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1 Einleitung

1.1 Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse

Die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-(engl. HPA)-Achse besteht aus
dem Nucleus paraventricularis des Hypothalamus (PVN), der Adenhypophyse und
der Nebennierenrinde. Die Aktivierung der HPA-Achse spiegelt im Zusammenspiel
mit dem sympathischen Nervensystem die neuroendokrine Reaktion des
Organismus auf Stress wider. Vasopressin (AVP) und Corticotropin-releasing-
Hormon (CRH) werden aus den Axonterminalen parvozellularer Neuronen des PVN
(Abbildung 1.1: 1) in die Zona externa der Eminentia mediana freigesetzt und
gelangen Uber Portalgefalle zur Adenohypophyse (Antoni 1993). Durch en passant-
Freisetzung aus den Axonen magnozellularer Neurone des PVN, die zur
Neurohypophyse verlaufen, gewinnt magnozellulares AVP (2) Zugang zu den
PortalgefaRen der Adenohypophyse (Holmes, Antoni et al. 1986; Buma and
Nieuwenhuys 1987; Nordmann and Dayanithi 1988; Antoni 1993; Wotjak, Kubota et
al. 1996; Wotjak, Ganster et al. 1998; Wotjak, Ludwig et al. 2002). Aber auch aus
den Axonterminalen magnozellularer Neurone freigesetztes AVP kann uber kurze
PortalgefaRe (3) (engl. short portal vessels) die Adenohypophyse erreichen
(Bergland and Page 1978). An der Adenohypophyse stimuliert AVP und CRH
synergistisch die Freisetzung von ACTH (4), dieses bewirkt wiederum an der
Nebennierenrinde (NNR) die Freisetzung von Kortisol (6) beim Menschen, bzw.
Kortikosteron bei der Ratte. AVP, welches aus magnozelullaren Neuronen im PVN
(5) selber synthetisiert und freigesetzt wird, hemmt die Sekretion von AVP aus
parvozellularen Neuronen in der Adenohyphyse und somit auch die Freisetzung von
ACTH (Pow and Morris 1989; Wotjak, Kubota et al. 1996; Landgraf, Wotjak et al.
1998; Wotjak, Ganster et al. 1998; Morris, Christian et al. 2000; Wotjak, Naruo et al.
2001). Systemisches Kortisol (6), bzw. Kortikosteron wiederum hemmt die Aktivitat
der HPA-Achse Uber einen negativen Feedback-Mechanismus im Sinne eines
geschlossenen Regelkreises. Das HNS-System besteht aus den magnozellularen
Neuronen des PVN, die in der Neurohypophyse AVP und Oxytocin (OXT) (7) aus
den Axonterminalen direkt in den Systemkreislauf des Blutes sezernieren, wo AVP



an den Gefalen zu Vasokonstriktion und in der Niere zu Wasserretention und
Harnkonzentration fuhrt.

Hierbei wird deutlich, dass die HPA-Achse und das HNS-System in enger morpho-
funktioneller Verbindung stehen: Es gibt zahlreiche Madoglichkeiten der
wechselseitigen Beeinflussung beider neuroendokriner Systeme z.B. auf den Ebenen
der Hypophyse und des PVN. Durch die Moglichkeit der Freisetzung von AVP aus
Dendriten, Perikarya/Somata und Axonen (Nordmann and Dayanithi 1988; Pow and
Morris 1989; Ludwig 1998; Morris, Christian et al. 2000; Wotjak, Ludwig et al. 2002;
Engelmann and Ludwig 2004) parvo- und magnozellularer Neurone des PVN in
verschiedene Kompartimente eroffnet sich die Moglichkeit einer sehr fein
abgestimmten hormonellen Regulation der HPA-Achse (Landgraf 1995; Landgraf,
Wotjak et al. 1998; Wotjak, Ganster et al. 1998): Ein- und dasselbe Neuropeptid kann
je nach dem Ort seiner Sekretion und dem Vorhandensein verschiedener
Rezeptoren sogar gegensatzliche Wirkungen entfalten. So fihrt die Intra-PVN-
Freisetzung von AVP zu einer Hemmung der ACTH-Sekretion, wahrend AVP
zusammen mit CRH an der Adenohypophyse selbst die Sekretion von ACTH
stimuliert. Magnozellulare vasopressinerge Neurone kénnen aus Dendriten und dem
Zellsoma AVP freisetzen, wahrend zur gleichen Zeit die Sekretion von AVP am
Axonterminal in der Neurohypophyse blockiert ist (Wotjak, Ganster et al. 1998;
Engelmann and Ludwig 2004).

Zusatzlich zu ihrer Funktion als zentrale Regulatoren der HPA-Achse sind AVP und
CRH sowie ihre Rezeptoren auch in extrahypothalamischen, vor allem limbischen
Hirnarealen vorhanden und dort als Neurotransmitter oder Neuromodulatoren in die

Regulation von emotionalem Verhalten miteinbezogen (Ebner, Wotjak et al. 1999).



Abb. 1.1: Uberblick Uber das HPA- und das HNS-System (mit Modifikationen
ubernommen aus Landgraf et al., 1998). Die Ziffern in der Abbildung entsprechen der
Nummerierung im Text.

1.2 HPA-Achsen-Verdnderungen bei Depression

Veranderungen des HPA-Systems gehdren zu den am besten dokumentierten
neuroendokrinen Veranderungen bei der ,Major Depression® (Holsboer 1995;
Holsboer and Barden 1996; Scott, Medbak et al. 1998), zudem Kkorrelieren die
Aktivitat des HPA-Systems und die Wahrscheinlichkeit an einer Depression zu
erkranken (Holsboer 1999). Klinisch zeigt sich bei Patienten eine verminderte
Supprimierbarkeit von ACTH und Kortisol nach Gabe des synthetischen
Glukokortikoids Dexamethason (DEX) sowie eine paradox erhohte Freisetzung von
ACTH und Kortisol im kombinierten DEX/CRH-Test (Holsboer 2000; Ising, Kunzel et
al. 2005).

Innerhalb dieses prazise abgestimmten neuroendokrinen Regelkreises stimuliert
CRH  synergistisch mit AVP an den  kortikotropen Zellen des
Hypophysenvorderlappens die Freisetzung von ACTH, welches wiederum die
Sekretion von Kortisol an der Nebennierenrinde bewirkt (Abbildung 1.1). Uber einen
negativen RuUckkopplungsmechanismus hemmt Kortisol unter physiologischen

Bedingungen die Synthese von CRH auf der Ebene des Hypothalamus. Zwei
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unterschiedliche CRH-Rezeptor-Subtypen vermitteln die Wirkung von CRH am
Hypophysenvorderlappen und in selektiven Gehirnarealen: CHR-Rezeptor Typ 1
(CRHR1) und CRH-Rezeptor Typ 2 (CRHR2). Hauptverantwortlich fur die
Vermittlung der Effekte von CRH auf das HPA-System (neuroendokrine Effekte) und
auf angstassoziiertes Verhalten ist CRHR1 (Liebsch, Landgraf et al. 1995; Holsboer
1999; Keck and Holsboer 2001; Keck, Welt et al. 2001).

Wahrend einer schweren Depression werden bei 50-70 % der Patienten erhohte
CRH-Konzentrationen im  Liquor cerebrospinalis sowie eine erhdhte
Cortisolkonzentration im Blut gefunden. Auf der Grundlage dieser klinischen Befunde
wurde die ,CRH-Hypothese der Depression® (Nemeroff 1996; Keck and Holsboer
2001) entwickelt. Diese steht fir die Annahme, dass eine Uberexpression des
Neuropeptids CRH im zentralen Nervensystem zum einen die typischen
Beschwerden der Depression auslost, andererseits aber auch verantwortlich ist fur
die miteinhergehende Uberstimulation des neuroendokrinen Systems. Weitere
Hinweise hierfur ergaben sich aus post-mortem Untersuchungen an Gehirnen
depressiver Patienten. So konnte bei diesen im hypothalamischen Nucleus
paraventricularis (PVN) sowie im Locus coeruleus eine signifikant erhohte
Expression von CRH nachgewiesen werden (Austin, Janosky et al. 2003). Neben
CRH spielt auch die hypothalamische Uberexpression von AVP, einem weiteren
hypothalamischen Neuropeptid, eine wichtige Rolle bei der Depressions-assoziierten
Dysregulation des Stresshormonsystems (Keck, Wigger et al. 2002).

Die Wirkung von CRH wird durch Vasopressin, welches nach prolongiertem Stress
und im Alter sowohl beim Menschen als auch beim Nagetier aus CRH-Neuronen im
Hypothalamus vermehrt coexpremiert und freigesetzt wird, moduliert (Antoni 1993;
Tilders, Schmidt et al. 1993; Hatzinger, Wotjak et al. 2000; Keck, Hatzinger et al.
2000). Entsprechend lie3 sich auch im Hypothalamus depressiver Patienten eine
erhohte Anzahl von CRH-Neuronen, die AVP-mRNA koexprimieren, nachweisen
(Raadsheer, Sluiter et al. 1993; Purba, Hoogendijk et al. 1996). Man nimmt an, dass
die UbermaRige Freisetzung von CRH und AVP in das Portalblut der Hypophyse die
Freisetzung von ACTH aus den kortikotropen Zellen der Hypophyse und somit auch
die Freisetzung von Kortikosteroiden aus der Nebennierenrinde erhoht (Scott and
Dinan 2002).

Klinische Verlaufsstudien haben zudem gezeigt, dass sich die pathologische

Uberaktivitit des HPA-Systems zeitlich bereits vor dem Eintritt der klinischen
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Besserung der depressiven Erkrankung normalisiert. Ferner gibt es Hinweise daflr,
dass das Wiederauftreten oder die Persistenz der HPA-Dysregulation mit einem
erhdhtem Risiko fur ein Wiederauftreten der Depression behaftet ist (Holsboer 2000;
Keck and Holsboer 2001). Ein weiterer, sehr wichtiger Hinweis flr eine kausale
Bedeutung der HPA-Dysregulation in der Entstehung und Aufrechterhaltung
affektiver Erkrankungen ist der Befund, dass eine erfolgreiche antidepressive
Pharmakotherapie zu einer Modulation und Normalisierung des dysregulierten
neuroendokrinen Systems fuhrt (Holsboer and Barden 1996; Kunzel, Binder et al.
2003; Ising, Kunzel et al. 2005).

In diesem Kontext konnten Veranderungen von ACTH- und Kortisol/Kortikosteron-
Plasmakonzentrationen durch antidepressive Substanzen sowohl beim Menschen
als auch im Tierexperiment nachgewiesen werden (Reul, Stec et al. 1993; Reul,
Labeur et al. 1994; Heuser, Schweiger et al. 1996; Holsboer and Barden 1996).

1.3 HPA-System und Dex/CRH-Test

Neuroendokrinologische Studien deuten darauf hin, dass eine Hyperaktivitat der
zentralen Freisetzung von CRH und AVP, welche zu einer charakteristischen
peripher messbaren Dysregulation des HPA-Systems fluhrt, eine ursachliche Rolle fur
die Symptomatologie von Affekt- und Angsterkrankungen spielt (Keck and Holsboer
2001). In diesem Zusammenhang wurden einige Veranderungen der Regulation des
HPA-Systems bei der Major Depression nachgewiesen, darunter ein vermindertes
negatives Feedback des HPA-Systems, basale Hyperkortisolamie, verminderte
Suppression des HPA-Systems durch das synthetische Korikosteroid Dexamethason
und paradoxe Stimulation der Freisetzung von ACTH durch CRH nach
Vorbehandlung mit Dexamethason (Holsboer and Barden 1996; Holsboer 2000). Bei
der Depression hat sich der kombinierte Dex/CRH-Test, bei welchem mit
Dexamethason oral vorbehandelte Probanden eine einzelne Dosis CRH intravends
verabreicht bekommen, als der sensitivste Test zur Abbildung einer veranderten
Regulation des HPA-Systems erwiesen. Abhangig von Alter und Geschlecht zeigen
bis zu 90% der depressiven Patienten neuroendokrine Veranderungen (Heuser,
Yassouridis et al. 1994). Ferner stimmen die Resultate aus Studien, die den
Dex/CRH-Test gebrauchen, nicht nur damit Gberein, dass eine Normalisierung der
ursprunglichen Dysregulation dem Ansprechen auf eine Therapie vorausgeht,

sondern untermauern auch die Annahme, dass eine persistierende Abnormalitat des
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HPA-System mit Chronizitat und Wiederauftritt der Erkrankung korrelieren (Heuser,
Schweiger et al. 1996; Zobel, Yassouridis et al. 1999; Kunzel, Binder et al. 2003). Da
die Aktivierung von Kortikosteroidrezeptoren die Synthese und Freisetzung von CRH
und ACTH aus dem PVN im Hypothalamus unterdriicken (De Kloet, Vreugdenhil et
al. 1998), stehen diese Ergebnisse in einer Linie mit der Hypothese der funktionell
gestorten Signaltransduktion der Kortikosteroidrezeptoren sowohl bei depressiven
Patienten (Modell, Yassouridis et al. 1997) als auch bei gesunden Personen mit
einem genetischen Risiko fur Depression (Holsboer 1995; Modell, Lauer et al. 1998;
Holsboer 2000).

1.4 Selektiv geziichtete HAB/LAB-Tiere und der Dex/CRH-Test

Da die Mechanismen, die der abnormen Reaktivitat des HPA-Systems bei Patienten
mit psychiatrischen Storungen zugrunde liegen, nicht vollstandig geklart sind, bedarf
es Untersuchungen an geeigneten Tiermodellen um den vermuteten Zusammenhang
zwischen diesen Erkrankungen und Veranderungen in der Regulation des HPA-
Systems weiter aufzudecken. Nach mehreren Generationen selektiver Zichtung
gelang es am Max Planck-Institut fir Psychiatrie zwei Wistar Rattenzuchtlinien zu
etablieren, die sich deutlich und konstant bezuglich ihrer angeborenen Emotionalitat
unterscheiden (Liebsch, Linthorst et al. 1998; Liebsch, Montkowski et al. 1998;
Landgraf and Wigger 2002). Diese Tiere wurden auf der Elevated Plus-Maze (EPM),
einem der am haufigsten genutzten, unkonditionierten Angsttests fur Nagetiere, nach
starkem (high anxiety-related behaviour, HAB) beziehungsweise niedrigem
Angstverhalten (low anxiety-related behaviour, LAB) selektiert. Die Mannchen und
Weibchen dieser zwei Zuchtlinien unterscheiden sich jedoch nicht nur in ihrem
angeborenen Angstverhalten, wie verschiedene Verhaltenstests zeigten (Liebsch,
Montkowski et al. 1998; Henninger, Ohl et al. 2000; Ohl, Toschi et al. 2001), sondern
auch bezlglich ihrer Stressbewaltigungsstrategien: HAB-Ratten zeigen eine
ausgesprochen passivere Stressbewaltigung beim Forced Swim-Test (Liebsch,
Montkowski et al. 1998; Keck, Welt et al. 2001). Dem Forced Swim-Test wird ein
pradiktiver Wert fur die klinische Wirksamkeit einer antidepressiven Behandlung bei
Menschen zugesprochen (Lucki 1997), folglich ist es das passive
Stressbewaltigungsverhalten, das die HAB-Tiere zu einem wertvollen Modell zur
Untersuchung von potentiell antidepressiven Behandlungsstrategien macht.

Interessanterweise geht die starke Emotionalitat der HAB-Tiere mit einer erhdhten
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Anfalligkeit des HPA-Systems gegenuber externen Stressoren einher (Landgraf,
Wigger et al. 1999; Landgraf and Wigger 2002). Daher stellen die HAB-Tiere, die
mehrere charakteristische Symptome und Veranderungen, die auch bei
Angsterkrankungen und Depression zu finden sind, widerspiegeln, ein gutes
Tiermodell dar, um neuroendokrine Veranderungen zu untersuchen.

In den letzten Jahren konnten wir in unserem Labor den Dex/CRH-Test bei Ratten
etablieren und charakteristische Veranderungen bei Alterungsprozessen
nachweisen (Hatzinger, Reul et al. 1996; Hatzinger, Wotjak et al. 2000; Keck,
Hatzinger et al. 2000). Nun untersuchten wir die Freisetzung von ACTH und
Kortikosteron wahrend des Dex/CRH-Tests bei HAB- und LAB-Ratten. Zusatzlich
charakterisierten wir die basale AVP-mRNA-Expression und die basale Freisetzung
von AVP im PVN mit Hilfe von in situ Hybridisierung und in vivo Mikrodialyse. Um die
Rolle von endogenem AVP in der Regulation des HPA-Systems weiter zu ergriinden,
pruften wir den Einfluss eines selektiven AVP Typ 1 (V1) Rezeptorantagonisten auf
die Ausschuttung von ACTH und Kortikosteron wahrend des Dex/CRH-Tests.
Zusatzlich maflen wir die maximale Bindungskapazitat (Bmax) und die relative
Bindungsaffinitat (K4) von Mineralokortikoid- (MR) und Glukokortikoidrezeptoren (GR)
im Gehirn und der Hypophyse um zu klaren, ob Veranderungen dieser Rezeptoren
mit moglichen Defekten des kortikosteroiden Feedbacks eine Rolle in der

veranderten Regulation des HPA-Systems in diesem Tiermodell spielen.

1.5 HAB/LAB-Tiere und Paroxetin

Wenn man annimmt, dass die Normalisierung einer gestorten Regulation des HPA-
Systems ein essentieller Mechanismus antidepressiver Medikamente ist (Holsboer
2000), stellt sich die Frage, welche molekularen Mechanismen dieser Veranderung
zugrunde liegen. Da die Genexpression von CRH und AVP der Regulation durch
Glukokortikoide unterliegt, wird vermutet, dass bei der Major Depression die
kortikosteroidale Signaltransduktion gestért ist und durch Behandlung mit
antidepressiven Medikamenten verbessert wird (Holsboer and Barden 1996; Ma and
Aguilera 1999; Holsboer 2000). Im Gegensatz zu CRH, dessen Genexpression durch
Antidepressiva vermindert wird, konnte dies fur AVP und seine Rezeptoren bisher
nur in einer Studie in vitro, aber nicht in vivo gezeigt werden (Brady, Whitfield et al.
1991; Altemus, Cizza et al. 1992; Butterweck, Winterhoff et al. 2001; Stout, Owens et

al. 2002). Deshalb untersuchten wir den Einfluss von Paroxetin, einem selektiven
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Serotonin-Wiederaufnahmehemmer, der in der Klinik zur Behandlung der Major
Depression verwendet wird, auf die Neuroendokrinologie und das Verhalten im
Tiermodell der HAB- und LAB-Ratten, welche neuroendokrine und
psychopathologische Veranderungen der Depression widerspiegeln und somit
phanotypische, Konstrukt- und pradiktive Validitat vereinen (Landgraf and Wigger
2002).

1.6 Paroxetin und Serotonin

Sowohl das serotonerge System als auch die HPA-Achse spielen eine wichtige Rolle
bei der Regulation von angstlichem und depressionsahnlichem Verhalten (Holsboer
2000; Millan 2003; Porter, Gallagher et al. 2004), die beiden Systeme stehen in
engem funktionellen Zusammenhang und Funktionsstorungen in einem fuhren zu
Fehlfunktionen im anderen (Dinan 1994; McAllister-Williams, Ferrier et al. 1998). Die
zentrale Synthese und Freisetzung von Serotonin wird durch Glukkokortikoide
reguliert. Die nicht unumstrittene Indolaminhypothese affektiver Erkrankungen wird
durch klinische Studien gestutzt, die eine gestorte Serotoninfreisetzung bei Gemuts-
und Angsterkrankungen nachweisen konnten (Mongeau, Blier et al. 1997; Ressler
and Nemeroff 2000; Nemeroff and Owens 2004). Tierstudien zeigten, dass die
zentrale serotonerge Neurotransmission stressabhangig ist (Price, Curtis et al. 1998;
Price and Lucki 2001; Linthorst, Penalva et al. 2002). Der dorsale Hippocampus,
welcher serotonergen Input aus den medianen Raphékernen (MnR) des Mittelhirns
erhalt, spielt nicht nur fir Angst und Depression eine wichtige Rolle, sondern auch fur
die Koordination von neuroendokriner und Verhaltensreaktion auf Stress (Lopez,
Chalmers et al. 1998; Meijer and de Kloet 1998; File, Kenny et al. 2000). Kurzlich
konnte gezeigt werden, dass sich die Muster neuronaler Aktivierung im Hippocampus
nach Exposition auf dem offenen Arm der EPM zwischen HAB- und LAB-Tieren
unterscheiden (Salome, Salchner et al. 2004). Auch Langzeiterhéhungen von CRH
mit nachfolgender Hyperaktivitat des HPA-Systems flhrten zu einer verminderten
Reaktion der serotonergen Ausschuttung im dorsalen Hippocampus auf einen akuten
Stressstimulus (Linthorst, Flachskamm et al. 1997).

Um weitere Einblicke in die bidirektionale Interaktion zwischen HPA-Achse und
Serotonin im Hippocampus zu gewinnen, untersuchten wir den EinfluR von
chronischer Paroxetinbehandlung auf die serotonerge Neurotransmission im

dorsalen Hippocampus mit Hilfe von in vivo Mikrodialyse. Da die Expression des
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meistverbreiteten Serotoninrezeptors im dorsalen Hippocampus, dem 5-HTqa-
Rezeptor, durch die Aktivitat der HPA-Achse beeinflusst wird (Chalmers, Kwak et al.
1993; Meijer, VanOosten et al. 1997; Lépez, Chalmers et al. 1998), fihrten wir
aullerdem eine in situ Hybridisierung durch, um mdgliche Unterschiede zwischen
Paroxetin- und scheinbehandelten HAB- und LAB-Ratten aufzudecken. Zusatzlich
untersuchten wir die Expression von 5-HTa-Rezeptor mRNA im dorsalen Raphékern
(DR) und im MnR, welche die Hauptquellen der serotonergen Innervation des
Vorderhirns darstellen. Da Paroxetin den Serotonintransporter (SERT) blockiert,
interessierte uns die SERT-mRNA und die Bindungsstellen im Hippocampus, DR und
MnR bei behandelten und unbehandelten HAB- und LAB-Tieren. Um einen
maximalen ,therapeutischen® Effekt zu erreichen, wurden die Tiere Uber 10 Wochen

mit Paroxetin behandelt.

1.7 Repetitive transkranielle Magnetstimulation (rTMS)

Die transkranielle Magnetstimulation (TMS) ist eine nicht-invasive und schmerzlose
Methode, die erstmals 1985 in die klinisch-neurophysiologische Diagnostik eingefuhrt
wurde (Barker and Jalinous 1985) Die Stimulation des motorischen Kortex ruft ab
einer individuellen Stimulationsschwelle eine peripher-motorische Antwort in Form
von Muskelaktivitat hervor und ermadglicht ein gezieltes Brainmapping des
motorischen Kortex sowie die Messung seiner neuronalen Konnektivitat und
Erregbarkeit. Ferner ermdglicht TMS die Bestimmung der zentral-motorischen
Leitungszeit kortikofugaler Bahnen sowie der Latenz und Amplitude motorisch
evozierter Potentiale definierter Muskeln (Goldman and Nahas 2000). Wahrend bei
der EinflUhrung der TMS-Methode 1985 nur die Stimulation mit einzelnen Impulsen
(single-pulse) technisch moglich war, kdnnen heute Reizserien mit einer Frequenz
von bis zu 100 Hz (repetitive-pulse) verabreicht werden. Dies eroffnete neue
Mdglichkeiten fur den klinischen Einsatz sowie die Erforschung der Wirkungsweise
der TMS, da offensichtlich einige Wirkungen nur nach repetitiver Stimulation,
vermutlich durch kumulative exzitatorische bzw. inhibitorische Effekte, nachgewiesen
werden konnen (Pascual-Leone, Tarazona et al. 1999). Die derzeit Ublicherweise
angewandte Stimulation liegt im Frequenzbereich von 1-30 Hz.

Definitionsgemals wird von hochfrequenter, repetitiver TMS (rTMS) gesprochen,
wenn Reizserien (>2 Reize) von mehr als 1Hz mit konstantem Interstimulus-Intervall

verabreicht werden (Konsensuskonferenz NINDS, Washington, 1996). Reizserien bis
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1 Hz bezeichnet man als serielle rTMS. Die Funktionsweise der rTMS basiert auf
dem 1831 beschriebenen Prinzip der elektromagnetischen Induktion (Faraday,
1831). Angewendet auf rTMS, wird durch ein sich rasch anderndes Magnetfeld in der
Umgebung einer stromdurchflossenen Stimulatorspule ein elektrisches Feld im
Kortex induziert. Je schneller sich das induzierte Magnetfeld andert, um so starker ist
der Reizeffekt. Die Starke des induzierten elektrischen Stroms ist direkt proportional
der magnetischen Flussdichte in der Reizspule. Der Reizeffekt auf neuronale
Strukturen kommt hierbei nicht durch das Magnetfeld selbst sondern durch die im
Gewebe induzierten Strome zustande. Die lokale Stromdichte und die Leitfahigkeit
des betroffenen Gewebes bestimmen die Ausbreitung des Stroms in der Umgebung
(Cerri, De Leo et al. 1995). Anhand Kernspintomographie(MRI)-basierter
Berechnungen mit Berucksichtigung der Gewebeleitfahigkeit konnen die durch rTMS
induzierten Stromdichteverteilungen im Gewebe dargestellt werden, z.B. bei
linksfrontaler Stimulation an Ratten in Abb. 3.1. (Post and Keck 2001; Keck 2003).
Die Fahigkeit des induzierten Stroms, neuronale Erregung hervorzurufen, hangt von
dem zeitlichen Einfall des Stroms, der Stromrichtung und der Stromstarke ab.
Zunachst kommt es zum transmembrandsen Ladungsaustausch mit Verschiebung
des Membranpotentials Uber die Depolarisationsschwelle, wodurch ein
Aktionspotential ausgelost wird. Anschliessend breitet sich die Erregung entlang der
transsynaptischen Verbindungen aus. Die fur die praklinische und Klinische
Forschung erforderliche Intensitat der rTMS-Applikation wird nach deren biologischer
Effizienz bemessen (Wassermann, Pascual-Leone et al. 1993) und jeweils in Prozent
der Schwelle zur Auslosung motorischer Potentiale, die an kleinen Handmuskeln im
relaxierten Zustand gemessen werden, angegeben (Rossini, Barker et al. 1994).
Inwiefern die Schwelle flr die Erregung des motorischen Kortex jedoch mit der
neuronalen Erregung in anderen Bereichen des Gehirns korreliert, ist nicht bekannt.
Die motorische Schwelle kann auch in Tierstudien bestimmt werden (Muller, Toschi
et al. 2000). Der induzierte Strom kann sowohl exzitatorisch als auch inhibitorisch auf
die jeweilige Kortexregion wirken und somit Hirnregionen auch in ihrer Funktion
hemmen. Dieses Prinzip wird auch zur Untersuchung hdéherer Hirnfunktionen
verwendet (Pascual-Leone, Valls-Sol* et al. 1994; Hallett 2000).

Die Reizgerate sind mit relativ fokalen achtformigen oder nichtfokalen runden
Reizspulen ausgeristet (Saypol et al. 1991). Je nach Stimulator und verwendeter

Reizspule betragen die auftretenden maximalen magnetischen FluRdichten bis zu 2
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Tesla. Der induzierte Strom hangt dabei vom Abstand der Reizspule zum Kopf sowie
ihrer genauen Position ab (De Leo, Cerri et al. 1992).

Anfangs wurde rTMS hauptsachlich in der klinischen Diagnostik fur den Nachweis
von demyelinisierenden Lasionen der Pyramidenbahn, z.B. bei Multipler Sklerose
oder Myelopathien, eingesetzt. In den letzten 10 Jahren entwickelte sich die rTMS zu
einem wichtigen Instrument in der neurologisch-psychiatrischen Forschung und
Therapie. Das experimentelle Anwendungsspektrum der Magnetstimulation umfasst
mittlerweile Erkrankungen wie Depression, Schizophrenie, Parkinson-Syndrome,
Migrane und chronische Schmerzsyndrome (Pascual-Leone, Catala et al. 1996;
George, Lisanby et al. 1999; McNamara, Ray et al. 2001; Padberg and Maller 2003;
Chang 2004). Im Mittelpunkt der Forschung stehen derzeit die
stimmungsaufhellenden Effekte der kortikalen, meist linksprafrontalen Stimulation bei
Patienten mit schwergradiger Depression (major depression) (George, Lisanby et al.
1999; Gershon, Dannon et al. 2003). In einigen Studien zeigte sich die Behandlung
mit rTMS der Elektrokrampftherapie bezuglich der antidepressiven Wirksamkeit
ebenbudrtig (Grunhaus, Schreiber et al. 2003; Fitzgerald 2004). Welche
neurobiologischen Wirkmechanismen fiur die klinische Besserung der depressiven
Patienten eine Rolle spielen, ist bisher nicht genau bekannt. Vorliegende Studien aus
dem Bereich der tierexperimentellen Neuroendokrinologie und Verhaltensforschung
weisen auf eine Beeinflussung von neuronalen Schaltkreisen im Bereich der HPA-
Achse hin (Keck, Engelmann et al. 2000; Keck, Welt et al. 2001; Post and Keck
2001; Hedges, Salyer et al. 2002). Zusatzliche Effekte konnten im Tiermodell auch
auf der molekularen und zellularen Ebene (Post, Muller et al. 1999; Muller, Toschi et
al. 2000) sowie bei depressiven Patienten unter anderem im Bereich der
Hirndurchblutung nachgewiesen werden (Nahas, Lomarev et al. 2001). In
vorhergehenden Studien in unserem Laboratorium konnten wir zeigen, dass links
prafrontale rTMS mit 20 Hertz selektiv die dopaminerge Neurotransmission moduliert
und keinen Einfluss auf die Freisetzung der Monoamine Serotonin und Noradrenalin
hat (Keck, Welt et al. 2003). In der vorliegenden Arbeit untersuchten wir die
Auswirkungen einer Behandlung mit rTMS auf das Verhalten und das HPA-System

anhand des psychopathologischen Tiermodells der HAB- und LAB-Ratten.
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1.8 Prinzip des Forced Swim-Tests

Veranderungen der Freisetzung von AVP, ACTH und Kortikosteron sind wahrend
eines ethologisch relevanten Stressors deutlicher als unter Basalbedingungen zu
beobachten. Besonders geeignet ist dazu der Schwimmstressor, das ,Forced
swimming®, da es sich hierbei um einen kombiniert emotional/physischen Stressor
handelt (West 1990; Abel 1994; Wotjak, Kubota et al. 1996): Eine starke emotional-
psychische Komponente durch den vermeintlichen Uberlebenskampf ist gepaart mit
einer ausgepragt physisch-korperlichen Anstrengung des Tieres. Das Verhalten der
Ratte im Forced Swim-Test kann gut beobachtet und in drei Verhaltensweisen
differenziert werden: ,Struggling®, ,Swimming“ und ,Floating®, ,Struggling“ und
,owimming“ stellen eher aktive Bewaltigungsstrategien dar, wahrend ,Floating“ (=
passives Treiben) im Sinne eines passiven Bewaltigungsverhaltens interpretiert
werden kann (Liebsch, Linthorst et al. 1998; Keck, Engelmann et al. 2000).
Eingefihrt wurde das ,Forced swimming®“ von Porsolt zur Untersuchung der Wirkung
trizyklischer antidepressiver Medikamente (Porsolt, Le Pichon et al. 1977): Die
Abnahme des passiven Stressbewaltigungsverhaltens des Floating korreliert mit der
klinischen Wirkung antidepressiver Substanzen (Porsolt, Le Pichon et al. 1977;
Borsini and Meli 1988). Andere Wissenschaftler interpretieren dagegen in
modifizierten Testversionen eher die Steigerung der aktiven Bewaltigungsstrategien,
insbesondere des Struggling, als einen deutlicheren Hinweis auf die klinische
Wirkung von Antidepressiva (West 1990; Lucki 1997; Keck, Welt et al. 2001), denn
die Immobilitat des Floating ist von Lern- und Gedachtniseffekten beeinflusst (West
1990), insbesondere bei wiederholter Durchfihrung, wie in der Originalversion des
Tests (Porsolt, Le Pichon et al. 1977). Intrazerebral triggert das ,Forced swimming®
innerhalb  hypothalamischer  Kerngebiete (Nucleus supraopticus, Nucleus
paraventricularis) die Freisetzung von AVP, ohne dass jedoch AVP in die
systemische Zirkulation freigesetzt wird (Wotjak, Kubota et al. 1996; Wotjak, Kubota
et al. 1996; Wotjak, Ganster et al. 1998; Engelmann, Wotjak et al. 2000; Engelmann
and Ludwig 2004).
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1.9 Neurogenese

Im Hippocampus verschiedener Saugetiere und auch des Menschen teilen sich
wahrend des gesamten Lebens Vorlauferzellen im Gyrus dentatus und differenzieren
sich zu reifen Neuronen und Gliazellen aus (Eriksson, Perfilieva et al. 1998; Gross
2000; Van Praag, Schinder et al. 2002). Die adulte Neurogenese ist ein dynamischer
Prozess, der durch neuronale Aktivitat und Umweltfaktoren sowohl in positiver als
auch in negativer Weise beeinflusst wird (Gould and Fuchs 2000). Da auch
psychotrope Medikamente und Stressexposition die Neurogenese im adulten
Hippocampus beeinflussen, wurde postuliert, dass die Neurogenese eine wichtige
Rolle sowohl in der Pathophysiologie als auch der Behandlung neurobiologischer
Erkrankungen wie z.B. Depression und posttraumatische Belastungsstérung spielt
(Duman, Malberg et al. 1999; Malberg 2004).

Das Ziel dieser Studie war, herauszufinden, ob eine begleitende Behandlung mit
rTMS einen positiven, stimulierenden Effekt auf die durch psychosozialen Stress
verminderte Proliferation und/oder das Uberleben der neu generierten Neurone im
Gyrus dentatus des Hippocampus hat. Da die Proliferation und das Uberleben der
Kdrnerzellen in hohem MalRRe von der Konzentration der zirkulierenden
Glukokortikoide abhangt, wurde zusatzlich der Einfluss von rTMS auf das HPA-
System, beziehungsweise die Plasmakonzentrationen von ACTH und Kortikosteron

untersucht.
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2 Material und Methoden

2.1 Tiere und Tierhaltung

2.1.1 Normale Wistar Ratten

Als Versuchstiere dienten junge mannliche Wistar Ratten, die von einem
kommerziellen Anbieter (Charles River, Sulzfeld, Deutschland) bezogen wurden
(Alter: 3-4 Monate; n = 144). Nach Anlieferung hatten die Tiere im Durchschnitt 7
Tage Zeit, sich im Tierstall des Instituts einzugewdhnen. Sie wurden in Gruppen zu 6
Tieren unter Standardbedingungen (Temperatur 22 + 2 °C, Luftfeuchtigkeit 60 £ 5 %,
12 h Licht-/12 h Dunkel-Zyklus, wobei das Licht um 7.00 Uhr eingeschaltet wurde)
mit freiem Zugang zu Futter und Wasser gehalten. Die Ratten wogen zum Zeitpunkt
der Operation zwischen 250 und 400 g. Nach der Operation wurden die Tiere einzeln
in Plexiglaskafige (23 x 39 x 36 cm) gesetzt. Bis zum Versuchsbeginn hatten sie
dann 3 Tage Zeit sich zu erholen und an ihren neuen Kafig zu habituieren. Alle

Versuche wurden von der Regierung von Oberbayern genehmigt.

2.1.2 HAB/LAB-Tiere

Alle Tiere wurden im Tierstall des Instituts unter Standardbedingungen (Temperatur
22 + 2 °C, Luftfeuchtigkeit 60 £ 5 %, 12 h Licht-/12 h Dunkel-Zyklus, wobei das Licht
um 7.00 Uhr eingeschaltet wurde) mit freiem Zugang zu Futter und Wasser gehalten.
Die selektive Zichtung von angstlichen und nicht-angstlichen Ratten wurde im Jahr
1993 begonnen. Dazu wurden Tiere aus einer Population von kommerziell
erworbenen  Wistar-Ratten  (Charles  River,  Sulzfeld) aufgrund ihrer
Verhaltensleistung im Elevated plus-maze-Test ausgewahlt. Diejenigen Mannchen
und Weibchen, die sich in diesem Test am meisten bzw. am wenigsten angstlich
zeigten, wurden als Zuchtpaare zur Etablierung der HAB-Linie (High Anxiety-related
Behaviour; hohe Angstdisposition) und der LAB-Linie (Low Anxiety-related
behaviour; niedrige Angstdisposition) ausgewahlt. Je zwei bis drei Elternpaare pro
Linie und Generation wurden paarweise in Zuchtkafigen (56 x 36 x 20 cm) gehalten.
Die Jungen aus jeder dieser Zuchtboxen wurden im Alter von circa drei Wochen von
ihren Eltern getrennt und in gleichgeschlechtlichen Gruppen von maximal sechs

Tieren pro Kafig gehalten. Alle aulieren Einflisse (Kafigbewegung, Larm etc.) und
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Beruhrungen der Tiere wurden auf ein Minimum begrenzt und in beiden Linien strikt
parallel durchgefuhrt. Mit 10 Wochen wurden alle Nachkommen aus den beiden
Zuchtlinien dem Elevated plus-maze-Test unterzogen und wiederum jeweils die Tiere
mit den insgesamt extremsten Verhaltensleistungen verpaart. HAB-Ratten, die ein
niedriges Angstniveau zeigten, LAB-Ratten, die sich angstlich erwiesen, sowie Tiere
mit durchschnittlichen Leistungen wurden von weiteren Versuchen und von der Zucht

ausgeschlossen.

2.2 Verwendete Substanzen und Applikationsformen

2.2.1 Paroxetin

Paroxetin (Glaxo SmithKline, Harlow, UK) ist ein transisomeres Phenylpiperidin,
dessen primarer Wirkmechanismus in der Hemmung der Wiederaufnahme von
Serotonin in neuronale Zellen liegt und hierdurch antidepressive Eigenschaften
aufweist. Die Versuchstiere wurden uber einen Zeitraum von insgesamt zehn
Wochen mit Paroxetin behandelt. Die Aufnahme erfolgte Uber das Trinkwasser,
welches mit Paroxetin in einer Konzentration von 75 mg/l versetzt war. Durch Wiegen
der Trinkwasserflaschen beim taglichen Wiederauffullen lie sich eine

durchschnittliche Paroxetinaufnahme von 5mg/kg KG pro Tag errechnen.

2.2.2 Repititive Transkranielle Magnetstimulation

Fir die Experimente wurde ein kommerzielles Stimulationsgerat verwendet
(MagPro® der Firma DANTEC, Skovlunde, Danemark). Die Impulsbreite des
biphasisch konfigurierten Stimulus betrug 280 ps. Die Stimulationsintensitat wurde in
A/us gemessen. Der durch uns verwendete Prototyp einer runden Stimulationsspule
(S60, DANTEC) hatte folgende Male: innerer Durchmesser 6 mm, aulierer
Durchmesser 57 mm; 21 Windungen, Windungshohe 7 mm, Kabellange 1,40 m.

Jede HAB- und LAB-Ratte erhielt 1000 Stimuli, resultierend aus 20
Stimulationsdurchgangen. Der maximale Induktionsmodulus mit einer Frequenz von
20 Hz fur 2,5 s betrug dabei 4 Tesla (120 A/us; 130% der motorischen Schwelle bei
Ratten; (Muller, Toschi et al. 2000). Diese Stimulationsparameter wurden gemass
Kernspintomographie-basierter, computergestutzter Berechnungen der
intrazerebralen Stromdichte gewahlt (Keck, Engelmann et al. 2000; Keck, Sillaber et

al. 2000; Keck, Welt et al. 2001). Um klinische Standardbedingungen nachzuahmen
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(Pascual-Leone, Catala et al. 1996), wurde die Stimulationsspule gemass der
Angaben des Atlas von Green (1963) uber dem linken frontalen Kortex (d.h. Gber
dem linken Auge der Ratte), platziert. Die Stimulationsspule hatte direkten Kontakt
zum Kopf der Tiere. Um Hitzeschaden an der Stimulationsspule zu vermeiden,
musste nach jeder Stimulation ein Kuahlintervall von 2,5 Minuten eingelegt werden.
Die Spule wurde mit Hilfe von Trockeneis auf jeweils 15 C° abgekuhlt. Aufgrund
direkter Aktivierung der Muskulatur war bei den Tieren der rTMS Gruppe (Experiment
1: HAB n = 11; LAB n = 9; Experiment 2: HAB n = 6; LAB n=6) wahrend der
Stimulation ein leichter Tremor des Kopfes zu beobachten. Die Tiere der
Kontrollgruppe (Experiment 1: HAB n = 11; LAB n =10; Experiment 2: HAB n =6; LAB
n =6) erfuhren, dadurch dass die Stimulationsspule senkrecht 10 cm Uber ihrem Kopf
positioniert wurde, die gleichen akustischen Artefakte wie die Tiere der
Stimulationsgruppe. Die Tiere wurden in zwei Serien a drei Tagen, unterbrochen von
vier Tagen Pause, behandelt. In einer Pilotstudie zeigten nicht habituierte,
erwachsene Ratten, die das gleiche Stimulationsprotokoll durchliefen, anschliel3end
klare Anzeichen unspezifischen Stresses, wie zum Beispiel lokomotorische
Hyperaktivitat und agressives Verhalten. Da aufgrund des experimentellen Protokolls
erwachsene Tiere benutzt werden mussten, wodurch die Maoglichkeit einer
Adaptation der Tiere an die Stimulation durch intensives Training wedgfiel, wurden alle
Tiere, sowohl die der rTMS- als auch die der Scheinbehandlungsgruppe, wahrend
der Behandlung anasthesiert. Hierzu wurde das Inhalationsanasthetikum Halothan
benutzt um die Tiere via Maske wahrend der einstiindigen Stimulation sediert zu
halten. Die Betaubung wurde relativ flach gehalten und der Kornealreflex regelmafig
Uberprift um sicherzustellen, dass dieser kontinuierlich erhalten blieb. Die
Korpertemperatur wurde mit einer Kolonsonde uberwacht und mit Hilfe eines

elektrischen Heizkissens konstant bei 37,5 °C gehalten.

2.3 Verhaltenstestung

2.3.1 Elevated Plus-Maze

Dieser Test, der urspringlich zur Untersuchung von anxiolytischen bzw. anxiogenen
Eigenschaften von Pharmaka entwickelt wurde (Pellow, Chopin et al. 1985), beruht
auf dem inneren Konflikt der Versuchstiere zwischen ihrem Explorationsdang auf der
einen und der angeborenen Aversion gegenuber offenen, hellen und erhdhten

Kompartimenten auf der anderen Seite. Die Apparatur aus dunkelgrauem PVC
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bestand aus vier Armen (jeder 50 cm lang und 10 cm breit), von denen zwei
gegenuberliegende durch Seiten- und Endwande (38 cm hoch) begrenzt, die beiden
anderen ohne Begrenzung waren. Die Verbindung der Armpaare wurde durch eine
10 x 10 cm groRe ,neutrale Zone“ gewahrleistet. Diese als symmetrisches Kreuz
angeordnete Versuchsapparatur befand sich 73 cm Uber dem Boden. Die
Lichtintensitat direkt Uber dieser Apparatur betrug ca. 100 Lux. Um zu verhindern,
dass die Tiere wahrend des Tests durch den Experimentator gestort werden, wurde
ein Vorhang um die Apparatur gezogen. Mit Hilfe einer Videokamera, die uber dem
Zentrum der Apparatur angebracht und mit einem Computer verbunden war, konnte
das Verhalten der Tiere aufgezeichnet und ausgewertet werden. Der Versuch
begann mit der Exposition des Tieres auf die neutrale Zone der Apparatur. Wahrend
der funfminutigen Expositionszeit erfolgte die Erfassung folgender Parameter: (1) die
Anzahl der Eintritte in die geschlossenen und offenen Arme, (2) die jeweils darin
verbrachte Zeit und (3) die Latenz bis zum ersten Eintritt in einen offenen Arm. Als
Eintritt galt, wenn sich das Tier mit beiden Vorderpfoten innerhalb des jeweiligen
Armes befand. Nach dem Ende der Expositionszeit wurde die Ratte wieder in den
Heimkafig gesetzt. Die Apparatur wurde vor jeder Exposition grundlich mit einer
desinfektionsmittelhaltigen Ldsung gereinigt, um mdgliche Geruchsspuren zu

beseitigen.

2.3.2 Forced Swim-Test

,Forced swimming“ stellt ein ethologisch relevantes und komplexes Stressmodell dar,
das nicht nur eine starke physische Belastung darstellt, sondern auch eine
ausgepragt emotional-psychische Komponente beinhaltet (West 1990; Abel 1994).
Es ist auRBerdem validiert flir die Erfassung der Wirksamkeit antidepressiver
Therapieverfahren wie die Gabe von Antidepressiva und Elektrokrampftherapie. Es
besteht allgemeine (Porsolt, Le Pichon et al. 1977; Borsini and Meli 1988; Lucki
1997) Ubereinstimmung, dass bei diesem Test eine gesteigerte Aktivitat
(»,Swimming®, ,Struggling®) eine aktive Bewaltigungsstrategie widerspiegelt, wahrend
eine  erhohte Immobilitat  (,Floating®)  hinweisend  fur ein  passives
Bewaltigungsverhalten ist (Lucki et al. 1997). Das Versuchstier wurde aus dem
Heimkafig herausgenommen und fur 5 Minuten in einen mit 23 °C warmen Wasser
geflllten Schwimmbottich (50 cm hoher Plexiglaszylinder, Durchmesser: 30 cm)
gesetzt. Der Bottich war bis auf 40 cm mit Wasser gefullt. Somit war das Tier

gezwungen aktiv zu schwimmen (,Swimming®, ,Struggling“) oder sich passiv treiben
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zu lassen (,Floating“). Nach dem 5-minltigen Schwimmen wurde die Ratte aus dem
Wasser genommen, sorgfaltig abgetrocknet und in ihren Heimkafig zurlickgesetzt.
Das Schwimmverhalten der Tiere wurde wahrend des Versuchs auf Video
aufgezeichnet und spater mit Hilfe eines Programms am Computer nach den drei
charakteristischen Verhaltensweisen ausgewertet: ,Struggling“: Die Ratte bewegt
stark alle vier Extremitaten, die VorderfuRe durchbrechen die Wasseroberflache.
~owimming“: Die Ratte bewegt alle vier Extremitaten ohne dabei mit ihnen die
Wasseroberflache zu durchbrechen, oder sie taucht aktiv. ,Floating“: Die Ratte
verharrt bewegungslos im Wasser mit lediglich gelegentlichen leichten Bewegungen

um ihre Lage zu stabilisieren.

2.3.3 Open Field

Dieser Test dient der Erfassung von Veranderungen in der lokomotorischen Aktivitat.
Hierbei wurde das Versuchstier in eine dunkelgraue Holzbox (57 x 57 cm mit 39 cm
hohen Wanden) gesetzt und seine wahrend eines Zeitraums von funf Minuten
zuruckgelegte Wegstrecke unter Zuhilfenahme einer Uber der Box montierten
Videokamera und eines Computerprogramms (TSE, Bad Homburg, Deutschland)

gemessen.

2.3.4 Sozialer Konflikt (Social Defeat)

Dieses in erster Linie von einer stark emotionalen Komponente gepragte
Stressmodell basiert auf der sozialen Konfrontation mit einem dominanten,
aggressiven Artgenossen (Miczek 1979). Das Versuchstier wurde in den Kafig eines
alteren, dominanten und speziell fur diesen Zweck trainierten Mannchens (Resident)
gesetzt. Die Residents waren wenigstens sechs Monate alt und wurden, um ihre
territoriale Aggression zu verstarken, zusammen mit einem Weibchen gehalten
(Flannelly and Lore 1977). Nach der ersten aggressiven Attacke des dominanten
Tieres gegentber dem Eindringling (Intruder), welche in der Regel nach ca. 1-2
Minuten Expositionsdauer erfolgte, wurden Resident und Intruder fur den Rest der
insgesamt 30 Minuten dauernden Prozedur durch ein engmaschiges Metallgitter
voneinander getrennt. Einerseits sollte dadurch das Versuchstier vor Verletzungen
geschitzt und andererseits die visuelle und olfaktorische Prasenz des Stressors
gewahrleistet werden. Wahrend des gesamten Verfahrens wurde das Verhalten

sowie die Ultraschallvokalisation des Versuchstieres im Minutentakt dokumentiert.
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Die Social Defeat-Prozedur wurde als erfolgreich gewertet, wenn das Versuchstier
uber wenigstens 20 Minuten ein defensives Verhalten, wie zum Beispiel eine
unterwurfige Korperhaltung oder Freezing, zeigte. Nach Beendigung der Prozedur

wurde das Versuchstier wieder in seinen Heimkafig zurlickgesetzt.

2.4 Blutabnahme

2.4.1 Chirurgische Implantation eines Jugularvenenkatheters

Fir die wiederholte Blutentnahme am wachen und frei beweglichen Tier wurde den
Ratten ein Jugularvenenkatheter unter Halothan-Narkose gelegt (Thrivikraman, Huot
et al. 2002). Unter Zuhilfenahme eines Stereomikroskops (Olympus SZ30, Japan)
wurde die rechte Vena jugularis freigelegt und durch einen kurzen Schnitt eréffnet.
Der aus einem 3,5 cm langen Silikonschlauch bestehende Katheter (Silastic®, Dow
Corning Cop., Midland, USA: Durchmesser innen: 0,6 mm; Durchmesser aulen: 1,2
mm), welcher 1,0 cm auf ein ca. 15 cm langes Stuck Polythene-Schlauch (SIMS
Portex®, Kent, England; Durchmesser: 0,58 mm) aufgezogen wurde, wurde durch die
kleine GefalRoffnung etwa 3 cm bis in den rechten Vorhof des Herzens eingeflhrt.
Anschlieend wurde der Katheter in das Blutgefal® eingenaht. Das andere Ende des
Katheters wurde subkutan in den Nacken des Tieres gefuhrt und durch die Haut
nach aullen geleitet, wo er mit einer Naht befestigt wurde. Abschliefend wurde der
Katheter mit einer antibiotikumhaltigen (Gentamicin 30000 IU/Ratte, Centravet, Bad
Bentheim, Deutschland) und isotoner Kochsalzlésung (Pharmacia, Erlangen,
Deutschland) gefullt. Die Wunde wurde mit Metallclips und der Katheter durch

Abknicken verschlossen.

2.4.2 Experimenteller Ablauf der Blutentnahme

Am Morgen des Versuchstags wurde der Jugularvenenkatheter tber einen etwa 50
cm langen Polyethylen-Schlauch (SIMS Portex®, Kent, England; Durchmesser: 0,58
mm) mit einer 1-ml Plastikspritze verbunden. Zwei Stunden vor Versuchsbeginn
wurde der Katheter mit steriler heparinisierter Kochsalzlésung (30 IU/ml isotoner
Kochsalzl6sung: Heparin-Natrium—25000-Ratiopharm®, Ratiopharm GmbH, Ulm,
Deutschland) gespult. Die Plastikspritze befand sich auRerhalb des Kafigs und
ermdglichte somit eine fur die Ratte stérungsfreie Blutentnahme. Nach dem
Anschlie®en und initialem Spulen hatten die Tiere zwei Stunden Zeit sich an die

experimentellen Bedingungen zu gewohnen.
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Zu definierten Zeitpunkten wurden 0,8 ml (fir die Bestimmung von ACTH, CORT und
AVP) bzw. 0,3 ml (fur die Bestimmung von ACTH und CORT) Blut in die
Plastikspritze aufgenommen. Unmittelbar danach wurde den Tieren das gleiche
Volumen steriler, isotoner Kochsalzlésung (Pharmacia, Erlangen, Deutschland)
reinfundiert. Die Blutproben wurden in eisgekuihlte, mit Ethylendiamintetraessigsaure
beschichtete Tubes (EDTA 1000A, KABE Labortechnik GmbH, NUmbrecht-
Elsenroth, Deutschland) gegeben, die 10 ul Aprotinin (Trasylol® 10000 KIE/ml, Bayer
AG, Leverkusen, Deutschland) als Proteaseinhibitor enthielten. AnschlieRend wurden
sie fur 5 Minuten bei 4000 rpm und 4 °C zentrifugiert (Zentrifuge: Z233MK, Hermle
GmbH, Wehingen, Deutschland). Das Plasma wurde flr die Analyse von AVP (180
ul), ACTH (80 ul) und Kortikosteron (10 ul) aliquotiert und bei —20 °C aufbewahrt.

2.4.3 Abnahme von Schwanzblut

Zur Gewinnung von Blut aus der Schwanzvene wurde die Spitze (ca. 4 mm) des
Rattenschwanzes mit Hilfe einer Schere unter sterilen und stressfreien Bedingungen
abgetrennt. Durch retrogrades Ausstreichen des Schwanzes wurde ca. 1 ml Blut
gewonnen und in einem Rohrchen gesammelt. Eine Narkotisierung des Tieres war

hierfar nicht notwendig.

2.4.4 Blutanalyse und RIA

Die Blutproben wurden in vorgekuhlten, EDTA und einen Protease-Hemmstoff (10 pl
Aprotinin, Trasylol®, Bayer, Deutschland) enthaltenden Tubes gesammelt und
zentrifugiert (5 min, 4000 U/min, 4°C). Bis zur Messung wurden die Blutproben bei
-20°C gelagert. Die Plasmakonzentrationen von ACTH (50 ul) und Kortikosteron (10
ul) wurden mit Hilfe von kommerziell erhaltlichen Kits (Biochem, Freiburg,
Deutschland) wunter Berucksichtigung der jeweiligen Anleitungen bestimmt
(Sensitivitat: ACTH, < 1,0 pg/ml; Corticosteron, < 2,0 ng/ml). Der Intra- und

Interassay Abweichungskoeffizient betrug 7 beziehungsweise 10%.
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2.5 Mikrodialyse

Die Mikrodialyse ermoglicht die in vivo Messung der Veranderung der
Konzentrationen von biologisch aktiven Neurotransmittern im extrazellularen
Kompartiment des PVN beziehungsweise des Hippocampus im zeitlichen Verlauf im

hierdurch ungestorten Tier.

2.5.1 Funktionsweise und Aufbau einer Mikrodialyse-Sonde

Die Mikrodialyse-Sonde wird fest in den PVN oder den Hippocampus implantiert
(Horn and Engelmann 2001). Die Dialyseflissigkeit wird mittels einer
Mikroperfusionspumpe gleichmafig durch die Sonde gepumpt und in einem
Eppendorf-Tube am distalen Ende aufgefangen. An der semipermeablen
Dialysemembran kommt es zu einem Stoffaustausch zwischen dem Dialysemedium
und dem extrazellularen Kompartiment  bis zum  Ausgleich des
Konzentrationsgradienten. Die U-formige Membran kann von Substanzen mit einem
Molekulargewicht kleiner als 18 kDa passiert werden und weist eine relative
DurchlalRrate von etwa 2 % in vitro auf. Die Sonden wurden im Max-Planck-Institut
fur Psychiatrie selbst hergestellt: Ein 0,1 mm dicker und rostfreier Draht wurde in
eine schlauchformige Dialysemembran (Hemophan® GFS Plus 16, Gambro
Dialysatoren, Hechingen, Deutschland) eingezogen. Beide Enden dieses ca. 1,0 cm
langen Dialyseschlauchs samt Draht wurden ca. 3 mm in je eine 2,0 cm lange 25-G
Kanulle (Durchmesser innen: 0,3 mm; Durchmesser aufen: 0,5 mm) eingeflhrt.
AnschlieBend wurden beide Enden um jeweils 90° aufeinander zubewegt, so dass
die beiden Kanulen Seite an Seite zu liegen kamen. Eine Kanlle wurde am anderen
Ende um ca. 45° nach aul’en gebogen, um im Experiment ein leichteres Anschliel3en
der Eppendorf-Tubes zu ermdglichen. Die beiden parallel aneinanderliegenden
Kanllen sowie der Ubergangsbereich zwischen Kaniilen und Dialysemembran
wurden mit einem 2-Komponenten Epoxidharz-Kleber (Uhu®, Biihl, Deutschland)
verbunden. Das kurze Drahtstiuck im Lumen des Dialyseschlauchs verbessert die
Stabilitdt der U-férmigen Membranschleife und soll ein Abknicken wahrend der

chirurgischen Implantation verhindern.
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2.5.2 Chirurgische Implantation einer Mikrodialyse-Sonde

Die chirurgische Implantation der selbstgebauten, U-formigen Mikrodialyse-Sonde
erfolgte unter tiefer Halothan-Narkose (Hoechst AG, Frankfurt am Main,
Deutschland). Zum allgemeinen Ablauf der Operation gehorte keimarmes Arbeiten
und eine postoperative Versorgung der Tiere mit einem Depot-Antibiotikum
(Tardomycel®, 0,01 ml/100g Korpergewicht, Bayer AG, Leverkusen, Deutschland)
subkutan. Vor dem operativen Eingriff wurde die Kopfhaut mit einem
Lokalanasthetikum (Xylocain®) bespriiht und mit Cutasept® F desinfiziert. Es wurde
grolien Wert darauf gelegt, dass die Operation fur die Tiere mdglichst atraumatisch
war. Das tief narkotisierte Tier wurde in einen stereotaktischen Apparat (Stoelting,
USA) eingespannt. Mit Hilfe eines Skalpells wurde die Kopfhaut samt
darunterliegendem Bindegewebe bis auf die Kalotte durchtrennt und das Bregma
dargestellt. Auf das Bregma als den Schnittpunkt der Sutura coronalis und der Sutura
sagittalis (Paxinos and Watson 1986) wurde der Stereotakt zunachst fixiert.
AnschlieBend wurden folgende Koordinaten eingestellt, die aus einem
stereotaktischen Atlas (Paxinos and Watson 1986) erhoben und operateurspezifisch

adaptiert wurden:

Hirnregion Winkel Caudal Lateral Ventral
Hippocampus |0° -4,1 mm 3,0 mm 4,0 mm
Winkel: bezogen auf die Oberflache der Schadelkalotte

Caudal: bezogen auf das Bregma

Lateral: bezogen auf das Bregma

Ventral: bezogen auf die Oberflache der Schadelkalotte

Mit einem Dentalbohrer (Durchmesser 1,2 mm) wurde die Durchtrittsstelle fur die
Mikrodialyse-Sonde und zwei Locher fur die beiden zur Fixierung des Implantats
dienenden rostfreien Mikroschrauben gebohrt. Nach der Einfuhrung der Sonde
mittels des Stereotakten wurde das Implantat mit Hilfe von lichthartendem, dualem
Zahnzement (Twinlook® cement, Kulzer, Dormagen, Deutschland) an den beiden
Schrauben und der Schadelkalotte befestigt. Auf die beiden Kanulenenden der

Mikrodialyse-Sonde wurden zwei etwa 4,5 cm lange Polyethylen-Schlauche (SIMS
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Portex®, Kent, England; Durchmesser: 0,38 mm) aufgesteckt und mit Hilfe von rotem
Zahnzement (Kallocryl® CPGM, Dr. Speier GmbH, Miinster, Deutschland) mit dem
Implantat verbunden. Das System wurde zuvor mit Ringer-Losung gespult und auf
Durchgangigkeit tUberpriift. AbschlieRend wurde die Wunde desinfiziert (Braunol®,

Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland).

2.6 BrdU und Neurogenese

Die Bestimmung der Neurogeneserate der mitotisch aktiven Vorlauferzellen der
subgranularen Zone des Gyrus dentatus erfolgte Uber die intraperitoneale Injektion
des Thymin-Analogons 5'Bromo-2-desoxy-Uridin (2 x 200 mg/kg BW BrDU; Sigma-
Aldrich), welches in der S-Phase des Mitosezyklus anstelle der Pyrimidinbase
Thymin (5-Methyluracil) in die neu synthetisierte DNA inkorporiert wird und mittels
Antikérperfarbung immunhistochemisch nachgewiesen werden kann (Gould,
McEwen et al. 1997).

2.6.1 Gewebebehandlung und Immunhistochemie

Die Tiere wurden mit einer Mischung aus Ketamin und Xylazin (Xylazin 2 mg/kg,
Ketamin 10 mg/kg) tief anasthesiert und transkardial mit 100 ml 0,9%iger
Kochsalzlosung gefolgt von 500 ml Fixationslosung, bestehend aus 4%
Paraformaldehyd in 0,1 mol/l Phosphat Puffer (PB; pH 7,4), perfundiert. Die Kopfe
wurden in frischer Fixationslésungs bei 4°C aufbewahrt. Am nachsten Tag wurden
die Gehirne vorsichtig den Kopfen enthnommen. Nach Kryoprotektion mit 0,1 mol/l
phosphatgepuffertem Kochsalz (PBS; pH 7,4), welches 30% Sukrose und 10%
Glycerol enthielt, wurde ein auf —20°C gekuhltes Mikrotom benutzt um koronare, 50
pm dicke Schnitte des gesamten septo-temporalen Ausmalles des Hippocampus
anzufertigen. Jeder sechste Schnitt wurde auf einen Objekttrager aufgezogen und,
um Objektivitat zu gewahrleisten, vor dem Prozel3 der Immunzytochemie kodiert. Die
Immunhistochemie wurde nach unserem Standardprotokoll durchgefuhrt (Czeh,
Michaelis et al. 2001). Zur Quantifizierung der BrDU-markierten Zellen wurde die
Peroxidase-Technik angewandt. Soweit nicht anders angegeben, wurden alle
Wasch- und Inkubationsgange in 0,1 mol/l PBS (Peroxidase-Immunhistochemie) und
0,1 mol/l Tris-gepufferten 0,9% NaCl (Fluoreszenz-Immunhistochemie) durchgefuhrt.
Die Schnitte wurden 5 Minuten bei 90°C in 0,1 mol/l Zitronensaure inkubiert, 20
Minuten in 1% H,O, inkubiert, gespult, 10 Minuten in Trypsin (0,001%) in Trispuffer,
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welcher 0,1% CaCl, enthielt, aufgeldst, gespult, 30 Minuten in 2N HCI denaturiert,
gespult, 2 Stunden in 3% Ziegenserum geblockt und Uber Nacht mit monoklonalen
Mausantikérpern gegen BrDU inkubiert (1:100, DAKO, Hamburg, Deutschland; plus
0,5% Tween-20). Am nachsten Tag wurden die Schnitte gespult, 2 Stunden mit
biotinilierten, sekundaren Mausantikérpern (1:200, Vectastaine Elite ABC Kit, Vector)
inkubiert, wieder gespult, 10 Minuten in Diaminobenzidin (1:200, DAB Peroxidase
Substrat Kit, Vector), welches Nickelammoniumsulfat enthielt, entwickelt und dann
gespult. Die Schnitte wurden dann mit Hamatoxylin (Vector) gegengefarbt, durch
Alkohol dehydriert und mit Eukit-Deckglasern abgedeckt.

Fir die kombinierte Fluoreszensmarkierung wurden die Schnitte wie zur DNA-
Denaturierung behandelt (siehe oben), Uber Nacht mit monoklonalen primaren
Rattenantikorpern gegen BrDU (1:100, Accurate Chemical, Westbury, NY, USA)
inkubiert, gesplilt, 2 Stunden mit Alexa 568-konjugierten sekundaren
Rattenantikérpern (1:100, Molecular Probes, Leiden, Niederlande) inkubiert, einige
Male gespult und dann entweder mit monoklonalen Mausantikorpern gegen Neuron-
Specific Nuclear Protein (NeuN, 1:1000, Chemicon, Hofheim, Deutschland) oder
polyklonalen Kaninchenantikérpern gegen saures Gliafaserprotein (GFAP, 1:4000,
Chemicon) inkubiert. Am nachsten Tag wurden die mit anti-NeuN inkubierten
Schnitte fur 2 Stunden mit Alexa 488-konjugierten sekundarem Mausantiserum
(1:100, Molecular Probes) inkubiert. Die Schnitte, welche mit Antiserum gegen GFAP
inkubiert waren, wurden fur 2 Stunden mit Cy5-konjugiertem sekundarem
Kaninchenantiserum (1:200, Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA, USA)
inkubiert. Nach dem Spulen wurden die Schnitte aufgezogen, getrocknet und mit
Antifading Media (DAKO) abgedeckt.

2.6.2 Quantifizierung

Es wurde ein modifiziertes stereologisches Protokoll benutzt (Czeh, Michaelis et al.
2001). Alle BrDU-markierten Zellen in der Koérnerzellschicht und der subgranularen
Zone, welche als circa zwei Zellkérper breite Zone entlang der Grenze zur
Kornerzellschicht definiert ist, wurden ungeachtet inrer Grof3e oder Form gezahlt. Um
das Zahlen von Zellklustern zu ermoglichen, wurden 400- und 1000-fache
Vergroflerungen verwendet, Zellen am auflieren Rand der Brennebene wurden
aulBer Acht gelassen. Jeder sechste Schnitt wurde ausgezahlt, die Gesamtzahl der
BrDU-markierten Zellen durch Multiplikation mit sechs ermittelt. Um einen moglichen

Effekt von Stress und/oder der Behandlung mit rTMS auf die Bioverfugbarkeit des
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mitotischen Markers zu Uberprifen, wurden zusatzlich bei jedem Tier der Gruppe
Proliferation die BrDU-positiven Zellen im Corpus Callosum ausgezahlt. Fur diesen
Zweck wurden funf reprasentative Schnitte des Hippocampus, von 7,0 bis 5,0 mm
interaural - bezogen auf den Atlas von Paxinos und Watson - analysiert. Um das
Volumen der Koérnerzellschicht zu bestimmen, wurden angrenzende, Nissl-gefarbte
Schnitte unter Zuhilfenahme des Systems Neurolucida (MicroBrightField) untersucht.
Die Volumina wurden auf Basis des Cavalierischen Prinzips ermittelt.

Um den Phanotyp der BrDU-positiven Zellen zu ermitteln, wurden mit einem
konfokalen Lasermikroskop (BioRad MRC 1024 ES System mit HeNe und Nikon
Eclipse TE 300 Mikroskop mit krypton/argon Laser) fluoreszierende
Doppelmarkierungen mit neuronalem (NeuN) oder glialem (GFAP) Marker
nachgewiesen. Die Dicke der optischen Schnitte variierte zwischen 2,0 und 2,5 pm
und Schnittflhrung in der Z-Ebene wurde in Intervallen von 1,0 oder 1,5 pm
durchgefuhrt. Mindestens 100 BrDU-markierte Zellen wurden pro Gehirn analysiert,

und die Anzahl der doppelt markierten Zellen wurde prozentual dargestellt.

2.7 AVP-mRNA in situ Hybridisierung

Die histochemische in situ Hybridisierung wurde an Kontroll- und mit Paroxetin
behandelten HAB- und LAB-Ratten durchgefihrt (n = 6 pro Gruppe).
Aufeinanderfolgende, gefrorene Schnitte des Ratten-Hypothalamus (14 um) wurden
alternierend auf Poly-L-Lysin-beschichtete Objekttrager fur die folgende
Hybridisierung der AVP-mRNA fixiert. Die Schnitte wurden bis zur weiteren
Bearbeitung bei -20°C gelagert. Fur die in situ Hybridisierung wurde folgende
spezifische DNA-Sonde benutzt: AVP (48-mer): 5'-GCA GAA GGC CCC GGC CGG
CCC GTC CAG CTG CGT GGC GTT GCT CCG GTC-3" (Mdiller, Landgraf et al.
2000). Alle Schnitte liefen unter identischen Bedingungen im selben Experiment. Die
Objekttrager wurden in Kodak NTB2 Emulsion, welche 1:1 mit destilliertem Wasser
verdunnt war, getaucht, finf Tage bei 4° C exponiert und in Kodak D19 Ldsung
entwickelt. Die entwickelten Objekttrager wurden leicht mit Kresylviolett gegengefarbt
und mit einem Leica Mikroskop, welches Hell- und Dunkelfeld Kondensatoren besitzt,
untersucht. Zur Evaluation des Hybridisierungssignals wurden auf der Grundlage von
histologischen Kriterien Schnitte der gleichen Ebene des PVN und SON ausgewahlt.
Zur objektiven Auswertung wurden Bilder von wenigstens drei Schnitten pro Tier mit

Hilfe eines computergestutzten Bildanalysegerates (Optimas-Bioscan), das mit

33



einem Zeiss Axioplan Mikroskop und einer Sony CCD Kamera gekoppelt war,
eingescannt. Die quantitative Analyse der mRNA-Expression wurde verblindet fur
Zuchtlinie und Behandlung mit dem auf Macintosh basierenden public domain
Bildanalyse Programm NIH image, Version 1.6.1 (entwickelt im National Institute of

Health, USA, und verfugbar im Internet unter http://rsb.info.nih.gov./nih-image),

durchgefuhrt. Durch eine automatische Messung der optischen Dichte jedes
umrissenen Objektes (Zelle) wurde die Anzahl der Silberkorner pro Zelle bestimmt.

Der Mittelwert der optischen Dichte pro Zelle wurde fur jedes Tier errechnet.

2.8 5-HT1a-Rezeptor-mRNA und SERT in situ Hybridisierung

Die in situ Hybridisierung wurde wie vormals beschrieben (Burnet, Mead et al. 1995;
Keck, Welt et al. 2003) in paralellen Gruppen von Paroxetinbehandelten und
unbehandelten HAB- (n = 6 je Gruppe) und LAB-Ratten (n = 6-7 je Gruppe), die alle
Versuche durchliefen, aber keine Mikrodialysesonde implantiert bekommen hatten.
Zusatzlich schlossen wir fur die Untersuchung von DR und MnR im Mittelhirn naive
HAB- und LAB-Tiere ein, die keine Experimente durchlaufen haben (n = 9-10 je
Gruppe). Aufeinanderfolgende, gefrorene 14 um dicke Schnitte des dorsalen
Hippocampus und der Raphékerne wurden auf Poly-L-Lysin-beschichteten
Objekttragern fixiert und fur die in situ Hybridisierung vorbehandelt (Burnet, Mead et
al. 1995). Zwei in equimolaren Konzentrationen gemischten Oligonukleotidsonden
wurden zur Detektion von 5-HT a-Rezeptor-mRNA benutzt: 5-CTT TGG AGT TGC
CCA CTC GGT GCA CCT CGA TCA CCT CCA-3" und 5'-CAG AGA GGT GAT CAC
TTG GTA GCT GAC GGT CAC GTC GGA GT-3" (Burnet et al. 1995). Das fur SERT
komplementare Oligonukleotid war: 5-CAC CCA GCA GAT CCT CCA GAA CCA
CCC CGG GCT GAA GCC GAG-3’ (Burnet, Sharp et al. 1999). Die radioaktive
Markierung der Sonde erfolgte am 3’-Ende mit a-*°S-deoxy-ATP und terminaler
Deoxynukleotidyltransferase (Promega, Mannheim, Deutschland). Nach Inkubation
bei 35°C Uber Nacht wurden die Objekttrager dreimal 20 Minuten in 0,5x
Natriumzitrat bei 55°C gefolgt von zweimal 60 Minuten bei Raumtemparatur
gewaschen. Die getrockneten Objekttrager wurden hiernach fir 7-14 Tage auf einem
BioMax MR Film exponiert (Kodak, Rochester, NY, USA). Als Kontrolle wurde der
20fache Uberschuss an unmarkierten Sonden hinzugegeben. Zur Bestimmung der 5-

HT1a-Rezeptor mRNA Expression im Hippocampus wurden die Autoradiogramme
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mittels eines Scanners (UMAX, UMAX Systems, Dusseldorf, Deutschland)
digitalisiert. Die quantitative Analyse zweier Sektionen pro Gehirn erfolgte verblindet
fur Zuchtlinie und Behandlung mit einem Bildanalysesystems (Analysis Soft imaging
Systems, Munster, Deutschland). Grauwerte der untersuchten Regionen wurden
zunachst in optische Dichtewerte und dann mit Hilfe von fiir [*°S] korrigierten [*C]
autoradiographischen Standards (Amersham Biosciences, Little Chalfont, UK) in

nCi/g tissue equivalent umgewandelt.

2.9 Quantitative Rezeptorautoradiographie der SERT-
Bindungsstellen

Die SERT-Bindungsstellen wurden mittels quantitativer Rezeptorautoradiographie mit
[*H]Citalopram (Amersham Biosciences) nach einem leicht modifizierten Protokoll
untersucht (Hebert, Habimana et al. 2001). Die Hirnschnitte wurden in Tris-HCL-
Puffer (50 mm, pH 7,4), versetzt mit NaCl (120 mm) und KCI (5 mm), 15 Minuten bei
Raumtemparatur prainkubiert. Danach wurden die Schnitte im gleichen Puffer mit
[*H]Citalopram (2 mm) far 60 Minuten inkubiert. Um unspezifische Bindungen
radioaktiv markierter Liganden zu ermitteln, wurde eine Kontrolle mit Fluoxetin (20
pMM) durchgeflihrt. Am Ende der Inkubation wurden die Schnitte in eisgekuhlten Tris-
HCI (50 mm, pH 7,4), welches NaCl (120 mm) und KCI (5 mm) enthielt, fur viermal
funf Minuten gewaschen, in Wasser gewaschen und zugig luftgetrocknet. Schlie3lich
wurden die Objekttrager auf einem Tritiumfilm (Amersham Biosciences) mit [°H]-
microsales (Amersham Biosciences) exponiert. Nach dreitdgiger Exposition wurde
der Film mit einem Typhon 9410 high performance imager (Amersham Bioscience)
gescannt. Die quantitative Analyse der [°H]Citalopram-Bindungen erfolgte wie bei der
in situ Hybridisierung beschrieben, jedoch wurde die optische Dichte in fm/mg tissue

equivalent umgewandelt.

2.10 Vi,-Rezeptorautoradiographie

Die Expression des Vi,-Rezeptors in den Gehirnen von Vehikel- oder Paroxetin-
behandelten HAB- und LAB-Tieren (n = 6 pro Gruppe) wurde mit Hilfe des
spezifischen Liganden des Vis-Rezeptor '%I-HO-phenylacetyl’-D-Tyr(Me)*-Phe®-
GIn*-Asn®-Arg®-Pro’-Arg®-NH, ('*°I-HO-LVA) ermittelt (Barberis and Tribollet 1996).
Mittels computergestutzten densometrischen Messungen (Optimas 5.2, Optimas,

Muanchen, Deutschland) wurde die quantitative Auswertung der autoradiographischen
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Filme im Ilateralen Septum, Thalamuskernen und der amygdalostriatalen
Ubergangszone durchgefilhrt. Repréasentative Bereiche der verschiedenen
Hirnregionen wurden mit einer digitalen Kamera eingescannt, wobei darauf geachtet
wurde, dass alle Aufnahmen unter identischen Lichtverhaltnissen gemacht wurden.
In den untersuchten Regionen wurden die mittleren Grauwerte ermittelt und als
Einheiten der optischen Dichte dargestellt. Pro Region wurde pro Tier 5-7 bilaterale
Messungen durchgefihrt, dann wurden die Mittelwerte der verschiedenen Gruppen

miteinander verglichen (Keck, Welt et al. 2003).

2.11 Hochleistungsflussigkeitschromatographie

Serotonin wurde mittels Hochleistungsflissigkeitschromatographie (engl. High
performance liquid chromatography, HPLC) mit elektrochemischer Gleichrichtung
durch einen auf +0,6 V voreingestellten BAS-Gleichrichter (West Lafayette, IN, USA)
und einer glaseren Unijet 3 mm Karbonelektrode (BASi, West Lafayette, IN, USA),
wie vormals beschrieben, bestimmt (Singewald, Kaehler et al. 1997). Das
Substanzgemisch des Dialysates wurde mittels Umkehr-lonenpaar-Chromatographie
(reversed-phase ion-pair HPLC) in die einzelnen Bestandteile aufgetrennt. Die
Flussrate durch die Analysesaule (Sepstick Microbore Saule 150 x 1 mm, 5 yum C18;
BAS) wurde mit Hilfe eines Flusssplitters von 1,5 ml/min auf 70 pl/min reguliert.
Durch einen gekuhlten Mikrosampler (CMA, Helsingborg, Schweden) wurde ein 50 pl
Aliquot jedes Dialysates automatisch injiziert. Das Detektionslimit betrug 0,3

pg/Probe, das Verhaltnis Signal/Hintergrund betrug 3.

2.12 Glukokortikoid- und Mineralokortikoid-Rezeptormessungen

Um Rezeptormessungen mittels des *H-Steroid-Bindungsassasys durchfilhren zu
konnen, mussen die Versuchstiere adrenalektomiert werden, um kein endogenes
Kortikosteron aufzuweisen. Hierzu wurde unter Halothan-Narkose auf der Hohe der
Nebennieren bilateral ein kleiner Schnitt gesetzt. Diese wurden aus dem perirenalen
Fettgewebe entnommen, anschlieRend erfolgte der Wundverschluss uber Klammern.
Wegen des fehlenden Aldosterons erhielten die Tiere nach Adrenalektomie 0,9%ige
NaCl-Lésung als Trinkwasser. Nach Toétung der Tiere nach einem Tag wurde
Kortikosteron im Plasma bestimmt, um die komplette Entfernung der Nebennieren zu
uberprufen. Nach Praparation der Hypophyse wurden die Gehirne umgehend in

verschiedene Areale (Hippocampus, Hypothalamus, Amygdala, frontaler Kortex,
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Neokortex) dissektiert, welche sofort in flissigem Stickstoff schockgefroren und
anschlieend bei -80°C aufbewahrt wurden.

Zur Durchfiihrung der °H-Steroid-Bindungsassays wurden aufgrund der geringen
Gewebemengen Hypothalami und Hypophysen der einzelnen Gruppen gepoolt, fur
die restlichen Gewebe wurden Einzelmessungen durchgefuhrt. Die totale Bindung
wurde mit [°H]-Dexamethason (spezifische Aktivitit 85 Ci/mmol) oder mit [°H]-
Aldosteron (spezifische Aktivitat 83Ci/mmol) bestimmt. Nach einer Inkubationszeit
von 20-24 h bei 0-2°C wurden die gebundenen von den freien [°H]-Steroiden mittels
Sephadex LH-20 (Pharmacia, Schweden) Gel-Filtration getrennt. Die
Proteinkonzentrationen wurden mit BSA als Standards bestimmt. Die
Maximalbindung (Bmax) und die relative Bindungsaffinitat (Kg) wurden mittels
Scatchard-Analyse ermittelt (Reul and de Kloet 1985).

2.13 Postmortem Histologie

Die histologische Kontrolle dient dem Nachweis der korrekten Lage der Mikrodialyse-
Sonde im Hippocampus. Die Beurteilung der Hirnschnitte erfolgte demnach allein auf
Grund der Histologie noch vor Kenntnis der Ergebnisse der Mikrodialyse- und
Plasmaproben. Am Tag nach dem Experiment wurden die Ratten durch eine
Uberdosis Halothan getotet. Die Gehirne wurden vorsichtig aus der Schadelkalotte
entnommen, in vorgekihltem 2-Methylbutan (Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Deutschland) auf Trockeneis (-20 °C) schockgefroren und bei —20 °C aufbewahrt.
Einige Tage spater wurden die Gehirne bei —20 °C am Kryostaten (Microm, HM 500-
O, Walldorf, Deutschland) in 25 um dicke Hirnschnitte geschnitten. Diese
Frontalschnitte des PVN wurden auf Objekttrager, die mit 0,01 % Poly-L-Lysin-
Hydrobromid (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) beschichtet worden waren,
aufgezogen. Sie wurden fur 1,5 Minuten mit 0,5 % Kresylviolett (Sigma, Deisenhofen,
Deutschland) gefarbt und in einer aufsteigenden Alkoholreihe (20 Sekunden in 70 %
Ethanol; 20 Sekunden in 96 % Ethanol) entwassert. Danach wurden sie 5 Minuten in
Isopropanol (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) und 10 Minuten in Rotihistol®
(Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) Uberfluhrt. AbschlieRend wurden sie in
Eukitt® (Kindler GmbH, Freiburg, Deutschland) eingebettet. Die Ansicht der
Hirnschnitte und die Beurteilung der Lage der Spitze der Mikrodialyse-Sonde erfolgte

am Stereomikroskop.
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2.14 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe der Statistik-Software GB-
STAT (Version 6.0, Dynamic Microsystems Inc., Silver Springs, USA). Die
Ergebnisse sind als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes (SEM) dargestellt.
Signifikanz wurde angenommen, wenn die statistische Irrtumswahrscheinlichkeit p <
0,05 war.

2.14.1 Kombinierter Dexamethason/CRH-Test

Nach Verabreichung von CRH wurde die Freisetzung von ACTH und Kortikosteron
als area under the concentration-time curve (AUC, willkirliche Einheit) unter
Korrektur zur basalen Konzentration (durchschnittliche Plasmakonzentration von
ACTH und Kortikosteron zwischen 18.00 und 19.30 Uhr) mit trapezoidaler Integration
berechnet. Zusatzlich wurden die Quotienten der AUCs fur ACTH und Kortikosteron
als grobe Schatzung der Reagibilitdt der Nebennierenrinde auf ACTH (Hypophysen-
Nebennierenrinden Quotient) berechnet. Zur Analyse der Daten der in situ
Hybridisierung wurden die mittleren Grauwerte pro Region und Tier ermittelt.
Bindungsdaten wurden ausgedruckt in fmol/mg und im Falle der individuellen
Zytosolmessungen (auller Adenohypophyse) als Mittelwerte der Gruppe. Scatchard-
Analysen wurden fir die Bindungsdaten gepoolten Zytosols durchgefihrt und die
maximale Bindungskapazitat (Bmax) und Bindungsaffinitat (Kq) wurden berechnet.
Statistische Signifikanz wurde mit Hilfe einer Zweiweg-ANOVA fur wiederholte
Messungen (Gruppe x Zeitpunkt) gefolgt von Fisher’s least-significant-difference
protected t-test oder dem Mann-Whitney U-Test (fir Vergleiche der Anzahl von
positiv markierten Zellen/Silberkornern, AVP-Dialysaten und AUC-Werten) bestimmt.

Als statistisch Signifikant wurde P < 0,05 angesehen.

2.14.2 Paroxetin

Wie oben beschrieben wurden auch hier fir ACTH und Kortikosteron die area under
the concentration-time curve (AUC) berechnet. Die statistische Signifikanz der
Plasmakonzentrationen von ACTH und Kortikosteron wurde mit Hilfe einer Dreiweg-
ANOVA (Zuchtlinie x Behandlung x Zeitpunkt) mit wiederholten Messungen des
letzten Faktors bestimmt. Die Verhaltensparameter wurden mit Hilfe einer Zweiweg-
ANOVA (Zuchtlinie x Behandlung), die Daten des Mikrodialyseexperiments mit einer
Dreiweg-ANOVA (Zuchtlinie x Behandlung x Zeitpunkt) analysiert. Wenn die

statistische Rechtfertigung bestand, wurde ein Fisher's LSD post hoc Test
38



durchgefuhrt. Zum Vergleich der AUC-Werte wurde der Mann-Whitney U-Test
benutzt. Die Dichte der Silberkorner der markierten Zellen (AVP in situ
Hybridisierung), die optische Dichte der untersuchten Regionen / regions of interest
(V1a-Rezeptorautoradiografie), die Rezeptorautoradiographie, die 5-HTa-Rezeptor-
MRNA und SERT in situ Hybridisierung wurden mit einer Kruskal-Wallis Einweg-
ANOVA gefolgt von einem Mann-Whitney U-Test oder Bonferroni-Test analysiert. Bei
Experimenten mit nur zwei Gruppen wurde ein Student’s T-Test durchgefuhrt. Als

statistisch signifikant wurde P < 0,05 angesehen.

2.14.3 Transkranielle Magnetstimulation

Mit Hilfe einer Zweiweg-ANOVA fur wiederholte Messungen (Gruppen x Zeitpunkt)
wurden die Unterschiede in der Freisetzung von ACTH und Kortikosteron zwischen
den verschiedenen Gruppen statistisch analysiert. Innerhalb der Gruppen wurde
hierzu eine Einweg-ANOVA benutzt. Die Verhaltensparameter wurden mit einer
Dreiweg-ANOVA (Zuchtlinie x Behandlung x Zeitpunkt) mit wiederholten Messungen
des letzten Faktors (EPM und Forced Swimming) statistisch untersucht. Wenn die
statistische Rechtfertigung bestand wurde ein Mann-Whitney U-Test durchgefuhrt. P

< 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.

2.14.4 Neurogenese

Zur Bewertung der Effekte der unterschiedlichen Behandlungen kam eine Zweiweg-
ANOVA (Behandlung x Stress) fur wiederholte Messungen zum Einsatz. Soweit die
statistische Rechtfertigung gegeben war, wurde an die ANOVA ein post hoc Tukey's
HSD Test angehangt.

2.15 Versuchsaufbau und —ablauf

2.15.1 DEX/CRH-Test mit HAB- und LAB-Ratten

Am Tag des Experimentes wurden die Tiere (HAB: n = 13; LAB: n =11) um 7.00 Uhr
gewogen. Der DEX/CRH-Test wurde wie beschrieben (Hatzinger, Reul et al. 1996)
durchgefuhrt: um 8.00 Uhr wurde der Jugularvenenkatheter mittels eines PE-50
Schlauches mit einer mit heparinisierter Kochsalzlésung (30 1U/ml; Ratiopharm, Ulm,
Deutschland) gefullten Spritze verbunden. Danach blieben die Tiere ungestort. Um

12.00 Uhr mittags, wahrend des Tiefpunkts im circadianen Rhythmus des HPA-
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Sytems der Ratte, wurde DEX (30 pg/kg, gelost als Phosphat in 0,9%
Kochsalzlésung; 0,5 mil/kg; Merck, Darmstadt, Deutschland) intravends injiziert. Um
den Einfluss von DEX auf die Ausschuttung von ACTH und Kortikosteron wahrend
der taglichen Akrophase zu beobachten, wurden um 18.00, 18.30, 19.00 und 19.30
Uhr jeweils 0,2 ml Blut entnommen. Um 19.31 Uhr wurde CRH (50 ng/kg, 0,5 ml/kg
i.v.; Ferring, Kiel, Deutschland) injiziert. Zur Beurteilung der durch CRH stimulierten
Ausschittung von ACTH und Kortikosteron wurden um 19.40, 20.00, 20.20 und
20.40 Uhr weitere Blutentnahmen durchgefuhrt.

2.15.2 DEX/CRH-Test mit Vehikel- oder V;-Rezeptorantagonist behandelten
HAB-Ratten

Der DEX/CRH-Test wurde wie oben beschrieben durchgefuhrt. Um 19.15 Uhr wurde
entweder reine Tragersubstanz (0,9% Kochsalz, 0,5 ml/kg; n = 19) oder der Viap-
Rezeptorantagonist dP[Tyr(Me),]JAVP (10 pg/kg geldst in 0,9% Kochsalzldsung, 0,5
ml/kg; Dr. M. Manning, Toledo, OH, USA; n = 13) intravends injiziert. Um 19.31 Uhr
wurde CRH (50 ng/kg, 0,5 ml/kg) injiziert. Zur Beurteilung der durch CRH stimulierten
Ausschuttung von ACTH und Kortikosteron wurden um 19.40, 20.00, 20.20 und
20.40 Uhr weitere Blutentnahmen durchgefuhrt.

2.15.3 Paroxetin

Verhaltenstestung

In der achten Wochen der Behandlung mit Paroxetin durchliefen die Tiere aller vier
experimentellen Gruppen (HAB Paroxetin, HAB Vehikel, LAB Paroxetin, LAB
Vehikel, jeweils n = 10) am Tag des Experiments zwischen 8.00 und 12.00 Uhr den
Forced Swim-Test.

Um mdgliche Einflisse von Paroxetin auf die lokomotorische Aktivitat zu
untersuchen, wurden die Tiere 5 Minuten in ein open field gesetzt und die
Linienubertritte ausgezanhilt.

Operation 1

In der achten Woche der Behandlung mit Paroxetin, finf Tage vor dem Experiment,
wurde den Tieren aller Gruppen unter Halothan-Narkose wie oben beschrieben
Jugularvenenkatheter chirurgisch implantiert.

Experiment 1: Basale und stressinduzierte Aktivitat des HPA-Systems

Um die Freisetzung von ACTH und Kortikosteron ins Blut unter basalen Bedingungen

und nach einem kombinierten physiologisch-emotionalen Stressor (5 Minuten Forced
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Swimming) zu beobachten, wurde den Tieren 5, 15 und 50 Minuten nach Stress Blut
abgenommen.

Experiment 2: Kombinierter Dexamethason/CRH-Test

Drei Tage nach Experiment 1 wurde mit den selben Tieren der DEX/CRH-Test
durchgefuhrt.

Operation 2

In der zehnten Woche der Behandlung mit Paroxetin wurde sechs Tieren pro Gruppe
unter Halothan-Narkose wie oben beschrieben Mikrodialysesonden in den
Hippocampus chirurgisch implantiert.

Experiment 3: In vivo Mikrodialyse des Hippocampus

Drei Tage nach Operation, am Tag des Experiments, wurden die Ratten an die
Mikrodialysepumpe angeschlossen: Die um 45° nach auf3en gebogene Kanule wurde
mit einem Eppendorf-Tube zum Auffangen der Dialyseflissigkeit verschlossen. Die
gerade Kaniile wurde Uber einen ca. 3 m langen Polythene-Schlauch (SIMS Portex®,
Kent, England; Durchmesser: 0,38 mm) mit einer Mikroperfusionspumpe (TSE-
Systems, E 540220, Bad Homburg, Deutschland) verbunden. In die Pumpe wurden
Prazisionsglasspritzen (2,5 ml, Hamilton, Schweiz) eingelegt, die luftblasenfrei mit
steriler Ringer-Lésung (Fresenius AG, Bad Homburg, Deutschland) gefillt waren. Ein
Liter steriler Ringer-Losung enthalt 8,80 g NaCl, 0,30 g KCI und 0,33 g CaCl,. Dies
entspricht einem lonengehalt von Na* 147,1 mmol/l, Ca®* 2,25 mmol/l, K* 4,0 mmol/l,
CI" 155,6 mmol/l mit einer theoretischen Osmolaritat von 309 mosm/I. Der pH-Wert
betragt 7,4. Die Dialysegeschwindigkeit betrug 200 pl/h. Vor dem Beginn des
eigentlichen Versuchs wurden die Mikrodialyse-Sonden 2 Stunden perfundiert, um
eine Adaption des Hirngewebes an den Dialysevorgang zu gewahrleisten. Wahrend
dieser Zeit stellt sich ein Gleichgewicht zwischen dem Dialysemedium und dem
extrazellularen Gewebe ein. Wahrend des Experiments wurden alle 30 Minuten die
Eppendorf-Tubes (1,5 ml, Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg, Deutschland)
gewechselt. In jedem Reaktionsgefald befanden sich zur Stabilisierung der Peptide in
der Dialyseflussigkeit 10 ul einer 0,1 N HCI-Lésung. Die Tubes mit den Dialysaten
wurden sofort zentrifugiert, auf Trockeneis gelagert und bei —80 °C eingefroren.
Wahrend des funften von zehn aufeinander folgenden Dialysaten, wurden die Tiere

zur Induktion von emotionalem Stress funf Minuten auf der EPM exponiert.
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2.15.4 Transkranielle Magnetstimulation

Experiment 1 und 2: Verhaltenstestung

Elevated Plus-maze (EPM):

Neun Wochen nach ihrer ersten Testung auf der EPM und nach zwei dreitagigen
Serien chronischer Behandlung mit rTMS, wurden die HAB- und LAB-Ratten erneut
auf der EPM getestet.

Forced Swimming

HAB- und LAB-Tiere wurden erstmals einen Tag vor Beginn der ersten rTMS-
Behandlung getestet. Der zweite Forced Swim-Test wurde am Tag nach Beendigung
der chronischen Behandlung mit rTMS und 90 Minuten nach Testung auf der
Elevated plus-maze zwischen 8.00 und 12.00 Uhr durchgeflhrt.

Experiment 2: Chirurgischer Eingriff

Die chirurgische Implantation des chronischen Jugularvenenkatheters wurde bei
allen Tieren der rTMS- (HAB n = 6; LAB n = 6) und der Scheinbehandlungsgruppe
(HAB n = 6; LAB n = 6) einen Tag vor der zweiten dreitdgigen Stimulationsserie
durchgefuhrt.

Experiment 2: Blutentnahmen

Um die Effekte der Langzeitbehandlung mit rTMS auf die Aktivitat des HPA-Sytems
zu beobachten, wurde die Freisetzung von ACTH und Kortikosteron ins Blut unter
basalen Bedingungen und nach einem hauptsachlich emotionalen Stressor (5
Minuten EPM) und einem kombinierten emotional/physischen Stressor (5 Minuten
Forced Swimming) mit Hilfe von Blutabnahmen Uberwacht. Hierzu wurde der 5 Tage
zuvor implantierte Jugularvenenkatheter am Versuchstag um 7.00 Uhr, wie oben
beschrieben, mit einer Spritze verbunden. Es folgten zwei basale Blutentnahmen vor
und jeweils drei Blutentnahmen 5, 15 und 50 Minuten nach EPM-Expositon,
beispielsweise Forced Swimming.

Stimulation mit intravends injiziertem CRH

Am folgenden Tag wurden die Tiere gewogen, dann wurde der Katheter um 7.00 Uhr
wieder an eine mit heparinisierter Kochsalzldsung befillten Spritze angeschlossen
und um 9.00 Uhr erfolgte eine basale Blutentnahme. 10 Minuten nach intravendser
Bolusinjektion von humanem CRH (50 ng/kg, 0,5 ml/kg; Ferring, Kiel, Germany)

wurde eine weitere Blutabnahme durchgefuhrt.
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2.15.5 Neurogenese

Die Tiere wurden in vier Versuchsgruppen aufgeteilt: Kontrolle, Kontrolle + rTMS,
Stress, und eine Gruppe Stress + rTMS. Jede Gruppe bestand aus 12 Tieren. Die
Gruppe Kontrolle erhielt taglich eine rTMS-Scheinbehandlung, die Gruppe
Kontrolle+rTMS hingegen eine Behandlung mit rTMS. Die Tiere der Gruppe Stress
durchliefen Uber einen Zeitraum von 18 Tagen taglich die Prozedur des
psychosozialen Stresses (social defeat) und eine rTMS-Scheinbehandlung,
wohingegen die Gruppe Stress + rTMS taglich dem psychosozialen Stress
ausgesetzt und mit rTMS behandelt wurde. Wahrend der 18 Versuchstage wechselte
die Reihenfolge von rTMS-Behandlung und Social Defeat taglich, so dass ein Tier,
welches vormittags mit rTMS behandelt wurde, nachmittags der Social Defeat-
Prozedur ausgesetzt wurde und umgekehrt. Um die Vermehrung und das Uberleben
der Neurone in der Kornerzellschicht zu ermitteln, wurde jede Gruppe in zwei
Untergruppen, eine Gruppe Proliferation und eine Gruppe Survival (jeweils n = 6),
aufgeteilt. Um den Effekt der verschiedenen Behandlungsschemata auf das
Uberleben der neuen Zellen zu ermitteln, wurde den Tieren aus der Gruppe Survival
zweimal 5°-Bromo-2-Desoxyuridin (2 x 200 mg/kg BW BrdU [Sigma] in
Kochsalzlosung i.p.) an zwei aufeinanderfolgenden Tagen vor Beginn der
Behandlung injiziert und die Tiere am Ende des Experiments, das heifl3t 18 Tage
nach der Injektion, perfundiert. Um den Einfluss der verschiedenen
Behandlungsschemata auf die Teilungsrate der Vorlauferzellen zu bewerten,
erhielten Tiere der Gruppe Proliferation am letzten Tag des Protokolls, das heil3t 24
Stunden vor der Perfusion, einmalig eine Injektion BrdU (200 mg/kg i.p.).

Zur Ermittlung der basalen Aktivitat der HPA-Syteme wurde am 17. Tag, einen Tag
vor der BrdU-Injektion der Gruppe Proliferation, allen Tieren aus der Schwanzvene

Blut enthommen.
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3 Ergebnisse

3.1 DEX/CRH-Test

3.1.1 DEX/CRH-Test mit mannlichen HAB- und LAB-Tieren

Die Vorbehandlung mit DEX fuhrte zu einem Ausbleiben des abendlichen,
normalerweise durch die circadiane Rhythmik bedingten Anstieg der
Plasmakonzentrationen von ACTH bei LAB-Ratten, bei HAB-Ratten hingegen liel3en
sich um 18.00, 19.00 und 19.30 Uhr signifikant hohere ACTH-Konzentrationen
feststellen, was flr eine mangelnde Suppression durch DEX spricht. Die
Ausschuttung von ACTH nach Injektion von CRH war signifikant groRer bei HAB-
Ratten als bei LAB-Ratten (Zweiweg-ANOVA, Gruppe x Zeitpunkt: P = 0,03;
Abbildung 3.1), was sich auch in signifikant groReren AUC-Werten widerspiegelte
(HAB: 2346 + 400; LAB: 883 + 268; P < 0,05). Entsprechend war der maximale
Anstieg der Plasmakonzentration von Kortikosteron nach Stimulation mit CRH bei
HAB-Ratten signifikant grofder als bei LAB-Tieren (Gruppe x Zeitpunkt: P = 0,0062),
was sich ebenfalls in hdheren AUC-Werten widerspiegelte (HAB: 8306 + 1500; LAB:
3709 + 458; P < 0,05).

Der Quotient von Hypophyse zu Nebennierenrinde war bei HAB-(0,28 + 0,07) und
LAB-Tieren (0,24 + 0,05; P = 0,94) ahnlich, was zeigt, dass die Reagibilitat der
Nebennierenrinde auf ACTH bei HAB- und LAB-Tieren nicht signifikant

unterschiedlich war.
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Abbildung 3.1: Plasmakonzentrationen von ACTH und Kortikosteron von HAB- (Quadrate;
n =13} und LAB-Ratten (Kreise; n = 11} zmschen 18.00 und 2040 Uhr wahrend des
kmmmmerten DEX/CRH Tests. Alle Ratten wurden um 12.00 Uhr mit DEX (30 paikg iv.)
vorbehandelt. CRH (50 ngfkg v wilrde um 1931 Uhr (Ffeily verabreicht. Die Daten
wierden als Mittelwerte + Standardfehler dargeatellt e s G057 s 001 ws. LAB #p =
0,05, ## p< 0,01 vs. basal.
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3.1.2 DEX/CRH-Test mit mannlichen HAB-Ratten mit Vi-Rezeptorantagonist

Nach der Vorbehandlung mit DEX unterschieden sich die Dbasalen
Plasmakonzentrationen von ACTH und Kortikosteron zwischen 18.30 und 19.30 Uhr
nicht zwischen den Gruppen von HAB-Tieren, die danach mit dem Vj-
Rezeptorantagonisten, beispielsweise reiner Tragersubstanz behandelt wurden. Die
Verabreichung von Tragersubstanz oder dem Vi-Rezeptorantagonisten hatte keinen
unmittelbaren Effekt, das heil3t wahrend der ersten 15 Minuten, auf die Ausschittung
von ACTH oder Kortikosteron (Abbildung 3.2). Jedoch dampfte die Verabreichung
des V-Rezeptorantagonisten den Anstieg der Ausschittung von ACTH (Zweiweg-
ANOVA, Zeitpunkt x Behandlung: P < 0,0001) und Kortikosteron (P < 0,05) im
Vergleich zu den unbehandelten HAB-Tieren. Dieser Effekt spiegelte sich ebenfalls
in niedrigeren AUC-Werten fur ACTH (Tragersubstanz: 3386 + 343; V4: 1169 + 214;
P < 0,01) und Kortikosteron (Tragersubstanz: 4675 + 424; \/1: 2739 + 534; P < 0,05)

nach Behandlung mit dem Antagonisten wieder.
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Abbildung 3.2: Plasmakonzentrationen von ACTH und Kortikosteron von HAB-Ratten, die
entweder mit Tragersubstanz (rote Linie; n = 19) oder V,-Rezeptorantagonisten (gelbe
Linie; n = 13) behandelt wurden, zwischen 18.30 und 20 40 Uhr wahrend des kombinierten
DEX/CRH-Tests. Alle Ratten wurden mit DEX (30 pgikg iv.) um 12.00 Uhr vorbehandelt.
Der v, -Rezeptorantagonist (10 pg/kg iv.) oder die Tragersubstanz wurden urm 1915 Uhr
(Pfeﬂj injiziert, 15 Minuten bevor CRH (50 ngfkg iv.) um 1931 Uhr (Pfeil) werabreicht
wurde. Die Daten werden als Mittelwerte + Standardfehler dargestellt. * P <0,05, ** P <
0,01 wersus die entsprechenden ‘Werte fir die mit dem W Rezeptorantagomaten
behandelten HAB-Tiere # P < 0,05, ## P < 0,01 versus basal.
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3.1.3 Basale Freisetzung von AVP im PVN bei HAB- und LAB-Ratten

Der durchschnittliche AVP Gehalt zweier aufeinanderfolgender, aus dem PVN
gesammelten Dialysate war zwischen HAB- und LAB-Tieren signifikant
unterschiedlich (P < 0,05). HAB-Ratten zeigten hdhere basale Konzentrationen
(Abbildung 3.3.).

3.1.4 Expression von AVP-mRNA im PVN von HAB- und LAB-Ratten

Nur einige wenige verstreute Silberkdrner waren in den parvozellularen Neuronen
des AVP synthetisierenden PVN von unter Basalbedingungen dekapitierten HAB-
und LAB-Tieren zu finden. Im magnozellularen Teil des PVN von HAB-Tieren waren
die mittleren Grauwerte hingegen signifikant héher als bei LAB-Tieren(Abbildung 3.3;
P < 0,05).
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Abbildung 3.3: Linkes Diagramm: AVP-Gehalt fortlaufend gesammelter, 30-minitiger
Dialysate (Mittelwert der Dialysate 1 und 2) aus dem PVN frellaufender HAE- in=6) und LAE
-Ratten (n = 8). Rechtes Diagramm: Quantitative Analyse des in situ Hybridisierungssignals
yon AVE-mREMNA des magnozellularen Anteils des PV wvon HAB- (n = 6) und LAE-Raten (n =
g1. Die Daten werden dargestellt als Mittelwerte + Standardfehler. * P < 0,05 versus LAE.
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3.1.5 Immunhistochemie

Es lieRen sich weder in der auf3eren, noch in der inneren Zone der Eminentia
mediana Unterschiede in der Immunoreaktivitat gegenuber AVP zwischen HAB- und
LAB-Ratten feststellen.

3.1.6 Kortikosteroid-Rezeptorbindung im Gehirn und in der Hypophyse

Es zeigten sich weder fur den Mineralokortikoidrezeptor (MR) noch fur den

Glukokortikoidrezeptor  (GR)  bezlglich Bindungskapazitat  (Bmax)  und
Bindungsaffinitat (Kq) Unterschiede zwischen HAB- und LAB-Ratten.
Tabelle 3.1: Mineralo- und Glukokortikoidrezeptoren
MR (fmol/mg) |MR K4 (nM) GR (fmol/mg) |GR Kq4 (nM)

Hippocampus

HAB 95+11 0,26 194+7 1,18

LAB 107+9 0,23 20147 1,08
Hypothalamus

HAB - - 213+10 -

LAB - - 199+11 -
HVL

HAB - - 144 1,96

LAB - } 150 1,97

Die Daten werden als Mittelwerte + Standardfehler dargestellt; n = 10-11.
Rezeptorbindungskapazitdt Bmax in fmol/mg Protein. Zur Durchfiihrung der °H-
Steroid-Bindungsassays wurden aufgrund der geringen Gewebemengen die
Hypothalami und das Gewebe der Hypophysenvorderlappen (HVL) der einzelnen
Gruppen gepoolt, fur die restlichen Gewebe wurden Einzelmessungen durchgeflhrt.
Der Mineralokortikoidrezeptor (MR) wurde nur im Hippocampus bestimmt, da er vor
allem in dieser Region eine wichtige Rolle spielt.
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3.2 Langzeitbehandlung mit Paroxetin

Alle Versuchstiere konnten in die statistische Auswertung einbezogen werden, da bei
der postmortem durchgefihrten Untersuchung der Organe keine pathologischen
Veranderungen zu finden waren. Bei der wochentlichen Gewichtskontrolle der Ratten
zeigten sich keine Unterschiede in der Gewichtszunahme zwischen den
verschiedenen Gruppen. Der Zusatz von Paroxetin zum Trinkwasser fuhrte wahrend
der ersten drei Wochen zu einer leichten Abnahme der taglichen Wasseraufnahme,
diese Reduzierung erlangte allerdings keine statistische Signifikanz. Die
Plasmakonzentration von Paroxetin war bei HAB- und LAB-Tieren ahnlich (60 + 2

ng/ml und 58 + 4 ng/ml).

3.2.1 Forced Swimming

Eine Zweiweg-ANOVA (Zuchtlinie x Behandlung) enthillte signifikante Unterschiede
zwischen den Zuchtlinien fir die Parameter Struggling (F13 = 39,7; P < 0,0001) und
Floating (F136 = 63,9; P < 0,0001), mit einer signifikanten Interaktion mit dem Faktor
Behandlung fur die Parameter Struggling (F1,36=9,31; P = 0,0043) und Floating (F1 36
= 31,6; P < 0,0001). Die post-hoc-Analyse ergab, dass die mit Paroxetin behandelten
HAB-Tiere signifikant mehr Struggling- (P < 0,05) und weniger Floating-Verhalten (P
< 0,01) zeigten als mit Vehikel behandelte HAB-Kontrolltiere. Hinsichtlich des
Floating-Verhaltens lieRen sich die mit Paroxetin behandelten HAB-Ratten nicht von

den LAB-Ratten unterschieden.

Abbildung 3.4 zeigt den Einfluss von einer Langzeitbehandlung mit Paroxetin auf das

Schwimmverhalten von HAB- und LAB-Tieren im Forced Swim-Test:
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Abbildung 3.4: Ergebnisse der Verhaltenstestung im Forced Swim-Test von HAB- (obere
Grafik. Kontrolltiere, rote Balken, Paroxetin, hellgrine Balken) und LAB-Tieren (untere
Grafik, Kontrolltiere, blaue Balken, Paroxeting hellblaue Balken) (n = 10 pro Gruppe).
Zezeigt wird die Zeit in Sekunden, die wahrend des funfrmindtigen Tests mit Struggling und
Floating verbracht wurde, beispielsweise die Latenz bis zur ersten Floating-Reaktion. Die
Daten sind als Mittelwerte * Standardfehler dargestellt. * F < 005, * P <0 01 gegen die mit
Faroxetin behandelte HAB-Ratten; #F < 0,05, # P < 0,01 gegen LAB-Ratten.
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Open Field

Im Open Field hatte die Langzeitbehandlung mit Paroxetin keinen Einfluss auf die
lokomotorische Aktivitat (HAB: Kontrolltiere, 4,5 + 0,7; Paroxetin, 3,1 + 0,9; LAB:
Kontrolltiere, 5,2 + 0,5; Paroxetin, 4,4 + 0,8 LinienUbertritte).

3.2.2 Effekte der Langzeitbehandlung mit Paroxetin auf die basale und die

stressvermittelte Aktivitat des HPA-Systems

Die basalen Plasmakonzentrationen von ACTH (HAB: Kontrolle, 91,4 + 18,8 pg/ml;
Paroxetin, 64,9 + 14,2 pg/ml; LAB: Kontrolle, 80,3 + 8 pg/ml; Paroxetin, 83,2 + 6,9
pg/ml) und Kortikosteron (HAB: Kontrolle, 49,8 + 20,8 ng/ml; Paroxetin, 29,5 + 5,5
ng/ml; LAB: Kontrolle, 35,6 + 10,7 ng/ml; Paroxetin, 27,8 + 9,4 ng/ml) waren bei
Vehikel- und Paroxetin-behandelten HAB- und LAB-Tieren vergleichbar. Forcierter
Schwimmestress verursachte einen signifikanten Anstieg von ACTH (Dreiweg-ANOVA
[Zuchtlinie x Behandlung x Zeit], Faktor: Zeit; F3408 = 83,6, P < 0,0001) und
Kortikosteron (Fs10s = 269,4, P < 0,0001) im Plasma bei allen Gruppen. Die
Plasmakonzentrationen von ACTH und Kortikosteron 5, 15 und 50 Minuten nach
dem forcierten Schwimmstress waren statistisch zwischen den Gruppen nicht zu

unterscheiden.

53






3.2.3 Dexamethason/CRH-Test

Nach Injektion von CRH war die Ausschuttung von ACTH bei vehikelbehandelten
HAB-Tieren signifikant groRer als bei vehikelbehandelten LAB-Tieren (Dreiweg-
ANOVA [Zuchtlinie x Behandlung x Zeit]; F7252=5,49, P < 0,0001; siehe Abbildung
3.6). Dies spiegelte sich ebenfalls in groleren AUC-Werten wider (HAB: 3714 + 779;
LAB: 736 + 141; P < 0,01). Der maximale Anstieg der Plasmakonzentration von
Kortikosteron nach Stimulation mit CRH war ebenfalls signifikant gréler bei
vehikelbehandelten HAB-Tieren als bei LAB-Tieren (Zuchtlinie x Zeit; F725,=3,17, P =
0,0031). Auch hier zeigten sich grolere AUC-Werte (HAB: 6440 + 385; LAB: 5627 +
258; P < 0,05). Die basalen Plasmakonzentrationen von ACTH und Kortikosteron
zwischen 18.30h und 19.30h unterschieden sich signifikant zwischen den mit
Paroxetin-behandelten HAB-Tieren und HAB-Kontrolltieren (P < 0,05). In ahnlicher
Weise dampfte die Behandlung mit Paroxetin den durch CRH-stimulierten Anstieg
der Ausschittung von ACTH und Kortikosteron (P < 0,01, beziehungsweise P <
0,05). Auch dieser Effekt lie® sich durch kleinere AUC-Werte fur ACTH untermauern
( Kontrolltiere: 3714 + 779; Paroxetin: 1793 + 483; P < 0,01). Zwischen Paroxetin-
behandelten LAB-Tieren und LAB-Kontrolltieren lieR sich kein statistisch signifikanter

Unterschied nachweisen (siehe Abbildung 3.6).
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Abbildung 3.6: Gezeigt werden die Plasmakonzentrationen won ACTH (obere Grafik) und
Kortikosteron (untere Grafik) von Kontroll- (HAE, rote, LAE, blaue Linie) und Paroxetin-
behandelten (HAB, hellgrine, LAB, hellblaue Linie) HAB- (Quadrate) und LAB-Tieren
(Kreise; n = 10 pro Gruppe) zwischen 15:30 h und 20040 h wéihrend des kombinierten
Dexamethason/CRH-Test. Alle Tiere wurden mit Dexamethason (30 gafkg iv.) um 12:00 h
vorbehandelt. Die Daten sind als Mittelwerte + Standardfehler dargestelt. # F < 0,05, ## F <
0,01 gegen basal, * P < 0,05, P = 0,01 gegen LAB; + P < 0,05, ++ P= 0,01 gegen Paroxetin-
behandelte HAB-Tiere.
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3.2.4 Wirkung von Paroxetin auf die Genexpression von AVP im Nucleus

paraventricularis

In den parvozellularen AVP-synthetisierenden Neuronen des PVN der Vehikel- und
Paroxetin-behandelten Tiere, welche unter basalen Bedingungen dekapitiert wurden,
fand sich nur ein schwaches Hybridisierungssignal. Im Gegensatz dazu war die
Dichte der Silberkérner pro Zelle im magnozellularen Teil des PVN bei HAB-
Kontrolltieren signifikant hoher als bei LAB-Tieren (Kruskal-Wallis ANOVA, gefolgt
vom Mann-Whitney U-Test; P < 0,01) und normalisiert bei Paroxetin-behandelten
HAB-Tieren (P < 0,05; n = 6 pro Gruppe) (siehe Abbildung 3.7). Kein Unterschied
zeigte sich zwischen behandelten und unbehandelten LAB-Tieren. Es liel3 sich
ebenfalls kein Unterschied der AVP-Genexpression in den magnozellularen

Neuronen des SON zwischen den Gruppen feststellen.
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Abbildung 3.7: AVP-mREMNA in sifu Hybridisierung, Obere Grafik Reprasentative
Schnitte zeigen den PV im Hypothalamus (Dunkelfeld). Die Dichte der Silberkérmer
pro Zelle im magnozellularen Teil des PYWM o war bel HAB-Kontrolltieren (HAB-V)
signifikant héher als bei LAB-Tieren und wurde durch die Bghandlung mit Paroxetin bei
HAB-Tieren (HAB-F) wermindert (n = 6 pro Gruppe). Es lied sich kein Unterschied
mwischen LAB-Kontrolltieren (LAB-V) und mit Faroxetin behandelten LAB-Tieren (LAB-
Fi feststellen. Die Grolke des Mabstabsbalken betragt 100 um. Untere Grafik
Quantitative Ermittlung der optischen Dichte pro Zelle. Die Daten werden als
Mittelwerte + Standardfehler dargestellt. * F = 0,04, gegen Paroxetin-behandelte HAB-
Tiere # P = 0,05 gegen HAB-Kontrolltiere,
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3.2.5 Vi,-Rezeptorautoradiographie bei Vehikel- und Paroxetin-behandelten
HAB- und LAB-Tieren

Im lateralen Septum fanden sich mehr spezifisch markierte V5-Bindungsstellen bei
den HAB-Kontrolltieren als bei den LAB-Tieren (P < 0,05) (siehe Abbildung 3.8). In
allen anderen untersuchten Hirnregionen lieRen sich keine statistisch signifikanten
Unterschieden zwischen HAB- und LAB-Tieren feststellen. Die Behandlung mit
Paroxetin hatte weder bei HAB- noch bei LAB-Tieren einen Einfluss auf die

Expression von V,-Rezeptoren.
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Abbildung 3.8: V. _-Fereptorautoradiografie. Obere Tafel die reprasentative Autoradiografie
Zeigt bei HAB-Kontrolltieren (HAB-V) im Vergleich zu LAB-Tieren (LAB-Y) mehr spezifisch
markierts ¥, _-Bindungsstellen im lateralen Septum (Pfeil). In den anderen untersuchten
Himregionen lied sich kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen HAB- und LAE-
Tieren feststellen. Die BEchandlung mit Paroxetin hatte keinen Einfluss auf die Expression von
W, -Rezeptoren, weder bel HAB- (HAB-F) noch bei LAB-Tieren (LAB-F). Untere Grafik:
Quantitative Bestimmung der Dichte von spezifischer WV, -Bindung. Die Ergebnisse werden als
MWittelwerte + Standardfehler dargestellt. * P < 0,05 gegen HAE Kontrolltiere.
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3.2.6 EinflulR der Langzeitbehandlung mit Paroxetin auf die Freisetzung von

Serotonin im Hippocampus von HAB- und LAB-Ratten

Die basale Freisetzung von Serotonin im Hippocampus war in allen Gruppen
vergleichbar (gemittelte Basalwerte 1-4: HAB: vehicle:16,1 £ 1,2; Paroxetin:15,9 +
1,4 fmol/sample; LAB: vehicle:15,1 £ 1,9; Paroxetin: 13,7 £ 1,5 fmol/sample). Fur die
stressinduzierte Freisetzung zeigte eine Dreiweg-ANOVA (Zuchtlinie x Behandlung x
Zeit) einen signifikanten Einflul des Faktors Zeit (F 9252 = 7,3; P < 0,0001), eine
signifikante Interaktion zwischen den Faktoren Behandlung und Zeit (F 9216 = 2,9; P
= 0,003) und eine signifikante Interaktion aller drei Faktoren (F g9216 = 3,2; P =
0,0013).

Emotionaler Stress fuhrte bei paroxetinbehandelten HAB-Ratten zu einem
signifikanten Anstieg der Serotoninkonzentrationen im Hippocampus wahrend des
funften Mikrodialysates (P < 0,01; Abbildung 3.9). Bei unbehandelten Tieren
hingegen hatte emotionaler Stress keinen EinfluR auf die Serotoninfreisetzung im
Hippocampus.

Sowohl behandelte als auch unbehandelte LAB-Tiere zeigten nach emotionalem
Stress einen kleinen, aber signifikanten Anstieg der Serotoninkonzentrationen (P <
0,05; Abbildung 3.9). Paroxetinbehandelte LAB-Tiere zeigten einen signifikanten
Anstieg der hippocampalen Serotoninfreisetzung wahrend des sechsten Dialysates
(P < 0,01); unbehandelte LAB-Tiere wahrend des flunften und sechsten Dialysates (P
< 0,05). Paroxetinbehandelte LAB-Ratten unterschieden sich von
paroxetinbehandelten HAB-Ratten (P < 0,01).
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Abbildung 3.9: {A) Auswirkungen won fOnfmindtiger Exposition auf dem Elevated plus-
maze (EPM) auf den Sergtoningehalt fortlaufend gesammelter 20 min Dialysaten aus dem
rechten dorsalen Hippocampus mannlicher paroxetinbehandelter (n = 8; hellgriine Linie) und
unbehandelter (n = 7, rote Linig) HAB-Tiere. Mittelwerte £ SEM. ++ P = 0,01 versus LAE; **
P < 0,01 versus unbehandelte Tiere ## F <001 versus basal.

{B) Auswirkungen von funfminitiger Exposition auf dem Elevated plus-maze (EFM) auf den
Serotoningehalt fortlaufend gesammelter 30 mindtiger Dialysate aus dem rechten dorsalen
Hippocampus mannlicher paroxetinbehandelter (n = 7; hellblaue Linig) und unbehandelter (n
= 6; blaue Linie) LABE-Tiere. Mittelwerte + SEM. ##F = 001, #F = 0,05 versus basal.

62



3.2.7 Paroxetin hat keinen Einfluss auf die unterschiedliche 5-HTia-

Rezeptorgenexpression im Hippocampus bei HAB- und LAB-Ratten

Es zeigte sich die vormals beschriebene charakteristische Verteilung von 5-HT1a-
Rezeptor mRNA in DR, MnR und Hippocampus (Burnet, Mead et al. 1995). Starke
Hybridisierungssignale fanden sich in DR, MnR, Gyrus dentatus (DG), CA1 und CAS,
in CA2 fanden sich etwas niedrigere Werte (Abbildung 3.10). Wahrend sich die
Menge der 5-HT1a-Rezeptor mRNA in DR (HAB: 77 + 6 nCi/g tissue equivalent; LAB:
71 £ 8 nCi/g tissue equivalent) oder MnR (HAB: 55 + 6 nCi/g tissue equivalent; LAB:
42 + 7 nCi/g tissue equivalent) nicht unterschieden, liel sich bei HAB-Ratten in der
CA1-Region im Hippocampus (HAB: 79 £ 5 nCi/g tissue equivalent; LAB: 105 + 2
nCi/g tissue equivalent; P < 0,01) weniger 5-HT1a-Rezeptor mMRNA messen. Dieser
Unterschied blieb nach Langzeitbehandlung mit Paroxetin bestehen (HAB: 74 + 8
nCi/g tissue equivalent; LAB: 96 + 3 nCi/g tissue equivalent; P < 0,05; Abbildung
3.10).
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3.2.8 Erhdhte SERT-Bindungsstellen bei HAB-Tieren: Reduktion durch

Langzeitbehandlung mit Paroxetin

Die Rezeptorautoradiographie mit [*H]Citalopram zeigte sowohl im Hippocampus
(Benmansour, Cecchi et al. 1999; Hebert, Habimana et al. 2001) als auch in DR und
MnR (Abb 3.11.) die typische Verteilung von SERT-Bindungsstellen. Bei HAB-Ratten
waren die SERT-Bindungsstellen in DR (HAB: 302 £ 7 fM/mg tissue equivalent; LAB:
253 + 8 fM/mg tissue equivalent; P < 0,01) und MnR (HAB: 283 + 8 fM/mg tissue
equivalent; LAB: 220 + 15 fM/mg tissue equivalent; P < 0,01; Abb 3.10) erhdht,
wahrend sich in diesen Hirnarealen bei beiden Zuchtlinien die gleiche Menge an
SERT-mRNA fand (DR: HAB: 135 £ 6 nCi/g tissue equivalent; LAB: 145 + 6 nCi/g
tissue equivalent; MnR: HAB: 197 + 21 nCi/g tissue equivalent; LAB: 177 + 13 nCi/g
tissue equivalent; Abb 3.11). Entsprechend war die Gesamtexpression von SERT-
Bindungsstellen im Hippocampus bei HAB-Tieren gegenuber LAB-Tieren erhoht
(HAB: 66 + 3 fM/mg tissue equivalent; LAB: 48 £ 3 fM/mg tissue equivalent; P <
0,01). Chronische Behandlung mit Paroxetin fihrte bei beiden Linien zu einer
Reduktion der hippocampalen SERT-Bindungsstellen (HAB: 9 + 1 fM/mg tissue
equivalent; LAB: 14 + 1 fM/mg tissue equivalent). Bei HAB-Ratten war die Reduktion
groRer als bei LAB-Ratten (- 56 % + 3 fM/mg tissue equivalent (- 86 %) versus — 34
1 3 fM/mg tissue equivalent (- 71 %); P < 0,001).
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Abildung 3.11: (a) SERT-Eindungsstellen im Hippocampus von HAE- und LAB-Ratten,
sichtbar gemacht mit Hilfe von [FH]Citalopram. Links: SERT-Expression im Hippocampus
unbehandelter HAB- und LAB-Ratten in niedriger Vergroferung. FEechts: Hippocampale
SERT-Bindungsstellen unbehandelter und FParoxetinbehandelter HAB- und LAB-Tiere in
starkerer Vergraferung. (b) KEeprasentative Autoradiogramme von SERT-Eindungsstellen
und SERT-mRMNA im dorsalen und medianen Raphékern von HAB- und LAB-Ratten. HAE-
Vo = unbehandelte HAE-Tiere, LAE-Y = unbehandelte LABE-Tiere, HAB-F =
Faroxetinbehandelte HAB-Tiere, LAB-FP = Paroxetinbehandelte LAB-Tiere. DR: dorsaler
Raphekern MnR: medianer Raphékern.
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3.3 rTMS bei HAB- und LAB-Tieren

3.3.1 Berechnete Stromdichteverteilung

Abbildung 3.12 zeigt die berechnete, durch rTMS induzierte Stromdichteverteilung in
einem Transversalschnitt des Gehirns der Ratte beziehungsweise des Menschen.
Die Stimulationsparameter fur das menschliche Gehirn wurden so gewahlt, dass sie
das in der Klinik gebrauchlichste Setup simulieren. Zur Berechnung der
Stromdichteverteilung im Gehirn der Ratte benutzten wir die in unseren

Experimenten verwendeten Stimulationsparameter.
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Abbildung 3.12: Raumliche Verteilung der durch rTMS induzierten intrazerebralen
Stromdichte in Transversalschnitten des Menschen- (links) und Rattengehirns
(rechts). Human: Maximale Stromintensitat der Stimulationsspule Ihax = 4000 A.
Kommerzielle  ,Figure  8“Stimulationsspule = (DANTEC/Medtronic), innerer
Durchmesser (ID): 20 mm, duRerer Durchmesser (AD): 100 mm, 10 Windungen pro
Spule. Hieraus resultierender maximaler magnetischer Induktionsmodulus am
Spulenzentrum B: ca. 1,8 Tesla. Die Stimulationsspule ist der gebrauchlichsten
klinischen Anwendung entsprechend um 45° in der xy- und yz-Ebene gedreht.
Kontaktpunkt ist der linke dorsolaterale prafrontale Kortex. Durchschnittliche
Stromdichte (iber den roten Abschnitten: 92 + 1,5 A/m? Pfeile: Liquor mit groRter
Leitfahigkeit (1,6 A/Vm). Ratte: Inax = 6000 A. Runde Prototypenspule, ID: 6 mm, AD:
57 mm, 21 Windungen (DANTEC/Medtronic). B: ca. 4 Tesla. Die Stimulationsspule
ist um 45° in der xy- und yz-Ebene gedreht. Kontaktpunkt ist der linke frontale Kortex.
Durchschnittliche Stromdichte tber den roten Abschnitten: 97 + 0,6 A/m?. Pfeile:
Liquor. Das Stimulationsgerat wurde von DANTEC/Medtronic zur Verflugung gestellt.
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3.3.2 Elevated plus-maze (EPM)

3.3.2.1 Experiment 1, ohne simultane Blutentnahme

Eine Dreiweg-ANOVA (Zuchtlinie x Behandlung x Zeit) mit wiederholten Messungen
des letzten Faktors bestatigte, dass HAB-Tiere prozentual weniger Eintritte in den
offenen Arm (F 135 = 64,20; P < 0,0001; Tabelle 3.2) und weniger Zeit auf dem
offenem Arm (F 133 = 135,9; P < 0,0001) der EPM machten, beziehungsweise
verbrachten als LAB-Tiere, sowohl vor, als auch nach der Behandlung. Entsprechend
war auch die Latenz bis zum ersten Eintritt in den offenen Arm bei HAB-Tieren
(rTMS: 200 = 37 s; Kontrollen: 252 + 32 s) wesentlich langer als bei LAB-Tieren
(rTMS: 72,8 £ 22 s; Kontrollen: 42,3 + 12 s; F 4133 = 36,02; P < 0,0001). Die
allgemeine lokomotorische Aktivitat, gemessen an der Anzahl der Eintritte in die
geschlossenen Arme, war zwischen HAB- (rTMS: 2,8 + 1,1; Kontrollen: 4,3 £ 1,0)
und LAB-Tieren (rTMS: 5,8 + 1,2; Kontrollen: 5,3 + 0,6) nicht zu unterscheiden. Eine
rTMS-bedingte Veranderung zeigte sich fur den prozentualen Anteil der im offenen
Arm verbrachten Zeit (F 138 = 23,77; P < 0,0001). Die Interaktion der Faktoren
Zuchtlinie (F 138 = 23,67; P < 0,0001) und Behandlung (F 135 = 7,77; p < 0,0001) war
ebenfalls signifikant. Eine signifikante Interaktion aller drei Faktoren ergab sich fur
den prozentualen Anteil der Eintritte in den offenen Arm (F 135 = 5,25; p =0,0276)
und der Zeit, die auf dem offenen Arm verbracht wurde (F 135 = 8,37; p = 0,0063).
Post-hoc-Analysen zeigten, dass die Behandlung mit rTMS bei LAB-Ratten zu einer
Verminderung des prozentualen Anteils der Zeit auf dem offen Arm (P < 0,01;
Tabelle 3.2), fuhrte. Jedoch bestanden die Unterschiede zwischen den Zuchtlinien
HAB und LAB weiterhin.
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Tabelle 3.2: Verhalten auf der Elevated plus-maze

EPM % rTMS sham
Zeit im offenen Arm; LAB 23,7 + 3,3 *# 42,4 +59 **
Zeit im offenen Arm; HAB 6,3+4,0 36+23
Eintritte offener Arm; LAB 33,0+ 3,1 ** 459+ 2,3 **
Eintritte offener Arm; HAB 77+46 14,5+ 5.3

Mittelwerte + SEM, ** P < 0,01 vs. HAB-Ratten; ## P < 0,01 vs. Scheinbehandlung (sham)

3.3.2.2 Experiment 2, mit simultaner Blutentnahme

Eine Dreiweg-ANOVA (Zuchtlinie x Behandlung x Zeit) mit wiederholten Messungen
des letzten Faktors ergab, dass HAB-Ratten prozentual weniger Eintritte in (F 120 =
526,1; P < 0,0001) und weniger Zeit auf dem offenem Arm (F 120 = 184,1; P <
0,0001) der EPM machten, beziehungsweise verbrachten als LAB-Tiere, sowohl vor
als auch nach der Behandlung (Daten werden hier nicht gezeigt). Entsprechend war
auch die Latenz bis zum ersten Eintritt in den offenen Arm bei HAB-Tieren (rTMS:
219 £ 50 s; Kontrollen: 300 £ O s) signifikant langer als bei den LAB-Ratten (rTMS:
106 £ 23 s; Kontrollen: 63 + 20 s; F 12 = 131,3; P < 0,01). Die allgemeine
lokomotorische Aktivitat, gemessen an der Anzahl der Eintritte in die geschlossenen
Arme, konnte keinen signifikanten Unterschied zwischen HAB-(rTMS: 3 0,6;
Kontrollen: 2,8 £ 1,6) und LAB-Tieren (rTMS: 5,2 + 1,2; Kontrollen: 4,8 + 0,4)

aufdecken. Eine signifikante Interaktion aller drei Faktoren zeigte sich bei den

+

prozentualen Eintritten in (F 120 = 7,02; P =0,0175) und der Zeit, die auf dem offenen
Arm verbracht wurde (F 120 = 6,32; P = 0,0229). Post-hoc-Analysen ergaben, dass
die Behandlung mit rTMS bei LAB-Ratten zu einer Verminderung der prozentualen
Zeit, die auf dem offen Arm verbracht wurde (rTMS: 22,8 £ 1,2; Kontrollen: 34,3 +
1,3; p < 0,01), fihrte. Jedoch bestanden die Unterschiede zwischen den Zuchtlinien
HAB und LAB weiterhin.
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3.3.3 Forced Swimming

3.3.3.1 Experiment 1, ohne simultane Blutentnahme

Eine Dreiweg-ANOVA (Zuchtlinie x Behandlung x Zeit) mit wiederholten Messungen
des letzten Faktors ergab einen signifikanten Unterschied zwischen den Zuchtlinien
in allen Parametern, bis auf den Verhaltensparameter Schwimmen, die vor und nach
der Behandlung mit rTMS gemessen wurden (Struggling: F13s = 59,82; P < 0,0001;
Floating: F133=357,9; P <0,0001; Latenz bis zum ersten Floating: F13s= 78,20; P <
0,0001). Des weiteren zeigte sich eine signifikante Interaktion des Faktors
Behandlung mit der Struggling- (F13s = 16,41; P = 0,0002) und Floating-Zeit (F13s =
31,18; P < 0,0001). Eine signifikante Interaktion liel3 sich auch flr die Faktoren
Behandlung und Zeit fur Struggling (F 138 = 29,39, P < 0,0001) und Floating (F 138 =
48,12; P < 0,0001) feststellen. Fur Floating zeigte sich zudem eine signifikante
Interaktion aller drei Faktoren (F 133 = 32,04; P < 0,0001). In der post-hoc-Analyse
(Newman-Keuls) konnte fir Struggling und Latenz bis zum ersten Floating kein
signifikanter Unterschied zwischen rTMS-behandelten HAB- und LAB-Tieren
festgestellt werden (Tabelle 3.3). Die rTMS-behandelten HAB-Tiere zeigten
signifikant mehr Struggling (P < 0,01; Tabelle 3.3) und weniger Floating (P < 0,01)
als die scheinbehandelten HAB-Kontrollen. Auch die Latenz bis zum ersten Floating
war signifikant langer bei den mit rTMS behandelten Tieren als bei den Kontrolltieren
(P <0,01).
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Tabelle 3.3: Verhalten im Forced Swimming-Test

LAB LAB LAB HAB HAB HAB
vor sham rTMS vor sham rTMS
Behandlung Behandlung
Struggling (s) 197+17**  150+19** 162+18 7345 48+10 160+13##
Floating (s) 1243,3** 19+5** 4+1* 98+5 145+15 23+5##
Swimming (s)  94+8 136+15  135+18 130+11 109+14  111+12
Latenz (s) 176417 00428**  76+21 542 <1143 58+15##

Mittelwerte + SEM. * P < 0,05; ** P < 0,01 vs. HAB-Ratten; ## P < 0,01 vs. vor
Behandlung und Scheinbehandlung (sham) bei HAB-Ratten. Verhalten im Forced
Swimming-Test: Zeit (s) fur Struggling, Floating oder Schwimmen und Latenz (s) bis
zum ersten Floating mannlicher HAB- (rTMS: n =11; sham: n = 11) und LAB-Ratten
(rTMS: n = 9; sham: n = 10) wahrend einer funfminutigen Testung
(Wassertemparatur 23°C). HAB- und LAB-Raten wurden zunachst einen Tag vor
Beginn der rTMS- bzw. Scheinbehandlung getestet. Die zweite Testung fand nach
Beendigung des rTMS-Protokolls statt. Mittelwerte + SEM. + P < 0,05; ** P < 0,01 vs.
HAB-Ratten; ## P < 0,01 vs. Zeitpunkt vor Beginn der Behandlung und
Scheinbehandlung bei HAB-Ratten.
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3.3.3.2 Experiment 2, mit simultaner Blutentnahme

Eine Dreiweg-ANOVA (Zuchtlinie x Behandlung x Zeit) ergab einen signifikanten
Unterschied zwischen den Zuchtlinien in allen Parametern, die vor und nach der
Behandlung mit rTMS gemessen wurden, mit Ausnahme des Swimming (Struggling:
F120=21,23; P < 0,003; Floating: F12 = 158,8; P < 0,0001; Latenz bis zum ersten
Floating: Fi12 = 19,89; P = 0,004). Desweiteren zeigte sich eine signifikante
Interaktion des Faktors Behandlung mit Struggling (F120 = 5,97; P = 0,0265) und
Floating (F120= 19,39; P = 0,004). Eine signifikante Interaktion lie sich auch fir die
Faktoren Behandlung und Zeit fur Struggling (F 120 = 21,96; P = 0,0002) und Floating
(F 120 = 68,12; P < 0,0001) feststellen. Nur fir Floating zeigte sich eine signifikante
Interaktion aller drei Faktoren (F 120 = 39,73; P < 0,0001). In der post-hoc-Analyse
(Newman-Keuls) waren rTMS-behandelte HAB-Tiere in den Parametern Struggling,
Floating und der Latenz bis zu ersten Floating statistisch nicht mehr von den LAB-
Tieren unterscheidbar (Abbildung 3.13). Die rTMS-behandelten HAB-Tiere zeigten
signifikant mehr Struggling (332%; P < 0,01) und weniger Floating (16%; P < 0,01)
als die scheinbehandelten HAB-Kontrolltiere (100%). Auch die Latenz bis zum ersten
Floating war bei mit rTMS behandelten HAB-Ratten signifikant langer (526%; P <

0,01) als bei den Kontrolltieren.
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Abbildung 3.13; Verhaltensparameter im Forced Swimming-Test. Dieser wurde wvor
(pra) und nach Beendigung der zweimal dreitagigen rThS-BEehandlung bei LAB-
(rTM=: n=6; sham: n=8 blaus Balken) und HAB-Ratten (rTM%; n=6; sham: n=6;
rote Balken) durchgefithrt. Abgebildet ist die Zeit, welche wahrend des finfminitigen
Forced Swimming mit Strugagling oder Floating werbracht wurde bzw. die Latenz bis
zum ersten Floating. Mittelwerte + SEM. " P <= 005, " F < 0,01 wvs. LAB, #FP < 0,05,
#H P < 001 vs. pra und Scheinbehandiung bel HAB-Ratten.
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3.3.4 Einfluss von rTMS auf die Aktivitat des HPA-Systems

3.3.4.1 Effekte der EPM-Exposition auf HAB-Ratten

Die basalen Plasmakonzentrationen von ACTH und Kortikosteron waren bei mit
rTMS behandelten und scheinbehandelten (sham) Tieren vergleichbar (Tabelle 3.4).
Elevated plus-maze-Exposition fuhrte in beiden Gruppen zu einem signifikanten
Anstieg von ACTH (Zweiweg-ANOVA, Faktor: Zeit; F 440 = 47,13; P < 0,0001) und
Kortikosteron (ZweiwegANOVA, Faktor: Zeit; F 330 = 103,9; P < 0,0001). Die
Zweiweg-ANOVA zeigte eine signifikante Interaktion mit dem Faktor Behandlung
(ACTH: F 440 = 3,70; P = 0,0138; Kortikosteron: F 330 = 3,29; P = 0,0339). Wie in
Abbildung 3.14 zu sehen, war der Anstieg von ACTH im Plasma 5 Minuten nach
Exposition bei rTMS-behandelten HAB-Ratten signifikant geringer als bei den
scheinbehandelten Kontrolltieren (P < 0,01). Genauso war der Anstieg von ACTH
und Kortikosteron 15 Minuten nach Exposition bei rTMS-behandelten HAB-Tieren
signifikant niedriger (P < 0,01). Im Gegensatz zur Plasmakonzentration von
Kortikosteron (P < 0,01), waren die Plasmakonzentrationen von ACTH in beiden
Gruppen 60 Minuten nach Exposition auf der Elevated plus-maze statistisch nicht

voneinander zu unterscheiden.
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Tabelle 3.4: HPA-Aktivitat bei Elevated plus-maze-Exposition

Elevated plus-maze (5 Minuten)
Zuchtlinie Basall Basal2 +5Min +15 Min +60 Min Delta

LAB, sham

ACTH (pg/ml) |33,0+3 33,95 |90,4+15 86,5+13 57,3+11 57,4+11
Kort (ng/ml) 24 6+12 16,542 |- 246.9+8 81,1+13 230,445
LAB, rTMS

ACTH (pg/ml) |38,6+5 43,6+12 |200,1+53% | 174, 1+38" |52 6+12 161,5+47%
Kort (ng/ml) 43,5+15 46,4425 - 264,5+34 94,6+24 221+19
HAB, sham

ACTH (pg/ml) |33,0+4 41,849 |210+28 276,5+42 96,2+11 243,5+39
Kort (ng/ml) 22,9+15 15,146 - 325,8+15 186,9+37 |310,7+4
HAB, rTMS

ACTH (pg/ml) |26,1+2 32,5+3 |130,5+25" |159,1+24" |47,7+3 133+22%
Kort (ng/ml) 19,46 13,844 |- 241,3+16" | 111,9+22% | 227 5+12%

Mittelwerte + SEM. ## P < 0,01 vs. Scheinbehandlung (sham). Kort=Kortikosteron.
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Abbildung 3.14: (A) HAB-Ratten: Auswirkungen fanfmindtiger Exposition auf dem Elevated
plus-maze (EFM) und finfmindtigem Forced Swimming (FS) auf die Plasmakonzentrationen
von ACTH bel HAB-Ratten: rTMS-Eehandlung (n = 6, schwarze Quadrate) und
Scheinbehandlung (n = 6; schattierte Gluadrate; unterbrochens Linien). Mittelwerte + SEM. ™
P =001 *F=<00%versus Scheinbehandlung.

{B) LAB-Ratten: Auswirkungen fanfminitiger Exposition auf dem Elevated plus-maze (EPM)
und finfminitigem Forced Swimming (FS) auf die Flasmakonzentrationen won ACTH bei
LAB-Ratten: rTM>-Behandlung (n = 6; schwarze Quadrate) und Scheinbehandlung (n = &
schattierte Cuadrate; unterbrochene Linien). Mittelwerte £ SEM. *F P < 0,01 wersus
Scheinbehandlung.

77



3.3.4.2 Effekte der EPM-Exposition auf LAB-Ratten

Die basalen Plasmakonzentrationen von ACTH und Kortikosteron waren bei rTMS-
behandelten und scheinbehandelten (sham) Tieren vergleichbar (Tabelle 3.4). Fir
ACTH zeigte die Zweiweg-ANOVA eine signifikante Interaktion zwischen den
Faktoren Gruppe und Zeit (F 440 = 3,97; P = 0,01). Wie in Abbildung 3.14 zu sehen
war der Anstieg von ACTH im Plasma 5 Minuten nach Elevated plus-maze-
Exposition bei rTMS-behandelten LAB-Tieren signifikant hoher als bei LAB-
Kontrolltieren (p < 0,01). Gleichfalls war der Anstieg der Plasmakonzentrationen von
ACTH 15 Minuten nach Exposition signifikant hoher bei rTMS-behandelten Tieren (P
< 0,01). 60 Minuten nach Exposition waren die ACTH Plasmakonzentrationen beider
Gruppen statistisch nicht mehr zu unterscheiden. Bei der Freisetzung von

Kortikosteron liel3 sich statistisch kein Unterschied feststellen.

3.3.4.3 Effekte von Forced Swimming auf HAB-Ratten

Die basalen Plasmakonzentrationen von ACTH und Kortikosteron vor Forced
Swimming wurden 60 Minuten nach der Elevated plus-maze-Exposition bestimmt
(Tabelle 3.4). Forced Swimming verursachte in beiden Gruppen einen signifikanten
Anstieg von ACTH (Zweiweg-ANOVA, Faktor: Zeit; F 330 = 60,66; P < 0,0001) und
Kortikosteron (F 220 = 103,8; p <0,0001). Fur ACTH ergab die Zweiweg-ANOVA eine
signifikante Interaktion mit dem Faktor Behandlung (F 330 = 5,47; P = 0,0052). Wie in
Abbildung 3.14 zu sehen, war der Anstieg von ACTH im Plasma 5 Minuten nach
Forced Swimming bei rTMS-behandelten HAB-Tieren signifikant niedriger als bei
scheinbehandelten (sham) HAB-Kontrolltieren (p < 0,01). Die Plasmakonzentrationen
von ACTH (P < 0,01) und Kortikosteron (P < 0,05) waren in der Gruppe der rTMS-
behandelten Tiere 15 Minuten nach Forced Swimming ebenfalls signifikant niedriger
als bei den Kontrolltieren. Im Gegensatz dazu waren ACTH und Kortikosteron 60
Minuten nach Forced Swimming zwischen den Gruppen statistisch nicht mehr

voneinander zu unterscheiden.

3.3.4.4 Effekte von Forced Swimming auf LAB-Ratten

Die basalen Plasmakonzentrationen von ACTH und Kortikosteron wurden 60
Minuten nach der Elevated plus-maze-Exposition bestimmt (Tabelle3.4). Forced
Swimming verursachte bei beiden Gruppen einen signifikanten Anstieg von ACTH (F

3,30 = 16,00; P < 0,0001) und Kortikosteron (F 2,20 = 238,8; P < 0,0001) im Plasma.
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Beim Anstieg von ACTH und Kortikosteron 5 und 15 Minuten nach Forced Swimming
lie® sich zwischen rTMS-behandelten LAB-Tieren und scheinbehandelten LAB-
Kontrolltieren bei der statistischen Auswertung kein Unterschied feststellen. Auch 60
Minuten nach Forced Swimming lagen die Konzentrationen von ACTH und

Kortikosteron auf ahnlichem Niveau (Abbildung 3.14).

3.3.4.5 Stimulation mit CRH i.v.

Die basalen Plasmakonzentrationen von ACTH und Kortikosteron waren bei rTMS-
und scheinbehandelten (sham) HAB- und LAB-Tieren erneut vergleichbar (Tabelle
3.5). Die Infusion von CRH fuhrte bei allen Gruppen zu einem signifikanten Anstieg
von ACTH und Kortikosteron (P < 0,05). Der Anstieg von ACTH und Kortikosteron im
Plasma bei rTMS und Kontrolltieren (sham) 10 Minuten nach Infusion von CRH war
vergleichbar.

Tabelle 3.5: i.v. CRH —Stimulation

CRH-Stimulation

Zuchtlinie basal +10 Min Delta
LAB, sham

ACTH (pg/ml) 493+7,4 80,9 + 20,1 32+12
Kort (ng/ml) 9,3+4,2 138 +12 129 + 8
LAB, rTMS

ACTH (pg/ml) 421+ 3,5 72,2 +18,2 30+ 13
Kort (ng/ml) 13,1+5,2 124 + 25 111+ 19
HAB, sham

ACTH (pg/ml) 55,1+ 16 81,9+12 27 £ 10
Kort (ng/ml) 10,2+ 3,6 135+ 19 125+ 15
HAB, rTMS

ACTH (pg/ml) 48 +4 1 71,1+15,3 23+ 10
Kort (ng/ml) 15,2+ 8,3 111+ 13 96+ 8

Kort=Kortikosteron; sham=Scheinbehandlung
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3.4 Neurogenese

3.4.1 rTMS normalisiert den stressbedingten Anstieg von ACTH und

Kortikosteron im Plasma

Zur Charakterisierung der basalen Aktivitat des HPA-Systems wurden am 17. Tag
der Behandlung mit rTMS Blutproben via Schwanzblutentnahme genommen. Die
Mittelwerte von ACTH und Kortikosteron werden in Abbildung 3.15 gezeigt. Die
basalen Plasmakonzentrationen von ACTH und Kortikosteron waren in der Kontroll-
und der rTMS-Kontroligruppe vergleichbar. Chronisch-psychosozialer Stress
induzierte eine substantielle Erhdhung der Plasmakonzentrationen sowohl von ACTH
(+94%) als auch von Kortikosteron (+97%). Die Zweiweg-ANOVA (Behandlung x
Stress) ergab einen signifikanten Effekt von Stress (ACTH: P < 0,05; Kortikosteron: P
< 0,0001) und Behandlung (ACTH: P = 0,05; Kortikostero: P < 0,001). Tukey’s post
hoc-Vergleich zeigte einen signifikanten Unterschied zwischen den Kontroll- und
Stress-Gruppen (ACTH: P < 0,01; Kortikosteron: P < 0,001). Der stressinduzierte
Anstieg von ACTH wurde durch die begleitende Behandlung mit rTMS signifikant (P
< 0,01) gedampft. Gleichfalls senkte die Behandlung mit rTMS signifikant (P < 0,001)

die Plasmakonzentration von Kortikosteron in der Gruppe Stress + rTMS.
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Abbildung 3.15: Auswirkungen won chronisch-psychosozialem Stress und begleitender
ri=-Behandlung auf die Flasmakonzentrationen won stressinduziertem ACTH (A) und
Kortikosteron (B) in den wier Gruppen. Um die Hormonkonzentrationen zu bestimmen,
wiurden am 17, Tag des Experiments Blutentnahmen durchgefithrt.  Chronisch-
psychosozialer Stress erhdhte signifikant die Plasmakonzentrationen von ACTH (A) und
Kortikosteron (B), wiohingegen die begleitende Behandlung mit rTS die stressinduzierts
Anhebung  der Stresshormon-Konzentrationen werhinderte. Die Resultate sind  als
Mittelwerte + Standardfehler dargestellt. ** P <001, *** P < 0,001, versus Kontrallen; ## P
= 0,01, #H#P < 0001 versus Stress.
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Abbildung 3.16: Auswirkungen won chronisch-psychosozialem Stress und begleitender
Eehandlung mit  repetitiver transkranieller Magnetstimulation  (rTh=S)  auf  die
Froliferationsaktivitat [A) und das Uberleben der neugeborenen Zellen (B) im Gyrus
dentatus des Hippocampus der adulten Ratte. Die Gesamtzahl der BrDU-markierten
Zellen pro Gyrus dentatus wurde mit Hilfe einer modifizierten stereologischen Methode
ermittelt. (A) Chronisch-psychosozialer Stress (Stress) verminderte die Zellproliferation
sowohl  gegeniber ungestressten (Kontrolle+rThS)  als auch gestressten  Tieren
(Stress+rThS) signifikant, wohingegen die Behandlung mit rTMS nur einen schwach
steigernden  Effekt auf die  Proliferationsakfivitat der  Vorlauferzellen  hatte. Die
Uberlebensrate der neugeborenen Zellen wurde ebenfalls durch chronischen Stress
verringert, rThs senkte diese noch weiter. Die Ergebnisse werden dargestellt als
Mittelwerte + Standardfehler * P <005, * P <001, ™ P < 0,001, versus Kontrollen; #F
< (0,05 versus Stress.
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3.4.2 Zellproliferation im Hippocampus: kein Einfluss von rTMS auf die

stressassoziierte Abnahme der Proliferationsrate

Um die Effekte von 18 Tagen Stress und/oder rTMS-Behandlung auf die
Zellproliferation beurteilen zu kdnnen, wurde eine Markierung mit BrDU durchgefuhrt.
Chronisch-psychosoziale Stressexposition fuhrte zu einer im Vergleich zu
ungestressten Kontrolltieren signifikanten Verminderung (-29%) der Gesamtzahl von
BrDU-markierten Zellen im Gyrus dentatus (Abbildung 3.16 A). Die Zweiweg-ANOVA
(Behandlung x Stress) ergab einen signifikanten Effekt von Stress (P < 0,01), jedoch
keinen von Behandlung (P = 0,07). Tukey's post hoc-Vergleich zeigte einen
signifikanten Unterschied beim Vergleich der Kontroll- und der Stress-Gruppen (P <
0,05). Die Anzahl der BrDU-markierten Zellen im Gyrus dentatus war in der Stress +
rTMS-Gruppe im Vergleich zur Stress-Gruppe um 18% vermindert. Dies war jedoch
nicht signifikant, und ein Vergleich der Stress + rTMS-Gruppe mit der Kontrollgruppe
enthullte ebenfalls keinen statistisch signifikanten Unterschied. Die Behandlung mit
rTMS ohne (gleichzeitige Stressexposition hatte keinen Einfluss auf die
Zellproliferation. Chronische Stressexposition und/oder rTMS hatten keinen Einfluss
auf die Anzahl der BrDU-markierten Zellen pro Abschnitt im Corpus callosum, was
darauf hindeutet, dass die verschiedenen Behandlungen keinen Einfluss auf die
Bioverfugbarkeit des Proliferationsmarkers BrDU hatte. Zusatzlich wurde das
Volumen der Kornerzellschicht bestimmt, um zu beurteilen, ob Veranderungen der
Proliferationsrate der Kornerzell-Vorlaufer zu Volumenanderungen fuhren warden.

Die volumetrische Analyse ergab jedoch keine Unterschiede zwischen den Gruppen.
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3.4.3 rTMS vermindert die Uberlebensrate BrDU-markierter Zellen

Um den Effekt von chronisch-psychosozialem Stress und/oder der Behandlung mit
rTMS auf das Uberleben von zu Beginn des Experimentes neugebildeten Zellen zu
ermitteln, wurde den Tieren vor Stressexposition und Behandlung mit rTMS BrDU
injiziert. Die Anzahl der Uberlebenden BrDU-positiven Zellen in jeder Versuchsgruppe
wird in Abbildung 3.16 (B) gezeigt. Eine Zweiweg-ANOVA (Behandlung x Stress)
zeigte einen signifikanten Effekt von Stress (P < 0,001) und Behandlung (P < 0,01).
Chronisch-psychosozialer Stress fuhrte zu einer 36%igen Verminderung der Anzahl
BrDU-markierter Zellen im Gyrus dentatus (Tukey’'s post hoc: P < 0,001). In der
Stress + rTMS-Gruppe war die Anzahl der BrDU-markierten Zellen ebenfalls
signifikant vermindert (-54% (p < 0,001) im Vergleich zur Kontrollgruppe und —29%
(p < 0,05) im Vergleich zur Stressgruppe. Die Behandlung mit rTMS alleine flhrte
ebenfalls zu einer Reduzierung der BrDU-markierten Zellen um 14%; dies erreichte
allerdings keine  statistische  Signifikanz.  Volumetrische  Analysen der
Kornerzellschicht ergaben wiederum keine Unterschiede zwischen den
Versuchsgruppen. Wie aus Tabelle 3.6 zu ersehen, exprimierte die Mehrheit der
BrDU-markierten Zellen den neuronalen Marker NeuN (Abbildung 3.17), wohingegen
lediglich eine sehr geringe Anzahl von Zellen zusatzlich mit GFAP, einem
Gliazellmarker, markiert war. Diese Verteilung war zwischen den Versuchsgruppen

nicht signifikant unterschiedlich.

Tabelle 3.6:

Gruppen NeuN GFAP
Kontrolle 72,3+8,8 20,6 +2,8
Kontrolle + rTMS 704 +11,2 18,2 + 3,1
Stress 68,6 + 10,5 191+25
Stress + rTMS 69,7+ 12,6 21,4+ 34

Prozentualer Anteil der BrdU-positiven Zellen im Gyrus dentatus, welche gleichzeitig
Immunreaktivitat fur den neuronalen Marker NeuN oder Gliamarker GFAP aufwiesen
(Doppelmarkierung). Keine Gruppenunterschiede. Mittelwerte + SEM.
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BrdU + NeuN §B BrdU + GFAP

Abbildung 3.17: Kolokalisations von BrDU-Immunreaktivitat mit dem neuronalem
Marker MeulM (A, C-E) und dem astrozytéren Marker saures Gliafaserprotein (glial
fibrllary acidic protein, GFAP) (B

(A) Reprasentatives Abbildung des hippocampalem Gyrus dentatus bel geringer
Vergroberung (Doppelmarkierung: BrDU: rotgelb, Neul: grin). Die Mehrheit der
BrOU-positiven  Zellen fand sich in der subgranularen Zone und in der
Karmerzellschicht (gel) des Gyrus dentatus. (B) Die Doppelfarbung mit Brdll und
dem Astrozyten-Marker GFAFP zeigt Astrozyten, die beide Marker exprimieren
(FPfell), und Zellen, die nur BrOU-positiy sind (Pfeilspitze) und daher magliche
neugebildete MNeuronen darstellen. (C-E) Doppelmarkierung mit BrDU und dem
neurcnalem Marker MeuM in starkerer Vergrdberung. (C) Zeigt eine MNeulM-positive
Kamerzelle im Gyrus dentatus, (D) zeigt eine einzelens Brdl-positive felle. Das
mittels  konfolkaler Lasermikroskople  Oberlagerte Bild (E) zeigt das  somit
Identifizierte  neugebildete  Brdl)-  und  MeuM-positive  Meuron  (Pleilspitze).
Malkstabshbalken: 100 pum (A), 10 pm (B-D).
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4 Diskussion

4.1 Der kombinierte DEX/CRH-Test

Die Zuchtlinien der HAB- und LAB-Ratten, welche sich deutlich in ihrer angeborenen
Angstlichkeit und ihren akuten Stressbewaltigungsstrategien unterscheiden (Liebsch,
Linthorst et al. 1998; Liebsch, Montkowski et al. 1998; Keck, Welt et al. 2001,
Landgraf and Wigger 2002), stellen ein vielversprechendes Modell zur Untersuchung
der Beziehung zwischen angeborener Angstlichkeit, akuter
Stressbewaltigungsstrategie, physiologischer und neuroendokriner Stressreaktion
und ihren zugrundeliegenden Mechanismen dar. Deswegen konnen Studien an
diesen, fur bestimmte Verhaltensstrategien genetisch pradisponierten Labortieren, zu
einem besseren Verstandnis der humanen Psychopathologie beitragen. Mit Hilfe des
kombinierten DEX/CRH-Tests konnten wir eine profunde Fehlregulation des HPA-
Systems bei mannlichen Ratten mit angeborener Hyperangstlichkeit nachweisen. Die
signifikante Erhéhung der basalen Synthese und Ausschittung von AVP im PVN
zeigt, dass AVP unter diesen psychopathologischen Bedingungen eine wichtige
Rolle bei der veranderten Reaktivitat der HPA-Achse spielt. Entsprechend verhindert
die Verabreichung eines selektiven V;-Rezeptorantagonisten bei mit Dexamethason
vorbehandelten HAB-Tieren die verstarkte Ausschiattung von ACTH und
Kortikosteron nach Injektion von CRH. Nach klinischen, indirekten Hinweisen (von
Bardeleben, Holsboer et al. 1985; Holsboer, Von Bardeleben et al. 1987) ist dies der
erste direkte Beweis, dass eine Aktivierung des vasopressinergen Systems zur
Stérung des HPA-Systems der HAB-Ratten beitragt.

4.1.1 Aberrierendes Ergebnis des kombinierten DEX/CRH-Tests bei
mannlichen HAB-Ratten

Bei Ratten lassen sich die hdchsten Plasmakonzentrationen von ACTH und
Glukokortikoiden zu Beginn der normalen Wachperiode am Abend und die
niedrigsten Konzentrationen 12-18 Stunden spater beobachten (Krieger 1979). Die
Besetzung der Glukokortikoidrezeptoren in der Hypophyse, welche auch den
Hauptangriffspunkt von Dexamethason darstellen (Schinkel, Wagenaar et al. 1995;
De Kloet, Vreugdenhil et al. 1998; Meijer and de Kloet 1998), durch endogene
Glukokortikoide ist wahrend des taglichen Tiefststandes minimal. Deswegen wird der
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maximale Suppressioneffekt von Dexamethason durch eine Verabreichung um 12.00
Uhr, wenn die endogene Aktivitat des HPA-Systems der Ratte am geringsten ist
(Krieger 1979; Hatzinger, Reul et al. 1996), erreicht.

Bei den LAB-Tieren zeigte sich das HPA-System 6-7 Stunden nach der
Vorbehandlung mit Dexamethason komplett supprimiert. Auch die nachfolgende
Stimulation mit CRH fuhrte nicht zu einem Anstieg der Plasmakonzentrationen von
ACTH und Kortikosteron, was fur eine reziproke Interaktion zwischen exogenen
und/oder endogen Glukokortikoiden und dem Grad der Aktivierung des HPA-
Systems durch CRH spricht (Rivier, Brownstein et al. 1982; Hatzinger, Reul et al.
1996). Wie auch bei Patienten, die an Depression leiden, zeigte Dexamethason bei
HAB-Tieren einen deutlich verminderten Suppressionseffekt. Die basalen
Plasmakonzentrationen von ACTH waren deutlich erhdht und die Injektion von CRH
fuhrte zu einem starken Anstieg von ACTH und Kortikosteron im Blut (Holsboer and
Barden 1996). Es gelang somit erstmals im Tiermodell ohne vorhergehende
Manipulation (z.B. chronischer Stress) eine patientenanaloge neuroendokrine
Situation abzubilden. Da die Hypophysen-Nebennieren-Quotienten von HAB- und
LAB-Tieren nicht unterscheidbar waren, kdénnen Unterschiede auf Ebene der
Nebennierenrinde als Ursache fir die erhdhte Ausschittung von ACTH und
Kortikosteron nach Verabreichung von CRH ausgeschlossen werden. AulRerdem
zeigten kortikotrope Zellen der Hypophyse von HAB- und LAB-Tieren in friheren
Studien eine vergleichbare Reaktion auf intravends verabreichtes CRH (Liebsch,
Linthorst et al. 1998; Keck, Welt et al. 2001).

4.1.2 Hyperaktivitat des vasopressinergen Systems im PVN:
Hauptverantwortlich fir das aberrierende Ergebnis des DEX/CRH-Tests

oder Kompensationsmechanismus?

Nach der Entdeckung von CRH (Vale, Spiess et al. 1981) hatte sich schnell die
Ansicht etabliert, dass AVP in Synergie mit CRH die hypophysare Ausschittung von
ACTH stimuliert. Wenn AVP und CRH gemeinsam verabreicht werden, ist die
Hormonausschuttung sowohl beim Menschen (von Bardeleben, Holsboer et al. 1985)
als auch beim Nagetier (Gillies, Linton et al. 1982) wesentlich gro3er als die addierte
Ausschuttung nach jeweils einzelner Verabreichung. AVP wird hauptsachlich in den
magnozellularen Neuronen des PVN und im Nucleus supraopticus des
Hypothalamus synthetisiert. Zusatzlich sind AVP und CRH in den parvozellularen

Neuronen des PVN, welche den hypothalamischen Teil des HPA-Systems darstellen,
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kolokalisiert (Tilders, Schmidt et al. 1993). Der Synergismus von CRH und AVP hat
funktionelle Relevanz bei Langzeitaktivierungen des HPA-Systems, wie zum Beispiel
chronischem Stress bei Ratten (de Goeij, Dijkstra et al. 1992), Altern bei Mensch und
Nagetier (Lucassen, Salehi et al. 1994; Hatzinger, Wotjak et al. 2000; Keck,
Hatzinger et al. 2000) und Depression (Purba, Hoogendijk et al. 1996; Holsboer
1999).

In der Folge verandert sich das von CRH-Neuronen produzierte hypothalamische
Signal zur Ausschuttung von ACTH von einem durch CRH dominierten nach und
nach zu einem mehr durch AVP dominierten (Tilders, Schmidt et al. 1993). In der Tat
fanden Purba et al. (1996) Anzeichen einer gesteigerten vasopressinergen Aktivitat
durch den Nachweis einer erhohten Anzahl AVP-ausschittender Neurone im PVN
depressiver Patienten. Ein weiterer indirekter Hinweis auf die Rolle von AVP bei
affektiven Stérungen ist die Erkenntnis, dass die Behandlung mit Fluoxetin bei
Patienten mit Major Depression zur Verminderung der Konzentration von AVP im
Liquor fuhrt (De Bellis, Gold et al. 1993). Nicht nur AVP aus den parvozellularen
Neuronen des PVN, sondern auch AVP aus dem magnozellularen
neurosekretorischen System kann die Aktivitat des HPA-Systems beeinflussen: AVP
kann aus den magnozellularen Neuronen in das portale Blutsystem des
Hypophysenvorderlappens ausgeschuttet werden, entweder durch en passant-
Freisetzung in der Zona interna der Eminentia mediana oder Uuber kurze
PortalgefalRen aus der Neurohypophyse (Antoni 1993; Wotjak, Kubota et al. 1996;
Wotjak, Kubota et al. 1996; Engelmann and Ludwig 2004).

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass AVP zur ausgepragten Fehlregulierung
des HPA-Systems bei HAB-Ratten, welche als genetisch pradisponiertes Tiermodell
zur Untersuchung neurochemischer Korrelate von Depression und Angst angesehen
werden konnen, beitragt. Beim DEX/CRH-Test |asst sich die durch die Injektion von
CRH bedingte Freisetzung von ACTH und Kortikosteron durch die vorherige
periphere Verabreichung eines selektiven Vi-Rezeptorantagonisten verhindern.
Interessanterweise ist sowohl die Synthese von AVP in magnozellularen Neuronen
des PVN als auch die Freisetzung von AVP im PVN selber bei HAB-Ratten erhoht,
was fur eine Hyperaktivitat des magnozellularen vasopressinergen Systems als
Erklarung fur die veranderte Reaktivitat des HPA-Systems spricht. Um die
Aktivierung magno- und parvozellularer Neurone zu analysieren, untersuchten wir die

AVP-Immunoreaktivitat in der Zona interna und externa der Eminentia mediana bei
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HAB- und LAB-Ratten. Hierbei lielken sich allerdings keine Unterschiede zwischen
den Zuchtlinien feststellen. Deswegen konnte die erhohte Ausschuttung im PVN und
die vermehrte Synthese von AVP in magnozellularen Neuronen dieses Kerns einfach
ein Kompensationsmechanismus des Organismus zur Gegenregulation eines per se
hyperaktiven HPA-Systems darstellen (Wotjak, Kubota et al. 1996). Hingegen ist die
Sekretion von AVP in den Blutkreislauf bei HAB- und LAB-Ratten unter basalen
Bedingungen ahnlich, was gegen eine generelle Hyperaktivitat des magnozellularen
AVP-Systems bei HAB-Tieren spricht (Landgraf, Wigger et al. 1999).

Wie auch fur die humane Major Depression vermutet, hebt die vasopressinerge
Hyperaktivitat bei HAB-Ratten die hemmende Wirkung von DEX auf die
Ausschuttung von ACTH durch die erhohte Freisetzung von AVP auf, welches
synergetisch mit dem extern zugefuhrten CRH im DEX/CRH-Test agiert (Holsboer
and Barden 1996).

4.1.3 Die Rolle der Glukokortikoid- und der Mineralokortikoidrezeptoren

Obwohl die der veranderten Reaktivitat des HPA-Systems im kombinierten
DEX/CRH-Test bei depressiven Patienten zugrundeliegenden Mechanismen noch
nicht vollstandig aufgeklart sind, werden Defekte der durch Glukokortikoide
vermittelten Feedbackregulation auf das HPA-System vermutet (Modell, Yassouridis
et al. 1997; Modell, Lauer et al. 1998; Holsboer 2000). Diese veranderte
Feedbackregulation kénnte fur die in post mortem Studien (Purba, Hoogendijk et al.
1996; Bissette, Klimek et al. 2003) beschriebenen adaptiven Veranderungen
hypothalamischer CRH- und AVP-Neuronen, welche das Hypophysen-
Nebennierenrinden System kontrollieren, verantwortlich sein. Folglich stellen die
HAB-Tiere ein vielversprechendes Modell zur weiteren Charakterisierung der
psychopathologischen Signifikanz des dysregulierten HPA-Systems dar.

BekanntermalRen fuhrt durch ,social defeat® erzeugter Stress zu langanhaltenden
Veranderungen in der Regulation des HPA-Systems bei Ratten. Im DEX/CRH-Test
war die Freisetzung von ACTH nach Injektion von CRH bei gestressten Tieren
signifikant groRer als bei ungestressten Kontrolltieren (Buwalda, de Boer et al. 1999).
Diese Veranderungen spiegelten sich in zeitlich begrenzten dynamischen
Veranderungen der hippocampalen, hypothalamischen und hypophysaren
Glukokortikoid- und  Mineralokortikoidrezeptorbindungen wider. In  diesem
Zusammenhang ist es wichtig, sich zu vergegenwartigen, dass die Ubersetzung

eines Glukokortikoidsignals in eine zellulare Antwort mehrere Schritte umfasst:
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Rezeptorbindung, Translokation in den Nucleus und in der Folge die durch den
Liganden-Rezeptoren-Komplex hervorgerufene Aktivierung des Nucleus (Holsboer
2000). In der vorliegenden Studie konnten wir weder bei der MR- noch bei der GR-
Bindung Veranderungen feststellen. Folglich lasst das pathologische Ergebnis der
HAB-Ratten im DEX/CRH-Test eher auf ein per se erhdhtes AVP-Signal als auf eine
verschlechterte kortikosteroidale Feedbackregulation schlie3en. Mdglich ist jedoch,
dass die hier gezeigten Phanomene mit Mechanismen zusammenhangen, die nicht
durch Messung von Bindungskapazitat (Bmax) und Bindungsaffinitat (Ky) aufgedeckt
werden koénnen. Dies konnte z.B: die Signalkaskade auf Postrezeptorenebene
(Holsboer 2000) betreffen, was Unterschiede in den Homo- und
Hetereodimerisationsmustern von Glukokortikoid- und Mineralokortikoidrezeptoren
und deren Assoziation mit Transkriptionsfaktoren und Chaperonen einschlief3t (Truss
and Beato 1993). So flhrte z.B. die Langzeitbehandlung mit dem Antidepressivum
Moclobemid bei transgenen Mausen mit beeintrachtigten Glukokortikoidrezeptoren
zu einer verbesserten Funktion der Glukokoritkoidrezeptoren ohne nachweisbare
Veranderung von Ky oder Bmax (Montkowski, Barden et al. 1995). Des weiteren
konnten in vitro Studien zeigen, dass Clomipramin (Pariante, Hye et al. 2003),
beispielsweise Fluoxetin (Pariante, Kim et al. 2003) Uber eine Hemmung des
membranstandigen Glukokortikoidtransporters zu einem Anstieg der intrazellularen
Konzentration von Glukokortikoiden und somit zu einer verstarkter negativen
Feedbackregulation flhren.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass ein hohes Mall an angeborenem
Angstverhalten von einer beeintrachtigten Stresshormonregulation, wie sie sich im
aberrierendem DEX/CRH-Tests widerspiegelt, begleitet wird. In unseren
Experimenten tragt eine basale Hyperaktivitit des hypothalamischen
vasopressinergen Systems zu diesem Phanomen bei. Folglich vermittelt eine erhdhte
Freisetzung von endogenen AVP in die hypophysaren Portalgefasse zusammen mit
exogenem CRH die erhdhte Freisetzung von ACTH und Kortikosteron im DEX/CRH-
Test. Diese Daten liefern einen weiteren Beleg fur die Hypothese, dass die bei an
Major Depression leidenden Patienten erhohte intrahypothalamische Freisetzung von
AVP sowohl zu den endokrinen als auch zu den psychopathologischen
Auffalligkeiten beitragt (von Bardeleben, Holsboer et al. 1985; Holsboer, Von
Bardeleben et al. 1987; Muller, Landgraf et al. 2000).

89



4.2 Paroxetin

Es besteht zweifellos ein Bedarf an neuen antidepressiven Medikamenten, die sich
pharmakologisch durch einen schnelleren Wirkungseintritt und einen kausaleren
Therapieansatz von den derzeit verflUgbaren Wirkstoffen unterscheiden sollten.
Jedoch ist immer noch unklar, durch welche pharmakologische Wirkmechanismen
die momentan verfugbaren Antidepressiva ihre klinische Wirkung entfalten. In den
letzten Jahren zeigte sich, dass die bei der Major Depression fehlregulierten
neuropeptidergen Schaltkreise, wie zum Beispiel das neuronale System von CRH
und AVP, einen guten Angriffspunkt flir neue Therapieformen darstellen kénnten
(HOkfelt, Broberger et al. 2000; Keck and Holsboer 2001). In unserer Studie
normalisierte Paroxetin, ein klinisch gut etabliertes Antidepressivum, das veranderte
Verhalten und die dysregulierte Freisetzung von ACTH und Kortikosteron im
psychopathologischen Tiermodell der HAB-Ratten. Da oben schon gezeigt wurde,
dass ein verstarkter Antrieb des vasopressinergen Systems auf Ebene des
Hypothalamus zu der Stérung der Regulation des HPA-System beitragt, zeigt die von
uns erstmals nachgewiesene, durch Behandlung mit Paroxetin hervorgerufene,
Verminderung der Uberexpression von AVP, dass dieses neuropeptiderge System
eine entscheidende Rolle in der antidepressiven Wirkung dieses Medikamentes zu

spielen scheint.

4.2.1 Langzeitbehandlung mit Paroxetin induziert eine aktivere

Stressbewaltigungsstrategie

Nach acht Wochen kontinuierlicher Behandlung mit Paroxetin wurden die Tieren im
Forced Swim-Test, der als guter Pradiktor fur die klinische Wirksamkeit einer
antidepressiven Therapie angesehen wird (Lucki 1997), getestet. Die Behandlung mit
Paroxetin hatte nur auf das Verhalten der HAB-Tiere einen deutlichen Einfluss. HAB-
Tiere, welche ein passives Verhalten im Forced Swim-Test aufweisen, zeigten eine
wesentlich aktivere Stressbewaltigungsstrategie, sie ,struggelten” signifikant langer
und ,floateten” wesentlich weniger als die unbehandelten HAB-Kontrolltiere.

Da Paroxetin keinen Einfluss auf das Verhalten der LAB-Tiere hatte, scheinen die
durch die Behandlung induzierten Verhaltensanderungen von der angeborenen
Emotionalitat abzuhangen. Auch in der Klinik entfalten Antidepressiva ihre Wirkung

nur bei depressiven Patienten und haben keinen Einfluss auf gesunde Probanden,
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was darauf hinweist, dass antidepressive Therapien unterschiedliche
neurochemische Wirkungen in intakten und gestorten Systemen entfalten (Hokfelt,
Broberger et al. 2000; Hokfelt, Bartfai et al. 2003).

Im Open Field, einem Test zur Erfassung der allgemeinen lokomotorischen Aktivitat,
lieRen sich keine Unterschiede zwischen behandelten HAB-Tieren und HAB-
Kontrolltieren feststellen, was die Mdglichkeit ausschlie3t, dass die durch Paroxetin
hervorgerufenen Verhaltensanderungen im Forced Swim-Test lediglich auf

Veranderungen der Lokomotion zurlckzufuhren sein konnten.

4.2.2 Langzeitbehandlung mit Paroxetin normalisiert den DEX/CRH-Test

Bei bis zu 90% der depressiven Patienten deckt der DEX/CRH-Test sogar feinste
Stérungen des Stresshormonhaushaltes auf (Heuser, Yassouridis et al. 1994). Diese
sind auf eine zentrale Uberexpression von CRH und AVP zuriickzufiihren, die sich
unter physiologischen Bedingungen nicht unbedingt in den peripher abgreifbaren
Plasmakonzentrationen von ACTH und Kortikosteron widerspiegeln (Holsboer 2000).
Entsprechend waren die basalen und die stressinduzierten Plasmakonzentrationen
von ACTH und Kortikosteron aller vier Experimentalgruppen (HAB-Paroxetin, HAB-
Kontrolle, LAB-Paroxetin, LAB-Kontrolle) nach achtwochiger Behandlung
vergleichbar. Auch in anderen Studien konnte eine Langzeitbehandlung mit den
selektiven Serotonin-Wiederaufnahmehemmern Fluoxetin und Paroxetin eine
adaquate Reaktion des HPA-System auf heftige Stressoren, wie Forced Swimming,
Immobilisation und elektrische Fullschocks, nicht unterbinden (Connor, Kelliher et al.
2000; Zhang, Raap et al. 2000; Stout, Owens et al. 2002). Dennoch konnten wir
zeigen, dass die basalen Plasmakonzentrationen von ACTH, nach Vorbehandlung
mit DEX, zu Beginn der aktiven Phase um 19.30 Uhr bei HAB-Kontrolltieren
signifikant hoher als bei LAB-Tieren waren. Auch nach Stimulation mit CRH zeigte
sich bei HAB-Kontrolltieren eine signifikant hohere Freisetzung von ACTH und
Kortikosteron im Vergleich zu den LAB-Tieren.

Bei Patienten, die an einer Major Depression leiden, kann das Ergebnis des
DEX/CRH-Test durch eine klinisch wirksame Behandlung mit antidepressiven
Medikamenten normalisiert werden (Zobel, Yassouridis et al. 1999; Holsboer 2000;
Zobel, Nickel et al. 2001; Kunzel, Binder et al. 2003; Ising, Kunzel et al. 2005). Wie
auch bei Patienten dampft die Langzeitbehandlung mit Paroxetin bei HAB-Tieren die
nach Stimulation mit CRH zu beobachtende erhodhte Freisetzung von ACTH und

Kortikosteron. Auch die basalen Plasmakonzentrationen von ACTH und
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Kortikosteron zwischen 18.30 und 19.30 Uhr unterschieden sich signifikant zwischen
Paroxetin- und scheinbehandelten HAB-Tieren. Ebenso wie beim Schwimmverhalten
lieB sich im DEX/CRH-Test kein Unterschied zwischen Paroxetin- und

vehikelbehandelten LAB-Tieren feststellen.

4.2.3 Langzeitbehandlung mit Paroxetin reduziert die erhdhte vasopressinerge

Genexpression im Hypothalamus

Oben konnten wir zeigen, dass bei HAB-Ratten die hemmende Wirkung von
Dexamethason auf das HPA-System durch deren angeborene erhohte
vasopressinerge Genexpression aufgehoben wird. Bei der humanen Major
Depression vermutet man einen ahnlichen Mechanismus (von Bardeleben and
Holsboer 1989). Da der Synergismus von CRH und AVP funktionelle Relevanz bei
Langzeitaktivierungen des HPA-Systems hat, untersuchten wir, ob die chronische
Behandlung mit Paroxetin die Uberexpression von AVP im PVN des Hypothalamus
bei HAB-Ratten reduzieren und dadurch das Ergebnis des DEX/CRH-Tests
normalisieren konnte. Tatsachlich wurde die Expression von magnozellularer AVP-
MRNA, die bei HAB-Kontrolltieren signifikant héher als bei LAB-Tieren war, durch die
zehnwochige Behandlung mit Paroxetin vermindert. Auch hier hatte Paroxetin keinen
Effekt bei LAB-Tieren. Interessanterweise hatte Paroxetin bei beiden Zuchtlinien
keinen Einfluss auf die Expression von AVP-mRNA in magnozellularen Neuronen
des SON, was fur eine spezifische Wirkung dieser antidepressiven Behandlung auf
die Regulation der magnozellularen AVP-Genexpression im PVN spricht. Die
physiologische Expression von AVP in parvozellularen Neuronen ist unter basalen
Bedingungen jedoch sehr gering (Tilders, Schmidt et al. 1993), deshalb kénnten
geringe Veranderungen unter das Detektionslimit gefallen sein.

Bisher gab es, im Gegensatz zu CRH und seinen Rezeptoren (Keck and Holsboer
2001), nur indirekte Belege fur die Rolle von AVP in der Behandlung affektiver
Erkrankungen, zum Beispiel fuhrt die Behandlung mit Fluoxetin zu einer
Verminderung der Konzentration von AVP im Liquor von Patienten mit Major
Depression (De Bellis, Gold et al. 1993). In Experimenten mit kommerziell
erhaltlichen Nagetieren konnte keine Verminderung von AVP nach Behandlung mit
antidepressiven Medikamenten beobachtet werden (Butterweck, Winterhoff et al.
2001), auch auf LAB-Tiere hatte Paroxetin keinen Effekt. Deshalb untermauern
unsere Ergebnisse am psychopathologischen Tiermodell der HAB-Ratten die These,

dass Neuropeptide nur unter pathogenen Bedingungen in signifikanten Mengen
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freigesetzt werden, was die peptidergen Mechanismen zu einem vielversprechenden
Angriffspunkt fur die Entwicklung neuer antidepressiver Medikamente macht (Hokfelt,
Broberger et al. 2000; Hokfelt, Bartfai et al. 2003).

Der Vi,-Rezeptor spielt bei der Modulation von Emotionalitadt und der
Stressbewaltigung eine wichtige Rolle (Landgraf 1995) und wird in hohem Male im
lateralen Septum, den Kernen des Thalamus und amygdalostriatalen
Ubergangszone exprimiert. Besonders das septale Vasopressin verstarkt das
Angstverhalten von Ratten (Landgraf 1995; Liebsch, Wotjak et al. 1996; Ebner,
Wotjak et al. 1999). Entsprechend fanden wir bei vehikelbehandelten HAB-Tieren
mehr V1,-Rezeptoren im lateralen Septum als bei LAB-Tieren, was fur eine verstarkte
angeborene Aktivitat des septalen vasopressinergen Systems spricht. Jedoch hatte
die Behandlung mit Paroxetin, trotz ihrer deutlichen Wirkung auf die
Stressbewaltigungsstrategie, weder bei HAB- noch bei LAB-Tieren einen Einfluss auf
die Expression von V1,-Rezeptoren im Septum.

Die Neuronen des PVN erhalten eine schwache serotonerge Innervation aus den
Raphékernen (Sawchenko, Swanson et al. 1983) und Ergebnisse sowohl
elektrophysiologischer als auch pharmakologischer Studien belegen den Einflu® des
serotonergen Inputs auf die Freisetzung von Vasopressin aus der Neurohypophyse
(Faull, Charlton et al. 1993). Daher ware vorstellbar, dass es sich bei den in dieser
Studie beobachteten Veranderungen der Genexpression von AVP um das Ergebnis
adaptiver Veranderungen im serotonergen System handelt, welche durch die
Langzeitbehandlung mit Paroxetin induziert werden kénnten (Raap and VanDeKar
1999). In zwei Studien hatte Serotonin, beziehungsweise die Aktivierung von 5-HT2a-
Rezeptoren, allerdings keinen Einfluss auf AVP-freisetzende Neurone (Javed,
Kamradt et al. 1999; Van De Kar, Javed et al. 2001). In einem transgenen
Mausmodell, bei dem das Gen der Monoaminoxidase A inaktiviert wurde, fihrte die
hierdurch erhohte Menge von Serotonin im Gehirn zu einem Anstieg der AVP-
Genexpression im PVN (Vacher, Frétier et al. 2002). Auch die chronische
Behandlung mit Citalopram in Verbindung mit akutem Stress steigerte die AVP-
mRNA im PVN (Hesketh, Jessop et al. 2005). Folglich ist es eher unwahrscheinlich,
dass adaptive Veranderungen im serotonergen System infolge der
Langzeitbehandlung mit Paroxetin fur die durch uns beobachtete Verminderung der

Genexpression von AVP bei HAB-Tieren verantwortlich sind.
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Fir die meisten in der Klinik gebrauchlichen Antidepressiva, auch fur Paroxetin, sind
die primaren Effekte auf die biogenen Amine gut dokumentiert. Einige Eigenschaften
der Antidepressiva, wie zum Beispiel der allen Medikamenten gemeinsame
verspatete Wirkungseintritt, zeigen, dass man die Aufmerksamkeit nicht
ausschlieRlich auf monoaminerge Systeme legen sollte, wenn man Strategien zur
Verbesserung der antidepressiven  Therapie sucht. Mit Hilfe des
psychopathologischen Tiermodells der HAB- und LAB-Ratten ist es uns gelungen zu
zeigen, dass die Effekte einer medikamentdsen antidepressiven Therapie zumindest
zum Teil auf eine Modulierung der Genexpression von AVP zurlckzufihren sind und
dass eine Normalisierung der vasopressinergen Neurotransmission zu einer
Ruckbildung pathophysiologischer Veranderungen fuhrt. Da die Verabreichung eines
V1a-Rezeptorantagonisten bei HAB-Ratten zu einer Normalisierung des HPA-
Systems fluhrt, ist es wahrscheinlicher, dass der Einfluss auf die Genexpression von
AVP einen primaren Wirkmechanismus von Paroxetin darstellt, als dass es sich
hierbei um einen Sekundareffekt handelt, der den Verhaltensanderungen
zuzuschreiben ist. Da die Genexpression von AVP durch Glukokortikoide unterdrtickt
wird (Antoni 1993; Ma and Aguilera 1999; Kim, Summer et al. 2001; Kuwahara,
Arima et al. 2003), kénnte auch eine durch Paroxetin induzierte Hochregulierung der
Expression und der Bindungskapazitaten von Mineralo- und
Glukokortikoidrezeptoren eine Rolle bei unseren Ergebnissen spielen. Tatsachlich
konnten im Hippocampus flr eine Vielzahl von antidepressiven Medikamenten, wie
zum Beispiel trizyklische Antidepressiva und Monoaminoxidase-Hemmstoffe,
unabhangig von ihrem primaren Wirkmechanismus, eine Hochregulierung dieser
Rezeptoren nachgewiesen werden (Reul, Gesing et al. 2000). Nicht ausgeschlossen
werden kann, dass Paroxetin auch die intrazellulare Kaskade, welche die
Transkription von AVP reguliert, beeinfluf3t. Unsere Ergebnisse bestarken die These,
dass unter chronischem Stress und unter bestimmten psychopathologischen

Bedingungen, AVP eine Hauptrolle in der Regulation des HPA-Systems zukommt.

4.2.4 Serotonin

Komplexe Interaktionen zwischen dem serotonergen System und der HPA-Achse
sind bereits beschrieben worden und Veranderungen beider Systeme konnten
sowohl bei Angststorungen als auch bei der Major Depression beobachtet werden
(Ressler and Nemeroff 2000; Nemeroff and Owens 2004). Wir untersuchten den

Hippocampus aufgrund seiner Schlusselrolle bei der Koordination von
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neuroendokriner Reaktion und Verhaltensantwort auf Stress und seiner postulierten
aberrierenden Funktion bei stressabhangigen Erkrankungen, wie z.B. Depression
und Angststorungen. HAB-Ratten zeigten im Vergleich zu LAB-Ratten eine
verminderte Serotoninfreisetzung im Hippocampus nach emotionalen Stress, aber
nicht unter basalen Bedingungen. AuRerdem haben HAB-Ratten mehr SERT-
Bindungsstellen und weniger 5-HTia-Rezeptoren im Hippocampus. Paroxetin
normalisierte die stressinduzierte serotonerger Neurotransmission bei HAB-Tieren,
welche, zumindest teilweise, mit einer Verminderung von SERT-Bindungsstellen im
Hippocampus zusammenhangen durfte. Da Paroxetin sowohl
Stressbewaltigungsverhalten als auch die Regulation des HPA-System bei HAB-
Tieren normalisiert, bieten unsere Daten weitere Einblicke in die komplizierte

Beziehung zwischen Aktivitat des HPA-System, Stressbewaltigung und Serotonin.

4.2.5 Basale und stressinduzierte hippocampale Neurotransmission bei HAB-
und LAB-Ratten

Unter basalen Bedingungen waren keine Unterschiede der extrazellularen
Serotoninkonzentrationen zwischen HAB- und LAB-Tieren festzustellen. Auch
andere Tiermodelle mit hohem und niedrigem Angstverhalten, welche auf der EPM
charakterisiert wurden, differieren nicht bezuglich basaler Konzentration, Freisetzung
oder Metabolismus von Serotonin im Hippocampus (Kulikov, Aguerre et al. 1997).
Mehrfach wurde gezeigt, unter anderem mit Hilfe von in vivo Mikrodialyse, dass die
Exposition in Angsttest wie der EPM zu einem Anstieg der Serotoninfreisetzung im
Hippocampus fuhrt (Marsden, Beckett et al. 1995; Voigt, Rex et al. 1999). Wir
beobachteten einen stressinduzierten Anstieg von 150-200% im Hippocampus
unbehandelter und Paroxetinbehandelter LAB-Tiere, was mit den Ergebnissen
anderer Gruppen nach Exposition auf der X-maze oder der EPM vergleichbar ist
(Rex, Voigt et al. 1999; Voigt, Rex et al. 1999). Bei unbehandelten HAB-Tiere fand
sich hingegen eine verminderte stressinduzierte Neurotransmission im dorsalen
Hippocampus, bei ihnen liel® sich nach Exposition auf der EPM kein Anstieg der
Serotoninfreisetzung beobachten. Bereits in fruheren Studien konnte gezeigt werden,
dass eine Hyperaktivitdt der HPA-Achse zu grundlegenden Veranderungen der
raphé-hippocampalen Neurotransmission nach Stressexposition fuhrt (Linthorst,
Flachskamm et al. 1997; Linthorst, Flachskamm et al. 2000; Penalva, Flachskamm et

al. 2002).
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Interessanterweise zeigte sich bei einem Vergleich zwischen den zwei Zuchtlinien
Fisher- und Wistar-Ratten, die sich in ihrem Angstverhalten unterscheiden, eine
hdhere stressinduzierte Serotoninfreisetzung im Hippocampus der angstlicheren
Tiere (Rex, Voigt et al. 1999; Bert, Fink et al. 2001). Im Gegensatz zu anderen
Mikrodialysestudien, welche den ventralen Hippocampus (Rex, Voigt et al. 1999)
oder Homogenate des gesamten Hippocampus untersuchten (Kulikov, Aguerre et al.
1997; Durand, Berton et al. 1999; Bert, Fink et al. 2001), mikrodialysierten wir den
dorsalen Hippocampus. Die serotonerge Innervation des Hippocampus besteht aus
einem dualen System: Projektionen aus den medianen Raphékernen (MnR) ziehen
zum dorsalen Hippocampus, wahrend der ventrale Hippocampus von Projektionen
der dorsalen Raphékerne (DR) innerviert wird (Molliver 1987). Dieses duale System
erklart unterschiedliche Ergebnisse von Studien, die verschiedene Bereiche des
Hippocampus untersuchten.

Bei den der abgeschwachten Sertotoninfreisetzung im dorsalen Hippocampus von
HAB-Ratten zugrundeliegenden Mechanismen konnten somadendritische 5-HT1a-
Autorezeptoren, welche fur die Kontrolle der Serotoninfreisetzung zwischen MnR und
dorsalem Hippocampus wichtig sind, involviert sein (Hjorth et al. 2000). Obwohl sich
die Expression von 5-HTia-Rezeptor-mRNA weder im MnR noch im DR zwischen
HAB- und LAB-Tieren unterscheidet, kann eine erhOhte Sensitivitat dieser
Rezeptoren bei HAB-Tieren nicht ganzlich ausgeschlossen werden. Hierfir konnten
z.B. Differenzen in der Proteinexpression der Rezeptoren und/oder Effekte in der
intrazellularen Signalkaskade, wie z.B. Unterschiede bei der Kopplung von G-
Protein, verantwortlich sein. Mdgliche Unterschiede beim Serotonintransporter sollten
ebenfalls in Betracht gezogen werden. Tatsachlich fand sich bei HAB-Tieren sowohl
in MnR und DR, als auch im Hippocampus eine erhdohte Anzahl von SERT-
Bindungsstellen, was auf eine schnellere Clearance von Serotonin aus dem
synaptischen Spalt schlieBen lasst. Auch andere chronische Stressparadigmen
fuhrten zu einer erhdhten Expression von SERT im Hippocampus und/oder DR (Pare
and Tejani-Butt 1996; Pare, Blair et al. 1999; Filipenko, Beilina et al. 2002). Wistar-
Kyoto-Ratten, welche als angstlich betrachtet werden, haben jedoch im Vergleich zu
ihren weniger angstlichen Gegenstlcken, den spontan-hypertensiven-Ratten (SHR),
weniger SERT-Bindungsstellen im Hippocampus (Durand, Berton et al. 1999; Pollier,
Sarre et al. 2000). Interessanterweise wurden Polymorphismen im humanen SERT-

Gen, besonders in der Promoterregion, welche Einfluss auf die transkriptionale
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Aktivitat und Funktion des SERT zu haben scheint, mit affektiven Erkrankungen in

Verbindung gebracht (Neumaier, Edwards et al. 2002).

4.2.6 Langzeitbehandlung mit Paroxetin erhdht die raphé-hippocampale

Neurotransmission

Unsere Beobachtung einer unveranderten Serotoninfreisetzung im Hippocampus
unter basalen Bedingungen nach chronischer Paroxetinbehandlung steht in Einklang
mit frGheren Studien Uber SSRIs, wie z.B. Citalopram (Invernizzi, Bramante et al.
1995) oder Fluvoxamin (Bosker, Klompmakers et al. 1995). Auch Paroxetin, in einer
Dosierung von 5 mg/kg BW einmal taglich uber 14 Tage, hatte keinen Einflu® auf
Serotonin im ventralen Hippocampus, 10 mg/kg flhrten jedoch zu einer gesteigerten
Freisetzung (Hajos-Korcsok, McTavish et al. 2000). Andere Gruppen beobachteten
erhohte basale Serotoninkonzentrationen im Hippocampus und im frontalen Kortex
nach Langzeitbehandlung mit Fluvoxamin und Fluoxetin (Bel and Artigas 1993;
Kreiss and Lucki 1995), inkonstante Ergebnisse bei Studien mit Nagetieren nach
Behandlung mit serotonergen Wirkstoffen sind jedoch bekannt (Griebel 1995). Das
komplexe Design unsere Studie erforderte, dass HAB- und LAB-Tiere getestet
wurden nachdem sie bereits zwei andere Tests durchlaufen hatten, zum einen den
Forced Swim-Test (zwei Wochen zuvor), zum anderen den kombinierten Dex/CRH-
Test (eine Woche vor dem Mikrodialyse-Experiment), bei dem 30 ug/kg
Dexamethason und 50 ng/kg CRH appliziert wurden. Des weiteren wurden den
Tieren Jugularvenenkatheter implantiert, um Blutentnahmen zu ermdglichen. Dies
alles konnte die Regulation der HPA-Achse und somit die Resultate unserer Studie
beeinflusst haben und, zumindest teilweise, die Diskrepanz zu den Ergebnissen
anderer Forscher erklaren. Andereits zeigten alle Tiere physiologische
Plasmaspiegel von ACTH und Kortikosteron wahrend des Forced Swim-Tests und
dem Dex/CRH-Test. Aulerdem wirde man nach einer Aktivierung des Strel3-
Hormon-Systems eine gedampfte Aktivitdt der serotonergen raphé-hippocampalen
Neurotransmission erwarten (Linthorst, Flachskamm et al. 1997; Linthorst, Karanth et
al. 1999), wohingegen wir nach chronischer Behandlung mit Paroxetin den
gegenteiligen Effekt beobachteten.

Bei Paroxetinbehandelten HAB-Tieren flhrte die Exposition auf der EPM zu einem
ausgepragten Anstieg der Serotoninfreisetzung, wahrend diese Reaktion in

unbehandelten HAB-Tieren ausblieb. Somit konnten wir erstmals zeigen, dass eine
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Normalisierung der HPA-Achsenaktivitat und der Stressbewaltigung durch
Behandlung mit Paroxetin in einem psychopathologischen Tiermodell mit einem
Anstieg der stressinduzierten Serotoninfreisetzung im Hippocampus einhergeht. Bei
behandelten und unbehandelten LAB-Tieren zeigten sich hingegen keine statistisch
signifikanten Unterschiede: beide Gruppen zeigten einen physiologischen, wenn
auch kleinen, Anstieg der Serotoninfreisetzung nach Stress. Hiermit
ubereinstimmend hatte auch die Behandlung mit dem SSRI Citalopram keinen
Einfluld auf die Serotoninfreisetzung im Hippocampus von SHR im Vergleich zu den
angstlicheren Wistar Kyoto Ratten (Pollier, Sarre et al. 2000). Ebensowenig
beeinflusste die Behandlung mit Paroxetin Stressbewaltigung oder HPA-Achsen
Regulation bei LAB-Tieren. In ahnlicher Weise lieRen sich bei LAB-Ratten keine
Veranderungen von Verhalten und/oder Neuroenkrinologie nach Behandlung mit
rTMS oder dem CRHi-Rezeptorantagonisten R121919 (Keck, Welt et al. 2001)
beobachten, wahrend HAB-Tiere deutliche Verhaltensanderungen zeigten.
Gleichsam wirken Anxiolytika und Antidepressiva nur bei Patienten, aber nicht bei
gesunden Probanten, was dafur spricht, dass sich die Effekte dieser
Psychopharmaka in gestorten und intakten Systemen unterscheiden (Hokfelt,
Broberger et al. 2000; Hokfelt, Bartfai et al. 2003).

Paroxetin konnte durch Veranderungen an somatodentritischen 5-HTa-Rezeptoren
zu einer erhohten stressinduzierten Serotoninfreisetzung bei HAB-Ratten fuhren, wie
auch eine Desensitivierung dieser Autorezeptoren durch chronische Behandlung mit
SSRIs die serotonerge Transmission erhdht (Mongeau, Blier et al. 1997; Hjorth,
Bengtsson et al. 2000). Andererseits konnte die Verfugbarkeit von SERT, die sich bei
HAB- und LAB-Tieren unterscheidet, durch chronische Paroxetinbehandlung
beeinflusst werden, was zu einer veranderten Clearence fuhren wirde. Auch wurde
bereits gezeigt, dass eine 21tagige Behandlung mit Paroxetin oder Sertralin eine
Verringerung der SERT-Bindungsstellen induziert, welche mit einer robusten
Verminderung der lokalen Serotoninclearence im Hippocampus assoziiert ist
(Benmansour, Cecchi et al. 1999; Benmansour, Owens et al. 2002). In unserer
Studie fuhrte die chronische Behandlung mit Paroxetin zu einer starken Reduktion
der SERT-Bindungsstellen im Hippocampus bei beiden Zuchtlininen. Die Reduktion
war bei HAB-Tieren groRer, welche vor Behandlung eine hohere SERT-Expression
als LAB-Tiere aufwiesen. Dies koénnte, zumindest teilweise, den grdéleren

stressinduzierten Anstieg der Serotoninfreisetzung nach Paroxetinbehandlung bei
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HAB-Tieren erklaren. Interessanterweise konnte kurzlich gezeigt werden, dass eine
hohere Verfugbarkeit von SERT im Dienzephalon und eine starkere Besetzung der
SERT durch SSRIs mit einem besseren Ansprechen auf Therapie mit
Psychopharmaka bei Patienten mit Major Depression assoziiert ist (Kugaya,
Sanacora et al. 2004).

4.2.7 Die unterschiedliche Expression von 5-HTia-Rezeptoren im
Hippocampus zwischen HAB- und LAB-Tieren werden durch die

Behandlung mit Paroxetin nicht beeinflusst

Wir beobachteten bei unbehandelten HAB-Tieren, im Vergleich zu LAB-Tieren, eine
verminderte Anzahl von 5-HTqa-Rezeptor mRNA im CA1-Feld des Hippocampus,
somit kann die Storung des serotonergen Systems bei HAB-Tieren auch auf der
Ebene der transkriptionalen Expression des 5-HT-Rezeptors nachgewiesen werden.
Da eine experimentelle Reduktion oder Verstarkung der serotonergen Transmission
die 5-HT1a-Rezeptor mRNA oder Bindung im Hippocampus nicht erhdht (Drevets,
Frank et al. 1999), scheint es sich hierbei nicht um einen kompensatorischen
Mechanismus bei abnormer Serotoninfreisetzung zu handeln. Vielmehr scheint eine
Hyperaktivitat des HPA-Systems bei der Verminderung der 5-HTa-Rezeptor Gene
im Hippocampus involviert zu sein (Zhong and Ciaranello 1995). Kirzlich zeigten
postmortem Studien erniedrigte 5-HTia-Rezeptor mRNA im Hippocampus von
Patienten mit Major Depression (Lépez, Chalmers et al. 1998; Lopez-Figueroa,
Norton et al. 2004). Postmortem Rezeptorbindungsstudien kamen zu ahnlichen
Ergebnisse (Lowther, De Paermentier et al. 1997), die jedoch nicht immer
reproduzierbar waren (Stockmeier, Dilley et al. 1997). In einer PET-Studie liel3 sich
eine reduzierte Bindung des 5-HTa-Rezeptor im meso-temporalen Kortex (inklusive
Hippocampus) bei Patienten mit Major Depression beobachten (Drevets, Frank et al.
1999). Studien an Nagetieren, welche chronische Stressparadigmen zur Induktion
von depressivem und/oder angstlichem Verhalten, wie z.B. learned helplessness,
maternal separation, isolation rearing oder chronischen sozialen Stress, benutzten,
kamen zu unterschiedlichen Ergebnissen bezlglich der 5-HTa-Rezeptor
Genexpression im Hippocampus: Verringerung (McKittrick, Blanchard et al. 1995;
Lopez, Chalmers et al. 1998; Schiller, Jahkel et al. 2003), keine Veranderung

(Osterlund, Overstreet et al. 1999; Neumaier, Edwards et al. 2002) oder Anstieg
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(Neumaier, Edwards et al. 2002). Betrachtet man andere Zuchtlinien, welche sich
bezuglich ihres Angstverhaltens auf der EPM unterscheiden, zeigten SHR und
Lewis-Ratten eine vergleichbare Anzahl von 5-HTia-Rezeptor Bindungsstellen im
Hippocampus (Kulikov, Aguerre et al. 1997). 5-HT a-Rezeptor knock-out Mause
fielen wiederum durch ein verstarktes Angstverhalten auf (Parks, Robinson et al.
1998).

Da eine erhohte Freisetzung von Glukokortikoiden die Funktion des
postsynaptischen 5-HTa-Rezeptoren Uber Aktivierung von Glukokortikoidrezeptoren
dampft (Lépez, Chalmers et al. 1998; Meijer and de Kloet 1998; Karten, Nair et al.
1999; Fairchild, Leitch et al. 2003; Leitch, Ingram et al. 2003), vermuteten wir, dass
chronische Behandlung mit Paroxetin zu einer verbesserten Funktion hippocampaler
5-HT1a-Rezeptoren bei HAB-Tieren fihren wirde. Paroxetinbehandlung hatte jedoch
keinen Einfluss auf die 5-HT1a-Rezeptor Genexpression im Hippocampus von HAB-
und LAB-Tieren. Auch in anderen Studien fUhrte die wiederholte Gabe von SSRIs
nicht zu Veranderungen der 5-HT1a-Rezeptor Expression (Welner, De Montigny et al.
1989; Le Poul, Boni et al. 2000). Andererseits verstarkten trizyklische Antidepressiva
sowohl die basale als auch die stressinduzierte Verringerung von 5-HTa-Rezeptoren
(L6pez, Chalmers et al. 1998; Le Poul, Boni et al. 2000; Hensler 2002). Trotz des
fehlenden Effekts von Paroxetin auf die 5-HTia-Rezeptor Expression, berichten
einige Autoren von einem Anstieg der durch 5-HT1a-Rezeptoragonisten [*°S]-GTPyYS
vermittelten Bindung im Gyrus dentatus und CA1-Feld im Hippocampus nach
Behandlung mit SSRIs (Hensler 2002; Pejchal, Foley et al. 2002; Shen, Li et al.
2002; Elena Castro, Diaz et al. 2003), was nahe legt, dass SSRIs die Funktion des 5-
HT1a-Rezeptors Uber Effekte auf intrazellulare Signaltransduktion, wie z.B. Kopplung
des G-Proteins, beeinflussen.

Zusammenfassend konnten wir mit Hilfe eines psychopathologischen Tiermodells
zeigen, dass die angeborene verminderte Empfindlichkeit der raphé-hippocampalen
Neurotransmission durch chronische Behandlung mit dem Antidepressivum
Paroxetin verbessert werden kann. Dieser Effekt kdnnte mit einer Verminderung der
SERT-Bindungsstellen im Hippocampus bei HAB- im Vergleich zu LAB-Tieren
zusammenhangen, wahrend die Expression von 5-HTia-Rezeptoren in dieser
Hirnregion unbeeinflusst blieb. Die durch Paroxetin induzierte Modulation der
serotonergen Empfindlichkeit geht mit einer Normalisierung der Stressbewaltigung

und Regulation der HPA-Achse bei diesen Tieren einher.
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4.3 Repetitive transkranielle Magnetstimulation

In unserer Studie induziert eine Langzeitbehandlung der frontalen Hirnregionen mit
repetitiver transkranieller Magnetstimulation in einem psychopathologischen
Tiermodell profunde Anderungen akuter Stressbewaltigungsstrategien und dampft
gleichzeitig die Reaktion des HPA-Systems auf Stress. Bei HAB-Ratten, die eine
eher passive, angeborene Stressbewaltigungsstrategie zeigen, fuhrte rTMS der
linken frontalen Hirnregionen zu einer deutlich aktiveren Stressbewaltigung, so dass
das Verhalten der Tiere nicht langer von dem der LAB-Tiere unterscheidbar war. Auf
das Angstverhalten der HAB-Tiere hatte rTMS keinen Einfluss, was fur einen
spezifischen Effekt von rTMS auf das Stressbewaltigungsverhalten spricht. Die durch
rTMS hervorgerufenen Verhaltensanderungen sind stabil, was sich darin zeigte, dass
wir keine Unterschiede zwischen naiven Tieren und Tieren, denen zuvor
Jugularvenenkatheter zur Blutentnahme chirurgisch implantiert wurden, feststellen

konnten.

4.3.1 Neuroendokrine Effekte von rTMS: Dampfung der stressinduzierten
Aktivitat des HPA-Systems bei HAB-Ratten

Die Enthemmung des HPA-System ist ein typischer Befund der Major Depression
und die klinische Besserung der Symptomatik nach antidepressiver Behandlung ist
oft mit einer Normalisierung der Funktion des HPA-Systems assoziiert (Holsboer and
Barden 1996; Holsboer 2000). Die Major Depression geht haufig mit einer
Hypoaktivitat des frontalen Kortex, welchem eine wichtige Rolle in der Regulation der
Aktivitat des HPA-System zukommt (Diorio, Viau et al. 1993), einher (Soares and
Mann 1997; George, Nahas et al. 1999). Bei Ratten zeigte sich nach chronischer
Behandlung mit verschiedenen Antidepressiva eine gedampfte Sekretion von ACTH
und Kortikosteron auf Stress (Reul, Stec et al. 1993; Reul, Labeur et al. 1994).
Folglich wurde angenommen, dass die Normalisierung der Funktion des HPA-
System, da pharmakologisch unterschiedliche Medikamente seine Aktivitat dampfen,
eine gemeinsame Endstrecke fur klinisch effiziente Antidepressiva darstellt (Holsboer
and Barden 1996). Auch die Behandlung mit rTMS fuhrt bei der Major Depression zu
Anderungen der Reaktivitat des HPA-Systems (Pridmore 1999).

Die durch rTMS induzierten Veranderungen der Hormonplasmakonzentrationen, die

wir in unseren Studien beobachten konnten, deuten darauf hin, dass rTMS der
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frontalen Hirnregionen zu einer Dampfung der stressinduzierten Aktivitat des HPA-
Systems fuhrt: wahrend die basalen Plasmaspiegel von ACTH und Kortikosteron in
allen Gruppen beinahe identisch waren, war die neuroendokrine Reaktion auf den
ethologisch relevanten, kombinierten physischen und emotionalen Stress des Forced
Swim-Test bei HAB-Ratten gedampft. Dieses Ergebnis ist umso bemerkenswerter,
da die mit rTMS behandelten Tiere eine aktivere Stressbewaltigungsstrategie und
somit auch vermehrte motorische Aktivitat zeigten. Bei den LAB-Tieren liel3 sich ein
solcher Effekt nicht beobachten. Somit untermauern unsere Ergebnisse die
Hypothese der positiven Korrelation zwischen Immobilitat im Forced Swim Test und
den Plasmaspiegeln von Kortikosteron (Baez and Volosin 1994; Korte, De Kloet et al.
1996). Die praktisch identischen Plasmakonzentrationen von ACTH und
Kortikosteron nach Injektion von CRH bei rTMS-behandelten HAB-Ratten und HAB-
Kontrolltieren machen es unwahrscheinlich, dass Veranderungen der hypophysaren
CRH-CRH+-Rezeptor-Signalkaskade flr die nachgewiesenen Unterschiede der
neuroendokrinen Stressantwort verantwortlich sind. Auch in frGheren Studien wurde
eine ahnliche Antwort hypophysarer, kortikotroper Zellen auf eine Bolusinjektion von
CRH bei HAB- und LAB-Ratten beschrieben (Liebsch, Linthorst et al. 1998), somit
sind die durch Behandlung mit rTMS induzierten Unterschiede in der
neuroendokrinen Regulation zwischen den Zuchtlinien eher auf der Ebene des
Hypothalamus und/oder dem Hippocampus lokalisiert. In der Tat stutzt die
Beobachtung einer spezifischen Aktivierung in Form einer immediate-early
Genexpression im PVN des Hypothalamus nach rTMS diese Annahme (Ji,
Schlaepfer et al. 1998). Auch dass der prafrontale Kortex efferente Projektionen zum
perinuklearen Bereich des PVN besitzt (Hurley, Herbert et al. 1991; Takagishi and
Chiba 1991), an der Regulation der neuroendokrinen Reaktion auf Stressstimuli
partizipiert und die Antwort des HPA-Systems auf Stress, dass heildt die Synthese
und Freisetzung von CRH, hemmen kann, unterstitzt unsere Hypothese (Diorio,
Viau et al. 1993).

4.3.2 Verhaltenseffekte von rTMS: Veranderungen der
Stressbewaltigungsstrategie

Die Zuchtlinien der HAB- und LAB-Ratten, welche genetisch fir bestimmte
Verhaltensstrategien pradisponiert sind, stellen eine einzigartige Moglichkeit dar, um

neue Therapiemdglichkeiten zur Behandlung psychiatrischer Stérungen zu
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untersuchen (Gentsch, Lichtsteiner et al. 1988). Studien an diesen Labortieren
konnen auch zu einem besseren Verstandnis der humanen Psychopathologie
beitragen. Im Porsoltschen Schwimmtest korreliert die Entwicklung aktiver
Stressbewaltigungsstrategien positiv mit der klinischen antidepressiven Wirksamkeit
eines Medikamentes (Porsolt, Le Pichon et al. 1977; Cryan, Markou et al. 2002). Mit
einem Antidepressivum oder Elektrokrampftherapie behandelte Ratten versuchen
aktiv dem Schwimmbottich zu entkommen, Vehikel- oder scheinbehandelte Tiere
hingegen zeigen hauptsachlich passive Verhaltensweisen. In unserer Studie zeigten
alle rTMS-behandelten HAB-Ratten eine aktivere Stressbewaltigungsstrategie, sie
,struggelten” signifikant langer, ,floateten weniger und zeigten wesentlich spater die
erste Floating Reaktion. Diese solide Verbesserung der aktiven Stressbewaltigung
steht in Einklang mit frUheren Berichten Uber eine verminderte Immobilitat bei
Mausen (Fleischmann, Prolov et al. 1995) und Ratten (Zyss, Gorka et al. 1997) nach
rTMS. Diese Studien wurden allerdings an kommerziell erhaltlichen Tieren
durchgefuhrt, welche nicht unbedingt die psychopathologischen Veranderungen
widerspiegeln, die sich auch bei Patienten mit psychiatrischen Erkrankungen finden
lassen. Noch wichtiger ist jedoch, dass die benutzten Stimulationsparameter nicht
auf ihre Vergleichbarkeit mit den in den klinischen Studien verwendeten
Stimulationsparametern getestet waren. In klinischen Studien stehen die Effekte von
rTMS hochstwahrscheinlich mit einer Stimulation der frontalen Hirnregionen in
Zusammenhang (George, Avery et al. 1999). Folglich ist eine Adaption aquivalenter
Stimulationsbedingungen, wie in dieser Studie, fur eine zuverlassige Untersuchung
der zugrundeliegenden neurobiologischen Mechanismen in einem Tiermodell
sinnvoll.

rTMS-behandelte HAB-Ratten, welche urspringlich eine deutlich passivere
Stressbewaltigungsstrategie zeigten, waren im Verhalten nicht mehr von rTMS- und
scheinbehandelten LAB-Tieren zu unterscheiden. Diese durch rTMS induzierte
Verschiebung des Verhaltens der HAB-Tiere in Richtung einer aktiveren
Stressbewaltigungsstrategie war deutlich groRer als die vormals berichteten
Verhaltensanderungen ,normaler® Wistar Ratten (Zyss, Gorka et al. 1997) oder
Sprague-Dawley Ratten (Sachdev, McBride et al. 2002). Somit konnten wir zeigen,
dass die Effekte von rTMS bei HAB-Ratten nicht nur nachweisbar, sondern in diesem
genetisch pradisponierten Tiermodell sogar verstarkt zu beobachten sind. Im

Gegensatz dazu blieb das Verhalten der rTMS-behandelten LAB-Tiere, die von Natur
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aus eine aktivere Stressbewaltigungsstrategie zeigen (Liebsch, Linthorst et al. 1998;
Liebsch, Montkowski et al. 1998), unbeeinflusst. Unsere Beobachtung, dass rTMS
die Bewaltigungsstrategien von HAB- und LAB-Tieren in unterschiedliche Weise
beeinflusst, belegt, dass die durch die Behandlung induzierten Veranderungen von
der angeborenen Emotionalitat und den angeborenen
Stressbewaltigungsmechanismen abhangen. Da auch andere antidepressive
Therapien ihre Wirkung nur bei depressiven Individuen und nicht bei gesunden
Probanden entfalten, liegt es nahe, die Ergebnisse dieser Studie auf die klinische
Situation zu Ubertragen (Holsboer 1995; Holsboer and Barden 1996).

BekanntermalRen sind Anderungen des Verhaltens, im Sinne einer aktiveren
Stressbewaltigungsstrategie, wahrend des Forced Swim-Test ein guter Pradikator fur
die antidepressive Wirksamkeit einer Therapie bei depressiven Patienten (Borsini
and Meli 1988; Lucki 1997). Folglich deutet die hier beschriebene Wirkung von rTMS
auf eine potentiell antidepressive Wirksamkeit dieser Behandlung hin.
Interessanterweise konnten wir mittels Mikrodialyse auch zeigen, dass rTMS selektiv
die extrazellulare Konzentration von Dopamin im Hippocampus sowie im Nucleus
accumbens shell steigert (Keck, Welt et al. 2003). Somit kdnnte das dopaminerge
Neurotransmittersystem einer der wichtigsten Angriffspunkte fir eine direkte
Beeinflussung durch rTMS sein. Auch in anderen Studien fuhrte die Gabe eines
Dopaminagonisten bei Ratten zu einer Verminderung des Floating im Forced Swim-
Test (Borsini and Meli 1988). Weiterhin konnten wir zeigen, dass eine chronische
Behandlung mit rTMS zu einem Anstieg der Expression der mRNA des Neuropeptids
Cholezystokinin (CCK) fuhrt (Muller, Toschi et al. 2000). Der Neuromodulator CCK
erhoht die Feuerungsrate dopaminerger Neurone im Ventralen tegmentum und der
Substantia nigra. Daneben konnte auch die Fahigkeit von CCK, direkten Einfluss auf
die lokale Freisetzung von Dopamin zu nehmen, schon in mehreren Studien belegt
werden (Crawley and Corwin 1994; Hamilton, Weddige et al. 2001; Kombian,
Ananthalakshmi et al. 2004). Demnach konnte auch der Anstieg der Expression von
CCK zu den wahrend des Forced Swim-Test beobachteten Verhaltensanderungen
beigetragen haben. Auch der von uns beobachtete Anstieg von BDNF-mRNA und -
Protein in spezifischen Arealen des Rattenhirns nach chronischer rTMS-Behandlung
konnte die Verhaltensanderungen erklaren (Muller, Toschi et al. 2000). In Einklang
damit stehen Studien, in denen gezeigt wurde, dass die lokale Infusion hoher

Konzentrationen von BDNF in das Mittelhirn zu Verhaltensanderungen im Forced
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Swim-Test flhren, die denen nach einer Behandlung mit antidepressiven
Medikamenten sehr ahnlich sind (Siuciak, Lewis et al. 1997; Shirayama, Chen et al.
2002; Hoshaw, Malberg et al. 2005).

4.3.3 rTMS: Unterschiedliche Wirkung auf das Angstverhalten und die

Stressbewaltigungsstrategie

Im Gegensatz zu HAB-Ratten waren die mit rTMS behandelten LAB-Ratten
angstlicher als die scheinbehandelten LAB-Kontrolltiere. Entsprechend zeigten die
mit rTMS behandelten LAB-Tiere nach EPM-Exposition eine erhdhte stressinduzierte
Freisetzung von ACTH. Die Behandlung mit rTMS hat also, abhangig von der
angeborenen Emotionalitat des Tieres, unterschiedliche Effekte auf das Verhalten
und die Neuroendokrinologie. Zusammen mit der Beobachtung, dass rTMS die
Stressbewaltigungsfahigkeiten von HAB-Tieren verbessert, deuten die vorliegenden
Daten darauf hin, dass Angst und Stressbewaltigung unabhangig voneinander Uber
verschiedene Mechanismen reguliert werden. Weiter gestutzt wird diese These durch
die Ergebnisse von Experimenten mit Benzodiazepinen, die keinen Einfluss auf die
Stressbewaltigungsstrategien im Forced Swim-Test aber einen deutlichen Einfluss
auf das Angstverhalten von HAB-Ratten hatten (Liebsch, Linthorst et al. 1998).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Stimulation frontaler Hirnregionen mit
rTMS die genetisch determinierte (Liebsch, Linthorst et al. 1998; Liebsch,
Montkowski et al. 1998; Landgraf and Wigger 2002) passive
Stressbewaltigungsstrategie der HAB-Ratten in eine aktive Bewaltigungsstrategie
umwandeln kann. Zusatzlich zu den Verhaltenseffekten von rTMS konnten wir auch
neuroendokrine Wirkungen im Tiermodell nachweisen. Da die Effekte nur bei HAB-
Ratten zu beobachten waren, scheint die Wirkung von rTMS von der angeborenen
Emotionalitat und Stressbewaltigungsstrategie der Tiere abhangig zu sein. Folglich
gewahren die Daten neue Einblicke in die der antidepressiven Wirkung von rTMS
zugrundeliegenden  neurobiologischen  Mechanismen. Die nachgewiesenen
Veranderungen der Aktivitat des HPA-Systems stitzen die These einer

gemeinsamen Endstrecke verschiedener antidepressiver Behandlungsstrategien.
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4.4 Neurogenese

Ziel dieser Studie war es, die Wirkung einer Behandlung mit rTMS auf die
Plasmakonzentrationen der Stesshormone ACTH und Kortikosteron sowie auf die
Neurogenese im Gyrus dentatus im Hippocampus adulter Ratten wahrend
chronischen psychosozialen Stresses zu untersuchen. rTMS der frontalen
Hirnregionen normalisierte die stressinduzierte Erhdhung der Plasmaspiegel von
ACTH und Kortikosteron, was unsere oben gezeigten Ergebnisse repliziert.
Interessanterweise hat die Behandlung mit rTMS unterschiedliche Auswirkungen auf
das HPA-System und die Neurogenese: rTMS normalisiert die stressinduzierten
Veranderungen der Aktivitat des HPA-Systems, hat aber keine positive Wirkung auf
die stressinduzierte Suppression der hippocampalen Neurogenese. Tatsachlich
verminderte sich die Uberlebensrate BrDU-markierter Neurone, die Proliferationsrate
hippocampaler Vorlauferzellen erhéhte sich nur leicht bei Behandlung mit rTMS.
AuBerhalb des psychosozialen Stressparadigmas hatte rTMS keinen signifikanten

Einfluss auf die Neurogenese im Hippocampus.

4.4.1 rTMS dampft die stressinduzierte Aktivitat des HPA-Systems

Wie oben beschrieben ist die Enthemmung des HPA-Systems ein oft beobachtetes
Merkmal der Major Depression und die Besserung der klinischen Symptomatik nach
antidepressiver Therapie oft mit einer Normalisierung der Aktivitat des HPA-Systems
verbunden (Holsboer 2000; Keck and Holsboer 2001). Auch in dieser Studie liel3 sich
eine dampfende Wirkung der Behandlung mit rTMS auf die stressinduzierte Aktivitat
des HPA-Systems beobachten, was als weiterer Hinweis auf die Wirksamkeit von
rTMS bei der klinischen Behandlung psychiatrischer Erkrankungen, die mit einer
Stérung des Stresshormonsystems einhergehen, wie zum Beispiel die Major

Depression, angesehen werden kann.

4.4.2 Zellproliferation im Hippocampus: kein Einfluss von rTMS auf die

stressassoziierte Abnahme der Proliferationsrate
In unserer Studie hatte die 18tagige Behandlung mit rTMS keinen signifikanten Effekt
auf die Proliferationsrate der Vorlauferzellen im Gyrus dentatus des Hippocampus
erwachsener, chronisch gestresster Ratten. Jedoch hat rTMS einen suppressiven

Effekt auf die Uberlebensrate dieser Zellen, welcher sich allerdings nicht in
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ungestressten Kontrolltieren, die nur mit rTMS behandelt wurden, beobachten liel3.
Fruhere Studien in unserem Labor zeigten, dass die Langzeitbehandlung mit rTMS
einen neuroprotektiven Effekt, sowohl in vivo als auch in vitro, hat (Post, Muller et al.
1999). Des weiteren erhdhte eine elfwdchige Behandlung mit rTMS die Expression
von BDNF bei Ratten (Mduller, Toschi et al. 2000). Diese Veranderungen der
Expression von BDNF waren ahnlich denen, die man nach Behandlung mit
antidepressiven Medikamenten und Elektrokrampftherapie beobachten kann (Mdller,
Toschi et al. 2000), was darauf hindeutet, dass diesen unterschiedlichen
antidepressiven Behandlungsstrategien ein gemeinsamer molekularer Mechanismus
zugrunde liegt. BDNF fordert, zusammen mit anderen Wachstumsfaktoren, die
Neurogenese (Collazo, Takahashi et al. 1992; Young, Lawlor et al. 1999; Sairanen,
Lucas et al. 2005; Scharfman, Goodman et al. 2005) (Young et al. 1999) und auch
einzelne und multiple elektrokonvulsive Schocks erhdéhen signifikant und
dosisabhangig die Neurogenese im Hippocampus adulter Ratten, was als wichtiges
neurobiologisches Element der klinischen Wirksamkeit der Elektrokrampftherapie
(EKT) angesehen wird (Scott, Medbak et al. 1998; Madsen, Treschow et al. 2000).
Auch verschiedene antidepressive Medikamente, wie Reboxetin und Fluoxetin,
verstarken die Neurogenese (Malberg, Eisch et al. 2000; Duman, Nakagawa et al.
2001; Sairanen, Lucas et al. 2005). Es muss jedoch betont werden, dass diese
Studien alle an ungestressten Tieren durchgefuhrt wurden. Derzeit gibt es nur zwei
publizierte Studien, die die Wirkung antidepressiver Behandlung in Kombination mit
Stress auf die Neurogenese im adulten Hippocampus untersuchten. So wurden
Tupaia chronischem psychosozialem Stress ausgesetzt und es gelang, die
stressinduzierte Suppression der Zellproliferation im Gyrus dentatus durch
gleichzeitige Verabreichung des Antidepressivums Tianeptin zu unterbinden (Czeh,
Michaelis et al. 2001). Lee (Lee, Kim et al. 2001) berichtet Uber einen positiven Effekt
von Fluoxetin auf die Zellproliferation im Hippocampus junger Ratten, die
maternalem Separationsstress ausgesetzt waren. In beiden Studien, ahnlich wie in
unserer Untersuchung, wurde die Anzahl der BrDU-markierten Zellen nach einer
relativ kurzen Uberlebenszeit von 24 Stunden beziehungsweise einer Woche
ausgewertet.

Unser Befund der verminderten Uberlebensrate BrDU-markierter Zellen im
Hippocampus steht kontrar zu den Beobachtungen, dass Elektrokrampftherapie und

Antidepressiva die Uberlebenswahrscheinlichkeit neu generierter Zellen erhdhen.
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Madglicherweise lalt sich diese Diskrepanz zwischen Elektrokrampftherapie und
rTMS durch die unterschiedlichen Effekte dieser beiden Behandlungsarten auf
verschiedene neurobiologische Schaltkreise erklaren (Post and Keck 2001). Zum
Beispiel induziert rTMS im Gehirn andere Expressionsmuster von immediate-early
Genen als die Elektrokrampftherapie (Ji, Schlaepfer et al. 1998). Des weiteren
belegen die physikalischen Grundlagen diese Vermutung: bei der
Elektrokrampftherapie behindern Schadel und Kopfhaut die transkranielle Applikation
von Strom, was zu einem deutlichen Abfall der Amplitude und einer Verminderung
der fokalen Prazision fuhrt. Deswegen mussen, um spezifische Hirnregionen zu
erreichen, hohe Strébme, die einen generalisierten Krampfanfall hervorrufen,
verwendet werden (Sackheim et al. 1993). Im Falle der rTMS, die durch ein
alternierendes Magnetfeld transkraniell Strom induziert, entfallt dieser Nachteil.
Wahrend die kraftige elektrische Stimulation des Hippocampus durch die EKT einen
bedeutenden stimulierenden Effekt auf die Neurogenese im adulten Hippocampus
(Madsen, Treschow et al. 2000) und auch im frontalen Kortex hat (Madsen, Yeh et al.
2005), scheint die milde Steigerung des exzitatorischen Inputs durch rTMS zu einer
Verminderung der Neurogenese im Hippocampus zu fuhren. In diesem
Zusammenhang muss betont werden, dass unter experimentellen Bedingungen
rTMS den Hippocampus nicht direkt stimuliert: die gesteigerte Erregung kommt
hdchstwahrscheinlich auf indirektem Wege uber Bahnen zustande, die vom
prafrontalen Kortex Uber entorhinale Bahnen zum Gyrus dentatus projizieren (Post
and Keck 2001). Diese grundlegenden Unterschiede kdnnten zumindest teilweise
erklaren, warum diese zwei Therapieformen unterschiedliche neurobiologische
Effekte haben. Ein Mechanismus, welcher der suppressiven Wirkung von erhohtem
exitatorischem Input auf das Uberleben neugeborener Neurone mdglicherweise
zugrunde liegt, ist die Aktivierung von NMDA-Rezeptoren, da es Belege dafir gibt,
dass eine Aktivierung dieser Rezeptoren die Zellproliferation im Gyrus dentatus
hemmt (Cameron, McEwen et al. 1995; Kitamura, Mishina et al. 2003). Tatsachlich
kann rTMS zu einem Anstieg der NMDA-Rezeptoren im Hippocampus fuhren (Kole,
Fuchs et al. 1999).

Eine andere mogliche Erklarung fur die unterschiedlichen Effekte von EKT (Madsen,
Treschow et al. 2000; Scott, Wojtowicz et al. 2000) und rTMS ist, dass in allen
vorliegenden Studien unterschiedliche Protokolle zur Markierung mit BrDU benutzt

wurden. Bisher gibt es keine Ubereinkunft hinsichtlich der Menge an BrDU, die
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injiziert werden sollte, und der Zeit, die man nach Applikation von BrDU verstreichen

lassen sollte, um die Uberlebensrate zu bestimmen (Rakic 2002).

4.4.3 Dissoziation von Stresshormonkonzentrationen und Neurogenese im

Hippocampus: Relevanz anderer Faktoren

In der vorliegenden Studie normalisierte die Behandlung mit rTMS die
Plasmakonzentrationen von ACTH und Kortikosteron chronisch gestresster Ratten.
Obwohl die Proliferationsrate der Vorlauferzellen leicht angehoben wurde,
verminderte rTMS die Uberlebensrate BrDU-markierter Tochterzellen. Diese
Beobachtung steht in Widerspruch zu friheren Studien, die eine deutliche negative
Korrelation von Stresshormonausschuttung und Neurogenese im adulten
Hippocampus erkennen lieRen (Cameron and Gould 1994; Cameron, Tanapat et al.
1998; Kim, Ju et al. 2004). Unsere Ergebnisse belegen, dass in manchen Fallen
andere Faktoren eine grolRere Rolle als die Plasmakonzentrationen von
Glukokortikoiden bei der Modulation von Zellproliferation und —uberleben im Gyrus
dentatus des Hippocampus spielen konnten. Das Fehlen von MR- und GR-
Steroidrezeptoren auf den granularen Vorlauferzellen lasst darauf schlielen, dass
die Effekte auf die Zellproliferation Uber andere Signaltransduktionen, wie zum
Beispiel uber Aktivierung von NMDA-Rezeptoren, vermittelt werden (Cameron,
Woolley et al. 1993; Cameron, McEwen et al. 1995). Tatsachlich flhrt eine Blockade
der NMDA-Rezeptoren zu einer erhdhten Anzahl von neu generierter Zellen (Gould,
McEwen et al. 1997; Nacher, Rosell et al. 2001; Nacher, Alonso-Llosa et al. 2003).
Interessanterweise konnten wir in unserer Studie nur eine relativ leichte Suppression
(-29%) der Zytogenese nach chronischem Stress beobachten. Tanapat et al.
(Tanapat, Hastings et al. 2001) berichteten dagegen von einer starkeren
Suppression (-50%) der Proliferation nach einer einzelnen akuten Stressexposition.
Man konnte spekulieren, dass sich die proliferierenden Zellen an den chronischen
Stress ,gewdhnen“ und deswegen eine geringere Sensitivitat gegenlber den
Hormonen des HPA-Systems zeigen. Gould et al. (Gould, McEwen et al. 1997)
berichteten von einer 76%igen Reduzierung der Proliferation in der subgranularen
Zone bei Tupaia nach akutem psychosozialem Stress, wohingegen eine andere
Studie an der gleichen Spezies nur von einer leichten Reduktion (-33%) der
Zellproliferation im Gyrus dentatus nach chronischem Stress berichtet (Czeh,
Michaelis et al. 2001).
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Obwohl die endgultige Funktion neu generierter Neurone im Hippocampus noch nicht
bekannt ist, scheinen sie fur das Lernverhalten eine wichtige Rolle zu spielen (Shors,
Miesegaes et al. 2001; Bruel-Jungerman, Laroche et al. 2005). Theoretisch kdnnte
rTMS daher, wenn sie wahrend des chronischen Stresses appliziert wird, die
kognitiven Funktionen durch Suppression der Neurogenese beeintrachtigen. Daher
wurde von uns in fruheren Studien die Wirkung einer Langzeitbehandlung der
frontalen Hirnregionen mit rTMS auf Ratten, ahnlich der in dieser Studie
verwendeten, untersucht: Mit Hilfe des Morris water-maze Tests, der als guter
Indikator der hippocampalen Funktion angesehen wird, wurde gezeigt, dass eine
Langzeitbehandlung mit rTMS die kognitiven Funktionen nicht beeintrachtigt (Post,
Muller et al. 1999). Folglich ist es unwahrscheinlich, dass eine chronische
Behandlung der linken frontalen Hirnregionen mit rTMS zu einer Beeintrachtigung
von Lernen und Gedachtnis fluhrt. Andere Autoren kamen zu ahnlichen Ergebnissen
(Hedges, Higginbotham et al. 2005) und auch klinische Studien unterstiitzen diese
These (Padberg and Moller 2003).

In der Gruppe Survival wurde die Differenzierung der BrDU-markierten Zellen durch
Kolokalisation phanotypischer neuronaler und glialer Marker bestimmt. Die Mehrheit
(70%) der uUberlebenden BrDU-positiven Zellen exprimierte den neuronalen Marker
NeuN, eine wesentlich kleinere Anzahl (20%) der Zellen exprimierte den glialen
Marker GFAP. Die ubrigen 10% der Zellen zeigten keinen der beiden Marker und
konnten entweder einem anderen Phanotyp zugehoéren oder undifferenzierte Zellen
im Ruhezustand darstellen. Ein ahnliches Verhaltnis der Anzahl von Neuronen zu
Gliazellen zeigte sich auch in friheren Studien (Lemaire, Koehl et al. 2000; Malberg,
Eisch et al. 2000). Dieser Quotient wurde in unserer Studie durch die verschiedenen
Behandlungen nicht signifikant beeinflusst. Auch das Gesamtvolumen der
Kdrnerzellschicht blieb, trotz betrachtlicher Unterschiede von Zellproliferation und —
uberleben, unbeeinflusst.

Zusammenfassend lasst sich somit sagen, dass auch in dieser Studie die dampfende
Wirkung einer rTMS-Behandlung der frontalen Hirnregionen auf das HPA-System
gezeigt werden konnte. Allerdings lie® sich kein anregender Effekt auf die
Neurogenese im Hippocampus nachweisen, daher scheinen andere Faktoren, neben
den Glukokortikoiden, eine mindestens genauso grof3e Rolle bei der Regulation der
Anzahl und der Ausreifung der Vorlauferzellen im Hippocampus zu spielen. Wir

folgern daraus, dass die Dampfung des HPA-System wahrscheinlich ein wichtiger,
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der klinisch beobachteten antidepressiven Wirkung von rTMS zugrundeliegender
Mechanismus ist, es mit unserem experimentellen Design jedoch nicht gelang, einen
forderlichen Effekt von rTMS auf die Neurogenese im adulten Hippocampus
nachzuweisen. Ungeachtet dessen sind weitere Studien, die systematisch den
Einfluss veranderter Stimulationsparameter (z.B. Stimulationsfrequenz, Lokalisation
der Stimulationsspule etc.) untersuchen, erforderlich um die neurobiologischen
Effekte von rTMS, die fur die vermutete Effizienz dieser Behandlung bei
neurologischen und psychiatrischen Erkrankungen verantwortlich sein koénnten,

besser zu charakterisieren.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Dissertation untersuchten wir mit Hilfe des psychopathologischen
Tiermodells der HAB- und LAB-Ratten, welche sich nicht nur bezuglich ihrer
genetisch determinierten Emotionalitat und ihrer Stressbewaltigungsstrategien,
sondern auch hinsichtlich der Reaktivitat der HPA-Achse unterscheiden, Effekte des
Serotonin-Wiederaufnahmehemmers Paroxetin und von rTMS auf Verhalten und die
neuroendokrine Regulation.

Mit Hilfe des kombinierten DEX/CRH-Tests gelang es uns nachzuweisen, dass sich
ein hohes Mal} an angeborenem Angstverhalten in einer profunden Fehlregulation
des Stresshormonsystems widerspiegelt. HAB-Tiere zeigten nach Verabreichung
von Dexamethason einen verminderten Suppressionseffekt und die periphere
Injektion von CRH flhrte zu einem deutlichen Anstieg der Plasmakonzentrationen
von ACTH und Kortikosteron. Hierfur scheint intrahypothalamisch Uberexprimiertes
und sezerniertes AVP verantwortlich zu sein, folglich fihrte auch die periphere
Verabreichung eines V{-Rezeptorantagonisten zu einer Normalisierung des bei HAB-
Tieren dysregulierten HPA-Systems im DEX/CRH-Test.

Bindungskapazitat und Bindungsaffinitat von Glukokortikoid- und
Mineralokortikoidrezeptoren unterschieden sich nicht zwischen den Zuchtlinien, so
dass die durch Kortikosteron vermittelte Feedbackregulation des HPA-Systems auf
der Ebene der intrazellularen Signalkaskade gestort zu sein scheint.

Die mehrwochige Behandlung mit dem selektiven Serotonin-
Wiederaufnahmehemmer Paroxetin induzierte bei HAB-Tieren nicht nur eine durch
die Verminderung der intrahypothalamischen AVP-Genexpression vermittelte
Normalisierung des dysregulierten Hormonfreisetzungsprofiles im DEX/CRH-Test,
sondern auch profunde Verhaltensanderungen im Forced Swim-Test, der als guter
Pradiktor fur die klinische Wirksamkeit einer antidepressiven Therapie angesehen
wird. HAB-Tiere, welche eine passive Stressbewaltigungsstrategie im Forced Swim-
Test zeigen, struggelten nach Behandlung mit Paroxetin signifikant langer und
verbrachten signifikant weniger Zeit mit Floating als unbehandelte HAB-Kontrolltiere.
Sie waren in ihrem Verhalten von LAB-Tieren, auf die die Behandlung mit Paroxetin

keinen Einfluss hatte, nicht mehr zu unterscheiden.
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Mit Hilfe von in vivo Mikrodialyse untersuchten wir den Einfluss von chronisch
verabreichtem Paroxetin auf die stressinduzierte Freisetzung von Serotonin im
dorsalen Hippocampus. Bei HAB-Tieren, welche eine angeborene verminderte
Empfindlichkeit der raphé-hippocampalen Neurotransmission zeigen und den bei
LAB-Tieren zu beobachtenden stressinduzierten Anstieg der Serotoninfreisetzung
vermissen lassen, fuhrte die Behandlung zu einer Normalisierung der serotonergen
Neurotransmission. Dieser Effekt konnte mit der gezeigten Verminderung von SERT-
Bindungsstellen im Hippocampus bei HAB- im Vergleich zu LAB-Tieren
zusammenhangen, wahrend die Expression von 5-HTa-Rezeptoren in dieser
Hirnregion unbeeinflusst blieb. Somit konnten wir erstmals zeigen, dass eine
Normalisierung der Stresshormonregulation durch Paroxetin mit einem Anstieg der
stressinduzierten Freisetzung von Serotonin im Hippocampus assoziiert ist.

Dass rTMS der linken frontalen Hirnregionen antidepressive Effekte hat, konnte
bereits in mehreren klinischen Untersuchungen an Patienten, die an Major
Depression leiden, beobachtet werden. Unsere im psychopathologischen
Modellorganismus der HAB/LAB-Tiere nach Langzeitbehandlung mit rTMS erzielten
Ergebnisse gewahren neue Einblicke in die der antidepressiven Wirkung
zugrundeliegenden neurobiologischen Mechanismen. Wie auch die Behandlung mit
Paroxetin, wandelte rTMS die angeborene passive Stressbewaltigungsstrategie der
HAB-Tiere in eine signifikant aktivere Stressbewaltigungsstragie im Forced Swim-
Test um und dampfte die endokrine Stressantwort der HPA-Achse. Die frontalen
Hirnregionen partizipieren durch efferente Projektionen zum perinukledren Bereich
des PVN an der Regulation der neuroendokrinen Reaktion auf Stressstimuli und
kann die Synthese und Freisetzung von CRH und somit die Antwort des HPA-
Systems hemmen.

Wir konnten ebenfalls zeigen, dass rTMS auch wahrend chronischem
psychosozialem Stress eine dampfende Wirkung auf die basale Aktivitat der HPA-
Achse hat. Allerdings lief3 sich kein anregender Effekt auf die Neurogenese im
Hippocampus nachweisen: rTMS erhdhte zwar leicht die Proliferationsrate
hippocampaler Vorlauferzellen, verminderte jedoch die Uberlebensrate BrDU-
markierter Neurone. Daher scheinen andere Faktoren, neben den Glukokortikoiden,
eine mindestens genauso grol3e Rolle bei der Regulation der Anzahl und der
Ausreifung der Vorlauferzellen im Hippocampus zu spielen. Wir folgern daraus, dass

die Dampfung des HPA-System wahrscheinlich ein wichtiger, der Kklinisch
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beobachteten antidepressiven Wirkung von rTMS zugrundeliegender Mechanismus
ist, es mit unserem experimentellen Design jedoch nicht gelang, einen
stimulierenden Effekt von rTMS auf die Neurogenese im adulten Hippocampus

nachzuweisen.
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