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Einleitung 1

1. Einleitung

Die Aufmerksamkeitsdefizit-Hyperaktivitdtsstorung (ADHS) ist die hdufigste psychiatrische
Erkrankung bei Kindern und Jugendlichen, die sich durch die drei Hauptsymptome

Unaufmerksamkeit (mangelnde Ausdauer bei Beschiftigungen und die Tendenz, Tétigkeiten

unbeendet abzubrechen), Hyperaktivitét (unruhiges Verhalten insbesondere die Unfédhigkeit,
stillsitzen zu konnen), Impulsivitdt (abruptes und uniiberlegtes motorisches oder verbales
Handeln, das nicht in den sozialen Kontext passt) auszeichnet, deren Auspriagung nicht dem
Alter und Entwicklungsstand entspricht und zu Stérungen in verschiedenen Lebensbereichen

fiihrt.

Die Tatsache, dass ADHS erst seit einigen Jahrzehnten zunehmend bei Kindern diagnostiziert
und behandelt wird, hat zu der weit verbreiteten, durch Medien immer wieder aufgegriffenen
Annahme gefiihrt, dass ADHS nur eine Modediagnose und ein Produkt der modernen,
hektischen Zeiten sei, in denen Kinder aufgrund neuartiger Medien einer stindigen
Reiziiberflutung unterligen und schon frithzeitig einem zu hohen Leistungsdruck und
Uberforderung ausgesetzt seien (Trott, 1993). Dagegen spricht, dass bereits viele europdische
Arzte im 19. Jahrhundert das Syndrom beschrieben haben. Das bekannteste Beispiel findet
sich in der Figur des ,,Zappelphillips* aus dem Struwwelpeter vom Frankfurter Nervenarzt Dr.

Heinrich Hoffmann (Abb.1).

Abb.1: Figur des ,,Zappelphillips* aus dem Struwwelpeter



2 Einleitung

Es gibt keinen einfachen diagnostischen Test, der eine sichere Diagnose einer ADHS
ermOglicht. Die Diagnose ADHS kann nur in Zusammenarbeit von Fachérzten fiir Kinder-
und Jugendmedizin sowie -psychiatrie und -psychotherapie, Kinder- und Jugendlichen-

psychotherapeuten, Eltern, Lehrern und Erziehern erfolgen.

Die medikamentdse Therapie stellt einen wichtigen Bestandteil der multimodalen Behandlung
der ADHS dar.

Seit iiber 50 Jahren werden Psychostimulantien wie Dexamphetamin und Methylphenidat
(MPH) zur Therapie der ADHS eingesetzt. Der in Deutschland 2005 eingefiihrte selektive
Noradrenalinwiederauthahmehemmer Atomoxetin (ATO) erweitert die Moglichkeiten der

medikament6sen Therapie.

Die gesicherte und gute Effektivitit der Methylphenidattherapie ist durch zahlreiche klinische
Studien zweifelsohne belegt: In ca. 75 % der ADHS-Félle wird fiir die Dauer der Einnahme
eine Verringerung der hyperaktiven, impulsiven und unaufmerksamen Verhaltensweisen
beobachtet (Dopfner et al., 2003).

Jedoch herrscht nicht nur ein Mangel sowohl an klinischen Studien als auch an
tierexperimentellen Untersuchungen, was die Langzeitfolgen unter neuropsychologischen
Aspekten angeht, sondern kontroverse Ergebnisse und uneinheitliche Versuchsansitze
verhindern zudem allgemeingiiltige Aussagen.

In verschiedenen placebokontrollierten Doppelblindstudien wurde nachgewiesen, dass auch
Atomoxetin im Vergleich zu Placebo die ADHS-Symptomatik reduziert (Becker et
Wehmeier, 2003).

Aufgrund der verhdltnisméBig kurzen Anwendungszeit seit der Zulassung im Mérz 2005 gibt

es auch fiir Atomoxetin noch keine klinischen Untersuchungen zu den Langzeitwirkungen.

Es sind Verordnungen iiberhohter Dosen sowie eine zum Teil laxe Indikationstellung in
Deutschland und den USA bekannt geworden (Lohse et al., 2006). Das Verordnungsvolumen
beider Medikamente steigt stetig, die medikamentdse Therapie beginnt zum Teil schon im
Kleinkindalter (Zito et al., 2000) und setzt sich bis ins Erwachsenenalter fort (Angold et al.,
2000).

In jedem Fall gilt, dass die Behandlung beim Kind zu einem Zeitpunkt erfolgt, in dem das
zentrale Nervensystem (ZNS) einer fiir dulere Einfliisse empfindlichen Entwicklungsphase

befindet. Eine normale Hirnausreifung hingt von der zeitlichen und 6rtlichen Koordination
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zahlreicher Prozesse ab (Barone et al., 2000). Monoamine sind wichtige Regler dieser
Prozesse und eine Verdnderung ihrer Konzentration durch medikamentdses Eingreifen kann
permanente Folgen haben. Die Wirkungen von Methylphenidat betreffen vornehmlich den
Hippocampus und das Préifrontalhirn und gerade diese Regionen sind zum Zeitpunkt der
Medikamentengabe in der Periadoleszenz auf der Hohe der Synapsenbildung bei Menschen
und Ratten (Bayer et al., 1993).

Es ist also unbedingt erforderlich, dass mogliche langfristige Verhaltensdnderungen und
Verdnderungen zentraler Neurotransmissionsmechanismen durch die medikamentose

Therapie erkannt und gegebenenfalls ausgeschlossen werden.

Sowohl Methylphenidat als auch das préferentiell die Noradrenalinwiederaufnahme
hemmende Desipramin koénnen nach wiederholter Gabe in der postnatalen Phase
Verhaltensédnderungen bei adulten Ratten verursachen (s. 2.1.6). Zu Atomoxetin liegen noch
keine diesbeziiglichen Untersuchungen vor. Jedoch sind beruhend auf dem &hnlichen
Wirkmechanismus von Atomoxetin und Desipramin nach dem derzeitigen Kenntnisstand
Langzeitfolgen nach einer Behandlung mit Atomoxetin im Kindes- und Jugendalter nicht
auszuschliefen.

Ein direkter Vergleich von Atomoxetin und Methylphenidat wunter identischen
Testbedingungen in dieser Fragestellung wurde noch nicht durchgefiihrt.

Fiir sowohl Atomoxetin als auch Methylphenidat gibt es keine Ergebnisse iiber die
Langzeitwirkungen in den Fillen, in denen gesunde Kinder aufgrund falsch-positiver
Diagnosen medikamentds behandelt werden.

Es besteht durchaus die Moglichkeit, dass diese Kinder sich als anfilliger fiir
Substanzmissbrauch und -abhéngigkeit erweisen. Es konnten Essstorungen, Angststorungen,
depressive Episoden, Verdnderungen der Impulsivitit und Beeintrdchtigungen von Lernen

und Gedéachtnis auftreten.

Hieraus ergibt sich die Aufgabe, die Langzeitfolgen einer wiederholten Methylphenidat- und
Atomoxetingabe in der Periadoleszenz durch experimentelle Untersuchungen verschiedener
Aspekte des Tierverhaltens abzukldren. Dabei wird besonderer Wert darauf gelegt, die
Applikationsart und Dosierung der Medikamente sowie das Entwicklungsalter der Ratten
weitestgehend der Situation der betroffenen Kinder anzupassen.

Zeigen sich Verdnderungen miisste die Verschreibungspraxis bei einer ADHS neu iiberdacht

werden.



4 Schriftum

2. Schriftum

2.1. DIE AUFMERKSAMKEITSDEFIZIT-HYPERAKTIVITATSSTORUNG

2.1.1. Definition und Klassifikation

Die Aufmerksamkeitsdefizit—Hyperaktivititsstorung (frither auch Hyperkinetisches Syndrom,
Minimale Cerebrale Dysfunktion, Aufmerksamkeitsdefizitstorung genannt) stellt eine der
hiufigsten psychiatrischen Erkrankungen bei Kindern und Jugendlichen dar. Die drei

Kardinalsymptome sind Unaufmerksamkeit, Hyperaktivitét, Impulsivitit.

Zur Klassifikation der Erkrankung stehen zwei international gebrduchliche Systeme zur
Verfiigung: Das Klassifikationsschema nach ICD-10 (Internationale Klassifikation der
Erkrankung, 10. Revision) der World Health Organisation (WHO), in Europa vornehmlich
angewandt, unterscheidet zwischen der einfachen Aufmerksamkeits— und Hyperaktivitats—
storung, der Hyperkinetischen Storung des Sozialverhaltens und sonstigen, nicht niher
bezeichneten Hyperkinetischen Storungen (WHO, 1992). Das Klassifikationsschema nach
DSM-IV der American Psychiatric Association (APA), dem die umfangreichsten Studien
zugrunde liegen, unterteilt in einen vorwiegend unaufmerksamen Typ, einen vorwiegend

hyperaktiven/ impulsiven Typ und einen Mischtyp (APA, 1994) (Abb.2).

Diagnosen nach ICD-10 Diagnosen nach DSM-1V
F 90.0 Einfache Aufmerksamkeits— und ADHS: Mischtyp:
Hyperaktivitdtsstorung: Aufmerksamkeitsstorung + Hyperaktivitét/

Aufmerksamkeitsstorung + Hyperaktivitit + | Impulsivitit (situationsiibergreifend)

Impulsivitit (situationsiibergreifend) ADHS: vorwiegend unaufmerksamer Typ:

Aufmerksamkeitsstorung — Hyperaktivitit/

F 90.1 Hyperkinetische Storung des Impulsivitit (situationsiibergreifend)

Sozialverhaltens.: ADHS: vorwiegend hyperaktiver Typ:

Aufmerksamkeitsstorung + Hyperaktivitit + | Hyperaktivitit/ Impulsivitit —

Impulsivitét (situationsiibergreifend) + Aufmerksamkeitsstorung

Storung des Sozialverhaltens (situationsiibergreifend)

Abb.2: Kriterien einer ADHS nach ICD-10 und DSM-IV (nach Dopfner et Koln, 2005)
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Bei beiden Diagnostischen Manualen wird gefordert, dass die Symptome iiber einen lingeren
Zeitraum (mindestens sechs Monate) und in einem Mall vorhanden sind, das dem
Entwicklungsstand des Kindes nicht angemessen ist. Die Auffilligkeiten miissen bereits vor
dem sechsten Lebensjahr und in verschiedenen Lebensbereichen des Kindes (Familie, Schule,

Freizeit) aufgetreten sein.

2.1.2. Epidemiologie und Verlauf

Je nach Klassifikationssystem, Art der Stichprobe, Diagnoseverfahren ergibt sich in der
Altersgruppe von vier bis siebzehn Jahren eine Prévalenz von 2—7 %.

Nach Erhebungen des Robert—Koch—Instituts im Rahmen des Kinder— und Jugendsurveys
wurde eine mittlere Prdvalenzrate von 3,9 % fiir Kinder und Jugendliche bis zum 17.
Lebensjahr ermittelt (Huss, 2004).

Dabei scheinen Jungen drei bis viermal hdufiger als Maddchen betroffen zu sein und vertreten
héufiger den hyperaktiv—impulsiven Typ, wohingegen sich bei Midchen bevorzugt die
unaufmerksame (,,vertrdumte*) Variante finden lasst (Dpfner et al., 2000).

Riickblickend konnen die Auffalligkeiten schon im Sduglingsalter (,,Schreibabys®) erkennbar
gewesen sein, im Kleinkindalter zeigten sich ein plan— und rastloses sowie destruktives
Spielverhalten und eine ausgepréigte Trotzphase. In 50 % der Fille setzt sich die Stérung im
Jugendalter fort und auch im Erwachsenenalter konnen sich noch deutliche Symptome zeigen

(Dopftner et al., 2000).

Die Kernsymptome treten dauerhaft und situationsiibergreifend in verschiedenen
Lebensbereichen auf und fithren zu einer deutlichen Beeintriachtigung der psychosozialen und
kognitiven Funktionsfahigkeit.

Die Unaufmerksamkeit kann sich beispielsweise bei betroffenen Kindern darin &duflern, dass

sie Einzelheiten nicht beachten, bei den Hausaufgaben und anderen Titigkeiten
Fliichtigkeitsfehler machen und Anweisungen nicht vollstindig durchfiihren. Sie haben
Schwierigkeiten bei der Organisation von Aufgaben und Aktivititen. Sie lassen sich leichter
durch dullere Reize ablenken, sind vergesslicher bei Alltagstitigkeiten, verlieren Ofter
Gegenstinde, horen nicht zu, wenn sie angesprochen werden und vermeiden Aufgaben, die
langer dauernde geistige Anstrengungen erfordern.

Die Hyperaktivitit zeigt sich durch Zappeln mit Hinden und Fiilen, Herumrutschen auf

Stiihlen, wiederholtes Aufstehen in Situationen, in denen Sitzenbleiben erwartet wird, durch
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Herumlaufen oder exzessives Klettern. Kinder mit ADHS haben zudem oft Schwierigkeiten,
ruhig zu spielen oder sich zu beschiftigen.

Die Impulsivitdt &uBlert sich héufig darin, dass betroffene Kinder mit Antworten
herausplatzen, bevor eine Frage zu Ende gestellt ist, nicht abwarten konnen, bis sie an der
Reihe sind, andere unterbrechen und stéren. Auch haben sie ein erhohtes Verletzungsrisiko

(DiScala et al., 1998).

Es sind drei Verlaufstypen der ADHS bekannt (Krause et al., 1998): Remission bis zur
Adoleszenz, Fortbestehen des klinischen Vollbildes oder einer residualen ADHS,
Fortbestehen der ADHS mit hdufigen komorbiden psychiatrischen Stérungen.

Verlaufsstudien haben gezeigt, dass in mindestens einem Drittel der Fille ein Fortbestehen
der Stérungen ins Erwachsenenalter vorkommt (Biedermann, 2004).

Die Hyperaktivitit und die Impulsivitit nehmen dabei analog ihres Riickgangs bei normalen
Kindern in zunehmendem Alter eher ab als die Konzentrationsstorung. Das Ausmal} der
Remission bzw. Persistenz stehen im Zusammenhang mit der initialen Symptomauspriagung.
Eine Komorbiditit von oppositionellen und Sozialverhaltensstorungen sowie Storungen der

familidren Beziehungsmuster fordern zusétzlich ein Fortbestehen der Symptomatik.

Bei 44-50 % der Adoleszenten mit ADHS zeigen sich Probleme des Sozialverhaltens
(Barkley, 2003), bei 26 % findet sich eine Depression. ADHS—Patienten, vor allem die
unbehandelten, weisen ein deutlich erhohtes Suchtrisiko auf. Fille von antisozialen
Personlichkeitsstorungen treten vermehrt auf und Risikoverhaltensweisen sind in iiberhdhtem
MalBle ausgepriagt. Des Weiteren zeigt sich ein grundlegendes Defizit in sozialen
Anpassungsprozessen, was sich in Schulabbriichen, verringerten akademischen Leistungen,
gestorten zwischenmenschlichen Beziehungen und verringerten Engagement in konstruktiven

sozialen Aktivititen dullern kann (Taylor, 1999).

Bei einer Priavalenz von durchschnittlich 2-7 % (diagnostiziert nach DSM—-IV) der ADHS bei
Schulkindern und einer Persistenz in das Erwachsenenalter von ungefdhr 33 % ist davon
auszugehen, dass bis zu 2-3 % der Erwachsenen die Kriterien der ADHS erfiillen (Wender,
1995). Die Erkrankung &ufert sich in mangelnder Alltagsorganisation, in chaotischer und
insuffizienter Arbeitsweise, im sozialen Bereich sowie Auffilligkeiten im StraBBenverkehr. Als
zusitzliche ~ Komorbidititen = konnen  Substanzmissbrauch  bzw.  —abhédngigkeit,

Personlichkeitsstorungen, affektive Storungen sowie Angst—, Tic—, Teilleistungs— und
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Schlafstorungen auftreten. Eine Behandlung ist abhingig vom Auspriagungsgrad der ADHS.

Zum Verlauf der ADHS im hohen Erwachsenalter liegen bislang keine Studien vor.

2.1.3. Diagnostik und Komorbiditit

Die Diagnose einer ADHS ist zeitaufwendig und erfordert eine enge Kooperation des Arztes
mit Eltern, Schule/ Kindergarten. Es gibt keinen sicheren Nachweistest, so dass die Diagnose
einer ADHS eine ,,klinische Diagnose* ist.

ADHS ist durch eine hohe inter— und intraindividuelle Variabilitidt der charakteristischen
Symptome gekennzeichnet. Die Grenzen zwischen auffélligen und normalen Verhalten sind
flieBend. ADHS wirkt sich in hohem Maf3e negativ auf die kindliche Entwicklung und soziale
Anpassung aus.

Daher sollte bei einem ADHS—Verdacht eine genaue und prizise Diagnosestellung erfolgen

und nur spezialisierte Kinder— und Jugendirzte oder —psychiater damit betraut werden.

Die Diagnose vollzieht sich auf mehreren Ebenen:
1.) Anamnese

2.) Verhaltensbeobachtung

3.) Beurteilungsskalen und Fragebogen

4.) Psychologische Testuntersuchung

5.) Entwicklungsneurologische Untersuchung

Als erstes wird eine detaillierte Familienanamnese vorgenommen, um mdgliche
hyperkinetische Storungen sowie psychiatrische Storungen, insbesondere Alkoholismus,
Drogenabhéngigkeit und Dissozialitdt der Familienmitglieder abzukldren. Die Anamnese des
Kindes umfasst eine sorgféltige prda—, peri— und postnatale Abkldrung, um Risikofaktoren fiir
mogliche koexistente Hirnfunktionsstorungen zu erfassen (Steinhausen, 2000). Standardisierte
Fragebogen und Beurteilungsskalen sollen eine objektive Befunderhebung gewéhrleisten.
Erweitert werden diese Untersuchungen durch Intelligenz—, Leistungs— und
Entwicklungstests, internistische und neurologische Untersuchungen, Verhaltensbeobachtung
wihrend verschiedener Untersuchungssituationen etc.

Wichtig ist eine fundierte differentialdiagnostische Abgrenzung. Die Verlaufskontrolle bei

einer Intervention ist empfehlenswert.
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Vielfach treten psychiatrische Begleiterkrankungen auf (Ddpfner et al, 2000).
Untersuchungen gehen von mindestens einer komorbiden Storung bei bis zu 80 % der
Betroffenen mit gesicherter ADHS aus (Jensen et al., 1997).

Je dlter ein Patient ist, desto wahrscheinlicher ist auch eine komorbide Stérung des
Sozialverhaltens. Umgekehrt kann bei Jungen unter 12 Jahren bei einer Stoérung des
Sozialverhaltens fast immer auch eine ADHS diagnostiziert werden (Herpertz—Dahlmann,

2003).

2.1.4. Atiologie und Pathogenese

Die Entstehungsursachen sind noch nicht vollstindig geklért, es gilt aber als gesichert, dass es
sich um ein multifaktorielles Geschehen handelt.

Hauptsichlich diirfte das Zusammenspiel verschiedener Gene in Kombination mit
Umweltfaktoren bedeutsam sein.

Das soziale Umfeld beeinflusst vornehmlich Schweregrad und Stabilitdit der

Verhaltensauffilligkeiten (Rutter et al., 2002).

Die genetische Pradisposition bildet die Basis fiir die Entstehung einer ADHS. Aufgrund von
Familien—, Adoptions— und Zwillingsstudien wird davon ausgegangen, dass ca. 65-90 % der
phinotypischen Varianz auf genetischen Einfliissen beruht (Thapar et al., 1999).

Jedoch entwickeln ldngst nicht alle Kinder mit entsprechender genetischer Disposition eine
ADHS.

Bis zu 18 % der Eltern von Kindern mit ADHS sind selbst betroffen, fiir Geschwister von
Betroffenen liegt das Risiko bei 10-35 % (Faraone et al., 2000).

Als begiinstigende Risikofaktoren fiir die Entwicklung einer ADHS gelten Schwangerschafts—
und Geburtskomplikationen, ein erniedrigtes Geburtsgewicht, Alkohol, Rauchen und andere
Drogen in der Schwangerschaft, sowie Infektionen, ZNS—Erkrankungen und —verletzungen
(Milberger et al., 1997; Thapar et al., 2003).

Ein Zusammenhang mit Allergien, Nahrungsmittelunvertrdglichkeiten, atopischen

Erkrankungen konnte nicht bewiesen werden (Blank et al., 1994; Marcus, 1995).

Schon 1937 wurde aufgrund der guten Wirksamkeit von Stimulantien gegen die Symptome

der ADHS, entsprechend dem bekannten Wirkmechanismus dieser Substanzen, eine Storung
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im Stoffwechsel der biogenen Amine Dopamin (DA) und Noradrenalin (NA) vermutet
(Bradley, 1937).

Messungen von Catecholaminen und ihren Metaboliten in Blut, Urin und Liquor gaben aber
durchweg uneinheitliche Ergebnisse her und lieferten demzufolge keine Aussagen iiber die

Beteiligung der catecholaminergen Transmissionssysteme (Mercugliano, 2000).

Molekularbiologische Untersuchungen unterstiitzen die Vermutung, dass Polymorphismen in
verschiedenen Genen an der Entstehung der ADHS beteiligt sind (Asherson, 2004).

Das 7-repeat Allel des Dopamin—Rezeptor—-Gens—4 codiert vermutlich einen
postsynaptischen Rezeptor, der weniger dopaminsensitiv ist, wahrend das DATI1-10—
Transporter—Gen mit einer erhohten présynaptischen Dichte des Dopamintransporters (DAT)
einherzugehen scheint und damit fiir die geringere Verfiigbarkeit von Dopamin im
synaptischen Spalt verantwortlich wire.

Untersuchungen des Dopamintransporters mittels radioaktiv—markierter Liganden belegen
eine deutlich hohere Konzentration des DAT im Striatum von erwachsenen Patienten mit
ADHS im Vergleich zu normalen gleichaltrigen Kontrollpersonen (Dougherty et al., 1999;
Krause et al.,, 2000). Weiterhin konnte in diesen Versuchen bewiesen werden, dass der
gestorte Stoffwechsel durch MPH korrigiert wird. Dadurch lédsst sich auch die angeblich
paradoxe Wirkung des Methylphenidats (wahrend es bei Personen mit ADHS die Aktivitit
senkt und die Aufmerksamkeit steigert, filhrt es bei Gesunden zu einem unangenehmen
Gefiihl dhnlich einer zu groflen Aufnahme von Coffein) erklidren: Bei den Gesunden fiihrt die
Gabe von Methylphenidat zu einem Uberschuss von Dopamin im synaptischen Spalt, bei den
Personen mit ADHS jedoch wird durch die Blockierung des DAT die zu hohe Dichte

ausgeglichen und es kommt zu einem ,,normalen Dopaminlevel im synaptischen Spalt.

Neuroanatomisch konnte in diversen kernspintomographischen Studien GroéBenabnahmen des
Frontallappens (8 %), der Basalganglien (6 %) sowie des Kleinhirns (12 %) bei ADHS-
Patienten aufgezeigt werden (Castellanos, 1997; Hynd et al., 1990; Semrud—Clikeman et al.,
1994). Sie waren bislang aber noch nicht hinreichend spezifisch, um die Kernspintomographie
zu diagnostischen Zwecken einzusetzen.

Untersuchungen mit der funktionellen Kernspintomographie ergaben u.a. eine erniedrigte
Aktivierung in rechtseitigen priafrontalen Systemen und im linken Caudatum (Rubia et al.,

1999).
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Mittlerweile konnte auch eine ganze Reihe von neurophysiologischen Unterschieden
herausgearbeitet werden:

Mittels Elektroencephalogramm—Analysen konnte eine Verlangsamung iiber den frontalen
Hirnregionen bei ADHS Patienten sichtbar gemacht werden (Monastra et al., 1999).

In Positronen—Emissions—Tomographie—Untersuchungen mit [F—18] Fluorodesoxyglucose
konnte ein um 8,1 % verminderter Glukoseumsatz bei Erwachsenen mit ADHS wéhrend eines
auditorischen Continous Performance Test im Frontallappen links nachgewiesen werden
(Zametkin et al., 1990).

Studien mit [F-18] Dihydroxyphenylalanin (DOPA) zeigten eine deutliche Abnahme der
DOPA-Decarboxylase—Aktivitdt im priafrontalen Cortex bei ADHS—Patienten im Vergleich
zu Gesunden (Ernst et al., 1998).

In Untersuchungen mit Single Photon Emission Computed Tomography (SPECT) wurden in
verschiedenen Studien verminderte Durchblutung und Aktivititen im Striatum und

Frontallappenbereich festgestellt (Lou et al., 1984; Amen et al., 1993; Sieg, 2000).

Es ist also davon auszugehen, dass zumindest ein Grund der ADHS—Symptomatik in der
erhohten Expression des Dopamintransporter—Gens zu finden ist, wodurch eine um etwa 70 %
erhohte Bindungskapazitit der présynaptischen DATs besteht (Cheon et al., 2003) und
folglich weniger Dopamin fiir die dopaminabhingigen Neurone zur Verfiigung steht. Durch
das zu schwache Dopaminsignal wird das Aufmerksamkeitssystem mit Informationen
unterversorgt und so zudem empfanglicher fiir andere ablenkende Signale.

Diese Auffilligkeiten betreffen vor allem das vorwiegend dopaminerg innervierte anteriore
Aufmerksamkeitssystem (Cingulum und préfrontaler Cortex), aber auch das posteriore
Aufmerksamkeitssystem (rechter Parietallappen, die Colliculi superiores und hinterer
Thalamusanteil), das iiberwiegend durch Noradrenalin gesteuert wird (Abb.3).

Beide Transmittersysteme hidngen jedoch funktionell sehr eng zusammen. So {iibt das
noradrenerge  Transmittersystem einen groBen Einfluss auf das dopaminerge
Transmittersystem aus, insbesondere im frontalen Cortex, wo Dopamintransporter weitgehend
fehlen und freigesetztes Dopamin durch Noradrenalintransporter (NET) wieder in die Zelle
aufgenommen wird (Bymaster et al., 2002). Einen wichtigen Hinweis auf eine mogliche
Storung des noradrenergen Systems bei Kindern mit ADHS gibt auch der
pharmakotherapeutische Einsatz des Noradrenalinwiederaufnahmehemmers Atomoxetin.

DA und NA vermittelten auf Neurotransmitterebene tiber weit reichende, vielfach verzweigte

neuronale Schaltkreisen die so genannten ,,exekutiven Funktionen (Biedermann et Spencer,
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1999); unter diesen versteht man hohere Kontrollmechanismen fiir problemlosendes Denken,
zielgerichtetes und flexibles Verhalten sowie die Steuerung von Antrieb, Motivation und

Affekt.
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Abb.3: Vorderes und hinteres Aufmerksamkeitssystem (aus Rothenberger et Banaschewski, 2004)

Die Rolle des serotonergen Transmissionssystems ist noch unklar. Sie konnte auch mit den
hidufig mit ADHS vergesellschafteten Storungen wie Depressionen, Angststorungen,
Zwangserkrankungen und Aggressionen im Zusammenhang stehen. Jedoch weisen schon die
Hauptmerkmale des Krankheitsbildes (Hyperaktivitit, Unaufmerksamkeit, Impulsivitét) auf
eine Beteiligung des serotonergen Transmissionssystems hin (Oades, 2007).

Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass der Serotoningehalt in den Thrombozyten bei
ADHS—Kindern im Vergleich zu gesunden Kindern erhoht ist. Dabei hinaus scheinen weitere
Gene, die an der Ausprigung des serotonergen Systems beteiligt sind ebenfalls bei ADHS
eine Rolle zu spielen (Manor et al., 2001).

Hypothese: Vermutlich fiihren unter anderem Dysfunktionen im anterioren und posterioren
Aufmerksamkeitssystem und in motorischen Regelkreisen dazu, dass bei Kindern mit ADHS

die frontokortikale Inhibitionsfahigkeit und exekutive Funktionen beeintrachtigt sind.
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2.1.4.1. Das catecholaminerge Transmissionssystem

Von den schitzungsweise 100 Billionen Neuronen des menschlichen Gehirns wird nur von
500.000 angenommen, dass sie Catecholamine als Neurotransmitter nutzen.

Aufgrund ihrer Amingruppe werden die catecholaminergen Transmitter zusammen mit
Serotonin und Histamin zu den Monoamin—Neurotransmittern zusammengefasst.

Sie iiben iibergeordnete modulatorische Funktionen im Gehirn aus, wobei eine relativ geringe

Anzahl von Neuronen weite Regionen des ZNS innerviert.

Noradrenalin spielt bei zahlreichen Gehirnfunktionen eine Rolle, eingeschlossen Schlaf,
Erregung, Aufmerksamkeit, Lernen und Gedéichtnis. Thm wird zudem eine Beteiligung an der
Pathogenese von Depressionen und Angststorungen zugeschrieben (Baldwin et al., 2002).

Es ist aber auch Triger der postgangliondren Reiziibermittlung der sympathischen Anteile des
autonomen Nervensystems und wirkt durch seine Ausschiittung aus dem Nebennierenmark in

die Blutbahn auch als Hormon.

Dopamin, die biochemische Vorstufe von Noradrenalin, beeinflusst im ZNS die Regulation
der motorischen Aktivitdt, kognitive Prozesse, Emotion und Motivation, sowie endokrine
Funktionen. Das dopaminerge System ist daher bei verschiedenen Erkrankungen wie zum

Beispiel Morbus Parkinson, Schizophrenie und Drogenabhingigkeit involviert.

Funktionelle Anatomie

Mehr als 50 % aller noradrenerger Neurone sind im Locus coeruleus (LC) am Boden des
Vierten Ventrikels im vorderen Teil der Pons lokalisiert. Trotz ihrer dennoch geringen Anzahl
ziehen Projektionsbahnen in so gut wie jeden Bereich des Gehirns und ins Riickenmark.

Die wichtigsten Projektionen ziehen vom LC zum Hirnstamm und innervieren dort den
Thalamus, dorsalen Hypothalamus, Hippocampus und den Cortex (Foote et al., 1983). Die
Entladungsfrequenz (,,firing rate*) der Neurone im LC ist stark abhingig vom Wachzustand
und der Aufmerksamkeit eines Individuums. Daher wird der LC unter anderem mit der
Regulation von Vigilanz und Aufmerksamkeit in Verbindung gebracht (Nestler et al., 1999).
Die tibrigen noradrenergen Neurone befinden sich als lose Zellansammlungen im Hirnstamm

und ziehen ebenfalls ins Gehirn und Riickenmark, jedoch in geringerer Ausprigung.
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Die Gesamtanzahl der dopaminergen Neurone im menschlichen Gehirn (ausgeschlossen die
der Retina und des Riechkolbens) wird zwischen 300. 000 und 400. 000 angesetzt. Die drei
Hauptzentren im Gehirn der Ratte befinden sich in der Substantia nigra, dem ventralen
Tegmentum und dem Nucleus arcuatus. Ahnliche Anordnungen finden sich auch bei
Primaten, jedoch weniger kompakt.

Die Zellen der Substantia nigra projizieren vornehmlich zum Nucleus caudatus und Putamen
und bilden in dieser Anordnung das nigrostriatale DA—System. Die Dopaminkonzentration im
nigrostriatalen System ist ein wesentlicher Faktor bei der Steuerung der Willkiirmotorik.
Wenn dopaminerge Neuronen der Substantia nigra absterben— wie es bei Morbus Parkinson
der Fall ist— sinkt der DA—Spiegel im Striatum und die Kontrolle der willkiirlichen
Bewegungen ist schwer beeintrachtigt.

Die Zellen des ventralen Tegmentums mit ihren Efferenzen zum limbischen System bilden
das mesolimbocorticale DA—System. Das mesolimbocorticale DA—System hat sowohl
kognitive als auch emotionale Funktionen. Es spielt eine bedeutende Rolle bei
Belohnungseffekten und bei psychotischen Erkrankungen.

Die Zellen des Nucleus Arcuatus des Hypothalamus innervieren die Zirbeldriise und stellen
somit das tuberoinfundibulire DA—System dar. Das tuberoinfundibuldre System kontrolliert
die Prolactinfreisetzung der Zirbeldriise, Storungen dieser Achse fithren demzufolge zu

neuroendokrinen Effekten.

Synthese und Abbau

Die Catecholamine Dopamin, Noradrenalin und Adrenalin werden aus der Aminosiure
Tyrosin synthetisiert (Abb.4). Der Grofiteil der Catecholaminsynthese findet in den
Nervenendigungen statt. Das gebildete Dopamin wird dort mittels Vesikuldrer Monoamin—
Transporter—Proteine (VMATS) in Speichervesikel geschafft und somit vor dem Abbau durch
die MAO geschiitzt. In noradrenergen Endigungen wird Dopamin durch die Dopamin—f3—
Hydroxylase, die sich ebenfalls in den Speichervesikeln befindet, zu Noradrenalin
umgewandelt. Es gibt zwei Wege der Freisetzung: eine Calcium—abhéngige exozytotische und
eine Calcium—unabhdngige nicht—exozytotische. Ausgelost wird die exozytotische durch die
Depolarisation der Zellmembran im Rahmen eines Aktionspotentials. Dies ist der iibliche
Weg. Die nicht—exozytotische Freisetzung erfolgt iber den DAT und kann mit Amphetamin

ausgelost werden.
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Abb.4: Biosynthese der Catecholamine

In den synaptischen Spalt freigesetzte Catecholamine konnen einen oder mehrere der

folgenden Schritte durchlaufen:

1.) Abbau durch COMT oder MAO (s. oben)

2.) Diffusion aus dem synaptischen Spalt

3.) Aktivierung eines prasynaptischen Rezeptors
4.) Aktivierung eines postsynaptischen Rezeptors

5.) Wiederaufnahme (,,reuptake*) in die prasynaptische Nervenendigung

Im Wesentlichen bauen zwei Enzyme die Catecholamine ab: die Monoaminooxidase (MAO)
und die Catechol-O—Methyl-Transferase (COMT) (Kopin, 1985). Das Noradrenalin wird
intrazelluldr hauptsédchlich durch die Isoform MAO-A (Shih, 1994) und im synaptischen

Spalt durch die COMT abgebaut.

Bei der Diffusion aus dem synaptischen Spalt kommt es zu einer Aktivierung weit entfernter
Rezeptoren hoher Affinitit anderer Nervenendigungen ohne synaptische Kontakte (,,wireless
action®) (Vizi, 2000).

Die Aktivierung eines prasynaptischen Rezeptors reguliert die Transmitterfreisetzung
(Langer, 1980).

Die Bindung an einem postsynaptischen Rezeptor bewirkt bei ionotropen Rezeptoren eine
Anderung des Membranpotentials, bei metabotropen Rezeptoren biochemische Anderungen

von Molekiilen im Zellinneren (Starke et al., 1977).
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Der Wirkung der freigesetzten Transmitter wird in erster Linie durch Reuptake in die
Nervenendigungen ein Ende gesetzt. Die Wiederauftnahme erfolgt durch den DAT bzw. NET
in kiirzester Zeit. Dies hat zur Folge, dass zum einen die Dauer der Aktivierung von pri— oder
postsynaptischen Rezeptoren begrenzt wird, zum anderen die Diffusion der Transmitter zu
anderen Synapsen beschrinkt wird, sowie die Maoglichkeit geschaffen wird, einen
unmetabolisierten Transmitter erneut zu nutzen. Diese Transporter bestehen aus Na'/Cl —
abhéngigen membrandurchspannenden Proteinen (Nelson, 1998). Der im menschlichen
Organismus vorkommende NET mit 617 Aminosduren besteht aus 12 transmembranéren
Doménen und mehreren extra— und intrazellulire Schleifen. Er wird analog dem
Hauptvorkommen der noradrenergen Neurone in erster Linie im Locus coeruleus exprimiert,
allerdings konnten auch relativ hohe Konzentrationen im dorsalen Raphekern, der priméren
Serotoninquelle des Gehirns, festgestellt werden, was darauf hindeutet, dass das noradrenerge
System einen groflen Einfluss auf den Serotoninstoffwechsel im dorsalen Raphekern ausiibt.

Der DAT 4&hnelt in seinem strukturellen Aufbau dem NET. Er besteht aus 620 Aminoséuren,
die denen des NET zu 66 % homolog sind. Northern Blot und In—Situ—Hybridisierung
zeigten, dass der DAT ausschlieflich in dopaminergen Neuronen exprimiert wird. Mit
immunhistologischen Methoden konnte gezeigt werden, dass die DAT—Proteine nicht nur auf
der prasynaptischen Membran lokalisiert sind, sondern in der Substantia nigra und dem
ventralen Tegmentum auch auf den dendritischen Membranen. Diese ldsst im Mittelhirn auf
eine Dopaminausschiittung auch durch die Dendriten schlieBen. Des Weiteren wird vermutet,
dass der DAT in bestimmten axonalen Plasmamembranen auch umgekehrt Transmitter in den
synaptischen Spalt freisetzen kann (s. 2.1.5.1.). Der DAT spielt eine kritische Rolle bei der
Aufrechterhaltung des Gleichgewichts im dopaminergen System, Stérungen werden mit

einigen neuropsychiatrischen Zustinden in Zusammenhang gebracht.

Rezeptoren

Alle catecholaminergen Rezeptoren agieren liber Guaninnucleotid—bindende Proteine (G—
Proteine). Die Reaktion zwischen Catecholamin und membrangebundenem Rezeptor bewirkt
eine Konformationsidnderung des Rezeptors, die die Aktivierung des G—Proteins zur Folge
hat, welches wiederum einen Ionenkanal oder ein Second Messenger System beeinflusst. Es
gibt verschiedene adrenerge und dopaminerge Rezeptoren. Die physiologischen Antworten

auf die Rezeptorbindung variieren von Rezeptortyp zu Rezeptortyp sowie innerhalb eines
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Rezeptortyps in Abhéngigkeit von der Lokalisation, da in unterschiedlichen Zellen andere

Signalmolekiile und Ionenkanile gefunden werden.

Adrenerge Rezeptoren werden in alpha— und beta—Rezeptoren unterteilt (Bylund et al., 1994).
Diese werden in weitere Subtypen aufgeteilt (o, o2, Bi, B2, B3). Jeder Subtyp reagiert in
unterschiedlichem Maf} sowohl auf Noradrenalin als auch auf Adrenalin.

Im ZNS wirkt Noradrenalin iiber a;—Rezeptoren durch eine G—Protein—abhédngige Erhéhung

der Inositoltriphosphat— und Diacylglycerol-Konzentration exzitatorisch.

Es gibt fiinf Dopaminrezeptoren. Die zuerst gefundenen D;— und D,—Rezeptoren iibertreffen
zahlenméBig weit die spéter gefundenen D;— Ds—Rezeptoren. Man unterscheidet auf Grund
des unterschiedlichen intrazelluldren Signalwegs und Wirkung zwei Gruppen: die D;/ Ds—
Gruppe (kurz D;—Gruppe) und die D,/ Ds/ Ds—Gruppe (kurz Dr—Gruppe) (Seeman et
Grigoriadis, 1987).

Die D;_Rezeptoren finden sich auf Neuronen der Basalganglien, des Nucleus accumbens, der
GroBhirnrinde (D) sowie im Hippocampus und in der Amygdala (Ds).

D,—Rezeptoren kommen im Corpus striatum, Hypophysenvorderlappen (cholinerge
Interneurone und die Prolactinfreisetzung werden durch Dopamin gebremst) und in der Area
postrema (eine Aktivierung 16st Erbrechen aus) vor, D;—Rezeptoren sind im Cerebellum
lokalisiert und Ds—Rezeptoren befinden sich im Hippocampus, Frontallappen und in der

Amygdala.

2.1.4.2. Das serotonerge Transmissionssystem

’Serotonin is an enigma. It is at once implicated in virtually everything but responsible for

nothing.” (B. L. Jacobs and C. A. Fornal, 1999)

Trotz weit reichender Untersuchungen des Serotonins oder 5—Hydroxytryptamin (5—-HT) ist
seine prazise Rolle im Gehirn noch nicht vollstindig geklrt.

Bei Séugetieren kommt ihm eine zentrale Bedeutung bei der pridnatalen Entwicklung des
Gehirns zu. Sowohl ontogenetisch als auch phylogenetisch manifestiert(e) es sich als eines der
ersten Neurotransmittersysteme im Gehirn.

Dieser Botenstoff ist bereits bei Avertebraten, z.B. der Meeresschnecke Aplysia, nachweisbar

(Southall et al., 1997).
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Das zentrale serotonerge Transmissionssystem ist an physiologischen Funktionen wie
Thermoregulation, Schlaf und Tag— und Nacht-Rhythmus (Sharpley und Cowen, 1995),
Immunaktivitit, Nahrungsaufnahme (Cooper, 1992), Sexualitdt (Bitran und Hull, 1987), an
emotionalen Zustinden wie Angst und Stre8 (Lopez et al., 1999), aversivem Verhalten
(Marsden, 1996), Belohnung (Tyers und Hayes, 1992) sowie an weiteren kognitiven und
autonomen Prozessen beteiligt.

Anderungen in seinem Stoffwechsel werden fiir zahlreiche neuropsychologische Zustinde
von Angststorungen liber Migriane bis Depressionen verantwortlich gemacht.

Das zentrale Serotonin stellt jedoch nur 1-2 % des Gesamtserotonins im Kdrper dar.

Funktionelle Anatomie

Die Anzahl der serotonergen Neurone im menschlichen Gehirn wird auf einige
Hunderttausend geschitzt. Diese Neurone sind fast ausnahmslos auf die Raphekerne im
Hirnstamm konzentriert, von dort aus projizieren ihre Efferenzen jedoch in nahezu alle
Strukturen des Gehirns.

Erstmals beschrieben wurden diese groflzelligen Neurone in der Mittellinie des Hirnstamms
von Ramon y Cajal (Cajal, 1911).

Entwicklungsgeschichtlich lassen sich die Zellen des Hirnstamms in zwei Gruppen
unterteilen: die superiore Gruppe an der Grenze von Mittelhirn und Pons und die inferiore
Gruppe zwischen caudaler Ponsregion und zervikalem Spinalmark.

Die superiore Gruppe bildet die beiden eigentlichen Raphekerne mit ihrem rostralen und
caudalem Anteil.

Der dorsale Raphekern innerviert bevorzugt Cortex, Thalamus, Striatum und dopaminerge
Kerne des Mittelhirns (Substantia nigra, ventrales Tegmentum).

Die Efferenzen des medianen Raphekerns ziehen zum Hippocampus, Septum und anderen
limbischen Strukturen. Die Projektionsbahnen der caudalen Zellgruppe enden im Riickenmark
(Dahlstrom et Fuxe, 1964), und zusammen mit Bahnen des rostralen Anteils im Cerebellum
und Hirnstamm (Halliday et al., 1995). Diese Projektionen der Raphekerne haben derartige
Ausmalle, dass fast jedes einzelne Nervenzelle des Gehirns unter Einfluss des serotonergen
Systems steht, zudem finden sich auch noch diffuse Projektionen in nicht-neuronales

Gewebe, z.B. den Endothelzellen der Blutgefille.
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Synthese und Abbau

Serotonin wird aus der Aminosdure Tryptophan synthetisiert (Abb.5). Nach der
Decarboxylierung wird das Serotonin entlang des Axons zu den Synapsen transportiert. Dort
wird es groBtenteils carriervermittelt in Vesikeln gespeichert. Der Transport erfolgt tiber den
gleichen VMAT, der auch fiir die Catecholamintransport in die Vesikel verantwortlich ist
(Njus et al., 1986).

In geringen Mengen wird es im Zytoplasma der terminalen Nervenabschnitte akkumuliert und
kann so direkt nach der Synthese freigesetzt werden. Die Entleerung der Vesikel erfolgt durch
calciumabhingige Exozytose, bei der das davor proteingebundene Serotonin wieder
abgespalten und freigesetzt wird.

SchlieBlich werden ca. 90 % des freigesetzten Serotonins durch einen Na'/K'—ATPase—
Carrier aus dem synaptischen Spalt wieder aufgenommen und erneut in den Vesikeln
gespeichert oder abgebaut.

Die Wiederaufnahme durch den Serotonintransporter (SERT) ist wiederum dem des
catecholaminergen Transmissionssystem vergleichbar. Der SERT ist dabei ungefdhr in 48 %
der Aminosduren dem NET und dem DAT homolog. Auch die Struktur dhnelt sich: er besteht
aus 12 membrandurchspannenden Doménen, die durch intra— und extrazelluldre Schleifen

verbunden sind.

Tryptophan- 5-OH-Tryptophat-
Hrydrolase Decarboxylase CH,—CHz
Tryptophan, — e S-OH-Tryptophat. — e | NE 3

N

Serotorin [5-OH-Tryptamin)

Abb.5: Biosynthese des Serotonins

Der Abbau des Serotonins erfolgt gleich den Catecholaminen durch Monoaminooxidasen.

Dabei hat die in den serotonergen Nervenzellen synthetisierte mitochondriale MAO-B eine
sehr viel niedrigere Affinitidt zu Serotonin als die MAO—-A aus anderen Quellen. Demnach
wird Serotonin hauptsdchlich durch die Monoaminooxidase—A oxidiert, wohingegen die
Monoaminooxidase-B die Aufgabe zu haben scheint, andere Amine, die als falsche

Transmitter fungieren kdnnten, zu metabolisieren.
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Der Serotoninspiegel im Gehirn kann auf verschiedene Weise beeinflusst werden: einerseits
iiber verschiedene Medikamente und andererseits auch in gewissen Grenzen iber die

Tryptophanzufuhr.

Rezeptoren

Heute werden aufgrund molekularbiologischer Techniken und neuer, selektiver
Rezeptorantagonisten und —agonisten 7 5-HT—-Rezeptortypen und 14 Rezeptor Subtypen
unterschieden (Hoyer et al., 1994).

Davon gehdren 13 Serotoninrezeptoren der Superfamilie der G-Protein—gekoppelten
Rezeptoren an, nur der 5-HTs;—Rezeptor wirkt als ligandengesteuerter lonenkanal (ionotroper
Rezeptor).

Die Rezeptoren der 5-HT,—Familie inhibieren die Adenylatcyclase. Sie sind sowohl
postsynaptisch als auch présynaptisch lokalisiert. Vom 5-HT;g— und 5-HT;p—Rezeptoren
wird angenommen, dass es sich um speziesspezifische Varianten desselben Rezeptors handelt.
Die Rezeptoren dieser Familie finden sich gehéduft in den Raphekernen, im Cortex und
limbischen System.

Die Rezeptoren der 5-HT,—Familie haben die Aktivierung der Phospholipase C gemeinsam.
Sie sind hauptsichlich im Cortex, aber auch in der Peripherie zu finden.

Der 5-HTs—Rezeptor ist in hohen Konzentrationen in peripheren Nervenganglien sowie in der
Area postrema lokalisiert.

Die iibrigen serotonergen Rezeptoren wirken in der Mehrzahl iiber die Aktivierung der

Adenylatcyclase zentral und in der Peripherie.

2.1.5. Therapie und Versorgung

Allgemein wird die Anwendung einer multimodalen Therapie empfohlen, d.h. der Einsatz von
Medikamenten wird mit psychosozialen Mafinahmen (Psychoedukation und Psychotherapie)
kombiniert, auch wenn Studien aus den USA zeigten, dass die Kombination von
Methylphenidat plus psychosoziale MalBnahmen der alleinigen Behandlung mit
Methylphenidat nicht iiberlegen war (Klein et al., 2004).

In der medikamentdsen Therapie ist Methylphenidat aufgrund seiner erwiesenen Wirkung in
zahlreichen unabhdngigen Studien das Medikament erster Wahl. Nach derzeitigem

Kenntnisstand kann Atomoxetin (Strattera®) als Medikament zweiter Wahl angesehen
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werden. Alle anderen Wirkstoffe sollten nur angewendet wenn zuvor genannte Medikamente

keine oder ausgepriagt unerwiinschte Wirkung zeigen.

2.1.5.1. Stimulantien

Zu den Psychostimulantien werden die Methylxanthine, besonders das Coffein, sowie das
Amphetamin und seine Verwandten gezdhlt. Die amphetamindhnlichen Substanzen sind wie
Dopamin, Noradrenalin und Adrenalin Abkémmlinge des Phenylethylamins, besitzen aber im
Gegensatz zu diesen keine Catechol-Hydroxyl-Gruppen und sind daher relativ lipophil. Die
Stoffe dieser Gruppe haben ihre Bedeutung in der Behandlung von Narkolepsie und

hyperkinetischen Verhaltensstorungen sowie als Appetitziigler und ,,Designer—Drogen*.

Die Wirksamkeit der Stimulantientherapie ist vor allem fiir Methylphenidat, aber auch fiir
Amphetamine und Pemolin, ein Psychostimulans vom Nicht—Amphetamintyp, in zahlreichen
Studien bewiesen. Solange die Stimulantienmedikation erfolgt, vermindern sich
Aufmerksamkeitsstorungen, Hyperaktivitit, Impuls—Kontroll-Stérungen und Aggressionen,
dariiber hinaus hélt die symptomreduzierende Wirkung, wenn auch abgeschwécht, auch bei
abgesetzter Medikation an (MTA Cooperative Group, 2004).

Erst bei nicht ausreichender Wirksamkeit von Methylphenidat empfiehlt sich die Gabe von d—

l-Amphetamin.

Methylphenidat

Stoff und Geschichte

In den 30er Jahren des 20. Jahrhunderts wurde mit Amphetamin erstmals eine effektive
medikamentdse Behandlung der ADHS moglich.

o—Methyl-Phenethylamin war urspriinglich von Lazar Edeleanu 1887 synthetisiert worden
und wurde Mitte der 20er von Gordon Alles auf der Suche nach einem synthetischen Ersatz
fiir Ephedrin wiederentdeckt. Es kam unter dem Handelsnamen Benzedrin auf den Markt
(Weber, 2001).

1937 wurde es erstmals von Charles Bradley im US—amerikanischen Bundesstaat Rhode

Island bei Kindern mit gestorter Aufmerksamkeit und motorischer Unruhe eingesetzt
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(Bradley, 1937). Trotz des bemerkenswerten Erfolges warnte Bradley schon damals vor

einem unkritischen Einsatz des Medikaments.

ZT

Abb.6: Strukturformel des Methylphenidats

1944 wurde von Leandro Panizzon in der Hoffnung auf ein zentral wirkendes Stimulans ohne
die Nebenwirkungen und das Missbrauchspotential der Amphetamine das Stimulans
Methylphenidat (Abb.6) synthetisiert. Der Produktname Ritalin® leitet sich von dem
Vornamen seiner Ehefrau Marguerite (Rita) ab (Weber, 2001). Heute wird Methylphenidat
von verschiedenen Herstellern und aufgrund der kurzen Halbwertszeit auch als

Retardformulierung angeboten (Concerta®, Equasym®, Medikinet®).

Pharmakodynamik

Der Dopamintransporter hat im Dopaminstoffwechsel eine Schliisselrolle inne und seine
Bedeutung in der Pathophysiologie des ADHS wurde mittels genetischer und bildgebender
Verfahren in neuerer Zeit von verschiedenen Arbeitsgruppen beleuchtet. Bildgebende
Verfahren haben gezeigt, dass Methylphenidat dosisabhéngig den DAT im Striatum blockiert
(Abb.7).

In diesen Studien konnte gezeigt werden, dass bei einer intravendsen Applikation 0,075
mg/kg Methylphenidat und bei oraler Zufuhr 0,25 mg/kg benétigt wurden, um 50 % der DAT
zu blockieren (Volkow et al., 1998). Die bei der ADHS-Therapie verwendete iibliche Dosis
von 0,5 mg/kg blockiert somit mehr als die Hailfte der DAT. Dadurch wird die
Wiederaufnahme in die Priasynapse gehemmt und die Dopaminkonzentration im synaptischen

Spalt steigt.
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Abb.7: Darstellung der striatdren Dopamintransporter im Tc—99m—Trodat—1-SPECT bei einem
Erwachsenen mit ADHS (Dresel et al., 2000)
(A: erhohte Dichte vor Therapiebeginn, B: deutlich reduzierte Dichte unter Einnahme von

Methylphenidat)

Jedoch tragt nicht nur die DAT-Blockade, sondern auch eine gesteigerte nicht—exozytotische
Dopaminfreisetzung zur Konzentrationserhhung bei. Diese unterliegt individuellen
Schwankungen in der neuronalen ,,firing rate* und verschiedenen Umweltreizen und konnte
somit fiir die inter— und intraindividuellen Unterschiede in der Wirkung des Methylphenidats
eine Erkldrung liefern (Pucak et Grace, 1994).

Dies scheinen jedoch noch nicht alle zugrunde liegenden Mechanismen zu sein, die den
extrazelluldaren Catecholaminspiegel beeinflussen.

Amphetamine haben nicht nur eine inhibitorische Wirkung auf die Monoaminooxidasen,
insbesondere fiir MAO-A, sondern beeinflussen zusitzlich die Dopaminsynthese durch
Aktivierung der Tyrosin—Hydroxylase (Blaschko et al., 1937; Costa et al., 1972). Hinzu
kommen die Féhigkeit, direkt Rezeptoren, die im Zusammenhang mit der endogenen
Amphetamin—Synthese stehen, zu binden und direkte Einfliisse auf die DAT— und VMAT-
Expression (Borowsky et al., 2001; Gulley et al., 2002).

Pharmakokinetik

Nach intravendser Verabreichung von [''C] Methylphenidat erfolgt die Aufnahme ins Gehirn
rasch (die Maximalkonzentration wurde innerhalb von vier bis zehn Minuten erreicht) und in
hohen Konzentrationen (7,5 % + 1,5 %) (Volkow et al., 1995). Nach oraler Verabreichung

wird Methylphenidat rasch und nahezu vollstindig resorbiert. Aufgrund eines ausgeprigten
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First Pass Metabolismus betrdgt die systemische Verfligbarkeit jedoch nur 30 %. Maximale
Plasmakonzentrationen werden nach durchschnittlich zwei Stunden erreicht. Die inter— und
intraindividuellen Unterschiede sind groB. Es besteht keine Korrelation zwischen der
maximalen Plasmakonzentration und der pharmakologischen Wirkung.

Bei Retardtabletten erfolgt die Absorption langsamer. Die Maximalkonzentration ist geringer
und wird spiter erreicht.

Im Blut werden Methylphenidat und seine Metaboliten zwischen Plasma (57 %) und
Erythrozyten (43 %) verteilt. Die Plasmaproteinbindung ist gering (10-33 %).
Methylphenidat wird rasch und in groBem Umfang metabolisiert. Maximale
Plasmakonzentrationen des entesterten Hauptmetaboliten o—phenyl-2—Piperidinessigsdure
werden etwa zwei Stunden nach Verabreichung von Methylphenidat erreicht. An
hydroxylierten Metaboliten, wie z.B. Hydroxymethylphenidat oder Hydroxyritalinsdure sind
nur geringe Mengen nachzuweisen. Fiir den therapeutischen Effekt scheint allein der
unverdnderte Wirkstoff verantwortlich zu sein.

Methylphenidat wird mit einer mittleren Halbwertszeit von 2 Stunden aus dem Plasma
eliminiert und die systemische Clearance betrdgt durchschnittlich 10 1/h/kg nach einer oralen
Dosis und 0,565 I/h/kg nach einer intravendsen Gabe. Nach oraler Gabe werden innerhalb von
48-96 Stunden 78-97 % der Dosis im Urin und 1-3 % in den Fézes in Form von Metaboliten,
der grofite Teil (60-86 %) als a—phenyl-2—Piperidinessigsdure, ausgeschieden (Novartis
Pharma, 2006).

Kontraindikationen, Interaktionen und Nebenwirkungen

Sehr hédufige (>1/10) und hiufige (>1/100) unerwiinschte Wirkungen sind Nervositidt und
Schlaflosigkeit, vor allem am Anfang der Behandlung, sowie Kopfschmerzen, Schléfrigkeit,
Schwindel und Dyskinesie. Am Herzen konnen indirekt sympathomimetische Wirkungen wie
Tachykardie, Palpitationen, Arrhytmien, Verdnderungen von Blutdruck und Herzfrequenz
festgestellt werden. Es konnen Bauchschmerzen, Ubelkeit, Erbrechen, Mundtrockenheit und
Appetitmangel auftreten, in der Regel jedoch voriibergehend.

Beim Lenken von Fahrzeugen oder Bedienen von Maschinen sowie weiteren potentiell
gefdhrlichen Aktivititen ist Vorsicht geboten (Novartis Pharma, 2006).

Eine méBige und meist voriibergehende Verlangsamung des Korperwachstums ist zu erwarten
(Spencer et al, 1996). Substanzmissbrauch oder ein erhohtes Suchtrisiko im

Erwachsenenalter nach der Behandlung von Kindern mit Methylphenidat konnte nicht belegt
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werden (Faraone et Wilens, 2003). Auch gibt es keine klinischen Hinweise, dass eine
Medikation mit Methylphenidat eine erhdhte Vulnerabilitit fiir Morbus Parkinson zur Folge
hat (Gerlach et al., 2003).

Dosierung

Die Dosierung ist individuell zu bestimmen. Die Wirkung von Methylphenidat tritt nach etwa
einer halben Stunde ein und hilt etwa vier Stunden an. Die tdgliche Dosis bei Schulkindern
liegt zwischen 0,3—1 mg/kg Korpergewicht pro Tag und verteilt sich auf ein bis drei
Einzeldosen. Die Einstiegsdosis liegt meist bei 5 mg/Tag. Die Zeitpunkte der Medikation
richten sich nach den kritischen Tagesanforderungen, z.B. Schulaufgaben, unter bestimmten
Bedingungen kdnnen auch Therapiepausen angezeigt sein.

Die gesetzlich festgelegte Hochstdosis von 60 mg/Tag bzw. 1 mg/kgKG/Tag darf nicht
iiberschritten werden. Diese Festlegung wird jedoch nicht durch wissenschaftliche
Untersuchungen gestiitzt, fest steht nur, dass eine hohere Tagesdosis auch das Risiko
unerwiinschter Wirkungen steigert. Bei Retardformen reicht eine einmalige morgendliche
Gabe, deren Wirkung zwischen acht und zwdlf Stunden andauert. Die wesentlich teurere
Retardmedikation wird genutzt, wenn eine verldssliche Gabe der schnell freisetzenden
Priaparate nicht mdglich ist. Dabei muss jedoch von einer etwas hoheren Tagesdosis
ausgegangen werden. Die Medikation sollte mindestens iiber den Zeitraum eines Jahres

fortgesetzt und mindestens jéhrlich tiberpriift werden.

2.1.5.2. Nicht—Stimulantien (trizyklische und nicht—trizyklische Antidepressiva)

Gemeinsames Merkmal ist die stimmungsaufhellende Wirkung, die primir durch eine
Hemmung der neuronalen Wiederaufnahme der Monoamine Noradrenalin und/ oder
Serotonin zustande kommt. Dadurch wird die noradrenerge oder serotonerge synaptische
Ubertragung verstirkt. Allerdings scheint die antidepressive Wirksamkeit, die erst nach ca.
zwei Wochen einsetzt, auf den neurochemischen Folgewirkungen, insbesondere der Rezeptor
Down Regulation, zu beruhen.

Zu den trizyklischen Antidepressiva gehdren die nicht—selektiven Monoamin—
wiederaufnahmehemmer mit ihrem siebengliedrigem mittleren Ring, wie z.B. Imipramin,
Clomipramin etc. Auch die trizyklischen Antidepressiva haben sich in der Behandlung der

ADHS gegeniiber Placebo als wirksamer erwiesen.
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Den nicht—trizyklischen Antidepressiva werden die selektiven Serotoninwiederaufnahme—
hemmer, die selektiven Noradrenalinwiederaufnahmehemmer und der selektive Serotonin—
/Noradrenalinwiederaufnahmehemmer Venlafaxin zugerechnet. Das neuerdings eingesetzte
Atomoxetin, ein Noradrenalinwiederaufnahmehemmer, ist nach Methylphenidat und

Amphetamin die am besten untersuchte Substanz mit guter Evidenzlage.

Atomoxetin

Stoff und Geschichte

Atomoxetin ist eine Entwicklung des Pharmaunternehmens Eli Lilly. Atomoxetin war

urspriinglich unter dem Namen Tomoxetin bekannt. Um Verwechslungen mit dem Stoff

Tamoxifen zu vermeiden wurde es schlielich in Atomoxetin umbenannt (Abb.8).

il

Abb.8: Strukturformel des Atomoxetins

Tomoxetin wurde erstmals in den 1980ern von Lilly zur Behandlung von Depressionen
erforscht. Trotz guter Ergebnisse in klinischen Studien wurde die Entwicklung beziiglich
dieser Indikation ca. 1990 gestoppt. 1996 jedoch wurden die préklinische Studien, diesmal mit
der Indikation einer moglichen Therapie der ADHS wieder aufgenommen (Preti, 2002).

Im November 2002 wurde von der Food and Drug Administration Atomoxetin unter dem
Markennamen Strattera® fiir die Behandlung von Kindern ab sechs Jahren, Jugendlichen und
Erwachsenen in den USA zugelassen. Es war damit in Amerika das erste zugelassene
Medikament gegen ADHS, das nicht unter das US—amerikanische Betdubungsmittelgesetz
fiel.



26 Schriftum

Seit Dezember 2004 ist auch in Deutschland Atomoxetin zur Behandlung der ADHS bei
Kindern und Jugendlichen iiber sechs Jahren zugelassen. Seit Mérz 2005 ist es als Strattera®

in deutschen Apotheken verfiigbar.

Pharmakodynamik

Atomoxetin  wirkt iiber eine hochselektive = Hemmung des pridsynaptischen
Noradrenalintransporters, was zur Erhohung der Noradrenalinkonzentration im synaptischen
Spalt fiihrt. Die Affinitdt zu anderen neuronalen Transportern und Rezeptoren ist gering
(Abb.9).

Atomoxetin erhohte bei intraperitonealer Gabe bei Ratten den extrazelluliren
Noradrenalinspiegel im préfrontalen und okzipitalen Cortex sowie im lateralem
Hypothalamus, dorsalem Hippocampus und im Cerebellum, woraus man schlussfolgern kann,
dass diese Wirkung das gesamte Gehirn betrifft (Swanson et al., 2006).

Im priafrontalen Cortex wird zudem der extrazellulire Dopaminspiegel erhoht, da dort
aufgrund fehlender Dopamintransporter auch Dopamin iiber den Noradrenalintransporter

wieder aufgenommen wird (Swanson et al., 2006).

NAT DAT SERT
Atomoxetin 5 1451 77
Methylphenidat 339 34 >1000

Abb.9: Atomoxetin: Affinitdten zu Monoamintransportern im Vergleich zu Methylphenidat

(Ki—Wert), ein niedriger Ki—Wert weist auf hohere Affinitét hin (nach Bymaster et al., 2002)

Pharmakokinetik

Die Bioverfiigbarkeit nach oraler Aufnahme betrdgt normalerweise 63 %. Atomoxetin wird
schnell resorbiert und erreicht seine maximale Plasmakonzentration nach etwa anderthalb
Stunden (Farid et al., 1985). Sehr fetthaltige Mahlzeiten verzogern das Erreichen des
Maximalwerts um bis zu drei Stunden und verringern die Absorptionsrate um bis zu 37 %.
Atomoxetin ist zu 98 % an Plasmaproteine, v.a. Albumin, gebunden. Die Plasmahalbwertszeit
betragt vier bis fiinf Stunden. Der Abbau zum wirksamen Hauptmetaboliten 4—

Hydroxyatomoxetin erfolgt durch Oxidation durch das Cytochrom P450 2D6 (CYP2D6) in
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der Leber. Ein Teil der Bevolkerung verstoffwechselt Arzneimittel, die iiber dieses Isoenzym
abgebaut werden, besonders langsam (,,poor metabolizer®). Bei diesen Patienten kann es zur
bis zu filinffach erhohten Plasmaspitzenkonzentration und auf 24 Stunden verldngerten
Halbwertszeit kommen (Sauer et al., 2003).

Die Ausscheidung erfolgt primér als 4-Hydroxyatomoxetin—-O—Glucuronid iiber die Niere

(>80 %) und zu einem geringen Teil auch iiber die Fézes.

Kontraindikationen, Interaktionen und Nebenwirkungen

Durch die indirekt sympathomimetische Wirkung ist Vorsicht bei Patienten mit
Bluthochdruck, Tachykardie oder anderen kardiovaskuldren Erkrankungen angebracht
(Becker et Wehmeier, 2003).

Wechselwirkungen  bestechen zu  CYP2D6-Inhibitoren. = Wegen der moglichen
Plasmakonzentrationserhohung des Atomoxetin kann eine Dosisreduktion erforderlich sein.
Die haufigsten unerwiinschten Arzneimittelwirkungen sind Kopf- und Bauchschmerzen,
Appetitminderung, Ubelkeit, Erbrechen und Miidigkeit. Die FDA, Center for Drug Evaluation
and Research, warnte vor schweren Leberschiddigungen, nachdem diese bei zwei Patienten
aufgetreten waren. Des Weiteren sind mit Atomoxetin behandelte Kinder sorgfiltig darauthin
zu beobachten, ob sich ihr Verhalten zu suizidbezogenen Handlungen oder verstirkter

Feindseligkeit hin verandert.

Dosierung

Die Dosierung richtet sich nach dem Korpergewicht und wird in der Regel als morgendliche
Einmaldosis verabreicht. Bei Kindern und Jugendlichen bis 70 kg Korpergewicht betrdgt die
Anfangsdosis 0,5 mg Atomoxetin pro kg Korpergewicht. Nach einer Woche wird die
Medikation auf die Erhaltungsdosis von 1,2 mg/kg Kdrpergewicht pro Tag gesteigert. Bei
Jugendlichen mit einem Korpergewicht iiber 70 kg wird mit 40 mg Atomoxetin begonnen und
die Dosis ebenfalls nach einer Woche auf 80 mg pro Tag erhoht (Lilly, 2006).

Wenn Patienten unter der Medikation tliber unerwiinschte Wirkungen klagen, sollte entweder
die Anfangsdosis linger beibehalten werden, ein zusétzlicher Zwischenschritt vor Erhohung
auf die Zieldosis eingefiihrt werden oder die Tagesdosis zumindest voriibergehend auf
zweimal téglich verteilt werden (Greenhill et al., 2007). Mit dem Wirkungseintritt ist nach

etwa einer Woche zu rechnen, eine Entfaltung der vollen Wirkung ist nach vier bis sechs
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Wochen zu erwarten (Michelson et al., 2002). Eine Medikamentenpause (,,drug holiday*) ist

nicht sinnvoll.

2.1.5.3. Verordnungszahlen

Seit tiber 50 Jahren werden Amphetaminderivate wie Methylphenidat als Medikamente der
ersten Wahl zur Behandlung der ADHS eingesetzt. Seitdem war ein stetiger Anstieg des
Verordnungsvolumens zu verzeichnen, der vor allem in den letzten Jahren noch deutlich
zugenommen hat. Betrug im Jahr 1995 in Deutschland die Zahl der definierten Tagesdosen
(DDD) noch 1,3 Mio., so stieg sie bis zum Jahr 2005 kontinuierlich auf 32,6 Mio. an. Allein
gegeniiber dem Jahr 2004 war eine Anderung um +26,3 % zu verzeichnen (Lohse et al.,
2006).

Trotz iiberzeugender Studien dariiber, dass Psychopharmaka lange Zeit unterverordnet
wurden (Elliger et al., 1990), stellt sich nun die Frage einer moglichen ,,Uberversorgung*.

Die Tatsache, dass 30 % der Verschreibungen von nur 66 Arzten in so genannten
»Schwerpunktpraxen® getdtigt werden und ein Grofteil von diesen keine spezialisierten

Kinder— und Jugendirzte/—psychiater sind, spricht des Weiteren dafiir (Fegert et al., 2002).

Seit Mérz 2005 ist Atomoxetin zur Behandlung der ADHS in Deutschland erhéltlich. Trotz
der Warnung vor suizidbezogenen Handlungen unter der Einnahme von Atomoxetin und der
hohen Therapiekosten wurde es als Strattera® bereits im Jahr seiner Markteinfiihrung so
hiufig verordnet (1,3 Mio. DDD), dass es unter den 3000 fithrenden Arzneimitteln vertreten
ist. Es gibt keinen Grund anzunehmen, dass die Verordnungen des —im Gegensatz zum
Methylphenidat— nicht betdubungsmittelrezeptpflichtigen Atomoxetins nicht in gleichem,

wenn nicht noch hdherem Mafle als Methylphenidat ansteigen werden.

2.1.6. Stand der Forschung

Die Entwicklung von  Stimulantienmissbrauch und —abhédngigkeit unter der
Methylphenidattherapie ist eine weit verbreitete Befiirchtung. Katamnestische Befunde
sprechen aber dafiir, dass Kinder mit ADHS, die mit Stimulantien behandelt wurden, spiter
und weniger zu Tabak— und Alkoholkonsum und Konsum illegaler Drogen neigen als Kinder,
deren ADHS—Erkrankung erst retrospektiv im Erwachsenenalter diagnostiziert wurde

(Bundesirztekammer, 2005).
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Allerdings erhoht die regelmidBige Einnahme von Substanzen mit Suchtpotential in der
Periadoleszenz die Gefahr spiteren Drogenmissbrauchs signifikant (Stacy et al., 1999). Dass
Methylphenidat Suchtpotential hat, zeigt eine Studie aus den USA, der zufolge 3 % von 2250
befragten Studenten Methylphenidat missbrauchlich einnahmen (Teter et al., 2003).

Es konnte auch tierexperimentell gezeigt werden, dass eine wiederholte Methylphenidatgabe
bei jungen und gesunden Ratten zu einer gesteigerten Cocainaufnahme im Erwachsenenalter

fiihrte (Torres—Reveron et al., 2005).

Auch die Verinderung weiterer zentraler Neurotransmissionsmechanismen und damit
Verhaltensédnderungen kann nicht ausgeschlossen werden.

Tierexperimentelle Untersuchungen, hauptsdchlich mit Labornagern, weisen darauf hin, dass
eine dauerhafte Stimulantiengabe zu einer Sensivitierung des Verhaltens und
psychomotorischen Effekten fiihrt. Dabei ist das Alter des Tieres zum Zeitpunkt der
Medikamentengabe mafigeblich flir Auftreten und Ausmal3 dieser Folgen (Heyser et al.,
2004). Auch ist die Dosis—Wirkungs—Beziehung stark abhdngig vom gewéhlten Rattenstamm,
was in Untersuchungen der lokomotorischen Aktivitdt von Spontan—Hypertensiven Ratten,
Wistar—Kyoto— und Sprague-Dawley—Ratten gezeigt werden konnte (Amini et al., 2004).
Zudem zeigten Untersuchungen an Ratten, dass die Effekte von Methylphenidat vom
Gesundheitszustand der Tiere abhéngen konnen: Wihrend akute Gabe von MPH bei Tieren
mit psychomotorischen Beeintrachtigungen die motorische Koordination verbesserte, hatte
Methylphenidat bei Kontrolltieren keine Wirkung oder fiihrte zu einer Verschlechterung der

motorischen Koordination (Grund et al., 2006).

In nur sehr wenigen tierexperimentellen Studien wurden die Auswirkungen einer chronischen
Methylphenidatbehandlung in der Periadoleszenz auf das Verhalten erwachsener Ratten
untersucht und auch hier variiert die Versuchsdurchfithrung, z.B. in der Art und Dauer der

Applikation, Tieralter wahrend der Applikation und Dosis, noch enorm:

Brandon und Mitarbeiter stellten bei ménnlichen Sprague—-Dawley—Ratten, die mit 35 Tagen
eine Woche lang 2,0 mg/kg Methylphenidat intraperitoneal erhielten, eine vermehrte
Selbstverabreichung von Cocain im Erwachsenenalter fest (Brandon et al., 2001).

Bolanos und Mitarbeiter stellten bei erwachsenen ménnlichen SD—Ratten, denen im Alter von

20-35 Tagen Methylphenidat (2,0 mg/kg) intraperitoneal injiziert wurde, eine erhdhte
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Sensibilitit in Stresssituationen, ein vermehrt angstbezogenes Verhalten und einen
gestiegenen Corticosteronplasmaspiegel fest (Bolanos et al., 2003).

Die Arbeitsgruppe um Carlezon verabreichte mannlichen Sprague—Dawley—Ratten vom 20.—
35. Lebenstag zweimal tédglich intraperitoneal 2,0 mg/kg Methylphenidat und bemerkte bei
den erwachsenen Tieren eine verminderte Sensitivitdt gegeniiber Cocain sowie vermehrt
depressionsidhnliches Verhalten und verminderte Habituation (Carlezon jr. et al., 2003).
Leblanc—Duchin und Taukulis, die acht Wochen alten weiblichen Long—Evans—Ratten vier
Wochen lang 10 mg/kg Methylphenidat per os verabreichten, beobachteten bei den
erwachsenen Tieren vermehrte Angst und Verteidigungsbereitschaft (Leblanc—Duchin et
Taukulis, 2004).

Die Arbeitsgruppe um Adriani zeigte bei den in der Periadoleszenz vorbehandelten
erwachsenen Wistar—Ratten eine Steigerung der Impulsivitét auf (Adriani et al., 2006).

Trotz der unterschiedlichen Versuchsdurchfiihrung gibt es also Hinweise, dass eine
Verabreichung von Methylphenidat in der Periadoleszenz zu Verhaltensinderungen bei
erwachsenen Tieren fiihrt.

Aber es wird auch die Forderung nach einer Anpassung der Dosis und Applikationsart
entsprechend des Einsatzes bei den behandelten Kindern laut, um die tierexperimentellen

Ergebnisse angemessener beurteilen zu konnen (Andersen, 2005).

Aufgrund der verhéltnismiBig kurzen Anwendungszeit seit der Zulassung im Mérz 2005 gibt
es auch fiir Atomoxetin noch keine klinischen Untersuchungen zu den Langzeitwirkungen.
Bei Ratten soll es jedoch keinen Anstieg der Dopaminkonzentration im Nucleus accumbens,
einer Hirnregion, die mit einer Suchtentwicklung in Verbindung gebracht wird, bewirken
(Bymaster et al., 2002). Auch scheint nach einer Studie mit 16 Freiwilligen in einem
Doppelblind—Design ein Missbrauchspotential unwahrscheinlich (Heil et al., 2002).

Jedoch kann das vermehrte Auftreten von suizidbezogenen Handlungen oder verstiarkter
Feindseligkeit unter Atomoxetingabe durchaus auf langfristige psychosoziale Storungen

hindeuten.

Hilakivi wies bei adoleszenten Ratten, denen ein nichtselektiver Monoamin—
wiederaufnahmehemmer mit jedoch einer deutlichen Priaferenz zum Noradrenalintransporter
(Desipramin) gegeben wurden, depressionsdhnliches Verhalten gekennzeichnet durch lingere
Immobilitit im Porsolt-Test nach (Hilakivi et al., 1988). Die Gabe von Desipramin in der

frithen postnatalen Phase fiihrte auBlerdem zu einer langanhaltenden und noch im
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Erwachsenenalter vorhandenen Steigerung des Dopamin— und Serotoninmetabolismus
(Hilakivi et al., 1995).
Da sowohl Desipramin als auch Atomoxetin den Noradrenalintransporter hemmen, ist eine

langfristige Verhaltensdnderung nach Atomoxetintherapie nicht auszuschlieen.

2.2. DAS VERHALTEN

2.2.1. Definition

Verhalten ist die organismische Interaktion mit der Umwelt auf der Grundlage eines
Informationswechsels im Dienst der individuellen, 6kologischen und inklusiven Fitness

(Tembrock, 1987).

Das Verhalten eines Tieres umfasst all seine duBlerlich wahrnehmbaren Bewegungen,
Korperhaltungen, LautduBerungen, Farbédnderungen und Absonderungen von Duftstoffen.

Zusammengesetzt wird das Verhalten aus ererbten und erlernten Erfahrungen.

2.2.2. Verhaltensforschung und tierexperimentelle Verhaltenstests

Die Geschichte der Verhaltensforschung sowie der sie bezeichnenden Begriffe ist von
verschiedenen naturwissenschaftlichen und philosophischen Ansdtzen geprégt.

Die moderne Verhaltensforschung ldsst sich jedoch grob durch zwei verschiedene
Herangehensweisen charakterisieren:

Die Ethologie in Europa bedient sich der Beobachtung des Tierverhaltens in freier Wildbahn
bzw. unter natiirlichen Bedingungen und hat zum Ziel, Ursache, Eignung, Entwicklung und
Evolution des Verhaltens zu erfassen.

Die vergleichende Psychologie (,,comparative psychology*) in Amerika zeichnet sich durch
die Beobachtung im Labor unter kontrollierten Bedingungen aus und legt besonderen
Schwerpunkt auf das Lernverhalten, wobei die Laborratte wichtigstes Untersuchungsobjekt

ist.

Ein Verhaltenstest ist ein ethologischer Funktionstest, bei dem das Verhalten als Hinweis fiir
funktionelle Storungen genutzt wird (Giittner, 1993). Da der Entstehungsort von

Verhaltensweisen das Nervensystem ist, kann eine Untersuchung des Verhaltens gleichzeitig
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Aufschluss liber neuronale Funktionen, Aktivititen und Systeme geben (Kolb et Whishaw,
1985). Somit sind Verhaltenstests essentiell bei der Untersuchung neurobiologischer
Mechanismen bzw. Dysfunktionen, bei der Charakterisierung von Tiermodellen und bei der
Beurteilung der Auswirkungen pharmakologischer Behandlungen (Ohl et al., 2001). Wichtige
Verhaltensparameter sind die lokomotorische Aktivitdt (Broadhurst, 1957), die Motivation
(Ohl et al., 2001), das Angst— (Ohl et al., 2001), Explorations— (File et Wardill, 1975) und
Sozialverhalten (File et Hyde, 1977), sowie die visuell-rdumliche Orientierung (Ohl et Fuchs,
1998).

Wichtig fiir die sinnvolle Auswertung eines Verhaltenstests ist eine moglichst geringe
Beeintrachtigung des Wohlbefindens der Tiere.

Auch der Kontakt zwischen Mensch und Tier ist sehr wichtig und kann die Testergebnisse
beeinflussen. In einer Versuchssituation soll unndétiger Stress durch den Kontakt mit dem
Menschen moglichst vermieden werden. Deshalb wird gefordert, die Tiere an den Menschen
und seine Eingriffe zu gewohnen (Claasen, 1994).

Eine objektive Analyse muss durch testspezifische Parameter, ausreichende Erfahrung des
Untersuchers und Kenntnisse der jeweiligen Tierspezies gesichert werden. Trotzdem ist der
subjektive  Einfluss des Untersuchers nicht sicher auszuschalten. Der FEinsatz
automatisierbarer Aufzeichnungsgerite und digitale Auswertung erhoht die Objektivitdt. Der
Test muss einfach durchzufiihren und auszuwerten und vor allem reproduzierbar sein. Die
Bildung einer Kontrollgruppe, d.h. Tiere gleichen Alters und Geschlechts, die identisch
gehalten und bis auf die zu priifende Substanz oder speziellen Eingriff identisch behandelt
werden, ist notwendig, um den Einfluss eines Medikaments oder sonstiger Manipulationen zu

verdeutlichen.

Im Folgenden sollen kurz etablierte und gebriduchliche Verhaltenstests bei Ratten aufgezihlt
werden. Die Unterteilung in emotional, kognitiv und motorisch beschreibt den Schwerpunkt,
auf den der jeweilige Versuch abzielt, jedoch gibt es in fast jedem Versuch

Uberschneidungsbereiche.
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2.2.2.1. Verhaltenstests zur Untersuchung neurologisch—motorischer Fihigkeiten

Beam Balance

(Combs et D’Alecy, 1987))

Die Ratte muss auf einem 1,5 cm breiten

Balken balancieren.

Beam Walking
(Feeney et al., 1982)

Die Ratte lauft eine festgelegte Strecke auf

einem 2,5 cm breiten Balken.

Chimney Test
(Boissier et al., 1960)

Die Ratte muss nach Hineinklettern in eine
enge, waagerechte Rohre, nach vertikalem
Aufstellen aus dieser rickwirts

hinausklettern.

Prehensile Traction

(Combs et D’Alecy, 1987)

Die Ratte wird mit den Vorderpfoten an ein
horizontal gespanntes Seil gehéngt; alternativ
kann die Ratte an ein rechtwinkliges Podest
gehdngt werden, auf das sie sich

hinaufziehen muss (Miiller, 2004).

Screen Test

(Combs et D’Alecy, 1987)

Die Ratte wird auf ein horizontales
Drahtgitter gesetzt (0°), das zuerst in eine
vertikale (90°) und dann in die umgekehrt

horizontale Position (180°) gedreht wird.

Rota Rod
(Hamm et al., 1994)

Die Ratte wird auf eine sich drehende und
sich kontinuierlich beschleunigende Walze

gesetzt.

2.2.2.2. Verhaltenstests zur Untersuchung emotionaler Aspekte

Elevated Plus Maze
(Handley et Mithani, 1984)

Die Ratte wird auf das Zentrum eines
erhohten rechtwinkligen Kreuzes mit zwei
,,offenen* und zwei ,,geschlossenen*

(umrandeten) Armen verbracht.

Hole Board
(Boissier et Simon, 1962)

Die Ratte kommt in eine Box mit einer
gleichmédBig durchldcherten Grundflédche;
(alternativ an zwei Folgetagen zur

Untersuchung neurokognitiver Fahigkeiten).
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Free Exploratory Paradigm
(Anderson, 1938)/
Home Emergence Test

(Williams et Wells, 1970)

Den Tieren wird die Mdéglichkeit geboten,
sich frei aus dem Heimkéfig fortzubewegen
(auch an zwei Folgetagen zur Untersuchung
neurokognitiver Fahigkeiten); der Heimkafig
wird aus dem Regal gezogen und gedffnet
und der Zeitraum gemessen bis die Ratte mit
der Pfote und/oder der Nase an den

Kifigrand kommt.

Open Field
(Hall, 1934)

Das Tier wird in eine hell ausgeleuchtete
umrandete quadratische ebene Flache

gesetzt.

Social Interaction

(File et Hyde, 1977)

Modifiziertes Open Field: Ein fremdes in
GrofBe und Geschlecht entsprechendes Tier

wird mit hinzu gesetzt.

2.2.2.3. Verhaltenstests zur Untersuchung neurokognitiver Fahigkeiten

Morris Water Maze
(Morris et al., 1982)

Die Ratte muss in einem Schwimmbecken
eine verborgene durchsichtige Zielplattform

finden.

Radial Arm Maze
(Olton et Samuelson, 1976)

In bestimmten Armen eines sternformig

angeordneten Labyrinths ist Futter versteckt.

3-Door-Runway

(Furuya et al., 1988)

Die Ratte muss einen viergeteilten
Versuchsgang mit offenen und geschlossenen

Turen durchlaufen.

2.2.3. Die Ratte als Tiermodell

Heutzutage ist die Ratte nach der Maus das am héufigsten verwendete Versuchstier,

zusammen machen Ratten und Maéause tUber 80 % der Gesamtversuchstieranzahl aus

(Deutscher Bundestag, 2007).

Aufgrund ihrer geringen Korpergrofe, Sauberkeit, relativen Kostengiinstigkeit, einfachen

Handhabung und Haltung, weiten Verfiigbarkeit sowie kurzer Gestationsperioden und
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Lebenszeit bietet die Ratte als Versuchsobjekt viele Vorteile, besonders wenn hohe
Tierzahlen gefragt sind oder Entwicklungsstadien betrachtet werden sollen.

Der Nachteil besteht darin, dass es schwieriger ist Parallelen zwischen der Physiologie und
Verhalten von Nagern und Menschen zu ziehen als zwischen nicht—-menschlichen Primaten
und Menschen.

Jedoch wire die Anwendung von Tierversuchen weder ethisch noch wirtschaftlich
gerechtfertigt, wenn Tierversuche nicht Vorhersagen iiber erwiinschte und unerwiinschte
Wirkungen des betreffenden Wirkstoffs beim Menschen ermoglichen wiirde. Diese
Ubertragbarkeit ist durch retrospektive Vergleiche der tierexperimentellen Daten und den
Wirkungen des jeweiligen Arzneimittels beim Menschen nach Einfithrung der Substanzen in
zahlreichen Untersuchungen nachgewiesen worden.

Die heute verwendeten Laborratten sind fast ausschlieBlich Nachfahren der Wanderratte
(Rattus norvegicus), welche Anfang des 18. Jahrhunderts iiber die norwegische Habinsel nach
Westeuropa und Anfang des 19. Jahrhunderts {iber private Zuchten (,rat baiting®) in die
Laboratorien gelangte. Erste systematische Ziichtung der Ratte fiir wissenschaftliche Zwecke
erfolgte Anfang des 20. Jahrhunderts. 1906 brachte Donaldson weile Ratten europdischen
Ursprungs von Chicago zum Wistar—Institut in Philadelphia, die den Grundstock dieses
Stamms bildeten (Castle, 1947).

Die Wistar—Ratte zdhlt zusammen mit der Sprague—Dawley (SD)—Ratte zu den am héiufigsten
genutzten Rattenstimmen.

Es gibt wenig Nachweise tiber die genaue Herkunft der Sprague-Dawley—Ratten. Es wird
angenommen, dass Robert W. Dawley zu Beginn eine aullergewdhnlich grole ménnliche
Ratte unbekannten Ursprungs mit einer weillen Ratte (vermutlich aus der Wistar—Kolonie)
und deren weiblichen Nachkommen der néchsten sieben Generationen verpaarte. Er
selektierte auf hohe Laktation, schnelles Wachstum, hohe Vitalitit, ausgeglichenes
Temperament sowie hohe Arsenresistenz. Inzwischen gibt es zahlreiche Sublinien und
verschiedene Anbieter, die die SD—Ratten verkaufen.

In Deutschland begann 1957 das Institut fiir Versuchstierzucht in Hannover mit der Zucht von
Ratten und Méusen (Weiss et al., 1996). Mittlerweile gibt es mehr als 400 genetisch definierte
Inzucht und circa 50 Auszuchtstimme der Laborratte (Havenaar et al., 1995).

Je nach Rattenstamm zeigen bestimmte Behandlungen unterschiedliche Auswirkungen. Wenn
Ratten in Versuchen mit definierten Fragestellungen genutzt werden sollen, ist die Wahl des

bestgeeigneten Stamms notwendig. Harrington und Mitarbeiter verdffentlichten



36 Schriftum

Standarddaten aus dem Verhalten, Lernfihigkeit und physiologischen Eigenschaften von

zahlreichen In— und Auszuchtstimme (Harrington, 1981).

2.2.4. Das Angst— und Explorationsverhalten

Laborratten haben im Vergleich zu Wildratten einen noch ausgepriagteren Erkundungsdrang
(Persch, 1994). Dieser wird vor allem durch neue Reize und eine starke innere Motivation
ausgelost.

Um den 10. Lebenstag herum zeigen Rattenjungen ein den der adulten Tiere gleichendes
Schniiffeln, das ab dem 15. Lebenstag in die systematische mit Lokomotion einhergehende
Exploration der unbelebten Umwelt und wenige Tage spiter der der Artgenossen iibergeht.
Zwischen dem 23. bis 25. Lebenstag zeigt sich erstmals eine aufrechte Erkundungshaltung
(Bolles et Woods, 1964). Dieses so genannte Rearing ist Ausdruck eines ungerichteten
Explorationsverhaltens. Das Explorationsverhalten steigt bis zum ersten Lebensmonat steil an
um danach nach einem leichten Abfall auf einem hohen Niveau zu stagnieren.

Werden Ratten in eine ihnen unbekannte Umgebung verbracht, zeigen sie ein abwechselnd
mit Lokomotion und Aufrichten einhergehendes Erkundungsverhalten und ziehen sich
baldmoglichst an einen relativ geschiitzten Ort (,,home base*) zuriick, von dem sie weitere
sich wiederholende Erkundigungen der neuen Umgebung vornehmen (Eilam et Golani, 1989).
Dabei kann beobachtet werden, dass sich die Tiere bevorzugt in der Ndhe bzw. unmittelbaren
Kontakt von Wiénden und anderen vertikalen, Schutz bietenden Raumstrukturen bewegen
(Thigmotaxis). Aktives Explorationsverhalten geht fiir das Tier immer mit einem potentiellen
Risiko einher und kann somit auch als Merkmal verminderter Angst gewertet werden
(Townsend, 1997).

Die Ratte markiert dabei bestimmte Orte und Wege und da sie keine speziellen Duftdriisen
besitzt, markiert sie mit Kot und Urin.

Angst duBlert sich bei Nagetieren in verschiedenen Verhaltensweisen. Angst soll Krifte und
Energien freisetzen, die durch Angriffs— oder Fluchtreaktionen unter Umstidnden das
Uberleben gewilhrleisten (Flossendorf 1988). Andererseits kann Angst auch zu
Handlungsunfdhigkeit wie der Schreckstarre (,freezing®) flihren, wobei sich auch dieses
Verhalten als lebensrettend erweisen kann. Es wurde beobachtet, dass Ratten vor einer
potentiellen Gefahr nur fliichten, wenn eine sichere Riickzugsmoglichkeit besteht und ohne

geeignete Fluchtmoglichkeit in Erstarrung verfallen (Bronstein et Hirsch, 1976).
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In der Ethologie wurde der Anstieg der Kot— und Urinabsatzrate traditionell als Zeichen fiir
angstbezogenes Verhalten gewertet (Hall, 1934; Broadhurst, 1957). Dieser Zusammenhang
wird mittlerweile jedoch von einigen Autoren (Archer, 1973; Berton et al., 1997) in Frage
gestellt. Auch das heftige Putzen von Gesicht und Fell (,,grooming*) kann als Anzeichen
innerer Unruhe gewertet werden (O’Kelly, 1940). Jedoch stellt es nicht selten ein
Ubersprungsverhalten in Konfliktsituationen dar und kann somit nicht als eindeutiges Zeichen
von Angst gewertet werden (Saibaba et al., 1996).Weitere Untersuchungen zeigten, dass auch

Vokalisationen als Ausdruck von Angst zu sehen sind (Juhr, 1990).
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3. Eigene Untersuchungen

3.1. ZIELVORSTELLUNGEN, WISSENSCHAFTLICHE NOVITAT UND
PRAKTISCHE BEDEUTUNG

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Langzeitfolgen einer wiederholten Methylphenidat—
und Atomoxetingabe in der Periadoleszenz durch Untersuchungen verschiedener Aspekte des
Tierverhaltens im friihen Erwachsenenalter abzukldren. Dabei wird besonderer Wert darauf
gelegt, die Applikationsart und Dosierung der Medikamente sowie das Entwicklungsalter der
Ratten weitestgehend der Situation der betroffenen Kinder anzupassen.

Ein direkter Vergleich von Atomoxetin und Methylphenidat wunter identischen
Testbedingungen in dieser Fragestellung wurde noch nicht durchgefiihrt. Fiir sowohl
Atomoxetin als auch Methylphenidat gibt es keine Ergebnisse iiber die Langzeitwirkungen in
den Fillen, in denen gesunde Kinder aufgrund falsch—positiver Diagnosen medikamentds
behandelt werden.

Zeigen sich Verdnderungen im Verhalten der erwachsenen Ratte, miisste die

Verschreibungspraxis bei einer ADHS neu iiberdacht werden.

3.2. MATERIAL UND METHODEN
3.2.1. Versuchstiere
3.2.1.1. Stamm und Zucht

Bild 1: Sprague—Dawley—Ratte

‘* t* Bei den verwendeten Tieren handelt es sich um ménnliche und
e weibliche Sprague—Dawley—Ratten (Crl:CD(SD)) von Charles River

- Laboratories Deutschland. Die Tiere werden nach dem Absetzen im
Alter von 21 Tagen geliefert. Bei ihrer Ankunft wiegen sie zwischen

40 bis 60 g. Nach der Anlieferung hatten die Tiere eine Woche Zeit, sich an die neuen
Haltungsbedingungen zu gewdhnen, bevor mit der Medikamentenapplikation begonnen

wurde.
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Es werden sowohl ménnliche als auch weibliche Tiere getestet, da die ADHS—Erkrankung
und die folgende Behandlung sowohl Jungen als auch Maidchen, wenn auch mit

unterschiedlicher Pravalenz, betrifft.

3.2.1.2.  Tierhaltung

Die Tiere werden in getrenntgeschlechtlichen Gruppen (n = 5) in Macrolon Standardkafigen
Typ IV (Ehret GmbH, Emmendingen) bei einem kiinstlichen Lichtregime mit einer Tagphase
von 6.00—18.00 Uhr gehalten. Die Lichtintensitdt im TierstallmaBl betrdgt im Mittel 170 Lx,
die Raumtemperatur 22 + 2 °C und die relative Luftfeuchtigkeit liegt bei 60 + 5 %. Wasser
aus Nippeltranken und Standardpellets von Ssniff Spezialititen GmbH (Soest, Deutschland)
stethen ad libitum zur Verfiigung. Als Einstreu wird entstaubtes, entkeimtes
Weichholzgranulat (Altromin, Lage, Deutschland) verwendet, das einmal wochentlich

gewechselt wird.

3.2.1.3.  Alter der Tiere

Ab dem 28. Lebenstag, nach einer einwochigen Eingewohnungszeit, beginnt fiir zwei
Wochen die tigliche Medikamentengabe. Der gewihlte Behandlungszeitraum vom 28. bis
zum 42. Lebenstag in der Periadoleszenz der Ratten entspricht einer Behandlung im Ubergang
vom Kindesalter zum Jugendlichen beim Menschen. Ab dem 50. Lebenstag werden in
zweiwochigen Abstdnden die verschiedenen Verhaltenstests durchgefiihrt. Am 101.

Lebenstag werden die Ratten unter Isofluran—Narkose (3 Vol.%) schmerzfrei dekapitiert.

3.2.2. Pharmakologische Substanzen

3.2.2.1.  Wirkstoff, Handelsname und Hersteller

zum Einnt
56 Hartkapseln um S0

stratter

Hartkaps
Wirkstoff: Atomoxet

Bild 2: Pharmakologische Substanzen

Das Methylphenidat (Sigma—Aldrich Chemie GmbH, Deutschland)
wurde als Methylphenidathydrochlorid in Pulverform (500
mg/Flasche) bezogen.

Das  Atomoxetin  (Strattera®, Lilly Deutschland GmbH,
Deutschland) lag als Atomoxetinhydrochlorid in Kapselform (60 mg/Kapsel) vor.
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3.2.2.2.  Dosierung

Fiir Methylphenidat wurde eine Dosierung von 2,0 mg/kg/Tag, fiir Atomoxetin wurden die
zwel Dosierungen 10,0 mg/kg/Tag und 30,0 mg/kg/Tag gewdhlt.

Es wird davon ausgegangen, dass die gewidhlte Dosis des Methyphenidats bei
Bertiicksichtigung des erhohten Methylphenidat—-Metabolismus der Ratte am ehesten der
Dosierung beim Menschen entspricht, die noch keine Hyperlokomotion hervorruft (Wargin et
al., 1983). Beim Atomoxetin wird noch eine groe Bandbreite an Dosierungen in
tierexperimentellen Untersuchungen getestet. Es wurde bislang keine einheitliche Verhaltens
verdndernde Dosierung im Tierexperiment gefunden. Ein Vorversuch diente der Dosisfindung
(s. 3.3.2.4). Die gewihlten Dosierungen beriicksichtigen die niedrige orale Bioverfiigbarkeit

bei der Ratte (F = 4 %) (Mattiuz et al., 2003).

3.2.2.3.  Applikation

Die Verabreichung beider Substanzen erfolgt per Schlundsonde. In einem Vorversuch wurde
gepriift, welche Auswirkungen verschiedene Applikationsmethoden im Vergleich zu einer
unbehandelten Kontrollgruppe auf das Verhalten der Ratten haben (s. 3.3.2.3.).

Die Medikamentenapplikation mittels Schlundsonde entspricht der oralen Verabreichung der

Medikamente in Tablettenform beim Menschen.

Bild 3: Orale Applikation per Pipette

Die zuerst angedachte Applikation per Pipette (Wheeler et al., 2007)
stellte sich aufgrund des bitteren Eigengeschmacks des Atomoxetins
in den gewdhlten Dosierungen als nicht praktikabel heraus. Beide

Substanzen wurden in einer 30 %igen Zuckerlosung geldst. Dabei

war die Konzentration der Medikamente so gewahlt, dass das oral aufzunehmende Volumen 1

ml/kg entsprach.
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3.2.3. Methoden

3.2.3.1.  Physiologische Untersuchungen

2.3.1.1.  Nahrungs— und Wasseraufnahme

Bild 4: Futter und Wasser

Versuchsbeginn war zwischen 9.00 und 10.00 vormittags. Zu
Beginn des Versuches wurde den Ratten eine zuvor ausgewogene

Futter— und Wassermenge angeboten. Nach 24 Stunden wurde die

iibrig gebliebene Futter— und Wassermenge mittels Laborwaage
ermittelt und aus den Differenzen die verzehrte Menge festgestellt. Der Versuch erfolgte
einmal in der Jungtiergruppe wihrend der Medikamentenapplikation und spéter bei den

adulten Tieren in Einzelsetzung.

3.2.3.1.2. Korpergewicht

Bild 5: Messung des Korpergewichts

Das Korpergewicht der Tiere wurde vom 22. bis zum 99. Lebenstag

in  wochentlichen Abstinden mit einer digitalen Tierwaage

(Sartorius isoCal, LC4201-00MS, Sartorius AG, Deutschland)

ermittelt. Die Messungen erfolgten immer am selben Wochentag
zwischen 9.00 und 10.00. Wéhrend der Medikamentenapplikation wurden die Tiere alle zwei
Tage gewogen, um akuten Effekten der Wirkstoffgabe nachzugehen.

3.2.3.1.3. Korperlidnge und Body Mass Index

Bild 6: Messung der Korperlange

Die Korperlange wurde in der finalen Narkose am 101. Lebenstag

- | bestimmt.

Dazu wurde mit einem Zentimetermall die Entfernung zwischen
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Nasenspitze und Schwanzansatz gemessen.
Unter Einbeziehung der vorher ermittelten Korpermasse wurde der Body Mass Index

(Korpermasse [g]/Korperldnge? [cm?]) berechnet.

3.2.3.1.4. Motorische Aktivitit

Die motorische Aktivitidt wurde mittels InfraMot und Wheel Running gemessen.

. Bild 7: InfraMot

| Beim InfraMot (TSE systems, 302015-C, Technical&Scientific
Equipment GmbH, Deutschland) wird iiber Infrarotsensoren die

Aktivitait von einem oder mehreren Tieren mittels ihrer

ausgestrahlten Korperwdrme und deren Ortsverdnderung erfasst.
Auf diesem Weg wird jede Bewegung innerhalb des Kéifigs zuverldssig registriert. Die
Messung ist unabhidngig von den jeweiligen Lichtverhdltnissen. Der Sensor ist auf den
Kiéfigdeckel geschraubt. Bei einer Kédfighohe von 25 cm hat der durch den Sensor abgedeckte
Bereich einen Durchmesser von 64 cm.

Uber eine Kontrolleinheit konnen 32 dieser Sensoren zusammengefasst werden. Die TSE
InfraMot Software protokolliert die Aktivitit in regelméBigen, manuell einstellbaren
Zeitabstinden in einer Exceltabelle.

Wir haben die InfraMot-Uberwachung einmal zur Uberpriifung akuter Effekte wihrend der
Medikamentenapplikation in der Gruppe und ein zweites Mal nach Beenden der

Verhaltenstests in Einzelsetzung durchgefiihrt.

Bild 8: Wheel Running

Beim Wheel Running handelt es sich um an den Kifig
angeschlossene Laufrider, deren Benutzung nach Belieben der Tiere

erfolgen kann.

Die Laufrdder haben einen Durchmesser von 30 cm. Die Lauftfldche
besteht aus gestanztem Blech. Das Laufrad wird vom Kéfig durch eine mit einem Durchgang
versehenen, 6 mm dicken, grauen Polyvinylchlorid (PVC)-Platte abgegrenzt. Nach aullen ist
es durch eine runde durchsichtige Plexiglasscheibe verschlossen, so dass Sichtkontakt zum

Nachbarkéfig besteht.
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Die Nutzung zehn solcher Laufrider kann fortwdhrend automatisch protokolliert werden.
Dazu wurden die an der Trennwand befindlichen Magnetsensoren, die durch einen kleinen,
am duBeren Rand des Laufrads befestigten Magneten, d.h. bei jeder Umdrehung des Rades
aktiviert werden, mit den Ziffertasten 1-0 einer Computertastatur verkabelt. Uber eine
spezielle Software wird zu jeder Zeit die Umdrehung eines Laufrads mit entsprechender

Ziffer aufgezeichnet.

3.2.3.2.  Verhaltensuntersuchungen

3.2.3.2.1. FElevated Plus Maze

Bild 9: Elevated Plus Maze (EPM)

Das Prinzip des Elevated Plus Maze-Test beruht auf dem
natiirlichen Konflikt von Nagetieren zwischen der Neugierde, eine
neue Umgebung zu erkunden, und der Abneigung, eine hell

erleuchtete, offene und erh6hte Fldche zu betreten. Es konnen also

Aussagen zum angstbezogenen Verhalten des Tieres getroffen werden und zwar vornehmlich
zur Zustandsangst. Zustandsangst (,,state anxiety*) wird definiert als momentaner emotionaler
Zustand, der durch Bedrohungs— und Spannungszustinde bestimmt ist und mit einer
Aktivierung des Organismus verbunden ist. Des Weiteren kann anhand der Bewegungen
zwischen den verschiedenen Bereichen des Elevated Plus Maze die motorische Aktivitdt der
Tiere erfasst werden.

Das Prinzip dieses Tests wurde von Montgomery (1955) entwickelt. Er beobachtete, dass die
Ratten den wandlosen Teil eines Y—formigen und erhoht gelagerten Gestelles mieden.
Unbehandelte Tiere hielten sich die meiste Zeit des Versuches in den nicht so aversiven, mit
einer Wand umgebenen (geschlossenen) Armen auf. Aus diesem Test wurde eine
kreuzformige Versuchsapparatur mit je zwei gegeniiberliegenden offenen und geschlossenen
Armen (Handley et Mithani, 1984) entwickelt. Seit der Validierung des Elevated Plus Maze
fiir Ratten (Pellow et al., 1985) und Mause (Lister, 1987) ist es das am hdufigsten verwendete

Angstmodell bei Nagern.

Die Versuchsapparatur besteht aus einem auf einem Stdnder befestigten, 64 cm iiber dem
Boden befindlichen plusformigen Kreuz. Jeder Arm des Kreuzes ist 44 cm lang, 17 cm breit

und besteht aus 6 mm dickem grauen PVC. Zwei der gegeniiberliegenden Arme sind von
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einer 27 cm hohen Umrandung gleichen Materials begrenzt und werden im folgenden Text als
»geschlossene Arme* bezeichnet. Die unbegrenzten Arme werden im Folgenden ,,offene
Arme* genannt. Die vier Arme umschlieBen ein 17 cm x 17 cm gro3es Zentrum.

Zu Beginn des Versuches wird das zu untersuchende Tier diagonal auf das Zentrum gesetzt,
um das erste Betreten eines bestimmten Arms moglichst wenig zu beeinflussen. Das Tier
verbleibt fiir fiinf Minuten auf der Testapparatur. Fillt es hinunter wird es von der

Versuchsauswertung ausgeschlossen.

Folgende Parameter wurden erfasst:

— Latenzzeit bis zum ersten Einritt in die offenen Arme (als Eintritt wurde gewertet,
sobald sich Tier mit allen vier Pfoten auf einem Arm befand) (in Sekunden)

— Anzahl der Eintritte in die offenen Arme und die geschlossenen Arme

— Prozentualer Anteil der Eintritte in die offenen Arme zu den Gesamteintritten

— Aufenthaltszeit in den offenen Armen (in Sekunden)

— Anzahl der Head Dips (Hinunterbeugen des Kopfes in die Tiefe {iber die Rénder der
offenen Arme)

— Anzahl der Stretched Attended Postures (SAPs) (Ausstrecken von den
geschlossenen zu den offenen Armen)

— Anzahl der Close Returns (Zuriickziehen in geschlossen Bereich vor Betreten der
offenen Arme)

— Anzahl der Rearings (Aufrichten auf den Hinterpfoten als ungerichtete vertikale
Exploration)

— Haufigkeit des Groomings (Putzverhalten)

Dabei konnen der prozentuale Anteil der Eintritte in die offenen Arme zu den
Gesamteintritten und die Aufenthaltszeit in den offenen Armen aufgrund ihrer relativen
Unabhéngigkeit vom einzelnen Untersucher zu den aussagekriftigsten Parametern gezéhlt
werden.

Allgemein gilt, dass dngstliche Tiere die offenen Arme seltener und spdter betreten und
weniger Zeit auf ihnen verbringen. Zusétzlich werden weniger Head Dips und vermehrt
Stretched Attended Postures und Grooming beobachtet.

Die motorische Aktivitit der Tiere beeinfluBt die Anzahl der Rearings und der

Gesamteintritte.



Eigene Untersuchungen 45

3.2.3.2.2. Hole Board

Der Hole Board-Test ist eine Methode, um die Reaktion eines Tieres auf eine unbekannte
Umgebung zu untersuchen. Es konnen wiederum Aussagen tliber das angstbezogene Verhalten
getroffen werden. Dabei stehen die Lichtverhidltnisse mit dem Angstverhalten in direkter
Beziehung: Fast alle Nager sind nachtaktiv und eine starke Lichtintensitdt hat eine aversive
Wirkung (Mitchell, 1993). Da der Test an zwei aufeinander folgenden Tagen durchgefiihrt

wird, konnen am zweiten Tag auch Schliisse iiber Habituationsverhalten und Lernen gezogen

werden.

Bild 10: Hole Board (HB)

Das Hole Board wurde zuerst 1962 von Boissier und Simon zur
Untersuchung psychotropher Substanzen bei Maiusen eingefiihrt

(Boissier et Simon, 1962).

Die Validitit dieses Verhaltenstests wurde an Ratten und Miusen
mit unterschiedlichen Versuchslingen und Zeitrdumen zwischen der erstmaligen und

wiederholten Versuchsdurchfiihrung von File und Wardill erbracht (File et Wardill, 1975).

Das Hole Board besteht aus einer 50 cm x 50 cm groBen Plattform aus dunkelgrauem PVC,
die 16 gleichméBig verteilte (10 cm Trennweite) Locher (2,5 cm Durchmesser) enthélt. Dieser
Boden ist von 35 cm hohen Wiénden des gleichen Materials umgeben. Unter dem Boden
verlauft ein Infrarotsensorsystem. Beim Durchbrechen der Lichtschranken, d.h. wenn das Tier
sein Kopf in eins der Bodenlocher steckt, wird dieses Ereignis iiber das Automated Holepoke
(Nose Poke System IF/9519 9512NP368/IF, Omnitech Electronics, INC., Ohio) und eine
spezielle Software auf dem angeschlossenen Computer erfasst.

Zu Beginn des Versuches wird das Tier in die Mitte der Bodenplatte gesetzt und anschlie3end

das Verhalten fiir 10 min beobachtet.

Folgende Parameter werden erfasst:

— Zeit bis zum ersten Nose Poke (Hineinstecken des Kopfes in ein Loch der
Bodenplatte) (in Sekunden)

— Anzahl der Nose Pokes

— Anzahl der Rearings

— Hiufigkeit des Groomings
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Eine vermehrte Exploration, gekennzeichnet durch einen frithen ersten Nose Poke, eine hohe
Anzahl der Nose Pokes und Rearings, wird als vermindertes angstloses Verhalten gewertet.
Es ist auch ein Zeichen fiir erh6hte motorische Aktivitit. Innere Erregung spiegelt sich in dem
Ausmal} des Groomings wieder. Die Abnahme der Nose Pokes und Rearings am zweiten Tag

wird als Habituation an die Umgebung gesehen.

3.2.3.2.3. Open Field

Bild 11: Open Field (OF)

Der Open Field-Test gehort zu den éltesten Methoden in der
tierexperimentellen Verhaltensforschung. Er wurde von Hall

entwickelt (Hall, 1934).

Das Open Field ist ein Verhaltenstest zur Messung motorischer
Aktivitdit und unkonditionierten Explorations— und Vermeidungsverhalten. Es wird die
natiirliche Abneigung von Ratten und Méiuse vor unbekannten, groBen offenen Riumen
genutzt (Archer, 1973).

Durch unterschiedliche Form und Gréfe sowie Beleuchtung des Open Field kann das
Verhalten der Tiere unterschiedlich beeinflusst werden (Prut et Belzung, 2003). Um eine
Aussage liber Explorations— und Angstverhalten treffen zu kénnen, muss das Open Field
dementsprechend grof3 und hell erleuchtet sein, damit das Zentrum von den Tieren auch als
aversiv wahrgenommen wird. Die motorische Aktivitit wird untersucherunabhingig am

Durchlaufen von Lichtschranken mittels eines Zédhlers (Mota 05, 02/83/00F IP 20) gemessen.

Die genutzte Versuchsapparatur besteht aus einer schwarzen quadratischen, 1 m x 1 m
groBBen, ebenen Kunststofffliche, die von 27 cm hohen, weill gestrichenen Holzwénden
begrenzt wird. Ein Netz von Lichtschranken durchzieht das Open Field auf Hohe des Tieres.
Das Durchbrechen der Lichtschranken wird automatisch registriert.

Nach Einsetzen des Tieres in die Mitte der Bodenflache wird das Verhalten fiir fiinf Minuten

beobachtet.
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Folgende Parameter werden erfasst:

— Anzahl der durchlaufene Lichtschranken

— Zeit bis zum ersten Eintritt in den Innenraum (als Innenraum wird ein 50 cm x 50
cm grofles Quadrat im Zentrum der Grundfliche bezeichnet) (in Sekunden)

— Anzahl der Eintritte

— Gesamtaufenthalt im Innenraum (in Sekunden)

— Anzahl der Rearings

— Haufigkeit des Groomings

Die Anzahl der durchlaufenen Lichtschranken ist ein MaR fiir die motorische Aktivitét.
Frithes und vermehrtes Eintreten in den Innenraum, eine erhéhte Gesamtaufenthaltszeit im
Innenraum und eine vermehrte Anzahl von Rearings sprechen fiir ein vermindertes
Angstverhalten. Ein vermehrtes Grooming kann wieder als Zustand innerer Erregung gewertet

werden.

3.2.3.2.4. Rota Rod

Bild 12: Rota Rod (RR)

Der Rota Rod-Test dient zur Bestimmung der motorischen
Fahigkeiten.

Die Idee des ,,Rota Rod“ hat seine Herkunft aus einem 1957 von

Dunham und Miya veroffentlichten Paper (Dunham et Miya, 1957).
Mittlerweile ist die Effektivitdit des Rota Rods bei der Bewertung der motorischen

Koordination zweifelsohne bewiesen (Hamm et al., 1994).

Das Rota Rod (Ugo Basile Rota Rod Treatmills, 7750 4, Linton Instrumentation, United
Kingdom) besteht aus einer in 25 cm Hohe befindlichen, sich drehenden Walze mit griffiger
Oberfldche, um ausreichenden Halt fiir die Tiere zu gewéhrleisten. Der Durchmesser der
Walze betridgt 5,5 cm. Sie ist durch fiinf graue Kunststoffscheiben (44 cm Durchmesser) in
vier je neun cm breite Abteilungen unterteilt, so dass vier Tiere gleichzeitig ohne Sichtkontakt
zueinander getestet werden konnten. Mittels eines Kippschalters kann zwischen konstanter

und beschleunigender Geschwindigkeit gewihlt werden. Jede Abteilung verfiigt iiber eine
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Fallplattform, die beim Fallen des Tieres den Stopp einer mit ihr verbundenen digitalen Uhr
auslost.

Vor dem eigentlichen Versuch wurden die Tiere am Vortag fiir einen Zeitraum von vier
Minuten auf die sich kontinuierlich, viermal pro Minute umdrehende Walze gesetzt. In dieser
Zeit heruntergefallene Tiere wurden sogleich wieder aufgesetzt. Am Ende dieser Zeit hatten
alle Tiere gelernt sich entsprechend der Drehgeschwindigkeit auf der Walze fortzubewegen
ohne Herunterzufallen.

Am Versuchstag wurden die Tiere bei dieser bekannten Anfangsgeschwindigkeit erneut auf
das Rota Rod gesetzt. Die Stoppuhren wurden simultan gestartet und der Schalter zur
Beschleunigung umgelegt (nach zwei Minuten hatte sich die Zahl der Umdrehungen auf 20

pro Minute erhoht). Zur selben Zeit wurden nur Tiere gleicher Versuchsgruppen getestet.

Folgende Parameter werden erfasst:

— Latenz bis das Tier von der Walze fillt (in Sekunden)
Je langer sich das Tier auf der Walze hilt, desto besser die motorische Koordination.
3.2.3.2.5. Free Exploratory Paradigm
~ Bild 13: Free Exploratory Paradigm (FEP)
Beim Free Exploratory Paradigm wird den Tieren von der

gewohnten Umgebung heraus die Moglichkeit zur Exploration einer

neuen Umgebung geboten. Es lassen sich Angstverhalten und

Habituation beobachten. Mit dieser Testanordnung sollen
Aufschliisse zur Eigenschaftsangst der Tiere gewonnen werden. Eigenschaftsangst (,.trait
anxiety*) wird definiert als angeborene oder erlernte Disposition eines Individuums, Reize
aus der Umgebung als mehr oder weniger bedrohlich zu erleben und je nach Ausmal} dieser
Disposition auf bedrohliche Stimuli mit unterschiedlichem Ausmall an Zustandsangst zu
reagieren.

Bereits vor 70 Jahren setzte Anderson den Austritt von Ratten aus ihrem Heimkéfig als Mal3
fiir ihre angeborenen Emotionalitit ein (Anderson, 1938). Das Free Exploratory Paradigm
unterlag in den Folgejahren verschiedener Variationen und Kombinationen mit anderen

Verhaltenstests (Cox et Tye, 1975; Glickman et al, 1964). Griebel und Mitarbeiter lieen
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Maiuse zwischen einer bekannten und neuen Umgebung wihlen und zeigten auf, dass diese
Methode geeignet ist, neophobisches Verhalten und das Potential anxiolytischer Substanzen

zu untersuchen (Griebel et al., 1993).

Dieser Versuch wird an zwei Folgetagen in der gewohnten Umgebung des Tierstalls
durchgefiihrt. Zwei Stunden vor Versuchsbeginn, um Stresseinwirkungen direkt vor dem
Versuch zu vermeiden, werden die einzelnen Tiere farblich markiert (Edding 3000, permanent
marker, edding AG, Ahrensburg, Deutschland). Drei Kéfige werden in gleichgrof3en
Abstdnden auf einem Tisch platziert. Beim anschlieBenden Versuch wird nacheinander in
jedem Kifig bei gedffnetem Deckel mittels Drahtleiter ein Ausstieg geschaffen. Die Tiere
haben nun zehn Minuten lang die Moglichkeit, sich frei auf ihrem und den Nachbarkéfigen zu

bewegen (Bert et al., 2008).

Folgende Parameter werden erfasst:

— Zeit bis zum ersten Austritt (als Austritt wird gewertet sobald das Tier mit allen vier
Pfoten auf der Hohe des Kéfigdeckels ist) (in Sekunden)

— Anzahl der Austritte

— Zeit auBlerhalb des Kiifigs (in Sekunden)

Als Zeichen fiir ein vermindert angstbezogenes Verhalten werden frither und zahlreicher
Austritt aus dem Kéfig gewertet. Eine Habituation macht sich im Vergleich zum Vortag durch

fritheres und vermehrtes Austreten bemerkbar.

3.2.3.3.  Analytische Untersuchungen

3.2.3.3.1. Hochleistungsfliissigkeitschromatographie

Bild 14: Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC)—Anlage

Mit dieser analytischen Trennmethode konnen nahezu sdmtliche

Stoffgruppen quantitativ bestimmt werden und die Ergebnisse

zeichnen sich durch hohe Prézision und Reproduzierbarkeit aus.

Bei der Fliissigchromatographie erfolgt die Trennung der

Komponenten eines Substanzgemisches durch ein Phasensystem, bestehend aus der polaren
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mobilen Phase (in der Regel wissrige Gemische von Methanol oder Acetonitrile) und der
unpolaren stationiren Phase (chemisch modifizierte, hydrophobe Partikel auf Kieselgelbasis).
Die Hochleistungsfliissigkeitschromatographie ist gekennzeichnet durch die hohe
Trennleistung, die durch sehr kleine, druckstabile Packungsteilchen (<10 pm), pulsationsarme
Pumpen, hohe Driicke (bis 400 bar), entsprechende Injektionssysteme und miniaturisierte

Detektoren erreicht wird.

Abb.10: Schema der technischen Bestandteile des HPLC-

P
e Verfahrens
F’rben—
injektion
Trennsaulel  Das Verfahren setzt sich aus zwei Teilschritten zusammen:
- (stationére
Mobile . . . . .
Phase Phase) | Bei der Chromatographie wird das Stoffgemisch zwischen der
Lo mobilen und der stationdren Phase in seine Einzelbestandteile

~Detektor|  gufgetrennt. Die Retentionszeit der einzelnen Bestandteile

variiert aufgrund deren unterschiedlichen Charakteristika, z.B.
MolekiilgroBe und Ladung. In der anschlieBenden Substanzanalyse wird die Konzentration

der jeweiligen isolierten Substanzen durch einen Detektor bestimmt.

3.2.3.3.1.1. Bestimmung der Methylphenidat— und Atomoxetinkonzentrationen im

Blutplasma

Es wurden je finf adulte ménnliche Sprague—Dawley—Ratten (Crl:CD(SD)) von Charles
River Laboratories Deutschland untersucht. Zwei Stunden nach der Gabe von entweder 2,0
mg/kg Methylphenidat oder 10,0 mg/kg und 30,0 mg/kg Atomoxetin wurde intrakardial Blut
entnommen; dieser Zeitraum entspricht der Vorbehandlungszeit, nach deren Ablauf die Tiere
in den Verhaltenstests nach Akutgabe getestet wurden und zu dem Zeitpunkt ist
nachgewiesenermallen der Plasmapeak erreicht (Mattiuz et al., 2003, Novartis Pharma, 2005).
Zuerst wurden die Tiere mit Isofluran (3 Vol.%) (Forene®, Abbott GmbH, Wiesbaden,
Deutschland) narkotisiert. Der Brustkorb wurde entlang des Brustbeins erdffnet und
anschlieend das Blut unter Sichtkontrolle aus der linken Herzkammer entnommen. Die
Blutentnahme wurde mittels einer 2,7 ml S—Monovette® KE (mit 1,6 mg Kalium—
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)/ml Blut) und einer 0,9 mm x 38 mm starken Kaniile
vorgenommen (beides Sarstedt AG&Co., Niimbrecht, Deutschland).

Das Blut wurde zur Plasmagewinnung in einer Tischzentrifuge (BR4 i, Rotor S40, Jouan

GmbH, Unterhaching, Deutschland) bei 4 °C und 4100 rpm fiir 30 min zentrifugiert. Das
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tiberstindige Blutplasma wurde abpipettiert, in 0,5 ml Portionen in 2 ml Mplti®—
Sicherheitsreaktionsgefdflie (Carl Roth GmbH + Co.KG, Karlsruhe, Deutschland) iiberfiihrt
und bei —87 °C gelagert.

Methylphenidat

Zur Bestimmung der Methylphenidatkonzentration wurde die Fliissigchromatographie mit
einer Tandem—Massenspektrometrie (MS) gekoppelt. Diese sensitive Methode bietet sich an,
um Substanzen mit geringer MolekiilgroBe (Molekulargewicht Methylphenidat: 233,31) und
in stark Matrix belasteten bzw. komplexen Proben wie z.B. Plasma zu quantifizieren.

Das Grundprinzip der MS ist es, aus anorganischen oder organischen Substanzen —thermisch,
durch elektrische Felder oder Beschuss mit Elektronen, Ionen oder Photonen— Ionen zu
erzeugen. Diese werden in einem Analysator nach ihrer Masse und Ladung getrennt und

durch einen Detektor qualitativ und quantitativ erfasst.

Zur Probenvorbereitung wurden zu 500 pL. Plasma 0,1 N Natriumhydroxid—Losung gegeben
und die Mischung mit 1-Chlorbutan, welches Chlorhaloperidol als internen Standard (IS)
enthielt, extrahiert. Nach Zentrifugieren wurde ein Teil der organischen Phase mit Stickstoff
bei 40 °C bis zur Trockene eingedampft. Der Riickstand wurde in eine Rekonstitutionslosung
aus Methanol und 1 %iger Ameisensédure (1 : 9) aufgenommen und ein Teil dieser Losung in

die Messapparatur injiziert.

Die HPLC bestand aus einem bindren Pumpensystem (LC-10 ADVP), einem System
Controller (SCL-10 AVP), einem Losungsmitteldegasser (DGU—-14 A), einem Autosampler
(SIL-10 ADVP), einem Ofen (CTO-10 ASVP) und einem UV-Detektor (SPD-10 A, alles
Shimadzu, Duisburg, Deutschland). Als analytische Trennsdule wurde eine Polaris C18 (250
x 4,6 mm, 5 pm, Fa. Varian Deutschland GmbH, Darmstadt, Deutschland) verwendet. Die
Ofentemperatur betrug 40 °C.

Die mobile Phase setzte sich zusammen aus: Laufmittel A: Methanol, Laufmittel B: Methanol
und 0,1 %ige Ameisensdure (1 :9).

Die Laufzeit des Gradienten betrug 12,5 min. Die Konzentration des Laufmittels B stieg
wihrend der Analyse von 0 % auf 70 %. Die Flussrate der mobilen Phase lag bei 0,55

mL/min.
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Fir die Massenspektrometrie diente ein MS-2010-System (Shimadzu, Duisburg,
Deutschland). Die Messungen erfolgten mit dem Elektrospray—Ionisation—Interface im
positiven Modus. Als Nebulizer Gas wurde Stickstoff mit einer Flussrate von 4,5 L/min
verwendet. Die Block— und Elektroden—Temperatur lag bei 280 ©°C. Alle anderen
Einstellungen resultierten aus dem Standard—Tuning. Der Massendetektor arbeitete im
Sekundarmassenspektrometrie-Modus mit Fokussierung auf die Massen (m/z): 233

(Methylphenidat) und 392 (interner Standard) bei einer Detektorspannung von 1,9 kV.

Zur Quantifizierung wurde eine 5—Punkt Kalibration von Methylphenidat (0, 1, 5, 10, 25, 50
ug/L) durchgefiihrt. Die Kalibrationen waren im gepriiften Bereich linear (r > 0,995).

Die Bestimmungsgrenze lag bei 3 ng/L.

Diese Untersuchung wurde am Institut fiir Toxikologie des Berliner Betriebs fiir Zentrale

Gesundheitliche Aufgaben (Berlin, Deutschland) in Auftrag gegeben.

Atomoxetin

Zur Bestimmung des Atomoxetin wurde die Probe wie folgt zubereitet: 1 ml Plasma wurde
mit 50 pl einer 5 pg/ml Imipramin—Losung (interner Standard) in Wasser versetzt und auf
dem Vortex—Mixer (Vortex—2 Genie, Modell G—560F, Scientific Industries, Bohemia, N.Y.,
USA) gemischt. Zu dieser Losung wurden 0,5 ml Boratpuffer (pH = 10,5, enthdlt 5,4 %
Kaliumborat, OD104, Pickering Laboratories Inc., Mountain View, USA) und 5 ml
Diethylether (zur Analyse, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) zugefiigt und im
verschlossenen Rohrchen 2 min auf dem Vortex—Mixer gemischt. Zur Phasentrennung wurde
die Mischung 10 min bei 4000 U/min und 5 °C zentrifugiert (Labofuge 400 R, Heraeus,
Osterode, Deutschland) und fiir etwa eine Stunde bei —22° eingefroren. Nach vollstindigem
Durchfrieren der Unterphase wurde die Etherphase in ein 15 ml-Zentrifugenglas mit spitzem
Boden (DURAN®, Carl Roth GmbH + Co.KG, Karlsruhe, Deutschland) gegossen, bei etwa
30 °C mit Stickstoff auf etwa 0,7 ml eingeengt und in ein 1,5 ml Eppendorf—Reaktionsgefal}
(Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) iiberfiihrt. Nach dem Zugeben von 100 ul 0,1 N
Schwefelsdure (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) wurde 2 min auf dem Vortex—Mixer
gemischt, 2 min bei 13400 U/min zentrifugiert (miniSpin, Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland) und die R6hrchen anschlieBend bei —22 °C eingefroren. Nach dem Gefrieren der
Unterphase wurde der Ether abgegossen und verworfen. Die verbleibende Schwefelsidure
wurde mit 0,5 ml n—Hexan (LiChrosolv, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) versetzt, auf

dem Vortex—Mixer | min gemischt, 2 min zentrifugiert und bei — 22°C eingefroren. Nachdem
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die wissrige Phase gefroren war, wurde die Hexanphase abgegossen und verworfen. Die
verbleibende wéssrige Phase wurde nach dem Auftauen in ein HPLC—Vial iiberfiihrt und 50

ul zur Analyse injiziert.

Anmerkung: Bei der Auswertung der Ergebnisse wurde nicht nach der Methode des internen
Standards verfahren. Der Zusatz von Imipramin ist daher nicht erforderlich.
Alternativ wurde auch die Verwendung von Desipramin als IS untersucht. Dabei wurden den

Plasmaproben 50 pl einer Losung von 2,5 ng/ml Desipramin in Wasser zugefiigt.

Die chromatographische Analyse der Proben erfolgte auf einer HPLC—Anlage bestehend aus
zwei Pumpen LC-7A, einem UV—-Detektor SPD—10Avp, einem Probengeber SIL-10A, einem
Sdulenofen CTO—-6A und einem Systemkontroller CBM—10A (Shimadzu Corporation, Kyoto,
Japan). Zur Steuerung der Anlage und zur Auswertung der Chromatogramme wurde die LC—
Workstation CLASS-LC-10 (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan) verwendet.

Zur Herstellung der mobilen Phase wurden 25 ml 1M Triethylammonium—Phosphat Puffer
(TEAP), pH = 3 (Fluka 90362,Sigma—Aldrich, Buchs, Schweiz) mit bidestilliertem Wasser
auf 500 ml aufgefiillt und 240 ml Acetonitril (LiChrosolv, Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland) zugefiigt. Die chromatographische Trennung wurde an einer Sdule von 250 mm
Liange und 3 mm Innendurchmesser (ID), gefiillt mit UltraSep ES PHARM RPI8E, 5 um
(Sepserv Separation Service, Berlin, Deutschland) bei einer FlieBgeschwindigkeit von 0,5
ml/min und einer Temperatur von 40°C durchgefiihrt. Die Séule war mit einer Vorséule von
10 mm Lange und 3 mm ID, gefiillt mit dem gleichen Material, versehen.

Die Detektion erfolgte bei einer Wellenldnge von 216 nm.

Atomoxetin wurde bei 9,7 min, Desipramin bei 10,8 min und Imipramin bei 12,0 min eluiert.
Die Berechnung der Ergebnisse wurde auf der Basis der gemessenen Peakflichen auf der
Grundlage der Tageseichkurven durchgefiihrt.

Diese Untersuchung wurde am Institut fiir Pharmakologie und Toxikologie der Charité

Universitidtsmedizin Berlin (Berlin, Deutschland) durchgefiihrt.
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3.2.3.3.1.2. Bestimmung der Serotonin—, Dopamin— und Noradrenalinkonzentrationen in

verschiedenen Gehirnregionen

Es sollte untersucht werden, ob nach einer chronischen Applikation von Methylphenidat und
Atomoxetin in der Periadoleszenz, einhergehend mit den mdglichen Verhaltensénderungen,
auch dauerhafte Verdnderungen zentraler Neurotransmissionsmechanismen zu erkennen sind.
Dafiir wurden die Gehalte von Serotonin, Dopamin und Noradrenalin in dem préfrontalen
Cortex, dem Striatum, im Hippocampus sowie in der dorsalen Raphe bestimmit.

Die gewihlten Neurotransmitter und Gehirnregionen spielen bekanntermallen eine Rolle bei
der Pathophysiologie der ADHS, der Pharmakodynamik des Methylphenidats und

Atomoxetins sowie dem untersuchten Verhalten.

L - al

Bild 15: Gehirnentnahme

Die Tiere wurden im Alter von 101 Tagen mit Isofluran (3 Vol.%)
(Forene®, Abbot GmbH, Deutschland) narkotisiert. Die Tdtung

erfolgte durch Dekapitation mittels Guillotine.

Der Schiddel wurde mit einer Schere gedffnet und das Hirn
unverziiglich im Ganzen herausprépariert. Die entnommenen Gehirne wurden sofort in 7 ml
Rotilabo®—Probenrdhrchen (Carl Roth GmbH + Co.KG, Karlsruhe, Deutschland) tiberfiihrt
und in fliissigem Stickstoff eingefroren. Nach einer Stunde wurden die Gehirne dem
Stickstoff entnommen, in einen Tiefkiihlschrank verbracht und dort bei —87°C bis zur

histologischen Aufbereitung aufbewahrt.

Die Gehirne wurden mit einem Gefriermikrotoms entsprechend der gewiinschten Hirnregion
seziert. Die Schnittdicke betrug dabei 1 mm. Die Gewebeproben wurden bilateral mittels
eines Trokars entnommen und in vorher austarierten 1,5 ml Mplti®-

Sicherheitsreaktionsgefden (Carl Roth GmbH + Co.KG, Karlsruhe, Deutschland) gewogen.
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Abb.11: Schematische Darstellung der Zielgebiete: A. Préfrontaler Cortex (oben) und Striatum
(unten), B. Hippocampus, C. Dorsale Raphe (modifiziert nach Paxinos und Watson, 1997).

(Milimeterangaben von Interaural und Bregma entsprechen Schnittebene der Gewebeprobenentnahme)

Anschlieend wurde den Einzelproben jeweils 597 ul eisgekiihlte 0,1 M Perchlorsdure und
3,0 ul (50 ng/ml) Hydroxyindolcarboxylsdure (HICA) als interner Standard zugegeben.

Nachdem sie kurz geriittelt (Vortex—2 Genie, Modell G-560F, Scientific Industries, Bohemia,
N.Y., USA) worden waren, wurden die Proben mit einem Hochleistungs—Ultraschall—
Desintegrator (Sonopuls Ultraschall-Homogenisator, Modell HD2070, Bandelin Electronic,

Berlin, Deutschland) dreimal je zwei Sekunden lang homogenisiert.

Abb.12: Schematischer Ablauf der Probenaufbereitung fiir die

Gewebe Homogenisator

T
— HPLC-Anal
+ | Waage —»(f% > S — @ natyse

Zentrifuge

Die Homogenate wurden, um die Membranproteine
|- Filter abzutrennen, 10 min bei 4 °C und 14000 rpm in einer
) Tiefkihlen (-80°C)

e @Hoderma\ymemn Tischzentrifuge (Jouan, Modell MR 18.22, Rotor 74, Jouan

S.A., Saint Herblain, Frankreich) zentrifugiert.

Dopamin und Serotonin

100 pl des Uberstandes wurden in ein 0,5 ml Mplti®—SicherheitsreaktionsgefiB (Carl Roth
GmbH + Co.KG, Karlsruhe, Deutschland) iiberfiihrt.

Das Zentrifugat wurde in einem Volumen von 25 ul durch ein Probenaufgabenventil
(Rheodyne 7125, Cotati, California, USA) in die HPLC injiziert, wo es im System zuerst
durch eine 10 mm lange Vorsédule (10 x 2,1 mm ID, MP-PAH S—5 pum, YMC Europe GmbH,
Dinslaken, Deutschland) filtriert wurde. Die chromatographische Trennung erfolgte in der
125 mm langen Hauptsdule (125 x 2,1 mm ID, MP-ODS-5 S-5 um, YMC Europe GmbH,

Dinslaken, Deutschland), bei einer Fliessgeschwindigkeit von 200 pl/min und einem Druck
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von 76 + 2 bar. Mittels eines Degassers (VDS optilab Chromatographie Technik GmbH,
Berlin, Deutschland) wurde das System luftblasenfrei gehalten.
Das Laufmittel setzte sich wie folgt zusammen:

— 0,1 M Natriumdihydrogenphosphat

— 1 mM EDTA-Dinatriumsalz

— 0,35 mM Oktansulfonsdure—Natriumsalz
Die Losung, bevor sie auf 1 Liter aufgefiillt wurde, war auf den pH-Wert tiberpriift und mit 1
M Natronlauge auf 4,5 pH eingestellt. Anschliessend wurde die auf solche Weise vorbereitete
Pufferlosung zusétzlich mit 30 g Isopropanol gemischt.
Zur gleichmiBigen Forderung des Laufmittels wurde eine Pumpe (Modell 480, Gynkotek,
Deutschland) mit zusétzlichem Pulsationsddmpfer verwendet.
Vor der eigentlichen Messung und in regelmiBigen Abstinden wihrend der Messungen
wurde eine Eichung mit einem Kalibrationsstandard durchgefiihrt. Diese Standardldsung
enthielt die zu messenden Komponenten und diente als MaB fiir die Retentionszeit. In einem
Volumen von 200 pl waren enthalten:

— 1 uwl a—Hydroxyisocapronsdure (HICA)

— 50 pl 5-Hydroxyindolessigsdure (HIAA)

—50 pl 5-HT

— 50 ul Catecholamin—Mix

—49 ul Laufmittel
Die Substanzen in den Proben wurden mittels einer amperometrischen Messzelle bei einem
Potential von 700 mV und einem Filter von 0,3 Hz detektiert. Bei der amperometrischen
Detektion wird das fiir die Oxidations— bzw. Reduktionsreaktion bendtigte Potential zwischen
Referenzelektrode und Arbeitselektrode angelegt. Eine Gegenelektrode dient zur
Aufrechterhaltung des Potentials und verhindert auBerdem einen Stromflu an der
Referenzelektrode. Durchstromt eine elektrochemische Substanz die DurchfluBzelle wird sie
oxidiert und gibt Elektronen ab bzw. reduziert und nimmt Elektronen auf. Der dabei flieBende
Strom wird von einem Messgerit erfasst, elektrisch verstdarkt und als chromatographisches
Signal dargestellt.
Die Elutionsdauer des Dopamins betrug durchschnittlich 3,5 min, die der HIAA ungeféhr 6
min und die des Serotonins um die 8 min.
Zur Auswertung der Chromatogramme wurde ein Computerprogramm (Chromatographie—
Datensystem, CSW, Data APEX, Tschechien) benutzt. AnschlieBend wurden die
Konzentrationen von 5-HT und dessen Stoffwechselprodukt HIAA und DA aus den
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Peakflachen in pg/ml berechnet.

Noradrenalin

Alle Bestandteile des Probenaufbereitungkits stammen von Chromsystems Instruments &
Chemicals GmbH, Miinchen, Deutschland. Zur Probenvorbereitung wurde 0,5 ml
Extraktionspuffer in die entsprechend beschrifteten Probenvorbereitungskartuschen gegeben
und das Aluminiumoxid in dem Extraktionspuffer kurz aufgeschiittelt. Dann wurden 0,4 ml
des Homogenats zugegeben, mit HPLC—Wasser auf 1 ml aufgestockt und die Probe mit 50 pl
Internem Standard versetzt. Die Kartusche wurde mit dem Deckel verschlossen und 30 min
iiber Kopf geschiittelt. Dann wurde der Deckel gedffnet, der untere Kunststoffstopfen der
Kartusche abgenommen und der Plasmaiiberstand unter Verwendung einer Vakuumstation
abgesaugt.

Der untere Verschlussstopfen wurde wieder an die Probenvorbereitungskartusche gesteckt
und 1 ml Waschpuffer aufgetragen. AnschlieBend wurde die Kartusche erneut verschlossen
und der Aluminiumniederschlag am Vortex—Mischer (Vortex—2 Genie, Modell G-560F,
Scientific Industries, Bohemia, N.Y., USA) kurz im Waschpuffer aufgeschiittelt. Der untere
Verschlussstopfen wurde wieder abgenommen und der Waschpufferiiberstand abgesaugt.
Dieser Waschvorgang wurde noch zweimal wiederholt. Nach dem letzten Waschschritt
wurden die Kartuschen 2 min bei 4000 rpm gut trocken zentrifugiert und der untere
Verschlussstopfen verworfen.

Darauthin wurde an die Probenvorbereitungskartusche das im Testset mitgelieferte
Kunsstoffprobengefdll montiert. 120 pl des Elutionspuffers wurden hinzugegeben, das Ganze
kurz aufgeschiittelt und ungefdhr 5 min stehen gelassen. Dann wurde ca. 30 s am Vortex
geschiittelt, die Kartuschen in ein Einmalreagenzglas gestellt und 1 min bei 200 rpm
zentrifugiert (Jouan, Modell MR 18.22, Rotor 74, Jouan S.A., Saint Herblain, Frankreich).
Die im Kunsstoffprobengefdl befindliche eluierte Probe wurde zur Feinfiltration in Ultrafree—
MC-Probengefiale (Millipore Corporation, Bedford, M.A., USA) iiberfiihrt und zuletzt in den
gekiihlten Waters 717 Autosampler (Millipore Waters Chromatography, Waters GmbH,
Eschborn, Deutschland) gestellt. Unter Verwendung des Autosamplers wurden 50 pl des
Eluats in das HPLC—-System injiziert. Das System bestand iiberwiegend aus Gerdten der
Firma Waters GmbH, Eschborn, Deutschland. Als Pumpe diente das Modell 510, die
Messung erfolgte mittels des elektrochemischen Detektors 460. Zusétzlich war ein Degasser
(Gastorr 103, Sunchrom Wissenschaftliche Gerdte Gmbh, Friedrichsdorf, Deutschland).

Haupt— und Vorsdule waren Reversed Phase—C18 Saulen der Firma Chromsystems. Es wurde
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mit einem FluB von 0,8 ml/min und einem Arbeitspotential von 440 mV gearbeitet. Der
Kalibrationsstandard war folgendermallen zusammengesetzt:

— 5,0 pg/ul Noradrenalin

—2,5 pg/ul Adrenalin

— 5,0 pg/ul 3,4-Dihydroxybenzylamin (IS)

—2,5 pg/ul Dopamin
Die Retentionszeit des Noradrenalins betrug im Durchschnitt 4 min. Die Datenerfassung

™

erfolgte mittels der Chromatographiesoftware Peak Net (Automatisierungssoftware—

Version 4.11a, Dionex GmbH, Idstein, Deutschland).
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3.3. UNTERSUCHUNGEN

3.3.1. Versuchsplan

Ab dem 28. Lebenstag, nach einer einwochigen Eingewdhnungszeit, bekamen die Tiere
taglich fir zwei Wochen entweder Methylphenidat oder Atomoxetin oder die reine
Zuckerlosung per Schlundsonde verabreicht. Fiir jede Dosierung wurden 20 mannliche und 20
weibliche Tiere getestet.

Um akute Effekte der unterschiedlichen Behandlung zu identifizieren, wurde mit dem
InfraMot die motorische Aktivitit der Tiergruppen gemessen, sowie Korpergewicht, Wasser—
und Futteraufnahme {iberpriift. Das Korpergewicht wurde im weiteren Verlauf in
wochentlichen Abstinden ermittelt.

Um bei den Tieren eine Verhaltensbeeintrachtigung durch wiederholte Testerfahrungen zu
vermindern, wurden die Tiere mit gleicher Behandlung in zwei Gruppen (n = 10) aufgeteilt,
die jeweils nur zwei Verhaltenstests absolvieren. Zwischen den einzelnen Verhaltenstests lag

eine Pause von zwei Wochen, um Lerneffekte und Gewdhnung auszuschlie3en.

22 und 36 Tage nach Beginn der medikamentdsen Behandlung (50. und 64. Lebenstag)
wurden die Tiere entweder im Elevated Plus Maze und Open Field (Gruppe 1) oder im Hole
Board und Rota Rod (Gruppe 2) getestet.

Am 78. und 79. Lebenstag wurde in der gewohnten Umgebung des Stalles mit allen Tieren
das Free Exploratory Paradigm durchgefiihrt.

Vom 85. bis 96. Lebenstag wurden die Ratten in Einzelkédfigen (Macrolon Typ II) gehalten.
Zuerst erhielten sie die Mdglichkeit, nach Belieben ein an den Kéfig angeschlossenes Laufrad
zu nutzen, dessen Nutzung fortwéhrend automatisch protokolliert wurde (Wheel Running).
AnschlieBend wurde iiber InfraMot kontinuierlich die motorische Aktivitit gemessen sowie

der Futter— und Wasserverbrauch iiber 24 Stunden bestimmt.

Nach Versuchsende wurden die Tiere mit Isofluran (3 Vol.%) narkotisiert und die
Korperlinge wurde bestimmt. AnschlieBend wurden sie schmerzfrei dekapitiert und die
Gehirne entnommen. Mittels Hochleistungsfliissigkeitschromatographie wurden die
Serotonin—, Dopamin— und Noradrenalinkonzentrationen im prafrontalen Cortex, im Striatum,

im Hippocampus, sowie in der dorsalen Raphe bestimmt.
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3.3.2. Versuchsvorbereitung

3.3.2.1.  Tierversuchsantrag

Der Antrag auf die Genehmigung von Versuchen an lebenden Wirbeltieren wurde am
16.7.2006 gestellt. Dem Tierversuchsantrag wurde am 7.12.2006 durch das Landesamt fiir

Gesundheit und Soziales Berlin stattgegeben.

3.3.2.2.  Bestimmung des Atomoxetingehalts

Die Loslichkeit des Atomoxetins wurde in physiologischer Kochsalzlosung getestet. Zur
Uberpriifung der Stabilitit der Losung wurde der Atomoxetingehalt einer 1 mg/ml
Atomoxetinldsung nach einer einwdchigen Lagerung bei Kiihlschranktemperatur so wie bei —
80 °C von dem Charité Centrum fiir diagnostische und priventive Labormedizin (Berlin,
Deutschland) bestimmt.

Die Bestimmung der Gehalte erfolgte unter Verwendung eines HPLC—Systems mit
Diodenarraydetektor (Firma Shimadzu Europe GmbH, Duisburg, Deutschland).

Als Laufmittel diente ein Gemisch aus Acetronitril und Phosphatpuffer (600 ml : 1020 ml)
mit einem pH—Wert von 2,3. Als feste Sdule wurde LiChrosorb RP-8® (Merck KGaA,
Darmstadt, Deutschland) verwendet. Bei einer FluBrate von 1 ml/min betrug die

Retentionszeit von Atomoxetin unter diesen Bedingungen ca. 9 min.

3.3.2.3.  Vorversuch: Wahl der Applikationsmethode

Zu Beginn sollte gekliart werden, welchen Einfluss verschiedene Applikationsmethoden auf

die spéater zu untersuchenden Parameter haben.

Vier Gruppen (n = 6) weiblicher Sprague—Dawley—Ratten erhielten im Alter von 28 bis 42
Tagen eine Zuckerlosung mittels intraperitonealer Injektion, oral iiber eine Pipette, per
Schlundsonde bzw. sie blieben unbehandelt. Nach einer anschlieBenden einwdchigen Pause
wurden die Tiere auf dem Elevated Plus Maze (50. Lebenstag), iiber zwei Tage im Hole
Board (64./65. Lebenstag) und im Free Exploratory Paradigm (78./79. Lebenstag) getestet.
Das Korpergewicht wurde wdochentlich protokolliert. Im Anschluss an den letzten

Verhaltenstest wurde die motorische Aktivitdt im gewohnten Kéfig im Tageszeitverlauf mit
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dem InfraMot (85.—88. Lebenstag) und frei zugingliche Laufrider gemessen (92.-95.

Lebenstag). Wiahrenddessen wurde auch die Futter— und Wasseraufnahme ermittelt.

Die tagliche Behandlung der Ratten hatte keine Auswirkungen auf die Gewichtszunahme und
das Fressverhalten der Tiere. Die motorische Aktivitét iber 24 Stunden im gewohnten Kéfig
war in den einzelnen Untersuchungsgruppen gleich hoch. Das Explorationsverhalten der
Ratten im Hole Board war in allen Untersuchungsgruppen gleich. Das angstbezogene
Verhalten auf dem Elevated Plus Maze war bei allen vorbehandelten Tieren dhnlich. Im Free
Exploratory Paradigm waren die Tiere, die oral iliber eine Pipette behandelt wurden,

angstloser als die anderen Gruppen.

Da die Verabreichung von Atomoxetin und Methyphenidat beim Menschen oral erfolgt, wird
die orale Applikation fiir den Tierversuch bevorzugt. Es konnten nach wiederholter
intraperitonealer Injektion, oraler Gabe {iiber eine Pipette oder per Schlundsonde und
nachfolgender  siebentdgiger = Behandlungspause  keine  Unterschiede in  der
Gewichtsentwicklung, im Fressverhalten, der motorischen Aktivitdit und im Angst— und
Explorationsverhalten sowohl im Hole Board und als auch auf dem Elevated Plus Maze
nachgewiesen werden. Eine eventuelle Verminderung des angstbezogenen Verhaltens im Free

Exploratory Paradigm nach Gabe per Pipette ist zu beriicksichtigen (Schmidt et al., 2007).

Fiir die folgenden Versuche wird die Applikation per Schlundsonde gewéhlt. Eine Gabe per
Pipette, die generell eine weitestgehend stressfreie Losung und optimale
Dosierungsmoglichkeiten darstellt, bietet sich aufgrund des bitteren Eigengeschmacks des

Atomoxetins in den gewédhlten Dosierungen hier nicht an.

3.3.2.4.  Vorversuch: Dosisfindung

Es sollte geklart werden, welchen Einfluss verschiedene Dosierungen einer akuten Gabe von

Methylphenidat und Atomoxetin auf anschlieBende Verhaltenstests haben.

Sechs Gruppen (n = 10) ménnlicher Sprague—Dawley—Ratten erhielten jeweils zwei Stunden
vor den folgenden Verhaltenstests entweder 2,0 mg/kg oder 6,0 mg/kg Methylphenidat, 10,0
mg/kg, 30,0 mg/kg oder 100,0 mg/kg Atomoxetin oder reine Zuckerlosung per Schlundsonde

verabreicht. Die Tiere wurden entsprechend dem spiteren Versuchsschema auf dem Elevated
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Plus Maze (50. Lebenstag), im Open Field (64. Lebenstag) und iiber zwei Tage im Free
Exploratory Paradigm (78./79. Lebenstag) getestet. Das Korpergewicht wurde wochentlich
protokolliert. Im Anschluss an den letzten Verhaltenstest wurde die motorische Aktivitit iiber
24 Stunden im gewohnten Kéafig mit dem InfraMot und frei zugédngliche Laufrdder gemessen.

Es wurde auch die Futter— und Wasseraufnahme nach Substanzgabe ermittelt.

Im Elevated Plus Maze verhielten sich die Tiere der Gruppe 6,0 mg/kg Methylphenidat
aktiver, die Tiere, denen 100,0 mg/kg Atomoxetin verabreicht wurde, inaktiver. Die Tiere mit
den niedrigeren Atomoxetindosierungen schienen weniger dngstlich. Im Open Field
durchliefen die mit 6,0 mg/kg Methylphenidat behandelten Tiere deutlich mehr
Lichtschranken, sie zeigten sich wie auch die 2,0 mg/kg Methylphenidat— und 10,0 mg/kg
Atomoxetin—Tiere explorativer. Im Free Exploratory waren die Tiere der Gruppe 6,0 mg/kg
Methylphenidat wiederum aktiver, die Tiere mit den niedrigeren Atomoxetindosierungen
weniger dngstlich. Die motorische Aktivitit im gewohnten Kéfig und im Laufrad war in
beiden Methylphenidatgruppen gesteigert. Die Futter— und Wasseraufnahme war bei der
hoheren  Atomoxetindosierung herabgesetzt, bei der niedrigen gesteigert. Die

Gewichtszunahmen der 6,0 mg/kg Methylphenidat—Tiere sind leicht erhdht.

Insgesamt scheint die Gabe von 6,0 mg/kg Methylphenidat einen ausgeprigten
aktivitatssteigernden, die Gabe von 100,0 mg/kg Atomoxetin eher einen sedativen Effekt
auszuiiben. Die Dosierungen bei der ADHS-Behandlung sind so gewdhlt, dass diese Effekte
vermieden werden. Fiir die chronische Applikation werden die Dosierungen Methylphenidat

2,0 mg/kg/Tag und Atomoxetin 10 mg/kg/Tag und 30 mg/kg/Tag gewéhlt.

3.3.3. Versuchsdurchfiihrung

Es wurden sechs zeitlich versetzt aufeinander folgende Versuchsreihen durchgefiihrt, die von
Versuchsbeginn an jeweils eine Dauer von 80 Tagen in Anspruch nahmen. In jeder
Versuchsreihe wurden jeweils zwei ,, Wirkstoff—~Gruppen* und eine Kontrollgruppe getestet,
die wiederum aus jeweils fiinf Weibchen und fiinf Médnnchen bestanden. Dies ermoglichte
eine Versuchsdurchfilhrung mit angemessener Tierzahl pro Zeiteinheit. Zudem wurden
jahreszeitliche Einfliisse und sonstige exogene Storfaktoren auf nur eine bestimmte Gruppe

moglichst gering gehalten.
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Die Substanzgabe wurde zwischen 9.00 und 10.00 im gewohnten Tierstall durchgefiihrt.

Das InfraMot und Wheel Running erfolgte iiber mehrere Tage in gesonderten Tierstéllen.

Von den Verhaltenstests erfolgten das Free Exploratory Paradigm sowie das Rota Rod in der
gewohnten Umgebung.

Fiir die anderen Verhaltenstests wurden die Tiere um 8.00 in den Versuchsraum verbracht, um
sich zu akklimatisieren und damit einen mdglichen Einfluss des Transportstresses auf die
bevorstehenden Versuche zu vermeiden. Die Versuchsapparaturen befanden sich in einer
schallgeschiitzten, gleichméBig gut ausgeleuchteten Untersuchungsbox (1,8 m x 1,8 m x 2,3
m). Die Versuche konnten iiber eine in der Untersuchungskammer angebrachten Videokamera
(Panasonic WV-FI15E, Matsushita Communication, Yokohama, Japan), die an einen
auBerhalb der Kammer befindlichen Monitor (Panasonic, TX-—28A2C, Matsushita Electric,
Cardiff, United Kingdom) angeschlossen war, tiberwacht werden. Gleichzeitig wurden die
Versuche mittels eines Videorecorders (Panasonic, NV-HS860, Matsushita Audio Video
GmbH, Peine, Deutschland) aufgezeichnet. Alle Verhaltenstests begannen morgens um 10.00.
Die Versuchsdauer betrug je nach Verhaltenstest 5 oder 10 min. Die Versuchsapparaturen
wurden zwischen den einzelnen Testdurchldufen mit 50 %igem Propanol (Meliseptol ®,
B.Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) gereinigt, um Duftmarken etc. des

Vorgéngertiers zu entfernen.

Im Anschluss an die Verhaltensversuche erfolgten die analytische Untersuchung der

Neurotransmitterkonzentrationen im Gehirn und die statistischen Auswertungen.

3.4. VERSUCHSAUSWERTUNG UND STATISTIK

Die Stichprobengréfe (n) bestand aus zehn weiblichen und zehn ménnlichen Ratten pro
Versuch und Gruppe. Beim InfraMot, Wheelrunning, dem Free Exploratory Paradigm, der
Messung des Futter— und Wasserverbrauchs sowie der Korpergewichte erhohte sich die
Anzahl auf 20 Tiere.

Fiir die Bestimmung der Konzentration von Methylphenidat und Atomoxetin im Blutplasma
wurden finf ménnliche Tiere pro Gruppe verwendet, fiir die Bestimmung der Serotonin—,
Dopamin— und Noradrenalinkonzentrationen in verschiedenen Gehirnregionen jeweils fiinf

mannliche und weibliche Ratten.
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Die Irrtumswahrscheinlichkeit a, bei deren Unterschreitung die Nullhypothese als widerlegt
angenommen wird, wurde auf o = 0,05 festgelegt.

War der p—Wert (Uberschreitungswahrscheinlichkeit) < a wurde die Wahrscheinlichkeit, dass
die Abweichung von der Nullhypothese nicht zufallsbedingt war, als signifikant bezeichnet.
Je weiter der p—Wert unterhalb der Irrtumswahrscheinlichkeit lag, desto hoher wurde die
Informationsqualitdt angesehen. Die Unterschiede in der Qualitdit wurden wie folgt
gekennzeichnet: p <0, 05 *, p <0, 01 ** p <0, 001 ***,

Als Tendenz wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit p <0, 10 bezeichnet.

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe von SigmaStat Version 3.0 (Systat Software
GmbH, Erkrath, Deutschland). Die graphische Darstellung erfolgte in Form von Box Plots
und Line and Scatter Plots mit der SigmaPlot Version 8.0 (Systat Software GmbH, Erkrath,
Deutschland).

Es wurde von einer Normalverteilung der Werte ausgegangen.

Beim Vergleich mehrerer Gruppen (Atomoxetin) erfolgte die Berechnung der Signifikanz mit
der One Way Analysis Of Variance (ANOVA).

Wenn keine Normalverteilung vorlag, erfolgte die Berechnung der Signifikanz mit der
Kruskal-Wallis ANOVA on Ranks. Daraufhin folgte der Vergleich zur Kontrollgruppe mit
der Dunn’s Methode oder dem Bonferroni t-Test.

Beim Vergleich von zwei Gruppen (Methylphenidat) wurde die Signifikanz mit dem
Student’s t-Test bzw. dem Mann—Whitney—U-Test (Mann—Whitney—Rank—Sum-Test)
iberpriift.

Beim InfraMot und Wheel Running wurde zuerst die Fliche unter den Einzelkurven pro
Gruppe berechnet.

Die statistische Versuchsauswertung der Gewichtsentwicklung der Tiere erfolgte mit der Two
Way Repeated Measures ANOVA.

Tiere, die vom Elevated Plus Maze gefallen sind, wurden nicht in die statistische Auswertung
einbezogen.

Drei Tiere verstarben wiahrend der Medikamentenapplikation.
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3.5. ERGEBNISSE

3.5.1. Ergebnisse der physiologischen Untersuchungen

3.5.1.1. Nahrungs- und Wasseraufnahme

Die Messung der Nahrungs- und Wasseraufnahme wéhrend der Gruppenhaltung am 37.
Lebenstag ergab eine tendenziell verminderte Futteraufnahme bei den mit 30 mg/kg
behandelten weiblichen Jungtieren (P = 0,057", s. Abb.14a, Tab.1).

Bei den adulten Ratten hatten die mit Methylphenidat behandelten mannlichen Tiere einen
geringeren Futterverbrauch (P = 0,047*, s. Abb.14c, Tab.1)

(Ausreiler nach unten im Wasser- und konsekutiv im Futterverbrauch sind auf
minderdurchlissige Nippeltranken zurlickzufiihren. Da diese gleichméBig tiber alle Gruppen

verteilt sind, wurden sie in der Auswertung belassen.)

Abb.14: Nahrungs— und Wasseraufnahme

a.) Futterverbrauch pro Korpergewicht in Gruppenhaltung
(37. Lebenstag)

A. Atomoxetin B. Methylphenidat
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Abb.14a: Nahrungsaufnahme in Gruppenhaltung bei jugendlichen Crl:CD(SD)-Ratten. (A)
Behandlung mit Atomoxetin, (B) Behandlung mit Methylphenidat. Dargestellt sind die Werte als Box
Plots mit Median (durchgezogene Linie) und 25./75. Perzentile. Zusétzlich ist der Mittelwert
(gestrichelte Linie) angegeben. n = 4 Gruppen/20 Tiere. p < 0,1".
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b.) Wasserverbrauch pro Korpergewicht in Gruppenhaltung
(37. Lebenstag)

A. Atomoxetin B. Methylphenidat
[
0,24 0,24 |
C) C) |
E 0,22 1 g 0224 - — |
2 3 |
) > I
£ 0204 £ 0204 |
g g
:0 :0 — |
X 018 X 0,18 A — l
G G |
S 0,16 E E S 0,16 1 l |
c (= —
[ [ |
= =
0,14 0,14 - |
— |
Ko Ato10 Ato30 Ko Ato10 Ato30 Ko Mph Ko Mph
weiblich mannlich weiblich mannlich

Abb.14b: Wasseraufnahme in Gruppenhaltung bei jugendlichen Crl:CD(SD)—Ratten. (A) Behandlung
mit Atomoxetin, (B) Behandlung mit Methylphenidat. Dargestellt sind die Werte als Box Plots mit
Median (durchgezogene Linie) und 25./75. Perzentile. Zusétzlich ist der Mittelwert (gestrichelte Linie)
angegeben. n = 4 Gruppen/20 Tiere.

c.) Futterverbrauch pro Korpergewicht der erwachsenen Tiere wihrend Einzelsetzung
(92. Lebenstag)

A. Atomoxetin B. Methylphenidat
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Abb.14c: Nahrungsaufnahme in Einzelsetzung bei erwachsenen Crl:CD(SD)—Ratten. (A) Behandlung
mit Atomoxetin, (B) Behandlung mit Methylphenidat. Dargestellt sind die Werte als Box Plots mit
Median (durchgezogene Linie) und 25./75. Perzentile. Zusétzlich sind der Mittelwert (gestrichelte
Linie) und —wenn vorhanden— Ausreifler angegeben. n = 20/Gruppe, n( ) =19, n(d Ato 30) =
18. p <0,05*.
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d.) Wasserverbrauch pro Korpergewicht der erwachsenen Tiere wihrend Einzelsetzung
(92. Lebenstag)

A. Atomoxetin B. Methylphenidat
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Abb.14d: Wasserautnahme in Einzelsetzung bei erwachsenen Crl:CD(SD)—Ratten. (A) Behandlung
mit Atomoxetin, (B) Behandlung mit Methylphenidat. Dargestellt sind die Werte als Box Plots mit
Median (durchgezogene Linie) und 25./75. Perzentile. Zusitzlich sind der Mittelwert (gestrichelte
Linie) und —wenn vorhanden— Ausreier angegeben. n = 20/Gruppe, n( ) =19, n(J Ato 30)=
18.

Tab.1: Nahrungs— und Wasseraufnahme

A. Atomoxetin

Nahrungs— w Ko w Ato w Ato m Ko m Ato m Ato
u. Wasser— (n=4/20) 10mg/kg 30mg/kg (n=4/20) 10mg/kg 30mg/kg
aufnahme (n=4/20) (n=4/19) (n=4/20) (n=4/18)
Futter

(Gruppe) 0,13 0,14 0,12° 0,14 0,15 0,14
[g/gKG] [0,13/0,13] [0,13/0,15] [0,11/0,12] (0,01/0,0) (0,01/0,1) (0,01/0,0)
Wasser

(Gruppe) 0,16 0,16 0,16 0,17 0,18 0,18
[g/egKG] (0,01/0,0) (0,02/0,01) (0,01/0,01) [0,16/0,18] [0,15/0,21] [0,17/0,19]
Futter

(einzeln) 0,07 0,07 0,07 0,06 0,06 0,06
[g/eKG] [0,06/0,07] [0,06/0,07] [0,06/0,08] [0,06/0,07] [0,05/0,06] [0,05/0,07]
Wasser

(einzeln) 0,09 0,09 0,09 0,07 0,07 0,07
[g/gKG] (0,02/0,01) (0,02/0,0) (0,03/0,01) (0,02/0,0) (0,02/0,0) (0,03/0,01)

Tab.1A: Nahrungs— und Wasseraufnahme von periadoleszenten und erwachsenen Crl:CD(SD)—Ratten.
Behandlung mit Atomoxetin. Angegeben sind die Mittelwerte mit Standardabweichung und
Standardfehler bei normalverteilten Werten (gekennzeichnet durch runde Klammern) bzw. die
Mediane mit 25./75. Perzentile bei unabhingiger Verteilung der Werte (gekennzeichnet durch kursive
Schrift und eckige Klammern). p < 0,1". Alle Felder, in denen p < 0,10 sind zur besseren Ubersicht
hellgrau unterlegt. Die Zahlenwerte sind auf zwei Stellen hinter dem Komma aufgerundet.

B. Methylphenidat
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Nahrungs— w Ko w Mph m Ko m Mph
u. Wasser— (n=4/20) 2mg/kg (n=4/20) 2mg/kg
aufnahme (n=4/20) (n=4/20)
Futter

(Gruppe) 0,14 0,13 0,16 0,14
[g/eKG] (0,02/0,01) (0,01/0,0) (0,03/0,01) (0,02/0,01)
Wasser

(Gruppe) 0,16 0,19 0,17 0,18
[g/egKG] (0,01/0,01) (0,03/0,02) (0,03/0,01) (0,06/0,03)
Futter

(einzeln) 0,06 0,06 0,06 0,05*
[g/gKG] [0,06/0,07] [0,05/0,07] [0,05/0,07] [0,05/0,06]
Wasser

(einzeln) 0,08 0,07 0,07 0,07
[g/gKG] (0,03/0,01) (0,03/0,01) (0,03/0,01) (0,03/0,01)

Tab.1B: Nahrungs— und Wasseraufnahme von periadoleszenten und erwachsenen Crl:CD(SD)—Ratten.
Behandlung mit Methylphenidat. Angegeben sind die Mittelwerte mit Standardabweichung und
Standardfehler bei normalverteilten Werten (gekennzeichnet durch runde Klammern) bzw. die
Mediane mit 25./75. Perzentile bei unabhingiger Verteilung der Werte (gekennzeichnet durch kursive
Schrift und eckige Klammern). p < 0,05*. Alle Felder, in denen p < 0,10 sind zur besseren Ubersicht
hellgrau unterlegt. Die Zahlenwerte sind auf zwei Stellen hinter dem Komma aufgerundet.

3.5.1.2.  Korpergewicht

Wihrend der Wirkstoffapplikation vom 27. bis zum 43. Lebenstag kam es zu einer erhdhten
Gewichtszunahme der weiblichen Ratten, die mit 10 mg/kg Atomoxetin behandelt wurden (P
= 0,039%, s. Abb.15a). Das Gewicht der mit 10 mg/kg Atomoxetin behandelten Ratten blieb
auch wihrend der gesamten folgenden Versuchszeit erhoht (P = 0,038*, s. Abb15b).

Bei allen weiteren Gruppen hatte die Behandlung keine Auswirkungen auf das
Korpergewicht. Die Gewichte der minnlichen Tiere lagen naturgemdl hoher als die der

weiblichen (s. Abb.15a, b).

3.5.1.3.  Korperldnge und Body Mass Index

Die Messung der Korperldnge von Nasenspitze zum Schwanzansatz am 101. Lebenstag zeigte
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen (s. Abb.16a, Tab.2). Wie
zu erwarten waren die mannlichen Tiere im Vergleich zu den weiblichen Tieren langer.

Der BMI der mit 30 mg/kg Atomoxetin behandelten weiblichen Ratten war erhoht (P =
0,016*, s. Abb.16b, Tab.2).
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Abb.15: Korpergewicht

a.) Korpergewicht wihrend Wirkstoffapplikation
(27.-43. Lebenstag)

A. Atomoxetin B. Methylphenidat
220 220
200 4 200 A
180 - 180 4
S 160 - S 160 4
= rS
© 140 A © 140
3 3
Q <]
O 1201 O 120
100 A 100 4
80 ... 80 ...
60 T T T T T T T T T 60 T T T T T T T T T
27 29 3 33 3 37 39 4 43 27 29 3 33 3 37 39 41 43
Tieralter [d] Tieralter [d]

Abb.15a: Korpergewichtszunahmen von Crl:CD(SD)-Ratten wahrend der Wirkstoffapplikation. (A)
Behandlung mit Atomoxetin, (B) Behandlung mit Methylphenidat. Dargestellt sind die Werte als Line
and Scatter Plots mit Mittelwert und Standardfehler. n = 20/Gruppe, n(< Ato 30) = 18, n( )=
19. £ Ko, & Ato 10, & Ato 30, & Mph, , , , ¢ Mph.

b.) Korpergewicht wihrend des gesamten Versuchdurchlaufs
(22.-99. Lebenstag)
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Abb.15b:  Korpergewichtszunahmen von  Crl:CD(SD)-Ratten  wihrend des  gesamten
Versuchdurchlaufs. (A) Behandlung mit Atomoxetin, (B) Behandlung mit Methylphenidat. Dargestellt
sind die Werte als Line and Scatter Plots mit Mittelwert und Standardfehler. n = 20/Gruppe, n(J Ato
30) =18, n( )=19. 7 Ko, & Ato 10, & Ato 30, & Mph, R , , @ Mph.
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Abb.16: Korperldnge und Body Mass Index

a.) Korperliange
(101. Lebenstag)
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Abb.16a: Korperlinge von erwachsenen Crl:CD(SD)-Ratten. (A) Behandlung mit Atomoxetin, (B)
Behandlung mit Methylphenidat. Dargestellt sind die Werte als Box Plots mit Median (durchgezogene
Linie) und 25./75. Perzentile. Zusitzlich ist der Mittelwert (gestrichelte Linie) angegeben. n =
8/Gruppe.

b.) Body Mass Index
(101. Lebenstag)
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Abb.16b: Body Mass Index von erwachsenen Crl:CD(SD)-Ratten. (A) Behandlung mit Atomoxetin,
(B) Behandlung mit Methylphenidat. Dargestellt sind die Werte als Box Plots mit Median
(durchgezogene Linie) und 25./75. Perzentile. Zusitzlich ist der Mittelwert (gestrichelte Linie)
angegeben. n = 8/Gruppe. p < 0,05%*.
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Tab. 2: Korperldnge und Body Mass Index

A. Atomoxetin

Korper— w Ko w Ato w Ato m Ko m Ato m Ato
linge+ (n=R) 10mg/kg 30mg/kg (n=8) 10mg/kg 30mg/kg
BMI (n=8) (n=8) (n=R) (n=8)
Korper—

linge 22,44 22,44 22,06 26,06 26,31 25,75
[cm] (0,9/0,32) (0,56/0,2) (0,56/0,2) (0,62/0,22) (0,59/0,21) (0,76/0,27)
Body Mass

Index 0,54 0,54 0,59* 0,68 0,66 0,69
[g/cm®] (0,04/0,01) (0,04/0,01) (0,03/0,01) (0,06/0,02) (0,04/0,01) (0,05/0,02)

Tab. 2A: Korperldnge und BMI von erwachsenen Crl:CD(SD)—Ratten. Behandlung mit Atomoxetin.

Angegeben sind die Mittelwerte mit Standardabweichung und Standardfehler bei normalverteilten
Werten (gekennzeichnet durch runde Klammern) bzw. die Mediane mit 25./75. Perzentile bei
unabhédngiger Verteilung der Werte (gekennzeichnet durch kursive Schrift und eckige Klammern). p <
0,05*. Alle Felder, in denen p < 0,10 sind zur besseren Ubersicht hellgrau unterlegt. Die Zahlenwerte

sind auf zwei Stellen hinter dem Komma aufgerundet.

B. Methylphenidat

Korper- w Ko w Mph m Ko m Mph

linge+ (n=8) 2mg/kg (n=8) 2mg/kg

BMI (n=8) (n=8)

Korper-

liinge 22,44 22,19 26,06 26,13

[cm] (0,9/0,32) (0,59/0,21) (0,62/0,22) (0,69/0,25)

Body Mass

Index 0,54 0,56 0,68 0,66

[g/cm” (0,04/0,01) (0,03/0,01) 10,62/0,73] 10,65/0,67]
Tab.2B: Korperlinge und BMI von erwachsenen Crl:CD(SD)-Ratten. Behandlung mit

Methylphenidat. Angegeben sind die Mittelwerte mit Standardabweichung und Standardfehler bei
normalverteilten Werten (gekennzeichnet durch runde Klammern) bzw. die Mediane mit 25./75.
Perzentile bei unabhingiger Verteilung der Werte (gekennzeichnet durch kursive Schrift und eckige
Klammern).

3.5.1.4. Motorische Aktivitit

Wiahrend der gesamten Zeit der Wirkstoffapplikation war die Aktivitét in der Gruppe der mit
2 mg/kg Methylphenidat behandelten médnnlichen Ratten deutlich erhoht (P = 0,006**, s.
Abb.17a). Eine tendenziell vermehrte Aktivitidt war auch bei den mit 10 mg/kg Atomoxetin
behandelten weiblichen Jungtieren auszumachen (P = 0,098, s. Abb. 17a).

Bereits bei Beginn der Wirkstoffgabe (zweiter bis vierter Tag) war die motorische Aktivitat
bei den mit 2 mg/kg Methylphenidat behandelten méannlichen Ratten erhéht (P = 0,029%, s.
Abb.17b). Zum Ende (11.-13. Tag der Behandlung) hin konnte auch eine Tendenz zur
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Aktivitatssteigerung bei den weiblichen mit 2 mg/kg Methylphenidat behandelten Ratten
festgestellt werden (P = 0,089", s. Abb.17c), die aktivititssteigernde Wirkung des
Methylphenidats bei den ménnlichen Tieren war noch ausgepriagter (P = <0,001***, s,
Abb.17c¢).

In den anderen Behandlungsgruppen zeigten sich keine Unterschiede zwischen Beginn und
Ende der Behandlung.

Allgemein ist in allen Gruppen eine Aktivitdtserhohung mit steigendem Alter erkennbar sowie

die Verschiebung der Aktivitit in die Nacht hinein und ein Tagesaktivititspeak am Vormittag.

Die Untersuchung der Aktivitit der erwachsenen Tiere in Einzelsetzung zeigte weder im
InfraMot noch im Wheel Running Unterschiede zwischen den verschiedenen

Behandlungsgruppen.

Ein Aktivitidtsunterschied zwischen weiblichen und ménnlichen Tieren im Wheel Running

war deutlich sichtbar.

Abb.17: Motorische Aktivitit

a.) InfraMot: Aktivitiat der Gruppe wihrend Wirkstoffapplikation
(28.-42. Lebenstag)

A. Atomoxetin B. Methylphenidat
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Abb.17a: Aktivitit in Gruppenhaltung bei jugendlichen Crl:CD(SD)—Ratten im InfraMot iiber den
gesamten Zeitraum der Wirkstoffapplikation hinweg. (A) Behandlung mit Atomoxetin, (B)
Behandlung mit Methylphenidat. Dargestellt sind die Werte als Line and Scatter Plots mit Mittelwert
und Standardfehler. n = 20/Gruppe. R , , @ Mph, & Ko, & Ato 10, & Ato 30,
& Mph.
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b.) InfraMot: Aktivitit der Gruppe zu Beginn der Wirkstoffapplikation
(29.-31. Lebenstag)

A. Atomoxetin B. Methylphenidat

1e+6

E 6e+5 E
= =
>

2 de+5 2
4 4
< <

2e+5 §-

| \
0.00 4.00 8.00 12.00 16.00  20.00 0.00 0.00 4.00 8.00 12.00 16.00  20.00 0.00

Tageszeit Tageszeit

Abb.17b: Aktivitdt in Gruppenhaltung bei jugendlichen Crl:CD(SD)—Ratten im InfraMot zu Beginn
der Wirkstoffapplikation. (A) Behandlung mit Atomoxetin, (B) Behandlung mit Methylphenidat.
Dargestellt sind die Werte als Line and Scatter Plots mit Mittelwert und Standardfehler. n =
20/Gruppe. R , , @ Mph, & Ko, & Ato 10, & Ato 30, & Mph.

c.) InfraMot: Aktivitit der Gruppe am Ende der Wirkstoffapplikation
(39.41. Lebenstag)

A. Atomoxetin B. Methylphenidat
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Abb.17c: Aktivitdt in Gruppenhaltung bei jugendlichen Crl:CD(SD)—Ratten im InfraMot am Ende der
Wirkstoffapplikation. (A) Behandlung mit Atomoxetin, (B) Behandlung mit Methylphenidat.
Dargestellt sind die Werte als Line and Scatter Plots mit Mittelwert und Standardfehler. n =
20/Gruppe. R , , @ Mph, & Ko, & Ato 10, & Ato 30, & Mph.
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d.) InfraMot: Aktivitiit der erwachsenen Tiere wihrend Einzelsetzung
(85.—88/ 89.-92./ 93.-96. Lebenstag)

A. Atomoxetin
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Abb.17d A: Aktivitit in Einzelhaltung bei erwachsenen Crl:CD(SD)—Ratten im InfraMot. Behandlung
mit Atomoxetin. Dargestellt sind die Werte als Line and Scatter Plots mit Mittelwert und
Standardfehler. n = 20/Gruppe, n( ) =19, n(J Ato 30) = 18. , R , 3
Ko, & Ato 10, & Ato 30.

B. Methylphenidat
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Abb.17d B: Aktivitét in Einzelhaltung bei erwachsenen Crl:CD(SD)—Ratten im InfraMot. Behandlung
mit Methylphenidat. Dargestellt sind die Werte als Line and Scatter Plots mit Mittelwert und
Standardfehler. n = 20/Gruppe. , $ Mph, & Ko, & Mph.
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e.) Wheel Running: Aktivitit der erwachsenen Tiere wihrend Einzelsetzung
(85.—88/ 89.-92./ 93.-96. Lebenstag)
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Abb.17e A: Aktivitidt in Einzelhaltung bei erwachsenen Crl:CD(SD)-Ratten im Wheel Running.
Behandlung mit Atomoxetin. Dargestellt sind die Werte als Line and Scatter Plots mit Mittelwert und
Standardfehler. n = 20/Gruppe, n( ) =19, n( Ato 30) = 18. , R s O
Ko, & Ato 10, & Ato 30.

B. Methylphenidat
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Abb.17e B: Aktivitdt in Einzelhaltung bei erwachsenen Crl:CD(SD)-Ratten im Wheel Running.
Behandlung mit Methylphenidat. Dargestellt sind die Werte als Line and Scatter Plots mit Mittelwert
und Standardfehler. n = 20/Gruppe. , @ Mph, & Ko, & Mph.
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3.5.2. Ergebnisse der Verhaltensuntersuchungen

3.5.2.1. Elevated Plus Maze

Die Verabreichung von Atomoxetin in der Periadoleszenz hatte nur bei den weiblichen Tieren
in der Dosierung 10 mg/kg einen signifikanten Effekt auf das Angstverhalten. Sie verhielten
sich deutlich dngstlicher. Dies zeigte sich in einem verzdgerten 1.Eintritt auf einen offenen
Arm (P = 0,018*), der verringerten Anzahl von Eintritten auf die offenen Arme (P =
0,004**), ein erniedrigter prozentualer Anteil der Eintritte auf die offenen Arme zu den
Gesamteintritten (P = 0,026*) und einer kiirzeren Gesamtaufenthaltszeit auf den offenen
Armen (P = 0,085"), auch die erhohter Anzahl der SAPs spricht dafiir (P = 0,009%*) (s.
Abb.18a, c, d, e, Tab.3). Es konnte eine zudem sedierende Wirkung festgestellt werden: die
Zahl der Eintritte auf die geschlossenen Arme war reduziert (P = 0,013*, s. Abb.18b, Tab.3).

Bei den mit Methylphenidat behandelten Tieren konnten bis auf eine verringerte motorische
Aktivitdt der weiblichen Ratten keine Unterschiede im Verhalten festgestellt werden (P =

0,013*, s. Abb.18b, Tab.3).

Abb.18: Flevated Plus Maze

a.) Erster Eintritt auf die offenen Arme auf dem EPM
(50. Lebenstag)

A. Atomoxetin B. Methylphenidat
) * [ ) [
E 300 I - € 300 |
5 300 T | ° 5 300 ° _o_ | °
[= [= T T
] I ] I
[= c
£ I £ |
S 200 - | S 200 - |
c c
2 I 2 I
(= o
< | £ |
5 L | E |
o 100 1 © 100
g | I £ |
E — I E | . I -
w L
s .| R = : | 28 O
g | g |
W ! w 1
Ko Ato10 Ato30 Ko Ato10 Ato30 Ko Mph Ko Mph
weiblich mannlich weiblich mannlich

Abb.18a: Erster Eintritt auf die offenen Arme auf dem EPM. Crl:CD(SD)-Ratten. (A) Behandlung mit
Atomoxetin, (B) Behandlung mit Methylphenidat. Dargestellt sind die Werte als Box Plots mit
Median (durchgezogene Linie) und 25./75. Perzentile. Zusétzlich sind der Mittelwert (gestrichelte
Linie) und —wenn vorhanden— Ausreifler angegeben. n = 10/Gruppe, n( ) =9, n(d Ato 30) =
9.p <0,05*.
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b.) Anzahl der Eintritte auf die geschlossenen Arme auf dem EPM
(50. Lebenstag)

A. Atomoxetin B. Methylphenidat
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Abb.18b: Anzahl der Eintritte auf die geschlossenen Arme auf dem EPM. Crl:CD(SD)—Ratten. (A)
Behandlung mit Atomoxetin, (B) Behandlung mit Methylphenidat. Dargestellt sind die Werte als Box
Plots mit Median (durchgezogene Linie) und 25./75. Perzentile. Zusitzlich sind der Mittelwert
(gestrichelte Linie) und —wenn vorhanden— Ausreifler angegeben. n = 10/Gruppe, n( ) =9,
n(d Ato 30)=9. p <0,05%.

c.) Anzahl der Eintritte auf die offenen Arme auf dem EPM
(50. Lebenstag)
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Abb.18c: Anzahl der Eintritte auf die offenen Arme auf dem EPM. Crl:CD(SD)-Ratten. (A)
Behandlung mit Atomoxetin, (B) Behandlung mit Methylphenidat. Dargestellt sind die Werte als Box
Plots mit Median (durchgezogene Linie) und 25./75. Perzentile. Zusitzlich sind der Mittelwert
(gestrichelte Linie) und —wenn vorhanden— Ausreifler angegeben. n = 10/Gruppe, n( )=09,
n(d Ato 30)=9. p <0,01%*,
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d.) Prozentualer Anteil der Eintritte auf die offenen Arme zu den Gesamteintritten auf
dem EPM
(50. Lebenstag)

A. Atomoxetin B. Methylphenidat
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Abb.18d: Prozentualer Anteil der Eintritte auf die offenen Arme zu den Gesamteintritten auf dem
EPM. Crl:CD(SD)-Ratten. (A) Behandlung mit Atomoxetin, (B) Behandlung mit Methylphenidat.
Dargestellt sind die Werte als Box Plots mit Median (durchgezogene Linie) und 25./75. Perzentile.
Zusétzlich sind der Mittelwert (gestrichelte Linie) und —wenn vorhanden— Ausreiler angegeben. n =
10/Gruppe, n( )=9,n(< Ato 30)=9.p <0,05*.

e.) Gesamtaufenthaltszeit auf den offenen Armen auf dem EPM

(50.Lebenstag)
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Abb.18e: Gesamtaufenthalt auf den offenen Armen auf dem EPM. Crl:CD(SD)-Ratten. (A)
Behandlung mit Atomoxetin, (B) Behandlung mit Methylphenidat. Dargestellt sind die Werte als Box
Plots mit Median (durchgezogene Linie) und 25./75. Perzentile. Zusitzlich sind der Mittelwert
(gestrichelte Linie) und —wenn vorhanden— Ausreifler angegeben. n = 10/Gruppe, n( ) =9,
n(< Ato 30)=9.p<0,10".
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Tab.3: Verhaltensparameter auf dem Elevated Plus Maze

A. Atomoxetin

Elevated w Ko w Ato w Ato m Ko m Ato m Ato
Plus (n=10) 10mg/kg 30mg/kg (n=10) 10mg/kg 30mg/kg
Maze (n=10) (n=9) (n=10) (n=9)
1.Eintritt

offen 2,5 45,5% 3,0 8,0 45,5 16,0

[s] [1,0/14,0] [11,0/274,0] [1,0/17,25] [1,0/172,0] [3,0/185,0] [3,5/65,25]
Eintritte

geschlossen 10,6 8,5% 9,111 8,0 8,0 9,0

[n] (1,5/0,48) (1,65/0,52) (1,62/0,54) [6,0/10,0] [7,0/9,0] /8,0/9,0]
Eintritte

offen 8,0 3,7%* 7,333 4,0 3,7 5,111

[n] (2,9/0,92) (2,8/0,88) (2,55/0,85) (3,367/1,065) | (3,02/0,955) (3,18/1,06)
Zeit

offen 80,5 43,0" 105,0 454 44,7 65,22

[s] [55,0/95,0] [7,0/98,0] [59,0/145,75] | (32,74/10,35) | (45,69/14,45) | (37,63/12,54)
Eintritt

offen/geschl. 42,01 26,05* 4391 28,54 27,1 33,96
[%] (10,26/3,24) (17,09/5,4) (11,65/3,88) (18,51/5,85) (18,45/5,84) (16,09/5,36)
Grooming 1,0 1,0 1,0 0,5 2,0 1,0

[n] [0,0/2,0] [0,0/3,0] [1,0/2,0] [0,0/1,0] [1,0/2,0] [1,0/2,25]
Rearing 13,0 14,0 13,0 11,5 13,5 12,0

[n] [12,0/15,0] [13,0/17,0] [7,5/16,25] [9,0/13,0] [12,0/15,0] [10,25/18,25]
Head Dip 3,7 2,8 4,78 2,0 1,5 0,0

[n] (2,31/0,73) (2,35/0,74) (3,23/1,08) [0,0/3,0] [0,0/3,0] [0,0/2,5]
Stretched

Attended 1,3 3,4%* 1,11 2.3 34 2,44
Postures [n] | (1,16/0,37) (1,78/0,56) (1,54/0,51) (1,77/0,56) (2,5/0,79) (2,5/0,84)
Close

Returns 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

[n] [0,0/0,0] [0,0/1,0] [0,0/0,0] [0,0/1,0] [0,0/1,0] [0,0/0,0]

Tab.3A: Ergebnisse des Elevated Plus Maze von Crl:CD(SD)—Ratten. Behandlung mit Atomoxetin,.
Angegeben sind die Mittelwerte mit Standardabweichung und Standardfehler bei normalverteilten
Werten (gekennzeichnet durch runde Klammern) bzw. die Mediane mit 25./75. Perzentile bei
unabhéngiger Verteilung der Werte (gekennzeichnet durch kursive Schrift und eckige Klammern). p <
0,10", p < 0,05*%, p < 0,01**. Alle Felder, in denen p < 0,10 sind zur besseren Ubersicht hellgrau
unterlegt. Die Zahlenwerte sind auf zwei Stellen hinter dem Komma aufgerundet.

B. Methylphenidat

Elevated w Ko w Mph m Ko m Mph
Plus (n=10) 2mg/kg (n=10) 2mg/kg
Maze (n=10) (n=10)
1.Eintritt

Offen 2,5 12,0 10,0 7,0

[s] [2,0/11,0] [2,0/44,0] [5,0/172,0] [4,0/11,0]
Eintritte

geschlossen 10,3 7,9%* 8,6 8,4

[n] (2,21/0,7) (1,66/0,53) (2,91/0,92) (2,17/0,69)
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Eintritte

offen 6,8 4.8 34 2,9

[n] (3,08/0,96) (2,04/0,65) (2,63/0,83) (1,91/0,61)
Zeit

offen 72,0 59,5 43,8 33,9

[s] (43,52/13,76) (28,0/8,86) (33,75/10,67) (21,8/6,9)
Eintritt

offen/geschl. 42,26 39,23 25,36 24,13
[%] [31,25/47,37] [30,77/42,86] (16,06/5,08) (13,32/4,21)
Grooming 1,7 1,4 1,1 1,1

[n] (0,68/0,21) (1,27/0,4) (0,74/0,23) (1,1/0,35)
Rearing 15,4 14,5 12,9 11,9

[n] (4,97/1,57) (2,5/0,79) (3,41/1,08) (3,14/0,99)
Head Dip 4.6 2,5 1,0 1,0

[n] (3,5/1,11) (2,32/0,73) [0,0/3,0] [0,0/1,0]
Stretched

Attended 1,0 2,0 2,0 3,0
Postures|n] [0,0/2,0] [2,0/3,0] [1,0/3,0] [2,0/4,0]
Close

Returns 0,0 0,0 0,0 0,0

[n] /0,0/0,0] /0,0/0,0] [0,0/1,0] /0,0/0,0]

Tab.3B: Ergebnisse des Elevated Plus Maze von Crl:CD(SD)-Ratten. Behandlung mit
Methylphenidat. Angegeben sind die Mittelwerte mit Standardabweichung und Standardfehler bei
normalverteilten Werten (gekennzeichnet durch runde Klammern) bzw. die Mediane mit 25./75.
Perzentile bei unabhéngiger Verteilung der Werte (gekennzeichnet durch kursive Schrift und eckige
Klammern). p < 0,10°, p < 0,05%, p < 0,01**. Alle Felder, in denen p < 0,10 sind zur besseren
Ubersicht hellgrau unterlegt. Die Zahlenwerte sind auf zwei Stellen hinter dem Komma aufgerundet.

3.5.2.2. Hole Board

Es zeigten sich zwischen den einzelnen Versuchsgruppen keine Unterschiede beziiglich der
Exploration im Hole Board.

Jedoch war sowohl bei den weiblichen als auch ménnlichen mit 10 mg/kg Atomoxetin
behandelten Tieren eine verbesserten Habituation zu erkennen (Tab.4A). Bei den weiblichen
Tiere zeigte sich dies in einer verkiirzten Zeit zum ersten Nose Poke am zweiten Tag (P =
0,034*, s. Abb.19a A, Tab.4A), einer verringerten Anzahl von Nose Pokes (P = 0,08, s.
Abb.19b A, Tab.4A) und Rearings (P = 0,003**, s. Tab.4A) gegeniiber dem ersten Tag. Bei
den méannlichen Tieren war sowohl die Anzahl der Nose Pokes (P = 0,015%*, s. Abb.19b A,
Tab.4A) als auch die Anzahl der Rearings (P = 0,002**, s. Tab.4A) am zweiten Tag
vermindert.

Bei den ménnlichen mit Methylphenidat behandelten Tieren war die Anzahl der Nose Pokes
und Rearings am zweiten Tag deutlich reduziert und ldsst somit auf eine verbesserte

Habituation schlieflen (s. Abb.19b B, Tab.4B).
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Abb.19: Hole Board

a.) Zeit bis zum ersten Nose Poke im HB
(50.+51. Lebenstag)

A. Atomoxetin
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Abb.19a A: Zeit bis zum ersten Nose Poke im HB an zwei Folgetagen. Crl:CD(SD)—Ratten.
Behandlung mit Atomoxetin. Dargestellt sind die Werte als Box Plots mit Median (durchgezogene
Linie) und 25./75. Perzentile. Zusitzlich sind der Mittelwert (gestrichelte Linie) und —wenn
vorhanden— Ausreier angegeben. n = 10/Gruppe, n(< Ato 30) = 9. p < 0,1". Die Werte des zweiten
Tags wurden durch gestrichelte Box Plots dargestellt.

B. Methylphenidat
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Abb.19a B: Zeit bis zum ersten Nose Poke im HB an zwei Folgetagen. Crl:CD(SD)—Ratten.
Behandlung mit Methylphenidat. Dargestellt sind die Werte als Box Plots mit Median (durchgezogene
Linie) und 25./75. Perzentile. Zusitzlich sind der Mittelwert (gestrichelte Linie) und —wenn
vorhanden— Ausreifler angegeben. n = 10/Gruppe. Die Werte des zweiten Tags wurden durch
gestrichelte Box Plots dargestellt.
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b.) Anzahl der Nose Pokes im HB
(50.+51. Lebenstag)
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Abb.19b A: Anzahl der Nose Pokes im HB an zwei Folgetagen. Crl:CD(SD)—Ratten. Behandlung mit
Atomoxetin. Dargestellt sind die Werte als Box Plots mit Median (durchgezogene Linie) und 25./75.
Perzentile. Zusétzlich sind der Mittelwert (gestrichelte Linie) und —wenn vorhanden— Ausreiler
angegeben. n = 10/Gruppe, n( Ato 30) = 9. Die Werte des zweiten Tags wurden durch gestrichelte
Box Plots dargestellt.
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Abb.19b B: Anzahl der Nose Pokes im HB an zwei Folgetagen. Crl:CD(SD)—Ratten. Behandlung mit
Methylphenidat. Dargestellt sind die Werte als Box Plots mit Median (durchgezogene Linie) und
25./75. Perzentile. Zusétzlich sind der Mittelwert (gestrichelte Linie) und —wenn vorhanden—
Ausreiler angegeben. n = 10/Gruppe. Die Werte des zweiten Tags wurden durch gestrichelte Box
Plots dargestellt.
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Tab.4: Verhaltensparameter im Hole Board

A. Atomoxetin

Hole Board w Ko w Ato w Ato m Ko m Ato m Ato

(n=10) 10mg/kg 30mg/kg (n=10) 10mg/kg 30mg/kg
(n=10) (n=10) (n=10) (n=9)

1.Nose Poke

(1.Tag) 13,0 21,0 29,5 25,0 27,5 12,0

[s] [6,0/23,0] [11,0/23,0] [5,0/39,0] [8,0/47,0) /8,0/43,0] [5,0/31,25]

1.Nose Poke

(2.Tag) 12,5 4,0" 7,0 12,0 20,5 4,0

[s] [6,0/21,0] [1,0/10,0] [4,0/9,0] [7,0/32,0] [4,0/151,0] [2,5/63,75]

Habituation

1.Nose Poke P=1,000 P=0,034* P=0,130 P=0,734 P=0,970 P=0,377

Nose Pokes

(1.Tag) 48,4 55,7 52,5 40,6 54,8 41,44

[n] (19,33/6,11) | (12,62/3,99) (20,54/6,5) (9,79/3,1) (29,28/9,26) (20,21/6,74)

Nose Pokes

(2.Tag) 42,9 42.4 42.4 32,5 23,6 39,67

[n] (21,25/6,72) | (18,83/5,95) (13,82/4,37) (16,1/5,09) (21,85/6,91) (29,87/9,96)

Habituation

Nose Pokes P=0,552 P=0,080" P=0,213 P=0,191 P=0,015* P=0,884

Grooming

(1.Tag) 2,6 2,1 3,1 3,0 2,6 2,0

[n] (1,17/0,37) (1,37/0,43) (1,79/0,57) (2,36/0,75) (1,43/0,45) (1,0/0,33)

Grooming

(2.Tag) 2,2 2,3 32 3,0 2,0 2,0

[n] (1,14/0,36) (1,77/0,56) (1,75/0,55) (2,0/4,0) (2,0/5,0) (2,0/4,0)

Habituation

Grooming P=0,449 P=0,781 P=0,901 P=0,906 P=0,613 P=0,174

Rearing

(1.Tag) 17,9 19,7 17,8 23,0 15,7 20,89

[n] (7,43/2,35) (6,9/2,18) (9,75/3,08) (10,91/3,54) (7,96/2,52) (7,93/2,64)

Rearing

(2.Tag) 13,0 7.5 10,0 12,1 49 13,22

[n] [8,0/21,0] [5,0/9,0] [7,0/20,0] (7,65/2,42) (5,26/1,66) (9,77/3,26)

Habituation

Rearing P=0,616 P=0,003** P=0,197 P=0,019* P=0,002** P=0,086*

Tab.4A: Ergebnisse des Hole Board von Crl:CD(SD)-Ratten an zwei Folgetagen. Behandlung mit
Atomoxetin. Angegeben sind die Mittelwerte mit Standardabweichung und Standardfehler bei
normalverteilten Werten (gekennzeichnet durch runde Klammern) bzw. die Mediane mit 25./75.
Perzentile bei unabhingiger Verteilung der Werte (gekennzeichnet durch kursive Schrift und eckige
Klammern). p < 0,107, p < 0,05*, p < 0,01**. Alle Felder, in denen p < 0,10 sind zur besseren
Ubersicht hellgrau unterlegt. Die Zahlenwerte sind auf zwei Stellen hinter dem Komma aufgerundet.
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B. Methylphenidat

Hole Board w Ko w Mph m Ko m Mph

(n=10) 2mg/kg (n=10) 2mg/kg
(n=10) (n=10)

1.Nose Poke

(1.Tag) 14,2 16,6 22,7 21,2

[s] (11,92/3,77) (15,22/4,81) (18,72/5,92) (16,01/5,06)

1.Nose Poke 12,5 5,0 11,0 4,0

(2.Tag) [5,0/21,0] [1,0/7,0] [5,0/32,0] [1,0/55,0]

[s]

Habituation

1.Nose Poke P=0,970 P=0,325 P=0,88 P=0,464

Nose Pokes

(1.Tag) 50,8 57,7 53,3 46,3

[n] (18,24/5,77) (17,27/5,46) (20,58/6,51) (10,88/3,44)

Nose Pokes

(2.Tag) 434 52,7 46,0 31,0

[n] (23,16/7,32) (18,46/5,84) [23,0/66,0] [18,0/38,0]

Habituation

Nose Pokes P=0,438 P=0,678 P=0,445 P=0,003 **

Grooming

(1.Tag) 2,0 3,0 2,0 15

[n] [0,0/3,0] [1,0/4,0] [2,0/4,0] [1,0/3,0]

Grooming

(2.Tag) 2,0 2,5 2,5 1,8

[n] [1,0/4,0] [1,0/4,0] (1,18/0,73) (1,23/0,39)

Habituation

Grooming P=0,268 P=0,775 P=0,850 P=0,848

Rearing

(1.Tag) 21,0 17,4 21,0 17,0

[n] (10,5/3,32) (6,1/1,93) [11,0/26,0] [15,0/21,0]

Rearing

(2.Tag) 16,6 11,8 12,2 10,3

[n] (12,67/4,0) (5,85/1,85) (7,02/2,22) (7,13/2,26)

Habituation

Rearing P=0,409 P=0,050* P=0,111 P=0,013 *

Tab.4B: Ergebnisse des Hole Board von Crl:CD(SD)-Ratten an zwei Folgetagen. Behandlung mit
Methylphenidat. Angegeben sind die Mittelwerte mit Standardabweichung und Standardfehler bei
normalverteilten Werten (gekennzeichnet durch runde Klammern) bzw. die Mediane mit 25./75.
Perzentile bei unabhingiger Verteilung der Werte (gekennzeichnet durch kursive Schrift und eckige
Klammern). p < 0,05%, p < 0,01**. Alle Felder, in denen p < 0,10 sind zur besseren Ubersicht hellgrau
unterlegt. Die Zahlenwerte sind auf zwei Stellen hinter dem Komma aufgerundet.
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3.5.2.3.  Open Field

Im Open Field betraten die mit 30 mg/kg Atomoxetin behandelten weiblichen Ratten weniger
oft den Innenraum (P = 0,022%*; s. Abb.20b A, Tab.5A). Die geringgradig verminderte Anzahl
durchlaufener Lichtschranken (P=0,91", s. Abb.20a A, Tab.5A) bei unverinderter Zeit bis
zum ersten Eintritt in den Innenraum und im Innenraum lédsst eher auf eine verringerte
motorische Aktivitét als auf ein vermehrt dngstliches Verhalten als Erklarung dafiir schliefen.
Die minnlichen mit Methylphenidat behandelten Ratten zeigten eine verminderte vertikale

Exploration. Das duB3erte sich in der reduzierten Anzahl von Rearings (P = 0,021*, s. Tab.5B).

Abb.20: Open Field

a.) Anzahl der durchlaufenen Lichtschranken im OF
(64. Lebenstag)
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Abb.20a: Anzahl der durchlaufenen Lichtschranken im OF. Crl:CD(SD)—Ratten. (A) Behandlung mit
Atomoxetin, (B) Behandlung mit Methylphenidat. Dargestellt sind die Werte als Box Plots mit
Median (durchgezogene Linie) und 25./75. Perzentile. Zusitzlich sind der Mittelwert (gestrichelte
Linie) und —wenn vorhanden— Ausreifler angegeben. n = 10/Gruppe, n( ) =9, n(d Ato 30) =
9.p<0,10".
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b.) Zeit bis zum ersten Eintritt in den Innenraum im OF
(64. Lebenstag)

A. Atomoxetin B. Methylphenidat
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Abb.20b: Zeit bis zum ersten Eintritt in den Innenraum im OF. Crl:CD(SD)—Ratten. (A) Behandlung
mit Atomoxetin, (B) Behandlung mit Methylphenidat. Dargestellt sind die Werte als Box Plots mit
Median (durchgezogene Linie) und 25./75. Perzentile. Zusitzlich sind der Mittelwert (gestrichelte
Linie) und —wenn vorhanden— Ausreifler angegeben. n = 10/Gruppe, n( ) =9, n(d Ato 30) =
9.
c¢.) Anzahl der Eintritte in den Innenraum im OF
(64. Lebenstag)
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Abb.20c: Anzahl der Eintritte in den Innenraum im OF. Crl:CD(SD)-Ratten. (A) Behandlung mit
Atomoxetin, (B) Behandlung mit Methylphenidat. Dargestellt sind die Werte als Box Plots mit
Median (durchgezogene Linie) und 25./75. Perzentile. Zusétzlich sind der Mittelwert (gestrichelte
Linie) und —wenn vorhanden— Ausreiler angegeben. n = 10/Gruppe, n( ) =9, n(d Ato 30) =
9.p <0,05*.
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d.) Gesamtaufenthaltszeit im Innenraum im OF
(64. Lebenstag)

A. Atomoxetin B. Methylphenidat
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Abb.20d: Gesamtaufenthaltszeit im Innenraum im OF. Crl:CD(SD)-Ratten. (A) Behandlung mit
Atomoxetin, (B) Behandlung mit Methylphenidat. Dargestellt sind die Werte als Box Plots mit
Median (durchgezogene Linie) und 25./75. Perzentile. Zusitzlich sind der Mittelwert (gestrichelte
Linie) und —wenn vorhanden— Ausreifler angegeben. n = 10/Gruppe, n( ) =9, n(d Ato 30) =
9.

Tab.5: Verhaltensparameter im Open Field

A. Atomoxetin

Open w Ko w Ato w Ato m Ko m Ato m Ato

Field (n=10) 10mg/kg 30mg/kg (n=10) 10mg/kg 30mg/kg
(n=10) (n=9) (n=10) (n=9)

Licht—

schranken 143,0 154,0 109,22" 85,1 102,4 91,44

[n] (32,17/10,17) | (34,92/11,04) | (38,01/12,67) | (33,74/10,67) | (31,92/10,1) (29,15/9,72)

1.Eintritt

Innen 61,5 96,0 69,0 198,5 300,0 119,0

[s] [29,0/150,0] | [46,0/169,0] | [54,5/168,25] | [153,0/300,0] | [196,0/300,0] | [35,25/297,75]

Eintritte

innen 5,1 4,0 1,78* 1,0 0,0 2,0

[n] (3,04/0,96) (2,91/0,92) (1,64/0,55) [0,0/2,0] [0,0/2,0] [0,75/4,25]

Zeit

innen 15,6 11,0 6,67 2,5 0,0 5,0

[s] (11,51/3,64) (8,18/2,59) (4,8/1,6) [0,0/5,0] [0,0/3,0] [0,75/8,75]

Grooming 1,5 1,0 2,0 2,6 1,4 1,67

[n] [0,0/2,0] [1,0/4,0] [0,75/2,25] (1,17/0,37) (1,08/0,34) (1,12/0,37)

Rearing 16,9 20,6 12,44 13,8 15,0 14,11

[n] (6,76/2,14) (8,93/2,83) (5,18/1,73) (5,69/1,8) (6,13/1,94) (9,09/3,03)
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B. Methylphenidat

Open w Ko w Mph m Ko m Mph

Field (n=10) 2mg/kg (n=10) 2mg/kg
(n=10) (n=10)

Licht—

schranken 160,2 147,4 102,2 103,5

[n] (30,54/9,66) (32,5/10,28) (20,02/6,33) (33,29/10,53)

1.Eintritt

Innen 65,0 66,5 160,9 206.,4

[s] [35,75/82,5] [41,0/78,0] (72,53/22,93) (92,25/29,17)

Eintritte

innen 6,11 4.6 1,5 1,0

[n] (2,03/0,68) (2,59/0,82) [1,0/2,0] [0,0/3,0]

Zeit

innen 17,78 14,8 3,5 3,5

[s] (10,04/3,35) (9,94/3,14) [2,0/5,0] [0,0/15,0]

Grooming 1,7 1,5 23 2,3

[n] (0,95/0,3) (0,85/0,27) (1,77/0,56) (1,16/0,37)

Rearing 20,8 19,5 16,9 12,4*

[n] (7,36/2,33) (5,36/1,7) (3,41/1,08) (4,5/1,42)

Tab.5A+B: Ergebnisse des Open Field von Crl:CD(SD)—Ratten. (A)Behandlung mit Atomoxetin, (B)
Behandlung mit Methylphenidat. Angegeben sind die Mittelwerte mit Standardabweichung und
Standardfehler bei normalverteilten Werten (gekennzeichnet durch runde Klammern) bzw. die
Mediane mit 25./75. Perzentile bei unabhingiger Verteilung der Werte (gekennzeichnet durch kursive
Schrift und eckige Klammern). p < 0, 10 *, p < 0, 05 *. Alle Felder, in denen p < 0, 10 sind zur
besseren Ubersicht hellgrau unterlegt. Die Zahlenwerte sind auf zwei Stellen hinter dem Komma

aufgerundet.

3.5.2.4.

Rota Rod

Im Rota Rod hielten sich die mit 10 mg/kg Atomoxetin behandelten weiblichen Ratten
deutlich kiirzer auf der sich beschleunigenden Walze (P = 0,001***, s. Abb.21a, Tab.6).
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Abb.21: Rota Rod

Latenz bis das Tier von der Walze fillt auf dem RR
(64. Lebenstag)
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Abb.21: Latenz bis Tier von der Walze fillt auf dem RR. Crl:CD(SD)-Ratten. (A) Behandlung mit
Atomoxetin, (B) Behandlung mit Methylphenidat. Dargestellt sind die Werte als Box Plots mit

Median (durchgezogene Linie) und 25./75. Perzentile. Zusétzlich sind der Mittelwert (gestrichelte
Linie) und —wenn vorhanden— Ausreier angegeben. n = 10/Gruppe, n(J Ato 30) =9. p < 0,001%**,

Tab.6: Verhaltensparameter auf dem Rota Rod

A. Atomoxetin

Rota Rod w Ko w Ato w Ato m Ko m Ato m Ato
(n=10) 10mg/kg 30mg/kg (n=10) 10mg/kg 30mg/kg
(n=10) (n=9) (n=10) (n=9)
Latenz bis
Hinunter— 153,6 43 g*** 98,8 56,1 75,6 51,56
fallen [s] (69,04/21,83) | (37,63/11,9) | (75,18/23,78) | (40,39/12,77) | (29,65/9,38) | (43,42/14,47)

Tab.6A: Ergebnisse des Rota Rod von Crl:CD(SD)—Ratten. Behandlung mit Atomoxetin. Angegeben
sind die Mittelwerte mit Standardabweichung und Standardfehler bei normalverteilten Werten
(gekennzeichnet durch runde Klammern) bzw. die Mediane mit 25./75. Perzentile bei unabhéngiger
Verteilung der Werte (gekennzeichnet durch kursive Schrift und eckige Klammern). p < 0,001%**
Alle Felder, in denen p < 0,10 sind zur besseren Ubersicht hellgrau unterlegt. Die Zahlenwerte sind
auf zwei Stellen hinter dem Komma aufgerundet.
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B. Methylphenidat

Rota Rod w Ko w Mph m Ko m Mph
(n=10) 2mg/kg (n=10) 2mg/kg
(n=10) (n=10)
Latenz bis
Hinunter— 136,1 131,4 47,5 51,5
fallen [s] (89,72/28,37) (119,97/37,94) [34,0/53,0] [29,0/104,0]

Tab.6B: Ergebnisse des Rota Rod von Crl:CD(SD)-Ratten. Behandlung mit Methylphenidat.
Angegeben sind die Mittelwerte mit Standardabweichung und Standardfehler bei normalverteilten
Werten (gekennzeichnet durch runde Klammern) bzw. die Mediane mit 25./75. Perzentile bei
unabhéngiger Verteilung der Werte (gekennzeichnet durch kursive Schrift und eckige Klammern). p <
0,001***  Alle Felder, in denen p < 0,10 sind zur besseren Ubersicht hellgrau unterlegt. Die
Zahlenwerte sind auf zwei Stellen hinter dem Komma aufgerundet.

3.5.2.5. Free Exploratory Paradigm

Die mit 10 mg/kg Atomoxetin behandelten ménnlichen Ratten zeigten sich im Free
Exploratory Paradigm dngstlicher.

Sowohl am ersten als auch am zweiten Tag verlieBen sie spéater ihren Kifig (P = 0,05* bzw.
0,042*,s. Abb.22a A, Tab.7) und die Anzahl der Austritte am ersten Tag war vermindert (P =
0,083, s. Abb.22b A, Tab.7).

Die Habituation der mit 30 mg/kg Atomoxetin behandelten ménnlichen und weiblichen
Ratten war weniger deutlich ausgeprégt (s. Tab.7).

Die weiblichen mit Methylphenidat behandelten Tiere zeigten gegeniiber den Kontrolltieren
ein fritheres (P = 0,062", s. Abb. 22a B, Tab.7) und vermehrtes (P = 0,023 * s. Abb. 22b B,
Tab.7) Austreten aus dem Kifig.

Da die Gesamtaufenthaltszeit auBerhalb des Kéfigs jedoch nicht erhoht war scheint dies auf
eine erhohte motorische Aktivitét zuriickzufiihren zu sein.

Die ménnlichen mit Methylphenidat behandelten Tiere zeigten eine im Vergleich zu den

Kontrolltieren verminderte Habituation (s. Tab.7).
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Abb.22: Free Exploratory Paradigm

a.) Erster Austritt aus dem Heimkifig im FEP
(78.+79. Lebenstag)
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Abb.22a A: Zeit bis zum ersten Austritt im FEP an zwei Folgetagen. Crl:CD(SD)—Ratten. Behandlung
mit Atomoxetin. Dargestellt sind die Werte als Box Plots mit Median (durchgezogene Linie) und
25./75. Perzentile. Zusétzlich sind der Mittelwert (gestrichelte Linie) und —wenn vorhanden—
Ausreifler angegeben. n = 20/Gruppe, n( ) =19, n(J Ato 30) = 18. p < 0,05*. Die Werte des
zweiten Tags wurden durch gestrichelte Box Plots dargestellt.

B. Methylphenidat

600 A ® { ]

500 4

400 -

300 4

200 4
100 A
[ ]

Ko Mph Ko Mph
weiblich mannlich

Erster Austritt aus dem Kifig [s]

Abb.22a B: Zeit bis zum ersten Austritt im FEP an zwei Folgetagen. Crl:CD(SD)—Ratten. Behandlung
mit Methylphenidat. Dargestellt sind die Werte als Box Plots mit Median (durchgezogene Linie) und
25./75. Perzentile. Zusétzlich sind der Mittelwert (gestrichelte Linie) und —wenn vorhanden—
AusreiBer angegeben. n = 20/Gruppe. p < 0,10". Die Werte des zweiten Tags wurden durch
gestrichelte Box Plots dargestellt.
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b.) Anzahl der Austritte aus dem Heimkifig im FEP
(78.+79. Lebenstag)

A. Atomoxetin
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Abb.22b A: Anzahl der Austritte im FEP an zwei Folgetagen. Crl:CD(SD)—Ratten. Behandlung mit
Atomoxetin. Dargestellt sind die Werte als Box Plots mit Median (durchgezogene Linie) und 25./75.
Perzentile. Zusétzlich sind der Mittelwert (gestrichelte Linie) und —wenn vorhanden— Ausreiller
angegeben. n = 20/Gruppe, n( ) =19, n(< Ato 30) = 18. p < 0,10". Die Werte des zweiten
Tags wurden durch gestrichelte Box Plots dargestellt.

B. Methylphenidat
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Abb.22b B: Anzahl der Austritte im FEP an zwei Folgetagen. Crl:CD(SD)—Ratten. Behandlung mit
Methylphenidat. Dargestellt sind die Werte als Box Plots mit Median (durchgezogene Linie) und
25./75. Perzentile. Zusétzlich sind der Mittelwert (gestrichelte Linie) und —wenn vorhanden—
Ausreifler angegeben. n = 20/Gruppe. p < 0,05*. Die Werte des zweiten Tags wurden durch
gestrichelte Box Plots dargestellt.
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c¢.) Gesamtaufenthaltszeit aullerhalb des Kifigs im FEP
(78.+79. Lebenstag)
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Abb.22¢ A: Gesamtaufenthaltszeit auBerhalb des Kéfigs im FEP an zwei Folgetagen. Crl:CD(SD)-
Ratten. Behandlung mit Atomoxetin. Dargestellt sind die Werte als Box Plots mit Median
(durchgezogene Linie) und 25./75. Perzentile. Zusitzlich sind der Mittelwert (gestrichelte Linie) und —
wenn vorhanden— Ausreifler angegeben. n = 20/Gruppe, n( ) =19, n(d Ato 30) = 18. p <
0,10". Die Werte des zweiten Tags wurden durch gestrichelte Box Plots dargestellt.

B. Methylphenidat
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Abb.22¢ B: Gesamtaufenthaltszeit auBerhalb des Kéfigs im FEP an zwei Folgetagen. Crl:CD(SD)-
Ratten. Behandlung mit Methylphenidat. Dargestellt sind die Werte als Box Plots mit Median
(durchgezogene Linie) und 25./75. Perzentile. Zusétzlich sind der Mittelwert (gestrichelte Linie) und —
wenn vorhanden— AusreiBer angegeben. n = 20/Gruppe. p < 0,10", p < 0,05*%, p < 0,01**, p <
0,001***_Die Werte des zweiten Tags wurden durch gestrichelte Box Plots dargestellt.
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Tab.7: Verhaltensparameter im Free Exploratory Paradigm

A. Atomoxetin

Free Ex— w Ko w Ato w Ato m Ko m Ato m Ato
ploratory (n=10) 10mg/kg 30mg/kg (n=10) 10mg/kg 30mg/kg
Paradigm (n=10) (n=10) (n=10) (n=9)
1.Austritt

(1.Tag) 143,0 201,0 124,0 222,65 333,3* 160,17
[s] [107,5/214,0] | [141,5/279,0] | [77,5/231,0] |(158,26/35,39) | (178,39/39,89) | (105,19/24,79)
1.Austritt

(2.Tag) 49,5 57,5 59,0 73,0 148,0* 88,0

[s] [24,5/73,0] [36,5/100,5] [28,0/99,0] [44,0/168,0] | [94,0/243,0] [43,0/118]
Habituation

1.Austritt P=<0,001*** | P=<(,00]*** P=0,014* P=0,015* P=0,004** P=0,094"
Austritte

(1.Tag) 3,0 3,0 3,0 32 2,17 4,0

[n] [3,0/4,0] [2,0/3,5] [2,25/5,0] (1,54/0,35) (1,52/0,34) (1,94/0,46)
Austritte

(2.Tag) 6,0 6,0 5,0 4,5 3,3 5,06

[n] [5,0/7,0] [4,5/7,0] [4,25/6,75] (2,37/0,53) (1,26/0,28) (2,34/0,55)
Habituation

Austritte P=<0,001*** | P=<0,001*** P=0,010** P=0,047* P=0,008** P=0,164
Zeit aullen

(1.Tag) 323,5 344,0 282,0 2495 174,5 336,5

[s] [293,5/363,5] | [184,5/398,5] | [214,25/400,5] | [131,5/391,0] | [44,0/287,0] [304,0/361]
Zeit aufien

(2.Tag) 386,5 382,5 374,0 394,0 349,5 394,5

[s] [338,5/424,0] | [340,5/429,5] | [268,75/432,5] | [235,0/442,0] | [227,0/433,0] | [314,0/450,0]
Habituation

Zeit auBlen P=0,006** P=0,072" P=0,223 P=0,039* P=0,005** P=0,180

Tab.7A: Ergebnisse des Free Exploratory Paradigm von Crl:CD(SD)-Ratten an zwei Folgetagen.
Behandlung mit Atomoxetin. Angegeben sind die Mittelwerte mit Standardabweichung und
Standardfehler bei normalverteilten Werten (gekennzeichnet durch runde Klammern) bzw. die
Mediane mit 25./75. Perzentile bei unabhédngiger Verteilung der Werte (gekennzeichnet durch kursive
Schrift und eckige Klammern). p < 0,107, p < 0,05*, p < 0,01**_ p < 0,001***_ Alle Felder, in denen p
< 0,10 sind zur besseren Ubersicht hellgrau unterlegt. Die Zahlenwerte sind auf zwei Stellen hinter
dem Komma aufgerundet.
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B. Methylphenidat

Free Ex— w Ko w Mph m Ko m Mph
ploratory (n=10) 2mg/kg (n=10) 2mg/kg
Paradigm (n=10) (n=10)
1.Austritt

(1.Tag) 201,5 129,0" 216,5 2135
[s] [134,0/277,0] [88,0/197] [151,5/319,5] [133,5/265,5]
1.Austritt

(2.Tag) 43,5 42,0 73,0 110,0

[s] [20,5/66,5] [29,0/78,0] [38,5/98,0] [56,5/168,0]
Habituation

1. Austritt P=<0,001*** P=<0,001*** P=0,001*** P=0,011*
Austritte

(1.Tag) 3,0 4,0* 2,6 2,95

[n] [1,5/3,5] [3,0/5,0] (1,43/0,32) (1,61/0,36)
Austritte 7,0 6,5 4,6 3,95
(2.Tag) [5,0/7,0] [5,0/7,5] (2,19/0,49) (1,82/0,41)
[n]

Habituation

Austritte P=<0,001*** P=<0,001*** P=0,002** P=0,050*
Zeit auflen

(1.Tag) 285,9 319,55 234,85 247,55
[s] (115,16/25,75) (109,84/24,56) (151,62/33,9) (148,42/33,19)
Zeit auflen

(2.Tag) 398.,5 4225 417,5 397,0

[s] [351,0/437,5] [364,0/442,5] [361,0/446,0] [314,0/440,0]
Habituation

Zeit aullen P=0,003** P=0,015* P=0,002** P=0,023*

Tab.7B: Ergebnisse des Free Exploratory Paradigm von Crl:CD(SD)-Ratten an zwei Folgetagen.
Behandlung mit Methylphenidat. Angegeben sind die Mittelwerte mit Standardabweichung und
Standardfehler bei normalverteilten Werten (gekennzeichnet durch runde Klammern) bzw. die
Mediane mit 25./75. Perzentile bei unabhingiger Verteilung der Werte (gekennzeichnet durch kursive
Schrift und eckige Klammern). p < 0,107, p < 0,05*, p < 0,01**, p < 0,001***_ Alle Felder, in denen p
< 0,10 sind zur besseren Ubersicht hellgrau unterlegt. Die Zahlenwerte sind auf zwei Stellen hinter
dem Komma aufgerundet.

3.5.3. Ergebnisse der analytischen Untersuchungen

3.5.3.1.  Methylphenidat- und Atomoxetinkonzentrationen im Blutplasma

Der Wirkstoffspiegel bei den adulten ménnlichen SD—Ratten betrug zwei Stunden nach der
Gabe von 2 mg Methylphenidat pro kg Korpergewicht im Mittel 1,89 ng/ml. Zwei Stunden
nach der Gabe von 10 bzw. 30 mg/kg Atomoxetin betrug der Mittelwert 14,37 bzw. 49,45
ng/ml. Dabei wurde ein Ausreiller von 325,43 ng/ml in der Gruppe der Tiere, denen 30 mg/kg

Atomoxetin verabreicht worden war, ausgeschlossen.
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Abb.23: Methylphenidat- und Atomoxetinkonzentrationen im Blutplasma

Wirkstoffkonzentrationen im Blutplasma

60
45 4

30 A

—

Konzentration [ng/ml]

Mph Ato 10  Ato 30

2mg/kg 10mg/kg 30mg/kg
Abb.23: Ergebnisse der HPLC—Analyse: Methylphenidat— und Atomoxetinkonzentration im
Blutplasma von erwachsenen Crl:CD(SD)—Ratten.

Dargestellt sind die Werte als Box Plots mit Median (durchgezogene Linie), Mittelwert (gestrichelte
Linie) und 25./75. Perzentile. n = 5.

Tab.8: Methylphenidat- und Atomoxetinkonzentrationen im Blutplasma

Substanzspiegel m Mph m Ato m Ato

im Blutplasma 2mg/kg 10mg/kg 30mg/kg
(n=5) (n=5) (n=5)

Mean

[ng/ml] 1,89+ 0,32 1437+ 2,71 49,45 +10,2

Tab.8: Ergebnisse der HPLC—Analyse: Methylphenidat- und Atomoxetinkonzentrationen im
Blutplasma von erwachsenen Crl:CD(SD)—Ratten. Angegeben sind die Mittelwerte + Standardfehler.

3.5.3.2.  Serotonin-, Dopamin- und Noradrenalinkonzentrationen in verschiedenen

Gehirnregionen

Dopamin
Die Dopaminkonzentration bei den ménnlichen mit Methylphenidat behandelten Ratten war

im Hippocampus deutlich erhoht (P = 0,008**, s. Abb.24c, Tab.9).
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Bei den weiblichen Ratten (30 mg/kg Atomoxetin) ist eine etwas verminderte
Dopaminkonzentration im Hippocampus und in der Raphe bestimmt worden (P = 0,064 bzw.

0,054", Abb.24c, d, Tab.9).

Serotonin

Allein bei den mit 10 mg/kg Atomoxetin behandelten weiblichen Ratten zeigte sich ein
geringfiigig verminderter Serotoninspiegel und demzufolge ein erhohter HIAA/5-HT-
Quotient im Striatum (P = 0,08 bzw. 0,056, s. Abb.24f, Tab.9).

In allen anderen Versuchsgruppen waren die Serotoninkonzentrationen und der HIAA/5-HT—

Quotient als Indikator fiir den Serotoninmetabolismus unverandert.

Noradrenalin
Bei den  weiblichen mit  Methylphenidat  behandelten  Ratten  war  die
Noradrenalinkonzentration im Cortex erniedrigt (p = 0,027%*, s. Abb.241, Tab.9).

Es ist zu beachten, dass aufgrund der geringen Stichprobenmenge (n = 5) weitere mogliche
Verdnderungen nicht erfasst werden konnten. Verdoppelt man versuchsweise die erhaltenen

Ergebnisse ergeben sich weitere Signifikanzen.
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Abb.24: Serotonin-, Dopamin- und Noradrenalinkonzentrationen in verschiedenen Gehirn-
regionen

a.) Dopaminkonzentration im Cortex
(101. Lebenstag)
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Abb.24a: Ergebnisse der HPLC—Analyse: Dopaminkonzentration im Cortex. Crl:CD(SD)—Ratten.
Dargestellt sind die Werte als Box Plots mit Median (durchgezogene Linie) und 25./75. Perzentile.
Zusitzlich ist der Mittelwert (gestrichelte Linie) angegeben. n = 5/Gruppe.

b.) Dopaminkonzentration im Striatum
(101. Lebenstag)
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Abb.24b: Ergebnisse der HPLC—Analyse: Dopaminkonzentration im Striatum. Crl:CD(SD)—Ratten.
Dargestellt sind die Werte als Box Plots mit Median (durchgezogene Linie) und 25./75. Perzentile.
Zusétzlich ist der Mittelwert (gestrichelte Linie) angegeben. n = 5/Gruppe.
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¢.) Dopaminkonzentration im Hippocampus
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Abb.24c: Ergebnisse der HPLC—Analyse: Dopaminkonzentration im Hippocampus. Crl:CD(SD)-
Ratten. Dargestellt sind die Werte als Box Plots mit Median (durchgezogene Linie) und 25./75.
Perzentile. Zusitzlich ist der Mittelwert (gestrichelte Linie) angegeben. n = 5/Gruppe. p < 0,10", p <
0,01%*,

d.) Dopaminkonzentration in der Raphe
(101. Lebenstag)
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Abb.24d: Ergebnisse der HPLC—Analyse: Dopaminkonzentration in der Raphe. Crl:CD(SD)—Ratten.
Dargestellt sind die Werte als Box Plots mit Median (durchgezogene Linie) und 25./75. Perzentile.
Zusitzlich ist der Mittelwert (gestrichelte Linie) angegeben. n = 5/Gruppe. p < 0,10", p < 0,01**,
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e.) Serotoninkonzentration im Cortex
(101. Lebenstag)
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Abb.24e: Ergebnisse der HPLC—-Analyse: Serotoninkonzentration im Cortex. Crl:CD(SD)—Ratten.
Dargestellt sind die Werte als Box Plots mit Median (durchgezogene Linie) und 25./75. Perzentile.
Zusitzlich ist der Mittelwert (gestrichelte Linie) angegeben. n = 5/Gruppe.

f.) Serotoninkonzentration im Striatum
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Abb.24f: Ergebnisse der HPLC—Analyse: Serotoninkonzentration im Striatum. Crl:CD(SD)—Ratten.
Dargestellt sind die Werte als Box Plots mit Median (durchgezogene Linie) und 25./75. Perzentile.
Zusitzlich ist der Mittelwert (gestrichelte Linie) angegeben. n = 5/Gruppe. p < 0,10".
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g.) Serotoninkonzentration im Hippocampus
(101. Lebenstag)

Ko Mph Ato10 Ato30 Ko Mph Ato10 Ato30
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Abb.24¢: Ergebnisse der HPLC—Analyse: Serotoninkonzentration im Hippocampus. Crl:CD(SD)-
Ratten. Dargestellt sind die Werte als Box Plots mit Median (durchgezogene Linie) und 25./75.
Perzentile. Zusitzlich ist der Mittelwert (gestrichelte Linie) angegeben. n = 5/Gruppe.

h.) Serotoninkonzentration in der Raphe
(101. Lebenstag)
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Abb.24h: Ergebnisse der HPLC—Analyse: Serotoninkonzentration in der Raphe. Crl:CD(SD)—Ratten.
Dargestellt sind die Werte als Box Plots mit Median (durchgezogene Linie) und 25./75. Perzentile.
Zusétzlich ist der Mittelwert (gestrichelte Linie) angegeben. n = 5/Gruppe.
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i.) Noradrenalinkonzentration im Cortex
(101. Lebenstag)
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Abb.24i: Ergebnisse der HPLC—Analyse: Noradrenalinkonzentration im Cortex. Crl:CD(SD)—Ratten.
Dargestellt sind die Werte als Box Plots mit Median (durchgezogene Linie) und 25./75. Perzentile.
Zusitzlich ist der Mittelwert (gestrichelte Linie) angegeben. n = 5/Gruppe. p < 0,05*.

j.) Noradrenalinkonzentration im Striatum
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Abb.24j: Ergebnisse der HPLC—Analyse: Noradrenalinkonzentration im Striatum. Crl:CD(SD)-
Ratten. Dargestellt sind die Werte als Box Plots mit Median (durchgezogene Linie) und 25./75.
Perzentile. Zusitzlich ist der Mittelwert (gestrichelte Linie) angegeben. n = 5/Gruppe.
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k.) Noradrenalinkonzentration im Hippocampus
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Abb.24k: Ergebnisse der HPLC—Analyse: Noradrenalinkonzentration im Hippocampus. Crl:CD(SD)-
Ratten. Dargestellt sind die Werte als Box Plots mit Median (durchgezogene Linie) und 25./75.
Perzentile. Zusitzlich ist der Mittelwert (gestrichelte Linie) angegeben. n = 5/Gruppe.

1.) Noradrenalinkonzentration in der Raphe
(101. Lebenstag)
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Abb.241: Ergebnisse der HPLC—Analyse: Noradrenalinkonzentration in der Raphe. Crl:CD(SD)-
Ratten. Dargestellt sind die Werte als Box Plots mit Median (durchgezogene Linie) und 25./75.
Perzentile. Zusitzlich ist der Mittelwert (gestrichelte Linie) angegeben. n = 5/Gruppe.
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ZUSAMMENFASSUNG

a.) Ergebnisse der physiologischen Untersuchungen

Der Futterverbrauch ist bei den adulten mit Methylphenidat behandelten Tieren erniedrigt.
Die Behandlung mit Atomoxetin hat bei den weiblichen Ratten Auswirkungen im Sinne einer
Erhohung auf das Korpergewicht (10 mg/kg) und auf den Body Mass Index (30 mg/kg). Es
zeigen sich zwischen den Behandlungsgruppen keine Unterschiede in der Korperlange.
Wihrend der Wirkstoffgabe ist die Aktivitdt der mannlichen mit Methylphenidat behandelten
Ratten erhoht, bei den adulten Tieren sind sowohl im InfraMot als auch Wheel Running keine

Aktivitatsunterschiede auszumachen.

b.) Ergebnisse der ethologischen Untersuchungen

50. LT: Im Elevated Plus Maze sind die mit 10 mg/kg Atomoxetin behandelten weiblichen
Ratten dngstlicher (,,state anxiety*), die mit Methylphenidat behandelten weiblichen Ratten
weniger aktiv. Im Hole Board zeigt sich eine verstirkte Habituation bei ménnlichen und
weiblichen mit 10 mg/kg Atomoxetin behandelten Tieren und der ménnlichen
Methylphenidat-Tiere.

64. LT: Im Open Field ist die Aktivitdt der mit 30 mg/kg Atomoxetin behandelten weiblichen
Ratten erniedrigt. Die médnnlichen Methylphenidat-Tiere zeigen eine verminderte Anzahl an
Rearings. Im Rota Rod ist eine verringerte motorische Koordination der mit 10 mg/kg
Atomoxetin behandelten weiblichen Ratten erkennbar.

78. LT: Im Free Exploratory Paradigm zeigen sich die mit 10 mg/kg Atomoxetin behandelten
minnlichen Ratten dngstlicher (,trait anxiety®), die mit Methylphenidat behandelten
weiblichen Ratten aktiver. Die ménnlichen und weiblichen mit 30 mg/kg Atomoxetin
behandelten Tiere sowie die minnlichen mit Methylphenidat behandelten Ratten zeigen eine

verminderte Habituation.

c.) Ergebnisse der analytischen Untersuchungen

Die Dopaminkonzentration bei den ménnlichen mit Methylphenidat behandelten Ratten im
Hippocampus ist erhoht. Bei den weiblichen Ratten (30 mg/kg Atomoxetin) ist eine etwas
verminderte Dopaminkonzentration im Hippocampus und in der Raphe zu sehen.

Bei den mit 10 mg/kg Atomoxetin behandelten weiblichen Ratten zeigt sich ein geringfiigig
verminderter Serotoninspiegel und demzufolge ein erhohter HIAA/5—-HT—Quotient im
Striatum. Bei den weiblichen mit Methylphenidat behandelten Ratten ist die

Noradrenalinkonzentration im Cortex erniedrigt.
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4. Diskussion

4.1. EINLEITUNG

Die Aufmerksamkeitsdefizit-Hyperaktivitdtsstorung ist die hdufigste psychiatrische
medikamentds behandelte Erkrankung bei Kindern und Jugendlichen. Seit iiber 50 Jahren
werden Psychostimulantien wie Dexamphetamin und Methylphenidat zur Therapie der ADHS
eingesetzt. Der in Deutschland 2005 eingefiihrte selektive Noradrenalinwiederaufnahme—
hemmer Atomoxetin erweitert die Moglichkeiten einer medikamentdsen Therapie. Das
Verschreibungsvolumen beider Substanzen steigt stetig. Langfristige Auswirkungen
besonders im Falle der moglicherweise betrachtlichen Anzahl von falsch—positiven Diagnosen
sind nur unzuldnglich untersucht. Das Ziel des Forschungsvorhabens war es,
Verhaltensdnderungen von erwachsenen Ratten, die im Jungtieralter fiir 14 Tage mit

Methylphenidat oder Atomoxetin behandelt wurden, zu erfassen.

4.2. DISKUSSION DER METHODIK

Wahl des Rattenstammes

Unterschiede im Verhalten zwischen den einzelnen Auszuchtrattenstimmen sind schon seit
langem bekannt und wurden wiederholt beschrieben (Broadhurst, 1958, Porsolt et al., 1978,
Rex et al., 1996). Selbst zwischen den einzelnen Zuchtlinien sind Verhaltensdifferenzen nicht
auszuschlieBen (Glick et al., 1986, Hirate et al., 1988, Rex et al., 2007). Auch Unterschiede in
den zentralen Neurotransmittersystemen sind seit ldngerem bekannt (Jenni—Eiermann et al.,
1986) und wiederholt wurden auch unterschiedliche Reaktionen verschiedener Stimme auf
Substanzgaben beschrieben (Ho et al., 1977). Deswegen ist die Wahl des Rattenstammes ein
einflussgebender Faktor auf die Versuchsergebnisse.

Es sprachen mehrer Griinde gegen die Wahl eines als Tiermodells fiir ADHS eingesetzten
Rattenstammes wie der Spontan—Hypertensiven—Ratte: zum einen waren die Symptome der
ADHS und die Effekte einer Methylphenidatgabe unbestindig und dieser Stamm somit als
repriasentatives Tiermodell der ADHS unzuverldssig (van den Bergh et al., 2006), zum
anderen sollte ohnehin gezielt den Folgen der Behandlung Gesunder nachgegangen werden.
Die Sprague—Dawley—Ratte ist weithin bei tierexperimentellen Fragestellungen gefragt, sie ist

die meist genutzte Auszuchtratte in der Labortierforschung. Im Vergleich mit Wistar—Kyoto—
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Ratten und Spontan—Hypertensiven—Ratten zeigten Sprague—Dawley—Ratten bei akuter Gabe
eine mittlere Ansprechbarkeit auf Methylphenidat (Amini et al., 2004).

Letztendlich ist also mit hoher Wahrscheinlichkeit davon auszugehen, dass bei der Wahl eines
anderen Stammes zumindest geringfligige Abweichungen von den Ergebnissen unserer
Sprague—Dawley—Ratten zu erwarten wiren und es spricht —obwohl bis jetzt nicht untersucht—
viel dafiir, dass es nicht nur die Wirkungen des Methylphenidats, sondern auch die des

Atomoxetins betrife.

Wahl des Alters

Das Alter der Tiere wéhrend der Wirkstoffgabe spielt nicht nur aufgrund der
pharmakokinetischen und pharmakodynamischen Unterschiede in verschiedenen Lebensaltern
(Claasen, 1994) eine mafBigebliche Rolle. Gerade bei der Gabe von in den Hirnstoffwechsel
eingreifenden Medikamenten ist der Stand der Hirnentwicklung zu beriicksichtigen. In den
ersten Jahren eines Menschen ist die Entstehung, Differenzierung und Migration der
Gehirnzellen schon fast komplett abgeschlossen, nachfolgend beginnt jedoch bis ins junge
Erwachsenenleben hinein die Ausbildung und Feinabstimmung der Synapsen in regional
unterschiedlicher Art und Weise. Dieser Prozess verlduft bei allen S&iugetierspezies,
eingeschlossen Menschen und Ratten, dhnlich (Andersen, 2003). Das heiflt aber auch, dass
wihrend dieser Zeit v.a. wihrend sensibler Phasen medikamentdse Eingriffe durch so
genanntes ,neuronal imprinting” den urspriinglichen Entwicklungsverlauf entscheidend
beeinflussen bzw. verdndern konnen und damit langfristige Auswirkungen haben. Fiir
Methylphenidat ist nachgewiesen, dass es bei chronischer Applikation zu altersabhidngigen
Auswirkungen kommen kann. So konnte gezeigt werden, dass die chronische Behandlung
neugeborener Ratten mit einer hohen Methylphenidat—Dosis (35 mg/kg 2 x tgl.) zu einer
kurzzeitigen ~Wachstumsverlangsamung mit anschlieBender Erholung fiihrte, bei
periadoleszenten Ratten jedoch keinen Einfluss hatte (Pizzi et al., 1987). Heyser und
Mitarbeiter zeigten, dass nach eine chronische Gabe von 5 mg/kg Methylphenidat bei frisch
abgesetzte Ratten zu einer erhohten lokomotorische Aktivitdit und einem gestorten
Explorationsverhalten fiihrten, wihrend bei periadoleszenten Ratten wiederum nur das
verdnderte Explorationsverhalten zu beobachten war (Heyser et al., 2004). Bei erwachsenen
Ratten kam es nach wiederholter Gabe von Methylphenidat zu keinen bleibenden

Verdnderungen der Konzentrationen der Monoamine und ihrer Transporter (Yuan et al., 1997,
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Sproson et al., 2001), jedoch stellten Moll et al. eine um 70 %ige Verminderung der DAT—
Dichte bei in der Periadoleszenz behandelten Ratten fest (Moll et al., 2001).

Das Hauptbehandlungsalter einer ADHS beim Menschen liegt zwischen 6 und 16 Jahren,
jedoch kommt es mitunter auch zu Verschreibungen im 3. Lebensjahr (von Ferber, 2003). Es
handelt sich also um den Zeitraum vom Kindesalter bis in die Pubertét hinein (im Normalfall
wird in unseren Breiten die Pubertdt bei Madchen zwischen dem 10. und 18. Lebensjahr und
bei Jungen zwischen dem 12. und 20. Lebensjahr durchlaufen). Rattenjunge werden in der
Regel mit dret Wochen von der Mutter abgesetzt, auch unter natiirlichen Bedingungen
verbringen sie wihrend der vierten Woche den groften Anteil ihrer aktiven Zeit unabhéngig
von der Mutter auBBerhalb des Nestes, die Pubertit tritt zwischen dem 40. und 70. Lebenstag
ein (Schleif, 2001). Mit der Wirkstoffgabe vom 28. bis 42. Lebenstag der Ratte diirfte also ein

dem Hauptbehandlungsalter beim Menschen &hnliches Zeitfenster gewéhlt worden sein.

Wahl der Dosis

Die Dosisfindung richtete sich nach den Akutversuchen, d.h. bei Methylphenidat wurde eine
Dosierung gewdhlt, die keine vermehrte Aktivitdt zeigte und bei Atomoxetin eine, die keine
sedierenden Effekte hatte. Die Plasmauntersuchung nach Gabe von 10 bzw. 30 mg/kg
Atomoxetin wies einen Blutspiegel von durchschnittlich 14 bzw. 49 ng/ml nach. Diese beiden
Werte stimmen ungefdhr mit den orientierendem therapeutischen Bereich von Atomoxetin
zwischen 13 und 45 ng/ml in der Humanmedizin {iberein (Bereich Experimentelle Psychiatrie,
Univ. Klinik fiir Psychiatrie, Universitdt Innsbruck). Der Ausreiler von 325 ng/ml bei der 30
mg/ml Dosis Atomoxetin konnte die Situation der ,,poor metabolizer der menschlichen
Bevolkerung widerspiegeln. 7 % der weillen Bevolkerung bauen Atomoxetin iiber das
Cytochrom P450 2D6-Isoenzym verlangsamt ab, die Halbwertszeit und die maximale
Plasmakonzentration sind bei diesen Menschen wesentlich, ungefiahr um ein flinffaches, hoher
(Wirkstoff Bibliothek, 2005).

Von Methylphenidat ist bekannt, dass es zu hohen inter— und intraindividuellen
Unterschieden in der Plasmakonzentration kommen kann, die jedoch keine prédiktive
Aussagekraft fiir die therapeutische Wirksamkeit haben (Novartis Pharma, 2005). Fiir
Methylphenidat wird der orientierende therapeutische Bereich in der Humanmedizin zwischen
8-30 ng/ml angegeben (MVZ Labor Nord—West GmbH, 2008). Allerdings konnte in
tierexperimentellen Studien gezeigt werden, dass die Wirkungen von Methylphenidat auf

kognitive Funktionen bei peroraler Gabe eine dosisabhingigen Verlauf in Form eines
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umgekehrten Us nehmen. Niedrige Dosen von 1-2 mg verbesserten dabei die kognitiven
Féhigkeiten, wohingegen hohere Dosen (2-3 mg/kg) zu einer erhdhten Fehlerrate fiihrten
(Arnsten et Dudley, 2005). Es kann angenommen werden, dass in den meisten friitheren
Verhaltensstudien, die Dosisgabe von Methylphenidat zu hoch war und die Administration
per Injektion des weiteren dazufiihrte, dass die pharmakokinetischen Prozesse und der
Wirkstoffspiegel eher zur Untersuchung des Suchtpotentials als der der Auswirkungen einer
ADHS-Therapie geeignet war. Eine Uberlegung wire es allerdings, dass kurzwirksame
Methylphenidathydrochlorid durch eine Retardformulierung zu ersetzen. Eine zweimalige
Gabe ist als unpraktikabel anzusehen und wiirde zudem das Risiko unerwiinschter
unkontrollierbarer Effekte, die eine noch vermehrte direkte Handhabung der Tiere

(,,handling®) in sich birgt, vergrofern.

Wahl der Applikationsart

Dass die Art der Applikation Unterschiede in der Pharmakokinetik bedingt, ist allseits
bekannt. Im Vergleich zu parenteralen Verabreichung resultieren orale Gaben in
Vergleichsweise niedrigen Plasmaspiegeln. Dies ist in unserem Versuch nur erwiinscht (s.
oben). Da die Einnahme der ADHS—-Medikamente beim Menschen auch oral erfolgt, ist die
Administration per os nahe liegend. Natiirlich ist ein direkter Umgang mit den Tieren bei der
Medikamentengabe kaum vermeidbar. Ein vermehrtes Handling kann zu einer verminderten
Angst flihren und die Wirkung einer Substanz verdndern (Andrews et File, 1993). In unserem
Vorversuch haben wir gezeigt, dass sich die behandelten Tiere unabhingig von der
Applikationsart im EPM angstloser als die ungehandelten Tiere verhielten, im FEP jedoch die
Tiere, die den Wirkstoff mit der Mikropipette verabreicht bekamen, angstloser als die anderen
waren, ansonsten konnten wir keinerlei Unterschiede zwischen den Gruppen ausmachen

(Schmidt et al., 2007).

Wahl der Verhaltenstests

Mehrere Autoren gehen davon aus, dass die einzelnen Verhaltenstests unterschiedliche
Formen der Angst reprasentieren und auch die Wirkung einer Substanz von der Art des Tests
abhéngig ist (Lister, 1990; Handley et McBlane, 1993; Griebel, 1995; Treit et Menard, 1998).
Die von uns gewédhlten Angsttests (EPM, HB, OF, FEP) basieren alle auf dem

Explorationsverhalten (Lister, 1990) und kénnen durch Anderungen der lokomotorischen
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Aktivitit, z.B. die Gesamteintritte auf offene und geschlossene Arme (EPM), Anzahl der
Nosepokes (HB), Anzahl der durchlaufenen Lichtschranken (OF), Anzahl der Austritte (FEP),
beeinflusst werden. Dies ist unabdinglich, da das Angstverhalten eng mit der Lokomotion
verknlipft zu sein scheint. Ohne diese Komponente wire es schwierig zu beurteilen, ob
beispielsweise die vermehrten Eintritte auf die offenen Arme (EPM) oder in das Zentrum des
Feldes (OF) ein Ausdruck iiberschieBender Aktivitit oder Angstlosigkeit sind. Da die
motorische Aktivitit bei dem Krankheitsbild der ADHS und ihrer Behandlung eine
entscheidende Rolle spielt, wurde diese mit verschiedenen Methoden (InfraMot, Laufrad,
Rota Rod) gesondert untersucht. Die gewéhlten Tests sind auf das unkonditionierte, natiirliche
Verhalten der Ratte gerichtet und sollten somit am besten geeignet sein, Hinweise auf die

Auswirkungen auf das Verhalten der behandelten Kinder zu geben.

Wahl der analytischen Untersuchung

Es ist davon auszugehen, dass sowohl Dopamin als auch Noradrenalin eine maligebliche
Rolle bei der Pathogenese der ADHS spielen, wohingegen die Rolle des Serotonins noch
unklar ist (s.2.1.4.).

Es ist bekannt, dass sowohl Atomoxetin als auch Methylphenidat die Konzentrationen von
Noradrenalin und Dopamin im prifrontalen Cortex erhdhen. In weiteren Gehirnregionen
erhoht jedoch Methylphenidat nur den Dopaminspiegel, wohingegen Atomoxetin nur den
Noradrenalinspiegel erhoht (Bymaster et al., 2002; Swanson et al., 2006); dies ldsst den
Schluss zu, dass diese jeweilige Wirkung fiir das gesamte Gehirn zutrifft.

Fiir Methylphenidat konnte gezeigt werden, dass sowohl akute wie auch chronische Gaben
keine Auswirkungen auf den Serotoninspiegel haben (Segal et Kuczenski, 1999); fiir

Atomoxetin liegen keine derartigen Untersuchungen vor.

Fiir Methylphenidat wurden bereits dauerhafte Verdnderungen im Gehirn nach einer
chronischen Gabe bei jugendlichen Ratten im Erwachsenenalter nachgewiesen:

Es wurden bei adulten Ratten weniger Catecholamine gefunden (direkt im Anschluss an die
Gabe wurden hingegen hohere Konzentrationen an Catecholaminen und Neuronen gefunden,
aber die Anzahl der Noradrenalintransporter war vermindert) (Gray et al., 2007).

Wie bereits oben erwihnt, fanden Moll et al eine reduzierte Anzahl von Dopamintransportern

im Striatum vor (Moll et al., 2001).
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Zusitzlich konnte eine Up—Regulation verschiedener Neurotransmitterrezeptoren im Striatum
ausgemacht werden (Adriani et al., 2006).

In weiteren Untersuchungen wurden eine eingeschriankte Lebensdauer von Neuronen v.a. im
Hippocampus (Lagace et al., 2006), oxidativ bedingte Schdden (Martins et al., 2006), eine
kurzfristige Erh6hung mit darauf folgender Reduktion der Entladungsfrequenz dopaminerger
Neurone im Mittelhirn beschrieben (Brandon et al., 2003).

Fiir Atomoxetin wurden noch keine Untersuchungen iiber langfristige Verdnderungen im
Gehirn verdffentlicht. Hinweise lassen sich nur aus Studien mit pharmakologisch verwandten
Substanzen entnehmen:

So wiesen Hilakivi et al. nach, dass eine Gabe von Monoaminwiederaufnahmehemmern bei
jungen Ratten abhidngig von der jeweiligen Substanz und untersuchten Gehirnregion zu
Verdnderungen im Metabolismus von Dopamin, Noradrenalin oder Serotonin fiihren kann
(Hilakivi et al., 1995).

Wiederholte Untersuchungen mit dem Serotoninwiederaufnahmehemmer Fluoxetin und dem
Noradrenalinwiederaufnahmehemmer  Reboxetin ~ zeigen  eine  Erhoéhung  der
Serotonintransporter im frontalen Cortex, jedoch keine der Noradrenalintransporter (Bock et
al., 2005). Zu dem gleichen Ergebnis in Bezug auf das Fluoxetin war auch schon die
Arbeitsgruppe um Wegerer gekommen (Wegerer et al., 1999).

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass der Monoaminwiederaufnahmehemmer
Desipramin bei Gabe bei noch nicht abgesetzten Ratten Verdnderungen in dem D;/D,—

Rezeptoren—Verhaltnis bewirkt (Hilakivi et al., 1999).

Die Untersuchung von Neurotransmittern ist an unserem Institut seit langem etabliert. In
verschiedenen tierexperimentellen Studien konnte bereits gezeigt werden, dass langfristige
neuronale Verdnderungen mdglich sind. Da es noch keine diesbeziiglichen Ergebnisse fiir
Atomoxetin gibt und dies unter identischen Bedingungen auch noch nicht fiir Methylphenidat
untersucht worden ist, ist die Untersuchung der Neurotransmitter ein guter Ansatzpunkt, um
langfristige Auswirkungen auf das Gehirn zu untersuchen und mdglicherweise auch
Riickschliisse auf Verdanderungen bei den dazugehdrigen Rezeptoren und Transportern zu

ziehen.
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4.3. DISKUSSION DER ERGEBNISSE

Diskussion der Ergebnisverteilung

Leider zeigen die Ergebnisse durchweg eine relativ grole Streuung. Jedoch ist es durchaus
nicht ungewohnlich, dass Tiere einer bestimmten Population eine Vielfalt von
Verhaltensvariationen zeigen. Auch die Sensitivitit gegeniiber Substanzen kann
interindividuell variieren —sowohl bei den Labortieren wie auch bekanntermaBen bei
menschlichen Patienten. Interindividuelle Unterschiede von Ratten konnten z.B. beziiglich
des Distributionsvolumens (Johannessen et Aarbakke, 1982), der Plasmaproteinbindung
(Yacobi et al., 1975), der Metabolisierungsrate (van der Graaff et al., 1983) festgestellt
werden. So stellten Segal und Kuczenski trotz strenger Kontrolle der Versuchsvariablen eine
hohe, nicht zu eliminierende interindividuelle Variabilitidt in dem Verhalten einer Sprague—
Dawley—Ratten—Population nach Gabe von d—Amphetamin fest (Segal et Kuczenski, 1987).
Es sollen bereits vier Subtypen der ADHS anhand unterschiedlicher Reaktionen von Sprague—
Dawley—Ratten auf Methylphenidat/Atomoxetin und verschiedene Umweltreize klassifiziert
worden sein, die die menschlichen Verhaltensdimensionen spezifischer widerspiegeln
(Blondeau et Dellu-Hagedorn, 2006). Unser Anliegen war es aber nicht die mdoglichen
Auswirkungen nur auf eine spezielle Gruppe zu testen. Eine vorherige Klassifizierung der
Tiere mit nachfolgender Versuchsdurchfiihrung in den verschiedenen Subtypen—Gruppen
wire schwer umzusetzen (zeitliche Engpdsse, hohe Tieranzahl, Zeitpunkt der
Klassifizierungsversuche, Einfluss der Klassifizierungsversuche auf Folgeversuche, eventuell
sogar vorherige Zucht von Subtypen). Unser Versuchsansatz bietet die Mdglichkeit, einen

Gesamtiiberblick zu gewinnen.

Diskussion der Geschlechterdifferenzen

Es ist bekannt, dass sowohl das Verhalten als auch pharmakologische Wirkungen bei einer
weiblichen Ratte abhidngig vom Stand des sexuellen Zyklus variieren koénnen. Es wird
angenommen, dass die Versuchsdurchfiihrung mit weiblichen Ratten aufgrund des sich
regelméBig verdndernden hormonellen Status eine grofere Variabilitdt der Ergebnisse als bei
Minnchen zur Folge hat (Claasen, 1994). Abgesehen davon gibt es aber eine Anzahl von
Reaktionen, in denen sich die durchschnittlichen Werte von weiblichen und ménnlichen

Tieren eindeutig unterscheiden. So sind weibliche Ratten im Allgemeinen aktiver (Joseph et
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Gallagher, 1980), rennen im Laufrad deutlich mehr (Eikelboom et Mills, 1988) und scheinen
weniger &dngstlich bzw. explorativer (Ray et Hansen, 2004). Dies wird durch unsere
Ergebnisse bestitigt.

Vom Menschen weill man, dass Maddchen gemeinhin frither und in geringeren Ausmafllen
Synapsen und Rezeptoren iiberproduzieren (Giedd et al., 1999), so dass medikamentdse
Eingriffe durchaus geschlechtsspezifische Auswirkungen haben konnen.
Geschlechterdifferenzen bei akuten, und moglicherweise auch chronischen Gaben von
Stimulantien hiingen vom Ostrogenspiegel ab (Kuhn et al., 2001). Gonadale Steroide
bestimmen schon frilh die Sensitivitdt fiir Stimulantien und resultieren spéter in
geschlechtlichen Unterschieden (Kuhn et al., 2001).

Die Arbeitsgruppe um Vendruscolo konnte bei weiblichen SHR im Vergleich zu ménnlichen
Ratten einen vermehrten Alkoholkonsum nach chronischer Methylphenidatbehandlung in der
Periadoleszenz feststellen. Die Ergebnisse dieser Arbeitsgruppe zeigten weiterhin ein
angstlicheres Verhalten der vorbehandelten Ratten im OF, nicht jedoch im EPM (Vendruscolo
et al., 2008). Auch unsere Ergebnisse zeigen deutliche geschlechtsspezifische Unterschiede
auf allen Untersuchungsebenen. Dies spricht fiir eine unterschiedliche Sensitivitit,
moglicherweise bedingt durch einen unterschiedlichen neuronalen Entwicklungsverlauf und
Metabolismus, bei jungen weiblichen und ménnlichen Ratten sowohl fiir Methylphenidat als

auch Atomoxetin.

Diskussion der Ergebnisse der physiologischen Untersuchungen

Bei Menschen ist ein geringer, oft auch voriibergehender Appetitverlust unter Stimulantien
und Nicht—Stimulantientherapie hdufig (Graham et Coghill, 2008). In tierexperimentellen
Untersuchungen wurde nach einer akuten Gabe von 20 mg/kg Methylphenidat und ab einer
Dosis von 3 mg/kg Atomoxetin per os eine verminderte Aufnahme von Milch bei Ratten
festgestellt (Pearl et Seiden, 1976, Gehlert et al., 1998). Die Ergebnisse unserer Akutversuche
unterstiitzen diese Befunde: Sie zeigen eine Appetitminderung ab einer Dosierung von 30
mg/kg Atomoxetin, wdhrend bis 6 mgkg Methylphenidat keine Appetitminderung
festzustellen war. Des Weiteren wurde festgestellt, dass dieser Effekt zumindest bei
Methylphenidat nach wiederholter Gabe nicht mehr vorhanden war (Pearl et Seiden, 1976).
Auch die Arbeitsgruppe um Bolanos stellte nach Gabe von Methylphenidat weder einen
Unterschied in der Korpergewichtszunahme noch der Wasserauftnahme fest (Bolanos et al.,

2003).
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Auch unsere Ergebnisse zeigen bei der Messung von Futter und Wasser in der
Methylphenidat—Gruppe bei den Jungtieren keinen Effekt. Betrachtet man den Graphen der
mit Atomoxetin behandelten Tiere, sieht es allerdings wieder so aus als wiirde 10 mg/kg
Atomoxetin —wie auch in unseren Akutversuchen— den Appetit steigern. Als Konsequenz der
appetitsteigernden Wirkung von 10 mg/kg Atomoxetin ist es nicht verwunderlich, dass die
weiblichen mit 10 mg/kg behandelten Tiere ein erhohtes Korpergewicht haben. Diesen
Vorsprung behalten sie iiber die Wirkstoffapplikation hinweg und gleichen sich erst gegen
Ende des Versuchsdurchlaufs wieder an das Gewicht der Kontrolltiere an. So ist bekannt, dass
Gewichtszunahmen in der friihen postnatalen Periode mit einem dauerhaften Ubergewicht
einhergehen konnen (Xiao et al., 2007). Die Dosierung mit 30 mg/kg Atomoxetin scheint den
Appetit mindern, wobei die weiblichen Tiere sensibler darauf zu reagieren scheinen als die
ménnlichen. Die mit 30 mg/kg Atomoxetin behandelten Ratten nehmen erst im spéteren Alter
zu. Es gibt Untersuchungen, die zeigen, dass Ratten nach einer Periode der verminderten
Futteraufnahme die in der Nahrung enthaltene Energie effizienter verwerten konnen
(Williams et Sheedy, 1987). Es konnten zwar keine signifikanten Unterschiede in sowohl
Korpergewicht als auch Korperlinge ausgemacht werden, jedoch lagen die Werte jeweils
oberhalb bzw. unterhalb der der Kontrollgruppe und dies fiihrte zu einem erhdhten Body
Mass Index dieser Behandlungsgruppe.

Der bei uns gemessene geringere Futterverbrauch der erwachsenen maénnlichen
Methylphenidat-Tiere ist bisher durch keine anderen experimentellen Studien bestétigt.

Es wird postuliert, dass eine Methylphenidatbehandlung im Kindesalter einen negativen
Effekt auf die spitere Korpergro3e hat (Poulton, 2005). Es existiert aber auch die Hypothese,
dass das Krankheitsbild der ADHS selbst mit der Reduktion der Korpergrofle einhergeht
(Spencer et al., 1998). Unsere Ergebnisse zeigen keine Verdanderungen in der Korperldnge bei
den mit Methylphenidat behandelten Tieren.

In einer langfristig angelegten Studie zeigten Spencer et al., dass Atomoxetin zu einer leichten
Verminderung des Korpergewichts und der Korperldnger in den ersten zwei Jahren der
Behandlung fiihrt, nach 5 Jahren aber die urspriingliche KorpergroBBe jedoch wieder voll
erreicht wird (Spencer et al., 2007). Unserer Ergebnisse lassen vermuten, dass bei einer
Dosierung von 30 mg/kg Atomoxetin eine Reduktion der Korperhohe nicht auszuschlieBen
ist.

Die Ergebnisse der Untersuchung der Aktivitit wihrend der Wirkstoffgabe unterstiitzt bereits
bekannte Studien: So wurde bei der Verwendung von 0,6, 2,5, 10 und 40 mg/kg
Methylphenidat eine akute aktivitdtssteigernde Wirkung ab der Dosis von 2,5 mg/kg
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festgestellt (Gaytan et al., 1997). In unseren Versuchen hatten weder Methylphenidat noch
Atomoxetin langfristig Auswirkungen auf die Aktivitdit im Laufrad und InfraMot der

erwachsenen Tiere.

Diskussion der Ergebnisse der Verhaltensuntersuchungen

Auffallig ist, dass sich in unseren Ergebnissen verdnderte Verhaltensweisen stark von dem
jeweiligen Test und vom Geschlecht abhédngig sind. Derartige Unterschiede sind jedoch nicht
weiter verwunderlich und wurden bereits diskutiert. Ein weiterer Faktor in unserem
Versuchsdesign ist aber auch der unterschiedliche Zeitabstand zur Medikamentengabe. So
gibt es Studien, die besagen, dass bei Methylphenidat Verdnderungen des lokomotorischen
Verhaltens durch intermittierende  Substanzgaben und ldngere Pausen nach
Medikamentengabe verstirkt werden (Brandon et al., 2001).

Die Gabe von Methylphenidat bewirkte bei den ménnlichen Ratten im Erwachsenenalter nach
kurzer Zeit (eine Woche nach Absetzen der Medikamente) noch eine verbesserte Habituation
(HB), jedoch im spidteren Alter eine verminderte Habituation im FEP (fiinf Wochen nach
Methylphenidatgabe). Auch die Arbeitsgruppe um Carlezon stellte 25 Tage nach Absetzen
einer zweiwochigen 2 mg/kg Methylphenidatgabe eine verminderte Habituation bei
méinnlichen Ratten fest (Carlezon et al., 2003). Habituation ist gekennzeichnet durch eine
Abnahme angeborener Reizantworten, wenn der Reiz iiber ldngere Zeitspannen andauert oder
wiederholt wird, jedoch keine unvorteilhaften Auswirkungen hat: z.B. nimmt das
lokomotorische oder explorative Verhalten in einer neuen Umgebung im Verlauf der Zeit
oder wiederholter Exposition ab (Leussis et Bolivar, 2006); es kann somit in Zusammenhang
mit Lernen und Gedéchtnis gesehen werden.

Im Open Field zeigen die ménnlichen Ratten eine verminderte Anzahl von Rearings. Bolanos
et al. stellten bei wiederum mit 2 mg/kg Methylphenidat behandelten jungen Ratten sechs
Wochen nach Beendigung der Gabe im Erwachsenenalter eine erhdhte Angstlichkeit anhand
vermehrtem Groomings im EPM fest (Bolanos et al., 2003). Es spricht nichts dagegen, dass
verminderte vertikale Explorationsverhalten unserer Ratten nicht auch als vermehrte
Angstlichkeit zu interpretieren.

Bei den weiblichen mit Methylphenidat behandelten Ratten zeigt sich dieser Umkehreffekt im
Verlauf der Zeit nach Medikamentengabe in Bezug auf die Aktivitit: Eine Woche nach
Medikamentengabe zeigten sie eine verringerte Aktivitit im EPM, fiinf Wochen spéter eine

gesteigerte Aktivitdt im FEP. Die Arbeitsgruppe um Bolanos allerdings zeigte eine verringerte
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Aktivitdit mannlicher Ratten sechs Wochen nach Methylphenidat-Applikation in der ersten
Stunde in einer neuen Umgebung auf, dieses Verhalten war jedoch in der zweiten Stunde
nicht mehr zu beobachten (Bolanos et al., 2003).

Beim Atomoxetin scheinen die geschlechtsspezifischen Auswirkungen zumindest bei
10 mg/kg Dosierung weniger ausgeprdgt. Auch scheint die unterschiedliche Linge des
Zeitfensters nach der Gabe eine geringere Rolle zu spielen. Jedoch ist erneut eine
Testspezifitit erkennbar.

Die Dosierung von 10 mg/kg Atomoxetin bewirkt eine vermehrte Angstlichkeit— bei den
weiblichen Tieren im EPM und bei den ménnlichen im FEP. Interessanterweise duflerte sich
in unseren Akutversuchen diese Dosierung in einer verringerten Angstlichkeit.

Von 5-HT—Wiederaufnahmehemmern ist bekannt, dass sie akut die Angst erhéhen und nach
chronischer Gabe angstloser machen (Greenwood et al., 2008). Dies lésst fiir uns allerdings
nur den Schluss zu, dass die Monoaminwiederaufnahmehemmer das Angstverhalten dndern
konnen. Es ist bekannt, dass in der Anfangsphase einer Atomoxetingabe die Gefahr suizidaler
Handlungen steigt (Wooltorton, 2005). Es ist nicht abwegig diese Enthemmung mit
Angstlosigkeit in Verbindung zu sehen. Auch ist es bekannt, dass Stérungen des
Neurotransmitters NA mit Angsten und Depressionen einhergehen kann (Baldwin et al.,
2002). Die Vermutung liegt nahe, dass die Erhéhung des NA—Spiegels bei akuter Gabe zu
Angstlosigkeit fiihrt, iiber eine dauerhafte Down-Regulation der Rezeptoren oder
anderweitiger Verdnderung, gerade bei Gabe im Jugendalter, aber zu einem langfristig
reduzierten NA—Spiegel und damit zur Angstlichkeit fiihrt.

Im Hole Board zeigt sich eine verbesserte Habituation. Dies kdnnte mit der erhohten
Angstlichkeit in  Verbindung stehen. Starke Emotionen konnen nidmlich die
Gedichtnisbildung verstarken (Yerkes—Dodson—Gesetz), was vermutlich auf die Aktivierung
des monoaminergen und cholinergen Transmissionssystems zuriickzufiihren ist.

Im Rota Rod ist bei weiblichen Tieren die Motorik beeintréchtigt.

Die Dosierung von 30 mg/kg Atomoxetin fiihrt im FEP bei beiden Geschlechtern zu einer

verminderten Habituation.
Diskussion der Ergebnisse der analytischen Untersuchungen
Wir wissen, dass unter anderem ein Zusammenspiel von Dopamin und Serotonin im

préafrontalen Cortex, Hippocampus und Striatum eine Rolle beim Lernen und der Gedéchtnis-

bildung spielt (Gonzalez-Burgos et Feria-Velasco, 2008; Olvera-Cortés et al, 2008).
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Auch ist bekannt, dass neben Dopamin der Noradrenalinspiegel im prifrontalen Cortex
wichtig fiir die Ausiibung exekutiver Funktionen, Aufmerksamkeit, Lernen und Gedéchtnis ist
(Arnsten et Li, 2005; Ramos et Arnsten , 2007).

Serotonin/Dopamin—Interaktionen in der Raphe und im Striatum haben genauso Einfluss auf
die motorische Aktivitit (Di Matteo et al, 2008; Mylecharane, 1996; Sandyk et Fisher, 1988)
wie Noradrenalin im Cortex (Goldstein, 2006).

Angst wird u.a. durch Serotonin und Dopamin im prifrontalen Cortex, in Striatum und in den
Raphekernen mediiert (Lowry et al., 2005; Stein et al., 2002), aber auch Noradrenalin spielt
wiederum eine Rolle (Baldwin et al., 2002).

Serotonin senkt bekanntermafen die Nahrungs- und Wasseraufnahme (Pal et al., 2004).

Bei den maénnlichen mit Methylphenidat behandelten Tieren konnten wir eine erhohte
Dopaminkonzentration im Hippocampus feststellen, diese Tiere zeichneten sich in den
Verhaltensuntersuchungen durch eine reduzierte Futteraufnahme, verringerte Habituation und
vermehrte Angstlichkeit aus. Wir wissen, dass Dopamin im Hippocampus eine Rolle bei der
Gedéchtnisbildung und Lernen spielt, es konnte also ein Zusammenhang zu der
beeintrachtigten Habituation bestehen.

Bei den weiblichen mit Methylphenidat behandelten Ratten ist die Noradrenalinkonzentration
im Cortex erniedrigt- dies deckt sich mit Ergebnissen der Arbeitsgruppe um Gray (Gray et al.,
2007, s. auch S.110). Diese Tiere zeigten im Alter eine verminderte Aktivitit und wir wissen,
dass Noradrenalin im Cortex eine Rolle fiir die motorische Aktivitdt spielt (Goldstein, 2006).
Bei den weiblichen mit 10 mg/kg Atomoxetin behandelten Tieren ist Serotonin im Striatum
erniedrigt, diese Tiere sind in ihrer Motorik beeintrichtigt, wie bereits oben erwdhnt hat
Serotonin im Zusammenspiel mit Dopamin Einfluss auf die Motorik.

Die mit 30 mg/kg Atomoxetin behandelten weiblichen Ratten haben erniedrigte
Dopaminkonzentrationen im Hippocampus und in der Rapheregion. Ein Zusammenhang zum
verdnderten Korpergewicht und —lange wird nicht durch vorhandene Literatur gestiitzt.
Letztendlich sind die Prozesse von den neuronalen Schaltkreisen zur Verhaltensentstehung
viel zu komplex und noch viel zu ungeklart als dass wir eindeutige Beziehungen aus unseren
analytischen Ergebnissen und Ergebnissen der Verhaltensuntersuchungen formulieren
konnten. Unsere Tierzahl war zudem recht gering und es stellt sich die Frage, welche weiteren
neuronalen Komponenten wie z.B. Rezeptoren und Transporter langfristig verdndert wéren.
Aber es ist nicht zu leugnen, dass es permanente Verdnderungen im Gehirnstoffwechsel nach
einer chronischen Gabe von Methylphenidat und Atomoxetin in der Periadoleszenz gibt und

weitere Untersuchungen sind nétig um die gesamten Ausmalle zu erfassen.
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4.4. SCHLUSSBETRACHTUNG

Unsere Ergebnisse lassen eindeutig den Schluss zu, dass verhaltensindernde Auswirkungen
nach einer Methylphenidat-Gabe in der Periadoleszenz in hohem MafBle von der Linge der
,wash out“ Periode abhingig sind. Es gibt— wie nicht anders zu erwarten—
geschlechtsspezifische Differenzen, wobei die ménnlichen Tiere sensitiver zu sein scheinen.
Die ménnlichen Ratten zeigen im hoheren Alter bzw. nach ldngerem ,,wash out* eine erhohte
Angstlichkeit und eine verminderte Habituation— dies deckt sich mit bereits bekannten
Untersuchungen. Bei den weiblichen Tieren lédsst sich nur eine leichte Aktivititssteigerung
nachweisen.

Beim Atomoxetin scheinen die gezeigten Verhaltensdnderungen weniger von dem
Zeitabstand zur Medikamentengabe als von der Art des gewiéhlten Tests und der Dosierung
abhingig zu sein. Hier scheinen die weiblichen Tiere sensitiver. In beiden Dosierungen hat
Atomoxetin offensichtliche Effekte auf das Korpergewicht der weiblichen Tiere. In der 10
mg/kg Dosierung zeigen sowohl weibliche wie auch maénnliche Tiere eine erhohte
Angstlichkeit und vermehrte Habituation, noch beunruhigender sind jedoch die motorischen
Ausfille bei den weiblichen Tieren.. In der 30 mg/kg Dosierung kommt es bei beiden
Geschlechtern zu einer verminderten Habituation. Da Atomoxetin noch nie in dieser
Fragestellung untersucht wurde, gibt es keine unterstiitzende oder widerspriichliche Literatur

zu unseren Ergebnissen.

4.5. AUSBLICK

Natiirlich konnen anatomische und physiologische Abweichungen zwischen Nager und
Menschen bei der Interpretation und Ubertragbarkeit der Ergebnisse nicht auBer Acht
gelassen werden. Jedoch zeigen unsere Ergebnisse zweifelsfrei, dass es nach einer
chronischen Gabe von Methylphenidat oder Atomoxetin in der Periadoleszenz zu
andauernden Verdnderungen im Verhalten und auf Neurotransmitterebene kommen kann. Es
ist nicht an uns zu entscheiden, ob diese Auswirkungen iibertragen auf den Menschen
schlimmere Konsequenzen haben als eine nicht behandelte ADHS. Nach wie vor sollte es
aber das Mindeste sein, die Diagnose einer ADHS nicht leichtsinnig zu stellen und eine
medikamentdse Therapie einzuleiten, so dass davon ausgegangen werden kann, dass

zumindest keine gesunden Kinder unter den Auswirkungen zu leiden haben.
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Methodisch wire es von Interesse, den Versuch mit einem anderen Rattenstamm, mit

langeren ,wash out“—Perioden und gegebenenfalls einer Retardformulierung von

Methylphenidat zu erweitern.
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5. Zusammenfassung

Langzeitwirkungen von Atomoxetin und Methylphenidat auf das Angst- und

Explorationsverhalten der Ratte

Die Aufmerksamkeitsdefizit-Hyperaktivititsstorung (ADHS) ist die hdufigste psychiatrische
medikament6s behandelte Erkrankung bei Kindern und Jugendlichen. Seit iiber 50 Jahren
werden Psychostimulantien wie Dexamphetamin und Methylphenidat zur Therapie der ADHS
eingesetzt. Der in  Deutschland 2005 eingefiihrte  selektive = Noradrenalin-
wiederaufnahmehemmer Atomoxetin erweitert die Moglichkeiten der medikamentdsen
Therapie. Das Verschreibungsvolumen beider Substanzen steigt stetig. Langfristige
Auswirkungen besonders im Falle der moglicherweise betrdachtlichen Anzahl von falsch-
positiven Diagnosen sind nur unzuldnglich untersucht. Das Ziel des Forschungsvorhabens war
es, Verhaltensinderungen von erwachsenen Ratten, die im Jungtieralter fiir 14 Tage oral mit
Methylphenidat oder Atomoxetin behandelt wurden, zu erfassen. Es wurden neben dem
Angst-, Habituations- und Lernverhalten, auch die physische Entwicklung, das
Fressverhalten, motorische Eigenschaften und Verdnderungen zentraler
Neurotransmissionsmechanismen untersucht.

Die ménnlichen mit Methylphenidat behandelten Ratten zeigen im hoheren Alter eine erhdhte
Angstlichkeit und eine verminderte Habituation. Bei den weiblichen Tieren lisst sich nur eine
leichte Erhohung in der Aktivitdt nachweisen.

Atomoxetin hat offensichtliche Effekte auf das Korpergewicht der weiblichen Tiere. In der 10
mg/kg Dosierung zeigen sowohl weibliche wie auch ménnliche Tiere eine erhohte
Angstlichkeit und vermehrte Habituation. Bei den weiblichen Tieren kommt es zu
gravierenden motorischen Ausfillen. In der 30 mg/kg Dosierung kommt es bei beiden
Geschlechtern zu einer verminderten Habituation.

Bei der Auspriagung der Auswirkungen einer chronischen Behandlung mit Atomoxetin und
Methylphenidat in der Periadoleszenz spielen das Geschlecht, die Linge der ,,wash out“-
Periode und der gewiéhlte Verhaltenstest eine maf3gebliche Rolle.

Es konnten auch Verdnderungen in der Konzentration der Neurotransmitter Dopamin,
Noradrenalin und Serotonin in verschiedenen Gehirnregionen ausgemacht werden.

Unsere tierexperimentellen Ergebnisse zeigen zweifelsfrei, dass es nach einer chronischen
Gabe von Methylphenidat oder Atomoxetin in der Periadoleszenz zu andauernden

Verdnderungen im Verhalten und auf Neurotransmitterebene kommen kann. Es ist nicht an
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uns zu entscheiden, ob diese Auswirkungen iibertragen auf den Menschen schlimmere
Konsequenzen haben als eine nicht behandelte ADHS. Nach wie vor sollte es aber das
Mindeste sein, die Diagnose einer ADHS nicht leichtsinnig zu stellen, so dass davon
ausgegangen werden kann, dass zumindest keine gesunden Kinder félschlicherweise

behandelt werden.



Summary 123

6. Summary

Examination of long-term effects of methylphenidate and atomoxetine on emotional

behaviour in rats

Attention Deficit Hyperactivity Disorder (ADHD) is the predominant psychiatric disorder
during childhood/adolescence with an incidence of 2-7 % in children. The psychostimulant
methylphenidate and lately the selective norepinephrine reuptake inhibitor atomoxetine are
approved drugs for the pharmacological therapy of ADHD and prescriptions are rising
constantly. To our knowledge there are no studies evaluating the long-term behavioural
effects of a treatment with atomoxetine or methylphenidate in healthy adolescents.

We have assessed several facets of emotional behaviour, physical development and brain
neurotransmission in adult rats following chronic oral administration of atomoxetine or
methylphenidate during periadolescence.

To begin with the behavioural effects of both drugs when administered during
periadolescence seem to depend significantly on the sex, the drugs’ wash out-length and the
used behavioural test.

While male methylphenidate-rats showed an increased anxiety and less habituation the
females showed only a slightly increase in activity when adult.

In atomoxetine a gain of weight could be detected in female rats in both dosages.

The 10 mg/kg dosage seems to increase anxiety and habituation in both females and males
whereas the 30 mg/kg dosage reduces habituation. The 10 mg/kg dosage also impairs motor
coordination in female rats.

Both drugs do change neurotransmitter-tissue-levels in specific brain areas.

Based on our results behavioural and neuronal alterations caused by atomoxetine and
methylphenidate can no longer be excluded. It’s not for us to say if these alterations or the
consequences of an untreated ADHD are the better option. But it remains and becomes an

even more important issue to improve ADHD diagnostic.
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