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1 Einleitung

Seit den 1970er Jahren herrschte als physiologischer Erklarungsansatz fur die Entstehung
der Schizophrenie die ,Dopamin—Hypothese* vor. Sie geht von einer Uberproduktion des
Hormons Dopamin im Zentralen Nervensystem (ZNS) bei schizophrenen Patienten aus. So
induzieren Drogen wie Kokain, welche zu einem Dopamin-Uberschuss fiihren, der
Schizophrenie sehr ahnliche Symptome. Andersherum filhren Antipsychotika mit einer
antagonistischen Wirkung auf das dopaminerge Rezeptorsystem zu einer Linderung eines
Teils der Symptome. Diese Linderung bezieht sich allerdings nur auf die positiven Symptome
der Schizophrenie (Halluzinationen oder Verwirrung), wahrend die negativen Symptome
(Anhedonie oder  soziale Isolation) und eine kognitive Einschrankung
(Aufmerksamkeitsdefizit oder gestbrtes Arbeitsgedachtnis) weitestgehend unbeeinflusst
bleiben. Heute wei? man, dass auch Serotonin— und N-Methyl-D-Aspartat—Rezeptoren
(NMDAR) eine wichtige Rolle in diesem Krankheitsgeschehen spielen (Di Pietro and
Seamans 2007). Zunehmendes Interesse in der Forschung und Klinik erweckten in den
vergangenen Jahren kognitive Stérungen, wozu Defizite in Bezug auf die Aufmerksamkeit
und die Gedachtnisbildung gehdren (Elliott and Sahakian 1995; Toso, Poggi et al. 2005).

Eine zentrale Rolle bei den kognitiven Stérungen spielt der ionotropische NMDA-Rezeptor
(Nayyar, Wu et al. 2003; Javitt 2007). Er gehort zur Gruppe der Glutamat—Rezeptoren
(Kakegawa, Tsuzuki et al. 2003; Gardoni and Di Luca 2006) und gilt als hauptverantwortlich
fur die exzitatorische Ubertragung und die synaptische Plastizitat im ZNS (Malenka and
Nicoll 1993; Panatier, Theodosis et al. 2006). Dementsprechend weit ist er im gesamten ZNS
verbreitet (Gardoni and Di Luca 2006). Der NMDAR wird als heteromerer Komplex aus zwei
Untereinheiten gebildet: der ubiquitdr vorhandenen NMDAR1 (NR1)-Untereinheit und vier
NMDAR2 (NR2A-D)-Untereinheiten (Sakimura, Kutsuwada et al. 1995). Die
Zusammensetzung der NMDAR2 Untereinheiten A bis D variiert je nach Region und
Funktion des Rezeptorsystems. (Watanabe, Inoue et al. 1992; Imanaka, Morinobu et al.
2006). Bei Mausen mit einem Defizit an NR-2A wurde eine Verschlechterung (Sakimura,
Kutsuwada et al. 1995; Rampon and Tsien 2000) und bei Mausen mit einer Uberexpression
an NR-2B dagegen eine Verbesserung der Gedachtnisleistung festgestellt (Tang, Shimizu et
al. 1999). Bei Ratten wurde gleichfalls ein direkter Zusammenhang zwischen der Dichte der
NMDA-Rezeptoren und der Gedachtnisleistung beschrieben (Stecher, Muller et al. 1997).
Hier ist der Anteil der NMDA-Rezeptoruntereinheiten NR-2A und NR-2B am starksten in den
pyramidalen Zellschichten der CA1 und CA3 Region des Hippocampus vertreten (Monyer,

Burnashev et al. 1994). Der Hippocampus wiederum gilt als zentrale Schaltstelle fur die



Gedéachtnisleistung. Bei Menschen mit Alzheimer wurden post mortem signifikante
Reduktionen von NR-2A und NR-2B im Hippocampus festgestellt (Hynd, Scott et al. 2004),
die in ihrer Auspragung mit den kognitiven Defiziten der Patienten korrelierten (Olney,
Wozniak et al. 2002).

Zur Aktivierung des NMDA—-Rezeptors muss prasynaptisch L-Glutamat freigesetzt werden.
Dieses fuhrt, nach Ausschittung in den synaptischen Spalt, postsynaptisch zu einer
Aktivierung des AMPA—-Rezeptors, der eine Depolarisation der postsynaptischen Membran
verursacht. Gleichzeitig bindet das L—Glutamat an den NMDA-Rezeptor und bewirkt bei ihm
eine Konformitatsdnderung. Erst im Anschluss an diese Depolarisation und
Konformitatsanderung kann ein Co—Agonist wie Glycin oder D-Serin an die Glycin-
Bindungsstelle des NMDA-Rezeptors binden (Panatier, Theodosis et al. 2006) und es kommt
zu einer Aufhebung der Blockade durch Mg2+ und somit zum Ca2+-Einstrom (Wyneken,
Marengo et al. 2004). Diese Vorraussetzung mehrerer, gleichzeitiger Ereignisse ist
ungewdhnlich und fuhrt zu der Annahme, dass die betroffenen Synapsen ausgesprochen
haufig gebraucht werden. Eine solche Erh6hung der Leitfahigkeit des NMDA—-Rezeptors wird
als langfristige Steigerung der synaptischen Plastizitdt (Long—Term—Potentiation = LTP)
bezeichnet und gilt als Grundlage fur Lernen und Gedachtnisbildung (Bliss and Collingridge
1993; Malenka and Nicoll 1993; Wyneken, Marengo et al. 2004).
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Abb. 1: Der NMDA—-Rezeptor: Die physiologische Blockade des Rezeptors durch Mg2+ wird durch das Eintreten
von drei Ereignissen aufgeldst: 1. Die Anlagerung von Glutamat am benachbarten AMPA—-Rezeptor fihrt zur
Depolarisation der Membran 2. Die Anlagerung von Glutamat am NMDA-Rezeptor fihrt zur Kanaléffnung 3. Die
Anlagerung von Glycin / D-Serin am Glycin-Rezeptor als obligative Parallelreaktion. Erst nach Eintritt dieser drei
Ereignisse diffundiert Mg2+ aus dem Kanal des Rezeptors und es kommt zum Einstrom von Ca2+, Na+ und K+.
Phencyclidine ist ein kompetitiver Antagonist des NMDA — Rezeptors und blockiert, &hnlich wie MK-801, den
Kanal des Rezeptors. (Mit freundlicher Genehmigung von Dr. Schiffelholz, frei nach Nature Vol.361:31-39 Ciba
found symp164:176-196)

Der NMDA—-Rezeptor ist die zentrale Schaltstelle fir die exzitatorische Glutamat—Freisetzung
im gesamten ZNS und hat daher besonderen Einfluss auf die normale Hirnfunktion (Gardoni
and Di Luca 2006). Eine Reihe von ZNS-Erkrankungen wird mit einer Fehlfunktion des
NMDA-R-Systems in Verbindung gebracht:

- Ischamie

- Epilepsie

- Morbus Huntington

- Morbus Parkinson

- Morbus Alzheimer

- Alkoholismus

- Schizophrene Psychosen



Zur Untersuchung der Funktion des NMDAR'’s werden in der Forschung Antagonisten
eingesetzt. Sie reduzieren oder blockieren die Funktion des NMDA'’s und induzieren sowohl
im Human-, als auch im Tierexperiment der Schizophrenie sehr d&hnliche Symptome. Einer
der am haufigsten verwendeten Antagonisten ist MK-801 (Dizozilpin), ein nicht—-kompetitiver
Antagonist des NMDA—Rezeptors (Svenningsson, Tzavara et al. 2003; Coyle and Tsai 2004,
Stefani and Moghaddam 2005; Rujescu, Bender et al. 2006). Die Applikation von MK-801
induziert kognitive Defizite (Kesslak, Chuang et al. 2003; Stefani and Moghaddam 2005;
Rezvani, Tizabi et al. 2008), Hypermotilitat, Ataxie oder Stereotypie (Pitsikas, Zisopoulou et
al. 2008), sowie eine Beeintrachtigung der sozialen Interaktion (Matsuoka, Tsunoda et al.
2008). Die vorliegende Arbeit konzentriert sich auf die verhaltensbiologische Beobachtung
der Nachkommen MK-801-behandelter Ratten und ihre Reaktion auf Stress, der ihnen durch
Schwimmen im Forced Swim Test (FST) zugefugt wurde. Das Verhalten der Folgegeneration
behandelter Muttertiere war von zentralem Interesse, weil die Nachkommen von Alkoholikern
und Schizophrenen Patienten ebenfalls haufig Verhaltensauffalligkeiten zeigen. So wurden
bei den Kindern von schizophrenen Mittern deutliche neuromotorische Abweichungen
(McNeil, Harty et al. 1993) und gesteigerte Anzeichen fur Angstbedingtes Verhalten
(Naslund, Persson-Blennow et al. 1984) festgestellt. Chronischer Alkoholkonsum bei
Muttern, der fur eine Blockierung der NMDA—-Rezeptoren sorgt (Yang, Criswell et al. 1996;
Petrakis, Limoncelli et al. 2004), fihrte zu reduzierter Intelligenz bei den Kindern (fetal
alcohol syndrom) (Willford, Leech et al. 2006). Bei Ratten bestétigten zahlreiche Versuche
diese Feststellungen. Wurden Muttertieren geringe Mengen an Ethanol wahrend der
Schwangerschaft appliziert, kam es beiden Nachkommen zu deutlichen Einschrdnkungen in
der rdumlichen und nicht-raumlichen Gedachtnisleistung (Omoto, Seki et al. 1993; Popovic,
Caballero-Bleda et al. 2006) und im Explorationsverhalten (Osborn, Kim et al. 1998). Ferner
zeigten diese Tiere hohere Kortikosteron—Spiegel im Elevated Plus Maze Experiment
(Osborn, Kim et al. 1998). Die erste Generation MK-801 behandelter Ratten wurde in
verschiedenen Versuchsreihnen mehrfach im Open Field (OF) und im Elevated Plus Maze
(EPM) beobachtet. OF und EPM sind klassische Vertreter fur die Beurteilung von Angst und
Erkundungsinteresse (Whimbey and Denenberg 1967; Asano 1986; Carobrez and Bertoglio
2005). Festgestellte Verhaltensstérungen waren bei den MK-801 behandelten Tieren
gesteigerte Aktivitat, eine schlechtere Eingewthnung und eine deutlich reduzierte Erinnerung
im Falle einer Wiederholung des OF (Dai and Carey 1994; Carey, Dai et al. 1998). In einer
anderen Studie konnte gezeigt werden, dass die perinatale subchronische Behandlung von
MK-801 zu einer gesteigerten Aktivitat im OF bei jungen Tieren (30d und 60d alt) fiihrte
(Schiffelholz, Hinze-Selch et al. 2004). Behandelte Ratten zeigten wéahrend der Pubertat bis
zu einem Alter von 60d (Dohler and Wuttke 1975) eine Hyperaktivitat in Form einer

grolReren zuriickgelegten Gesamtstrecke und einer héheren Durchschnittsgeschwindigkeit,



die sich nach der Pubertat im Alter von 90d sprunghaft reduzierte und jetzt geringer war als
bei den Kontrolltieren (Schiffelholz, Hinze-Selch et al. 2004). Ebenso kam es in jenen
Versuchen nach der Pubertat zu einer Abnahme des Aufrichtens und der Aufenthaltsdauer
im Zentrum des OF, sowie zu einer Zunahme der Aufenthaltsdauer in den Ecken, was als
eine Reduktion des Explorationsverhaltens interpretiert werden kann. Im Elevated Plus Maze
(EPM) wurde bei den mit MK-801 behandelten Tieren in allen Altersgruppen eine Reduktion
der Aktivitat im Vergleich zu den Kontrolltieren beobachtet (Schiffelholz et al.
PharmacolBiochemBehav eingereicht und die Arbeit in NeurosciLett). Dementsprechend
waren Dauer und Haufigkeit des Verharrens bei den behandelten Tieren gesteigert. Die
Analyse der Aufenthalte in den jeweiligen Bereichen des EPM ergab in der ersten
Generation MK-801-behandelter Ratten, verglichen mit Kontrolltieren, eine geringere
Gesamtzeit in den geschlossenen Armen vor der Pubertét und langere Aufenthalte in diesen
Bereichen im Alter ab 90 Tagen. Das Korpergewicht bei mit MK-801 behandelten Tieren war
im Alter von 70d um 15% reduziert (Gorter, Titulaer et al. 1991), bei Tieren, die von PD1 bis
PD22 MK-801 und zusétzlich den kompetitiven NMDA-Antagonisten (CGP 39551) bekamen,
um 25%-32% reduziert. Da sich die bisherigen Veroffentlichungen grofdtenteils auf die
Beobachtung junger Tiere vor Ende der Pubertat erstreckten und die Symptomatik der
Schizophrenie meist erst im Erwachsenenalter auftritt (Olney, Newcomer et al. 1999),
konzentrierte sich diese Arbeit auf die Untersuchung von adulten Ratten ab einem Alter von
70 Tagen. Als Vergleichsgruppe dienten Nachkommen von Placebo behandelten Ratten
gleichen Alters. Fur die Untersuchung von altersbedingten Verhaltensanderungen wurden
Tiere bis zu einem Alter von 220 d verhaltensbiologisch analysiert. Zur optimalen Erfassung
der Verhaltensauffalligkeiten wurden die Tiere jeweils vor und nach dem FST in das Open
Field (OF) und das Elevated Plus Maze (EPM) gesetzt und beobachtet. Ein Vergleich der
Versuche vor- mit denen nach dem FST sollte Aufschluss tber die Reaktionen der Tiere auf
Stress geben. Von besonderem Interesse war dabei die Frage, ob die Folgegeneration der
MK-801-behandelten Muttertiere ebenfalls Verhaltensstérungen aufweisen wirde, wie es in

der ersten Generation beobachtet wurde.



2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Fur die Versuche wurden 120 mannliche Wistar Ratten (Charles River, Sulzfeld) verwendet.
Davon stammten 60 Tiere (MK-801 I1l.Gen.) von MK-801 (Dizozilpin) behandelten
Muttertieren (Alter 90 Tage) und 60 Tiere (Kontrollen = Ctrl) von Placebo behandelten
Muttertieren (Alter 90 Tage). Im Alter von 21 Tagen wurden die Jungtiere von der Mutter
abgesetzt und in Gruppen von 3-5 Tieren umgesetzt. Die Haltung der Tiere erfolgte in einem
lichtgeschitzten Raum bei 21+1C unter einem konsta nten Lichtrhythmus Hell:Dunkel mit
12:12 Stunden bei ca. 50 Lux (Licht an um 8.00-20.00 Uhr). Uber den gesamten
Versuchsverlauf ~ (Eingewéhnung, Erholung und Experiment) erhielten die Tiere ein
spezielles Diatfutter (Altromin 1324) in Pelletform in Kombination mit Wasser ad libitum.

Zehn Tage vor Beginn der Versuche wurden die Ratten fir eine optimale Eingewohnung auf
Einzelkafige aus Plexiglas mit visueller und akustischer Kontaktmdéglichkeit. verteilt. In dieser
Zeit wurden das Gewicht und die Aufnahme von Futter und Wasser quantitativ Gber einen

Zeitraum von einer Woche bestimmt.

2.2 Die Behandlung mit MK-801

Alle fur die Experimente notigen Eingriffe entsprachen der aktuellen deutschen
Gesetzgebung zum Tierschutz.

MK-801 (Dizocilpine) ist ein neuroprotektiver und nicht- kompetitiver Antagonist des N-
Methyl-D-aspartat (NMDA) Rezeptors. Der ersten Generation weiblicher Wistar Ratten wurde
vom 6. bis zum 21. Lebenstag Dizocilpine (MK-801; 0,25 mg/kg; SIGMA) geldst in 0,9%iger
NaCl- Losung mit einer intraperitonealen Injektion wahrend der ersten 2 Stunden der
Lichtphase verabreicht. Die Muttertiere der Kontrolltiere bekamen stattdessen 0,9%ige NaCl-
Losung als Placebo. Beide Gruppen weiblicher Ratten wurden im Alter von 90 Tagen mit

unbehandelten M&nnchen verpaart.



2.3 Versuchsablaufe

Im Alter von 70, 100, 130, 160, 190 und 220 Tagen wurden je Altersstufe 9 Kontrollen und 9
Exemplare der Tochtergeneration der mit MK-801-behandelten Tiere (11.Gen. MK-801) fur die
Versuche genutzt. Die Versuche liefen jeweils Uber einen Zeitraum von funf Tagen innerhalb
der ersten zwei Stunden der Lichtphase. Dabei war die Reihenfolge wie folgt:

Tag 1: Open Field Maze (OF 1)

Tag 2: Elevated Plus Maze (EPM 1)

Tag 3: Forced Swim Test (FST)

Tag 4: Elevated Plus Maze (EPM 2)

Tag 5: Open Field Maze (OF 2)

Die Anordnung der Versuche ermdglichte es, den Einfluss von Stress (Forced Swim Test)
auf die Parameter Angst, Neugier und Bewegungsdrang durch einen Vergleich der

Ergebnisse aus OF 1 und EPM 1 mit denen aus OF 2 und EPM 2 zu untersuchen.

2.4 Open Field Maze

Das Open Field Maze ist ein quadratischer Behalter (1 x 1 m) aus dunkelgrauem Kunststoff
mit einer Wandhdéhe von einheitlich 50 cm. Die Bewegungen der Ratten wurden mithilfe einer
Videokamera festgehalten, die mit einem PC und einem Monitor zur direkten Beobachtung
verbunden war. Wahrend des Versuchs wurden die Verhaltensweisen Aufrichten (,rearing®)
und Putzen (,grooming“) vom Versuchsleiter manuell Uber die Tastatur eingegeben. Die
Aufzeichnungen und Auswertungen der Bewegungen erfolgten mit dem Computerprogramm
Etho Vision Basic (Fa. Noldus, Niederlande). Fir eine genauere Analyse des Verhaltens
wurde das Areal der Open Field Maze in Ecken, den Randbereich (Randbereich mit einer
Breite, die etwa der Koérperlange einer Ratte entspricht) und einen Mittelbereich aufgeteilt
(Abb. 2). Folgende Parameter wurden ermittelt: Die zurlickgelegte Gesamtstrecke (m), die
Durchschnittsgeschwindigkeit (cm/sec), die Haufigkeit und die Dauer (sec) der Aufenthalte
der Versuchstiere in den einzelnen Bereichen und die Latenz des ersten Erreichens (sec)
der einzelnen Bereiche. Weiterhin wurden die Verhaltensweisen Aufrichten (,rearing“) und

Putzen (,grooming") offline ausgewertet.



Ecke Ecke

Zentrum

Ecke Ecke

Abb 2: Schema zur Darstellung des Open Field (OF). Einteilung in
Zentrum (geféhrlich), Randbereiche (neutral) und Ecken (sicher)

Randbereich

Abb. 3: 130 Tage alte Wistar — Ratte (MK-801 11.Gen,) in einer Ecke des Open Field (OF)
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2.5 Elevated Plus Maze

Die Plattform des Elevated Plus Maze besteht aus dunkelgrauem Kunststoff und befindet
sich 90 cm Uber dem Boden. lhr Zentrum (15 x 15 cm) ist mit vier Armen (42,5 x 15 cm)
verbunden, von denen zwei eine jeweils 39 cm hohe opalfarbene Seiten — und Endwand
haben. Die offenen Arme sind dagegen ohne Wande ungeschiitzt. Die Aufzeichnungen und
Auswertungen der Bewegungen erfolgten ebenfalls mit dem Computerprogramm Etho Vision
Basic (Fa. Noldus, Niederlande). Fur eine genauere Analyse des Verhaltens wurde das Areal
der Elevated Plus Maze in Zentrum, Offene Arme, Distale Offene Arme, Geschlossene Arme
und Distale Geschlossene Arme aufgeteilt (Abb. 4). Folgende Parameter wurden ermittelt:
Die Gesamtstrecke (m), die Durchschnittsgeschwindigkeit (cm/sec), die Haufigkeit und die
Dauer (sec) der Aufenthalte der Versuchstiere in den einzelnen Bereichen und die Latenz
des ersten Erreichens (sec) der einzelnen Bereiche. Weiterhin wurden wahrend des
Versuchs die Verhaltensweisen Aufrichten (,rearing”), Putzen (,grooming“) und Uber den
Rand der offenen Arme schauen (,head stretching”) vom Versuchsleiter manuell tber die

Tastatur eingegeben und anschliel3end offline ausgewertet.

Distaler
Offener
Arm

Proximaler
Offener
Arm

Distaler
Geschlossener
Arm

Proximaler
Geschlossener
Arm

Proximaler
Geschlossener
Arm

Distaler
Geschlossener
Arm

Zentrum

Proximaler
Offener
Arm

Distaler
Offener
Arm

Abb. 4: Schema zur Darstellung des Elevated Plus Maze (EPM). Einteilung in
Offene Arme (gefahrlich), Zentrum (neutral) und Geschlossene Arme (sicher)
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Abb. 5: 130 Tage alte Wistar — Ratte in einem geschlossenen Arm des Elevated Plus Maze (EPM)
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2.6 Forced Swim Test

Beim Forced Swim Test wurden jeweils ein Kontrolltier und ein MK-801 Il.Gen. Tier
gleichzeitig fur funf Minuten in zylindrische Wasserbehalter (& 15,0 cm) gesetzt und ihr
Verhalten auf Video aufgezeichnet. Zwischen den beiden Behaltern befand sich ein
Sichtschutz. Die Aktivitaten im Wasser wurden aufgeteilt in die drei Kategorien Schwimmen
(struggling), Treiben (floating) und Tauchen (diving) und bei der anschlieBenden
Videoauswertung im Sekundentakt festgehalten. Fur die drei Parameter wurden die Grélien

Gesamtdauer, das erste Einsetzen und die Haufigkeit bestimmt.

2.7 Statistik

Fur die statistische Analyse der unterschiedlichen Verhaltensweisen zwischen den beiden
Versuchsgruppen (Kontrolltiere und MK-801 11.Gen.) wurde der Wilcoxon-Mann-Whitney Test
verwendet. Zum Erkennen altersabhangiger Unterschiede innerhalb der Versuchsgruppen
diente der Kruskal-Wallis Test. Weiterhin wurden bei Bedarf alle Altersgruppen innerhalb
einer Versuchsgruppe paarweise mit dem Dunn Test unter Verwendung der Holm alpha
Korrektur miteinander verglichen. FUr alle Tests wurde p < 0,05 als signifikant festgelegt. Die

Anzahl der Tiere pro Gruppe war n = 9.

2.8 Totung der Tiere

Nach Ablauf der Experimente wurden alle Tiere get6tet und fachgerecht entsorgt.
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3 Ergebnisse

In den nachfolgend beschriebenen Versuchen kam es nur sehr vereinzelt zu direkten
Unterschieden zwischen Kontrolltieren und MK-801 Il.Gen. Deswegen wird in den folgenden
Kapiteln nicht ndher darauf eingegangen, sondern der Fokus auf die Altersentwicklung und

die Reaktion auf Stress (Forced Swim Test) in den beiden Versuchsgruppen gelenkt.

3.1 Physiologie der Tiere

Eine Woche vor Beginn der Versuche wurden alle Ratten gewogen. In den jingeren
Altersgruppen (70d, 100d und 130d) besaRen die Kontrolltiere ein signifikant hdheres
Korpergewicht als die MK-801 II.Gen. Tiere gleichen Alters (Abb. 6a). Das hdhere
Korpergewicht bei den Kontrolltieren stand zum Teil in Verbindung mit einer hoheren
Futteraufnahme im Vergleich zu den MK-801 II.Gen Tieren (Abb. 6b). Im Trinkverhalten

zeigten sich keine Unterschiede zwischen beiden Gruppen.
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70 100 130 160 190 220 70 100 130 160 190 220
Alter der Tiere [Tage] Alter der Tiere [Tage]

Abbildung 6: Kérpergewicht der Tiere (a) und Futteraufnahme der Tiere (b)

B Ctrl, Tag1l A MK-801,Tag 1l
— Signifikanz zwischen 2 Altersstufen der Ctrl (Kruskal-Wallis-Test, p < 0,05; n = 9)
* Signifikanz zwischen 2 Altersstufen der MK-801 I.Gen. (Kruskal-Wallis-Test, p < 0,05; n = 9)
Signifikanz zwischen Ctrl und MK-801 I.Gen. (Wilcoxon-Mann-Whitney-Test, p < 0,05; n = 9)
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3.2 Open Field

3.2.1 Zurickgelegte Distanz

Die zurlickgelegte Gesamtstrecke in der Open Field Maze erfuhr von OF 1 (Open Field
Experiment 1) zu OF 2 (Open Field Experiment 2) nach dem Forced Swimming eine
signifikante Reduktion in beiden Tiergruppen (Abb. 7). Wahrend in der MK-801 II.Gen.
Gruppe diese Veranderungen in allen Altersgruppen ersichtlich waren, beschrankten sie sich
bei den Kontrolltieren auf die alteren drei Gruppen (160d, 190d und 220d). Signifikante
Altersunterschiede innerhalb der Tiergruppen gab es nur bei den Kontrolltieren im OF 2. Hier
sank die zurlckgelegte Gesamtstrecke mit zunehmendem Alter, was sich im Vergleich
zwischen den 70d und den 220d alten, bzw. den 100d und den 220d alten Tieren auch als

signifikant erwies.
4000
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2000 ! LT ]
1 E G Ty

Strecke (cm)

70 100 130 160 190 220 70 100 130 160 190 220
Alter der Tiere [Tage] Alter der Tiere [Tage]

Abbildung 7: Zurickgelegte Gesamtstrecke im OF bei Nachkommen von CTRL- (a) und
Nachkommen von MK-801 behandelten Muttertieren (b)
EmCtr,OF1 OCtrl,OF2 A MK-801,0F1 A MK-801, OF 2
Signifikanz zwischen OF 1 und OF 2 ( Wilcoxon-Test, p < 0,03; n = 9)
— Signifikanz zwischen 2 Altersstufen in OF 1 (Kruskal-Wallis-Test, p < 0,05; n = 9)
+ Signifikanz zwischen 2 Altersstufen in OF 2 (Kruskal-Wallis-Test, p < 0,05; n = 9)

3.2.2 Mittlere Geschwindigkeit

Ahnlich wie bei der zuriickgelegten Gesamtstrecke gab es auch bei der mittleren
Geschwindigkeit der Fortbewegung signifikante Differenzen innerhalb der beiden
Tiergruppen zwischen OF 1 vor und OF 2 nach dem Forced Swimming. Wéahrend in der MK-
801 Il.Gen. Gruppe diese Veradnderungen in allen Altersgruppen vorhanden waren,
beschrankten sie sich bei den Kontrolltieren auf die vier alteren Gruppen (Abb. 8).
Signifikante Altersunterschiede innerhalb der Tiergruppen gab es nur bei den Kontrolltieren

im OF 2. Hier reduzierte sich die mittlere Geschwindigkeit mit zunehmendem Alter, was sich
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im Vergleich zwischen den 70d und den 220d alten, bzw. den 100d und den 220d alten

Tieren auch als signifikant erwies.

15 'b

.
PR
.

=
o
H> L gl
.
.
Pxi
i
.
P
'
'
'
2]
.
.
>

Geschwindigkeit
(cm/sec)
ul
=
=
e
3

70 100 130 160 190 220 70 100 130 160 190 220
Alter der Tiere [Tagen] Alter der Tiere [Tagen]

Abbildung 8: Geschwindigkeit im OF bei Nachkommen von CTRL- (a) und Nachkommen von
MK-801 behandelten Muttertieren (b)

ECtr,OF1 OCtl,OF2 A MK-801,0F1 A MK-801, OF 2
Signifikanz zwischen OF 1 und OF 2 ( Wilcoxon-Test, p < 0,04; n = 9)

— Signifikanz zwischen 2 Altersstufen in OF 1 (Kruskal-Wallis-Test, p < 0,05; n = 9)
Signifikanz zwischen 2 Altersstufen in OF 2 (Kruskal-Wallis-Test, p < 0,05; n = 9)

3.2.3 Verharren

Beim direkten Vergleich der Werte von OF 1 und OF 2 nach dem Wilcoxon-Test zeigte sich
bei den 160 und 190 Tage alten Kontrolltieren eine signifikant verkirzte Latenz bis zum
ersten Verharren im zweiten Experiment, bei den MK-801 I1l.Gen. bestand diese bei den 190

Tage alten Tieren (Daten nicht gezeigt).

3.2.4 Aufenthalt in den Ecken

Die Aufenthaltszeit in den Ecken des Open Fields zeigte im OF 2 nach dem Forced
Swimming eine deutliche Verlangerung gegentber OF 1. Diese war bei den Kontrolltieren
und bei den MK-801 Il.Gen. in allen Altersgruppen signifikant (Abb. 9). Bei den Kontrolltieren
gab es im OF 1 eine Zunahme bei der Aufenthaltsdauer in den Ecken bis zum Alter von 130d
mit anschlieBender Konstanz. Im OF 2 hingegen nahm die Aufenthaltsdauer mit dem Alter

stetig zu und erreichte den Hochstwert im Alter von 220 d.
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Abbildung 9: Gesamtaufenthaltszeit in den Ecken des OF bei Nachkommen von CTRL- (a) und
Nachkommen von MK-801 behandelten Muttertieren (b)

EmCtl,OF1 OCtl, OF2 A MK-801,0F1 A MK-801, OF2
Signifikanz zwischen OF 1 und OF 2 ( Wilcoxon-Test, p < 0,02; n = 9)

— Signifikanz zwischen 2 Altersstufen in OF 1 (Kruskal-Wallis-Test, p < 0,05; n = 9)
Signifikanz zwischen 2 Altersstufen in OF 2 (Kruskal-Wallis-Test, p < 0,05; n = 9)

3.2.5 Aufenthalt in den Randbereichen

Die Differenz zwischen OF 1 vor und OF 2 nach dem Forced Swimming war bei beiden
Versuchsgruppen sehr deutlich (Abb. 10). Statistisch signifikant waren die Kontrolltiere und
die MK-801 II.Gen. in vier Altersgruppen im OF 2 insgesamt langer im Randbereich als im
OF 1. Es konnte bei den Kontrolltieren eine leichte Zunahme der Aufenthaltsdauer im
Randbereich mit steigendem Alter nach dem Forced Swimming festgestellt werden, die bei
den MK-801 Il.Gen. nicht zu beobachten war. Bezlglich der Durchschnittsdauer der
Aufenthalte in den Randbereichen des OF war die deutliche Verlangerung im OF 2
gegenuber OF 1 aufféllig, die bei allen Altersgruppen der Kontrolltiere und bei fast allen bis
auf die der 130d alten Tiere der MK-801 Il.Gen. signifikant war. Innerhalb der Altersgruppen
unterschieden sich auch hier die 220d alten Kontrollen im OF 2 signifikant von den 70d alten
und zeigten damit eine deutliche Verlangerung ihrer Aufenthalte in den Randbereichen mit

steigendem Alter, die bei den MK-801 II.Gen. nicht so ausgepragt vorhanden war.
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Abbildung 10: Gesamtaufenthaltszeit im Randbereich des OF bei Nachkommen von CTRL- (a) und
Nachkommen von MK-801 behandelten Muttertieren (b); durchschnittliche Aufenthaltsdauer Randbereich
des OF bei Nachkommen von CTRL- (c) und Nachkommen von MK-801 behandelten Muttertieren (d).

EmCtr,OF1 OCtl,OF2 A MK-801,0F1 A MK-801, OF 2
Signifikanz zwischen OF 1 und OF 2 ( Wilcoxon-Test, p < 0,03; n = 9)

— Signifikanz zwischen 2 Altersstufen in OF 1 (Kruskal-Wallis-Test, p < 0,05; n = 9)
Signifikanz zwischen 2 Altersstufen in OF 2 (Kruskal-Wallis-Test, p < 0,05; n = 9)

3.2.6 Aufenthalt im Zentrum

Der Vergleich von OF 1 und OF 2 zeigte, dass alle Tiere im OF 2 insgesamt weniger Zeit im
Zentrum verbrachten als in OF 1. Statistisch signifikant wurde diese Differenz bei den
Kontrolltieren und bei den MK-801 II.Gen. in jeweils vier Altersgruppen (Abb. 11). Innerhalb
der Gruppen unterschieden sich nur die 220d alten Kontrollen im OF 2 mit einem signifikant
kurzeren Aufenthalt im Zentrum von den 70d alten. In Bezug auf die Haufigkeit der
Aufenthalte im Zentrum gab es bei den Kontrolltieren im OF 2 ab dem Alter von 130d eine
deutliche Reduzierung, die durch den signifikanten Unterschied zwischen den 70d und den
220d alten Tieren bestatigt wurde. Bei den MK-801 Il.Gen. war diese VerhaltnismaRigkeit
ahnlich und die 130d alten Tiere waren signifikant haufiger im Zentrum als die 220d alten
Tiere. Der Vergleich zwischen OF 1 und OF 2 zeigte, dass Kontrollen und MK-801 I1.Gen. in
fast allen Altersgruppen (nur die 130d alten Tiere beider Gruppen nicht) signifikant seltener
im OF 2 das Zentrum des Open Field betraten. Im statistischen Vergleich zwischen den

verschiedenen Altersgruppen mithilfe des Kruskal-Wallis-Tests zeigte sich bei den MK-801
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[I.Gen., dass es an beiden Versuchstagen zu signifikanten Unterschieden in Bezug auf die
Latenz bis zum ersten Eintreffen im Zentrum des OF kam. In OF 1 zogerten die 70d alten
MK-801 Il.Gen. signifikant langer als die 160d alten, in OF 2 zdgerten die 130d alten MK-801
II.Gen. signifikant lAnger als die 100d alten. Bei den Kontrolltieren kam es zu keinen

signifikanten Beobachtungen.
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Abbildung 11: Gesamtaufenthaltszeit im Zentrum des OF bei Nachkommen von CTRL- (a) und
Nachkommen von MK-801 behandelten Muttertieren (b); Haufigkeit der Aufenthalte im OF bei
Nachkommen von CTRL- (c) und Nachkommen von MK-801 behandelten Muttertieren (d); Latenz bis zum
ersten Aufenthalt im Zentrum des OF bei Nachkommen von CTRL- (e) und Nachkommen von MK-801
behandelten Muttertieren (f)

EmCtr,OF1 OCtl,OF2 A MK-801,0F1 A MK-801, OF 2
Signifikanz zwischen OF 1 und OF 2 ( Wilcoxon-Test, p < 0,04; n = 9)

— Signifikanz zwischen 2 Altersstufen in OF 1 (Kruskal-Wallis-Test, p < 0,05; n = 9)
Signifikanz zwischen 2 Altersstufen in OF 2 (Kruskal-Wallis-Test, p < 0,05; n = 9)
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3.2.7 Putzen

Der direkte Vergleich von OF 1 und OF 2 nach Wilcoxon offenbarte eine signifikante
Zunahme der Gesamtputzzeit nach dem Forced Swimming bei allen Altersgruppen der MK-
801 Il.Gen. und bei den Kontrolltieren im Alter von 70d, 100d, 190d und 220d (Abb. 12).
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Alter der Tiere [Tage] Alter der Tiere [Tage]

Abbildung 12: Gesamtzeit Putzen im OF bei Nachkommen von CTRL- (a) und Nachkommen von MK-801
behandelten Muttertieren (b)

ECtr,OF1 OCtl,OF2 A MK-801,0F1 A MK-801, OF 2
Signifikanz zwischen OF 1 und OF 2 ( Wilcoxon-Test, p < 0,032; n = 9)

— Signifikanz zwischen 2 Altersstufen in OF 1 (Kruskal-Wallis-Test, p < 0,05; n = 9)
Signifikanz zwischen 2 Altersstufen in OF 2 (Kruskal-Wallis-Test, p < 0,05; n = 9)

3.2.8 Aufrichten

Beim Vergleich beider Versuchstage nach Wilcoxon ergab sich, dass sich die Kontrolltiere
aller Altersgruppen im OF 2 signifikant seltener aufrichteten als in OF 1, wéhrend dies bei
den MK-801 II.Gen. im Alter von 100 und 130 Tagen nicht der Fall war. Im OF 2 war bei den
Kontrolltieren eine Reduktion des Aufrichtens mit zunehmendem Alter zu erkennen, das
beim Vergleich der 100d alten Tiere mit den 220d alten signifikant deutlich wurde (Abb. 13).
Die Latenz bis zum erstmaligem Aufrichten war bei den Kontrolltieren nur im Alter von 220
Tagen im OF 2 signifikant spater als im OF 1, wohingegen dies bei den MK-801 Il.Gen. in
fast allen Altersgruppen zu sehen war. Innerhalb der Altersgruppen liel3 sich des Weiteren
feststellen, dass die 70d alten Kontrolltiere im OF 1 langer bis zum erstmaligen Aufrichten
zbgerten als die alteren Tiere. Auch bei den MK-801 Il.Gen. gab es im OF 1 eine starke

Reduktion der Latenz Uber die ersten drei Altersgruppen.
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Abbildung 13: Haufigkeit des Aufrichtens im OF bei Nachkommen von CTRL- (a) und Nachkommen von
MK-801 behandelten Muttertieren (b); Latenz bis zum ersten Aufrichten im OF bei Nachkommen von
CTRL- (c) und Nachkommen von MK-801 behandelten Muttertieren (d).

EmCtr,OF1 OCtl,OF2 A MK-801,0F1 A MK-801, OF 2
Signifikanz zwischen OF 1 und OF 2 ( Wilcoxon-Test, p < 0,04; n = 9)

— Signifikanz zwischen 2 Altersstufen in OF 1 (Kruskal-Wallis-Test, p < 0,05; n = 9)
Signifikanz zwischen 2 Altersstufen in OF 2 (Kruskal-Wallis-Test, p < 0,05; n = 9)

3.2.9 Zusammenfassung

Insgesamt gesehen zeigten die Kontrolltiere und die MK-801 Il.Gen. in den jingeren drei
Altersgruppen ein sehr dhnliches Verhalten in der Open Field Maze. Ungeféhr ab dem Alter
von 130 Tagen &uRRerte sich bei den Kontrolltieren bei vielen Parametern eine verénderte
Reaktion auf Stress (Forced Swimming), die bei den MK-801 II.Gen. nicht gegeben war.
Diese offenbarte sich als deutliche Reduktion in Bezug auf die zurlickgelegte
Gesamtstrecke, die mittlere Geschwindigkeit, sowie in weniger ausgepragter Form als
Zunahme der Aufenthaltszeiten in Rand- und Eckbereichen und Abnahme der Zeit in der
Zentralzone. In Bezug auf das Verharren und das Putzverhalten reagierten die beiden
Versuchsgruppen ahnlich mit einer Verringerung ihrer Aktivitat nach dem Forced Swim Test.
Die Haufigkeit des Aufrichtens im OF wurde von den Kontrolltieren in allen Altersgruppen
nach dem Forced Swimming signifikant reduziert, wéhrend die MK-801 Il.Gen. mittleren

Alters dieses Verhalten nicht signifikant veranderten.
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3.3 Elevated Plus Maze

3.3.1 Zurickgelegte Distanz

Im EPM 2 (Elevated Plus Maze Experiment 2) nach dem Forced Swimming war bei den
Kontrolltieren eine Abnahme der zurlickgelegten Distanz gegentber der von EPM 1 in
beiden Gruppen auffallig (Abb. 14). Diese Differenz war bei den Kontrolltieren und bei den
MK-801 I1.Gen. in jeweils vier Altersgruppen statistisch signifikant. Des Weiteren war bei den
Kontrolltieren im EPM 2 eine Abnahme der zurtickgelegten Distanz ab dem Alter von 160d
feststellbar, die statistisch durch den Vergleich der 220d alten Tiere mit den 100d und den
130d alten als signifikant bestatigt wurde. In EPM 1 gab es hingegen Kkeine
Altersunterschiede. Bei den MK-801 I.Gen. kam es im EPM 2 ebenfalls zu einer

signifikanten Reduktion der zurtickgelegten Distanz ab einem Alter von 160d.
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Abbildung 14: Gesamtstrecke im EPM bei Nachkommen von CTRL- (a) und Nachkommen von MK-801
behandelten Muttertieren (b)

mCtr, EPM1 OCtr, EPM2 A MK-801,EPM1 A MK-801, EPM 2
Signifikanz zwischen EPM 1 und EPM 2 ( Wilcoxon-Test, p < 0,04; n = 9)
— Signifikanz zwischen 2 Altersstufen im EPM 1 (Kruskal-Wallis-Test, p < 0,05; n = 9)
* Signifikanz zwischen 2 Altersstufen im EPM 2 (Kruskal-Wallis-Test, p < 0,05; n = 9)

3.3.2 Mittlere Geschwindigkeit

Im EPM 2 war eine nachlassende Geschwindigkeit in beiden Gruppen gegeniiber dem EPM
1 ersichtlich (Abb. 15). Signifikant war diese bei den Kontrolltieren und bei den MK-801
[I.Gen. in finf bzw. vier Altersgruppen. Weiterhin war bei den Kontrolltieren und den MK-801
[I.Gen. eine stetig nachlassende Durchschnittsgeschwindigkeit im Elevated Plus Maze mit
steigendem Alter ab einem Alter von 160d feststellbar, die jeweils durch den signifikanten

Unterschied zwischen 130d und 220d alten Tieren bestatigt wurde.
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Abbildung 15: Geschwindigkeit im EPM bei Nachkommen von CTRL- (a) und Nachkommen von MK-801
behandelten Muttertieren (b)

ECtr, EPM1 OCtrl, EPM2 A MK-801,EPM1 A MK-801, EPM 2
Signifikanz zwischen EPM 1 und EPM 2 ( Wilcoxon-Test, p < 0,03; n = 9)

— Signifikanz zwischen 2 Altersstufen im EPM 1 (Kruskal-Wallis-Test, p < 0,05; n = 9)
Signifikanz zwischen 2 Altersstufen im EPM 2 (Kruskal-Wallis-Test, p < 0,05; n = 9)

3.3.3 Verharren

Durchschnittlich waren sich Kontrolltiere und MK-801 1l.Gen. an beiden Versuchstagen sehr
ahnlich in Bezug auf die Gesamtzeit, die sie im Elevated Plus Maze verharrten (Abb. 16).
Beim Vergleich der Gesamtzeiten von EPM 1 vor mit denen von EPM 2 nach dem Forced
Swimming fiel auf, dass die Kontrollen nur in 3 Altersgruppen nach dem Wilcoxon-Test
signifikant die Dauer des Verharrens im EPM 2 gesteigert haben, wahrend dies bei den MK-
801 Il.Gen. in 5 Altersgruppen geschah. Im EPM 2 war bei den Kontrolltieren und den MK-
801 I1.Gen. ein verlangertes Verharren im Elevated Plus Maze mit steigendem Alter ab dem
Alter von 160d ersichtlich, das im Vergleich zwischen den 130d und den 220d alten Tieren in
beiden Gruppen signifikant war. Beim Betrachten der Durchschnittsdauer der jeweiligen
Aufenthalte bestatigte der Vergleich der beiden Versuchstage nach dem Wilcoxon-Test, dass
die Kontrollen nur in 3 Altersgruppen signifikant die Durchschnittsdauer der Intervalle fir das
Verharren im EPM 2 gegenuber EPM 1 steigerten, wéhrend dies bei den MK-801 II.Gen. in
fast allen Altersgruppen geschah. Weiterhin fiel im EPM 2 bei den Kontrolltieren ein
verlangertes Verharren im Elevated Plus Maze mit steigendem Alter ab dem Alter von 160d

auf. Bei den MK-801 II.Gen. zeigte sich dies nur in der altesten Gruppe.
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Abbildung 16: Gesamtdauer des Verharrens im EPM bei Nachkommen von CTRL- (a) und Nachkommen
von MK-801 behandelten Muttertieren (b); Durchschnittsdauer Verharren im EPM bei Nachkommen von
CTRL- (¢) und Nachkommen von MK-801 behandelten Muttertieren (d).

ECtr, EPM1 OCtl, EPM2 A MK-801,EPM1 A MK-801, EPM 2
Signifikanz zwischen EPM 1 und EPM 2 ( Wilcoxon-Test, p < 0,03; n = 9)

— Signifikanz zwischen 2 Altersstufen im EPM 1 (Kruskal-Wallis-Test, p < 0,05; n =9)
Signifikanz zwischen 2 Altersstufen im EPM 2 (Kruskal-Wallis-Test, p < 0,05; n = 9)

3.3.4 Aufenthalt in den geschlossenen Armen

Im Vergleich von EPM 1 und EPM 2 mithilfe des Wilcoxon-Tests zeigte sich, dass sich die
Kontrollen nach dem FST in nur drei Altersgruppen (100d, 160d und 220d) signifikant langer
in den geschlossenen Armen aufhielten, wéhrend dies bei den MK-801 I1l.Gen. in 5
Altersgruppen (70d, 100d, 130d, 190d und 220d) der Fall war (Abb. 17). Der statistische
Vergleich der einzelnen Altersgruppen untereinander stellte eine steigende Aufenthaltszeit
der Kontrolltiere in den geschlossenen Armen mit zunehmendem Alter dar, die an beiden
Versuchstagen zwischen den 130d und den 190d alten Tieren signifikant war. Auch in Bezug
auf die Durchschnittszeit der Aufenthalte in den geschlossenen Armen bestétigte sich bei
den Kontrolltieren eine Zunahme mit steigendem Alter. Im EPM 1 war dieser im Vergleich
zwischen 130d und 190d alten Tieren statistisch signifikant. Im EPM 2 gab es einen
sprunghaften Anstieg von 130d auf 160d mit einem anschlieBend konstanten Niveau. Bei

den MK-801 Il.Gen. gab es keine altersgebundenen Veranderungen.
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Abbildung 17: Gesamtaufenthaltszeit in den Closed Arms des EPM bei Nachkommen von CTRL- (a) und
Nachkommen von MK-801 behandelten Muttertieren (b); durchschnittliche Aufenthaltsdauer in den Closed
Arms des EPM bei Nachkommen von CTRL- (c) und Nachkommen von MK-801 behandelten Muttertieren

(d).
W Ctr, EPM1 OCtl, EPM2 A MK-801, EPM1 A MK-801, EPM 2
Signifikanz zwischen EPM 1 und EPM 2 ( Wilcoxon-Test, p < 0,03; n = 9)
— Signifikanz zwischen 2 Altersstufen im EPM 1 (Kruskal-Wallis-Test, p < 0,05; n =9)
Signifikanz zwischen 2 Altersstufen im EPM 2 (Kruskal-Wallis-Test, p < 0,05; n = 9)

3.3.5 Aufenthalt in den distalen geschlossenen Armen

Beide Versuchsgruppen zeigten im EPM 2 einen deutlich langeren Aufenthalt in den distalen
geschlossenen Armen als im EPM 1 (Abb. 18). Signifikant war dieser Unterschied bei den
Kontrollen in vier Altersgruppen, bei den MK-801 II.Gen. in funf Altersgruppen. Die grolite
Auffalligkeit in Bezug auf die Gesamtzeit in den distalen geschlossenen Armen zeigten die
Kontrolltiere, welche sich an beiden Versuchstagen ab dem Alter von 130d sehr viel haufiger
dort aufhielten als die Jingeren. Bei den MK-801 II.Gen. waren keine signifikanten
Altersunterschiede feststellbar. Die Durchschnittsdauer der Aufenthalte in den distalen
geschlossenen Armen war bei den Kontrolltieren in 5 und bei Mk-801 Il.Gen. in 4
Altersgruppen im EPM 2 nach dem Forced Swimming signifikant langer als im EPM 1.
Ebenso hielten sich in beiden Gruppen im EPM 2 die 220d alten Tiere signifikant langer dort
auf als die 130d alten. Beide Gruppen gingen im EPM 2 seltener in die distalen

geschlossenen Arme als im EPM 1, die Kontrolltiere in 3 Altersgruppen signifikant, die MK-
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801 1l.Gen. in 4 Altergruppen. Beziiglich der Haufigkeit der Aufenthalte in den distalen

geschlossenen Armen war

bei

den Kontrolltieren eine altersgebundene Reduktion

feststellbar, bei den MK-801 Il.Gen. gab es keine Altersdifferenzen.
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Abbildung 18: Gesamtaufenthaltszeit in den Distal Closed Arms des EPM bei Nachkommen von CTRL- (a)

und Nachkommen von MK-801 behandelten Muttertieren (b); durchschnittliche Aufenthaltsdauer in den
Distal Closed Arms des EPM bei Nachkommen von CTRL- (c) und Nachkommen von MK-801
behandelten Muttertieren (d); Héufigkeit der Aufenthalte in den Distal Closed Arms des EPM bei
Nachkommen von CTRL- (e) und Nachkommen von MK-801 behandelten Muttertieren (f)

ECtr, EPM1 OCtrl, EPM2 A MK-801,EPM1 A MK-801, EPM 2
Signifikanz zwischen EPM 1 und EPM 2 ( Wilcoxon-Test, p < 0,05; n = 9)
— Signifikanz zwischen 2 Altersstufen im EPM 1 (Kruskal-Wallis-Test, p < 0,05; n =9)

Signifikanz zwischen 2 Altersstufen im EPM 2 (Kruskal-Wallis-Test, p < 0,05; n = 9)

26



3.3.6 Aufenthalt im Zentrum

Die beiden Versuchsgruppen hielten sich im EPM 1 wesentlich l&anger im Zentrum auf als im
EPM 2 (Abb. 19). Statistisch signifikant war diese Differenz nach Wilcoxon bei den
Kontrolltieren und bei den MK-801 II.Gen. in vier Altersgruppen. Im statistischen Vergleich
zwischen den verschiedenen Altersgruppen zeigte sich bei den Kontrolltieren im EPM 2 eine
kontinuierliche Reduktion der Aufenthaltsdauer im Zentrum ab dem Alter von 160d. Bei den
MK-801 II.Gen. war eine solche Entwicklung im EPM 2 nicht feststellbar. Im EPM 1 zeigten
lediglich die 220d alten MK-801 Il.Gen. gegeniber den 100d alten eine kirzere
Aufenthaltsdauer im Zentrum des Elevated Plus Maze. Die Haufigkeit der Aufenthalte im
Zentrum verringerte sich bei beiden Gruppen im EPM 2 gegeniiber EPM 1. Dabei fiel auf,
dass nur die drei altesten Gruppen der Kontrollen im EPM 2 signifikant seltener das Zentrum
betraten als im EPM 1. Die MK-801 II.Gen. taten dies dagegen im Alter von 70, 100, 160 und
220 Tagen. Des Weiteren war bei den Kontrolltieren ein kontinuierlicher Rickgang der
Aufenthalte mit zunehmendem Alter ab 160d erkennbar. Bei den MK-801 II.Gen. war keine

vergleichbare Altersentwicklung zu sehen.
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Abbildung 19: Gesamtaufenthaltszeit im Zentrum des EPM bei Nachkommen von CTRL- (a) und

Nachkommen von MK-801 behandelten Muttertieren (b); Haufigkeit der Aufenthalte im Zentrum des EPM
bei Nachkommen von CTRL- (¢) und Nachkommen von MK-801 behandelten Muttertieren (d).

mCtr, EPM1 OCtr, EPM2 A MK-801,EPM1 A MK-801, EPM 2
Signifikanz zwischen EPM 1 und EPM 2 ( Wilcoxon-Test, p < 0,02; n = 9)

— Signifikanz zwischen 2 Altersstufen im EPM 1 (Kruskal-Wallis-Test, p < 0,05; n = 9)
Signifikanz zwischen 2 Altersstufen im EPM 2 (Kruskal-Wallis-Test, p < 0,05; n = 9)
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3.3.7 Aufenthalt in den offenen Armen

Der Vergleich von EPM 1 und EPM 2 nach Wilcoxon zeigte, dass sich die Gesamtzeit der
Aufenthalte bei den Kontrolltieren in 2 Altersgruppen (70d und 160d) signifikant verkirzte
(Abb. 20). Bei den MK-801 war dies in fast allen Altersgruppen (70d, 100d, 130d, 190d und
220d) deutlich der Fall. Unterschiede beziiglich der Durchschnittsdauer zwischen den beiden
Versuchsgruppen zeigten sich im Vergleich der beiden Versuchstage nach Wilcoxon.
Demnach verringerten die Kontrolltiere ihre Aufenthalte in den offenen Armen im EPM 2
gegenuber EPM 1 in drei Altersgruppen, wohingegen die MK-801 Il.Gen. dies in 4

Altersgruppen taten.
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Abbildung 20: Gesamtaufenthaltszeit in den Open Arms des EPM bei Nachkommen von CTRL- (a) und
Nachkommen von MK-801 behandelten Muttertieren (b); Durchschnittszeit der Aufenthalte in den Open
Arms des EPM bei Nachkommen von CTRL- (¢) und Nachkommen von MK-801 behandelten Muttertieren

(d).
ECtr, EPM1 OCtrl, EPM2 A MK-801,EPM1 A MK-801, EPM 2
Signifikanz zwischen EPM 1 und EPM 2 ( Wilcoxon-Test, p < 0,04; n = 9)
— Signifikanz zwischen 2 Altersstufen im EPM 1 (Kruskal-Wallis-Test, p < 0,05; n = 9)
Signifikanz zwischen 2 Altersstufen im EPM 2 (Kruskal-Wallis-Test, p < 0,05; n = 9)

3.3.8 Aufenthalt in den distalen offenen Armen

Die verbrachte Gesamtzeit in den distalen offenen Armen erfuhr zwischen EPM 1 und EPM 2
eine Reduktion, die sich bei den Kontrollen im Alter von 70d als signifikant erwies, bei den
MK-801 II.Gen. im Alter von 70d und 160d (Abb. 21). Beim Vergleich der Durchschnittsdauer

der Aufenthalte zwischen EPM 1 und EPM 2 innerhalb einer Gruppe fiel auf, dass nur die
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100d alten Tiere der Kontrollen im EPM 2 signifikant seltener die distalen Enden der offenen

Arme betraten als im EPM 1. Die MK-801 Il.Gen. zeigten diesbeziglich keine signifikant

unterschiedlichen Werte. Die Haufigkeit der Aufenthalte reduzierte sich bei beiden Gruppen

in EPM 2 gegenuber EPM 1. Bei den Kontrolltieren war diese in 3 Altersgruppen statistisch

signifikant, bei den MK-801 II.Gen. in 4 Altersgruppen.
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Abbildung 21: Gesamtaufenthaltszeit in den Distal Open Arms des EPM bei Nachkommen von CTRL- (a)
und Nachkommen von MK-801 behandelten Muttertieren (b); Durchschnittsdauer der Aufenthalte in den
Distal Open Arms des EPM bei Nachkommen von CTRL- (c) und Nachkommen von MK-801 behandelten
Muttertieren (d). Haufigkeit der Aufenthalte in den Distal Open Arms des EPM bei Nachkommen von
CTRL- (e) und Nachkommen von MK-801 behandelten Muttertieren (f).

ECtr, EPM1 OCtrl, EPM2 A MK-801,EPM1 A MK-801, EPM 2
Signifikanz zwischen EPM 1 und EPM 2 ( Wilcoxon-Test, p < 0,04; n = 9)

— Signifikanz zwischen 2 Altersstufen im EPM 1 (Kruskal-Wallis-Test, p < 0,05; n =9)
Signifikanz zwischen 2 Altersstufen im EPM 2 (Kruskal-Wallis-Test, p < 0,05; n = 9)



3.3.9 Aufrichten

Nach dem Forced Swimming richteten sich im EPM 2 nur die Kontrolltiere im Alter von 220d
signifikant kirzer auf als im EPM 1 (Abb. 22). Die MK-801 1l.Gen. im Alter von 70d zeigten
dieses Verhalten im EPM 1 signifikant langer als die 190d alten MK-801 II.Gen. Der

Vergleich zwischen EPM 1 und EPM 2 innerhalb einer Gruppe nach Wilcoxon machte in

Bezug auf die Haufigkeit deutlich, dass sich nur die MK-801 II.Gen. in den Altersgruppen von

70 und 160 Tagen im EPM 2 signifikant seltener aufgerichtet haben als im EPM 1, wahrend

die Kontrolltiere unerheblich die Frequenz des Aufrichtens verénderten.
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Abbildung 22: Gesamtzeit des Aufrichtens im EPM bei Nachkommen von CTRL- (a) und Nachkommen
von MK-801 behandelten Muttertieren (b); Haufigkeit des Aufrichtens EPM bei Nachkommen von CTRL-

(c) und Nachkommen von MK-801 behandelten Muttertieren (d).

mCtrl, EPM1 OCtrl, EPM2 A MK-801,EPM1 A MK-801, EPM 2
Signifikanz zwischen EPM 1 und EPM 2 ( Wilcoxon-Test, p < 0,04; n = 9)

— Signifikanz zwischen 2 Altersstufen im EPM 1 (Kruskal-Wallis-Test, p < 0,05; n = 9)

Signifikanz zwischen 2 Altersstufen im EPM 2 (Kruskal-Wallis-Test, p < 0,05; n = 9)
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3.3.10,Kopf strecken*

Der Vergleich von EPM 1 und EPM 2 zeigte, dass fast alle Altersgruppen im EPM 2

insgesamt deutlich seltener ihren Kopf tber den Rand streckten (Abb. 23). Dies erwies sich
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Abbildung 23: Gesamtzeit des Kopf-Streckens im EPM bei Nachkommen von CTRL- (a) und
Nachkommen von MK-801 behandelten Muttertieren (b); Haufigkeit des Kopf-Streckens EPM bei
Nachkommen von CTRL- (c) und Nachkommen von MK-801 behandelten Muttertieren (d); Latenz bis zum
erstmaligen Kopf-Strecken im EPM bei Nachkommen von CTRL- (e) und Nachkommen von MK-801
behandelten Muttertieren (f).

ECtrl, EPM1 OCtl, EPM2 A MK-801, EPM1 A MK-801, EPM 2

Signifikanz zwischen EPM 1 und EPM 2 ( Wilcoxon-Test, p <0,04; n=9)

— Signifikanz zwischen 2 Altersstufen im EPM 1 (Kruskal-Wallis-Test, p < 0,05; n = 9)
Signifikanz zwischen 2 Altersstufen im EPM 2 (Kruskal-Wallis-Test, p < 0,05; n = 9)
bei den Kontrollen in 2 Altersgruppen (100d und 160d) und bei den MK-801 Il.Gen. in 3

Altersgruppen (100d, 130d und 220d) als statistisch signifikant. Der Vergleich zwischen EPM

1 und EPM 2 innerhalb einer Gruppe zeigte eine signifikante Reduktion der Haufigkeit des
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Kopf-Streckens nach dem Forced Swimming bei den Kontrollen in allen Altersgruppen, bei
den MK-801 Il.Gen. nur in 4 Altersgruppen. Der Vergleich zwischen EPM 1 und EPM 2
beziglich der Latenz bis zum Kopfstrecken machte deutlich, dass bei den MK-801 Il.Gen. in
2 Altersgruppen (160d und 190d) im EPM 2 ein signifikant langerer Zeitraum bis zum
erstmaligen Kopfstrecken bestand. Bei den Kontrolltieren war keine vergleichbare Signifikanz
feststellbar. Im statistischen Vergleich zwischen den verschiedenen Altersgruppen mithilfe
des Kruskal-Wallis-Tests zeigten sich nur bei den MK-801 I1.Gen. an beiden Versuchstagen
signifikante Unterschiede, wahrend bei den Kontrolltieren ein relativ dhnliches Verhalten in

den verschiedenen Altersgruppen vorkam.

3.3.11Zusammenfassung

In Bezug auf Gesamtstrecke, mittlere Geschwindigkeit und das Verharren im EPM zeigten
beide Versuchsgruppen in sehr ahnlicher Form eine Reduktion ihrer Aktivitdt nach dem
Forced Swimming. Ebenso ahnelten sich die beiden Gruppen in Dauer und Haufigkeit der
Aufenthalte in geschlossenen und distalen geschlossenen Armen des EPM in den jiingeren
drei Altersgruppen. Ungeféhr ab dem Alter von 160 Tagen zeigten die Kontrolltiere dann eine
veranderte Reaktion auf Stress (Forced Swimming), die bei den MK-801 Il.Gen. nicht
gegeben war. Diese offenbarte sich als deutliche Zunahme der Aufenthalte in den
geschlossenen und distalen geschlossenen Armen des EPM. Im Zentrum hielten sich die
MK-801 II.Gen. aller Altersgruppen nach dem Forced Swimming kirzer und seltener auf,
wahrend die Kontrolltiere der jungeren drei Altersgruppen in EPM 1 und EPM 2 ein relativ
ahnliches Verhalten zeigten, ab dem Alter von 160 Tagen aber eine deutlich veranderte
Reaktion auf den Schwimmtest zeigten und signifikant Aufenthaltsdauer und —haufigkeit
verringerten. Bezuglich ihrer Aufenthalte in den offenen und den distalen offenen Armen und
das Aufrichten im EPM reagierten beide Versuchsgruppen auf ahnliche Weise mit einer
Verringerung dieser Verhaltensweisen auf den Forced Swim Test. Die Haufigkeit des ,Kopf
Streckens” Uber den Rand der offenen Arme reduzierten die Kontrolltiere aller Altersgruppen
signifikant nach dem Forced Swimming. Die MK-801 Il.Gen. taten das nur im Alter von 130d
und 190d sehr viel weniger ausgepragt und unterschieden sich damit auch signifikant von
den 70d alten Exemplaren. Weiterhin streckten die MK-801 1l.Gen. der drei &lteren Gruppen
den Kopf im EPM 2 deutlich friiher erstmalig tGiber den Rand als im EPM 1 und taten dies
ebenso an beiden Versuchstagen friher als die 70d und die 100d alten MK-801 Il.Gen.. Das
Verhéltnis der Gesamtaufenthaltszeiten von geschlossenen Armen (CA) gegeniiber distalen
geschlossenen Armen (CAD) anderte sich im EPM 2 durch den vorangegangenen Stress
zugunsten der distalen geschlossenen Arme, die wegen ihrer 3 schitzenden Seitenwéande

maximale Sicherheit versprechen. Im EPM 1 war das Verhéltnis der Gesamtzeit in
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proximalen geschlossenen Armen gegeniiber distalen geschlossenen Armen durchschnittlich
1:22, im EPM 2 war das Verhaltnis von Gesamtzeit in den proximalen geschlossenen

Armen den gegeniber distalen geschlossenen Armen durchschnittlich 1 : 4.
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3.4 Forced Swim Test

3.4.1 Schwimmen

Die Durchschnittsdauer der jeweiligen Schwimmperioden lag in 4 Altersgruppen bei den MK-
801 I1.Gen. hoher als bei den Kontrolltieren und war bei den 190 Tage alten und bei den 220
Tage alten Tieren auch statistisch signifikant (Abb. 24). Bei den Kontrolltieren kam nach dem
Kruskal-Wallis-Test zu signifikanten altersabhé&ngigen Unterschieden. Die 70d alten
Kontrolltiere zeigten sehr lange Schwimmperioden, wahrend diese bei allen alteren Gruppen
kirzer waren, aber ihre Dauer mit zunehmendem Alter doch leicht anstieg. Bei den MK-801

[I.Gen. kam es in fast allen Altersgruppen zu haufigeren Schwimmperioden als bei den
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Abbildung 24: Durchschnittsdauer der Schwimmperioden im FST bei Nachkommen von CTRL- und
Nachkommen von MK-801 behandelten Muttertieren (a); Haufigkeit der Schwimmperioden im FST bei
Nachkommen von CTRL- und Nachkommen von MK-801 behandelten Muttertieren (b).

W Ctrl A MK-801
Signifikanz zwischen Ctrl und MK-801 11.Gen. im FST ( Wilcoxon-Mann-Whitney-Test, p < 0,02; n = 9)
— Signifikanz zwischen 2 Altersstufen der Ctrl im FST ( Kruskal-Wallis-Test, p <0,005; n =9)
=== Signifikanz zwischen 2 Altersstufen der MK-801 1l.Gen. im FST ( Kruskal-Wallis-Test, p < 0,05; n = 9)
Kontrolltieren. Signifikant bestétigten dies die 190 Tage alten Kontrolltiere mit 22-mal im
Gegensatz zu den gleichaltrigen MK-801 II.Gen. mit durchschnittlich 14-mal. Beim Vergleich
der Haufigkeit der Schwimmperioden zwischen den Altersgruppen kam es bei den

Kontrolltieren nach dem Kruskal-Wallis-Test zu deutlich signifikanten Altersschwankungen,
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wahrend dieser bei den MK-801 Il.Gen. mit entsprechendem p-Wert von 0,06 eher

unauffallig war.

3.4.2 Zusammenfassung

Zusammengefasst gab es beim FST wenige und sehr vereinzelte Unterschiede, welche
keine klaren Interpretationen bzgl. der Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen
oder der Altersunterschiede innerhalb der Behandlungsgruppen zulassen. Zusatzlich wurde
das Tauchverhalten und das , Treiben lassen” in Bezug auf Haufigkeit und Dauer untersucht,

fuhrte aber zu keinerlei signifikanten Beobachtungen.
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4 Diskussion

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Im Open Field 2 (OF 2) lie sich als Reaktion auf das Forced Swimming bei Kontrolltieren
und MK-801 II.Gen. eine geringere Gesamtstrecke und Geschwindigkeit als im Open Field 1
(OF 1) feststellen und die Aufenthalte im Zentrum wurden deutlich kirzer und seltener,
wahrend Aufenthaltszeit und —haufigkeit in Rand- und Eckbereichen zunahmen. Ab dem
Alter von 160d war die Zunahme der Aufenthaltszeiten im Rand — und Eckbereich im OF 2
bei den Kontrolltieren deutlich starker ausgepragt als bei den gleichaltrigen MK-801 1l.Gen..
Die Haufigkeit des Aufrichtens im OF wurde von den Kontrolltieren in allen Altersgruppen
nach dem Forced Swimming signifikant reduziert, wéhrend die MK-801 1l.Gen. mittleren
Alters dieses Verhalten nicht signifikant verdnderten. Im Elevated Plus Maze 2 (EPM 2)
zeigten beide Versuchsgruppen in den jingeren drei Altersgruppen in sehr ahnlicher Form
eine Reduktion ihrer Aktivitat nach dem Forced Swimming in Bezug auf Gesamtstrecke,
mittlere Geschwindigkeit und das Verharren. Ebenso &hnelten sie sich in Zunahme von
Dauer und Haufigkeit der Aufenthalte in geschlossenen und distalen geschlossenen Armen
des EPM. Ungefahr ab dem Alter von 160 Tagen offenbarte sich bei den Kontrolltieren eine
deutliche Zunahme der Aufenthalte in den geschlossenen Armen und noch deutlicher in den
distalen geschlossenen Armen des EPM 2, sowie eine entsprechende Verringerung von
Aufenthaltsdauer und -haufigkeit im Zentrum. Bei den MK-801 II.Gen. waren diese
Reaktionen vergleichsweise geringflgig ausgepragt. Die Haufigkeit des ,Kopf Streckens®
Uber den Rand der offenen Arme (,head dipping”) zeigte sich bei den Kontrolltieren nach
dem Forced Swimming deutlicher verringert als bei den MK-801 Il.Gen., die Latenz bis zum
jeweils erstmaligem ,Kopf Strecken” erhoht. Das Verhaltnis der Gesamtaufenthaltszeiten von
geschlossenen Armen (CA) gegeniber distalen geschlossenen Armen (CAD) anderte sich
im EPM 2 durch den vorangegangenen Stress zugunsten der distalen geschlossenen Arme,
die wegen ihrer 3 schitzenden Seitenwadnde maximale Sicherheit versprechen. Im EPM 1
war das Verhéltnis von Gesamtzeit in proximalen geschlossenen Armen gegeniber distalen
geschlossenen Armen durchschnittlich 1 : 2,2, im EPM 2 war das Verhdltnis der Gesamtzeit
in den proximalen geschlossenen Armen gegeniber den distalen geschlossenen Armen
durchschnittlich 1 : 4. Im FST gab es nur wenige und sehr vereinzelte Unterschiede
zwischen den beiden Versuchsgruppen.

Insgesamt waren die Verhaltensreaktionen in der Elevated Plus Maze und im Open Field auf
den Stressor Forced Swimming in den drei jungeren Altersgruppen in beiden Konditionen

sehr ahnlich. Zwischen den Altersstufen 130d und 160d kam es zu einem abrupten Ende
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dieser parallelen Verhaltensentwicklung und die ,normale” Altersentwicklung im Stress-
verhalten der CTRL-Tiere war in den MK-801 Il.Gen. Tieren nur noch rudimentéar oder gar

nicht mehr vorhanden.

4.2 Der NMDA-Rezeptor

Das Krankheitsbild der Schizophrenie ist nach heutigen Kenntnissen durch eine Reihe von
Symptomen gepragt, welche sich in drei Gruppen einteilen lassen. Die Gruppe der
Positivsymptomatik umfasst Symptome wie Halluzinationen, Verwirrung, Wahnvorstellungen
oder psychomotorische Erregung. Die Gruppe der Negativsymptomatik umfasst Symptome
wie Anhedonie, Antriebsmangel, Sprachverarmung oder soziale Isolation. In den letzten
Jahren erweckte eine dritte Gruppe das Interesse der Forschung und Klinik, die Gruppe der
kognitiven Einschrankungen wie Aufmerksamkeitsdefizit oder gestorte
Gedachtnisentwicklung. Obgleich die neuropathologischen Mechanismen der Schizophrenie
noch nicht vollstandig analysiert werden konnten, wird allgemein davon ausgegangen, dass
neben der Hyperaktivitat des dopaminergen Systems eine Fehlfunktion der Signalgebung
durch den N-Methyl-D-Aspartat (NMDA) Rezeptor eine Schlisselrolle bei der Erkrankung
spielt (Humphries, Mortimer et al. 1996; Grimwood, Slater et al. 1999; Olney, Newcomer et
al. 1999; Tsai and Coyle 2002; Harrison and Weinberger 2005). Nach vortibergehender
Behandlung von Neugeborenen Ratten mit dem nicht—kompetitiven NMDA-Antagonist MK-
801 (Dizozilpin) konnte mit Western—Blot—Analyse eine dauerhaft gesteigerte kortikale
Expression der NMDA—-Rezeptor-Untereinheit NMDA-R1 nachgewiesen werden (Abb. 25).
Hier stand die pathologische Veranderung im NMDAR-System in direktem Zusammenhang
mit ante mortem diagnostizierten Einschréankungen der kognitiven Leistungen. Vergleichbare
Erkenntnisse gibt es beim Menschen aus post mortem Studien von Schizophrenie-Patienten,
in denen eine tendenzielle Erhéhung der NMDA- Rezeptoruntereinheit NR1 im superiorem
temporalem Kortex festgestellt werden konnte (Nudmamud-Thanoi and Reynolds 2004).
Andere Experimente wiesen im anterioren cinguldren Cortex eine gesteigerte Expression der
NMDA-Rezeptoruntereinheit NR1C2" nach (Kristiansen, Beneyto et al. 2006). Auf
hirnmorphologischer Ebene fihrte die Behandlung mit MK-801 zu neuronaler Degeneration
im Hippocampus, die sich mikroskopisch nicht von programmiertem Zelltod unterscheiden
lie (Gorter, Titulaer et al. 1991; Gorter, Veerman et al. 1992; Gorter and Brady 1994). Diese
Beobachtungen unterstiitzen die Hypothese einer Fehlfunktion des Hippocampus als
wichtige Ursache fir die Entstehung einer Schizophrenen Erkrankung (Johnson 2005).
Durch Ischamie hervorgerufene neuronale Schaden werden auf eine Ubersteigerte Aktivitéat
der NMDA-Rezeptoren, und damit den UbermaRigen Einstrom von Calcium—lonen in die
Zellen, zurickgefuhrt (Gardoni and Di Luca 2006). Dieser, durch NMDA Rezeptor—

Aktivierung hervorgerufene Calciumeinstrom fuhrt zum Zelltod (Lynch and Guttmann 2002).
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Bestétigt wird diese Annahme durch die Feststellung, dass nicht—kompetitive NMDA-
Antagonisten Schizophrenie—ahnliche Symptome und kognitive Defizite bei Menschen
ebenso wie bei Ratten auslésten (Svenningsson, Tzavara et al. 2003; Coyle and Tsai 2004,
Stefani and Moghaddam 2005; Rujescu, Bender et al. 2006). Diese Defizite bezogen sich bei
perinatal mit MK-801 behandelten Ratten auf das Arbeitsgedachtnis und das raumliche
Gedachtnis (Kesslak, Chuang et al. 2003; Latysheva and Rayevsky 2003; Stefani and
Moghaddam 2005), Hypermaotilitéat / Hyperaktivitat, Ataxie, Stereotypie (Pitsikas, Zisopoulou

et al. 2008) und die Beeintrachtigung sozialer Interaktionen (Matsuoka, Tsunoda et al. 2008).
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Abb. 25: NMDA-R1-Protein im ZNS: Die Expression der NMDA-Rezeptor-Untereinheit NR1 im Kortex von
Ratten verschiedener Altersgruppen bei Tieren, die mit dem NMDA-Antagonist MK- 801 () oder Saline als
Placebo (<) behandelt wurden. Die vorlbergehende, perinatale Behandlung mit MK-801 induzierte einen
langfristigen Anstieg des kortikalen NMDA-R1-Rezeptorproteins. (Mit freundlicher Genehmigung von Dr.
Schiffelholz, frei nach Nature Vol.361:31-39 Ciba found symp164:176-196)

Der NMDA-Rezeptor ist die zentrale Schaltstelle fur die exzitatorische Glutamat—Freisetzung
im gesamten ZNS und hat daher besonderen Einfluss auf die normale Hirnfunktion (Gardoni
and Di Luca 2006). Eine Reihe von ZNS-Erkrankungen werden mit einer Fehlfunktion des
NMDA-Rezeptors in Verbindung gebracht.

Ischéamie: Neuronale Stoérungen, die durch Ischamie verursacht wurden, werden auf eine
exzessive Aktivierung der Glutamat—Rezeptoren zuriickgefiihrt (Gardoni and Di Luca 2006).

Bestétigt wurde diese Annahme durch stark erhohtes, extrazelluldres Glutamat im akut
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ischdmischen Gehirn mit stetigem anschlieendem Absinken und massive, intrazellulare
Calcium—Level, die den Zelltod verursachten (Villmann and Becker 2007).

Epilepsie:  Chronische Veranderungen der NMDA-Rezeptoren werden auch bei
menschlicher Epilepsie vermutet, weil sie als hauptexzitatorisches System und der damit
einhergehenden Informationsverarbeitung in unmittelbarem Kontext mit den Anfallen stehen.
Die Annahme, dass eine gesteigerte Expression der NMDA—Rezeptor—Untereinheit NR2 in
dem betroffenen Hirnareal besteht, nicht aber in den umliegenden Arealen, scheint durch
entsprechende Immunoreaktivitaten bestatigt (Gardoni and Di Luca 2006).

Chorea Huntington: _ Es wurde berichtet, dass sich bei Chorea Huntington das geschadigte

Huntingtin—Gen an das Protein PSD-95 bindet und dieser Komplex eine Hemmung des
NMDA-Rezeptors verursacht (Gardoni and Di Luca 2006).

Morbus Parkinson: _ Die Degeneration der Nigrostriatalen Bahnen bei Morbus Parkinson

(Sherer, Betarbet et al. 2001) hangt unmittelbar mit der Funktion der Glutamat—Rezeptoren
(NMDA—Rezeptoren) im Striatum zusammen, durch deren Manipulation Dyskinesien
behandelt werden kénnen (Hallett, Dunah et al. 2005). Bei den durch L-Dopa verursachten
Dyskinesien wurde eine Umverteilung der NR2B-Untereinheit der NMDA-Rezeptoren
beobachtet (Gardoni and Di Luca 2006). Der schwache NMDA—-Rezeptor—Antagonist
Amantadin wird seit Jahren zur Behandlung von Parkinson verabreicht und gilt als lindernd
bei L-Dopa—induzierten Dyskinesien.

Morbus Alzheimer:  Die bei Morbus Alzheimer zugrunde liegenden, falsch gefalteten

Amyloid-beta Peptide vermindern synaptische Plastizitat und glutamaterge Ubertragung
(Kamenetz, Tomita et al. 2003) und mit zunehmender Ausprdgung der Krankheit wurden
Protein—Level und mMRNA-Expression der NMDA-Rezeptor-Untereinheiten NR1/2B
signifikant reduziert vorgefunden (Mishizen-Eberz, Rissman et al. 2004). Memantin, ein
mafig bindender, nicht—kompetitiver Antagonist des NMDA-Rezeptors, wurde bereits zur
Behandlung sehr schwerwiegender Krankheitsfalle freigegeben (Scarpini, Scheltens et al.
2003).

Alkoholismus:  NMDA—-Rezeptoren haben die mitunter héchste Affinitat zu Ethanol im ZNS

und werden dadurch blockiert (Grant and Lovinger 1995; Vengeliene, Bachteler et al. 2005).
Beim Alkoholismus wird von Veradnderungen an den NMDA-Rezeptoren durch den
UbermaRigen Alkoholkonsum (Petrakis, Limoncelli et al. 2004) ausgegangen, die wesentlich
zur Entwicklung der Abhéangigkeit beitragen (Vengeliene, Bachteler et al. 2005). Bei den
Nachkommen von Mausen, denen wéahrend der Schwangerschaft Ethanol appliziert wurde,
konnten neben kognitiven Defiziten (fetal alcohol syndrome) Veranderungen der NMDA—

Rezeptoren nachgewiesen werden (Toso, Poggi et al. 2005).
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4.3 Interpretation der Ergebnisse

Das Open Field ist ein gangiger Test zur Untersuchung von Erkundungsverhalten und Angst
vor freien, ungeschitzten Flachen (Whimbey and Denenberg 1967; Asano 1986). Die bei
allen Tieren im Open Field 2 (OF 2) als Reaktion auf den Schwimmstress festgestellte
geringere Gesamtstrecke und Geschwindigkeit kann als gesteigerte Vorsicht oder geringeres
Erkundungsinteresse gedeutet werden (Benetti, Andrade de Araujo et al. 2007). Der
subjektive Eindruck gesteigerter Angstlichkeit kann zwar nicht durch Literaturangaben
bestatigt werden, aber Tiere unter anxiolytischer Medikation zeigten signifikant erhdhte
zurlickgelegte Gesamtstrecken und Geschwindigkeiten im OF (Dere, Topic et al. 2002). Es
wird daher angenommen, dass Angst die Ursache flr die reduzierte Aktivitat ist. Sehr viel
ausgepragter zeigte sich die Reaktion auf den Stress beim Aufenthalt in den verschiedenen
Bereichen der OF. Die Tiere hielten sich im OF 2 deutlich kurzer und seltener im Zentrum auf
als im OF 1, wahrend die Aufenthaltszeit und —haufigkeit in den Rand- und Eckbereichen
zunahmen. Da die Rand- und Eckbereiche durch die Seitenwande Schutz versprechen, kann
dieses Verhalten als erhdhte Angst interpretiert werden (Rodgers and Dalvi 1997; Treit and
Menard 1997; Schiffelholz, Hinze-Selch et al. 2004). Die abnehmende Haufigkeit des
Aufrichtens im OF 2 gegenuber dem OF 1 verlief ungeféahr proportional zur Reduktion von
Gesamtstrecke und Geschwindigkeit und kann dementsprechend auf geringeres
Erkundungsinteresse als Folge von gesteigerter Angst zuriickgefiihrt werden. Das Elevated
Plus Maze (EPM) gilt als klassischer Test fur Angst und Erkundung (Carobrez and Bertoglio
2005) und zur Validierung der Reaktion auf Stress (Adamec, Burton et al. 1999). Es ist in
drei Bereiche aufgeteilt, die geschlossenen Arme (sicher), das Zentrum (neutral) und die
offenen Arme (gefahrlich) (Abb. 3). Im Elevated Plus Maze 2 (EPM 2) zeigten beide
Versuchsgruppen in den drei jingeren Altersgruppen in sehr &hnlicher Form eine Reduktion
ihrer Aktivitdt nach dem Forced Swimming in Bezug auf Gesamtstrecke, mittlere
Geschwindigkeit und das gesteigerte Verharren. Diese Herabsetzung der Aktivitat kann auf
zunehmende Angst (Dawson, Crawford et al. 1995), aber auch auf geringeres
Erkundungsinteresse zurtickzufiihren sein (Carobrez and Bertoglio 2005). Wie bereits im OF
2 kann hier der subjektive Eindruck gesteigerter Angstlichkeit nicht durch Daten bestatigt
werden. Verschiedene Arbeitsgruppen sehen aber einen direkten Zusammenhang zwischen
Angst und daraus resultierendem, geringeren Erkundungsinteresse (Rodgers and Cole 1993;
Rodgers and Dalvi 1997). Die signifikant gesteigerten Aufenthaltszeiten in den
geschlossenen Armen nach dem Forced Swimming sprechen flr eine gesteigerte
Angstlichkeit, da ,schitzende” Seitenwande den Eindruck von Sicherheit vermitteln (Rodgers
and Dalvi 1997; Treit and Menard 1997). Die Einteilung der geschlossenen Arme in einen

proximalen und einen distalen Teil erméglichte eine genauere Analyse des Angstverhaltens
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in der EPM (Abb. 4). Durch die drei den distalen Teil umgebenden Wande wird dem Tier in
diesem Bereich ein Maximum an Sicherheit vermittelt. Ungefahr ab dem Alter von 160 Tagen
offenbarte sich bei den Kontrolltieren eine deutliche Zunahme der Aufenthalte in den
geschlossenen Armen und noch deutlicher in den distalen Bereichen der geschlossenen
Arme des EPM 2 sowie eine entsprechende Verringerung von Aufenthaltsdauer und —
haufigkeit im Zentrum. Bei den MK-801 II.Gen. waren diese Reaktionen vergleichsweise
gering ausgepragt. Im Gegensatz zu den MK-801 Il.Gen. Tieren fuhrte der Schwimmstress
bei den CTRL Tieren folglich zu einer massiven Steigerung der Angstlichkeit. Die Haufigkeit
des ,Kopf Streckens” Uber den Rand der offenen Arme (,head dipping®) ist ein weiterer
Parameter zur Erkennung von Angst (Lopes, da Cunha et al. 2007) und zeigte sich bei den
Kontrolltieren nach dem Forced Swimming deutlicher verringert als bei den MK-801 1l.Gen..
Die wenigen und sehr vereinzelten Unterschiede im FST lassen keine klaren Interpretationen
bzgl. der Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen oder der Altersunterschiede
innerhalb der Behandlungsgruppen zu. Insgesamt féllt als Fazit aller Versuche auf, dass sich
die MK-801 Il.Gen. im direkten Vergleich bzgl. der Grundéangstlichkeit nur geringfligig von
den Kontrolltieren unterscheiden. Sehr viel auffalliger ist die Betrachtung der Angstreaktion
nach Stress in Bezug auf das Alter. Bei den Kontrolltieren zeigte sich in vielen
Verhaltensweisen eine beeindruckende Verdnderung ab dem Alter von 160 Tagen, die
derartig bei den MK-801 Il.Gen. nicht auftrat. Dieser Unterschied zwischen den beiden
Versuchsgruppen gibt deswegen erneut Anlass zu der Vermutung, dass bei den MK-801
[I.Gen. eine gestorte Altersentwicklung im Verhalten vorliegt (Schiffelholz, Hinze-Selch et al.
2004).

4.4 Vergleich bisheriger Ergebnisse mit denen aus A kutversuchen

Uber die erste Generation MK-801—-behandelter Ratten liegen verschiedene Ergebnisse aus
Open Field und Elevated Plus Maze vor, die mit denen aus der vorliegenden Arbeit
verglichen werden sollen. 24 Stunden nach akuter Gabe von MK-801 zeigten Ratten / Mause
eine gesteigerte Aktivitat, eine schlechtere Eingewdhnung und eine deutlich reduzierte
Erinnerung im Falle einer Wiederholung des OF (Dai and Carey 1994; Carey, Dai et al.
1998). Tiere, die vom 1. Lebenstag (PD 1) bis PD 22 mit MK-801 und zuséatzlich mit einem
kompetitivem NMDA-Antagonisten (CGP 39551) behandelt wurden, zeigten ebenfalls
signifikant gesteigerte Aktivitat im OF gegenlber Kontrolltieren mit einem Maximum im Alter
von 28 Tagen und anschlieBendem Rickgang (Facchinetti, Ciani et al. 1993). In einer
anderen Studie konnte gezeigt werden, dass die perinatale subchronische Behandlung von
MK-801 zu einer gesteigerten Aktivitat im OF bei jungen Tieren (30d und 60d alt) fiihrte
(Schiffelholz, Hinze-Selch et al. 2004). Im Alter von 60 Tagen erreichen Ratten die
Geschlechtsreife (Dohler and Wuttke 1975) und das Verhalten erfahrt entscheidende
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Umbriche (Laviola, Macri et al. 2003). So zeigten perinatal mit MK-801 behandelte Ratten
wahrend der Pubertat eine Hyperaktivitat in Form einer gréReren zurickgelegten
Gesamtstrecke und einer hoheren Durchschnittsgeschwindigkeit, die sich nach der Pubertat
im Alter von 90d sprunghaft reduzierte und jetzt geringer war als bei den Kontrolltieren
(Schiffelholz, Hinze-Selch et al. 2004). Ebenso kam es in jenen Versuchen nach der Pubertét
zu einer Abnahme des Aufrichtens und der Aufenthaltsdauer im Zentrum des OF, sowie zu
einer Zunahme der Aufenthaltsdauer in den Ecken und des Putzverhaltens. Bei der in der
vorliegenden Arbeit untersuchten zweiten Generation von MK-801 behandelten Muttertieren
waren die Unterschiede im OF zu den unbehandelten Tieren sehr &hnlich, aber vor der
Stressinduktion nicht signifikant. Signifikante Unterschiede gab es nach dem Forced
Swimming zwischen den beiden Gruppen hinsichtlich der Altersentwicklung. Ab dem Alter
von 160d war die Reduktion der Aufenthaltszeiten im Rand— und Eckbereich im OF 2 bei den
Kontrolltieren deutlich starker ausgepragt als bei den gleichaltrigen MK-801 Il.Gen.. Die
Haufigkeit des Aufrichtens im OF wurde von den Kontrolltieren in allen Altersgruppen nach
dem Forced Swimming signifikant reduziert, wahrend die MK-801 Il.Gen. mittleren Alters
dieses Verhalten nicht signifikant veranderten. Vergleichbare Studien Uber Effekte in der
ersten Generation sind bis dato nicht beschrieben. Im Elevated Plus Maze (EPM) wurde bei
den mit MK-801 behandelten Tieren in allen Altersgruppen eine Reduktion der Aktivitt im
Vergleich zu den Kontrolltieren beobachtet (Baier, Blume et al. 2009 Dementsprechend
waren Dauer und Haufigkeit des Verharrens bei den behandelten Tieren gesteigert. Die
Analyse der Aufenthalte in den jeweiligen Bereichen des EPM ergab in der ersten
Generation MK-801-behandelter Ratten, verglichen mit Kontrolltieren, eine geringere
Gesamtzeit in den geschlossenen Armen vor der Pubertét und langere Aufenthalte in diesen
Bereichen im Alter von 90 Tagen. In der hier untersuchten zweiten Generation konnten diese
Beobachtungen nur andeutungsweise, aber nicht signifikant, nachgewiesen werden. Die
Kontrolltiere zeigten in den Versuchen mit der ersten Generation ab dem Alter von 120
Tagen einen deutlichen Rickgang von Geschwindigkeit und Gesamtstrecke, der bei den
MK-801-behandelten Tieren nicht auftrat. Bei den im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten
Versuchen im EPM kam es zu einem &hnlichen Verhaltensumbruch wie in den oben
genannten Experimenten ab dem Alter von 160 Tagen, der bei gleichaltrigen, von
behandelten Muttertieren abstammenden Tieren nicht auftrat. Sowohl im EPM als auch im
OF fiuhrte die perinatale Gabe von MK-801 zu einer Reduktion bzw. Verhinderung
altersbedingter Veranderungen im Angstverhalten der behandelten Tiere. Uberraschend und
neu ist die Tatsache, dass sich die Einflisse auf die altersbedingte Entwicklung des
Angstverhaltens auch auf die zweite, nicht behandelte Folgegeneration der behandelten
Muttertiere Ubertrugen. Dies gilt auch fir die Entwicklung des Korpergewichts, das ab dem

Alter von 60 Tagen bei der ersten Generation behandelter Tiere signifikant niedriger war
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(Schiffelholz, Hinze-Selch et al. 2004). In einer anderen Versuchsreihe war das
Korpergewicht bei mit MK-801 behandelten Tieren war im Alter von 70d um 15% reduziert
(Gorter, Titulaer et al. 1991), bei Tieren, die von PD1 bis PD22 MK-801 und zusétzlich den
kompetitiven NMDA-Antagonisten (CGP 39551) bekamen, um 25% - 32% reduziert
(Facchinetti, Ciani et al. 1993). In den Versuchen der vorliegenden Arbeit bestatigten sich
diese Beobachtungen, obwohl die betroffenen Tiere selbst nicht, sondern nur ihre Muttertiere
mit MK-801 behandelt worden waren. Die 70d alten MK-801 Il.Gen. wogen 12% weniger als
die gleichaltrigen Kontrolltiere, die 100d und die 130d alten MK-801 II.Gen. wogen 14%
weniger.

Zusammengefasst lassen die verhaltensbiologischen und physiologischen Untersuchungen
vermuten, dass sich die festgestellten Effekte auf die altersbedingte Entwicklung des
Angstverhaltens durch die Behandlung mit MK-801 bei akut behandelten Tieren Uber die
Muttertiere auf die zweite, nicht behandelte Generation Ubertragen. Auf die mdglichen

Hintergriinde bzw. Ursachen wird noch einzugehen sein.

4.5 Einfluss von Stress versus Habituation

Mit der Reihenfolge der Versuche sollte der Einfluss des Forced Swimming als massiver
Stressfaktor auf das Verhalten der Tiere untersucht werden. Der Forced Swim Test (FST) gilt
als klassischer Test zur Untersuchung depressiven Verhaltens (Pedreanez, Arcaya et al.
2006), kann aber auch als Stressfaktor sehr gut eingesetzt werden (Lino-de-Oliveira, De
Lima et al. 2002; Finn, Marti et al. 2003). Kritisch zu beachten ist bei der angewandten
Versuchsreihe die Tatsache, dass eine Wiederholung von Verhaltenstests wie OF oder EPM
bereits zu einem verdnderten Verhalten der Tiere fuhren kann. Zurtickgefihrt wird das auf
Gewodhnungseffekte (Hlinak, Gandalovicova et al. 2005) und ein daraus resultierendes,
reduziertes Erkundungsinteresse (Thiel, Huston et al. 1998). Bei den Beobachtungen in OF 2
und EPM 2 kam es also darauf an, die Einflisse auf das Verhalten, hervorgerufen durch den
FST, von den Wiederholungseffekten zu unterscheiden. Letztere auf3ern sich in erster Linie
in einer geringeren zurtickgelegten Distanz (Dawson, Crawford et al. 1994), einer geringeren
Geschwindigkeit (Lau, Ngan et al. 2005) und haufigerem Verharren. Stress dagegen sorgt
fur ein gesteigertes Angstverhalten (Sevgi, Ozek et al. 2006), welches zur Vermeidung von
Risiken (Risk Assessment) fihrt (Rodgers and Dalvi 1997; Lopes, da Cunha et al. 2007).
Daher kann Stress, und damit Angst, also ebenso zu einem scheinbar geringeren
Erkundungsinteresse fuhren, indem die Tiere aufgrund der Risikovermeidung geringere
Strecke und Geschwindigkeit, sowie haufigeres und langeres Verharren, offenbaren.
Umgekehrt wird darliber berichtet, dass eine anxiolytische Medikation signifikante Steigerung
von Gesamtstrecke und Geschwindigkeit bewirkte (Dere, Topic et al. 2002). Im Open Field

wurden als unmittelbare Folge von Stress verminderte Aufenthalte in ungeschitzten
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Bereichen (Zentrum des OF) und das Bevorzugen von schitzenden Ecken und
Randbereichen berichtet (Schoemaker and Smits 1994; Rex, Voigt et al. 1998). Diese
Angaben bestatigten sich im Rahmen unserer Versuchsreihe signifikant (Abb. 9-11).
Gesamtstrecke und Durchschnittsgeschwindigkeit waren in unseren Versuchen im OF 2 in
den meisten Altersgruppen signifikant reduziert. Der subjektive Eindruck, dass Stress, bzw.
Angst die Hauptursache fiir diese Reduktion war, kann statistisch nicht bestétigt werden. Als
Erklarung ist dieser Eindruck aber nahe liegender, weil ein Wiederholungseffekt allein
vermutlich nicht zu einer solchen Auspragung der Reduktion gefihrt héatte und das
Erkundungsinteresse durch Stress allein signifikant vermindert werden kann. Das Aufrichten
ist in der Literatur keiner Grundstimmung explizit zugeordnet, sollte aber &hnlich wie
Gesamtstrecke und Durchschnittsgeschwindigkeit beurteilt werden, da es im OF 2
proportional zu beiden Parametern abnahm. Das Putzverhalten wurde dagegen in fast allen
Altersgruppen im OF 2 signifikant gesteigert und gilt in der Literatur als Hinweis fir
vermehrte Angst (Orito, Gotanda et al. 2007). Somit kann der Stress im OF 2 als grof3ter
Faktor fur die Verhaltensveranderungen gesehen werden, weil sich alle veranderten
Parameter darauf zurtickfihren lassen. Im EPM wurde, &hnlich wie im OF, ein signifikant
haufigeres Aufsuchen der schitzenden Bereiche (geschlossene Arme) bei Angst zur
Vermeidung von Risiken festgestellt (Rodgers and Cole 1993), wahrend eine Wiederholung
des EPM ohne zusatzlichen Stress in anderen Arbeitsgruppen lediglich zu eingeschranktem
Erkundungsverhalten und sehr reduzierten Aufenthalten in den offenen Armen fihrte
(Dawson, Crawford et al. 1994; Carobrez and Bertoglio 2005). In den Versuchen dieser
Arbeit wurden die Aufenthalte in den geschlossenen und den distalen geschlossenen Armen
von fast allen Tieren im EPM 2 signifikant verlangert (Abb. 17 u. 18) und das Verhéltnis der
Gesamtaufenthaltszeiten von geschlossenen Armen (CA) gegeniiber distalen geschlossenen
Armen (CAD) anderte sich im EPM 2 durch den vorangegangenen Stress zugunsten der
distalen geschlossenen Arme, die wegen ihrer 3 schitzenden Seitenwande maximale
Sicherheit versprechen. Im EPM 1 war das Verhdltnis der Gesamtzeit in den proximalen
geschlossenen Armen gegenuber den distalen geschlossenen Armen durchschnittlich 1 :
2,2, im EPM 2 war das Verhdltnis von Gesamtzeit in proximalen geschlossenen Armen
gegenuber distalen geschlossenen Armen durchschnittlich 1 : 4. Da die Aufenthalte in den
offenen Armen dieser Versuche kaum verdndert waren, kann der Stress folglich die Ursache
fur die Aufhebung dieser erwartungsgemaRen Reduktion gewesen sein. Ahnliche Berichte
einer Aufhebung der Gewothnungseffekte durch Stress finden sich auch in der Literatur
(Shao, Pan et al. 2007). Das Kopf — Strecken Gber den Rand der offenen Arme dient an sich
der Erkundung. In der Literatur gilt es trotzdem vor Allem als ein wichtiger Indikator fur
Angst—bezogenes Verhalten (Lopes, da Cunha et al. 2007) und erfuhr dem

vorausgegangenen Stress entsprechend eine Verringerung im EPM 2. Zusammengefasst
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erfahren die Veraltensparameter in EPM2 wie schon in OF2 Veranderungen, welche sich in
Anlehnung an die Literatur auf den induzierten Stress bzw. die Angst zurlckfuhren lassen

und nicht als klassische Wiederholungseffekte zu interpretieren sind.

4.6 Altersentwicklung in Bezug auf Stress

Da Ratten die Geschlechtsreife ungefahr mit einem Alter von 60 Tagen erreichen (Dohler
and Wuttke 1975), waren die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Tiere aller
Altersgruppen definitionsgemall erwachsen. Umso interessanter erscheint die Tatsache,
dass bei den erwachsenen Tieren im Alter von 70 bis 220 Tagen hinsichtlich vieler
Parameter im OF und EPM bereits erste Verdnderungen mit zunehmendem Alter erkennbar
waren. Im Verhalten zeigte sich diese Entwicklung besonders in der Stressreaktion, die bei
den Tieren zu einer nachlassenden Aktivitat mit steigendem Alter fihrte, und sehr gut die
Studien anderer Arbeitsgruppen bestatigt (Laviola, Adriani et al. 1999; Benetti, Andrade de
Araujo et al. 2007). Ebenso reagierten die &lteren Tiere mit einem zunehmenden
Angstverhalten und Risikovermeidung (Risk Assessment) auf den Stress (Bessa, Oliveira et
al. 2005). Die zitierten Studien beschreiben groRtenteils Unterschiede zwischen 4 und 15
Monaten alten Ratten. Bis dato gab es keine Untersuchungen einer veranderten Reaktion
auf Stress in den ersten postpubertaren Monaten. Bei einem Altersunterschied von 9
Monaten zwischen den Versuchsgruppen ist schwer nachzuvollziehen, in welchem Alter die
ersten Verhaltensverdnderungen eingetreten sind, und ob sie sich sprungartig oder
schleichend entwickelt haben. In der vorliegenden Arbeit wurden die Tiere zwar nicht bis
zum Alter von 15 Monaten untersucht. Aber ein Zeitraster von 30d zwischen den
Untersuchungen erlaubt eine wesentlich genauere Analyse zum altersabhangigen Verlauf
der Verhaltensveranderungen. Unsere Untersuchungen an Kontrolltieren im Alter von 70 bis
220 Tagen oder 2 bis 7 Monate bestétigten die nachlassende Aktivitdt und ein gesteigertes
Angstverhalten mit zunehmendem Alter, wie es bereits in der Literatur beschrieben wurde.
Zusatzlich lie3 sich wiederholt bei verschiedenen Parametern eine stufenférmige
Veranderung zwischen den Altersstufen 130d und 160d bzw. 4 und 5 Monaten erkennen.
Diese zeigte sich signifikant in Form einer Reduktion der zurtickgelegten Gesamtstrecke und
der Geschwindigkeit in OF 2 und EPM 2, sowie einer Zunahme von Aufenthaltsdauer und -
haufigkeit in den Randbereichen des OF 2 und geschlossenen und distalen geschlossenen
Armen des EPM 2 und einer Abnahme von Haufigkeit und Dauer der Aufenthalte im Zentrum
des EPM 2. All diese Veradnderungen sprechen fir einen klaren altersabhangigen
Entwicklungsschritt im Verhalten der Ratten im Alter zwischen 5 und 6 Monaten. Bei den
MK-801 II.Gen. ist eine vergleichbare altersabhangige Verhaltensentwicklung nicht einmal
ansatzweise feststellbar. Dies spricht flr eine gestérte Altersentwicklung der Nachkommen

behandelter Tiere im Angst- und Stressverhalten, wie sie in &hnlicher Weise bereits in der
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ersten Generation bei den mit MK-801 behandelten Tieren beobachtet wurde (Baier, Blume
et al. 2009 Damit kann die vorliegende Arbeit zum ersten Mal zeigen, dass die nachhaltige
Storung des NMDA-R Systems nicht nur in der ersten, direkt durch die Behandlung
betroffenen Generation zu ausgepragten Verhaltensveranderungen fuhrt (Schiffelholz,
Hinze-Selch et al. 2004). Vielmehr wird ein Teil der ,induzierten Symptomatik* offensichtlich
auch Uber die Muttertiere an die zweite Generation weitergegeben, die keine akute
Behandlung erfahren hat. Auf die moglichen Hintergriinde wird im weiteren Verlauf der Arbeit

eingegangen.

4.7 Zusammenhange der Ergebnisse mit Nachkommen aff  ektiv
erkrankter Menschen

Die Versuche mit der Folgegeneration von MK-801 behandelten Tieren waren deswegen
aufschlussreich, weil die Nachkommen von Alkoholikern und Schizophrenen Patienten
haufig sehr gut vergleichbare Verhaltensauffalligkeiten zeigen. So wurden bei Kindern von
schizophrenen Miittern deutliche neuromotorische Abweichungen (McNeil, Harty et al. 1993)
und gesteigerte Anzeichen fur angstbedingtes Verhalten festgestellt (Naslund, Persson-
Blennow et al. 1984). In einer brasilianischen Bevolkerungsstudie Uber insgesamt 431
Nachkommen (>18 Jahre alt) schizophrener Mutter ergab sich ein mit 67% signifikant
geringeres Durchschnittseinkommen als bei der generellen Bevolkerung mit 76% und der
Anteil unverheirateter Manner war signifikant hoher (Terzian, Andreoli et al. 2007). Eine
andere Studie, in der 15 Nachkommen schizophrener Muitter von der Geburt bis zum
Jugendlichenalter untersucht wurden, bestétigte ein gesteigertes Risiko fir kognitive
Storungen und Aufmerksamkeitsdefizite. Weiterhin zeigten die betroffenen Kinder eine
schlechtere soziale Anpassung, bzw. soziale Abkapselung und gehauft auftretende
Symptome innerhalb des Spektrums der Schizophrenie (Hans, Auerbach et al. 2005).
Offensichtlich sind Nachkommen affektiv erkrankter Menschen haufiger kognitiv und sozial
auffallig. Und es stellt sich die Frage nach einer neurologischen Ursache, die sowohl fur die
physiologischen, als auch fur die psychologischen Symptome verantwortlich sein kdnnte.
Chronischer Alkoholkonsum bei Muttern fuhrt zu reduzierter Intelligenz bei den Kindern (fetal
alcohol syndrom) (Willford, Leech et al. 2006; Servais, Hourez et al. 2007), die auf eine
Verédnderung der GABA— und NMDA-Rezeptoren zuriickgefihrt wird (Toso, Roberson et al.
2006) und eine positive Familienanamnese erhoht das Risiko zur Abhangigkeit (Petrakis,
Limoncelli et al. 2004). Bei Ratten bestatigten zahlreiche Versuche diese Feststellung. Bei
den Nachkommen von Muttertieren, denen einmalig oder wiederholt Ethanol angeboten
worden war, kam es in vielen Hirnarealen zu massiver Apoptose (Olney 2004). Haufigere

Gaben verursachten in anderen Versuchen deutliche Einschrdnkungen im raumlichen

46



Erinnerungsvermogen und im Widererkennen von Gegenstanden (Popovic, Caballero-Bleda

et al. 2006), sowie verringerte rAumliche Lernfahigkeit (Omoto, Seki et al. 1993).

4.8 Maternal Behaviour / Mitterliches Pflegeverhalt  en

Die untersuchten Tiere entstammten zur einen Halfte von mit MK-801 (Dizozilpin)
behandelten Muttertieren (Alter 90 Tage) und zur anderen Halfte von mit Placebo
behandelten Muttertieren (Alter 90 Tage). Im Alter von 21 Tagen wurden die Jungtiere von
der Mutter abgesetzt. Rekapituliert man die lang anhaltenden Einflisse einer
pharmakologischen Stérung der Entwicklung des NMDA-R Systems im frihen Kindesalter,
so ist eine unterschiedliche Pragung der zweiten Generation bei den Versuchsgruppen sehr
nahe liegend und muss als wichtiger Einflussfaktor auf das spéatere Verhalten der Tiere
gesehen werden. Bei Ratten wurde die Bedeutung der Verhaltensweisen Lecken (licking)
und Putzen (grooming) (LG) der Jungtiere sowie Saugen mit gebogenem Rucken (arched-
back nursing, ABN) als klassische Vertreter fir mutterliche Firsorge in vielen Studien
untersucht. Eine Verdnderung oder Manipulation dieser Verhaltensweisen fiihrte wiederholt
zu veranderten Reaktionen auf Stress (Caldji, Tannenbaum et al. 1998; Francis, Diorio et al.
1999; Caldji, Diorio et al. 2000; Caldji, Diorio et al. 2003; Champagne, Francis et al. 2003).
Je mehr Aufmerksamkeit (LG, ABN) die Jungen von ihrer Mutter bekamen, desto weniger
angstlich waren sie als ausgewachsene Tiere in einer neuen Umgebung (Treit and Menard
1997; Caldji, Tannenbaum et al. 1998; Uriarte, Breigeiron et al. 2007) oder bei
Stressversuchen mit Stromschlagen (Treit and Menard 1997). Andersherum bekamen
angstliche Muttertiere stressempfindlichere Nachkommen (Cameron, Champagne et al.
2005) und die Fursorglichkeit der Muttertiere Ubertrug sich auf deren weibliche
Nachkommen, die ihrerseits gegeniber eigenem Nachwuchs ein sehr ahnliches
pathologisches Firsorgeverhalten zeigten (Rowe, Spreekmeester et al. 1998; Francis, Diorio
et al. 1999; Champagne, Francis et al. 2003). Im Rahmen der vorliegenden Studie fiel immer
wieder subjektiv auf, dass das Fursorgeverhalten der MK-801 behandelten Muttertiere
offensichtlich nicht so ausgepragt war wie das der Kontrollmutter. Das betraf die Qualitat des
Nestbauens genauso wie das Zusammenhalten der Nachkommen in den ersten drei
Wochen nach der Geburt. Leider gibt es Uber diese Verhaltensunterschiede keine
Datenerhebungen. Allerdings erganzen diese subjektiven Beobachtungen sehr gut die
verhaltensbiologisch festgestellten Veradnderungen und bestéatigen im Gesamtbild die

Ergebnisse der oben diskutierten Arbeiten.
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4.9 Epigenetik — Vom Phanotyp zum Genotyp

Uber die prazisen Ablaufe in der Epigenetik ist bisher wenig bekannt und deswegen kann
Uber die Ursachen der Parallelen zwischen der ersten und der zweiten Generation MK-801 —
behandelter Ratten nur spekuliert werden. Man sollte dabei versuchen, zwischen
mitterlichem Pflegeverhalten und einer genetischen Weitergabe gewisser Eigenschaften zu
unterscheiden. Bei Mausen wurde bereits nachgewiesen, dass wahrend der
Schwangerschaft verabreichtes Kokain zu epigenomischen Verdnderungen beim
Nachwuchs flhrte, die sich in Form von DNA-Hyper-oder Hypomethylierung présentierten
(Novikova, He et al. 2008). Ein anderer Artikel erlaubt den Rickschluss, dass die Gabe von
MK-801 bei Ratten Einfluss auf die epigenetische Regulierung der Genexpression haben
konnte (Matsuoka, Tsunoda et al. 2008), die sich folglich auch vererben wirde. Zusatzlich
geht man von einem weiteren Mechanismus der epigenetischen Weitergabe eines
Phanotyps aus, der unabhéngig von der DNA ablauft (Rakyan and Beck 2006). Mutterliches
Pflegeverhalten bzw. frihkindliche Erfahrungen kénnen ebenfalls einen Einfluss auf die
Genetik haben. Nachkommen fursorglicher Muttertiere (high LG = high licking—grooming)
hatten bei Stress geringere Plasmaspiegel an Adrenocortikotrophin und Corticosteron sowie
gesteigerte Glukokortikoid Rezeptor mRNA im Hippocampus als jene wenig firsorglicher
Muttertiere (low LG) (Tang, Shimizu et al. 1999). Dies und andere Studienergebnisse lassen
vermuten, dass die miutterliche Firsorge und Pragung die hypothalamisch—hypophyséare
Reaktion auf Stress wesentlich beeinflusst (Treit and Menard 1997; Rowe, Spreekmeester et
al. 1998; Tang, Shimizu et al. 1999). Das mdutterliche Pflegeverhalten in den ersten
Lebenstagen hatte somit einen starken Einfluss auf die Expression der Gene, welche die
endokrinen Reaktionen und das Verhalten der Nachkommen bei Stress regulieren (Rowe,
Spreekmeester et al. 1998). Es ware sicher interessant, nach den epigenetischen
Mechanismen der Ubertragung defizitarer Verhaltensweisen wie in der vorliegenden Arbeit

zu forschen, da sie aus evolutionsbiologischer Sicht nicht immer sinnvoll sind.

4.10 Fazit und Ausblick

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit helfen bei der Kenntnisgewinnung Uber
pathologische Mechanismen von ZNS-Erkrankungen, denen eine Unter- oder Fehlfunktion
des NMDAR Systems zugrunde liegt. Seit einigen Jahren ist bekannt, dass die Blockierung
des NMDA-Rezeptors durch den nicht—-kompetitiven Antagonisten MK-801 (Dizozilpin) zu
Schizophrenie—&hnlichen Verhaltensweisen fihrt. In der vorliegenden Studie konnte erstmals
gezeigt werden, dass diese Verhaltensveranderungen zum Teil auch noch in der
unbehandelten Folgegeneration nachweisbar sind. Diese Parallelen waren zwar im direkten

Vergleich zwischen Kontrolltieren und MK-801 II.Gen. deutlich weniger stark ausgepragt. Der
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Umfang einer gesttrten altersabhéngigen Verhaltensentwicklung als Folge der Behandlung
lie@ sich aber in beiden Generationen gleichermallen signifikant nachweisen. Ferner
reagierten die MK-801 Il.Gen. in vielen Altersgruppen anders auf den Schwimmestress als die
Kontrolltiere. Daraus lasst sich ableiten, dass miutterliches Pflegeverhalten oder
epigenetische Veranderungen zum Ubertragen der Eigenschaften beigetragen haben
mussen, weil die untersuchten Tiere selbst nicht behandelt wurden. AuRerdem kann sich die
bei den Muttertieren kunstlich herbeigefiihrte Blockade der NMDA-Rezeptoren nicht
unmittelbar vererbt haben. Das festgestellte, unterschiedliche miutterliche Pflegeverhalten
zwischen behandelten und unbehandelten Tieren wurde hier nicht dokumentiert. Fir eine
genauere Trennung der Verhaltens- von der epigenetischen Komponente ware deswegen
eine Untersuchung des unterschiedlichen maternalen Pflegeverhaltens von MK-801-
behandelten Muttertieren hilfreich und sollte in einem der nachsten Experimente erhoben

werden.
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5 Zusammenfassung

Manche Erkrankungen des Zentralen Nervensystems, wie z.B. schizophrene Psychosen,
werden auf eine kombinierte Fehlfunktion des dopaminergen und des glutamatergen NMDA~—
Rezeptorsystems zurtickgefuhrt. In Verhaltensexperimenten beim Mensch und im Tiermodell
fuhrte die Blockade des NMDA-Rezeptors durch den nicht—kompetitiven Antagonist MK-801
(Dizozilpin) zu Schizophrenie—ahnlichen Verhaltensweisen. In der vorliegenden Arbeit ging
es um die verhaltensbiologische Beobachtung der Nachkommen von MK-801 behandelten,
weiblichen Ratten (MK-801 I.Gen.) im Vergleich zu Nachkommen der mit einem Placebo
behandelten Muttertiere. Hierfir wurden die Versuchstiere in 6 verschiedenen Altersgruppen
(70d, 110d, 130d, 160d, 190d, 220d) jeweils erstmalig durch eine Testbatterie aus Elevated
Plus Maze Test (EPM), Open Field Test (OF) und Forced Swim Test (FST) gefuhrt. Im
Anschluss an den FST wurden erneut EPM- und OF-Tests durchgefihrt, um die Verhaltens-
reaktionen der Tiere auf den durch das Schwimmen induzierten Stress zu untersuchen.
Dabei wurden Durchschnittsgeschwindigkeit, Gesamtstrecke, Aufenthaltsdauer und
-haufigkeit in den verschiedenen Bereichen, Putzverhalten, Aufrichten und viele weitere
Parameter beobachtet, die Aufschluss uber die Angstlichkeit und das Erkundungsverhalten
der Tiere geben sollten. Der durch das Forced Swimming ausgeldste Stress fihrte bei den
Tieren im 2. Open Field und im 2. Elevated Plus Maze zu reduzierter Aktivitat (geringere
zuriickgelegte Distanz und geringere Geschwindigkeit) und zu gesteigertem Angstverhalten
(h&aufigere und langere Aufenthalte in den geschiitzten Bereichen). Zusatzlich zeigte sich bei
den Kontrolltieren eine zunehmende Auspragung dieser Reaktionen auf Stress mit
steigendem Alter mit einem signifikanten Schub zwischen den Altersstufen 130 und 160
Tagen. Bei den MK-801 Il.Gen. war eine vergleichbare verhaltensbiologische
Altersentwicklung in der Stressreaktion nicht nachzuweisen. Diese Unterschiede in der
altersabhangigen verhaltensbiologischen Stressreaktion konnten kirzlich auch fur die Tiere
gezeigt werden, welche eine perinatale subchronische Behandlung mit MK-801 erhalten
hatten. Demnach gibt es eine ausgepragte Ubertragung von verhaltensbiologischen und
altersabhangigen Stérungen von der ersten direkt betroffenen Generation auf deren
Folgegeneration. Ursache hierfir konnten Veranderungen im Brutpflegeverhalten der
Muttertiere oder epigenetische Phanomene sein, die es in der Zukunft genauer zu

untersuchen gilt.
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