die gezielte Induktion
von POMC-Peptiden entstehen, die eine ACTH-Wirkung verstidrken (Al Dujaili et al. 1981, Esti-
variz et al. 1982).

Durch eine Rolipram-vermittelte Aktivierung von Regelkreisen, die die COR-Konzentrationen
peripher erhohen, kann alternativ mit db-cAMP bei der Ratte eine Steigerung von GR,
motorischer Aktivitdt und ,,Rearing* induziert werden (Lin, Chen, Chuang 1984). Dieses kann in
dieser Untersuchung nicht beobachtet werden, da die spontanen Verhaltensparameter durch das
spezifische Verhaltenssyndrom iiberlagert bzw. ersetzt werden. Bei diesem Syndrom sind die
Verlaufsmuster der Aktivitdten durch Rolipram auch zu unterschiedlich, als dass sie auf einer
direkten Stimulation nur eines Systems beruhen konnen.

Da auBlerdem aber iiber CRH-R motorische Aktivitit und Schlaf beeinflusst werden konnen
(Liebsch et al. 1995), besteht zusitzlich die Moglichkeit fiir GR, dass seine Induktion
entsprechend der gleichformigen Steigerung gegeniiber dem GR der Kontrolltiere den Anstiegen
der COR-Konzentrationen folgt.

GR ist der einzige Parameter, der sich auf dem erhohten Niveau dhnlich wie bei den Kontroll-
tieren verhilt und bei dem es keinen groflen Unterschied zwischen L und D gibt. Fiir die beiden
anderen Parameter HTW und FPS zeigt sich ein D/L- Unterschied mit einer vom Beleuchtungs-
zustand abhingigen Induzierbarkeit (L>D).

Fiir den Parameter GR ist bereits aus der Untersuchung von Bolles 1960 bekannt, dass GR in
Ratten am hiufigsten in den ersten Stunden der L-Phase auftritt und seltener in der zweiten
Hiilfte der L-Phase vor Beginn der Dunkelheit. Dieser Verlauf ist in dieser Untersuchung bei den
Kontrolltieren nicht nachzuvollziehen.

Es finden sich bei den Kontrolltieren allerdings mehrere Zeitpunkte, an denen das GR maximal
ist (Hauptversuch 1: 12.00, 18.00 und 04.00 Uhr; Hauptversuch 2: 10.00, 16.00, 22.00, 24.00
und 04.00 Uhr). Dieses wiirde andererseits auch nicht mit Beobachtungen libereinstimmen, bei
denen die hochste Aktivitit kurz vor und nach der tdglichen Schlafperiode beobachtet wurde
(Bolles 1960, Spruijt, van Hooff und Gispen 1992). Trotz eines ansteigenden Aktivitdtszustands
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der Kontrolltiere - auBer zur Mitte der D-Phase - bleiben die GR-Héufigkeiten unter Rolipram
bei nur noch gering ausgeprigten Unterschieden zwischen den Zeitpunkten etwa gleichhoch.
Aktivitdtsspitzen bei den Kontrolltieren fiithren nicht zur entsprechenden Erh6hung beim GR
unter Rolipram.

Damit ist GR aber auch nicht wesentlich beeinflusst von den iibrigen Aktivititsparametern des
Explorations- und Residualverhaltens. Seine Induzierbarkeit ist somit bei geringer Aktivitit auch
dieser Parameter (SL hoch) verringert, steigt aber bei hoher Aktivitit der Tiere (20.00, 22.00 und
04.00 Uhr) nicht dementsprechend an. Nur nach ,,Licht an* (06.00 und 08.00 Uhr) kommt es
zusitzlich an jeweils einem Zeitpunkt der beiden Hauptversuche zu den niedrigsten Haufigkeiten
bei GR, wobei die generelle Inaktivitit anhand der Hiufigkeit von SL dabei keinen
ausreichenden Grund dafiir liefert.

Dies entspricht dann der durch Spruijt, van Hooff, Gispen 1992 beschriebenen Ausgleichs-
aktivitdt als Status einer Entspannung zwischen Aktivitdten und Stressoren, die dann wie
beobachtet zu allen Zeitpunkten auftritt und nur durch weitere Regelkreise parameterspezifisch
und tageszeitlich abhingig beeinflusst wird.

Damit kann GR mit den beiden anderen Parametern des Rolipramverhaltens anzeigen, dass sich
die Tiere beim GR unter Rolipram immer von einer ausgeprégten zentralen Aktivierung
regenerieren oder ein ,,displacement behaviour* ausfiihren. Diese erhohte Aktivierung unter
Rolipram wird bei Ratten auch schon nach einer ersten Dosis von 1 mg/ kg als erhohte “Wachheit
bei Untersuchung des Schlaf/Wach-Rhythmus” beobachtet (Lelkes et al. 1998).

Damit konnen die beiden in unterschiedlicher Weise induzierten Verhaltensmuster somit sowohl
eine zentrale als auch periphere Wirkung von Rolipram auf die LHPA-Achse darstellen.

Das durch Rolipram ausgeloste Verhalten ist somit insgesamt in seinen jeweiligen Anteilen
beleuchtungsabhingig und trotzdem eindeutig pharmakogen ausgelost.

Beim sonstigen Spontanverhalten kann fiir das sehr gering ausgeprédgte Sexualverhalten PT bei
der geringen Steigerung durch Rolipram an zwei Zeitpunkten nicht von einer generellen
Veridnderung gesprochen werden. Allerdings geben die Ergebnisse von Yuan et al. 2011
Hinweise, dass das sexuelle Erfiillung suchende Verhalten unter Rolipram i.c.v. gesteigert wird.
Ein gehemmtes sexuelles Verhalten (Libidoverlust) ist bei depressiven Patienten bereits als
Syndrom verursacht beschrieben.
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Regulation der Kérpertemperatur

Aus circadianen Untersuchungen ist bekannt, dass lokomotorische Aktivitit, KT und COR sich
gleichformig verdndern (Honma, Hiroshige 1978). Daraus resultiert eine erhohte KT in der
D-Phase. Das ist bei freilaufenden Tieren mit Nahrungssuche und Aktivitdt verbunden, so dass
die erhohte metabolische Rate in dieser Zeit von Suche und Konsum von Nahrung erlaubt wird.
In der Ruhephase wihrend der L-Phase wird ein Absinken dieser metabolischen Rate und damit
ein Absinken der KT bewirkt (Satinoff: Thermoregulation in: Wishaw, Kolb: The behaviour of
the laboratory rat 2005).

Der Anstieg der KT erfolgt etwa zwei Stunden vor Beginn der téglich aktiven Phase der Ratten
(Antle, Mistlberger: Circadian rhythms in: Wishaw, Kolb: The behaviour of the laboratory rat
2005). Da Licht die tdgliche Aktivitdt hemmt, sinkt daher auch die KT in der L-Phase wieder ab.
Durch Stress-Stimuli wie der Durchfiihrung einer rektalen KT-Messung kann es zu einem An-
stieg der KT bei Ratten kommen (Eikelboom, Stewart 1982). In der hier durchgefiihrten
Untersuchung zeigen sich bei den Vergleichen aller Tiere zum Zeitpunkt t= 0 Minuten keine
signifikanten Unterschiede in der KT zwischen den Behandlungsgruppen. Es zeigen sich geringe
Unterschiede in der KT zwischen den Lichtphasen entsprechend der dort vorherrschenden
Aktivitit der Tiere. Damit ergibt sich kein Hinweis auf einen storenden Einfluss stressogener
Stimuli durch Tierhaltung und Vorbereitung auf die Untersuchung mit Handling und Injektionen.
Die KT der Tiere liegt im Vergleich zu anderen Untersuchungen mit einem 12h/12h LD-Zyklus
in beiden Lichtphasen eher um mindestens ein halbes Grad Celsius niedriger als bei den dort
untersuchten Tieren (36,2 bis 37,4 °C gegeniiber 37,3 bis 38,1 °C) (Antle, Mistlberger: Circadian
rhythms in: Wishaw, Kolb: The behaviour of the laboratory rat 2005). Dabei liegt bei dieser
Untersuchung die Raumtemperatur mit 21+1 °C im Bereich der bevorzugten Temperatur fiir die
Aktivitidtsphase der Ratten.

Daraus lassen sich keine Hinweise auf eine zu geringe Raumtemperatur ziehen, das beobachtete
Verhalten bei den Kontrolltieren ist damit ebenfalls nicht beeintrichtigt. Deren KT nach Ende
der Verhaltensuntersuchung weist weiterhin einen Unterschied zwischen den Lichtphasen auf, es
bestehen aber keine groen Unterschiede zu ihren Ausgangstemperaturen. Die Verhaltensunter-
suchung an sich und die Unterbringung der Tiere in ihren kleinen Untersuchungsboxen bewirken
keinen KT-Anstieg, der unter der vorhandenen Beleuchtung mit Glithlampen sonst vermutet
worden wire, so dass daraus folgende mogliche Veridnderungen beim Verhalten wie eine
Verringerung der Aktivitit auszuschlieBen sind.

Unter Rolipram kommt es zu den typischen beschriebenen Absenkungen der KT zu allen
Zeitpunkten.

Es ist auffillig, dass entgegen dem Verlauf der KT bei den Kontrolltieren eine tageszeitlich un-
terschiedliche Absenkung der KT unter Rolipram zu beobachten ist. Damit erscheint ein stérker
ausgepriagter Rhythmus der Beeinflussung unter Rolipram vorhanden zu sein.

Eine Kopplung zu sonst gleichformig verlaufenden Rhythmen wie COR kann nicht erkannt
werden, auch wenn bei der Aktivitit der Kontrolltiere die Anstiege dhnlich verlaufen. Rolipram
bewirkt aber eine erhebliche Verdanderung des gezeigten Verhaltens, mit dem zwar eine deutliche
motorische Komponente verbunden ist, die aber mit der ansteigenden KT in der zweiten Hilfte
der L-Phase zur D-Phase hin und in der ersten Hilfte der D-Phase nicht tibereinstimmt. Dieser
Verlauf erinnert am ehesten an die physiologische Regulation der HPA-Achse mit der
Aktivierung der COR-Bildung durch ACTH, die aber unter Rolipram so nicht gefunden wird, da
die gesteigerte Bildung von COR weniger Schwankungen als bei den Kontrolltieren aufweist und
damit keinem physiologischen Verlauf folgt.
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Zusammengefasst ergibt sich daraus die Moglichkeit einer tageszeitlich abhiingigen Absenkung
der KT unter Rolipram, die dem urspriinglich vorhandenen Rhythmus der Aktivitidt der Kontroll-
tiere folgt, bei dem in der Ruhephase der Tiere dann die pharmakogene Absenkung am stédrksten
ausgepragt ist.

Beleuchtungsversuch

Die tageszeitlich abhédngige Absenkung der KT wird durch den Beleuchtungsversuch unterstiitzt,
wo zum Zeitpunkt der vorzeitigen Beleuchtung mit ,,Licht an* um 04.00 Uhr die KT der
Kontrolltiere sich im Bereich der KT von der regulédren ,,Licht an“ Zeit um 06.00 Uhr befindet,
und damit niedriger als zum Ende der D-Phase ist (36,8 °C gegeniiber 37,2°C).

Unter den nachfolgend untersuchten Lichtfarben kommt es zu keiner Anderung der KT zwischen
den Zeitpunkten.

Auch wenn sich die KT zwischen den beiden Kontrollgruppen der Hauptversuche unterscheiden,
bestehen jeweils keine Unterschiede zwischen den Zeitpunkten eines Hauptversuchs in der ersten
Hiilfte der L-Phase. Zwischen den KT der Kontrolltiere des zeitlich benachbarten Hauptversuchs
1 und den KT des Beleuchtungsversuchs bestehen dabei ebenfalls keine Unterschiede.

Durch Rolipram kommt es sowohl zum vorzeitigen ,,Licht an* um 04.00 Uhr, dem regulidren
,Licht an* um 06.00 Uhr und auch unter ,,gelb* um 06.00 Uhr bei den in allen Versuchen
hochsten Anzahl an HTW. Auch diese starke Aktivitit bewirkt keine Anderung der KT unter
Rolipram gegeniiber der KT bei den nachfolgenden Lichtfarben unter Rolipram, auch wenn bei
denen die HTW deutlich geringer sind und bei den anderen Rolipramparametern sich keine
entsprechenden Steigerungen zeigen, durch die die geringeren Anzahlen an HTW in Bezug auf
eine korperliche Aktivitidt ausgeglichen werden konnen.

Bei allen Lichtfarben zeigen sich damit bei beiden Behandlungen keine zusitzlichen Effekte auf
die KT, nur ein fritheres ,,Licht an* verringert die KT auf den entsprechenden Wert.
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Resiimee

Die Untersuchung gliedert sich in die zwei Teile:

die Bewertung der Auswahl der Bedingungen zur Untersuchung von Effekten iiber einen
gesamten Tag, sowie die Darstellung der Ergebnisse bei Verhalten und Hormonen von Kontroll-
tieren und unter Rolipram mit Beriicksichtigung moglicher zeitpunktabhingiger Wirkungen.
Zur Beurteilung des ersten Teils sind bei einer circadianen Untersuchung die Randbedingungen
zu betrachten. Zu denen gehoren sowohl die Auswahl der Tiere, als auch die Vorbereitung und
Durchfiihrung der Verfahren zur Untersuchung der Tiere. Da es vorrangig um die Untersuchung
von tageszeitlichen Phinomenen geht, gehort dazu die Moglichkeit, Verhalten auch in der
D-Phase untersuchen zu konnen. Die in solchen Untersuchungen iibliche Beleuchtung mit der
Farbe ,,rot* entspricht der Verteilung von farbsensitiven Strukturen in der Retina der Ver-
suchstiere Ratte, von denen ,,rot* wie dunkel wahrgenommen wird. Zur Einschitzung der Effekte
der Farbe ,,rot* ist ein Beleuchtungsversuch notwendig. Die Initiierung eines Beleuchtungs-
versuchs setzt die Idee um, an verschiedenen Zeitpunkten mittels Wahl verschiedener
Beleuchtungsfarben einen Einfluss eben dieser Farben auf Verhalten und hormonelle Regelkreise
zu beschreiben.

Dazu wird hier die Vorverlegung der L-Phase vorgenommen. Diese Vorverlegung von ,,Licht an*
konnte beweisen, dass die Beeinflussung von Aktivitit bei den Kontrolltieren und substanz-
typischem Verhalten unter Rolipram den Ergebnissen zum regelrechten Zeitpunkt ,,Licht an*
entspricht. Der Einsatz anderer Beleuchtungsfarben konnte nicht beweisen, dass im Verlauf der
L-Phase die kurzzeitige Exposition von Ratten gegeniiber einer Lichtfarbe den aufgrund ihrer
spektralen Zusammensetzung erwarteten Effekt wie unter ,,Licht an* oder ,,Licht aus* noch
aufweist. Die explorative Aktivitdt der Kontrolltiere ist zum fritheren Zeitpunkt unter Licht
ebenso unveriandert wie unter ,,LLicht an®, sie sinkt auch unter ,,rot* in der L-Phase nicht ab

(und SL nimmt nicht zu).

Unter Rolipram zeigt sich eine dissoziierte Antwort der substanztypischen Parameter.

FPS und GR sind unter den farbigen Beleuchtungen nicht veridndert. Bei den HTW 16sen nur
,Licht an* und ,,gelb* hohe Anzahlen wie zu Beginn der L-Phase aus. Im Gegensatz zu den
anderen Verhaltensparametern kann bei den HTW auch zur Mitte der L-Phase ,,rot* einen Effekt
wie unter D auslosen. Damit kann bewiesen werden, dass es auch bei einem zusammen-
hingenden Verhaltenskomplex bei Verdnderung von Beleuchtungsregimen zu einer sich
aufteilenden Reaktion und damit unterschiedlichen Induzierbarkeit kommt. Im Beleuchtungs-
versuch sollte lediglich die Unschédlichkeit von ,,rot* dargestellt werden, was aufgrund der
Ergebnisse dieser Teil der Fragestellung als gelost angesehen werden kann. Fiir die
Beeinflussung zu tageszeitlich unterschiedlichen Zeitpunkten muss allerdings festgehalten
werden, dass die Wahl von Zeitpunkten nach dem Lichtwechsel zur Beurteilung unterschied-
licher Farbwirkungen keine verldssliche Genauigkeit bietet, da die kurzfristige Exposition
gegeniiber einer neuen Lichtfarbe nicht zu den erwarteten Ergebnissen fiihrt.

Bei der Untersuchung zur Beeinflussung der Vermittlung von Lichtreizen auf die Bildung von
MEL wurde aufgrund bekannter Ergebnisse die rote Beleuchtung fiir die D-Phase als nicht
storend und die Auswahl der Tiere als alt genug fiir die Etablierung eines typischen Konzen-
trationsverlaufs vorausgesetzt. Als weiterer Einflussfaktor ist das Handling der Tiere einschlief3-
lich der Probengewinnung beschrieben, das aber ebenfalls keine Auswirkungen auf die zu den
beiden Lichtphasen erwarteten Konzentrationen hatte.

Da die Tiere sich iiber die Zeit unter Einwirkung von Rolipram in der Freisetzung von MEL nur
zu wenigen Zeitpunkten unterscheiden, hat Rolipram damit offensichtlich keinen wesentlichen
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Einfluss auf die circadian unterschiedlichen MEL-Werte. Es scheint davon abhiéngig zu sein, ob
das zugrundeliegende System zur Melatoninproduktion bereits stimuliert wurde oder nicht.
Allerdings konnen damit fiir die Rolipramwirkungen weitere Zeitfenster als die zu den Licht-
wechseln erwarteten beschrieben werden, in denen die Induktion der MEL-Bildung und
-Sekretion zu signifikanten Unterschieden gegeniiber den Auswirkungen bei den Kontrolltieren
fiihren. Durch die anhaltende Stimulation der MEL-Bildung kann in der beginnenden L-Phase
die stark sinkende Freisetzung von MEL signifikant erhoht werden. Dies gelingt ebenfalls bei der
schon wieder sensitiven Phase des Lichtwechsels von der L-Phase zur D-Phase, so dass hier
Rolipram zumindest punktuell schon stimulieren kann. Leider konnen wegen fehlender weiterer
Daten von Parametern auf molekularer Ebene (wie Cryptochromaktivitét, Transkriptions-
schleifen) keine hoher differenzierten Betrachtungen iiber deren Beeinflussung vorgenommen
werden, die die Effekte im engen Beeinflussungsfenster erlaubt hitten. Eine Verldngerung der
Induzierbarkeit der MEL-Bildung und Sekretion kann mit den Ergebnissen bei der Behandlung
von Depressiven iibereinstimmen, bei denen im Krankheitszustand Phasenvorverlegungen von
Rhythmen beschrieben werden. Rolipram konnte damit am Menschen diese Wirkungen
abschwichen oder durch Aufhebung der Phasenvorverlegung mindestens teilweise riickgingig
machen und hitte damit am Menschen eine erweiterte, belegbare Wirkung nicht nur zu den
Lichtwechseln, die sich damit nicht nur experimentell in weiteren Nagerspezies nachweisen
lieBe. Damit kann in einem Modell zur gezielten Untersuchung von Substanzen mit diesem

PDE 4-Hemmeftekt die Therapie Depressiver weiterentwickelt werden.

Dieser Effekt wird dann noch deutlicher sichtbar, wenn zusitzlich die wie eine Sollwert-
verstellung gemessene Erhohung der COR-Konzentrationen betrachtet wird. Das Untersuchungs-
ergebnis folgt dabei bisherigen Daten, weitet sie aber aufgrund der zu allen Zeitpunkten
gemessenen Erhohung deutlich aus und belegt zumindest in diesem Bereich der Untersuchung
von circadianen Effekten von Rolipram die sonst vermutete unterschiedliche Induzierbarkeit von
Hormonen durch Rolipram. Fiir eine generelle Aussage zu diesen Effekten bleibt zu beriicksich-
tigen, dass fiir klassisch-rhythmische Untersuchungen die Haufigkeit und Art der Blut-
entnahmen anders und mit wesentlich geringeren Abstdnden (vorzugsweise kontinuierlich)
durchgefiihrt werden sollten.

Fiir die Kontrolltiere wird belegt, dass Handling und Versuchsablauf nicht zu deutlich
bemerkbaren, stressbedingten Anstiegen bei dem leicht zu beeinflussenden COR als Effektor der
HPA-Achse gefiihrt haben. Fiir Rolipram bietet sich dariiber hinaus bei Betrachtung seiner
Effekte die Moglichkeit an, hieriiber wesentliche Wirkungen der Induktion von CRH zu
beschreiben und zu bewerten. Da dieses bei der Versuchsplanung aufgrund fehlender Daten nicht
in Betracht gezogen werden konnte, sollte dieses aber in weiteren Untersuchungen unbedingt
weiter bearbeitet werden.

Der Beweis der Beeinflussung von CRH durch Rolipram ermoglicht seinen Einsatz als Tool bei
der Testung von Substanzen wie CRH-Antagonisten, die als neue antidepressiv wirkende Agen-
zien sich derzeit in der Erforschung befinden.

Die Untersuchung der von den Kortikoiden in einem peripheren Regelkreis abhingigen Glukose-
konzentration sollte Aufschluss tiber deren Anstieg bei Induktion der LHPA-Achse im Bereich
der Effektororgane geben. Durch den fast gleichformigen Anstieg der Konzentrationen unter
Rolipram ist das in diesem Modell belegt. Dabei kommt es aber etwas anders als bei COR zu
einer der tageszeitlichen Schwankung folgenden Erhohung von Glukose. Aufgrund der in der
Peripherie iiberwiegend iiber PDE 3 vermittelten Wirkungen bleibt fiir Rolipram an der Leber
dort kein Angriffspunkt, deshalb sollten die Ergebnisse als Wirkung auf die LHPA-Achse
interpretiert werden konnen. Glukose ist damit zwar aufgrund seiner vielfiltigen Beeinflussbar-
keiten im Metabolismus nur ein Summenparameter, kann aber bei gleichzeitiger Betrachtung der
LHPA-Aktivitit zur Beurteilung der Beeinflussung einzelner Stellglieder verwendet werden. Die
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Aussagekraft besteht dann darin, die Abschwichung von hyperkortisolimischen Zustidnden iiber
eine periphere Wirkung relativ einfach beschreiben zu konnen. Da auch beim Einsatz von CRH-
Antagonisten die Normalisierung der aktivierten LHPA-Achse erwiinscht ist, konnte deren
Erfolg tiber die Glukosekonzentrationen zumindest bei mechanistischer Betrachtungsweise
ergidnzend belegt werden.

Wenn bisher die gleichférmige Beeinflussung der Rhythmen von COR, KT und lokomotorischer
Aktivitét beschrieben wurde, kann unter Rolipram auch bei der KT eine tageszeitlich abhéingige
und dabei noch eher lichtabhiingige Senkung der KT in der Ruhephase der Tiere dargestellt
werden. Dies kann durch die Ergebnisse im Beleuchtungsversuch noch weiter unterstiitzt werden
und bildet damit ein weiteres Element der tageszeitlichen Beeinflussung von Rolipram auf
korpereigene Rhythmen.

Davon kann umso mehr gesprochen werden, als die zu den untersuchten Zeitpunkten festgestell-
ten Veridnderungen der Kontrolltiere sich gut in die Verldufe von circadianen Untersuchungen
einpassen lassen und zusitzlich aufgrund der Ergebnisse aus dem Beleuchtungsversuch fiir einige
Parameter die lichtabhingige Beeinflussung wie zur sonst iiblichen Lichtphase bewiesen werden
konnte.

Zusitzlich kann durch die angenommene Lichtabhiingigkeit bei der Auslosung von HTW und
FPS ein tageszeitlich abhédngiger Effekt erstmals beschrieben werden:

Uber eine AA-NAT wird die cAMP-abhiingige Synthese von MEL reguliert. Bei einer Steige-
rung der adrenergen Transmission konnen durch Rolipram direkt oder iiber die Steigerung der
Produktion oder die Stimulation von CRH-vermittelten Genprodukten unter mehreren CRH-
abhingigen Regelkreisen die Verhaltensparameter unter Rolipram zu den unterschiedlichen
Zeitpunkten beobachtet werden. Dabei entfalten sich aber aufgrund der Hemmung der MEL-
Synthese durch Licht nur FPS und GR in der Dunkelphase. Bei der Ratte sind die eingefrorene
Aktivitdt zwischen den rolipramtypischen Verhaltensweisen und der nicht beobachtbare Schlaf
bei diesen Tieren ein moglicher Hinweis auf eine unterdriickte physiologische Aktivitit. Wenn
diese Abldufe aber in der Depression gestort sind, konnte sich einerseits iiber die Beeinflussung
von Rolipram dessen verzogerter Wirkeintritt fiir die klinisch beobachteten Prozesse bei
Patienten erkldren lassen. Im Ergebnis bewirkte Rolipram dann aber andererseits eine Steigerung
der Synthese entsprechender Genprodukte fiir eine Regulierung der gestorten vegetativen und
kognitiven Funktionen schon auf der molekularen Ebene, womit dann seine Einsetzbarkeit als
Tool fiir zukiinftige Untersuchungen sichtbar wird.
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Zusammenfassung

Die pharmakologische Wirkung von Rolipram wird mit einer Dosis von 2,5 mg/kg Korperge-
wicht bei mdnnlichen WISTAR-Ratten untersucht.

Die Wahl dieser Dosierung wird getroffen, um wihrend der Beobachtungszeit eine sichere
Auslosung der in der Literatur beschriebenen Wirkungen auf Verhaltensparameter, die Thermo-
regulation und die Hormonsekretion darstellen zu konnen (Wachtel 1982, 1983a, Schneider
1984, Schneider et al. 1986, Wachtel, Schneider 1986, Kaulen et al. 1989,

Schmiechen et al. 1990).

Der Versuchsablauf ist gekennzeichnet durch eine iiber insgesamt 24 Stunden in jeweils zwei-
stiindigem Abstand durchgefiihrte jeweils sechzigminiitige Verhaltensbeobachtung der Tiere mit
begleitender Temperaturmessung und anschlieBender Gewinnung von Blut zur Labordiagnostik.
Damit wird eine punktuelle Untersuchung der Parameter durchgefiihrt, ohne eine circadiane
Rhythmik longitudinal beschreiben zu wollen und zu kénnen.

Das untersuchte Verhalten wird in verschiedene Gruppen aufgeteilt:

substanztypisches Verhalten, Explorations-, Maintenanceverhalten und Wachheitszustand. Zur
Beobachtung aller Verhaltensweisen in der D-Phase wird in einem Beleuchtungsversuch die
Farbe ,,Rot* als die die untersuchten Parameter nicht beeinflussende Beleuchtungsfarbe der D-
Phase gewihlt und anhand der erhobenen Ergebnisse iiberpriift und bestitigt.

Die beobachteten Wirkungen von Rolipram duflern sich in der deutlich beleuchtungsabhéngigen
Induktion von substanztypischem Verhalten. Ein Schlafzustand tritt bei den Rolipram-
behandelten Tieren nicht mehr auf. Durch die gewihlte Dosis erfolgt eine Unterdriickung fast
jeglichen anderen Verhaltens, so dass keine aussagekriftigen Vergleiche zwischen Rolipram-
wirkung und Spontanverhalten zu den untersuchten Zeitpunkten angestellt werden kénnen. Es
kann {iberwiegend nur substanzinduziertes Verhalten beobachtet werden.

Bei Thermoregulation und Hormonkonzentrationen konnen aussagekréftige Daten nach

75 Minuten erhoben werden, die jeweils wie bei einer Sollwertverstellung die Substanzwirkung
anzeigen (Wachtel 1983a, Wachtel et al. 1987).

Es sind anhand der Ergebnisse vier Tendenzen zu erkennen:

1) Rolipram zeigt seine maximale Wirkung zu Beginn der Hellphase. Diese fillt zusammen mit
dem Zeitraum der verminderten Vigilanz der nachtaktiven Tiere. Der Vigilanzzustand wird durch
den Riickgang bei den Explorations- und Maintenanceparametern sowie dem anhaltenden
Wachheitszustand ohne physiologische Aktivitidten beschrieben.

2) Die Anderungen des physiologischen Verhaltens werden nur bei den Kontrolltieren beobach-
tet, die alle einen ungestorten Verhaltensablauf wihrend der Beobachtungen zeigen. Sie
entsprechen den bisher beschriebenen Aktivititszustinden in Hell- und Dunkelphasen, da es nach
Unterdriickung durch Rolipram zu diesen Zeiten kein typisches Verhalten mehr gibt.

3) Es lassen sich anhand der COR-Sekretion und der an sie peripher gekoppelten Erh6hung der
Glukosekonzentration Trends zur Induktion der LHPA-Achse erkennen, die einen Riickschluss
auf die Beeinflussung weiterer vorhandener, zentraler Regelkreise wahrscheinlich machen.

4) Ein weiterer robuster Parameter fiir tageszeitliche Schwankungen (KT) zeigt eine der Literatur
entsprechende tageszeitliche Verdnderung (Honma, Hiroshige 1978, Antle, Mistlberger:
Circadian rhythms in: Wishaw, Kolb: The behaviour of the laboratory rat 2005), die unter
Rolipram ebenfalls wie bei einer Sollwertinderung beeinflusst wird.

Nach Durchfiihrung der Untersuchungen ist in der Auswertung eine tageszeitlich abgestufte
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Wirkung unter Rolipram zu beobachten. Dabei zeigen sich sowohl bei den substanztypischen, als
auch anderen Verhaltensparametern vom Zeitpunkt und Beleuchtungszustand abhiingige
Veridnderungen. Da die Regulation des beobachteten Verhaltens und der gemessenen Hormone
mit einer Verdnderung von Gehalten oder Verfiigbarkeit zentraler Monoamine und deren
Regulation einherzugehen scheint, greift Rolipram durch seinen bisher beschriebenen Wirk-
mechanismus in diese Regulation ein und beeinflusst sie zu bestimmten Zeitpunkten besonders
intensiv. Bezogen auf die Auswirkungen in einem Depressionsmodell bietet sich damit ein
belegbarer Ansatz fiir die Beschreibung einer tageszeitlich abhéngigen Wirkung der Substanz.
Zwischen der experimentellen Wirkung am Tier und den moglichen Auswirkungen am
Menschen koénnen Vergleiche gezogen werden, da die Regelprozesse durch homologe Gen-
produkte beteiligter Enzyme in den unterschiedlichen Spezies gleichférmig gesteuert werden.
Dies kann auf eine chronopharmakologisch begriindbare Therapiewirkung hindeuten, was in
weiteren Untersuchungen und in anderen fiir diese Substanz verwendeten Modellen zu bestitigen
sein wird.

Damit sind das gewihlte Modell und die Anwendung der Methode zu festgelegten Zeiten eines
zusammengesetzten theoretischen Tages in der Lage, substanztypische Effekte als tageszeitlich
abhédngig zu beschreiben, was die Planung und Anwendbarkeit dhnlicher Untersuchungen
zukiinftig erleichtern wird.

Durch die Unterdriickung des Spontanverhaltens erscheint das gewihlte Modell unter Rolipram
in generellen Untersuchungen zur circadianen Rhythmik eher nicht geeignet. Lediglich die
unterschiedliche Auslosbarkeit des substanztypischen Verhaltens kann Aufschluss zu moglichen
therapeutischen Wirkungen und den Zeitpunkten ihrer maximalen Wirkung geben, so dass sich
daraus Verabreichungszeitpunkte am Menschen gezielt herausarbeiten lassen konnen. Diese Zeit-
punkte hingen dann von den jeweils gewollten Haupt- und Nebeneffekten ab, um einen
wirksamen, aber nebenwirkungsarmen Zeitpunkt der Applikation festlegen zu konnen.

Das angewandte Modell ist bei kurzfristig schwankenden hormonellen Rhythmen nicht in der
Lage, deren Einfluss unter Rolipram direkt zu beschreiben, sondern muss sich mit der
Nutzung von peripheren Effekten oder Summeneffekten begniigen. Damit sind die Ergebnisse
nur ein Hinweis, dem nur durch die Verwendung von ausreichend genauen Methoden der
Messung von Hormonen oder der genetisch bedingten Veridnderung von genau definierten
Anteilen in den Regelkreisen gefolgt werden kann.

Da dieses zum Zeitpunkt der Untersuchung noch nicht méglich war, liefern die erhaltenen
Ergebnisse trotzdem einen deutlichen Zuwachs an detaillierteren Informationen zur
tageszeitlichen Abhingigkeit von Verhalten und Hormonen unter Rolipram in einem
Depressionsmodell.
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