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1 EINLEITUNG

1.1 Die Rolle von Stress bei Angst- und Depressionserkrankungen
1.1.1 Die Aktivierung der HPA-Achse

1.1.1.1 Die Reaktion des Organismus auf akuten Stress

Seyle beschrieb 1946 die Reaktion des Organismus auf einen akuten Stress. Stress
stellt eine unspezifische Antwort auf eine korperliche oder seelische, reale oder
fiktive Bedrohung dar, welche die Homoéostase des Organismus stort (Stratakis &
Chrousos 1995). Stress fuhrt zur Aktivierung der Hypothalamus-Hypophysen-
Nebennierenrinden-Achse (engl. hypothalamic pituitary adrenocortical system),
nachfolgend die HPA-Achse genannt (Abb.1). Diese Aktivierung versetzt den Korper
in den Zustand maximaler Leistungsfahigkeit, die es dem Organismus ermdéglicht,
aus einer Gefahrensituation zu entkommen oder sie aktiv zu bewaltigen (Engelmann,
Landgraf et al. 2004). Auf der neuroendokriner Ebene geschieht dabei Folgendes:

1) Die parvozellularen Neurone des paraventrikularen Nukleus (PVN) des
Hypothalamus projizieren zu der Zona externa der Eminentia mediana am
Hypophysenstiel, dort werden das Corticotropin releasing hormone (CRH) und
Vasopressin (AVP) in die PortalgefaRe freigesetzt. AVP und CRH bewirken
synergistisch (Gillies, Linton et al. 1982) die Freisetzung vom adrenocorticotropen
Hormon (ACTH) aus dem Hypophysenvorderlappen in den systemischen
Blutkreislauf (Antoni 1993).

2) ACTH ist ein Peptidhormon, das neben dem Melanozyten stimulierendem Hormon
(MSH), dem Beta-Endorphin und dem Enkephalin aus einer gemeinsamen Vorstufe,
dem Proopiomelanocortin (POMC), gebildet wird. ACTH steigert die Produktion und
die Freisetzung von Glucocorticoiden aus der Nebennierenrinde.

3) Das gebildete Cortisol (beim Menschen) oder Corticosteron (bei Nagetieren)
hemmt durch die negative Rickkopplung die Synthese von CRH und ACTH (Keller-
Wood & Dallman 1984). Diese feedback-Hemmung erfolgt hauptsachlich direkt Gber
die parvozellularen Neurone des PVN (Erkut, Pool et al. 1998) und des
Hypophysenvorderlappens, aber auch indirekt Gber den ventralen Hippocampus, der
uber den bed nucleus of the stria terminalis (BNST) wiederum zum PVN projiziert
(Muller & Keck 2002; Herman & Cullinan 1997).

Die Wirkung von Glucocorticoiden wird Uber die Mineralocorticoid- (MR) und

Glucocorticoidrezeporen (GR) vermittelt. Die tonische basale Aktivierung durch



Corticosteron erfolgt tber die MR, die am starksten im Hippocampus exprimiert sind
und Corticosteron im Vergleich zu den GR mit 10-fach groRerer Affinitat binden (Reul
& de Kloet 1985). MR sind fast standig von Glucocorticoiden besetzt und regulieren
die basale HPA-Achsen-Aktivitat (de Kloet 2004). Die Aktivierung der GR, die im ZNS
ubiquitar und besonders zahlreich im Hypothalamus vorkommen (Reul & de Kloet
1985), erfolgt erst bei hoheren Glucocorticoidspiegeln, also entweder im Rahmen
einer Stresserfahrung oder des tageszeitlichen Peaks der
Corticosteronausschittung. GR vermitteln die Angstreaktion, die feedback-Hemmung
der HPA-Achse, die Speicherung entsprechender Informationen und die Erholung
nach einer Stresserfahrung (Korte 2001;de Kloet 2004). Das Zusammenspiel
zwischen den GR- und den MR- vermittelten Cortisoleffekten bestimmt die Aktivitat
der HPA-Achse (de Kloet, Vreugdenhil et al. 1998).

Stress fuhrt auch zur Aktivierung des sympathischen Nervensystems mit Freisetzung
von Adrenalin und Noradrenalin aus dem Nebennierenmark. Die Glucocorticoid- und
Adrenalin-vermittelte ~ Stressreaktion  fuhrt zu  Blutdruckanstieg, Lipolyse,
Glykogenolyse und Glukoneogenese, die der Bereitstellung von Energiereserven
dienen (Munck & Naray-Fejes-Toth 1992). Diese Wirkungen kommen sowohl durch
die Beeinflussung der Gentranskription (de Kloet & Derijk 2004) als auch durch die
nichtgenomischen Prozesse zustande, die die Erregbarkeit der Neurone verandern
(zakon 1998).

3\_‘ Hippocampus ¥
e PP IR 'S

"> CRH —»CRH

_*9;': CRH  Hypothalamus  — ’____._ AVP
—hﬁ—: pomc . Pituitary —— ) POMC

= + 4+
[Cortisol [ACTH | Cortisol ACTH
+ ++
\ 4 \4
Adrenal Cortex

normal chronischer Stress / Depression

Abbildung 1: HPA-Achse im Normalzustand und bei einem chronischen Stress
oder Depression (iUbernommen von: Keck, 2004).



1.1.1.2 Der Mechanismus einer anhaltenden HPA-Achsen-Aktivierung

Alle oben genannten hormonellen Reaktionen sind in einer Stresssituation
notwendig, um die Energiereserven fur deren Bewaltigung oder Flucht
bereitzustellen. Wenn die Homdostase dadurch wiederhergestellt wird, spricht man
von Eustress (griechisch ,eu“=gut). Bei einer anhaltenden Aktivierung der HPA-
Achse, die durch einen chronischen, nicht bewaltigbaren Stressor (Dysstress,
griechisch  ,dys“=widrig) zustandekommt, kann die feedback-Regulation
beeintrachtigt werden. Dann kommt es zu zahlreichen Veranderungen des
neuroendokrinen und des Immunsystems, wie z. B. Proliferation der Nebenniere oder
Thymusatrophie (Berczi 1998). Chronischer Stress steigert das Risiko sowohl fir
psychische als auch fur korperliche Erkrankungen wie z. B. Depressions- und
Angsterkrankungen, posttraumatische Belastungsstorung, Herz- und Kreislauf- oder
Tumorerkrankungen (McEwen 2000). Auf der Ebene der HPA-Achse geschieht dabei
Folgendes:

1) Hohe Glucocorticoidspiegel fiilhren Uber langere Zeit zur Herunterregulation der
GR und MR (Abb.1), was zu einer verminderten feedback-Hemmung mit einer
vermehrten CRH-Sekretion und in Folge zu einer weiteren Zunahme der
Cortisolspiegel fuihrt (Sapolsky, Romero et al. 2000; Reul & Holsboer 2002).

2) Stress erhoht die CRH-mRNA-Transkription im PVN (Makino, Schulkin et al.
1995), CRH kann wiederum seine eigene Expression im PVN induzieren (Keck &
Holsboer 2001), was die HPA-Achsen-Aktivierung weiter verstarkt.

3) Ein anderer Mechanismus, der zur Stresssensibilisierung beitragen kann (Koob
1999), ist die Wechselwirkung zwischen dem CRH- und dem Noradrenalin-System:
Stress fuhrt zur Noradrenalinfreisetzung in der Amygdala (Quirarte, Galvez et al.
1998), diese noradrenerge Stimulation fordert die CRH-Sekretion in die Portalgefalle
der Hypophyse (Plotsky 1987); letztendlich aktiviert das freigesetzte CRH die
noradrenergen Neurone des Locus coeruleus (Lehnert, Schulz et al. 1998;Valentino,
Foote et al. 1983).

Ob ein Stressor Eustress oder Dysstress bewirkt, hangt von seiner Qualitat, Intensitat
und Dauer ab. Auch die Voraussetzungen des Organismus wie die genetische
Pradisposition oder die vorangegangenen Erfahrungen spielen eine wichtige Rolle
(Engelmann, Landgraf et al. 2004).



1.1.2 Die hypothalamischen Neuropeptide der HPA-Achse

Neuropeptide nehmen eine Zwischenstellung zwischen Hormonen und
Neurotransmittern ein und wirken in erster Linie als Neuromodulatoren. Im
Gegensatz zu den kleinmolekularen Neurotransmittern werden sie langsam gebildet
und erst bei intensiveren Stimuli freigesetzt (Hokfelt, Broberger et al. 2000). Die
Wirkung der Neuropeptide tritt im Gegensatz zu den klassischen Neurotransmittern
wie Acetylcholin, Dopamin, Adrenalin, Noradrenalin oder Serotonin spéater, aber
langer anhaltend ein, da sie zumeist Uber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren und
konsekutive Effekte auf die intrazellularen second messenger- Systeme vermittelt
wird (Robert & Clauser 2005).

Neuropeptide sind oft in sehr geringen Konzentrationen wirksam und kdénnen im
Gegensatz zu den klassischen Neurotransmittern nicht nur von der Synapse,
sondern vom ganzen Neuron diffus sezerniert werden und somit Uber langere
Entfernungen wirken (Landgraf, Wotjak et al. 1998). Dazu zéhlen neben CRH und
AVP unter anderem ACTH, CCK, Prolactin, Oxytocin, Somatostatin, Substanz P,
Neuropeptid Y, beta-Enkephalin, Insulin, Glucagon, Gastrin und Angiotensin Il.

1.1.2.1 Die anxiogene Wirkung von CRH

Hypothalamus ist hauptverantwortlich fir die Homdostase, er reguliert den Wasser-
und Elektrolythaushalt, die Nahrungsaufnahme und die Kérpertemperatur. Der PVN
im Hypothalamus (Koob & Heinrichs 1999) ist der Hauptsitz der CRH-haltigen
Neurone (Swanson & Simmons 1989) und dient der Stressregulation. Durch die
Projektionen zur Eminentia mediana beteiligen sich die CRH-Neurone an der HPA-
Achsenregulation, durch Projektionen zum Hirnstamm und Rickenmark beeinflussen
sie das Verhalten und die autonomen Funktionen (Holsboer 1999).

Angsterregende Stimuli fihren zu einem Anstieg von CRH im PVN (Lightman &
Young, Il 1988). Andererseits wirkt CRH selbst anxiogen (Steckler & Holsboer
1999). CRH-uberexprimierende Mause sind angstlicher als der Wildtyp (Stenzel-
Poore, Heinrichs et al. 1994).

CRH fuhrt bei Versuchstieren zur Verminderung des Explorationsverhaltens, der
Nahrungsaufnahme (Britton, Koob et al. 1982), zur Zunahme der Schreckreaktionen
(Kalin & Takahashi 1990), der konditionierten Angst (Swerdlow, Britton et al.
1989;Sherman & Kalin 1988) und des Vermeidungsverhaltens (Koob & Heinrichs

1999), was uns an die Symptome der depressiven Patienten erinnert. Bei gesunden



Probanden induziert CRH neuroendokrine Verdnderungen, die flir depressiv
Erkrankte typisch sind (von Bardeleben & Holsboer 1988).

Die Wirkung von CRH wird tiber zwei unterschiedliche Rezeptoren vermittelt.

CRH Rezeptor Typ 1 (CRHR1) ist hauptverantwortlich fur die Aktivierung der HPA-
Achse und fir das angstassoziierte Verhalten (Muller, Zimmermann et al. 2003;
Skutella, Criswell et al. 1994; Timpl, Spanagel et al. 1998; Keck, Welt et al. 2001).
Obwohl die Entfernung der Nebenniere bei CRHR1-lUberexprimierenden Mausen den
Corticosteronspiegel normalisiert, wird die erhohte Angstlichkeit der transgenen Tiere
nicht vermindert (Heinrichs, Min et al. 1997). Sie weisen eine fir Stresszustande
typische autonome Dysregulation auf wie z. B. eine verminderte Herzratenvariabilitat
oder eine erhbhte Temperatur wahrend der inaktiven Tagesphase (Dirks, Groenink et
al. 2002).

CRH induziert die Synthese der CRHR1 im Hypothalamus und Hippocampus, diese
feed-forward-Schleife kommt der Fahigkeit des Organismus zugute, unter den
Bedingungen einer chronischen Belastung auf einen akuten Stressor reagieren zu
koénnen, sie kann aber auch zu einer Dysregulation der HPA-Achse fuhren (Holsboer
1999).

Der selektive CRHR1-Antagonist R121919 ist antidepressiv wirksam (Holsboer 1999;
Zobel, Nickel et al. 2000). Dieser Effekt ist nur in Organismen mit pathologisch
gesteigerter Freisetzung von AVP und CRH nachweisbar (Liebsch, Landgraf et al.
1995;Keck, Welt et al. 2001). Auch klassische Antidepressiva wirken nur bei
psychisch Kranken stimmungsstabilisierend und stimmungsaufhellend (Bonne,
Krausz et al. 1999).

CRH-Rezeptor Typ 2 (CRHR2) beeinflusst das Ess- und Fortpflanzungsverhalten
und moduliert die Stressbewaltigungsstrategie (Steckler & Holsboer 1999; Liebsch,
Landgraf et al. 1999; Bale, Contarino et al. 2000; Coste, Kesterson et al. 2000).

Im hypothalamischen PVN gibt es viele Interaktionen zwischen dem CRH- und dem
serotoninergen und dem noradrenergen System wie z. B. die gegenseitige
Synapsenverschaltung (Liposits, Phelix et al. 1987) oder die Stimulation der CRH-
Freisetzung durch Noradrenalin (Alonso, Szafarczyk et al. 1986).

Auch der limbische Amygdalakern enthalt viele CRH-haltige Neurone, die
monoaminerge Afferenzen erhalten und via CRHR1 das Angstverhalten regulieren
(Holsboer 1999; Asan, Yilmazer-Hanke et al. 2005). Dieser Kern vermittelt die

Emotionen und das Stressverhalten wie z.B. die Angstkonditionierung bei neuen



oder stressassoziierten Stimuli (Gallagher & Chiba 1996). Eine erhtéhte CRH-
Expression in der Amygdala tragt zur Entstehung von Angst- und
Depressionserkrankungen bei (Schulkin, Gold et al. 1998).

Durch die Projektion der CRH-Neurone der Amygdala an die parvozellularen
Regionen des PVN besteht eine enge Verbindung zwischen den autonomen,

neuroendokrinen und den Verhaltenswirkungen des CRH (Holsboer 1999).

1.1.2.3 Die synergistische und kompensatorische Rolle des Vasopressins
Arginin-Vasopressin (AVP) wird in den parvo- und magnozellularen Neuronen des
Nukleus supraopticus (SON) und des Nukleus paraventricularis (PVN) des
Hypothalamus gebildet (Wotjak, Naruo et al. 2001).

Stress stimuliert AVP-Freisetzung aus den hypothalamischen (wie SON und PVN)
und limbischen (wie Amygdala) Hirnstrukturen (Landgraf, Wotjak et al. 1998). In der
Amygdala vermittelt AVP eine passive Coping-Strategie (Ebner, Wotjak et al. 2002).
Prolongierter Stress fuhrt sowohl beim Menschen als auch beim Nagetier zu einer
Zunahme der AVP-Coexpression und -Freisetzung in den CRH-haltigen Neuronen
des Hypothalamus (Tilders, Schmidt et al. 1993;Austin, Janosky et al. 2003), die man
auch bei depressiven Patienten findet (Purba, Hoogendijk et al. 1996;Raadsheer,
Hoogendijk et al. 1994).

Im Tierversuch fuhrt eine Blockade der CRHR1 zu einer kompensatorischen
Steigerung der AVP-Sekretion (Muller, Landgraf et al. 2000); es ist naheliegend,
dass AVP an der Kontrolle einer dysregulierten HPA-Achse entscheidend beteiligt ist
(Scott & Dinan 1998).

1.1.2.4 Die HNS-Achse und ihre Verbindungen zur HPA-Achse

Die magnozellularen Neurone des PVN und des SON, die via Zona interna der
Eminentia mediana als Tractus hypothalamicus neurohypophyseus zum
Hypophysenhinterlappen projizieren, synthetisieren AVP und Oxytocin (OXT).

AVP wird bei erhohter Osmolaritdt des Blutes aus dem Hypophysenhinterlappen
ausgeschuttet, es steigert die Wasserriickresorption aus der Niere und verengt in
unphysiologischen Dosierungen die Gefal3e, was zu einer Blutdrucksteigerung fuhrt.
Bei Stress wird AVP zentral aus den parvo- und magnozellularen Neuronen des PVN
in den PVN und SON freigesetzt (Wotjak, Ganster et al. 1998), diese AVP-

Freisetzung in verschiedene Kompartimente ermdglicht eine fein abgestimmte
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Beeinflussung der HPA-Achse (Landgraf, Wotjak et al. 1998;Wotjak, Ganster et al.
1998). Man spricht &hnlich der HPA- von der HNS-Achse (hypothalamic
neurohypophyseal system). Die beiden Systeme interagieren auf mehreren Ebenen
untereinander (Abb.2): AVP- und CRH-exprimierende Neurone leigen dicht
nebeneinander, viele Neurone koexprimieren beide Neuropeptide.

AVP und OXT werden en passant in der Eminentia mediana (Holmes, Antoni et al.
1986) ins Blut abgegeben (Engelmann, Landgraf et al. 2004), was die ACTH-
Ausschuttung erhoht. Die AVP-Freisetzung aus den magnozellularen Neuronen im
PVN hemmt dagegen die parvozellulare AVP-Ausschittung und somit die ACTH-
Sekretion aus der Adenohypophyse (Landgraf, Wotjak et al. 1998; Welt, Engelmann
et al. 2006). Diese Eigenschaft, je nach Ort der Sekretion und Vorhandensein
verschiedener Rezeptoren eine unterschiedliche Wirkung entfalten zu konnen, ist

vielen Neuropeptiden gemeinsam.

®

e.g. septum

-, brainstem

AVP ! OXT
(HNS)

ACTH
(HPA axis)

Abbildung 2: Zusammenwirken der HPA- und der HNS-Achse (aus Engelmann,
2004):

1) Die lokale Freisetzung von AVP/OXT aus den magnozellularen Neuronen
beeinflusst die Aktivitdt der parvozellularen Neurone. 2) Die Autoregulation der
Aktivitat der magnozellularen Neurone. 3) Die en passant Freisetzung von AVP/OXT
in der Eminentia mediana in die langen portalen Gefal3e (Holmes, Antoni et al. 1986).
4) Die AVP/OXT-Freisetzung in die kurzen portalen Gefal3e (Bergland & Page 1978).
5) Die Sekretion von AVP und OXT ins Blut. 6) Das AVP aus dem Blut erreicht bei
hohen Konzentrationen andere Hirnregionen wie z. B. das Septum.
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1.1.3 Depression

1.1.3.1 Symptomatik und Atiologie

Depression gehort mit der Lebenszeitpravalenz von ca. 10% zu den haufigsten
Erkrankungen westlicher Gesellschaft. Sie gehort weltweit zu den fihrenden
Ursachen fur Erwerbsunfahigkeit (Spiessl, Hubner-Liebermann et al. 2006) und
verursacht viele direkte und indirekte Kosten.

Depression ist gekennzeichnet durch eine anhaltende traurige Verstimmung (Hasler,
Drevets et al. 2004), Grubeln, Unentschlossenheit und Konzentrationsstorungen
(Nelson & Charney 1981), unbegriindete Schuldgefihle, Vorherrschen negativer
Gedanken, Verlust an Freude, Antrieb, Energie und Interesse, psychomotorische
Verlangsamung oder Unruhe, vegetative Symptomatik mit Mudigkeit, Schlaf-,
Appetit- und Libidostorungen sowie Suizidgedanken (ICD-10, Klassifizierung der
psychischen und Verhaltensstorungen). Fur die Diagnose mussen mindestens 5
dieser Symptome flr mindestens 2 Wochen jeden Tag bestehen, sie durfen dabei
nicht akut durch Schicksalsschlage verursacht worden sein. Bis zu 20% der
Patienten mit schwerer Depression nehmen sich das Leben im Laufe der Erkrankung
(Bradvik & Berglund 2006). AulRerdem verschlechtert eine bestehende Depression
die Prognose anderer Erkrankungen (Blumenthal 2008; Baker, Buchanan et al. 2008;
Leserman 2008). Bei positiver Anamnese flr Depression ist die Inzidenz der
Hypertonie, des Magenulcus, der Osteoporose, der atopischen u.a. Erkrankungen
erhoht (Himmerich, Fulda et al. 2008).

Mehrere Hirnstrukturen sind bei depressiv Erkrankten beeintrachtigt. Der
Hippocampus ist oft nach langerer Krankheitsdauer verkleinert, was auf eine
andauernde Erhohung des neurotoxischen Cortisols zuriickgefuhrt werden kann
(Videbech & Petersen 2001) wund moglicherweise zur verminderten
Gedachtnisleistung beitragt. Die Amygdala vermittelt die bei depressiv Erkrankten
haufig anzutreffende Angstsymptomatik (Gallagher & Chiba 1996). Der Neocortex
vermittelt kognitive Aspekte der Depression wie z. B. Schuldgefiihle oder
Gedankenkreisen, der Ncl. accumbens die Anhedonie (Genussunfahigkeit) und den
Antriebsmangel (Cabib, Castellano et al. 1996; Nestler & Carlezon, Jr. 2006), der
Hypothalamus die neurovegetativen Veranderungen wie Schlaf- oder
Appetitstorungen (Nestler, Barrot et al. 2002).

Depression hat eine nachgewiesene genetische Komponente, wenn auch die

Suszeptibilitdtsgene noch nicht eindeutig identifiziert sind (Wong & Licinio 2001). Den
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Umweltfaktoren wird ebenfalls eine groRe Rolle zugeschrieben (Kendler & Gardner
2001). Oft gehen den Depressionsepisoden belastende Lebensereignisse (life
events) voraus, die bei anfalligen Menschen zu einer Dysregulation der HPA-Achse
fuhren konnen (Checkley 1992;Kendler, Karkowski et al. 1999). Friuhkindliche
Stresserfahrungen wie Vernachlassigung oder Missbrauch erhéhen das Risiko fur
eine psychopathologische Entwicklung (Heim & Nemeroff 2002).

Moglicherweise setzt die genetische Pradisposition die Schwelle fir die
Stresserfahrungen, die in eine Depression minden kénnen, herab (Nestler, Barrot et
al. 2002; Heim & Nemeroff 2002).

Die Kombination von genetischer Pradisposition, der frihkindlichen und der aktuellen
Stressexposition fuhrt zu chemischen und plastischen Verdnderungen der
Nervenzellen wie einer Dbeeintrachtigten MR- und GR-Ubertragung, die die
Stressbewaltigungsfahigkeit eines Individuums herabsetzen und so in eine
depressive Episode minden kénnen (Charney & Maniji 2004; de Kloet, Vreugdenhil
et al. 1998;de Kloet & Derijk 2004). Auch bei Ratten fihrt chronischer
unvorhersehbarer Stress zu Veranderungen an den 5HTia-, GR- und MR-
Rezeptoren, die weitgehend den Befunden im Gehirn depressiver Patienten
entsprechen (Lopez, Chalmers et al. 1998).

Nach der Monoaminmangelhypothese liegt den Symptomen der Depression ein
Mangel an serotonerger, adrenerger und dopaminerger Transmission zugrunde,
dementsprechend beeinflussen die meisten heute verfiigbaren Antidepressiva diese
Transmission (Pacher, Kohegyi et al. 2001). Ein groRes Problem in der Anwendung
der klassischen Antidepressiva stellt ihre grofRe Wirklatenz dar (Quitkin, McGrath et
al. 1996), die durch Adaptationsvorgange auf Rezeptorebene, die einige Zeit in
Anspruch nehmen, begriindet ist (Duman, Heninger et al. 1997;Hyman & Nestler
1996). Daher ist es wichtig, mehr Uber die der Depression zugrundeliegenden
Mechanismen zu erfahren, um noch spezifischere und mdglicherweise schneller
wirkende Antidepressiva zu entwickeln (Nemeroff 2002). Diese Behandlungsansatze
beinhalten eine direkte Induktion von Neurogenese, eine direkte Beeinflussung der
HPA-Achse oder eine verstarkte Expression von neurotrophischen Faktoren wie
brain derived neurotrophic factor (BDNF), alles Langzeiteffekte der chronischen
Einnahme der heute verfugbaren Antidepressiva. (Millan 2004; Barden, Reul et al.
1995; Dwivedi, Rizavi et al. 2006).
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1.1.3.2 Die HPA-Achsenverdnderungen bei Depression

Die Aktivitdt der HPA-Achse korreliert mit der Wahrscheinlichkeit, an einer
Depression zu erkranken (Holsboer, Lauer et al. 1995). Eine beeintrachtigte MR- und
GR-Ubertragung im Hippocampus (de Kloet, Vreugdenhil et al. 1998;Pariante &
Miller 2001) kann zu einer Dysregulation der HPA-Achse mit verminderter feedback-
Hemmung fuhren (Young, Haskett et al. 1991; Holsboer 2000; Heuser, Yassouridis
et al. 1994) und so zur Entstehung einer Depression beitragen.

Bei vielen Depressiven wurden erhéhte CRH-Konzentrationen im Liquor
cerebrospinalis (Nemeroff, Widerlov et al. 1984) sowie eine erhéhte CRH-Expression
im PVN und in den extrahypothalamischen Strukturen festgestellt (Raadsheer,
Hoogendijk et al. 1994). Auf der Grundlage dieser Befunde wurde die CRH-
Hypothese der Depression entwickelt (Nemeroff 1996; Holsboer 2000). Diese
postuliert, dass die CRH-Uberexpression sowohl die Depressionssymptomatik als
auch die Dysregulation der HPA-Achse aufrechterhélt (Keck & Holsboer 2001). Es
zeigt sich jedoch zunehmend, dass AVP ebenfalls entscheidend zur Steuerung der
HPA-Achse beitragt. Das Wiederauftreten oder die Persistenz der HPA-Achsen-
Dysregulation ist mit einem erhdhten Ruckfallrisiko behaftet, ihre Normalisierung sagt
eine Besserung der klinischen Symptomatik voraus (Holsboer & Barden 1996).

Man geht davon aus, dass die Stimmungsverbesserung durch die Pharmakotherapie
uber ihre langfristigen Effekte auf die HPA-Achse erfolgt (Heuser, Deuschle et al.
2000; Holsboer 1999; Reul, Stec et al. 1993). So fihrt eine chronische
Antidepressivagabe zu einer Abname der CRH-Expression im PVN sowie zu einer
Hochregulation von GR und MR und somit zu einer Zunahme der MR-und GR-
Ubertragung und in Folge zur Normalisierung der iiberaktiven HPA-Achse (Brady,
Gold et al. 1992; Barden, Reul et al. 1995; Holsboer & Barden 1996; Ising, Kunzel et
al. 2005; Kunzel, Binder et al. 2003). Die Normalisierung der HPA-Achsen-Funktion
ist eine Voraussetzung fur ein Ansprechen auf Antidepressiva (eine positive
response) und eine stabile Remission (Zobel, Yassouridis et al. 1999).

Um die Veranderungen der HPA-Achsen-Regulation beim Menschen festzustellen,
wird der kombinierte Dexamethason-/CRH-Stimulationstest verwendet. Bei ca. 80%
der depressiven Patienten findet sich eine verminderte Supprimierbarkeit von ACTH
und Cortisol nach der Dexamethasongabe und ein tGberhéhter ACTH- und Cortisol-
Anstieg nach der CRH-Stimulation (Heuser, Yassouridis et al. 1994;lsing, Kunzel et

al. 2005). Mit diesem Test kénnen selbst subtile Veranderungen der HPA-Achse, die



14

sich noch nicht in Form von erhéhten Cortisol- oder ACTH-Spiegeln im Plasma
zeigen, festgestellt werden und eine Aussage Uber die Prognose und den mdglichen
Therapieerfolg erlauben (Ising, Kunzel et al. 2005). Interessanterweise zeigte sich in
der Munchner Vulnerabilititsstudie bei den Verwandten ersten Grades der an
Depression erkrankten Menschen eine verglichen mit der Kontrollgruppe Uber die
Zeit hinweg erhohte Cortisolsekretion im Dexamethason-/CRH-Test (Holsboer, Lauer
et al. 1995). Diese Menschen haben ein dreifach erhdohtes Risiko, an Depression zu
erkranken (Lauer, Schreiber et al. 1998), was eine starke genetische Komponente
und gleichzeitig die Beteiligung der HPA-Achse an der Pathogenese dieser
Erkrankung nahelegt. Somit fungiert der Dexamethason-/CRH-Test als ein Marker

der genetisch verankerten Vulnerabilitat.

1.1.4 Angststorungen

1.1.4.1 Normale und pathologische Angst

Angst ist ein Zustand der Erwartung einer tatsachlichen oder vermeintlichen
Bedrohung. Im Zusammenspiel mit Kognition reguliert sie das Verhalten und hilft,
gefahrliche Situationen zu meiden oder zu meistern; im UbermaR und ohne
entsprechende Reize wird sie pathologisch (Gross & Hen 2004), wie z. B. bei einer
Uberempfindlichkeit der entsprechenden neurobiologischen Regelkreise (Rosen &
Schulkin 1998), die eine ausgepragte genetische Komponente hat (Hettema, Neale

et al. 2001;Gordon & Hen 2004). Zu den Angststérungen gehdren die generalisierte

Angststérung, die durch UberméRige Besorgnis in Bezug auf verschiedene
Lebensbereiche gekennzeichnet ist; die soziale Phobie mit typischer Vermeidung der

Offentlichen Exposition im sozialen Kontext; die spezifische Phobie mit Angst vor

bestimmten Objekten wie z. B. Spinnen, Schlangen, giftigen Pflanzen; die

posttraumatische Belastungsstdrung nach einem traumatisierenden Erlebnis mit sich

aufdrangenden Traumaerinnerungen, allgemein erhéhter Wachsamkeit und sozialem

Ruckzug. Auch die Zwangsstérung mit nicht kontrollierbaren Zwangsgedanken und

angstmindernden Zwangshandlungen und die Panikstérung zahlen zu den
Angsterkrankungen (Diagnostic und Statistical Manual of Mental Disorders DSM
IV,1994). Jeder Flnfte leidet im Laufe seines Lebens an zumindest einer
Angststorung, wobei den Groldteil davon die spezifische und die soziale Phobie
ausmachen (Hirschfeld, Holzer et al. 2003;Gross & Hen 2004).
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Es gibt zwei Mdglichkeiten, psychopharmakologisch eine Angststérung zu
behandeln: kurzfristig und schnell mit Anxiolytika wie z. B. Benzodiazepinen, die
jedoch die Gefahr einer Abhangigkeit in sich bergen, oder langfristig mit selektiven
Serotoninwiederaufnahmehemmern (SSRIs) oder anderen Antidepressiva sowie mit
Verhaltens- oder Psychotherapie (Gross & Hen 2004).

Die Wirkmechanismen der oben genannten, bei den Angststérungen wirksamen
Medikamente lassen eine Storung der serotonergen und der GABA-ergen
Transmission bei den Angsterkrankungen vermuten (Griebel 1995;Lesch, Bengel et
al. 1996), wobei speziell bei generalisierter Angststérung, Phobie und Panikstérung

das noradrenerge System ebenfalls beteiligt ist (Sullivan, Coplan et al. 1999).

1.1.4.2 Angststorungen und Depression

Angststérungen haben eine hohe Komorbiditdt mit Depression (Barlow, DiNardo et
al. 1986;Conway, Compton et al. 2006) und sprechen auf Antidepressiva an (Kent,
Coplan et al. 1998). Beide Erkrankungen haben eine gemeinsame genetische
Komponente (Kendler 1996). Haufig wird eine Symptomverschiebung beobachtet, so
dass die Diagnose eines Patienten sich von Angststdrung zu Depression andern
kann (Merikangas, Zhang et al. 2003). Andererseits erhéht die Diagnose einer
Angststorung das Inzidenzrisiko von Depression (Fava, Rankin et al. 2000). Man
kann diese Komorbiditat mit der Beteiligung der fir die Angstvorgange wichtigen
Amygdala bei der HPA-Achsen-Dysregulation der depressiv Erkrankten (Schulkin,
Gold et al. 1998) erklaren. Pathophysiologisch ist bei den beiden Erkrankungen der
Emotionsregelkreis aus prafrontalem Cortex, Gyrus cinguli, Hippocampus und
Amygdala gestort (Davidson, Abercrombie et al. 1999).

Die Befunde zur HPA-Achse bei Angst- und Depressionserkrankungen sind jedoch
zum Teil widersprtchlich. Zur CRH-Konzentration in der Zerebrospinalfliissigkeit bei
Patienten mit einer Angststorung existieren unterschiedliche Angaben, wobei analog
der Depression eher eine Zunahme von CRH berichtet wird (Fossey, Lydiard et al.
1996;Keck & Holsboer 2001). Im Gegensatz zur typischen Depression wurden bei
der Angststorung auch eine Hypocortisolamie und eine Zunahme der GR
beschrieben (Boyer 2000).

Im Falle der Komorbiditat ist die HPA-Achse besonders stark aktiviert (Young,
Abelson et al. 2004) und eine stabile Remission besonders schwer zu erreichen
(Merikangas, Zhang et al. 2003).
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1.1.4.3 Die Panikstdrung

Die Panikstorung ist durch plétzliche, unkontrollierbare Angstanfalle gekennzeichnet,
die nach DSM |V (= vierte Ausgabe von Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders=Diagnostisches und Statistisches Handbuch psychischer Stérungen,
Klassifikationssystem der amerikanischen psychiatrischen Vereinigung) durch
mindestens vier der folgenden Symptome begleitet werden: Depersonalisation,
Derealisation, Abdominalbeschwerden, Schwitzen, Ubelkeit, Bruststechen, Zittern,
Parasthesien, Erstickungsgefuhl, Palpitationen, Atemnot, Schwindel, Tachykardie,
Hitzewallungen, Frieren oder Angst, Kontrolle zu verlieren, zu sterben oder verriickt
zu werden. Das mittlere Alter beim Erstauftreten der Panikstorung liegt am Ende der
3. Lebensdekade, die Lebenszeitpravalenz betragt ca. 2,5% (Myers, Weissman et al.
1984).

Die Panikstorung wird oft von der Agoraphobie begleitet. Diese ist gekennzeichnet
durch Angst in Situationen, aus denen Flucht unmdglich oder Hilfe schwer
zuganglich ist, wie z. B. beim Fahren in offentlichen Verkehrsmitteln oder beim
Aufenthalt in groRen Menschenmengen oder auf Briicken (DSM 1V).

Man geht davon aus, dass Panikattacken in einem Uberempfindlichen neuronalen
Netzwerk mit Zentrum in der Amygdala und Projektionen zum Préafrontalcortex und
zum Hippocampus entstehen (Gorman, Kent et al. 2000). Kunstliche Lasionen des
Amygdalakerns verhindern eine Angstkonditionierung bei Ratten (Hitchcock & Davis
1987). Die Efferenzen von der Amygdala verlaufen zum Ncl. parabrachialis, der
einen Respirationsanstieg bewirkt, zum Ncl. lateralis des Hypothalamus, der das
sympathische und das autonome Nervensystem aktiviert, zum Locus coeruleus,
welcher zur Noradrenalinausschiattung und somit zum  Blutdruck- und
Herzfrequenzanstieg fiihrt, zum PVN des Hypothalamus mit einem darauf folgenden
Cortisolanstieg und zum periaquaduktalen Grau, welches das intrinsische
Furchtverhalten wie z. B. freezing (Erstarren) vermittelt (Gorman, Kent et al. 2000).
Zusatzlich vermutet man bei Panikpatienten eine kognitive Mi3interpretation der
korperlichen Empfindungen: leichte Palpitationen, Schwindel oder Tachykardie
werden als lebensbedrohlich empfunden, was die bestehende korperliche
Symptomatik und die nachfolgende Angst verstarkt (Clark 1986). Panikpatienten
zeichnen sich durch Gberméafige Bemihungen aus, ihre intensiv wahrgenommenen,
aber schwer zuordenbaren negativen Gefiihle kontrollieren zu wollen (Baker,
Holloway et al. 2004).
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Panikstorung ist von allen Angststérungen am starksten genetisch determiniert: bei
Verwandten der Patienten besteht ein 10-mal hoheres Erkrankungsrisiko im
Vergleich zu den Verwandten der in dieser Hinsicht gesunden Menschen
(Merikangas & Low 2005). Wie bei den meisten psychiatrischen Stérungen, tragen
belastende Lebensereignisse (life events) in der Kindheit und im Erwachsenenalter
zum Ausbruch einer Panikstorung bei (Horesh, Amir et al. 1997).

Panikstorung hat eine hohe Komorbiditat mit Depression (Lieb 2005). Die
pharmakologischen Therapiemdglichkeiten beider Stérungen in  Form von
Antidepressiva und Anxiolytika Uberschneiden sich weitgehend (Kent, Coplan et al.
1998;Duman & Duman 2005). Ca. 30% der Panikpatienten zeigen keine Besserung
ihrer Symptomatik nach der Einnahme von Antidepressiva. Die Pharmakoresistenz
wird durch ein ausgepragtes Vermeidungsverhalten, eine lange Krankheitsdauer und
Personlichkeitsstorungen begtnstigt (Slaap & den Boer 2001). Deswegen ist es
wichtig, Tiermodelle der Panik zu etablieren, um zur bestehenden

Psychopharmakatherapie alternative Behandlungsmethoden zu entwickeln.

1.1.4.4 Die Panikmodelle

Die klassische Panikinduktion beim Menschen erfolgt mittels Kohlendioxid (Bradwejn
& Koszycki 1991), welches die Chemorezeptoren in der Medulla oblongata und im
Locus coeruleus aktiviert, was bei anfélligen Individuen zu einer Ubersteigerten
Wahrnehmung von Azidose und Hypoxie und zu Panik fuhrt (Klein 1993).

Weitere Substanzen, die beim Menschen Panik induzieren kénnen, sind Laktat,
welches zu Kohlendioxid abgebaut wird, Yohimbin, ein alphaz-Antagonist, welcher
die vom Locus coeruleus aufsteigenden noradrenergen Neurone stimuliert oder
Adrenalin, welches primar die korperliche und erst sekundar die psychische
Paniksymptomatik auslost (Keck & Strohle 2005).

Fur die Mause wurde die Mouse Defence Test Battery entwickelt, in welcher sie
ihrem Fressfeind, der Ratte, exponiert werden (Blanchard, Griebel et al. 1997). Die
Stimulation des periaquaduktalen Graus oder die konditionierte Unterdriickung des
Trinkens (Blanchard, Griebel et al. 1997) stellen weitere Ansatze zur Induktion des
panikartigen Verhaltens dar. Dabei korreliert das Vermeidungsverhalten der Maus
mit dem von vielen Patienten subjektiv empfundenen Fluchtdrang wahrend einer
Panikattacke (Blanchard, Griebel et al. 2001;Klein 1993).
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1.1.5 Tiermodelle der Depression und der Angst

1.1.5.1 Voraussetzungen fur ein gultiges Tiermodell

Tiermodelle sind eine wichtige Grundlage zur Untersuchung der Zusammenhénge
zwischen dem physiologischen Verhalten, dessen pathologischen Abweichungen
und den zugrundeliegenden neuroendokrinen Mechanismen und somit zum
Verstandnis der entsprechenden Zustdnde beim Menschen.

Depression ist ein mannigfaltiges Krankheitsbild, das in seiner Gesamtheit
tierexperimentell schwierig darstellbar ist (Cryan & Mombereau 2004). Bei den
Tiermodellen der Depression untersucht man mdglichst viele Teilaspekte der
Krankheit wie z. B. die passive Stressbewaltigungsstrategie, die mangelnde
Motivation, die verminderte oder Ubersteigerte motorische Aktivitat, das verstarkte
Vermeidungsverhalten oder die Anhedonie (Willner, Muscat et al. 1992) und
versucht, ein haufiges und im Tiermodell zuverlassig reproduzierbares und leicht
messbares Symptom der Depression darzustellen (Muller & Keck 2002; Seong,
Seasholtz et al. 2002; Ohl & Keck 2003). Man spricht von einem zuverlassigen
Tiermodell, wenn das der Krankheit entsprechende Verhalten in verschiedenen
Labors reproduzierbar, vom Untersucher unabhéngig und zeitlich stabil ist (Willner
1997). Erstens, die Reaktion des Tieres sollte vergleichbar mit der des Menschen in
einer ahnlichen Situation sein, z. B. fuhrt eine chronische Stressexposition zu einer
Verminderung der Nahrungsaufnahme bei Menschen und Tieren

[Erscheinungsgiltigkeit]. Zweitens, die beim Patienten wirksame Behandlung sollte

im gewahlten Tiermodell die entsprechenden klinisch bekannten Effekte zeigen, z. B.
wirken Benzodiazepine bei Menschen und Tieren anxiolytisch [Vorhersagegultigkeit].

Drittens, die pathologische Symptomatik sollte durch dieselben neurobiologischen

Mechanismen hervorgerufen werden [Konstruktqultigkeit] (Ohl 2005). Beispielsweise

fallt der Dexamethason/CRH-Test als empfindlichster Indikator der HPA-
Achsendysregulation sowohl bei depressiven Patienten (Heuser, Yassouridis et al.
1994) als auch bei den high anxiety related behavior (HAB)-Ratten, die ein
Tiermodell fir die Depression und Angststérung darstellen, pathologisch aus (Keck,
Wigger et al. 2002).

Da ca. 99% der Gene bei Maus und Mensch uUbereinstimmen (Tecott 2003), ist die
Maus als Modell fur die Untersuchung der neurobiologischen und genetischen
Grundlagen der psychiatrischen Stérungen gut geeignet. Folgende Vorgehensweisen

werden zur Angstinduktion bei Tieren angewandt:
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(1) Pharmakologisch kann z. B. bei Ratten durch die Gabe von Cholecystokinin
(Zanoveli, Netto et al. 2004) oder von Doxapram, eines CCKg-Rezeptoragonisten
(Sullivan, Apergis et al. 2003), Panik induziert werden.

(2) Bei Knockout-Tieren wird ein bestimmtes Gen ausgeschaltet und somit ein
funktionsfahiges Protein nicht mehr synthetisiert (Muller, Zimmermann et al. 2003).
Zum Beispiel fuhrt die Ausschaltung der 5HT-Transporter- oder der 5HTia-
Rezeptoren durch ein Knockout der entsprechenden Gene zur erhdhten Angstlichkeit
bei Mausen (Holmes, Lit et al. 2003;Parks, Robinson et al. 1998).

(3) Transgene Tiere Uberexprimieren ein Gen und produzieren somit ein Protein im
UbermaR, auf diese Weise kann man die Funktion dieses Proteins untersuchen;
beispielsweise fiihrt eine Uberexpression von CRH zur erhohten Angstlichkeit der
Tiere (Holmes, Lit et al. 2003;van Gaalen, Stenzel-Poore et al. 2002;Parks, Robinson
et al. 1998).

Die in (2) und (3) beschriebenen Tiermodelle werden durch ihren Genotyp definiert.
(4) Der genetische Hintergrund Ubt einen grofRen Einfluss auf das Verhalten
einzelner Mausstamme aus (Voikar, Koks et al. 2001). Die Verwendung von
Inzuchtmausen erlaubt es, den gewinschten Phanotyp durch Selektion zu erzeugen.
Nach der Durchfiihrung von Verhaltenstests mit jeder Mausegeneration kreuzt man
z. B. die jeweils am wenigsten angstlichen und die explorativ aktivsten Geschwister
miteinander, dabei wird dieses Phénotyp von einer Generation zur néachsten immer
ausgepragter. So ist der Stamm C57BL/6 entstanden, den wir bei unseren
Versuchen verwendet haben. Sein Gegenpart ist die DBA/2-Maus, die sich durch
eine  hohe Angstlichkeit auszeichnet und als ein Tiermodell fir die
Angsterkrankungen dient (Rodgers & Cole 1993;Trullas & Skolnick 1993;Crawley,
Belknap et al. 1997).

1.1.5.2 Die induzierte Angst und die Charakterangst

Fir die praklinische Untersuchung von Angstlichkeit muss man zwei Arten von Angst
unterscheiden. Die state anxiety, die induzierte Zustandsangst, ist voriibergehend
und situationsgebunden; die trait anxiety, die Charakterangst, die meist fur die
Tiermodelle der Angst verwendet wird, beschreibt die Tendenz eines Individuums,
mit Angst auf seine Umgebung zu reagieren und ist unabh&ngiger von
experimentellen Bedingungen (Lister 1990). Die state anxiety wird durch einen

aversiven Reiz ausgelost, den Tieren wird dabei die Mdglichkeit offengelassen, der
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angstauslésenden Situation Zu entfliehen; dieses gut messbare
Vermeidungsverhalten korreliert mit der Angstlichkeit des Tieres wie z. B. im Dark
Light Test (DLT), Elevated Plus Maze (EPM) oder Holeboard, die gut geeignet sind,
psychoaktive Substanzen zu testen (Belzung & Griebel 2001; Hascoet, Bourin et al.
2001; Menard & Treit 2001). Beispiele fur die trait anxiety im Tiermodell sind DBA/2-
Inzucht- (Ohl, Roedel et al. 2003), 5HT;a-Knockout- (Parks, Robinson et al. 1998)
oder CRH-Uberexprimierende Mause (van Gaalen, Stenzel-Poore et al. 2002). Tiere
mit einer ausgepragten Charakterangst reagieren in einer neuen Umgebung
angstlicher als jene mit einer niedrigen Angstneigung, somit interagieren beide

Angstarten miteinander.

1.1.5.4 Die Interaktion zwischen dem Gedéachtnis und der Angst

Viele psychische Stérungen, wie z. B. die Depression oder die Angststdrung, gehen
mit kognitiven Beeintrachtigungen einher (Gualtieri, Johnson et al. 2006), so dass
man sogar von einer Pseudodemenz bei einer Depression spricht (Fischer, Bailer et
al. 2002). Diese kognitive Beeintrachtigung kann entweder nur subjektiv oder auch
objektiv bestehen und ist nach der Behandlung der zugrundeliegenden Symptomatik
reversibel (Yousef, Ryan et al. 1998). Die Patienten beklagen vor allem eine
psychomotorische Verlangsamung, Gedachtnis- und Konzentrationsstérungen
(Fischer 1996).

CRH-Uberexprimierende Mause sind &angstlicher als der Wildtyp und sind im
Wasserlabyrinth kognitiv beeintrachtigt; dieser Defizit kann durch ein Anxiolytikum
behoben werden (Heinrichs, Stenzel-Poore et al. 1996), was einen Zusammenhang
zwischen der Angst und den Lernvorgéngen zeigt.

Hypercortisolimus, der bei einer Depression oft nachweisbar ist, beeintrachtigt den
Energieumsatz im fur das Lernen und Gedachtnis wichtigen Hippocampus
(Sapolsky, Romero et al. 2000). Die Interaktion zwischen der Stressantwort und den
Lernvorgangen bei den C57BL/6- und DBA/2-Tieren ist insbesondere aufgrund der
hippocampalen Unterschiede zwischen diesen beiden Stammen von grofRem
Interesse (Wimer, Wimer et al. 1976;Room & Groenewegen 1986;Middei, Restivo et
al. 2004;Wehner, Sleight et al. 1990;Kempermann & Gage 2002).
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1.1.5.5 Bekannte Ergebnisse zum Verhalten von C57BL/6- und DBA/2-Mausen
Fur unsere Experimente wurden die Inzuchtstamme C57BL/6 und DBA/2 verwendet.
C57BL/6-Tiere gelten als ein exploratorisch und lokomotorisch aktiver und wenig
angstlicher Stamm (Lucki, Dalvi et al. 2001; Mathis, Paul et al. 1994; Crawley,
Belknap et al. 1997). DBA/2-Mause sind angstlich, lokomotorisch aktiv (Rogers,
Jones et al. 1999) und aggressiv bei Verteidigung des eigenen Reviers (Selmanoff,
Maxson et al. 1976). Die beiden Stamme unterscheiden sich aul3erdem im
Lernverhalten (Ohl, Roedel et al. 2003;Ammassari-Teule & Caprioli 1985) und in der
Neigung, psychoaktive Substanzen wie Alkohol oder Cocain zu konsumieren
(Belknap, Crabbe et al. 1993;Seale & Carney 1991), was auf mdgliche Unterschiede
beider Stamme bei der Motivierbarkeit auf Belohnungsreize hinweist.

In den meisten Studien wie z. B. in den raumichen Tests wie radial-arm-maze
(Ammassari-Teule & Caprioli 1985), four-baited-arm task (Ammassari-Teule,
Hoffmann et al. 1993) oder Morris water maze (Owen, Logue et al. 1997) sind
DBA/2-Tiere kognitiv beeintrachtigt.

Man nimmt eine hippocampale Dysfunktion der DBA/2-Mause an: der Hippocampus
dieses Stamms besitzt im Vergleich zum C57BL/6-Stamm weniger Pyramidalneurone
(Wimer, Wimer et al. 1976) und eine geringere Aktivitat der Proteinkinase C, die bei
der klassischen Konditionierung und Langzeitpotenzierung eine wichtige Rolle spielt
(Wehner, Sleight et al. 1990). Auch in der Funktion des Parietalcortex zeigen sich
Unterschiede zwischen den beiden Stammen: eine L&sion dieses Areals
beeintrachtigt das raumliche Lernen der DBA/2-Tiere, weniger der C57BL/6-Mause
(Ammassari-Teule, Save et al. 1998).

Beide Stdmme unterscheiden sich weiterhin beziglich des Gehalts und der
Verteilung der monoaminergen Projektionen im Gehirn (Jones, Hou et al. 1996) und
bezlglich des Ansprechens auf verschiedene Pharmaka: DBA/2-Mause zeigen eine
starkere Lokomotion nach Kokain- oder Fluoxetin-Einnahme als C57BL/6-Tiere
(Crawley, Belknap et al. 1997; Dulawa, Holick et al. 2004). GABAa-Antagonisten und
Corticosteron fuhren zu einer Gedachtnisverbesserung bei C57BL/6-Tieren, dagegen
zu einer kognitiven Verschlechterung bei DBA/2-Mausen (Castellano, Cabib et al.
1996).

C57BL/6- und DBA/2-Mause wurden bereits mehrmals auf dem EPM getestet. In
einer Studie waren DBA/2-Mause in diesem Test weniger angstlich (Trullas &

Skolnick 1993), dabei wurde allerdings statt dem bei uns verwendeten Tageslicht
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gedampftes rotes Licht eingeschaltet. Andere Arbeiten zeigten keinen
Verhaltensunterschied auf dem EPM zwischen den beiden Stdmmen (Griebel,
Belzung et al. 2000). Vorwiegend zeigte sich jedoch eine groRere Angstlichkeit der
DBA/2-Mause auf dem EPM (Rogers, Jones et al. 1999), im DLT (Crawley, Belknap
et al. 1997) und auf dem modified Holeboard (Ohl, Roedel et al. 2003).

Auch in Bezug auf die Immobilitat der von uns untersuchten Stamme im FST gibt es
unterschiedliche Ergebnisse: entweder waren die C57BL/6- (Dalvi & Lucki 1999;
Lucki, Dalvi et al. 2001; Alcaro, Cabib et al. 2002; Ventura, Cabib et al. 2002) oder
die DBA/2-Tiere (Thoeringer, Sillaber et al. 2007) langer immobil im FST oder es
zeigten sich keine Unterschiede zwischen den beiden Stammen (David, Renard et al.
2003). Mogliche Grinde fir diese uneinheitlichen Resultate liegen in der
Laborausstattung, im Experimentenprotokoll (Petit-Demouliere, Chenu et al. 2005)
oder in den unterschiedlichen Stammsubtypen (Siegmund, Langnaese et al. 2005).
Erste Publikationen Zu den neurobiologischen Grundlagen der
Verhaltensunterschiede beider Stamme beschreiben eine Uberaktive HPA-Achse
beim DBA/2-Stamm (Thoeringer, Sillaber et al. 2007).

1.2 Cholecystokinin

1.2.1 Vorkommen und Funktionen

Cholecystokinin (CCK) zahlt wie CRH, ACTH und AVP zu den Neuropeptiden. CCK
wurde erstmals im Gastrointestinaltrakt nachgewiesen (Debas, Farooq et al. 1975),
es vermittelt das Sattigungsgefuhl (Smith, Gibbs et al. 1981; de Krom, van der
Schouw et al. 2007) und stimuliert die exokrine Sekretion des Pankreas bei der
Nahrungsaufnahme (Gardner & Jackson 1977). Es wirkt dabei auf die CCKa- (CCKj-)
und die CCKg- (CCK3-) Rezeptoren (Noble, Wank et al. 1999).

CCK stellt das haufigste Neuropeptid im zentralen Nervensystem dar
(Vanderhaeghen, Goldman et al. 1985; Rehfeld 1985). Es gibt unterschiedliche
biologische Formen dieses Proteins wie z. B. CCK33, sulfatiertes CCK8 (CCK8s),
nicht sulfatiertes CCK8, CCK7, CCK4, die alle vom gleichen Vorlaufer mit 115
Aminosauren abstammen (Noble, Wank et al. 1999). Besonders viel CCK enthalten
Neurone des Hippocampus (Lotstra & Vanderhaeghen 1987), der Hypophyse, des
Hypothalamus (Vanderhaeghen, Goldman et al. 1985), der Amygdala (McDonald
1985) und des Nervus vagus (Corp, McQuade et al. 1993). CCK ist dabei mit
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anderen Neurotransmittern, insbesondere mit dem Dopamin, kolokalisiert (Hokfelt,
Skirboll et al. 1985).

CCK8 wird an den Synapsenmembranen langsamer abgebaut als CCK4 (Deschodt-
Lanckman & Bui 1981) und weist geringere Speziesunterschiede zwischen in der
Affinitat zum Rezeptor auf, da CCK8 im Laufe der Evolution nicht verandert wurde
(Williams, Gryson et al. 1986;Wank 1995).

Das von uns verwendete sulfatierte CCK8s stellt die haufigste Cholecystokininform
im Saugergehirn dar (Lindefors, Brene et al. 1991), es hat eine hohe
Bindungsaffinitdt zum CCK;- und eine geringere zum CCKj,-Rezeptor (Wank 1995);
Bohme &Blanchard 1992).

1.2.3 Verhaltenseffekte von CCK8

Folgende Befunde sprechen dafiir, dass CCK eine wichtige Rolle firs Lernen und
Gedachtnis spielt: CCK8 verzogert die Loschung des konditionierten
Vermeidungsverhaltens bei Ratten (Fekete, Balazs et al. 1982) und verbessert die
selektive Aufmerksamkeit bei gesunden menschlichen Probanden (Schreiber, Stolz-
Born et al. 1995). Aktivierung der CCK-exprimierenden Neurone in der Sehrinde ist
fur das visuelle Gedachtnis wichtig (Maekawa, Nakamori et al. 2007).

Eine selektive Besetzung des CCKj-Rezeptors durch CCK4 verschlechtert das
Kurzzeitgedachtnis bei gesunden Probanden (Shlik, Koszycki et al. 1998), seine
Antagonisierung erleichtert das soziale Wiedererkennen bei Ratten (Lemaire, Piot et
al. 1992), so dass man daraus schlieBen kann, dass die gedachtnisférdernden
Effekte durch CCK;- und die amnestischen durch CCK,-Rezeptoren vermittelt
werden (Hadjiivanova, Belcheva et al. 2003).

Auch Opioide modulieren die Gedachtnisbildung (Flood, Garland et al. 1992).
Opioidpeptid Enkephalin (Endorphin) und CCK sind in einigen Hirnregionen der
Ratte, wie z. B. dem zentralen Hohlengrau, kolokalisiert (Gall, Lauterborn et al.
1987). CCK-Injektion in dieses Gebiet verhindert eine durch Morphin bedingte
Beeintrachtigung des mitterlichen Verhaltens bei Ratten (Miranda-Paiva, Canteras
et al. 2007). Beta-Endorphin antagonisiert den gedachtnisférdernden Effekt von
CCKS8; Naloxon, ein p-Opiatrezeptorantagonist, verhindert wiederum die CCK4-
induzierte Amnesie bei Ratten (Itoh, Katsuura et al. 1987). Im limbischen System
herrscht ein feinabgestimmtes Gleichgewicht zwischen den CCK- und Opioideffekten
(Hebb, Poulin et al. 2005).
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CCK8 reduziert dosisabhéngig die Glutamat-induzierte Neurotoxizitat (Akaike,
Tamura et al. 1991) und induziert die Synthese von NGF (nerve growth factor) und
BDNF (brain derived neurotrophin factor) im Hippocampus (Tirassa & Costa 2007).
CCK8 wirkt anxiogen auf dem EPM (Hernandez-Gomez, Aguilar-Roblero et al. 2002),
verstarkt die Furchtreaktion auf ein akustisches Signal (Fendt, Koch et al. 1995) und
vermindert die Exploration bei Nagetieren (Hsiao, Katsuura et al. 1984). Die
Exploration wird unter anderem durch CCK;-Rezeptoren im Ncl. accumbens und in
der Amygdala vermittelt (Vasar, Harro et al. 1993;Dauge, Dor et al. 1989); (Nelovkov,
Areda et al. 2006; Harro, Kiivet et al. 1990). Natirlich vorkommende CCKj-knockout-
Ratten explorieren ihre Umgebung weniger als der Wildtypstamm (Kobayashi, Ohta
et al. 1996).

Applikation von CCKS8s i.p. und in das peridquaduktale Grau verstarkt das
Fluchtverhalten in einem Labyrinth (Zanoveli, Netto et al. 2004) und Injektion von
CCK8s in den dorsalen Hippocampus wirkt anxiogen auf dem EPM bei Ratten
(Rezayat, Roohbakhsh et al. 2005).

1.2.4 Cholecystokinin und die Panikstdrung

Viele Forschungsergebnisse lassen eine Rolle von CCK bei Entstehung von
Panikstorung vermuten. Anxiolytika und Antidepressiva, die bei einer Panikstorung
wirksam sind, verstarken die CCK-Immunoreaktivitat in den limbischen Hirnregionen
der Ratte (Brodin, Ogren et al. 1994).

In Zellkultur des periaquiduktalen Graus wirkt CCK8s mittels Depolarisation und des
intrazellularen Calciumanstiegs exzitatorisch an der Synapse (Yang, Chung et al.
2007). In der basolateralen Amygdala verstarkt CCK die inhibitorische Transmission
der GABA-ergen Neurone (Chung & Moore 2007).

Bei Konfrontation mit dem Geruch ihres Fressfeindes steigt bei Nagetieren die CCK-
MRNA-Expression in der Amygdala (Hebb, Zacharko et al. 2003), bei
Stressexposition steigt die Anzahl der CCK-haltigen Neurone im PVN (Barakat, Pape
et al. 2006; Kim, Whang et al. 2003).

Beim Menschen induziert CCK4, welches selektiv an die CCK,-Rezeptoren bindet,
dosisabhangig Panikattacken (de Montigny 1989). Panikpatienten reagieren dabei
auf niedrigere Dosierungen als psychisch Gesunde (Bradwejn, Koszycki et al.
1990;Bradwejn, Koszycki et al. 1991). Die Gabe von CCK fuhrt zu subjektiver
Angstempfindung, Steigerung der Hautleitfahigkeit (Radu, Ahlin et al. 2003), Anstieg
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des Blutdrucks und der Herzfrequenz (Bradwejn, Koszycki et al. 1992),
Hyperventilation (Bradwejn, LeGrand et al. 1998) und gastrointestinaler Symptomatik
in Form von Ubelkeit, Erbrechen oder Durchfall (de Montigny 1989). Die kérperlichen
Verédnderungen entsprechen somit weitgehend denen wahrend der klassischen
Panikinduktion durch das Kohlendioxid (Bradwejn & Koszycki 1991). Die induzierte
Symptomatik geht dabei mit einer verstarkten Durchblutung der Amygdala, des
anterioren Gyrus cinguli, des Temporallappens und des Vermis cerebelli einher
(Benkelfat, Bradwejn et al. 1995). Moglicherweise wirkt CCK4 auch auf der
Hirnstammebene (Gunnarsson, Mahoney et al. 2003). Panikogene Substanzen
beeinflussen auf unterschiedliche Art und Weise die HPA-Achse: wéhrend CCK4
(Strohle, Holsboer et al. 2000; Zwanzger, Eser et al. 2007) sie aktiviert, fihren die
klassischen panikogenen Substanzen Laktat und CO, zu keinen Veranderungen
(Keck & Strohle 2005).

Die bei CCK4-Gabe entstehende Paniksymptomatik kann durch Antidepressiva wie
Imipramin (Bradwejn & Koszycki 1994) oder SSRI (Shlik, Aluoja et al. 1997; van
Megen, Westenberg et al. 1997), Benzodiazepine (de Montigny 1989; Zwanzger,
Eser et al. 2003) oder CCKj-Antagonisten (Bradwejn, Koszycki et al. 1994)
verhindert werden.

Beim Menschen wurde eine signifikante Assoziation zwischen dem CCK;-
Rezeptorpolymorphismus und der Panikstérung gefunden (Kennedy, Bradwejn et al.
1999). Eine japanische Studie entdeckte eine Haufung des Haplotypen (-81G/-128T)
des CCK;-Rezeptors bei Panikpatienten (Miyasaka, Yoshida et al. 2004). Solche
CCK-Rezeptorpolymorphismen konnten zur Anfalligkeit fur die Panikstérung
beitragen (Maron, Nikopensius et al. 2005).

Menschen mit einer Panikstérung haben niedrigere CCK8-Konzentrationen im Liquor
cerebrospinalis als gesunde Probanden, dies kénnte eine gesteigerte CCK-Rezeptor-
Sensitivitat oder eine kompensatorische CCK8-Erniedrigung bei erhohten CCK4-
Spiegeln widerspiegeln (Lydiard, Ballenger et al. 1992).
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1.3 Vitamin D

1.3.1 Chemische Struktur und Synthese
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Die wichtigsten Vertreter der Calciferole oder
D-Vitamine sind das Colecalciferol und das
Ergocalciferol. lhre chemische Struktur,
Wirkungsweise und biochemische
Eigenschaften ahneln den Steroidhormonen,
zu denen auch Sexualhormone, Cortisol oder
Aldosteron gehdren (Novak & Potts
1997;Christakos, Raval-Pandya et al. 1996).
Colecalciferol und Ergocalciferol entstehen in
der Haut aus ihren Provitaminen, 7-
Dehydrocholesterin und Ergosterol. Die UV-
Strahlung katalysiert die Spaltung des
Ringes B des Steranskeletts, danach
erfolgen dessen Hydroxylierungen in der
Leber (25-OH) und in der Niere (1-OH)
(Abb.3). Die 1-Hydroxylierung findet zwar
hauptsachlich in der Niere (Zehnder &
Hewison 1999), aber auch in anderen
Geweben (Zehnder, Bland et al. 2001) statt.
Die im Organismus am meisten vertretene
Form des Vitamins D bei physiologischer
Einfuhr ist das 25-Hydroxycolecalciferol; bei
gezielter 1,25-Dihydroxycolecalciferol-Gabe
wird dieses im Fettgewebe und in der Leber
gespeichert und langsam als  25-
Hydroxycolecalciferol freigesetzt (Heaney,
Armas et al. 2008), die Halbwertszeit betragt
bis zu 30 Tage.

Abbildung 3: Synthese des aktiven 1,25-Dihydroxycolecalciferols.

(Ubernommen von R. Bowen).
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1.3.2 Vom Vitamin D-Rezeptor (VDR) zur Wirkung des Vitamins D

Vitamin D bindet an seinen Rezeptor im Zytoplasma, der entstandene Komplex
bindet an die DNA im Zellkern und reguliert durch die Interaktion mit den
sogenannten Vitamin D responsive elements in der Promotorregion der Zielgene
deren Expression (Brown, Dusso et al. 1999;Christakos, Raval-Pandya et al. 1996)
(Abb.4). Auf diese Weise wird z. B. die Transkription des Gens fir
Parathyroidhormon (PTH) unterdrickt (Demay, Kiernan et al. 1992).

Vitamin D-Rezeptor (VDR) ist somit ein Transkriptionsfaktor. Es liegt meist als ein
heterodimerer Komplex mit dem Retinoid X- Rezeptor (RXR), der auch zur Gruppe
der Kernrezeptoren gehort, vor (Carlberg & Saurat 1996). Retinoidsaure moduliert
die Bildung des Heterodimers (Schrader, Muller et al. 1994) (Abb.3). VDR befinden
sich v.a. in der Leber und Niere, im Darm und im Knochen (Haussler 1986).

)
1,25(0H),

24-Hydroxylase

mRNA Expression? |

Abbildung 4: Vitamin D als Transkriptionsfaktor im Zellkern.

Neben dem Kernrezeptor bindet Vitamin D auch an einen Zelloberflachenrezeptor,
welcher sekundare Signalwege (second messenger pathways) aktiviert, die
wiederum die Aktivitat des kernstandigen VDR modulieren (Brown, Dusso et al.
1999). Der Oberflachenrezeptor kann direkt (Yukihiro, Posner et al. 1994) oder durch
eine Aktivierung der Proteinkinase C (Nemere, Schwartz et al. 1998) die
Calciumkanadle vom L-Typ aktivieren, die auf diese Weise &hnlich den
Glucocorticoidhormonrezeptoren die schnellen Steroidwirkungen vermitteln. So
moduliert das Neurosteroid Colecalciferol die Erregbarkeit der Neurone (Zakon
1998).
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1.3.3 Kontrolle der Synthese

Die wichtigste Kontrolle der Synthese von Vitamin D obliegt der lalpha-Hydroxylase,
die die Synthese von 1,25-Dihydroxyvitamin D aus dem 25-Hydroxycalciferol
katalysiert (Hewison, Zehnder et al. 2000). In erster Linie wird die Aktivitat dieses
Enzyms durch den Parathormonspiegel im Blut bestimmt, welcher wiederum vom
Calcium- und Phosphatspiegel abhangt (Armbrecht, Hodam et al. 1999). Aber auch
andere Hormone wie Ostrogen (van Hoof, van der Mooren et al. 1999), Prolaktin
(Mortensen, Gordeladze et al. 1993) oder das Wachstumshormon (Gomez
2006;Tryfonidou, Holl et al. 2003;Mortensen, Gordeladze et al. 1993) fordern die
Colecalciferol-Synthese. Vitamin D hemmt durch einen negativen feedback-
Mechanismus seine eigene Synthese, fordert andererseits die Synthese der VDR
(Baas, Prufer et al. 2000). Die 24-Hydroxylase, die durch hohe Spiegel von Vitamin D
induziert wird, katalysiert die Synthese des inaktiven Trihydroxycolecalciferols
1,24,25(0OH)D3 (Naveilhan, Neveu et al. 1993) (Abb.4).

Das Stresshormon Corticosteron steigert die Aktivitat der 24-Hydroxylase und
vermindert die der 1-Hydroxylase in Nierenzellkultur (Trechsel, Bonjour et al. 1979),
es hemmt somit die Synthese und fordert den Abbau von aktivem
Dihydroxycolecalciferol. Ein Mangel an aktivem Vitamin D kdnnte also zu den

stressbedingten Veranderungen im Organismus beitragen.

1.3.4 Funktionen im Organismus

Die am besten erforschte Funktion des Vitamins D ist die Regulation des Calcium-
und Phosphat-Haushalts. Colecalciferol fordert durch die Zunahme der
Genexpression der Calciumtransportproteine die Calcium- und Phosphatresorption
im Darm, dadurch werden die Osteoblasten und die Osteoklasten aktiviert und der
Knochenumbau begunstigt (DeLuca 2004).

Bis vor wenigen Jahrzehnten dachte man, dass die Funktion von Vitamin D sich
damit erschopft. Jedoch wird Colecalciferol lokal in unterschiedlichsten Geweben
produziert, es reguliert das Zellwachstum (Matilainen, Malinen et al. 2005), das
Immunsystem (Manolagas, Hustmyer et al. 1989), wirkt antiproliferativ, fordert die
Zelldifferenzierung (Masuda & Jones 2006;Holt, Bresalier et al. 2006;Gavrilov,
Steiner et al. 2005;Dixon, Deo et al. 2005;Yildiz, Kars et al. 2005;Brown 2001;Moore,
Sidell et al. 1995;Baudet, Chevalier et al. 1996), stabilisiert Chromosomen, reguliert

Protoonkogene und induziert Apoptose (Chatterjee 2001).
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Vitamin D wirkt antiinflammatorisch durch den antiproliferativen Effekt auf die B-
Lymphozyten (Lemire, Adams et al. 1984), die T-Helfer-Zellen vom Typ 1 (Lemire
2000), die antigenprasentierenden und die dendritischen Zellen (Adorini 2002) sowie
durch eine Abnahme der proinflammatorischen (Furman, Baudet et al. 1996) und
eine Zunahme der antiinflammatorischen Zytokine (Cantorna, Woodward et al.
1998).

Durch eine Modulation des Renin-Angiotensin-Systems (Holick 2003) hat Vitamin D
guinstige  Effekte  bei  kardiovaskularen Erkrankungen (Reinhart 2004).
Moglicherweise wirken die cholesterinsenkenden Statine unter anderem durch eine
indirekte Erhéhung des Vitamin D-Spiegels praventiv beziglich dieser Erkrankungen

(Perez-Castrillon, Vega et al. 2007).

1.3.5 Versorgung und Mangelerscheinungen

Vitamine kdnnen vom Kdorper gréf3tenteils nicht selbst hergestellt werden, aufgrund
der Lebensnotwendigkeit dieser Substanzen ist man auf eine Zufuhr mit der Nahrung
angewiesen. Calciferole sind im Fisch (vor allem im Lebertran), in Milchprodukten, im
Eigelb und in Speisepilzen enthalten. Ergosterol, die Vorstufe des Vitamins Do, ist in
manchen Pflanzen sowie in Hefen enthalten. 7-Dehydrocholesterin wird vom
Organismus selbst synthetisiert und stellt die Ausgangsverbindung fir die
Biosynthese der Steroidhormone Ostrogen, Testosteron, Progesteron, Aldosteron,
Cortisol und Dihydroxycolecalciferol dar. Somit ist Vitamin D kein Vitamin im
eigentlichen Sinne, sondern ein Steroidhormon, das mit Hilfe der Sonneneinstrahlung
vom Korper synthetisiert werden kann (Abb. 3).

Vitamin D-Mangelerscheinungen auf3ern sich bei Kindern als Rachitis,
Muskelschwache oder eine schlechte Zahnbildung (Gartner & Greer 2003), bei
Erwachsenen kommt es durch eine ungentigende Knochenmineralisierung zu
Osteomalazie und Osteoporose (Levis, Gomez et al. 2005;Holick 2004).
Moglicherweise liegt einigen unspezifischen muskuloskelettalen Schmerzsyndromen
ein Mangel an Vitamin D zugrunde (Mascarenhas & Mobarhan 2004). Experimentell
fuhrt eine an Vitamin D arme Ern&hrung zur erhohten Inzidenz verschiedener
Autoimmunerkrankungen wie rheumatoider Arthritis, multipler Sklerose, Diabetes
mellitus oder Morbus Crohn (Cantorna & Mahon 2004).

Vitamin D-Mangelerscheinungen sind auch heutzutage keine Seltenheit (Abrams
2002; Levis, Gomez et al. 2005). Hoheres Alter (Mosekilde 2005), Schwangerschaft
(Bassir, Laborie et al. 2001), dunkle Haut (Weisberg, Scanlon et al. 2004), schwere
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Nieren- oder Lebererkrankung oder Fettmalabsorption (Levis, Gomez et al. 2005)
pradisponieren fir einen Vitamin D-Mangel. Eine mangelnde Sonneneinstrahlung
kann durch einen hohen Konsum des an Vitamin D reichen Fischdls kompensiert
werden (Brustad, Sandanger et al. 2004). Der empfohlene Tagesbedarf liegt bei 100
bis 1000 IE (Internationale Einheiten) Vitamin D je nach Sonneneinstrahlung, die der
Hauptlieferant von Colecalciferol ist (Gartner & Greer 2003; Vieth & Fraser 2002).
Vitamin D-Mangel wird durch Messung des 25-Hydroxyvitamin D-Spiegels im Blut
festgestellt. Dieser Wert sollte dber 30 ng/ml liegen, um eine ausreichende
Calciumresorption im Darm zu gewébhrleisten und die Aktivitat der 1-Hydroxylase zu
erhalten (Holick 2004). Diese Konzentration wird bereits durch eine 10-minttige
Sonnenexposition der Arme und des Gesichts mehrmals pro Woche erreicht (Holick
2004).

1.3.6 Vorkommen von Vitamin D und seinen Rezeptoren im Nervensystem

Vitamin D und seine Metaboliten kommen in der Zerebrospinalfliissigkeit vor
(Balabanova, Richter et al. 1984). Neurone und Mikroglia kénnen Colecalciferol mit
Hilfe der 1-Hydroxylase selbst herstellen (Zehnder, Bland et al. 2001;Neveu,
Naveilhan et al. 1994). Dieses Enzym kommt im Zytoplasma vieler Hirnregionen vor,
mit grof3ter immunhistochemischer Dichte im Hypothalamus, insbesondere im SON,
PVN und in der Substantia nigra (Eyles, Smith et al. 2005). Meistens koexistieren die
1-Hydroxylase im Zytoplasma und die VDR im Zellkern in denselben Hirnstrukturen
(Eyles, Smith et al. 2005). VDR wurden mehrfach im Gehirn der Nagetiere
nachgewiesen (Prufer, Veenstra et al. 1999;Musiol, Stumpf et al. 1992), mit
besonders hoher Dichte in der Entwicklungsphase (Veenstra, Prufer et al. 1998). Im
limbischen System der Ratten (Prufer, Veenstra et al. 1999), z. B. im Hippocampus
(Langub, Herman et al. 2001; McGrath, Saari et al. 2004), in der Amygdala und im
Hypothalamus, somit in den Hirnstrukturen, die das Verhalten, die Emotionen und
das Gedachtnis beeinflussen, sind VDR zahlreich (Walbert, Jirikowski et al. 2001).
VDR findet man auch im Rickenmark der Nagetiere, insbesondere in den
Motoneuronen und Spinalganglien, somit konnte Vitamin D direkt die Innervation der
Skelettmuskulatur beeinflussen (Stumpf, Clark et al. 1988). Ihr Vorkommen in der
menschlichen Hypophyse bedeutet mdglicherweise, dass Vitamin D die Expression
und Sekretion der Hypophysenhormone reguliert (Perez-Fernandez, Alonso et al.

1997). Die Neuronenkerne und Gliazellen der grauen Substanz des menschlichen
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Gehirns enthalten ebenfalls grolle Mengen an VDR (Eyles, Smith et al.
2005;Garcion, Wion-Barbot et al. 2002).

1.3.7 Wirkungen von Vitamin D im Gehirn

Eine besonders groBe Rolle spielt Vitamin D bei der Hirnentwicklung. Die
Nachkommen von mit Vitamin D unzureichend erndhrten Ratten haben einen diinnen
Cortex, vergrol3erte Seitenventrikel, starker proliferierende Glia und Neurone und
eine verminderte Expression von nerve growth factor (NGF) und glial cell line derived
neurotrophic factor (GDNF) sowie eine geringere Expression von nichtselektiven
Neurotrophin - Rezeptoren p75"'" im Gehirn (Veenstra, Prufer et al. 1998:Eyles,
Brown et al. 2003). Die Anzahl der VDR korreliert mit den Apoptosevorgangen im
Rahmen der Hirnentwicklung bei Nagetieren (Ko, Burkert et al. 2004).

Die Zunahme der Inzidenz des Autismus wird einem pranatalen Vitamin D-Mangel
zugeschrieben (Cannell 2007). Eine pranatale Vitamin D-Hypovitaminose bei Ratten
beeintrachtigt die Expression der Proteine, die fur die oxidative Phosphorylierung, die
Erhaltung des Zytoskeletts, den Calciumhaushalt, die synaptische Plastizitat und die
Neurotransmission wichtig sind und auch bei multipler Sklerose oder Schizophrenie
dysreguliert sind (Almeras, Eyles et al. 2007). Besonders ein Vitamin D-Mangel im
letzten Trimenon der Schwangerschaft kann die Hirnentwicklung des Ungeborenen
beeintrachtigen (O'Loan, Eyles et al. 2007) und zur Entstehung von Depression
(Berk, Sanders et al. 2007) oder Schizophrenie (McGrath 1999) beitragen.
Interessanterweise kommen sowohl Schizophrenie als auch Vitamin D-Mangel
gehauft bei dunklen Immigranten, in den Grofdstddten und bei einer
Mangelerndhrung in utero vor (McGrath 1999). Vitamin D-Supplementierung im
ersten Lebensjahr reduziert bei Mannern das Risiko, spéater an Schizophrenie zu
erkranken (McGrath, Saari et al. 2004). Ein kombinierter pranataler und postnataler
Vitamin D-Mangel beeintrachtigt die Hemmung der akustischen Schreckreaktion
durch einen Vorimpuls bei Ratten, diese mangelnde Reizunterdrickung stellt einen
biologischen Marker der Schizophrenie dar (Burne, Feron et al. 2004; McGrath, Saari
et al. 2004; Becker, Eyles et al. 2005). Die Pravalenz von Vitamin D-Mangel ist bei
Patienten mit multipler Sklerose (Nieves, Cosman et al. 1994), Schizophrenie,
Depression und Alkoholismus im Vergleich zur Allgemeinbevoélkerung erhoht, was
aber auch auf Umweltfaktoren wie Immobilisation, Mangelerndhrung oder mangelnde

Lichtexposition zuriickgefiuihrt werden kann (Schneider, Weber et al. 2000).
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Zentrale oder systemische Vitamin D-Gabe steigert die Aktivitat der
Acetylcholintransferase im Hypothalamus (Sonnenberg, Luine et al. 1986).
Colecalciferol aktiviert Protenkinase C, beeinflusst Calciumkandle und somit die
Neuronenerregbarkeit (Nemere, Schwartz et al. 1998).

Zu den neuroprotektiven Eigenschaften von Vitamin D tragt die Induktion der
Synthese von NGF und von GDNF in Astrozyten in vitro und in vivo bei (Neveu,
Naveilhan et al. 1994; Saporito, Brown et al. 1994; Naveilhan, Neveu et al. 1996).
AuRBerdem hemmt Colecalciferol die Stickoxidsynthetase, die mit entzundlichen
Erkrankungen assoziiert ist (Garcion, Nataf et al. 1997), hebt den Glutathionspiegel
an (Garcion, Thanh et al. 1996) und reguliert die gamma-Glutamyltransferase
(Garcion, Thanh et al. 1996), was seine Beteiligung an Entgiftungsprozessen
nahelegt (Garcion, Wion-Barbot et al. 2002). Vitamin D reduziert Infarkigrof3e bei
einer kunstlichen Ligatur der Arteria cerebri media (Wang, Chiang et al. 2000) sowie
den durch Verabreichung neurotoxischer Substanzen wie z.B. 6-Hydroxydopamin
(Wang, Wu et al. 2001), Eisen (Chen, Lin et al. 2003) oder Zink (Lin, Fan et al. 2003)
entstandenen Hirnschaden bei Ratten. Eine chronische Vitamin D-Gabe verzogert
das hippocampale Altern bei Ratten: die behandelten Tiere haben eine hbéhere
Neuronendichte noch Monate spéater als die Vehikeltiere (Landfield & Cadwallader-
Neal 1998). Verabreichung von Vitamin D an Mause mit experimentell induzierter
Enzephalomyelitis (experimental autoimmune encephalomyelitis = EAE), die als
Tiermodell fur multiple Sklerose dient, fuhrt zur reversiblen Besserung Kklinischer
Symptomatik (Cantorna, Woodward et al. 1998; Cantorna, Hayes et al. 1996).
Vitamin D vermindert die apoptotische Dexamethasonwirkung auf hippocampale
Zellen in vitro, was flir einen Antagonismus dieser Neurosteroide im Hippocampus

spricht (Obradovic, Gronemeyer et al. 2006).

1.3.8 VDR-Knockout-Méause

Méause mit fehlenden VDR zeigen im Vergleich zum Wildtyp mehr grooming-
Verhalten, sie betreten seltener das helle Abteil im DLT und sind somit angstlicher
als der Wildtyp (Kalueff, Lou et al. 2004).

Bei intakten Sinnesorganen zeigen VDR-Knockout-Mause vermehrt Angst in einer
neuen Umgebung (Neophobie) (Minasyan, Keisala et al. 2007) sowie verandertes
Nestbau- (Keisala, Minasyan et al. 2007), soziales und mdutterliches Verhalten
(Kalueff, Keisala et al. 2006) .
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Aufgrund der verminderten Muskelkraft (Burne, Johnston et al. 2006) zeigen VDR-
knockout-Mause im FST ein gestoértes floating-Verhalten (Kalueff, Lou et al. 2004)
und im Holeboard-Test eine verminderte motorische Aktivitat (Burne, McGrath et al.
2005).

1.3.9 Einfluss von Vitamin D auf die Stimmung

Die Jahreszeitenabhangigkeit des Wohlbefindens beim Menschen reicht von
jeglicher Unempfindlichkeit tUber die winterliche depressive Verstimmung bis zur
sogenannten saisonalen Depression (Spoont, Depue et al. 1991), welcher
angesichts mangelnder winterlichen Sonneneinstrahlung maglicherweise ein Vitamin
D-Mangel zugrunde liegt (Stumpf & Privette 1989). Colecalciferol ist bei dieser
Erkrankung therapeutisch wirksam (Gloth, 1ll, Alam et al. 1999).

Die Wirkung der Lichttherapie bei der Behandlung des pramenstruellen Syndroms
(Parry, Mahan et al. 1993) erfolgt mdglicherweise Uber das Vitamin D, welches den
Serotoninhaushalt normalisiert (Stumpf & Privette 1989) beziehungsweise die
vermutete Calciumdysregulation beseitigt (Thys-Jacobs 2000).

Vitamin D hebt Stimmung bei gesunden Probanden (Lansdowne & Provost 1998)
und verbessert dosisabhangig die Befindlichkeit der Menschen mit einem 25-
Hydroxyvitamin D-Mangel in den Wintermonaten, wobei in dieser Studie aus
ethischen Griinden keine Placebogruppe geprift wurde (Vieth, Kimball et al. 2004).
Ein Vitamin D-Mangel bei alteren Individuen oder bei Fibromyalgie-Patienten geht mit
einem signifikant hoheren Risiko fur affektive und kognitive Stérungen einher
(Wilkins, Sheline et al. 2006; Armstrong, Meenagh et al. 2007). Auch bei Patienten
mit sekundarem Hyperparathyreoidismus korreliert ein niedriger 25-Hydroxyvitamin
D-Spiegel mit starkerer Depressivitat (Jorde, Waterloo et al. 2006). Genetische
Untersuchungen zeigen, dass die Varianz des VDR die Kognition und die
Depressivitat im hohen Alter beeinflusst (Kuningas, Mooijaart et al. 2007). Eine
Vitamin D-Supplementierung zeigt jedoch keinen Effekt auf das Befinden Aalterer
Manner (Kenny, Biskup et al. 2003) oder &lterer Frauen (Dumville, Miles et al. 2006)

in anderen Studien.
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1.4 Paroxetin

1.4.1 Die Monoaminmangelhypothese der Depression

Nach der Monoaminmangelhypothese kann ein Mangel an serotonerger,
dopaminerger und noradrenerger Transmission eine depressive Symptomatik
auslosen (Schildkraut 1995;Jefferson 2008). Eine verbesserte monoaminerge
Neurotransmission ist die gemeinsame Endstrecke chronischer Einnahme der
klassischen Antidepressiva (Blier, de Montigny et al. 1987;Mongeau, Blier et al.
1997). Durch einen kunstlichen Entzug des Serotoninvorlaufers Tryptophan aus der
Nahrung kann eine Verschlechterung der Stimmung bei Gesunden oder sogar ein
Ruckfall der remittierten Depressionserkrankung bei Patienten beobachtet werden
(Bell, Abrams et al. 2001).

Das serotonerge System und die HPA-Achse regulieren das Angst- und
Depressionsverhalten (Holsboer 2000; Millan 2004), diese beiden Systeme hangen
funktionell eng zusammen (McAllister-Williams, Ferrier et al. 1998; Asan, Yilmazer-
Hanke et al. 2005) Tierstudien zeigen, dass Stress die zentrale serotonerge
Transmission beeinflusst (Linthorst, Penalva et al. 2002; Price, Curtis et al. 1998).
Langzeiterhbhung des CRH vermindert die Serotoninfreisetzung im dorsalen
Hippocampus der Mause nach einem akuten Stressstimulus (Linthorst, Flachskamm
et al. 2000) und vermindert die Expression von 5HT1a-mRNA im Hippocampus
(Lopez, Chalmers et al. 1998; Meijer & de Kloet 1994). Menschen mit zwei kurzen
Allelen der Promotorregion des Serotonintransporter-Gens, die mit einer
verminderten Verfugbarkeit von Serotonin verknipft ist, zeigen eine groRRere
Wabhrscheinlichkeit flr eine depressive Episode nach Exposition mehreren
belastenden Lebensereignissen als Menschen mit zwei langen Allelen (Caspi,
Sugden et al. 2003). Aufgrund dieser Interaktionen zwischen dem serotonergen
System und der HPA-Achse ist es interessant, wie ein serotonerg wirksames
Antidepressivum die HPA-Achse beeinflusst.

1.4.2 Wirkungsweise, Indikationen und Nebenwirkungen des Paroxetins

Paroxetin gehoért zur Gruppe der selektiven Serotonin-Wiederaufnahmehemmer
(SSRI) (Tanigaki, Manno et al. 1987), die heute zu den am meisten verschriebenen
Antidepressiva zéhlen. Es blockiert den Serotonintransporter und hemmt damit die
Serotonin-Wiederaufnahme aus dem synaptischen Spalt (Baumann 1996). Eine
chronische SSRI-Gabe flhrt zur 5HT;a-Auotorezeptor-Desensibilisierung und somit

zur Erleichterung der serotonergen Transmission (Bourin, Chue et al. 2001). Auch
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wenn die Dichte der 5HT5-Rezeptoren unverandert bleibt, werden verschiedene G-
Proteine herunterreguliert (Li, Muma et al. 1997), so dass eine tonische Aktivierung
der 5HT1a-Rezeptoren erfolgt (Haddjeri, Blier et al. 1998). Diese Vorgange fuhren zur
klinischen Besserung der Depression (Stahl 1998).

Die Wirkung von Paroxetin setzt erst nach ca. zwei Wochen ein, was zeitlich mit den
Verdnderungen der neuronalen Plastizitat und der Genexpression korreliert (Pei,
Zetterstrom et al. 2003). Paroxetin wird unter anderem bei der Therapie der
Depression (Montgomery 1992; Montgomery, Dunner et al. 1995) und der
Panikstorung (Tucker, Adamson et al. 1997) verwendet. Als Nebenwirkungen sind
vor allem Ubelkeit (Ueda, Yoshimura et al. 2003) und sexuelle Funktionsstérungen
(Modell, Katholi et al. 1997; Waldinger, van De et al. 2002) bekannt. Paroxetin kann
auch zu Absetzsymptomatik (Coupland, Bell et al. 1996), Induktion einer Manie
(Morishita & Arita 2003), Hyponatriamie (Strachan & Shepherd 1998) oder Anorexie

mit Gewichtsverlust (Konkle, Sreter et al. 2003) fuhren.

1.4.3 Verhaltenseffekte bei Nagetieren

Eine akute Paroxetingabe reduziert die Immobilitat von Mausen im FST (Redrobe,
Bourin et al. 1998). Eine funftdgige Behandlung mit Paroxetin bewirkt ebenfalls eine
Zunahme von aktivem Stress-Coping in diesem Test (Akagawa, Masuda et al. 1999).
Im Tail Suspension Test (TST) fuhrt Paroxetin sowohl bei DBA/2- als auch bei
C57BL/6-Mausen zu einer Verminderung der Immobilitat (Ripoll, David et al. 2003).
In manchen Studien hat Paroxetin keinen Einfluss auf die lokomotorische Aktivitat bei
DBA/2- und C57BL/6-Méausen (Yamamoto, Shibata et al. 1989; Hirano, Kimura et al.
2005), in anderen wird die Lokomotion bei beiden Stammen gesteigert (Brocco,
Dekeyne et al. 2002;David, Renard et al. 2003).

Paroxetingabe eliminiert Ultraschallaute, die junge Ratten bei sozialer Isolation
auBern (Winslow & Insel 1990). Im Modell fir depressionséhnliches Verhalten der
HAB- und LAB-Ratten normalisiert eine chronische Paroxetinbehandlung bei
angstlichen HAB-Ratten das passive Stress-Coping-Verhalten im FST, die
serotonerge Neurotransmission im Hippocampus sowie die dysregulierte HPA-Achse
im kombinierten Dexamethason-/CRH-Test, wohingegen die in diesem Paradigma

als normal angesehenen LAB-Tiere unbeeinflusst bleiben (Keck, Sartori et al. 2005).
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1.5 Fragestellungen

Unser erstes Experiment diente dazu, durch eine akute Gabe von CCKS8, welchem
eine grof3e Rolle bei der Entstehung von Angst und Panik zugesprochen wird (Harro,
Vasar et al. 1993), ein Tiermodell der Panik zu etablieren. Entsprechende Effekte
wurden bei Ratten durch eine akute CCK8-Gabe erzielt (Zanoveli, Netto et al. 2004).
Bei Menschen wirkt das CCK,-Rezeptor-selektive CCK4 panikogen (Bradwejn,
Koszycki et al. 1990; Bradwejn, Koszycki et al. 1991; de Montigny 1989). AufRerdem
sind Assoziationen zwischen den CCK-Rezeptorpolymorphismen und der
Panikstorung bekannt (de Montigny 1989; Kennedy, Bradwejn et al. 1999; Miyasaka,
Yoshida et al. 2004). Uns interessierte auch der Einfluss von CCK auf das
Gedéachtnis, wozu es kaum Voruntersuchungen gibt.

Desweiteren wollten wir den Einfluss von Vitamin D auf Angst und
depressionsahnliches Verhalten sowie Motorik im Tiermodell untersuchen. Da es nur
wenige Publikationen zum Einfluss von Vitamin D auf das Gedachtnis gibt (Becker,
Eyles et al. 2005; Burne, McGrath et al. 2005), Uberpriften wir die Hypothese der
Gedachtnisverbesserung durch chronische Gabe von Vitamin D in einem kognitiv
orientierten Test bei zwei Mausstdmmen, die sich durch ein unterschiedliches
Lernverhalten (Ammassari-Teule & Caprioli 1985; Ammassari-Teule, Hoffmann et al.
1993) auszeichnen.

Zusatzlich wurden die Effekte von Vitamin D auf das Verhalten mit denen von
Paroxetin oder von Kombinationsbehandlung in zwei emotional unterschiedlichen
Mausstammen DBA/2 und C57BL/6 verglichen (Mathis, Paul et al. 1994; Rogers,
Jones et al. 1999).

Im letzten Experiment untersuchten wir die Expression von CRH im PVN und in der
Amygdala und von AVP im PVN und SON nach den Verhaltenstests und nach der
Behandlung mit Paroxetin und / oder Vitamin D bei den C57BL/6- und DBA/2-Tieren.
PVN wurde als der Hauptort der CRH-Synthese und der AVP-Coexpression (Antoni
1993) und als eine wichtige Umschaltstelle der angstvermittelnden Bahnen
ausgewahlt (Scott & Dinan 1998). Amygdala war fur uns wegen ihrer Rolle sowohl
bei Angst- und Panikzustdnden als auch bei Depression (Gorman, Kent et al. 2000)
interessant, SON als ein wichtiger Teil der Hypothalamus-Neurohypophysen-Achse
(Abb.2).
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2 MATERIALIEN UND METHODEN
2.1 Tiere und Tierhaltung

Die gesamten Tierversuche wurden von der Regierung Oberbayern nach 89 Abs.1.
Satz 4 des Tierschutzgesetzes genehmigt. Es wurden mannliche C57BL/6JOlaHsd
(C57BL/6)- und DBA/20laHsd(DBA/2)-Inzuchtmause verwendet (Harlan Winkelmann
GmbH, Borchen, Deutschland). Nach der Ankunft wurden die Tiere einzeln in
Plexiglaskafigen (30x20x14cm) im Experimentalraum des Tierstalls des Max Planck
Instituts fir Psychiatrie gehalten. Die Temperatur betrug 22+2°C, die Luftfeuchtigkeit
60+5%. Bei einem 12 Stunden Licht-Dunkel-Rhythmus war das Licht zwischen 6 Uhr
und 18 Uhr eingeschaltet. Futterpellets (Altromin 1314, Lage, Deutschland) sowie
das Wasser aus den Trinkflaschen waren frei zuganglich. Der Kafigwechsel sowie
die Gewichtsmessungen fanden einmal pro Woche durch dieselbe Person, die auch
die Versuche durchgefihrt hat, statt. Das Alter der naiven Tiere betrug 7 Wochen bei
der Ankunft und 8-11 Wochen beim ersten Verhaltenstest, da die Tiere sich an die
neue Umgebung gewodhnen wund eventuell zusatzlich einer chronischen
pharmakologischen Behandlung unterzogen werden mussten. Die Adaptationszeit
sollte auch einen mdglichen Einfluss des Transports auf das spatere Verhalten
ausgleichen (Crabbe, Wahlsten et al. 1999).

2.2 Medikamente

2.2.1 Herkunft und Verabreichungsmodus

Alle Medikamentenlésungen wurden vor der Verabreichung frisch zubereitet. CCK8
(Asp-Tyr(SO3zH)-Met-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH;) wurde bei der Firma Sigma-Aldrich
(Munich, Germany), Vitamin D (Vigantol Ol, Wirkstoff Colecalciferol) bei der Firma
Merck, Deutschland, bezogen. Paroxetin wurde freundlicherweise von
GlaxoSmithKline (Middlesex, United Kingdom) zur Verfiigung gestellt. CCK wurde i.p.
in 0,3 ml Injektionsvolumen 30 Minuten vor dem jeweiligen Versuch gegeben.
Sowohl Paroxetin als auch Vitamin D wurden nach der dreitdgigen Gewdhnung der
Tiere an die neue Darreichungsart um dieselbe Uhrzeit frisch zubereitet und oral
verabreicht: Paroxetin in einer gewichtsadaptierten Trinkmenge Wasser (ca. 5 ml pro
Tag) in einer lichtgeschitzten Flasche und Vitamin D in Erdnussdl (ca.l1,3 pl) auf

zerkleinerten Knéckebrotstiickchen.
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2.2.2 Dosisfindung

Fur Cholecystokinin wurde die Dosis etwas niedriger als in den vorhandenen
Publikationen gewahlt (Fink, Rex et al. 1998; Wang, Wong et al. 2005), da in den
Pilotversuchen eine Dosierung von 20 ug/kg zu einer starken Hyperlokomotion der
Mause fuhrte, so dass das Verhalten nicht naher auswertbar war (nicht
veroffentlichte Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe).

Die Dosis von Paroxetin lag im oberen Bereich der Publikationen anderer Autoren
(Redrobe, Bourin et al. 1998; Lucki, Dalvi et al. 2001).

Bei der Dosisfindung von Vitamin D mussten wir berticksichtigen, dass die aktive
Form des Vitamins bei einer Uberdosierung aufgrund der Hyperkalzamie toxisch
wirkt. Die Hyperkalzamie kommt durch eine Erh6hung der intestinalen
Calciumresorption, der renalen Calciumruckresorption und der osteoklastischen
Freisetzung aus dem Knochen zustande und fuhrt zur Entstehung der
Calciumphosphate, die sich in den Organen ablagern. Die Dosis des aktiven 1,25-
Dihydroxycholecalciferols, die fir 50% der behandelten M&use todlich ist, betragt bei
oraler Gabe ca. 20,1 pug/kg/Tag nach 5 Tagen (Wietrzyk, Pelczynska et al. 2004).

Die Dosis von 0,0625 pg Vitamin D ist bei Nacktmausen die maximale kumulative
Dosis, die keine Hyperkalzamie verursacht (Vegesna, O'Kelly et al. 2002).

Da wir in unserer Studie das noch inaktive Colecalciferol verabreichten, war eine
Uberdosierung weniger wahrscheinlich. Zur Sicherheit bestimmten wir den
Calciumspiegel bei allen Mausen und betrachteten makroskopisch Niere und Leber,
um eventuelle Verkalkungen festzustellen. Die hochste kumulative Dosis, die wir
verabreichten, betrug ca. 4 ug Colecalciferol pro Maus und fuhrte zu keiner
Hyperkalzamie.

2.3 Verhaltensexperimente

2.3.1 Elevated Plus Maze (EPM)

Aufbau: EPM wurde 1985 von File und Mitarbeitern eingefihrt (Pellow, Chopin et al.
1985). Es besteht aus zwei sich kreuzenden Platten (60x10x0,5 cm) aus grauem
Plexiglas. Die Arme sind durch eine Plattform (10x10 cm) verbunden. Zwei sich
gegenuberliegende Arme sind durch 25 cm hohe durchsichtige Plexiglaswande
seitlich und am Ende geschlossen (Anseloni, Motta et al. 1995). Die beiden anderen
ragen ohne jegliche Begrenzung in den Raum. Dadurch gibt es 3 verschiedene

Bereiche, in denen sich eine Maus aufhalten kann: zwei offene, zwei geschlossene
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Arme und eine Plattform in der Mitte, auf die das Tier am Anfang des Tests gesetzt
wird (Abb.5). Das Kreuz des EPM ist auf einem Stander 70 cm uber dem Boden
montiert. Diese Hohe halt die Maus vom Hinabspringen ab, fihrt aber bei einem
Sturz zu keiner Verletzung. Die natlrliche Aversion der Maus gegeniber den
offenen, exponierten Armen steht im Konflikt zu ihrem Explorationstrieb (Carola,
D'Olimpio et al. 2002). Je angstlicher eine Maus ist, desto mehr Zeit verbringt sie in
den geschlossenen Armen des EPM und verzichtet auf die Exploration der offenen
Arme (Lister 1987). Das Verhalten auf dem EPM wird sowohl durch die
Zustandsangst (Andreatini & Bacellar 2000) als auch durch die Charakterangst einer
Maus bestimmt (Crawley, Belknap et al. 1997).

Versuchsdurchfiuhrung: Die Versuche werden zwischen 8:00 und 13:00 Uhr

durchgefuihrt, wobei der Ablauf auf ein Videoband aufgezeichnet und gleichzeitige
Phanotypisierung mit dem Programm Observer 5.0 (Noldus, Wageningen, Holland)

erfolgt. Nach 5 Minuten wird der Test beendet.

[A] [B]

Abbildung 5: [A] Elevated Plus Maze mit einer DBA/2-Maus auf dem offenen
Arm; [B] mit einer C57BL/6-Maus auf der Plattform.

Verhaltensparameter: Man registriert die Dauer des Aufenthaltes in den

verschiedenen Bereichen (open arm, closed arm, open end = Ende des offenen
Arms, platform) sowie die Latenz bis zum Betreten derselben. Die stretched attends,
oder das Strecken, wobei die Maus, statt sich fortzubewegen, ihren Kérper streckt,
um ihre Umgebung vorsichtig zu erkunden, und das Putzverhalten, grooming, stellen
ebenfalls Angstlichkeitsparameter dar (Blanchard, Yudko et al. 1993;Kalueff &
Tuohimaa 2004). Die Lokomotion wird durch die Zahl der Eintritte in die
verschiedenen Arme erfasst. Die Ratio von Eintritten in die offenen Arme zu allen

Eintritten ist ein empfindlicher Indikator fiir die Angstlichkeit, denn sie korrigiert den
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madglichen Einfluss der Lokomotion auf die Eintritte in die offenen Arme. Das Ausmal}
an Exploration wird durch die Zahl der rearings, bei denen sich die Maus auf die
Hinterpfoten stellt, um ihre Umgebung zu erkunden, und der head dips, wobei das

Tier seinen Kopf unter die Ebene der EPM-Arme absenkt, bestimmt.

2.3.2 Das modifizierte Holeboard (mHb)

2.3.2.1 Der Objekterkennungstest

Aufbau: Das Holeboard wurde urspriinglich entwickelt, um das Explorationsverhalten
der Nagetiere zu untersuchen (File & Wardill 1975). Das modifizierte Holeboard
(mHb) verbindet die Eigenschaften von open field und holeboard und erlaubt die
gleichzeitige Messung von Angstlichkeit, Lokomotion, Motivation und Kognition (Ohl,
Holsboer et al. 2001). Der Aufbau des Holeboards ist an die lokomotorischen und
feinmotorischen Fahigkeiten der Nagetiere angepasst, so dass man das naturliche
Verhalten der Tiere beurteilen kann, ohne ihre Motivation, z. B. durch einen
Nahrungsentzug, steigern zu missen.

Das mHb befindet sich in einem PVC-Behélter (100x50x50cm), dessen Boden mit
einem hellgrauen Klebeband (0,5cm breit) in zwolf Rechtecke (25x17cm) unterteilt
ist. Im zentralen Bereich befindet sich board aus dem identischen PVC (60x20x1cm)
mit 23 gebohrten Lochern (J1,5cm; 0,5cm Tiefe), die jeweils versetzt zueinander in 3
Reihen angeordnet sind. Alle Locher sind mit einem PVC-Deckel bedeckt, welcher
auf dem board befestigt ist. Die Deckel lassen sich von einer Maus leicht zur Seite
drehen und erlauben dem Tier einen freien Zugang zu dem darunter liegenden Loch.
Dieses Holeboard wurde nur im Cholecystokinin-Experiment verwendet.

Versuchsdurchfihrung: Der mHb-Test wird vormittags in der Ruhephase der Mause

bei einer Lichtstarke von 300 Lux durchgefiihrt. Die Verhaltensparameter werden
wahrend des laufenden Versuches direkt Uber die Tastatur in das Programm
Observer 5.0 (Noldus, Wageningen, Holland) eingegeben. Zusétzlich werden die
Versuche mit einer Kamera auf ein Videoband aufgezeichnet. Drei Tage vor dem
mHb-Test wird in jeden Kéfig ein rotes Dreieck aus Gummi (1,5x1,5x1,5cm) gelegt,
welches spater im Test als bekanntes Objekt gilt und einen Tag vor dem
Verhaltenstest wieder entfernt wird. Zu Beginn des Versuchs wird die Maus in eine
Ecke des mHb gesetzt. Nach jedem Versuchsdurchlauf von 5 Minuten wird das mHb
und die box gereinigt, um fir alle Tiere dieselben Testvoraussetzungen zu schaffen

und eine Ablenkung durch den Geruch fremder Mause auszuschliel3en.
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Verhaltensparameter werden entsprechend den friiheren Arbeiten (Ohl, Holsboer et

al. 2001) bestimmt. Da die Mause offene Flachen bei der Exploration der neuen
Umgebung meiden und bevorzugt an den Wanden entlanglaufen (dieses Phanomen
nennt man Thigmotaxis), werden die Latenz bis zum Betreten des boards, die dort
verbrachte Zeit und die Anzahl der Eintritte als Angstparameter gewertet. Stretched
attends (Strecken) sowie grooming (Putzen) stellen weitere Angstlichkeitsparameter
dar. Die generelle, ungerichtete Exploration wird durch die Anzahl von rearings (ein
Aufrichten des Korpers), die gerichtete Exploration durch die Anzahl der besuchten
Lécher und die Latenz bis zu deren Exploration erfasst. Die lokomotorische Aktivitat
wird anhand der Anzahl der Liniendbertritte (line crossings) und der Haufigkeit der
box- bzw. board- Eintritte erfasst.

Die Maus interessiert sich aufgrund ihres Explorationstriebes mehr fir ein
unbekanntes als fur ein bekanntes Objekt. Eine hdhere Frequenz und eine langere
Dauer der Exploration des unbekannten Objekts gelten als Indizien dafir, dass die
Maus sich an das bekannte Objekt erinnert. Diese Parameter dienen somit der
Erfassung des deklarativen Gedachtnisses, welches dem Abspeichern und dem

Abrufen von Informationen Uber die Umwelt dient (Squire & Zola 1996).

2.3.2.1 Der Lernkurventest
Aufbau: FiOr den Lernkurventest wird das oben beschriebene Holeboard
herausgenommen und durch ein kleineres Brett aus PVC (35x17,5x0,5cm) ersetzt,

auf welchem 10 offene Zylinder aus grauem PVC (3,2cm, 3cm hoch) in 2 Reihen

parallel angeordnet sind (Abb.6).

Abbildung 6: MHb fir die Lernkurve mit einer C57BL/6-Maus (Ubernommen von
F.Onhl).

Versuchsdurchfuhrung: Die Lernkurve wird ab 18 Uhr in der Aktivitdtsphase der

Mé&ause bei 30 Lux Lichtstarke durchgefuhrt. Zur Steigerung der Motivation werden
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die Locher mit einer Vanillelosung bestrichen. An drei Tagen vor dem Lernkurventest
wird der Maus einmal taglich ein Stiick Mandel verabreicht, damit sie sich an das
neue Futter gewohnt. Alle Locher des mHb werden mit Mandelstiickchen versehen,
und mit einem feinmaschigem Plastiknetz bedeckt, drei auf dem Netz liegende
Mandelstiicke bleiben fir die Maus als Futterbelohnung frei zuganglich. Dadurch soll
verhindert werden, dass die Tiere allein mit Hilfe ihres Geruchssinnes die
Futterbelohnung finden kdénnen. Die Nummern der besuchten Loécher werden lber
die Tastatur eingegeben.

Pro Tag werden 4 Versuche mit jeder Maus durchgefiihrt (Tab.1). Am ersten Tag
sind bei allen 4 Versuchen die mit Mandeln versehenen Lécher durch einen weil3en
Pflasterstreifen markiert, die Tiere sollen die Verknupfung zwischen der Markierung
und der Mandel herstellen. Am zweiten Tag werden die Markierungen der Ldcher
entfernt, die Mause mussen sich nun an die vormals markierten Locher erinnern und
die Mandeln finden. Am dritten und vierten Tag wird die Reihenfolge der mit den
Mandelstiickchen belegten Loécher geandert, so dass die Mause erneut die
Verknipfung zwischen der neuen Markierung und der Mandel herstellen sollen. Am
funften Tag bleibt die Reihenfolge der Markierungen vorerst unverandert, in den
letzten zwei Versuchsdurchlaufen dieses Tages wird die Futterbelohnung entfernt
und das Tageslicht angemacht, dabei wird die Stressreaktion der Tiere Uberpruft
(Tab.1).

Tag 1 2 3 4 5
Versuche 1,234 | 56,78 | 910,141,212 | 19,20
Lochersequenz 1,4,8 3,7,10 2,59

mit ohne L'ﬁht’
Bedingung mit Markierungen (I\)/Ianne-
Markierungen deln

Tabelle 1: Versuchsplanung fiur die kognitive Testung (Lernkurve). Die gleichen
Farben stellen die gleichen Versuchsbedingeungen dar.

Verhaltensparameter: Beim Lernkurventest sollen die Tiere durch die visuell-

raumliche Assoziation lernen, visuell markierte Loécher mit Futterbelohnung zu
verbinden und bevorzugt solche Locher zu besuchen.

Das deklarative, explizite Gedéachtnis speichert Informationen tber die Umgebung
und wird Uber das limbische System, v.a. den Hippocampus, vermittelt (Squire & Zola
1996). Der Besuch eines nicht markierten Loches (wrong choice) wird als ein Fehler

des deklarativen Gedachtnisses gewertet. Die nicht besuchten markierten Ldcher
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gelten als Auslassungsfehler (omissions) und stellen ebenfalls Fehler des
deklarativen Gedachtnisses dar, zeigen aber auch die Motivation der Tiere, die
Futterbelohnung zu suchen, an.

Die Veranderung der Sequenz der Locher am 3. und am 4. Tag dient dazu, den
automatisierten, nicht deklarativen Gedachtnisprozess auszuschlieen. Dieses, auch
implizit genanntes Gedachtnis umfasst unbewusst erlernte Sachverhalte wie z. B.
motorische Fertigkeiten und ist nicht an kognitive Vorgange gebunden. Es bildet sich
langsam heraus, fihrt zu einer verbesserten Losung einer Aufgabe nach vielen
Wiederholungen und wird vor allem durch die Basalganglien vermittelt (Squire & Zola
1996).

Die Wiederholungen (repeated choice), die in einem Besuch eines bereits geleerten
Loches bestanden, werden als Arbeitsgedachtnisfehler, d.h. als eine mangelnde
Fahigkeit zur zeitlich begrenzten Speicherung oder Abrufung von Informationen,
gewertet (Goldman-Rakic 1996).

Zusétzlich werden im Lernkurventest die Parameter entsprechend dem mHb mit
Objekterkennung gemessen: die Zeit in Prozent auf dem board, die Latenz des
board-Eintritts und des grooming, die Anzahl der Linienlbertritte, der stretchings und
aller Eintritte. Nach dem Auffinden der letzten Futterbelohnung oder nach der
maximalen Versuchsdauer von 5 Minuten wird der Test beendet. Somit dient die
Versuchsdauer als ein Indikator fur die Motivation und die Lernleistung der Tiere, die

umso ausgepragter sind, je schneller die Maus alle 3 futterbesetzten Locher findet.

2.3.3 Das Rotarod

Mit dem Rotarodtest, welcher 1957 eingefuhrt wurde (DUNHAM & MIYA 1957),
werden die motorische Geschicklichkeit und der Gleichgewichtssinn einer Maus
gemessen (Crawley 1999). Diese wird auf einen unbeweglichen Zylinder mit ca. 3 cm
Durchmesser aufgesetzt. Zuerst werden 2 Probedurchlaufe mit einer niedrigen
Drehzahl (5 Umdrehungen pro Minute) durchgefiihrt (Abb.7). Anschlie3end wird die
Drehzahl fir den eigentlichen Versuch eingestellt (5, 10 und 20 Umdrehungen pro
Minute). Um nicht hinunterzufallen, muss die Maus standig auf der Stelle treten.
Wenn sie auf den ca. 15 cm weiter unten befindlichen Boden fallt, wird dies von einer
automatischen Zeituhr registriert. Nach maximal 120 Sekunden wird der Zylinder
gestoppt und die nachsthdhere Frequenz eingestellt. Wir haben die Latenz bis zum

Fall bei jeder der oben genannten Frequenzen gemessen.
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Abbildung 7: Der Rotarod-Test mit zwei C57BL/6-M&ausen.

2.3.4 Temperaturmessung

30 Minuten nach der i.p. Injektion von Cholecystokinin wird unmittelbar vor dem Dark
Light Test die Temperatur der C57BL/6-Tiere gemessen, indem ein
Infrarotthermometer von Linear Laboratories (Modell TherMonitor C-1600) im
gleichen Abstand von 30 cm zum Bauch jeder auf den Tisch angelegten Maus
gehalten wird.

2.3.5 Dark-Light Test (DLT)

Aufbau: Dark-Light-Box besteht aus einem Kasten aus schwarzem PVC, in welches
die Maus am Beginn des funfminttigen Versuchs gesetzt wird, und aus einem hellen,
doppelt so grof3en Bereich aus weil3em PVC, welches zusatzlich mit einer 700 Lux
Lampe ausgeleuchtet wird (Abb.8). Beide Bereiche sind durch zwei Wéande getrennt,
in deren unterem Bereich ein verbindender Tunnel ausgespart ist. DLT wurde als
eine Methode zur Untersuchung der anxiolytischen Effekte der Benzodiazepine
eingefuhrt (Crawley & Goodwin 1980;Kilfoil, Michel et al. 1989). Er beruht auf einem
Konflikt zwischen der angeborenen Abneigung der Nagetiere, sich in hell
erleuchteten Arealen aufzuhalten und dem Drang, eine neue Umgebung zu

explorieren (Hascoet, Bourin et al. 2001).
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Abbildung 8: Dark-Light Box mit einer C57BL/6 Maus.

Verhaltensparameter: Die Angstlichkeit der Tiere wird anhand der Aufenthaltsdauer

in der hellen, in der dunklen Box oder im Tunnel sowie anhand der Anzahl der
stretched attends und der Dauer des grooming-Verhaltens gemessen. Die
Exploration wird durch die Zahl der rearings und die Haufigkeit des Wechsels
zwischen den Boxen erfasst, sie wird durch die Angstlichkeit und die lokomotorische

Grundaktivitat des Mausstamms beeinflusst (Bourin & Hascoet 2003).

2.3.6 Forced swimming Test (FST)

Aufbau: Dieser Test, der einen physischen mit einem psychischen Stressor
kombiniert, gilt als klassischer Test zum Screening von Antidepressiva (Porsolt,
Bertin et al. 1977). Die Maus wird in ein Becherglas gesetzt (&J12,5cm), welches bis
zur Hoéhe von 12 cm mit 23°C warmem Leitungswasser gefullt ist. Die Maus kann
dabei nicht den Boden des Glases berihren oder aus dem Glas klettern (Abb.9).
Versuchsdurchfihrung: Der Versuch wird vormittags zwischen 6:30 und 9:00 Uhr

durchgefuhrt. Das Verhalten der Maus wird auf einem Videoband festgehalten und
gleichzeitig mit dem Programm Observer 5.0 (Noldus, Wageningen, Holland) auf

einem Computer registriert.
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Abbildung 9: Forced Swimming Test: (A) mit einer schwimmenden, (B) mit
einer passiv treibender (floating) C57BL/6-Maus.

Im FST wird die Zeit in Prozent bei 3 mdglichen Verhaltensparametern gemessen.

Die aktivste Stress-Coping-Strategie stellt das Klettern (struggling) dar, wobei die
Maus stoRBweise alle 4 Pfoten bewegt; die Vorderpfoten erheben sich Uber die
Wasseroberflache, der Korper ist senkrecht im Wasser: die Maus versucht aktiv, zu
entkommen. Beim Schwimmen (swimming) bewegt die Maus gleichm&Rig die
Hinterpfoten bei waagrechter Korperhaltung im Wasser, die Vorderpfoten werden
dabei meist vor die Brust gelegt (Abb.9 A). Floating oder Immobilitat gilt als passive
Stressbewaltigungstrategie (Cryan, Markou et al. 2002), dabei lasst sich die Maus
passiv im Wasser treiben, nur leichte Bewegungen einzelner Pfoten dienen der
Aufrechterhaltung des Gleichgewichts (Abb.9B). Die Abnahme der floating-Zeit
korreliert mit der klinischen Wirkung der Antidepressiva (Porsolt, Bertin et al. 1977).
Wir fuhrten den FST nach dem EPM-Test durch, da FST als ein Versuch mit hoher
Stresskomponente das Ergebnis eines nachfolgenden EPM negativ beeinflussen
konnte (Andreatini & Bacellar 1999).

2.4 Blut- , Hirn- und Organentnahme

Im Experiment mit chronischer Vitamin D-Gabe werden die Mause 3 Stunden nach
dem FST zur Untersuchung der HPA-Achsenparameter nach einer Stresserfahrung
oder 5 Tage nach dem Lernkurventest zur Bestimmung der Basalwerte der HPA-
Achse, im Experiment mit der Kombinationsbehandlung 3 Stunden nach dem FST
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getotet. Die Tiere werden in einem separaten Raum mit Isofluran (Curamed Pharma,
Karlsruhe, Deutschland) kurz anasthesiert und rasch dekapitiert. Das Thorakalblut,
das spater der ACTH-, Corticosteron- und eventueller Calcium- und
Paroxetinbestimmung dient, wird in einem gekuhlten heparinisierten Réhrchen
aufgefangen und auf Eis gelagert. Dieser Prozess muss vor dem taglichen
physiologischen Anstieg des ACTH- und Corticosteronspiegels gegen 11 Uhr
abgeschlossen sein (Atkinson & Waddell 1997). Das gewonnene Blut wird bei 4°C 15
Minuten lang bei 3000 U/Min zentrifugiert und das Plasma abpipettiert. Fur die
Corticosteronbestimmung werden 10 pl mit 1,4 ml PBS (Phosphat Buffer Saline)
vermischt; fir die ACTH-Messung werden 50 pl Plasma in eine Eppendorf-Tube
entnommen, der Rest wird fir die sofortige Calciumbestimmung herangezogen. Die
anderen Proben werden bis zur weiteren Analyse bei -20°C gelagert. Alle Gruppen
eines Experimentes werden im selben Ansatz gemessen.

Das Gehirn wird herausprapariert, im -30°C kaltem Methylbutan (RothGmbH,
Karlsruhe, Deutschland) fixiert und auf Trockeneis bei -80°C schockgefroren und
gelagert. Zusatzlich werden den Mausen nach einem queren Bauchschnitt ein Stlick
der Leber sowie eine Niere zur Beurteilung der eventuellen pathologischen

Verkalkungen durch die Vitamin D-Behandlung entnommen.

2.5 Radioimmunoassay (RIA)

Zur quantitativen Bestimmung von ACTH und Corticosteron im Blutplasma der
Mause wurde das Radioimmunoassay (RIA) verwendet. Bei diesem Verfahren wird
das zu messende Antigen zusammen mit einer bekannten Menge des radioaktiv
markierten Antigens mit einem spezifischen Antikérper zusammengebracht. Die
beiden Antigene konkurrieren dabei um dieselbe Bindungsstelle am Antikdrper. Nach
der Zentrifugation und dem Dekantieren der ungebundenen Antigene wird durch die
Zugabe eines zweiten Antikorpers (sog. Doppelantikbrpermethode) die radioaktive
Strahlung mit Hilfe eines Gammazéhlers gemessen.

FUr den quantitativen Test muss zunachst eine geeignete Konzentration von
Antikdrpern bestimmt werden. Dazu wird flr das entsprechende Serum eine
Verdinnungsreihe angelegt. Mit Hilfe einer Reihe von Inkubationen mit bekannten
Konzentrationen des Antikérpers wird die Standardkurve zur Bestimmung der

Konzentration einer Substanz in Proben erstellt.
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Plasma-Corticosteron und Plasma-ACTH werden mit einem kommerziell erhaltlichen
Radioimmunoassay Kit (ImmuChem Double Antibody Corticosteron bzw. humanes
Adrenocorticotropes Hormon (hACTH), Biomedicals Germany GmbH, Eschwege)
gemessen. Die ermittelten Bindungswerte in Prozent werden in einem
halblogarithmischen Diagramm gegen die ACTH- oder Corticosteronkonzentration
aufgetragen. Je hoher die Konzentration des Antigens im Serum war, desto weniger
radioaktiv markiertes Antigen kann gebunden werden. Aus der Standardkurve kann
man die Konzentration der Substanz im Serum ableiten. Das Intra-Assay-
Variationskoeffizient betragt ca. 7% fur Corticosteron und 5% fir ACTH, die Inter-

Assay-Prazision ca. 7% flr Corticosteron und 7% fir ACTH.

2.6 In-situ Hybridisierung

Die Hirne werden am Kryostat (Reichert-Jung, 2800 Frigocut E) bei -16°C in 18 pum
dicke Schichten geschnitten, die folgende Strukturen einschliessen: PVN, SON,
Amygdala und Hippocampus. Die Schnitte werden auf Superfrost Plus Objekttrager
aufgezogen (Super Frost Plus, Menzel Glaser, Merck, Ismaning, Deutschland). Zum
Schutz vor Kondenswasserbildung werden sie dann auf einer Warmeplatte (30°C)
entdampft und fur die weitere Verwendung bei -80°C aufbewahrt.

Die In-situ-Hybridisierung beruht auf der Bindung einer radioaktiv markierten cDNA-
oder cRNA-Probe an eine komplementare Nukleinsduresequenz, die dann
radiographisch  sichtbar gemacht und mittels eines computergestiitzten
Bildanalyseverfahrens quantitativ ausgewertet wird. Somit kann bei Kenntnis der
Nukleinsduresequenz die mMmRNA-Expression eines beliebigen Gens bestimmt
werden.

Die von uns verwendeten *S-UTP (CRH)- oder **S-ATP (AVP)-markierte cRNA-
Proben binden an die entsprechende komplementare CRH- und AVP-Sequenz. Fur
AVP wird z. B. die folgende cDNA Probe verwendet: 5-GCA GAA GGC CCC GGC
CGG GTC CAG CTG CGT GGC GTT GCT CCG GTC-3', die am 3’ Ende radioaktiv
markiert, dann mit tRNA, Wasser, Ammoniumacetat und Ethanol gereinigt und Uber
Nacht bei -20°C eingefroren wird. Am nachsten Tag wird der Hybridisierungsmix auf
die Objekttrager mit Hirnschnitten aufgetragen, wobei je 2 Objekttrager im Sandwich
zueinander gelagert werden. Nach einer Inkubationszeit von 20 Stunden bei 42°C
werden die Objekttrager je 4 Mal 15 Minuten lang in standard saline citrat und ddH,O

gewaschen, in vergdalltem Ethanol dehydriert und an der Luft getrocknet. Die
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entstehende Bindung der cRNA-Probe an die Hirnschnitte wird radioaktiv
nachgewiesen und auf Kodak Biomax Filmen (Eastman Kodak Co, Rochester, NY)
sichtbar gemacht. Die quantitative Analyse erfolgt unter der Verwendung eines

Bildanalyseprogramms NIH Image (http://rsb.info.nih.gov) durch die automatische

Messung der optischer Dichte, die der Anzahl der Silberkdrner proportional ist. Das
ausfuhrliche Vorgehen ist bei (Schmidt, Oitzl et al. 2003) beschrieben.

2.7 Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC)

Die Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC) diente in unseren Versuchen
der Paroxetinbestimmung (Eisensamer, Uhr et al. 2005). Bei dieser Methode wird
das Analysat mit Hilfe eines Losungsmittels in seine Einzelsubstanzen aufgetrennt.
Die Probe wird Uber einen Injektor in die Probenschleife eingespritzt und bei
konstanter Flussgeschwindigkeit durch die Saule transportiert. Die Trennung der
Komponenten erfolgt durch die unterschiedliche Affinitat der Substanzen an die
stationdre Phase. Je starker sie ist, desto spater tritt die Substanz aus der
chromatographischen Saule aus. Die Substanzen werden konzentrationsabhéngig
detektiert und mit Hilfe eines Schreibers sichtbar gemacht.

Nach dem Auftauen der Plasmaproben werden 0,1 ml einer Standardldsung und 1 ml
des 2 M NaOH Puffer zu 0,4 ml Plasma addiert und durchmischt. Danach werden 5
ml n-Hexan mit 1,5% Isoamylalkohol zugegeben und die Proben 20 Minuten lang bei
Raumtemperatur durchmischt. Nach 15-minttigen Zentrifugation bei 4000 rpm wird
der Aufsatz in ein R6hrchen mit 0,25 ml der 0,18 M Phosphorséure zugegeben, 20
Minuten lang durchmischt und bei 4000 U/min 10 Minuten lang zentrifugiert. Die
organische Schicht wird verworfen und gleicher Anteil der wassrigen Phase wird in
die chromatographische Saule injiziert. Die Extraktionsrate betragt tGber 80%. Die
mobile Phasen A (0,22% Orthophosphorsaure, mit 6 M NaOH auf pH 3,5 gebracht)
und B (Acetonitril) werden 15 Minuten lang in einem Ultraschallbad dekantiert. Die
Saulentemperatur betragt 60°C und der Fluss der mobilen Phase 1,0 ml/min. Der
Mobilphasengradient wird fir die chromatographische Analyse von Paroxetin
verwendet, welches durch Fluoreszenz bei 220/305nm Wellenlange bestimmt wird.
Fir HPLC-Analyse wurden ein Merck L-7480 Fluoreszenzdetektor (Darmstadt,
Germany) und eine Beckman Gradientenpumpe 126 mit einem Autoinjektor 508
verwendet. Die Trennungen wurden an der Saule von Phenomenex, Torrance, USA,

durchgeflhrt.


http://rsb.info.nih.gov/
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2.8 Statistik

Die statistischen Auswertungen wurden mit Hilfe der Software ,SPSS 12.0"
durchgefuhrt. Alle ermittelten Daten werden mit einer 1-Faktoren- (Behandlung), 2-
Faktoren- (Stamm und Behandlung) oder Mehrfaktorenvarianzanalyse (Stamm,
Behandlung und Versuch) analysiert. Die post-hoc ANOVA bzw. der Bonferroni-Test
wurden im Falle einer Signifikanz durchgefuhrt. Die Lernkurvendaten wurden als
multivariate ~ Varianzanalyse mit  Messwiederholung fir jede einzelne
Versuchsbedingung ausgewertet, um den Einfluss von drei Faktoren Stamm,
Behandlung und Wiederholung auf das Lernverhalten aufzudecken. Als signifikant
wurde ein Unterschied gewertet, wenn p<0.05 war.

2.9 Experimentenprotokolle
2.9.1 Experiment 1. Auswirkung einer akuten systemischen CCK8-Gabe auf das
Verhalten der C57BL/6-Mause
Wir untersuchten, ob eine systemische Gabe von CCK8, der im Saugerhirn am
haufigsten vorkommenden und im Laufe der Evolution am starksten konservierten
und langlebigsten Form von Cholecystokinin, eine Paniksymptomatik bei M&usen
auslost. Nach einer akuten i.p. Gabe von 2, 5 und 10 pg/kg Korpergewicht CCK8
oder Vehikel an je 10 C57BL/6-Mause wurden jeweils 30 Minuten nach der Injektion
folgende Tests an randomisierten Tieren durchgefuhrt:

e Modifiziertes Holeboard

e 5 Tage spater EPM

e 9 Tage spater Temperaturmessung und DLT.

2.9.2 Experiment 2: Auswirkung einer chronischen oralen Vitamin D-Gabe auf
das Verhalten der C57BL/6- und DBA/2-Mause
In unseren Experimenten untersuchten wir mit Hilfe verschiedener
Verhaltensparadigmen den Einfluss einer chronischen Vitamin D-Gabe auf das
Verhalten von zwei unterschiedlich  angstlichen Mausstammen. Nach
Futtergewdhnung bekamen 20 Tiere jedes Stamms 1 pg/kg/d Vitamin D und 20
weitere Tiere jedes Stamms Vehikel. Von jeder dieser Gruppen wurden 10 Tiere
folgender Versuchsreihe zugefuhrt:

e EPM-Test am 19.Tag der Behandlung,

e Rotarod am 21.Tag der Behandlung,
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e FST, Blut-, Organ- und Hirnentnahme am 22.Tag.
Mit den 10 restlichen C57BL/6-Tieren jeder Gruppe wurde zwischen dem 18. und 22.
Behandlungstag der Lernkurventest durchgefiihrt. Bei dem DBA/2-Stamm gab es 11
Vitamin D- und 9 Vehikeltiere im Lernkurventest. Die Blut-, Hirn- und Organentnahme

erfolgte am 27.Tag nach der fortgesetzten Behandlung.

2.9.3 Experiment 3: Auswirkung einer chronischen oralen Vitamin D- und / oder
Paroxetin- Gabe auf das Verhalten der C57BL/6- und DBA/2-Mause
Wir untersuchten den Einfluss eines SSRI auf das Angstverhalten und Stress-coping
sowie auf die HPA-Achsen-Regulation bei zwei emotional unterschiedlichen
Mausstammen und priften, ob die alleinige oder additive Gabe von Vitamin D das
Verhalten bei diesen Tieren beeinflusst. Es gab folgende Behandlungsgruppen in
jedem Stamm:

e 10 Tiere erhielten Vehikel,

e 10 Tiere erhielten 5 pg/kg/d Vitamin D oral mit dem Futter,

e 10 Tiere erhielten 20 mg/kg/d Paroxetin oral via Trinkwasser,

e 10 Tiere erhielten sowohl 5 pg/kg/d Vitamin D als auch 20mg/kg/d Paroxetin.
Alle diese Gruppen wurden folgender Versuchsreihe zugefihrt:

e EPM-Test am 19.Tag der Behandlung

e Rotarod am 21.Tag der Behandlung

e FST und Blut-, Organ- und Hirnentnahme am 22.Tag.

2.9.4.1 Experiment 4.1: Auswirkung einer chronischen oralen Vitamin D-Gabe
auf basale und stressinduzierte HPA- und HNS-Achsen-Regulation der
C57BL/6- und DBA/2-Méause

In diesem Experiment untersuchten wir, ob die Verhaltensunterschiede beider
Stamme sowie die Verhaltenseffekte von Vitamin D sich in Verdnderungen der
Parameter der HPA-Achse widerspiegeln. Fiur dieses Experiment wurden das Blut
und die Gehirne der Mause aus dem Experiment 2 verwendet. Der ACTH- und der
Corticosteron-Spiegel im Blut wurden basal (Lernkurventiere) und 3 Stunden nach
dem FST-Stress gemessen. An den Hirnschnitten wurden sowie die CRH-Expression
im PVN und in der Amygdala und die AVP-Expression im SON und im PVN

bestimmt.
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2.9.4.2 Experiment 4.2: Beeinflussung der HPA- und der HNS-Achse durch eine
chronische Vitamin D- und / oder Paroxetin-Gabe bei den C57BL/6- und DBA/2-
Mausen

Analog dem vorhergehenden Experiment untersuchten wir die Parameter der HPA-
Achse bei den beiden Stammen und allen Behandlungsgruppen. Wir untersuchten
die Auswirkung chronischer Vitamin D- und / oder Paroxetinbehandlung auf die HPA-
Achse. Dafur wurden das Blut und die Gehirne der Méause aus dem Experiment 3
verwendet. Der ACTH- und der Corticosteronspiegel im Blut wurden nach dem FST-
Stress gemessen. An den Hirnschnitten wurden die CRH-Expression im PVN und in

der Amygdala sowie die AVP-Expression im SON und im PVN bestimmt.
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3.1 Experiment 1: Auswirkung einer akuten systemischen CCKS8-

Gabe auf das Verhalten des C57BL/6-Stamms
3.1.1 Modifiziertes Holeboard
Die  MANOVA zeigte keinen signifikanten Behandlungseffekt (Wilks’Lambda:
F39.60=0,939, p=0,868). Die ANOVA zeigte keinen signifikanten Behandlungseffekt fur

die Latenz des board-Eintritts, die Zeit in Prozent auf board, die Anzahl der board-

und aller Eintritte, die Anzahl der rearings und der Locherexploration, der

LinienUbertritte, die Zeit in Prozent und die Latenz vor der Exploration und die Ratio

der mit bekanntem zu unbekanntem Objekt verbrachten Zeit, die Anzahl von

stretchings und die Zeit in Prozent grooming (Tab.2).

Verhaltensparameter Vehikel (n=10) 2ug/kg_CCK8 5 plg/kg CCKS8 |10 pg/kg )
(n=10) (n=10) CCKS8 (n=9)
Latenz board [s] 58,04+9,67 43,74+10,97 37,5145,13 40,48+12,48
Eintritte board 12,70+2,26 11,50+1,32 14,50+2,34 12,00+1,96
board [%] 17,28+4,65 13,62+1,87 14,94+2,05 13,15+3,03
Anzahl rearings 20,30+3,21 24,30+1,89 27,00+2,68 25,70+2,82
Liniendibertritte 86,70+8,38 105,20+4,37 102,80+5,51 100,00+6,96
Eintritte board/box 33,20+4,34 30,80+2,72 36,60+4,50 31,20+3,73
Locherexploration 29,20+3,27 24,10+3,34 26,00+3,36 22,60+3,37
unbek. Objekt [%] 1,3640,24 1,1640,20 1,2140,20 0,73£0,12
Latenz unbek. Obj [s] 74,80+15,75 50,52+10,39 83,50+17,24 69,55+20,38
bekanntes Objekt [%] 0,56+0,11 0,68+0,13 0,75+0,25 0,58+0,14
Latenz bek. Obj [s] 78,46+19,76 96,33+20,85 118,26+28,44 75,52+25,99
Ratio bekanntes/
unbekanntes Objekt 0,65+0,18 0,66+0,09 0,60+0,16 0,91+0,20
Anzahl stretchings 0,70+0,33 0,50+0,27 0,20+0,13 0,10+0,10
grooming [%] 0,66+0,18 0,96+0,27 0,44+0,16 0,99+0,21

Tabelle 2:

Verhaltensparameter

von C57BL/6-Mausen
Holeboard in Abhangigkeit von der Behandlung mit CCK8. Die Daten sind als
Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt.

im modifizierten
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3.1.2 Elevated Plus Maze

Die MANOVA zeigte keinen signifikanten Behandlungseffekt (Wilks'Lambda:
F3377=0,828, p=0,723). Die ANOVA zeigte keine signifikanten Effekte fur die Anzahl
und die Latenz der Eintritte in die offenen und die geschlossenen Arme und auf die
Plattform, die Zeit in Prozent auf den offenen Armen, die Zeit in Prozent auf den
geschlossenen Armen, auf der Plattform und die mit dem Putzen (grooming)
verbrachte Zeit, die Anzahl von rearings, stretchings und head dips (Tab.3).

Verhaltensparameter X]e:hlilé)e ! (Z#ﬂlé? CCK8 |15 “g(/rlfglg)c K810 “%t%)CCK
Eintritte in offene Arme |15,0040,82  |17,30+1,65 |14,20+1,48  |16,80+1,10
Zeit offene Arme [%] |24,34+3,39 |27,66+522  |32,0646,32  |31,74+5,36
Eintritte geschl. Arme  |14,90+0,95  |12,80+1,47  |11,50+1,46  |13,40+1,93
Zeit geschl. Arme[%]  |44,9143,18  |36,57+4,91  |33,7045,24 |37,35+5,34
Eintritte Plattform 26,20+1,15 |25,80+1,36  |20,70+2,03  |25,00+1,84
Zeit Plattform [%] 24,82+0,99 |2585+2,81 |23,08+374 |19,81+2,22
Latenz offene Ame [S]| 13 511749 |10,08+3.37  |848+332  |4,70+1,58
Anzahl von rearings 9,60+1,41 8,10+1,15 6,00+1,20 9,90+1,50
Anzahl von head dips [11,90+1,40 [14,50+2,59 |12,70+1,67 |14,10+2,32
grooming [%] 2,18+0,63  |1,42+40,41  |2,53+174  |2,01+0,26
Anzahl von stretchings |2,10+0,62  |1,3040,54  |0,90+0,46  |1,70+0,50

Tabelle 3: Verhaltensparameter von C57BL/6-Méausen auf dem EPM in
Abhangigkeit von der akuten i.p. Behandlung mit CCK8. Die Daten sind als
Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt.

3.1.3 Temperatur und Dark Light Test

Die MANOVA zeigte keinen signifikanten Behandlungseffekt im DLT (Wilks’Lambda:
F2479=0,727, p=0,809). Die ANOVA zeigte keinen signifikanten Behandlungseffekt fir
die Zeit in Prozent im dunklen Raum, die Zeit in Prozent im hellen Raum, die mit
grooming verbrachte Zeit, die Anzahl der Eintritte in den dunklen oder in den hellen

Raum, die Anzahl von rearings oder die Temperatur (Tab.4).
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Parameter V(ﬁk;ii(oe)l 2 ug(/rll<glg)CK8 5 pg(/rlfglg)CK8 10 ug(jrllli%)CCK
Temperatur [°C] | 27,50+0,23 | 27,48t0,15 | 27,71#0,12 | 27,50%0,13
Ei”t”ngr;‘]”k'er 19,90+1,17 | 19,33+1,49 | 17,6040,90 | 19,10+1,79

zeit d“”['(f/'(ﬁr RAUM | 53634343 | 46,97+4,84 | 52,85+560 | 57,48+5,29
Eintritte heller Raum | 15,10+1,58 | 1544+1,80 | 13,00£1,45 | 12,00+2.19
Zeit heller Raum [%] | 33,25:3,76 | 38,58+5,05 | 30,98+4,86 | 29,1615,48
Anzahl von rearings | 34,40+4,35 34,78+4,30 28,50+4,82 27,00+3,89

Tabelle 4: Verhaltensparameter von C57BL/6-Méausen im DLT sowie die
Temperatur in Abhangigkeit von der akuten i.p. Behandlung mit CCK8. Die
Daten sind als Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt.

3.2 Experiment 2: Auswirkung einer chronischen oralen Vitamin D-
Gabe auf das Verhalten der C57BL/6- und der DBA/2-Mause

3.2.1 Calciumspiegel

Alle Tiere wurden in die Analyse eingeschlossen. Der Calciumspiegel war bei allen
C57BL/6-Tieren signifikant hoher als bei den DBA/2-Mausen (F166=4,159, p=0,045),

er wurde aber bei beiden Stammen nicht von der Behandlung beeinflusst (Tab.5).

Calciumspiegel (mmol/l) |C57BL/6-Tiere DBA/2-Tiere

Vehikel 2,52+0,03 * (n=20) 2,41%0,04 (n=14)

1 pg/kg Vitamin D 2,49+0,04 ? (n=20) 2,4510,03 (n=16)

Tabelle 5: Der Einfluss der chronischen Vitamin D-Behandlung auf den
Calciumspiegel bei dem C57BL/6- und dem DBA/2-Stamm. Zsignifikanter
Stammefekt (ANOVA, p<0,05).

3.2.2 Elevated Plus Maze am 19. Tag

Die MANOVA zeigte einen signifikanten Stammeffekt (Wilks’Lambda: F121=23,683,
p<0,0001), aber keinen signifikanten Behandlungseffekt. Bei der univariaten
Varianzanalyse zeigte sich, dass die DBA/2-Tiere sich signifikant l&anger in den
geschlossenen (F136=141,253, p<0,0001) und signifikant weniger in den offenen
Armen (Fp3s= 36,753, p<0,0001) (Abb.10), auf dem offenen Ende (Fi3s= 11,653,
p=0,002) und auf der Plattform (F; 3= 11,833, p=0,001) (Abb.11) als die C57BL/6-
Mause aufhielten, was auf ihre groRere Angstlichkeit hinweist. Die DBA/2-M&use
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betraten friher die geschlossenen Arme (Fi3s= 4,758, p=0,036) und spater das
offene Ende (Abb.12) als die C57BL/6-Mé&ause (F1 3s=4,996, p=0,032). Die Anzahl der
head dips war bei den C57BL/6-Tieren grol3er als bei den DBA/2-Méausen
(F136=48,793, p<0,0001) (Abb.13). Die DBA/2-Méause machten friher (F136=45,325,
p<0,0001) und haufiger (F136=58,996, p<0,0001) rearings als die C57BL/6-Mause
(Abb.13). Die Ratio der Eintritte in die offenen Arme zu allen Eintritten war bei den
DBA/2-Tieren kleiner als bei den C57BL/6-Mausen (Fi3s= 25,038, p<0,0001)
(Abb.14). Die C57BL/6-Mause machten insgesamt mehr Armeintritte als die DBA/2-
Tiere (F13=8,034, p=0,007) (Abb.14). Die DBA/2-Mause putzten sich signifikant
langer (F136= 32,723, p<0,0001) und signifikant friher (F1 3= 39,035, p<0,0001) als
die C57BL/6-Mause (Abb.15). Die DBA/2-Mause machten signifikant spater
stretchings (F136=8,737, p=0,005) als die C57BL/6-Mause (Abb.16).
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Abbildung 10: Zeit auf den geschlossenen und offenen Armen der C57BL/6-
und DBA/2-Tiere in Abh&ngigkeit von der Behandlung mit 1 pg/kg Vitamin D.
*signifikanter Stammeffekt (p<0,05).
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Abbildung 11: Zeit auf dem offenen Ende und auf der Plattform des EPM der

C57BL/6- und DBA/2-Tiere in Abhéangigkeit von der Behandlung mit 1 pg/kg
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Abbildung 12: Latenz des Eintritts in die geschlossenen Arme und in das
offene Ende des EPM durch C57BL/6- und DBA/2-Tiere in Abh&éngigkeit von der
Behandlung mit 1 pg/kg Vitamin D. *signifikanter Stammeffekt (p<0,05).
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Abbildung 13: Anzahl der head dips und der rearings der C57BL/6- und DBA/2-
Tiere in Abhangigkeit von der Behandlung mit 1 pg/kg Vitamin D. *signifikanter
Stammeffekt (p<0,05).
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Abbildung 14: Ratio der Eintritte in die offene Arme zu allen Eintritten und die
Anzahl aller Eintritte der C57BL/6- und DBA/2-Tiere in Abh&ngigkeit von der
Behandlung mit 1 pg/kg Vitamin D. *signifikanter Stammeffekt (p<0,05).
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Abbildung 15: Latenz und Dauer des groomings der C57BL/6- und DBA/2-
Mause in Abhéangigkeit von Behandlung mit 1 pg/kg Vitamin D. *signifikanter
Stammeffekt (p<0,05).
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Abbildung 16: Latenz des stretchings der C57BL/6- und DBA/2-Mause in
Abhangigkeit von Behandlung mit 1 pg/kg Vitamin D. *signifikanter Stammeffekt
(p<0,05).

3.2.3 Rotarod am 21. Tag

Die dreifaktorielle ANOVA (Stamm x Behandlung x Umdrehungszahl) zeigte, dass
die C57BL/6-Mause signifikant langer auf dem Rotarod bleiben konnten als die
DBA/2-Tiere (F1,10s= 33,500, p<0,0001). Die zunehmende Anzahl der Umdrehungen
des Rotarods verringerte signifikant die Latenz des Falls bei den beiden Stammen
(F2108=40,107, p<0,0001) (Abb.17). Im post-hoc Bonferroni war der Unterschied
zwischen den Latenzen bei einzelnen Umdrehungszahlen immer signifikant mit
p<0,0001 zwischen 5 und 20 U/Min und zwischen 10 U/min und 20 U/min oder
p=0,001 zwischen 5 und 10 U/min. Es zeigte sich eine signifikante Interaktion
zwischen dem Stamm und der Behandlung (Fi110s=7,380, p=0,008): nur bei den
C57BL/6-Mausen zeigte Vitamin D einen Effekt bei 10 U/min (F115=13,155, p=0,002).
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Abbildung 17: Latenz bis zum Fall der C57BL/6- und DBA/2-M&use in
Abhangigkeit von der Umdrehungszahl des Rotarod und der chronischen
Vitamin D-Behandlung mit 1 pg/kg Vitamin D. *signifikanter Stammeffekt,
#signifikanter Behandlungseffekt bei den C57BL/6-Mausen (ANOVA, p<0,05).

3.2.4 Forced Swimming Test am 22. Tag

Die MANOVA zeigte einen signifikanten Stammeffekt (Wilks’Lambda:F¢3:=9,886,
p<0,0001) und eine signifikante Interaktion Stamm-Behandlung (Wilks’Lambda:
Fe31=2,673, p=0,033), aber keinen signifikanten Behandlungseffekt.

In der univariaten Varianzanalyse zeigte sich, dass die DBA/2-Tiere signifikant langer
immobil waren als die C57BL/6-Mause (F13=7,950, p=0,008) (Abb.18). Die
C57BL/6-Mause Kkletterten dagegen mehr (F136= 32,396, p<0,0001) (Abb.20). Die
DBA/2-Mause schwammen friher als die C57BL/6-Tiere (F136=15,383, p<0,0001)
(Abb.19).

Die ANOVA zeigte eine signifikante Interaktion Stamm x Behandlung fur die Dauer
(F136=5,565, p=0,024) und die Latenz des Schwimmens (F13=9,288, p=0,004). Die
post-hoc Tests zeigten einen signifikanten Behandlungseffekt bei den C57BL/6-
Mausen (Wilks'Lambda: Fg13=4,533, p=0,011), speziell fir die Zeit in Prozent des
Schwimmens (F;18=5,305, p=0,033) und die Latenz des Schwimmens (F;15=6,218,
p=0,023) (Abb.19).
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Abbildung 18: Dauer und Latenz der Immobilitat der C57BL/6- und DBA/2-
Mause in Abhangigkeit von der Behandlung mit Vitamin D. *signifikanter
Stammeffekt (p<0,05).
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Abbildung 19: Dauer und Latenz des Schwimmens der C57BL/6- und DBA/2-
Méause in Abhé&ngigkeit von der Behandlung mit Vitamin D. #signifikanter
Behandlungseffekt (p<0,05), *signifikanter Stammeffekt (p<0,05).
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Abbildung 20: Dauer des Kletterns der C57BL/6- und DBA/2-Mause in
Abhéangigkeit von der Behandlung mit Vitamin D. *signifikanter Stammeffekt
(p<0,05).
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3.2.5 Die Lernkurve

Unter einer Bedingung verstehen wir im Folgenden eine Versuchsbedingung, die in
Tab.1 farbig markiert ist. Die ersten 3 Bedingungen umfassen jeweils die 4
Lernkurvenversuche eines Tages, die jedes Tier durchlaufen musste. Die 4.
Bedingung beinhaltet alle 4 Versuche des 4. Tages und die ersten 2 Versuche des
5.Tages. Die 5. Bedingung beinhaltet die letzten 2 Versuche des 5.Tages mit
eingeschaltetem Licht ohne Mandeln (Tab.1).

Die Pfeile in den Graphen zeigen die Veranderungen der Versuchsbedingungen an.
Erster Pfeil bedeutet die Entfernung der Markierungen; zweiter und dritter eine neue
Reihenfolge der Markierungen, der vierte das Einschalten von Licht mit

Mandelentfernung (Tab.1).

3.2.5.1 Anzahl der Fehler (wrong choice) (Abb.21)

Bedingung 1: Die MANOVA zeigte, dass die C57BL/6-Mause signifikant haufiger
Fehler machten als die DBA/2-Mause (F1 36=27,89, p<0,0001), sie ergab aber keinen
signifikanten Behandlungs- oder Versuchseffekt.

Bedingung 2: Die MANOVA zeigte, dass die C57BL/6-Mause signifikant haufiger
Fehler machten als die DBA/2-Tiere (F136=5,38, p=0,026), sie zeigte auch einen
signifikanten Versuchseffekt (Fs 10s=63,66, p<0,0001).

Bedingung 3: Die MANOVA zeigte, dass die C57BL/6-Mause signifikant haufiger
Fehler machten als die DBA/2-Tiere (F13s=14,00, p=0,001), sie zeigte auch einen
signifikanten Versuchseffekt (Fsz 108=3,16, p=0,028) mit Abnahme der Fehler im Laufe
der Versuche.

Bedingung 4: Die MANOVA zeigte keinen signifikanter Stamm-, Behandlungs- oder
Versuchseffekt, aber eine signifikante Stamm x Versuch-Interaktion (Fs1g0=4,39,
p=0,001). Nur bei den DBA/2-Mausen zeigte sich ein Versuchseffekt (Wilks’Lambda:
Fs15=1,841, p=0,012).

Bedingung 5: Die MANOVA zeigte keine signifikanten Stamm-, Versuchs- oder
Behandlungseffekte.
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Abbildung 21: Anzahl der Fehler im kognitiven Test bei den C57BL/6- und

DBA/2-Mausen. *signifikanter Stammeffekt (ANOVA, p<0,05). Die Pfeile zeigen
Veranderungen der Versuchsbedingungen an (Tab.1).

3.2.5.2 Auslassung eines belegten Lochs (omission) (Abb.22)

Bedingung 1: Die C57BL/6-Mause lie3en signifikant mehr Locher aus als die DBA/2-
Mause (F136=18,06, p<0,0001). Mit Versuchswiederholungen nahmen die
Auslassungen bei den beiden Stdammen signifikant ab (F310s=15,19, p<0,0001).
Bedingung 2: Die MANOVA zeigte, dass die C57BL/6-Mause immer noch signifikant
mehr belegte Locher ignorierten als die DBA/2-Méause (Fi136=26,31, p<0,0001). Es
zeigte sich auch ein signifikanter Versuchseffekt (F310s=3,20, p=0,026) ohne eine
signifikante Interaktion. Der Behandlungseffekt war in der MANOVA nicht signifikant.
Bedingung 3: Die MANOVA zeigte einen signifikanten Stammeffekt mit mehr
Auslassungen bei den C57BL/6-Mausen (Fi3s= 36,61, p<0,0001). Weder der
Behandlungs- noch der Versuchseffekt waren signifikant.

Bedingung 4: Die MANOVA zeigte einen signifikanten Stammeffekt mit mehr
Auslassungen bei den C57BL/6-Mausen (Fi3= 11,01, p=0,002) mit signifikanter
Stamm x Versuch x Behandlungs-Interaktion (Fs 1s0= 2,33, p=0,045). Die Behandlung

hatte nur beim ersten (p=0,038) und beim flnften Versuch (p=0,032) einen
signifikanten Effekt mit Abnahme der Auslassungen durch die chronische Vitamin D-

Einnahme. Diese Versuche entsprachen jeweils einem Tagesbeginn.
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Bedingung 5: Die MANOVA zeigte einen signifikanten Stammeffekt mit mehr
Auslassungen bei den C57BL/6-Méausen (F; 3= 20,50, p<0,0001). Die Behandlungs-

und Versuchseffekte waren nicht signifikant.
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Abbildung 22: Anzahl der Auslassungen bei den C57BL/6- und den DBA/2-
Mausen. *signifikanter Stammeffekt; #signifikanter Behandlungseffekt (ANOVA,
p<0,05). Die Pfeile zeigen Veranderungen der Versuchsbedingungen an (Tab.1).

3.2.5.3 Anzahl der Lochbesuche (hole number) (Abb.23)

Bedingung 1: Die MANOVA zeigte einen Versuchseffekt mit einer stetigen Zunahme
der Lochbesuche (F310s=17,56, p<0,0001). Die Stamm- und Behandlungseffekte
waren nicht signifikant.

Bedingung 2: Die MANOVA zeigte einen signifikanten Stammeffekt: die DBA/2-
Méause besuchten signifikant mehr Locher als die C57BL/6-Tiere (Fi36=4,63,
p=0,038). Es zeigte sich auch eine signifikante Stamm x Versuch-Interaktion (F3 10s=
3,08, p=0,030). Weder Behandlungs- noch Versuchseffekte waren signifikant.
Bedingung 3: Die MANOVA zeigte einen signifikanten Stammeffekt mit mehr
Lochbesuchen bei den DBA/2-Mausen (F13=8,27, p=0,007) sowie einen
signifikanten Versuchseffekt (Fs10s=3,49, p=0,018) und eine signifikante Interaktion

Stamm x Behandlung (F136=5,27, p=0,028). Der Behandlungseffekt war nicht
signifikant. Beim ersten (F13=6,25, p=0,017) und beim dritten Versuch (F; 3=6,18,
p=0,018) zeigte sich eine signifikante Interaktion Stamm x Behandlung.
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Bedingung 4: Die MANOVA zeigte einen signifikanten Stammeffekt mit mehr
Lochbesuchen bei den DBA/2-Mausen (Fi3s= 10,14, p=0,003) und signifikante
Stamm x Versuch-Interaktion (Fs 150=5,09, p<0,0001). Der Behandlungseffekt war bei

dem 4. Versuch der 4. Bedingung signifikant (F1 3= 4,54, p=0,04) mit einer Zunahme

der Lochbesuche durch das Vitamin D.

Bedingung 5: Die MANOVA zeigte einen signifikanten Stammeffekt mit mehr
Lochbesuchen bei den DBA/2-Mausen (F1 3= 22,92, p<0,0001) und eine signifikante
Interaktion Stamm x Behandlung (Fi3s= 4,18, p=0,048), aber keinen signifikanten

Behandlungs- oder Versuchseffekt.
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Abbildung 23: Anzahl der Lochbesuche bei den C57BL/6- und den DBA/2-
Mausen. *signifikanter Stammeffekt; #signifikanter Behandlungseffekt (ANOVA,
p<0,05). Die Pfeile zeigen Veranderungen der Versuchsbedingungen an (Tab.1).

3.2.5.4 Anzahl der Wiederholungen (repeated choice)(Abb.24)

Bedingung 1: Die MANOVA zeigte einen signifikanten Versuchseffekt (Fs 10s=4,26,
p=0,007), aber keinen signifikanten Stamm- oder Behandlungseffekt.

Bedingung 2: Die MANOVA zeigte einen signifikanten Stammeffekt mit mehr
Wiederholungen beim DBA/2-Stamm (F13=16,59, p<0,0001), jedoch keine
signifikanten Versuchs- oder Behandlungseffekte.

Bedingung 3: Die MANOVA zeigte keine signifikanten Stamm-, Versuchs- oder
Behandlungseffekte.
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Bedingung 4: Die MANOVA zeigte einen signifikanten Stammeffekt mit mehr
Wiederholungen beim DBA/2-Stamm (F33=4,39, p=0,021). Die Versuchs- und
Behandlungseffekte waren in der MANOVA nicht signifikant.

Bedingung 5: Die MANOVA zeigte einen signifikanten Stammeffekt mit mehr
Wiederholungen beim DBA/2-Stamm (F;13=17,30, p<0,0001), jedoch Kkeine
signifikanten Behandlungs- oder Versuchseffekte.
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Abbildung 24: Anzahl der Wiederholungen bei den C57BL/6- und DBA/2-
Mausen. *signifikanter Stammeffekt (ANOVA, p<0,05). Die Pfeile zeigen
Veréanderungen der Versuchsbedingungen an (Tab.1).

3.2.5.5 Aufenthaltszeit auf board (Abb.25)

Bedingung 1: Die MANOVA zeigte einen signifikanten Versuchseffekt (Fs10s=9,95,
p<0,0001) mit Zunahme von Aufenthaltszeit auf board bei den beiden Stammen und
eine signifikante Stamm x Behandlungs-Interaktion (F;3s=4,26, p=0,046). Die
Stamm- und Behandlungseffekte waren nicht signifikant. Beim ersten Versuch zeigte
sich ein signifikanter Behandlungseffekt (F136=4,30, p=0,045), beim vierten Versuch
eine signifikante Interaktion Stamm x Behandlung (F1,3=6,31, p=0,017).

Bedingung 2: Die DBA/2-Mause verbrachten signifikant mehr Zeit auf board als die
C57BL/6-Tiere (F136=8,87, p=0,005); in der MANOVA zeigte sich kein signifikanter
Behandlungseffekt, aber eine signifikante Stamm x Behandlungs-Interaktion
(F136=4,16, p=0,049) und ein signifikanter Versuchseffekt (Fs10s=12,09, p<0,0001):
die Zeit auf board nahm bei den beiden Stammen im Verlauf zu.
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Bedingung 3: Die MANOVA zeigte einen signifikanten Stammeffekt (Fi36=22,92,
p<0,0001) und eine signifikante Stamm x Behandlungs-interaktion (F;35=8,25,
p=0,007). Die Behandlungs- und Versuchseffekte waren nicht signifikant.

Bedingung 4: Die MANOVA zeigte, dass die DBA/2-Mause signifikant mehr Zeit auf
board verbrachten als die C57BL/6-Tiere (F13=3,83, p=0,003); es zeigte sich eine
signifikante Stamm x Behandlungs-Interaktion (Fs150=2,45, p=0,036), speziell beim
vierten (F136=4,45, p=0,042), funften (F;3=4,76, p=0,036) und sechsten Versuch
(F136=5,79, p=0,021). Die MANOVA zeigte auch eine signifikante Stamm x Versuch-
Interaktion (Fs180=0,98, p=0,003). Die Behandlung oder die Versuchswiederholung
zeigten keinen signifikanten Effekt.

Bedingung 5: Die MANOVA zeigte einen signifikanten Stammeffekt (F;36=29,96,
p<0,0001) und eine signifikante Stamm x Behandlungs-Interaktion (F;35=10,68,

p=0,002). Die Behandlungs- und Versuchseffekte waren nicht signifikant.
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Abbildung 25: Aufenthaltszeit auf board bei den C57BL/6- und DBA/2-Méausen.
*signifikanter Stammeffekt; #signifikanter Behandlungseffekt (ANOVA, p<0,05). Die
Pfeile zeigen Veranderungen der Versuchsbedingungen an (Tab.1).

3.2.5.6 Anzahl der Linienubertritte pro Minute (Abb.26)
Bedingung 1: Die ANOVA zeigte einen signifikanten Stammeffekt mit mehr
Linientbertritten pro Minute bei den DBA/2-Mausen (Fi36=44,48, p<0,0001), einen

signifikanten Versuchseffekt mit einer stetigen Abnahme der Liniendbertritte bei den

beiden Stammen (Fs108=14,46, p<0,0001) und eine signifikante Interaktion Stamm x

Versuch (F310s=3,86, p=0,011). Ein signifikanter Versuchseffekt zeigte sich sowonhl
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bei den C57BL/6-Mausen (Wilks’Lambda: F3,7,=8,093, p=0,001) als auch bei den
DBA/2-Tieren (F317=7,242, p=0,002). Die Behandlung hatte in der MANOVA keinen
signifikanten Effekt.

Bedingung 2: Die MANOVA zeigte einen signifikanten Stammeffekt mit mehr
Linientbertritten bei den DBA/2-Mausen (F13=149,98, p<0,0001), einen
signifikanten Behandlungseffekt (F; 3=5,70, p=0,002) mit einer signifikanten Stamm

x Behandlungs-Interaktion (F310s=15,27, p<0,0001). Vitamin D senkte nur bei den
DBA/2-Mausen die Zahl der Linienubertritte (Wilks’Lambda: F37=3,488, p=0,001).
Die Anzahl der LinienlUbertritte sank signifikant mit jedem Versuch (Fs10s=8,51,
p<0,0001) bei signifikanter Interaktion Stamm x Versuch (F3 10s=8,85, p<0,0001).

Bedingung 3: Die MANOVA zeigte einen signifikanten Stammeffekt mit mehr
Linienubertritten bei den DBA/2-Mausen (Fi13=91,13, p<0,0001) und einen

signifikanten Versuchseffekt (F310s=4,24, p=0,007) mit einer signifikanter Interaktion
Stamm x Versuch (F310s=4,63, p=0,004) und Behandlung x Versuch (F310s=2,96,
p=0,036). Die Behandlung zeigte in der MANOVA keinen signifikanten Effekt.

Bedingung 4: Die MANOVA zeigte einen signifikanten Stammeffekt mit mehr
Linientbertritten bei den DBA/2-Mausen (F136=77,35, p=0,010), einen signifikanten
Versuchseffekt mit Abnahme der Linientbertritte (Fs15,=13,91, p<0,0001) und eine

signifikante Stamm x Wiederholungs-Interaktion (Fs 150=6,97, p<0,0001).
Bedingung 5: Die MANOVA zeigte einen signifikanten Stammeffekt mit mehr

Linientbertritten pro Minute bei den DBA/2-Méausen (F1 36=42,31, p=0,010).
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Abbildung 26: Anzahl der Linienubertritte pro Minute bei den C57BL/6- und
DBA/2-Mausen. *signifikanter Stammeffekt, #signifikanter Behandlungseffekt beim
DBA/2-Stamm (ANOVA, p<0,05). Die Pfeile zeigen Veranderungen der
Versuchsbedingungen an (Tab.1).
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3.2.5.7 Versuchsdauer (Abb.27)

Bedingung 1: Die MANOVA zeigte einen signifikanten Versuchseffekt mit einer
stetigen Abnahme der Versuchsdauer (Fs10s=3,98, p=0,010). Die Behandlungs- oder
Stammeffekte waren nicht signifikant.

Bedingung 2: Die MANOVA zeigte einen signifikanten Versuchseffekt mit einer
weiteren Abnahme der Versuchsdauer (Fs10s=11,33, p<0,0001), einen signifikanten
Stammeffekt mit kirzerer Versuchsdauer bei den DBA/2-Mausen (F;36=20,05,
p<0,0001) und eine signifikante Interaktion Stamm x Versuch (F310s=3,74, p=0,013).
Der Behandlungseffekt war in der MANOVA nicht signifikant.

Bedingung 3: Die MANOVA zeigte einen signifikanten Stammeffekt mit kirzerer
Versuchsdauer bei den DBA/2-Mausen (F;36=22,21, p<0,0001). Die Versuchs- und
Behandlungseffekte waren nicht signifikant.

Bedingung 4: Die MANOVA zeigte einen signifikanten Stammeffekt mit kirzerer
Versuchsdauer bei den DBA/2-Mausen (F13=48,09, p<0,0001) und einen
signifikanten Versuchseffekt mit stetiger Abnahme der Versuchsdauer bei den beiden
Stdmmen (Fs 180=3,68, p=0,003). Der Behandlungseffekt war nicht signifikant.
Bedingung 5: Die MANOVA zeigte einen signifikanten Stammeffekt mit kirzerer
Versuchsdauer bei den DBA/2-Mausen (F136=60,74, p<0,0001), aber keinen

signifikanten Versuchs- oder Behandlungseffekt.
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Abbildung 27: Versuchsdauer bei dem C57BL/6- und dem DBA/2-Stamm.

*signifikanter Stammeffekt (ANOVA, p<0,05). Die Pfeile zeigen Verdnderungen der
Versuchsbedingungen an (Tab.1).
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3.2.5.8 Latenz bis zum dem Betreten des boards (Abb.28)

Bedingung 1: Die MANOVA zeigte einen signifikanten Stammeffekt mit gro3erer
Latenz bis zum Betreten des boards bei den DBA/2-Mausen (F;136=6,83, p=0,013).
Die Behandlungs- und Versuchseffekte waren nicht signifikant.

Bedingung 2: Die MANOVA zeigte keine signifikanten Stamm-, Versuchs- oder
Behandlungseffekte, aber eine signifikante Interaktion Stamm x Versuch (F3 105=2,90,
p=0,038).

Bedingung 3: Die MANOVA zeigte keine signifikanten Stamm-, Versuchs- oder
Behandlungseffekte.

Bedingung 4: Die MANOVA zeigte einen signifikanten Stammeffekt (F;35=8,22,
p=0,007) und einen signifikanten Behandlungseffekt: die l&dngere Latenz des
Betretens des boards des C57BL/6-Stamms wurde durch die Vitamin D-Behandlung
signifikant verkirzt (F135=5,20, p=0,029). Die MANOVA zeigte signifikante
Interaktionen Stamm x Versuch (Fs175=2,59, p=0,027), Behandlung x Versuch
(Fs.175=2,80, p=0,019) und Stamm x Behandlung x Versuch (Fs175=2,86, p=0,017).
Bedingung 5: Die MANOVA zeigte keine signifikanten Stamm- oder

Behandlungseffekte, aber einen signifikanten Versuchseffekt (F;35=8,80, p=0,005)
und eine signifikante Interaktion Stamm x Wiederholung (F13s=19,20, p<0,0001).
Innerhalb  der einzelnen Stdmme  zeigten sich  keine  signifikanten

Wiederholungseffekte.
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Abbildung 28: Latenz bis zum Betreten des boards. *signifikanter Stammeffekt,

#signifikanter Behandlungseffekt innerhalb des C57BL/6-Stamms (ANOVA, p<0,05).
Die Pfeile zeigen Verdanderungen der Versuchsbedingungen an (Tab.1).
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3.2.5.9 Anzahl der rearings pro Minute (Abb.29)

Bedingung 1: Die MANOVA zeigte einen signifikanten Stammeffekt mit mehr rearings
bei den DBA/2-Méausen (F136=5,47, p=0,025), einen signifikanten Versuchseffekt
(F3108=10,21, p<0,0001) sowie eine signifikante Stamm X Versuch- (F310s=8,34,
p<0,0001), Behandlung x Versuch- (Fs10s=4,45, p=0,005) und Stamm x Behandlung
x Versuch-Interaktionen (Fs 108=6,74, p<0,0001). Der Versuchseffekt war nur bei den
Vitamin D-behandelten C57BL/6- (F37=63,788, p<0,0001) und bei den Vehikel-
DBA/2-Mausen nachweisbar (F3s=9,756, p=0,005).

Bedingung 2: Die MANOVA zeigte einen signifikanten Stammeffekt mit mehr rearings
bei den DBA/2-Mausen (F13=25,91, p<0,0001), einen signifikanten Versuchseffekt
(F3108=4,10, p=0,009) sowie eine signifikante Stamm x Behandlung- (Fi3s=4,43,
p=0,043), Stamm x Versuch- (F3108=5,20, p=0,002), Behandlung x Versuch
(F3.108=4,22, p=0,007) und Stamm x Behandlung x Versuch (F310s=14,08, p<0,0001)-
Interaktionen.

Bedingung 3: Die MANOVA zeigte einen signifikanten Stammeffekt mit mehr rearings
bei den DBA/2-Mausen (F13=16,64, p<0,0001), einen signifikanten Versuchseffekt
mit einer Abnahme der rearings (F310s=8,08, p<0,0001) und eine signifikante
Interaktion Stamm x Versuch (Fz 108=17,27, p<0,0001).

Bedingung 4: Die MANOVA zeigte einen signifikanten Stammeffekt mit mehr rearings
bei den DBA/2-Méausen (F135=77,94, p<0,0001) und einen signifikanten
Versuchseffekt mit einer Abnahme der rearings (Fs 150=3,68, p=0,003) bei den beiden
Stammen.

Bedingung 5: Die MANOVA zeigte einen signifikanten Stammeffekt mit mehr rearings
bei den DBA/2-Mausen (F135=32,97, p<0,0001) ohne signifikante Versuchs- oder
Behandlungseffekte.
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Abbildung 29: Anzahl der rearings pro Minute. *signifikanter Stammeffekt
(ANOVA, p<0,05). Die Pfeile zeigen Veranderungen der Versuchsbedingungen an
(Tab.1).

3.2.5.10 Die grooming-Dauer (Abb.30)

Bedingung 1: Die MANOVA zeigte, dass die C57BL/6-Mause sich signifikant langer
putzten als die DBA/2-Mause (F13=61,18, p<0,0001). AuRBerdem zeigte sich ein
signifikanter Versuchseffekt (Fs310s=15,07, p<0,0001) und eine signifikante Stamm x
Wiederholung-Interaktion (F3,10s=18,97, p<0,0001).

Bedingung 2: Die MANOVA zeigte eine signifikant lAngere grooming-Dauer bei den
C57BL/6-Mausen (F1,36=51,94, p<0,0001).

Bedingung 3: Die MANOVA zeigte einen signifikant langere grooming-Dauer bei den
C57BL/6-Mausen (F136=12,53, p=0,001) und eine signifikante Abnahme von
grooming durch die Vitamin D-Behandlung (F 3s=4,85, p=0,034).

Bedingung 4: Die MANOVA zeigte einen signifikanten Stammeffekt mit langerer
grooming-Dauer bei den C57BL/6-Mausen (F136=8,58, p=0,006), einen signifikanten
Behandlungseffekt mit Abnahme von grooming durch das Vitamin D (F;36=7,10,
p=0,011), einen signifikanten Versuchseffekt (Fsi180=4,10, p=0,001) und eine
signifikante Interaktion Stamm x Versuch (Fs18=5,54, p<0,0001). Die
Versuchswiederholung bewirkte bei der C57BL/6-Vehikel-Gruppe eine Zunahme des
groomings (Fs5s=8,474, p=0,017).
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Bedingung 5: Die MANOVA zeigte einen signifikanten Stammeffekt mit langerem
grooming bei den C57BL/6-Mausen (F13s=4,34, p=0,044), aber keinen signifikanten
Behandlungs- oder Versuchseffekt.
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Abbildung 30: Die grooming-Dauer. *signifikanter Stammefekt, #signifikanter
Behandlungseffekt (ANOVA, p<0,05). Die Pfeile zeigen Veranderungen der
Versuchsbedingungen an (Tab.1).

3.3 Experiment 3: Einfluss von Vitamin D und Paroxetin auf das
Verhalten der C57BL/6- und DBA/2-Mause

3.3.1 Paroxetin- und Calciumspiegel, Gewichtsveranderungen

Bei keinem Tier fanden sich pathologische Veranderungen bei der visuellen Prifung
von Niere und Leber. Die ANOVA zeigte keinen signifikanten Stamm- oder Vitamin
D-Einfluss auf den Paroxetinspiegel (Abb.31A) oder auf das Gewicht der M&ause
(Abb.31B).

Der Calciumspiegel unterschied sich nach der Zusammenfassung der Daten aus den
beiden Experimenten nicht signifikant zwischen den beiden Stammen, zeigte aber

eine signifikante Interaktion Stamm x Behandlung (F3,102=4,577, p=0,005) (Tab. 6).
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Abbildung 31: (A) Kein Einfluss der Vitamin D-Behandlung auf den Paroxetinspiegel
der C57BL/6- und DBA/2-Mause. (B) Kein Einfluss der Paroxetin- und Vitamin D-
Behandlung auf das Gewicht der C57BL/6- und DBA/2-Méause.

Stamm Vehikel 1 pg/kg Vit D | 5pug/kg Vit D | Vit D + Parox
2,52 +0,03 2,49 + 0,04 2,30 + 0,08 2,30 + 0,08
C57BL/6
(n=20) (n=20) (n=10) (n=10)
2,41 +0,04 2,45+ 0,03 2,52+ 0,03 2,40 £ 0,04
DBA/2
(n=14) (n=16) (n=10) (n=10)

Tabelle 6: Calciumspiegel (mmol/l) bei den C57BL/6- und den DBA/2-Mausen in
Abhéangigkeit von der Behandlung. Keine signifikanten Behandlungs- oder
Stammeffekte (ANOVA, p<0,05).

3.3.2 Elevated Plus Maze am 19. Tag

In der MANOVA zeigte sich ein signifikanter Stammeffekt (Wilks’Lambda:
F185.=20,401, p<0,0001) und ein signifikanter Behandlungseffekt (Wilks’Lambda:
Fs4156=1,729, p=0,005) mit einer signifikanten Interaktion zwischen den beiden
Parametern (Wilks’ Lambda: Fs4156=1,451, p=0,040).

In der ANOVA zeigte sich ein signifikanter Stamm-Effekt fur folgende Parameter:
Die DBA/2-Mause verbrachten signifikant weniger Zeit auf den offenen Armen
(F169=37,398, p<0,0001) (Abb.32) und auf der Plattform (F;69=29,695, p<0,0001)
(Abb.33) und signifikant mehr Zeit auf den geschlossenen Armen (Fi69=78,595,
p<0,0001) (Abb.32). Sie betraten signifikant spater die offenen Arme (F169=5,533,
p=0,022) und signifikant friher die geschlossenen Arme (F160=28,411, p<0,0001)
(Abb.34). Die Ratio der Eintritte in die offenen Arme zu allen Eintritten war bei den
DBA/2-Mausen signifikant kleiner als bei den C57BL/6-Tieren (Figo= 64,562,

p<0,0001) (Abb.35).
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Die Latenz des rearings war bei den DBA/2-Mausen signifikant kirzer als bei den
C57BL/6-Mausen (F369=57,300, p<0,0001) (Abb.36). Die Anzahl der rearings
(F169=13,672, p<0,0001) (Abb.36) und die Anzahl aller Eintritte (F169=51,289,
p<0,0001) (Abb.35) war bei den DBA/2-Mausen signifikant héher als bei den
C57BL/6-Tieren. Fiur die Anzahl und die Latenz der head dips zeigten sich keine
signifikanten Stammeffekte (Abb.37). Die DBA/2-Mause putzten sich signifikant
friher (F169=149,558, p<0,0001) und langer (F169=153,878, p<0,0001) als die
C57BL/6-Tiere (Abb.38) .

Die ANOVA zeigte einen signifikanten Behandlungseffekt fur folgende Parameter:
Die Zeit in Prozent des grooming wurde bei den DBA/2-Tieren durch
Paroxetin+Vitamin D und Paroxetin signifikant verkirzt (Fsg9=8,579, p<0,0001). Die
Anzahl aller Eintritte (F369=5,239, p=0,003) (Abb.35), die Latenz (F3e9=4,798,
p=0,004) und die Anzahl der rearings (Fz9=3,091, p=0,033) (Abb.36) sowie die
Anzahl der head dips (F369=2,903, p=0,041) (Abb.37) wurden durch die Behandlung
signifikant beeinflusst. Die Latenz des groomings wurde durch Paroxetin+Vitamin D
sowie Paroxetin gesteigert (F369=7,325, p<0,0001) (Abb.38).

Fur folgende Parameter zeigte sich eine signifikante Interaktion Stamm x
Behandlung: die Zeit in Prozent in den offenen (F369=3,201, p=0,029) und in den
geschlossenen Armen (F369=2,952, p=0,039) (Abb.32), die Anzahl der head dips
(F369=2,934, p=0,039) (Abb.37), die mit grooming verbrachte Zeit (F3g9=7,787,
p<0,0001) und die Latenz des groomings (F39=4,211, p=0,009) (Abb.38).

In der post-hoc-Analyse der Stamme zeigten sich folgende signifikanten
Unterschiede: beim C57BL/6-Stamm unterschieden sich die Aufenthaltsdauer auf
den geschlossenen Armen (p=0,009) (Abb.32), die Latenz (p=0,004) und die Anzahl
der rearings (p=0,021) (Abb.36) sowie die Anzahl aller Eintritte zwischen der
Paroxetin+Vitamin D- und der Vitamin D-Gruppe (p=0,012) (Abb.35).

Beim DBA/2-Stamm gab es einen signifikanten Unterschied in Prozent des
groomings zwischen den Paroxetin+Vitamin D- und Vehikel- (p=0,002) und zwischen
Paroxetin- und Vehikel-Gruppen (p=0,001), au3erdem in der Latenz des groomings
zwischen den Gruppen Paroxetin+Vitamin D und Vitamin D (p=0,016),
Paroxetin+Vitamin D und Vehikel (p=0,023) sowie Paroxetin und Vitamin D (p=0,044)
(Abb.38).
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Abbildung 32: Zeit auf geschlossenen und offenen Armen des EPM der
C57BL/6- und DBA/2-Méause in Abhangigkeit von der Behandlung. *signifikanter
Stammeffekt, #signifikanter Behandlungseffekt (p<0,05).
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Abbildung 33: Zeit auf der Plattform in Abhéangigkeit von der Behandlung bei
den C57BL/6- und DBA/2-Mausen. *signifikanter Stammeffekt (p<0,05).

I \V<hikel (n=10 BUE, n=9 DBA/Z)

W Vehikel (=10 BL/G, n=9 DBA/Z) | =1 20 matkg Paraxetin (n=10 BLIG, n=8 DBA/Z)
=0 20 mgrkg Paroxetin (n=10 BLIS. n=9 DBA/Z) | B 5 po'kg Vitamin D (n=10 beide Stamme)
S pgkg Vitamin D (n=10 beide Stimme) | 1 5 mgikg Vit D + 20 pglkg Paroxetin (n=10)

% | 0 5pgkg Vit D + 20 mghkg Paroxetin (n=10) |
J

m

C57BL/E DBA/2

w
i=1

140 1

B

o
-
h
o

g

w
(=]

=]

o

- o
=] =1
8 & 8

Latenz des Eintritts in die offene Arme [s]

il

C57BL/6 DBA/2

o

o

atenz des Eintritts in die geschlossenen Arme [s]

Abbildung 34: Latenz des Eintritts in die offenen und in die geschlossenen
Arme des EPM in Abhangigkeit von der Behandlung bei den C57BL/6- und
DBA/2-Mausen. *signifikanter Stammeffekt (p<0,05).
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Abbildung 35: Anzahl aller Eintritte in die Arme des EPM und die Ratio der
Eintritte in die offenen Arme zu allen Eintritten bei den C57BL/6- und DBA/2-
Mausen in Abhéangigkeit von der Behandlung. *signifikanter Stammeffekt,
#signifikanter Behandlungseffekt (p<0,05).
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Abbildung 36: Latenz und Anzahl der rearings der C57BL/6- und DBA/2-Mause
in Abhangigkeit von der Behandlung. *signifikanter Stammeffekt, #signifikanter
Behandlungseffekt (p<0,05).
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Abbildung 37: Anzahl und Latenz der head dips bei den C57BL/6- und DBA/2-
Mausen in Abhéangigkeit von der Behandlung. #signifikanter Behandlungseffekt
innerhalb des C57BL/6-Stamms (p<0,05).
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Abbildung 38: Grooming-Dauer und grooming-Latenz der C57BL/6- und DBA/2-
Mause in Abhéangigkeit von der Behandlung. *signifikanter Stammeffekt.
grooming-Zeit: “signifikanter Behandlungseffekt gegeniiber DBA/2-Vehikeltieren;
grooming-Latenz: “signifikanter Behandlungseffekt gegeniiber den DBA/2-Vehikel-
und den Vitamin D-behandelten DBA/2-Tieren (p<0,05).

3.3.3 Rotarod am 21.Tag

Die Latenz des Falls vom Rotarod war in der dreifaktoriellen ANOVA bei den
C57BL/6-Mausen signifikant grol3er als beim DBA/2-Stamm (F1210=70,160,
p<0,0001) und nahm mit der Anzahl der Umdrehungen ab (F2210=90,374, p<0,0001)
(Abb. 39, 40). Es zeigte sich eine signifikante Interaktion zwischen dem Stamm und
der Behandlung (Fs210=3,239, p=0,023) und zwischen dem Stamm und der
Umdrehungszahl (F;210=12,808, p<0,0001): die Behandlung verlangerte nur bei den
DBA/2-Tieren signifikant die Latenz des Falls (F310,=4,215, p=0,007). Im post-hoc
Bonferroni zeigte ein signifikanter Behandlungseffekt bei den DBA/2-Tieren von
Paroxetin+Vitamin D gegenuber Vehikel (p=0,006) (Abb.40).

Aullerdem zeigte post-hoc Bonferroni signifikante Latenzunterschiede bei allen
Umdrehungszahlen zwischen den beiden Stammen, aul3er bei 10 U/min gegenuber
20 U/min beim DBA/2-Stamm (p<0,0001).
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Abbildung 39: Latenz bis zum Fall vom Rotarod bei den C57BL/6-Mausen in
Abhangigkeit von der Behandlung sowie von der Drehzahl des Zylinders.
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Abbildung 40: Latenz bis zum Fall vom Rotarod bei den DBA/2-Mausen in
Abhéangigkeit von der Behandlung sowie von der Drehzahl des Zylinders.
#signifikanter Behandlungseffekt von Paroxetin+Vitamin D gegeniber Vehikel
(p<0,05).

3.3.4 Forced Swimming Test am 22.Tag

Die MANOVA zeigte einen signifikanten Stammeffekt (Wilks’Lambda: Fgg3=13,337,
p<0,0001) und einen signifikanten Behandlungseffekt (Wilks’Lambda: Fig179=2,937,
p=0,001) mit einer signifikanten Interaktion zwischen den beiden Parametern
(Wilks’Lambda: Fig179=2,068, p=0,009).

In der ANOVA zeigte sich ein signifikanter Stammeffekt fir Prozent Immobilitat
(F168=43,762, p<0,0001) mit einer signifikanter Interaktion Stamm x Behandlung
(F368=12,069, p<0,0001) (Abb.41). AuRerdem zeigte sich ein signifikanter
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Stammeffekt fir Prozent Schwimmen in der Paroxetingruppe (Fe,13=6,263, p=0,003)
und in der Gruppe mit der Kombinationsbehandlung (Fs12=11,370, p<0,0001) mit
signifikanter Interaktion Stamm x Behandlung (Fzes= 8,092, p<0,0001) (Abb.42). Die
Latenz des Schwimmens war in der ANOVA bei den DBA/2-Tieren signifikant kirzer
als bei den C57BL/6-Mausen (F163=61,039, p<0,0001) (Abb.43). Fiur Prozent Klettern
zeigte sich ein signifikanter Stamm- (F163=4,301, p=0,042) und Behandlungseffekt
(F3,68=6,823, p<0,0001) (Abb.43), wobei Paroxetin nur bei den DBA/2-M&ausen eine
signifikante Zunahme des Kletterns bewirkte (p=0,007) (Abb.43).

Die post-hoc Tests ergaben, dass die Vitamin D- und die Vehikelbehandelten Tiere
keinen Unterschied in der Immobilitatsdauer zeigten, wahrend Paroxetin alleine und
in Kombination mit Vitamin D einen signifikanten Behandlungseffekt bei den DBA/2-
Mausen hatte (Fz35=10,112, p<0,0001), wobei Paroxetin alleine (p<0,001 versus
Vitamin D oder p=0,015 versus Vehikel) oder in Kombination mit Vitamin D (p=0,01
versus Vitamin D oder p=0,035 versus Vehikel) eine Abnahme der Immobilitat
bewirkte (Abb.41). Die post-hoc Tests ergaben aulRerdem, dass die Paroxetin-
Behandlung bei den C57BL/6-Tieren eine Abnahme der Schwimmdauer bewirkte
(Faes= 9,292, p<0,0001) (Abb.42).
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Abbildung 41: Die Dauer und die Latenz der Immobilitat bei den C57BL/6- und
DBA/2-Mausen in Abhangigkeit von der Behandlung. *signifikanter Stammeffekt,
#signifikanter Behandlungseffekt des Paroxetins (Paroxetin und
Kombinationsbehandlung versus Vehikel und Vitamin D) innerhalb des DBA/2-
Stammes (p<0,05).
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Abbildung 42: Die Dauer und die Latenz des Schwimmens der C57BL/6- und
DBA/2-Mause in Abhangigkeit von der Behandlung. #signifikanter
Behandlungseffekt des Paroxetins versus Vehikel und Vitamin D-Gruppe innerhalb
des C57BL/6-Stammes, *signifikanter Stammeffekt (p<0,05).
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Abbildung 43: Die Dauer des Kletterns der C57BL/6- und DBA/2-Mause in
Abhéangigkeit von der Behandlung mit Vitamin D oder Paroxetin. #signifikanter
Behandlungseffekt des Paroxetins und der Kombinationsbehandlung versus Vitamin
D und Vehikel bei den DBA/2-Méausen (p<0,05), *signifikanter Stammeffekt (p<0,05).

3.4.1 Experiment 4.1: Auswirkung einer chronischen oralen Vitamin D-Gabe auf
die basale und die stressinduzierte HPA- und HNS-Achsenregulation

3.4.1.1 Einfluss von 1 pg/kg Vitamin D auf die CRH-Expression im PVN

Die ANOVA zeigte einen signifikanten Versuchseffekt (F1¢s=4,208, p=0,044), aber
keinen signifikanten Stamm- oder Behandlungseffekt. Die post-hoc Analyse der
Daten zeigte, dass der Versuchseffekt nur bei den C57BL/6-Tieren (Fi35=4,944,
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p=0,033) und speziell innerhalb der Gruppe der Vitamin D-behandelten Tiere
(F117=5,772, p=0,028) auftrat (Abb.44, 45). Die CRH-Expression war bei diesen
Tieren 4 Stunden nach dem FST supprimiert (Abb.44, 45).

+

I VVehikel FST (n=10 BLS, n=9 DBA/2)

[ 1 pgkg Vitamin D FST (n=10)

I Vehikel Lernkurve (n=10 BL/5, n=8 DBA/2)

=3 1 pgikg Vitamin D Lernkurve (n=9 BL/G, n=10 DBA/2)

60 ‘

CRH Grauwerte im PVN
8
A1

C57BL/6 DBA/2

Abbildung 44: CRH-Expression im PVN bei den C57BL/6- und DBA/2-Méausen 5
Tage nach dem Lernkurventest und 4 Stunden nach dem FST in Abhangigkeit
von der Behandlung mit Vitamin D. +signifikanter Versuchseffekt bei den Vitamin
D-behandelten C57BL/6-Tieren (ANOVA, p<0,05).

A B

Abbildung 45: Beispiele fur die CRH-Expression im PVN bei den C57BL/6-
Mausen (A) 5 Tage nach dem Lernkurventest und (B) 4 Stunden nach dem FST.
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3.4.1.2 Einfluss von 1 pug/kg Vitamin D auf die CRH-Expression in der Amygdala
Die ANOVA zeigte einen signifikanten Stammeffekt mit hoherer CRH-Expression
beim DBA/2-Stamm (F164=6,317, p=0,014), aber keinen signifikanten Versuchs- oder
Behandlungseffekt (Abb.46).
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Abbildung 46: CRH-Expression in der Amygdala bei den C57BL/6- und DBA/2-
Mausen 5 Tage nach der Lernkurve und 4 Stunden nach dem FST in
Abhéangigkeit von der Behandlung mit Vitamin D. *signifikanter Stammeffekt
(ANOVA, p<0,05).

3.4.1.3 Einfluss von 1 pug/kg Vitamin D auf die AVP-Expression im PVN

Die ANOVA zeigte einen signifikanten Stammeffekt mit héherer AVP-Expression
beim DBA/2-Stamm (F;55=25,491, p<0,0001), aber keinen signifikanten Versuchs-

oder Behandlungseffekt (Abb.47).
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Abbildung 47: AVP-Expression im PVN bei den C57BL/6- und DBA/2-Mausen in
Abhangigkeit von der Behandlung mit Vitamin D. *signifikanter Stammeffekt
(ANOVA, p<0,05).



83

3.4.1.4 Einfluss von 1 pg/kg Vitamin D auf die AVP-Expression im SON

Die ANOVA zeigte, dass die AVP-Expression im SON des DBA/2-Stammes
signifikant hoher im Vergleich zum C57BL/6-Stamm war (F160=12,594, p=0,001)
(Abb.49) und durch die Behandlung signifikant vermindert wurde (F160=5,611,
p=0,021) ohne eine signifikante Interaktion zwischen dem Stamm und der
Behandlung und bei fehlendem Versuchseffekt. Die post-hoc-Tests zeigten jedoch
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen (Abb.48).

B Vehikel FST (n=7 BLS, n=8 DBA/Z)
[ 1 pgkg Vit D FST (n=10 BL/G, n=7 DBA/2)
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=1 1 pghkg Vit D Lernkurve (n=10 BL/AS, n=8 DBA/SZ)
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Abbildung 48: AVP-Expression im SON bei den C57BL/6- und DBA/2-M&usen
nach der Testbatterie im Vergleich zur Lernkurve in Abhé&angigkeit von der
Behandlung mit Vitamin D. *signifikanter Stammeffekt (ANOVA, p<0,05).
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Abbildung 49: Beispiele fuir AVP-Expression im PVN und SON bei den C57BL/6-
(A) und DBA/2- (B) Mausen 5 Tage nach der Lernkurve.
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3.4.1.5 Einfluss von 1 pg/kg Vitamin D auf den ACTH-Spiegel
Die ANOVA zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den Stdmmen,
Versuchs- und Behandlungsgruppen (Abb.50).
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Abbildung 50: ACTH-Spiegel bei den C57BL/6- und DBA/2-M&usen basal und 4
Stunden nach dem FST. Keine signifikanten Unterschiede.

3.4.1.6 Einfluss von 1 pg/kg Vitamin D auf den Corticosteronspiegel

Die ANOVA zeigte, dass der Corticosteronspiegel bei den DBA/2-Mausen signifikant
hoher war als bei den C57BL/6-Tieren (F153=5,326, p=0,025). Die ANOVA zeigte
keinen signifikanten Versuchs- oder Behandlungseffekt. Da die Interaktion Stamm x
Versuch grenzwertig signifikant war (F153=3,980, p=0,051), haben wir post-hoc Tests
durchgefiihrt. Die ANOVA zeigte den signifikanten Stammeffekt nur in der Gruppe
der gestressten Tiere (F1,31=12,888, p=0,001) (Abb.51).
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Abbildung 51: Einfluss der chronischen Vitamin D-Behandlung auf den
Corticosteronspiegel bei den C57BL/6- und DBA/2-Mausen. *signifikanter
Stammeffekt versus C57BL/6-Mause der FST-Gruppe (ANOVA, p<0,05).
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3.4.2 Experiment 4.2: Beeinflussung der HPA- und der HNS-Achse durch eine
chronische orale Vitamin D- und / oder Paroxetingabe bei den C57BL/6- und
DBA/2-Mausen

3.4.2.1 Einfluss von Paroxetin / Vitamin D auf die CRH-Expression im PVN

Die ANOVA zeigte einen signifikanten Stammeffekt mit einer starkeren CRH-
Expression beim C57BL/6-Stamm (F;63=11,831, p=0,001) ohne einen signifikanten
Behandlungseffekt (Abb.52).
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Abbildung 52: CRH-Expression im PVN bei den C57BL/6- und DBA/2-Tieren in
Abhangigkeit von der Behandlung. *signifikanter Stammeffekt (ANOVA, p<0,05).

3.4.2.2 Einfluss von Paroxetin / Vitamin D auf die CRH-Expression in der
Amygdala

Die ANOVA zeigte einen signifikanten Stammeffekt mit einer starkeren CRH-
Expression beim C57BL/6-Stamm (F160=5,927, p=0,018), aber keinen signifikanten
Behandlungseffekt (Abb.53).
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B Vehikel (n=8 BLIS, n=10 DBEA/2)

[ 5 pokg Vitamin D (n=10 BL/G, n=8 DBA/2)
B 20 mg/kg Paroxetin (n=7 beide Stdmme)
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Abbildung 53: CRH-Expression in der Amygdala bei den C57BL/6- und DBA/2-
Mausen in Abhangigkeit von der Behandlung. *signifikanter Stammeffekt
(ANOVA, p<0,05).

3.4.2.3 Einfluss von Paroxetin / Vitamin D auf die AVP-Expression im PVN

Die ANOVA zeigte eine signifikant starkere AVP-Expression beim DBA/2-Stamm
(F1,65=61,315, p<0,0001), aber keinen signifikanten Behandlungseffekt (Abb.54).
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Abbildung 54: AVP-Expression im PVN bei den C57BL/6- und DBA/2-Mausen in
Abhangigkeit von Behandlung. *signifikanter Stammeffekt (ANOVA, p<0,05).
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3.4.2.4 Einfluss von Paroxetin / Vitamin D auf die AVP-Expression im SON

Die AVP-Expression im SON war bei den DBA/2-Tieren signifikant h6her als bei den
C57BL/6-Mausen (F166=38,771, p<0,0001). Die ANOVA zeigte keinen signifikanten
Unterschied zwischen den Behandlungsgruppen (Abb.55).
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Abbildung 55: AVP-Expression im SON bei den C57BL/6- und DBA/2-M&usen in
Abhéangigkeit von Behandlung. *signifikanter Stammeffekt (ANOVA, p<0,05).
3.4.2.5 Einfluss von Paroxetin / Vitamin D auf den ACTH-Spiegel
Die ANOVA zeigte keine signifikanten Stamm- oder Behandlungseffekte auf den

ACTH-Spiegel bei den C57BL/6- und DBA/2-M&usen (Abb.56).
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Abbildung 56: ACTH-Spiegel bei C57BL/6- und DBA/2-Méausen in Abhéngigkeit
von Vitamin D- und / oder Paroxetin-Behandlung. Keine signifikanten Effekte.
3.4.2.6 Einfluss von Paroxetin / Vitamin D auf den Corticosteronspiegel

Die ANOVA zeigte, dass der Corticosteronspiegel bei den DBA/2-Mausen signifikant
hoher war als bei den C57BL/6-Masen (F16:=12,438, p=0,001). Die post-hoc Tests
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zeigten, dass der Stammeffekt in der Paroxetin+Vitamin D- (F114=8,730, p=0,010)
und in der Vitamin D-Gruppe (F1,16=4,620, p=0,047) signifikant war (Abb.57).
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Abbildung 57: Corticosteronspiegel bei den C57BL/6- und DBA/2- Mausen in
Abhangigkeit von der Behandlung. *signifikanter Stammeffekt (ANOVA, p<0,05).

4 DISKUSSION
4.1 Mogliche Ursachen fur den fehlenden Cholecystokinin-Effekt

4.1.1 CCK als Neuromodulator v.a. des dopaminergen Systems

In unseren Experimenten wirkte die alleinige systemische Gabe von 2, 5 oder 10
ng/kg CCK8s nicht anxiogen.

Cholecystokinin ist im Allgemeinen mit anderen Neurotransmittern kolokalisiert
(Hokfelt, Skirboll et al. 1985) und wirkt, vor allem im dopaminergen System, als
Neuromodulator. Die Zerebrospinalflissigkeit der Suchtspieler enthalt im Vergleich
zu den gesunden Probanden mehr CCK8s und CCK4 (Nordin & Sjodin 2007), was
eine Rolle von CCK bei dopaminerg vermittelten Belohnungsvorgangen vermuten
lasst. Ein Fehlen von CCK,-Rezeptoren fihrt zur erhdhten Empfindlichkeit auf
dopaminerge Substanzen (Koks, Abramov et al. 2003), mdéglicherweise weil mehr
CCK;-Rezeptoren besetzt werden, die die dopaminerge Wirkung verstarken
(Hommer, Stoner et al. 1986; Crawley, Stivers et al. 1985). CCK hemmt die
Dopaminfreisetzung im anterioren und fordert sie im posterioren Teil des Ncl.
accumbens (Hokfelt, Skirboll et al. 1980;Crawley 1984;White & Wang 1984), welcher
eine grof3e Rolle fur die Motivation spielt (Taghzouti, Louilot et al. 1985).
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Durch die Beeinflussung des dopaminergen Systems via CCK,-Rezeptoren moduliert
CCK das Explorationsverhalten bei Ratten (Ballaz, Akil et al. 2007). Im Ncl.
accumbens, in dem CCK und Dopamin kolokalisiert sind, verstarkt CCK die
Dopamin-induzierte Hyperlokomotion; im Ncl. caudatus, in dem CCK und Dopamin
sich in verschiedenen Neuronen befinden, zeigt es dagegen keinen Effekt (Crawley,
Stivers et al. 1985). Das heil3t, CCK8 moduliert dopaminerge Wirkungen, hat aber
selbst keinen Verhaltenseffekt (Hokfelt, Broberger et al. 2000). Eine systemische
CCK8-Gabe in unseren Versuchen erlaubte es nicht, bestimmte dopaminerge
Neurone selektiv anzusteuern, so dass sich keine eindeutigen Effekte von CCK
zeigten. AulRerdem beeinflusst CCK nicht nur das dopaminerge System: in vitro
stimuliert es die 5HT-Neurone des Ncl. raphe (Boden, Woodruff et al. 1991).
CCK-Effekte hdngen auch vom Ort der Rezeptorstimulation ab: in der Amygdala
vermitteln CCK,-Rezeptoren das Angstverhalten, im Ncl. accumbens das
Belohnungsverhalten (Rotzinger & Vaccarino 2003).

Die Komplexitat der CCK-Wirkung verdeutlicht auch die Tatsache, dass die CCK4-
induzierte Panik zu Verdnderungen des Spiegels der Neurosteroide 3alpha, 5alpha -
Tetrahydrodeoxycorticosterons und -progesterons fuhrt, welche selbst als positive
allosterische Modulatoren der GABAa-Rezeptoren fungieren und anxiolytisch wirken
und so die CCK4-induzierte Panik beenden konnten (Eser, di Michele et al. 2005).

4.1.2 Spezies- und Stammunterschiede der CCK-Empfindlichkeit

CCK induziert Panik bei gesunden Probanden (de Montigny 1989) und wirkt
anxiogen bei Ratten (Hernandez-Gomez, Aguilar-Roblero et al. 2002) und Méausen
(Crawley, Hays et al. 1981;O'Neill, Dourish et al. 1991). Jedoch existieren
Speziesunterschiede in der Verteilung der CCK-Rezeptoren im Gehirn (Williams,
Gryson et al. 1986), die die Ubertragung von Erfahrungen mit Tiermodellen auf den
Menschen und umgekehrt erschweren kénnen. So haben Mause im Gegensatz zu
anderen Tierarten keine CCK-Rezeptoren in den Basalganglien, die die
Feinabstimmung der Motorik vermitteln (Dietl & Palacios 1989) und weniger CCK;-
Rezeptoren im Ruckenmark als beim Menschen (Hill, Shaw et al. 1988).

Dass der von uns gewahlte C57BL/6-Stamm fir die Effekte dieses Neuropeptids
unempfindlich ist, ist nicht auszuschlieRen. Manche CCK-Rezeptor-Antagonisten

steigern die lokomotorische Aktivitat der Balb-Mause, haben aber keinen Effekt beim
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C57BL/6-Stamm (Kolik, Gudasheva et al. 2003). CCK;-Rezeptor-Antagonisten
wirken anxiolytisch nur bei manchen Rattenstammen (Farook, Zhu et al. 2004).

Allerdings haben viel hthere Dosierungen von CCK8s bei noch angstlicheren DBA/2-
Mausen keinen Verhaltenseffekt 30 Minuten nach Injektion auf dem EPM gezeigt,

aul3er einer Verhaltenshemmung bei 100 pg/kg (Johnson & Rodgers 1996).

4.1.3 Konnte Cholecystokinin nach 30 Minuten zentral wirken?

Der endogene CCK-Spiegel steigt nach jeder Nahrungsaufnahme erheblich an,
erreicht sein Maximum nach 30 Minuten und ist noch 4 Stunden nach der
Nahrungsaufnahme erhoht (Thompson, Fender et al. 1975), so dass wir nicht
ausschlieen konnen, dass die CCK-Spiegel bei unseren Mausen unabh&ngig von
der i.p. CCK8s-Injektion je nach Nahrungsaufnahme unterschiedlich waren.

Das exogen zugefiuihrte CCK wird andererseits schnell von Peptidasen im Blut
abgebaut und ist beim Menschen nach 15 Minuten nicht mehr nachweisbar
(Thompson, Fender et al. 1975). Somit kénnen wir nicht mit Sicherheit davon
ausgehen, dass CCK8s 30 Minuten nach der Injektion in seiner verabreichten Form
und Konzentration noch wirkt. Da CCK8 den langlebigsten CCK-Agonisten darstellt
(Deschodt-Lanckman & Bui 1981), wird es langsamer abgebaut, was fur seine
Verwendung in unseren Experimenten spricht.

Zentral appliziertes CCK erscheint sehr schnell im peripheren Blut, peripher
verabreichtes CCK tritt dagegen nicht in die Zerebrospinalflissigkeit Gber, was einen
unidirektionalen Transport dieses Neuropeptids an der Blut-Hirn-Schranke vermuten
lasst (Passaro E Jr, Debas et al. 1982). Bei niedrigen Konzentrationen ist nur die
Permeation der durchldssigen Kapillaren der Zirkumventrikularorgane, z. B. der
Neurohypophyse oder des Plexus choroideus, mdglich; erst bei unphysiologisch
hohen Blutspiegeln kénnen Peptide aus dem Blut ins Hirngewebe Ubertreten
(Ermisch, Ruhle et al. 1985). Mdglicherweise verzogerte die GrofRe von CCK8 seine
Penetration der Bluthirnschranke.

CCK-Applikation in den Seitenventrikel, aber nicht periphere Gabe fuhrt bei Katzen
zum Anstieg von Blutdruck, Atem- und Herzfrequenz (Pagani, Taveira da Silva et al.
1982). Intraventrikulare Gabe von CCK8 senkt die Korpertemperatur bei Ratten
(Katsuura & Itoh 1981). Nach der i.p. Gabe konnten wir dagegen keine

Temperaturveranderungen bei unseren C57BL/6-Mausen messen.
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Neuere Studien zeigten allerdings keinen Unterschied in der panikogenen Wirkung
von CCK8 zwischen peripherer i.p.-Gabe und zentraler Injektion in die
Seitenventrikel bei Ratten (Zanoveli, Netto 2004). Trotzdem konnte CCK8s
vermutlich aufgrund der mangelnden Penetration ins ZNS in unserem Protokoll bei
Mausen keinen Effekt zeigen.

Interessanterweise wirkt eine i.p. Gabe von CCK-Antisense-Oligonukleotiden
anxiogen und beeintrachtigt das Gedachtnis; eine intrazerebroventrikulare Gabe
derselben Oligonukleotide wirkt dagegen anxiolytisch (Cohen, Kaplan et al. 2004), so

dass CCK je nach Verabreichungsart unterschiedlich wirken kann.

4.1.4 Unterschiedliche Verhaltenseffekte von CCK

Die Wirkungen von CCK im ZNS sind mannigfaltig, so dass die Verhaltenseffekte
teilweise nicht eindeutig sind.

CCK4 lost beim Menschen Paniksymptomatik aus (de Montigny 1989), CCK;-
Antagonisten bewirken bei Panikpatienten jedoch keine Symptomlinderung (Kramer,
Cutler et al. 1995). CCK4 kann bei einer peripheren Applikation bei Ratten entweder
anxiogen wirken (Harro & Vasar 1991) oder die Motivation und die Aufmerksamkeit
durch eine verstarkte Dopaminfreisetzung im Ncl. accumbens steigern, je nach Ort
der Rezeptorstimulation (Frankland, Josselyn et al. 1997).

Das Verhalten der Tiere nach einer CCK-Applikation ist manchmal unterschiedlich
interpretierbar: die Explorationsminderung und die Hypolokomotion durch CCK8 bei
Mausen und Ratten kann entweder als eine beschleunigte Habituation (Crawley
1984), als Zeichen einer guten Erinnerung an die Umgebung (Gerhardt, Voits et al.
1994) oder als Reduktion des konditionierten Vermeidungsverhaltens (Cohen, Knight
et al. 1982) gewertet werden.

Auch das Geschlecht beeinflusst die Wirkung von CCK: ein Knockout der CCK5-
Rezeptoren beseitigt die Verhaltenseffekte der sozialen Isolation bei weiblichen, aber
nicht bei mannlichen Mausen (Abramov, Raud et al. 2004). Nur weibliche CCKj-
Rezeptor-Knockout-Mause sind im DLT weniger angstlich als ihre Wildtypgenossen
(Raud, Innos et al. 2005). CCK,-Rezeptor-Knockout-Mause reagieren
geschlechtsspezifisch auf Ethanol: mdglicherweise werden durch den Knockout der
CCK>-Rezeptoren geschlechtsabhangig verschiedene Neurotransmitter wie z. B.
Dopamin bei mannlichen oder GABA bei weiblichen Mausen bevorzugt beeinflusst
(Abramov, Raud et al. 2006).
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Angesichts der modulatorischen Eigenschaften des CCK hangt seine Wirkung von
der Verabreichungsart, -ort und dem verwendeten Tiermodell ab. Speziell die Effekte
des unselektiven CCK-Rezeptor-Agonisten CCK8s werden stark durch diese
Faktoren beeinflusst (Zanoveli, Netto et al. 2004). Eine i.p. Gabe von CCK-
Antisense-Oligodesoxynukleotiden wirkt anxiogen bei naiven, dagegen anxiolytisch
bei gestressten Ratten (Cohen, Matar et al. 2002) oder bei intrazerebroventrikularer
Applikation (Cohen, Kaplan et al. 2004), so dass die CCK-Wirkung nicht nur von der
Applikationsart, sondern auch von der Vorerfahrung des Tieres abhangt. Ratten, die
nach der Geburt von ihrem Muttertier getrennt wurden, reagieren empfindlicher auf
CCK4 als die bei der Mutter aufgezogenen Tiere (Greisen, Bolwig et al. 2005). Wir
kbnnen nicht ausschlieRen, dass die i.p. Injektion an sich oder die
vorausgegangenen Tests in unseren Experimenten Stressoren darstellen, die die
Wirkung von CCK beeinflussen.

CCK8 wirkt bei einer intrazerebroventrikularen Gabe gedachtnisfordernd bei Ratten
(Fekete, Balazs et al. 1982) und fordert selektive Aufmerksamkeit beim Menschen
(Schreiber, Stolz-Born et al. 1995) via CCKj-Rezeptoren. Eine CCK;-
Rezeptoraktivierung beeintrachtigt dagegen die Wortwiedererkennung bei gesunden
Probanden oder die olfaktorische Wiedererkennung bei Ratten (Shlik, Koszycki et al.
1998; Lemaire, Piot et al. 1992). Da die CCK;-Rezeptoren gedachtnisférdernde und
CCK,-Rezeptoren amnestische Effekte vermitteln, zeigte sich bei uns wohl aufgrund

der mangelnden Rezeptorselektivitat kein Einfluss von CCK8s auf das Gedachtnis.

4.1.5 Unterschiedliche Tests fiuir Angst und Panik?

Durch die Implikation eines Angstgefiihls inmitten und vor einer Panikattacke ist die
getrennte Evaluation der beiden Gefuhlszustande in einem Verhaltensparadigma
schwierig. Angst aufRert sich bei Tieren als Vermeidung exponierter Areale, Panik als
Fluchtverhalten. Die Amygdala wird als neurobiologischer Ursprungskern der Angst,
das periaquaduktale Grau als die wichtigste Struktur fur die Panikentstehung
angesehen (Graeff, Silveira et al. 1993).

Moglicherweise sind EPM, DLT oder mHb zum Testen von Panik weniger geeignet
als z. B. die Mouse Defense Test Battery. CCK-Antagonisten bleiben in den von uns
verwendeten klassischen Angsttests ohne Effekt, erst im Mouse Defense Test
Battery wirken sie panikolytisch (Griebel, Perrault et al. 1997). CCK,-Rezeptor-

Knockout-Mause sind weniger angstlich auf dem EPM, reagieren aber starker auf
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Katzengeruch als Wildtyptiere (Areda, Raud et al. 2006), was mit einer verstarkten
Panikreaktion gleichzusetzen ist. Die von uns verwendeten klassischen Angsttests
bilden den Parameter Panik méglicherweise unzureichend ab.

4.1.6 Die Vermittlung der anxiogenen Wirkung durch die CCK,-Rezeptoren
CCK8s wird im Korper zu CCK4 abgebaut, welches zum Teil gegensatzliche Effekte
auf Lokomotion (Hsiao, Katsuura et al. 1984) und Aktivitait der HPA-Achse
(Millington, Mueller et al. 1992) hat. CCK8s besitzt hochste Affinitdit zu CCK;-
Rezeptoren, besetzt aber auch CCK,-Rezeptoren. Diese Rezeptoren vermitteln
teilweise gegensatzliche Wirkungen, so dass eine Stimulation beider Rezeptoren
durch CCKS8 zu sich aufhebenden Effekten fihren kdnnte. CCK;-Rezeptor-Knockout-
Nagetiere sind nicht weniger angstlich als der jeweilige Wildtyp (Miyasaka,
Kobayashi et al. 2002; Hurwitz, Malkesman et al. 2006). CCK;-Rezeptor-Knockout-
Mause exprimieren kompensatorisch mehr CCK;-Rezeptoren (Roots, Kairane et al.
2006) und zeigen weniger Angstverhalten als die Wildtypmause (Areda, Raud et al.
2006). CCK,-Rezeptor-Uberexprimierung oder hohere Dichte der CCK,-Rezeptoren
im Hypothalamus fihrt zur hoheren Angstlichkeit bei Tieren (Chen, Nakajima et al.
2006; Li, Deng et al. 2007).

Die anxiogene Wirkung wird also vor allem durch CCK;,-Rezeptoren vermittelt. Beli
den Panikpatienten konnte kein héufigeres Vorkommen bestimmter CCK;-Rezeptor-
Polymorphismen festgestellt werden (Ise, Akiyoshi et al. 2003). Die CCK;-
Rezeptorpolymorphismen sind dagegen mit Panikstérung assoziiert (Hosing,
Schirmacher et al. 2004). CCK8s-Injektionen i.p. und zentral in das periaquaduktale
Grau wirken anxiogen bei Ratten auf dem EPM, was nur durch CCK;-Rezeptor-
Antagonisten, aber nicht durch CCK;-Rezeptor-Antagonisten verhindert werden kann
(Zanoveli, Netto et al. 2004; Netto & Guimaraes 2004). Die Gabe von CCK4 in das
periaquaduktale Grau steigert die Angstlichkeit bei Ratten (Bertoglio, Guimaraes et
al. 2006), auch dieser Effekt ist durch die Gabe eines CCK,-Rezeptor-Antagonisten
reversibel (Bertoglio, de Bortoli et al. 2007).

CCK;-Rezeptor-Antagonisierung bei Ratten fuhrt zur Anxiolyse (Singh, Lewis et al.
1991) und in hoheren Dosierungen sogar zur Sedierung (Siniscalchi, Rodi et al.
2003). Eine Induktion der Antikorperbildung gegen CCK4 wirkt anxiolytisch und
konnte einen immunologischen Ansatz zur Behandlung oder Pravention von

Angsterkrankungen darstellen (Ashmarin, Danilova et al. 2006).
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Die in einigen Studien beobachteten anxiolytischen Eigenschaften von CCK;-
Antagonisten konnten durch ihre partielle Wirkung auf die CCK,-Rezeptoren
zustandekommen (Ballaz, Barber et al. 1997). Auch wenn die anxiogenen Effekte
durch CCK,-Rezeptor-Agonisten uneinheitlich sind (Derrien, McCort-Tranchepain et
al. 1994; Dauge & Lena 1998; Derrien, McCort-Tranchepain et al. 1994; Derrien,
Dauge et al. 1994; Ladurelle, Keller et al. 1997), ist einer der wahrscheinlichsten
Grinde fur die fehlende CCK-Wirkung in unseren Experimenten die Tatsache, dass
vor allem selektiver Agonismus am CCK;-Rezeptor anxiogen wirkt (Fink, Rex et al.
1998;Wang, Wong et al. 2005).

4.2 Vergleich beider Stamme

4.2.1.1 EPM: DBA/2-Méause als der angstlichere Stamm

Die Anzahl der Eintritte in die offene Arme des EPM ist zu ca. 70% genetisch
determiniert (Crawley, Belknap et al. 1997), den Rest der Variation beeinflussen die
experimentellen Bendingungen, die sich im Tagesrhythmus, in der Dauer der
Habituation vor dem Experiment, in Gruppen- oder Einzelhaltung (Voikar, Polus et al.
2005), Prasenz des Untersuchers im Raum, Hohe und der Beschaffenheit des EPM
und der offenen Arme, der Durchsichtigkeit der Wande, der Definition eines
Armeintritts mit 2 oder 4 Pfoten unterscheiden kénnen (Rodgers & Dalvi 1997). Auch
bei einem Versuch, die Laborbedingungen in drei kanadischen Zentren zu
vereinheitlichen, Dblieben die Unterschiede in der Lokomotion oder der
Aufenthaltsdauer auf den offenen Armen des EPM zwischen den Labors bestehen,
wobei sie sich bei den DBA/2- und den C57BL/6-Teren synchron veranderten
(Wabhlsten, Metten et al. 2003).

In beiden Experimenten waren die DBA/2-Mause auf dem EPM angstlicher als die
C57BL/6-Tiere: sie hielten sich bevorzugt in den geschlossenen Armen auf, mieden
offene Arme und putzten sich friher und langer, was den Ergebnissen anderer
Untersucher entspricht (Lucki, Dalvi et al. 2001).

Es zeigten sich keine Unterschiede in der Lokomotion beider Stamme: im Vitamin D-
Experiment machten C57BL/6-Mause mehr Armeintritte, im nachsten Experiment die
DBA/2-Mause.

Ein Parameter der vertikalen Aktivitat, die Anzahl der head dips, war bei den
C57BL/6-Mausen groRer, wahrend der andere, die Anzahl der rearings, bei den

DBA/2-Tieren Uberwog, weil die head dips nur in den offenen Armen oder auf der
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Plattform moglich waren, wahrend die rearings fast ausschliellich in den
geschlossenen Armen vorkamen: die Explorationsart entsprach dem jeweiligen
Aufenthaltsort der Maus.

Wir bestatigen also die in der Literatur dokumentierte groRere Angstlichkeit der
DBA/2-Mause im Vergleich zum C57BL/6-Stamm (Ohl, Roedel et al. 2003; Ducottet
& Belzung 2005).

4.2.1.2 Behandlungseffekte auf dem EPM

Die chronische Gabe von Vitamin D hatte keine Verhaltenseffekte auf dem EPM bei
beiden Stammen.

Paroxetin flhrte zur Abnahme der grooming-Dauer bei den beiden Stdmmen,
grooming wird von vielen Autoren als Angstlichkeitsparameter angesehen
(Blanchard, Yudko et al. 1993; Kalueff & Tuohimaa 2004).

Vitamin D fuhrte bei den C57BL/6-M&usen zur Abnahme der Zeit auf den
geschlossenen Armen und unterdriickte die motorische Aktivitdt. Die
Kombinationsbehandlung hatte einen dazu entgegengesetzten Effekt, so dass in
diesen Parametern der Unterschied zwischen der Vitamin D- und der
Kombinationsbehandlung signifikant war. Dieses Ergebnis ist schwierig zu erklaren,
denn die Vitamin D-Behandlung beeinflusste nicht den Paroxetinspiegel.

Sowohl Vitamin D als auch Paroxetin (neben seiner Hauptwirkung auf den
Serotoninstoffwechsel) hemmen die NO-Synthetase (Garcion, Nataf et al. 1997;
Finkel, Laghrissi-Thode et al. 1996). NO-Synthetase-Hemmer haben Antidepressiva-
ahnliche Eigenschaften bei Mausen (Harkin, Bruce et al. 1999), mdoglicherweise
durch eine Modulation der monoaminergen und der GABA-ergen Transmission
(Szabo 1996). Dieser Wirkmechanismus kodnnte der teilweisen Imitation der
Paroxetinwirkung durch Vitamin D in unserem Experiment zugrundeliegen.
Andererseits konnte Vitamin D &hnlich dem Allopregnanolon seine anxiolytische
Wirkung durch positive allosterische Modulation der GABAa-Rezeptoren (Purdy,
Morrow et al. 1991) entfalten. Ein anderer mdglicher Wirkmechanismus ware eine
Steigerung des Serotoninspiegels durch eine Stimulation der Tyrosinhydroxylase
(Partonen 1998).

Paroxetin ist sowohl ein Substrat (Bloomer, Woods et al. 1992) als auch ein Hemmer
der Cytochrom-Enzyme P450, vor allem des Isoenzyms CYP2D6, wobei das
Ausmall der Hemmung mit der Basalaktivitit des Enzyms korreliert (Ozdemir,
Naranjo et al. 1998; Crewe, Lennard et al. 1992). Wir haben die klinisch am
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haufigsten verwendete Form des Vitamins D, das Colecalciferol verabreicht, die noch
eine Hydroxylierung an zwei Positionen erfordert, um in die aktive Form, das
Dihydroxycolecalciferol, Uberfihrt zu werden. Sowohl die renale 1-Hydroxylase
(Henry & Norman 1974) als auch die hepatische 25-Hydroxylase sind Cytochrom
P450-abhangige Monooxygenasen (Madhok & Deluca 1979). Paroxetin kdnnte
durch die Hemmung des Cytochrom P450-Systems die Synthese von Vitamin D
beeintrachtigen (Griffin & Mellon 1999). Da wir den Vitamin D-Spiegel nicht
gemessen haben, kénnen wir leider nicht ausschlieBen, dass dieser durch die
Hemmung der 1- und 25-Hydroxylasen gesenkt wurde, so dass eine Kombination
beider Medikamente entweder keinen zusétzlichen Effekt oder sogar eine Aufhebung

der gegenseitigen Wirkung zur Folge hatte.

4.2.2 Die motorische Geschicklichkeit der DBA/2- und C57BL/6-Mause

Die Ergebnisse des Rotarods aus beiden Experimenten zeigen eine bessere
motorische Geschicklichkeit der C57BL/6-Mause im Vergleich zu den DBA/2-Tieren.
C57BL/6-Mause konnten insgesamt langer auf sich drehendem Rad bleiben. Fast
alle C57BL/6-Tiere konnten sich bei 5 Umdrehungen pro Minute auf dem Rad halten.
Dies bestéatigt die Ergebnisse anderer Studien (Crabbe, Metten et al. 2002; Finn,
Roberts et al. 1997). Bei den DBA/2-Tieren gab es schon bei der niedrigsten
Frequenz groRere Schwankungen der Leistung, bei einer héheren Umdrehungszahl
blieben alle Tiere nur kurzzeitig auf dem Rad.

Wie erwartet, nahm die Latenz vor dem Fall mit zunehmender Umdrehungszahl bei
den beiden Stammen ab.

Im Vitamin D-Experiment konnte beim C57BL/6-Stamm eine Verbesserung der
Motorik durch niedrigdosiertes Vitamin D bei 10 U/min beobachtet werden. Eine
schlechtere motorische Performance der VDR-knockout-Mause ist bekannt (Burne,
McGrath et al. 2005), offensichtlich ist der Umkehrschlul3 erlaubt, dass die Gabe von
Vitamin D die Muskelkraft und Koordination verbessern kann.

Im néachsten Experiment konnte nur bei den DBA/2-Tieren eine signifikante
Verbesserung der motorischen Fahigkeiten bei der niedrigsten Rotationsfrequenz
durch die Kombination von hoherer Dosierung von Vitamin D und Paroxetin
beobachtet werden. Paroxetin oder Vitamin D alleine hatten dagegen keinen Effekt.
Es gibt Publikationen Uber die Motorik verbessernde Wirkung des Paroxetins beim

Menschen (Loubinoux, Pariente et al. 2002), aber auch solche, die keinen Effekt
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diesbezliglich nachweisen konnten (Ceravolo, Nuti et al. 2000). Die Performance auf
dem Rotarod bei Mausen bleibt durch die SSRI-Behandlung unverdndert (Brocco,
Dekeyne et al. 2002).

In humanen Studien fuhrt eine chronische Verabreichung von Vitamin D zu einer
Verbesserung der neuromuskuldren Funktion und deutlich verminderten
Sturzhaufigkeit (Dhesi, Jackson 2004), wohingegen die chronische Vitamin D-Gabe
bei fitteren, selbststandig lebenden Mannern keinen Einfluss auf Muskelkraft oder die
physische Fitness hat (Kenny, Biskup 2003).

Moglicherweise hat die Kombination beider Medikamente nur bei starkerer

angeborenen motorischen Beeintrachtigung einen Effekt.

4.2.3 FST: Wirkungen von Paroxetin

Angstlichkeit und Depressions-ahnliches Verhalten im FST korrelieren nicht direkt
miteinander (Cryan & Mombereau 2004). Die auf dem EPM angstlicheren DBA/2-
Mause waren im Vitamin D-Experiment im FST immobiler, zeigten somit eine
passivere  Coping-Strategie, was einem depressionsahnlichen Verhalten
gleichzusetzen ist und den Ergebnissen in unserem Labor entspricht (Thoeringer,
Sillaber et al. 2007).

Nur bei den DBA/2-Tieren forderte Paroxetin in unseren Experimenten eine aktive
Coping-Strategie: die Immobilitatsdauer nahm ab und die Kletterdauer zu, was
unseren Erwartungen an die Wirkung eines SSRI im FST entspricht (Redrobe, Bourin
et al. 1998; Lucki, Dalvi et al. 2001). C57BL/6-Mause haben eine starkere
dopaminerge Neurotransmission im Ncl. accumbens als DBA/2-Tiere (Ventura, Cabib
et al. 2002). Eine hohe Dopaminkonzentration im Gehirn begrenzt die
immobilitatsmindernden Effekte von Antidepressiva im FST (Renard, Dailly et al.
2004), auch in unseren FST-Versuchen zeigt sich kein Paroxetineffekt bei den
C57BL/6-Mausen. Die Schwimmdauer wurde durch Paroxetin bei den DBA/2- und
den C57BL/6-Mausen nicht verandert, was manche Publikationen bestétigt (David,
Renard et al. 2003).

In friheren Studien wurden meist akute Wirkungen von Paroxetin untersucht, die
entweder keinen Effekt (Bourin, Chenu et al. 2005) oder eine Abnahme der
Immobilitdt im FST bewirkten (Bourin, Colombel et al. 1998); eine chronische SSRI-

Gabe imitiert besser die klinische Realitat.
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FST selbst fuhrt zu einer starken Serotoninfreisetzung im Gehirn (Linthorst, Penalva
et al. 2002), so dass die Wirkung eines SSRI im FST mdoglicherweise von einer
stammabhangigen endogenen Serotoninfreisetzung abhangt. Da DBA/2- und
C57BL/6-Mause Unterschiede im serotonergen System (Jones, Hou et al. 1996)
aufweisen, zeigt ein SSRI bei beiden Stammen unterschiedliche Effekte im FST.
Paroxetin fiihrte in unserem Experiment zu einer signifikanten Zunahme der
Kletterdauer beim DBA/2-Stamm. In der Studie von Cryan konnte man bei einer
chronischen Gabe des SSRI Fluoxetin eine Zunahme der Schwimmdauer, bei einer
chronischen Gabe des noradrenerg wirksamen Reboxetin eine Zunahme der
Kletterdauer beobachten (Cryan, Page et al. 2005). Paroxetin ist zwar ein
schwacher, aber unter den SSRIs der starkste Noradrenalinwiederaufnahmehemmer
(Bourin, Chue et al. 2001). Die Verstarkung der noradrenergen Transmission ist am
antidepressiven Effekt von Paroxetin beteiligt (Hajos-Korcsok, McTavish et al. 2000).
Insbesondere bei héheren Plasmakonzentrationen, wie sie bei unseren Mausen
feststellbar waren, hemmt Paroxetin auch die Noradrenalintransporter (Owens,
Knight et al. 2000; Nemeroff & Owens 2004). Folgende Ergebnisse stitzen diese
Hypothese: Mause, die durch eine Unterbrechung des Dopaminhydroxylasegens
kein Noradrenalin mehr synthetisieren kdnnen, sprechen nicht mehr auf Paroxetin an
(Cryan, O'Leary et al. 2004). Eine Vorbehandlung mit Paroxetin verstéarkt die Wirkung
des selektiven Noradrenalin-Wiederaufnahmehemmers Reboxetin durch eine
Abnahme der Noradrenalinbindungsstellen (Gould, Pardon et al. 2003). Im FST
potenzieren noradrenerge Substanzen die Wirkung von subaktiven Paroxetindosen
bei Mausen (Redrobe, Bourin et al. 1998). Bei den depressiven Patienten korreliert
der Liguorspiegel von Paroxetin nicht nur mit dem der Serotonin-, sondern auch mit
dem der Noradrenalinabbauprodukte (Lundmark, Walinder et al. 1994). Wir kdnnen
also die Zunahme der Kletterdauer bei unseren DBA/2-Mausen mit einer indirekten
Zunahme der noradrenergen Transmission bei hohen Paroxetinspiegeln erklaren.
Behandlung mit Vitamin D oder mit Kombination Paroxetin + Vitamin D hatte keinen

zusatzlichen Effekt auf die Stress-Coping-Strategie.

4.2.4.1 Lernkurve: Veranderung der Angstlichkeit tiber die Zeit
Zu Beginn des Lernkurven-Experiments waren die DBA/2-M&use angstlicher als die
C57BL/6-Tiere: die Latenz bis zum ersten Betreten des boards war initial beim

DBA/2-Stamm langer, glich sich bei den beiden Stammen ab dem zweiten Tag an,
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am vierten Tag betraten die DBA/2-Mause den board friiher als die C57BL/6-Tiere.
Mit jeder Versuchswiederholung nahm die Zeit auf dem board bei den beiden
Stdmmen in den ersten 2 Tagen signifikant zu. Die DBA/2-Mause habituierten jedoch
schneller als die C57BL/6-Mause: ab dem zweiten Tag verbrachten sie signifikant
mehr Zeit auf dem board als die C57BL/6-Tiere. Wir stellen also fest, dass die
DBA/2-Mause in einer neuen Umgebung schneller habituieren als die C57BL/6-
Méause, was auch von anderen Untersuchern im open field Test gezeigt wurde
(Podhorna & Brown 2002).

Mit zunehmender Gewdhnung an die neue Umgebung nahm die Lochexploration bei
den beiden Stammen signifikant zu. Ab dem zweiten Tag zeigten die DBA/2-Mause
signifikant mehr Lochbesuche als die C57BL/6-Tiere, was auf eine schnellere
Adaptation des erstgenannten Stamms hinweist.

Die DBA/2-Tiere waren im Lernkurventest lokomotorisch aktiver als die C57BL/6-
Mause, insbesondere am Tagesbegnn und bei Anderungen der Versuchsanordnung.
Die Zahl der Linienubertritte nahm bei den beiden Stammen stetig ab, was mit der
Zunahme der auf dem board verbrachten Zeit korrelierte. Die DBA/2-M&use machten
signifikant mehr rearings pro Minute als die C57BL/6-Tiere, was eine groRRere
Exploration dieses Stamms wiederspiegelt. Dieser Parameter nahm im Laufe der
Versuche signifikant ab, da die Mause sich zunehmend zielgerichteter auf die
Futterbelohnung konzentrierten.

Die C57BL/6-Mause putzten sich in allen Versuchsdurchgéngen signifikant langer als
die DBA/2-Tiere. Bemerkenswert ist, dass die grooming-Dauer bei den C57BL/6-
Tieren wahrend des Lernkurventests wesentlich langer war als in den klassischen
Angsttests wie EPM oder DLT, die bei Tageslicht durchgefuhrt wurden. Grooming
kann man bei Nagetieren sowohl in stressfreien als auch in belastenden Situationen
beobachten. Man kann zwischen einer ungestorten Korperpflege in cephalokaudaler
Richtung und einem stressbedingten sprunghaften grooming unterscheiden (Kalueff
& Tuohimaa 2004). Somit gibt es zwei mogliche Grinde fur die l&ngere grooming-
Dauer im Lernkurvenexperiment im Vergleich zu den klassischen Angsttests:
Einerseits betreiben die Tiere bei Dunkelheit mehr Korperpflege, da sie in dieser
Phase allgemein aktiver sind als bei Tageslicht (Valentinuzzi, Buxton et al. 2000),
andererseits kann das lange grooming eine hohe Stressbelastung der Mause durch

den Lernkurventest anzeigen.
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Aufgrund der schnelleren Habituation an die Umgebung konnten die DBA/2-Mause
ihre initiale Angstlichkeit schneller iberwinden. Sie zeigten ein aktiveres Coping-
Verhalten, welches ihnen ermdglichte, die Futterbelohnung schneller zu finden und
dadurch den Test friher zu beenden, wahrend die C57BL/6-Mause relativ passiv
blieben, viel Zeit mit grooming verbrachten und eher ungezielt ihre Umgebung
explorierten. Auch andere Publikationen zeigen, dass die C57BL/6-Mause im
Vergleich zu den DBA/2-Tieren in stressigen Situationen schneller mit Passivitat
reagieren (Cabib, Puglisi-Allegra et al. 2002; Shanks & Anisman 1988). Aul3erdem
zeigen C57BL/6-Mause bei Stress eine im Vergleich zum DBA/2-Stamm verstérkte
noradrenerge Transmission im Locus coeruleus, die mit passivem Coping assoziiert
ist (Hwang, Kunkler et al. 1999).

Auf dem EPM waren die DBA/2-Tiere angstlicher als die C57BL/6-M&use. Im
kognitiven Test waren die DBA/2-Tiere dagegen schon am zweiten Tag weniger
angstlich als die C57BL/6-Méause, was mit den Unterschieden in der Versuchsdauer
erklart werden kann. Hatten wir nur einen funfmindatigen Lernkurvenversuch bei den
beiden Stammen durchgefiihrt, ware unsere Hypothese vom &angstlicheren DBA/2-
Stamm und dem explorativ aktiveren C57BL/6-Stamm vermutlich bestétigt worden.
Mit der Zeit stellte sich aber heraus, dass die DBA/2-Tiere schneller an eine neue
Umgebung adaptieren, was ihre Angstlichkeit zunehmend mindert und ihre kognitive
Uberlegenheit zum Vorschein bringt.

4.2.4.2 Vergleich beider Stamme in Bezug auf Kognition

Die C57BL/6-Mause lernten in unserem visuell-raumlichen Experiment wesentlich
langsamer als die DBA/2-Tiere: sie explorierten haufiger falsche Locher und lieRen
im Vergleich zum DBA/2-Stamm signifikant mehr belegte Loécher aus. Eine
mangelnde Suchstrategie flhrte zu schlechteren Lernkurvenergebnissen der
C57BL/6-Mause. Das bestétigt auch unsere frihere Ergebnisse, die bei DBA/2-
Mausen eine bessere kognitive Performance und eine enge Korrelation zwischen
Kognition und Angstlichkeit, bei den C57BL/6-M&ausen dagegen zwischen Kognition
und Exploration feststellten (Ohl, Roedel et al. 2003).

Wenn ein Stressor kontrollierbar bleibt, wird die Neurotransmission im Ncl.
accumbens aktiviert, was zu Handlungsmotivation fuhrt; ein unkontrollierbarer Stress
hemmt die Erregungsibertragung in diesem Kern und bewirkt ein passives Coping-
Verhalten (Cabib & Puglisi-Allegra 1994). Uber diesen Mechanismus fihrte eine

unzureichende Aufgabenlésung zu einer gro3eren Passivitat der C57BL/6-Méause,
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ihre langsamere Habituation trug wiederum zum kognitiv schlechteren Ergebnis bei,
so dass Angst und Kognition sich wechselseitig beeinflussten.

Die DBA/2-Mé&ause machten an mehreren Tagen signifikant mehr Wiederholungen als
die C57BL/6-Tiere, was als ein Arbeitsgedachtnisfehler gewertet werden kann: die
Tiere erinnerten sich nicht, dass sie die Mandel schon herausgenommen haben.
Andererseits kann die scheinbare Uberlegenheit der C57BL/6-M&use in diesem
Parameter ihre mangelnde Motivation, die Aufgabe zu l6sen, widerspiegeln.

Die Versuchsdauer als der wichtigste Parameter fir die Fahigkeit, die
Aufgabenlésung zu erfassen und die Futterbelohnung in kirzester Zeit zu finden,
nahm bei den beiden Stammen stetig ab. Ab dem zweiten Tag beendeten die DBA/2-
Méause den Versuch signifikant schneller als die C57BL/6-Tiere. Insgesamt konnte
gezeigt werden, dass DBA/2-Mause signifikant effizienter lernten als C57BL/6-Tiere.
DBA/2-Mause zeigten Beeintréachtigungen im Arbeitsgedachtnis, welches der zeitlich
begrenzten Informationsspeicherung dient (Goldman-Rakic 1996), waren aber
bezuglich des deklarativ-assoziativen Gedéachtnisses, welches Verknupfungen
zwischen zwei Reizen in der Umwelt herstellt (Squire & Zola 1996), den C57BL/6-
Tieren deutlich Gberlegen.

Die kognitiven Defizite, die bei DBA/2-Mausen in friiheren Experimenten festgestellt
wurden, hingen mdglicherweise mit den angstauslésenden Versuchsbedingungen
zusammen. Vor allem bei diesem Stamm fuhrt Licht, welches bei den meisten
Experimenten eingeschaltet war, zur kognitiven Beeintrachtigung (Roedel, Storch et
al. 2006). Das Morris water maze Test, in dem Mause eine Unterwasserplattform
finden mussten, stellte flir die wasserscheuen Tiere einen Ubermaldig grof3en
Stressor dar (Owen, Logue et al. 1997). AulRerdem wurde in einigen Tests freezing
als kognitiver Parameter gewertet, dieses Verhalten kommt bei DBA/2-M&ausen relativ
selten vor (Nguyen, Abel et al. 2000). Vermeidungsverhalten lernen DBA/2-Mause
besser als C57BL/6-Tiere (Weinberger, Koob et al. 1992;Heyser, McDonald et al.
1999).

Interessanterweise explorierten C57BL/6-Mause mehr Arme eines radialen
Labyrinths (radial arm maze), wahrend DBA/2-Tiere sich auf einzelne Arme
konzentrierten, was als kognitive Uberlegenheit der C57BL/6-Mause gewertet wurde,
auch wenn sie mit der allgemeinen Aktivitat der Mause in diesem Test korrelierte

(Ammassari-Teule & Caprioli 1985). In unserem Experiment bedeutete die
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Konzentration auf die markierten Locher eine kognitive Uberlegenheit der DBA/2-

Mause.

4.2.4.3 Einfluss von Vitamin D auf Angst und Kognition

Nachdem die Reihenfolge der belegten Lécher zum zweiten Mal verandert wurde,
bewirkte Vitamin D in unserem Lernkurvenexperiment eine Abnahme der
Auslassungen bei den beiden Stammen, die innerhalb der zwei Versuche des vierten
Tages eine Signifikanz erreichten, was fur einen verbesserten Lerneffekt durch die
Behandlung spricht. Ab dem dritten Tag lieRen die Vitamin D-behandelten DBA/2-

Mause fast keine Locher mehr aus. Vitamin D verringerte die Latenz bis zum
Betreten des boards bei den C57BL/6-Tieren ab dem dritten Tag, dieser
anxiolytische Effekt war bei der dritten Bedingung signifikant. Bei Veranderungen der
Versuchsanordnung reagierten die C57BL/6-Mause angstlich: sie blieben in einer
Ecke der box sitzen, statt die Umgebung zu explorieren und zeigten mehr grooming-
Verhalten. Sie reagieren auf Veranderungen der raumlichen Umgebung allgemein
starker mit Stressreaktion als die DBA/2-M&use (Thinus-Blanc, Save et al. 1996).
Besonders weil die C57BL/6-Mause keinen Zusammenhang zwischen den
Markierungen und den in den Léchern liegenden Mandeln herstellen konnten, trugen
diese Versuchsanderungen zu ihrem verstarkten grooming-Verhalten bei.

Bei den DBA/2-Tieren nahm die Anzahl der Linienubertritte pro Minute bei der 2.
Bedingung, bei welcher die Markierungen entfernt wurden, durch die Behandlung ab.
Das heil3t, die verstarkte Lokomotion der DBA/2-Mause, die bei jeder neuen
Versuchsanordnung auftrat und somit am ehesten stressbedingt war, wurde durch
Vitamin D gedampft, am 2.Tag war dieser Effekt signifikant. Vitamin D bewirkte eine
signifikante Abnahme der grooming-Dauer bei der 3. und 4. Bedingung bei den
beiden Stammen, insbesondere bei den C57BL/6-Tieren.

Zusammengefasst verminderte die chronische Vitamin D-Gabe bei den beiden
Stammen die Anzahl der Auslassungen der belegten Ldcher, die Latenz bis zum
ersten Betreten des boards sowie die grooming-Dauer, insbesondere bei Stress im
Sinne einer neuen Versuchsbedingung. Vitamin D-Mangel in utero fuhrt bei Ratten
(Burne, Becker et al. 2004) und bei 129/SvJ-Méausen zur Hyperlokomotion, nicht
jedoch beim C57BL/6-Stamm (Harms, Eyles et al. 2008). Bei uns dampfte Vitamin D
die stressbedingte Uberaktivitat des DBA/2-Stamms.
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Vitamin D zeigt bei beiden Stdmmen sowohl gedachtnisverbessernde als auch
anxiolytische Effekte, die sich gegenseitig verstarken. Moglicherweise entfaltet das
Colecalciferol seine Wirkung insbesondere in stressigen Situationen wie z. B. bei
Entfernung der Futterbelohnung, Anderung der Reihenfolge der Markierungen oder
Einschalten von Licht.

Bei é&lteren Menschen ist ein Vitamin D-Mangel mit schlechterer kognitiver
Performance assoziiert (Wilkins, Sheline et al. 2006). Ein hoherer 25-
Hydroxyvitaminspiegel korrelierte in der Allgemeinbevélkerung jedoch nicht mit einer
besseren Lernleistung (McGrath, Scragg et al. 2007).

Beim Lernkurventest wirkte Vitamin D leicht anxiolytisch und dampfend, wir halten
weitere Untersuchungen mit zeitlich versetzter Gabe sowie mit der Gabe des aktiven
Dihydroxycolecalciferols fur vielversprechend.

4.5 Der Einfluss von Stress und Behandlung auf die HPA-Achse
4.5.1 Hohere Corticosteronspiegel bei den gestressten DBA/2-Mausen

Da die Tiere erst 3-4 Stunden nach dem FST getotet wurden und der ACTH-Spiegel
schon einige Minuten nach einer Stressexposition ansteigt und nach ca. einer Stunde
wieder abfallt (Keck, Welt et al. 2003), waren keine Unterschiede diesbezuglich
zwischen den Stammen oder Behandlungsgruppen zu sehen.

Der Corticosteronspiegel war in unseren Experimenten nach dem FST bei den
DBA/2-Mausen signifikant hoher als bei den C57BL/6-Tieren, basal zeigten sich
keine Unterschiede zwischen den beiden Stdmmen, was die Ergebnisse anderer
Autoren bestéatigt (Jones, Sarrieau et al. 1998b).

Die DBA/2-Tiere zeigen einen im Vergleich zum C57BL/6-Stamm langer anhaltenden
Corticosteronanstieg nach einer Stresserfahrung (Shanks & Anisman 1988; Cabib,
Algeri et al. 1990) aufgrund einer im Vergleich zum C57BL/6-Stamm verminderten
feedback-Hemmung der HPA-Achse (Thoeringer, Sillaber et al. 2007).

Die Glucocorticoide bestimmen in der Interaktion mit anderen Komponenten der
HPA-Achse deren basale Aktivitat, kontrollieren die Schwelle der Aktivierung der
HPA-Achse (Sapolsky, Romero et al. 2000) und beenden die stressinduzierte HPA-
Achsen-Aktivierung  (Muller, Holsboer et al. 2002). Chronisch erhéhte
Glucocorticoidspiegel beeintréachtigen die synaptische Transmission, flhren zu
Atrophie des Dendritenbaums, Verminderung der Neurogenese und erniedrigter

Resistenz der Neurone gegeniber hypoxischen und oxidativen Noxen. In hohen
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Dosen wirken Glucocorticosteroide neurotoxisch und fuhren zu Atrophie des
Hippocampus (Sapolsky 2000), die zu den kognitiven und emotionalen Defiziten bei
einer Depression beitragt (Duman, Heninger et al. 1997). Die bei uns beobachteten
hoheren stressinduzierten Corticosteronspiegel der DBA/2-Mause erklaren die
Tatsache, dass dieser Stamm im Vergleich zu den C57BL/6-Tieren einen kleineren
Hippocampus besitzt (Barkats, Bertholet et al. 1996), was mit einer erhohten
Stressempfindlichkeit assoziiert ist (Gilbertson, Shenton et al. 2002). Auch bei
Menschen mit einer Depressions- (Videbech & Petersen 2001) oder
Angsterkrankung, speziell der posttraumatischen Belastungsstorung (Winter & lIrle
2004), ist der Hippocampus oft verkleinert.

Andererseits spielen Glukokortikoide sowohl bei Konsolidierung als auch beim Abruf
von gespeicherten Informationen eine wichtige Rolle (Roozendaal, Okuda et al.
2006a), z. B. sorgen sie in Gefahrensituationen nicht nur fir eine erhohte
Wachsamkeit, sondern auch fur eine dauerhafte Speicherung der Erinnerung (Korte
2001). Die Glucocorticoid-abhéngige Gedé&achtniskonsolidierung setzt dabei eine
noradrenerge Aktivierung der Amygdala voraus (Roozendaal, Okuda et al. 2006b).
Ein hoherer Corticosteronspiegel kénnte zur besseren kognitiven Leistung der
DBA/2-Mause im Lernkurventest im Vergleich zum C57BL/6-Stamm beigetragen
haben.

4.5.2 CRH-Expression im PVN und Amygdala bei den DBA/2- und C57BL/6-
Mausen

Bezlglich der CRH-Expression im PVN und in der Amygdala waren die Ergebnisse
uneinheitlich. Auch in der Literatur korreliert der CRH-Gehalt nicht immer mit der
Angstlichkeit der Tiere. CRH-uberexprimierende Mause sind zwar angstlicher als der
Wildtyp; CRH-Knockout-Méause zeigen wider Erwartung keine Auffalligkeiten im
Verhalten, weder unter Basalbedingungen noch nach einer Stressexposition
(Weninger, Dunn et al. 1999). Fir die Angstlichkeit eines Stammes ist nicht nur CRH,
sondern auch die Interaktion von CRH mit CRHR1 und die Rezeptorempfindlichkeit
entscheidend (Erhardt, Ising et al. 2006). Es scheint, dass das stressinduzierte
Verhalten in erster Linie CRH-Rezeptoren, aber nicht CRH selbst erfordert
(Weninger, Dunn et al. 1999), so dass der CRH-Gehalt in bestimmten Hirnstrukturen
nicht direkt mit dem Angstverhalten korreliert. Bei den DBA/2-Méausen konnte eine
hohere Dichte an CRHRL1 vorliegen. Frihere Befunde zeigten schon eine grof3ere

Expression von CRHR1 mRNA im Cortex von DBA/2-Mausen im Vergleich zum
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C57BL/6-Stamm (Giardino, Puglisi-Allegra et al. 1996) bei gleichzeitig groRerer
Angstlichkeit auf dem EPM. CRHR1-Knockout-M&ause zeigen weniger
angstassoziiertes Verhalten (Timpl, Spanagel et al. 1998), CRHR2-Knockout-Mause
zeigen mehr passives Coping-Verhalten im FST als der Wildtyp (Bale, Contarino et
al. 2000). CRHR1 vermitteln eine Zunahme der Angstlichkeit, CRHR2 tendenziell
eine Abnahme der Stressantwort im Sinne eines aktiveren Stresscopings (Reul &
Holsboer 2002). Somit kann CRH je nach Rezeptorbesetzung unterschiedliche
Wirkungen entfalten.

Ein weiterer wichtiger Regulator der HPA-Achse ist das CRH-bindende Protein,
welches CRH mit hoher Affinitat bindet und so seine biologische Aktivitat einschrankt
(Kemp, Woods et al. 1998). Ca. 50% des CRH ist an das CRH-bindende Protein
gebunden (Behan, De Souza et al. 1995). Eine Hemmung des CRH-bindenden
Proteins steigert zwar die CRH-AKktivitat in kortikalen Arealen wie im Hippocampus,
induziert aber kein angstassoziiertes Verhalten (Heinrichs & Joppa 2001). Das wird
dadurch erklart, dass CRH subkortikal anxiogen wirkt, z. B. am lateralen Septum
oder in der Amygdala (Keck, Ohl et al. 2005). Andererseits kann das supprimierte
CRH beim DBA/2-Stamm durch die starkere chronische Aktivierung der HPA-Achse
erklart werden.

Insgesamt waren die Ergebnisse fur die CRH-Expression im PVN und in der
Amygdala inkonsistent. Im Vitamin D- und Paroxetin-Experiment, in dem alle Mause
denselben Versuchen unterzogen wurden, zeigte sich bei starkerer HPA-Achsen-
Aktivierung eine CRH-Supprimierung beim DBA/2-Stamm. Mdglicherweise ist AVP
ein empfindlicherer Indikator der stressassoziierten HPA-Achsen-Verdnderungen als
CRH.

4.5.3 Hohere AVP- Expression bei den DBA/2-Mausen

Da die CRH-Rezeptoren durch die chronisch erhdhten Corticosteronspiegel bei den
DBA/2-Mausen herunterreguliert wurden, was an der supprimierten CRH-Expression
sichtbar war, wurde AVP kompensatorisch erhdoht, um eine normale Reagibilitat der
HPA-Achse aufrechtzuerhalten. Die AVP-Expression im PVN und im SON war in den
beiden Experimenten bei den DBA/2-Tieren signifikant hoher als bei den C57BL/6-
Mausen. AVP reagiert bei Stress dynamischer als CRH, so dass chronischer Stress
die AVP/CRH-Ratio steigert (Scott & Dinan 1998).
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Jingere Studien zeigten, dass ein Antagonismus am AVP-Rezeptor V1b zu
deutlicher Reduktion von Angstlichkeit bei Mausen und Hamstern (Serradeil-Le,
Wagnon, lll et al. 2005), Vl1a-Rezeptor-Nullmutation bei Mausen zu verringerter
Angstlichkeit und beeintrachtigten Gedachtnisleistung im social recognition Test fiihrt
(Nabe, Honjo et al. 2007).

Die Uberexpression des Vl1a-Rezeptors steigert dagegen die Angstlichkeit und
verbessert die Gedachtnisleistung im social recognition-Test bei Mausen und Ratten
(Bielsky, Hu et al. 2005;Bluthe & Dantzer 1992). AVP verbessert in niedrigen Dosen
das Gedachtnis bei Ratten (Castellano, Cabib et al. 1996), bei Mausen konnten
ahnliche Effekte auf Konsolidierung und Abruf mit einem AVP-Analogon erreicht
werden (Sato, Tanaka et al. 2004). Daher konnten sowohl die erhdhte Angstlichkeit
auf dem EPM als auch die gute kognitive Leistung der DBA/2-Tiere im

Lernkurventest durch die erhéhte Expression von AVP bedingt sein.

4.5.4 Der Einfluss von Vitamin D und Paroxetin auf die HPA-Achse

Angesichts der antagonistischen Eigenschaften von Vitamin D und Corticosteron in
der Zellkuktur (Obradovic, Gronemeyer et al. 2006) erwarteten wir eine
Herunterregulation der HPA-Achse durch Vitamin D bei Mausen, die wir nicht
beobachten konnten. Auch bei in utero mit Vitamin D mangelerndhrten,
hyperlokomotorischen Ratten sieht man in vivo keine Veranderungen der HPA-Achse
(Eyles, Rogers et al. 2006).

Vitamin D wirkt bei beiden Stdmmen anxiolytisch im kognitiven Test, insbesondere
bei stressigen Bedingungen innerhalb dieses Versuchs wie nach Entfernung der
Markierungen oder Einschalten des Lichts, aber nicht in den klassischen Angsttests.
Angesichts der modulatorischen Funktion dieses Neurosteroids ist es nicht
verwunderlich, dass die Verhaltenseffekte nicht sehr offensichtlich und nicht in allen
Tests zu beobachten sind. Méglicherweise hat eine chronische Vitamin D-Gabe eine
zentrale Wirkung vor allem wahrend der neuronalen Entwicklung und in besonders
stressigen Situationen.

Bei gesunden Probanden hatte eine hochdosierte 4-tdgige Einnahme von Vitamin D
keinen Einflul auf den Cortisolspiegel (Zofkova & Kancheva 1994). Vitamin D-
Mangel fuhrt zu Verhaltensbeeintrachtigungen bei Ratten bei unbeeintrachtigter

HPA-Achsen-Funktion, so dass die Verhaltensédnderung durch Vitamin D am ehesten
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nicht durch eine direkte Beeinflussung der Stressantwort erfolgt (Eyles, Rogers et al.
2006).

Paroxetin normalisiert die reduzierte serotonerge Transmission (Keck, Sartori et al.
2005) sowie die Dysregulation der HPA-Achse bei depressiven Patienten (Nickel,
Sonntag et al. 2003) und bei den angstlichen HAB-Ratten (Keck, Welt et al. 2003),
die ein hyperaktives HPA-System besitzen (Liebsch, Linthorst et al. 1998). Die
Abnahme der AVP-Uberexpression nach chronischer Paroxetingabe bei Ratten
(Keck, Welt et al. 2003) stutzt diese Hypothese. Auch bei depressiven Patienten
sinken die CRH- und AVP-Spiegel in der zerebrospinalen Flissigkeit nach SSRI-
Behandlung (De Bellis, Gold et al. 1993).

In unseren Experimenten hatte Paroxetin trotz gewisser Verhaltenseffekte keinen
Einfluss auf die HPA-Achse. Wir haben keine Abnahme von AVP beim DBA/2-
Stamm beobachtet, obwohl diese M&use im FST aktiver wurden.

Moglicherweise sind die Auswirkungen von Paroxetin auf die HPA-Achse sehr subtil
und waren erst im Dexamethason/CRH-Test sichtbar geworden (Keck, Wigger et al.
2002;Ising, Kunzel et al. 2005). Andererseits kénnte es durch Speziesunterschiede
bedingt sein, dass bei Mausen im Gegensatz zu Ratten und Menschen keine
Beeinflussung der HPA-Achse durch Paroxetin erfolgt. Andere Faktoren, die die
Aktivitat der HPA-Achse bestimmen, sind das Corticosteron bindende Globulin (CBG)
(Jones, Sarrieau et al. 1998a), das Multidrug Resistance gene 1-type p-
Glykoproteine (MDR 1 p-gp), welches Glucocorticoide aktiv durch die
Bluthirnschranke aus dem Gehirn transportiert (Uhr, Holsboer et al. 2002) oder
Glucocorticoid-metabolisierende  11R-Hydrosteroid-Dehydrogenasen, die den
intrazellularen, fur die Aktivierung kernstadndiger Rezeptoren notwendigen
Corticosteroidspiegel regulieren (Tomlinson, Walker et al. 2004) und somit auch die

HPA-Achse beeinflussen.
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9 Zusammenfassung

Das erste Experiment diente dazu, ein Panikmodell durch eine systemische akute
Verabreichung von CCKS8 in drei verschiedenen Dosierungen an die C57BL/6-Mause
zu etablieren. Leider fuhrte CCK aufgrund der mangelnden Penetration ins Gehirn,
eines schnellen Abbaus oder der mangelnden Affinitdt zu den CCK,-Rezeptoren zu
keinen Verhaltensveranderungen bei diesem Mausstamm im modifizierten
Holeboard, EPM oder DLT.

Dann untersuchten wir die Unterschiede im Verhalten und in den Parametern der
HPA-Achse zwischen den emotional und kognitiv unterschiedlichen C57BL/6- und
DBA/2-Mausen und deren Beeinflussung durch eine chronische orale Gabe von
Vitamin D, Paroxetin und deren Kombination. Dabei stellten wir fest, dass die DBA/2-
Mause auf dem EPM angstlicher waren als die C57BL/6-Tiere: sie vermieden mehr
offene Arme und zeigten mehr grooming-Verhalten. Bei beiden Stadmmen
verminderte Paroxetin und die Kombinationsbehandlung die grooming-Dauer im
EPM-Test.

Auf dem Rotarod waren die C57BL/6-Tiere motorisch geschickter als die DBA/2-
Tiere. Vitamin D in niedriger Dosierung verbesserte die motorische Performance bei
den C57BL/6-Mausen, die Kombinationsbehandlung hatte bei den DBA/2-Mausen
einen Motorik fordernden Effekt.

Die DBA/2-Mause waren im FST immobiler. Paroxetin verminderte nur bei diesem
Stamm die Immobilitdt zugunsten der verlangerten Kletterdauer.

Die DBA/2-Mause zeigten eine schnellere Habituation im Lernkurventest: im Laufe
des Experiments betraten sie immer friher das board und besuchten insgesamt
mehr Locher. Gleichzeitig waren sie motorisch aktiver, insbesondere nach
Anderungen der Versuchsanordnung, was auf eine stressbedingte Komponente
dieser Uberaktivitat hinweist, welche durch die Vitamin D-Behandlung vermindert
wurde. Die anxiolytische Wirkung von Vitamin D wurde auch durch die Zunahme der
Locherbesuche beim C57BL/6-Stamm sichtbar. Bei den beiden Stammen
verminderte Vitamin D die Latenz des Betretens des boards und die grooming-
Dauer.

Das aktivere Coping der DBA/2-Mause beim milden Stress erlaubte ihnen eine im
Vergleich zu den C57BL/6-Tieren schnellere Lésung der kognitiven Aufgabe. Sie
besuchten weniger falsche Locher, lie3en weniger belegte Locher aus und fanden

alle Mandeln wesentlich schneller als die C57BL/6-Mause, was auf die Uberlegenheit
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des DBA/2-Stamms im assoziativen Gedéachtnis hinweist. Die DBA/2-Tiere machten
aber mehr Wiederholungen, was auf Defizite in ihrem Arbeitsgedachtnis hindeutet.
Vitamin D bewirkte eine Abnahme der Auslassungen bei beiden Stammen, bei dem
was auf einen mnemnotropischen Effekt hinweist. Da dieser Unterschied v.a. bei den
veranderten Versuchsbedingungen signifikant war, ist zu vermuten, dass die
Gedéachtnisverbesserung via Anxiolyse erfolgte.

Die DBA/2-Tiere wiesen nach Stressexposition einen hoheren Corticosteronspiegel
im Blut und eine starkere Expression von Vasopressin im PVN und im SON auf, was
fur eine starker aktivierte HPA-Achse bei diesem Stamm spricht. Die hohe AVP-
Expression vermittelte auch einen besseren Lerneffekt bei diesem Stamm.

Die C57BL/6-Mause waren weniger &angstlich auf dem EPM und motorisch
geschickter auf dem Rotarod, aber passiver und lernunfahiger im kognitiven Test als
die DBA/2-Mause. Beide Stamme reagierten unterschiedlich auf die
pharmakologische Behandlung. Die beschriebenen Verhaltensveranderungen
spiegelten sich nicht wesentlich in den messbaren Veranderungen der HPA-Achse
wieder.

Wir haben zum ersten Mal im Tiermodell die anxiolytischen, Gedachtnis und Motorik
verbessernden Eigenschaften von Vitamin D bei chronischer Gabe nachgewiesen,
die aufgrund der Untersuchungen beim Menschen und bei knockout-Tieren vermutet

wurden.
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