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1 EINLEITUNG

Das menschliche Gehirn kann ein Leben lang lernen. Sogar nach Zerstérung wichtiger
Hirnregionen ist ein Wiedererlangen von motorischen Fahigkeiten moglich. In einer
alternden Gesellschaft wie der unseren hat dieses ungeheure und noch wenig verstan-
dene Potential zur neuronalen Reorganisation, auch neuronale Plastizitdt genannt,
groBe Relevanz. Dass Plastizitdt am motorischen Lernen beteiligt ist, konnte erstmalig

am Lernmodell der Ratte gezeigt werden (Rioult-Pedotti et al., 1998).

1.1 GRUNDLAGEN DES MOTORISCHEN LERNENS

An der Initiierung und Kontrolle einer Bewegung sind viele motorische Systeme betei-
ligt. Der motorische Kortex spielt dabei als exekutive Instanz eine zentrale Rolle

(s. Abb. 1.1).
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Abbildung 1.1: Modell der motorische Kontrolle (modifiziert nach Hikosaka et al., 1999)
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Ausgangspunkt der Bewegung ist eine veranderte Umgebungsbedingung, die als sensorischer
Reiz wahrgenommen wird. Daraufhin wird ein Bewegungskonzept auf ein bestimmtes Ziel hin
entworfen und dem Assoziationskortex Ubermittelt. Nach Riickkopplungsschleifen mit ver-
schiedenen Gehirnanteilen, wie dem Kleinhirn (zusténdig fur die zeitliche Feinabstimmung und
Bewegungsinitiation) und den Basalganglien (entwerfen die rdumliche Bewegungsabfolge,
beeinflussen die Bewegungsinitiation je nach Riickmeldung vom Belohnungssystem), wird der
motorische Kortex lUber den Bewegungsentwurf informiert. Nach dem Abgleich des Bewe-
gungsentwurfs durch ein somatosensorisches Feedback lber die aktuelle Lage des Korpers im
Raum wird der primar motorische Kortex dann Ausgangspunkt fiir die Aktivierung von Nerven-
bahnen, die selektiv diejenigen Muskelgruppen ansteuern, die die gewlinschte Bewegung aus-

fuhren sollen.

Neue Forschungsansatze lassen vermuten, dass der motorische Kortex liber diese
Funktion hinaus auch direkt am Erlernen und Erinnern von Bewegungsabldaufen betei-
ligt ist. Die primar motorische Hirnrinde (M1) der Ratte zeigt beim Erlernen einer mo-
torischen Handlungsabfolge auf makro- wie mikrostruktureller Ebene eine Aktivierung
und Umstrukturierung, die eine aktive Beteiligung dieses Areals am Lern- und Erinne-
rungsprozess sehr nahelegt (Rioult-Pedotti et al., 1998; Sanes und Donoghue, 2000;
Luft et al., 2004; Harms et al., 2008; Molina-Luna et al., 2009). Will man diesen Prozess
nun naher studieren, kann man dies auf ganz verschiedenen Ebenen tun: auf der Ver-
haltensebene, in der Analyse der Aktivierung einzelner Hirnareale, auf der Ebene der
neuronalen Netzwerke, auf der Ebene der einzelnen Nervenzellen, der Proteine und
Gene (Buitrago, 2005). Grundgedanke der vorliegenden Dissertation ist es, durch se-
lektives Ansteuern von Nervenzellrezeptoren ein fiir das Lernen relevantes neuronales
Netzwerk zu beeinflussen und den Effekt auf der Verhaltensebene zu beobachten. In
der vorliegenden Arbeit haben wir uns auf das dopaminerge Transmittersystem kon-
zentriert. Dopamin ist der zentrale Signalibertragerstoff fir das belohnungsassoziierte
Lernen im ZNS (Hyman et al., 2006). Je unerwarteter dabei die Belohnung, desto mehr
unterstltzt Dopamin das Lernen (Schultz, 1998, 2006). Des Weiteren ist bekannt, dass
die Modifikation der dopaminergen Hintergrundaktivitat durch Medikamente Lernen
bei Schizophrenie-, Parkinson- und Schlaganfallpatienten verbessern kann (Daniel et

al.,, 1991; Lange et al., 1992; Scheidtmann et al., 2001; Floel et al., 2005). In der pra-
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frontalen Hirnrinde wurde bereits nachgewiesen, dass Dopamin fiir die motorische
Funktion eine wichtige Rolle spielt (Del Arco und Mora, 2008; Heijtz et al., 2007). Do-
pamin ist zudem an Prozessen der neuronalen Plastizitat beteiligt (Hosp et al., 2009;
Molina-Luna et al., 2009). Experimente zur Proteinsynthese in M1 ergaben, dass wah-
rend des Lernvorgangs verschiedene Gene, unter ihnen das fiir den Dopamin-2-
Rezeptor, vermehrt transkribiert werden (Buitrago, 2005). Es existieren dopaminerge
Projektionen in M1, Gber deren Funktion noch wenig bekannt ist (Williams und Gold-
man-Rakic, 1993; Molina-Luna et al., 2009). Doch all diese Daten lassen vermuten, dass
Dopamin in M1 fir das motorische Lernen eine wichtige Rolle spielt. Es liegt nahe, die-

se Hypothese genauer zu untersuchen.

1.2 LERN- UND ERINNERUNGSPHASEN

Wir wissen heute, dass die Prozesse von Lernen und Erinnern in verschiedene Phasen
gegliedert werden konnen. Auf die initiale Akquisitionsphase folgen die Phasen der
Gedachtnisbildung und des Wiedererinnerns. Was allerdings genau in den einzelnen

Phasen auf hirnorganischer Ebene geschieht, ist noch Spekulation.

Die Akquisitionsphase ist die eigentliche Lernphase, bei der in kurzer Zeit ein starker
Zuwachs an motorischer Fertigkeit erfolgt. Eine Theorie besagt, dass in dieser Phase
verschiedene Prozesse, die eine neue Bewegung unterschiedlich schnell lernen lassen,
ineinander greifen. Auf ein schnelles Lernen innerhalb einer Trainingssitzung folgt ein
langsameres Lernen zwischen den Trainingseinheiten. Evidenz fiir diese Prozesse mit
unterschiedlicher Dynamik existiert auf verschiedenen experimentellen Ebenen (Luft
und Buitrago, 2005). Wichtig dabei ist, dass nicht nur wahrend der Trainingsphasen
(Intrasession learning), sondern auch in den Trainingspausen Lernen stattfindet (Inter-
session learning), was daran zu erkennen ist, dass der Lernfortschritt Gber die Pause
hinweg erhalten bleibt und das Ausgangsniveau des nachsten Trainings gegeniber

dem vorherigen hoher liegt (s. Abb. 1.2).
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Abbildung 1.2: Lernkurve beim Erlernen einer neuen Bewegungsabfolge (Motor skill learning
curve; modifiziert nach Luft und Buitrago, 2005)

Die Kurve beginnt mit einem steilen Lernzuwachs wahrend des Trainings (Intrasession learning,
blaue Felder). In den Trainingspausen bleibt das Endniveau des letzten Trainings erhalten (In-
tersession learning, weille Felder). Auf die ansteigende Akquisitionsphase folgt die Plateaupha-
se (retention), in der die motorische Leistung ihr Maximum erreicht hat, Erlerntes wird abge-
speichert. Die letzte Phase ist die Erinnerungsphase (recall), in der auf Erlerntes
zurilickgegriffen werden kann. Die Lern- und Erinnerungsphasen spiegeln sich in zelluldren und
molekulare Mechanismen wider: Proteinsynthese (gelbe Dreiecke) findet vor allem in den Pau-
sen der ersten Trainingseinheiten statt, die Genexpression (c-Fos, gelber Balken) steigt in der
ganz friihen Akquisitionsphase an, die Dichte von Synapsen im motorischen Kortex (oberer
griiner Balken) und im Kleinhirn (unterer griiner Balken) steigt bis zum Beginn der Plateaupha-

se an.

Auf die Akquisitionsphase folgt die Phase der Gedachtnisbildung (retention). Das Per-
formancemaximum ist erreicht, Erlerntes wird abgespeichert. Die letzte Phase ist die
der Erinnerung, ein erlerntes Bewegungsprogramm kann bei Bedarf abgerufen werden
(recall). Die drei verschiedenen Lern- und Erinnerungsphasen finden ihr Korrelat nicht

nur auf der Verhaltensebene, sondern auch auf molekularer und zellularer Ebene (z. B.:
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vermehrte Proteinsynthese wéahrend des Intersession learning der Akquisitionsphase)
und in der phasenspezifischen Aktivierung verschiedener Hirnareale und Transmitter-

systeme (Luft et al., 2004).

1.3 ROLLE VERSCHIEDENER TRANSMITTERSYSTEME

Die beschriebenen Veranderungen wahrend der Lernphasen kann man auch unter
dem Begriff der neuronalen Plastizitdt zusammenfassen. Sie bezeichnet die Fahigkeit
des Gehirns, sich an veranderte Umgebungsbedingungen im Rahmen eines Lernpro-
zesses anzupassen. lhr morphologisches Korrelat sind molekulare Veranderungen, sy-
naptische Modifizierungen, Veranderungen auf zelluldrer Ebene, und Veranderungen

in der Transmitterfreisetzung in verschiedenen Hirnregionen.

Durch Zerstorung des cholinergen Transmittersystems der basalen, prafrontalen Hirn-
rinde (Nucleus basalis magnocellularis) der Ratte konnte erstmalig gezeigt werden,
dass dieses Transmittersystem am Lernprozess beteiligt ist (Conner et al., 2003). Das
dopaminerge System scheint ebenso wie das cholinerge fiir den Lernprozess und die
Gedachtnisausbildung im prafrontalen Kortex wichtig zu sein (Hyman et al., 2006;
Nagai et al. 2007). Neben dem prafrontalen Kortex besitzt auch die primar motorische
Hirnrinde des Menschen und der Ratte dopaminerge Projektionen (Williams und
Goldman-Rakic, 1993; Molina-Luna et al., 2009). Das Wissen um die Rolle dieses
Transmittersystems in M1 ist allerdings begrenzt. Es liegt nahe, Parallelen zwischen
den beiden Hirnarealen zu ziehen und auch dem dopaminergen System im motori-
schen Kortex eine Rolle beim Lernen zuzusprechen. Und in der Tat ist das Erlernen ei-
ner neuen Bewegungsabfolge erschwert, wenn man Dopaminrezeptoren im motori-
schen Kortex durch Dopaminrezeptor-Antagonisten blockiert. Zerstort man die
dopaminergen Nervenzellen, die in den motorischen Kortex projizieren, dann lernen
diese Ratten signifikant schlechter als Kontrolltiere. Sobald man aber das durch die
Lasion verursachte dopaminerge Defizit durch lokale Applikation des Dopaminvorldu-
fers Levodapa ausgleicht, kdnnen diese Ratten wieder bis zu einem gewissen Grad ler-

nen.
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Durch die lokale Applikation von Dopaminrezeptor-Antagonisten verandert sich auch
die Erregbarkeit des motorischen Kortex in M1 und der Mechanismus der Langzeitpo-
tenzierung (LTP) wird beeinflusst. Antagonisiert man den Dopamineffekt erst in der
Plateauphase, dann zeigt sich keine Veranderung in der motorischen Leistung der Tiere
(Molina-Luna et al., 2008). Diese Daten lassen darauf schlieen, dass Dopamin in der
Akquisitionsphase einer neuen Bewegungsabfolge eine wichtige Rolle spielt, wohinge-
gen das dopaminerge System in M1 fiir die Ausfihrung der Bewegung weniger wichtig

ist.

1.4 REZEPTORFAMILIEN

Nach heutigem Wissensstand gibt es flinf verschiedene Dopaminrezeptoren, D; bis Ds,
Die zuerst beschriebenen D;- und D,-Rezeptoren sind weitaus haufiger als die tbrigen
drei Subtypen. Alle finf sind G-Protein gekoppelt. Nach ihrer DNA-Sequenz werden die
Rezeptoren in zwei Untergruppen gegliedert. Dieser Einteilung entsprechen auch die
zwei verschiedenen Signaltransduktionswege, lGiber welche die Rezeptoren an der Ziel-

zelle wirken (Civelli et al., 1993; Gingrich und Caron, 1993; Pollak, 2004) (s. Abb. 1.3).

Abbildung 1.3: Synaptische Ubertragung durch Dopamin (nach Aktories et al., 2005)
Die abgebildete postsynaptische Zelle besitzt D;-, D,-, D3-, D4~ und Ds-Rezeptoren, Pfeile zeigen
die Stoffoewegung. Durch Dopamin (DA) stimulierte D;- und Ds-Rezeptoren aktivieren liber

Gs-Proteine (stimulierend) die Adenylatcyclase (+), stimulierte D,-, D3- und Ds-Rezeptoren
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hemmen tiber G-Proteine (inhibierend) die Adenylatcyclase (-) oder éffnen K*-Kanile (+). Die
DA-Wirkung wird durch Wiederaufnahme in die prasynaptische Zelle oder in benachbarte Glia-
zellen beendet. Die DA-Ausschittung kann zusatzlich durch einen prasynaptischen

Autorezeptor (A) reguliert werden.

Uberdies gibt es Grund zu der Annahme, dass ein weiterer dopamingekoppelter Trans-
duktionsweg existiert, der zu einer Erhéhung des intrazelluldaren Calciumspiegels fuhrt
(Pollak, 2004; Rashid et al., 2007,; Rashid et al., 2007,: Pekanovic et al., in Vorberei-
tung). Dopamin selbst besitzt zu den einzelnen Rezeptoren eine unterschiedlich starke
Affinitat, dabei ist die Affinitat zur D,/3/4-Gruppe groRRer als zur Dy/s-Gruppe (Gingrich
und Caron, 1993; Aktories et al., 2005).

1.4.1 D;-REZEPTORFAMILIE

Die D;/s-Rezeptorfamilie vermittelt ihren Effekt Uber die stimulierenden G;-Proteine,
welche die Adenylatcyclase (AC) aktivieren (Kebabian und Calne, 1979; s. Abb. 1.3).
Dieses Enzym wird zur vermehrten Bildung von cAMP angeregt, welches schlieRlich
den Dopamineffekt intrazelluldr Gbermittelt. D;-Rezeptoren befinden sich im motori-
schen Kortex von Primat und Ratte, in oberflachlichen (I, Il und 11l a) und tiefen Schich-

ten (V und VI) (Lidow et al., 1991; Dawson et al., 1986).

1.4.2 D,-REZEPTORFAMILIE

Die Dy3/s-Rezeptorfamilie hemmt stattdessen bei Aktivierung Uber inhibitorische
Gi-Proteine die Adenylatcyclase (AC) und der cAMP-Spiegel sinkt (Onali et al., 1984).
Damit ist der D,-Effekt an der Zielzelle dem D;-Effekt entgegengesetzt. Der D,-Rezeptor
ist nicht nur an der Postsynapse lokalisiert, sondern kann auch als hemmender Autore-
zeptor (A) an der Prasynapse die Dopaminausschiittung regulieren (Floresco und Mag-
yar, 2006) (s. Abb. 1.3). D,-Rezeptoren befinden sich vor allem in den tiefen Schichten
des motorischen Kortex (Schicht V), allerdings in einer zehnmal geringeren Dichte als
Di-Rezeptoren (Bouthenet et al., 1987; Lidow et al., 1991; Martres et al., 1985; Ariano
et al., 1993).
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1.4.3 CALCIUMREGULIERTER TRANSDUKTIONSMECHANISMUS

Erste Evidenz deutet darauf hin, dass ein weiterer, dritter Signaltransduktionsweg exis-
tiert, bei dem ein dopamingetriggertes Calciumsignal die zentrale Rolle spielt. Dieser
Rezeptor ist an Gq/11-Proteine gekoppelt, welche das Enzym Phospholipase CB aktivie-
ren, das Uber Inositoltrisphosphat die intrazelluldare Calciumkonzentration erhoht. Es
gibt guten Grund zur Annahme, dass im Gehirn ein solcher Dopaminrezeptor existiert
(Lee et al., 2004; Pekanovic et al., in Vorbereitung). Welche Struktur dieser Rezeptor

haben kdnnte, wird derzeit kontrovers diskutiert (Rashid et al., 2007;) (s. Abb. 1.4).

(a) (b) (c) ?
@ @ SKF SKF| (SKF)
~N 5
Agonist l l Agonist Agonist l ». Partieller Agonist Agonist l lAgonist
R

I\

D1 D2’ D1 D2

D1-Typ -Typ
\Schnell | Schnell \ Langsam

Hohe intrazelluldre Moderate intrazelluldre Intrazelluldre
Calciumausschiittung Calciumausschittung Calciumausschiittung

Abbildung 1.4: Mégliche Formen von Gg/;-gekoppelten Dopaminrezeptoren (modifiziert
nach Rashid et al., 2007,)

(a) Aktivierung des heterooligomeren D;-D,-Korezeptors nach gleichzeitiger Applikation eines
D;- und D,-Agonisten (SKF und Q) fuihrt zu einer schnellen Signaliibertragung Gber G,-Proteine
mit konsekutiver Calciumausschiittung aus intrazelluldren Speichern. (b) Aktivierung des D;-D,-
Korezeptors durch einen D;-Agonisten (SKF) mit partieller D,-Agonistenwirkung. (c) Ggi-
gekoppelter D;-Rezeptor, der zu einem langsamen Calciumanstieg fihrt. Alle Rezeptoren sind

vereinfacht als Dimere dargestellt.

Ein Agonist, der selektiv den D;-Rezeptortyp stimuliert, ist offenbar in der Lage, die
intrazellulare Calciumkonzentration langsam zu erhdhen, ohne die Aktivitat der

Adenylatcyclase zu beeinflussen (Undie et al., 1994). Allerdings konnte dieser vermut-
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lich Gg/11-gekoppelte D1-Typ, der sich vom Gs-gekoppelten D;-Typ unterscheiden muss,
auf zelluldrer Ebene nicht nachgewiesen werden (Rashid et al., 2007,). Eine andere
Hypothese geht von der Existenz eines D;-D,-Korezeptors aus, der durch die Bildung
eines Heterodimers aus den beiden Einzelrezeptoren entsteht und an Gg/11-Proteine
koppelt. Um diesen Signalweg zu aktivieren, missen Zellen, die den Korezeptor in ihrer
Membran tragen, mit gleichen Mengen an selektiven D;- und D,-Rezeptoragonisten
behandelt werden (Lee et al., 2004). Andere Experimente zeigen, dass auch ein speziel-
ler D;-Rezeptoragonist (SKF 83959) allein den Korezeptor aktivieren kann, wenn er eine
partielle Agonistenwirkung am D,-Rezeptor hat. Es scheint selektive D;-Agonisten zu
geben, die ihre Wirkung ausschlieBlich tber Gg/11-Proteine vermitteln, andere aktivie-
ren zusatzlich die Adenylatcyclase und schlieBlich gibt es D;-Rezeptoragonisten, die nur

Gs-Proteine stimulieren kénnen (Rashid et al., 2007,).

In vivo existieren Pyramidenzellen, die beide Rezeptoren zugleich exprimieren. Dies
konnte im prafrontalen Kortex und in M1 (SchichtenV und VI) der Ratte und im
Striatum von Mensch und Ratte gezeigt werden (Vincent et al., 1995; Awenowicz und
Porter, 2002; Lee et al., 2004). Eventuell ist die Expression des Korezeptors altersab-

hangig (Rashid et al., 2007,).

Die isolierte Blockade von D1- oder D,-Rezeptoren ruft ein ahnliches Lerndefizit hervor,
wie es durch die Zerstérung dopaminerger Nervenendigungen in M1 hervorgerufen
wird. Nach Dopamin-Substitution ist das Defizit reversibel (Molina-Luna et al., 2008).
Setzt man nur die Existenz der beiden bekannten Signaltransduktionswege voraus, die
durch Aktivierung bzw. Inhibition der Adenylatcyclase das Dopaminsignal Gbermitteln,
ware ein gegensatzlicher Effekt der D;- und D,-Rezeptor-Blockade zu erwarten. Der zu
beobachtende gleichgerichtete Effekt dagegen ist bemerkenswert. Diese Tatsache legt
die Existenz eines weiteren Signaltransduktionsweges nahe, auf welchem beide akti-
vierten Dopaminrezeptoren eine gemeinsame Signalkaskade ansteuern. Dieser Signal-
transduktionsmechanismus kénnte fir das motorische Lernen von zentraler Bedeu-
tung sein. Das legen Verhaltensexperimente nahe, bei denen man ein erschwertes

Lernen nach Blockade des Enzyms Phospholipase C beobachtet hat. Gleich den Dopa-
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minrezeptor-Antagonisten flacht der Phospholipase-C-Antagonist die Lernkurve ab. Ist
das Lernplateau allerdings erreicht, beeinflusst die Hemmung dieses Enzyms den Lern-
kurvenverlauf nicht mehr. Gibt man Tieren, die mit einem Dopamin-Antagonisten be-
handelt wurden, einen Phospholipase C-Agonisten, ist das Lerndefizit reversibel. Blo-
ckiert man hingegen das Enzym Proteinkinase A, das bei der Bindung von Dopamin an
den D;-Rezeptor aktiviert wird, verandert sich der Lernkurvenverlauf nicht (Pekanovic
et al., in Vorbereitung). Letztgenannter Signaltransduktionsweg scheint damit fiir das

motorische Lernen von untergeordneter Bedeutung zu sein.

1.5 ZIELE DER ARBEIT

Unsere Hypothese lautet, dass die lokale Dauerapplikation des direkten Dopamin-
vorlaufers Levodopa das Lernen beim gesunden Tier verbessert. Wiirde der Dopamin-
effekt in M1 auf den heteromeren D;-D,-Korezeptor zurlickgehen, war der Effekt bei
alleiniger Gabe der selektiven Dopaminagonisten nicht zu erwarten. Mit der
Ko-Applikation beider Agonisten hingegen sollte der Dopamineffekt auf das Lernen
replizierbar sein. Ziel der Arbeit ist es, diese Hypothese zu bestatigen oder zu widerle-

gen.

Bei teilweise widerspriichlichen Ergebnissen lber den Dopamineffekt auf zellularer
Ebene (Seamans et al., 2001) kdnnten aus einem derartigen in vivo Experiment wert-
volle Erkenntnisse Uber die Dopaminwirkung an verschiedenen Rezeptoren in den ver-
schiedenen Lernphasen gewonnen werden. Die Versuchstiere sollen zu diesem Zweck
randomisiert flinf Gruppen zugeteilt werden, die entweder den D;-Rezeporagonisten
SKF 38393, den D,-Rezeptoragonisten Quinpirol, den Dopaminvorlaufer Levodopa,
Kochsalz oder daquimolare Mengen beider Agonisten lokal in den primarmotorischen
Kortex appliziert bekommen. Um eine kontinuierliche Infusion der Losungen Uber alle
Lernphasen hinweg zu erméglichen und die Ratten in ihrem physiologischen Verhalten
nicht zu beeintrachtigen, wird ihnen eine osmotische Pumpe mit Infusionssystem im-
plantiert. Die Lernkurven der einzelnen Gruppen sollen nach dem Erreichen der Lern-

plateauphase nach ihrem Verlauf auf Gruppenunterschiede hin analysiert werden.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 UNTERSUCHUNGSMATERIAL

‘2.1.1 TIERE

Alle Versuche wurden unter dem Aktenzeichen N 3/05 vom Regierungsprasidium Tu-

bingen genehmigt.

Die Experimente wurden an 54 mannlichen Long Evans Ratten aus eigener Zucht (Her-
tie Institut fir Klinische Hirnforschung, Tibingen), mit einem Gewicht zwischen 210
und 280 g durchgefiihrt. Am OP-Tag lag das mittlere Alter der Tiere bei 69,4 Tagen
(SD+6,1d).

Im Vortraining (Priming) wurden die Versuchstiere in gemeinsamer Stallung gehalten,
2 bis 5 Ratten pro Kafig (Makrolonkafig Typ IV, 1800 cm? Bodenflache). Nach dem ers-
ten Trainingstag wurden die Tiere in Einzelkafige gesetzt (Makrolonkafig Typ IV,
1800 cm? Bodenflache). Die Futtergabe erfolgte restriktiv mit dem Ziel, die Trainings-
motivation hoch und das Gewicht moglichst konstant zu halten. Alle 24 Stunden, un-
mittelbar nach dem Training, erhielten die Tiere ihr Futter (Futterpellet; Fa. Cliba Na-
fag). Wahrend der ganzen Zeit hatten die Tiere freien Zugang zu Wasser. Die
Raumtemperatur in der Tierhaltung lag zwischen 20 und 22 °C, die Luftfeuchtigkeit
betrug 55 bis 60 %, eine tagliche Lichtperiode von 2.00 bis 14.00 Uhr und eine sich an-
schlieBende Nachtphase wurden konstant beibehalten. Das Training fand immer zur
gleichen Tageszeit statt, um eventuelle Unterschiede in den Aktivitdtsphasen der Tiere

auszuschlieRen.
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2.2 UNTERSUCHUNGSMETHODEN

2.2.1 GREIFTRAINING

12.2.1.1 GERATE

Flr das Greiftraining wurde ein Plexiglaskasten (30 x 43 x 40 cm) konstruiert, der durch
eine blickdichte Zwischenwand in zwei gleich groe Kammern (15 x 43 x 40 cm) unter-
teilt war, eine Kammer fir die Vor-Trainingsphase und eine zweite fiir alle darauf fol-

genden Trainingsschritte (s. Abb. 2.1).

Abbildung 2.1: Plexiglaskasten mit Priming- und Trainingskammer, Au8enansicht

Das Tier wurde in die Kammer gesetzt und diese mit einem Plexiglasdeckel verschlos-
sen, um die Ratte von Stoérgerauschen abzuschotten. Den Boden der Kammer bildeten
metallene Gitterstabe. An den Rickwanden beider Kammern befanden sich Berih-
rungssensoren, die flir die Tiere mit der Nasenspitze gut erreichbar waren. Die Vor-
derwdnde der Kammern besallen je eine mobile Plexiglasplatte, die einen vertikalen
Spalt — ein 1 x5 cm grolles Fenster — verschloss. Die Platten hatten die Funktion von
Hebetliren. Durch Betatigung des Sensors an der Rickwand der Kammer konnte das
Tier einen Mechanismus auslosen, der zum Hochziehen der Hebetir fiihrte und so das
Fenster 6ffnete. Vor dem Fenster war jeweils ein Pelletpodest platziert. Auch die Po-

deste waren mit Sensoren ausgestattet. Wurde das Futterpellet (Dustless Precision

12
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Pellets®, 45 mg; Fa. Bioserv) entfernt, das auf dem Sensor des Podestes lag, |6ste dies
einen weiteren Mechanismus aus, der innerhalb von Sekunden zum Verschluss des
Fensters durch die Hebetlr fihrte. Die Podeste waren sowohl unterschiedlich ange-

bracht als auch ausgeristet und unterschieden die Kammern voneinander (s. Abb. 2.2).

Primingkammer Trainingskammer

Sensor fur Tar
~

. Hebetir

—] |

ﬁl 2 cml Ig«— Greifsensor

!

Pelletpodest

Abbildung 2.2: Primingkammer und Trainingskammer, Blick von oben

Die Pelletpodeste sind vor den Fenstern, aullerhalb der Kammern angebracht. Die Fenster
konnen durch die Hebetliren verschlossen werden. In der Primingkammer (links) kann das
Futter mit der Zunge erreicht werden, in der Trainingskammer (rechts) muss das Tier seinen
Vorderlauf benutzen (Abstand Fenster-Podest: 2 cm). In der rechten Trainingskammer werden

die Greifversuche mit einem Greifsensor erfasst.

Wahrend des Primings war das Pelletpodest unmittelbar vor dem Fenster angebracht
und das Tier konnte das Futterpellet mit der Zunge vom Podest ziehen. Wahrend des
Trainings wurde das Podest in einem Abstand von 2 cm zum Fenster angebracht. Das
Pellet konnte nur durch das Herausstrecken der Vorderpfote vom Podest entfernt
werden. Dieses Podest besal? aullerdem noch einen extra Greifsensor zwischen Fens-

ter und Podest, welcher die Greifversuche des Tieres beim Training erfasste.

Ein zentrales Steuerelement (Cagemaster) zwischen PC und Kammer empfing alle Sen-
sorsignale und koordinierte die Mechanik. Die Informationen wurden vom Cagemaster
an den PC Ubermittelt, mit dem Programm Lab View® (Version 8.0.1; Fa. National

Instruments) verarbeitet und zur spateren Auswertung abgespeichert.
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52.2.1.2 LERNPHASEN BEIM GREIFVORGANG

Die Tiere wurden zuerst geprimt (s. Abb. 2.3).

Vor-Training —
(Priming) Training
1

\
NERERE

Operation und
Erholung

Handigkeit
(Laterality)

Abbildung 2.3: Abfolge der Primings- und Trainingsphasen (Striche stehen fiir Tage)

Nach 6-8 Tagen Priming erfolgte die Bestimmung der Handigkeit. Dieser Tag war zugleich der
erste Trainingstag und der Tag zur Bestimmung des Ausgangsniveaus der Performance des
Tieres (Baseline). Am darauf folgenden Tag wurden dem Tier die osmotische Pumpe und die
Kanile implantiert. Von diesem Zeitpunkt an wurden der Dopamin-Vorlaufer Levodopa, die
selektiven Dopamin-Agonisten oder physiologische Kochsalzlosung (iber die Pumpe in den
Motokortex lokal instilliert. Auf eine Erholungsphase von 48 Stunden folgte das postoperative

Training Gber weitere 7 Tage.

Beim Priming erlernten die Ratten die Grundvoraussetzungen fir den Trainingsablauf.
Die Tiere sollten sich an die Kammerumgebung gewdhnen (60 min, erster Primingtag),
dann im Verlauf lernen, den Sensor an der Riickwand der Kammer mit der Nase zu be-
tatigen, das Futterpellet durch die dann offene Hebetlir mit der Zunge zu erreichen
und zur Schnauze zu fiihren. Die Zeit, die die jeweilige Ratte zum Erlernen dieser Hand-
lungsabfolge durch tigliches Uben (30 min, ab dem zweiten Primingtag) bendtigte,
betrug zwischen 6 und 8 Tagen. Der Handlungsablauf beim Priming beanspruchte die

Konzentration des Tieres und erforderte rdumliches Lernen (Sensorlokalisation an der
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Kammerhinterwand, Lokalisation des Pellets auf dem Podest). Uberdies musste ein
bestimmtes Konzept (Sensorbetatigung fihrt zur Taroffnung, diese erlaubt dann den
Zugang zum Futter) erlernt werden. Motorisches Lernen fand in der Primingphase
nicht statt. Das Priming war damit fiir die Versuchsauswertung irrelevant. Es galt als
abgeschlossen, wenn das Tier an zwei aufeinanderfolgenden Tagen in einer Zeit von
unter 30 min 100 Einzelversuche unternahm. Ein Einzelversuch (Trial) bezeichnet die

Zeitspanne von einem Tlrverschluss zum nachsten.

An die Primingphase schloss sich mit der Bestimmung der Handigkeit des Tieres (Late-
rality) der erste von acht Trainingstagen an (s. Abb. 2.3). Jetzt wurde das Tier in die
Trainingskammer gesetzt und musste erlernen, das Pellet mit der Vorderpfote zu grei-
fen. Nach 25 Trials war der erste Tag beendet. In diesen 25 Greifversuchen sollte das
Tier entweder die rechte oder die linke Pfote bevorzugt zum Greifen nutzen. Der Ver-
suchsleiter ging auf die einmal gezeigte Praferenz dadurch ein, dass er das Pelletpodest
1 cm von der Mitte des Fensters auf die Seite verschob, die der bevorzugten Vorder-
pfote gegeniber lag (wenn das Tier die rechte Pfote bevorzugte, wurde das Podest
nach links verschoben und umgekehrt). Dadurch konnte die Ratte nach der bevorzug-
ten Richtung entspannter greifen und geriet nicht mehr in Versuchung, die andere Pfo-
te zum Greifen zu benutzen. Der Greifvorgang wurde auf diese Weise gezielt laterali-
siert und die Hemisphare zur Implantation der Kaniile identifiziert (Implantation in der
zur bevorzugten Hand kontralateralen Hemisphare). Neben der Handigkeit konnte
auch die Ausgangsgeschicklichkeit des Tieres (Baseline) durch den prozentualen Anteil

der erfolgreich abgeschlossenen Trials (Successes) erfasst werden.

Die eigentlich fiir das Versuchsprototokoll relevante Trainingsphase begann erst, nach
Operation (ein bis zwei Tage nach dem ersten Trainingstag) und 48stiindiger Erholung,
mit dem zweiten Trainingstag. Diese letzte Phase dauerte dann bis zum Trainingsende
am achten Tag (s. Abb. 2.3). Von diesem Zeitpunkt an wurden den Tieren 50 anstatt 25
Greifversuche erlaubt. Das Grundprinzip des Herausstreckens der bevorzugten Vor-

derpfote war erlernt. Nun lag der Schwerpunkt des Trainings auf der Optimierung des
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Bewegungsablaufs, welcher das Greifen des Pellets ermdglichte, das eigentliche moto-

rische Lernen (s. Abb. 2.4).

Abbildung 2.4: Bewegungssequenz der Trainingsphase

Typische Trainingssequenz eines erfolgreichen Greifversuchs. Das Tier benutzt zum Greifen
den linken Vorderlauf.

(1) Pelletlokalisierung

(2) Herausstrecken der Pfote durch den Spalt

(3) Greifversuch

(4) Zurtckfiihren der Pfote zum Mund

(5) Das Fressen des Pellets gilt als erfolgreich abgeschlossener Versuch

Der Bewegungsablauf setzte sich aus dem Austrecken des Vorderlaufs, dem Positionie-
ren der Vorderpfote Gber dem Futterpellet, dem Greifen des Futterpellets, dem Zu-
rickziehen des Vorderlaufs und dem Heranfiihren der Pfote an den Mund zusammen.
Diese Art des Greiftrainings wurde in unserer Arbeitsgruppe bereits ausfihrlich evalu-

iert (Buitrago, 2005).

Zur statistischen Erfassung des Lernerfolgs diente der prozentuale Anteil an erfolgreich
beendeten Trials. Auch die einzelnen Zeitintervalle wahrend der Greifversuche wurden
aufgezeichnet und ausgewertet. Das Zeitintervall eines Greifversuches wurde dazu in
zwei Latenzzeiten aufgeteilt. Die zuerst gemessene Zeit Tyoor-pellet Umfasst das Intervall
zwischen dem Offnen der Hebetiir und dem Entfernen des Pellets vom Sensor. Diese
Latenzzeit kann zusatzlich zur Erfolgsrate der Greifversuche zur Bewertung der motori-

schen Fertigkeit eines Tieres herangezogen werden. Mit zunehmendem Training der

16



STEPHANIE HEIM KAPITEL: 2 MATERIAL UND METHODEN

Greiftechnik nimmt Tgoor-pellet @ab. Die im Anschluss gemessene zweite Zeit Tpeliet-door UM-
fasst die Zeitspanne zwischen Pellet-Entfernung und der folgenden Tiroffnung. Diese
Latenz gibt unter anderem Auskunft Giber die Motivation und das operante Lernen ei-
nes Tieres (Buitrago, 2005; Schubring-Giese et al., 2007). Da Dopamin die Motivation
beeinflussen kann (Hyman et al., 2006), ist auch diese Zeit bei der Analyse der Erfolgs-
rate von Interesse. Bei der Bewertung der Latenzen gilt es allerdings zu beachten, dass
auch Erregung und Nervositat eines Tieres (z.B. starke Nervositat durch grolRes Hun-

gergefiihl) Einfluss auf die Latenzzeiten nehmen kann.

Zur visuellen Dokumentation des Trainings wurden alle Trainingssequenzen der Tiere

auf Video festgehalten (Kamera A 602 fc-2; Fa. BASELER Vision Technologies).

Der Tiertrainer kannte die Gruppenzugehorigkeit der Tiere nicht.

2.2.2 OPERATIVE IMPLANTATION DER KANULE UND DER OSMOTISCHEN
PUMPE

2.2.2.1 PUMPENPRAPARATION

Das Prinzip der osmotischen Pumpe zur kontinuierlichen Applikation einer, lGber die
Zeit konstanten, Konzentration eines Medikaments wird seit langem genutzt (Theeu-

wes und Yum, 1976).

Osmose ist ein chemischer Vorgang bei dem sich Wasser liber eine Membran ver-
schiebt, die nur flir Wasser, nicht aber fiir andere Flissigkeiten durchlassig ist. Die trei-
bende Kraft, die zur Verschiebung einer bestimmten Wassermenge fiihrt, ist der Kon-
zentrationsgradient von geldsten Teilchen in FlUssigkeit, der lber die Membran
aufgebaut wird, wenn die Konzentrationen der geldsten Teilchen auf beiden Seiten der
Membran unterschiedlich sind. Diese Teilchen ziehen das Wasser ihrer Konzentration
entsprechend verschieden stark mit osmotischer Kraft an. Dabei Giben héhere Konzent-
rationen eine starkere Anziehungskraft auf das Wasser aus als niedrigere Teilchenkon-
zentrationen. Das Wasser diffundiert auf die Seite der héheren Teilchenkonzentration

und versucht dadurch einen Konzentrationsausgleich zu schaffen.
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Das Pumpprinzip nutzt den Vorgang der Osmose, um die zweikammrigen Pumpen-
wande (hohe Teilchenkonzentration) mit Fllssigkeit aus dem Zellzwischenraum (nie-
drigere Teilchenkonzentration) zu flllen. Die Wande der Pumpe quellen gelartig auf
und nehmen an Dicke zu. Die Eigenschaft der Inkomprimierbarkeit von Wasser sorgt
dann dafiir, dass der Pumpeninhalt in dem MaR ausgetrieben wird, wie das Wandvo-

lumen zunimmt (s. Abb. 2.5).

[A]

Applikationsfliissigkeit raus

LN ]
il — Reservoir

H— Osmotisches
i) Agens

. | | =— Wasser rein
- Semipermeable
Membran

Abbildung 2.5: Pumpengehause (modifiziert nach Theeuwes und Yum, 1976)

Abbildung A zeigt die Pumpe in leerem Zustand. Abbildung B in aktivem, gefiilltem Zustand.

Die im vorliegenden Versuch implantierte osmotische Pumpe (micro-osmotic pump,

model 1002°; Fa. Alzet) war Teil eines vierteiligen Infusionssystems (Abb. 2.6).

/

Katheter-Schlauch

Infusionskaniile

D=

Osmotische Pumpe
(Alzet)

Platzhalter zur .~
Tiefenadjustierung

Abbildung 2.6: Infusionssystem
Die osmotische Pumpe war Uber einen Katheter-Schlauch von ca. 5 cm Lange (entsprechend

der GroRRe des Tieres) mit der Infusionskanile verbunden (Brain Infusion Kit 3®; Fa. Alzet). Um
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die Eindringtiefe der Kantle (AuRendurchmesser 30 Gauge) besser adjustieren zu kénnen,
wurde ein Platzhalter (Spacer®; Fa. Alzet) von 0,5 mm Dicke zwischen Auflageflache der Kani-

lenhalterung und Schadelknochen eingebracht.

Das gewdhlte Pumpenmodell hatte bei 37 °C eine mittlere Pumprate von 0,25 pl/h
(SD + 0,05 pl/h), ein Reservoir-Volumen von 90 pl und eine Arbeitsdauer von 14 Tagen.
Durch ein derart niedriges Fordervolumen der Pumpe diffundiert die infundierte L6-
sung in einem umschriebenen Areal von 1 mm Durchmesser (Molina-Luna, 2004). Im-
plantiert wurde die Kanilenspitze im motorischen Kortex M1, Schicht V, die Schicht
mit der hochsten Dichte an Di- und D,-Rezeptoren. Ein systemischer Effekt der Appli-

kationslosung wurde auf diese Weise auf ein Minimum reduziert.

Die Ratten wurden vor der Operation nach dem Zufallsprinzip fiinf verschiedenen Ver-

suchstiergruppen zugeteilt, denen jeweils verschiedene Losungen appliziert wurden

(s. Tab. 2.1).
Gruppe Anzahl | Losung Konzentration
Kontrolle 16 | NaCl 0,90 %

L-Dopa [L-3,4-Dihydroxyphenylalanin-Methylester-Hydrochlorid],
Levodopa 13 | Ascorbinsaure, Dopa-Decarboxylaseinhibitor [Benserazid] 20 mM
D;R-Agonist 10 | SKF 38393 [(+)-1-Phenyl-2,3,4,5-Tetrahydro-(1H)-3-Benzazepin-7,8-Diol-Hydrobromind] | 1 uM
D,R-Agonist 9 | Quinpirol [(-)-Quinpirol-Monohydrochlorid] 1uM
D;-und
D,R-Agonist 6 | SKF 38393 und Quinpirol 2x1uM

Tabelle 2.1: Versuchstiergruppen-Ubersicht

Der Operateur kannte den Inhalt der Pumpen, die er implantierte, nicht. Die Kontroll-
gruppe mit 16 Tieren erhielt Kochsalzlésung (0.9 % NaCl), die Levodopa-Gruppe mit
13 Tieren eine 20 mM Losung des Dopamin-Vorldufers Levodopa (L-3,4-Dihydroxy-
phenylalanin-Methylester-Hydrochlorid; Fa. Sigma-Aldrich). Der L-Dopa-Losung wur-
den zusatzlich Ascorbinsdure (0,2 mg/ml; Fa. Merck) und der Dopa-Decarboxylase-
inhibitor Benserazid (1,2 mg/ml; Fa. Merck) zugefligt. Ascorbinsdure schitzt das
geloste L-Dopa vor Degradierung bei Lichtexposition, Benserazid beugt einer vorzeiti-
gen Decarboxylierung von Levodopa vor. Eine dritte Gruppe von zehn Tieren erhielt

eine 1uM Losung des D;-Rezeptoragonisten SKF 38393 [(%)-1-Phenyl-2,3,4,5-
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Tetrahydro-(1H)-3-Benzazepin-7,8-Diol-Hydrobromind; Fa. Tocris]. Eine vierte Gruppe
mit neun Tieren bekam eine 1 puM LOsung des D,-Rezeptoragonisten Quinpirol
[(-)-Quinpirol-Monohydrochlorid; Fa.Sigma Aldrich] appliziert. Einer flinften Gruppe
mit einer GruppengroRe von sechs Tieren wurde sowohl der D;-Rezeptoragonisten
SKF 38393 als auch der D,-Rezeptoragonisten Quinpirol in einer dquimolaren Konzen-

tration von je 1 uM infundiert.
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12.2.2.2 OPERATIONSVERFAHREN

Nach Bestimmung der Handigkeit wurden die Tiere operiert (s. Abb. 2.7).

Abbildung 2.7: Operationssetting und -verfahren

Die Abbildungen A und B zeigen samtliche Operationsgerdte und das Operationsbesteck
(Fa. Fine Science Tools) und geben einen Eindruck vom Operationssetting. In Abbildung C ist
der Kopf des anasthesierten Tieres in den stereotaktischen Rahmen eingespannt und der Skalp
eroffnet. Die Kopfhaut wird seitlich mit Faden fixiert, so dass der Blick auf das Operationsfeld
gewahrleistet bleibt. Im nachsten Schritt wird die Stelle zur Kanilenimplantation aufgesucht
und markiert (auf dem Bild nicht dargestellt). Abbildung D zeigt die Kaniilenimplantation mit
Hilfe des stereotaktischen Rahmens. Die osmotische Pumpe wurde bereits ins subkutane Fett-
gewebe des Nackens vorgeschoben und kommt auf dem Bild nicht mehr zur Darstellung. Auf
Abbildung E sind die bereits mit Knochenzement (FLOWIine®; Fa. Heraeus Kulzer) fixierte Kani-
lenhalterung (weil und zentral im Bild gelegen) und die kontralateral dazu implantierte

Schraube fiir eine bessere Kanilenfixation zu sehen. Abbildung F zeigt den Rattenschadel nach
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volligem Verschluss des Operationsgebiets mit einem Zweikomponentenkleber (Paladur®;

Fa. Heraeus Kulzer).

Fir die Implantation der Infusionskaniile und der osmotischen Pumpen wurden die
Tiere durch eine intraperitoneale Applikation einer Mischung aus Ketamin (10 %;
Fa. Wirtschaftsgenossenschaft deutscher Tierdrzte AG), 10 mg/kg KG und Xylazin (2 %
Xylazinhydrochlorid; Fa. Albrecht GmbH), 8 mg/kg KG anéasthesiert (Empfehlung der
Einrichtung flir Tierschutz, Tierdrztlichen Dienst und Labortierkunde, Tiibingen). Der
Schadel des narkotisierten Tieres wurde in einen stereotaktischen Rahmen (Lab Stan-
dart Stereotaxic-Single; Fa. Staling) eingespannt. Nach Rasur und Desinfektion des
Operationsgebiets wurde der Schadelknochen freiprapariert (s. Abb. 2.7 C) und die
Stelle fur die Implantation der Kaniile aufgesucht. Dabei war die Kaniile in der zur be-
vorzugten Vorderpfote kontralateralen Hemisphdre zu implantieren. Das Bregma
(Schnittpunkt von Kranz- und Pfeilnaht) galt als Bezugspunkt (1 mm oral und 3 mm
lateral Bregma), um die Stelle des Schadels aufzusuchen, die Gber dem primarmotori-
schen Kortexareal M1 lag. Die Koordinaten fiir die Implantation beruhen auf publizier-
ten Daten zur Somatotopie des Rattenkortex (Neafsey et al., 1986) und wurden bereits
in zurtickliegenden Experimenten zur Lagebestimmung des M1-Areals verwendet (Luft
et al., 2004). Durch die Schadelkalotte Gber dem M1-Areal wurde ein rundes Fenster
von 1,5 mm Durchmesser gebohrt. Aulerdem wurde die Dura an dieser Stelle mit ei-
ner Pinzette abgetragen, damit die Kaniile ohne Wiederstand 900 um tief in den moto-
rischen Kortex eingeflihrt werden konnte. Des Weiteren wurde lber dem Areal des
prafrontalen Kortexes, auf der der Kaniile gegeniberliegenden Seite, eine Schraube
befestigt, die der zusatzlichen Fixation der implantierten Kantile diente. Eine gut fixier-
te Auflage der Kaniile auf dem Schadelknochen war nétig, weil die Tiere sich nach der
Operation wieder frei bewegten und mit Manipulationen am Implantat zu rechnen
war. Mit Hilfe des stereotaktischen Rahmens wurde die Kantile dann platziert und das
Pumpgehduse der osmotischen Pumpe in das subkutane Fettgewebe der Nackenregion
des Tieres implantiert (s. Abb. 2.7 D). Uber den Katheterschlauch blieb die Pumpe wei-
terhin mit der Kaniile verbunden. Dann wurde die Kaniile mit Knochenzement am

Schadelknochen und lber eine Zementbriicke an der kontralateralen Schraube fixiert
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(s. Abb. 2.7 E). Nach Aushartung des Zements wurde die Operationswunde mit Ndhten
verschlossen. Um eine komplette Deckung des Schadelknochens zu erreichen und um
moglichst wenig Fadenmaterial zu gebrauchen (da die Tiere den Faden durch Manipu-
lation schnell lockern konnten), wurde auf die Dehiszenzzone noch ein schnell harten-

des Kaltpolymerisat (Paladur®; Fa. Heraeus Kulzer) aufgetragen (s. Abb. 2.7 F).

Die Operationszeit betrug 45 min pro Tier. Durch Nachinjektion von Ketamin wurde die
Anasthesie aufrechterhalten. In der Phase des Erwachens wurde dem Tier 0,5 ml des
Morphinderivats Buprenorphinhydrochlorid (Temgesic®; Fa. Essex Pharma GmbH) in-
traperitoneal appliziert, um die postoperativen Schmerzen zu lindern. Bis das Tier er-

wachte, wurde es auf eine, die Kérpertemperatur konstant haltende, Unterlage gelegt.

22.2.2.3 TOTUNGSMETHODE: PERFUSION

Nach Beendigung der acht Trainingstage wurden die Tiere getotet und ihre Gehirne
konserviert. Dazu wurden die Ratten zunachst mit einer potentiell letalen Dosis einer
Ketamin-Xylazin-Mischung in den Zustand tiefster Andsthesie versetzt, um dann trans-
kardial bei noch schlagendem Herzen perfundiert zu werden. Dies erfolgte als erstes
mit einem 1%igen Phosphatpuffer, der eine Blutleere des Gehirns erzeugen sollte
(phosphat buffer saline, PBS; Fa. Merk), danach — zur Fixation des Gewebes — mit
4 % Formalin enthaltender PFA-L6sung (Paraformalinaldehyd, PFA; Fa. Fluka). Es folgte
die Dekapitation mit einer Guillotine (Decapitator for large rodents;
Fa. World Precision Instruments) und die Dissektion der Gehirne aus dem kndchernen
Schadel. Die Blutleere war nétig, um im Anschluss an die Perfusion die Gehirne histo-

logisch aufzuarbeiten.

2.2.3 AUFARBEITUNG DER GEHIRNE

2.2.3.1 ANFERTIGUNG DER HIRNSCHNITTE

Zur weiteren Konservierung wurden die Gehirne fiir einen Tag in einer 4%igen PFA-

Losung aufbewahrt und am zweiten Tag in eine PFA-Zuckerlésung mit 20 % Zuckeran-

23



KAPITEL 2.2 UNTERSUCHUNGSMETHODEN STEPHANIE HEIM

teil transferiert. Nach drei Tagen erfolgte die Schockgefrierung bei -35 °C in einer Me-
thylbutanlésung (2-Methylbutan; Fa. Merck). Von den tiefgefrorenen Gehirnen konn-
ten dann am Cryostat (CM 3050; Fa. Leica) 50 um dinne Hirnschnitte angefertigt wer-
den, die bis zur weiteren Aufarbeitung bei 4 °C in einem 1%igem PBS-Puffersystem

aufbewahrt wurden.

2232 HISTOLOGISCHE FARBUNG NACH NISSEL

Die Farbetechnik nach Nissel ist zur Darstellung von Nervenzellkérpern und Hirnrin-
denschichten geeignet und diente im beschriebenen Experiment dazu, die Lokalisation

der Kanile zu beurteilen (s. Abb. 2.8).

Abbildung 2.8: Lokalisation der Kaniile im M1-Areal des motorischen Kortex der Ratte

Die Kanule hinterldsst nach ihrer Entfernung am prdparierten und gefarbten Gehirn einen
Stichkanal (*), der der Kanilenlokalisation in vivo entspricht. Auf diese Weise kann die korrekte
Kanilenlage post mortem (berprift werden. In der Abbildung wurde die Kaniile in den rechten
M1, SchichtV, implantiert. Auf der kontralateralen Seite wurde durch einen Skalpellschnitt
(Pfeil) die nicht implantierte Seite markiert, um den Stichkanal der Kaniile am Prédparat besser

auffinden zu kénnen.

Fiir die Farbung wurden die Hirnschnitte auf Objekttragern transferiert und nachei-
nander in verschiedene Losungen getaucht: kurzes Eintauchen in 70 % Ethanol (Etha-
nol absolut zur Analyse; Fa. Merck) gel6st in destilliertem Wasser, 3 min Eintauchen in

10%ige Essigsaure (Essigsaure; Fa. Sigma-Aldrich) gel6st in Ethanol, dann kurzes Ein-
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tauchen in destilliertes Wasser, danach fiir 7 min in eine Cresylviolett-Losung
(Cresylviolett; Fa. Merck), zum Ausdifferenzieren in 10%ige Essigsdurelosung in Etha-
nol, dann fiir 1 min in 100%ige Ethanollésung und zuletzt fir 5 min eintauchen in eine
Xylollésung (Xylol; Fa. BDH-Prolabo). Um die gefarbten Prdparate zu fixieren, wurden
die Schnitte mit einem Fixiermittel (DPX Mountain®; Fa. Fluka) Gberzogen und mit ei-

nem Deckglaschen abgedeckt.

Nach Trocknung wurden die Prdparate unter dem Mikroskop (Axiovert 200 M;
Fa. Zeiss) mit dem Programm Axio Vision 4.6® ausgewertet, wobei die Tiefe und Lage
der Infusionskanilen vermessen wurde. Zur Dokumentation wurden Bilder aufge-

nommen (Kameramodell: Axio Cam MRm; Fa. Zeiss; s. Abb. 2.8).

2.3 STATISTISCHE VERFAHREN

Die Rohdaten der Greifversuche wurden liber den Cagemaster, ein zentrales Steuer-
element, das zwischen Trainingskammer und PC geschaltet war, an den PC libermittelt.
Zur weiteren Datenanalyse und -visualisierung wurden die Daten in das Statistikpro-

gramm JMP (Version 7.02; www.jmp.com) importiert.

Nach Logit-Transformation der Rohdaten wurden die Lernkurvenverldufe der einzelnen
Tiergruppen mittels Varianzanalyse Uiber die acht Trainigstage miteinander und gegen
die Kontrollgruppe verglichen. Die erfolgreichen Greifversuche pro Trainingstag, die
mit dem Fressen des Pellets beendet wurden (Successes), waren das Mals fiir den
Lernerfolg. Zur Visualisierung der Daten wurde eine getrennte Darstellung der Lern-
kurvenverlaufe auf Grundlage des Rohdatensatzes und der +95 %-Konfidenzintervalle,

basierend auf dem transformierten Datensatz, gewahlt.

Eine zweite Varianzanalyse untersucht den Einfluss der Applikationslésungen auf den
Kurvenverlauf der Latenzzeiten Tgoor-pellet UNA Tpellet-door der Tiergruppen lber die acht
Trainingstage. Zur Auswertung wurde fir jeden Trainingstag eine mittlere Latenz Tgoor-
pellet UNd Tpeliet-door aUS den Einzellatenzen pro Tag gebildet. Zur graphischen Darstellung

wurden die Werte in logarithmierter Form aufgetragen.
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Weitere Analysen dienten dem Ausschluss systematischer Fehler. Mittels Varianzana-
lyse wurde die Altersverteilung der Tiere auf signifikante Altersunterschiede zwischen
den einzelnen Gruppen geprift. Daflir wurde der Mittelwert des Alters der Tiere am
Operationstag herangezogen, die Standardabweichung vom Mittelwert ist mit + SD
angegeben. Eine Kovarianzanalyse untersuchte, ob das Alter der Tiere einen Einfluss
auf die Latenzverlaufe hatte. Eine weitere Kovarianzanalyse diente der Beantwortung
der Frage, ob das Alter der Tiere mit der Anzahl erfolgreicher Greifversuchen korre-
liert. Mittels Varianzanalyse wurde geprift, ob die Handigkeit einen Einfluss auf die
Successrate hat. Der Gewichtsverlauf der einzelnen Tiere Uber die acht Tage wurde
ausgewertet und daraufhin untersucht, ob extreme Gewichtsschwankungen auf den
Lernkurvenverlauf Auswirkungen haben. Eine letzte Varianzanalyse sollte klaren, ob

die Anzahl der erfolgreichen Greifversuche mit den Latenzzeiten der Tiere korreliert.

Fir alle Auswertungen wurde ein Signifikanzniveau von a < 0,05 angenommen. Alle
Tage, an denen die Kurvenverlaufe der Verumgruppen signifikant vom Kurvenverlauf

der Kontrollgruppe abweichen, sind mit einem * markiert.

In den Graphiken zur Darstellung der Lernkurven Uber die acht Trainingstage entspre-
chen die Punkte den Mittelwerten erfolgreicher Greifversuche pro Tag. Die Balken sind

Fehlerindikatoren und geben das +95 %-Konfidenzintervall der Mittelwerte an.

In den Graphiken zur Darstellung des Verlaufs der Latenzzeiten (TlUroffnung bis Tur-
schluss nach Pelletentfernung) tiber die acht Trainingstage entsprechen die Punkte den
Mittelwerten der Latenzzeiten an einem Traingstag. Die Balken sind ebenfalls Fehler-

indikatoren (+95 %-Konfidenzintervall des Mittelwerts).

Die Auswertung der Daten erfolgte in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. K. Dietz, Institut

fir Medizinische Biometrie, Tibingen.
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3.1 EINFLUSSE VON DOPAMIN UND SEINER SELEKTIVEN REZEPTORAGO-
NISTEN AUF DAS MOTORISCHE LERNEN

Um die Funktion des Dopamins und seiner verschiedenen Rezeptoren beim Erlernen
von Bewegungsabldaufen am gesunden Tier zu untersuchen, wurden der direkte Dopa-
minvorlaufer Levodopa und die selektiven D;- bzw. D,-Rezeptoragonisten SKF 38393
und Quinpirol lokal in den motorischen Kortex der jeweiligen Ratte appliziert. Eine
vierte Versuchstiergruppe erhielt eine dquimolare Losung beider Agonisten. Die Kon-

trollgruppe bekam physiologische Kochsalzlosung instilliert.

3.1.1 EINFLUSSE AUF DIE ANZAHL DER ERFOLGREICHEN GREIFVERSUCHE

Abbildung 3.1 zeigt die Lernkurven der einzelnen Versuchstiergruppen (iber die acht

Trainingstage.

O Kontrolle (n=16) _—
| O Levodopa(n=13)
[J SKF (D1-Agonist) (n=10)

@ Quinpirol (D2-Agonist) (n=9)
©® Di-und D2-Agonist (n=6)

) w
o o

—
i

Erfolgreiche Greifversuche (%)

1 2 3 4 5 6 7 8
Trainingstag

Abbildung 3.1: Lernkurven der fiinf Versuchstiergruppen
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Die Lernkurven der einzelnen Verumgruppen sind gegen die Kontrollgruppe (blauer, offener
Kreis, dicke Linie) aufgetragen. Ein Lernkurvenplateau fur alle Kurven zeichnet sich ab dem
sechsten Trainingstag ab. Die Kurvenverldufe unterscheiden sich an keinem der acht Trainings-
tage signifikant voneinander, mit einer Ausnahme: an Tag zwei ist die Successrate der Gruppe
Di-und D,R-Agonist signifikant schlechter als die Successrate der Kontrollgruppe,
p = 0,027 (Tag ist mit * markiert). Die Interaktion von Gruppe und Tag liegt mit psyccess (Grup-
pe x Tag) = 0,130 deutlich Gber dem Signifikanzniveau. Die Performanceleistung hangt dabei
signifikant vom Trainingstag ab, psucess (Tag) < 0,0001. Die GruppengréBen variieren, mit
n(gesamt) =54, bei: n(Kontrolle)=16; n(Levodopa)=13, n(D;R-Agonist)=10, n(D,R-
Agonist) = 9, D;-und D,R-Agonist)= 6. Das Signifikanzniveau wurde auf a < 0,05 festgelegt. Fur
die 95 %-Konfidenzintervalle der Mittelwerte der erfolgreichen Greifversuche/Tag siehe Ab-

bildung 3.2.

Zur besseren Ubersichtlichkeit wurden die 95 %-Konfidenzintervalle der Mittelwerte
der erfolgreichen Greifversuche pro Tag getrennt vom Lernkurvenverlauf in einer zwei-

ten Graphik dargestellt (s. Abb. 3.2).
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O«ontrolle O Levodopa [CJSKF {D1-Agonist) @ Quinpirol (D2-Agonist) @ D1- und Dz-Agonist

Abbildung 3.2: £95 %-Konfidenzintervalle der Mittelwerte der erfolgreichen Greifversuche

pro Tag
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Die Abbildungen 3.1 und 3.2 zeigen, dass alle Tiere nach Ablauf der acht Trainingstage
ein dhnliches Lernplateau mit einer Successrate von ca. 25 % erfolgreicher Greifversu-
che pro Trainingstag erreichen. Die Steigung der einzelnen Lernkurven an den ersten
Lerntagen scheint dabei je nach Gruppe zu variieren. Tendenziell lernt die Gruppe initi-
al am schnellsten, die den D,-Rezeptoragonisten Quinpirol instilliert bekommt. Am
langsamsten lernt die Gruppe, denen der D;-Rezeptoragonist SKF 38393 und der D,-
Rezeptoragonisten Quinpirol simultan und in dquimolarer Konzentration appliziert
wird, an Tag zwei ist die Successrate dieser Gruppe sogar signifikant schlechter als die
der Kontrollgruppe, p = 0,027. Zwischen dem zweiten und dritten Tag scheint die Pha-
se des groRten Lernfortschritts zu liegen. Die Interaktion von Gruppe und Tag ist mit
Psuccess(Gruppe x Tag) = 0,130 nicht signifikant. Dagegen hat die Anzahl der Trainingsta-
ge einen hoch signifikanten Einfluss auf die Successrate. Je mehr Tage die Tiere trai-
niert wurden, desto besser wurde ihre Leistung, psuccess (Tag)< 0,0001. Man beachte,
dass die Konfidenzintervalle an den letzten Trainingstagen immer breiter werden. Da-
mit hat das Lernmodell seine starkste Aussagekraft an den ersten Trainingstagen. Des
Weiteren ist zu beachten, dass die Gruppengrofien variieren, dabei sind Lernkurven-
verldufe von Gruppen mit héherer Tierzahl (n) weniger gefdahrdet durch einen biologi-
schen Bias (systematischer Fehler, der in der biologischen Variabilitat des Rattenindivi-

duums begriindet liegt) verzerrt zu sein.

3.1.2 EINFLUSSE AUF DIE LATENZZEITEN

3.1.2.1 LATENZZEITEN TpooR-pPELLET

Abbildung 3.3 gibt den Verlauf der Latenzzeiten Tgoor-pellet Uber die acht Trainingstage
wieder. Die aufgetragenen Latenzzeiten sind als tagliche Mittelwerte der bendtigten
Zeiten zu verstehen, die die Tiere bendtigen, um nach Tiréffnung das Pellet vom Po-

dest zu greifen und dadurch den Tiirschlussmechanismus auszulosen.

29



KAPITEL 3.1 EINFLUSSE VON DOPAMIN UND SEINER SELEKTIVEN REZEPTORAGONISTEN AUF DAS
MOTORISCHE LERNEN STEPHANIE HEIM
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O Kontrolle (n=16)
O Levodopa(n=13)
[ SKF (D1-Agonist) (n=10)
151 ® Quinpirol (D2-Agonist) (n=9)
@ D1-und D2-Agonist (n=6)

Latenz Tdoor-pellet (S€C)

Trainingstag

Abbildung 3.3: Latenzzeiten Tyoor-peiiet der fiinf Versuchstiergruppen

Die Latenzzeiten der einzelnen Verumgruppen sind gegen die Kontrollgruppe (blauer, offener
Kreis, dicke Linie) aufgetragen. Die Zeiten nehmen gegen den achten Trainingstag hin deutlich
ab. Ein Plateau wird am sechsten Trainingstag erreicht. Es existiert keine signifikante Interakti-
on von Gruppe und Tag, Piatenz door-peliet{Gruppe x Tag) = 0,25. Die Verkiirzung der Latenzzeiten
korreliert dagegen hoch signifikant mit dem Trainingstag, Piaten: door-peliet(Tag) < 0,0001. An Tag
vier haben die Tiere der Levodopa-Gruppe signifikant kiirzere Latenzzeiten Tgoor-pellet als die
Tiere in der Kontrollgruppe, p = 0,042 (Tag ist mit * markiert). Am Tag funf wird das Signifi-
kanzniveau dieser Beobachtung mit p = 0,05 knapp verfehlt. Das Signifikanzniveau wurde auf

o < 0,05 festgelegt. Fir die £95 %-Konfidenzintervalle der Mittelwerte der Latenzzeiten siehe

Abbildung 3.4.

Zur besseren Ubersichtlichkeit wurden die 95 %-Konfidenzintervalle der Mittelwerte

der Latenzzeiten Tgoorpelet pPro Tag getrennt vom Kurvenverlauf dargestellt

(s. Abb. 3.4).
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Abbildung 3.4: +95 %-Konfidenzintervalle der Mittelwerte der Latenzzeiten Tgoorpellet Pro

Trainingstag

Gegen Ende des Trainings werden die Konfidenzintervalle und damit auch die Streuung um die

Mittelwerte immer kleiner und die Aussagekraft der Werte immer grolRer.

Es kann eine deutliche Verkilirzung der Latenzzeiten lber die acht Trainingstage in allen
Gruppen beobachtet werden. Wie bei den Lernkurven, zeichnet sich auch bei den La-
tenzzeiten Tgoor-pellet @b dem sechsten Trainingstag die Ausbildung eines Plateaus in
allen Gruppen ab. An allen folgenden Trainingstagen verkiirzt sich die Zeit fur das
Heruntergreifen des Pellets vom Podest nur noch um Sekundenbruchteile. Es existiert
keine signifikante Interaktion von Gruppe und Tag, piatenz door-pellet(Gruppe x Tag) = 0,25.
Die Untersuchung auf signifikante Latenzzeitunterschiede zwischen den Verum-
gruppen und der Kontrollgruppe an den einzelnen Tagen ergibt, dass am Tag vier die
Tiere der Levodopa-Gruppe signifikant schneller das Pellet vom Podest greifen, als die
Tiere aus der Kontrollgruppe dies tun, p = 0,042. Auch am Tag funf zeichnet sich diese

Tendenz ab, wenn auch mit p = 0,05 nicht mehr streng signifikant.
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Die zeitliche Entwicklung der Erfolgsraten und Latenzzeiten Tgoor-pellet iSt in
Abbildung 3.5 dargestellt. Es besteht eine hoch signifikante, negative Korrelation der

beiden GroRen.
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Abbildung 3.5: Negative Korrelation von erfolgreichen Greifversuchen und den Latenzzeiten
Tdoor-pellet

Die Graphik stellt die Korrelation der Erfolgsrate der Greifversuche mit den Latenzzeiten
Tdoor-peller dar. Jede Ellipse (ovale Kurve) entspricht dabei einer Versuchstiergruppe, die einzel-
nen Punkte den Trainingstagen der Tiere (Kontrollgruppe hier mit roten Punkten und roter
Ellipse dargestellt). Die Uberlappung der negativ geneigten Ellipsen zeigt, dass in allen Ver-
suchstiergruppen eine nahezu gleich grolRe, negative Korrelation der gegeneinander aufgetra-
genen Grollen besteht (die Korrelationskonstanten fiir die Gruppen Kontrolle, D;-Agonist, D,-
Agonist, D;- und D,-Agonist betragen jeweils -0,8, die Korrelationskonstante der Levodopa-
Gruppe -0,7). Die Korrelation ist in allen Gruppen mit psyccess(Latenz Tqoor-peiiet) < 0,0001 hoch

signifikant.

Ob diese Korrelation einen kausalen Zusammenhang abbildet, kann mit den vorliegen-

den Daten nicht bewiesen werden. Die zeitliche Entwicklung der beiden Parameter
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konnte auch zufalligerweise gegenlaufig verlaufen, ohne dass sich die GrofRen dabei
gegenseitig beeinflussen. Tyoor-pelier als MaR zur Beurteilung der motorischen Fertigkei-

ten heranziehen ist somit problematisch.

23.1.2.2 LATENZZEITEN TpeLter-DooR

Abbildung 3.6 gibt den Verlauf der Latenzzeiten Tpelet-door Uber die acht Trainingstage
wieder. Die aufgetragenen Latenzzeiten sind als tagliche Mittelwerte der gemessenen
Zeiten zu verstehen, die die Tiere bendétigen, um nach Entfernen des Pellets vom Po-

dest erneut die Hebetlr zu 6ffnen.
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Abbildung 3.6: Latenzzeiten Tpejiet-qoor der flinf Versuchstiergruppen

Die Latenzzeiten der einzelnen Verumgruppen sind gegen die Kontrollgruppe (blauer, offener
Kreis, dicke Linie) aufgetragen. Die Zeiten aller fiinf Versuchstiergruppen nehmen gegen den
achten Trainingstag hin ab. Ein deutliches Plateau wird erst am siebten Trainingstag erreicht.
Der Verlauf der Latenzzeiten Uber die Trainingstage ist signifikant,
Platenz_pellet-door(Gruppe x Tag) = 0,0003. Die Verkiirzung der Latenzzeiten korreliert dabei signifi-

kant mit dem Trainingstag, Piaten peliet-door(Tag) < 0,0001. Am sechsten Trainingstag ist die die
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Latenzzeit Tpellet-door der Di-Agonisten-Gruppe signifikant langer als die der Kontrollgruppe,
p =0,04. Am Tag sieben ist die Latenzzeit der Levodopa-Gruppe signifikant kiirzer als die Zeit
der Kontrollgruppe, p = 0,03 (von der Kontrollgruppe signifikant unterschiedliche Tage sind mit
*

markiert). Das Signifikanzniveau wurde auf a<0,05 festgelegt. Fir die

195 %-Konfidenzintervalle der Mittelwerte der Latenzzeiten siehe Abbildung 3.7.

Zur besseren Ubersichtlichkeit wurden die 95 %-Konfidenzintervalle der Mittelwerte

der Latenzzeiten Tpeliet-door Pro Tag getrennt vom Kurvenverlauf dargestellt (s. Abb. 3.7).
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Abbildung 3.7: + 95 %-Konfidenzintervalle der Mittelwerte der Latenzzeiten Tgejiet-door Pro
Trainingstag
Die Konfidenzintervalle und damit auch die Streuung der Mittelwerte sind an allen Trainingsta-

gen vergleichbar klein.

Bei den Latenzzeiten Tpeliet-door Wird wie bei den Latenzen Tqoor-peller €ine Verkiirzung der
Zeiten gegen Ende des Trainings in allen Gruppen beobachtet. Der Kurvenverlauf ist
allerdings weniger steil abfallend und ein Plateau wird erst am siebten Tag erreicht.

Der Kurvenverlauf  der Zeiten Uber die acht  Tage ist mit
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Platenz_pellet-door(Gruppe x Tag) = 0,0003 signifikant. Bei der Untersuchung der einzelnen
Tage auf signifikante Unterschiede der Gruppen gegen Kontrolle zeigt sich am Tag
sechs, dass die D;-Agonisten-Gruppe signifikant langsamer beim erneuten Tir6ffnen
ist als die Kontrollgruppe (p = 0,04), am Tag sieben, dass die Levodopa-Tiere signifikant

schneller sind als die Kontrolltiere (p = 0,03).

Die Latenzzeiten Tpeliet-door kONNen eine orientierende Grofe fir die Beurteilung von
Motivation und operantes Lernen eines Tieres sein (Buitrago, 2005; Schubring-Giese et
al., 2007). Generell ist bei der Beurteilung der Latenzen die Verzerrung der Ergebnisse
durch Erregung, Nervositat oder Ahnliches zu beriicksichtigen. Auch in diesem Fall be-
weist die Korrelation den kausalen Zusammenhang der beiden GréRen nicht, sie legt

ihn lediglich nahe.

Dass die Successrate mit den Latenzen Tyeliet-door KOrreliert ist in Abbildung 3.8 darge-

stellt.

— Kontrolle

— Levodopa

— D1-Agonist
D2-Agonist

~— D1- und D2-Agonist

Erfolgreiche Greifveruche (%)

Mittelwert [log(Latenz Ty er.qoor)] (S€C)

Abbildung 3.8: Negative Korrelation von erfolgreichen Greifversuchen und Latenzzeiten

Tpellet—door

35



KAPITEL 3.2 AUSSCHLUSS SYSTEMATISCHER FEHLER (BIAS)

STEPHANIE |

Die Graphik stellt die Korrelation der Erfolgsrate der Greifversuche mit den Latenzzeiten
Tpellet-door dar. Jede Ellipse entspricht dabei einer Versuchstiergruppe, die einzelnen Punkte den
Trainingstagen der Tiere (Kontrollgruppe hier mit roten Punkten und roter Ellipse dargestellt).
Die Uberlappung der negativ geneigten Ellipsen zeigt, dass in allen Versuchstiergruppen eine
nahezu gleich groRe, negative Korrelation besteht (die Korrelationskonstanten fiir die Kontroll-
gruppe betragt -0,7, die Korrelationskonstante der D;-Agonisten-Gruppe -0,5, die Korrelations-
konstante der D,-Agonisten-Gruppe betragt -0,6, alle drei Korrelationen sind jeweils mit einem
p < 0.0001 signifikant. Die Korrelationskonstante der D;- und D,-Agonisten-Gruppe betragt -0,2

und ist mit einem p-Wert von 0,13. nicht signifikant.

3.2 AUSSCHLUSS SYSTEMATISCHER FEHLER (BIAS)

Das Alter der Tiere in den verschiedenen Gruppen am Operationstag lag bei durch-
schnittlich 69,4 Tagen (6,1 d). Zwischen den Tiergruppen gab es keine signifikanten
Altersunterschiede (p(Alter x Gruppe) = 0,80). Die kleinen vorhandenen Altersunter-
schiede hatten dabei keinen Einfluss auf die gemessenen Latenzzeiten
(pLatenz(Alter) = 0,75) und die  Anzahl der erfolgreichen Greifversuche
(Psuccess(Gruppe) = 0,64). Auch hatte die Handigkeit der Tiere, das heildt die Praferenz
der rechten oder linken Vorderpfote, keinen Einfluss auf die Successrate

(pSuccess(Héndigkeit) = 0,58).

Ob der Gewichtsverlauf einen Einfluss auf den Erfolg der Greifversuche hat, kann nicht
sicher ausgeschlossen werden, da zu dieser Analyse nicht nur das absolute Gewicht an
den einzelnen Trainingstagen in Betracht gezogen werden muss, sondern insbesondere
der Gewichtsverlauf im Bezug zum Ausgangsgewicht. Uberdies haben gleich groRe
Gewichtsschwankungen bei Tieren unterschiedlichen Ausgangsgewichts vermutlich
verschiedene Auswirkungen auf das Verhalten des jeweiligen Tieres. Das einzige Mit-
tel, um diesen Bias zu minimieren ist, das Ausgangsgewicht in einem bestimmten
Rahmen (227 g-290 g) und das Gewicht der Tiere so konstant wie moglich zu halten.
Das mittlere Ausgangsgewicht betrug 257,05 g, die maximale Gewichtsbewegung 30 g.

Dies entspricht 11,7 % des mittleren Ausgangsgewichts. Wir halten dies fir keine rele-
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vante Schwankung. Generell gilt fiir den Gewichtsverlauf, dass die meisten Tiere nach

den acht Trainingstagen gegeniiber dem Ausgangsgewicht an Gewicht verloren haben.
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Der motorische Kortex, Area M1, scheint unmittelbar am Prozess des motorischen Ler-
nens und Erinnerns beteiligt zu sein (Rioult-Pedotti et al., 1998; Sanes und Donoghue,
2000; Luft et al., 2004; Harms et al., 2008; Molina-Luna et al., 2009). Es gibt zahlreiche
Hinweise darauf, dass der Ubertriagerstoff Dopamin hierbei eine Schliisselrolle spielt
(Williams und Goldman-Rakic, 1993; Buitrago, 2005; Floel et al., 2005; Kuo et al., 2008;
Hosp et al., 2009; Molina-Luna et al., 2009). Die vorliegende Arbeit hat zum Ziel, dem
Verstandnis Gber Funktion und Wirkmechanismus des Neurotransmitters Dopamin in

M1 wahrend der einzelnen Lernphasen naher zu kommen.

Unsere tierexperimentelle Studie zeigt, dass der Dopamineffekt in M1 komplex ist und
weitere Studien fir ein gutes Verstandnis notig sind. Gesunde Tiere lernen unter einer
kontinuierlichen Levodopainfusion nicht besser als Kontrolltiere. Auch die Ko-Applika-
tion der beiden Rezeptoragonisten bringt keinen Lernvorteil. Ohne einen positiven
Levodopaeffekt ist dieser auch nicht zu erwarten. Am zweiten Trainingstag lernten die
Tiere mit Ko-Applikation sogar signifikant schlechter als die Kontrolltiere. Tendenziell
am besten lernten die Tiere, die nur den D,-Rezeptoragonisten instilliert bekamen. Die
erhaltenen Ergebnisse widerlegen unsere Arbeitshypothese, bei der wir davon ausge-
gangen sind, dass gesunde Tiere unter Dopamindauerapplikation besser lernen. Unse-
re Daten stehen damit im Gegensatz zu bereits vorliegenden Erkenntnissen zur Dopa-
minfunktion. Auch auf =zelluldrer Ebene ist die bisherige Datenlage zur
Dopaminfunktion widersprichlich (Seamans et al., 2001; Seamans und Yang, 2004).
Wie kann man sich nun erklaren, dass die genaue Dopaminfunktion uns weiterhin ver-

borgen bleibt?

4.1 METHODISCHE ASPEKTE

4.1.1 BESONDERHEITEN DES DOPAMINS

(1) Der Dopamineffekt ist abhdngig von der Zytoarchitektur der Hirnrindenschicht, in

die der Transmitter appliziert wird. Diese Tatsache ergibt sich aus dem Nachweis der
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inhomogenen Dopaminrezeptorverteilung im motorischen Kortex bei Tier und Mensch
(Descarries et al., 1987; Doucet et al., 1988; Lidow et al., 1991). Bericksichtigt man
diese Tatsache, dirften Erkenntnisse Uber die Dopaminfunktion in einer Hirnregion
nicht auf eine andere (ibertragen werden (Luft und Schwarz, 2009). Um neue Erkennt-
nisse zu gewinnen, muss das zu untersuchende Hirnareal daher gut abgegrenzt und
selektiv stimulierbar sein. In der vorliegenden Arbeit haben wir der Hirnanatomie da-
durch Rechnung getragen, dass wir Levodopa und seine Agonisten lokal in die Hirnrin-
denschicht V des primar motorischen Kortex M1 appliziert haben — die Schicht, die am
meisten Dopaminrezeptoren besitzt (Martres et al., 1985; Dawson et al., 1986). Durch
die Methodenwahl der lokalen Applikation konnten systemische Dopamineffekte, im
Besonderen die Wirkung des Dopamins in der Substantia nigra und den Basalganglien
minimiert werden. Dass die gewahlte Methode dies ermdglicht, zeigen friihere Arbei-
ten unserer Gruppe, die den Diffusionsradius von intrakortikal applizierten Testsub-
stanzen mittels Positronen-Emissions-Tomographie (PET) untersucht haben. 20 min
nach lokaler Applikation der Substanz in M1 konnte ein Diffusionsradius von 0,5 mm?
um die Nadelspitze nachgewiesen werden. Sowohl die Ursprungsorte dopaminerger
Projektionen im Mittelhirn als auch die Basalganglien liegen auBerhalb dieses Diffu-
sionsradius (Molina-Luna, 2004). Daher sollten bei einer lokalen Applikation der Test-
substanzen diese Strukturen nicht beeinflusst werden. Da fiir die vorliegende Arbeit
allerdings eine Dauerinfusion liber sieben Trainingstage (der erste Tag ist Baseline oh-
ne Substanzapplikation) und keine Einmalapplikation gewahlt wurde, ist eine gewisse
Stimulation anderer Hirnareale trotz dieser Voruntersuchung nicht ganz auszuschlie-
RBen. Der Ort der hochsten Wirkkonzentration lag aber sicher in einem begrenzten Ra-

dius um die Nadelspitze.

(2) Der Dopamineffekt ist von der zeitlichen Dynamik der Applikation abhangig. Dies
liegt unter anderem am biphasischen Wirkungsprofil des Dopamins. Stimuliert man
Pyramidenzellen in der Hirnrindenschicht V im prafrontalen Kortex mit Dopamin, ant-
wortet die Nervenzelle zuerst mit einer D,-rezeptorvermittelten, frihzeitigen Unter-
driickung von hemmenden, postsynaptischen lonenstrémen. 10 bis 20 min spater

kommt dann der langer andauernde, D;-rezeptorvermittelte Effekt zum Tragen, der zur
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Stimulation der hemmenden, postsynaptischen lonenstrome fihrt (Seamans et al.,
2001). Eine dhnliche Wirkung konnte bei Nervenzellen im Hippokampus nachgewiesen
werden (Gribkoff und Ashe, 1984; Huang und Kandel, 1995). Auf Grund dessen ist der
Versuchsaufbau entscheidend dafiir, welchen Effekt Dopamin auf die Erregbarkeit von
Nervenzellen und damit auf das Verhalten eines Tieres hat. Pyramidenzellen kénnen
nach Dopamingabe eine hohere (Ceci et al., 1999; Tseng und O’Donnell, 2004) oder
niedrigere (Gulledge und Jaffe, 1998) Erregbarkeit zeigen. Nicht nur der biphasische
Charakter, sondern auch der Zeitpunkt und die Zeitdauer der Dopaminausschittung
sind zentral wichtig fir dessen Wirkung. Beispiele hierfiir sind die Entstehung des
Suchtgefiihls (Hyman et al., 2006) und der Einfluss des Dopamins auf das Belohnungs-
system (Schultz, 1998, 2006). Will man diesen Einfluss fiir das Lernen nutzen, ist eine
pulsatile Dopamingabe, die die richtige Bewegung selektiv mit einer Dopaminausschit-
tung belohnt, sinnvoll. Schlechte oder falsche Bewegungen werden nicht belohnt. Das
richtige Verhalten wiirde auf diese Weise gelernt werden (vergleiche Abb. 1.1 zur Rolle
des Belohnungssystems fir die Ausfihrung einer Bewegung). In der vorliegenden Ar-
beit wollten wir nun den unmittelbaren Effekt des Dopamins auf das motorische Ler-
nen abbilden. Daher haben wir im Versuchsaufbau die Dauerapplikation des Dopamin-
vorlaufers  Levodopa bzw. seiner  Rezeptoragonisten  festgelegt, um
Fehlinterpretationen durch Belohnungseffekte zu minimieren. Eine Dauerapplikation
bringt noch weitere Vorteile mit sich. So muss man die Tiere nach einer einmaligen
Operation nicht weiteren Kurznarkosen fiir die Applikation von Testsubstanzen unter-
ziehen. Die Tiere kdnnen sich frei im Kafig bewegen, bis der Versuchsleiter sie flr das
Training aus dem Kafig nimmt. AuBerdem kann durch eine Pumpe gewahrleistet wer-
den, dass alle Tiere der Studie die gleiche Konzentration der Testsubstanz mit konstan-
ter Pumprate appliziert bekommen. Einzelapplikationen hatten zwangslaufig zu gerin-
gen Differenzen in der Injektionsgeschwindigkeit gefiihrt. Die zeitliche Dynamik der
Dopaminwirkung- und Ausschittung wurde damit bewusst vernachlassigt. Die damit
erstrebte Ausklammerung des Belohnungssystems ist bei der Bewertung des motori-
schen Lernfortschrittes allerdings problematisch. Eine Beobachtung, bei der ein ver-

mutlich wichtiger Einfluss ausgeblendet wurde, muss als unphysiologisch angesehen
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werden. Auch kann eine Dauerapplikation der Agonisten dem biphasischen Charakter
der Dopaminwirkung, die zuerst D,- und dann D;-rezeptorvermittelt ist, nur unzurei-

chend gerecht werden.

Mechanismen wie Habituation, Sensibilisierung und Toleranzentwicklung koénnen
Uberdies stattgefunden haben. Dies kann nur schwer ausgeschlossen oder nachgewie-
sen werden. Es wurde des Weiteren von Forschungsgruppen beobachtet, dass Stress
zu einer tonischen Dopaminausschiittung flihrt und es dadurch zu einer Verschlechte-
rung der Gedachtnisleistung kommt (Arnsten, 2007; Schultz, 2006). Ob wir durch das
Verfahren der Dauerappliktion bei den Tieren eine dem Stress dhnliche Zustandsform
erzeugt und damit den Lernprozess eher erschwert haben, kann nicht mit Sicherheit
geklart werden. Die Tiere, die Levodopa appliziert bekamen, wirkten auf den Versuchs-
leiter allerdings tendenziell nervéser und hektischer als die Kontrolltiere. Als objektive
MessgroRBen hierfiir konnte man die Latenzzeiten flir motorische Geschicklichkeit
(Tdoor-peliet) und Motivation (Tpeliet-door) heranziehen. Beide Zeitintervalle sind gegen En-
de des Trainings unter Levodopa signifikant kiirzer als bei den Kontrolltieren und kénn-
ten damit anstatt Performance und Geschicklichkeit die Gestresstheit der Tiere zum
Ausdruck bringen. Bei dieser Interpretation bleibt aber zu bedenken, dass das hier zu-
grunde liegende Lernmodell dafiir entwickelt wurde, Lernkurvenverlaufe anhand der
Erfolgsrate der Tiere abzubilden. Die Latenzzeiten sind sekundare ZielgrofRen, die von
unserer Arbeitsgruppe nicht systematisch darauf hin untersucht wurden, was sie ab-
bilden. Sicher ist, dass sich mit ihnen keine einzelnen Zustandsformen getrennt vonei-
nander messen lassen, sondern vielmehr eine Vermischung von mehreren Verhaltens-
eigenschaften. Damit kdnnen sie lediglich als HilfsgroRBen zur Ergebnisinterpretation

herangezogen werden.

(3) Der Dopamineffekt ist auch abhangig von der Konzentration des Neurotransmitters
(Luft und Schwarz, 2009). Man muss eine optimale Dopamindosis verabreichen, um die
Feuerrate von Nervenzellen zu erhdohen. Zu geringe oder zu hohe Dopaminkonzentra-
tionen schwachen die neuronale Erregbarkeit ab (Goldman-Rakic et al., 2000; Vijayrag-

havan et al., 2007). Die Stimulation des D;-Rezeptors in der prafrontalen Hirnrinde von
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Primaten zeigt eine in vivo gemessene Rezeptor-Aktivierungskurve, die mit steigender
Agonistenkonzentration eine umgekehrte U-Kurve beschreibt. Bei zu niedrigen wie zu
hohen Dosierungen ist der Rezeptor inaktiv und verringert dadurch die kognitive Leis-
tungsfahigkeit (Vijayraghavan et al., 2007). Erklaren lasst sich diese Beobachtung mit
der Tatsache, dass Dopamin je nach Konzentration eine unterschiedliche Affinitat zu
den verschiedenen Dopaminrezeptoren hat (Zheng et al., 1999). Im prafrontalen Kor-
tex der Ratte wirkt Dopamin in niedrigen Konzentrationen (<50 uM) Ulber den
Di-Rezeptor, in hoheren Konzentrationen lber den D,-Rezeptor und hat dadurch ge-
gensatzliche Effekte an den Pyramidenzellen (Zheng et al., 1999). Zur Festlegung mog-
lichst optimaler Infusionsmengen von Levodopa und D1- und D2-Rezeptoragonisten
haben wir Dosierungen aus vergleichbaren Versuchsprotokollen (Molina-Luna et al.,
2009; Lavin und Grace, 2001; Samson und Chappell, 2003) fiir unser Experiment Uber-
nommen. Die Ko-Applikation der beiden Agonisten stellte dabei eine besondere Her-
ausforderung dar. Will man das dopaminvermittelte Calciumsignal auslésen, muss man
beide Agonisten in denselben Konzentrationen applizieren (Lee et al., 2004). Wir ha-
ben uns daher dafiir entschieden beide Substanzen in einer Konzentration von je
1 uM zu infundieren. Damit war diese Testsubstanz mit 2 uM doppelt so hoch konzen-
triert wie die Injektionslosungen der einzeln applizierten Agonisten. Es existieren keine
Toxizitatsgrenzwerte der Agonisten. Eine toxische Wirkung der Agonisten auf Nerven-
zellen des Motokortex M1 ist aber durchaus beobachtet worden (Mengia S. Rioult-
Pedotti, persénliche Kommunikation) und sollte bei der Ergebnisinterpretation be-
dacht werden. Bei jeder Ko-Applikation ist zudem eine Interaktion der Substanzen

moglich — auf die die Lésung nicht getestet wurde.

(4) Die gewahlten Rezeptoragonisten und ihre spezifischen Rezeptorbindungseigen-
schaften stehen ebenfalls zur Diskussion. Der hier verwendete D;-Rezeptoragonist
SKF 38393 bindet bereits in niedrigeren Konzentrationen an den D;-Rezeptor, als der
D,-Rezeptoragonist Quinpirol an den D,-Rezeptor bindet (Gingrich und Caron, 1993).
Quinpirol als reiner D,-Agonist bindet dabei nur an den D,-Rezeptor. SKF 38393 ist im
Gegensatz dazu ein partieller Agonist, der in héheren Konzentrationen neben der D;-

Rezeptoraffinitat auch Affinitdt zum D,-Rezeptor besitzt. Bei einer Mindestkonzentra-
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tion von 1 nM sind 50 % der D;-Rezeptoren von SKF 38393 besetzt, bei 150 nM sind
zusatzlich 50% des D,-Rezeptors mit SKF 38393 besetzt
(URL: http://www.tocris.com/literature.php?tc_pdf). Beim vorliegenden Versuch wur-
den SKF-Konzentrationen von 1 uM appliziert. Es muss folglich davon ausgegangen
werden, dass SKF an beiden Rezeptoren gewirkt hat. Damit ist seine Agonistenwirkung
nur schwer beurteilbar, da nicht genau bestimmt werden kann, durch welche Rezep-
toraktivierungen der Effekt von SKF 38939 auf den Lernkurvenverlauf zustande kam.
Geht man von der Existenz eines D;-D,-Korezeptors aus, kdnnte SKF auch diesen akti-
viert haben. Wie sich dadurch die Erfolgsrate der Greifversuche andern wirde, wissen
wir nicht. Schlussendlich kénnen wir die Wirkung der D;-Rezeptoraktivierung auf das
Lernen mit Hilfe von SKF 38393 nicht ausreichend untersuchen. Es sind noch andere
D:-Rezeptoragonisten im Handel. Experimente von Lee und Mitarbeitern, die zeigen,
dass durch Ko-Applikation isomolarer Mengen D;- und-D,-Agonisten ein Calciumsignal
getriggert werden kann, wurden z. B. mit dem D;-Rezeptoragonisten SKF 81297 durch-
geflihrt (Lee et al., 2004). Der Hauptunterschied zwischen den einzelnen D;-Agonisten
ist ihr unterschiedlicher Wirkmechanismus. SKF 83959 wirkt ausschlieBlich Uber die
Aktivierung des Enzyms Phospholipase C (triggert das Calciumsignal), SKF 81297 und
vermutlich auch das hier verwendete SKF 38939 wirken Uber die Aktivierung der En-
zyme Phospholipase C und Adenylatcyclase (triggern das Calcium- und das cAMP-
Signal), SKF 83833 wirkt ausschlieBlich tiber die Aktivierung der Adenylatcyclase (trig-
gert das cAMP-Signal; Rashid et al., 2007,). Die Wahl anderer D;-Agonisten kénnte
demnach die Interpretation der Effekte des D;-Rezeptors (SKF 83833) und des D;-D,-
Korezeptos (SKF 83959) auf das motorische Lernen erleichtern und die Validitat der

Ergebnisse verbessern.

(5) In der vorliegenden Arbeit haben wir die Hypothese aufgestellt, dass der Dopamin-
effekt auf das Lernen durch den D;-D,-Korezeptor vermittelt sein kdnnte, dessen Exis-
tenz wir postulieren. Die Expression dieses Rezeptors ist vermutlich altersabhangig
(Rhasid et al., 2007,). Will man diesen Rezeptortyp untersuchen, sollte man mit Tieren
arbeiten, die bereits einige Monate alt sind. Um die gleichen Ausgangsbedingungen fir

alle Tiere zu schaffen, waren die Ratten dieses Experiments am Operationstag mit
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69 Tagen nahezu gleich alt (69,4 d; SD + 6,1 d). Es ist moglich, dass die Tiere noch et-
was dlter hatten sein missen, um eine starke Expression des D;-D,-Korezeptors und

damit einen deutlicheren Effekt von Levodopa auf das Lernen zu beobachten.

4.1.2 DAS RATTENMODELL

Das hier verwendete Lernmodell der Ratte wurde von unserer Arbeitsgruppe etabliert,
um das motorische Lernen zu untersuchen (Buitrago et al., 2004). Der Fokus liegt auf
der Akquisition impliziter, prozeduraler Gedachtnisinhalte und deren motorischer Aus-
fihrung. Die primare ZielgréRe hierbei ist die Anzahl der erfolgreichen Greifversuche
pro Tag und Tier (Erfolgsrate). Entsprechend dieser Grof3e kénnen Lernkurven gezeich-
net und auf Unterschiede im Verlauf untersucht werden. Sekundare ZielgréRen sind
die Latenzzeiten zwischen Tiir6ffnung und Pelletentfernung (Tgoor-pellet) Und zwischen
Pelletentfernung und erneuter Tlroéffnung (Tpeliet-door). Die Wissenschaft studiert Lern-
prozesse schon seit Jahrzehnten mit Hilfe von Rattenmodellen (Peterson und Gucker,
1959; Whishaw und Coles, 1996; Metz und Whishaw, 2000). Ratten kénnen in kurzer
Zeit verschiedene motorische Fahigkeiten erwerben und pharmakologischen, histologi-
schen und elektrophysiologischen Untersuchungen unterzogen werden. Dies macht sie
zu sehr gut geeigneten Versuchstieren (Buitrago et al., 2004; Molina-Luna, 2004).
Durch die Erfahrung aus friiheren Experimenten konnten wir auch die Eigenheiten der
Tiere bei der Versuchsplanung bericksichtigen. So wissen wir, dass weibliche Ratten
schneller lernen als mannliche bei gleicher Hohe des Lernplateaus (Buitrago et al.,
2004). Die Ursache fir den geschlechtsgebundenen Unterschied im Lernkurvenverlauf
ist uns nicht bekannt. Man konnte spekulieren, dass weibliche und mannliche Tiere
verschiedene Herangehensweisen haben, wie sie sich den Zugang zum Futterpellet
verschaffen (z. B. olfaktorisch versus visuell gesteuertes Greifen). Weibliche Ratten
konnten auRerdem eine groBere Motivation haben ans Futter zu gelangen. Auf Grund
dieser Erkenntnis haben wir uns entschieden, nur mannliche Tiere in die Studie aufzu-
nehmen. Deren initialer Lernkurvenanstieg ist flacher und diskrete Gruppenunter-

schiede kénnen auf diese Weise besser abgebildet werden. Indem wir zudem das Ge-
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wicht der Tiere Uber die acht Trainingstage nahezu stabil hielten, ist von einer gleich-

bleibenden Motivation auszugehen.

Die Starken des Modells liegen darin, dass es von unserer Arbeitsgruppe gut unter-
sucht wurde und als etabliert gilt. Das Besondere ist, dass wir in der Lage sind, mit den
Ratten den Lernkurvenverlauf eines Menschen beim Erlernen einer motorischen Be-
wegungsabfolge anndhernd nachzuzeichnen. Man findet bei den Tieren einen sigmoi-
dalen Lernkurvenverlauf mit einer maximalen Akquisitionsphase zu Beginn des Trai-
nings und der Ausbildung eines Lernplateaus nach wenigen Tagen, ahnlich einer
Boltzmann-Funktion. Innerhalb eines Trainings verbessern sich die Tiere. Das Lernma-
ximum am Ende eines Tages kann zum Teil bis zur nachsten Trainingseinheit aufrecht
erhalten werden. Es treten Prozesse von lang anhaltendem Lernen zwischen den ein-
zelnen Lernphasen und von kurz anhaltendem Lernen innerhalb eines Trainings statt.
Lasst man einen Menschen eine Bewegungsabfolge erlernen, zeigt sich auch hier eine
Phase von schnellem Lernzuwachs zu Beginn des Trainings. Der Lernzuwachs nimmt
ahnlich wie bei den Ratten Uiber die Trainingstage hinweg ab, bis nach wenigen Tagen
oder Wochen repetitiven Ubens ein Lernplateau erreicht wird. Auch fiir diese Lernkur-
ve kdnnte man eine Boltzmann-Anpassung vornehmen (Karni et al., 1998; Liu et al.,
2003). Mit den Latenzzeiten als sekundare Zielgrofen hat man noch mehr Instrumente
das Lernen zu untersuchen. Die Latenzzeit zwischen der Tiir6ffnung und Pelletentfer-
nuNng (Tdoor-peliet) Gilt als ein MaR fiir den Lernprozess und die Geschicklichkeit des Tie-
res. Die Zeitspanne zwischen Pelletentfernung und erneuter Tirdéffnung (Tpeliet-door)
zeigt an, wie gut das Tier das Tlro6ffnungsprinzip verstanden hat und wie motiviert es
ist (Buitrago et al., 2004; Schubring-Giese et al., 2007). Allerdings kbnnen Emotionen,
Hunger und Stress diese Zeiten beeinflussen und machen sie damit nur eingeschrankt
auswertbar. Zu Beginn des Trainings sind Tgoor-pellet UNd Tpeliet-door b€i allen Tieren noch
relativ lang. Nach dieser initialen Phase werden die Latenzzeiten rasch kirzer, dies
konnte man als den Zeitpunkt auffassen, an dem die Tiere das Konzept der Turéffnung
verstanden und die motorischen Fahigkeiten erworben haben, um sich mit einem Pel-
let zu belohnen, die Motivation und Performance steigen. Die Latenzzeiten korrelieren

beide signifikant mit der Erfolgsrate der Tiere. Dabei werden die Latenzen mit steigen-
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der Erfolgsrate kiirzer. Betrachtet man die Verlaufe der Latenzen genauer, so fallt auf,
dass sich die Levodopa-Tiere an einzelnen Tagen gegen Ende des achttagigen Trainings
signifikant von den Kontrolltieren unterscheiden. Die Levodopa-Tiere sind schneller.
Eine mogliche Interpretation ware, dass die Levodopa-Tiere eine bessere motorische
Performance erworben haben und motivierter sind als die Kontrolltiere. Andererseits
konnte auch die kontinuierliche Applikation des Levodopas einen Stresszustand auslo-
sen, der die Tiere schneller und hastiger greifen ldsst. AbschlieRend sei noch ange-
merkt, dass die Motivationsbeeinflussung der Tiere durch Dopamin in diesem Versuch
vermutlich eine untergeordnete Rolle spielt. Denn dessen Einfluss ist dann besonders
grofl}, wenn der Transmitter zusammen mit einer Belohnung pulsatil ausgeschittet
wird (Schultz, 2006). Eine Dauerapplikation kann das Belohnungsgefiihl vermutlich nur

sehr eingeschrankt auslosen.

Die vermutlich grofSte Schwache unseres Modells ist die grolRe biologische Varianz der
Lernkurven der einzelnen Tiere — auch innerhalb einer Gruppe. Obwohl alle Tiere am
Ende des achttdgigen Trainings die Handlungsabfolge gelernt haben, sind die Leis-
tungsunterschiede zum Teil betrachtlich. Griinde dafiir kdnnen verschiedene Lernstra-
tegien oder unterschiedliche Ausgangsfahigkeiten sein. Unsere Beobachtungen stim-
men somit mit denen von Whishaw und Pellis Uberein. Diese verglichen
Videoaufnahmen von Trainingseinheiten einzelner Tiere miteinander und stellten fest,
dass die einzelnen motorischen Elemente im Bewegungsablauf der Ratten unter den
Tieren nur wenig variieren (Whishaw und Pellis, 1990). Demnach scheinen die unter-
schiedlichen Ausgangsfahigkeiten die Hauptursachen fiir den biologischen Bias zu sein.
Indem wir gleichaltrige Geschwister aus einem Wurf den verschiedenen Gruppen ran-
domisiert zugeteilt haben, haben wir versucht, in allen Gruppen dieselben Ausgangs-
bedingungen zu schaffen. Denn trotz der Problematik der unterschiedlichen Ausgangs-
fahigkeiten bedarf es letztendlich der Mittelung der Lernleistung innerhalb einer
Gruppe, um Lernunterschiede zwischen den Gruppen aufzeigen zu konnen. Bei diesem
Vorgehen kann es dann passieren, dass die gemittelte Lernkurve fiir keines der Tiere

innerhalb der Gruppe reprasentativ ist (Buitrago et al., 2004).
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Eine weitere Schwache des Tiermodells ist, dass die Ergebnisse eines Experiments vom
Trainer abhangig sind. Jeder Mensch behandelt Tiere anders, belohnt oder bestraft
unterschiedliche Verhaltensweisen, hilft beim Erlernen des Bewegungsablaufs auf sei-
ne ganz individuelle Art mit. Aus diesem Grund kénnen Daten aus anderen, dhnlichen
Experimenten nur bedingt herangezogen werden, um Vergleiche zu ziehen oder Hypo-
thesen zu diskutieren. Es ist aber dennoch anzunehmen, dass die herausgearbeiteten
Trends einzelner Versuche auch von anderen Trainern repliziert werden kdnnen. Die
Ergebnisse dirfen zudem nie losgeldést vom untersuchten motorischen Bewegungsab-
lauf interpretiert werden. Motorische Lernabfolgen sind komplex und beanspruchen je
nach Bewegung viele verschiedene Hirnregionen, um erfolgreich ausgefiihrt werden zu
kénnen. Es mag sein, dass neben dem Einfluss auf das motorische Lernen auch andere
Verhaltensebenen durch die dopaminerge Modulation mit beeinflusst wurden. Unter
anderem um diese Seiteneffekte des Dopamins abzubilden, wurden die Latenzzeiten
gemessen. Dabei konnen Motivation, Aufmerksamkeit, Stress, konzeptionelles und
raumliches Denken nicht exakt voneinander abgegrenzt werden. Einer Latenzverdande-

rung kann daher nicht mit Sicherheit eine bestimmte Ursache zugeordnet werden.

4.2 HYPOTHESENDISKUSSION

Dopamin ist wichtig fiir das motorische Lernen. Dies zeigt die Beobachtung, dass die
Gabe von Dopamin bei praexistentem Dopamindefizit Lernen wieder ermoglich (Floel
et al., 2005; Molina-Luna et al., 2009). Die Wirkung kénnte iber LTP-Induktion vermit-
telt werden (Rioult-Pedotti, 2000; Molina-Luna et al., 2009). Ob Dopamin additiv in
einer Nicht-Mangelsituation Gber einen ahnlichen Mechanismus einen lernverbessern-
den Effekt hat, bleibt fraglich und konnte in dieser Studie nicht gezeigt werden. Unsere
Arbeitshypothese, die kontinuierliche Infusion von Levodopa verbessere auch das Ler-
nen beim gesunden Tier, ist durch unsere Ergebnisse nicht bestatigt worden. Weder
die Applikation des Dopaminvorldufers Levodopa noch die Agonistenapplikation be-
wirkten einen signifikant steileren Lernkurvenanstieg im Vergleich mit den Kontrolltie-
ren. Die Unterschiede zwischen den Kontroll- und Levodopa-Tieren sind besonders

diskret. Bei der Gruppe, die beide Agonisten simultan appliziert bekam, ist der Lern-
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kurvenanstieg am Tag zwei signifikant flacher als bei den Kontrolltieren. Die Applikati-
on von Agonisten hat damit vermutlich durchaus Einfluss auf den Lernkurvenverlauf.
Zumeist wird das Signifikanzniveau aber nicht erreicht. Die Interpretation der Agonis-
tenkurven ist spekulativ, dies berlcksichtigend aber moglich. Bei der Betrachtung der
Lernkurven bekommt man den Eindruck, dass mit der Ko-Applikation der beiden Ago-
nisten die Lernkurve der Levodopa-Tiere nicht repliziert werden konnte. Geht man
davon aus, dass die Wirkung des Dopamins lber den D;-D,-Korezeptor auf die Zellen
Ubertragen wird, ist es uns mit den verwendeten Agonisten und ihrer Konzentration
vermutlich nicht gelungen, den Korezeptor zu stimulieren. Vielleicht ware uns die Akti-
vierung durch Verwendung eines anderen D;-Agonisten (Rashid et al., 2007,), mit an-
deren Konzentrationsverhaltnissen oder durch die Arbeit mit dlteren Tieren (Rashid et
al., 2007,) gelungen. Verglichen mit der Levodopa-Kurve scheint sich die
Agonisten-Ko-Applikation negativ auf das Lernen ausgelibt zu haben. Dafiir kann es
viele Griinde geben. Z. B. konnte die doppelt so hohe Konzentration der Agonisten in
der Applikationslosung fir den flachen Lernkurvenanstieg verantwortlich sein. Oder
die Agonisten heben ihre positive Wirkung auf das Lernen gegenseitig auf, in dem sie
Uber die Aktivierung, bzw. Hemmung der Adenylatcyclase an ihren jeweiligen Rezepto-
ren antagonistisch wirken. Dass die Aktivierung des D;- oder D,-Rezeptors unterschied-
liche Effekte auf das Lernen hat, kann man bei der Betrachtung der Lernkurven dieser
Gruppen vermuten. Ein weiterer wichtiger Aspekt bei der Beurteilung, ob sich eine
additive Dopamingabe beim Gesunden positiv auf das Lernen auswirkt, ist der Einfluss
des Dopamins auf das Belohnungssystem. Besonders in der Akquisitionsphase eines
motorischen Tasks scheint das dopaminerge System wichtig zu sein (Hernandez et al.,
2005). Da in der vorliegenden Arbeit eine kontinuierliche Infusion von Levodopa bzw.
seiner Agonisten gewdahlt wurde, konnte der belohnende Effekt des Dopamins durch
pulsatile Gabe nicht genutzt werden. Diese Tatsache kann die Lernkurven in unphysio-
logischer Weise verdndert haben. In zukiinftigen Arbeiten sollte der zeitliche Aspekt
der Dopaminapplikation mehr im Mittelpunkt stehen. So zeigt eine ganz aktuelle Stu-

die an der gesunden Ratte, dass die einmalige Gabe des Dopaminvorlaufers Levodopa
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30 min vor jeder Trainingseinheit das motorische Lernen beschleunigt (A. Luft, person-

liche Kommunikation).

Anhand der Latenzen kann gezeigt werden, dass es falsch ware zu behaupten, Dopa-
min habe keinen Einfluss auf das Lernen der gesunden Ratte. Es lasst sich nicht sicher
sagen, wodurch die Latenzzeitunterscheide zwischen den Kontrolltieren und den Levo-
dopa-Tieren zustande kommen. Ob Dopamin bei kontinuierlicher Applikation die Tiere
unter Stress setzt, sollte in weiteren Untersuchungen abgeklart und ggf. bei zukinfti-

gen Experimenten beriicksichtigt werden.

4.3 AUSBLICK

Auf Grund der derzeitigen Datenlage wird klar, dass es noch vieler Untersuchungen
bedarf um die Funktion des Dopamins fiir das motorische Lernen in M1 widerspruchs-
frei zu klaren. Seine wichtige Rolle steht dabei auller Frage. Die Tatsache, dass die do-
paminergen Projektionen im M1 des Menschen noch starker sind als beim Tier, kdnnte
sogar Zeichen dafiir sein, dass diese Projektionen im Laufe der Entwicklung des Ge-
hirns an Bedeutung gewonnen haben (Luft und Schwarz, 2009). Bei Primaten enden
dopaminerge Nervenendigungen in oberflachlichen Hirnrindenschichten, in denen
auch kortiko-kortikale Nervenfasern enden, die flir das motorische Lernen wichtig sind
(Iriki et al., 1991; Rioult-Pedotti et al., 1998). Was das dopaminerge Signal auslost, ist
noch unklar, eventuell ist es ein Belohnungsstimulus nach einer erfolgreichen Bewe-

gung, analog zum Dopaminsignal im prafrontalen Kortex (Schultz, 2006).

Zahlreiche Beobachtungen am Menschen zeigen, wie wichtig es ist, mehr (iber das do-
paminerge System in M1 zu erfahren. Wenn Menschen einen motorischen Ablauf ler-
nen, korreliert die Konzentration von Dopaminabbauprodukten im Liquor mit der Lern-
rate (McEntee et al, 1987). Verabreicht man Schlaganfallpatienten dopaminhaltige
Pharmaka, verbessert sich ihr motorisches Lernen (Scheidtmann et al., 2001; Floel et
al., 2005). Nimmt man an, dass motorisches Neulernen und motorische Erholung nach
Schlaganfall den gleichen Mechanismen folgen, konnten Dopamin und die Nutzung des

Belohnungssystems Schlisselrollen fir erfolgreiche Neurorehabilitation spielen (Luft
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und Schwarz, 2009). Der Beitrag des Motokortex zu einer erfolgreichen Neurorehabili-
tation von Schlaganfallpatienten ist noch unklar. Im Verstandnis seiner Funktion konn-
te ein groBes Potential liegen, solchen Patienten in Zukunft besser helfen zu kénnen.
Aullerdem koénnten die dopaminergen Projektionen in M1 auch eine Rolle bei der Ent-
stehung der Symptome des M. Parkinson einnehmen (Berger et al., 1986). Wenn man
bedenkt, dass diese Projektionen bereits in der friilhen Phase der Erkrankung degene-
rieren (Moore et al., 2008), hat man mit der Dopaminfunktion in M1 ein Erklarungs-
modell fir die frihen, prozeduralen Lerndefizite der Parkinsonpatienten. Der motori-
sche Kortex sollte in Zukunft noch genauer auf seine Rolle bei der Entstehung des
M Parkinson untersucht werden. Nur auf diese Weise kdnnen solche Erklarungsmodel-
le Gberprift werden und das bessere Verstandnis der Pathophysiologie dazu beitragen,

diese haufige Erkrankung besser zu verstehen und besser behandeln zu kénnen.
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Das menschliche Gehirn hat ein enormes Potential zur Plastizitat. Die physiologischen
Grundlagen dieser neuronalen Anpassungsfahigkeit sind noch weitgehend unverstan-
den. In der vorliegenden tierexperimentellen Studie haben wir untersucht, ob es ge-
lingt, die Plastizitdt —im Sinne einer Lernverbesserung — gezielt zu beeinflussen. In fri-
heren Experimenten konnte gezeigt werden, dass die Gabe von Dopamin bei
praexistentem Dopamindefizit motorisches Lernen verbessert (Floel et al., 2005; Moli-
na-Luna et al., 2009). Wir stellten die Hypothese auf, dass eine kontinuierliche Dopa-
mininfusion auch beim gesunden Tier das motorische Lernen beschleunigen kann. Um
dies zu prifen, haben wir gesunden Ratten wahrend eines motorischen Lernvorganges
den Dopaminvorlaufer Levodopa oder die Dopaminagonisten SKF 38393 und Quinpirol

lokal, in den motorischen Kortex M1 appliziert.

Mittels unseres speziell entwickelten Lernmodells der Ratte waren wir in der Lage, den
Einfluss der Testsubstanzen auf das Lernen zu quantifizieren. Das Lernmodell war so
konzipiert, dass die Lernkurve eines Menschen wahrend des Erlernens einer motori-
schen Bewegungsabfolge durch die Lernkurve der Ratte annahernd nachgebildet wer-
den konnte. Die groRe interindividuelle Varianz der Lernkurven, die in den unterschied-
lichen Ausgangsfahigkeiten der Tiere begriindet liegt, muss bei der Interpretation der
Ergebnisse ebenso bedacht werden wie die individuelle Art des Trainers, die Tiere
beim Erlernen des Bewegungsablaufs zu unterstiitzen. Die Ergebnisse dirfen zudem
nie losgeldst vom untersuchten motorischen Bewegungsablauf interpretiert werden,
da je nach Bewegungsablauf unterschiedliche Hirnregionen mit aktiviert werden, um

die Bewegung erfolgreich auszufiihren.

Mit unserer Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich das motorische Lernen der gesun-
den Ratte durch eine lokale, kontinuierliche Levodopa-Applikation oder durch eine
kontinuierliche Applikation der Dopaminagonisten nicht verbessern ldsst. Ein positiver
Dopamineffekt unter anderen Versuchsbedingungen ist nach neusten Studien unserer

Arbeitsgruppe allerdings anzunehmen. Nach einmaliger, lokaler Applikation des Do-
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paminvorldufers Levodopa in den motorischen Kortex M1 der Ratte 30 min vor jeder
Trainingseinheit und einem Training Uiber acht Tage, ist eine signifikante Verbesserung

des motorischen Lernens zu beobachten (A. Luft, personliche Kommunikation).

Der Neurotransmitter Dopamin hat viele besondere Eigenschaften, die Einfluss auf
seine Wirkung nehmen. Der Dopamineffekt ist abhdngig von der Zytoarchitektur der
Hirnrindenschicht, in die der Transmitter appliziert wird (Descarries et al., 1987; Dou-
cet et al., 1988; Lidow et al., 1991), von der zeitlichen Dynamik der Applikation (Hyman
et al., 2006; Schultz, 1998, 2006), von seiner Konzentration (Luft und Schwarz., 2009)
und vermutlich auch vom Alter der in der Studie eingeschlossenen Tiere (Rhasid et al.,

2007,).

Die kontinuierliche Applikation der Dopaminagonisten SKF 38393 und Quinpirol er-
brachte auch keine Lernvorteile gegenilber den Kontrolltieren. In unserer Hypothese
postulierten wir die Existenz eines D;-D,-Korezeptors, tiber welchen die Wirkung des
Dopamins auf das motorische Lernen vermittelt werden sollte. Mit der Ko-Applikation
beider Agonisten hatte es uns dann moglich sein sollen, die Lernkurve der Levodopa-
Tiere nachzuzeichnen. Die Levodopa-Kurve konnte allerdings durch die Ko-Applikation
nicht repliziert werden. Griinde hierfir kénnen die spezifischen Rezeptorbindungs-
eigenschaften der ausgewahlten Agonisten sein oder eine vermutete altersabhangige
Expression des Korezeptors (Rhasid et al., 2007,). Moglicherweise waren die hier trai-

nierten Tiere fir eine ausreichende Expression zu jung.

Der Neurotransmitter Dopamin ist in zahlreiche Lern-und Gedachtnisprozesse invol-
viert (EI-Ghundi et al., 2007). Eine wichtige Rolle fir die neuronale Plastizitat wahrend
eines motorischen Lernvorgangs ist anzunehmen (Hosp et al., 2009; Molina-Luna et al.,
2009). Doch abschlieRend muss trotz aller bereits erbrachten Erkenntnisse eingerdaumt
werden, dass das Verstiandnis der physiologischen Vorgange wahrend eines Lernvor-
gangs vermutlich noch nicht ausreichend verstanden sind, um in diese Prozesse bereits
modulatorisch eingreifen zu kénnen. Weitere Grundlagenforschung ist notig, um die
Mechanismen besser zu verstehen, die wir letztendlich beeinflussen wollen. Dann

konnte eine gezielte Steuerung von neuronaler Plastizitdit moglich werden. Dieser
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Schritt wirde uns eine neue Dimension zur Therapie samtlicher Erkrankungen aufzei-
gen, die einer neuronalen Regeneration bedirfen. Beispiele hierfiir sind ischamische
Hirnerkrankungen, wie Schlaganfall und bestimmte Demenzformen oder die
Parkinsonsche Krankheit. Mit diesem Ziel vor Augen scheint weitere Forschung auf

diesem Gebiet hochst lohnenswert.
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6.1 ERKLARUNG ZUR TIERHALTUNG

Wahrend meiner Versuche habe ich alle Anstrengungen unternommen, ein unnaétiges
Leid der Tiere zu vermeiden. Ich habe mich intensiv darum bemiiht, dass die Tiere die
bestmogliche Versorgung erhalten haben. Um tierschutz- und versuchstierkundliche
Fachkenntnisse zu erlangen, habe ich am versuchstierkundlichen Privatissimum des
Tierarztlichen Dienstes der Universitat Tibingen teilgenommen. Alle Handlungen am
Tier wurden vom Tierdrztlichen Dienst der Universitdaten Tlbingen und Zirich Uber-

wacht.

An dieser Stelle soll betont werden, dass wir nur durch Tierexperimente dazu in der
Lage sind, Grundlagenforschung auf hohem Niveau zu betreiben. Den Tieren gebihrt

dabei unser aller Respekt.
6.2 ABBILDUNGSVERZEICHNIS
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