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Meinen Eltern

~Wer das Wissen vermehrt, vermehrt auch den Schmerz. Denn je

grofler die Erkenntnis, umso grofler ist auch der Zweifel”
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1. Einleitung

22,5 Millionen Deutsche leiden regelmaBig unter Kopfschmerzen (Stiftung Kopfschmerz,
2009). Rund 54 Millionen Menschen in Deutschland geben Kopfschmerzen als bedeutende
Gesundheitsstérung an (Gdbel, 2009). Neben den sehr haufig auftretenden Formen, wie
Spannungskopfschmerz oder Migrane, gibt es noch viele zahlreiche weitere Kopfschmerz-
formen, deren Auspragungen bzw. Symptome sehr vielféltig sind. In Deutschland leiden etwa
6—8% aller Manner und 12—14% aller Frauen unter Migrane (Diener, 2002 a).
Epidemiologische Studien belegen die hohe Pravalenz und die immensen persénlichen und
soziobkonomischen Auswirkungen (Castillo et al., 1998). Aktuelle Forschungen zeigen, dass
allein die Migrane in Europa zu 27 Milliarden Euro direkter und indirekter Kosten fihrt (Go6-
bel, 2009).

Die Behandlung insbesondere von chronischen Kopfschmerzen, das heiflit Kopfschmerzen,
die an mehr als 15 Tagen im Monat und langer als 3 Monate bestehen, gestaltet sich schwie-
rig. Es existieren bereits einige Medikamente, jedoch lindern sie das Leid der Betroffenen
zum Teil nur unzureichend. Zu vielféltig sind die Erscheinungsformen und die Triggerfakto-
ren, die mit Kopfschmerzerkrankungen in Zusammenhang gebracht werden kénnen. Geneti-
sche Ursachen spielen zumindest bei einigen Kopfschmerzformen, wie z.B. bei der familia-
ren hemiplegischen Migréne, eine pradisponierende Rolle (Ophoff et al., 1996; Headache
Classification Committee of the International Headache Society, 2004).

Bei der Genese von Kopfschmerzen sind nur wenige Gewebe, die Meningen und die Sinus
venosi, involviert, da viele Strukturen im Inneren des Kopfes nicht schmerzempfindlich sind.
Werden nozizeptive Nervenfasern dieser Gewebe gereizt, wird diese Erregung Uber das
Trigeminalganglion in die trigeminalen Hirnstammkerne weitergeleitet. Nach mehrfacher Um-
schaltung, u.a. auch im Thalamus, wird diese Erregung an mehrere Gebiete des GroBhirns
verteilt. Der Schmerz kann jetzt bewusst wahrgenommen werden. Das Gehirn schittet
Schmerzbotenstoffe aus, die Uber die BlutgefaBe verteilt werden. Im Bereich der Hirnhaute
sind diese BlutgeféaBe durch die Reizung permeabel geworden, was eine Extravasation der
Botenstoffe auf die Hirnhdute ermdglicht. Hier kommt es nun zu einer neurogenen Entzin-
dung.

Bei der Entstehung von primaren Kopfschmerzen wird heute allgemein angenommen, dass
ihr eine Fehlsteuerung dieses nozizeptiven Nervensystems im Gehirn zugrunde liegt.

Die nozizeptiven Nervenfasern der Hirnhdute scheinen bei dieser Fehlsteuerung eine we-
sentliche Rolle zu spielen. Die Erregung dieser Nervenfasern und ihrer nachgeschalteten
Neurone im Hirnstamm sind deshalb Gegenstand der experimentellen Kopfschmerzfor-
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schung. Einige Mediatoren, wie z.B. Histamin oder das calcitonin gene-related peptide, ste-
hen in diesem Geschehen im Fokus der Forschung. Noch ist nicht vollstandig geklart, wie
und ob verschiedene Mediatoren kaskadenartig miteinander in Verbindung stehen, wo der
Prozess beginnt und welche Substanz fir die Schmerzentstehung am wesentlichsten ist?

Verschiedene Forschergruppen konnten bereits im Tierversuch, durch die Stimulation der
Dura mater, pathophysiologische Veranderungen hervorrufen, wie sie auch symptomatisch
fir eine Migraneattacke beim Menschen sind (Kurosawa et al., 1995; Reuter et al., 2000 und
2001; Holland et al., 2005; Bergerot et al., 2006). Das Prinzip der ,rat cranial window techni-
que®, welches in dieser Arbeit Anwendung fand, ist mehrfach beschrieben und erfolgreich in
der Kopfschmerzforschung angewendet worden (Kurosawa et al., 1995; Strecker et al.,
2002; Dux et al., 2002 und 2003). Wesentlich ist dabei, dass bis heute kein verhaltensge-
stlitztes Kopfschmerzmodell existiert (Bergerot et al., 2006; Eikermann-Haerter & Moskowitz,
2008), das Untersuchungen an wachen Tieren ermoglicht und durch die Interpretation ihres
Verhaltens die ,face validity“ dieses Kopfschmerzmodelles tberprift.

Ziel dieser Arbeit sollte es deshalb sein neuroethologisch zu beweisen, dass Ratten menin-
gealen Schmerz empfinden kénnen und das in dieser Arbeit angewendete Kopfschmerzmo-
dell zur Erforschung chronischen Kopfschmerzes zu etablieren.

Zu Beginn wurden bei allen Ratten, abgesehen von einer kammerlosen Kontrollgruppe, in
einer Operation die Dura mater freigelegt und diese von einer wieder verschlieBbaren Kam-
mer umgeben. Nach 2 Tagen Rekonvaleszenz wurden mit jeweils einem bzw. 2 Tagen zwi-
schengelegter Ruhephase drei Verhaltensversuche durchgefiihrt. Diese wurden so ausge-
wahlt, dass sie eine gute Vergleichbarkeit zu jenen Symptomen aufweisen, wie sie bei Men-
schen im Zuge einer Migraneattacke auftreten kénnen.

Zur Herbeifiihrung einer meningealen Entzindung und damit der Auslésung von Schmerzen,
wie sie bei Migrane auftreten, kamen zwei Substanzen zum Einsatz, die haufig Anwendung

finden und verlasslich zu Entztindung fihren: Capsaicin und Interleukin-18.
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2. Literaturubersicht

2.1 Kopfschmerz

Das Deutsche Institut fir Medizinische Dokumentation und Information (DIMDI) definiert den
Begriff ,Kopfschmerz® als Gesichtsschmerz o.n.A., atypischen Gesichtsschmerz, Migrane
und sonstige Kopfschmerzsyndrome und Trigeminusneuralgie, wobei zahlreiche Unterteilun-
gen eine genauere Spezifizierung ermdglichen (DIMDI, 2009).

Zur besseren Klassifizierung erfolgt die Einteilung nach der Ursache der Schmerzentste-
hung.

Man spricht in diesem Kontext von primaren oder sekundaren Kopfschmerzerkrankungen.
Zu letzteren zéhlen z.B. Kopfschmerzen, die infolge eines Krankheitsgeschehens ausgeldst
wurden, als Beispiel waren an dieser Stelle das Glaukom, die Arteriitis oder Hirnblutungen zu
nennen.

Primare Kopfschmerzerkrankungen unterteilt die International Headache Society (IHS) in 1.
Migréane, 2. Kopfschmerzen vom Spannungstyp, 3. Clusterkopfschmerzen und andere trige-
mino-autonome Kopfschmerzerkrankungen und 4. andere primare Kopfschmerzen (z.B. pri-
marer Hustenkopfschmerz) (Headache Classification Committee of the International Heada-
che Society, 2004).

Die haufigsten Kopfschmerztypen sind Migrédne mit und ohne Aura und Kopfschmerzen vom
Spannungstyp. Die IHS gliedert die verschiedenen Formen anhand ihrer typischen diagnos-
tischen Kriterien, wie z.B. einseitige (Hemikranie) oder beidseitige Lokalisation, Schmerzin-
tensitat, Ubelkeit und/oder Erbrechen oder Auftreten von neurologischen Defiziten, wie sie
bei der sog. Mirgdneaura vorkommen.

Vasomotorisch bedingter Kopfschmerz wie z.B. Migrédne und Clusterkopfschmerz sind typi-
scherweise von intracranialen BlutfluB&anderungen begleitet (Strecker et al., 2002). Dabei
kommt es sowohl in den cerebralen als auch in den meningealen BlutgefaBen zu einem
BlutfluBanstieg. Versuche von Moskowitz et al. deuten darauf hin, dass die BlutfluBanderung
in der Dura mater ein wichtiges Phanomen im Rahmen der Schmerzentstehung ist (Mosko-
witz et al., 1989; Moskowitz, 1990). Nach heutigem Wissensstand ist noch unklar, ob es sich
hierbei um ein primares oder sekundares Phanomen handelt. Neuere Untersuchungen
scheinen aber darauf hinzuzeigen, dass die Vasodilation eher ein Epiphdnomen ist. In klini-
schen in vivo Studien, an Menschen wahrend einer Migraneepisode durchgefiihrt, konnte
eine gute Wirksamkeit des calcitonin gene-related peptide (CGRP) Rezeptor Antagonisten
,BIBN 4096 BS* gezeigt werden, obwohl dieser dabei keinen vasokonstriktorischen Effekt
hervorrief (Olesen et al., 2004).
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Neben der Verédnderung des Blutflusses kommt es im Tierversuch auch zu einer sog. neuro-
genen Entzindung. Diese wird durch vasoaktive Neuropeptide hervorgerufen, die von sen-
sorischen Nervenfasern entlassen werden, die die BlutgefaBe innervieren und auf entspre-

chende Stimuli reagieren (Moskowitz, 1993).

Innerhalb des Gehirns sind lediglich einige Strukturen wie die Meningen, bestehend aus Du-
ra mater und Leptomeninx (Pia mater und Arachnoidea) und die ,Sinus venosi“ (venése Blut-
leiter) in der Lage, nociceptive Signale zu erzeugen (Mayberger et al., 1981; Henke & Er-
hardt, 2001; Bolay et al., 2002). Vor diesem Hintergrund riickten in den letzten Jahrzehnten
die Entstehung bzw. der Mechanismus der meningealen Vasodilatation und damit involvierte
Neuropeptide in den Fokus der Kopfschmerzforschung.

Anhand von vorhergehenden tierexperimentellen und in vivo durchgefihrten Arbeiten geht
man heute davon aus, dass es durch einen Stimulus an der Dura mater zu einer Sensiblisie-
rung von perivaskularen Nervenendigungen kommt, die dann eine neurogene Inflammation
hervorrufen. Als Hauptkomponenten dieser Entzindung werden die Ausschittung von Neu-
ropeptiden, v. a. CGRP, und eine konsekutive Vasodilatation angesehen.

Die Aktivierung von Nozizeptoren im Bereich der meningealen BlutgefaBe fihren in ca. 70%
der Falle zun&chst zu einer Sensibilisierung von peripheren trigeminalen Neuronen. Im wei-
teren Verlauf werden dann auch die nachgeschalteten zentralen Trigeminus-Neurone sensi-
bilisiert. Durch die Sensibilisierung der sensorischen, perivaskularen Fasern kommt es zu
einer Hyperalgesie und GefaBpulsation, die als pulsierender und pochender Migraneschmerz
wahrgenommen wird.

Kopfschmerz ist also immer ein trigeminal vermitteltes Phanomen.

2.1.1 Das trigeminovaskulare System

Typisches Symptom bei der Migréne ist das unilaterale Auftreten des Schmerzes, dessen
Lokalisation dem Versorgungsgebiet des Nervus trigeminus entspricht.

Der Nervus trigeminus innerviert beim Menschen und vielen anderen Saugetieren, unter an-
derem auch bei der Ratte, die cerebralen BlutgeféaBe (Suzuki et al., 1989) und die Meningen
(Buzzi et al., 1991) mit zahlreichen schmerzsensitiven c-Fasern (Mayberger, 1981; Bolay et
al., 2002; Davis & Dostrovsky, 1988).

Eine Vielzahl der Nervenfasern in der Dura mater stehen in engem Kontakt zu den duralen
BlutgeféaBen und flhren dort, durch Neuropeptide vermittelt, zu vielfaltigen Reaktionen (Ed-
vinsson & Uddman, 1981; MeBlinger et al., 1993). Diese kénnen von vasomotorischer Art
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sein und z.B. eine Vasodilatation hervorrufen oder durch Plasmaproteinextravasation zu Ent-
zUndungsreaktionen fihren. Bei Versuchen von Edvinsson und Uddman mit Meerschwein-
chen konnte gezeigt werden, dass alle vier verschiedenen Nervenfasertypen, Acetylcholi-
nesterase (AChE)-positive Nervenfasern, Noradrenalin (NA)-enthaltende Nervenfasern so-
wie Fasern, die Vasoaktives Intestinales Polypeptid (VIP) und Substanz P (SP) enthalten,
wenn auch in unterschiedlicher Haufung, auch ohne direkte Verbindung zu BlutgeféaBen vor-
lagen. Man vermutete schon 1981, dass sie durch die Assoziation mit sensiblen Strukturen
bei der Pathogenese des Kopfschmerzes beteiligt sind (Edvinsson & Uddman, 1981).

Heute weil3 man, dass die Wahrnehmung des Schmerzes durch eine Aktivierung zentraler,
sekundarer trigeminaler Neurone (Uhl et al., 1991) mit anschlieBender Weiterleitung Uber

den Thalamus zum primér sensorischen Kortex hervorgerufen wird.

Andres et al. verdffentlichten 1987 bereits eine topographische Ubersicht tiber die Innervati-
on und Blutversorgung der Dura mater (Andres et al., 1987).

Das trigeminovaskulare System umfasst alle c-Fasern, die vom trigeminalen Ganglion zur
ipsilateralen Seite der Meningea ausstrahlen.

Diese Nervenfasern erhielten besondere Beachtung seit gezeigt wurde, dass sie vasoaktive
Neuropeptide wie z.B. calcitonin gene-relateted peptide (CGRP), SP, VIP oder Neurokinin A
(NKA) enthalten (Edvinsson et al., 1998; MeSBlinger et al., 1993; Keller & Marfurt, 1991; Knyi-
har-Csillik et al., 1995). Dabei kébnnen verschiedene Neuropeptide in derselben Nervenfaser
enthalten sein (Edvinsson et al., 1998).

Untersuchungen an Patienten wahrend einer Kopfschmerzepisode zeigten, dass eine Akti-
vierung des trigeminalen Systems eine Freisetzung der Neuropeptide SP und CGRP verur-
sacht (Goadsby et al., 1988). Diese Ergebnisse wurden durch tierexperimentelle in vivo Un-
tersuchungen an der Ratte bestétigt (Limmroth et al., 2001).

2.1.2 Neuropeptide und neurogene Entziindung

Nozizeptoren sind Sinnesrezeptoren fir noxische Stimuli. Sie gehéren zu den langsam lei-
tenden Afferenzen mit diinn myelinisierten ad-(Gruppe lll-) und unmyelinisierten c-(Gruppe
IV-) Fasern.

Ein Teil der dinnen afferenten Nervenfasern der Dura mater leitet nicht nur Aktionspotentiale
orthodrom an das zentrale Nervensystem und sorgt fir eine entsprechende Antwort auf die

von ihr innervierten GefaBe, sondern kann im Innervationsareal der peripheren Nervenendi-
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gung zu einer Vielzahl von Veranderungen u.a. der neurogenen Entziindung, fihren (Herbert
& Holzer, 2002). Da diese Form der Nozizeption antidrom verlauft, spricht man auch von
antidromer Vasodilatation oder Axonreflex.

Im Tierexperiment konnte eine meningeale Inflammation durch die elektrische Stimulation
des Ganglion Trigeminale (Dimitriadou et al. 1992), aber auch durch lokale oder systemisch
applizierte Substanzen hervorgerufen werden.

Auch das proinflammatorische Zytokin Interleukin (IL) und der Vanilloid-Rezeptoragonist
Capsaicin kdnnen eine meningeale Entziindung hervorrufen (Herbert & Holzer, 2002).

Louis et al. bewiesen bereits 1989, dass sowohl CGRP als auch SP als potente Vasodilata-
toren eine Rolle in der neurologischen Entzindungsantwort spielen (Louis et al., 1989). Neu-
ere Studien belegten dies (Edvinsson & Uddmann, 2005). Die Neuropeptide (SP, CGRP,
NKA) interagieren mit Rezeptoren der Endothelschicht und/oder der glatten Muskulatur und
verursachen damit eine Vasodilatation (Dimitriadou et al., 1992). Des Weiteren verursachen
SP und NKA eine erhdhte GefaBpermeabilitat in der Dura mater, was zu einer Extravasation
von Plasmaproteinen fuhrt, und sie aktivieren Zellen, die bei der Entzindungsantwort betei-
ligt sind (Moskowitz, 1984 und 1993; Dimitriadou et al., 1992).

Viele Neuropeptide haben Einfluss auf die duralen Mastzellen. Sie sorgen zusatzlich fir eine
Ausschittung von vasoaktiven Substanzen, wie z.B. Histamin (Ottosson & Edvinsson, 1997)
und beeinflussen auf diesem Wege auch die neurogene Entziindung.

Die Bedeutung der neurogenen Inflammation in der Genese von Kopfschmerzen ist noch
nicht vollstandig geklart. Altere Hypothesen, basierend auf vorklinischen Beobachtungen,
gingen davon aus, dass die Aktivierung trigeminaler sensorischer Nervenfasern in einer
schmerzhaften neurogenen Entziindung muindet. Charakteristische Elemente waren, wie
oben beschrieben, Plasmaprotein-Extravasation, Vasodilatation und Mastzell-Degranulation
(Williamson & Hargreaves, 2001).

Interessanterweise brachten potenzielle Medikamente wie die Neurokinin-1 (NK-1) Rezeptor
Antagonisten, die in vorklinischen Versuchen erfolgversprechend waren (Phebus et al.,
1997), keine Wirkung bei der Behandlung der akuten Migrane beim Menschen (Goldstein et
al., 1997; May & Goadsby, 2001).

In der heutigen Wissenschaft verliert die neurogene Entziindung in der Genese von Kopf-
schmerzen deshalb zunehmend ihre elementare Bedeutung. Der Fokus der Wissenschaft
richtet sich heutzutage vielmehr auf die Ausschittung bestimmter Neuropepide und ihrer
Aufgabe bei der Entstehung von Kopfschmerz.
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Zwischenzeitlich wurden weitere Studien an Patienten durchgefiihrt, die Ubereinstimmungen
mit den tierexperimentellen Arbeiten zeigten.

Klinische Studien wiesen u.a. einen erhéhten CGRP-Spiegel im vendsen Blut von Patienten
im Verlauf einer Migrane-Attacke nach (Goadsby & Edvinsson, 1994), auch wenn eine neue-
re Arbeit dies nicht reproduzieren konnte (Tvedskov et al., 2005).

Interessanterweise konnte Migréne in vivo beim Menschen durch die Behandlung mit CGRP
Rezeptor Antagonisten erfolgreich therapiert werden (Olesen et al., 2004; Ho et al., 2008).
Edvinsson & Uddman konnten anhand von klinischen Studien belegen, dass es zu unter-
schiedlichen Konzentrationserhéhungen der verschieden Neuropeptide im Jugularvenenblut
von Patienten kam, abh&ngig davon, unter welcher Form von Kopfschmerz sie litten (Edvin-
son & Uddman, 2005). Diese Studien belegten die elementare Bedeutung der Ausschittung
von Neuropeptiden, insbesondere von CGRP, bei der Entstehung von Kopfschmerzen.

2.2 Capsaicin

Capsaicin (8-Methyl-N-Vanillyl-6-Noneamid) ist ein Wirkstoff pflanzlichen Ursprungs, der zu
den Vanilloiden gehért. Er kann aus Pflanzen der Gattung Capsicum gewonnen werden.
Dazu zahlt u.a. die Paprika- oder auch die Chili-Pflanze, die besonders reich an Capsaicin
ist. Bekannt ist Capsaicin als Bestandteil des Cayennepfeffers, der zum Wirzen von Speisen
eingesetzt wird. Typisch fir ihn sind sein scharfer Geschmack und ein sehr starkes Brennen
auf Haut und Schleimhaut. Diesen Effekt macht sich die Humanmedizin zunutze. Als Be-
standteil von Salben, Schmerzpflastern oder Tinkturen soll Capsaicin schmerzlindernd wir-
ken und Uber eine Erythembildung Muskelverspannungen I6sen.
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Abb. 1: Capsaicin, Strukturformel

Capsaicin bindet an den Hitze-Vanilloid-Rezeptor (TRPV1/VR1). Der TRPV1 gehért zur Fa-
milie der Transient-Rezeptor-Potential-(TRP-)Kanale (Montell et al., 2002; Szallasi & Blum-
berg, 1999).

TRP-Kanale sind in die sensorische Signaltransduktion involviert (Caterina et al., 1997), die
der Verarbeitung von z.B. sliBen, bitteren oder mechanischen Reizen dient.
Vanilloid-Rezeptoren werden ubiquitar im ZNS exprimiert. Eine besonders hohe Expression
des TRPV1 findet man unter anderem in trigeminalen Neuronen (Szallasi & Blumberg,
1999), dabei kbénnen sowohl unmyelinisierte c-Faser-Neurone als auch dicke myelinisierte
ad-Faser-Neurone Capsaicin sensitiv sein (Buck & Burks, 1986; Holzer, 1991).

Versuche von Stucky et al. zeigten allerdings, dass auch mittelgroBe, sonst Capsaicin un-
sensible Neurone nach Vorinkubation mit Bradykinin durch Capsaicin aktiviert werden konn-
ten (Stucky et al., 1998).

Heute weil3 man, dass der analgetische Effekt des Capsaicins von einer Degeneration von
Nervenfasern ausgeht (Simone et al., 1998), dabei ist die Héhe der verabreichten Dosis ent-
scheidend. In dieser Testreihe verglichen Simone et al. intradermale Injektion und topikale
Applikation auf die menschliche Haut miteinander und fanden heraus, dass die Form der
Verabreichung in diesem Fall nicht entscheidend ist.

Capsaicin kann neben dem bereits erwahnten analgetischen Effekt aber auch zu einer Alge-
sie fuhren, weshalb es zur wichtigsten Substanz in der Erforschung neurogener Entziindung
und der sie auslésenden nozizeptiven Afferenzen wurde.

Bei akuter Anwendung tritt der exzitatorische Effekt in den Vordergrund, wahrend nach sys-
temischer hochdosierter oder lokal wiederholter Anwendung eine inhibitorische Wirkung zu
verzeichnen ist (Herbert & Holzer, 2002).
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2.2.1 Capsaicin in der Kopfschmerzforschung

Der Vanilloid-Rezeptor-Agonist Capsaicin ist ein bereits etablierter Wirkstoff in der Wissen-
schaft. In der Kopfschmerzforschung wird er in Modellen angewendet, die der Erforschung
des akuten Schmerzes dienen. Alle zurzeit erhaltlichen Medikamente, die zur Behandlung
akuter Kopfschmerzen eingesetzt werden kénnen, haben in Versuchen erfolgreich verschie-
dene Capsaicin induzierte Paradigmen, die mit Kopfschmerzen assoziiert werden, gehemmt.
Die Wirkungsintensitat und -dauer von Capsaicin ist abhéangig von der Konzentration der
Capsaicinlésung, die angewand wird, dem Applikations- bzw. Injektionsort und der Haufigkeit
der Anwendung.

Die Behandlung von neugeborenen Ratten mit Capsaicin fihrt zu einer irreversiblen lebens-
lang anhaltenen Ablation der afferenten c-Fasern. Bei Ratten, die erst im Erwachsenenalter
mit Capsaicin behandelt wurden, halt die neurotoxische Wirkung nur einen begrenzten Zeit-
raum an (Gamse, 1982).

Bei topischer Applikation von Capsaicin auf die Dura mater von Ratten konnte man lediglich
eine Wirkungsdauer von ca. 9 Minuten beobachten (Dux et al., 2003).

In vielen Versuchen wurde Capsaicin als chemischer Stimulus eingesetzt, wodurch eine di-
rekte und indirekte Wirkung auf die GefaBmuskulatur und das Hervorrufen einer meningea-
len Entzindung nachgewiesen werden konnte. Dabei fUhrte die Stimulation mit Capsaicin bei
der GefaBmuskulatur dosisabhangig einerseits zu einer Vasokonstriktion zum anderen zu
einer Vasodilatation.

Bei dem vasokonstriktorischen Effekt scheint Capsaicin eine direkte Wirkung auf die Muskel-
zellen, vermittelt durch einen Calcium-Einstrom, zu haben (Toda et al., 1972; Duckles, 1986;
Edvinsson et al., 1990).

Die indirekte Wirkung auf die glatte Muskulatur von GeféBen fuhrt, lber die Freisetzung von
Neurotransmittern aus den Vanilloid-Rezeptoren, zu einer Vasodilatation.

Frihere Verdffentlichungen zeigten, dass eine orthodrome chemische Aktivierung mit
Capsaicin eine Freisetzung von Neuropeptiden aus den trigeminalen GefaBnervenfasern der
Dura mater verursacht (Jancso et al., 1977; Holzer, 1991; Dimitriadou et al., 1992).
Vorausgehende Studien besagten auch, dass der vasodilatorische Effekt des Capsaicins von
Capsaicin-unsensiblen priméren afferenten Nerven hervorgerufen wird (Peitl et al., 1999).
CGRP, heute als wichtigster Mediator des vasodilatorischen Effekts bei der Stimulation von
sensorischen Nerven bekannt (Brain et al., 1985), ist aber sowohl in Capsaicin-sensitiven als
auch in Capsaicin-unsensitiven Nerven enthalten (Carr et al., 1990).
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Neben CGRP fuhren in Capsaicin-sensitiven sensorischen Nerven hauptsachlich die Neu-
rotransmitter SP und NKA zu einer Vasodilatation (Holzer, 1991; Szallasi & Blumberg, 1999).

In neueren Versuchen von Dux et al. konnte durch direkte Applikation des Capsaicins auf die
Dura mater sowohl die Existenz von Capsaicin-sensitiven Nerven in der Dura mater von Rat-
ten nachgewiesen werden, als auch die fundamentale Rolle des CGRP bei der duralen Va-
sodilatation gezeigt werden. Der spezifische CGRP Antagonist hCGRP inhibiert den vasodi-
latorischen Effekt des Capsaicins (Dux et al., 2003).

Die Relevanz des TRPV1 im Schmerzgeschehen konnte durch den Einsatz sogenannter
TRPV1-knockout Mause, die eine deutliche Reduktion der Hyperalgesie zeigten, bewiesen
werden (Caterina et al., 2000; Davis et al., 2000).

2.3 Interleukin-13

Interleukine gehdéren der Gruppe der Zytokine an. In der Reihenfolge ihrer Entdeckung wur-
den sie in Untergruppen eingeteilt und mit Zahlen benannt. Im Wesentlichen handelt es sich
um regulatorische Proteine, die von einer Vielzahl von Zellarten gebildet werden kdnnen.
Jingste Studien haben bidirektionale, durch Zytokine vermittelte Interaktionen zwischen Im-
mun- und Nervensystem dargestellt (Hou et al., 2003, Dantzer, 2004). Zytokine haben so-
wohl eine direkte rezeptorvermittelte Auswirkung auf afferente Nervenfasern als auch eine
indirekte, die andere Mediatoren mit einbeziehen (Sommer & Kress, 2004).

Zur Interleukin (IL)-1-Familie gehéren drei Mitglieder: Interleukin-1a (IL-1a), Interleukin-1(3
(IL-1B) und der natirlich vorkommende IL-1-Rezeptor-Antagonist (IL-1ra) (Dinarello, 1994).
Sie zahlen zu den proinflammatorischen Zytokinen und spielen eine entscheidende Rolle in
der Generierung der systemischen und lokalen Antwort bei Infektionen, Verletzungen und
Immunerkrankungen (Quagliarello et al., 1991).

Die Mitglieder der IL1-Familie binden an zwei Rezeptortypen. Jedoch nur der IL-1-Rezeptor
Typ | (IL1RI), der in geringer Anzahl auf fast allen Zelloberflachen vorkommt, vermittelt eine
zellulare Antwort (Sims et al., 1993).

Der IL-1-Rezeptor Typ Il (IL1RII), der auf vielen Zellen, in erster Linie aber auf neutrophilen
Granulozyten, Monocyten und B-Lymphocyten vorkommt, ist trotz Bindung von IL-1 nicht in
der Lage, Signale weiterzuleiten (Stylianou et al., 1992), er fungiert vielmehr als ,decoy*-
Rezeptor, der durch das Einfangen des Liganden dessen Wirkungen begrenzt (Colotta et al.,
1994).
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Eine weitere Mdglichkeit IL1a und IL1B in seiner Wirksamkeit einzuddmmen, ist die Konkur-
renz der Rezeptorbindungstellen mit dem IL-1-Rezeptor Antagonisten.

Abb. 2: humanes IL-18 (PubMed, 2009)

IL-18 z&hlt zu den potenten endogenen Pyrogenen. Schon wenige Nanogramm genlgen,
um z.B. Fieber, einen Anstieg der neutrophilen Granulozyten, der Thrombocyten, der Akute-
Phase-Proteine und des zirkulierenden Interleukin-6 zu bewirken (Dinarello, 2005).

IL-1pB ist ein Stimulator jener Neurone, die im Hypothalamus Corticotropin Releasing Hormo-
ne ausschiitten und fihrt dartiber zu einer Stimulation von ACTH und der Kortisonausschiit-
tung in den Nebennieren bei Entzindungsreaktionen (Rivest et al., 2000).

2.3.1 Interleukin-1B in der Kopfschmerzforschung

Der Einsatz von IL-18 ist in der Forschung heute weit verbreitet. Seine Rolle bei der Entste-
hung von Entzindungen ist nach heutigem Wissensstand gréBtenteils erforscht.

In der Blutbahn zirkulierendes IL-18 aktiviert den IL1RI, der auch in Gehirnendothelzellen
vorkommt. Uber den nuclear-factor-kappa-B (NF-xB)-Signalweg kommt es zur Transkription
von Cyclooxygenase-2 (COX-2). IL-1B fuhrt darlber hinaus zu einer vermehrten Bildung des
im Gehirnparenchyms léslichen Stoffes Prostaglandin-E, (PGE,) (Rivest et al., 2000).
Vermutlich ist PGE, an der Entstehung von Sensibilisierungsvorgangen beteiligt. Versuche
belegten, dass PGE,, welches bei Migréanepatienten vermehrt vorkommt, entscheidend an
der Auslésung von Schmerzen beteiligt ist (Millan, 1999).

Burstein (2001) konnte zeigen, dass eine Migraneattacke zu ca. 70 % mit einer Sensibilisie-
rung einhergeht. Neuere Untersuchungen von Wienecke et al. (2009) bewiesen, dass PGE,
dartberhinaus zu einer Induktion von Migraneattacken beim gesunden Menschen fuhrt.
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Dosisabhéangig fuhrt IL-1 zu einem biphasischen Effekt: Hohe Dosen verursachen Analgesie,
wahrend niedrige Dosen Hyperalgesie hervorrufen.

Man geht davon aus, dass die Sensibilisierung fir den hyperalgetischen Effekt einer ,low
dose” (,nonpyrogenic dose) IL-1B Behandlung verantwortlich ist. Der Effekt des IL-13 konn-
te sowohl durch eine Vorbehandlung mit IL-1ra und a-Melanozyten-stimulierendes Hormon
(a-MSH), als auch mit dem antiinflammatorisch wirksamen Natriumsalicylat komplett unter-
bunden werden (Bianchi et al., 1998).

Im Tierexperiment mit Mausen reduzierten neutralisierende Antikérper fur IL-1 schmerzasso-

ziertes Verhalten (Sommer & Kress, 2004).

In der Kopfschmerzforschung ist IL-1B bereits lange etabliert. IL-1 wirkt an Geweben und
Zellen in der Form, dass es zu wesentlichen Veranderungen kommt, die flr das heutige Ver-
sténdnis von Kopfschmerz pathognomonisch sind.

So l6st IL-1B8 zuverlassig eine inflammatorische Reaktion in den meisten Geweben aus, akti-
viert vermutlich das trigeminale System und sensibilisiert bestimmte neuronale Systeme, was
die bidirektionalen Interaktionen zwischen Nerven- und Immunsystem belegt. Hou et al. zeig-
ten dazu in ihrer Studie zum ersten Mal, dass IL-1B3 direkt zu einem Anstieg der CGRP-
Ausschuttung fahrt, verursacht durch eine Steigerung der CGRP-Gen-Transkription und
-Translation (Hou et al., 2003). Dabei ist der Anstieg der CGRP Synthese und Freisetzung,
vermittelt durch den NF-kB-Signalweg, abhangig von der Konzentration der IL-Lésung und
von der Zeit der vorherigen Inkubation (Li et al., 2004). Wie bereits erlautert, ist CGRP, wel-
ches in den Neuronen des DRG (dorsal root ganglion) synthetisiert wird, ein wesentlicher

Mediator in der neurogenen Inflammation.

Goldblum et al. berichten bereits 1988, dass IL-1 an der Endotheloberflache in BlutgefaBen
Veréanderungen bewirkt, die (iber eine erhdhte GefaBpermeabilitat letztlich zu einer Odembil-
dung im umliegenden Gewebe fiihren (Goldblum et al., 1988). Die Odembildung, im Zuge
der neurogenen Entzindung, ist essentieller Bestandteil in experimentellen Kopfschmerz-

modellen.

Durch die Behandlung mit Complete Freund’s Adjuvant (CFA) konnten Samad et al. zeigen,
dass es in verschiedenen Regionen des ZNS zu einer erhéhten COX-2 Expression und da-
mit verbunden zu einer erhdhten PGE,-Konzentration im Liquor kommt. CFA fihrt, nach
Aussage der Autoren, zu einer massiven Hochregulation von IL-1B. Dies ist der gréBte Ver-
ursacher der COX-2 Expression im ZNS (Samad et al., 2001). Weiterhin wurde nachgewie-
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sen, dass die hdchste Konzentration an COX-2 messenger RNA 6 Stunden nach der In-

flammation messbar war.

Da Interleukin zeitlich wesentlich 1&ngere physiologische und biochemische Wirkungen her-
vorruft als Capsaicin, wird es vornehmlich in Tiermodellen angewendet, die der Erforschung

langer andauernden Schmerzes dienen.

2.4 Kopfschmerzmodell am Versuchstier Ratte

2.4.1 Schmerzsymptome bei der Ratte

Die Definition fir Schmerz, modifiziert nach der International Association for the Study of
Pain, lautet:
~>chmerz ist eine unangenehme Empfindung und ein emotionales Erlebnis, das mit einem

aktuellen oder potentiellen Gewebeschaden einhergeht* (Henke & Erhardt, 2001).

Die physiologischen und biochemischen Prozesse bei der Entstehung und Erregungsleitung
von Schmerzen sind bei Mensch und Tier gut erforscht und die Ergebnisse sind vom Tier auf
den Menschen und umgekehrt weitgehend Ubertragbar (Zimmermann, 1983; Henke & Er-
hardt, 2001).

Die Forschung geht zurzeit davon aus, dass héher entwickelte Wirbeltiere auch zu einem
Zustand fahig sind, der dem Empfinden von Schmerzen bei Menschen ahnlich ist (Bernatz-
ky, 1997).

Der Schlissel zum Erkennen von Schmerzen bei Tieren liegt also im Verstandnis ihres art-
spezifischen Verhaltens (Henke & Erhardt, 2001) und der Fahigkeit, Rlickschlisse aus be-
stimmten Symptomen zu ziehen.

Generell weiB man heute, dass Beutetiere wie die Ratte Schmerzverhalten eher unterdru-
cken, um Fressfeinde nicht auf sich aufmerksam zu machen.

Aus diesem Grund haben verschiede Arbeitsgruppen versucht, Bewertungssysteme zu ent-
wickeln, mit denen Schmerz objektiver beurteilen werden kann (Morton & Giriffiths, 1985;
FELASA, 1994).

Aufgrund umfangreicher Forschungen auf dem Gebiet der Versuchstierbiologie und der be-
reits erwahnten Bewertungssysteme gibt es einige Verhaltsweisen oder Symptome, die dar-
auf schlieBen lassen, dass eine Ratte Schmerzen empfindet und mit entsprechenden Folge-
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erscheinungen reagiert. Verkriechen, Diarrhée, plétzliche Aggression oder ein stumpfes
Haarkleid sind nur einige Beispiele.

Nach dem heutigen Stand der Forschung werden zahlreiche Verhaltensauffalligkeiten als
typische Indizien fUr ein erkranktes Tier angesehen. Kent et al. fasste jene unspezifischen
Verhaltenséanderungen, die im Zuge einer Erkrankung auftreten, als ,sickness behavior, in
dieser Arbeit mit dem Begriff des Krankheitsverhaltens Ubersetzt, zusammen (Hart, 1988;
Kent et al., 1992).

2.4.2 Kopfschmerzmodelle

Im Rahmen der Kopfschmerzforschung wurden zahlreiche, zum Teil sehr unterschiedliche
Modelle entwickelt, die uns zu unserem heutigen Wissensstand gefuhrt haben.

Als Standardverfahren zur Induktion einer neurogenen Entziindung etablierte sich im Tier-
versuch die elektrische Reizung peripherer Nerven oder die lokale Applikation von Capsaicin
bzw. Senfdl. Am Menschen durchgefliihrte Untersuchungen erfolgen vorwiegend mit Capsai-
cin und Senfdl (Herbert & Holzer, 2002).

Kopfschmerzen in ihrer Komplexitat sind so vielfaltig, dass es bis heute noch nicht gelungen
ist, ein Modell zu entwickeln, das alle pathologischen Veranderungen und Auffélligkeiten
miteinander vereint.

In erster Linie dienen Kopfschmerzmodelle der Erforschung von Migrédne. Eine sehr gute
Ubersicht (iber das Zusammenspiel der gebrauchlichsten Kopfschmerzmodelle und der gan-
gigsten Migrane-Pharmaka liefert die Ubersichtsarbeit von De Vries et al. (1999).
Kopfschmerzmodelle, die der Erfoschung von Migréne dienen, sind so ausgerichtet, dass sie
das trigeminovaskuldre System aktivieren. Den Nervus trigeminus (N. V) kann man im Tier-

experiment elektrisch, chemisch oder immunologisch aktivieren.

2.4.2.1 Vaskulare Modelle

Eine der einfachsten Modelle im Bereich der Kopfschmerzforschung stellt die in vitro Unter-
suchung an isolierten BlutgefaBen dar. Sie wird gern herangezogen, um Interaktionen zwi-
schen Rezeptoren und Medikamenten zu untersuchen, da viele Stérfaktoren wie z.B. zirku-
lierende Hormone, dabei ausgeschlossen werden kénnen (Maassen VanDenBrink et al.,
2000).

Daneben existieren aber auch in vivo Tiermodelle mit ganz unterschiedlichen Frage-
stellungen. Dabei geht es z.B. um die Erzeugung einer Vasodilatation, wie sie im Zuge einer
Migraneattacke zu finden ist.
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2.4.2.2 Neurovaskulare Modelle

Zur Gruppe der neurovaskulare Kopfschmerzmodell werden zahlreiche Versuchsmethoden
gezahlt, mit deren Hilfe Gber unterschiedliche Untersuchungstechniken verschiedene bio-
chemische und physiologische Parameter bestimmt werden kénnen:

I) Finkel osteosarcoma (Fos)-Expression

Das Fos-Protein, welches zuerst aus humanen Tumoren isoliert wurde, gehdrt zur Gruppe
der Akute Phase Proteine und wird in der heutigen Forschung im Zuge einer Fos-Protein-
Immunreaktion als nozizeptiver Marker verwendet (Mitsikostas & Sanchez del Rio, 2001).
Eine Fos-Expression im trigeminalen Nukleus kann durch mechanische bzw. elektrische
Stimuli des trigeminalen Ganglions selbst, des Sinus sagittalis superior oder durch chemi-
sche Stimuli von extrakranialen bzw. intrakranialen Geweben ausgelést werden, sofern diese
vom N. V innerviert sind, ferner durch die Auslésung einer Cortical spreading depression
(CSD) (Mitsikostas & Sanchez del Rio, 2001).

Auf der Grundlage dieses Modells war es mdéglich, die neuronale Aktivierung des trigemino-
vaskularen Systems kartographisch zu erfassen (Goadsby & Hoskin, 1997).

Il) CSD als ein Modell fir Migrane mit Aura

Die sogenannte CSD, die erstmals von Aristide Le&o im Kaninchen beobachtet wurde (Leao,
1944), zeigt sich durch eine Suppression der Hirnaktivitat und eine Absenkung des kortikalen
Gleichspannungspotentials.

Die CSD beginnt meist spontan an einem Punkt und breitet sich wellenartig, in konzentri-
schen Kreisen, mit einer Geschwindigkeit von 2-5 mm pro Minute aus. Dabei bleibt sie in der
Regel auf eine Hemisphare beschrankt. In den betroffenen Gebieten depolarisieren die Zell-
membranen der Neurone, die elekirisch messbare Aktivitat bricht praktisch véllig zusammen.
Die CSD ist als wandernde Welle neuronaler und glialer Depolarisation zu charkaterisieren.
Weiterhin ist ein Anstieg der extrazellularen Kaliumkonzentration tber eine kritische Schwel-
le von ungefahr 10 mM zu verzeichnen, die zu weiteren Zelldepolarisationen und damit zum
erneuten Ausstrom von Kaliumionen und zur nochmaligen Erhéhung der extrazellularen
Konzentration auf mehr als 50 mM fihrt. Andere lonen und Metaboliten wie z.B. NO, H*, Glu-
tamat oder Adenosin werden zusatzlich ausgeschuttet und verstarken die Depolarisation. Es
kommt nach der Depolarisation zu einer temporaren Untererregbarkeit der Zellen (Somjen,
2001).
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Mit dem Kaliumausstrom einher geht der Einstrom von Natrium-, Kalzium- und Chlorionen,
freies Wasser folgt, so dass der Extrazellularraum auf etwa die Halfte schrumpft.

Die Glukosekonzentration sinkt mit jeder Depolarisationswelle, wahrend dem gegenlber die
Laktatkonzentration zunimmt. Periodisch auftretende Depolarisationswellen, die das Hirnge-
webe durchziehen, verschlechtern somit schrittweise die Energiebilanz. Ein Kompensati-
onsmechanismus sorgt allerdings dafir, dass das Gewebe unter physiologischen Bedingun-
gen nicht bleibend geschadigt wird. An jede Depolarisation ist ein Anstieg der regionalen
Durchblutung gekoppelt, wodurch verbrauchtes Substrat effektiv ersetzt und die Sauerstoffbi-
lanz ausgeglichen wird.

Eine langsame Ausbreitung dieser Depolarisation Uber das Sehzentrum wird als elektrophy-
siologisches Korrelat wandernder Flimmerskotome angesehen, die haufig wahrend einer
Migraneaura beobachtet werden kénnen (Hadjikhani et al., 2001; Richter & Lehmenkdhler,
2008).

Die CSD kann in Versuchstieren durch die Applikation von chemischen Substanzen, wie

z.B. Kalium (K*), durch mechanische (Nadelstiche) oder durch elektrische Stimuli des Cortex
ausgeldst werden (Reuter et al., 2000).

[l) Stickstoffmonoxid (NO)

NO wird durch seine unpaarige Elektonenbindung zu den freien Radikalen gezahlt. Es
kommt als neuronaler Botenstoff sowohl im zentralen als auch im peripheren Nervensystem
vor (Moncada et al., 1991).

Infusionen von Glyceryltrinitrat (GTN), das nur eine kurze Halbwertzeit im Kérper hat und in
NO metabolisiert werden kann (man spricht daher auch von einem NO-Donator), rief bei
Versuchspersonen in Untersuchungen von Iversen et al. Kopfschmerzen hervor, die denen
von Migréane &hnlich waren (lversen et al., 1989). Versuche von Olesen et al. bestatigten
diese Ergebnisse. Es konnte darlber hinaus gezeigt werden, dass nach einer Infusion mit
GTN sowohl Kontrollpersonen als auch Migranepatienten einen sofortigen Kopfschmerz ver-
spurten. Jedoch nur die Migranepatienten entwickelten nach einem beschwerdefreien Inter-
vall einen verzdgerten Kopfschmerz, der dem Bild einer Migréne entsprach (Olesen et al.,
1993).

Spéatere Versuche belegten, dass die Hemmung der Nitritoxid-Synthase (NOS), z.B. Uber
eine signifikante Senkung der Fos-Expression (Hoskin et al., 1999), zu einer Abnahme von
Migranesymptomen flihrte (Lassen et al., 1997).
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IV) Intravital-Mikroskopie

Dieses von Williamson et al. entwickelte Kopfschmerzmodell erlaubt in vivo eine direkte Stu-
die der duralen GefaBe (Williamson et al., 1997 a und b). Dafir wird ein kleines Fenster in
die Schadeldecke gebohrt und mittels Videomikroskopie ist eine craniale durale und piale
Darstellung der BlutgefaBe moglich. Durchmesserveranderungen, wie sie z.B. bei einer Va-
sodilatation auftreten, sind mit diesem Modell bestimmbar (Akerman et al., 2004; Holland et
al., 2005).

V) Meningeale BlutfluBuntersuchungen mittels Laser-Doppler-Flussmessung

Bei der Laser-Doppler-Flussmessung, die als Vorlaufer der Intravital-Mikroskopie gilt, wird
der meningeale Blutfluss gemessen und der GefaBdurchmesser indirekt auf die ermittelten
Anderungen bezogen.

Aquivalent zur Intravital-Mikroskopie fiinrt auch bei dieser Methode eine elektrische Stimula-
tion zu einem meningealen BlutfluBanstieg (Kurosawa et al., 1995). Bolay et al. (2002) nutz-
ten u.a. diese Methode, um die Blutflussdnderungen im Zuge einer CSD zu bestimmen.

VI) Durale Entziindungsaktivierung mittels Plasma-Protein-Extravasation (PPE)

Um eine Aktivierung des trigeminovaskuldren Systems herbeizufihren kann man den N. V
mittels elektrischer oder chemischer Stimuli reizen (Markowitz et al., 1987 und 1988;
Knyihar-Csillik et al., 1995).

Es kommt zu einer Freisetzung von Neuropeptiden wie CGRP, SP oder NA aus den peri-
vaskularen Nervenfasern, die dann z.B. zu einer Vasodilatation, Thrombozytenaggregation,
Aktivierung von Endothelzellen oder zu einer Mastzellaktivierung fihren, was letztendlich in
eine PPE mlndet.

Die in dieser Arbeit beschriebenen Versuche gehdren dieser Gruppe der Kopfschmerzmo-
delle an und wurden bereits vorangehend ausflhrlich behandelt, so dass an dieser Stelle auf
Einzelheiten nicht mehr detailliert eingegangen werden muss.
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VII) Mikrodialyse

Die Mikrodialyse erlaubt in vivo die direkte Bestimmung von extrazellularen Konzentrationen
bestimmter Stoffe, z.B. von Neurotransmittern, die es ermdglichen, kleinste Verédnderungen
in der Neurochemie bestimmter Hirnareale zu detektieren.

Durch Versuche von Oshinsky & Luo konnte mit Hilfe dieses Kopfschmerzmodelles die wich-
tige Rolle von Glutamat im trigeminalen Nucleus caudalis bei Migréane oder anderen Kopf-
schmerzsyndromen untermauern werden (Oshinsky & Luo, 2006).

2.4.2.3 Die Elektrophysiologie der Neurone des trigeminozervikalen Komplexes (TZK)

Im Verlauf einer Migréneattacke berichten Patienten haufig Gber Symptome wie unterschied-
lichste Schmerzen im Bereich des vorderen Kopfes. Vielfach wird dabei die sogenannte Al-
lodynie genannt, bei der es zu Schmerzempfindungen schon bei leichter, normalerweise
nicht schmerzhafter Beriihrung, Warme- oder Kélteapplikation kommt. Auffallig ist, dass im
Zuge einer Migréneattacke die Allodynie haufig in dem Gesichtsbereich auftritt, die dem Ver-
sorgungsgebiet des ophthalmischen Anteils des N. V entspricht (Burstein et al., 2000).

Aus diesem Kontext heraus ergab sich ein weiterer Ansatzpunkt in der Kopfschmerzfor-
schung: Die Verschaltung von trigeminalen und fazialen afferenten Bahnen, die zu einer
Sensibilisierung der trigeminozervikalen Neurone fihrt. Man spricht auch von dem trigemino-
zervikalen Komplex (TZK).

Neurone im TZK des Hirnstamms sind die priméren afferenten Schaltstellen fir den nozizep-
tiven Eingang der Meningen und zervikalen Strukturen in das Rickenmark. lhnen sind zent-
rale Strukturen, wie z.B. der Hypothalamus (Benjamin et al., 2004), das periaguaduktale
Grau (PAG) oder die rostroventrale Medulla (RVM) lbergeordnet und nehmen antinocizepti-
ven EinfluB.

Die ersten, die auf eine bestehende Konvergenz zwischen trigeminalen und zervikalen affe-
renten Bahnen hingewiesen haben, waren Kerr & Olafsen (1961). Jingste Studien haben
eine direkte Verbindung zwischen meningealen und zervikalen afferenten Bahnen in einem
Tiermodell beschrieben (Bartsch & Goadsby, 2002 und 2003). Diese neuen Ergebnisse bes-
tatigten die bereits gewonnenen Daten aus der Humanmedizin (Piovesan et al., 2001). Um
die Pharmakologie der trigeminozervikalen Neurone genauer zu erforschen, kam die Mikro-
iontophorese zum Einsatz. Mit Hilfe dieser Technik kann die Wirkung bestimmter Medika-
mente an einzelnen Neuronen getestet werden, ohne dass das gesamte Nervensystem be-
einflusst wird. Medikamente wurden direkt an ein Neuron injiziert, um deren pharmakologi-
sche Effekte als Reaktion des Membranpotenzials, der Membranstréme oder der neuronalen

Entladungsrate zu ermitteln.
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So ist es mdglich, endogene Molekile, deren Rezeptoren und die Agonist-Antagonist-
Kombinationen an dem gleichen Tier und dem gleichen Neuron zu untersuchen.

Mit dieser Methode konnte das erste Mal gezeigt werden, dass eine direkte Applikation von
5-Hydroxytryptamin (5-HT)g/1p Agonisten, Triptane wie z.B. Sumatriptan oder Zolmitriptan,
eine reversible Hemmung von trigeminalen Neuronen verursacht (Storer & Goadsby, 1997).
In neueren Studien wurde mittels Mikroiontophorese gezeigt, dass im TZK CGRP-
Rezeptoren vorkommen, die nicht présynaptisch lokalisiert sind (Storer et al., 2004). Diese
Resultate kdnnten in der Therapie der akuten Migrane von Nutzen sein. Untersuchungen von
Williamson & Hargreaves mittels Intravital-Mikroskopie stltzen die Theorie, dass die Rolle
von CGRP-Rezeptor-Antagonisten in der Behandlung von Migréane in naher Zukunft ent-
scheidend sein konnte (Williamson & Hargreaves, 2001). Weitere pharmakologische Ent-
wicklungen und klinische Untersuchungen auf diesem Gebiet sind notwendig, da CGRP-
Antagonisten die Blut-Hirn-Schranke normalerweise nicht penetrieren.

Auch die Obergeordneten Systeme, wie z.B. das PAG, insbesondere der vasolaterale Anteil
des PAG, rlicken in den Fokus der Kopfschmerzforschung (Bartsch et al., 2004).

2.4.2.4 Molekulare Studien

Heute ist es unumestritten, dass Migréane von genetischen Faktoren beeinflusst wird. So konn-
te eine Mutation im Ca**-Kanal-Gen ,CACNA1A* (FHM1, Chromosom 19p13) mit der familia-
ren hemiplegischen Migrane (FHM) in Verbindung gebracht werden (Ophoff et al., 1996).
Durch Versuchstiere, die entweder natirlicherweise oder transgen erzeugt einen gewinsch-
ten Gendefekt aufweisen, wie z.B. Cacnaia-Maus-Modelle, entstanden véllig neue Formen
von Kopfschmerzmodellen.

Ein vielversprechendes Modell aus dieser Reihe ist das kirzlich entwickelte Knock-in Maus-
Modell, bei dem die Versuchstiere die humane FHM1 R192Q Mutation in ihrem Genom tra-
gen (van den Maagdenberg et al., 2004).

Weiterhin finden Knock-out Maus-Modelle Anwendung. So konnte mit Hilfe von Knock-out
Ma&usen, bei denen der 5-HT;g Rezeptor nicht exprimiert wird, die durale PPE gehemmt wer-
den (De Vries et al., 1999).
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2.4.3 In dieser Arbeit verwendetes Kopfschmerzmodell

Es existieren heutzutage viele verschiedene Kopfschmerzmodelle, fur die die ,construct vali-
dity“ durch nachgewiesene pathognomonische biochemische und histologische Veranderun-
gen und mittels zusatzlichen Einsatzes von Pharmaka auch die ,predictive validity“ hinrei-
chend bewiesen wurde.

All jene sind indirekte Modelle, sie wurden an narkotisierten Tieren durchgefihrt. Bis heute
existiert kein verhaltensgestitztes Kopfschmerzmodell, das Ergebnisse an wachen Ver-
suchstieren liefert (Bergerot et al., 2006; Eikermann-Haerter & Moskowitz, 2008).

Im Zuge dieser Arbeit soll nun erstmalig eine verhaltensbiologische Validierung durchgefiihrt
werden, um die wichtige ,face validity” zu Uberprifen.

Dabei wird ein spezifisches Krankheitsverhalten, welches auch beim Menschen im Zuge
einer Migréneattacke auftritt, durch zwei verschiedene chemische Stimuli ausgelést, die,
belegt durch eine Vielzahl von Versuchen, zuverlassig Schmerzreaktionen auslésen.

Erste ethologisch gestitzte Arbeiten von Kent et al. zeigten die Auswirkungen von Zytokinen
auf das Verhalten von Versuchstieren. Schon friih konnte bewiesen werden, dass Zytokine
ein Krankheitsverhalten hervorrufen (Kent et al., 1992). Des Weiteren flihrte die Injektion von
IL-1B8, peripher oder zentral, bei Ratten zu einer verminderten Futter- und Wasseraufnahme
und zu Gewichtsverlust (Kent et al., 1994 und 1996). Eine Ver6ffentlichung von Kelley et al.
stellte jene Zytokin-induzierten Symptome den unspezifischen Krankheitssymptomen gegen-
Uber. Dabei zeigt sich, dass Zytokine ganz ahnliche ZNS-Effekte hervorrufen wie sie bei
Krankheit allgemein pathognomonisch sind (Kelley et al., 2003).

Eine Studie aus dem Jahr 2001 belegt, dass IL-1B an der Entstehung von Anorexie beteiligt
ist. Man geht davon aus, dass Neurone, die Neuropeptid Y enthalten und den IL1RI expri-
mieren, eine Rolle in der Entstehung der krankheitsbedingten Anorexie spielen (Konsman &
Dantzer, 2001).

Dantzer beschrieb 2004, dass die Futteraufnahme unter dem Einfluss von Zytokinen nicht
nur quantitativ sondern auch qualitativ beeinflusst wird. Er spricht von selektiver Futterauf-
nahme. Nach Injektion von IL-1B kam es zu einer Reduzierung der Futteraufnahme, aber
auch zu einer Anderung der Futterbestandteilmengen. Es wurden relativ mehr Kohlehydrate
und weniger Protein aufgenommen. Die Menge an aufgenommen Fett blieb gleich (Dantzer,
2004).
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Wie Versuche von Dux et al. gezeigt hatten, kann man durch die topische Applikation von
Capsaicin auf die Dura mater, vermittelt durch CGRP, zuverlédssig eine Vasodilatation her-
vorrufen, die nach heutiger Ansicht in der Atiologie des Kopfschmerzgeschehens essentiell
ist (Dux et al., 2003).

Die Dura mater als eine der wenigen schmerzsensitiven Strukturen im Gehirn sollte in dieser
Versuchsreihe zur Erzeugung von Kopfschmerzen beim Versuchstier dienen. Frihere Expe-
rimente hatten bereits gezeigt, dass elekirische Stimulation an der Dura mater, vermittelt
durch CGRP der trigeminalen Nervenfasern, zu einer Vasodilatation fuhrt (Kurosawa et al.,
1995).

Die Ergebnisse anderer Arbeiten belegten, dass auch selektive chemische Stimulationen der
Dura mater zur Ausschittung bestimmter Neurotransmitter und somit zu einer Verédnderung
des meningealen Blutflusses fihren. Wie auch bei dieser Arbeit fand dabei die mittlerweile
etablierte ,rat cranial window technique“ Anwendung (Kurosawa et al., 1995; Dux et al., 2002
und 2003; Strecker et al., 2002).

Frihere verhaltenspharmakologische Arbeiten zeigten, dass es essentiell ist, standardisierte
Arbeitsbedingungen zu schaffen, da gerade bei ethologischen Beobachtungen Veranderun-
gen in der Umgebung zu differenten Ergebnissen fihren kénnen (Dawson & Tricklebank,
1995). Der Kontakt zwischen Versuchstier und Mensch ist sorgfaltig zu planen, da auch er
die Testergebnisse beeinflussen kann (Lawlor, 2002). Aus diesem Grund wurden die Tiere
im Zuge dieser Arbeit nur von einer Person behandelt und versorgt. Alle Experimente wur-
den zur gleichen Tageszeit durchgefiihrt und es wurde darauf geachtet, den Stress flr die
Versuchstiere vor den Versuchen zu minimieren.

Die Tiere wurden, getrennt von allen anderen Tieren, die sich noch im Institut befanden, in
einem separaten Raum untergebracht, so dass Stérungen durch parallel laufende Versuchs-
reihen oder durch den taglichen Arbeitsablauf minimiert werden konnten. Des Weiteren fan-
den fir die Versuchsreihen méannliche Sprague-Dawley Ratten Anwendung, da méannliche
Tiere im allgemeinen geringeren hormonellen Schwankungen unterliegen. Der Rattenstamm
Sprague-Dawley wurde ausgewahlt, da er zu den am haufigsten verwendeten Zuchtlinien in
der Forschung gehdrt (Rex et al., 2007).
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2.5 Ethologische Betrachtung des Kopfschmerzes beim Menschen und daraus
resultierende Verhaltenstests im Tierexperiment

2.5.1 Pathologische humane Verhaltensmuster bei Kopfschmerz

So vielféltig der Krankheitskomplex des Kopfschmerzes auch ist, so vielfaltig sind die Sym-
ptome, die bei den verschiedenen Kopfschmerzformen auftreten kénnen.

Die nachstehend aufgeflihrten Symptome sind pathognomonisch fir einige Kopfschmerz-

formen:

- Einseitige Lokalisation des Schmerzes

- Ubelkeit und/oder Erbrechen

- Photophobie und Phonophobie

- Verstarkung durch kérperliche Routineaktivitdten und flihrt zu deren Vermeidung

- Appetitlosigkeit

- Stechender Kopfschmerz, der sich ausschlieBlich oder vorrangig auf das Versorgungs-
gebiet des ersten Trigeminusastes beschrankt.

Dabei kénnen die einzelnen Symptome je nach Diagnosegruppe in verschiedener Intensitat
und unterschiedlicher Zusammenstellung auftreten (Headache Classification Committee of
the International Headache Society, 2004).

Die Ubertragbarkeit einzelner Symptome in ein Tiermodell variiert sehr stark. So kann man in
neuroethologisch gestiitzten Tests nicht eindeutig belegen, ob eine Ratte einseitigen Kopf-
schmerz verspirt oder ob sie von einem Kopfschmerz geplagt wird, der dem Versorgungs-
gebiet des ersten Trigeminusastes entspricht.

Besser zu Uberprifen wére eine vorliegende Photo- oder Phonophobie. Relativ gut zu mes-
sen, ist eine Erhéhung oder Reduzierung von Routineaktivitat oder das Vorliegen von Appe-
titlosigkeit.
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2.5.2 Open Field
a) Exploration und Rearing

Der klassische Open Field-Test wurde das erste Mal von Hall (1934) beschrieben.
Es handelt sich hierbei um eine Flache frei bestimmbarer GrdBe, von Wanden umgeben,

die von dem jeweiligen Versuchstier erkundet werden kann.

Ratten markieren mit Urin, Kot und dem Duft ihrer Drisen bestimmte Wege oder Orte
(Galef & Buckley, 1996; Roche & Timberlake, 1998), um sich zu Recht zu finden und den
anderen Tieren einer Gruppe den Weg zu weisen. Um Beeinflussungen durch olfaktori-
sche Signale vorhergehenden Tieren zu vermeiden, wurde in diesem Versuchsaufbau das
Open Field nach jedem Versuchsdurchlauf mit Alkohol gereinigt.

Das Open Field-Modell, das auf unkonditioniertem Verhalten und auf Exploration basiert,
existiert heute in verschiedenen Formen und Varianten und wird haufig als Anxiolyse-Test
eingesetzt (Prut & Belzung, 2003). Durch Modifikation, wie z.B. das Anbieten von Futter in
der Mitte der freien Flache (Britton & Britton, 1981; Rex et al., 1996 und 1998) oder unter-
schiedliches Ausleuchten der freien Flache kann man verschiedene aversive Situationen
simulieren und dadurch Rickschlisse auf das jeweilige Verhalten der Versuchstiere zie-
hen.

In frGheren Untersuchungen wurde das lokomotorische und explorative Verhalten von
Ratten in einem dunkel oder hell ausgeleuchteten Open Field ermittelt. Dabei wurde deut-
lich, dass die Aktivitat der Versuchstiere im dunkleren Open Field héher war, als in dem
heller ausgeleuchteten Open Field (Hirsjarvi & Junnila, 1986).

Heute weiBB man, dass die Sehféhigkeit der nachtaktiven Ratte nicht sehr ausgepragt ist,
da sie langwelliges Licht nicht wahrnehmen kann. Deshalb kénnen Verhaltensbeobach-
tungen wahrend der Dunkelphase bei Rotlicht durchgefihrt werden, wie Weiss et al. er-
neut beschrieb (2003).

In nicht verdéffentlichten Versuchen wurde herausgefunden, dass Ratten bei vélliger Dun-
kelheit sogar ein erhéhtes Angstverhalten zeigen (Rex, 2007).

Die im Verlauf dieser Arbeit erfolgten Versuchsreihen im Open Field fanden bei Rotlicht
statt, da die Beobachtungen wéhrend der Dunkelphase durchgefihrt wurden und die Ver-
suchstiere, abgesehen von der chemischen Stimulation der Dura mater, keiner zuséatzli-
chen Stressquelle ausgesetzt werden sollten. Zur Auswertung wurde sowohl die Explora-
tion auf der freien Flache als auch das vertikale Erkundungsverhalten herangezogen.
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Anders als ihre wild lebenden Artgenossen zeigen Laborratten einen deutlich starkeren
Drang zur Erkundung unbekannter Gebiete. Unterschiedliche Stimuli kénnen zur Auslé-
sung einer Exploration fihren. Dazu z&hlen Hunger, Durst oder das Bedurfnis sich zu be-
wegen, aber auch neue Reize von auBen, die einen inneren Antrieb zur Bewegung auslé-
sen (Persch, 1994; Saibaba et al., 1996).

Man kann davon ausgehen, dass aversive Stimulation, z.B. das Auslésen von Schmer-
zen, zu einer Veranderung des emotionalen Gemutszustandes fuhrt, was sich nach den
Verdéffentlichungen verschiedener Autoren unter anderem in einer geringen Anzahl der zu-
riickgelegten Felder im Open Field widerspiegelt (Weyers et al., 1994; Garcia-Cairasco et
al., 1998). Hirsjarvi und Junnila machten Versuche mit Ratten im Open Field unter ver-
schiedensten Bedingungen. Jene Tiere, die unter den stressarmsten Bedingungen, nam-
lich im dunklen Open Field getestet wurden, waren im Gegensatz zu allen anderen Grup-
pen, z.B. bei hell ausgeleuchtetem Open Field oder einem hdheren Gerauschpegel, am
aktivsten (Hirsjarvi & Junnila, 1986). Die Stressauswirkungen machten sich sowohl in ei-
ner reduzierten, horizontal gerichteten Bewegungsaktivitat als auch in einem reduzierten
Rearing-Verhalten bemerkbar.

Weiss et al. (2003) sagen sogar nachdriicklich, dass sich Anzeichen von Schmerzen in

einem reduzierten Erkundungsverhalten widerspiegeln.

Putzen

In der Ethologie werden unter dem Sammelbegriff ,Putzen® verschiedene Verhaltens-
weisen aufgefihrt (Spruijt et al., 1992). Eine normale Putzsequenz bei der Ratte umfasst
verschiedenen Formen, wie z.B. ,licking“ oder ,scratching” (Aldridge, 2005), weshalb im
Zuge dieser Arbeit keine genauere Unterscheidung des Putzverhaltens vorgenommen
wurde. In erster Linie dient das Putzen der Fell- und Kérperpflege, aber auch zur Regula-
tion der Kdrpertemperatur kann das Verteilen von Speichel auf der Kérperoberflache dien-
lich sein. Bei sozialen Kontakten der Tiere miteinander stellt das Putzen auch eine Ersatz-
oder Ubersprungshandlung dar.

Nach Versuchen von Saibaba, bei denen Ratten, nach dem Umsetzen in einen frisch ge-
reinigten K&fig, ein erhbhtes Putzverhalten zeigten, wurde der Schluss gezogen, dass
diese Tiere zur StreBbewaltigung ein vermehrtes Putzverhalten als Ersatz- oder Uber-
sprungshandlung zeigten (Saibaba et al., 1996).
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Leidet ein Tier Schmerzen, kann es zu reduziertem Putzverhalten unter starker Schmerz-
belastung aber auch zu GberméaBigem Lecken und Kratzen der betroffenen Stellen kom-
men (Henke & Erhardt, 2001; Sanford et al., 1986; Weiss et al., 2003). Die Tiere sehen
struppiger aus, teilweise kommt es zum sogenannten Brillenauge (durch Hdmatoporphy-
rinpigment der Harderschen Drisen, das durch reduziertes Pflegeverhalten nicht entfernt
wird). Bei starker Schmerzbelastung kann es bei der Ratte auch zu Automutilationen
kommen.

Kent et al. zahlen das Verschwinden von typischen Verhaltensmustern, die der Kérper-
pflege dienen, zu den typischen Symptomen von ,sickness behavior (Kent et al., 1992).
Schon Hart beschrieb einige Jahre zuvor, dass ein reduziertes Putzverhalten bei kranken
Tieren zu beobachten sei (Hart, 1988).

2.5.3 Ernahrungsverhalten

Ratten haben, was die Aufnahme von unbekanntem Futter angeht, von Natur aus eine aus-
gepragte Neophobie (Eibl-Eibesfeldt, 1950).

Bei wild lebenden Ratten fressen bestimmte Tiere sogenannte ,Demonstratoren® immer zu-
erst, die anderen Ratten, ,Observer genannt, lernen durch sie das neue Futter kennen (Ga-
lef & White, 1997).

Um die Neophobie als StérgroBe wahrend der Versuche auszuschlieBen, wurde im Ftte-
rungsversuch das bereits bekannte Pelletfutter verwendet und der im zweiten Ftterungver-
such verwendete Kirschagar bereits einige Tage vor Versuchsbeginn angeboten, um den
Tieren Gelegenheit zu geben, sich an das siiBe Futter zu gewdhnen.

Ratten nehmen wahrend der Dunkelphase die gréBte Menge an Futter auf. Sie fressen in
zwei bis drei bzw. drei bis finf Gber die Dunkelphase verteilten voneinander abgegrenzten
Fressperioden (Weiss et al., 2003), wobei je ein Aktivitdtspeak zur Futteraufnahme am Be-
ginn und am Ende der Dunkelphase zu verzeichnen ist (Claassen, 1994). Aus diesem Grund
ist es sinnvoll, geplante Verhaltensversuche in diesen Zeitraum zu legen.

Steht Ratten Wasser ad libitum zur Verfligung, so zeigt sich ein paralleler, circadianer
Rhythmus analog der Futteraufnahme (Claassen, 1994).

Eine reduzierte Futter- und Wasseraufnahme kann als Zeichen fir Schmerzen und Stress
beim Tier dienen (Morten & Giriffiths, 1985; Sanford et al., 1986; Henke & Erhardt, 2001;
Weiss et al., 2003).



26 Literaturtbersicht

Anorexie zahlt nach heutigem Wissensstand zu den typischen Symptomen eines kranken
Tieres (Kent et al., 1992; Hart, 1988). Was im ersten Moment paradox erscheint, kann fr
das kranke Tier von Vorteil sein: Nicht auf Futtersuche zu gehen, heiBt Energie zu sparen,
die z.B. fUr die Aufrechterhaltung von Fieber bendtigt wird. Oft geht im Zuge einer Erkran-
kung eine verminderte Futteraufnahme, auch mit einer verminderten Wasseraufnahme, ein-
her (Hart, 1988).

2.5.4 Motorische Aktivitat in gewohnter Umgebung

NaturgemaB sind Ratten als ddmmerungs- und nachtaktive Tiere tUberwiegend in der Dun-
kelphase aktiv, die gekennzeichnet ist von haufigen Aktivitdtsmaxima, unterbrochen von un-
terschiedlich langen Ruhephasen. Vor allem zu Beginn der Hellphase schlafen die Ratten.
Verhaltensversuche, bei denen eine Verminderung der motorischen und exploratorischen
Aktivitat erwartet wird, sollten beim Versuchstier Ratte daher in der Dunkelphase erfolgen, da
die Tiere tagsUber inaktiver sind. Mit Beginn der Dunkelphase werden sie dann deutlich akti-
ver (Weiss et al., 2003). Versuche von Buttner und Wollnik unterstiitzen diese These. Ratten,
die einem normalen 12-Stunden-hell/dunkel-Rhythmus ausgesetzt sind, haben ein Aktivi-
tatspeak zu Beginn der Dunkelperiode (Buttner & Wollnik, 1984).

Leiden Ratten Schmerzen kann sich das in einem gestérten Schlafverhalten und in einer
reduzierten Aktivitat bis hin zur Teilnahmslosigkeit &uBern (Henke & Erhardt, 2001; Sanford
et al., 1986; Weiss et al., 2003).

Kent et al. werten eine verminderte Aktivitat sogar als deutliches Anzeichen bei Krankheit
(Kent et al., 1992).
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3. Material und Methoden

3.1 Tiermaterial

Far die Versuche wurden mannliche Sprague-Dawley Ratten der Firma Charles River (Sulz-
feld, Deutschland) mit einem Gewicht von 200 — 220 g je Ratte geliefert.

Die Tiere wurden eine Woche nach Lieferung zusammen in Gruppen von drei bis funf Tieren
in einem Makrolon-Kéfig (EBECO, Castrop- Rauxel, Deutschland) des Typs M4 (19 cm hoch,
35 cm breit, 56 cm lang) zur Akklimatisation untergebracht.

Nach Ablauf dieser Woche wurden die Ratten einzeln in Makrolon-Ké&figen des Typs M3 (15
cm hoch, 35 cm breit, 56 cm lang) gesetzt.

Nach der Operation wurden die Tiere in einen hdheren Kafig des Typs M3-180 (18 cm hoch,
35 cm breit, 56 cm lang) untergebracht.

Die Versuche und die Unterbringung der Ratten erfolgten im selben Raum. Ein Lichtpro-
gramm regelte in Zwdlfstundenintervallen von 5:30 h bis 17:30 h einen Tag- und Nachtzyk-
lus.

Die Umgebungstemperatur betrug 21° +/- 3°C, die relative Luftfeuchtigkeit lag zwischen 50-
60 %.

Die Lichtintensitat im Tierstall betrug tagstiber 150 lux. In der Open Field-Untersuchungs-
kammer betrug sie wahrend der Versuchsdurchfihrung lediglich 2 lux.

Wasser und Pelletfutter der Firma ssniff Spezialdidten GmbH (Soest, Deutschland) standen
den Tieren ad libitum zur Verfugung.

Die Durchfihrung der in dieser Arbeit dargestellten Tierversuche wurde nach § 8 Absatz 1
des Tierschutzgesetzes der Bundesrepublik Deutschland unter der Tierversuchsnummer
168/05 der Senatsverwaltung fir Gesundheit in Berlin genehmigt.
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3.2 Verwendete Substanzen

1)

Capsaicin wurde von der Firma SIGMA (Steinheim, Deutschland) bestellt und in einem
Vehikel zu einer 10 pMolaren Lésung verdinnt.

Chloralhydrat von der Firma Merck (Darmstadt, Deutschland) wurde mit destilliertem
Wasser (Aqua dest) zu einer 5%igen Lésung gemischt und zur Narkose verwendet.

Rattenspezifisches Interleukin-18 (Rat Interleukin-18) wurde von der Firma RnD-
Systems (Wiesbaden, Deutschland) bezogen.

Das Interleukin wurde in einer Verdinnung von 10ug/ml in 0,1% BSA (Bovines Serum
Albumin) gelést und zu je 50 pl pro Tube bei -80°C bis zur Verwendung tiefgefroren.

Isofluran von der Firma ABBOTT (Wiesbaden, Deutschland) wurde zur Inhalationsnar-

kose verwendet.

Isotonische Kochsalzlésung (NaCl) Fresenius der Firma Fresenius Kabi (Bad Homburg,
Deutschland)

Thiopental-Natrium (Trapanal®), von der Firma Altana Pharma (Konstanz, Deutschland),
wurde mit Aqua dest zu einer 5%igen Lésung hergestellt und zur Narkose verwendet.

Vehikel wurde selbst angesetzt. Um 100 ml Vehikel anzusetzen wurden 10 ml 99%- ab-
solutes Ethanol (abs. EtOh) und 10 ml Tween 80 in 80 ml zweifach destilliertem Wasser
(bi-dest-Wasser) geldst.

Die Applikation von Chloralhydrat und Trapanal erfolgte nach vorheriger Inhalationsnarkose

mit Isofluran intraperitoneal.

Capsaicin, Interleukin-1B8, Vehikel und isotone Kochsalzlésung wurden nach vorheriger Inha-

lationsnarkose mit Isofluran in die Kammer auf die Dura mater appliziert.
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3.3 Technik der Operation

Vor der Operation wurden die entsprechenden Tiere erst mit Isofluran in Kurzzeitnarkose
und dann mit 5 %igem Chloralhydrat (300 mg/kg) und 5%igem Thiopental-Natrium
(30 mg/kg) mittels intraperitonealer Injektion in Langzeitnarkose gebracht. Trapanal® wurde
zeitgleich zum Chloralhydrat appliziert, um die Wirkdauer des Chloralhydrates zu verlangern

und eine ausreichende Analgesie zu erzielen.

Als die Tiere ein ausreichend tiefes Narkosestadium erreicht hatten, wurden sie mittels Ohr-
stiften und Schneidezahnhalterung in einem stereotaktischen OP-Tisch fixiert.

Die Koérpertemperatur wurde mit einer Warmematte und einem kombinierten rektalen Tem-
peraturmesser (Carnegie Medicin AB, Stockholm, Schweden) konstant auf 37-37,5°C gehal-
ten.

Die Kopfhaut wurde in cranio-caudaler Richtung in einer Lange von ca. 2 cm erdffnet und
das Schadeldach freiprapariert. Der Muskulus temporalis wurde von der Temporalleiste pra-
pariert. AnschlieBend wurde die Schadeldecke mit Wasserstoffperoxid (H.O,) desinfiziert
und letzte Blutungen gesitillt.

Mittels eines Bohrers (Minimot 40, Proxxon GmbH, Niersbach, Deutschland) wurde im pa-
rientalen Segment ca. 6,5 mm caudal und ca. 4,5 mm lateral des Bregmas ein ca. 4 x 2 mm
groBes Loch in den Knochen gebohrt ohne die Dura mater zu beschadigen. MaBgeblich war
die Lokalisation direkt oberhalb der Arteria meningea media, die der Versorgung der Dura
mater dient, da in diesem Bereich die Innervationsdichte der trigeminalen Nerven am héchs-
ten ist.

Um die Warmeentwicklung beim Bohren zu minimieren, wurde die Bohrung mit gekuhlter
isotonischer Kochsalzlésung umspdalt.

Das herausgebohrte Stick der Schadeldecke wurde wieder auf die Dura gelegt, um einem
Austrocknen der Dura entgegenzuwirken. AnschlieBend wurde um die Trepanationsstelle
eine Kammer befestigt.

Dazu wurde von einem 1,5 ml-Eppendorf Tube (Safe-Lock Reaktionsgefa3 der Firma Ep-
pendorf, Hamburg, Deutschland) der Boden ca. 2,9 cm abgesetzt. Diese Kammer wurde
mittels Knochenwachs (Ethicon, Norderstedt, Deutschland) auf dem trockenen Schadelkno-
chen fixiert und mit Zahnzement (Palaxpress der Firma Heraeus Kulzer, Hanau, Deutsch-
land) dauerhaft befestigt.
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Die Kammer wurde mit NaCl gespult und das lose Knochensegment im Inneren entfernt.
War die Kammer dicht, wurde sie mit NaCl beflllt und verschlossen. Die Kopfhaut um die
Kammer wurde mit einem Seidenfaden (USP 4/0, Suprama, Berlin, Deutschland) vernaht.

Abb. 3: Ratte zum Ende der Operation

Danach wurden alle Ratten zuriick in den Tierstall verbracht, wo sie weiter beobachtet wur-
den und dort fir 48 Stunden ohne weitere Manipulation verblieben.

3.4 Versuchsanordnung und Tiergruppen

Alle verwendeten Tiere wurden nach der Anlieferung eine Woche in Gruppen von drei bis
finf Tieren in Kafigen belassen. Nach dieser Woche wurden sie in Einzelkéfige gesetzt.

Am Folgetag wurde die motorischen Aktivitat mittels eines Infrarot- Bewegungsmelders er-
fasst und computergestiitzt gespeichert (InfraMot, TSE, Bad Homburg, Deutschland). Den
Tieren wurde am selben Tag ein Stick mit Kirschsirup versetzter Agar in den Heimatkafig
gelegt.

Zur Herstellung des Agar-Kirschsirup-Gemisches gibt man zwei Gramm Agar Agar (Roth,
Karlsruhe, Deutschland) in 100 ml Kirschsirup der Marke Rainbow (SIG GmbH, Disseldorf,
Deutschland). Durch Aufkochen wurde das Gemisch gelést und in Mengen a 50 ml in Petri-
schalen gegossen. Das Agar-Kirschsirup-Gemisch erstarrte nach einiger Zeit der Lagerung

bei Zimmertemperatur und konnte bis zur Verwendung im Kihlschrank gelagert werden.
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Am 11. bzw. 12. Tag nach der Anlieferung erfolgte die Operation. Eine Gruppe wurde keiner

Operation unterzogen.
Das Gewicht der einzelnen Tiere am Tag der Operation lag zwischen 295 + 17 g (n = 60).

2 Tage nach der Operation wurde der 1. Verhaltensversuch, das Open Field, am 4. Tag post
operationem (p. OP) der 2. Versuch, Untersuchung der Futter- und Wasseraufnahme und
Bestimmung der motorischen Aktivitat, und 7 Tage nach der Operation der 3. Versuch, Un-
tersuchung der Kirschagar- und Futteraufnahme und Bestimmung der motorischen Aktivitét,

durchgefihrt.
Tag 11 2.Tag 4.Tag 7.Tag
Tag0 Tag7 Tag8 pzw. 12 p.OP  p.OP p. OP
OoP 2.Versuch
Wechsel Futter + Wasser
von
Gruppen-
zu Einzel- 1.Versuch 3.Versuch
haltung Open Field Agar + Futter
Anlieferung der
Versuchstiere Messung motorische
Aktivitat ,Ausgangswert*
und erste Fitterung
Kirschagar

Abb. 4: schematische Darstellung des zeitlichen Versuchsablaufes jeder Gruppe
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Anhand des Zeitpunktes der Behandlung vor den Versuchen, sind die Tiere in zwei groBe
Gruppen zu unterteilen:

1.) Gruppe 1

Diese Tiere wurden ca. 4 Minuten vor dem Verhaltensversuch in Inhalationsnarkose gelegt
und mit der entsprechenden Substanz behandelt.

Die Gruppe 1 umfasste vier Untergruppen:
A) Tiere ohne OP (,ohne OP*)
B) mit NaCl behandelte Tiere
C) mit Vehikel behandelte Tiere
D) mit Capsaicin behandelte Tiere

2.) Gruppe 2
Diese Tiere, mit Ausnahme der Gruppe ,nur OP“, wurden ca. 6 Stunden vor dem Verhal-

tensversuch in Inhalationsnarkose gelegt und mit der entsprechenden Substanz behandelt.
Die Gruppe 2 umfasste drei Untergruppen:

E) Tiere, die nur operiert wurden, bei denen danach aber keine Kammer-
manipulation mehr stattfand (,nur OP*)

F) mit NaCl behandelte Tiere

G) mit Interleukin behandelte Tiere

3.5 Versuchsdurchfiihrung

Unterbringung und Verhaltensversuche, die erst mit Einbruch der Dunkelphase (17:30h) be-
gannen, fanden im selben Tierstall statt.

Das Open Field befand sich zusatzlich in einer schallgeschitzten fensterlosen Unter-
suchungskammer (1,91 m x 1,91 m x 2,47 m).

Die Temperatur innerhalb der Verhaltensbox und im Tierstall stimmten Uberein, sie betrug
wahrend der Versuchszeit 21° +/- 3°C.
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Die Versuche des Open Fields konnten vom Versuchsdurchfihrenden Gber eine in der Un-
tersuchungskammer befindlichen Videokamera (Sanyo B/W CCD, Japan), die an einen au-
Berhalb der Kammer angebrachten Monitor (Panasonic TX-28A2C, Deutschland) ange-
schlossen war, Uberwacht werden. Die Kamera befand sich in einer Héhe von 2,00 m Uber
dem Boden.

Gleichzeitig wurden die Versuche mittels eines Videorecorders (Panasonic NV-HS 860 IG,
Deutschland) aufgezeichnet.

Um die Ergebnisse der Untersuchungen zu objektivieren, erfolgte die Auswertung des Ver-
haltens mit Hilfe eines computergestitzten Systems (Video Mot 2, Version 5.39, TSE, Bad
Homburg, Deutschland).

Da zur Aufzeichnung der Versuche mittels Videokamera und bei der Inhalationsnarkose und
anschlieBender Befiillung der Kammer etwas Licht vonnéten ist, die Versuche aber in der
Dunkelphase stattfanden, wurden die Untersuchungskammer und ein kleiner Arbeitsplatz im
Tierstall indirekt mit einer Rotlichtquelle ausgeleuchtet, die einer Lichtintensitat von 2 lux ent-
sprach.

Da Ratten ihre Umgebung mit Duftmarken kennzeichnen, wurde das Open Field wurde nach
jedem Versuchsdurchlauf mit Alkohol gereinigt, um die Beeinflussung durch voherige Ver-
suchstiere auszuschlieBen.

FOr den Agar-Futterungsversuch wurde 5 Tage vor Versuchsdurchfihrung das Agar-
Kirschsirup-Gemisch jeweils frisch angesetzt und bis zum Versuch im Kihlschrank gelagert.
Die Tiere hatten am 8. Tag nach ihrer Anlieferung ins Institut die Méglichkeit dieses stBe
Futter vor Versuchsbeginn kennenzulernen. Dazu wurde ihnen ein kleines Stlck in den Kéfig
gelegt. Am Versuchstag wurde ein Teilstlick des Kirschagars enthommen, gewogen und den

Tieren im Versuchsverlauf angeboten.
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Abb. 5: Ratten im mit InfraMot-System ausgestatteten Heimatkafig

Die Aktivitat im Heimatkafig (Abb. 5) wahrend der Fitterungsversuche wurde mittels des
InfraMot-Systems (TSE, Bad Homburg, Deutschland) bestimmit.

Nach Beginn der Dunkelphase (17:30h) wurden alle Tiere der Gruppe 1 in Inhalations-
narkose gelegt und 100 pl der entsprechenden Substanz (Capsaicin, Vehikel oder NaCl) in
die Kammer appliziert.

Die Tiere der Gruppe 2, mit Ausnahme der Tiere der Gruppe ,nur OP*, wurden noch wah-
rend der Hellphase (11:30h) kurz narkotisiert und 50 pl Interleukin oder 100 pl NaCl in die

Kammer appliziert.

Nach Beendigung der Versuche wurden die Tiere, die mit einer Kammer ausgestattet waren,
erneut in Inhalationsnarkose gelegt und die Kammern erst mit NaCl gespult, um Reste des
Capcaicins, des Vehikels oder des Interleukins zu entfernen. AnschlieBend wurden alle
Kammern mit NaCl befillt, um ein Austrocknen der Dura mater zwischen den einzelnen Ver-

suchstagen zu verhindern.

Alle Tiere, die fir diese Untersuchungen verwendet wurden, wurden nach Beendigung des
letzten Versuches getétet. Dazu wurden die Tiere mit Isofluran in eine tiefe Narkose versetzt
und durch Genickbruch getétet.
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3.6 Verwendete Verhaltenstests
3.6.1 Open Field-Test

Der Open Field-Test stellt eine der einfachsten Arten dar, das Explorationsverhalten zu be-
werten.

Das Tier wird in eine unbekannte Umgebung gesetzt, die es erkunden kann, und fir eine
definierte Zeit beobachtet. Mittels bestimmter Variablen kann dann das Verhalten des Tieres
eingeordnet werden.

Man kann die Exploration sowohl in horizontaler, Anzahl der Unterbrechungen der Licht-
schranke, als auch in vertikaler Ausrichtung, Anzahl der Rearings, messen. Daneben kann
man eine Reihe weiterer Verhaltensparameter mit ihm ermitteln.

In diesem Versuchsaufbau wurde das Open Field nicht hell ausgeleuchtet, sondern lediglich
mit einer 25 Watt starken Rotlichtquelle, was einer Intensitat von 2 lux entsprach, beschie-
nen, da die Versuche wahrend der eigentlichen Dunkelphase stattfanden.

Abb. 6: Ratte im Open Field, versuchsabweichend mit Tageslicht

Die Apparatur (Abb. 6) bestand aus einer schwarzen quadratischen 100 x 100 cm Kunst-
stoffgrundflache, umrandet von 30 cm hohen weil3 gestrichenen Begrenzungswéanden.

Um die Lokomotion zu messen, waren an den Wanden jeweils flnf Infrarot-Lichtschranken in
einem Abstand von jeweils 17 cm in der Breite und 3,5 cm tber dem Boden angebracht wor-
den. Eine mehrfache Unterbrechung der Lichtschranken durch Dreh- oder Putzbewegungen
wurde durch eine Blockierschaltung verhindert.
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Ein Versuchsdurchlauf dauerte 10 Minuten. Die Tiere wurden einzeln in der Mitte des Feldes
ausgesetzt und verblieben fur 10 Minuten im Open Field.

Zwischen den einzelnen Testdurchlaufen wurden die Apparatur mit 50 %igem Propanol (Me-
liseptol®, B. Braun Melsungen AG, Deutschland) gereinigt und anschlieBend trocken ge-

wischt, um Duftmarken und damit Orientierungshilfen vom Vorgangertier zu entfernen.

Im Laufe des Versuches wurden folgende Parameter untersucht:

- Die Zeit, die die Tiere in den schiitzenden Ecken des Feldes verbrachten (in Sekunden)

- Die Haufigkeit des Auftretens von Putzverhalten (Groomings)

- Die Anzahl des Erhebens der Tiere mit beiden vorderen Pfoten Uber dem Boden (Rearings)
- Die Anzahl der Unterbrechungen der Infrarot-Lichtschranken (Transitions)

Der Aufenthalt der Versuchstiere in den Ecken wurden nachtraglich mit Hilfe des Computer-
programms Video Mot 2 ausgewertet.

Die Anzahl der Groomings und Rearings wurde zu einem spéateren Zeitpunkt mittels des ge-
machten Videobandes visuell ausgezahlt.

Die Haufigkeit der Lichtschrankenunterbrechungen wurde direkt mit Hilfe eines angeschlos-
senen Gerates (MOTA 05, Charité-Werkstatten, Berlin, Deutschland) ermittelt.

3.6.2 Untersuchungen im Heimatkafig
a) Erster Fltterungsversuch, Bestimmung des Fress- und Trinkverhaltens

Die Untersuchungen des Fress- und Trinkverhaltens wurden im Tierstall im Heimatkafig
durchgefihrt. Dabei wurde der Wasser- und Futterbedarf bei den Ratten in vier verschiede-
nen Zeitraumen, nach Substanzapplikation und/oder Inhalationsnarkose, ermittelt.

Zu Beginn des Versuches wurde den Ratten eine bekannte Wasser- und Futtermenge (Pel-
letfutter) in die Futterraufen gegeben. 1/2, 1, 2 und 12 Stunden nach Versuchsbeginn wurde
die UObrig gebliebene Futter- und Wassermenge durch Wiegen auf einer Waage (Sartorius
LC2200-00V1, Géttingen, Deutschland) ermittelt und aus der Differenz die verzehrte Menge
festgestellt.
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b) Zweiter Futterungsversuch, Bestimmung des Futter- und Kirschagarverbrauchs

Dieser Versuch war ahnlich aufgebaut wie der vorherige. Den Ratten wurde Wasser angebo-
ten, der Verbrauch aber nicht ermittelt. Daflr wurde zusatzlich zum Standardfutter noch ein
stBes Futter in Form eines Kirschagarstiickchens angeboten, das den Tieren bereits als
stBe Futterquelle bekannt war. Der Verbrauch von Futter und Kirschagar wurde nach 1/2, 1
und 2 Stunden ermittelt.

c) Motorische Aktivitat

Die motorische Aktivitdt wurde im Heimatkafig als Ausgangswert eine halbe Woche vor der
Operation und die eigentlichen Versuchsmessungen parallel zu beiden Fltterungsversuchen
bestimmt. Dazu war auf jedem Kafig ein Infrarot-Bewegungsmelder montiert, der alle Bewe-
gungen eines Tieres registrierte und entsprechende Impulse an ein computergestitzes Sy-
tem (InfraMot, TSE, Bad Homburg, Deutschland) zur Speicherung weiterleitete. Um falsch
positive Ergebnisse wahrend der Manipulation am Kafig im Zuge der Versuche auszuschlie-
Ben, wurden entsprechende Zeitintervalle, die fir den Wechsel des Futters, des Wassers

oder des Kirschagar nétig gewesen waren, aus der Auswertung genommen.

3.7 Versuchsauswertung und Statistik

Generell wurde nicht von einer Normalverteilung der Daten ausgegangen.
In den Graphiken sind die Medianwerte mit den 25./75. Perzentilen und den 5./95. Perzenti-
len sowie die Mittelwerte (gestrichelte Linie) dargestellt.

Die Berechnung der Signifikanz erfolgte generell mittels Varianzananlyse nach Kruskal und
Wallis mit nachfolgendem Dunn’s Test.

Die Auswertung der motorischen Aktivitat im Heimatkéafig, bei der mehrere Gruppen zu ver-
schiedenen Zeitpunkten miteinander verglichen werden sollten, wurde mittels zweifaktorieller
Varianzanalyse, durchgefihrt.

Sollten bei der Auswertung der motorischen Aktivitat im Heimatkafig mehrere Gruppen zu
einem Zeitpunkt miteinander verglichen werden, wurde die einfaktoriellen Varianzanalyse

herangezogen.
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Ein statistisch signifikanter Unterschied lag vor, wenn die Irrtumswahrscheinlichkeit p < 0,05
betrug. Befand sich die Irrtumswahrscheinlichkeit p > 0,05 und < 0,1, so wird im Folgenden
von Trend oder Tendenz gesprochen, da eine deutliche Abweichung von der Kontrollgruppe,

trotz fehlender Signifikanz, zu verzeichnen war.

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe von SigmaStat Version 3.0 und die Grafiken
wurden mit SigmaPlot Version 8.0 erstellt.

Unterschiede in der Tieranzahl in den einzelnen Untergruppen, dargestellt in unten aufge-
fuhrter Tabelle (Tab. 1), ergaben sich aus dem Ausschluss der Tiere, bei denen z.B. die
Kammer undicht wurde oder sich l6ste. Weiterhin gab es technisch bedingte Ausfélle, wie
z.B. fehlende Messungen des InfraMot-Systems, was bedeutete, dass man bestimmte Tiere
in einzelnen Versuchen nicht mit zur Auswertung heranziehen konnte. In anderen Versuchen
war eine Auswertung aber ohne Probleme mdéglich. 37 Tiere mussten bereits vor Beginn des
1. Verhaltensversuches aus der Versuchsreihe genommen werden, da entweder die Kam-
mern undicht wurden, sich die Kammern komplett von der Schadeldecke geldst hatten oder
Tiere in der Operationsnarkose verstorben sind.

Um eine statistische Auswertung dennoch zu erméglichen, wurde die vorgegebene Stichpro-
benmenge von Anzahl (n) = 6 Tieren bis zum Abschluss des letzten Versuches eingehalten.

Anzahl | Versuch, bei dem Tiere nicht mit ausgewertet wurden
37 Tiere, die in keinem der 3 Versuche zur Auswertung kamen
3 1. Verhaltensversuch
1 2. Verhaltensversuch
6 3. Verhaltensversuch
9 InfraMot- Ausgangswertbestimmung
4 InfraMot- 2. Verhaltensversuch
10 InfraMot- 3. Verhaltensversuch

Tab. 1: Auflistung, der aus der Auswertung genommenen Tiere
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4. Ergebnisse

4.1 Messung der motorischen Aktivitat im Heimatkafig 5 Tage vor

Versuchsbeginn/Ausgangswertbestimmung

Ziel dieser Untersuchung war es, einen eventuell vorher bestehenden Unterschied zwischen

den Untergruppen auszuschlieBen.

Zu diesem Zweck wurde die motorische Aktivitat im Heimatkafig wahrend der definierten
Versuchszeit von 17:30 Uhr bis 19:30 Uhr und in der Zeit von 20:00 Uhr bis 8:00 Uhr ermit-
telt. Um die motorischen Aktivitat des 2. Verhaltensversuches mit Ausgangswerten direkt

vergleichen zu kbénnen, erfolgte die Einteilung der Zeitfenster in der Zeit von 20:00 bis 8:00

Uhr entsprechend der im 2. Verhaltensversuch.

4.1.1 Gruppe 1 (Vorbehandlungszeit 4 min)

Untergruppe Stichprobenumfang (n)
Ohne OP 09
NaCl 09
Vehikel 08
Capsaicin 08

Tabelle 2: Stichprobenumfang der Gruppe 1 wéahrend der Ausgangswertbestimmung



40 Ergebnisse

a)  Aktivitat wahrend der Versuchszeit

17:30 bis 19:30 Uhr
6000

5000 1

4000 1 —‘7 T

3000 +

2000 1 l

1000 -

Impulse (n)

ohne OP NaCl Vehikel Capsaicin

Behandlung
Abb. 7: Motorische Aktivitat der Gruppe 1 im Heimatkéfig, 5 Tage vor Versuchsbeginn. Er-
fasst ist die Anzahl der Impulse des Bewegungsmelders innerhalb von 2 Stunden, dargestellt

sind der Medianwert (durchgezogene Linie) mit den 25./75. bzw.5./95. Perzentilen und der
Mittelwert (gestrichelte Linie).

b) Aktivitat wahrend der Nacht, Einteilung in drei Zeitperioden

20:00 bis 23:30 Uhr
1400

1200 A

— 1000 A

800 A T

600 1

Impulse (n

400 1

200 -+

ohne OP NaCl Vehikel Capsaicin
Behandlung

Abb. 7a: Motorische Aktivitat der Gruppe 1 im Heimatkéfig, 5 Tage vor Versuchsbeginn. Er-
fasst ist die Anzahl der Impulse des Bewegungsmelders innerhalb von 3,5 Stunden, darge-
stellt sind der Medianwert (durchgezogene Linie) mit den 25./75. bzw. 5./95. Perzentilen und
der Mittelwert (gestrichelte Linie).
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23:30 bis 05:30 Uhr
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Abb. 7b: Motorische Aktivitéat der Gruppe 1 im Heimatkéafig, 5 bzw. 4 Tage vor Versuchsbe-
ginn. Erfasst ist die Anzahl der Impulse des Bewegungsmelders innerhalb von 6 Stunden
verschiedener Zeitperioden, dargestellt sind der Medianwert (durchgezogene Linie) mit den
25./75. bzw. 5./95. Perzentilen und der Mittelwert (gestrichelte Linie).

05:30 bis 08:00 Uhr
400

300 - T

200 - —‘7
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|
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Abb. 7c: Motorische Aktivitédt der Gruppe 1 im Heimatkéfig, 4 Tage vor Versuchsbeginn. Er-
fasst ist die Anzahl der Impulse des Bewegungsmelders innerhalb von 2,5 Stunden, darge-

stellt sind der Medianwert (durchgezogene Linie) mit den 25./75. bzw. 5./95. Perzentilen und
der Mittelwert (gestrichelte Linie).

Sowohl wahrend der Versuchszeit von 17:30 Uhr bis 19:30 Uhr, als auch im Verlauf der

Nacht waren keine Unterschiede zwischen den Medianen der Untergruppen zu erkennen.
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41.2  Gruppe 2 (Vorbehandlungszeit 6 h)

Untergruppe Stichprobenumfang (n)
Nur OP 07
NaCl 07
Interleukin 12

Tabelle 3: Stichprobenumfang der Gruppe 2 wéahrend der Ausgangswertbestimmung

a)  Aktivitat wahrend der Versuchszeit

17:30 bis 19:30 Uhr

6000

5000
4000 T
£
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0 T r .
nur OP NaCl Interleukin

Behandlung

Abb. 8: Motorische Aktivitat der Gruppe 2 im Heimatkafig, 5 Tage vor Versuchsbeginn. Er-
fasst ist die Anzahl der Impulse des Bewegungsmelders innerhalb einer Zeitperiode, darge-
stellt sind der Medianwert (durchgezogene Linie) mit den 25./75. bzw. 5./95. Perzentilen und
der Mittelwert (gestrichelte Linie).
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b)  Aktivitdt wahrend der Nacht, Einteilung in drei Zeitperioden

20:00 bis 23:30 Uhr
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Abb. 9a: Motorische Aktivitat der Gruppe 2 im Heimatkéfig, 5 Tage vor Versuchsbeginn. Er-
fasst ist die Anzahl der Impulse des Bewegungsmelders innerhalb von 3,5 Stunden, darge-

stellt sind der Medianwert (durchgezogene Linie) mit den 25./75. bzw. 5./95. Perzentilen und
der Mittelwert (gestrichelte Linie).

23:30 bis 05:30 Uhr
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Abb. 9b: Motorische Aktivitéat der Gruppe 2 im Heimatkéafig, 5 bzw. 4 Tage vor Versuchsbe-
ginn. Erfasst ist die Anzahl der Impulse des Bewegungsmelders innerhalb von 6 Stunden,
dargestellt sind der Medianwert (durchgezogene Linie) mit den 25./75. bzw. 5./95. Perzenti-
len und der Mittelwert (gestrichelte Linie).
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05:30 bis 08:00 Uhr
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Abb. 9c: Motorische Aktivitat der Gruppe 2 im Heimatkéfig, 4 Tage vor Versuchsbeginn. Er-
fasst ist die Anzahl der Impulse des Bewegungsmelders innerhalb von 2,5 Stunden, darge-
stellt sind der Medianwert (durchgezogene Linie) mit den 25./75. bzw. 5./95. Perzentilen und
der Mittelwert (gestrichelte Linie).

Sowohl wahrend der Versuchszeit von 17:30 Uhr bis 19:30 Uhr, als auch im Verlauf der

Nacht waren keine Unterschiede zwischen den Medianen der Untergruppen zu erkennen.
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4.2 Ergebnisse des 1. Verhaltensversuches

Bei diesem Verhaltensversuch wurden in einem Open Field die Transition, die Anzahl der
Rearings, die Haufigkeit des Grooming und der Aufenthalt in den Ecken bestimmt. Vergli-
chen wurden die behandelten Tiere mit den Tieren der jeweiligen Kontrollgruppe, entweder
,ohne OP* oder ,nur OP*.

Eine verminderte Exploration, sowohl in horizontaler als auch in vertikaler Ausrichtung und
eine langere Aufenthaltsdauer in den Ecken wurde als Beeintrachtigung der Ratten in ihrem
normalen Verhalten gewertet.

Das Groomingverhalten sollte Auskunft darliber geben, ob die Tiere nach der Behandlung in
ihrem physiologischen Verhalten beeintrachtigt sind. Dies kann sich in einem verandertem
Putzverhalten zeigen, sowohl eine Reduktion als auch eine deutlichen Erhéhung des Groo-
mings sind maoglich.

In Gruppe 1 sollte ein Vergleich der Tiere, die nicht mit einer Kammer ausgestattet wurden,
mit der mit Kochsalzlésung behandelten Gruppe Aufschluss darliber geben, ob die Inhala-
tionsnarkose, die kurz vor den Versuchen durchgeflihrt werden musste, einen Einfluss auf

das Verhalten der Versuchstiere hatte.

421 Gruppe 1 (Vorbehandlungszeit 4 min)

Untergruppe Stichprobenumfang (n)
Ohne OP 10
NaCl 10
Vehikel 09
Capsaicin 11

Tabelle 4: Stichprobenumfang der Gruppe 1 wahrend des 1. Verhaltensversuches



46 Ergebnisse
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Abb. 10a: Ergebnisse des 1. Verhaltensversuches der Gruppe 1. Dargestellt sind die Anzahl
der Durchtritte durch die Lichtschranke, demonstriert durch die Medianwerte (durchgezoge-
ne Linie) mit den 25./75. bzw. 5./95. Perzentilen und die Mittelwerte (gestrichelte Linie).

*p<0,05 vs. ,ohne OP*
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Abb. 10b: Ergebnisse des 1. Verhaltensversuches der Gruppe 1. Dargestellt sind die Anzahl
der Rearings, demonstriert durch die Medianwerte (durchgezogene Linie) mit den 25./75.
bzw. 5./95. Perzentilen und die Mittelwerte (gestrichelte Linie).

*p<0,05 vs. ,ohne OP*
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Abb. 10c: Ergebnisse des 1. Verhaltensversuches der Gruppe 1. Dargestellt sind die Anzahl
der Groomings, demonstriert durch die Medianwerte (durchgezogene Linie) mit den 25./75.
bzw. 5./95. Perzentilen und die Mittelwerte (gestrichelte Linie).
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Abb. 10d: Ergebnisse des 1. Verhaltensversuches der Gruppe 1. Dargestellt sind die Auf-
enthaltsdauer in den Ecken, demonstriert durch die Medianwerte (durchgezogene Linie) mit
den 25./75. bzw. 5./95. Perzentilen und die Mittelwerte (gestrichelte Linie).

*p<0,05 vs. ,ohne OP*
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Die Ergebnisse des Open Field-Testes ergaben deutliche Unterschiede zwischen der Kon-
trollgruppe und der Untergruppe ,,Capsaicin®. In der Lokomotion, beim Aufenthalt in den
Ecken und im Rearingverhalten wurden Unterschiede sichtbar.

Auch die Untergruppe ,NaCl* unterschied sich von der Kontrollgruppe in der Lokomotion und
beim Aufenthalt in den Ecken. Eine Tendenz zu vermindertem Rearingverhalten war zu se-
hen.

Bei der ,Vehikel“-Untergruppe bestand im Vergleich zur Kontrollgruppe ein Unterschied im
Rearingverhalten und beim Aufenthalt in den Ecken. Im Bereich der Lokomotion zeigten die
Vehikel-Tiere tendenziell eine verminderte Aktivitat zur Kontrollgruppe.

Die Beurteilung des Groomingverhaltens ergab keine Unterschiede zwischen den Unter-

gruppen.

422 Gruppe 2 (Vorbehandlungszeit 6 h)

Untergruppe Stichprobenumfang (n)
Nur OP 07
NaCl 07
Interleukin 12

Tabelle 5: Stichprobenumfang der Gruppe 2 wahrend des 1. Verhaltensversuches
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Abb. 11a: Ergebnisse des 1. Verhaltensversuches der Gruppe 2. Dargestellt sind die Anzahl
der Durchtritte durch die Lichtschranke, demonstriert durch die Medianwerte (durchge-
zogene Linie) mit den 25./75. bzw. 5./95. Perzentilen und die Mittelwerte (gestrichelte Linie).

*p<0,05 vs. ,nur OP*



Ergebnisse 49
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Abb. 11b: Ergebnisse des 1. Verhaltensversuches der Gruppe 2. Dargestellt sind die Anzahl
der Rearings, demonstriert durch die Medianwerte (durchgezogene Linie) mit den 25./75.
bzw. 5./95. Perzentilen und die Mittelwerte (gestrichelte Linie).
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Abb. 11c: Ergebnisse des 1. Verhaltensversuches der Gruppe 2. Dargestellt sind die Anzahl
der Groomings, demonstriert durch die Medianwerte (durchgezogene Linie) mit den 25./75.
bzw. 5./95. Perzentilen und die Mittelwerte (gestrichelte Linie).
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Aufenthalt in den Ecken
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Abb. 11d: Ergebnisse des 1. Verhaltensversuches der Gruppe 2. Dargestellt sind die Auf-
enthaltsdauer in den Ecken, demonstriert durch die Medianwerte (durchgezogene Linie) mit
den 25./75. bzw. 5./95. Perzentilen und die Mittelwerte (gestrichelte Linie).

Bei der Beurteilung der Lokomotion ergab sich ein deutlicher Unterschied zwischen den Tie-
ren der ,Interleukin“-Untergruppe und den Tieren, die nur der OP unterzogen wurden.

Bei der Beurteilung des Rearingverhaltens und dem Aufenthalt in den Ecken wurde lediglich
eine Tendenz sichtbar. Die Tiere der ,Interleukin“-Untergruppe verbrachten mehr Zeit in den
Ecken und sie richteten sich weniger auf, als die Tiere der anderen beiden Untergruppen.

Bei der Beurteilung des Grooming-Verhaltens zeigten sich keine Unterschiede zwischen den
Untergruppen.
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4.2.3 Vergleich der Untergruppen ,ohne OP* (Gruppe 1) und ,nur OP“ (Gruppe 2)

Ein Vergleich der scheinladierten Tiere aus Gruppe 2, mit den Tieren aus Gruppe 1, die nicht
mit einer Kammer ausgestattet waren, sollte Aufschluss darliber geben, ob die Operation
einen Einfluss auf das Verhalten der Versuchstiere hatte.

Die Implantation der Kammer alleine, ohne anschlieBende Manipulation vor jedem Verhal-
tensversuch, im Vergleich zu Tieren, die keine Kammer erhielten, sich aber vor jedem Ver-
such einer kurzen Inhalationsnarkose unterziehen lassen mussten, konnte im Open Field bei

den Tieren der Untergruppe ,nur OP* keine Verhaltensveranderung bewirken.

4.3 Ergebnisse des 2. Verhaltensversuches

Zielsetzung dieses Versuches war es, die Beeintrachtigung der Tiere in Bezug auf die auf-
genommene Menge Standardfutter und Wasser zu ermitteln. Zeitgleich wurde die motorische
Aktivitat im Heimatkafig ermittelt.

Eine verminderte Futter- und Wasseraufnahme wurde als Beeintrachtigung des physiologi-
schen Verhaltens gewertet, ebenso eine herabgesetzte Aktivitat.

4.3.1 Gruppe 1 (Vorbehandlungszeit 4 min)

[) Futteraufnahme

Untergruppe Stichprobenumfang (n)
Ohne OP 12
NaCl 10
Vehikel 10
Capsaicin 10

Tabelle 6: Stichprobenumfang der Gruppe 1 wahrend des 2. Verhaltensversuches



52 Ergebnisse

17:30 bis 18:30 Uhr
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Abb. 12a: Ergebnisse des 2. Verhaltensversuches der Gruppe 1. Erfasst sind die Futter-
mengen innerhalb von 1 Stunde, dargestellt sind der Medianwert (durchgezogene Linie) mit
den 25./75. bzw. 5./95. Perzentilen und der Mittelwert (gestrichelte Linie).

* p<0,05 vs. ,ohne OP*

18:35 bis 19:30 Uhr
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Abb. 12b: Ergebnisse des 2. Verhaltensversuches der Gruppe 1. Erfasst sind die Futter-
mengen innerhalb von 55 Minuten, dargestellt sind der Medianwert (durchgezogene Linie)
mit den 25./75. bzw. 5./95. Perzentilen und der Mittelwert (gestrichelte Linie).
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20:00 bis 08:00 Uhr
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Abb. 12c: Ergebnisse des 2. Verhaltensversuches der Gruppe 1. Erfasst sind die Futter-
mengen innerhalb von 12 Stunden, dargestellt sind der Medianwert (durchgezogene Linie)
mit den 25./75. bzw. 5./95. Perzentilen und der Mittelwert (gestrichelte Linie).

* p<0,05 vs. ,ohne OP*

Il) Wasseraufnahme

Untergruppe Stichprobenumfang (n)
Ohne OP 12
NaCl 10
Vehikel 10
Capsaicin 10

Tabelle 7: Stichprobenumfang der Gruppe 1 wahrend des 2. Verhaltensversuches
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17:30 bis 18:30 Uhr
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Abb. 13a: Ergebnisse des 2. Verhaltensversuches der Gruppe 1. Erfasst sind die Wasser-
mengen innerhalb von 1 Stunde, dargestellt sind der Medianwert (durchgezogene Linie) mit
den 25./75. bzw. 5./95. Perzentilen und der Mittelwert (gestrichelte Linie).

* p<0,05 vs. ,ohne OP*
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Abb. 13b: Ergebnisse des 2. Verhaltensversuches der Gruppe 1. Erfasst sind die Wasser-
mengen innerhalb von 55 Minuten, dargestellt sind der Medianwert (durchgezogene Linie)
mit den 25./75. bzw. 5./95. Perzentilen und der Mittelwert (gestrichelte Linie).
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20:00 bis 08:00 Uhr
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Abb. 13c: Ergebnisse des 2. Verhaltensversuches der Gruppe 1. Erfasst sind die Wasser-
mengen innerhalb von 12 Stunden, dargestellt sind der Medianwert (durchgezogene Linie)
mit den 25./75. bzw. 5./95. Perzentilen und der Mittelwert (gestrichelte Linie).

Im Verlauf des gesamten Fltterungsversuches zeigte sich, dass die behandelten Tiere aller
drei Untergruppen weniger fraBen, als die Tiere der Kontrollgruppe.

Ein deutlicher Unterschied bestand aber nur wahrend der 1. Stunde zwischen den Vehikel-
bzw. den NaCl-Tieren und der Untergruppe, die nicht mit einer Kammer ausgestattet wurde,
und in der Zeit von 20:00 Uhr bis 8:00 Uhr zwischen den Tieren, die mit Capsaicin bzw. mit
Vehikel behandelt wurden, und der Kontrollgruppe.

Insgesamt fraBen alle Tiere wahrend der Zeit von 18:35 Uhr bis 19:30 Uhr weniger als wah-
rend der 1. Stunde.

Hinsichtlich der Wasseraufnahme zeigte sich, &hnlich dem Fressverhalten, wahrend der 1.
Stunde der Trend, dass die behandelten Tiere weniger tranken als die Tiere der Kontroll-
gruppe. Ein deutlicher Unterschied bestand lediglich zwischen der Untergruppe ,ohne OP*

und ,NaCl. Im weiteren Versuchsverlauf waren die Unterschiede nicht mehr nachzuweisen.

Insgesamt tranken die Tiere aller Untergruppen wahrend der 2. Stunde deutlich weniger als
wahrend der 1. Versuchsstunde. Diese Ergebnisse waren analog zum Fressverhalten.

Betrachtete man das Fressverhalten und die aufgenommene Menge Wasser wahrend der 1.
Stunde des Versuches und verglich die Kontrollgruppe mit der ,NaCl“-Untergruppe, so wurde
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deutlich, dass die Narkose keinen Einfluss auf das Verhalten der Tiere hatte. Wahrend der 2.
Stunde des Versuches war ein ahnliches Bild zu verzeichnen.

[1) Aktivitat im Heimatk&fig

Untergruppe Stichprobenumfang (n)
Ohne OP 09
NaCl 10
Vehikel 10
Capsaicin 10

Tabelle 8: Stichprobenumfang der Gruppe 1 wahrend des 2. Verhaltensversuches

17:30 bis 18:00 Uhr
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Abb. 14a: Motorische Aktivitat im Heimatkafig der Gruppe 1 wahrend des 2. Verhaltensver-
suches. Erfasst ist die Anzahl der Impulse des Bewegungsmelders innerhalb von 30 Minu-
ten, dargestellt sind der Medianwert (durchgezogene Linie) mit den 25./75. bzw. 5./95. Per-
zentilen und der Mittelwert (gestrichelte Linie).
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18:05 bis 18:30 Uhr
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Abb. 14b: Motorische Aktivitat im Heimatkafig der Gruppe 1 wahrend des 2. Verhaltensver-
suches. Erfasst ist die Anzahl der Impulse des Bewegungsmelders innerhalb von 25 Minu-
ten, dargestellt sind der Medianwert (durchgezogene Linie) mit den 25./75. bzw. 5./95. Per-
zentilen und der Mittelwert (gestrichelte Linie).

* p<0,05 vs. ,ohne OP*
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Abb. 14c: Motorische Aktivitat im Heimatkafig der Gruppe 1 wahrend des 2. Verhaltensver-
suches. Erfasst ist die Anzahl der Impulse des Bewegungsmelders innerhalb von 55 Minu-
ten, dargestellt sind der Medianwert (durchgezogene Linie) mit den 25./75. bzw. 5./95. Per-
zentilen und der Mittelwert (gestrichelte Linie).
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20:00 bis 23:30 Uhr
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Abb. 14d: Motorische Aktivitat im Heimatkafig der Gruppe 1 wahrend des 2. Verhaltensver-
suches. Erfasst ist die Anzahl der Impulse des Bewegungsmelders innerhalb 3,5 Stunden,

dargestellt sind der Medianwert (durchgezogene Linie) mit den 25./75. bzw. 5./95. Perzenti-
len und der Mittelwert (gestrichelte Linie).

* p<0,05 vs. ,ohne OP*
+ p<0,05 vs. ,NaCl*
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Abb. 14e: Motorische Aktivitat im Heimatkafig der Gruppe 1 wahrend des 2. Verhaltensver-
suches. Erfasst ist die Anzahl der Impulse des Bewegungsmelders innerhalb von 6 Stun-
den, dargestellt sind der Medianwert (durchgezogene Linie) mit den 25./75. bzw. 5./95. Per-
zentilen und der Mittelwert (gestrichelte Linie).
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05:30 bis 08:00 Uhr
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Abb. 14f: Motorische Aktivitat im Heimatkafig der Gruppe 1 wahrend des 2. Verhaltensver-
suches. Erfasst ist die Anzahl der Impulse des Bewegungsmelders innerhalb von 2,5 Stun-
den, dargestellt sind der Medianwert (durchgezogene Linie) mit den 25./75. bzw. 5./95. Per-
zentilen und der Mittelwert (gestrichelte Linie).

Waéhrend der ersten 1/2 Stunde des Fultterungsversuches war zwischen den Medianen der
vier Untergruppen kein Unterschied zu erkennen. Erst in der Zeitspanne von 18:05 Uhr bis
23:30 Uhr war zu sehen, dass die Tiere der ,Capsaicin“-Untergruppe in ihrer Aktivitdt am
starksten gehemmt und die Tiere der Kontrollgruppe die Aktivsten waren.

Ein deutlicher Aktivitatsunterschied zeigte sich in der Zeit von 18:05 Uhr bis 18:30 Uhr zwi-
schen den Medianen der ,,Capsaicin®- und ,ohne OP“-Untergruppe.

Insgesamt gesehen waren die Tiere wahrend der 1. Stunde des Versuches lebhafter als
wahrend der 2. Stunde.

In dem Zeitfenster von 20:00 Uhr bis 23:30 Uhr bestand nicht nur ein Unterschied zwischen
den Medianen der ,Capsaicin“ bzw. ,Vehikel“-Untergruppe und der Kontrollgruppe, sondern
auch zwischen der Untergruppe ,,Capsaicin® und ,NaCl*.

Im weiteren Versuchsverlauf waren keine Unterschiede zwischen den einzelnen Untergrup-

pen mehr zu erkennen.
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4.3.2  Gruppe 2 (Vorbehandlungszeit 6 h)

[) Futteraufnahme

Untergruppe Stichprobenumfang (n)
Nur OP 07
NaCl 07
Interleukin 12

Tabelle 9: Stichprobenumfang der Gruppe 2 wahrend des 2. Verhaltensversuches

17:30 bis 18:30 Uhr

nur OP NaCl Interleukin
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Abb. 15a: Ergebnisse des 2. Verhaltensversuches der Gruppe 2. Erfasst sind die Futter-
mengen innerhalb von 1 Stunde, dargestellt sind der Medianwert (durchgezogene Linie) mit
den 25./75. bzw. 5./95. Perzentilen und der Mittelwert (gestrichelte Linie).

* p<0,05 vs. ,nur OP*
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18:35 bis 19:30 Uhr
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Abb. 15b: Ergebnisse des 2. Verhaltensversuches der Gruppe 2. Erfasst sind die Futter-
mengen innerhalb von 55 Minuten, dargestellt sind der Medianwert (durchgezogene Linie)
mit den 25./75. bzw. 5./95. Perzentilen und der Mittelwert (gestrichelte Linie).

20:00 bis 08:00 Uhr
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Abb. 15c: Ergebnisse des 2. Verhaltensversuches der Gruppe 2. Erfasst sind die Futter-
mengen innerhalb von 12 Stunden, dargestellt sind der Medianwert (durchgezogene Linie)
mit den 25./75. bzw. 5./95. Perzentilen und der Mittelwert (gestrichelte Linie).

* p<0,05 vs. ,nur OP*
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Il) Wasseraufnahme

Untergruppe Stichprobenumfang (n)
Nur OP 07
NaCl 07
Interleukin 12

Tabelle 10: Stichprobenumfang der Gruppe 2 wahrend des 2. Verhaltensversuches

17:30 bis 18:30 Uhr
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Abb. 16a: Ergebnisse des 2. Verhaltensversuches der Gruppe 2. Erfasst sind die Wasser-
mengen innerhalb von 1 Stunde, dargestellt sind der Medianwert (durchgezogene Linie) mit
den 25./75. bzw. 5./95. Perzentilen und der Mittelwert (gestrichelte Linie).
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18:35 bis 19:30 Uhr
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Abb. 16b: Ergebnisse des 2. Verhaltensversuches der Gruppe 2. Erfasst sind die Wasser-
mengen innerhalb von 55 Minuten, dargestellt sind der Medianwert (durchgezogene Linie)
mit den 25./75. bzw. 5./95. Perzentilen und der Mittelwert (gestrichelte Linie).
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Abb. 16c: Ergebnisse des 2. Verhaltensversuches der Gruppe 2. Erfasst sind die Wasser-

mengen innerhalb von 12 Stunden, dargestellt sind der Medianwert (durchgezogene Linie)
mit den 25./75. bzw. 5./95. Perzentilen und der Mittelwert (gestrichelte Linie).
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In der 1. Stunde bestand ein deutlicher Unterschied zwischen der aufgenommenen Futter-
menge der ,Interleukin“-Untergruppe und der Kontrollgruppe ,nur OP*. Die Interleukin-Tiere
fraBen auch weniger als die Tiere der NaCl-Untergruppe.

Wahrend der 2. Stunde des Versuches fraBen die Tiere, die mit Interleukin behandelt wur-
den, immer noch wenig, doch auch in Gruppe 2 zeigt sich, dass die Tiere insgesamt gese-
hen in der 2. Stunde des Versuches weniger fraBen als zu Beginn der Dunkelphase, so dass
hier keine Unterschiede zwischen den Gruppen zu sehen war.

In der Zeitspanne von 20:00 Uhr bis 8:00 Uhr wurde der Unterschied in der aufgenommenen
Futtermenge zwischen den mit Interleukin behandelten Tieren und der Kontrollgruppe dann
wieder deutlich.

In Bezug auf die Wasseraufnahme gab es im gesamten Versuchsverlauf keine groBen Un-
terschiede zwischen den drei Untergruppen.

Es fiel lediglich auf, dass wahrend der 1. Stunde insgesamt mehr getrunken wurde als wah-
rend der 2. Stunde des Versuches. Dieses Ergebnis deckte sich mit dem Ergebnis des
Fressverhaltes und mit der Beobachtung innerhalb der Gruppe 1.

[1) Aktivitat im Heimatk&fig

Untergruppe Stichprobenumfang (n)
Nur OP 07
NaCl 07
Interleukin 12

Tabelle 11: Stichprobenumfang der Gruppe 2 wahrend des 2. Verhaltensversuches
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17:30 bis 18:00 Uhr
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Abb. 17a: Motorische Aktivitat im Heimatkéafig der Gruppe 2 wahrend des 2. Verhaltensver-
suches. Erfasst ist die Anzahl der Impulse des Bewegungsmelders innerhalb von 30 Minu-
ten, dargestellt sind der Medianwert (durchgezogene Linie) mit den 25./75. bzw. 5./95. Per-
zentilen und der Mittelwert (gestrichelte Linie).

* p<0,05 vs. ,nur OP*
+ p<0,05 vs. ,NaCl*
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Abb. 17b: Motorische Aktivitat im Heimatkafig der Gruppe 2 wahrend des 2. Verhaltensver-
suches. Erfasst ist die Anzahl der Impulse des Bewegungsmelders innerhalb 25 Minuten,
dargestellt sind der Medianwert (durchgezogene Linie) mit den 25./75. bzw. 5./95. Perzenti-
len und der Mittelwert (gestrichelte Linie).

* p<0,05 vs. ,nur OP*
+ p<0,05 vs. ,NaCl*
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18:35 bis 19:30 Uhr

200

150 4
=
- | . |

100 4
3 T
E

50 4
0 : T T
nur OP NaCl Interleukin

Behandlung

Abb. 17c: Motorische Aktivitat im Heimatkafig der Gruppe 2 wahrend des 2. Verhaltensver-
suches. Erfasst ist die Anzahl der Impulse des Bewegungsmelders innerhalb von 55 Minu-
ten, dargestellt sind der Medianwert (durchgezogene Linie) mit den 25./75. bzw. 5./95. Per-
zentilen und der Mittelwert (gestrichelte Linie).
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Abb. 17d: Motorische Aktivitat im Heimatkafig der Gruppe 2 wahrend des 2. Verhaltensver-
suches. Erfasst ist die Anzahl der Impulse des Bewegungsmelders innerhalb von 3,5 Stun-
den, dargestellt sind der Medianwert (durchgezogene Linie) mit den 25./75. bzw. 5./95. Per-
zentilen und der Mittelwert (gestrichelte Linie).

* p<0,05 vs. ,nur OP*
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Abb. 17e: Motorische Aktivitat im Heimatkéafig der Gruppe 2 wahrend des 2. Verhaltensver-
suches. Erfasst ist die Anzahl der Impulse des Bewegungsmelders innerhalb von 6 Stun-
den, dargestellt sind der Medianwert (durchgezogene Linie) mit den 25./75. bzw. 5./95. Per-
zentilen und der Mittelwert (gestrichelte Linie).

* p<0,05 vs. ,nur OP*
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Abb. 17f: Motorische Aktivitat im Heimatkafig der Gruppe 2 wahrend des 2. Verhaltensver-
suches. Erfasst ist die Anzahl der Impulse des Bewegungsmelders innerhalb 2,5 Stunden,
dargestellt sind der Medianwert (durchgezogene Linie) mit den 25./75. bzw. 5./95. Perzenti-

len und der Mittelwert (gestrichelte Linie).
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In der 1. Stunde des Versuches zeigte sich ein deutlicher Unterschied zwischen dem Median
der Untergruppe ,Interleukin® und denen der anderen beiden Untergruppen. Dieser Trend
hielt wahrend der 2. Stunde des Versuches an.

In der Zeit von 20:00 Uhr bis 5:30 Uhr war dann erneut ein deutlicher Unterschied der Medi-
ane der Untergruppe ,Interleukin“ und der Kontrollgruppe zu erkennen.

Weiterhin zeigte sich tendenziell, dass sich die ,NaCl“-Untergruppe weniger bewegte als die
Kontrollgruppe. In der Zeit von 23:30 Uhr bis 5:30 Uhr war dieser Unterschied sogar deutlich.
In den frihen Morgenstunden, von 5:30 Uhr bis 8:00 Uhr, glichen sich die Untergruppen hin-
sichtlich ihrer motorischen Aktivitat einander wieder an.

4.4 Ergebnisse des 3. Verhaltensversuches

Den Tieren wurde im Verlauf dieses Versuches sowohl siBes Futter als auch Pelletfutter
angeboten.

Der Verbrauch dieser beiden Futtermittel sollte Aufschluss dartber geben, ob die Tiere der
einzelnen Untergruppen so sehr beeintrachtigt sind, dass sie auch ein préferiertes Futter
verschmahen wirden.

Gemessen wurde die aufgenommene Menge Standardfutter, Kirschagar und die motorische
Aktivitat im Heimatkafig.

Eine verminderte Nahrungsaufnahme oder eine herabgesetzte Aktivitdt wurde als Beein-
trachtigung des physiologischen Verhaltens gewertet.

441  Gruppe 1 (Vorbehandlungszeit 4 min)

) Kirschagaraufnahme

Untergruppe Stichprobenumfang (n)
Ohne OP 11
NaCl 10
Vehikel 09
Capsaicin 09

Tabelle 12: Stichprobenumfang der Gruppe 1 wahrend des 3. Verhaltensversuches
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Abb. 18a: Ergebnisse des 3. Verhaltensversuches der Gruppe 1. Erfasst sind die Kirsch-
agarmengen innerhalb 1 Stunde, dargestellt sind der Medianwert (durchgezogene Linie) mit
den 25./75. bzw. 5./95. Perzentilen und der Mittelwert (gestrichelte Linie).
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Abb. 18b: Ergebnisse des 3. Verhaltensversuches der Gruppe 1. Erfasst sind die Kirsch-
agarmengen innerhalb von 50 Minuten, dargestellt sind der Medianwert (durchgezogene Li-
nie) mit den 25./75. bzw. 5./95. Perzentilen und der Mittelwert (gestrichelte Linie).
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Il) Futteraufnahme

Untergruppe Stichprobenumfang (n)
Ohne OP 11
NaCl 10
Vehikel 09
Capsaicin 09

Tabelle 13: Stichprobenumfang der Gruppe 1 wahrend des 3. Verhaltensversuches

17:30 bis 18:30 Uhr
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Behandlung
Abb. 19a: Ergebnisse des 3. Verhaltensversuches der Gruppe 1. Erfasst sind die Standard-

futtermengen innerhalb von 1 Stunde, dargestellt sind der Medianwert (durchgezogene Li-
nie) mit den 25./75. bzw. 5./95. Perzentilen und der Mittelwert (gestrichelte Linie).
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Abb. 19b: Ergebnisse des 3. Verhaltensversuches der Gruppe 1. Erfasst sind die Standard-
futtermengen innerhalb von 50 Minuten, dargestellt sind der Medianwert (durchgezogene Li-
nie) mit den 25./75. bzw. 5./95. Perzentilen und der Mittelwert (gestrichelte Linie).

Sowohl wahrend der 1. Stunde als auch wahrend der 2. Stunde des Versuches war kein
deutlicher Unterschied zwischen den einzelnen Untergruppen bei der aufgenommenen Men-
ge Kirschagar zu sehen.

Auch die aufgenommene Menge Standardfutter wahrend der 1. Stunde lie3 keine groBen
Unterschiede zwischen den Untergruppen erkennen.

Lediglich im Verlauf der 2. Stunde fraBen die Tiere der Kontrollgruppe ,ohne OP* mehr Stan-
dardfutter als die Tiere der Gbrigen Untergruppen.

Die Tiere aller Untergruppen fraBen im Verlauf der 1. Stunde mehr als wéhrend der 2. Stun-
de, des Weiteren wurde deutlich, dass der Kirschagar bevorzugt gefressen wird, wenn beide
Futtersorten angeboten werden.
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[1) Aktivitat im Heimatkéfig

Untergruppe Stichprobenumfang (n)
Ohne OP 11
NaCl 09
Vehikel 08
Capsaicin 07

Tabelle 14: Stichprobenumfang der Gruppe 1 wahrend des 3. Verhaltensversuches

17:30 bis 18:00 Uhr
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Abb. 20a: Motorische Aktivitat im Heimatkafig der Gruppe 1 wahrend des 3. Verhaltensver-
suches. Erfasst ist die Anzahl der Impulse des Bewegungsmelders innerhalb von 30 Minu-
ten, dargestellt sind der Medianwert (durchgezogene Linie) mit den 25./75. bzw. 5./95. Per-
zentilen und der Mittelwert (gestrichelte Linie).
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18:10 bis 18:30 Uhr
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Abb. 20b: Motorische Aktivitat im Heimatkafig der Gruppe 1 wahrend des 3. Verhaltensver-
suches. Erfasst ist die Anzahl der Impulse des Bewegungsmelders innerhalb von 20 Minu-
ten, dargestellt sind der Medianwert (durchgezogene Linie) mit den 25./75. bzw. 5./95. Per-
zentilen und der Mittelwert (gestrichelte Linie).
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600

500+ T

400
: T
$ 8001 |
= s T e
O- .............
§ 200 J .............

100+ J_

0 T T T T
ohne OP NaCl Vehikel Capsaicin
Behandlung

Abb. 20c: Motorische Aktivitat im Heimatkafig der Gruppe 1 wahrend des 3. Verhaltensver-
suches. Erfasst ist die Anzahl der Impulse des Bewegungsmelders innerhalb von 50 Minu-
ten, dargestellt sind der Medianwert (durchgezogene Linie) mit den 25./75. bzw. 5./95. Per-
zentilen und der Mittelwert (gestrichelte Linie).

Auch die Aktivitatsmessung im Heimatkafig wahrend des gesamten Versuchsverlaufes be-
stétigten das mit der Nahrungsaufnahme entstandene Bild.
Es gab keine Unterschiede zwischen den Medianen der Untergruppen.
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4.4.2 Gruppe 2 (Vorbehandlungszeit 6 h)

[) Kirschagaraufnahme

Untergruppe Stichprobenumfang (n)
Nur OP 07
NaCl 07
Interleukin 10

Tabelle 15: Stichprobenumfang der Gruppe 2 wahrend des 3. Verhaltensversuches

17:30 bis 18:30 Uhr
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Behandlung
Abb. 21a: Ergebnisse des 3. Verhaltensversuches der Gruppe 2. Erfasst sind die Kirsch-

agarmengen innerhalb von 1 Stunde, dargestellt sind der Medianwert (durchgezogene Linie)
mit den 25./75. bzw. 5./95. Perzentilen und der Mittelwert (gestrichelte Linie).
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Abb. 21b: Ergebnisse des 3. Verhaltensversuches der Gruppe 2. Erfasst sind die Kirscha-
garmengen innerhalb von 50 Minuten, dargestellt sind der Medianwert (durchgezogene Li-
nie) mit den 25./75. bzw. 5./95. Perzentilen und der Mittelwert (gestrichelte Linie).

[l) Futteraufnahme

Untergruppe Stichprobenumfang (n)
Nur OP 07
NaCl 07
Interleukin 10

Tabelle 16: Stichprobenumfang der Gruppe 2 wahrend des 3. Verhaltensversuches
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17:30 bis 18:30 Uhr
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Abb. 22a: Ergebnisse des 3. Verhaltensversuches der Gruppe 2. Erfasst sind die Standard-
futtermengen innerhalb 1 Stunde, dargestellt sind der Medianwert (durchgezogene Linie)
mit den 25./75. bzw. 5./95. Perzentilen und der Mittelwert (gestrichelte Linie).
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Abb. 22b: Ergebnisse des 3. Verhaltensversuches der Gruppe 2. Erfasst sind die Standard-
futtermengen innerhalb von 50 Minuten, dargestellt sind der Medianwert (durchgezogene
Linie) mit den 25./75. bzw. 5./95. Perzentilen und der Mittelwert (gestrichelte Linie).

* p<0,05 vs. ,nur OP*
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Sowohl wahrend der 1. Stunde als auch wéahrend der 2. Stunde des Versuches war kein
deutlicher Unterschied zwischen den einzelnen Untergruppen hinsichtlich der aufgenomme-
nen Menge Kirschagar zu sehen.

Die aufgenommene Menge Standardfutter wéhrend der 1. Stunde lieB auch keine Unter-
schiede zwischen den Untergruppen erkennen.

Lediglich im Verlauf der 2. Stunde nahmen die Tiere der ,Interleukin“-Untergruppe si-
gnifikant weniger Standardfutter zu sich als die Kontrollgruppe.

Die Tiere aller Untergruppen fraBen im Verlauf der 1. Stunde mehr als wahrend der 2. Stun-
de. Weiterhin wurde deutlich, dass der Kirschagar bevorzugt gefressen wird, wenn beide

Futtersorten angeboten werden. Diese Erkenntnisse waren analog zu denen aus Gruppe 1.

[l) Aktivitat im Heimatkéfig

Untergruppe Stichprobenumfang (n)
Nur OP 07
NaCl 07
Interleukin 10

Tabelle 17: Stichprobenumfang der Gruppe 2 wahrend des 3. Verhaltensversuches
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17:30 bis 18:00 Uhr
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Abb. 23a: Motorische Aktivitat im Heimatkéafig der Gruppe 2 wahrend des 3. Verhaltensver-
suches. Erfasst ist die Anzahl der Impulse des Bewegungsmelders innerhalb von 30 Minu-
ten, dargestellt sind der Medianwert (durchgezogene Linie) mit den 25./75. bzw. 5./95. Per-
zentilen und der Mittelwert (gestrichelte Linie).
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Abb. 23b: Motorische Aktivitat im Heimatkafig der Gruppe 2 wahrend des 3. Verhaltensver-
suches. Erfasst ist die Anzahl der Impulse des Bewegungsmelders innerhalb von 20 Minu-
ten, dargestellt sind der Medianwert (durchgezogene Linie) mit den 25./75. bzw. 5./95. Per-
zentilen und der Mittelwert (gestrichelte Linie).
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Abb. 23c: Motorische Aktivitat im Heimatkafig der Gruppe 2 wahrend des 3. Verhaltensver-
suches. Erfasst ist die Anzahl der Impulse des Bewegungsmelders innerhalb von 50 Minu-
ten, dargestellt sind der Medianwert (durchgezogene Linie) mit den 25./75. bzw. 5./95. Per-
zentilen und der Mittelwert (gestrichelte Linie).

Vergleichbar mit den Ergebnissen der Nahrungsaufnahme ergab die Bestimmung der moto-
rischen Aktivitdt im Heimatkafig wahrend der 1. Versuchsstunde keine Unterschiede zwi-
schen den Medianen der Untergruppen. Lediglich im Verlauf der 2. Stunde war die Tendenz
zu sehen, dass sich die mit Interleukin behandelten Tiere weniger bewegten als die Tiere der

anderen beiden Untergruppen.
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5. Diskussion

Kopfschmerzen werden zu dem groBen Komplex der Volkskrankheiten gezahlt.

22,5 Millionen Menschen leiden allein in Deutschland regelmaBig unter Kopfschmerzen (Stif-
tung Kopfschmerz, 2009), wobei Migrédne die am haufigsten auftretende Form ist. Frauen
sind mit ca. 12%-14% etwas haufiger von Migrane betroffen als Ménner (ca. 6% - 8%), bei
Frauen verlauft eine Attacke erfahrungsgemaR langer und intensiver (Diener, 2002 a). Inte-
ressanterweise ist die Migranehaufigkeit bei fast allen untersuchten Vélkern gleich.

Neben dem individuellen Leid verursachen Kopfschmerzen auch Milliardenkosten aufgrund
von Arbeitsausféllen, vorzeitigen Berentungen sowie Komplikationen durch eine uneffektive
Schmerztherapie. Allein 900.000 Menschen leiden jeden Tag in Deutschland an Migrane-
Attacken. Rund 100.000 Betroffene sind bundesweit téaglich durch Migraneanfalle mit
Schmerzen und Erbrechen an das Bett gefesselt (Gébel, 2009). Aktuelle Forschungen zei-
gen, dass allein die Migréne in Europa zu 27 Milliarden Euro an direkten und indirekten Kos-
ten fahrt. Nach der Altersdemenz gilt Migréne als die teuerste neurologische Erkrankung.
Weitere 250 Kopfschmerzursachen sind bekannt, die zu &hnlich hohen Kosten fuhren (Go-
bel, 2009). Die Epidemiologie dieser Erkrankung und die damit einhergehenden hohen wirt-
schaftlichen Kosten machen die Entwicklung effektiver Therapien und weitergehende For-
schung unabdingbar. Derzeit sind einige Kopfschmerzmedikamente auf dem Markt, die den
Betroffenen in den meisten Fallen zumindest Linderung verschaffen, die Atiologie priméarer
Kopfschmerzen, vor allem von chronischen Kopfschmerzen, ist dennoch nicht ausreichend
erforscht. Das koénnte unter anderem auch daran liegen, dass kein experimentelles Modell
zur Studie der Pathophysiologie chronischer Kopfschmerzen existiert. Zahlreiche unter-
schiedliche Kopfschmerzmodelle werden in der heutigen Wissenschaft angewendet, doch
wird die Ubertragbarkeit auf den Menschen immer wieder angezweifelt.

Ziel dieser Arbeit sollte es sein mittels Verhaltensversuche zu beweisen, dass Ratten menin-
gealen Schmerz empfinden kénnen und so die ,face validity“ dieses Kopfschmerzmodelles
auf den Menschen herzustellen.

Es wurden dazu Verhaltenstests ausgewahlt, deren Grundlage eine Homologie zu den Sym-
ptomen aufweisen, wie sie bei Menschen im Verlauf einer Migréaneattacke auftreten.

Um meningeale Schmerzen bei den Versuchstieren herbeizufiihren wurden zwei Substanzen
verwendet, die in der Kopfschmerzforschung bereits seit langem etabliert sind: Capsaicin
und Interleukin-18.
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5.1 Einfluss von Capsaicin und Interleukin-18 auf das Verhalten im Open Field

Der Open Field-Test wird aufgrund seiner vielféaltigen Verwendungsmadglichkeiten seit lan-
gem (Hall, 1934) und oft bei Verhaltensuntersuchungen angewendet (Nosek et al., 2008).
Besonders haufig wird er bei der Beurteilung des angstbezogenen Verhaltens eingesetzt, da
die meisten Nagetiere das Betreten freier Flachen meiden. Der Einsatz des Open Field-
Testes als Angstmodell ist von pharmakologischer Seite her bereits gut validiert (Nosek et
al., 2008). Aufgrund seines einfachen Aufbaus kann er sehr gut zur Bestimmung explorati-
onsbezogenen Verhaltens und der Lokomotion genutzt werden. In dieser Arbeit wurden zur
Bewertung die lokomotorische Aktivitat, das Grooming, das Rearing und der Aufenthalt in
den Ecken herangezogen.

Zahlreiche vorangegangene Untersuchungen belegten, dass im Verlauf einer Erkrankung
eines Tieres gewisse Verhaltensdnderungen als Krankheitsverhalten gewertet werden koén-
nen. Dazu zahlt z.B. eine reduzierte Aktivitdt (Weyers et al., 1994; Garcia-Cairasco et al.,
1998; Weiss et al., 2003) und damit einhergehend ein verlangerter Aufenthalt in den schit-
zenden Ecken des Open Fields, da Tiere allg. das Bedurfnis haben, bei Unwohlsein Schutz
zu suchen. Aber auch eine Veranderung im Groomingverhalten (Henke & Erhardt, 2001;
Sanford et al., 1986; Weiss et al., 2003) sowie ein reduziertes Rearingverhalten (Hirsjarvi &
Junnila, 1986) sind nach heutigem Wissensstand als Bewertungsparameter fir Krankheits-

verhalten zulassig.

Die Ergebnisse der Verhaltensbeobachtungen im Open Field nach Applikation von Capsai-
cin, das 4 Minuten vor der Verhaltensbeobachtung verabreicht wurde, zeigten deutliche Un-
terschiede im Verhalten der Capsaicin-Tiere zu den Kontrolltieren. Die mit Capsaicin behan-
delten Tiere bewegten sich deutlich weniger, was sich sowohl in einer erniedrigten Anzahl
der ermittelten Transitions als auch in einem verlangerten Aufenthalt in den Ecken zeigte.
Zuséatzlich waren die Rearings deutlich erniedrigt.

Diese Ergebnisse decken sich mit denen aus der Studie von Bauhofer et al. (2009). Dort
wurde das Verhalten von Ratten im Open Field untersucht, die mittels i.p. Inokulation eine
Sepsis entwickelten. Diese Tiere zeigten eine deutliche Reduktion der Lokomotion und der
Rearings.

In einem immunologischen Model der ,major depression® untersuchten Pitychoutis et al.
(2009) mittels Open Field und anderer Testverfahren Ratten, die mit Lipopolysaccariden be-
handelt wurden. Ziel dieser Studie war es mdgliche geschlechtliche Differenzen aufzuzeigen.
Interessanterweise wiesen nur die mannlichen Ratten eine deutliche Reduktion der Lokomo-

tion gegentber den Kontrolltieren auf. Bei der Ermittlung der Rearings konnten keine Unter-
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schiede zwischen den Geschlechtern aufgezeigt werden, gegentber der Kontrollgruppe wa-
ren beide signifikant erniedrigt.

Im Zuge dieser Arbeit wiesen teilweise jedoch auch die mit Vehikel versehenen Tiere der
gleichen Gruppe und sogar die nur mit isotoner Kochsalzlésung behandelten Tiere deutliche
Verhaltensunterschiede zur Kontrollgruppe auf, was sich besonders deutlich beim Aufenthalt
in den Ecken zeigte. Dies lasst nur die Interpretation zu, dass auch die mit Vehikel oder iso-
tonischer Kochsalzlésung behandelten Tiere, 4 Minuten vor Messbeginn, einer Beeintrachti-
gung ausgesetzt waren. Moégliche Stérfaktoren waren die Narkose und die Manipulation an
der Kammer.

Lediglich beim Groomingverhalten waren weder bei den Capsaicin-Tieren noch bei den an-
deren beiden Untergruppen Unterschiede zur Kontrollgruppe erkennbar.

Das Verhalten der Tiere der Kontrollgruppe, die nicht operiert wurden, aber zum selben Zeit-
punkt wie die Tiere der anderen Untergruppen kurz vor den Verhaltensversuchen in Inhalati-
onsnarkose gelegt wurden, wies keinen Verhaltensanderung auf, wie sie bei den mit Capsai-
cin, Vehikel oder isotonischer Kochsalzlésung behandelten Tieren zu verzeichnen war. Da-
her kann darauf geschlossen werden, dass die Narkose alleine keinen Einfluss auf die Ver-
haltensversuche hatte. Diese Ergebnisse untermauern die Vermutung, dass die Manipulation
an der Kammer eine nachhaltige Beeinflussung des Verhaltens verursacht.

Die Ergebnisse der Untergruppen der Gruppe 2, die zum Teil 6 Stunden vor der Verhaltens-
beobachtung mit z.B. Interleukin behandelt wurden, zeigten ein differentes Bild zur anderen
Gruppe, die kurz vor dem Versuch stimuliert wurden. Lediglich in der Lokomotion ergab sich
ein deutlicher Unterschied zwischen den mit Interleukin behandelten Tieren und der Kontroll-
gruppe.

Die Untergruppe ,NaCl“ zeigte keinen Unterschied zur Kontrollgruppe, was so gedeutet wer-
den kénnte, dass die Manipulation an der Kammer 6 Stunden vor dem eigentlichen Versuch
keinen Einfluss auf das Verhalten hatte.

Betrachtet man die Ergebnisse der mit Interleukin behandelten Untergruppe im Hinblick auf
das Rearingverhalten und den Aufenthalt in den Ecken, so zeigte sich zumindest die Ten-
denz, dass die so behandelten Tiere sich weniger aufrichteten und langer in den Ecken ver-
weilten.

Diese Ergebnisse deckten sich mit anderen Untersuchungen. So konnte bei verschiedenen
Nagetierarten 2 Stunden nach der Behandlung mit Interleukin-18 und dem Tumor Nekrose
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Faktor a (TNFa) eine deutliche Reduktion der sozialen Exploration, wie z.B. der olfaktori-
schen Interaktion mit anderen Tieren der Gruppe, nachgewiesen werden (Dantzer, 2001).
Weiterhin zeigten Studien von Dunn & Swiegiel (2005), dass Interleukin i.p. verabreicht zu
einer verminderten Exploration und einem verminderten Rearingverhalten im Open Field
fOhrte.

Analog zur Gruppe 1, die kurz vor den Verhaltensbeobachtungen in Narkose gelegt bzw. z.T.
mit Capsaicin behandelt wurden, zeigten sich keine Unterschiede im Groomingverhalten.

Insgesamt gesehen entsprachen die Ergebnisse der Gruppe 2 eher den Erwartungen. Der
Hypothese entsprechend konnte man von einer Beeintrachtigung lediglich der mit Interleukin
oder Capsaicin stimulierten Tiere ausgehen. Angenommen wurden eine Verminderung der
Lokomotion und des Rearingverhaltens, weiterhin eine Verlangerung des Aufenthaltes in den
Ecken gegeniber den Kontrolltieren.

Betrachtet man beide Gruppen, so ist deutlich ersichtlich, dass bei Gruppe 2 nur die mit In-
terleukin behandelten Tiere Verhaltensanderungen zeigten, wohingegen alle Tiere der Grup-
pe 1, bei denen unmittelbar vor den Versuchen eine Manipulation an der Kammer stattfand,
kleine bis deutliche Verhaltensanderungen zeigten.

In beiden Gruppen waren keine signifikanten Unterschiede im Groomingverhalten zu erken-
nen, was daflr spricht, dass der menigeale Schmerz, der sich bei anderen Parametern
durchaus beeinflussend darstellte, unter unseren Versuchsbedingungen offenbar keine Aus-
wirkungen auf das Groomingverhalten zu haben schien. Diese Ergebnisse gehen nicht kon-
form mit jener Aussage von Hart (1988), der ein reduziertes Putzverhalten als typisches Indiz
erkrankter Tiere ansieht. Es kdnnte aber auch sein, dass die Versuchsratten sich nicht so
schlecht fUhlten, dass sie von diesem normalen Verhalten abwichen. In Untersuchungen von
Hirsjarvi & Junnila (1986) zeigten Ratten, die im Open Field durch Licht oder Gerausche er-
héhtem Stress ausgesetzt waren, jedoch ein erhdhtes Putzverhalten, was bedeutet, dass
Putzen auch der Stressbewaltigung und nicht nur z.B. der Kérperpflege oder der Thermore-
gulation dienen kann (Spruijt et al.,1992; Saibaba et al., 1996).

Im Zuge dieser Arbeit wurden verschiedene Verhaltensaspekte gemeinsam unter dem Beg-
riff ,Putzen® ausgewertet, darunter fielen z.B. ,genital grooming®, ,licking“ und ,wash face".
Der allgemeine Parameter Grooming scheint also keine klare Interpretation zuzulassen. Eine

genauere Analyse jeder Putzsequenz und damit einhergehend die Unterscheidung verschie-
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dener Aspekte des Groomingverhaltens kdnnte eine bessere Auslegung des Gemutszustan-
des einer Ratte bringen (Spruijt et al., 1992).

Vergleicht man die Tiere aus Gruppe 1, die nicht operiert wurden, mit den Tieren aus Gruppe
2, die zwar operiert wurden danach aber weder in Narkose gelegt noch einer Kammermani-
pulation unterzogen wurden, so war kein Unterschied zu verzeichnen.

Hieraus lasst sich schlieBen, dass die Operation allein keinen Einfluss auf die Verhaltensver-
suche hatte.

5.2 Einfluss von Capsaicin und Interleukin-1B auf die motorische Aktivitat

Die motorische Aktivitét ist ein einfach zu ermittelnder und daher auch viel genutzter Para-
meter in der Neuroethologie. Mit der Bestimmung der motorischen Aktivitat lassen sich
Ruckschlisse auf die generelle nicht durch stimuliertes Verhalten forcierte Bewegungslust
eines Versuchstieres ziehen. Verschiedene Quellen belegen, dass eine reduzierte Aktivitat
als Krankheitsverhalten gewertet werden kann (Sanford et al., 1986; Henke & Erhardt, 2001;
Weiss et al., 2003). Aufgrund vieler Patientenbefragungen weil3 man, dass Migréane durch
kérperliche Routineaktivitédten (z.B. Gehen oder Treppensteigen) verstarkt wird und die Pati-
enten diese korperlichen Beanspruchungen erfahrungsgeman vermeiden (IHS, 2009). Aus
den vorgehend angeflhrten Grinden wurde die motorische Aktivitat als Parameter fir eine
kopfschmerzinduzierte Verhaltensanderung in dieser Arbeit herangezogen.

5 Tage vor dem eigentlichen Versuchsbeginn wurde bei allen Versuchsgruppen die motori-
sche Aktivitat im Heimatkafig ermittelt, um eventuell bestehende Unterschiede zwischen den
Untergruppen auszuschlieBen. In keiner der Gruppen und zu keinem der festgelegten Unter-
suchungszeitpunkte, die analog zu den spateren Untersuchungszeitrdumen waren, ergaben
sich Unterschiede.

Wie man aus zahlreichen vorangegangen Verhaltensversuchen weiB3, zeigen Ratten zu Be-
ginn der Dunkelperiode eine Aktivitadtssteigerung (Buttner & Wollnik, 1984). Die Ergebnisse
dieser Versuche bestétigten dies. Insgesamt gesehen waren sowohl die Tiere der Gruppe 1,
als auch die Tiere der Gruppe 2, in der Zeit in der die Versuche stattfinden sollten, wesent-
lich aktiver als wahrend der Nacht, was Grundlage flr die Auswahl des Zeitfensters fiir die
Durchfihrung der Verhaltensversuche war. Die Ratten sollten méglichst aktiv sein und Stér-
faktoren, wie z.B. Midigkeit, sollten vermieden werden, um nicht zu falsch negativen Ergeb-

nissen zu kommen.
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Die motorische Aktivitat im Heimatké&fig wurde doppelt, im Zuge zweier Verhaltensversuche
(Verhaltensversuch 2 und 3), ermittelt. Im Verlauf des 2. Verhaltensversuches wurde zeit-
gleich die Futter- und Wasseraufnahme bestimmt. Im Verhaltensversuch 3 wurde neben der
Ermittlung der motorischen Aktivitdt noch die aufgenommene Menge Pelletfutter und Kir-
schagar ermittelt. Der Untersuchungszeitraum beider Verhaltensversuche lag zwischen
17:30h und 19:30h, wobei im Zuge des 2. Verhaltensversuches zusétzlich noch eine Nacht-
messung von 20:00h bis 8:00h durchgefuhrt wurde.

Die motorische Aktivitat der Tiere der Gruppe 1, die 4 Minuten vor Messbeginn in Narkose
gelegt und z.T. mit Capsaicin behandelt wurden, zeigte wahrend der ersten 1/2 Stunde des
2. Verhaltensversuches keinen Unterschied zwischen den einzelnen Untergruppen. Erst in
der Zeit von 18:05h bis 23:30h waren die Capsaicin-Tiere am wenigsten aktiv, wobei sich ein
signifikanter Unterschied nur in der Zeit von 18:05h bis 18:30h und zwischen 20:00h bis
23:30h zeigte. In der Zwischenzeit war lediglich eine Tendenz zu reduzierter Aktivitat sicht-
bar. Dies kénnte aber damit erklart werden, dass die Capsaicin-Tiere zwar weniger aktiv
sind, die Tiere der Kontrollgruppe aber aus physiologischen Griinden ebenfalls weniger aktiv
sind und deshalb keine groBen Unterschiede und damit einhergehend keine Signifikanz zu-
stande kam (BUttner & Wollnik, 1984).

Auffallig ist, dass in der Zeit von 20:00h bis 23:30h auch die Vehikel-Tiere einen deutlichen
Unterschied zur Kontrollgruppe zeigten und die Capsaicin-Tiere sowohl zur Kontrollgruppe
als auch zur Gruppe ,NaCl“ einen signifikanten Unterschied aufwiesen. Man kénnte daraus
schlieBen, dass die Capsaicin-Wirkung erst nach dieser Zeit zum Tragen kam und in der Zeit
vorher eventuell die Manipulation an der Kammer die Wirkung des Capsaicin tberlagerte.
Die Tatsache, dass die Capsaicin-Tiere beginnend mit der ersten Hélfte der Nachtperiode
signifikant weniger aktiv waren belegt deutlich, dass die Capsaicin-Wirkung viel langer anhalt
als erwartet. In Versuchen von Dux et al. wurde die Auswirkung von Capsaicin in topischer
Anwendung auf der Dura mater untersucht. Unter anderem wurde die meningeale Blutfluss-
anderung gemessen, dabei konnte dosisabhangig lediglich eine Blutflussanderung von ca. 5-
12 Minuten Dauer nachgewiesen werden. In dieser Versuchsreihe wurden anschlieBend
keine Verhaltenstests durchgefihrt (Dux et al., 2003). Diese Daten lieBen auf eine sehr kur-
ze Wirkungsdauer des Capsaicins schliessen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit konnten nunmehr beweisen, dass eine Wirkung des Capsaicin
Uber die Dauer des Ausl6sens einer duralen Blutflussanderung hinaus im Tierversuch zu

erwarten ist.
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Warum zeigten aber auch die Vehikel-Tiere einen signifikanten Unterschied zur Kontroll-
gruppe? Eine Beeinflussung durch die Kammermanipulation kann in diesem Fall ausge-
schlossen werden, da die mit isotoner Kochsalzlésung behandelten Tiere sich der Kontroll-
gruppe bereits hinsichtlich der motorischen Aktivitdten wieder angenéhert hatten.

Dieses Phanomen kdnnte einen Hinweis auf eine mdgliche Wirkung des Vehikels auf die
Dura mater und damit eventuelle Beeinflussungen des Verhaltens sein. Der Vehikel enthalt,
wenn auch verdinnt, 99 %iges Ethanol und Tween 80. Eine mdgliche Wirkung von Polysor-
bat 80 (Tween 80) auf die Dura mater kann aufgrund seiner nicht reizenden Eigenschaften
an Haut und Auge (Sicherheitsdatenblatt der Carl Roth GmbH, 2006) ausgeschlossen wer-
den. 99%iges Ethanol kann dagegen eine reizende Wirkung, z.B. am Auge, hervorrufen (Si-
cherheitsdatenblatt der AppliChem GmbH, 2004). Das in dieser Arbeit angewendete Vehikel
enthalt aber nur ca. 10 %iges Ethanol. Bei einer endoskopisch kontrollierten humanmedizini-
schen Untersuchung an gesunden Probanden wurde herausgefunden, dass das Trinken von
4-, 10-und 40-prozentigem (v/v) Ethanol innerhalb von 30 Minuten zu dosisabh&angigen Ero-
sionen der Magenschleimhaut fihrt (Singer & Teyssen, 1997). Diese Untersuchungen be-
wiesen, dass Ethanol auch schon in geringeren Verdinnungen direkte Schleimhaut schadi-
gende Wirkung zeigt und Entztindungen hervorruft.

Noch nicht veréffentlichte Studien, in denen das Vehikel bereits 1 Stunde vor den Verhal-
tensversuchen auf die Dura aufgebracht wurde, zeigten, dass das Vehikel dann keine Ver-
haltensanderung herbeifiihrte (Rex, 2008). Diese Ergebnisse lassen nur den Schluss zu,
dass das Vehikel zwar eine milde Reizung an der Dura hervorzuruft scheint, diese aber
schnell reversibel ist und nach einiger Zeit keine Auswirkungen mehr auf das Verhalten von
Ratten hat.

6 Stunden nach Beginn der Versuche und Behandlung einiger Tiere mit Capsaicin konnten
kein Trend und keine Signifikanz mehr festgestellt werden. Eine mégliche Abnahme der Wir-
kung des Capsaicins ware denkbar, ebenso kénnte aber auch eine langere Wirksamkeit des
Capsaicins durch eine generelle Abnahme der Aktivitat der Kontrolltiere maskiert werden.
Denn insgesamt zeigte sich aber auch hier das Bild, dass alle Tiere zu Beginn der Dunkel-
phase lebhafter sind als zu einem spateren Zeitpunkt.

Die motorische Aktivitat der Tiere der Gruppe 1, die 4 Minuten vor Messbeginn in Narkose
gelegt und z.T. mit Capsaicin behandelt wurden, wurde wahrend des 3. Verhaltensversuches
nur in der Zeit von 17:30h bis 19:30h ermittelt. Zeitgleich fanden noch die Ermittlung der Pel-
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letfutteraufnahme und die des Kirschagars statt. Die Ergebnisse der motorischen Aktivitat
zeigten keine Unterschiede zwischen den Untergruppen, nicht einmal Tendenzen wurden
sichtbar. Diese vom 2. Verhaltensversuch abweichenden Ergebnisse deckten sich mit den
Ergebnissen aus der Ermittlung der Menge Standardfutter und des stiBen Futters. Folgerich-
tig bedeutet eine gute Futteraufnahme in Verlauf der Versuchszeit auch hohe Messwerte an
motorischer Aktivitdt, da sich die Tiere zur Nahrungsaufnahme bewegen missen. Warum
konnte bei den Tieren der Untergruppen, die im Zuge des vorangegangenen Verhaltensver-
suches eine Beeintrachtigung festgestellt wurde, hier aber keine verminderte Futteraufnah-
me bzw. Aktivitat festgestellt werden? Ganz offensichtlich beeintrachtigte die Kammermani-
pulation die Tiere in diesem Versuchsaufbau nicht so stark, dass sie nicht doch fressen mo-
gen und sich dabei natirlich auch mehr bewegten. Wie an anderer Stelle detaillierter erlau-
tert (siehe 5.3 b und 5.7) kann dieser Umstand mit dem zusatzlichen Anbieten von stifem
Futter erklart werden oder die Tiere kénnten eine Art Gewdhnung an die Kammermanipulati-
on erfahren haben. Interessant ist auch der Betrachtungspunkt, dass eine mehrfache An-
wendung von Capsaicin zu einer Desensibilisierung von Geweben fihrt (Pini et al., 1990;
Simone et al., 1998) (siehe 5.7).

Die Messung der motorischen Aktivitdt im Heimatkéafig nach Applikation von Interleukin, 6
Stunden vor Beginn des 2. Verhaltensversuches, offenbarte eine deutliche Beeintrachtigung
dieser Untergruppe im Gegensatz zur Kontrollgruppe, die nur einer Operation unterzogen
wurde, spater aber nicht mehr in Narkose gelegt wurde.

Diese Beeintrachtigung konnte wéhrend der gesamten Versuchsdauer von 17:30h bis
19:30h festgestellt werden, wobei wéhrend der ersten Stunde ein signifikanter Unterschied
sowohl zur Kontrollgruppe als auch zur Untergruppe ,NaCl“ bestand.

Generell waren die Tiere der mit isotoner Kochsalzldsung behandelten Untergruppe weniger
bewegungsfreudig, als die Kontrolltiere dieser Gruppe. Dieser Unterschied wurde in der Zeit
von 20:00h bis 5:30h deutlich, wobei er in der Zeitspanne ab 23:30h signifikant war. Eine
mogliche Entziindungsreaktion kénnte daflir ursachlich sein, da die Kammer zu diesem Zeit-
punkt bereits vier Mal ge6ffnet und beflillt wurde.

Wie schon bei Gruppe 1 glichen sich die Untergruppen der Gruppe 2 spatestens ab 5:30h
hinsichtlich der Aktivitdt einander wieder an und insgesamt betrachtet waren auch die Tiere
der Gruppe 2 zu Beginn der Dunkelphase lebhafter sind, als im spéateren Verlauf der Nacht-
periode.
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Die Ergebnisse der motorische Aktivitat der Gruppe 2, die zum Teil 6 Stunden vor der Ver-
haltensbeobachtung mit Interleukin behandelt wurden, erbrachten wahrend des 3. Verhal-
tensversuches, bei dem den Ratten auch Kirschagar zum Fressen angeboten wurde, keine
Unterschiede zwischen den Untergruppen, lediglich ab 18:40h war bei den mit Interleukin
stimulierten Tieren die Tendenz zu sehen, dass die motorische Aktivitat eingeschrankt war.
Eine mdgliche Erklarung hierfir kdnnte die relativ groBe Menge aufgenommenen Kirsch-
agars sein, da auch die Bewegungen bei der Nahrungsaufnahme als motorische Aktivitat
erfasst wurden. Eine Analyse der aufgenommene Menge Kirschagar erbrachte keinen Un-
terschied innerhalb der drei Untergruppen (siehe 5.2 b).

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass bei beiden Gruppen die motorische Aktivitat
im Heimatkafig im Zuge des 3. Verhaltensversuches keine eindeutigen Unterschiede zwi-
schen den Untergruppen aufzeigte. Dass beide Gruppen diese Ergebnisse aufwiesen, lasst
nur die Interpretation zu, dass das Anbieten von ,preferred food“ die mdglichen Wirkungen
von Interleukin, Capsaicin oder der Kammermanipulation Uberdeckte (detailliertere Erlaute-
rungen siehe 5.7).

5.3 Einfluss von Capsaicin und Interleukin-18 auf die Futteraufnahme

a) Im Verlauf des 2. Verhaltensversuches

Untersucht wurde, unterteilt in verschiedene Zeitperioden, die aufgenommene Menge Stan-
dardfutter, die im Heimatkafig angeboten wurde. Konform zur Messung der Aktivitat im Hei-
matkéfig wurde auch die aufgenommene Futtermenge wéhrend der Nachtperiode ermittelt.
Eine reduzierte Futteraufnahme wurde als relativ objektives und sicheres Zeichen von
Krankheitsverhalten gewertet (Morten & Giriffiths, 1985; Sanford et al., 1986; Henke & Er-
hardt, 2001; Weiss et al., 2003; Kent et al., 1992; Hart, 1988), weshalb sie als Parameter in
dieser Arbeit Anwendung fand.

In den bereits an anderer Stelle angesprochenen Untersuchungen von Pitychoutis et al.
(2009) (siehe 5.1) wurde auch die aufgenommene Menge Standardfutter bestimmt. Kon-
gruent zu den Ergebnissen der Lokomotion wiesen auch bei diesem Parameter die mannli-
chen Ratten eine deutliche Reduktion der Futteraufnahme gegentber den Kontrolltieren auf.
Die Tiere der Gruppe 1, die mit Capsaicin, Vehikel oder isotoner Kochsalzlésung behandelt
wurden, fraBen wahrend der gesamten Versuchszeit von 17:30h bis 19:30h weniger als die
Kontrolltiere. Die Manipulation an der Kammer scheint die Tiere dieser drei Untergruppen
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stark zu beeintrachtigen, denn sogar zwischen der mit isotoner Kochsalzlésung behandelte
Untergruppe bestand wahrend der ersten Versuchsstunde einen signifikanten Unterschied
zur Kontrollgruppe. Erstaunlich ist auch, dass zur gleichen Versuchszeit bei der ,Capsaicin“-
Untergruppe zwar eine Tendenz zur geringeren Nahrungsaufnahme zu verzeichnen war,
eine Signifikanz allerdings nicht erreicht wurde. Daraus kdnnte geschlossen werden, dass
die Wirkung des Capsaicins einen geringeren Einfluss hatte, als die Manipulation selbst. Die
Beobachtungen wéhrend der Versuchszeit setzten sich in der Nachtperiode fort, hier bestand
ein deutlicher Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und den Capsaicin- bzw. Vehikel-
Tieren. Diese Ergebnisse deckten sich mit denen aus der Ermittlung der motorischen Aktivi-
tat im Heimatkéfig wahrend des selben Versuches: Die Wirkung des Capsaicins scheint erst
nach einiger Zeit deutlicher hervorzutreten, ein signifikanter Unterschied war erst in der
Nachtperiode festzustellen, d.h. auch hier bestéatigte sich das Bild, dass die Capsaicin-
Wirkung viel l1anger anhalt, als zuvor beschrieben (Dux et al., 2003) (siehe 5.2). Auch die
Auswirkung des Vehikels auf das Fressverhalten war analog zu der motorischen Aktivitat im
Heimatkafig. Wéahrend sich die mit isotoner Kochsalzlésung behandelte Untergruppe der
Kontrollgruppe nach 19:30h wieder angenahert hatte, fraBen die Tiere der ,Vehikel*
Untergruppe immer noch so wenig, dass ein deutlicher Unterschied zu erkennen war (siehe
5.2).

Eine Auswirkung der Narkose auf die Futteraufnahme kann wiederum ausgeschlossen wer-
den, da die Tiere der Gruppe ,ohne OP* wie die anderen Untergruppen auch, kurz vor dem
Versuch in Inhalationsnarkose gebracht wurden und sie deutlich mehr fraBen als alle ande-
ren Untergruppen.

Betrachtet man die aufgenommene Futtermenge der mit Interleukin behandelten Tiere der
Gruppe 2 wahrend der 1. Versuchsstunde, so lag ein deutlicher Unterschied der so stimulier-
ten Tiere zur Kontrollgruppe vor. Im Verlauf der 2. Stunde waren keine Unterschiede zu se-
hen. Diese Ergebnisse decken sich mit denen von Dantzer (2001), der ebenfalls eine Sup-
pression der Futteraufnahme binnen einer Stunde nach Behandlung mit Interleukin-18 und
Tumor Nekrose Faktor a (TNFa) beobachten konnte. In dieser Arbeit wurde dartber hinaus
eine deutliche Reduktion der Futteraufnahme wéhrend der Nachtperiode nachgewiesen, was
doch auf eine langer andauernde Interleukin-Wirkung hindeutet. In der 2. Versuchsstunde
hingegen war kein signifikanter Unterschied zu verzeichnen. Hier demonstrierten die Tiere
erneut das arteigene Verhalten, dass Ratten zu Beginn der Dunkelphase am meisten fres-

sen, zwischenzeitlich aber auch Phasen von geringer Futteraufnahme zeigen. Durch diesen
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Sachverhalt war die Differenz der Futteraufnahme in der 2. Stunde zwischen den Kontrolltie-
ren und den mit Interleukin behandelten Tieren physiologischer Weise geringer.

Es lieB sich eindeutig feststellen, dass die Tiere der Untergruppe ,Interleukin“ die Futtermen-
ge, die die Tiere der anderen beiden Untergruppen wahrend der gesamten Versuchzeit auf-
nahmen, nicht mehr aufholen konnten. Dieses Ergebnis weist auf den Schweregrad des Un-
wohlseins der Versuchstiere hin. Eine verminderte Futteraufnahme und eine verminderte
Gewichtszunahme, je nach Auspragung, werden als Einteilungskriterium flr die Belastbarkeit
in Tierversuchen herangezogen (siehe Belastungskatalog der FELASA, 1994).

Da die mit isotoner Kochsalzlésung behandelten Tiere wahrend der 1. Versuchsstunde keine
eklatanten Abweichungen von der Kontrollgruppe aufwiesen, ist davon auszugehen, dass die
Kammer selbst oder die Manipulation 6 Stunden vor Versuchsbeginn die Tiere nicht so stark
beeintrachtigte, dass sich eine deutliche Verhaltensanderung bemerkbar machte.

Insgesamt gesehen fraBen alle Tiere der Gruppe 1 und 2 wahrend der 1. Versuchsstunde
mehr als im Verlauf der 2. Stunde. Diese Beobachtungen deckten sich mit den Ergebnissen
der motorischen Aktivitat im Heimatkéafig und frGheren Untersuchungen (siehe 5.2).

b) Im Verlauf des 3. Verhaltensversuches

Ermittelt wurde, unterteilt in verschiedene Zeitperioden, die aufgenommene Menge Stan-
dardfutter und Kirschagar, die im Heimatkafig angeboten wurden.

Generell kann, wie unter 5.3 a) aufgefiihrt, ein reduziertes Futteraufnahmeverhalten als
Krankheitsindiz gewertet werden. Bis dato war nur eine Studie auffindbar, die sich mit der
Futteraufnahme von ,preferred food® im Zuge eines Krankheitsgeschehens beschéftigte.

Bei der von Pitychoutis et al. (2009) durchgefihrten Untersuchung wurden mannlichen und
weiblichen Ratten eine 1%ige Saccharose-Lésung angeboten. Ermittelt wurde die aufge-
nommene Menge Lésung einer weiblichen und mannlichen Kontrollgruppe im Gegensatz zu
zwei Gruppen, mannlicher und weiblicher Tiere, die mit Lipopolysaccariden behandelt wur-
den. Beide Geschlechtergruppen nahmen signifikant weniger Saccharose-L6sung auf als die
Kontrollgruppen.
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Die Ergebnisse der Futteraufnahme der Tiere der Gruppe 1, die 4 Minuten vor Messbeginn
in Narkose gelegt und z.T. mit Capsaicin behandelt wurden, erbrachten wéhrend des 3. Ver-
haltensversuches in keiner der beiden Versuchsstunden eine deutliche Divergenz, ohne Un-
terschied im Hinblick auf die aufgenommene Menge Standardfutter oder Kirschagar. Ledig-
lich im Verlauf der 2. Stunde war erkennbar, dass alle drei Untergruppen im Vergleich zur
Kontrollgruppe weniger Standardfutter fraBen. Die Ergebnisse des 3. Verhaltensversuches
belegten, dass die Manipulation an der Kammer die Tiere offensichtlich nicht so stark beein-
trachtigte, dass sie nicht auch das ,preferred food” verschmahten. Es kann aber nicht ausge-
schlossen werden, dass eine wiederholte Kammermanipulation eine Art Gewéhnung bewirkt,

die dadurch eventuell eine negative Auswirkung schmaélert.

Betrachtete man die Tiere der Gruppe 2, die 6 Stunden vor Messbeginn in Narkose gelegt
und z.T. mit Interleukin behandelt wurden, hinsichtlich der aufgenommenen Menge Kirscha-
gar, konnten im Verlauf der gesamten Versuchszeit bei den Tieren der Gruppe 2 keine gro-
Ben Unterschiede festgestellt werden. Bei der aufgenommenen Menge Standardfutter hin-
gegen zeigte sich wahrend der 1. Versuchsstunde und im Verlauf der Nachtperiode von
20:00h bis 8:00h ein signifikanter Unterschied zwischen den mit Interleukin behandelten Tie-
ren und denen der Kontrollgruppe.

Die Ratten scheinen durch die Behandlung mit Interleukin in ihnrem Verhalten zwar so beein-
trachtigt, dass sie weniger Futter aufnahmen als ihre Artgenossen, es scheint ihnen aber
nicht so schlecht zu gehen, dass sie auch das siBe und bevorzugte Futter missachteten.

Im Zuge einer Migraneattacke kann es neben Ubelkeit in der Prodromalphase auch zu HeiB-
hunger auf bestimmte Lebensmittel, wie z.B. Sussigkeiten, kommen (Marcus et al., 1997;
Diener, 2002 b; Headache Classification Committee of the International Headache Society,
2004). Ware es nun moglich, dass die Ratten, verursacht durch den meningealen Schmerz
sogar vermehrten Hunger auf stiBes Futter haben?

Die eben erwahnte Prodromalphase kiindigt sich beim Menschen Tage bis Stunden vor dem
eigentlichen Schmerzgeschehen an. Es ist also davon auszugehen, dass es durch die direk-
te Auslésung einer meningealen Entzlindung mittels Interleukin im Versuchstier Ratte nicht

zur Ausbildung einer Prodromalphase mit einhergehendem Heisshunger auf Zucker kommt.

Sowohl durch die Gruppe 1 als auch durch die Gruppe 2 konnte bestatigt werden, dass die
Ratten in diesem Versuchsaufbau das slBe Futter eindeutig dem Standardfutter vorgezogen
haben und sich durch den Einfluss von Interleukin oder der Kammermanipulation nicht be-
eindrucken lieBen. Diese Ergebnisse decken sich nicht mit denen von Pitychoutis et al.
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(2009) (s.0.), die Hypothese der Hypophagie auch von ,preferred food® ist in diesem Fall
nicht haltbar.

Cabanac und Johnson (1983) konnten in Untersuchungen ebenfalls demonstrieren, dass
Ratten fiir die Aufnahme besonders schmackhafter Nahrungsmittel auch bereit sind sehr
ungunstige Umweltbedingungen, in diesem Fall -15°C, auf sich zu nehmen, obwohl ihnen die
ganze Zeit Standardfutter in einem normal temperiertem Bereich angeboten wurde. Dabei
war die Bereitschaft der Tiere sehr stark von der Art der Nahrungsmittel abhéngig. Die Tiere
fraBen alle langer und 6fter von dem schmackhafteren Futter als von ihrem gewohnten Fut-
ter. Diese Ergebnisse decken sich mit den Beobachtungen dieser Arbeit. Erganzend kann
man hinzufligen, dass menigealer Schmerz ebenfalls kein Hinderungsgrund zu sein scheint
sehr schmackhaftes Futter, in diesem Fall sehr zuckerhaltiges Futter, aufzunehmen.

Die Auswirkungen von Zucker auf das Gehirn sind heutzutage bereits gut erforscht. In Ver-
suchen von Avena et al., bei denen Ratten Uber einen bestimmten Zeitraum neben ihrem
normalen Futter auch eine Zuckerlésung angeboten wurde, konnte bei diesen Versuchstie-
ren eine Abhangigkeit von Zucker nachgewiesen werden (Avena et al., 2008). Zucker, be-
sonders in groBen Mengen aufgenommen, férdert die massive Ausschittung von Dopamin
im Gehirn, welches mit den Wirkungen von Drogen vergleichbar ist (Avena et al., 2009).
Dopamin ist ein Neurotransmitter, der vor allem im Mittelhirn gebildet wird. Die Ausschittung
dieses Botenstoffes im Gehirn flihrt beim Menschen zu angenehmen Gefihlen der Selbst-
bestatigung und des Wohlbefindens. Daran beteiligt ist das sogenannte dopaminerge Beloh-
nungssystem (Reward-System).

Zucker hat also, vermittelt Gber den Botenstoff Dopamin, eine indirekte Wirkung auf das Be-
lohnungssystem des Gehirns. Diese Substanz kann, wie in Versuchen nachgewiesen wurde,
eine hohe Motivation hervorrufen und den Anreiz liefern, diese Substanz wiederholt aufzu-
nehmen. Diese Studie konnte ergédnzend beweisen, dass Ratten auch unter dem Einfluss
von Unwohlsein bzw. Schmerzen zuckerhaltige Futtermittel weiterhin aufnehmen, wahrend
sie ihr Standardfuttermittel weniger bis gar nicht mehr fressen.

Insgesamt betrachtet fraBen alle Tiere beider Gruppen auch im Verlauf des 3. Verhaltens-
versuches im Verlauf der 1. Stunde mehr als wahrend der 2.Versuchsstunde. Dieses Bild
deckte sich mit dem des 2. Verhaltensversuches.
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5.4 Einfluss von Capsaicin und Interleukin-18 auf die Wasseraufnahme

Unter normalen Bedingungen ist, analog zur Futteraufnahme, ein paralleler, circadianer
Rhythmus in der Wasseraufnahme zu verzeichnen (Claassen, 1994).

Das Phanomen, dass Futter- und Wasseraufnahme in gewisser Relation zueinander stehen,
wird, laut Aussage der meisten Autoren, durch Stress oder Schmerzen nicht verandert. Die
Autoren werten auch eine reduzierte Wasseraufnahme als relativ sicheres Zeichen fir
Schmerzen und Stress beim Tier (Morten & Griffiths, 1985; Sanford et al., 1986; Hart, 1988;
Henke & Erhardt, 2001; Weiss et al., 2003).

Bei den Untersuchungen zur Wasseraufnahme in Gruppe 1, die 4 Minuten vor Messbeginn
in Narkose gelegt und z.T. mit Capsaicin behandelt wurden, zeigte sich lediglich wahrend der
1. Stunde die Tendenz, dass die Tiere der Untergruppen ,Vehikel* und ,Capsaicin“ weniger
tranken als die Kontrollgruppe. Die mit isotoner Kochsalzlésung behandelten Tiere zeigten
sogar einen signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe. Im weiteren Versuchsverlauf wa-
ren zwischen den einzelnen Untergruppen keine Unterschiede zu verzeichnen.

Aufgrund des Umstandes, dass alle drei Untergruppen einen Unterschied zur Kontrollgruppe
aufwiesen, der Unterschied der Untergruppe ,,NaCl* zur Kontrollgruppe sogar signifikant war,
zeigte sich, dass alle drei Untergruppen einer Beeintrachtigung ausgesetzt waren, die dazu
fihrte, dass sie weniger tranken. Hier lieBe sich die Kammermanipulation als mégliche Ursa-

che erneut heranziehen.

Betrachtet man in Gruppe 2 die mit Interleukin behandelte Untergruppe beziiglich der Trink-
menge, so zeigte sich, dass wahrend der 1. Versuchsstunde zwar weniger Nahrung aufge-
nommen wurde, die Tiere aber nicht entsprechend weniger tranken. Die Wasseraufnahme
scheint ein ungeeigneter Parameter zur Bestimmung der Beeinflussung meningealen

Schmerzes zu sein.

Insgesamt gesehen tranken alle Tiere der Gruppe 1 und 2 wahrend der 1. Stunde mehr als
im Verlauf der 2. Versuchsstunde. Diese Beobachtungen deckten sich mit den Ergebnissen
der aufgenommenen Standardfuttermenge, der motorischen Aktivitat im Heimatkafig im Zuge
dieser Untersuchungsreihe und friheren Untersuchungen (siehe 5.2).
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5.5 Einsatz von Sprague-Dawley Ratten als Versuchstiere

In dieser Arbeit wurden Ratten als Versuchstiere gewahlt, da die Komplexitat der Erfor-
schung von Vorgangen im Zentralen Nervensystem die Verwendung warmblitiger Wirbeltie-
re erfordert. FUr die Durchfihrung von Untersuchungen des Zentralen Nervensystems an
lebenden Tieren werden zumeist Ratten genutzt. Die grundlegenden neurobiologischen Me-
chanismen sind bei Ratte und Mensch gleich. Zudem besteht eine groBe Ahnlichkeit des
trigeminalen Nervensystems der Ratte mit dem des Menschen. Diese Vergleichbarkeit zwi-
schen Mensch und Versuchstier macht die Verwendung der Ratte so populdr. Aufgrund der
GroBe der Ratten ist es mdglich operative Eingriffe durchzuflihren (Weiss et al., 2003) und
speziell im Bereich der neurologischen Forschung ist es von Vorteil, dass das Rattengehirn
auch ausreichend grof3 ist, um einzelne Strukturen darin zu lokalisieren und gezielt zu unter-
suchen.

In dieser Arbeit ging es um Grundlagenforschung und um ein Modell, das bereits Anwen-
dung findet (Kurosawa et al., 1995; Strecker et al., 2002; Dux et al., 2003) und auch in Zu-
kunft weiter eingesetzt werden soll. Daher ist es sinnvoll ein Versuchstier zu wahlen, das
zum einen am haufigsten Verwendung findet und zum anderen im Zuge dieser Versuchsrei-
he Ublicherweise zum Einsatz kommt (Rex et al., 2007). Das garantiert gewonnene Resultate

besser mit denen anderer Forschungsgruppen vergleichen zu kénnen.

Ratten und M&use haben den Vorteil, dass sie leicht verfligbar sind, man sie gut unter La-
borbedingungen halten kann, weiterhin sollen sie Uber eine beachtliche Widerstandskraft und
ein gut funktionierendes Immunsystem verfigen (Weiss et al., 2003).

In den von der George Manson University herausgegebenen standardisierten Arbeitsbedin-
gungen fir den Umgang mit Labortieren werden allerdings andere Stimmen laut. Hier wer-
den gegenteilig die bereits mehrfach veréffentlichten Ergebnisse angefuhrt, dass Ratten und
Mause doch viel anfalliger fur Infektionen sind, als bisher langlaufig angenommen. Subklini-
sche Infektionen scheinen unter Stress oder einer immunsuppressiven Situation sehr haufig
zu klinisch manifesten Infektionen zu fUhren, die ihrerseits Auswirkungen auf physiologische
und Verhaltensparameter in Versuchen haben kann. In ihren Arbeitsanweisungen wird ganz
eindringlich u.a. fir eine sterile Arbeitsweise geworben (Office of Research Subject Protec-
tions- George Manson University, 2009).

Sprague-Dawley Ratten werden neben Wistar Ratten in der Forschung am haufigsten be-
nutzt. Zahlreiche friihere Verdéffentlichungen weisen auf die Bedeutung von Unterschieden

zwischen verschiedenen Spezies oder Stdmmen einer Spezies hin, was in einer unterschied-
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lichen neuroanatomischen oder neurophysiologischen Auspragung munden kann (Nosek et
al., 2008; Le Bars et al., 2001; Stéhr et al., 1998; Chaouloff et al., 1995).

In Versuchen von Rex et al. (1996) wurden verschiedene Rattenstdmme und Ratten des
gleichen Stammes, die aber von verschiedenen Ziichtern bezogen wurden, vier verschiede-
nen Verhaltenstests unterzogen. Dabei konnte gezeigt werden, dass sich sowohl die Ratten-
stdmme untereinander, als auch die gleichen Stdmme von verschiedenen Rattenzlichtern
unterschieden. Genetische Faktoren, sowie Zuchtbedingungen scheinen also einen wesent-
lichen Einfluss auf die Ergebnisse eines neuroethologischen gepragten Versuches zu haben.
Gerade der auch in dieser Arbeit durchgeflihrte Open Field-Test ist besonders anféllig far
Verhaltensunterschiede der einzelnen Tierlinien, da er sich auf exploratives Verhalten stitzt.
Dieses wird von Ratten mit geringerem angeborenem oder gepragtem Angstverhalten bes-
ser gemeistert. Um mdglichst einheitliches Tiermaterial innerhalb dieser Versuchsreihe zu
erhalten, wurden alle Versuchstiere von einem Tierzlchter und zusatzlich noch aus einem

Tierstall geordert. Das Handling der Tiere oblag allein einer Person.

Die Beurteilung der Verhaltenséanderung im Schmerzgeschehen ist ein zusatzlicher kritischer
Faktor. Wie bereits vorstehend mehrfach belegt, kénnen gewisse ethologische Veranderun-
gen als Krankheitsverhalten gewertet werden. Doch laut Haskins (1992) auBert sich maBiger
Schmerz mit und ohne sichtbare Veranderung im Verhalten, der Aktivitat etc., was bedeutet,
dass man im Zuge dieser Arbeit zu falsch negativen oder falsch positiven Ergebnissen ge-
kommen sein kénnte. Die Bewertung einer Verhaltensédnderung kann dem Untersucher zwar
einen Hinweis darauf geben, ob ein Versuchstier Unwohlsein verspurt, leider kann man wie
in dieser Arbeit gewlnscht aber nicht eindeutig belegen, ob ein Tier Schmerzen leidet. Ledig-
lich bei sehr deutlichen LautduBerungen, wie Jaulen oder Quietschen, oder bei deutlichen
Handlungen, wie z.B. stdndigem Belecken derselben Kérperstelle, kann relativ sicher davon
ausgegangen werden, dass das Versuchstier tatsachlich einen Schmerz verspirt (FELASA,
1994; Bundesamt fUr Veterinarwesen, 1994).
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5.6 Einfluss des Isoflurans auf das Verhalten der Versuchstiere, bedingt durch den
Versuchsaufbau

Besonders im Zuge des Versuchsaufbaus der Gruppe 1, bei dem alle Tiere 4 Minuten vor
den Verhaltensversuchen einer Narkose unterzogen wurden, ist ein Einfluss des volatilen
Anésthetikums Isofluran auf das Verhalten der Versuchstiere nicht abwegig.

Isofluran ist eins der gebrduchlichsten Inhalationsanasthetika (Larsen, 2002; Erhardt et al.,
2004) und wurde daher auch bei dieser Arbeit eingesetzt.

Isofluran wird zu 99,8% Uber die Lunge wieder eliminiert. Es besitzt einen sehr geringen Blut-
Gas-Verteilungskoeffizient von 1,4, so dass erst bei langer andauernden Narkosen eine
Speicherung in Muskulatur und Fettgewebe stattfindet und es so zu einer verzégerten Auf-
wachphase oder einer Metabolisierung des Pharmakons kommt (Léscher, 2006; Erhardt et
al., 2004). Trotzdem ist die Elimination der metabolisierten Bestandteile von Isofluran langer
als z.B. bei Halothan (Dale & Brown, 1987). Isofluran weist eine Eliminationshalbwertszeit
beim Menschen von 20,58 Minuten auf (Pfeifer, 1992).

Eine Studie von Philip et al. (1996) zeigte, dass Menschen, die im Zuge einer Operation ei-
ner Isofluran-Narkose ausgesetzt waren, relativ viel Zeit benétigten, bis sie ihre psychomoto-
rischen und kognitiven Fahigkeiten wiedererlangt hatten. Im Schnitt konnten sie nach ca. 60
Minuten wieder sitzen ohne Schwindel oder Ubelkeit zu empfinden. Beim Menschen hat eine
Inhalationsnarkose also eine relativ lange Rekonvaleszenz zur Folge. Nun muss man in die-
sem Fall aber bedenken, dass die Patienten, anders als die Versuchsratten in dieser Arbeit,
auch einer tatsachlichen Operation unterzogen wurden.

Grundsatzlich hat Isofluran eine dosisabhangige depressive Wirkung auf das zentrale Ner-
vensystem (Eger, 1981), aber man kann aufgrund der oben genannten Griinde bei kurzen
Narkosen, wie sie im Zuge dieser Arbeit stattfanden, von einer schnellen Abflutung des Nar-
kosemittels aus dem Gehirn und den Geweben ausgehen, was wiederum relativ wenig oder

keine Beeinflussung auf Verhaltensversuche impliziert wirde.

Viele Jahre ging man davon aus, dass Narkosemittel nach der Ausscheidung aus dem Kor-
per keine weiteren Auswirkungen auf den Organismus haben wirden. In zahlreiche Untersu-
chungen an Patienten, die zuvor einer Operationen unterzogen wurden, konnten mit Hilfe
von neuropsychologischen Tests Symptome einer postoperativen kognitiven Dysfunktion bis
zu 3 Monate post operationem nachgewiesen werden. Hanning (2005) interpretiert diese
Ergebnisse so, dass es lang andauernde oder sogar permanente neuronale und neurologi-
sche Veranderungen in Gehirn geben muss, die zu solchen kognitiven Dysfunktionen fuhren.
GroBes Problem dieser Untersuchungen ist die Tatsache, dass alle Patienten nicht nur einer
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Narkose sondern auch einer Operation unterzogen wurden. Eine mdgliche Beeinflussung
durch die Operation (Schmerz, Stress, ungewohnte Umgebung, etc.) auf die kognitive Leis-
tung konnte unter diesen Bedingungen nicht ausgeschlossen werden.

Aus diesem Grund untersuchten Bothschafter (2005) und Osl (2008) den alleinigen Effekt
des Isofluran auf das Lernen und das Gedachtnis in einem Mausmodell. Es konnte interes-
santerweise gezeigt werden, dass eine vorhergehende zweistliindige Narkose mit Isofluran
das Lernen beschleunigt und die Gedéachtnisleistung verbessert, was besonders das dekla-
rative Gedachtnis zu betreffen schien (Osl, 2008). Auf das explorative Verhalten, einschlie3-
lich der Rearings, einen Tag nach der Narkose hatte die Isofluran-Narkose jedoch keinen
Einfluss. Die Untersucherin kam zu dem Schluss, dass es zu keinen Beeinflussungen des
Verhaltens kam, dass dieses volatile Anasthetika aber tatsachlich die hippokampale Ge-
dachtnisleistung bei Mausen zu verbessern scheint (Osl, 2008). Kontrar dazu zeigten die
Mause in den Versuchen von Bothschafter (2005) allerdings eine erhdhte Motivation zur Ex-
ploration bei reduzierter Angstlichkeit.

Diese Versuche zeigten eine deutliche Auswirkung von Isofluran tGber den Zeitraum der Nar-
kosedauer hinaus. Anmerken muss man allerdings, dass die Versuche nicht direkt im An-
schluss an die Narkose stattfanden und die Narkosedauer in den Versuchen von Osl (2008)
und Bothschafter (2005) 2 Stunden betrug, was ganz entscheidend von der Narkoseldnge
der Versuche dieser Arbeit abweicht.

Viele Auswirkungen des Isofluran auf das Gehirn auf biochemischer Ebene wurden in frihe-
ren Arbeiten bereits aufgezeigt. So hat Isofluran z.B. einen Einfluss auf Acetylcholin-, N-
Methyl-D-Aspartat (NMDA)- und y-Aminobuttersédure (GABA)-Rezeptoren im Gehirn (Schel-
ler et al., 1997; Ming et al., 2002; Detsch et al., 2002).

Mit Hilfe von Verhaltensversuchen konnte gezeigt werden, dass es bei Mausen zu einer sig-
nifikant erhéhten Lern- und Gedéachtnisleistung kommt, wenn genetisch bedingt eine erhéhte
Expression der NR2B-Untereinheit am NMDA-Rezeptor im Hippokampus vorliegt (Tang et
al., 1999).

Fraglich bleibt weiterhin inwieweit Isofluran, das auf verschiedene Rezeptoren Einfluss
nimmt, das Verhalten der Versuchstiere beeinflussen kann?

Letztlich konnte in dieser Studie eine Beeinflussung des Isofluran auf das hier untersuchte
Verhalten nicht aufgezeigt werden. Weitere Studien wéaren nétig, um die biochemischen Ef-
fekte volatiler Andsthetika und deren eventuellen Wechselwirkungen auf das Verhalten von

Versuchstieren, zu untersuchen.
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5.7 Analyse der einzelnen Verhaltenstests hinsichtlich der Verwendung zur

Beurteilung meningealen Schmerzes

Allgemein ist festzustellen, dass der Versuchsaufbau, bei dem Interleukin 6 Stunden vor den
Verhaltensversuchen appliziert wurde, sich als vorteilhafter herausgestellt hatte. Dennoch
zeigten die Ergebnisse aus dem 2. Verhaltensversuch, dass Capsaicin eine Wirkung zeigte,
die leider anfanglich durch die Manipulation an der Kammer Uberlagert wurde.

Die Ergebnisse des Open Field-Tests waren, abgesehen von der Beeinflussung der Kam-
mermanipulation der Gruppe 1, als sehr aussagekraftig einzustufen. Interessanterweise er-
wies sich das Groomingverhalten, sofern keine weitere Differenzierung der Putzsequenzen

stattfindet, als nicht geeignet meningealen Schmerz zu beurteilen.

Die Untersuchungen des 2. Verhaltensversuches, bei dem sowohl die motorische Aktivitat,
als auch die Futter- und Wasseraufnahme ermittelt wurden, erbrachten eindeutige Ergebnis-
se, betrachtet man die Tiere der Gruppe 2. Die mit Interleukin behandelten Tiere zeigten
deutliche Verhaltensanderungen im Gegensatz zu den Kontrolltieren. Diese Beobachtungen
deckten sich mit denen von Dunn et al. (2005). In seiner Ubersichtsarbeit schrieb er, dass
Interleukin-1 in Versuchstieren Krankheitsverhalten, z.B. Hypophagie oder Hypomotilitat,

auslost.

Wie vorstehend beschrieben, sind die Ergebnisse des 2. und 3. Verhaltensversuches nicht
konform, sowohl die aufgenommene Standardfuttermenge als auch die motorische Aktivitat
im Heimatk&fig unterschieden sich deutlich.

Zahlreiche friihere Arbeiten belegten bereits, dass Capsaicin, vor allem wiederholt angewen-
det, eine nervenschadigende Wirkung hat, die zum Teil irreversibel sein kann (Pini et al.,
1990; Simone et al., 1998). So flihrt Capsaicin zu einer starken Abnahme des Substanz P-
Gehaltes an afferenten Nervenfasern und in der Folge auch zur chemischen Zerstérung die-
ser Fasern. Entsprechend der Erwartung wurde durch diese Manipulation bei Versuchstieren
auch die Reaktion auf bestimmte experimentelle Schmerzreize reduziert (Zimmermann,
1983). Weitere Arbeiten zeigten, dass die wiederholte Anwendungen von Capsaicin an einer
Gewebestelle zu einer verminderten Schmerzhaftigkeit in diesem Bereich flhrte. Diese de-
sensibilisierende Wirkung des Capsaicin machte es gerade in der Anwendung beim chroni-
schen Schmerzsyndrom so attraktiv (Fusco & Giacovazzo, 1997; Herbert & Holzer, 2002).
Man muss sich infolge dessen die Frage stellen, ob die wiederholte Anwendung von Capsai-

cin in einem Versuchsaufbau zur Erzeugung meningealen Schmerzes dienlich ist. Da aller-
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dings auch in der Interleukin-Gruppe diese Unterschiede zwischen den Verhaltensversuchen
2 und 3 zu verzeichnen sind, kann man davon ausgehen, dass das Angebot von ,preferred
food“ den noch im 2. Verhaltensversuch so sichtbaren Verhaltensédnderungen entgegenge-
wirkt hat. In Ermangelung durchgefihrter Studien wurde, in Anlehnung an die Untersuchun-
gen von Pitychoutis et al. (2009), die Hypothese aufgestellt, dass groBe Schmerzen oder
starkes Unwohlsein auch zu einem Verschmahen von ,preferred food” fihren missten.

Im Zuge dieser Arbeit konnte aber bewiesen werden, dass zumindest unter den hier offerier-
ten Bedingungen ,preferred food” von den Versuchstieren nicht verschmaht wurde.

5.8 Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten deutlich, dass die meningeale Reizung mittels Capsai-
cin und dem Zytokin Interleukin-18 das Verhalten der Ratten in den verwendeten Versuchen
deutlich veréanderte.

Unsere Ergebnisse dieser Arbeit wiesen aber auch deutlich darauf hin, dass die Manipulation
an der Kammer eine Beeinflussung auf das Verhalten der Versuchstiere in den Versuchen
hatte. Daraus resultierend wére es vorstellbar, dass in zukinftigen Untersuchungen, die neu-
roethologisch gestltzte sind und die Anwendung von Capsaicin mittels ,cranial window tech-
nique“ miteinander verbinden méchten, die Zeit zwischen Kammermanipulation und Verhal-
tensversuch verlangert werden sollte, um somit die Auswirkung der Kammermanipulation
verringern zu kénnen.

Weiterhin konnte eine langer andauernde Wirkung des Capsaicin, wie bei der motorischen
Aktivitat im Heimatkafig im 2. Verhaltensversuch gesehen, nachgewiesen werden. Dieses
Ergebnis bekréftigt die Mdglichkeit nach der Applikation des Capsaicins eine gewisse Zeit
abzuwarten, bevor die eigentlichen Versuche beginnen.

Weiterflhrende Untersuchungen sollten beweisen, dass die durch Interleukin oder Capsaicin
hervorgerufenen Verhaltensdnderungen durch die Verwendung eines Migranepharmakons,
z.B. Triptane, nicht mehr auslésbar sind. Die ,predictive validity“ solcher Pharmaka in ihrem
Einsatz bei Kopfschmerzerkrankungen ist bereits hinreichend bewiesen und wirde die ,face
validity” dieses Kopfschmerzmodells zusatzlich verbessern.

Wenn Zytokine, wie Interleukin, bestimmte Verhaltensanderungen hervorrufen, musste die

vorherige Anwendung von Zytokin-Antagonisten diese verhindern (Dunn et al., 2005).
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Die deutlichen Ergebnisse des Open Field-Testes und des 3. Verhaltensversuches kénnten
in einem neuen Versuchsaufbau miteinander vereint werden. Dazu kdénnte man ein Stick
Kirschagar in die Mitte der Explorationsflache des Open Field legen. Weiterhin denkbar ware
ein Versuchsaufbau bei dem in der Mitte des Open Field eine kleine Rampe steht, auf deren
héchster Ebene sich ein Stuck Kirschagar befindet. Verglichen werden kann dann z.B. das
Verhalten der Ratten in diesem modifizierten Open Field mit dem einer Kontrollgruppe in
einem Open Field ohne Kirschagar auf der Explorationsflache.

Die Auswertung des Groomingverhaltens im Zuge des Open Field-Testes lieB bei beiden
Gruppen keine klare Interpretation zu. Wie friihere Arbeiten bereits demonstrierten ist das
Groomingverhalten ein sehr vielféltiger Verhaltensparameter. Weiterfihrende Untersuchun-
gen kénnten mit Hilfe einer genaueren Analyse der Putzsequenzen eindeutigere Ergebnisse

hervorbringen.

Um die Validierung dieses Kopfschmerzmodells zu verbessern wére es, aus oben (siehe 5.5)
dargelegten Griinden sicher sinnvoll, die gleiche Versuchsreihe noch mit einem oder mehre-
ren anderen Rattenstdmmen durchzufiihren bzw. sogar mit einer anderen Nagetierart.

Dem gegenuber steht der essentielle Aspekt des Tierschutzes, der den Einsatz einer még-
lichst kleinen Anzahl von Versuchstieren fordert.
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6. Zusammenfassung

»,Verhaltensbiologische Aspekte in einem experimentellen
Kopfschmerzmodell*

Kopfschmerz ist ein sehr haufig auftretendes Krankheitsbild, das verschiedene Auspragun-
gen haben kann. Die Symptome, besonders der chronischen Kopfschmerzerkrankungen,
sind zum Teil so schwerwiegend, dass es zu erheblichen persénlichen Beeintrachtigungen
kommen kann.

Die Behandlung chronischer Kopfschmerzerkrankungen ist sehr schwierig und bereits ge-
nutzte Pharmaka sind oft unzureichend therapeutisch wirksam oder mit unerwiinschten Arz-
neimittelwirkungen behaftet.

FortfGhrende Untersuchungen zur weiteren Entwicklung von Kopfschmerzmedikamenten und
zur Verbesserung des Verstandnisses der pathophysiologischen Grundlagen sind unabding-
bar. Verschiedene tierexperimentelle Kopfschmerzmodelle wurden in der Vergangenheit an
narkotisierten Tieren durchgefihrt. Eine verhaltensbezogene Evaluierung eines Kopf-
schmerzmodells ist bisher nicht erfolgt.

Ziel dieser Arbeit war der Nachweis, dass Ratten meningealen Schmerz empfinden kénnen
und dadurch Veranderungen des Verhaltens hervorgerufen werden. Dazu wurde ein bereits
etabliertes Kopfschmerzmodell so modifiziert, dass es zur Erforschung chronischen Kopf-
schmerzes an der wachen Ratte verwendet werden kann.

Es wurden Verhaltensparameter zur Beobachtung ausgewéhlt, die eine gute Vergleichbar-
keit zu jenen Symptomen zulassen, die beim Menschen im Zuge einer Migréneattacke zu
beobachten sind und die aufgrund vieler vorangegangener Untersuchungen gute Bewer-
tungskriterien flr das Krankheitsverhalten bei der Ratte liefern.

Die wesentlichen Beobachtungsschwerpunkte im Rahmen der hier durchgefihrten Untersu-
chungen waren die Beobachtung des explorativen Verhaltens, die Lokomotion und verschie-
dene Aspekte des FreBverhaltens. Eine reduzierte Aktivitat und eine verminderte Futterauf-
nahme der Ratten, die auch symptomatisch bei der Migraneattacke des Menschen sind,
wurden als Beeintrachtigung gewertet.

Die im Rahmen dieser Arbeit erbrachten Ergebnisse zeigen eindeutig, dass es nach der
Behandlung der Dura mater mit Interleukin-18 oder Capsaicin zu einer anhaltenden aber
reversiblen Beeintrachtigung des Verhaltens von Ratten kommt.

Interessanterweise kann eine generelle Reduktion der Futteraufnahme beobachtet werden,
die Verminderung der Aufnahme einer siiBen Belohnung allerdings war in keiner der Grup-
pen zu verzeichnen. Trotz des beobachteten Krankheitsverhaltens scheinen die Tiere fir
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angebotene Belohnungen weiterhin empfanglich zu sein, was auf eine geringere Beeintrach-
tigung des motivierten Verhaltens hindeutet.

Weiterhin konnte eine Reduktion der Exploration im Open Field, der mit Interleukin (und
Capsaicin) behandelten Tiere festgestellt werden. Die Auswertung der motorischen Aktivitat
im Heimatkafig zeigte eine noch weit in die Nachtperiode andauernde Beeintrachtigung der
mit Interleukin-1B oder Capsaicin behandelten Tiere.

Bei allen drei Verhaltensversuchen der Gruppe, die zum Teil mit Capsaicin behandelt wurde,
waren Abweichungen im Verhalten aller Tiere, bei denen kurz vor den Versuchen eine
Kammermanipulation stattfand, wéahrend der 1. Stunde zu verzeichnen. Dies kann man als
generelle Einflussnahme auf das Verhalten werten. Trotzdem war eine Wirkung des Capsai-
cin auch noch spater zu verzeichnen, die bei den mit isotoner Kochsalzlésung behandelten
Tieren nicht mehr zu finden war. In folgenden Versuchen wére eine langere Rekonvaleszenz
nach der Kammermanipulation ratsam.

Zur Verbesserung der Validierung dieses Kopfschmerzmodelles wére der Einsatz mit z.B.
Zytokin-Antagonisten, Vanilloid-Rezeptor-Antagonisten oder einem Migranepharmakon wie
Triptanen denkbar, die eine Aufhebung oder Verminderung der Verhaltensanderung herbei-
fihren sollten.

Die Ergebnisse dieser auf das Verhalten von Ratten gestiitzten Arbeit, weisen auf eine gute
Jace validity“ des hier angewendeten Kopfschmerzmodelles hin.
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6. Summary

“Ethological aspects in an animal model of headache*

Headaches are a common medical condition and can take various forms. The symptoms,
especially those resulting from chronic type headaches, can be so intense as to result in
considerable personal limitation. The treatment of chronic headaches is very complicated
and current pharmaceutical products often have insufficient therapeutic effects or are
associated with adverse drug reactions.

Further investigations are vital in order to develop better treatments and to improve
understanding of the pathophysiological principles that give rise to chronic headaches. In the
past various experimental models have been carried out on anaesthetised animals. However
an evaluation of rat behaviour associated with the various headache models has not yet
been conducted.

The aim of this dissertation is to show that rats can experience meningeal pain which can
result in changes to their behavioural patterns. A previously established headache model has
been modified in such a way as to allow research on chronic headaches in rats without the

use of narcotics.

The behavioural parameters used in the study were chosen based on two criteria 1) they
should allow for a comparison of the symptoms that result from a migraine attack in humans
and rats and 2) they should have well established evaluation criteria for the animals.
Emphasis was placed on explorative behaviour, motor locomotion and various aspects of
feeding behaviour. A reduction in physical activity and reduced food intake (symptoms also
observed in humans during the course of a migraine attack) were assessed as a sickness-

related impairment.

During the course of this investigation it was shown that local administration of Interleukin-13
or Capsaicin to the dura mater resulted in a reversible behavioural patterns in the animals. It
was also shown that groups of sick animals tended to reduce their general food intake;
however, there was no reduced consumption of sweet rewards. Despite behaviour
associated with sickness the observed animals continued to react positively to the food
rewards offered to them.
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Also noted was a reduction in exploration tendencies in the open field of animals treated with
Interleukin-1B (and Capsaicin). Furthermore evaluation during the nocturnal period of
animals housed in their home cages demonstrated the long lasting effect of Interleukin-13
and Capsaicin on motoric activity.

One particular group of animals which were partly treated with Capsaicin and had
experienced chamber manipulation shortly before the start of the investigation showed
deviations in all three behavioural tests. Despite this the effect of Capsaicin treatment could
still be observed at later time points. This was not the case with animals which had been
administered a saline solution. In future investigations it may be necessary to allow the
animals a longer period of convalescence following any manipulation of the chamber.

In order to improve the face validity of the headache model the use of a Cytokine-antagonist,
a Vanilloid receptor antagonist or an anti-migraine drug such as the Triptans might be
necessary to eliminate or to reduce the behavioural changes induced by meningeal

stimulation.

The results of the behavioural responses of the rats observed during our investigations give
credence to the validity of the headache model evaluated in this dissertation.
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