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Einleitung

1. EINLEITUNG

Depression ist eine der hiufigsten Volkskrankheiten. Depression ist keine bloBe Traurigkeit
oder Verstimmung, sie kann lebensgeféhrlich sein und zum Suizid fiihren. Betroffene
kommen aus allen sozialen Schichten und Berufen, sind jeden Alters und Geschlecht.
Depressionen sind behandelbar, bis zu 70% der Patienten konnen erfolgreich therapiert
werden.

Ziel der Depressionsforschung ist es, die Heilungschancen zu verbessern, den
Wirkungseintritt von Antidepressiva zu beschleunigen, neuartige Antidepressiva zu
entwickeln und die Zahl von non-respondern (Patienten, bei denen durch etablierte Therapien
keine Verbesserung der Symptome erzielt werden kann) zu minimieren.

Die Pathophysiologie der Depression ist sehr komplex. Das serotonerge System steht seit
Anfang der fiinfziger Jahre im Interessensfokus der Forscher. Die zufdllige Entdeckung der
antidepressiven Wirkung des Tuberkulostatikums Iproniazid gab den Anstof3 zur Entwicklung
der Monoaminmangel-Hypothese (Schildkraut, 1965), die in der Imbalance von
Neurotransmittern die Ursache fiir Depressionen sah.

Jiingere Befunde aus Untersuchungen an depressiven Patienten zeigen Verdnderungen in der
Dichte und Bindungskapazitit von Serotonin (5-HT)-Rezeptoren. Einem Rezeptorsubtyp wird
dabei vermehrt Aufmerksamkeit gewidmet: dem 5-HT;-Rezeptor. Eine Besonderheit dieses
Rezeptors ist, dass er in zwei Lokalisationen vorkommt. Er wird als somatodendritischer
Autorezeptor in der Raphe exprimiert und postsynaptisch als Heterorezeptor in den
Projektionsgebieten serotonerger Neurone.

In der Grundlagenforschung werden tierexprerimentelle Versuche durchgefiihrt um
Funktionen von Rezeptoren oder Transportern in vivo nachvollziehen zu konnen.
Verschiedene Lisionsversuche, bei denen das serotonerge Transmissionssystem ausgeschaltet
wurde, und die Generierung von 5-HT;s-Rezeptor-Knock out (KO)-Tieren haben die
Beteiligung dieses Rezeptors am depressionsdhnlichen Verhalten der Maus mehrfach belegt.
An unserem Institut existiert eine Mauslinie, die den 5-HT;s-Rezeptor in Gehirnregionen
tiberexprimiert, in denen er postsynaptisch vorkommt: den dufleren Schichten des Cortex und
im Hippocampus. Diese Tiere ermodglichen es, die Rolle des postsynaptischen 5-HTa-

Rezeptors detailliert zu untersuchen.



Einleitung

Ziel dieser Arbeit ist es, drei Fragestellungen an diesen Tieren zu untersuchen.

1. Zur Beleuchtung der Rolle des 5-HTa-Rezeptors im depressionsidhnlichen Verhalten der
Maus und der Bedeutung des Verhiltnis von somatodendritischen zu postsynaptischen 5-
HT;s-Rezeptoren wird das Verhalten der transgenen Méuse mit dem von Wildtyptieren in
zwei Verhaltenstests, dem Porsolt-Schwimmtest und dem Open-field Test, und einem
Tiermodell der Depression, dem Sucrose-preference Test, getestet und verglichen. Dazu
werden die Tiere mit vier Antidepressiva, die unterschiedlich am serotonergen

Transmissionssystem angreifen und einer Referenzsubstanz behandelt.

2. Stress kann beim Menschen Depressionen hervorrufen (Chrousos und Gold, 1992). In
Tierexperimenten konnen Verdnderungen in der Stressachse ein depressionsdhnliches
Verhalten verursachen. Die Aufzeichnung der Stressreaktion auf definierte Stressreize in
Form einer Zunahme der Korpertemperatur soll klidren, ob es einen Unterschied zwischen den
Genotypen gibt. Es wird ein moglicher Zusammenhang zwischen Stressresistenz und dem

postsynaptischen 5-HT;s-Rezeptor diskutiert werden.

3. Frauen erkranken deutlich hédufiger an Depressionen als Ménner, als Ursache dafiir werden
unterschiedliche =~ Rezeptorverteilungsmuster ~im  Gehirn  diskutiert. In  einer
geschlechtervergleichenden Rezeptorautoradiographie soll bei beiden Genotypen das
Verteilungsmuster des 5-HT;a-Rezeptors untersucht werden und ein  moglicher

Zusammenhang zum depressionsdhnlichen Verhalten der Maus gefunden werden.
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2. LITERATURUBERSICHT
2.1. Depression
2.1.1. Einleitung

Das lateinische Wort ,,deprimere* (erniedrigen, herunterdriicken) ist der Ursprung des
Begriffes Depression, welcher im Volksmund hédufig synonym mit Schwermut und
Melancholie verwendet wird.

Depressionen sind eine Ausprigungsform der sogenannten affektiven Storungen, die zu den
psychischen Erkrankungen gehoren. Affektive Storungen zeichnen sich durch eine
Verschiebung der Grundstimmung aus, die entweder in eine gesteigerte, erregte Stimmung
(Manie) oder in eine gedriickte, gechemmte Stimmung (Depression) erfolgen kann. Diese
Verschiebung kann in nur eine oder abwechselnd in beide Richtungen erfolgen (bipolare
affektive Storung).

Die genaue Klassifizierung der affektiven Storungen ist in der ICD (Internationale statistische
Klassifikation der Krankheiten und verwandter Gesundheitsprobleme) festgelegt. Sie wurde
1948 von der WHO (World Health Organization) fiir alle Krankheiten eingefiihrt und wird
seit 1986 vom DIMDI (Deutsches Institut fiir medizinische Dokumentation und Information)
ins Deutsche iibertragen. Ziel der ICD ist eine objektive Diagnosestellung, bei der mogliche
Entstehungsursachen nicht miteinbezogen werden. Die Krankheiten werden streng nach
Symptomatik, Schweregrad und zeitlichem Verlauf eingeteilt. Dies ist von besonderer
Bedeutung bei psychischen Erkrankungen wie der Depression, da in diesem Gebiet mehrere
Klassifikationssysteme nebeneinander benutzt wurden, was leicht zu Unklarheiten,
insbesondere bei Uberweisungen, fiihrte. Die heute giiltige Version ist die ICD-10 (WHO,
2005). Die beta-Version der ICD-11 wird 2010 verdffentlicht (WHO, 2007). Das fiinfte
Kapitel der ICD-10 befasst sich mit den psychischen Erkrankungen, und davon die Punkte 30
bis 39 mit den affektiven Storungen.

Eine Depression ist zu diagnostizieren, wenn die Hauptsymptome wie eine gedriickte
Stimmung, ein verminderter Antrieb und die Unfidhigkeit, Freude und Interesse zu empfinden,
vorliegen. Zusidtzlich konnen hadufig Konzentrationsstorungen, ein vermindertes
Selbstwertgefiihl, vermehrte Schuldgefiihle, Schlaf- und Appetitstorungen bei depressiven
Patienten beobachtet werden. In sehr schweren Fillen bestehen Halluzinationen, Stupor und
eine hohe Suizidgefahr. Selten sind alle Symptome gleichzeitig gegeben. Um eine depressive
Episode zu diagnostizieren, muss eine organische Atiologie ausgeschlossen worden sein und

das Krankheitsbild muss iiber zwei Wochen bestanden haben. Je nach Auspriagungsgrad und

11
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Anzahl der vorliegenden Symptome ist ein Schweregrad festzulegen. Es wird zwischen
einzelnen depressiven Episoden, einer rezidivierenden depressiven Storung und einer Phase
im Rahmen einer bipolaren Storung unterschieden. Abbildung 1 fasst die Diagnosefindung

zusammen.

Abbildung 1: FlieBschema modifiziert nach ICD-10 (WHO, 2005) zur Diagnosefindung: Symptome,
Schweregrad und zeitlicher Verlauf.

Hauptsymptome (HS)

Gedriickte, depressive Stimmung
Interessensverlust, Freudlosigkeit
Antriebsmangel, erhdhte Ermiidbarkeit

Zusatzsymptome (Z.S)

Verminderte Konzentration und Aufmerksamkeit
Schlafstdrungen

Verminderter Appetit

Vermindertes Selbstwertgefiihl und Selbstvertrauen
Gefiihle von Schuld und Wertlosigkeit

Negative und pessimistische Zukunftsperspektiven
Suizidgedanken/-handlungen

<2 HS <2HS <3 HS
+ + +
<27S 3-47S >47S

Dauer der Symptome > 2 Wochen

Leichte Mittelgradige Schwere
DEPRESSIVE EPISODE
Im Rahmen
Monophasisch Rezidivierend eines
bipolaren
Verlaufs

12
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2.1.2. Epidemiologie

Die Privalenz psychischer Erkrankungen ist sehr hoch. Von 870 Millionen Europédern leiden
geschitzte 100 Millionen an Depressionen und Angstzustinden, weit mehr als die Hilfte
davon sind Frauen. Neuropsychiatrische Erkrankungen bilden somit den zweitgroften Anteil
der Krankheitslast nach Herz-Kreislauferkrankungen. Suizid war 1998, nach dem
Verkehrsunfall, die zweit hidufigste Todesursache unter jungen Erwachsenen bis 35 Jahren
(World Health Organization. Regional Office for Europe, 2005). Die Depression allein stellt
6,2% des DALY -Verlustes (Disease Adjusted Life Years), welches als MaB3 zur Einschidtzung
der Bedeutung einer Krankheit auf die Gesellschaft benutzt wird. Diese Zahl ist
wahrscheinlich noch viel zu tief angesetzt (Falagas et al., 2007).

Es ist nicht moglich genaue Zahlen zu Ersterkrankungsalter und Dauer einer depressiven
Episode zu bestimmen. Gehduft tritt die Depression zwischen 18 und 25 Jahren zum ersten
Mal auf, kann aber Menschen jeden Alters befallen. Uber 60% der Patienten erkranken nach
einer Episode erneut, bei ca. 20% entsteht ein chronischer Verlauf. Insgesamt ist eine

Zunahme der Krankheitshéaufigkeit zu verzeichnen (Compton et al., 2006).

2.1.2.1. Zusammenhang zwischen Stress und Depression

Die Lebensbedingungen haben sich in den letzten fiinfzig Jahren sehr verdndert. Die Zahl der
an Erkrankungen an Depression ist in dieser Zeit stark gestiegen. Die Bedeutung der Familie
hat sich gewandelt und immer mehr Menschen leben allein in Singlehaushalten
(Bundeszentrale fiir politische Bildung, 2005). Zudem hat sich das soziale Umfeld stark
verdndert. Die Anforderungen am Arbeitsplatz sind grof3, auch die Angst diesen zu verlieren.
Allein in den Jahren 1991 bis 2004 ist die Zahl der Arbeitslosen in Deutschland von 2,6
Millionen auf 4,4 Millionen Menschen gestiegen (Bundesagentur fiir Arbeit, 2004).

Es ist bekannt, dass chronischer Stress beim Menschen Depressionen hervorrufen kann
(Chrousos und Gold, 1992). Verdnderungen 1im  Hypothalamus-Hypophysen-
Nebennierenrinden (HPA)-System sind konsistente biologische Befunde bei depressiven
Erkrankungen. Héufig wird eine vermehrte Sekretion der Stresshormone Corticotropin-
releasing Hormon (CRH), Adrenocorticotropes Hormon (ACTH) und Cortisol gefunden
(Linkowski et al., 1987; Nemeroff et al., 1984).

Stress wirkt sich negativ auf die Neurogenese im adulten Hippocampus aus (Bremner, 2006).

Eine verminderte Neurogenese ist auch bei Depressiven beobachtet worden (Gould et al.,

13
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1997; Paizanis et al., 2007; Pittenger und Duman, 2008). Auch das Volumen des
Hippocampus ist nach einer Depression vermindert, wobei diese Verdnderung von der Dauer
der Erkrankung und nicht dem Alter des Patienten abhédngig ist (Sheline et al., 2003; Sheline
et al., 1999; Sheline et al., 1996). Interessanterweise sind diese Verdanderungen teilweise nach
Aussetzen des Stressors oder nach chronischer Gabe von Antidepressiva wieder reversibel
(Lucassen et al., 2004; Vermetten et al., 2003).

Jacobson und Sapolsky (1991) beschreiben einen negativen feed back-Mechanismus des
Hippocampus auf die HPA-Achse, wobei eine hohe hippocampale Aktivitit eine verminderte
Aktivitdt des HPA-Systems bedingt. Trotz der bisherigen Befunde gilt ein dtiologischer
Zusammenhang zwischen verminderter Neurogenese, Stress und Depression noch nicht als
gesichert (Paizanis et al., 2007). Nach dem heutigen Stand der Forschung sind die

morphologischen Verdnderungen die Folge und nicht die Ursache von Stress und Depression.

2.1.3. Atiologie

Die Erkenntnisse zur Atiologie der Depression wachsen stetig, sie ist jedoch noch nicht
vollstindig aufgeklért. Die Depression ist eine multifaktorielle Erkrankung, bei der genetische
Faktoren und Umweltfaktoren interagieren (Sullivan et al., 2000). Anhand von Zwillings- und
Familienstudien konnte eine Heritabilitit von 30-40% bestimmt werden. Die individuelle
Disposition in Kombination mit traumatischen Ereignissen wie Scheidung, Verlust der Eltern
oder anderer Familienmitglieder, Arbeitslosigkeit oder Krankheiten wie Angststorungen und
Schlaganfille, ist als moglicher Ausloser fiir eine Depression anzusehen.

Erste Beobachtungen, die den Forschungsschwerpunkt auf die Monoamine lenkten, waren
Berichte iiber Stimmungsaufhellungen von Patienten, die mit dem Tuberkulostatikum
Iproniazid behandelt wurden. Diese Stimmungsaufhellungen konnten auf das Medikament
zuriickgefithrt werden. Anfang der fiinfziger Jahre konnte der Wirkungsmechanismus
aufgekliart werden. Der Wirkstoff hemmt das Enzym Monoaminooxidase (siehe Kapitel
2.3.2.), wodurch mehr Monoamine im synaptischen Spalt zur Verfiigung stehen (siche
Ubersichtsarbeit von Elhwuegi, 2004). 1965 wurde von Schildkraut (1965) die
Monoaminmangel-Hypothese  formuliert, welche die Dysregulation und/oder die
Beeintrichtigung biogener Amine als die Ursache von depressiven Erkrankungen beschreibt.
Zuerst stand Noradrenalin im Focus weiterfiihrender Untersuchungen und wurde als Ausloser
fiir die Entstehung von Depressionen angesehen (Axelrod et al., 1961). Ende der Sechziger

stellte der Nobelpreistriger Carlsson seine Ergebnisse zu Serotonin (5-HT) als Target fiir die
14
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Wirkung der bis dato bekannten Antidepressiva vor (Carlsson et al., 1968; Lapin und
Oxenkrug, 1969) und verlagerte so den Forschungsschwerpunkt.

Klinische Studien haben gezeigt, dass der Spiegel des 5-HT-Vorldufers Tryptophan im
Plasma depressiver Patienten vermindert ist (Coppen et al., 1973). Der 5-HT-Metabolit, 5-
Hydroxyindolessigsdure (5-HIAA), ist im Liquor von Suizidpatienten vermindert, was auf
einen reduzierten 5-HT-Umsatz hinweist (Asberg et al., 1976).

Neuere Ergebnisse weisen auf eine deutlich komplexere Atiologie hin. Parsey et al. (2006)
stellten mittels einer Positronenemissionstomographie (PET) fest, dass Patienten mit einer
unbehandelten  Depression eine  hohere  5-HT;s-Rezeptordichte  aufweisen  als
Kontrollpersonen bzw. Patienten, die mit Antidepressiva behandelt wurden. Bei
Suizidpatienten konnte unter anderem eine erhohte Dichte von 5-HT;s-Rezeptoren in der
Raphe (Stockmeier, 2003) und von o,-Adreorezeptoren vor allem im Hypothalamus
nachgewiesen werden (Meana et al., 1992).

Drevets et al. (1999) fiihrte eine post mortem PET-Studie mit Suizidopfern und Depressiven,
die an einem natiirlichen Tod verschieden waren durch und konnte bei diesen ein verringertes
Rezeptorbindungspotential im mesotemporalen Cortex und in der Raphe nachweisen. In der
in vivo PET-Studie von Hirvonen et al. (2007) konnten die von Drevets beschriebenen
Veridnderungen bei Patienten mit einer unbehandelten Depression bestitigt werden. Hirvonen
beschreibt ein vermindertes 5-HT; a-Rezeptorbindungspotential im gesamten Gehirn von nicht
therapierten depressiven Patienten.

Eine weitere Studie (Lemonde et al., 2004) zeigt, dass der C(-1019)G 5-HT;s-Gen
Polymorphismus zu einer erhohten Expression von 5-HT;a-Rezeptoren in den Raphekernen
fiihrt. Diesen Polymorphismus findet man bei depressiven Patienten doppelt so hdufig wie bei
nicht depressiven.

Fir die Entstehung einer Depression sind nach heutigem Wissensstand mehr als
Neurotransmitterimbalancen  verantwortlich. Die pathofunktionelle Bedeutung der
Rezeptorverdanderungen ist noch nicht vollstindig beleuchtet, die Ergebnisse geben noch kein

einheitliches Bild.

2.1.4. Antidepressiva

Nach der Aufklirung des Wirkungsmechanismus von Iproniazid wurde gezielt nach
Substanzen gesucht, die entsprechend der Monoaminmangel-Hypothese der Depression den

Neurotransmittergehalt im synaptischen Spalt erhShen.
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Grofe klinische Bedeutung erlangten die trizyklischen Antidepressiva (TZA), deren Name sich
von ihrer Struktur ableitet. Sie zeichnen sich durch eine gute klinisch antidepressive Wirkung
aus, haben aber bedingt durch ihre unspezifische Bindung an Adreno-, 5-HT-, Dopamin-,
Acetylcholin- und Histaminrezeptoren sehr viele unerwiinschte Wirkungen (u.a. Seh-,
Kreislauf- und Herzrhythmusstorungen). Heute werden sie meist nur noch bei schweren
Formen der Depression eingesetzt. Bekannte Vertreter der TZA sind Amitryptilin und
Clomipramin.

Die Weiterentwicklung der TZA brachte Anfang der neunziger Jahre die Selektiven Serotonin
Wiederaufnahmehemmer (SSRI) hervor. Paroxetin, Fluoxetin und Citalopram sind z. Z. die
gebriduchlichsten Medikamente in der Therapie der Depression. Citalopram ist die wichtigste
Substanz dieser Gruppe und zugleich das Medikament mit der hochsten Selektivitit fiir den 5-
HT-Transporter. Durch dessen Hemmung wird der Gehalt von 5-HT im synaptischen Spalt
erhoht. Die SSRI zeichnen sich durch eine starke antriebsteigernde und besonders gute
Wirkung bei Frauen aus (Antonijevic, 2006). Das Nebenwirkungsprofil (v.a. gastrointestinale
Beschwerden) ist deutlich giinstiger als bei den TZA (Pollock, 2001).

Die Selektiven Noradrenalin Wiederaufnahmehemmer (SNRI) bewirken kurzfristig die
Erhohung der Noradrenalinkonzentration im synaptischen Spalt. Das SNRI, welches die
hochste Selektivitit aufweist, ist Reboxetin (Wong et al., 2000).

Die dualen Antidepressiva hemmen die Wiederaufnahme von zwei Monoaminen, entweder
Noradrenalin und Dopamin (Bupropion) oder Noradrenalin und 5-HT (Duloxetin,
Venlafaxin). In klinischen Studien wird, neben einem schnelleren Wirkungseintritt, von einer
ausgepragten antidepressiven Wirkung und einer Linderung somatischer Begleitsymptome
(Schmerzen) sowie von einer sehr guten Vertriglichkeit berichtet.

Ein vollkommen neuartiges, atypisches Antidepressivum stellt Tianeptin dar. Es verstérkt die
Wiederaufnahme von Serotonin (Selektive Serotonin Wiederaufnahmeverstdirker (SSRE)) und
wirkt sowohl in der Klinik als auch im Tiermodell antidepressiv. Es widerspricht damit dem
bisherigen Verstindnis der Wirkmechanismen von Antidepressiva, dem die Erhohung des
Transmittergehaltes im synaptischen Spalt zu Grunde lag (McEwen und Olie, 2005).
Azapirone sind 5-HT4-Rezeptorpartialagonisten. Buspiron ist ein wichtiger Vertreter der
Azapirone und wurde in der Klinik als nicht sedierendes Anxiolytikum mit eher miBigem
Erfolg eingesetzt. Da es in Europa als Antidepressivum in der Monotherapie enttiduschte, wird
es hier mit anderen Antidepressiva kombiniert um so einen fritheren Wirkungseintritt der
letzteren zu erzielen. Gerade wenn die Komorbiditdt mit einer generalisierten Angststorung

vorliegt, scheint sich diese Augmentationstherapie zu bewihren (Harvey und Balon, 1995).
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Die schlechte Wirkung und Akzeptanz als Monotherapeutikum konnte auf eine ungiinstige
Pharmakokinetik zuriickgefiihrt werden (zu kurz andauernde hohe Plasmapeaks). Durch die
Entwicklung von extended-release Formulierungen konnten zu hohe Blutkonzentrationen
vermieden werden und die Compliance wurde durch nur einmal tédgliche Einnahme
verbessert. Die so erzielte antidepressive Wirkung ist der von SSRI gleichzusetzen. In den
USA hat sich die Monotherapie mit Buspiron mittlerweile etabliert (Sakr und Andheria,
2001).

Ungefihr zwei Drittel der an Depression erkrankten Menschen sprechen auf eine Therapie mit
den etablierten Antidepressiva an. Die Zahl von non-respondern ist jedoch noch sehr hoch,
weswegen stidndig nach neuen antidepressiv wirkenden Substanzen gesucht wird (Rubio et al.,
2003; Thase, 2008).

Eine solche neuartige Substanz ist Agomelatin. Agomelatin ist ein Melatoninrezeptoragonist
und ein kompetitiver Antagonist am 5-HT,c-Rezeptor. Agomelatin soll eine Wirksamkeit
zeigen, die mit derzeitigen Standardtherapien mit SSRI und SNRI vergleichbar ist, bei
gleichzeitig besserer Vertriaglichkeit (geringere sexuelle Dysfunktion und Gewichtszunahme
der Patienten). Es soll die gestorte Schlafarchitektur depressiver Patienten normalisieren. Ein
Zulassungsantrag wurde 2006 abgelehnt, nachdem der Ausschuss fiir Humanarzneimittel der
Europiischen Arzneimittelagentur (EMEA) aus den eingereichten Studienunterlagen keinen
ausreichenden antidepressiven Effekt erkennen konnte (EMEA, 2006), jedoch fiihrt die
Herstellerfirma weitere Studien zur Bestitigung der antidepressiven Wirkung durch. Der US-
Zulassungsantrag ist 2008 eingereicht worden (Novartis, 20006).

Eine Dysregulation des HPA-Systems wird sehr hiufig bei Depressiven beschrieben (siehe
2.1.2.1.). CRH-Rezeptorantagonisten und Steroidsynthesechemmer (z. B. das Fungizid
Ketokonazol) zeigen in Studien an Tieren und Menschen antidepressive Wirkungen, die mit
den klinisch etablierten Substanzen vergleichbar sind. Unerwiinschte Wirkungen wie erhohte
Leberenzymwerte und Studien mit zu kleinen Fallzahlen sind Ursachen dafiir, dass solche
Substanzen noch nicht in der Therapie der Depression eingesetzt werden (siche

Ubersichtsarbeit Rupprecht et al., 2004).
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2.2. Tierexperimentelle Untersuchungen in der Depressionsforschung
2.2.1. Giiltigkeitskriterien fiir Tiermodelle

Tiermodelle sind hilfreich und noch unverzichtbar, um neurobiologische Prozesse psychischer
Erkrankungen zu studieren.

Ein aussagekriftiges Tiermodell soll drei Giiltigkeitskriterien erfiillen: Face, construct und
predictive validity (McArthur und Borsini, 2006).

Die Augenscheinvaliditit oder offensichtliche Validitdt (face validity) soll als Mal} der
Analogie des klinischen Erscheinungsbildes zwischen Mensch und Tier dienen. Hierbei ist die
phinomenologische Similaritit von entscheidender Bedeutung, d.h. die Ahnlichkeit der zu
beobachtenden Symptome.

Die Ahnlichkeit der Ursache wird in der Konstruktgiiltigkeit eines Tiermodells (construct
validity) bewertet, d.h dass die im Tiermodell beobachtete Verhaltensauffilligkeit durch eine
dhnliche Ursache bedingt wird wie die Erkrankung beim Menschen.

Letztendlich besitzt ein Modell Vorhersagevaliditét (predictive validity), wenn Ergebnisse zur
Wirksamkeit neuer Pharmaka bei der Ubertragung von Resultaten eines Screenings aus dem
Tiermodell in die Klinik bestitigt werden.

Das ideale Tiermodell erfiillt diese drei Giiltigkeitskriterien. Besonders bei Syndromen wie
der Depression, die keine nosologische FEinheit bilden und denen eine multifaktorielle
Atiopathogenese zugrunde liegt, ist es nicht moglich, ein exaktes Abbild zu modellieren.
Meistens ist hier die construct validity das limitierende Giiltigkeitskriterium. Viele Symptome
der Depression wie Stimmungen, kreisende Gedanken oder Todeswiinsche sind im

Tiermodell nicht nachvollziehbar.

2.2.2. Tierexperimentelle Untersuchungen zur Depression

Im Folgenden soll ein kurzer Auszug iiber gingige tierexperimentelle
Untersuchungsmethoden zur Depressionsforschung dargestellt werden.

In Verhaltenstests der Depression werden die Veridnderungen der Reaktionen von Tieren auf
bestimmte (meist akute) Stressreize beobachtet, nachdem diesen die zu untersuchende
Substanz (meist mit antidepressiver Wirkung) appliziert wurde. Diese Effekte unter

Substanzeinfluss werden mit dem Verhalten von Kontrolltieren verglichen.
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Wird in den Verhaltenstests der Depression ein Verhalten als Reaktion auf einen dufleren Reiz
bewertet, so wird in den Depressionsmodellen versucht, einen depressionséhnlichen Zustand

beim Tier zu induzieren (von innen) und den resultierenden Phénotyp zu untersuchen.

2.2.2.1. Verhaltenstests der Depression
2.2.2.1.1. Auf sozialem Stress beruhend

Das Maternal-separation Model war eines der ersten Modelle, das den Zusammenhang von
sozialem Stress und Depression untersuchte. Die Jungtiere werden von ihren Miittern
getrennt, worauf sie zuerst mit Protest reagieren und nach einer Weile resignieren (,,despair®).
Dieses Verhalten wird dahingehend interpretiert, dass das Tier aufgibt, einen Ausweg aus der
Situation, in der es sich gerade befindet, zu suchen. Es wird als depressionsidhnlich angesehen
und ist durch Antidepressiva teils reversibel (Lehr, 1989). Die Studie von Boccia (2007)
beschreibt eine Induktion depressionsdhnlichen Verhaltens bei den Muttertieren, wenn sie von
ihren Jungtieren getrennt werden. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass es nicht nur beim
Jungtier zu endokrinen Disbalancen (insbesondere CRH-Erhohung und verminderte
Glucocorticoidgehalte (Francis und Meaney, 1999)) kommt, sondern dhnliche Veridnderungen
auch beim Muttertier erzeugt werden. Millstein und Holmes (2007) hingegen konnen in ihrer
Studie an verschiedenen Mausstimmen keinen gesicherten Zusammenhang zwischen
sozialem Stress durch Separation und Isolation von Mutter- und Jungtier in den ersten
Lebenstagen und depressionsdhnlichem Verhalten beschreiben.

Ein weiterer Ansatz, um Auswirkungen von sozialem Stress auf das Verhalten zu
untersuchen, ist das Resident-intruder Paradigm. Zu einer einzeln gehaltenen Ratte (Resident)
wird eine weitere Ratte (Intruder) gesetzt. Die Resident-Ratte exploriert die Intruder-Ratte,
die wiederum Aggressions- und/oder Fluchtverhalten zeigt. Die akute Gabe von
Antidepressiva reduziert die Aggressionen der Tiere und erhoht die Anzahl der

Fluchtversuche, was als Antriebssteigerung bewertet werden kann (Mitchell, 2005).

2.2.2.1.2. Auf Umgebungsstress beruhend

Ende der siebziger Jahre entwickelte Porsolt einen Test, der heute der Standardversuch zum
Screening neuer Substanzen mit potentieller antidepressiver Wirkung ist (Cryan und Holmes,
2005; Porsolt et al., 1978). Im Porsolt-Schwimmtest oder Forced-swim Test werden Ratten

oder Mduse in einem mit Wasser gefiillten Zylinder schwimmen gelassen. Die Tiere
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versuchen dieser Situation zu entkommen. Nach einer Weile geben sie auf und verharren
unbeweglich (immobil) im Wasser. Das Verhalten wird als ,,despair® bezeichnet. Die Zeit, in
der die Tiere nicht aktiv schwimmen, sich nur treiben lassen, wird gemessen
(Immobilititszeit). Sie wird durch die Wirkung von Antidepressiva typischerweise verkiirzt
(siehe 3.2.2.1). Nach dem gleichen Prinzip funktioniert der 1985 von Stéru vogestellte Tail-
suspension Test (Cryan et al., 2005a; Steru et al., 1985). Die Tiere werden an ihren
Schwinzen aufgehingt. Auch hier resignieren die Maéuse nach anfidnglichen
Ausbruchsversuchen  (,,despair) und bleiben schlieBlich  regungslos  hingen.
Interessanterweise fiihrt schon die einmalige akute Gabe der meisten Antidepressiva in diesen
Tests zu einer Verkiirzung der Immobilititszeit. Dies macht sie, im Gegensatz zu den anderen
Tests und Modellen, die eine chronische Behandlung mit den Substanzen erfordern, so
wichtig fiir die Forschung. Mit wenig Zeitaufwand konnen Wirkstoffe mit potentieller

antidepressiver Wirkung getestet werden.

2.2.2.2. Depressionsmodelle
2.2.2.2.1. Lision

Ein Model mit einem vollkommen anderem Ansatz sich dem Wesen der Depression zu nihern
ist die Ektomie des Bulbus olfaktorius (olfaktorische Bulbektomie) der Ratte (Cairncross et
al., 1977). Den Versuchstieren werden beide Riechkolben chirurgisch vollstindig entfernt.
Die Operation induziert das ,,olfactory bulbectomy syndrome‘. Die bulbektomierten Jungtiere
zeichnen sich durch eine erhohte Stressanfélligkeit, gestorten Schlafrhythmus,
Gewichtsverlust, Hyperaktivitit und ein anhedonisches Verhalten (siehe 2.2.2.2.2.) aus.
Dieser Phinotyp wird auf die fehlende Pheromonwirkung auf das Limbische System
zuriickgefiihrt, die sich in degenerativer Verdnderungen vor allem in Hippocampus und
Amygdala manifestiert (Shepherd, 2006). Das erzeugte Verhaltensbild &dhnelt einer
menschlichen Depression und ist durch die chronische Gabe von Antidepressiva annihernd

normalisierbar.

2.2.2.2.2. Anhedonie

Stress und Depression korrelieren eng (siehe 2.1.2.1.). Im Cronic-mild-stress Model werden

die Versuchstiere abwechselnd leichten Stressreizen (verdndertes Lichtregime, Wasser- und
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Futterentzug, Einzelhaltung) iiber einen lingeren Zeitraum ausgesetzt (Willner, 1997). Nach
einer Zeitspanne von mindestens 4 Wochen zeigen sie einen gestorten Schlafrhythmus,
gestortes Sexualverhalten und/oder Gewichtsschwankungen, eine Symptomatik, die dhnlich
bei depressiven Patienten beobachtet wird. Als Mall der Anhedonie (Verlust der Fahigkeit
Freude zu empfinden) wird der Konsum einer Zuckerlosung herangezogen, der bei
gestressten, anhedonischen Tieren deutlich unter dem nicht gestresster Kontrolltiere liegt.
Unter gleichzeitiger Gabe von Antidepressiva widerstehen die Tiere den oben beschriebenen
Stressreizen und trinken gleich viel Sucroselosung wie die Kontrolltiere (Papp et al., 1991).
Anhedonische Tiere zeigen auch im Porsolt-Schwimmtest ein depressionsdhnliches Verhalten

(Strekalova et al., 2004).

2.2.2.2.3. Genetische Ansitze

Eine weitere Moglichkeit, geeignete Tiermodelle fiir die Depressionsforschung zu entwickeln,
ist die Zucht von Tieren mit veridnderten Rezeptorzahlen und -verteilungsmustern oder die
Weiterziichtung von Tieren mit bestimmten Verhaltensmerkmalen. Aus solchen
Zuchtversuchen sind die Flinders sensitive Ratten hervorgegangen. Sie zeichnen sich durch
eine Hypersensibilitdt der cholinergen Rezeptoren auf das organische Phosphat Diisopropyl-
Fluorophosphat (DFP) aus, welches irreversibel an Acetylcholinrezeptoren bindet. Die Tiere
zeigen, analog zum klinischen Bild einer Depression, eine Hypomotilitiit, ein verringertes
Korpergewicht, Defizite im Lernverhalten und eine erhohte Immobilitdtszeit im Porsolt-
Schwimmtest. Die Verhaltensverinderungen normalisieren sich nach chronischer Gabe von
Antidepressiva (Overstreet, 1993). Die Swim-low-active, resp. Swim-high-active Ratten sind
ein anderes Beispiel fiir Zuchtversuche. Diese zwei Linien entstanden durch die Zucht nach
ihrem Schwimmverhalten selektierter Sprague-Dawley Ratten. Die Swim-low-active Ratten
zeigen im Porsolt-Schwimmtest eine verlidngerte Immobilititszeit, die durch Antidepressiva
wieder auf die Dauer ,,normaler®, nicht auf besondere Merkmale geziichtete Sprague-Dawley
Ratten verkiirzt wird (Weiss et al., 1998).

Eine weitere Herangehensweise sind gezielte Eingriffe ins Genom, um so die spezifische
Bedeutung von Rezeptoren, Transportern oder anderen Proteinen zu beleuchten. Die
gebrduchlichste Methode ist der Knock out (KO). 1998 gelang es drei unabhingigen
Arbeitsgruppen (Heisler et al., 1998; Parks et al., 1998; Ramboz et al., 1998) Miuse mit
einem 5-HT4-Rezeptor-Knock out (KO) herzustellen. Diese Tiere bestidtigen die Bedeutung

des 5-HT,s-Rezeptors fiir die Entstehung von Depressionen zumindest im Tiermodell. Sie
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zeigen im Tail-suspension Test ein Verhalten, das dem nach der Gabe von Antidepressiva
dhnlich ist, ein gesteigertes Angstverhalten und keine Hypothermie nach Applikation des 5-
HT;a-Rezeptoragonisten 8-OH-DPAT. Ein Nachteil von KO-Modellen im Allgemeinen ist,
dass mit ausgepriagten Kompensationsmechanismen zu rechnen ist. So beschreibt Ramboz
(1998) eine Hochregulierung der 5-HT;p-Autorezeptoren bei den 5-HT;s-Rezeptor-KO-
Mausen. Eine Besonderheit des 5-HT;a-Rezeptors ist, dass er in zwei Lokalisationen
exprimiert wird: prd- und postsynaptisch (siche 2.3.4.). Da von dem KO beide
Rezeptorlokalisationen betroffen sind, konnten mit Hilfe dieses Mausmodells keine
Erkenntnisse zu den jeweils spezifischen Funktionen des 5-HT;s-Rezeptors je nach
Lokalisation gewonnen werden.

Der komplementire Ansatz zu einem KO ist die Uberexpression. Um die mogliche Rolle des
postsynaptischen 5-HT,s-Rezeptors (siehe 2.4.) in der Atiopathogenese der Depression
isoliert betrachten zu konnen, wurde eine Mauslinie von der Arbeitsgruppe von Prof.
Theuring, Charité, generiert, die eine Uberexpression des 5-HT;4-Rezeptors in den duBeren
Cortexschichten und im Hippocampus aufweist (sieche Abbildung 2) (Bert et al., 2006;
Kusserow et al., 2004). In diesen Bereichen des Gehirns wird der 5-HT;a-Rezeptor als
postsynaptischer Heterorezeptor exprimiert (siehe 2.3.4.1.). Da von der Uberexpression nur
eine Lokalisation des 5-HT;a-Rezeptors betroffen ist, bieten diese Tiere die Mdoglichkeit, die
Funktionen des postsynaptischen 5-HTja-Rezeptors ,,isoliert” zu untersuchen. Transgene
Tiere beider Geschlechter zeigen ein unveridndertes Angstverhalten und eine leicht
verminderte motorische Aktivitdt. Minnliche transgene Maiduse weisen eine niedrigere
Korpertemperatur auf als Wildtyptiere. Interessanterweise reagieren die transgenen Tiere im
Gegensatz zu den KO-Tieren extrem sensitiv auf die Rezeptoraktivierung mit dem 5-HT -
Rezeptoragonisten 8-OH-DPAT (8-Hydroxy-2-(Di-N-Propylamino)Tetralin). Schon relativ
niedrige Dosen l6sen bei den transgenen Tieren eine Hypothermie aus. Die motorische
Aktivitdt der transgenen Tiere ist schon nach Gabe geringer Dosen stark reduziert und ein
Serotonin-Syndrom wird frilh ausgelost (Bert et al., 2006). Alle Ergebnisse bisheriger
pharmakologischer Untersuchungen zeigen, dass iiber den iiberexprimierten Rezeptor
entsprechende biologische Effekte ausgelost werden kdnnen.

Da die Uberexpression in Gehirnarealen lokalisiert ist, die in engem Zusammenhang zur
Depression stehen, sind diese Tiere ein viel versprechendes Modell, um die Rolle des
postsynaptischen 5-HT;a-Rezeptors im depressionsdhnlichen Verhalten der Maus und die

Wirkungen von Antidepressiva zu untersuchen.
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Abbildung 2: Rezeptorautoradiographie mit [*H]-OH-DPAT (Bert et al., 2006).
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Dargestellt sind beispielhaft 6 coronale Gehirnschnitte von einem ménnlichen Wildtyptier (WT) und einem
transgenen Tier (TX). Die 5-HT ,-Rezeptoriiberexpression ist mit Pfeilen markiert.
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2.3. Serotonin

Vor iiber fiinfzig Jahren wurde Serotonin unabhidngig und fast gleichzeitig von zwei
Forschergruppen, Erspamer/Asero und Rapport, entdeckt (siehe Ubersichtsarbeit von
Whitaker-Azmitia, 1999). Serotonin oder 5-Hydroxytryptamin (5-HT) ist ein Indolamin und

gehort mit Dopamin, Noradrenalin und Adrenalin zur Gruppe der Monoamine.

2.3.1. Vorkommen und Funktionen

Im Séugetier befindet sich 90% des Serotoningesamtgehaltes in den enterochromaffinen
Zellen des Darmes, die restlichen 10% verteilen sich auf Thrombozyten, Mastzellen und das
Gehirn. Serotonin ist an einer Vielzahl von ZNS-Funktionen beteiligt. Dazu gehoren die
neuronale Entwicklung, Thermoregulation, Schmerzempfinden, die Regulation der Motorik
und des Schlaf-Wachrhythmus, des Appetit- und Sexualverhaltens, sowie Aggressionen,
Angstverhalten und Emotionen (siehe Ubersichtsarbeit von Barnes und Sharp, 1999). Bei
Storungen dieses komplexen Systems konnen sehr unterschiedliche Krankheitsbilder

entstehen, darunter die affektiven Storungen.

2.3.2. Metabolismus

5-HT wird im Zytosol des Perikaryons aus der essentiellen Aminosdure L-Tryptophan
synthetisiert, die von der geschwindigkeitbestimmenden Tryptophanhydroxylase 2 zu 5-
Hydroxytrypthophan hydroxiliert wird. Dies wird wiederum durch eine Decarboxylase in 5-
Hydroxytryptamin umgewandelt.

Nach seiner Synthese wird Serotonin zu den Axonendigungen der Prasynapse transportiert
und zusammen mit spezifischen Transporterproteinen bis zur Freisetzung in Vesikeln
gespeichert. In diese Vesikel gelangt es iiber die vesikuldren Monoamintransporter. Kommt es
zur exozytotischen Freisetzung des Serotonins in den synaptischen Spalt, bindet es sowohl an
somatodendritischen, als auch an postsynaptischen Rezeptoren. Durch die Stimulation
somatodendritischer ~ 5-HT;5s-Rezeptoren kann Serotonin iiber seinen selektiven
Plasmatransporter zuriick in die serotonerge Nervenendigung aufgenommen werden und
dadurch die Transmission beendet werden. In der Zelle folgt dann entweder die
Wiederaufnahme in die Vesikel oder der enzymatische Abbau.

Das fiir den Abbau von Serotonin zustindige Enzym ist die mitochondriale

Monoaminooxydase A. Dies baut das 5-Hydroxytryptamin zu 5-Hydroxyindolacetaldehyd ab,
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welches durch eine Aldehyddehydrogenase iiberwiegend in 5-Hydroxyindolessigsdure (5-
HIAA) oder durch eine Alkoholdehydrogenase zu 5-Hydroxythryptophol metabolisiert wird.
Beide Endprodukte werden iiber die Niere ausgeschieden (Loffler, 2007).

2.3.3. Lokalisation und Innervationsgebiete serotonerger Neuronen

Im Hirnstamm entwickeln sich embryonal zwei separate Zellhaufen (Cluster) zu den
serotonergen Neuonen, rostral direkt caudal der Scheitelbeuge, caudal in der Medulla
oblongata. Dahlstrom und Fuxe (1964) unterschieden innerhalb der beiden Gruppen
verschiedene Untergruppen von Neuronenansammlungen, B1-9 benannt. Die Neuronen der
rostralen Raphekerne (B4-9) projizieren aufsteigend ins gesamte Vorderhirn und in das
Kleinhirn, die caudale Gruppe (B1-3) innerviert vor allem die Medulla oblongata und das
Riickenmark (Abbildung 3). Die beiden wichtigsten Kerne der rostralen Gruppe sind die
Nuclei raphe dorsalis et medianus (B6/7 und B5). Der dorsale Raphekern innerviert
hauptsédchlich Striatum, Frontalkortex, laterales Septum und den medialen Hippocampus.
Hypothalamus, medianes Septum, dorsaler und ventraler Hippocampus werden dagegen

vorzugsweise von dem Nucleus raphe medianus versorgt (Hopf, 2003).

Abbildung 3.: Einteilung der serotonergen Kerne sowie schematische Darstellung der serotonergen Zellgruppen
und der wichtigsten Projektionsgebiete, verdndert nach Dahlstrom und Fuxe (1964).
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2.3.4. Serotonin-Rezeptoren

Die heute von dem Serotonin Receptor Nomenclature Committee of the International Union
of Pharmacology (NC-IUPHAR) anerkannte Einteilung der 5-HT-Rezeptoren erfolgt nach
molekularer Struktur und nach Liganden-Bindungsaffinitit (Hoyer und Martin, 1997). Es
werden 7 Hauptklassen unterschieden von denen alle, auBer dem 5-HTs-Rezeptor
(Ionenkanal), G-Protein gekoppelte Rezeptoren sind. In Abbildung 4 ist eine

Zusammenfassung der 5-HT-Rezeptoren und ihrer intrazelluldren Effektoren dargestellt.

Abbildung 4: Zusammenfassung Serotonin-Rezeptoren, vereinfacht nach Hoyer und Martin (1997).

Rezeptor: 5-HT, 5-HT, 5-HT; 5-HT, 5-HTs 5-HT¢ 5-HT,

| | | | | |
Effektor: AZ| PLC? TIonenkanal AZt AZ|? AZ1 AZ?

(Gilo) (an Gll) Na*, K*, Ca™* (Gs) (Gi/o) (Gs) (Gs)
| |
R
Subtyp:  5-HTj, 5-HTp 5-HT;p 5-HT g 5-HTor  5-HT,a 5-HT,p 5-HToc 5-HTs4 5-HTsp
AZ: Adenylatzyklase PLC: Phospholipase C Gy: G-Proteine

2.3.3.1. Serotonin;s-Rezeptor

Der 5-HT s-Rezeptor ist ein sehr gut charakterisierter Subtyp der 5-HT-Rezeptoren. Er zeigt
die grofte Verbreitung im ZNS und tritt besonders hiufig in limbischen Hirnarealen wie
Hippocampus, lateralem Septum, Amygdala und entorhinalem Kortex auf, also in Gebieten,
die besonders mit Emotionen oder Gemiitsverfassung assoziiert sind. Die genaue Verteilung
ist von Spezies zu Spezies unterschiedlich. Der 5-HT;a-Rezeptorsubtyp existiert im Siduger-
ZNS an zwei Lokalisationen eines Neurons. Er kommt prédsynaptischer als
somatodendritischer Autorezeptor auf Dendriten und Zellsomata serotonerger Neurone in den
Nuclei raphe dorsalis et medianus vor. Die Bezeichnung ,,prasynaptisch® ist daher nicht ganz
korrekt, wird aber auf Grund der besseren Gegeniiberstellung zum Begriff des
postsynaptischen Rezeptors im Folgenden verwendet. Fiir den prisynaptischen Rezeptor ist
eine Rezeptorreserve gefunden worden. Welche Bedeutung diese in der Entstehung der
Depression einnimmt, ist noch nicht geklirt (Blier und Ward, 2003).

Zusitzlich wird der 5-HT a-Rezeptor als postsynaptischer Heterorezeptor in den

Projektionsgebieten, auf vielen nicht-serotonergen Neuronen in Schichten des Neocortex
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(insbesondere II und III) und Hippocampus (Pyramidenzellschicht der CA1-Region) sowie
auf glutamatergen Terminalen exprimiert. Er vermindert die Entladungsfrequenz der
nachgeschalteten Neurone (Barnes und Sharp, 1999).

Der 5-HT;a-Rezeptor ist ein G-Protein (Guaninnukleotide bindendes Protein) gekoppelter
Rezeptor (siehe Abbildung 5).

Samtliche G-Protein gekoppelten Rezeptoren zeigen einen sehr dhnlichen Aufbau: Es sind
Proteine aus 400-500 Aminosduren mit einem Molekulargewicht zwischen 60 und 80kD.
Aufgrund der aus ihrer cDNA abgeleiteten Primirstruktur lassen sie sich in sieben
Transmembrandominen anordnen, wobei der Amino-Terminus extra- und der Carboxyl-
Terminus intrazellulér liegen (Loffler, 2007). Der 5-HT;a-Rezeptor benutzt ein heterotrimeres
G-Protein fiir die Signaltransduktion. Die heterotrimeren, groen G-Proteine (im Gegensatz
zu den kleinen G-Proteinen, Bsp. Ras) sind an Aminoséduren zellinnerer Schleifen gebunden.
Die Signaltransduktion geschieht durch Aktivierung einer der drei Untereinheiten (o, 3, und )
des G-Proteins. Bindet ein Ligand an eine Domine, so fiihrt diese Anlagerung zu einer
Konformationsénderung zwischen der 3. und 7. Transmembrandoméine. Durch diese kann der
Rezeptor jetzt als GTP-Austauschfaktor fiir das gebundene G-Protein fungieren (GDP gegen
GTP). Durch die Bindung von GTP wird der G-Protein-Komplex instabil. Die a-Untereinheit
dissoziiert von der By-Untereinheit ab und kann die fiir die biologische Antwort zustindigen
Proteine aktivieren oder inaktivieren und 10st somit iiber die jeweiligen second messenger
(Effektor) Reaktionskaskaden aus. Die G-Proteine verschiedener Rezeptoren sind an
unterschiedliche intrazelluldre Effektoren gekoppelt.

Beim 5-HT,s-Rezeptor wird ein inhibitorisches G-Protein aktiviert (Gj). Die a-Untereinheit
G, 1st nach Bindung von GTP imstande, die aktive Form der katalytischen Untereinheit C des
Adenylatzyklasesystems (intrazelluldrer Effektor) in die inaktive zu iiberfiihren und so die
cAMP-Produktion zu hemmen. Dies fiihrt zum Offnen von K'-Kanilen, iiber deren
Kaliumausstrom die Zelle hyperpolarisiert wird. Diese Membranhyperpolarisation fiihrt durch
die geringere Leitfihigkeit von spannungsaktivierten Na*- und Ca**-Ionenkanilen zu einem
verminderten Na*- und Ca**-Einstrom in die Zelle. Durch eine nachfolgende Aktivierung der
second messenger IP; (Inositoltriphosphat) und der Proteinkinase C kommt es zu einer
zeitlichen Amplifikation des urspriinglichen transduzierten Signals, so dass eine
langanhaltende hyperpolarisierende Wirkung mit einer Senkung der neuronalen

Entladungsrate eintritt (Albert et al., 1996; Jacobs und Azmitia, 1992; Raymond et al., 1999).
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Abbildung 5: Schematische Darstellung des 5-HT5-Rezeptors, modifiziert nach CNSforum.com (2008).

Carboxyl-Tenm inus

I-VII Transmembrandoménen
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2.4. Fragestellungen: Die Rolle des Serotonin;s-Rezeptors in der Depression

Die Beteiligung des 5-HTa-Rezeptors in der Pathophysiologie der Depression ist vielfach
belegt (sieche 2.1.3.). Bis jetzt ist nicht geklart, welche genaue Bedeutung den Rezeptoren je
nach Lokalisation in der Entstehung einer depressiven Storung zukommt. Es gibt Hinweise
sowohl auf eine somatodendritische als auch eine postsynaptische Beteiligung. Meltzer (2004)
wies in einer in vivo PET-Studie bei Depressiven ein vermindertes Rezeptorbindungspotential
des 5-HT;a-Rezeptors in der Raphe dorsalis nach, also der somatodendritischen
Autorezeptoren. Lopez-Figueroa (2004) beschreibt in einer in situ-Hybridisation-Studie an
Depressiven einen verminderten mRNA-Gehalt des 5-HT;s-Rezeptors im Hippocampus
(postsynaptisch exprimierter 5-HT; 5-Rezeptor).

Bedingt durch die zwei Lokalisationen des Rezeptors ist es schwierig, pharmakologisch
hervorgerufene Effekte am prd- oder postsynaptischen 5-HT;s-Rezeptor zu unterscheiden.
Das Verhalten der 5-HT;a-Rezeptor-KO-Tiere im Tail-suspension Test (siehe 2.2.2.2.3.)
beweist zwar eine Beteiligung des 5-HTs-Rezeptors am depressionsidhnlichen Verhalten der
Maus, da aber beide Lokalisationen von dem KO betroffen sind, war auch hier keine
Unterscheidung der vermittelten Effekte moglich. Matasuda (1995) gelang es, die Beteiligung
des postsynaptischen 5-HT;s-Rezeptors am ,,antidepressiven* Verhalten der Maus im Porsolt-
Schwimmtest nachzuweisen. Durch die systemische Gabe von 35,7-Dihydroxytryptamin
zerstorte er die serotonergen Neuronen, der postsynaptische 5-HT;a-Rezeptor bleibt intakt. In
dem anschlieBend durchgefiihrten Porsolt-Schwimmtest nahm die Immobilitédtszeit nach der
Rezeptoraktivierung mit dem 5-HT;s-Rezeptoragonisten 8-OH-DPAT ab, d.h. die Tiere
verhielten sich, als wiren sie mit einem Antidepressivum behandelt worden.

Die Mauslinie mit der Uberexpression des postsynaptischen 5-HT;s-Rezeptors in Cortex und
Hippocampus bietet die Moglichkeit, dieses Ergebnis zu verifizieren und die Rolle des
postsynaptischen 5-HT;,-Rezeptors im depressionsidhnlichen Verhalten der Maus genauer zu

untersuchen. Es sollen drei Fragenkomplexe bearbeitet werden.

2.4.1. Serotonin;s-Rezeptor und depressionsihnliches Verhalten im Tierversuch

Welche Rolle spielt der 5-HT;a-Rezeptor im depressionsidhnlichen Verhalten der Maus und
welche Bedeutung hat dabei das Verhiltnis von somatodendritischen zu postsynaptischen 5-
HT,s-Rezeptoren?

Um diese Fragestellung zu beantworten, wird das Verhalten transgener Mdiuse und

Wildtypmiause unter dem Einfluss von vier Antidepressiva und einer Referenzsubstanz, die
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unterschiedlich am serotonergen und noradrenergen Transmissionssystem angreifen, in zwei

Verhaltenstests verglichen. Es werden der Porsolt-Schwimmtest und der Open-field Test

durchgefiihrt. Zusétzlich wird das Verhalten beider Mauslinien in einem Motorik-

unabhingigen Depressionsmodell, dem Sucrose-preference Test, untersucht.

Der Parameter fiir die antidepressive Wirkung eines Pharmakons im Porsolt-Schwimmtest,
die Immobilititszeit, ist von der motorischen Aktivitit der Versuchstiere abhédngig. In bereits
veroffentlichten Untersuchungen an den transgenen Tieren mit der Uberexpression hat sich
gezeigt, dass der 5-HT;a-Rezeptoragonist 8-OH-DPAT die motorische Aktivitdt der
transgenen Tiere im Open-field Test in schon relativ niedrigen Dosen stark beeinflusst (Bert
et al., 2006). Deswegen miissen, um die ,,antidepressive* Wirkung der getesteten Substanzen
im Porsolt-Schwimmtest bewerten zu konnen, zusitzlich die Auswirkungen dieser in einem
Test zur Beurteilung der freien Bewegung, dem Open-field, untersucht werden.

8-OH-DPAT ist ein voller 5-HT;s-Rezeptoragonist am pri- und postsynaptischen Rezeptor
und verkiirzt im Porsolt-Schwimmtest die Immobilitétszeit (De Vry et al., 2004). Aus dem
Vergleich der Immobilitétszeiten von transgenen und Wildtyptieren wird die Bedeutung des
postsynaptischen 5-HT;5-Rezeptors ersichtlich werden. Ist dieser fiir die Vermittlung eines
»antidepressiven* Effekts verantwortlich, sollte die Immobilititszeit der transgenen Tiere
unter der der Wildtyptiere liegen.

Buspiron ist ein Azapiron. Aufgrund einer Rezeptorreserve der somatodendritischen 5-HT)s-
Rezeptoren (siehe 2.3.4.1.) kann Buspiron an diesen als voller Agonist, an den
postsynaptischen nur als Partialagonist wirken (Harvey und Balon, 1995). Wir postulieren,
dass die 5-HT;a-Uberexpression bei den transgenen Miusen zu einer postsynaptischen
Rezeptorreserve in den Projektionsgebieten Hippocampus und Cortex gefiihrt hat, da die
durchschnittliche Bindungskapazitit (Bp,x) der 5-HT;s-Rezeptoren bei minnlichen
transgenen Tieren in einer Radioligandbindungsstudie mit [’H]8-OH-DPAT am gesamten
Gehirn doppelt so hoch war wie die der Wildtyptiere. Die Affinitdt (Kp) war dabei nicht
verandert (Bert et al., 2008). Stimmt diese Hypothese, sollte Buspiron bei den transgenen
Tieren die Wirkung eines vollen 5-HT,s-Rezeptoragonisten entfalten, und somit Effekte
erzeugen, die vergleichbar mit denen von 8-OH-DPAT sind. Auf Grund der nicht
vorhandenen Rezeptorreserve bei den Wildtyptieren ist in dieser Gruppe nicht mit dem bei
den transgenen erwarteten Effekt zu rechnen.

Der SSRI Citalopram nimmt eine Schliisselrolle in der Fragestellung ein. SSRI verhindern
nach akuter Gabe die Wiederaufnahme von Serotonin aus dem synaptischen Spalt und

erhohen so den Serotoningehalt. Anders als bei 8-OH-DPAT und Buspiron wird hier nicht
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direkt der Rezeptor aktiviert, sondern die verfiigbare Menge an Transmitter zur
Rezeptoraktivierung erhoht. Spielt der postsynaptische 5-HT;a-Rezeptor eine bedeutende
Rolle in der Erzeugung der antidepressiven Wirkung dieser Substanzklasse, sollten die mit
Citalopram behandelten transgenen Tiere eine deutlich kiirzere Immobilititszeit als die
Kontrollgruppe zeigen.

Reboxetin ist ein SNRI. Dieser Substanz, die die Wiederaufnahme von Noradrenalin aus dem
synaptischen Spalt hemmt, ist hier die Rolle der Negativkontrolle zugedacht: Reboxetin wirkt
selektiv auf das noradrenerge System, die antidepressive Wirkung ist unabhéngig von dem 5-
HT,a-Rezeptor. Deswegen wire zu erwarten, dass sich die Immobilititszeiten der Méause
beider Genotypen nicht unterscheiden.

Tianeptin beschleunigt die Wiederaufnahme von Serotonin aus dem synaptischen Spalt und
widerspricht in seiner Wirkungsweise nach akuter Gabe der Monoaminmangel-Hypothese.
Mogliche Unterschiede im Schwimmuverhalten beider Genotypen konnten einen Hinweis auf
eine Beteiligung des postsynaptischen 5-HT;a-Rezeptors im Wirkungsmechanismus von

Tianeptin geben.

2.4.2. Serotoninjs-Rezeptor und Stress

Chronischer Stress kann beim Menschen Depressionen hervorrufen (Chrousos und Gold,
1992). In Tierexperimenten wurde beobachtet, dass Verdnderungen in der Stressachse ein
depressionsidhnliches Verhalten verursachen. Eigene Beobachtungen der Tiere im
Heimatkifig lassen vermuten, dass die transgenen Tiere weniger stressempfindlich sind als
die Wildtyptiere. Sie wirken weniger schreckhaft und sind leichter zu ,handeln®. Diese
Hypothese soll gepriift werden.

Stress ruft im Organismus eine Anpassungsreaktion hervor, die sogenannte Stressreaktion.
Diese beinhaltet eine Erhohung des Grundumsatzes, die durch eine Erhohung der
Korpertemperatur erzielt wird. Die wiederum kann als ein Parameter fiir Stress genutzt
werden.

Der Vergleich der Korpertemperaturverinderungen beider Genotypen als Reaktion auf
definierte Stressreize soll Aufschluss iiber eine mogliche Stressresistenz der transgenen Tiere
liefern. Diese Stressresistenz wire an einem geringeren Temperaturanstieg als der in der
Kontrollgruppe erkennbar. Am frei beweglichen, unbeeinflussten Tier sind die genauesten
Messergebnisse zu erhalten. Deswegen wird die Radiotelemetrie (intraperitoneal implantierter

Transmitter) als beriihrungsfreie Messmethode verwendet werden, um die Auswirkungen auf
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die Korpertemperatur von Immobilisations- und Injektionsstress und dem Einfiihren einer

rektalen Sonde zu erfassen.

2.4.3. 5-HTia-Rezeptor und Geschlechterdifferenzen

In Vorversuchen mit unbehandelten Maiusen beider Genotypen konnten im Porsolt-
Schwimmtest Unterschiede im Verhalten ménnlicher und weiblicher Tiere beobachtet
werden. Wihrend maénnliche transgene Maiuse einen ausgeprigten ,antidepressiven
Phinotyp* in Form kiirzerer Immobilititszeiten als die Wildtyptiere zeigten, konnte ein
solcher Unterschied zwischen den Genotypen bei den Weibchen nicht nachgewiesen werden.
Wird ein Zusammenhang dieser verschiedener Verhalten mit der Expression des 5-HTa-
Rezeptors zu erkennen sein?

Ein unterschiedliches Verteilungsmuster von 5-HT;s-Rezeptoren bei minnlichen und
weiblichen Méusen konnte bereits nachgewiesen werden (Schiller et al., 2006).

In einer Rezeptorautoradiographie mit [’H]8-OH-DPAT sollen nun geschlechtervergleichend
das Verteilungsmuster des 5-HT;a-Rezeptors beider Genotypen untersucht werden, um so
eine mogliche Interaktion zwischen 5-HT,s-Rezeptorexpression und ,,antidepressiven®

Verhalten erkennen zu kOnnen.
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3. EIGENE UNTERSUCHUNGEN
3.1. Material
3.1.1. Versuchstiere

Zwei Mauslinien werden untersucht. Die Untersuchungen erfolgen an homozygoten
transgenen und Wildtyptieren.

Die transgene Linie 35 (TX) wurde von der Arbeitsgruppe von Prof. Theuring an der Charité,
Berlin, durch eine Pronucleus-DNA-Injektion der Kodierungssequenz des murinen 5-HTja-
Rezeptor-Gens generiert (Kusserow et al., 2004). Es wurde der genetische Hintergrund des
NMRI-Stammes verwendet. Die Uberexpression des 5-HT,s-Rezeptors ist in Hirnarealen
lokalisiert, in denen der Rezeptor postsynaptisch exprimiert wird und physiologischerweise
bei der Maus nicht in so hoher Dichte vorkommt: vor allem in den duBleren Cortexschichten
und im Hippocampus (Bert et al., 2006).

Die Vergleichsgruppe (Kontrolltiere, WT) besteht aus NMRI-Wildtyptieren. Sie sind die
Nachzucht gekaufter Tiere von Harlan-Winkelmann, Borchen, Deutschland. Dies ist der

Ziichter der Tiere aus denen die transgenen Méuse (Hintergrund NMRI) generiert wurden.

Die Versuchstiere werden im Tierstall des Instituts fiir Pharmakologie und Toxikologie,
Fachbereich Veterindrmedizin, der Freien Universitidt Berlin geboren, aufgezogen und bis
Versuchsende gehalten. Die Raumtemperatur betrigt ganzjihrig 23+2°C, die relative
Luftfeuchtigkeit liegt bei 60+5%. Das Lichtregime sieht eine Tagphase von 6:00 bis 18:00
Uhr vor (ohne Zeitumstellung zur Sommerzeit). Die Méuse leben in Gruppen von 5-8 Tieren
in Makrolon Standardkifigen Typ IV (40cm x 60cm x 25cm). Standardpellets von Altromin
1324 (Lage, Deutschland) und Trinkwasser stehen ad libitum zur Verfiigung.

Die genaue Anzahl der verwendeten Tiere ist aus den Versuchsplidnen zu entnehmen (siehe

Anhang S. 100). Jedes Tier war nur ein Mal im Versuch.

3.1.2. Verwendete Substanzen

Die Substanzen (siche Tabelle 1) werden in physiologischer (0,9%iger) Kochsalzlosung ca.
eine Stunde von Versuchsbeginn frisch angesetzt und 30min vor Versuchsdurchfiithrung
appliziert. Die Injektion erfolgt intraperitoneal (i.p.). Das Injektionsvolumen betrigt 10ml/kg

Korpergewicht.
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Tabelle 1: Verwendete Substanzen und deren Hersteller

Substanz

Hersteller/ Bezugsquelle

8-OH-DPAT
8-Hydroxy-2-(Di-N-Propylamino)Tetralin

Research Biochemicals Int., Natick, USA

Buspiron
8-[4-(4-Pyrimidin-2-Piperazin-1-)Butyl]-§-
Azaspiro[4,5]Decan-7,9-Dion

Tocris, Avonmouth, UK

Citalopram
1-[3-(Dimethylamino)Propyl]-1-(4-
Fluorphenyl)- 1,3-Dihydroisobenzofuran-5-
Carbonitril]

Tocris, Avonmouth, UK

Reboxetin

2-[(2-Ethoxyphenoxy)-Phenyl-Methyl]Morpholin

Zur Verfiigung gestellt von
Pfizer, Groton, USA

Tianeptin
[3-Chloro-6-Methyl-5,5-Dioxo-6,11-Dihydro-
(c.f)-Dibenzo-(Thiazepin)-11-)Amino]-7-Heptan

Sdiure

European Pharmacopoeia, Strassbourg, F

Kochsalz
Natriumchlorid (NaCl)

Merck, KGaA, Darmstadt, D

3.2. Methoden

3.2.1. Versuchsdurchfiihrung

Die Durchfiihrung der Tierversuche in dieser Arbeit wurde unter den Tierversuchsnummern G
0165/08, G 0107/06 und G 0151/05 des Landesamts fiir Arbeitsschutz, Gesundheitsschutz

und technische Sicherheit Berlin genehmigt.

Zum Zeitpunkt der Versuchsdurchfiihrung sind die Tiere durchschnittlich 11 Wochen alt. Es
werden Tiere beider Geschlechter untersucht.

Die Verhaltenstests (Porsolt-Schwimmtest und Open-field Test) werden vormittags zwischen
8:00 und 12:00 Uhr durchgefiihrt. Die Tiere werden in ihren Kéfigen am Vortag des Versuchs
zur Akklimatisierung in den Versuchsraum gebracht. Im Versuchsraum befindet sich eine
schallisolierte Untersuchungskammer (1,7m x 1,9m x 2,4m), in der die Versuchsapparaturen

zur Durchfiihrung aufgestellt sind. Die Leuchtstoffrohren in der Kammer erreichen eine

34




Material und Methoden

Beleuchtungsstirke von 400 Lux im Zentrum der Versuchsapparaturen. Uber diesen ist eine
Videokamera (Panasonic CCD, Japan) installiert, die an einen Monitor (Panasonic, Japan)
und einen Videorecorder (Panasonic, Super VHS FS88, Japan) auflerhalb der Kammer im
Versuchsraum, angeschlossen ist. So wird es dem Experimentator ermdglicht, den Vorgang
aufzuzeichnen und auszuwerten ohne die Tiere in ihrem Verhalten zu stéren. Die Auswertung
erfolgt mittels der Software VideoMot von TSE Systems GmbH (Bad Homburg,
Deutschland).

Der Sucrose-preference Test und die Radiotelemetrieversuche werden im Tierstall
durchgefiihrt. Die Tiere werden dafiir in Einzelkéfigen Makrolon Typ III (42cm x 27cm x
16cm) gehalten. Das Wiegen (Typ BP2100, Sartorius AG, Gottingen) der Trinkflaschen im
Sucrose-preference Test erfolgt tiglich kurz nach dem Einschalten der Beleuchtung, gegen
7:00 Uhr Sommerzeit. Die Messungen der Radiotelemetrie finden zwischen 8:00 und 12:00
Uhr statt.

Die Gehirnentnahme und Gefrierschnittanfertigung erfolgt an der Freien Universitéit Berlin,
die Markierung, Inkubation und Auswertung an der Technischen Universitit Dresden in

Kooperation mit Prof. Oehler und Dr. Schiller.

3.2.2. Versuche zum Depressions-ihnlichen Verhalten
3.2.2.1. Porsolt-Schwimmtest und Open-field Test

Porsolt-Schwimmtest
Der Porsolt-Schwimmtest oder Forced-swim Test ist der Standardtest zum Screening und zur

Beurteilung der Wirkung von antidepressiven Substanzen (siehe 2.2.2.1.2.).

Durchfiihrung

Die Maus wird in einem mit Wasser (23°+2°C) gefiilltem Becherglas (Durchmesser 19cm)
gesetzt und schwimmen gelassen (Abbildung 6) . Die Hohe des Wasserspiegels (15cm) ist so
bemessen, dass die Maus sich nicht mit der Schwanzspitze am Boden abstoBen kann. Als
Sichtschutz nach auflen wird das Glas mit schwarzem Kunstleder ummantelt. Nach dem
Durchlauf wird das Tier zum Trocken in einen mit Einmalhandtiichern ausgelegten Kifig
gesetzt. Das Wasser vom Becherglas wird nach jedem Tier gewechselt.

Die Versuchszeit betridgt sechs Minuten. Innerhalb dieser Zeitspanne werden die Intervalle
gestoppt, in denen die Maus nur noch solche Schwimmbewegungen ausfiihrt, die sie bendtigt,

um an der Wasseroberflidche zu bleiben (,,despair®, siehe 2.2.2.1.). Sie unternimmt dann keine
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aktiven Fluchtversuche und verharrt fast unbeweglich im Wasser. Die Summe dieser
Intervalle wird als Immobilitétszeit [s] bezeichnet. In Tabelle 2 ist das Dosierungsschema fiir

die zu untersuchenden Substanzen dargestellt.

Abbildung 6: Maus im Wasserglas wihrend des Porsolt-Schwimmtests in der typischen ,,despair‘-Haltung

Tabelle 2: Dosierungsprotokoll fiir den Porsolt-Schwimmtest

Versuch Porsolt-Schwimmtest

Substanz | 8-OH-DPAT | Buspiron Citalopram | Reboxetin Tianeptin
&': Dosis 0,1/ 0,25/

mg/kg 0.75 1/3 5/10 10/20/40 10/20
Q: Dosis 0,04/ 0,1/

mg/ke 0.25 1/3 5/10 20 10/20/30

Open-field Test
Der Open-field Test wird vor allem zur Untersuchungen des emotionalen und des
Erkundungsverhaltens eingesetzt. Er ermoglicht die freie Bewegung der Tiere, die Motorik

und Lokomotion, zu beurteilen.

Durchfiihrung

Die Maus wird in das Zentrum des Open-fields gesetzt. Das Open-field hat eine quadratische
Grundfldche (Seitenldnge 53cm), die mit einer schwarzen Kunstledermatte ausgelegt ist
Abbildung 7). Die weilen Holzwiénde sind 37cm hoch und verhindern das Entweichen der

Versuchstiere. Nach einem Versuchsdurchlauf wird die Maus wieder in ihren Kéfig gebracht,
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das Open-field wird mit einer 50%igen Propanollosung (Meliseptol, B.Braun Melsungen AG,

Deutschland) gereinigt und trockengewischt.

Die Versuchszeit betridgt zehn Minuten. Innerhalb dieser Zeitspanne wird die zuriickgelegte

Strecke [cm] gemessen. In Tabelle 3 ist das Dosierungsschema der zu untersuchenden

Substanzen aufgefiihrt.

Abbildung 7: Maus im Open-field

Tabelle 3: Dosierungsprotokoll fiir den Open-field Test

Versuch Open-field Test
Substanz | 8-OH-DPAT | Buspiron Citalopram | Reboxetin Tianeptin
&': Dosis Bereits
mg/kg publiziert 173 5710 i 20
Q: Dosis (Bert et al.,
me/kg 2006) 1/3 5710 20 30
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3.2.2.1. Sucrose-preference Test

Der Sucrose-preference Test wird zur Beurteilung des Freudverhaltens (Hedonie, siehe
2.2.2.2.2.) herangezogen. Die Bewertung der Wirksamkeit antidepressiver Substanzen ist hier

unabhéngig von der motorischen Aktivitéit der Versuchstiere.

Durchfiihrung

Nachdem die Tiere einen, bzw. drei Monate einzeln gehalten wurden, wird ihnen in der
Habituationsphase das Trinkwasser in zwei Flaschen angeboten, die links und rechts der
Futterraufe liegen (0. Versuchstag, Abbildung 8). In den darauffolgenden zwei Tagen befindet
sich, tdglich wechselnd, in einer der beiden Flaschen, eine Saccharoselosung (1%ig nach
einem Monat, 2%ig nach 3 Monaten). Die andere ist mit normalem Trinkwasser gefiillt.
Téaglich werden das Wasser und die frisch angesetzte Saccharoselosung in die gut
ausgespiilten Flaschen gefiillt (Protokoll sieche Tabelle 4).

Die aufgenommene Menge wird aus der Differenz der Einwaage und dem abgelesenen Wert
errechnet. Tiere gelten als anhedonisch, wenn ihr Saccharosekonsum weniger als 65% vom

Gesamtkonsum aus beiden Flaschen betriigt (Strekalova et al., 2004).

Abbildung 8: Versuchsaufbau des Sucrose-preference Tests. Es werden zwei Trinkflaschen angeboten.
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Tabelle 4: Versuchsprotokoll fiir den Sucrose-preference Test. Nach einem bzw. drei Monaten Einzelhaltung
werden den Tieren zwei Trinkflaschen (rechts und links) angeboten.

Einzelhaltung 0. Versuchstag 1. Versuchstag 2. Versuchstag
Inhalt Flasche Inhalt Flasche Inhalt Flasche Inhalt Flasche
- rechts links rechts links rechts links rechts
- Wasser | Wasser | Wasser Saccha- Wasser | Wasser Saccha-
roselsg. roselsg.

3.2.3. Radiotelemetrie

Die Radiotelemetrie ermoglicht es, Korpertemperatur und Aktivitdit von Versuchstieren
berithrungsfrei und weitgehend unbeeinflusst durch den Menschen, zu messen. Da die
Erhohung der Korpertemperatur ein guter Indikator fiir Stress beim Nager ist, stellt die

Radiotelemetrie das beste Verfahren zur beriihrungsfreien Messung der Korpertemperatur dar.

Durchfiihrung

Den Miusen wird im Alter von 8 Wochen in Narkose (ca 2/3 der Dosis Ketamin 100mg/kg,
Xylazin 10mg/kg) der Transmitter vom Typ TA-F20 (DSI, St. Paul, USA, Gewicht 3,8g,
GroBe siehe Abbildung 9A) in die Bauchhohle implantiert. Die Operationswunde wird in zwei
Schichten mit resorbierbarem Faden verschlossen. Post operationem werden die Tiere in der
Aufwachphase unter eine Wirmelampe gelegt. Das Trinkwasser wird zur Schmerzbehandlung
tiber drei Tage mit einer Metamizol/Zuckerlosung versetzt (250mg Metamizol in 500ml
Wasser). Die Wundheilung wird tédglich kontrolliert. Nach 14 Tagen Rekonvaleszenz
beginnen die Messungen. Dazu werden die Miuse in ihren Kéfigen auf die Receiver RPC-1
(DSI, St. Paul, USA, siche Abbildung 9B) gestellt, der Transmitter wird mit Hilfe eines
Magneten durch die Haut angeschaltet. Die aufgenommen Daten werden in dem
angeschlossenen Computer gesammelt und anschlieBend ausgewertet.

Zunichst werden die Tagesrhythmik der Korpertemperatur und der Aktivitit der transgenen
und Wildtyptierméuse iiber sieben aufeinander folgende Tage bestimmt. Im Anschluss wird
an den selben Tieren die Reaktion auf gezielte Stressreize (kurzes Handling (Fixation der
Tiere per Riickengriff), Injektionen von NaCl und 8-OH-DPAT, Einfiihren einer rektalen
Sonde) gemessen (siehe Tabelle 5). 20 Minuten nach Beginn der Aufzeichnung (Vorlaufzeit),
werden die Tiere den Stressreizen ausgesetzt. Die Temperaturmittelwerte der Vorlaufzeit
werden in der Auswertung dann gleich Null gesetzt (Basiswert). Die Reaktionen auf die
Stressreize in Form von Temperaturverinderungen werden anschlieBend als Abweichungen
von diesem Nullwert in den Kurven dargestellt.
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Abbildung 9: A: Transmitter TA-F20, Pfeillinge entspricht 1cm, B: Schwarze Maus (zum besseren Kontrast) in
einem Makrolon III Kifig auf einem Receiver RPC-1.

Tabelle 5: Versuchsprotokoll fiir die fiinf Durchldaufe der Radiotelemetriemessungen mit den jeweiligen
Stressreizen.

Durchlauf | Vorlaufzeit | 1. Stressreiz Messung | 2. Stressreiz | Messung
1. Woche 20min Handling/ 60min - -
Immobilisation
. _ . NaCl- .
2. Woche 20min NaCl-Injektion 30min D 60min
Injektion
3. Woche 20min | NaCl-Injektion | 30min 0,5mg/kg 60min
' 8-OH-DAT
. o . 1,0mg/kg .
4. Woche 20min NaCl-Injektion 30min 8-OH-DAT 60min
. Einfiihren der .
5. Woche 20min rektalen Sonde 60min - -
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3.2.4. Rezeptorautoradiographie

Die Rezeptorautoradiographie ermoglicht es genaue Erkenntnisse iiber die Verteilung
bestimmter Strukturen in Geweben zu sammeln. Sie funktioniert als ,,Selbstaufzeichnung*
von Strahlung eines spezifischen radioaktiv-markierten Liganden des zu untersuchenden
Rezeptors, auf einem entsprechend sensitiven Medium. Die Bindung des radioaktiven
Liganden erfolgt zwar hochaffin an den spezifischen Bindungsstellen, aber auch unspezifisch
an anderen Strukturen wie Proteinen und Lipiden. Um diesen unspezifischen Anteil zu
eliminieren wird zusitzlich zum radioaktiven Liganden ein weiterer ebenso spezifischer, aber
unmarkierter Ligand (Displacer) eingesetzt. Der weist eine vergleichbare Affinitit zur
Zielstruktur auf, wird aber in einer 5000fach hoheren Konzentration verwendet und verdringt
deswegen den markierten Liganden aus seiner spezifischen Bindung. Messbar bleibt, nach
dem Waschen, nur die unspezifische Bindungsaffinitit des markierten radioaktiven Liganden.
Aus der Subtraktion der unspezifischen Bindung von der Gesamtbindung ergibt sich die

spezifische Bindung.

Durchfiihrung

Es wird die Methode angewendet, wie sie von Schiller et al. (2006) beschrieben worden ist.
Die Tiere (n=10 pro Genotyp und Geschlecht, Alter ca. 12 Wochen) werden nach einer
Isoflurannarkose dekapitiert, die Gehirne prépariert und sofort auf zerstoBenem Trockeneis
eingefroren. Bis zur weiteren Analyse werden die Gehirne dicht in Alufolie verschlossen und
bei minus 80°C gelagert.

Mit Hilfe des Einbettmediums Tissue freezing (Tissue-tek, Sakura Fintek Europe BV,
Niederlande) wird das zu schneidende Gehirn auf dem Objekttisch des Gefriermikrotoms
(Microm HM 560, Thermo Fisher Scientific Inc., USA) fixiert. Bei einer Temperatur von
minus 17°C werden 20um dicke coronale Gehirnschnitte angefertigt. Diese werden auf
speziell beschichtete Objekttriger (Superfrost, Roth, Karlsruhe) aufgezogen und bei
Raumtemperatur getrocknet. Die anschliefende Lagerung erfolgt bei minus 20°C.

Es werden zwei Ebenen zur Bestimmung der 5-HT;5-Rezeptordichten geschnitten: Ebene 1
(Bregma 1,56 bis 1,66mm) und Ebene 2 (Bregma -2,06 bis -2,16mm). Zur Orientierung wird
der Hirnatlas von Franklin und Paxinos (1997) herangezogen.

Fiir die Inkubation werden die Hirnschnitte aufgetaut und erneut getrocknet. Die Inkubation
erfolgt in Férbekiivetten. Nach einer 15 miniitigen Waschung zur Entfernung des endogenen

Liganden (50mM Tris HCIl, 120mM NaCl, 4mM CaCl,, pH 7.,4) folgt die einstiindige
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Hauptinkubation mit *H-markiertem 8-OH-DPAT (PerkinElmer, Rodgau-Jiigesheim) in einer
2nM Losung. Als sogenannter Displacer (unmarkierter Ligand) wird MM77-dihydrochlorid
(Biotrend, Koln) in einer Konzentration von 10uM verwendet. Alle anschlieBenden
Waschschritte finden getrennt nach Bindungsansatz (total/unspezifisch) auf Eis jeweils zwei
mal 10min mit reinem Tris HCl-Puffer statt. Zuletzt werden die Objekttridger in destilliertes
Wasser getaucht, langsam unter Kaltluft getrocknet, um letztendlich in die
Entwicklungskassetten (BAS Standard 2040, Fujifilm Corporation, Japan) gelegt und mit der
Imaging Plate (TR24010, Fujifilm Corporation, Japan) bedeckt zu werden, dem sensiblen
Medium (hauptsichlich BaFBr: Eu®*), das als Bildspeicher dient. Die Imaging Plates
zeichnen den lokalen Verlauf von Ionisationsspuren durch die Bildung von Farbzentren im
Kristall auf. Fir die gesamte Expositionszeit von 10 Tagen werden die Kassetten in
bleigeschiitzten Kammern zum Schutz vor Fremdstrahlung aufbewahrt.

Die Auswertung der Imaging Plates erfolgt im Bio-Imaging Analyzer BAS 2000 (Fujifilm
Corporation, Japan). Durch Abtasten mit einem Laser werden die gebildeten Farbzentren zur
Phosphoreszens angeregt, so dass die Orts- und Energieformation ausgelesen werden konnen.

Fiir die Quantifizierung werden SH-Standards (RPN110, Amersham, Freiburg) mitgefiihrt.

3.2.5. Versuchsauswertung und Statistik

Die Irrtumswahrscheinlichkeit o wird in dieser Arbeit als o=0,05 definiert. Bei
Unterschreitung von o wird die Nullhypothese als widerlegt angenommen. Mit Hilfe des
Programms SigmaStat Version 3.0 (Jandel Scientific, Deutschland) wird die
Uberschreitungswahrscheinlichkeit p berechnet. Ist p < o wird von einer signifikanten, nicht
zufallsbedingten Abweichung der Nullhypothese ausgegangen. Ist 0,05 < p < 0,1 wird von
einer Tendenz zur Widerlegung der Nullhypothese gesprochen. Die Graphiken werden mit
dem Programm SigmaPlot Version 8.0 (Jandel Scientific, Deutschland) erstellt.

Bei den im Text aufgefiihrten Werten handelt es sich immer um den Median und die 25./75.
Perzentile. Die Gruppengrofe ,,n“ ist in den Graphiken fiir den Porsolt-Schwimmtest und den
Open-field Test aufgefiihrt. Tiere, die ein Schwimmverhalten wie in 3.3.1.1.2. beschrieben
zeigen, wurden nicht in die Auswertung mit einbezogen.

Bei den in den verhaltenspharmakologischen Untersuchungen gemessenen Parametern wird
insgesamt von einer nicht parametrischen Verteilung der Werte ausgegangen. Beim Vergleich
mehrerer Gruppen erfolgt die Berechnung der Signifikanz mit der Rangvarianz-Analyse nach

Kruskal-Wallis gefolgt vom Dunn’s Test.
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Im Sucrose-preference Test werden sechs minnliche Tiere pro Genotyp getestet. Betrdgt der
Saccharosekonsum weniger als 65% des Gesamtaufgenommenen, wird ein anhedonisches
Verhalten der Versuchstiere angenommen (Strekalova et al., 2004).

Fiir die Versuche der Radiotelemetrie werden je Genotyp acht méinnlichen Tieren Transmitter
implantiert. Aus den gewonnenen Daten werden Kurven erstellt. Die Flidchen unter den
Kurven (AUC) werden mit dem Student t-Test auf signifikante Abweichungen untersucht.
Uber die Dauer des Versuchs iibermitteln sieben Transmitter keine verlisslichen Daten mehr
(Werte iiber 45°C). Die Daten der Tiere dieser Transmitter wurden nicht mit ausgewertet.

Fiir die Rezeptorautoradiographie werden je zehn Gehirne pro Genotyp und Geschlecht
entnommen. Fiir alle mittigen Strukturen werden maximal sechs Werte pro Gruppe
ausgewertet, bei allen ,,beidseitig" vorhandenen Strukturen ergibt das maximal zwolf Werte.
Eine geringere Anzahl an Werten [n] ist durch schiefe Schnittfiihrung oder Quetschungen
bedingt, die eine Auswertung unméglich machen. Zur Uberpriifung auf signifikante
Abweichungen zwischen den Genotypen und Geschlechtern wird der Student t-Test

angewendet.
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3.3. Ergebnisse
3.3.1. Verhaltenspharmakologische Untersuchungen zur Wirkung von Antidepressiva
3.3.1.1. Porsolt-Schwimmtest und Open-field Test

Mit Hilfe der Mauslinie, die den postsynaptischen 5-HT;s-Rezeptor iiberexprimiert, wird die
Rolle dieses Rezeptors in dem Wirkungsmechanismus ausgewéhlter Antidepressiva und einer
Referenzsubstanz untersucht. Fiir die Untersuchung der durch die Uberexpression bedingten
phédnotypischen Verdnderungen wird das Verhalten der transgenen Tiere und dem
Wildtyptierstamm verglichen. Es werden pro Substanz mindestens zwei Dosierungen getestet:
eine niedrige, bei der kein Effekt zu erwarten ist, und eine hohere, die Andemngen im
Verhalten bedingen sollte.

Die Ergebnisse des Porsolt-Schwimmtests sind sehr stark von der Motorik der Tiere abhingig.
Darum wird die Lokomotion der Tiere im Open-field Test nach entsprechender
Substanzapplikation untersucht.

Es werden pro Substanz zuerst die Ergebnisse der minnlichen Tiere dargestellt, im Anschluss
die der weiblichen. Bei den im Text aufgefiihrten Werten handelt es sich immer um den

Median und die 25./75. Perzentile.

3.3.1.1.0. Vorversuche

Miinnliche Tiere (Abbildung 10 A, B)

Im Jahr 2005 wird der Porsolt-Schwimmtest erstmals im Institut fiir Pharmakologie und
Toxikologie mit den transgenen Miusen durchgefiihrt. Die unbehandelten transgenen Tiere
zeigen eine signifikant kiirzere Immobilititszeit als die unbehandelten Wildtyptiere. Sie
weisen ein Verhalten auf, das dem nach Gabe von Antidepressiva dhnelt. Die Versuchszeit
betrigt damals acht Minuten. Da alle Miuse in den letzten zwei Minuten sich nur reglos
treiben lassen, wird in der Nachauswertung der Videobidnder die Beobachtungszeit auf sechs
Minuten verkiirzt (Strekalova et al., 2004). Der zuerst gefundene ,,antidepressive* Phénotyp
der ménnlichen transgenen Méduse kann auch nach der Verkiirzung der Beobachtungszeit
nachgewiesen werden. Die Immobilititszeit der transgenen Tiere (57,0[23/109]s) ist
signifikant kiirzer als die der Wildtyptiere (121,0[92/141s], Abbildung 10 A). Das gleiche
Bild ist nach der Applikation von NaCl zu beobachten. Transgene Tiere (98,0[83/138]s)
zeigen wiederum ein ,antidepressives Verhalten im Vergleich zu den Wildtyptieren

(192,5[147/222]s, Abbildung 10 B).
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Weibliche Tiere (Abbildung 10 C, D)

Das Verhalten der weiblichen Tiere unterscheidet sich nicht signifikant in den beiden
getesteten Genotypen, weder bei den unbehandelten Tieren (WT: 139,0[85/154]s, TX:
161,5[75/191]s, Abbildung 10 C) noch bei den mit NaCl behandelten Tieren (WT:
139,0[106/158]s, TX: 161[121/206]s, Abbildung 10 D).

Abbildung 10 A-D: Porsolt-Schwimmtest
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Dargestellt sind die Immobilititszeiten [s] im Porsolt-Schwimmtest unbehandelter (A und C) und mit NaCl
behandelter (B und D) minnlicher und weiblicher Wildtyptiere (WT) und transgener Tiere (TX). Anzahl der
Tiere (n). Box plots mit Median als durchgehende Linie, Mittelwert als gepunktete Linie und 25./75. Perzentile.
Student t-Test, *p<0,05.
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3.3.1.1.1. Nachauswertungen 8-OH-DPAT

Miinnliche Tiere (Abbildung 11 A, B)

Die Versuche mit dem vollen 5-HT;s-Rezeptoragonisten 8-OH-DPAT werden bereits im Jahr
2005 durchgefiihrt, jedoch erst im Zusammenhang mit diesen Untersuchungen mit Hilfe der
damaligen Videoaufzeichnung nachausgewertet.

8-OH-DPAT wird im Porsolt-Schwimmtest den Wildtyptieren in drei Dosierungen
(0,Img/kg, 0,25mg/kg und 0,75mg/kg) appliziert. Bei den transgenen Tieren wird auf die
hochste Dosierung (0,75mg/kg) (siehe 3.1.1.) verzichtet. Es wird eine niedrigere Dosierung
getestet (0,04mg/kg). Im Open-field Test werden pro Genotyp drei Dosierungen untersucht,
bei den Wildtyptieren 0,1mg/kg, 0,5mg/kg und 1,0mg/kg und bei den transgenen Miusen
entsprechend niedrigere: 0,1mg/kg, 0,25mg/kg und 0,5mg/kg.

Kontrolltiere beider Genotypen, die mit NaCl behandelt worden sind, unterscheiden sich
signifikant in der Immobilititszeit. Die transgenen Tiere sind weniger immobil
(107,0[88/135]s), sie zeigen ldnger aktive Schwimmbewegungen als die Wildtyptiere
(180,0[141/195]s, Abbildung 11 A, nicht gekennzeichnet).

8-OH-DPAT bewirkt bei den Wildtyptieren in keiner der getesteten Dosierungen eine
signifikante Verdnderung im Schwimmverhalten. Eine Tendenz zur Verkiirzung der
Immobilitétszeit, einer ,,antidepressiven Wirkung von 8-OH-DPAT, ist bei den bei den
Wildtyptieren in den Dosierungen von 0,25mg/kg (110,0[79/155]s) und 0,75mg/kg gemessen
worden (120,0[57/139]s).

Die Miuse mit der Uberexpression des 5-HT;a-Rezeptors unterscheiden sich im Porsolt-
Schwimmtest in der Dosis-Wirkungsbeziehung deutlich von den Wildtyptieren. Mit
steigender Dosierung nimmt die Immobilititszeit zu. Nach 0,25mg/kg 8-OH-DPAT
(248,0[219/276]s) sind sie signifikant linger immobil als nach NaCl (107,0[88/135]s),
0,04mg/kg (106,5[100/116]s) oder 0,1mg/kg (134,0[129/153]s, Abbildung 11 A).

Die Ergebnisse der Untersuchungen im Open-field (Abbildung 11 B) wurden bereits
verOffentlicht (Bert et al., 2006).

Im Open-field Test ist in keiner Dosierung von 8-OH-DPAT eine Beeinflussung der
lokomotorischen Aktivitit der Wildtyptiere zu verzeichnen.

Die lokomotorische Aktivitdt der transgenen Tiere ist ab einer Dosierung von 0,25mg/kg
(1592[141/3270]cm) beeintrachtigt. Die zuriickgelegte Strecke unter Substanzwirkung
(0,5mg/kg) ist signifikant kiirzer als bei den Kontrolltieren (3081[2941/3901]cm).
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Weibliche Tiere (Abbildung 11 C, D)

Es werden dieselben Dosierungen von 8-OH-DPAT wie bei den ménnlichen Tieren getestet,
nur auf die Dosis von 0,75mg/kg wird im Porsolt-Schwimmtest verzichtet.

Im Porsolt-Schwimmtest ist bei den weiblichen Tieren nach NaCl-Applikation kein
Unterschied zwischen den Genotypen in den Immobilititszeiten feststellbar.

Nach Gabe von 8-OH-DPAT (0,04mg/kg (188,0[164/196]s), 0,Img/kg (169,0[142/198]s),
0,25mg/kg (134,0[105/165]s)) zeigen die Wildtyptiere im Porsolt-Schwimmtest keine
Verdanderung der Immobilitdtszeit im Vergleich zur NaCl-Kontrollgruppe (166,0[149/180]s,
Abbildung 11 C).

Die transgenen Mduse zeigen nach den Dosierungen von 0,04mg/kg (135,5[116/170]s) und
0,1mg/kg (185,0[144/204]s) 8-OH-DPAT keine Zunahme der Immobilititszeit im Vergleich
zu der NaCl-Kontrollgruppe (148,0[107/198]s). Nach der Applikation von 0,25mg/kg ist eine
signifikant langere Immobilitétszeit (255,0[211/297]s) verzeichnet worden (Abbildung 11 C).

Im Open-field Test kann in keiner Dosierung, anders als bei den ménnlichen Tieren, eine
Beeintrachtigung der Motorik, im Sinne einer signifikanten Abnahme der Strecke in keinem
Genotyp gemessen werden. Auch nach Injektion einer vierfach hoheren Dosierung (1mg/kg)
als im Porsolt-Schwimmtest (0,25mg/kg) ist keine verminderte lokomotorische Aktivitit zu

verzeichnen gewesen (Abbildung 11 D).

47



Ergebnisse

Abbildung 11 A-D: Effekte von 8-OH-DPAT
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Dargestellt sind die Immobilititszeiten [s] im Porsolt-Schwimmtest (A und C) und die zuriickgelegten Strecken
[cm] im Open-field Test (B und D). Wildtyptiere (WT) und transgene Tiere (TX) wurden mit 8-OH-DPAT (0,04
bis 0,75mg/kg i.p.) behandelt. Anzahl der Tiere (n). Box plots mit Median als durchgehende Linie, Mittelwert
als gestrichelte Linie und 25./75. Perzentile. ANOVA on ranks gefolgt von Dunn’s Test, *p<0,05 vs. NaCL
Bedingt durch ein beschidigtes Videoband konnten jeweils nur vier méannliche Tiere der 0,1mg/kg Dosierung im
Porsolt-Schwimmtest nachausgewertet werden. Die Tiere wurden als Punkte dargestellt.

Die Open-field Test-Daten sind bereits veroffentlicht (Bert et al, 2006).
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3.3.1.1.2. Buspiron

Miinnliche Tiere (Abbildung 12 A, B)

Der partielle 5-HTa-Rezeptoragonist Buspiron wird in zwei Dosierungen (1mg/kg und
3mg/kg) im Porsolt-Schwimmtest und im Open-field Test getestet.

Zwischen den mit NaCl behandelten Kontrollgruppen beider Genotypen wird im Porsolt-
Schwimmtest kein signifikanter Unterschied in der Immobilititszeit gemessen (WT:
147,0[59/169]s, TX: 160,0[122/184]s).

Die Wildtyptiere zeigen nach der Applikation von 1mg/kg Buspiron keine Verdnderung in der
Immobilitétszeit (149,0[136/178]s). Nach der Applikation der 3mg/kg Dosierung ist eine
signifikante Verldngerung der Immobilititszeit zu verzeichnen (202,5[181/213]s, Abbildung
12 A).

Ahnlich dem Bild der Wildtyptiere, zeigen die transgenen Miuse unter der niedrigen Dosis
von Buspiron (156[123/177]s) keine Abweichung im Verhalten von dem ihrer Kontrollgruppe
(160[122/184]s). In der hoheren Dosis (3mg/kg) miissen acht Tiere von zwdolf aus der
Wertung genommen werden. Sie verdrehen seitlich ihre Torsos und lassen sich treiben. Die
Haltung wird meist kurz nach Immersion eingenommen und selten fiir langer als 20 Sekunden
unterbrochen. Diese Tiere sind weder vor noch nach dem Versuchsdurchlauf im Kifig

auffillig gewesen.

Im Open-field Test fiihrt Buspiron bei den Wildtyptieren in der 3mg/kg Dosierung im
Vergleich zur Kontrollgruppe (3391[2904/3707]cm) zu einer signifikanten Abnahme der
zuriickgelegten Strecke (2211[1881/3022]s). Die niedrigere Dosierung hat keinen Einfluss auf
die lokomotorische Aktivitidt (2996[1870/3772]s, Abbildung 12 B).

Im Gegensatz dazu ist bei den transgenen Tieren schon in der 1mg/kg Dosis
(3009[1400/3310]cm) eine signifikante Reduzierung der Strecke zu verzeichnen. Auch in der
hoheren Dosierung (1935[1579/2579]cm) ist die zuriickgelegte Strecke signifikant kiirzer als
in der Kontrollgruppe (4458[4193/4812]cm, Abbildung 12 B).

Weibliche Tiere (Abbildung 12 C, D)
Es werden dieselben Dosierungen des partiellen 5-HT;s-Rezeptoragonisten Buspiron (1mg/kg

und 3mg/kg) wie bei den ménnlichen Tieren getestet.
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Im Porsolt-Schwimmtest ist kein Unterschied in den Immobilititszeiten der Kontrolltiere
beider Genotypen gemessen worden (Abbildung 12 C).

Die Schwimmzeiten der Wildtyptiere werden durch Buspiron nicht beeinflusst.

Bei den weiblichen transgenen Miusen zeigt sich ein dem der Minnchen sehr dhnliches Bild.
Auch hier miissen in der Gruppe der hoheren Dosierung acht von zwdlf Tieren, bedingt durch
das oben beschriebene Schwimmverhalten, aus der Wertung genommen werden. Bei den vier
iibrigen Tiere deutet sich eine Tendenz zu einer verldngerten Immobilititszeit, dhnlich der bei

8-OH-DPAT gesehen, an (Abbildung 12 C).

Im Open-field Test bewirkt Buspiron bei den Wildtyptieren in der 3mg/kg Dosis
(3446[2327/3973]cm) eine signifikante Abnahme der zuriickgelegten Strecke, in der Img/kg
Dosierung (5178[4533/5686]cm) ist noch kein Unterschied zur Kontrollgruppe
(5619[4238/6048]cm) zu messen.

Die transgenen Miuse legen unter der niedrigen Dosierung (3053[3013/3386]cm) eine
kiirzere Strecke zuriick als die NaCl-Kontrollgruppe. Dieser Unterschied ist jedoch noch nicht
signifikant (4444[2895/4857]cm). In der hoheren (3mg/kg) wird diese Verkiirzung deutlicher,
konnte jedoch aufgrund der geringen n-Zahl nicht statistisch bewiesen werden (Abbildung 12

D).

50



Ergebnisse

Abbildung 12 A-D: Effekte von Buspiron
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Dargestellt sind die Immobilititszeiten [s] im Porsolt-Schwimmtest (A und C) und die zuriickgelegten Strecken
[cm] im Open-field Test (B und D). Minnliche und weibliche Wildtyptiere (WT) und transgene Tiere (TX)
wurden mit Buspiron (1 und 3mg/kg i.p.) behandelt. Anzahl der Tiere (n). Box plots mit Median als
durchgehende Linie, Mittelwert als gestrichelte Linie und 25./75. Perzentile. ANOVA on ranks gefolgt von
Dunn’s Test, *p<0,05 vs. NaCl.

Wegen abartigen Schwimmverhaltens mussten je 7 weibliche und ménnliche TX von 10 bzw. 11 Tieren aus der
Wertung genommen werden. Die restlichen Tiere wurden als Punkte dargestellt.
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3.3.1.1.2. Citalopram

Miinnliche Tiere (Abbildung 13 A, B)

Der selektive Serotonin-Wiederaufnahmehemmer Citalopram wird in zwei Dosierungen
(5mg/kg und 10mg/kg) an beiden Genotypen getestet.

Die Immobilititszeiten der Kontrollgruppen (NaCl) beider Genotypen unterscheiden sich
auch in dieser Versuchsreihe nicht (Abbildung 13 A).

Bei den Wildtyp- und den transgenen Tieren bedingt die Applikation beider getesteten
Dosierungen von Citalopram ein signifikante Abnahme der Immobilititszeit (WT: NaCl:
158,5[150/184]s, 10mg/kg: 100,0[78/150]s, TX: NaCl: 195,0[170/211]s, 10mg/kg:
59,5[50/76]s, Abbildung 13 A).

Im Open-field Test legen die Wildtypmiuse nach der Injektion von 5mg/kg Citalopram eine
signifikant ldngere Strecke (6312[6071/6657]cm) =zuriick als die Kontrolltiere
(4757[3615/4836]cm, Abbildung 13 B). Dieser Effekt ist bei den transgenen Méusen nicht zu
beobachten. Die zurilickgelegte Strecke ist selbst unter dem Einfluss von 10mg/kg Citalopram
(5316[4674/5814]cm) kaum groBler als in der NaCl-Kontrollgruppe (4472[3830/5020]cm,
Abbildung 13 B).

Weibliche Tiere (Abbildung 13 C, D)

Bei den weiblichen Tieren wurden dieselben Dosierungen (Smg/kg und 10mg/kg) wie bei den
ménnlichen Tieren getestet.

Anders als bei den Minnchen haben die getesteten Dosierungen bei den weiblichen
Wildtyptieren keinen signifikanten Einfluss auf die Immobilititszeit (Abbildung 13 C).

In der Gruppe der transgenen Miduse wird hingegen schon nach der Dosierung von 5mg/kg
(101,0[64/152]s) eine signifikante Abnahme der Immobilitétszeit im Vergleich zu den NaCl-
Kontrolltieren (176,5[128/206]s) gemessen (Abbildung 13 C).

Im Open-field Test unterscheidet sich das Verhalten der Weibchen von denen der Ménnchen.
Hier ist weder bei den Wildtyp- noch bei den transgenen Tieren eine signifikante
Verdnderung der zuriickgelegten Strecke nach Citalopram-Injektion gemessen worden

(Abbildung 13 D).
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Abbildung 13 A-D: Effekte von Citalopram
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Dargestellt sind die Immobilititszeiten [s] im Porsolt-Schwimmtest (A und C) und die zuriickgelegten Strecken
[cm] im Open-field Test (B und D). Minnliche und weibliche Wildtyptiere (WT) und transgene Tiere (TX)
wurden mit Citalopram (5 und 10mg/kg i.p.) behandelt. Anzahl der Tiere (m). Box plots mit Median als
durchgehende Linie, Mittelwert als gestrichelte Linie und 25./75. Perzentile. ANOVA on ranks gefolgt von
Dunn’s Test, *p<0,05 vs. NaCl.
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3.3.1.1.4. Reboxetin

Miinnliche Tiere (Abbildung 14 A)

Es werden die Wirkungen von drei Dosierungen des selektiven Noradrenalin-
Wiederaufnahmehemmers Reboxetin (10mg/kg, 20mg/kg und 40mg/kg) auf das Verhalten
Miuse beider Genotypen untersucht.

In den mit NaCl behandelten Kontrollgruppen wird kein Unterschied in den
Immobilitétszeiten der Genotypen gemessen.

Weder in der Wildtypgruppe noch bei den transgenen Tieren kann ein signifikanter Effekt von
Reboxetin auf das Schwimmverhalten der Méuse nachgewiesen werden. Eine Tendenz zur
Verkiirzung der Immobilitétszeit wird bei den Wildtyptieren in den Dosierungen 20mg/kg und
40mg/kg gemessen (NaCl: 146,5[72/185]s, 20mg/kg: 94,0[64/151]s, Abbildung 14 A).

Da nach der Applikation von 40mg/kg die Tiere schon im Kiifig fast bewegungslos sind, war

das Testen einer noch hoheren Dosierung, um die Tendenz bestitigt zu sehen, nicht sinnvoll.

Auf die Untersuchung der Tiere im Open-field wurde verzichtet.

Weibliche Tiere (Abbildung 14 C, D)

An den weiblichen Tieren wird nur die 20mg/kg Dosierung Reboxetin getestet, da diese bei
den Minnchen zu einer deutlichen, wenn auch nicht signifikanten Verminderung der
Immobilitétszeit bei den Wildtyptieren gefiihrt hat.

Bei den Weibchen ist nach der Applikation von 20mg/kg Reboxetin in der Wildtyptiergruppe
eine signifikante Abnahme der Immobilitétszeit festgestellt worden. Dieser Effekt bleibt bei

den transgenen Tieren aus (Abbildung 14 C).

Im Open-field Test verursacht die Substanzgabe bei beiden Genotypen eine signifikante

Reduzierung der zuriickgelegten Strecken (Abbildung 14 D).
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Abbildung 14 A-D: Effekte von Reboxetin
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Dargestellt sind die Immobilititszeiten [s] im Porsolt-Schwimmtest (A und C) und die zuriickgelegten Strecken
[cm] im Open-field Test (D). Ménnliche und weibliche Wildtyptiere (WT) und transgene Tiere (TX) wurden mit
Reboxetin (10 bis 40mg/kg i.p.) behandelt. Anzahl der Tiere (n). Box plots mit Median als durchgehende Linie,
Mittelwert als gestrichelte Linie und 25./75. Perzentile. ANOVA on ranks gefolgt von Dunn’s Test, *p<0,05 vs.

NaCl.
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3.3.1.1.5. Tianeptin

Miinnliche Tiere (Abbildung 15 A, B)

Von dem atypischen Antidepressivum Tianeptin, dem Serotonin Wiederaufnahmeverstirker,
werden zwei Dosierungen (10mg/kg und 20mg/kg) getestet. Im Open-field Test wird die
effektive Dosis des Porsolt-Schwimmtests untersucht.

Zwischen den Kontrollgruppen beider Genotypen wird kein signifikanter Unterschied in der
Immobilititszeit gemessen.

Bei den Wildtyptieren ist im Vergleich mit den NaCl-Kontrolltieren (122,5[117/134]s) eine
deutliche Verkiirzung der Immobilititszeit nach der Applikation von 10mg/kg Tianeptin zu
verzeichnen (102,5[78/142]s). Diese Abnahme ist in der 20mg/kg Dosierung signifikant
(74,5[52/88]s, Abbildung 15 A).

Bei den transgenen Tieren hingegen kann in keiner der getesteten Dosierungen eine

Verkiirzung der Immobilititszeit im Vergleich zur Kontrollgruppe gemessen werden.

Im Open-field Test wird nach der Gabe von 20mg/kg in keinem der beiden Genotypen eine

Verinderung der Strecke unter dem Einfluss von Tianeptin nachgewiesen (Abbildung 15 B).

Weibliche Tiere (Abbildung 15 C, D)

Es werden drei Dosierungen (10mg/kg, 20mg/kg und 30mg/kg) Tianeptin im Porsolt-
Schwimmtest an den weiblichen Méausen untersucht, die hochste anschlieend im Open-field
Test.

Die Applikation von Tianeptin bewirkt bei den Wildtyptieren ab der 20mg/kg Dosierung eine
Abnahme der Immobilitétszeit (NaCl: 108,5[90/149]s, 20mg/kg: 101,0[82/133]s), die aber im
Gegensatz zu den Ménnchen hier noch nicht signifikant ist. Eine signifikante Verkiirzung der
Immobilitétszeit wird in der 30mg/kg Gruppe der Wildtyptiere gemessen (88,0[59/114]s,
Abbildung 15 C).

Bei den transgenen Tieren findet sich das gleiche Bild wie bei den Wildtyptieren wieder
(NaCl: 165,0[154/185]s). Die zwei niedrigen Dosierungen (10mg/kg (146,0[117/177]s) und
20mg/kg (145,0[129/211]s)) bewirken noch keine Reduzierung der Immobilititszeit, die
hochste, 30mg/kg ruft eine signifikante Abnahme hervor (49,0[17/81]s, Abbildung 15 D).
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Im Open-field Test bedingt die Applikation von Tianeptin (30mg/kg) bei den Wildtyptieren
eine signifikante Verkiirzung der zuriickgelegten Strecke im Vergleich zu den NaCl-
Kontrolltiere.

Bei den transgenen Miusen ist dieser Effekt von Tianeptin nicht nachweisbar gewesen.

Abbildung 15 A-D: Effekte von Tianeptin
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Dargestellt sind die Immobilititszeiten [s] im Porsolt-Schwimmtest (A und C) und die zuriickgelegten Strecken
[cm] im Open-field Test (B und D). Minnliche und weibliche Wildtyptiere (WT) und transgene Tiere (TX)
wurden mit Tianeptin (10 bis 30mg/kg i.p.) behandelt. Anzahl der Tiere (nm). Box plots mit Median als
durchgehende Linie, Mittelwert als gestrichelte Linie und 25./75. Perzentile. ANOVA on ranks gefolgt von
Dunn’s Test, *p<0,05 vs. NaCl.
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3.3.1.2. Sucrose-preference Test

Im Sucrose-preference Test soll iiberpriift werden, ob die Tiere mit der 5-HT)a-
Rezeptoriiberexpression sich in ihrem hedonischen Verhalten von dem der Wildtyptiere in
einem motorikunabhingigen Modell unterscheiden. Als Stressreiz werden die Tiere einzeln
gehalten. Der Versuch wird nach einem (mit 1%iger Saccharoselosung) und nach drei

Monaten (mit 2%iger Saccharoseldsung) Isolation durchgefiihrt.

Der durchschnittliche Tageskonsum iiber die drei Versuchstage liegt bei den Wildtyptieren
deutlich tiber dem der transgenen Tiere. Unter Beriicksichtigung der durchschnittlichen
Korpergewichte trinken die Wildtyptiere nach einem Monat in Einzelhaltung 200g pro
Kilogramm Korpergewicht, die transgenen Tiere nur 158g/kg KG. Nach drei Monaten fillt
der Konsum auf 115g/kg KG bei den Wildtyptieren, 96g/kg KG bei den transgenen
(Mittelwerte).

Nach einem Monat Einzelhaltung (Abbildung 16 A, C) wird am Tag der Habituation (0. Tag)
den Tieren erstmals aus zwei Flaschen Wasser angeboten. Die Tiere beider Genotypen trinken
zwar vermehrt aus der rechten Wasserflasche (WT: 64%, TX: 65%), die auf der gewohnten
Seite liegt, benutzen aber auch die linke Flasche (WT: 36%, TX:35%).

Am ersten Versuchstag trinken die Wildtyptiere weniger Zuckerlosung (35%) als Wasser
(65%). Die transgenen Miuse hingegen trinken mit 79% deutlich bevorzugt die Zuckerlsung
(Wasser 21%).

Am zweiten Tag lag die Zuckerwasserflasche auf der rechten Seite. Beide Genotypen trinken

in vergleichbarer Menge bevorzugt aus dieser.

Nach drei Monaten Einzelhaltung (Abbildung 16 B, D) veridndert sich das Bild nicht. Am
ersten Versuchstag trinken die transgenen Tiere mehr 2%ige Zuckerlosung (71%) als Wasser
(29%). Im Gegensatz dazu trinken die Wildtyptiere am ersten Tag deutlich weniger
Zuckerlosung (43%) als Wasser (57%).
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Abbildung 16 A-D: Sucrose-preference Test
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Dargestellt sind Mittelwerte der prozentualen Aufnahmen (Konsum in [%]) aus den Flaschen links (li) und rechts
(re) im Sucrose-preference Test. Wildtyptiere (WT) und transgene Tiere (TX) wurden bis zum 2. Versuchstag
einen bzw. drei Monate einzeln gehalten. Ab dem 0. Tag wurden zwei Flaschen angeboten. Anzahl der Tiere
n=6 minnliche Tiere je Genotyp.

Die 65%-Marke ist als gestrichelte Linie dargestellt.
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Zur Riicksicherung des im Sucrose-preference Test gefundenen Phinotyps wurde der Porsolt-
Schwimmtest durchgefiihrt (Abbildung 17). Die Immobilititszeit der transgenen Tiere
(143[112/182]s) war signifikant kiirzer als die der Wildtyptiere (207[163/239]s).

Abbildung 17: Porsolt-Schwimmtest
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Dargestellt sind die Immobilititszeiten [s] im Porsolt-Schwimmtest unbehandelter ménnlicher Wildtyptiere
(WT) und transgener Tiere (TX) die zuvor im Sucrose-preference Test untersucht wurden. Anzahl der Tiere
(n=6). Box plots mit Median als durchgehende Linie, Mittelwert als gepunktete Linie und 25./75. Perzentile.
Student t-Test, *p<0,05.
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3.3.2. Untersuchungen zur Auswirkung von Stress
3.3.2.1. Radiotelemetrie

Die Technik der Radiotelemetrie ermoglicht es, Daten zur Korpertemperatur und Aktivitét zu
gewinnen, die von der Versuchsdurchfiihrung, der Manipulation des Experimentators, so gut
wie unbeeinflusst sind. Die Korperinnentemperatur ist ein sehr sensibler Indikator fiir Stress
bei Nagern.

Aus dem Vergleich der Temperaturverldufe beider Genotypen, dem Wildtyp und dem 5-
HT;a-Rezeptor iiberexprimierenden, sollen Riickschliisse auf mogliche Zusammenhinge

zwischen Stress und Effekten, die durch diesen Rezeptor vermittelt werden, gezogen werden.

3.3.2.1.1. Wochenwerte

Um einen Uberblick iiber die Tagesrhythmik der Miuse zu gewinnen wird zunichst iiber

sieben Tage ununterbrochen aufgezeichnet.

Temperatur (Abbildung 18 A)

Mittags ist iiber 7 Tage die niedrigste Temperatur (ca. 36°C) gemessen worden, um
Mitternacht, die hochste (ca. 38°C). Téglich ist zwischen 8 und 10 Uhr ein Peak von ca. 1°C
iiber 2h verzeichnet worden.

In der Darstellung der Korpertemperatur ist deutlich zu erkennen, dass die Werte der
transgenen Tiere (graue Dreiecke) fast immer unter denen der Wildtyptiere (weille Kreise)
liegen. Beide Kurven bewegen sich in einer Temperaturspanne zwischen 35,5°C und 38,5°C.
In dem Vergleich der Fliche unter der Kurve (AUC) des beispielhaften 2. Tages (24h) ist kein
signifikanter Unterschied zwischen beiden Genotypen festgestellt worden (AUC: TX:
52182,9+397,2, WT: 52999,6+495,3).

AKktivitit (Abbildung 18 B)

Die oben beschriebene Rhythmik ist in demselben Muster in der Aufzeichnung der Aktivitit
zu erkennen. Zur Mittagszeit ist keine Aktivitdt gemessen worden, nachts haben sich die
Mause stark bewegt. Auch in der Aufzeichnung der Aktivitit ist der kleine Vormittagspeak
(siehe oben) zu finden.

Grundsitzlich liegt die Kurve der transgenen Tiere (graue Dreiecke) auch hier unter der der

Wildtyptiere (weiBle Kreise). Die Fliche unter der Kurve des zweiten Tages unterscheidet sich
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signifikant (AUC: TX: 5781190675404, WT: 8357137584773, p= 0,012, t= 2,8834). Die

transgenen Tiere sind signifikant weniger aktiv als die Wildtyptiere.

Abbildung 18 A, B: Wochenwerte
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Dargestellt sind die Mittelwerte der Temperatur und Aktivitit der Aufzeichnung iiber sieben Tage von
ménnlichen Wildtyptieren (WT) und transgenen Tieren (TX). N=8 je Genotyp. Die zwei gepunkteten Linien
begrenzen den Abschnitt des 2. Tages.
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3.3.2.1.2. Stressreize

Nach der Aufzeichnung des Grundrhythmus der Tiere, werden sie einzelnen Stressreizen

ausgesetzt.

Handling (Abbildung 19)

Als erstes werden die Auswirkungen des Handlings untersucht. Nach dem Handling wird 60
Minuten aufgezeichnet. Der Basiswert (Mittelwert, siehe 3.2.3.) liegt bei 37,3°C bei den
Wildtyptieren und 36,9°C bei den transgenen Tieren.

Die Temperaturverldufe beider Genotypen unterscheiden sich kaum. Die Kurven sind fast
deckungsgleich, der Temperaturanstieg der transgenen Tiere ist weniger ausgeprigt als der
der Wildtyptiere. Innerhalb von 20 Minuten wird ein Maximum erreicht, nach 45 Minuten ist
die Temperatur wieder auf den Ausgangswert gefallen.

Die Flichen unter den Kurven (AUC) sind statistisch nicht signifikant unterschiedlich.

Abbildung 19: Aufzeichnung iiber 60 Minuten
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Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM der Temperaturabweichungen ménnlicher Wildtyptiere (WT), n=6, und
transgener Miuse (TX), n=8, nach dem Handling (7).
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NaCl-/NaCl-Injektion (Abbildung 20)

Um die Auswirkungen des Injektionsstresses zu untersuchen werden den Tieren im Abstand
von 30 Minuten zweimal NaCl-Losung i.p. injiziert. Nach der zweiten Injektion wird 60
Minuten aufgezeichnet. Der Basiswert (siehe S. 62) liegt bei 36,8°C bei den Wildtyptieren
und 36,6°C bei den transgenen Tieren.

Es ist ein deutlicher Unterschied im Verlauf der beiden Kurven nach der ersten Injektion
erkennbar. Die Wildtyptiere reagieren innerhalb von 15 Minuten mit einem
Temperaturanstieg iiber 0,5°C und fallen in den anschlieBenden 15 Minuten fast wieder auf
den Ausgangswert. Bei den transgenen Tieren hingegen ist kaum eine Abweichung vom
Basiswert nach der Injektion zu erkennen.

Nach der zweiten Injektion ist bei beiden Genotypen ein fast identischer Kurvenverlauf
sichtbar. Die Temperatur steigt in 15 Minuten um fast 1°C an und fillt in 45 Minuten langsam
wieder auf den Ausgangswert.

Statistisch ist kein Unterschied in den Flichen unter den Kurven nachweisbar (bis zur 30.

Minute und ab der 30. Minute bis zur 90. Minute getrennt betrachtet).

Abbildung 20: Aufzeichnung tiber 90 Minuten
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Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM der Temperaturabweichungen vom Basiswert ménnlicher Wildtyptiere
(WT), n=5, und transgener Miuse (TX), n=7, nach zwei NaCl-Injektionen (1).
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NaCl-/0,5mg/kg 8-OH-DPAT-Injektion (Abbildung 21)

Die beiden Injektionen werden im Abstand von 30 Minuten appliziert, anschlieBend wird 60
Minuten lang aufgezeichnet. Der Wert der Vorlaufzeit der gleich null gesetzt wird liegt bei
38,0°C bei den Wildtyptieren und 37,8°C bei den transgenen Tieren.

Nach der NaCl-Injektion steigt die Temperatur bei beiden Gruppen innerhalb von 15 Minuten
auf iiber 1,5°C. Bei den Wildtyptieren sinkt die Temperatur in den nichsten 15 Minuten um
0,5°C. Die Temperatur der transgenen Tiere bleibt auf dem Plateau.

Nach Injektion von 0,5mg/kg des 5-HT;a-Rezeptoragonisten 8-OH-DPAT, fillt die
Temperatur der transgenen Mause innerhalb von 20 Minuten um 1°C wieder fast auf den
Ausgangswert. Der hypotherme Effekt von 8-OH-DPAT bei den transgenen Tieren wurde
bereits mittels rektaler Temperaturmessung beschrieben (siehe 3.1.1.). Bei den Wildtyptieren
ist dagegen ein erst bei hoherer Dosierung einsetzender Temperaturabfall gemessen worden.
Statistisch ist kein Unterschied in den Flichen unter den Kurven nachweisbar (bis zur 30.

Minute und ab der 30. Minute bis zur 90. Minute getrennt betrachtet).

Abbildung 21: Aufzeichnung iiber 90 Minuten
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Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM der Temperaturabweichungen ménnlicher Wildtyptiere (WT), n=5, und
transgener Miuse (TX), n=7, nach einer NaCl- (erster 1) und einer 0,5mg/kg 8-OH-DPAT-Injektion (zweiter 1).
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NaCl-/1mg/kg 8-OH-DPAT-Injektion (Abbildung 22)

Das Aufzeichnungsprotokoll ist dasselbe wie bei der 0,5mg/kg Dosierung 8-OH-DPAT. Der
Wert der Vorlaufzeit der gleich null gesetzt wird liegt bei 38,4°C bei den Wildtyptieren und

37,1°C bei den transgenen Tieren.

Im vierten Versuchsdurchlauf steigt die Durchschnittstemperatur der transgenen Tiere nach
der NaCl-Injektion langsamer und nicht so hoch wie die der Vergleichsgruppe um etwa 1°C.
Nach Gabe des Rezeptoragonisten (1mg/kg) fillt die Koérpertemperatur der transgenen Tiere
rapide innerhalb von 20 Minuten um mehr als 2°C ab, mehr als 1°C unter den Basiswert. Am
Ende der Versuchszeit ist der Ausgangswert wieder erreicht. Im Kontrast dazu steigt die
Temperatur der Wildtyptiere nach der 8-OH-DPAT-Injektion sogar noch leicht an (0,5°C),

um dann langsam in einer Stunde um ein Grad zu fallen. Zum Ende der Versuchszeit ist der

Wert der Wildtyptiere noch nicht wieder auf dem Ausgangsniveau.

Statistisch ist kein Unterschied in den Flichen unter den Kurven nachweisbar (bis zur 30.

Minute und ab der 30. Minute bis zur 90. Minute getrennt betrachtet).

Abbildung 22: Aufzeichnung tiber 90 Minuten

Temperaturabweichung [°C]

Dargestellt sind die Mittelwerte £ SEM der Temperaturabweichungen ménnlicher Wildtyptiere (WT), n=5, und
transgener Mause (TX,), n=5, nach einer NaCl- (erster 1) und einer 1,0mg/kg 8-OH-DPAT-Injektion (zweiter 1).
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Einfiihren der rektalen Sonde (Abbildung 23)

Das letzte Protokoll sieht vor, die Auswirkungen rektaler Temperaturmessung auf die
Korpertemperatur zu erfassen. Nach dem Einfiihren der rektalen Sonde wird iiber 60 Minuten
aufgezeichnet. Der Wert der Vorlaufzeit der gleich null gesetzt wird liegt bei 37,4°C bei den
Wildtyptieren und 37,1°C bei den transgenen Tieren.

In beiden Genotypen ist nur ein sehr geringer (+0,5°C) Temperaturanstieg gemessen worden.
Beide Kurven verlaufen fast deckungsgleich.

Statistisch ist kein Unterschied in den Fldachen unter den Kurven nachweisbar.

Abbildung 23: Aufzeichnung iiber 60 Minuten

Einfiihren der rektalen Sonde
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Dargestellt sind die Mittelwerte £ SEM der Temperaturabweichungen ménnlicher Wildtyptiere (WT), n=5, und
transgener Miuse (TX,), n=4, nach dem Einfiihren einer rektalen Sonde (1).
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3.3.3. Geschlechterdifferenzen
3.3.3.1. Rezeptorautoradiographie

Mit Hilfe der Rezeptorautoradiographie soll vergleichend die geschlechterspezifische
Verteilung des 5-HT;a-Rezeptors bei Wildtyptieren und transgenen Tieren in Cortex und
Hippocampus untersucht werden. Es wird die spezifische Bindung des mit Tritium markierten
5-HTas-Rezeptoragonisten 8-OH-DPAT [fmol/mg] in zwei Ebenen (Bregma 1,56 bis 1,66
und -2,06 bis -2,16) bestimmt.

Cortex (Abbildung 23 A-D, Tabelle 5)

Die Uberexpression des 5-HT;s-Rezeptors wird in fiinf Subregionen des Cortex quantifiziert:
im retrosplenialen, parietalen, frontoparietalen, piriformen Cortex und im Claustrum. Die
Uberexpression bedingt bei den transgenen Tieren beider Geschlechter eine signifikant hohere
spezifische Bindung von [’H]8-OH-DPAT in simtlichen untersuchten Strukturen des Cortex
(Abbildung B, D: 1, 2, 3, 6, 7).

Im Vergleich der Geschlechter ist bei den weiblichen Wildtyptieren in zwei Regionen, dem
parietalen Cortex (pCTX, Abbildung 23 C, 7) und im Claustrum (CE, Abbildung 23 C, 2) die
spezifische Bindung von [*H]8-OH-DPAT signifikant hoher als bei den ménnlichen
Wildtyptieren.

Bei den transgenen Weibchen ist gegeniiber den Minnchen nur im parietalen Cortex
(Abbildung 23 D, 7) die spezifische Bindung des radioaktiven Liganden signifikant hoher
(siehe Tabelle 5).

Hippocampus (Abbildung 24 A-D, Tabelle 5)

Die Uberexpression des 5-HTja-Rezeptors wird in fiinf Subregionen des Hippocampus
quantifiziert: CA1-3 des Ammonshorns, dem Gyrus dentatus und der Tenia tecta. Die
Uberexpression bedingt bei den transgenen Tieren beider Geschlechter eine hohere
spezifische Bindung von [3H]8-OH-DPAT in der CA3 (Abbildung 24 B, D, 3) und in der
Tenia tecta (Abbildung 24 B, D, 5) des Hippocampus.

Im Vergleich der Geschlechter ist bei den weiblichen Wildtyptieren in zwei Regionen, dem
Gyrus dentatus (DG, Abbildung 24 C, 4) und in der Tenia tecta (TT, Abbildung 24 C, 5) die
spezifische Bindung von [*H]8-OH-DPAT signifikant hoher als bei den miénnlichen
Wildtyptieren.
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Bei den transgenen Weibchen (Abbildung 24 D) ist in der CA2 und CA3 die spezifische

Bindung des radioaktiven Liganden signifikant hoher als bei den Minnchen (siehe Tabelle 5).

Abbildung 23 A-E: Ebene 1 (Bregma 1,56 bis 1,66)

Wildtyptiere Transgene Tiere

rCTX:  retrosplenialer Cortex
pCTX:  parietaler Cortex

frp CTX: frontoparietaler Cortex
CE: Claustrum

pir CTX: pririformer Cortex
Nucleus accumbens septi
Hippocampus pars anterior

~N N R WD =

(aus “High Resolution Mouse Brain Atlas, Sidman
et al. “ www.hms.harvard.edu/research/brain/,
Stand 10. Juni 2008)

Gegeniiberstellung der Autoradiogramme weiblicher (C und D) und minnlicher (A und B) Wildtyptiere (A und
C) und transgener Tiere (B und D) und einer Nissl-Fiarbung (E). Regionen 1-5 sind quantitativ in Tabelle 5
aufgefiihrt.
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Abbildung 24 A-E: Ebene 2 (Bregma -2,06 bis -2,16)

Wildtyptiere Transgene Tiere

frpCTX: frontoparietaler Cortex
pirCTX: piriformer Cortex

1 CAL: Ammonshorn
2 CA2: Ammonshorn
3 CA3: Ammonshorn
4 DG: Gyrus dentatus
5 TT: Tenia tecta

6

7

(aus “High Resolution Mouse Brain Atlas, Sidman
et al. “ www.hms.harvard.edu/research/brain/,
Stand 10. Juni 2008)

Gegeniiberstellung der Autoradiogramme weiblicher (C und D) und minnlicher (A und B) Wildtyptiere (A und
C) und transgener Tiere (B und D) und einer Nissl-Fiarbung (E). Regionen 1-5 sind quantitativ in Tabelle 5
aufgefiihrt.
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Tabelle 5: Spezifische Bindung von [*H]-markiertem 8-OH-DPAT in ausgewihlten Regionen des Cortex und

Hippocampus
Wildtyptiere Transgene Tiere
Region 3 Q p-Wert 3 Q p-Wert
dvs. @ dvs. Q
rcTx ||]32,1+11,0 28,7+3,6 0.573 173,5+14,2 | 144,6+23,3 0,088
(6] (5] [6] [6]
pCTX 71,2+13,3 | 87,2+11,8 0,041 669,7+£56,5 | 842,3+51,8 3,05410°
y [12] [10] (12] [12]
*E frpCTX 100,9+15,2 | 121,1£15.,9 0.220 715,7+£77,6 | 831,2+92.4 0.154
3 (5] (4] [6] (6]
CE 182,1+21,8 | 231,9+8.9 0.0016 313,4+52,1 | 337,6+28,1 0.370
(6] (6] [9] [10]
pirCTX 49,6+8,13 41,5+6,4 0.109 127,12£2,8 | 149,0+21,2 0.134
(9] (7] [10] [12]
CA1 |]548.8+45,8 | 564,7+30,8 0.519 547,1+£40,7 | 596,7+45,5 0.067
[11] [10] (11] [11]
2 CcA2 |||278.3+64,3 | 252,1x47,7 0.865 564,7+£30,8 | 596,7+45,5 5.7+10°
g. [11] [11] [10] [12]
G cA3 |[/80.0£15,30 | 82,3x11,0 0.758 498,7+35,7 | 547,2+38,3 0,039
g [11] [10] (11] [12]
>y
= DG 128,1+17,5 | 152,1£13,2 0,0192 143,7+19,5 | 143,5+£14,8 0.981
[11] [10] (11] [12]
TT 100,5+£16,7 | 149,3+20,1 00185 302,4+54,1 | 320,8+29,2 0.709
[5] [4] [6] [6]

Vergleich der spezifischen Bindung von [*H]-markiertem 8-OH-DPAT in fmol/mg von minnlichen (&) und
weiblichen (9) Wildtyp und transgenen Tieren in ausgewihlten Strukturen des Cortex (rCTX-retrosplenialer
Cortex, pCTX-parietaler Cortex, frpCTX-frontoparietaler Cortex, CE-Claustrum, Endopiridormer Nucleus,
pirCTX-piriformer Cortex) und Strukturen des Hippocampus (CA1-3 Cornu Ammonis, DG-Gyrus Dentatus,
TT- Tenia Tecta). [n] Anzahl der Werte. Student t-Test, p-Werte < 0,05 aus Vergleich der Geschlechtern sind

fett hervorgehoben.
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4. DISKUSSION

4.1. Serotonin;s-Rezeptor und depressionsihnliches Verhalten im Tierversuch

Die Depression ist eine der grofen Volkskrankheiten und die héufigste psychische
Erkrankung beim Menschen. Bis zu einem Fiinftel der Bevolkerung macht in ihrem Leben
eine depressive Phase durch. Die Atiopathogenese ist bis heute noch nicht vollstindig geklrt.
Dysfunktionen des noradrenergen und serotonergen Transmissionssystems werden fiir die
Entstehung mit verantwortlich gemacht. Ein Subtyp der serotonergen Rezeptoren, der
Serotonin;s (5-HT;a)-Rezeptor, nimmt in dem Krankheitsgeschehen eine Schliisselposition
ein. Die Besonderheit des 5-HT;s-Rezeptors ist, dass er sowohl somatodendritisch auf den
serotonergen Neuronen vorkommt als auch postsynaptisch in deren Projektionsgebieten
lokalisiert ist. Dieser Umstand erschwert es, die vermittelten Effekte je nach Lokalisation
voneinander zu unterscheiden und differenziert zu untersuchen.

An unserem Institut existiert erstmalig eine transgene Mauslinie, die den 5-HT,s-Rezeptor
postsynaptisch in zwei fiir die Depression bedeutenden Gehirnregionen, Hippocampus und
Cortex, iiberexprimiert. In Untersuchungen zur Physiologie und in Verhaltenstests der
unbehandelten naiven Tiere konnte kein charakteristischer Phinotyp nachgewiesen werden.
Weder die Serotoningehalte, noch der 5-HIAA/5-HT-Quotient in Hippocampus, Frontal- und
Parietalcortex, Striatum und Hypothalamus, der Riickschluss auf den Serotoninumsatz
erlaubt, wiesen einen Unterschied zwischen Wildtyp- und transgenen Tieren auf. Nur die
Noradrenalingehalte im Hypothalamus der transgenen Méuse waren erhoht (Bert et al., 2006).
Die motorische Aktivitit im Open-field Test und die Korpertemperatur der ménnlichen
transgenen Tiere waren etwas niedriger als die der Wildtyptiere.

Auf die Rezeptoraktivierung nach systemischer Gabe des 5-HT;s-Rezeptoragonisten 8-OH-
DPAT reagierten die transgenen Tiere sehr sensibel: Die Korpertemperatur und die
motorische Aktivitdt nahmen sehr stark ab, das Serotoninsyndrom war sehr viel ausgeprigter
und dies bereits nach Applikation niedriger Dosierungen, die bei den Wildtyptieren noch
keine Effekte auslosten (Bert et al., 2006). Durch die postsynaptische Uberexpression scheint
das Verhiltnis zwischen prid- und postsynaptischen 5-HT;a-Rezeptoren in Richtung der
Heterorezeptoren verschoben worden zu sein. Diese Veridnderung in der Balance zwischen
prd- und postsynaptischen Rezeptoren konnte Ausdruck in einer solchen erhohten
,sensibilitidt auf 8-OH-DPAT finden. In einer Radioligandbindungsstudie mit 8-OH-DPAT
in Kooperation mit Prof. Bonisch wurde quantitativ nachgewiesen, dass die durchschnittliche

Bindungskapazitit (By.x) der 5-HT;a-Rezeptoren minnlicher transgener Tiere doppelt so
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hoch war wie die der Wildtyptiere. Die Dissoziationskonstante Kp bei den transgenen Tieren
war unveridndert, d.h. die Affinitit des Radioliganden zum 5-HT;a-Rezeptor ist durch die
Uberexpression nicht veriindert worden (Bert et al., 2008). Deswegen kann davon
ausgegangen werden, dass die drastische Reaktion der transgenen Miuse auf 8-OH-DPAT
wahrscheinlich auf Effekte zuriickzufiihren ist, die durch die Uberexpression funktionaler
postsynaptischer 5-HT;s-Rezeptoren vermittelt werden.

Um die Rolle des 5-HTs-Rezeptors in der menschlichen Depression besser verstehen zu
lernen, wurde im Tierversuch der Einfluss von 8-OH-DPAT als Referenzsubstanz und vier
ausgewihlter Antidepressiva (Buspiron, Citalopram, Reboxetin und Tianeptin), die jeweils
unterschiedlich am serotonergen und/oder noradrenergen System angreifen, auf das
depressionsidhnliche Verhalten dieser Miuse im Porsolt-Schwimmtest, dem klassischen Test
zur Uberpriifung der Wirkung von Antidepressiva, untersucht. Die Kombination aus leichter
und schneller Durchfiihrbarkeit und guter Prediktivitit machen den Porsolt-Schwimmest zum
meist verwendeten Test in der priklinischen Forschung zum Screening neuer antidepressiver
Substanzen (Borsini und Meli, 1988; Cryan et al., 2002; Lucki, 1997).

Da die Ergebnisse dieses Tests von der lokomotorischen Aktivitit der Tiere beeinflusst
werden, wurden die Wirkungen sdmtlicher Substanzen auf die Lokomotion im Open-field
Test analysiert. Im Sucrose-preference Test, einem Tiermodell der Depression, welches
relativ unabhéngig von der lokomotorischen Aktivitiat der Tiere ist, wurde das Verhalten

ménnlicher, unbehandelter Tiere (transgen und Wildtyp) zusétzlich untersucht.

4.1.0. Unbehandelte Tiere

In unseren Vorversuchen zeigten die minnlichen Miuse mit der postsynaptischen
Uberexpression des 5-HTs-Rezeptors ohne Substanzapplikation im Porsolt-Schwimmtest ein
Verhalten, das vergleichbar ist mit dem nach der Applikation eines Antidepressivums.
Luscombe et al. (1993) und Matsuda et al. (1995) wiesen eine Beteiligung des
postsynaptischen 5-HT, s-Rezeptors am ,,antidepressiven Verhalten im Porsolt-Schwimmtest
nach, indem sie die serotonergen Neuronen durch die Gabe von 5,7-Dihydroxytryptamin
zerstorten bzw. die Synthese von Serotonin mittels Chlorophenylalanin verhinderten. Nach
systemischer Gabe von 8-OH-DPAT nahm in dem anschlieBend durchgefiihrten Porsolt-
Schwimmtest die Immobilititszeit dieser Tiere signifikant ab. Die Gabe von 5-HT)a-
Rezeptorantagonisten (Propranolol, Methiothepin) verldngerte die Immobilititszeit wieder.

Durch die Zerstorung der Neurone mit dem Neurotoxin bzw. die Synthesehemmung von
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Serotonin war keine somatodendritische Rezeptoraktivierung mehr moglich, bzw. wurde der
vermittelte Effekt unterbunden. Der postsynaptische 5-HT;a-Rezeptor konnte so allein
stimuliert werden. Der im Schwimmtest beobachtete ,.antidepressive® Effekt von 8-OH-
DPAT muss durch die postsynaptischen 5-HT;s-Rezeptoren vermittelt worden sein.

Auch unsere Ergebnisse unterstreichen die Bedeutung des postsynaptischen 5-HTa-
Rezeptors fiir den ,,antidepressiven Effekt im Porsolt-Schwimmtest. Minnliche transgene
Tiere zeigten ohne Wirkstoffapplikation ein Verhalten, das Luscombe et al. (1993) und
Matasuda et al. (1995) auf die Stimulation des postsynaptischen 5-HT;-Rezeptors
zuriickfiihren konnten. Es sieht so aus, als wiirde die Uberexpression dieses Rezeptors bei den
transgenen Tieren das gleiche Verhalten bedingen wie die direkte Stimulation durch 8-OH-
DPAT (sieche oben). Die Bedeutung des postsynaptischen 5-HTs-Rezeptors im
depressionsidhnlichen Verhalten der Maus ist somit sowohl iiber die direkte Stimulation des
Rezeptors als auch iiber die Uberexpression nachgewiesen worden.

Die hohere Zahl postsynaptischer 5-HT a-Rezeptoren der transgenen  Tiere
(Rezeptorautoradiographie siehe 4.3.) bei gleichzeitig unverdnderter Serotoninkonzentration
(keine Verdnderung in Serotoninspiegel und -umsdtzen zwischen transgenen und
Wildtyptieren (Bert et al., 2006)) entspricht dem Bild, mit dem die ,,antidepressive* Wirkung
der Azapirone, partielle 5-HT,s-Rezeptoragonisten, nach chronischer Applikation erklart
wird: der postsynaptische Rezeptor wird stimuliert und der Autorezeptor desensibilisiert, d.h.
bei unverdnderten Serotoningehalten iiberwiegt die Aktivierung des postsynaptischen
Rezeptors (Blier et al., 1997; Blier und Ward, 2003).

Der ,,antidepressive* Phinotyp der transgenen Méuse ist zwar reproduzierbar, war aber in den
Versuchsreihen mit Substanzapplikation nicht stabil iliber den gesamten Zeitraum
nachweisbar, in dem die Untersuchungen stattfanden. Ursachen fiir Schwankungen im
Phinotyp konnen Verdnderungen in den Versuchsbedingungen und -durchfiihrung wie
unterschiedliche  Gerduschkulissen, geringgradig verdnderte Lichtverhiltnisse oder
Eigenheiten im Handling der versuchsdurchfiihrenden Person, sein (Bailey et al., 2006). Wie
grof} die d@uBeren Einfliisse auf die Ergebnisse in Verhaltenstest sein konnen, wiesen Crabbe
und Wahlsten in ihren Studien nach. Sie liefen einen Mausstamm zeitgleich in drei
unterschiedlichen Laboratorien phénotypisieren. Trotz gleicher Versuchsprotokolle und
moglichst identischer Haltungsbedingungen wichen die Ergebnisse der drei Laboratorien
besonders im angstbezogenen, emotionalen Verhalten (Open-field Test, Elevated-plus maze
Test) signifikant voneinander ab (Crabbe et al., 1999; Wabhlsten et al., 2003). Wie anfillig der

Porsolt-Schwimmtest gegeniiber dufleren Variablen (hier z. B. die Aufzuchtbedingungen) ist,
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wird aus dem Vergleich der Immobilititszeiten zweier Wildtyptiergruppen in unserem Institut
ersichtlich. Es wurde ein signifikanter Unterschied im Verhalten zwischen Tieren, die vom
Ziichter gekauft wurden (Harlan-Winkelmann) und nach einer Eingewohnungszeit von zwei
Wochen in diesem Versuch getestet wurden und Nachkommen von Tieren dieses Ziichters,
die im Institut geboren und aufgezogen wurden, nachgewiesen. Die Gruppe ,,Harlan-
Winkelmann® zeigte im Gegensatz zur Vergleichsgruppe ,Institutseigene® eine hdohere
Immobilitétszeit (Daten nicht im Ergebnisteil enthalten). Die drei Monate spiter getestete
Nachzucht der erworbenen Tiere (F;-Generation) unterschied sich schlieBlich nicht mehr von
denen im Institut geziichteten (Daten nicht im Ergebnisteil enthalten). Fiir den unsteten
»antidepressiven® Phénotyp ist deswegen vermutlich die Kombination unterschiedlicher
duBerer, nicht regulierbarer Einfliisse (von Jahreszeit abhédngige Wetterbedingungen,
Gerduschkulisse und Vibrationen auflerhalb des Gebdudes bedingt durch BaumafBnahmen)
verantwortlich.

Als weiterer, ergidnzender Ansatz zur Untersuchung der Uberexpression des 5-HTa-
Rezeptors bei den minnlichen Tieren und der Auswirkung auf depressionsidhnliches
Verhalten im Tiermodell wurde der Sucrose-preference Test herangezogen. Er ermdoglicht das
hedonische Verhalten der Tiere nach einer Stressperiode (Einzelhaltung), unabhingig von
deren motorischen Fihigkeiten zu beurteilen. Zur Quantifizierung des hedonischen Verhaltens
wird der Konsum einer Zuckerlosung herangezogen, die zusitzlich zum gewohnten
Trinkwasser angeboten wird. Es ist bekannt, dass Miuse in der Regel siile Getrinke Wasser
vorziehen. Die Tiere werden als hedonisch bezeichnet, wenn der Anteil der konsumierten
Zuckerlosung iiber 65% des Gesamtkonsums von Zuckerlosung und Wasser liegt (Strekalova
et al., 2004).

Auch in diesem Versuch zeichneten sich die méinnlichen transgenen Tiere durch ein Verhalten
aus, das dem nach Gabe von Antidepressiva dhnelt. Der Konsum der Zuckerlosung war in der
transgenen Gruppe hoher als in der Kontrollgruppe (Wildtyptiere). Die Zuckeraufnahme der
transgenen Tiere lag an beiden ersten Versuchstagen (nach einem und nach drei Monaten
Einzelhaltung) iiber 65% des Gesamtkonsums. Im Gegensatz dazu war der Zuckerkonsum der
Wildtyptiere an beiden ersten Versuchstagen deutlich geringer als 65%, was auf ein
anhedonisches Verhalten der Tiere hindeutet. Porsolt bezeichnete den Sucrose-preference
Test als schwierig in der Durchfithrung und beméngelte die geringe Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse (Porsolt, 2000). Daher sollte er nicht allein zur Bewertung der antidepressiven
Potenz einer Substanz herangezogen werden. Fasst man allerdings die Ergebnisse aus dem

Porsolt-Schwimmtest und dem Sucrose-preference Test zusammen, so zeigt sich in den zwei
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Versuchen unabhingig voneinander bei den unbehandelten transgenen ménnlichen Tieren ein
Verhalten, das vergleichbar mit der Antwort auf Antidepressiva ist. Somit deuten die
Ergebnisse darauf hin, dass der postsynaptische 5-HT;5-Rezeptor am depressionséhnlichen
Verhalten der Maus beteiligt ist.

Die Immobilititszeiten im Porsolt-Schwimmtest der unbehandelten weiblichen Tiere beider
Genotypen unterschieden sich im Gegensatz zu denen der ménnlichen Tiere nicht signifikant.
Dieses Ergebnis ist iiberraschend und kann noch nicht erklidrt werden. Ein wichtiger Aspekt,
der bei Versuchen mit weiblichen Tieren immer beriicksichtigt werden muss, sind die
moglichen Auswirkungen des Sexualzyklus auf die Ergebnisse, zumal die Tiere wéihrend
unserer Untersuchungen nicht synchronisiert wurden. Von mehreren Autoren sind
Zyklusschwankungen von maximal 20% in der Expression von Serotoninrezeptoren
nachgewiesen worden (Biegon et al., 1980; Flugge et al., 1999; Uphouse et al., 1991). Diese
Schwankungen sind jedoch nicht so groB, dass sie das Verhiltnis der Expression des
postsynaptischen 5-HT;a-Rezeptors zwischen Wildtyptieren und transgenen Tieren (bis um
das Zehnfache erhohte Expression) veridndern und so ein Fehlen des ,,antidepressiven®
Verhaltens erkldren konnten.

Eine mogliche Erkldrung fiir das nicht vorhandene ,,antidepressive* Verhalten der weiblichen
transgenen Tiere konnten Verdnderungen der Serotoninspiegel und -umsitze sein. Da diese
bisher nur bei den Ménnchen bestimmt wurden, ist diese Erkldarung sehr hypothetisch. Um zu
iiberpriifen, ob die hohere Expression der 5-HT;s-Rezeptoren zu einer verdanderten Aktivitit
des serotonergen Systems weiblicher, transgener Tiere gefiihrt hat, miissten die
Serotoninspiegel und -umsitze bestimmt werden (weiteres siche 4.3. Serotonin;a-Rezeptor

und Geschlechterdifferenzen).

4.1.1. 8-OH-DPAT

8-OH-DPAT ist ein voller 5-HT;a-Rezeptoragonist, der experimentell verwendet wird, um
diesen Rezeptor und die von ihm vermittelten Effekte zu untersuchen. Im Porsolt-
Schwimmtest wirkt 8-OH-DPAT bei Miusen (Luscombe et al., 1993) und Ratten (Detke et
al., 1995) wie ein Antidepressivum und bewirkt (ab 0,01mg/kg i.p.) eine Verkiirzung der
Immobilititszeit (De Vry et al., 2004). Nicht eindeutig geklart ist jedoch die Rolle des 5-
HT;a-Rezeptors. Es sind Belege sowohl fiir eine prisynaptische als auch fiir eine
postsynaptische Vermittlung der ,,antidepressiven® Wirkung gefunden worden. Cervo et al.

(1988a) konnten nach intracerebraler Injektion von 8-OH-DPAT in das Kerngebiet der Raphe
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eine Reduzierung der Immobilititszeit bei Ratten nachweisen, was auf eine Beteiligung der
prasynaptischen 5-HT;a-Rezeptoren hindeutet. In den bereits erwidhnten Untersuchungen von
Luscombe et al. (1993) und Matasuda et al. (1995) kann der ,,antidepressive” Effekt von 8-
OH-DPAT ab Dosierungen von 0,5mg/kg auf die Stimulation des postsynaptischen 5-HTx-
Rezeptors zuriickgefiihrt werden (siehe auch Seite 73).

Unsere Hypothese war, dass bei den transgenen Tieren ein deutlicher stirkerer antidepressiver
Effekt von 8-OH-DPAT als bei den Wildtyptieren im Porsolt-Schwimmtest zu sehen sein
miisste, wenn die postsynaptischen 5-HT;s-Rezeptoren wesentlich an diesem Effekt beteiligt
sein sollten. Dies konnten unsere Untersuchungen jedoch nicht bestitigen. In unseren
Untersuchungen konnte kein antidepressiver Effekt von 8-OH-DPAT nachgewiesen werden,
weder bei den Wildtyptieren, noch bei den transgenen Tieren.

Zwar war bei den Wildtyptieren (Médnnchen) die Immobilititszeit nach Gabe von 8-OH-
DPAT verringert, war aber auch in der hochsten getesteten Dosierung (0,75mg/kg) nicht
signifikant. Eine Beeinflussung der Motorik der Wildtyptiere wurde im Open-field Test auch
in hoheren Dosierungen (1mg/kg) nicht nachgewiesen, weshalb der fehlende ,,antidepressive*
Effekt auch nicht direkt auf eine verminderte lokomotorische Aktivitit zuriickgefiihrt werden
kann. Wahrscheinlich wird die Signifikanz in der hochsten Dosierung (0,75mg/kg) im
Porsolt-Schwimmtest auf Grund der auffallend groBen Streuung bei gleichzeitig relativ
kleiner n-Zahl nicht erreicht. Es wire interessant zu untersuchen, ob bei einer gro3eren n-Zahl
die Abnahme der Immobilititszeit signifikant wére. Die Weibchen zeigten nach 8-OH-DPAT
ebenfalls keine Verdnderung in ihrer Immobilititszeit.

Die transgenen Miuse zeigten ein vollkommen unerwartetes Bild. Statt einer Abnahme der
Immobilitétszeit, wurde bei beiden Geschlechtern eine signifikante Zunahme gemessen. Es ist
bekannt, dass 8-OH-DPAT die Motorik beeinflusst (Blanchard et al., 1997, Carli et al., 1989;
Evenden und Angeby-Moller, 1990; Hillegaart et al., 1989). Bei uns konnten jedoch in den
Dosierungen, die im Porsolt-Schwimmtest eine signifikante Verldngerung der
Immobilititszeit bedingten (0,25mg/kg), keine Beeintrichtigung der lokomotorischen
Aktivitdt im Open-field Test gemessen werden, erst in einer hoheren Dosierung (0,5mg/kg)
als im Porsolt-Schwimmtest untersucht war die lokomotorische Aktivitit der transgenen Tiere
stark vermindert. Es ist jedoch denkbar, dass sich im Wasser eine Beeintriachtigung der
Motorik schon nach einer geringeren Dosis manifestiert, die transgenen Tiere deswegen
weniger geschwommen sind und so ein antidepressiver Effekt von 8-OH-DPAT {iberlagert

wurde.
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4.1.2. Buspiron

Buspiron wird zum einen als nicht sedierendes und nicht abhingig machendes Anxiolytikum
erfolgreich in der Klinik eingesetzt, zum anderen gewinnt es als Antidepressivum sowohl als
Monotherapeutikum, als auch in der Kombinationstherapie immer mehr an Bedeutung.
Buspiron ist ein Partialagonist am 5-HT;s-Rezeptor. Auf Grund der Rezeptorreserve, die fiir
den somatodendritischen 5-HT;A-Rezeptor nachgewiesen werden konnte, kann die Substanz
an diesem als voller Agonist wirken (Meller et al., 1990; Yocca et al., 1992).

Um zu verifizieren, ob bei den transgenen Tiere die Uberexpression zu einer Rezeptorreserve
des postsynaptischen 5-HT;a-Rezeptors gefiihrt hat und somit Buspiron bei den transgenen
Tieren somit auch postsynaptisch als voller Agonist wirkt, wurden die Effekte des vollen (8-
OH-DPAT) und des partiellen 5-HT;a-Rezeptoragonisten auf das Schwimmverhalten
untersucht und miteinander verglichen. Sollte die Uberexpression zu einer Rezeptorreseve
gefiihrt haben, so miissten die Effekte beider Substanzen dhnlich sein.

Bei den miénnlichen Wildtyptieren verldngerte sich die Immobilitétszeit nach der hochsten
Dosierung von Buspiron signifikant, es wirkte eher ,depressionsfordernd® statt
»antidepressiv. Die Weibchen hingegen zeigten keine Verdnderung der Immobilititszeit. In
der Literatur sind sehr unterschiedliche Effekte von Buspiron im Porsolt-Schwimmtest
beschrieben worden. Kitamura et al. (1996) berichteten, dhnlich wie wir, von einer
verlangerten Immobilitdtszeit 1m Porsolt-Schwimmtest mit Maiusen nach akuter
Buspironapplikation (3mg/kg). In den Untersuchungen von Cervo et al. (1988) hatte die Gabe
von Buspiron (bis zu 10mg/kg) bei Ratten keine Auswirkung auf die Schwimmzeit, die
direkte Injektion in die Raphekerne hingegen hatte einen ,,antidepressiven‘ Effekt zur Folge,
was fiir eine pridsynaptische Vermittlung sprechen wiirde. Wieland und Lucki (1990) erzielten
durch die wiederholte Gabe des Partialagonisten (dreimalige Injektion von bis zu 1mg/kg
Buspiron 23h, 5h und 0,5h vor Testdurchfiihrung) bei Ratten eine Abnahme in der
Immobilititszeit. Dieser Effekt wiederum wurde mit einer Aktivierung des postsynaptischen
5-HTa-Rezeptors bei gleichzeitiger Desensibilisierung des Autorezeptors erklirt, setzt jedoch
eine mehrmalige Applikation voraus (Blier et al., 1997).

Die bei uns fehlende ,,antidepressive Wirkung von Buspiron (nach einmaliger akuter Gabe)
lasst sich hypothetisch an Hand der Open-field Ergebnisse erkldren. Es ist bekannt, dass
Buspiron die motorische Aktivitdt vermindert. In Dosierungen ab 1,25mg/kg i.p. bei der Ratte
und 3mg/kg bei der Maus wurde eine Lokomotionshemmung im Open-field Test beschrieben
(Hughes, 1993; Kitamura und Nagatani, 1996). Auch in unseren Untersuchungen zeigten die

Wildtyptiere nach Buspiron (3mg/kg) eine verminderte lokomotorische Aktivitit, bei den
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Weibchen ist diese signifikant. Hierin liegt eine mogliche Erkldrung fiir den
,.depressionsfordernden* Effekt von Buspiron bei den Wildtyptieren.

Ob die Uberexpression eine postsynaptische Rezeptorreserve bedingt hat, sollte aus dem
Vergleich der Effekte von Buspiron und 8-OH-DPAT bei den transgenen Tieren zu erkennen
sein. Erwartet war, dass die Aktivierung des postsynaptischen Rezeptors bei den transgenen
Tieren eine deutlich kiirzere Immobilititszeit als bei den Wildtyptieren bedingt. Tatsédchlich
wurden dhnlich unerwartete Effekte wie nach der Gabe von 8-OH-DPAT gefunden. Die
Immobilititszeiten sind vergleichbar mit denen nach Injektion des vollen Agonisten, die
Immobilititszeiten verldngerten sich, anstatt sich zu verkiirzen. Im Open-field Test zeigten
alle transgenen Tiere nach der Behandlung mit Buspiron eine stark verminderte
lokomotorische Aktivitit, was die ausbleibende ,,antidepressive* Wirkung erklart, wie bei 8-
OH-DPAT. Das abartige Schwimmverhalten (siehe 3.3.1.1.2.), welches die transgenen Tiere
nach 3mg/kg Buspiron im Porsolt-Schwimmtest zeigten, konnte ebenfalls Ausdruck einer
Koordinationsbeeintrachtigung der Motorik im Wasser sein, da die Tiere im Heimatkéfig
nach Applikation der Substanz nicht verhaltensauffillig waren. Eine mogliche
»antidepressive* Wirkung konnte von den Effekten auf die Motorik iiberlagert worden sein.

In Hinblick auf die motorische Aktivitit reagierten die transgenen Tiere sowohl auf 8-OH-
DPAT als auch auf Buspiron empfindlicher als die Wildtyptiere: Nach 8-OH-DPAT
verlangerte sich die Immobilititszeit in Dosierungen, die im Open-field Test die
lokomotorische Aktivitdt nicht beeinflussten. Nach Buspiron zeigten jeweils 7 Tiere ein
abartiges Schwimmverhalten. Auf Grund der starken lokomotorischen Nebenwirkungen ist
nicht zu sagen, ob Buspiron tatséchlich bei den transgenen Tieren die Wirkung eines vollen 5-

HT;a-Rezeptoragonisten entfaltet kann.

4.1.3. Citalopram

Citalopram ist neben Fluoxetin der wichtigste Vertreter aus der Gruppe der SSRI. Diese
zeichnen sich gegeniiber den TZA vor allem durch ihr qualitativ giinstigeres
Nebenwirkungsprofil aus und gehoren in Europa zur Standardmedikation in der Therapie der
Depression (Arzneimittelkomission der deutschen Arzteschaft, 2006). Die SSRI hemmen die
Wiederaufnahme von Serotonin aus dem synaptischen Spalt und erhthen durch die ldngere

Verweildauer des Neurotransmitters dessen relative Konzentration.
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Aus dem Vergleich der Immobilititszeiten der Méuse beider Genotypen sollte die Rolle des
postsynaptischen 5-HT;a-Rezeptors in der Vermittlung des ,,antidepressiven® Effekts von
Citalopram im Porsolt-Schwimmtest tiberpriift werden.

In unseren Untersuchungen erzeugte Citalopram in den getesteten Dosierungen bei den
minnlichen Tieren beider Genotypen eine signifikante Reduzierung der Immobilititszeit.
Diese ,antidepressive® Wirkung ist in der Literatur nach einmaliger Applikation fiir
Dosierungen zwischen 5mg/kg und 20mg/kg sowohl bei Ratten, als auch bei Miusen
beschrieben worden (Kusmider et al., 2007; Sanchez und Meier, 1997). Ein Unterschied in
der Wirkung von Citalopram in beiden Genotypen wird erst unter Beriicksichtigung der
Open-field Ergebnisse ersichtlich. Es ist bekannt, dass SSRI eine psychomotorisch
stimulierende Wirkung haben und so falsch positive Ergebnisse im Porsolt-Schwimmtest
erhalten werden konnen. Cryan (2005b) diskutiert deswegen in seinem Artikel zur Bewertung
verhaltenspharmakologischer Effekte im Porsolt-Schwimmtest die Notwendigkeit einer
zusitzlichen isolierten Untersuchung der Motorik. Brocco et al. (2002) wiesen nach 10mg/kg
Citalopram bei Mausen eine erhohte Lokomotion im Open-field Test nach, auch David et al.
(2003) stellten eine signifikante Zunahme der lokomotorischen Aktivitdt bet NMRI-Miusen
nach Applikation von Citalopram (16mg/kg) fest. In unseren Versuchen konnte bereits nach
Gabe von 5Smg/kg Citalopram eine signifikante Zunahme der lokomotorischen Aktivitit
verzeichnet werden, interessanterweise jedoch nur bei den Wildtyptieren. Daher muss der
»antidepressive* Effekt von Citalopram bei den Wildtyptieren relativiert werden. Anders bei
den transgenen Tieren: Bei ihnen wurde keine gesteigerte lokomotorische Aktivitdt im Open-
field Test gemessen. Die verkiirzte Immobilititszeit ist bei den transgenen Tieren nicht auf
eine erhohte lokomotorische Aktivitit zuriickzufiihren. Die Uberexpression scheint die
mantidepressive® Wirkung von Citalopram zu begiinstigen und deutet darauf hin, dass
postsynaptische 5-HT;s-Rezeptoren am ,,antidepressiven* Effekt von Citapolram im Porsolt-
Schwimmtest beteiligt sind.

Bei den weiblichen Tieren ist diese Beteiligung Citaloprams am ,,antidepressiven® Verhalten
noch deutlicher zu erkennen. Citalopram erzeugt nur bei den transgenen Weibchen eine
Verkiirzung der Immobilititszeit, die Wildtyptiere schwimmen nicht signifikant ldnger. Sie
zeigen nur eine Tendenz zur Immobilitatszeitverkiirzung. Anders als bei den Minnchen ist im
Open-field Test mit den Weibchen in keinem der beiden Genotypen eine Beeinflussung der
Motorik festgestellt worden. Also fiihrt auch bei den weiblichen Miusen die Uberexpression

des postsynaptischen 5-HT;s-Rezeptors zu einer ausgeprigten ,,antidepressiven* Wirkung
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von Citalopram im Porsolt-Schwimmtest und damit zur Bestédtigung der zentralen Rolle des 5-

HT;a-Rezeptors im Wirkungsmechanismus dieses SSRI.

4.1.4. Reboxetin

Reboxetin ist ein klinisch gut wirksames Antidepressivum und wird auch in der Therapie der
Aufmerksamkeitsdefizitstorungen eingesetzt. Es gehort zu den Selektiven Noradrenalin
Wiederaufnahmehemmern (SNRI) (siehe auch 2.1.4.), und besitzt in der Therapie der
Depression eher den Status einer Alternativmedikation. Da die antidepressive Wirkung
Reboxetins nicht auf Serotonin, sondern Noradrenalin zuriickgefiihrt wird, wird Reboxetin
vor allem bei Nichtanschlagen der Therapie mit SSRI eingesetzt. Ahnlich wie bei
Serotoninrezeptoren wurden auch Verdnderungen der Dichte von Adrenorezeptoren bei
depressiven Suizidopfern nachgewiesen. Hierbei wurde vor allem im frontalen Cortex eine
erhohte Bindungskapazitit gemessen (Meana et al., 1992).

Reboxetin zeigt keine Wirkungen an serotonergen Rezeptoren (siche Ubersichtsarbeit von
Leonard, 1997). Aus diesem Grund wurde Reboxetin im Vergleich zwischen den
Wildtyptieren und den transgenen Maiusen die Rolle der Negativkontrolle zugedacht.
Allerdings bleibt zu beachten, dass das serotonerge und noradrenerge System untrennbar
interagieren. Die Miuse mit der Uberexpression des 5-HTa-Rezeptors sollten sich demnach
unter Reboxetin im Schwimmverhalten nicht von den Wildtyptieren unterscheiden.

In unseren Untersuchungen konnte fiir Reboxetin in der Dosierung von 20mg/kg bei den
Wildtyptieren eine antidepressive Wirkung nachgewiesen werden. Die Abnahme der
Immobilitédtszeit war nur bei den Weibchen signifikant, bei den ménnlichen Wildtyptieren
erzeugte die Applikation von Reboxetin jedoch eine Tendenz zur Verkiirzung der
Immobilitdtszeit. Verschiedene Autoren haben Befunde veroffentlicht, die unseren
entsprechen. Connor et al. (1999) wiesen eine Verkiirzung der Immobilititszeit an Ratten
nach, die sie dreimal (23h, 5h und 1h vor Testdurchfiihrung) mit 10mg/kg Reboxetin
behandelten. Harkin et al. (1999) fiihrten den Porsolt-Schwimmtest mit bulbektomierten
Ratten (siehe 2.2.2.1.) durch. Nach einer 14-tigigen Behandlung mit bis zu 10mg/kg
Reboxetin war der charakteristische Phénotyp der bulbektomierten Ratten, der im Porsolt-
Schwimmtest durch eine verldngerte Immobilititszeit gekennzeichnet ist, nicht mehr
nachweisbar.

Da bei den Minnchen beider Genotypen keine Dosis gefunden wurde, die eine signifikante

Verdanderung im Schwimmverhalten erzeugte, ist auf die Untersuchung der motorischen
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Aktivitdt verzichtet worden. Bei den weiblichen Wildtyptieren fiihrte die Behandlung mit
Reboxetin im Open-field Test zu einer signifikanten Abnahme der zuriickgelegten Strecke.
Diese verminderte Lokomotion nach Reboxetin beschreiben auch Mitchell et al. (2006). Nach
einmaliger Applikation von 20mg/kg zeigten die Méause 30min spiter eine signifikant
verminderte lokomotorische Aktivitdt. Reboxetin verkiirzt in unseren Versuchen trotz des
gleichzeitigen negativen Einflusses auf die Motorik im Open-field Test die Immobilitétszeit
der weiblichen Wildtyptiere im Porsolt-Schwimmtest. Reboxetin weist also bei ithnen eine
ausgepragte ,,antidepressive* Wirkung auf.

Die transgenen Tiere beider Geschlechter zeigten hingegen ein vollig unerwartetes Verhalten
nach der Behandlung mit Reboxetin: die Immobilitédtszeit war unverdndert. Eine mogliche
Erkldarung fiir die fehlende akute Wirkung Reboxetins bei den ménnlichen transgenen Tieren
wire der erhohte Noradrenalingehalt im Hypothalamus (Bert et al., 2006). Einen
Zusammenhang zwischen postsynaptischen 5-HTs-Rezeptoren und Noradrenalingehalten im
Hypothalamus konnten Chen und Reith (1995) und Suzuki et al. (1995) an Ratten
nachweisen, bei denen mittels Parachlorphenylalanin eine 5-HT-Depletion erzielt wurde.
Durch die Aktivierung des postsynaptischen 5-HT;a-Rezeptors mit dem Agonisten 8-OH-
DPAT konnte in Mikrodialyseversuchen ein Anstieg des Noradrenalinspiegels im
Hypothalamus und der ventralen tegmentalen Area erzeugt werden. Der erhohte
Noradrenalinspiegel bei den transgenen Tieren kénnte somit durch die Uberexpression des 5-
HT;a-Rezeptors bedingt sein, gehoren doch Veridnderungen im Hypothalamus-Hypophyse-
Nebennierenrinden-System zu den konsistentesten biologischen Befunden in der Depression
(sieche 2.1.2.1). Durch den erhohten Noradrenalinspiegel kann die Adrenorezeptorsensibilitit
der transgenen Miuse verdndert worden sein, und die Rezeptoren zeigen unbehandelt den
Zustand, welchem nach einer mehrwochigen Therapie die antidepressive Wirkung Reboxetins
zugeschrieben wird: eine Desensibilisierung der Adrenorezeptoren und eine relative
Downregulation der a,- und B-Rezeptoren, die wiederum eine erhohte Empfindlichkeit der
postsynaptischen o;-Rezeptoren zur Folge hat (sieche Ubersichtsarbeit Elhwuegi, 2004). Um

dies zu verifizieren, miisste eine entsprechende Rezeptorbindungsstudie durchgefiihrt werden.
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4.1.5. Tianeptin

Tianeptin wirkt in der Klinik antidepressiv und angstlosend, wie Lepine et al. (2001) in einer
sechswochigen Doppelblindstudie an Depressiven mit bzw. ohne eine zusitzliche
Angsterkrankung nachwiesen. Die Struktur dieses neuartigen Antidepressivums leitet sich
von den klassischen TZA ab, der akute Wirkungsmechanismus von Tianeptin jedoch
widerspricht dem bisherigen Verstindnis von Antidepressiva: Tianeptin verstirkt die
Wiederaufnahme von Serotonin (Datla und Curzon, 1993; Pineyro et al., 1995; Uzbay, 2007).
McEwen (2005) schreibt, dass es schwierig ist, die Effekte von Tianeptin nach akuter
Applikation zu beurteilen, da die antidepressive Potenz wahrscheinlich in erster Linie durch
die neuroprotektiven Eigenschaften Tianeptins erzeugt wird. Wiahrend einer Depression
kommt es zu Veridnderungen in der Neuroplastizitét (Castren, 2005; Fuchs et al., 2004). Unter
anderem verkiirzen sich in der CA3-Region des Hippocampus die Dendriten und die
Veriastelung nimmt ab (Magarinos et al., 1999). Czeh et al. (2001) und Watanabe et al. (1992)
konnten nachweisen, dass bei Ratten und Spitzhérnchen, die wihrend einer drei- respektive
einwochigen Stressperiode (Immobilisation und psychosozialer Stress) mit Tianeptin
behandelt wurden (Ratten 15mg/kg i.p, Spitzhornchen 50mg/kg oral) die Abnahme der
Dendritenveristelung deutlich geringer war als bei den jeweiligen Kontrolltieren.

Ob Tianeptin trotzdem direkt oder indirekt Wirkungen am postsynaptischen 5-HT;s-Rezeptor
auslost und das depressionsdhnliche Verhalten der Maus beeinflusst, sollte jedoch aus dem
Vergleich der Immobilitidtszeiten beider Genotypen nach einmaliger Applikation ersichtlich
werden.

In unseren Untersuchungen bedingt Tianeptin in der 20mg/kg Dosierung bei den
Wildtyptieren beider Geschlechter eine signifikante Abnahme der Immobilititszeit, wirkt
»antidepressiv‘. Dieses Ergebnis entspricht dem von Kelly et al. (1994). Sie untersuchten bei
Ratten die Wirkungen von Tianeptin im Porsolt-Schwimmtest und wiesen nach 5mg/kg
Tianeptin 23h, 5h und 1h vor Testdurchfiihrung eine Abnahme der Immobilititszeit nach. Bei
unseren méinnlichen Wildtyptieren war der ,.antidepressive® Effekt unabhingig von der
motorischen Aktivitit im Open-field Test. Die Weibchen hingegen legten eine kiirzere
Distanz zuriick, was zwar im Gegensatz zu den Ergebnissen von Mocaer et al. (1988) steht,
die von einem Motorik steigernden Effekt bei Ratten berichten, letztendlich aber nur die
ausgesprochene ,,antidepressive* Wirkung von Tianeptin bei den Wildtyptieren unterstreicht.
Die ménnlichen transgenen Tiere zeigten keine Verdnderung in ihrem Schwimmverhalten, die
weiblichen transgenen Méuse reagierten mit einer Abnahme der Immobilitiitszeit erst in einer

Dosierung (30mg/kg), die bei den Minnchen nicht getestet wurde. Auch wenn Tianeptin
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keinen ,,antidepressiven‘‘ Effekt bei den transgenen Tieren erzeugte, so deutet dieses Ergebnis
trotzdem auf die Beteiligung des  postsynaptischen  5-HT a-Rezeptors im
Wirkungsmechanismus von Tianeptin hin. Die akute Gabe von Tianeptin bedingt eine
verstirkte Wiederaufnahme von Serotonin. Die konnte bei den transgenen Tieren mit ihrer
erhohten Anzahl von Rezeptoren zu einem fiir die Rezeptoraktivierung relativen
Serotoninmangel fithren, was eine geringere Auspriagung der vermittelten Effekte zur Folge

hitte. Dies konnte die geringere Wirkung von Tianeptin bei den transgenen Tieren erkldren.

84



Diskussion

4.2. Serotonin;z-Rezeptor und Stress

Chronischer Stress kann beim Menschen Depressionen hervorrufen (siehe 2.1.2.1.). Bei vielen
Betroffenen ist eine Aktivierung des Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden (HPA)-
Systems nachweisbar. Praktisch im gesamten Gehirn werden als Folge Corticotropin-
releasing Hormon (CRH)-Rezeptoren exprimiert, die iiber das limbische System,
insbesondere in der dorsalen Raphe, serotonerge Neurone beeinflussen, deren Funktion bei
Angstzustinden und affektiven Storungen verindert ist (siehe 2.1.2.1. und Ubersichtsarbeit
von Leonard (2005)).

Nach zwei Wochen chronischem Stress (Reiz tidglich wechselnd: Immobilisation, Kilte,
Narkose, Porsolt-Schwimmtest) konnte bei Ratten ein geringerer Gehalt an 5-HT;s-Rezeptor-
RNA im Hippocampus nachgewiesen werden (Lopez et al., 1998). In einer Studie von
Centero (2007) wurde im Vergleich dreier unterschiedlich stressanfilliger Affengruppen in
der stresssensitivsten die geringste Expression des 5-HT;a-Rezeptors in der dorsalen Raphe
mittels in situ Hybridisation nachgewiesen.

Hyperthermie ist bei vielen Spezies, den Menschen eingeschlossen, ein verlisslicher
Parameter zur Erfassung des Stresslevels (Adriaan Bouwknecht et al., 2007; Olivier et al.,
2003). Die Radiotelemetrie ermoglicht es, diesen in Form von Temperaturschwankungen,
soweit wie moglich unabhédngig von der versuchsdurchfiihrenden Person zu erfassen. So
konnen Daten beriihrungsfrei gesammelt werden (Kramer et al., 2001; Mills et al., 2000).
Unsere Beobachtungen der transgenen Tiere im Heimatkifig legten die Vermutung nahe, dass
sie im Vergleich zu den Wildtyptieren stressresistenter sind. Die Tiere wirken weniger
schreckhaft und der Umgang mit ihnen (Handling) ist leichter als der mit den Wildtyptieren.
In ihrer Arbeit beschreiben Bert et al. (2006), dass die naiven, ménnlichen transgenen Tiere
bei rektal durchgefiihrten Messungen eine niedrigere Korpertemperatur als die Wildtyptiere
aufweisen. Das Einfiihren einer rektalen Sonde als solches ist ein starker Stressreiz, der bei
Miusen zu einer erhOhten  Aktivitit der natiirlichen Killerzellen, erhohten
Serumzytokinspiegel und -ACTH-Spiegel und zur Erhohung der Korpertemperatur fiihrt
(Hale et al., 2003). Mittels Radiotelemetrie wurde jetzt iiberpriift, ob der Unterschied in der
Korpertemperatur zwischen transgenen und Wildtyptieren tatsdchlich auf eine Stressresistenz
der transgenen Miuse zuriickzufiihren ist oder ob die Uberexpression des 5-HTs-Rezeptors
eine permanent niedrigere Korpertemperatur unabhiingig von Stressreizen bedingt.

In unseren siebentigigen Aufzeichnungen lagen die Temperaturwerte und die Aktivitit der
transgenen Tiere immer unter denen der Wildtyptiere. Die Messung hat ungestort in den

Heimatkifigen der Tiere in Abwesenheit von Menschen stattgefunden. Deswegen ist die
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niedrigere Temperatur der transgenen Tiere nicht auf eine mogliche Stressresistenz dem
Umgang des Experimentators gegeniiber zuriickzufiihren. Die Temperatur der transgenen
Tiere lag auch zu Zeiten, in denen keine motorische Aktivitit (in beiden Genotypen)
gemessen wurde, unter der der Wildtyptiere. Nach diesem Ergebnis riickt die Hypothese von
Bert et al. (2006) wieder in den Vordergrund. Sie postulierte, dass zwischen der Hypothermie
der transgenen Maiuse und dem erhohten Noradrenalinspiegel im Hypothalamus ein
Zusammenhang bestehen konnte. Durch Noradrenalininjektionen in den Hypothalamus kann
eine Hypothermie erzeugt werden (Cooper et al., 1965; Myers et al., 1987).

Die vermutete Stressresistenz der transgenen Tiere wurde weiter untersucht, indem die Mause
nacheinander definierten Stressreizen (Protokoll siehe 3.2.3.) ausgesetzt wurden und die
Temperatur anschlieBend gemessen wurde: Handling (Fixation des Tieres mit Riickengriff),
zwei im Abstand von 30 Minuten aufeinander folgende NaCl-Injektionen, eine NaCl-
Injektion im Abstand von 30 Minuten gefolgt von einer Injektion 8-OH-DPAT und
abschliefend Einfiihren einer rektalen Sonde .

Als erster Reiz wurden die Tiere ,,gehandelt, in der Hand immobilisiert. Die folgende
Reaktion der Korpertemperatur wurde iiber 60 Minuten aufgezeichnet. Das reine Handling
fiihrte zu keinem Unterschied in der Korpertemperatur. Die Kurven beider Genotypen
verlaufen fast deckungsgleich. Dieses Ergebnis war zu erwarten, da sdmtliche Tiere diese
Prozedur durch das wochentliche Kéfigsdubern und die Nahtkontrollen nach der Operation
kennen. Offensichtlich haben sich beide Genotypen im gleichen Ausmall an den Vorgang
gewohnt.

Im Vergleich der Stressreaktionen auf die erste NaCl-Injektion, einem den Maiusen
unbekannten Vorgang, ist ein Unterschied zwischen den beiden Genotypen erkennbar:
wihrend bei den Wildtyptieren die Temperatur um mehr als 0,5°C steigt, bleibt sie bei den
transgenen Tieren fast auf dem Ausgangswert. Der fehlende Temperaturanstieg in der
transgenen Gruppe kann als verringerte Stresssensibilitit dieser Tiere interpretiert werden.
Nach der zweiten Injektion, die 30 Minuten nach der ersten erfolgte, verlaufen beide
Temperaturkurven fast gleich und steigen um fast 1°C an. Der Temperaturanstieg nach der
zweiten Injektion konnte als Ausdruck einer Sensibilisierung der transgenen Tiere auf die
Prozedur interpretiert werden. Da die individuelle Streuung der Temperaturwerte in beiden
Gruppen sehr gro3 war, sollte in Zukunft eine Bestédtigung dieser Ergebnisse durch einen
erneuten Versuch erbracht werden. Zusitzlich sollte durch Erfassung eines anderen
Stressparameters, wie Corticosteron in Kot oder Blut, die Stressresistenz weiter untersucht

werden.
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In der Reaktion auf 8-OH-DPAT zeigte sich der erwartete, von Bert et al. (2006) beschriebene
Unterschied in der Auspridgung der Hypothermie zwischen den Genotypen. Die transgenen
Tiere reagierten mit einem Temperaturabfall von iiber -2°C, die Korpertemperatur der
Wildtyptiere verdnderte sich nach 8-OH-DPAT kaum (-0,5°C). Die von Bert et al. (2006)
beschriebene induzierte Hypothermie bei den transgenen Tieren und die Funktionalitit der
tiberexprimierten Rezeptoren wurde hier durch den 5-HT;s-Rezeptoragonisten 8-OH-DPAT,
diesmal weitestgehend unabhingig von Manipulationsstress durch Einfiihren einer rektalen
Sonde, erneut nachgewiesen. Die Uberexpression bedingt eine ausgeprigte Sensibilitit auf 8-
OH-DPAT im Vergleich zum Wildtyp.

Die zuletzt aufgezeichneten Kurvenverldufe nach der rektalen Manipulation (Einfiihren einer
rektalen Sonde) zeigen bei beiden Genotypen sehr geringe (bis 0,5°C) Temperaturanstiege.
Diese konnten als Ausdruck einer Gewohnung der Miduse an die an ihr vorgenommenen
Manipulationen gewertet werden. Nachdem verschiedene Manipulationen vorausgegangen
sind, stellt das Einfiihren der rektalen Sonde nicht mehr den Stressreiz dar, welcher er fiir
noch nicht im Versuch gewesene Tiere ist.

Die Ergebnisse der Radiotelemetrieversuche belegen frilhere Befunde zur niedrigeren
Korpertemperatur und erhohten Sensibilitit auf 8-OH-DPAT der transgenen Tiere im
Vergleich zu Wildtyptieren (sieche oben). Es sind Hinweise auf die postulierte Stressresistenz
gefunden worden, allerdings ist diese in weiteren Untersuchungen, beispielsweise
Corticosteronmessungen, vor allem auf Grund der niedrigen Tierzahlen und der groBen

Streuung, zu verifizieren.
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4.3. Serotoninjs-Rezeptor und Geschlechterdifferenzen

Frauen in Industrienationen erkranken nach den meisten Studien fast doppelt so hdufig an
affektiven Storungen wie Méinner (Emslie et al., 2007; Munce und Stewart, 2007; Romans et
al., 2007). Die genaue Ursache dafiir ist noch nicht bekannt, man versucht dies jedoch wie
folgt zu erkléren.

Geschlechterunterschiede in der Syntheserate von Serotonin sind mehrfach untersucht
worden, wenn auch mit verschiedenen Ergebnissen. In ihrer PET-Studie haben Nishizawa et
al. (1997) an Hand der Metabolisierung von a[lIC]Methyl—L—Trypthophan bei gesunden
Miénnern im Gehirn eine bis zu 52% hohere Serotoninsyntheserate als bei Frauen
nachgewiesen. Die Serotoningehalte waren sowohl vor, als auch nach einer akuten
Tryptophandepletion bei den ménnlichen Probanden hoher als bei den weiblichen. Ebenfalls
in einer PET-Studie wiesen Sakai et al. (2006), wie Nishizawa, bei gesunden Frauen eine
signifikant geringere Serotoninsynthese im Gehirn als bei Ménnern nach. Chugani et al.
(1998) hingegen fanden in einer PET-Untersuchung an gesunden Minnern und Frauen bei
letzteren eine bis zu 20% hohere Serotoninsyntheserate als bei Médnnern.

Rosa-Neto et al. (2004) zeigten in ihrer PET-Studie eine geringere Syntheserate von Serotonin
bei noch unbehandelten Depressiven im Vergleich zu der gesunden Kontrollgruppe. Die
Syntheserate der weiblichen, depressiven Probanden lag noch unter der der ménnlichen
Gruppen. Da die Monoaminmangel-Hypothese von Schildkraut (siehe 2.1.3.) eine Ursache fiir
Depression in einer verminderten Serotoninsynthese sieht, wiirde das die erhohte
Depressionsrate bei Frauen erkliren.

Nicht nur in der Synthese von Serotonin, sondern auch im Expressionsmuster von
Serotoninrezeptoren findet man Verdnderungen und Geschlechterunterschiede bei
Depressiven und Gesunden. Arango et al. (1995) untersuchten in einer quantitativen
Rezeptorautoradiographie mit [*H]8-OH-DPAT die Gehirne minnlicher und weiblicher
Suizidopfer mit einer zu Lebzeiten diagnostizierten Depression und die einer gesunden
Kontrollgruppe. Sie fanden eine signifikant hohere Expression des 5-HT;s-Rezeptors im
Cortex (postsynaptische Lokalisation des Rezeptors) beider weiblichen Gruppen (Suizid und
Kontrolle), die bis zu 40% hoher als bei den ménnlichen Probanden war. Bei der zusitzlich
untersuchten 5-HT-Transporterbindungskapazitit lag die Expression dieser bei den Frauen
signifikant unter der der Minner. Parsey et al. (2002) und Jovanovic et al. (2008) konnten
ebenfalls in ithren PET-Studien eine bis zu 39% hohere Expression des 5-HT;s-Rezeptors in
Regionen des Cortex in den Versuchsgruppen aus gesunden Frauen nachweisen. Jovanovic et

al. (2008) untersuchten zusitzlich die Expression des 5-HT-Transporters. Interessanterweise
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war die der minnlichen Versuchsgruppen um bis zu 55% hoher als die der weiblichen. Beide
Autoren interpretierten die hohere Expression des 5-HT;a-Rezeptors bei den Frauen als
funktionellen Ausgleich zu deren geringeren Serotoningehalten (siche oben). Die niedrigen 5-
HT-Transportergehalte sahen sie in den niedrigen Serotoninspiegeln der Frauen begriindet, da
Transporter bei Nichtgebrauch schnell internalisiert werden. Mit der geringeren Aktivitidt des
weiblichen serotonergen Systems begriinden sie die hohere Disposition von Frauen, an
Depression zu erkranken.

Unsere Untersuchungen sollten kldaren, ob ein direkter Zusammenhang zwischen der
Expression des postsynaptischen 5-HT;s-Rezeptors und den Unterschieden im
depressionsidhnlichen Verhalten zwischen den beiden Geschlechtern der Maus im Porsolt-
Schwimmtest besteht.

In der Radioligandenbindungsstudie mit [’H]8-OH-DPAT am gesamten Gehirngewebe wurde
in Kooperation mit Prof. Bonisch, zuerst die Affinitdt der iiberexprimierten Rezeptoren
tiberpriift. Es wurde gezeigt, dass diese durch die Uberexpression nicht verindert worden ist:
Die Dissoziationskonstante Kp ist bei den transgenen Tieren beider Geschlechter unverindert
gegeniiber der der Wildtyptiere. B,,x der weiblichen Tiere lag iiber B.x der minnlichen
beider Genotypen. (Bert et al., 2008).

Die anschlieBend durchgefiihrte detaillierte Rezeptorautoradiographie zur quantitativen
Untersuchung der Uberexpression des 5-HT;s-Rezeptors zeigte die erwartete signifikante
Zunahme (bis um das Zehnfache) in der Expression des 5-HT;s-Rezeptors bei beiden
transgenen Geschlechtern in Cortex und Hippocampus gegeniiber den Wildtyptieren. Bei den
weiblichen Tieren beider Genotypen fiel in spezifischen Regionen eine deutlich hohere
Expression des 5-HTa-Rezeptors als bei den Méinnchen auf. Die Rezeptorbindungskapazitit
der weiblichen Wildtyptiere war in vier Regionen des Cortex und Hippocampus (parietaler
Cortex, Claustrum, Gyrus dentatus und Tenia tecta) signifikant hoher als die der minnlichen
Tiere. Bei den weiblichen transgenen Tieren war im parietalen Cortex und in der CA3 des
Hippocampus die spezifische Bindung von [’H]8-OH-DPAT signifikant hoher als bei den
minnlichen. Unsere Befunde stehen im Einklang mit Ergebnissen aus der Literatur. Auch
Zhang (1999) wies im Hippocampus weiblicher Ratten hohere 5-HT;a-Rezeptor-m-RNA-
Gehalte als bei Miédnnchen nach. Flugge et al. (1999) hatten in einer Rezeptorautoradiographie
mit [3H]8—OH—DPAT bei Ratten im Ostrus eine signifikant hohere Expression des 5-HTa-
Rezeptors im Hypothalamus gemessen.

Im Porsolt-Schwimmtest zeigten die minnlichen transgenen Tiere ohne Wirkstoffapplikation

im Vergleich mit den Wildtyptieren ein Verhalten, das dem nach Gabe von Antidepressiva
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gleicht und von dem angenommen wird, dass es durch postsynaptische 5-HT;5-Rezeptoren
vermittelt wird (siehe 4.1.0.). Die hohere Zahl postsynaptisch funktionaler 5-HTja-
Rezeptoren bei gleichzeitig unverdnderter Serotoninkonzentration der ménnlichen transgenen
Tiere (Bert et al., 2006) scheint das ,,antidepressive* Verhalten zu begiinstigen. Dennoch ist
dieses Ergebnis nicht eindeutig, da zwischen den Geschlechtern der Wildtyptiere keine
entsprechende  Korrelation  zwischen  erhohter  5-HT,s-Rezeptorexpresssion  und
Schwimmverhalten gefunden wurde. Es wurde kein signifikanter Unterschied zwischen den
Immobilititszeiten unbehandelter weiblicher und ménnlicher Wildtyptiere gemessen.

Bei den weiblichen transgenen Tieren konnte der oben beschriebene ,,antidepressive*
Phinotyp der Minnchen nicht nachgewiesen werden. Hier scheint die hohere Anzahl der 5-
HT;a-Rezeptoren keinen Einfluss auf die Immobilititszeit zu haben. Vergleicht man die
Immobilititszeiten der weiblichen mit denen der minnlichen transgenen Tiere, sind die Werte
der Weibchen signifikant hoher, sie sind ,,depressiver* als die Ménnchen. Dies steht in einer
Linie mit den Ergebnissen beim Menschen. FEine mogliche Erkldarung fiir dieses
depressionsidhnliche Verhalten, trotz hoherer Anzahl an Rezeptoren, wire ein relativer
Serotoninmangel. Nach der Hypothese von Parsey et al. (2002) und Jovanovic et al. (2008)
wird bei Weibchen versucht eine geringere Syntheserate von Serotonin durch eine hohere
Expression der Rezeptoren auszugleichen (sieche oben). Um zu iberpriifen, ob die
Serotoninspiegel und -umsidtze weiblicher transgener Tiere tatsdchlich auf eine verédnderte
Aktivitit des serotonergen Systems hinweisen und ob darin eine mogliche Erkldrung fiir das

fehlende ,,antidepressive Verhalten liegt, miissten diese bestimmt werden.
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4.4. Schlussbetrachtungen und Ausblicke

Zusammenfassend haben die Ergebnisse aus dem Porsolt-Schwimmtest und Sucrose-
preference Test die Bedeutung des postsynaptischen 5-HTja-Rezeptors fiir das
depressionsihnliche Verhalten der Maus bestitigt.

Mit dem Vergleich des Verhaltens beider Genotypen im Porsolt-Schwimmtest nach
Applikation verschiedener Antidepressiva konnte nachgewiesen werden, dass ein direkter
Zusammenhang zwischen dem postsynaptischen 5-HT;a-Rezeptor und einer Veridnderung der
Immobilitétszeit (dem Mal fiir depressionsidhnliches Verhalten der Maus) besteht. Besonders
deutlich war dies vor allem am Verhalten der transgenen Tiere nach der Behandlung mit dem
Selektiven Serotonin Wiederaufnahmehemmer Citalopram zu erkennen.

Die Hypothese, nach der die Uberexpression zu einer postsynaptischen Rezeptorreserve des
5-HT;a-Rezeptors gefiihrt hat, konnte mit dem Vergleich der Immobilititszeiten, auf Grund
der Auswirkungen des vollen (8-OH-DPAT) und des partiellen 5-HT;a-Rezeptoragonisten
(Buspiron) auf die motorische Aktivitit der Tiere, nicht mit Sicherheit bestitigt werden.

Die Ergebnisse der Radiotelemetrie unterstiitzen die postulierte Stressresistenz der transgenen
Tiere. Die Tiere zeigen im Gegensatz zu den Wildtyptieren nach ihrer ersten NaCl-Injektion
keinen Anstieg der Korpertemperatur. Dieses Ergebnis sollte durch weitere Methoden,
beispielsweise die Corticosteronbestimmung, bestitigt werden.

Die Rezeptorautoradiographie zeigt eine ausgepriigte Uberexpression des 5-HT;s-Rezeptors
in den untersuchten Regionen des Cortex und Hippocampus. Die Expression des 5-HT4-
Rezeptors war bei den weiblichen Tieren beider Genotypen hoher als bei den ménnlichen.
Serotoninspiegel und -umsitze sollten bei weiblichen Miusen beider Genotypen in Cortex
und Hippocampus und in den serotonergen Ursprungsgebieten der Raphe bestimmt werden,
um die Hypothese zu iiberpriifen, nach der eine geringere Serotoninsynthese der Weibchen

durch eine hohere Expression der Rezeptoren kompensiert wird.
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S. ZUSAMMENFASSUNG

Depression ist die hdufigste psychische Erkrankung des Menschen. Die Zahl der Betroffenen
nimmt seit Jahren stetig zu und damit die Notwendigkeit, bestechende Therapien zu verbessern
und neue zu entwickeln. Seit iliber fiinfzig Jahren steht das serotonerge Transmissionssystem
im Interessensfokus der neuropharmakologischen Forschung zur Aufkldrung der genauen
Atiopathogenese der Depression. Anfangs wurde in Neurotransmitterimbalancen die Ursache
fiir die Entstehung einer Depression gesehen. Neuere Befunde vor allem aus PET-Studien
zeigen Verdnderungen in  Serotoninrezeptordichten und -bindungskapazititen in
Gehirnarealen, die mit der Krankheit Depression in Verbindung gebracht werden. Besondere
Aufmerksamkeit wird dem 5-HT;s-Rezeptor gewidmet. Dieser zeichnet sich dadurch aus,
dass er in zwei Lokalisationen exprimiert wird: als prisynaptischer somatodendritischer
Autorezeptor in der Raphe wund als postsynaptischer Heterorezeptor in den
Projektionsgebieten serotonerger Neurone wie Cortex und Hippocampus.

An unserem Institut existiert erstmalig eine Mauslinie, die den 5-HT;s-Rezeptor
postsynaptisch im Cortex und Hippocampus iiberexprimiert.

Ziel dieser Arbeit war, die Rolle des postsynaptischen 5-HTa-Rezeptors im
depressionsidhnlichen Verhalten dieser Miuse nach der Behandlung mit Antidepressiva, die
unterschiedlich am serotonergen und noradrenergen Transmissionssystem angreifen, in zwei
Verhaltenstests (Porsolt-Schwimmtest und Open-field Test) zu untersuchen. Zusitzlich
wurden die Tiere in einem Tiermodell der Depression (Sucrose-preference Test) getestet. Das
Verhalten der transgenen Tiere wurde mit dem von Wildtyptieren verglichen. Um eine von
Bert et al. (2006) postulierte Stressresistenz der transgenen Tiere zu iiberpriifen, wurde die
Reaktion der Mdiuse auf definierte Stressreize mittels Radiotelemetrie gemessen und
aufgezeichnet. In einer geschlechtervergleichenden Rezeptorautoradiographie wurde mit
[*H]8-OH-DPAT das Verteilungsmuster des 5-HT;s-Rezeptors von transgenen und
Wildtyptieren untersucht.

Im Porsolt-Schwimmtest, einem Test zur Beurteilung der antidepressiven Potenz eines
Pharmakons verhielten sich die transgenen Méuse ohne Substanzapplikation so, als wiren sie
mit einem Antidepressivum behandelt worden. Dies wurde im Sucrose-preference Test, einem
Modell, welches das Freudverhalten der Tiere (Hedonie) untersucht, bestitigt. Sie zeigten
nach einer chronischen, milden Stressperiode ein gleichbleibendes Mafl an Hedonie und
bestétigten den ,,antidepressiven‘ Phinotyp aus dem Porsolt-Schwimmtest.

Der Vergleich der Immobilititszeiten des vollen (8-OH-DPAT) und des partiellen 5-HTa-

Rezeptoragonisten (Buspiron) scheint die Hypothese, nach der die Uberexpression zu einer
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postsynaptischen Rezeptorreserve gefiihrt hat, zu bestitigen. Auf Grund der Auswirkungen
beider Substanzen auf die motorische Aktivitit der Tiere konnte dies jedoch nicht mit
Sicherheit festgestellt werden.

Die Behandlung mit Citalopram, einem Selektiven Serotonin Wiederaufnahmehemmer
(SSRI), hat bei beiden Genotypen und Geschlechtern eine Abnahme der Immobilititszeit
bedingt. Der besonders ausgeprigte Effekt bei den transgenen Tieren unterstreicht die Rolle
des postsynaptischen 5-HT s-Rezeptors im Wirkungsmechanismus dieses SSRI.

Die Effekte von Reboxetin, einem Selektiven Noradrenalin Wiederaufnahmehemmer (SNRI),
auf das Schwimmverhalten der transgenen Miuse waren iiberraschend. Die Behandlung mit
Reboxetin veridnderte die Immobilititszeit der transgenen Tiere nicht. Dieses Ergebnis belegt
die Schwierigkeit nur ein Transmissionssystem isoliert zu untersuchen. Der Eingriff in das
physiologische Gleichgewicht durch die Uberexpression hat bei den transgenen Tieren zu
einem erhohten Noradrenalinspiegel im Hypothalamus gefiihrt. Dieser hat moglicherweise
Auswirkungen auf die Rezeptorsensibilitidten des noradrenergen Systems, was so die fehlende
Wirkung von Reboxetin bei den transgenen Tieren im Porsolt-Schwimmtest erkldren konnte.
Die Ergebnisse zum depressionsidhnlichen Verhalten nach der Behandlung mit Tianeptin,
einem atypischen Antidepressivum, das die Wiederaufnahme von Serotonin beschleunigt
(SSRE), sind dahingehend zu interpretieren, dass die akute Wirkung von Tianeptin, die eine
Abnahme der Immobilititszeit zur Folge hat, durch den postsynaptischen 5-HT;s-Rezeptor
vermittelt wird, die Uberexpression diese Wirkung aber nicht begiinstigt.

Aus den Ergebnissen der Radiotelemetrieversuche lésst sich die postulierte Stressresistenz
ableiten. Die transgenen Tiere zeigen im Gegensatz zu den Wildtyptieren nach der ersten
NaCl-Injektion keinen Anstieg der Korpertemperatur. Dieses Ergebnis sollte, beispielsweise
durch Corticosteronbestimmung, verifiziert werden.

Die Bilder der Rezeptorautoradiographie zeigen eine ausgeprigte Uberexpression des 5-
HT;a-Rezeptors bei den transgenen Tieren in den untersuchten Regionen des Cortex und
Hippocampus. Die Expression des 5-HTa-Rezeptors war bei den weiblichen Tieren beider
Genotypen hoher als bei den ménnlichen. Hierin ist wahrscheinlich die neurobiologische
Grundlage fiir Geschlechterdifferenzen im depressionsdhnlichen Verhaltender Maus zu

suchen.
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6. SUMMARY

Functions of the postsynaptic serotonin;,-receptor
effects of antidepressants

Depression is the most common psychiatric disorder in humans. The number of patients has
been increasing for years which, in turn, rised the necessity to improve existing treatments
and to develop new ones. For over fifty years the serotonergic system has been in focus of
neuropharmacologic research with the aim of discovering the exact pathogenesis of
depression. In the beginning an imbalance of transmitters was thought to be the cause for
developing depression. More recent results, especially from PET-studies, showed changes in
the concentration and binding potential of serotonin receptors in brain areas that have been
linked with depression. Special attention has been paid to the 5-HTa-receptor. It is notable by
being expressed in two locations, presynaptic as a somatodendritic autoreceptor in the raphe
and postsynaptic as a heteroreceptor in the areas of projections of serotonergic neurons, e.g.
cortex and hippocampus.
At our institute exists for the first time a mouse line overexpressing the 5-HT;a-receptor
postsynaptically, mainly in cortex and hippocampus.
Aim of this study was to investigate the role of the postsynaptic 5-HT;s-receptors for
depression-like behaviour in these mice after treating them with antidepressants, that affect
either the serotonergic or noradrenergic transmission system in two behavioural tests.
Additionally the animals were tested in an animal model of depression. The behaviour of
transgenic animals was compared with wild type mice behaviour. In order to test a stress
resistance of the transgenic animals, as postulated by Bert et al. (2006), the reaction of mice to
defined stress stimuli was measured by radiotelemetry. In a receptor autoradiography using
[*H]-labeled 8-OH-DPAT, the distribution pattern of the 5-HTa-receptor in transgenic and
wild type mice as well as male and female mice was compared.
In the Porsolt-swim test, a test to assess the antidepressant potential of a drug, non-treated
transgenic mice behaved as if they had been treated with antidepressants. This was supported
in the sucrose-preference test, a model that examines hedonistic impulses of the animals.
After a chronic mild phase of stress, they still showed a constant level of hedonic behaviour
and thus affirmed the ,,antidepressant* phenotype at the Porsolt-swim test.
The comparison of immobility times between the full (8-OH-DPAT) and partial 5-HTa-
agonist (buspirone) seemed to confirm the hypothesis that the overexpression led to a
postsynaptic receptor reserve. Since both substances affect the animal’s locomotor activity,

this could not be proved conclusively and needs further elucidation.
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Treatment with citalopram, a selective serotonin reuptake inhibitor (SSRI), caused decreased
immobility times in both genotypes and sexes. The marked effect in transgenic animals
underlines the role of 5-HTja-receptors in the mediation of the antidepressant effect of
Citalopram

The effects of reboxetine, a selective noradrenalin reuptake inhibitor on the swimming
behaviour of transgenic mice were surprising. The administration of reboxetine did not have a
modulating effect on the immobility time. This shows the challenge set by trying to examine
only one transmission system isolatedly. The change of the physiologic balance, the
overexpression, led to an increase of the level of noradrenalin in the hypothalamus. This
might have affected the sensibility of the noradrenergic receptors and could explain the lack
of effect of reboxetine in transgenic animals in the Porsolt-swim test.

The results concerning depression-like behaviour after treatment with tianeptine, an atypic
antidepressant which enhances the reuptake of serotonin (SSRE), suggest that the acute
effects of tianeptine in the Porsolt-swim test, the decreased immobility time, are not primarily
caused by the postsynaptic 5-HTa-receptor.

The results of the radiotelemetric study confirm the postulated stress resistance of transgenic
mice. The transgenic animals showed no increase in body temperature after the first saline-
injection in contrast to the wild type.

The images of the receptor autoradiography showed a marked overexpression of the 5-HT) 4-
receptor in areas of cortex und hippocampus. The expression of the 5-HT;s-receptor in female

animals of both genotypes was higher than in the males.
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7. ANHANG

7.1. Ubersicht Immobilitiitszeiten (Porsolt-Schwimmtest) und Strecken (Open-field Test)

In den Tabellen 7-17 sind die Durchschnittswerte (MEAN+SEM) der Immobilititszeiten [s]
aus dem Porsolt-Schwimmtest und der zuriickgelegten Strecken [cm] im Open-field-Test der
Miuse beider Genotypen und Geschlechter unter Substanzeinfluss aufgefiihrt.

Unbehandelt und NaCl-Applikation

Tabelle 6: Immobilititszeiten (MEAN+SEM) in [s] im Porsolt-Schwimmtest von Wildtyp (WT) und transgenen
Tieren (TX) beider Geschlechter: unbehandelt und nach NaCl-Applikation, [n] Anzahl der Tiere.

J o
unbehandelt 113,9+14,2 66,1+12.9 122,9+14,9 134,0+£22,0
[7] [11] [10] [10]
NaCl 184,3+15,8 107,9+13,2 133,0+8,3 165,3+£19,2
[6] 91 [12] 6]

Effekte von 8-OH-DPAT

Tabelle 7: Immobilititszeiten (MEAN+SEM) in [s] im Porsolt-Schwimmtest von Wildtyp (WT) und
transgenen Tieren (TX) beider Geschlechter nach Applikation von 8-OH-DPAT, [n] Anzahl der Tiere.

) 3 Q
Dosis [mg/kg] WT T WT T
NaCl 169,8+13,3 106,2+8,3 156,0+12,8 143,6+20,2
a [8] [11] [14] [11]
113,3+7,3 141,5+7,7 235,6+16,4
0,04 ) [11] [8] [11]
0.1 139,5+17,9 141,5+7,7 167,8+12,8 176,3+13,5
’ [4] [6] [11] [6]
0.25 112,4+13,8 235,6+16,4 133,4+10,7 239,3+27,9
’ 9] [12] [10] [12]
107,7%19,1
0.75 o _ ] ]

Tabelle 8: Strecken (MEAN+SEM) in [em] im Open-field Test von Wildtyp (WT) und transgenen Tieren (TX)
beider Geschlechter nach Applikation von 8-OH-DPAT, [n], Daten bereits vertffentlicht in Bert et al (2006).

O
Dosis [mg/kg] WT d TS WT -+ X
NaCl 3471428 32944221 3303+435 2880+379
[18] [9] [13] [11]
0.1 3543+439 3067+200 3583+316 3057+334
’ [16] [9] [20] [11]
1743+540 1840+365
0’25 ) [10] ) [10]
0.5 2568+309 288+79 3115+307 1845+370
’ [18] [11] [17] [10]
1.0 25444256 ) 2487275 )
? [18] [15]
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Effekte von Buspiron

Tabelle 9: Immobilititszeiten (MEAN+SEM) in [s] im Porsolt-Schwimmtest von Wildtyp (WT) und
transgenen Tieren (TX) beider Geschlechter nach Applikation von Buspiron, [n] Anzahl der Tiere.

O
Dosis [mg/ke] WT T TX WT T TX
NaCl 122,1+23,6 154,6+19,5 138,6+11,8 151,2+16,7
8] [8] [8] [8]
1 148,1+9,9 150,2+9,5 130,6+8,1 157,8+12,3
[11] [12] [10] [12]
3 197,9+6,0 215,7+ 30,6 132,1+13,6 209,5+20,3

[12]

[4]

[14]

[4]

Tabelle 10: Strecken (MEAN+SEM) in [em] im Open-field Test von Wildtyp (WT) und transgenen Tieren
(TX) beider Geschlechter nach Applikation von Buspiron, [n] Anzahl der Tiere.

O
Dosis [mg/kg] WT d TS WT + TS
NaCl 3440+213 4569+194 5255+439 4034+511
[8] [8] [6] [5]
1 2869+356 2642+343 4942+381 3153+81
[8] [10] [6] [6]
3 23724215 2052+202 3347+514 2086304
[9] [8] [5] [4]

Effekte von Citalopram

Tabelle 11: Immobilititszeiten (MEAN+SEM) in [s] im Porsolt-Schwimmtest von Wildtyp (WT) und
transgenen Tieren (TX) beider Geschlechter nach Applikation von Citalopram, [n] Anzahl der Tiere.

O
Dosis [mg/kg] WT d X WT -+ X
NaCl 169,0+10,4 193,2+11,5 125,1+14,3 171,1+17,5
[8] [8] [8] [8]
5 104,5+15,7 96,4+13,8 107,3+20,0 105,3+15,9
[11] [12] (8] [12]
10 107,0+15,2 83,6+14,8 84,4+12,2 74,2+7.3
[11] [9] (8] [10]

Tabelle 12: Strecken (MEAN+SEM) in [em] im Open-field Test von Wildtyp (WT) und transgenen Tieren
(TX) beider Geschlechter nach Applikation von Citalopram, [n] Anzahl der Tiere.

O
Dosis [mg/kg] WT d TS WT + TS
NaCl 4303+322 4425+407 5255+439 4034+511
[5] [4] [6] [5]
5 6479+258 4828+121 5789+356 5065+164
[6] [6] [6] [6]
10 7161+254 5393+404 5101726 5261+134

(7]

[5]

[6]

[6]
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Effekte von Reboxetin

Tabelle 13: Immobilititszeiten (MEAN+SEM) in [s] im Porsolt-Schwimmtest von Wildtyp (WT) und
transgenen Tieren (TX) beider Geschlechter nach Applikation von Reboxetin, [n] Anzahl der Tiere.

i 34 Q
Dosis [mg/kg] WT X WT X
131,3+18,4 143,3+11,1 131,1+7,9 170,2+16,5
NaCl [12] 8] (5] 7]
0 123,1£16,0 143,6+10,5 ] ]
[10] [10]
20 104,5+15,3 143,9+11,6 89,4+15,3 147,3+8,3
[10] [10] 7] [9]
10 99,6+12,7 08 6144 ] ]

(8]

[8]

Tabelle 14: Strecken (MEAN+SEM) in [em] im Open-field Test von Wildtyp (WT) und transgenen Tieren
(TX) beider Geschlechter nach Applikation von Reboxetin, [n] Anzahl der Tiere.

. 3 Q
Dosis [mg/kg] WT TS WT TS
5255+439 4034+511
NaCl - - (6] (5]
3273+324 2220+184
20 : ) (6] (6]
Effekte von Tianeptin

Tabelle 15: Immobilitiatszeiten (MEAN+SEM) in [s] im Porsolt-Schwimmtest von Wildtyp (WT) und
transgenen Tieren (TX) beider Geschlechter nach Applikation von Tianeptin, [n] Anzahl der Tiere.

O

Dosis [mg/kgl WT . TX WT T TX
NaCl 140,2+19,0 22,7+11,3 133,4+15,5 161,7+13,1

[6] 8] [10] [6]
10 111,5+11,0 146,6+12,3 132,8+8,9 149,2+20,6

[12] [11] [12] [12]
20 70,5+10,6 149,4+10,9 103,9+11,6 163,1+15,6

[12] [11] [13] [9]
30 83,6+14,5 47,6124

[8]

(8]

Tabelle 16: Strecken (MEAN+SEM) in [em] im Open-field Test von Wildtyp (WT) und transgenen Tieren
(TX) beider Geschlechter nach Applikation von Tianeptin, [n] Anzahl der Tiere.

@)
Dosis [mg/ke] WT T TX WT T TX
NaCl 3977+362 3738+200 5269+126 3809+185
a [8] [7] [7] [8]
20 3355+708 3594+274
[7] [8] - )
30 ) ) 3502+458 3228+500

[8]

[8]
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7.2. Ubersicht Verbrauche (Sucrose-preference Test)

In den Tabellen 18 und 19 sind die Mediane der Verbrauche [g/kg KG] aus dem Sucrose-
preference Test nach einem, bzw. drei Monaten Einzelhaltung aufgefiihrt. N=6 ménnliche

Tiere pro Genotyp (Wildtyp-WT und transgene Tiere-TX).

Tabelle 17: Nach 1 Monat Einzelhaltung: Verbrauche beider Genotypen in [g/kg KG].

0. Versuchstag

1. Versuchstag

2. Versuchstag

Lage der Flasche links rechts links rechts links rechts
Fiillung der Flasche Wasser Wasser Saccha- Wasser Wasser Saccha-
roselsg. roselsg.
WT-Konsum
Median [g/kg KG] 40 173 101 140 35 126
TX-Konsum 45 104 109 28 35 126

Median [g/kg KG]

Tabelle 18: Nach 3 Monaten Einzelhaltung: Verbrauche beider Genotypen in [g/kg KG].

0. Versuchstag

1. Versuchstag

2. Versuchstag

Lage der Flasche links rechts links rechts links rechts
Fiillung der Flasche Wasser Wasser Saccha- Wasser Wasser Saccha-
roselsg. roselsg.
WT-Konsum
Median [g/ke KG] 22 96 48 64 21 72
TX-Konsum 26 60 7 29 1 68

Median [g/kg KG]
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7.2. Versuchspline mit Tierzahlen

Die variierenden GruppengroBen sind zuchtbedingt. Die Fruchtbarkeit unserer transgenen
Tiere ist geringer als die der Wildtyptiere, die Haufigkeit und die Zahl der Wiirfe ist kleiner,
deswegen ist ihre Vermehrung schlecht planbar.

Die Zucht von Tieriiberschiissen wollte vermieden werden.

Versuchsplan mit Tierzahlen fiir den Open-field Test

Tabelle 19: Anzahl der verwendeten Tiere im Open-field Test nach Applikation von 8-OH-DPAT. Daten
bereits veroffentlicht in Bert et al (2006).

: 3 Q
Dosis [mg/ke] WT TX WT TX
NaCl 18 9 13 11
0,1 16 9 20 11
0,25 - 10 - 10
0,5 18 11 17 10
1,0 18 - 15 -
Tabelle 20: Anzahl der verwendeten Tiere im Open-field Test nach Applikation von Buspiron.
. J
Dosis [mg/ke] WT TX WT TX
NaCl 8 8 6 5
1 8 10 6 6
3 9 8 5 4
Tabelle 21: Anzahl der verwendeten Tiere im Open-field Test nach Applikation von Citalopram.
: J
Dosis [mg/kg] WT X WT T
NaCl 5 4 6 5
5 6 6 6 6
10 7 5 6 6
Tabelle 22: Anzahl der verwendeten Tiere im Open-field Test nach Applikation von Reboxetin
. J
Dosis [mg/kg] WT T WT T
NaCl - - 6 5
20 - - 6 6
Tabelle 23: Anzahl der verwendeten Tiere im Open-field Test nach Applikation von Tianeptin.
. J
Dosis [mg/kg] WT TS WT TS
NaCl 8 7 7 8
20 7 8 - -
30 - - 8 8
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Versuchsplan mit Tierzahlen fiir den Porsolt-Schwimmtest

Tabelle 24: Anzahl der verwendeten Tiere im Porsolt-Schwimmtest, unbehandelt und nach Applikation von

NaCl
3 Q
WT X WT X
unbehandelt 7 11 10 10
NaCl 6 9 12 6

Tabelle 25: Anzahl der verwendeten Tiere im Porsolt-Schwimmtest nach Applikation von 8-OH-DPAT.

O
Dosis [mg/kg] WT d X WT T X
NaCl 8 11 14 11
0,04 - 11 8 11
0,1 4 6 11 6
0,25 9 12 10 12
0,75 10 - - -

Tabelle 26: Anzahl d

er verwendeten Tiere im Porsolt-Schwimmtest nach Applikation von Buspiron.

. 3 Q
Dosis [mg/kg] WT X WT X
NaCl 8 8 8 8
1 11 12 10 12
3 12 10 14 11

Tabelle 27: Anzahl der verwendeten Tiere im Porsolt-Schwimmtest nach Applikation von Citalopram.

. 3 Q
Dosis [mg/kg] WT TS WT X
NaCl 8 8 8 8
5 11 12 8 12
10 11 9 8 10

Tabelle 28: Anzahl der verwendeten Tiere im Porsolt-Schwimmtest nach Applikation von Reboxetin.

. 3 Q
Dosis [mg/kg] WT TS WT X
NaCl 12 8 5 7
10 10 10 - -
20 10 10 7 9
40 8 8 - -

Tabelle 29: Anzahl der verwendeten Tiere im Porsolt-Schwimmtest nach Applikation von Tianeptin.

. 3 Q
Dosis [mg/kg] WT TS WT TS
NaCl 6 8 10 6
10 12 11 12 12
20 12 11 13 9
30 - - 8 8
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