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1. Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Morbus Parkinson ist eine der hiufigsten neurodegenerativen Erkrankungen der Gegenwart, deren
Ursache bislang noch nicht vollstindig geklért ist. Die Schwerpunkte der Forschung liegen in der
Aufkliarung der zugrunde liegenden Pathomechanismen sowie der Verbesserung und Aufdeckung
neuer Therapiemoglickeiten. Die Entdeckung der guten antiparkinsonoiden Wirkung von MDMA
(3,4-Methylendioxymethamphetamin) wurde bereits in mehreren Tiermodellen nachgewiesen.
Bedenken hinsichtlich der Neurotoxizitit sowie die Problematik einer dem Betdubungsmittelgesetz
unterliegenden Substanz als Therapeutikum fiihrte zu der Entwicklung neuer modifizierter MDMA -
Derivate, die als Grundlage fiir ein sicheres Medikament dienen konnen.

In der vorliegenden Arbeit wurden fluorsubstituierte = MDMA-Derivate in  zwei
Tierversuchsmodellen mit Ratten auf ihre antiparkinsonoide Wirkung getestet. Die verwendeten
Substanzen, unterscheiden sich am Alkyl-Rest an der Aminogruppe, zudem sollten ihre einzelnen
Enantiomere' untersucht werden.

Es soll vor allem geklart werden, welche Effekte sich durch die unterschiedlichen
Molekiilstrukturen auf das motorische Verhalten der Tiere ergeben. Zudem sollen Aspekte der
Pharmakodynamik und Neurotoxizitét untersucht werden.

Die Fluorierung am Phenylring anstelle der Methylendioxy-Gruppe verspricht zum einen eine
Umgehung/Verhindern der Neurotoxizitdt, da der Abbaumechanismus wie beim MDMA, hier nicht
angreifen kann. Zum anderen bewirkt die Fluorierung eine Erh6hung der Lipophilie des Molekiils,
wodurch es die Blut-Hirn-Schranke leichter passieren kann und somit eine schnellere Wirkung mit
geringerer Dosis wahrscheinlich wird.

Die Untersuchungen zeigen, dass die Wirkung der Substanzen sowohl von der Dosis, als auch von
der Léange des Alkyl-Rest am Stickstoffatom sowie der Chiralitit abhidngig ist.

Im Katalepsie-Test erwies sich das fluorierte Selegilin-Derivat DFS, eine Kombination aus dem
Medikament Selegilin und MDMA als schwach wirksam und mit Verdacht auf Kumulation.

Die beiden Substanzen DFA (fluoriertes Amphetamin) und MDFPPA (fluoriertes MDMA) zeigten
dagegen eine stark enantioselektive antiparkinsonoide Wirkung, wobei sich das jeweilige S-
Enantiomere als das Wirksame erwies. R-DFA zeigte im Vergleich zum unwirksamen R-MDFPPA

allerdings eine starke akute Wirkung in hoher Dosis.

1 Enantiomere sind spiegelbildlich gebaute Isomere eines Molekiils, die sich in vielen physikalischen Eigenschaften
gleichen, in ihren physiologischen jedoch unterscheiden. Sie kommen als linksdrehendes S-Enantiomer und
rechtsdrehendes R-Enantiomer vor. Das Racemat ist i.d.R. die 1:1 Mischung der Enantiomere (Mortimer & Miiller,
2001).



1. Zusammenfassung

Da sich bei beiden Substanzen ein Verdacht auf evtl. Kumulation der Substanz zeigte, wurden
zudem bei S-MDFPPA zwei Behandlungsmethoden miteinander verglichen. Bei einer erfolgte die
Dosisgabe konstant bei der anderen im sog. Crossover-Design, wobei zu erkennen war, dass die
konstante Behandlung Kumulationseffekte leichter erkennen lésst.

Bei DFA wurde zudem detailliert das Zusammenspiel der Enantiomere in Enantiomermischungen
mit unterschiedlichen Mischungsverhéltnissen untersucht, wobei festzustellen war, dass ein grofer
oder gleicher R-Anteil die Wirkung herabsetzt und das S-Enantiomer alleine immer noch die beste
Wirkung zeigt.

Weiterfiihrende Untersuchungen zu den Bindungseigenschaften von DFA an serotonergen
Zielstrukturen wurden mit den Antagonisten WAY 100635 und Citalopram durchgefiihrt, wobei eine
Abhingigkeit sowohl von 5-HT 4 -Rezeptor, als auch von SERT bestétigt wurde.

Im unilateralen 6-Hydroxydopamin-Modell zeigte sich bei S-DFA und -MDFPPA ebenfalls eine
dosisabhingige Verbesserung der Parkinsonsymptomatik.

Eine mittlere Dosis (2mg) zeigt bei beiden Versuchsreihen einen stabileren Verlauf und weilit auf
das Wirkoptimum hin. Hohe Dosierungen leiten eher zu einer Ubersteuerung und somit zu einem
ungleichméfigeren Wirkungsverlauf.

Eine Untersuchung auf potentielle Neurotoxizitit mittels HPLC-Analyse zeigte keinen direkten

Verdacht auf eine toxische Wirkung der Substanzen.
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2. Einleitung

Der Schwerpunkt dieser Arbeit liegt auf der Untersuchung der antiparkinsonoiden Wirkungsweise
verschiedener ringsubstituierten MDMA-Derivate. Diese Motivation hat ihren Ursprung in
sporadischen Berichten iiber eine starke antiparkinsonoide und antidyskinetische Wirkung von
MDMA. Da MDMA zwar nicht als Arzneimittel in Frage kommt, aber u.U. eine neue
pharmakologische Modellsubstanz darstellt, konnte die Erforschung und Entwicklung neuer
Substanzen, welche sich von MDMA ableiten, vielversprechend sein.

In der Einleitung soll zundchst auf das Krankheitsbild des Morbus Parkinson und die aktuelle
Therapiemoglichkeiten eingegangen werden, die noétigen Grundlagen iiber Anatomie und
Physiologie der Basalganglien (BG) sowie der wichtigsten Transmittersysteme erldutert werden.
Zudem sollen derzeitige Parkinsonmodelle in der Forschung, und detaillierter die hier verwendeten
Tiermodelle, angesprochen werden.

Des Weiteren wird ein Hauptaugenmerk auf die Substanzen aus der Familie der Amphetamine
gelegt und die Problematik ihrer Rolle als potentielle Suchtmittel, aber auch als Hoffnungstriger in
der Therapie, abgegrenzt werden. Zudem werden die hier verwendeten modifizierten Derivate im

Vergleich mit ihren bekannten Muttersubstanzen genauer erklart.

2.1 Morbus Parkinson - Symptomatik und Pathogenese

Bereits 1817 wurde das Krankheitsbild von dem britischen Landarzt James Parkinson beschrieben,
der die Kardinalsymptome in ,,an essay on the shaking palsy* zusammenfasste (Parkinson, 2002),
was als ,,Schiittellihmung® iibersetzt werden kann. Ungefdhr 50 Jahre spdter sprach der
franzdsische Arzt Charcot, in Anerkennung an die Arbeit Parkinsons, das erste Mal von Morbus
Parkinson (engl.: Parkinsons Disease, PD) (Kempster et al., 2007). Es handelt sich um eine
chronische, progressive, neurodegenerative Krankheit, bei der es zu einer Degeneration der
dopaminergen Neurone vor allem in der Substantia nigra pars compacta (SNc) der Basalganglien
(BG) kommt. Der daraus resultierende Mangel an Dopamin (DA) fiihrt zu einer Dysregulation im
Vorderhirn, was zu der Auspridgung der bekannten Parkinson-Symptome Rigor, Tremor und
Akinesie sowie der posturalen Instabilitét fithrt (Jankovic, 2008; Schmidt, 2005).

Der demografische Wandel der letzten Jahrzehnte macht eine intensive Forschung auf dem Gebiet

altersbedingter neurologischer Krankheiten notwendig. Neben Morbus Alzheimer gilt Morbus
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Parkinson, mit einer Privalenz (Anteil der erkrankten Personen in einer Population) von 1%, als die
zweithdufigste neurodegenerative Erkrankung (Hague, 2005).

Das Risiko an Parkinson zu erkranken ist sowohl vom Alter, als auch vom Geschlecht abhingig. In
der Altersgruppe der 65-jdhrigen sind 1-2% erkrankt, bei den iiber 85-jdhrigen bereits 2,6%. Dabei
sind Méanner haufiger betroffen als Frauen. Die Inzidenz (Anzahl der Neuerkrankungen in einem
bestimmten Zeitraum) von PD ist somit stark altersabhidngig und wird bei iiber 55-jdhrigen mit
jéhrlich 110 bis 330 Fallen und bei liber 80-jdhrigen mit 400 bis 500 Féllen an Neuerkrankungen
pro 100.000 Einwohner angegeben (Mayeux, 2003). Ein Auftreten der ersten Symptome vor dem
40. Lebensjahr ist relativ selten. Die Halfte der Betroffenen erkrankt erst nach dem 60. Lebensjahr
(Lozano and Kalia, 2005).

Neben den motorischen Symptomen kommt es zu einer Vielzahl nicht-motorischer Symptome.
Dazu gehoren vegetative Dysfunktionen sowie kognitive und neuropsychiatrische Stérungen,
Schlafstérungen und sensorische Anomalien (Jankovic, 2008; Schmidt, 2005).

Werden die ersten motorischen Symptome sichtbar, sind bereits 50-70% der dopaminergen Neurone
degeneriert, was einem striatalen DA-Verlust von 80% entspricht (Dunnett and Bjorklund, 1999;
Playfer, 1997). Das Gehirn zeigt eine bemerkenswerte Fahigkeit, den Verlust iiber Jahre zu
kompensieren. Die Dauer von der Manifestation der ersten Symptome bis zum Tod betrdgt ca. 9
Jahre. Die Todesursache bei PD sind meist mit Bettlagerigkeit zusammenhéngende (auch

nosokomial erworbene) Infektionen wie z.B. Pneumonien (Jellinger et al., 2002).

Zudem sind beim Patienten auch andere Transmittersysteme betroffen. Es kommt zu einer
Abnahme der Konzentration von Noradrenalin (NA) um 27-56% und von Serotonin (5-HT) um 27-

59% in einzelnen Bereichen des Hypothalamus (Shannak et al., 1994).

Die Griinde fiir die neuronale Degeneration sind bis heute unklar, wodurch nur eine
symptomatische, nicht aber eine kausale Therapie moglich ist. Aktuell gibt es mehrere
Behandlungsmethoden des Morbus Parkinson. Die medikamentdse Therapie verbessert die
Symptomatik bisher nur auf Zeit und ist zudem mit starken Nebenwirkungen verbunden. Trotz

intensiver Forschung ist eine Heilung immer noch nicht moglich.

Die Ursache der dopaminergen Degeneration ist bei dem GroBteil (90-95%) der Patienten nicht

vollstindig geklart. Man spricht dann vom idiopathischen oder sporadischen Parkinsonsyndrom
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(IPS). Vermutet werden nach dem jetzigen Stand der Forschung multifaktorielle Ursachen, wie
Umwelteinfliisse und genetische Préadisposition, welche iiber mitochondriale Dysfunktion,
Glutamat- Exzitotoxitizit, Inflammation und oxidativen Stress zur Apoptose der dopaminergen
Neurone fiithren (Dauer and Przedborski, 2003; Dunnett and Bjorklund, 1999; Schapira and Jenner,
2011).

Vom IPS abzugrenzen ist das familidre Parkinsonsyndrom (ca. 5%), fiir welches mehrere Gene als
Risikofaktoren identifiziert wurden, darunter die bekanntesten o-Synuclein und Parkin-Gene
(Bonifati, 2014; Gasser et al., 2011), und das sekundiren Parkinsonsyndrom, welchem definierte
Ursachen zugrunde liegen, wie z.B. Toxine, Umweltgifte, Medikamente, Drogen, Traumata oder

Tumore (Dauer and Przedborski, 2003).

2.1.1 Basalganglien

Die BG sind eine subkortikale d.h. unter dem Kortex liegende Kernstruktur des Gehirns, deren
Hauptaufgabe unter anderem das Generieren von Bewegungsablidufen ist. Eine wichtige Rolle
spielen sie zudem bei komplexem Verhalten und kognitiven Prozessen.

Funktionell bestehen die BG aus einem Netzwerk verschiedener Regelschleifen, die miteinander
verschaltet sind. Neben der skeletomotorischen Schleife (Motorik) gibt es eine okulomotorische
(Blickmotorik), zwei assoziative (langfristige Aktionsplanung, Motivation, Bewegungsantrieb und
kognitive Leistungen) und eine limbische Schleife (affektive und emotionale Bewertung)
(Alexander and Crutcher, 1990; Haber et al., 2005; Kreitzer and Malenka, 2008; Roth and Dicke,
2006). Die motorische nigrostriatale Schleife wird hier aufgrund ihrer wichtigen Bedeutung bei PD
im Detail charakterisiert. Eine Darstellung des klassischen BG-Schemas ist in (Abbildung 1) zu
sehen.

Wie bereits angesprochen, kommt es bei PD zu einer Degeneration der dopaminergen Projektion
der SNc in das Striatum (STR), einem Kern der BG. Diese nigrostriatale Verbindung ist Teil der
motorischen Schleife, die auch als dorsale BG-Schleife bezeichnet wird.

Vom Kortex ausgehend fiihrt sie iiber einzelne Kernstrukturen der BG zum Thalamus (THAL) und
schlieBlich wieder zuriick zum Kortex. Anatomisch lokalisiert sind die Kerne der BG in den drei
Gehirnregionen Telencephalon (GroBhirn), Diencephalon (Zwischenhirn) und Mesencephalon
(Mittelhirn).

Das Striatum, welches aus einem dorsalen und einem ventralen Teil besteht, gehdrt zum
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Telencephalon. Der dorsale Teil wiederum ist unterteilt in den Nucleus caudatus und dem Putamen,
welche dem Areal eine feine Streifung geben und so zu der Bezeichnung ,,Striatum® gefiihrt haben.
Bei Nagern handelt es sich um eine einheitliche Struktur, welche als Caudatoputamen bezeichnet
wird. Das ventrale Striatum setzt sich aus dem Nucleus accumbens (NAcc) und dem olfaktorischen
Tuberculum zusammen. Der Globus pallidus externus (GPe) und Globus pallidus internus (Gpi) bei
Primaten, bzw. bei der Ratte Globus pallidus (Smith et al., 1998) und endopedunculdren Nucleus
(Chesselet, 2002) sowie der subthalamische Nukleus (STN) liegen im Diencephalon.

Zum mesencephalen Teil der BG gehort die Substania nigra, die in pars compacta (SNc) und
Substania nigra pars reticulata (SNr) unterteilt wird. Namensgebend ist hierbei ihre dunkle Farbung
die durch das Pigment Neuromelanin, einem Nebenprodukt der Dopaminsynthese verursacht wird
(Blandini et al., 2000; DeLong, 2000).

Das Striatum stellt die Haupteingangsstruktur der BG dar. Es erhidlt glutamatergen, also
exzitatorischen Input aus diversen Kortexarealen (vor allem pra- und supplementdrmotorische und
somatosensorische) sowie dopaminergen Input aus der SNc. Zudem erhélt das Striatum
serotonergen Input aus den Raphe Kernen und noradrenergen aus dem Locus coeruleus (LC)
(Blandini et al., 2000).

Die Ausgangsneurone enthalten y-Aminobuttersdure (GABA) und projizieren somit inhibitiorisch
zum Thalamus. Dadurch kommt es zum einen zu einer direkten und zum anderen zu einer
indirekten Inhibition des Thalamus. Die glutamatergen Efferenzen des Thalamus schlieBen durch
thre Riickprojektion zum Kortex die Regelschleife (Obeso et al., 2000).

Die direkte Bahn fiihrt vom Striatum GABAerg zur SNr und zum GPi und von diesen Kernen
GABAerg weiter zum Thalamus, der wiederum glutamaterg zum Kortex projiziert (Obeso et al.,
2000). Dies bewirkt eine Inhibition der SN¢ und des GPi und wirkt dadurch ,,enthemmend* auf den
Thalamus (Abbildung 1). Dies wird auch als ,,Go*-Bahn bezeichnet, da diese Disinhibition die
Ausfiithrung von Bewegung bahnt (Frank, 2005; Frank et al., 2007; Wiecki and Frank, 2010).

Bei der indirekten Bahn projizieren diesmal GABAerge, also hemmende Efferenzen vom Striatum
zum GPe, der wiederum GABAerg weiter zum STN projiziert. Dies hat eine Disinhibition im STN
zur Folge. Glutamaterge Efferenzen fithren vom STN zu den Ausgangskernen GPi und SNr sowie
zur SNc und aktivieren diese, wodurch der Thalamus inhibiert wird (Obeso et al., 2000)
(Abbildung 1). Daher auch die Bezeichnung ,.NoGo-Bahn®“, da willkiirliche Bewegungen
unterdriickt werden (Frank, 2005; Frank et al., 2007; Wiecki and Frank, 2010).
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Abbildung 1: Vereinfachte schematische Darstellung des klassischen BG-Schemas mit direkter und
indirekter Bahn sowie den beteiligten Neurotransmittern (Glutamat: rot, Dopamin: blau, GABA: griin).
Beim gesunden Menschen (A) und beim Parkinson-Patienten (B). GPe: Globus pallidus pars externus, Gpi:
Globus pallidus pars internus, SNc: Substania nigra pars compacta, SNr: Substania nigra pars reticulata,
STN: subthalamischer Nukleus. Exzitatorische Projektionen sind als Pfeile, inhibitorische Projektionen als
Balken dargestellt. Gestrichelte Pfeile und Balken zeigen abgeschwdchte Aktivitdit, dicke und doppelt
gezeichnete Pfeile und Balken verstirkte Aktivitit an. Schema verdndert nach Schmidt (2000).

Beide Wege werden durch nigrostriatales DA moduliert (Schmidt, 1998). Dieses hat je nach
Bindungsverhalten an den Rezeptoren entweder eine exzitatorische (direkte Bahn; D;-Rezeptor
vermittelt; Gs-gekoppelt) oder eine inhibitorische (indirekte Bahn; D,-Rezeptor vermittelt; Gi-
gekoppelt) Wirkung auf die Aktivitdt der striatalen Projektionsneurone.

Das Zusammenspiel beider Bahnen ermoglicht eine Unterdriickung von ungewolltem Verhalten und
eine Bahnung von gewolltem Verhalten (Gurney et al., 2001; Mink and Thach, 1993; Schmidt,
1998).
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2.1.2 Pathologie der BG bei PD

Bei PD kommt es durch die Degeneration der dopaminergen Afferenzen der SNc in das Striatum zu
einem Verlust der striatalen modulatorischen Kontrolle und somit zu einer Storung in der dorsalen
Schleife der BG (Obeso et al., 2000; Penney and Young, 1983; Schmidt W.J., 2000).

Da die glutamatergen kortikalen Afferenzen nicht betroffen sind, fiihrt dies im gesamten Netzwerk
zu einem Ungleichgewicht der Neurotransmitterbalance und dadurch zu einer vermehrten
exzitatorischen Aktivitdt im Striatum (Abbildung 1). Dies resultiert in der Manifestation der
krankheitstypischen Symptome.

Die verminderte DA-Konzentration im Striatum bewirkt eine verminderte Exzitation an den Di-
Rezeptoren, also innerhalb der direkten Bahn, und somit eine abgeschwichte Disinhibition des
Thalamus wodurch die ,,Go-Wirkung®, also das Ausfithren von bestimmten Verhalten, vermindert
wird.

Die wegfallende Hemmung iiber D2-Rezeptoren im Striatum fiihrt in der indirekte ,,NoGo-Bahn* zu
einer verstirkten Hemmung des GPe, was eine Disinhibition von GPi und STN zur Folge hat. Der
enthemmte STN projiziert wiederum exzitatorisch in die SNr und GPi.

Die Ausgangsstrukturen werden bei DA-Mangel liber beide Bahnen enthemmt bzw. aktiviert, was
zu einer verstirkten GABAergen Hemmung des Thalamus fiihrt. Die thalamokortikale
Riickprojektion (Obeso et al., 2000; Schmidt W.J., 2000) ist in Folge dessen abgeschwécht oder
sogar unterdriickt (DeLong and Wichmann, 2007). Eine Planung oder Initiierung von willkiirlicher
Bewegung ist stark beeintriachtigt und fiihrt zu der bekannten Symptomatik von Akinesie und Rigor.
Dem dritten Kardinalsypmtom, dem Ruhetremor liegen andere Mechanismen zugrunde: Durch den
Verlust der Filterfunktion der BG kommt es zu rhythmischen Entladungen im GPi und STN, die mit

dem oszillierenden Zittern des Tremors assoziiert sind (Hutchison, 2004; Hutchison et al., 1997).

2.2 Neurotransmitter

In dieser Arbeit sind zum einem die durch die verwendeten Substanzen hervorgerufenen
Verinderung der aminergen Neurotransmitter von Bedeutung und zum anderen wie sie im Gehirn
mit degenerativen verdnderten Neurotransmitter-Konzentrationen, wie es bei Morbus Parkinson der
Fall ist, wirken. Daher soll hier ein kurzer Exkurs zu den relevanten Monoaminen DA und 5-HT

gegeben werden.
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2.2.1 Dopamin (DA)

DA ist ein wichtiger monoaminerger Neurotransmitter, der wie auch Adrenalin und Noradrenalin
(NA), zu den Katecholaminen gehort.

Es wird direkt in den dopaminergen Neuronen gebildet, die sich vor allem im ventralen
Mesencephalon befinden. Aus der Aminosdure L-Tyrosin bildet das Enzym Tyrosinhydroxylase
durch Anbringen einer zweiten Hydroxyl-Gruppe in ortho-Stellung am Phenylring die DA-Vorstufe
L-3,4- Dihydroxyphenylalanin (L-DOPA). Das Abspalten einer Carboxylgruppe unter Bildung von
CO; durch die DOPA-Decarboxylase resultiert dann in DA.

Dieses wird in der Prdsynapse iiber den Transporter VMAT-2 in Vesikel transportiert und dort
gespeichert. Die Ausschiittung in den synaptischen Spalt erfolgt bei Depolarisation der Prisynapse,
worauf die Vesikel mit der Membran verschmelzen und das DA freigesetzt wird. Eine
Wiederautnahme erfolgt iiber den membranstdndigen, selektiven DA Transporter (DAT). Der Abbau
verlduft iiber zwei Wege, die beide in Homovanilinsdure (HVA) als Endprodukt resultieren. Zum
einen verlduft der Metabolismus intrazellulir mittels Monoaminooxidase B (MAO-B) zu 3.,4-
Dihydroxyphenylessigsdure (DOPAC) und dann iiber die Catechol-O-Methyl-Transferase (COMT)
zu HVA, zum anderen auch extrazellulir im synaptischen Spalt iiber die COMT zu 3-
Methoxytyramin (3-MT) und anschlieBend iiber MAO-B zu HVA.

DA wirkt an fiinf verschiedenen Rezeptorsubtypen die alle metabotrop, also G-Protein gekoppelt
sind. Dabei unterscheidet man je nach intrazellulirem Signalweg und Wirkung zwei Gruppen. Die
D;-dhnlichen (D; und Ds) und die D,-dhnlichen (D,, Ds, D4). Die Rezeptoren der Dy-Gruppe sind
positiv an die Adenylatcyclase (AC) gekoppelt wodurch sie nach einer Stimulation durch DA zu
einer Aktivierung der Zelle fiihren. Die Bindung von DA an Rezeptoren der D, Gruppe, die negativ
an die AC gekoppelt sind, bewirkt in der Regel eine Hemmung des jeweiligen Neurons (Aizman et

al., 2000; Missale et al., 2010).

2.2.2 Serotonin (5-Hydroxytryptamin, 5-HT)

Serotonin gehort wie auch Melatonin zu der Familie der Indolamine, welche wiederum wie DA zur
Gruppe der Monoamine gehoren. 5-HT ist phylogenetisch gesehen einer der A&ltesten
Neurotransmitter und ist bei einer Reihe lebenswichtiger Funktionen von Bedeutung. Dazu gehdren
Atemregulation, Schlafregulation, Steuerung zirkadianer Rhythmen, Emotionen, reproduktives und
kognitives Verhalten sowie Motorik (Filip et al., 2005).

Serotonerge Neurone sind fast ausschlieBlich in den Raphe-Kernen im Hirnstamm lokalisiert und
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innervieren von dort iiber zahlreiche Afferenzen fast alle Gehirnareale. Nahezu 80% der
serotonergen Innervation des Vorderhirns stammt aus den medialen und dorsalen Raphe Kernen (Di
Giovanni et al., 2006). Neben dem Kortex und dem THAL werden innerhalb der BG das Striatum,
der GPe und der GPi, der STN und die SNr und die SNc serotonerg innerviert (Lavoie and Parent,
1990).

Die Untersuchung des serotonergen System ist im Zusammenhang mit Morbus Parkinson, von
grofler Bedeutung, da 5-HT eine Rolle in der Vermittlung von Willkiirbewegungen spielt und das
serotonerge neben dem dopaminergen System bei den pathologischen Prozessen des Morbus
Parkinson ebenfalls beeintrachtigt ist (Hornykiewicz, 1998; Nicholson and Brotchie, 2002).

5-HT wird in den serotonergen Neuronen iiber einen mehrstufigen Syntheseweg gebildet.

Zunichst wird L-Tryptophan durch die Tryptophan-Hydroxylase (TPH) in L-5-Hydroxytryptophan
umgewandelt und dieses anschlieBend durch die aromatische L-Aminosédure-Decarboxylase
(AADC) in 5-HT metabolisiert.

Dieses wird iiber den VMAT-2 in Vesikel transportiert und bis zu seiner Freisetzung gespeichert.
Nach der Ausschiittung erfolgt die Wiederaufnahme aus dem synaptischen Spalt {iber den
membranstindigen Serotonin-Transporter (SERT). Der Abbau in der Pridsynapse zu 5-
Hydroxyindolessigsdure (5-HIAA) lauft {iber die Monoaminooxidase A (MAO-A) ab (Filip et al.,
2005; Walther et al., 2003).

Die Wirkung von 5-HT wird durch Bindung an zahlreiche Rezeptoren vermittelt. Diese werden in
siecben Rezeptorfamilien und 16 Subtypen unterteilt. Mit Ausnahme des 5-HT;- Rezeptors der
ionotrop ist, sind alle metabotrop d.h. sie wirken liber G-Protein-gekoppelte Signalkaskaden. Die
Rezeptoren des 5-HT;-Subtyps (A-F) inhibieren die AC, 5-HT46 und ; stimulieren die AC und 5-
HT,-Rezeptoren stimulieren die Phopspholipase C. Welche Effekte durch 5-HTs vermittelt werden
ist noch nicht abschlieend geklart (Filip et al., 2005; Hoyer et al., 2002).

Im Rahmen dieser Arbeit sind vor allem der 5-HT,;a Rezeptor und SERT von Bedeutung. IThre
Beteiligung am antiparkinsonoiden Effekt der Testsubstanzen wird mittels Antagonisten liberpriift.

Im Folgenden wird auf diese detaillierter eingegangen.

10
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2.2.2.1 5-HT 4 -Rezeptor

Eine Zielstruktur fiir mogliche therapeutischen Ansétze, sowohl fiir PD, als auch fiir L-DOPA
bedingte Dyskinesien?, stellt der 5-HTis-Rezeptor dar. Die Rezeptoren sind im zentralen
Nervensystem (ZNS) weit verbreitet. Sie kommen einerseits als Autorezeptoren auf den Somata und
Dendriten der serotonergen Neurone in den Raphe-Kernen vor, welche insbesondere die Aktivitit
der serotonergen Neurone regulieren und hierdurch indirekt ebenfalls die Freisetzung von 5-HT an
den Synapsen. Andererseits kommen sie als postsynaptische Rezeptoren in Teilen des limbischen
Systems (Hippocampus, Amygdala), Thalamus, Hypothalamus und im PFC vor (Hoyer et al., 2002;
Santana et al., 2004). In den BG sind sie im STR und GP exprimiert (Wright et al., 1995).

Ihre Aktivierung resultiert in einer Vielzahl von Wirkungen/Effekten. Dazu gehort die
Verminderung des cAMP-Spiegels aufgrund der negativen Koppelung der AC iiber das G-Protein.
Zudem l6sen sie eine neuronale Hyperpolarisation durch G-Protein-gekoppelte K*-Kanéle aus. Im
Raphe-Kern hemmt die Aktivierung der 5-HT,s-Rezeptoren den spannungsabhingigen Ca*'-

Einstrom und die damit verbundene 5-HT-Freisetzung (Lanfumey and Hamon, 2004).

Der Rezeptor wird mit motorischem Verhalten assoziiert (Lanfumey and Hamon, 2004), spielt eine
wichtige Rolle bei Lernprozessen und scheint auch die Langzeitpotenzierung (engl. Longterm

potentiation, LTP) zu beeinflussen (Lanfumey and Hamon, 2004; Sanberg et al., 2006).

Hinweise auf einen mdglichen therapeutischen Effekt bei Morbus Parkinson ergaben sich durch
Versuche mit 5-HT,, -Antagonisten auf Haloperidol-induzierte Katalepsie (Lucas et al., 1997), im
6-OHDA-Modell (Mignon and Wolf, 2002) oder L-DOPA-induzierte Dyskinesien (Mufioz et al.,
2008). Die Wirkung von MDMA {iber den Rezeptor wurde ebenfalls belegt (Battaglia et al., 1988a;
Bishop et al., 2006)

2.2.2.2 SERT

Der SERT ist ein spezifisches Transporterprotein in der Plasmamembran priasynaptischer Neurone.
Er dient dem Riicktransport von 5-HT und in geringen Mengen auch DA vom synaptischen Spalt
zurlick in die Prisynapse. So beendet er die serotonerge Wirkung bzw. beeinflusst er die Dauer und
Stiarke der Wirkung an der Postsynapse und die Feineinstellung der serotonergen Neurotransmission
(Blakely et al., 1994; Murphy et al., 2004). Viele Substanzen aus der Klasse der trizyklischen
Antidepressiva (z.B. Amitryptilin) und der selektiven Wiederauthahmehemmer (SSRI, z.B.

2 Dyskinesien sind durch die L-DOPA-Therapie hervorgerufene unwillkiirliche Bewegungen, die nach ldnger
andauernder Therapie bei fast allen Patienten auftreten.

11
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Citalopram) oder aber auch MDMA setzten am SERT an und machen sich die verstirkte
serotonerge Transmission, durch die Wiederaufnahmehemmung bedingt, zu Nutze (Quick, 1997;

Verrico et al., 2006).

2.3 Therapie des Morbus Parkinson

Da die exakte Ursache der Degeneration der dopaminergen Neurone bislang nicht bekannt ist,
existiert noch keine kurative oder praventive Therapie. Die aktuellen Therapien zielen auf eine
bestmogliche Verbesserung der Symptomatik um den Patienten moglichst lange ein
uneingeschrinktes Leben zu ermoglichen.

Es gibt verschiedene Ansétze das Neurotransmitterungleichgewicht in der dorsalen BG-Schleife
auszugleichen. Zur Standardtherapie gehort seit den 1960er Jahren bis heute die Substitution von
DA durch die Vorstufe L-DOPA (Levodopa) (Fahn, 2015; Playfer, 1997). Im Gegensatz zu DA
passiert dessen Vorstufe die Blut-Hirn-Schranke und wird dann zu DA decarboxyliert. Um einen
vorzeitigen Abbau in der Peripherie zu unterbinden und unerwiinschte Arzneimittelwirkungen
(UAW) zu umgehen wird gleichzeitig ein DOPA-Decarboxylase-Hemmer (z.B. Benserazid oder
Carbidopa) verabreicht (Hornykiewicz, 2010; Riederer et al., 2007). Auch wenn die Behandlung mit
L-DOPA zum Goldstandard der heutigen Therapiemoglichkeiten zéhlt, so kommt es doch bei einem
grolen Teil der Patienten nach langjidhriger Behandlung zu massiven Nebenwirkungen. Dazu
gehoren Wirkungsfluktuationen, das sogenannte ,on-off Phdnomen* und Dyskinesien
(unwillkiirliche Bewegungen) (Navailles and De Deurwaerdere, 2012; Olanow et al., 2009). Zudem
kommt es nach einigen Jahren Behandlung zum sog. ,wearing off Phdnomen®, einer
Toleranzentwicklung, die eine Steigerung der Dosis ndtig macht, um die nachlassende Wirkung von
L-DOPA zu kompensieren (Stocchi, 2006).

Diese UAW fiihren zu einer massiven Einschrinkung der Lebensqualitéit des Patienten und machen
die Entwicklung von Medikamenten mit neuen Wirkmechanismen unabdingbar.

Eine Alternative zu L-DOPA sind direkte DA-Rezeptor-Agonisten (z.B. Bromocriptin oder
Apomorphin), die postsynaptisch an D:2-Rezeptoren wirken und dadurch den fehlenden
dopaminergen Input aus dem Striatum ausgleichen.

Als Zusatztherapie zu L-DOPA oder aber auch als Monotherapie im Anfangsstadium gibt es noch
folgende Moglichkeiten. Da DA sowohl iiber die Catechol-O-Methyltransferase (COMT) als auch
iiber die Monoamino-Oxidase (MAQO) abgebaut wird, werden COMT-Inhibitoren (z.B. Entacapon
oder Tolcapon) oder MAO-Inhibitoren (z.B. Selegilin oder Rasagilin s.u.) verwendet, die den Abbau

12
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von DA iiber den jeweiligen Metabolismusweg verhindern. Aufgrund der engen Verschaltung des
dopaminergen Systems mit anderen Neurotransmittersystemen werden auch DA-unabhingige
Therapieformen angewandt oder entwickelt. Dazu gehdren beispielsweise Anticholinergika,
Glutamat-Rezeptor-Antagonisten (z.B. Amantadin), Cholinesterase-Hemmer (z.B. Rivastigmin,

Donepezil) oder NMDA-Antagonisten (z.B.Memantin) (Riederer et al., 2007).

Auf die MAO-Inhibitoren wird im Folgenden detaillierter eingegangen, da die in der vorliegenden
Arbeit verwendete Substanz Difluor-Selegilin (DFS) ein fluoriertes Derivat des MAO-B-Inhibitors
Selegilin darstellt, welches ein Methamphetamin-Molekiil mit einer Propargyl-Kette am Stickstoff
ist. Durch die Modifikation sind &hnliche wenn nicht sogar bessere Ergebnisse bei der

antiparkinsonoiden Wirkung zu vermuten (siche Kapitelabschnitt 4.3.7.2).

2.3.1 Selegilin (Deprenyl®, Jumexal® )

Selegilin (Abbildung 2) wird seit vielen Jahren erfolgreich in der Therapie des Morbus Parkinson
eingesetzt. Es gilt als relativ gut vertrdglich (Robottom, 2011) und wird als Komedikation zu L-
DOPA verabreicht, um dessen Wirkung zu potenzieren oder aber im frithen Parkinsonstadium als
Monotherapie, um den Einsatz von L-DOPA prophylaktisch hinauszuzégern (Miklya, 2014;
Myllylé et al., 1997).

Abbildung 2: Strukturformel von Selegilin (Quelle chemspider.com).

Selegilin bindet zunédchst kompetitiv, dann kovalent an MAO-B. Die kovalente Bindung fiihrt zu
einer irreversiblen Hemmung der MAO durch Oxidation der Amingruppe des Selegilin mittels

MAO und anschlieender Propargylierung des Flavin-Rest im Enzym (Maycock et al., 1976; Rigby

13
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et al., 2005). Die rasche Metabolisierung von Selegilin durch CYP 450 Enzyme in der Leber mittels
Depropargylierung und Demethylierung fiihrt zur Bildung der Metabolite R-Methamphetamin und
R-Amphetamin sowie Desmethyl-Selegilin (DMS). Selegilin und DMS wird ein neuroprotektiver
Effekt zugeschrieben (Mytilineou et al., 1998; Takahata et al., 2006).

Die Amphetamin Metabolite wirken durch Transporterumkehr und dadurch bedingte DA
Freisetzung (Huot et al., 2015). Zudem kommt es durch die MAO-Inhibition zur Verringerung der
Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies, die beim Abbau von DA in seine Metabolite DOPAC und
HVA entstehen wiirden. Der schnelle Metabolismus legt nahe, dass ein Grofiteil der Wirkung auf
diese Metabolite zuriickzufiihren ist (Engberg et al., 1991). Die Wirkung ist durch die Halbwertszeit
(2-10 Tage) im Gewebe limitiert. Die MAO-Hemmung hélt bis zur Neusynthese des Enzyms an, die
nach Absetzen der Selegilin-Behandlung nach wenigen Tagen einsetzt und nach ca. 10 Tagen
abgeschlossen ist (Clarke et al., 2003; Youdim and Tipton, 2002).

Therapeutisch wird R-Selegilin verwendet, da die Metabolite des S-Enantiomeres, S-Amphetamine
eine bis zu 10 mal hohere Wirkung als die R-Enantiomere aufweisen, wodurch es evtl. zu
Neurotoxizitdt kommen kann. R-Methamphetamin und R-Amphetamin werden nach
Hydroxylierung renal eliminiert.

Bei Ratten wurde allerdings keine Verhaltensveranderung festgestellt die durch die Amphetamin-
Metabolite hervorgerufen wire (Timar et al., 1992).

Durch den hohen First-Pass-Effekt bei peroraler Gabe ist der Plasmaspiegel allerdings relativ
inhomogen und die Bioverfiigbarkeit je nach Metabolisierungstyp (Schnell- oder Langsam-
Metabolisierer) nicht ausreichend oder aber zu hoch, so dass es zu UAW kommen kann. Dies kann
durch sublinguale Gabe, einer neuen galenischen Form, umgangen werden, was zudem eine
geringere Dosis notigt macht und die Menge der Metabolite verringert (Clarke et al., 2003). Leider
ist das Arzneimittel (Xilopar) in Deutschland nicht mehr auf dem Markt. Allerdings kénnen die
Selegilin-Schmelztabletten aus Frankreich, GrofBbritannien oder USA bezogen werden, zudem
werden in den USA auch transdermale Pflaster (Emsam) angeboten. Aus solchen Pflastern
freigesetztes Selegilin (z.B. 6mg/d) wird direkt iiber die Haut resorbiert und umgeht ebenfalls den
First-Pass-Effekt.

In hoher Dosis bindet Selegilin auch unselektiv an MAO-A, wodurch es aufgrund der zusétzlichen
Hemmung zu einer hohen Tyramin-Konzentraion kommen kann, der sog. Tyramin-Effekt (,,cheese-
Effekt*- Tyramin-arme Didt wird notig) welcher zu einer hypertensiven Krise flihren kann

(Robottom, 2011). Die Mdglichkeit eines Serotonin-Syndroms, bei der gleichzeitigen Einnahme
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von SSRI, konnte aber nicht bestétigt werden (Waters, 1994).

Rasagilin (Azilect®) gehort ebenfalls zur Gruppe der MAO-Inhibitoren. Es hemmt MAO-B
allerdings im Vergleich zu Selegilin selektiver (kein Tyramin-Effekt) und wirkt primér irreversibel.
Zudem ist die Wirkung 5-10 mal hoher, wodurch eine geringere Dosis bendtig wird. Rasagilin wird
nicht zu Amphetamin metabolisiert, sondern zu Aminoindan (iiber CYP 450 (1A2)). Dessen
neuroprotektive Wirkung wurde bereits in vitro (Mandel et al., 2005) und in 6-OHDA lddierten
Ratten nachgewiesen (Blandini et al., 2004).

Im Gegensatz zu Selegilin hat Rasagilin allerdings keinen prophylaktisch verzogerten Effekt auf
den Einsatz von L-DOPA. Bei mit Selegilin behandelten Patienten wird der Einsatz von L-DOPA

signifikant hinausgezdgert und der Krankheitsverlauf demnach positiv modifiziert (Miklya, 2014).

Erste Hinweise auf einen therapeutischen Einsatz von MDMA gab es durch einen Patientenbericht
iiber eine zufdllige MDMA-Einnahme und der anschlieBend beobachteten Verbesserung der
Symptomatik, als auch der durch die L-DOPA-Therapie bedingten Dyskinesien.

Diese Beobachtung legte den Grundstein fiir erweiterte Forschung der antiparkinsonoiden und

antidyskinetischen Wirkung von MDMA und verwandter Substanzen.

2.4 Tiermodelle des Morbus Parkinson

Fiir die Erforschung der pathologischen Mechanismen der Krankheit sowie die Entwicklung
kausaler Therapiemoglichkeiten oder neuer Medikamente ist die Verwendung von Tiermodellen

unabdingbar.

Da Morbus Parkinson unter natiirlichen Bedingungen im Tierreich nicht vorkommt, muss die
Krankheit bei den Tieren exogen induziert werden. Da der genaue Mechanismus der dopaminergen
Degeneration unbekannt ist, gelang es bisher nicht, den progredienten Verlauf mit seiner gesamten
Symptomatik nachzubilden. Die bekannten Tiermodelle imitieren lediglich die Symptomatik von

Morbus Parkinson (Dauer and Przedborski, 2003).

Es gibt zum einen genetische Tiermodelle, denen beispielsweise eine Mutation des a-Synuklein oder
anderer PD-assozierter Gene zu Grunde liegt, wodurch vornehmlich das familidre Parkinson-
Syndrom dargestellt wird sowie Toxin- oder Neuroleptika-induzierte Parkinson-Modelle. Letztere

kamen in dieser Arbeit zum Einsatz und werden daher im Folgenden detaillierter beschrieben.
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2.4.1 6-OHDA-induziertes Parkinsonmodell

Toxin-induzierte Tiermodelle machen sich den selektiven Einfluss neurotoxischer Substanzen auf
die dopaminerge nigrostriatale Projektion zunutze, die beim idiopathischen Morbus Parkinson
degenerieren. Beispiele hierfiir sind das reversibel wirkende Reserpin (Carlsson et al., 1957) oder
das irreversibel wirkendes Paraquat und Maneb (Brooks et al., 1999), MPTP (Tipton and Singer,
1993), Rotenon (Alam and Schmidt, 2002), 3-Nitrotyrosin (Mihm et al., 2001) oder das hier
verwendete 6-Hydroxydopamin (6-OHDA) (Ungerstedt, 1971).

Das 6-OHDA-Lisionsmodell bietet die Moglichkeit, unterschiedlich stark ausgeprigte Lésionen zu
setzten, deren DA-Defizit und die dadurch induzierte Symptomatik von der Konzentration des
Toxins sowie dem Injektionsort abhéingig sind (Przedbroski et al., 1995). Somit ist es moglich
unterschiedliche Stadien der humanen Parkinsonerkrankung widerzuspiegeln. Es konnen
Lisionsstarken von liber 90% DA-Verlust erreicht werden, die mit ihrer starken Ausprdgung der
Symptomatik das finale Stadium von Morbus Parkinson imitieren. Um die Belastung fiir die Tiere
gering zu halten und eine intraindividuelle Kontrolle zu haben, wird héufig nur eine Hemisphire
ladiert um einseitige motorische Ausfille genauer untersuchen zu konnen. Dabei spricht man dann

von unilateralen 6-OHDA-Modell; die Tiere zeigen einen Hemiparkinsonismus.

6-OHDA ist nicht Blut-Hirn-Schranken-géngig und muss daher direkt intrazerebral in das
entsprechende Gehirnareal appliziert werden. 6-OHDA weist eine hohe Affinitit zum DAT und
Noradrenalin-Transporter (NAT) auf und wird iiber diese in die Neurone aufgenommen, wo es im
Zytosol kumuliert. Der genaue Mechanismus der Neurotoxizitdt ist nicht vollstindig geklért. Es
wird vermutet, dass oxidativer Stress durch ein direktes Angreifen am Komplex 1 der
mitochondrialen Atmungskette und die Bildung freier Radikale und H,O, zur Degeneration der
Neurone fiihrt (Sachs and Jonsson, 1975; Schwarting and Huston, 1996). Um eine Selektivitit fiir
das dopaminerge System zu gewdhrleisten, miissen die noradrenergen Neurone durch die Gabe des
NA-Wiederaufnahme-Inhibitors Desipramin geschiitzt werden (Breese and Traylor, 1971). In den
ersten 24 Stunden nach der 6-OHDA-Injektion setzt die Degeneration der DA-Neurone ein
(Schwarting and Huston, 1996) und fiihrt innerhalb von 2-3 Tagen zu einer deutlichen Reduktion
der striatalen DA-Konzentration und der Auspridgung von Parkinson-Symptomen (Faull and

Laverty, 1969).

In der vorliegenden Arbeit wurde 6-OHDA unilateral in das mediale Vorderhirnbiindel (MFB) von

Ratten injiziert und der daraus resultierende Hemiparkinsonismus mit Hilfe des Stepping-Tests
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untersucht. Die jeweils kontralateral zur Lidsion liegende Korperseite weist eine motorische
Beeintrachtigung auf, wihrend die ipsilaterale Seite als gesunde intraindivduelle Kontrolle dient.
Die Pyramidenbahnen kreuzen an der Pyramidenbahnkreuzung auf die jeweils andere Seite, daher
steuert eine Hemisphdre motorisch die jeweilig kontralaterale Korperseite (Meredith and Kang,

2006).

2.4.2 Haloperidol-induziertes Parkinsonmodell

Parkinsonsymptome konnen auch reversibel durch Neuroleptika induziert werden. Die bei Morbus
Parkinson auftretende Enthemmung der dorsalen BG-Schleife durch den Verlust der dopaminergen
Neurone wird durch die Blockade der D2-Rezeptoren imitiert. Normalerweise bewirkt die
Aktivierung der D2-Rezeptoren eine gegensteuernde Inhibition der Uberaktivierung. Wird dies
durch die Antagonisten verhindert, kommt es zur Auspriagung der Katalepsiesymptome Rigor und

Akinesie.

D2-Rezeptor-Antagonisten wie beispielsweise Fluphenazin, Racloprid oder das hier verwendeten
Haloperidol (Elliott et al., 1990; Riederer et al., 2007) sind Mittel der Wahl um ein kataleptisches

Verhalten bei Versuchstieren hervorzurufen.

Hierzu werden die Haloperidol-behandelten Tiere in eine fiir sie ungewohnte Position gebracht und
es wird die Zeit gemessen, die vergeht, bis sich das Tier aktiv aus dieser Position entfernt. Bei
einem gesunden Tier geschieht dies in der Regel schnell, ein parkinsonoides Tier kann dafiir einige

Minuten bendtigen (Sanberg, 1980).

Wenn die Behandlung mit einem D2-Antagonisten (z.B. Haloperidol) wiederholt durchgefiihrt wird,
verbunden mit den anschlieBend durchgefiihrten Tests, flihrt dies zu einer gesteigerten
Katalepsieauspriagung iiber die Zeit. Dieser Vorgang nennt sich Katalepsie-Sensitivierung (Klemm,
1989; Sanberg et al., 1988; Schmidt et al., 1999; Srinivasan and Schmidt, 2004).

Die Auspriagung der Katalepsie-Sensitivierung kann als kontextabhéngiger Lernprozess angesehen
werden. Die Verschlechterung der Parkinson-Symptome Akinesie und Rigor ist an den Kontext
gekoppelt in dem die Tests stattfinden, ein vorangegangener Lernprozess wird im gleichen Kontext
reaktiviert und die so erlernte Symptomatik maximal ausgeprigt (Hupbach et al., 2008; Wiecki et
al., 2009). Der Kontext kann beispielsweise den Raum, die Oberflichenbeschaffenheit und
olfaktorische, akustische oder optische Reize umfassen.

Die Zunahme der Katalepsie-Symptomatik ist dosisunabhingig, da auch eine gleichbleibende
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Konzentration zur Verstirkung der Symptomatik fiihrt. Der genaue Mechanismus ist im Detail
ungeklirt, eine Wirkungsverstirkung durch Kumulation von Haloperidol kann ausgeschlossen
werden (Halbwertszeit 1,5 h (Kapur et al., 2003), da die Symptome auch unabhéngig von der
Substanz (Haloperidol-Gabe erst nach dem Test) oder auch nach mehrwochiger Pause (Klein and
Schmidt, 2003) auftreten.

Vermutlich kommt es bei der Katalepsie-Sensitivierung zu einer Langzeitpotenzierung innerhalb der
BG, da die wiederholte Blockade der D2- Rezeptoren verbunden mit der wiederholten Aktivierung
kortikaler — glutamaterger Afferenzen zu einer Synapsenverstirkung und gesteigerter
Glutamatausschiittung fiithrt. Die chronische Behandlung mit Haloperidol resultiert in
morphologischen Verdnderungen in kortikalen Synapsen (Centonze et al., 2004), was durch
vergleichbare Beobachtungen beim Patienten untermauert werden kann (Anglade et al., 1996).

Wie oben bereits angesprochen, zeigt die Katalepsie-Sensitivierung zudem eine starke
Kontextabhingigkeit auf und hat darin ebenfalls Parallelen zum Parkinsonpatienten. Es zeigt sich
eine Verbesserung der Abstiegslatenz, also eine Unterbrechung der Sensitivierung, wenn sich der
Kontext dndert (Riedinger, 2014). Im klinischen Alltag ist dies bei Patienten als sogenannter
,christmas effect bekannt, da in der Weihnachtszeit die Dekoration oder vermehrter

Familienbesuch zu einer Verbesserung der Symptomatik fiihrt.

2.5 Ubersicht: Amphetamine/ Methamphetamin/ MDMA

Erste Hinweise auf einen therapeutischen Einsatz von MDMA ergaben sich durch den Fall des ftriih
an PD erkrankten Briten T. Lawrence. Dieser stellte eine Verbesserung der Symptomatik sowie der
L-DOPA bedingten Dyskinesien nach der Einnahme einer Ecstasy-Pille fest (Margolis, J., 2001).
Diese Beobachtung legte den Grundstein fiir eine Reihe von Studien um den antiparkinsonoiden
und antidyskinetischen Effekt von MDMA in verschiedenen Tiermodellen zu reproduzieren.

Bei Ratten zeigte sich sowohl im Neuroleptika-induzierten Katalepsiemodell, als auch im 6-OHDA
Liasionsmodell ein antiparkinsonoider Effekt (Lebsanft et al., 2005, 2003; Schmidt et al., 2002).

Bei mit L-DOPA behandelten 6-OHDA lddierten Ratten zeigte sich eine Verbesserung der
Dyskinesien und dessen Abhingigkeit vom 5-HT;s-Rezeptor (Bishop et al., 2006; Lauks, J. and
Schmidt, W.J., 2006; Lettfuss et al., 2012). Eine Verbesserung der Dyskinesien und der allgemeinen
Motorik in Kombination mit L-DOPA wurde auch bei MPTP-behandelten Primaten gezeigt (Iravani
et al., 2003).
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Im folgenden Kapitel soll nun néher auf die geschichtlichen Hintergriinde, die Pharmakologie und
Neurobiologie von Amphetamin und seinen Derivaten, den Muttersubstanzen der hier verwendeten

Substanzen, eingegangen werden.

2.5.1 Amphetamine allgemein

Unter Amphetaminen (ein Akronym fiir alpha-Methylphenylethylamin) und ihre Derivate versteht
man synthetische Substanzen die, ebenso wie eine Reihe natiirlicher Verbindungen wie

beispielsweise Dopamin, Phenylethylamin (PEA) als Grundsubstanz haben (Abbildung 3).

HO
HO
H;
NH, NH, NH,
Dopamin Amphetamin Phenylethylamin

Abbildung 3: Vergleich der Strukturformeln von Dopamin, Amphetamin und Phenylethylamin (Quelle
chemspider.com).

Amphetamin wurde bereits 1887 von dem ruménischen Chemiker Edeleanu synthetisch hergestellt.
Es hat eine relativ einfache Grundstruktur, aus einem Phenylring, einer Alkylkette mit einem
chiralen Kohlenstoffatom und einer endstindigen Aminogruppe, die sich modifizieren lasst. Eine
Methylierung am Stickstoff ergibt Methamphetamin. Eine Verdnderung am Phenylring durch eine
Methylendioxygruppe ergibt 3,4-Methylendioxyamphetamin (MDA), mit Methylierung am
Stickstoff 3,4- Methylendioxymethamphetamin (MDMA).

Trotz vieler Gemeinsamkeiten unterscheiden sich diese Substanzen, ebenso wie ihre einzelnen

Enantiomere, in ihrer pharmakologischen Wirkungsweise.

2.5.2 Amphetamin

Amphetamin gehort zur Substanzgruppe der Psychostimulantien. Die primidr den Amphetaminen
zugeschriebene stimulierende (,,aufweckende®, daher auch der Begriff ,,Weckamine*) Wirkung,
gesteigerte motorische Aktivitit, Appetithemmung, Euphorie wird hauptsédchlich {iber Dopamin und

Noradrenalin vermittelt.
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Benzedrin® ein Amphetamin Racemat und seine S- und R-Enantiomere Dexedrin® und Cydril®
wurden in den 30er Jahren von Smith, Kline und French auf den Markt gebracht und als
Medikament gegen eine Vielzahl von Beschwerden eingesetzt (Schnupfen, Asthma,
Schlafstérungen und als Appetitziigler) (Iversen, 2008).

Bradley entdeckte 1937 erstmals den positiven Effekt von Benzedrin® auf ADHS
(Aufmerksamkeitsdefizit/ Hyperaktivitits- Syndrom) bei Kindern. Cydril® erhielt aufgrund seiner
schwicheren Wirkung weniger Beachtung als sein potenteres Spiegelbild, in den 70er Jahren
zeigten klinische Studien jedoch, dass beide Enantiomere wirkungsvoll ADHS behandeln und das
bisher verwendete Racemat signifikant weniger effektiv war. Heute werden eine Vielzahl von
Amphetamin basierten Medikamente eingesetzt, das S-Enantiomer nur in Mischungen wie z.B. die
3:1 (S/R)- Racematmischung (Adderall®) (Heal et al., 2013).

Eine neue Entwicklung ist das Amphetamin-Pro-drug Lisdexamfetaminm(Vyvanse®). Nach der
Absorption wird Vyvanse® im Blut durch Erythrozyten in die Aminosdure L-Lysin und S-
Amphetamin metabolisiert (Pennick, 2010).

Amphetamin ist ein Substrat der membranstdndigen Monoaminotransporter DAT, SERT und NAT
an Neuronen und der Transporter der Speichervesikel (VMAT-2). Es konkurriert also direkt mit den
jeweiligen Neurotransmittern um die Aufnahme in die Synapsen bzw. Vesikel und fiihrt durch
Richtungsumkehr des membranstindigen Transporters zur Ausschiittung der Neurotransmitter in
den synaptischen Spalt (Sulzer et al., 2005). Die Amphetamin Wirkung kommt also indirekt, durch
nicht-exozytotische, transportervermittelte Freisetzung der Neurotransmitter zustande. Amphetamin
fiihrt zu einem Anstieg der NA-Konzentration (v.a. durch R-Enantiomer) im PFC und der DA-
Konzentration (v.a. durch S-Enantiomer) im Striatum. Die Ausschiittung von 5-HT ist
vergleichsweise gering (Riederer et al., 2007).

Die Pharmakodynamik verlduft mit einem Wirkungshohepunkt, der sehr friih nach der
Administration einsetzt und einem schnellen Abklingen der Wirkung, typisch fiir Monoamin-
freisetzende Substanzen. Zudem fiihrt Amphetamin in geringerem AusmaBl zu einer
Wiederaufnahme-Hemmung und wahrscheinlich auch zu einer MAO-Hemmung. Unter anderem
kommt es zu einer peripheren Adrenalinausschiittung (Heal et al., 2013).

Untersuchungen zur Interaktion zwischen den beiden Enantiomeren in Racematmischungen zeigen,
dass die Dopamin Freisetzung durch S-Amphetamin im Striatum und NAcc in einer 1:1 Mischung
nicht beeinflusst wird. Bei einer 3:1 (S:R) Mischung zeigt sich jedoch eine signifikante Verstarkung

der Wirkung des S- durch das R-Enantiomer. Es wird vermutet, dass das R-Enantiomer in
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Enantiomermischungen die Aktivitit von DAT insofern beeinflusst, so dass die Wirkung des S-
Enantiomer verldngert und verstirkt wird. Eine Optimierung des Mischungsverhiltnisses kann
bewirken, dass das S-Enantiomer besser in die Nervenendigungen aufgenommen wird und so die
Transmitterfreisetzung verldngert wird (Joyce et al., 2006).

Der Metabolismus von Amphetamin lduft iiber CYP450 in einem zweistufigen Dealkylierungs
Prozess ab. Am Anfang steht die Oxidation zu Carbinolamin und dann dessen Umformung zu
Phenylaceton (nicht aktiver Metabolit), welches durch Hydroxylierung Benzoesdure bildet.

Ein weiterer Weg ist die Hydroxylierung am Phenylring zu 4-Hydroxyamphetamin, welches nach
Hydroxylierung zu Para-Hydroxy-Norephedrin (aktiver Metabolit, periphere Wirkung (als falscher
Transmitter) im serotonergen System) oder durch die Hydroxylierung am C-Atom zu Norephedrin

fiihrt (aktiver Metabolit, tragt zur Amphetamin-Wirkung bei) (Cho and Segal, 1994).

2.5.3 Methamphetamin

Methamphetamin wurde 1919 von dem Japaner Akira Ogata entwickelt. Seit 1938 war es als frei
verkdufliches Medikament unter dem Handelsnamen Pervitin® erhaltlich. Methamphetamin wurde
gegen Leistungsschwiche und Lungenerkrankungen eingesetzt und im zweiten Weltkrieg
millionenfach zur Leistungssteigerung und als Anxiolytikum fiir deutsche Soldaten verwendet
(Iversen, 2008).

Auf dem Schwarzmarkt ist Methamphetamin auch als Speed oder Crystal Meth bekannt und gilt als
Droge mit hohem Abhingigkeitspotential und bei fortschreitendem Missbrauch mit hohem
gesundheitlichen und sozialen Verfallsrisiko des Konsumenten.

Der stimulierende Effekt von Methamphetamin ist nahezu doppelt so stark wie der von
Amphetamin, da es besser die Blut-Hirn-Schranke iiberwindet und zudem zu Amphetamin
metabolisiert wird. Dies tragt zu seiner lingere Wirkung bei und erh6ht auch das Suchtpotential der
Substanz (Cho and Segal, 1994; van der Schoot et al., 1962).

Methamphetamin bewirkt eine starke DA-Freisetzung und bewirkt dadurch eine neurotoxische
Schadigung die vor allem dopaminerge Neurone betrifft, aber auch serotonerge Neurone schidigen
kann (Brown, 2000; Itzhak and Achat-Mendes, 2004). Hochdosiert hemmt es die
Tyrosinhydroxylase (TH) bzw. die Tryptophanhydroxylase (TPH), die fir die DA bzw. 5-HT-
Synthese verantwortlich sind, wodurch es zu einer Reduktion der jeweiligen Neurotransmitter

Konzentration und seinen Metaboliten kommt (Cho and Segal, 1994).
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Methamphetamin wird zum einen durch N-Demethylierung (durch N-Oxidierung oder C-
Hydroxylierung) zu Amphetamin abgebaut. Sowie durch Ringhydroxylierung zu p-
Hydroxymethamphetamin (Cho and Segal, 1994).

2.5.4 MDMA

MDMA, 1912 von Merck erstmals in einer methodisch orientierten Patentschrift erwdhnt, fand
allerdings vermutlich aufgrund seines psychotropen Potentials keine therapeutische Anwendung.
Klinische Anwendung fand MDMA erst 1976 als sich Psychologen die entaktogene Wirkung
zunutze machten um besseren Zugang zu einem ,verschlossenen® Patienten zu bekommen.
Gleichzeitig stieg aber auch die Bedeutung von MDMA als Rauschmittel ,,Ecstasy* an und erlebte
vor allem in den 90er Jahren bei ,,Rave-Partys* einen Hohepunkt.

Ab 1985 wurde MDMA in den USA als Droge mit hohem Missbrauchspotential und
Sicherheitsbedenken wegen evtl. Neurotoxizitét klassifiziert. In Deutschland fillt MDMA seit den
80er Jahren unter das Betdubungsmittelgesetz. Trotz dieser Einstufung ist MDMA auch heute noch
stark als Party-Droge verbreitet (Freudenmann et al., 2006).

MDMA wirkt als sogenannte ,,dirty drug™ unspezifisch an vielen Wirkorten. Neben DA und NA
fiihrt MDMA vor allem zu einer massiven 5-HT Freisetzung (Battaglia et al., 1988a). Im Vergleich
zu Amphetamin und Methamphetamin, die eher dopaminerg wirken, umfasst die Wirkung nach
Substitution mit der Methylendioxy-Gruppe am Phenylring nun vornehmlich das serotonerge
System.

MDMA erhoht zudem den 5-HT-Spiegel indem es am SERT wirkt. Zum einen geschieht dies durch
Wirkung als Serotonin-Wiederaufnahme-Inhibitor indem es SERT blockiert und so die
Wiederaufnahme von 5-HT in die Prisynapse verhindert und zum anderen durch
Transporterumkehr, wodurch es zusétzlich zu einer 5-HT-Freisetzung in den synaptischen Spalt
kommt.

Zusétzlich wird MDMA iiber Na“-Ko-Transporter in die Synapse aufgenommen (Rudnick and Wall,
1992). Dort bindet es an den VMAT-2 und verhindert so die Aufnahme von Monoaminen in die
Vesikel (Mlinar and Corradetti, 2003; Yasumoto et al., 2009). Dies resultiert in einem Anstieg der 5-
HT-Konzentration im Zytosol und der Umkehr von SERT, und somit zur 5-HT-Freisetzung in den
synaptischen Spalt.

MDMA hemmt zudem TPH, ein Schliissel-Enzym fiir die 5-HT-Synthese (Battaglia et al., 1988a;
Capela et al., 2009; Verrico et al., 2006).
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MDMA fiihrt auch zu einer partiellen MAO-Hemmung, wodurch der Abbau von 5-HT unterbunden
wird und daraus resultierend die Monoamin-Konzentration im Zytosol ansteigt-was wiederum zur
verstirkten Ausschiittung in den extrazelluldren Raum fiihrt (Rudnick and Wall, 1992).

MDMA scheint dosisabhéngig auf die unterschiedlichen Monoamin-Freisetzungen zu wirken. In
einer geringen Dosis verabreicht ist die Wirkung eher dopaminerg; in einer hohen Dosis wirkt es
vornehmlich serotonerg (Schechter, 1997).

MDMA besitzt auch direkte Rezeptor-Bindungseigenschaften an 5-HT-, Adreno-, Histamin-, DA-,
und Muskarin-Rezeptoren (Battaglia et al., 1988a). Zudem besteht eine stereoselektive Affinitét zu
den Bindungsstellen, wodurch die unterschiedliche pharmakologische Wirkung der Enantiomere zu
Stande kommt.

S-MDMA wirkt stark prasynaptisch, wohingegen das R-Enantiomere eine postsynaptische Wirkung
entfaltet und an eine Vielzahl von Rezeptoren bindet (Shulgin, 1986). Die entaktogene Wirkung
liegt vor allem beim R-Enantiomer, wohingegen die psychostimulierende Wirkung eher vom S-
Enantiomer verursacht wird. Diese Trennung zwischen den Enantiomeren ist bei N-
Methyldioxyamphetamin (MDA) (siehe Kapitel 2.5.5 MDA) noch ausgepragter. Zudem zeigte sich,
dass sich die beiden MDMA-Enantiomere in ihrer Wirkung beeinflussen. So wurde gezeigt, dass
das R-Enantiomer die Wirkung des S-Enantiomers im Racemat verbessert (Lebsanft et al., 2005;

von Ameln and von Ameln-Mayerhofer, 2010).

MDMA gehort zu der Substanzgruppe der Entaktogene. Gepréagt wurde der Begriff 1986 von D.E.
Nichols im Zuge seiner Forschung mit Methylendioxy- Derivaten. Aus dem griechisch en, ,,innen*
und gen ,,schaffen* sowie dem lateinischen tactus ,,beriihrt* ergibt sich kombiniert die Bedeutung
entaktogen, ,,das Innere beriihrend”. Entaktogene sind demnach Substanzen die ein Gefiihl von
emotionaler Ndhe und innerer Ruhe verursachen sowie zur gesteigerten Selbstakzeptanz,
Angstfreiheit und allgemeiner Zufriedenheit fiihren (Nichols, 1986).

Der Metabolismus von MDMA lduft primér in der Leber ab (Abbildung 4). Mittels O-
Demethylenierung durch Enzyme der Cytochrom P450 Familie (CYP 2D6) (Malpass et al., 1999)
wird die Entstehung von 3,4-Dihydroxymethamphetamin (HHMA, N-Me-a-MeDA) katalysiert.
Dabei kommt es zur Spaltung der Methylendioxy-Gruppe am Phenylring, wobei zwei
Hydroxylgruppen bestehen bleiben. Dieser Metabolit kann anschliefend durch die COMT zu 4-
Hydroxy-3-Methoxy-Methamphetamin (HMMA) abgebaut werden.

Ein weiterer Abbauweg ist die N-Demethylierung durch CYP3A4, wobei MDA entsteht (Chu et al.,
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1996). Durch CYP 2D6 katalysierte O-Demethylenierung, entsteht 3,4-Dihydroxyamphetamin
(HHA), welches anschliefend durch die COMT zu 4-Hydroxy-3-Methoxy-Amphetamin (HMA)
abgebaut wird

Zudem kann es durch eine Ringhydroxylierung am MDMA-Molekiil zur Entstehung des
Metaboliten Trihydroxymetamphetamin kommen, welches ebenfalls durch die COMT weiter

metabolisiert wird (Baumann et al., 2006; De la Torre et al., 2004).

H

N MN-demethylation NH

<O “CHy  cypaat <O | = 2
o CHa — o—~_”  CHy

3.4-Methylenedioxymethamphetamine 3 4-Methylenedioxyamphetamine
(MDMA)

{J-demelhyl.e;mlmn O-demethylenation
C¥P2Da CYP2D6

H

N NH
HOD/\( “CHa HO:©/\I, 2
HO ChHa HO ChHa

3.4-Dihydroxymethamphetamine 3 4-Dihydroxyamphetamine
(HHMA) {(HHA)
O-methylation O-methylation
COMT COMT
n NH.
HiCO H4CO 2
HO CHa HO CHa
4-Hydroxy-3-methoxym ethamphetamine 4-Hydroxy-3-methoxyamphetamine
(HMMAY (HMA)

Abbildung 4: Metabolismus von MDMA durch CYP450-Enzyme im Menschen (Quelle: Baumann,20006).

Die diskutierten Griinde fiir eine mogliche neurotoxische Wirkung von MDMA sind vielfiltig. Ein
toxischer Einfluss war bereits nach einmaliger Administration von MDMA auf die Konzentration
von 5-HT und dessen Metabolit 5-HIAA, auf eine Abnahme der Syntheserate von 5-HT durch TPH-
Verlust sowie auf eine Abnahme von SERT in diversen Hirnarealen vor allem Kortex, Hippocampus
und Striatum der Ratte zu beobachten. Zudem zeigte die wiederholte Gabe von hohen Dosierungen
iber kurze Zeit eine Neurodegeneration von 5-HT sowie DA-Neurone im Striatum (Battaglia et al.,
1988b). Allerdings wird dies von anderen Arbeitsgruppen kontrovers betrachtet, die das Absinken
der 5-HT-Konzentration und Markern nicht als serotonerge Neurotoxizitit ansehen, da nur indirekte
Messmethoden angewendet wurden (Baumann et al., 2006; Kovacs et al., 2007). Zudem sind die
hohen Dosierungen, die in den meisten Studien verwendet wurden um eine Toxizitdt bei
Labortieren aufzuzeigen, nicht im pharmakologisch relevanten Bereich, dieser liegt bei 1-2mg/kg,

sowohl bei Ratten als auch beim Menschen (Baumann et al., 2006)
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Das Verabreichen von MDMA fiihrt bei der Ratte zu einer akuten (3-6h) aber reversiblen 5-HT
Entleerung, gefolgt von einer langfristig (mehrere Tage) andauernden Entleerung. Dies ist vor allem
fiir das S-Enantiomer beschrieben, wodurch es als das neurotoxischere angesehen wird (Schmidt,
1987).

Erwiesen ist eine wichtige Rolle des SERT, da eine Blockade mit einem SSRI wie Fluoxetin zu
einer Hemmung der neurotoxischen Wirkungen fiihrt, die anderen Effekte wie Hyperthermie oder
Metabolitbildung aber nicht moduliert werden (Sanchez et al., 2001).

Mogliche Griinde, fiir eine neurotoxische Wirkung, sind die durch MDMA ausgeldste Hyperthermie
(Malberg and Seiden, 1998), die mit der Affinitdt zum 5-HT,a-Rezeptor in Verbindung steht (Capela
et al., 2009).

Ein anderer wichtiger Effekt, ist die Bildung von neurotoxischen Metaboliten. Dies wird durch
Studien untermauert, die bei der direkten intrazerebralen Injektion, keine toxischen Metabolite
nachweisen konnten (Paris and Cunningham, 1992).

Zudem zeigten die Primér-Metabolite von MDMA, MDA, 3,4-Dihydroxymethamphetamin
(HHMA, N-Me-a-MeDA) und 3,4-Dihydroxyamphetamin (HHA, a-MeDA) ebenfalls kein Zeichen
von Neurotoxizitit bei direkter Injektion ins Gehirn, sondern nur bei systemischer Gabe (Capela et
al., 2009). Dies deutet auf periphere Metabolismuswege hin, die zu Neurotoxizitidt durch Bildung
toxischer Endprodukte und deren Konjugation mit Gluthation (GSH) fiihren, wobei Thioether-
ortho-Chinone entstehen (Jones, 2004).

Cytochrom P450 Enzyme metabolisieren MDMA durch Demethylenierung. Das Zwischenprodukt
HHMA kann in einem weiteren Abbauschritt zu einem ortho-Chinon geformt werden (Cho et al.,
1993), welches unter spontaner Oxidation zur Bildung reaktiver Hydroxyradikale fithren kann.
Diese wiederum konnen die TPH inaktivieren und Axonterminale schidigen. Zudem kann es durch
weitere Oxidation zur Bildung von Trihydroxyamphetamin (ein Analog des Neurotoxin 6-OHDA)
kommen. Dieser Mechanismus fiihrt zu unspezifischer Neurotoxizitét, die nicht nur auf serotonerge
Neurone beschrénkt ist (Sprague et al., 1998).

Zudem spielt DA eine wichtige Rolle in der serotonergen Neurotoxizitit. Durch die akute
Entleerung der 5-HT-Speicher durch die massive Monoamin-Freisetzung bewirkt das freigesetzte 5-
HT eine Aktivierung postsynaptischer 5-HT»anc Rezeptoren. Diese befinden sich auf GABAergen
Interneuronen, welche ihre Transmission nach Aktivierung verringern. Darauthin setzt eine
gesteigerte DA-Synthese ein, was in einer massiven DA-Freisetzung resultiert. Das vermehrt

freigesetzte DA wird iiber SERT in die entleerten serotonergen Neurone aufgenommen (Sprague et
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al., 1998). Diese Befunde werden dadurch gestérkt, dass eine DA-Verarmung (z.B. 6-OHDA-Lésion
oder Reserpin) vor MDMA-Gabe bei Ratten die serotonerge Toxizitdt verringert oder verhindern
kann (Brodkin et al., 1993; Schmidt et al., 1990; Yuan et al., 2002).

Dies liefert Hinweise darauf, dass es aufgrund des DA-Mangels beim Parkinson-Patienten ebenfalls

nicht zu einer 5-HT-Neurotoxizitit kommen konnte.

MDMA zeigt im Katalepsie-Test, dass seine antiparkinsonoide Wirkung nicht nur durch eine 5-HT-
Freisetzung vermittelt wird. Eine Abhéngigkeit zum 5-HTs-Rezeptor wurde bereits nachgewiesen
(Glennon and Young, 2000). Das R-Enantiomer bindet vorrangig an 5-HT,s-Rezeptoren. Durch
Vorbehandlung mit dem Antagonisten MDL 100,907 wurde gezeigt, dass die antikataleptische
Wirkung zu einem Teil DA vermittelt ist, da die Blockade zu einem Riickgang der DA-Freisetzung
fiihrte (Cho and Segal, 1994).

Die starke NA Freisetzung, ebenso wie die Affinitit von MDMA zum o2-Rezeptor sind
mitverantwortlich fiir Nebenwirkungen wie Hypertonie und Tachykardie (Battaglia et al., 1988a;
Capela et al., 2009).

2.5.5 MDA

MDA ist in seiner Wirkung vergleichbar mit MDMA. Es zeigt leichte entaktogene Wirkung, wobei
die entaktogene bis halluzinogene Wirkung vor allem am R-Enantiomer liegt, wihrend das S-
Enantiomer eine psychostimulierende Wirkung dhnlich wie die von Amphetamin zeigt (Baker and
Taylor, 1997; O’hearn et al., 1988).

Das R-MDA fiihrt vor allem zu 5-HT-Freisetzung und besitzt eine hohere Affinitdt zum 5-HTa-
Rezeptor, der hauptsdchlich fiir die Vermittlung einer entaktogenen, halluzinogenen Wirkung
verantwortlich ist. Das S-Enantiomer flihrt eher zu DA-Freisetzung (Baker and Taylor, 1997).

Die DA Freisetzung ist stirker als bet MDMA und MDE, also von der Linge der Alkylgruppe
abhéngig (Nash and Nichols, 1991).

Zudem wirkt MDA toxischer als MDMA, was evtl. an der Beteiligung weiterer
Nebenmetabolismuswege liegt (weitere Metabolite sind u.a.  Piperonylaceton und

Hippursdureverbindungen) (Ensslin et al., 1996).

2.5.6 MDE, MDEA

3.,4- Methylendioxy-N-ethylamphetamin (MDE; MDEA) wurde in den 1980ern das erste Mal von
Shulgin erwédhnt und erlangte als Droge vor allem Bekanntheit, als MDMA oftfiziell verboten
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wurde. Die Hauptwirkung ist eine hohe 5-HT-Freisetzung, die mit der Wirkung von MDMA
vergleichbar ist. Die DA-Ausschiittung fillt dagegen vergleichsweise gering aus (Nash and
Yamamoto, 1992).

Eine antiparkinsonoide Wirkung wurde im Katalepsietest und Rotationsverhalten nachgewiesen, ist
aber viel schwicher als die von MDMA. Allerdings besitzt es auch ein geringeres
Neurotoxizititspotential (Lebsanft et al., 2003; Meyer et al., 2002a). Die Wirkung des Racemat ist
starker als die der Enantiomere allein, wobei wie bei MDMA ein stereoselektiver Effekt besteht

(Meyer et al., 2002b; Meyer, Anja, 2002).

Der Metabolismus von MDE verlduft zum einem iiber MDA (siehe Kapitel 2.5.5 MDA) und zum
anderen {iiber eine Demethylierung mittels CYP 2D6, welche zu N-Ethyl-3,4-Dihydroxy-
amphetamin (DHE) fiihrt. Durch Methylierung einer Hydroxygruppe entsteht N-Ethyl-4-Hydroxy-
3-Methoxyamphetamin (HME) (Cho and Segal, 1994).

2.5.7 Fluorierte Derivate

Der gezeigte Uberblick lisst den Schluss zu, dass Amphetamin und seine Derivate trotz Bedenken
als Missbrauchsdroge durchaus zur Behandlung in Parkinson-Patienten geeignet wéren. Allerdings
sind die Bedenken um eine evtl. Neurotoxizitit nicht unberechtigt. Zumal es sich bei den
betroffenen Patienten zu einem Grof3teil um dltere Menschen handelt, bei denen hiufig ein erhohtes
Risiko fiir Herzinfarkte oder Schlaganfille besteht, was vermehrt zu Komplikationen fiihren konnte.
Nicht zu vernachldssigen ist die Tatsache, dass es sich um dem Betdubungsmittelgesetz
unterliegende psychoaktive Substanzen handelt und die Verwendung einer solchen als Medikament
Konfliktpotential (betreffend Missbrauch, Toleranz oder Neurotoxizitét) birgt (Jerome, 2008).

Eine Modifizierung des Molekiils, wie bereits bei Selegilin gezeigt, konnte zu einem sicheren
Medikament fiihren. Ein anderer Aspekt ist die stereoselektive Wirkung der Stoffe. Als Droge meist
als Racemat konsumiert, zeigt sich bei der Auftrennung in die einzelnen Enantiomere, dass diese
sich in ihrer Wirkungsweise stark unterscheiden. Beit MDMA liegt die entaktogene Komponente am
R-Enantiomere, wohingegen das S-Enantiomere die psychostimulierende Wirkung aufweist.

Die Synthese von MDMA-Derivaten konnte dieses Problem umgehen. Zum einen kann durch die
Substitution der Methylendioxy-Gruppe durch Fluor-Atome die Neurotoxizitit verhindert werden,
da der Abbaumechanismus wie beim MDMA, hier nicht ansetzen kann. Zum anderen erh6ht sich
durch die Fluorierung die Lipophilie des Molekiils, wodurch es die Blut-Hirn-Schranke leichter
passieren kann (Bohm et al., 2004; Smart, 2001).
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In der vorliegenden Arbeit wurden folgende fluorsubstitutierte-Derivate verwendet:

2.5.7.1 Difluor-Selegilin, DFS (Di- Fluor- N- Propargyl- Amphetamin)

DEFS ist eine Kombination aus Selegilin und fluoriertem MDMA. Dadurch erhofft man sich einen
synergistischen Effekt aus der MAO-B-Inhibition und der neuroprotektiven Wirkung des Selegilin,
mit der zusétzlichen antiparkinsonoiden Wirkung von MDFPPA (Abbildung 5).

2.5.7.2 MDFPPA (N-Methyl-Difluor-Phenylpropan-amin) und DFA (Difluor-Amphetamin)

Ein MDMA bzw. Amphetamin Analog, die sich an ihrem Rest am Stickstoff voneinander
unterscheiden und am Phenylring eine Substitution der Methylendioxy-Gruppe mit einer Difluor-

Gruppe besitzen.

H,N 0

Abbildung 5: Strukturformel von MDA (oben) und seinem fluorierten Derivat DFA. Es wurde die 3,4-
Methylendioxygruppe durch 3,4-Difluor ersetzt (umrahmt) (Quelle: bearbeitet aus chemspider.com).

Sowohl bei DFS, als auch bei MDFPPA und DFA, kommt es erwartungsgemifl zu einer
Stabilisierung des Molekiils, wodurch eine Entstehung von toxischen Metaboliten unwahrscheinlich
wird. Zudem besitzt die Substanz durch den langsamen Metabolismus eine verldngerte
Halbwertszeit und verbleibt linger im Korper. Dies wiirde eine gleichméBigere Wirkungskurve und

niedrigere Dosierung gewihrleisten.
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2.6 Synthese der fluorierten Derivate

Die Synthese der in dieser Arbeit verwendeten Substanzen wurde mittels einer Friedel-Crafts-
Acylierung durchgefiihrt. Darunter versteht man im allgemeinen die Einfithrung einer Keto-Gruppe
in ein aromatisches Substrat mit Hilfe eines Carbonsdurechlorids oder Anhydrids in Gegenwart

einer als Katalysator dienenden Lewis-Séure.

Hierzu wurden halogenisierte Benzole (Substrat) mit der Aminoséure Alanin durch Friedel-Crafts-
Acylierung in einer Salzschmelze (Katalysator) umgesetzt. Dabei entstehen zunichst Aminoketone,
die dann zu Aminoalkoholen reduziert werden. Durch die Verwendung von enantiomerenreinen
Alanin (D-Alanin bzw. L-Alanin) wird bereits bei der Synthese das R- bzw. S-Enantiomer der
Substanz gebildet und sofort nach der Acylierung zum Aminoketon abgetrennt. Eine weitere
Reduktion zum Amin fiihrte schlieBlich zu den hier verwendeten Amphetaminderivaten. Die
Bestimmung auf Enantiomerenreinheit erfolgte mittels chiraler Kapillarelektrophorese und zeigte

eine Reinheit von 99% (Teufel, 2012).
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3. Ziel und Fragestellung

Eine antiparkinsonoide Wirkung von MDMA und von fluorierten Derivaten wurde bereits in
verschiedenen Tiermodellen des Morbus Parkinson nachgewiesen. Hier sollen die Substanzen,
getrennt nach Enantiomeren oder als Racemat (in unterschiedlichen Mischungsverhédltnissen) im
Katalepsie-Modell und nach 6-OHDA-Lésion auf ihre antiparkinsonoide Wirkung hin untersucht

werden.

Durch die Untersuchungen in dieser Arbeit kann die antiparkinsonoide Eigenschaft der
Testsubstanzen DFS, MDFPPA und DFA, abhdngig von ihrer Chiralitdt, dem Rest am Stickstoff

sowie der Fluorierung am Phenylring in zwei Tiermodellen néher charakterisiert werden.

Dies liefert zum einen Informationen zur Dosis-Wirkung-Beziehung und zum anderen zeigt es den
serotonergen Wirkmechanismus in Abhéngigkeit des SERT und 5-HT, , Rezeptor auf.

Des Weiteren soll eine evtl. vorhandene Neurotoxizitit der Substanzen durch eine HPLC-Analyse
abgeklart werden.

Die Experimente dieser Arbeit tragen dazu bei, die vielversprechende antiparkinsonoide Wirkung
von Amphetamin-basierten Substanzen besser verstehen zu kdnnen und in Betrachtung auf evtl.

neurotoxische Bedenken hin besser abzusichern.

Die Erkenntnisse konnten grundlegend zur Entwicklung neuer potentieller Anti-Parkinson-

Medikamente beitragen und somit die Lebensqualitét der betroffenen Patienten zu verbessern.
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4.1 Versuchstiere und Haltungsbedingungen

Fiir alle durchgefiihrten Experimente wurden minnliche Sprague Dawley Ratten (Charles River,
Sulzfeld, Deutschland), mit einem Gewicht von 240-280 g zu Versuchsbeginn verwendet. Diese
wurden in Gruppen zu vier Tieren in Standard- Makrolon IV-Kifigen mit Sédgespédneeinstreu
(Lignocel®, Rettenmeyer und Soéhne, Deutschland) und Beschiftigungsmoglichkeiten
(Holzhduschen u.d.) unter konstanten Bedingungen gehalten (12h Tag-Nachtzyklus, Temperatur
22°C, Luftfeuchtigkeit 50-60%). Sdmtliche Experimente fanden in der Hellphase statt. Die Tiere
erhielten 15g/Tier Standard-Futter pro Tag (Alleinfutter fiir Méuse und Ratten, SSNIFF,
Deutschland) und Wasser ad libitum.

Nach der Lieferung hatten die Tiere 10 Tage Zeit um sich an die neue Umgebung zu akklimatisieren
und sich, durch tigliches ,,Handling*, an den Experimentator zu gewdhnen.

Sédmtliche Experimente erfolgten gemdf den Richtlinien des Tierschutzgesetzes und wurden von der

zustindigen Tierschutzkommission (Regierungsprisidium Tiibingen) genehmigt.

4.2 Ubersicht der Experimente

Es wurden zwei Versuchsreihen mit unterschiedlichen Parkinson-Modellen durchgefiihrt. In der
ersten (n=120 Tiere) wurden die Parkinsonsymptome durch Haloperidolgabe reversibel induziert
und die Symptomstirke iiber den sogenannten Katalpsietest festgestellt. In der zweiten
Versuchsreihe wurden die Tiere (n=14) einer unilateralen stereotaktischen Operation unterzogen
wodurch sie einen irreversiblen Hemiparkinsonismus ausbildeten. Die motorische Beeintrachtigung
wurde Uber den Steppingtest quantifiziert. In beiden Versuchsreihen wurde der Effekt der
Testsubstanzen auf die jeweilige Parkinsonsymptomatik untersucht.

Zur besseren Ubersicht wird hier und in den nachfolgenden Kapiteln in ,,Versuchsreihe Katalepsie*

und ,,Versuchsreihe Lasion unterschieden.
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4.3 Verwendete Substanzen

Die Substanzen, die den Ratten in den verschiedenen Versuchsreihen subkutan (s.c.), intraperitoneal
(i.p.), intrazerebral oder inhalativ appliziert wurden, sind im folgenden Abschnitt beschrieben.
Sofern nicht anderweitig angegeben, versteht sich das verabreichte Injektionsvolumen als 1 ml/kg

Korpergewicht (KG).

4.3.1 Haloperidol

In der Versuchsreihe Katalepsie diente Haloperidol, ein Antagonist an dopaminergen D,-
Rezeptoren, zur Induktion der Katalepsiesymptomatik Akinesie und Rigor. Die Injektionslosung
(Haloperidol 5 mg/ml, Ratiopharm®, Ulm, Deutschland) wurde mit Saline (isotonische
Kochsalzlosung, Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland) auf 0,5 mg/ml verdiinnt und s.c.

verabreicht.

4.3.2 WAY100635

Die Substanz WAY100635 (N-2-[4-(2-methoxyphenyl)-piperazin-1-yl]-ethyl-N-(pyridin-2-yl)-
cyclohexancarboxamid, Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland), ein selektiver Antagonist des
serotonergen 5-HT;s Rezeptors, wurde in der Versuchsreihe Katalepsie zusétzlich zur Testsubstanz
(genaues Schema siehe Abbildung 10) verabreicht, um eine Beteiligung dieses Rezeptors
aufzuzeigen.

WAY 100635 (Abbildung 6) wurde in phosphatgepufferten Kochsalzlosung (PBS, Dulbecco,

Biochrom AG, Berlin, Deutschland) gel6st und in einer Konzentration von 0,5 mg/ml s.c. injiziert.

—CH,

0
Ef’ "~.>
Abbildung 6: Strukturformeln von WAY100635 und Citalopram (Quelle: chemspider.com).
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4.3.3 Citalopram

Der selektive Serotonin-Reuptake-Inhibitior (SSRI) Citalopram Hydrochlrid (Cipramil; Lundbeck
GmbH, Hamburg, Deutschland) wurde ebenfalls in der Versuchsreihe Katalepsie eingesetzt, um die
Beteiligung des Serotonin Transporters (SERT) in der Wirkung der Testsubstanz zu untersuchen.

Hierbei wurde Citalopram (Abbildung 6) in Saline auf 10 mg/ml dosiert und s.c. injiziert.

4.3.4 6-Hydroxydopamin

Fiir die Versuchsreihe Lision wurde das katecholaminerge Neurotoxin 6-OHDA Hydrobromid in
0,1% Ascorbinsdure geldst (beides Sigma- Aldrich, Steinheim, Deutschland) und wéhrend der
Liasion intrazerebral injiziert. Die Konzentration des Injektionsvolumens betrug 12 pg/2 ul freie
Base 6-OHDA (Abbildung 7). Die bendtigte Menge der Losung wurde unter Tageslichtausschluss
(Vermeidung von Oxidation) hergestellt, aliquotiert und bis zur Verwendung bei -20°C gelagert.

= OH

Abbildung 7: Strukturformel von Desipramin und 6-Hydroxydopamin (Quelle: chemspider.com,).

4.3.5 Desipramin

Desipramin (Desipramin-Hydrochlorid, ~Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) ist ein
spezifischer Noradrenalin-Reuptake-Inhibitor (SNRI; trizyklisches Antiderpessivum). Es wurde 30
min vor der Injektion des Neurotoxin 6-OHDA 1i.p. appliziert, um die noradrenergen Neurone vor

dessen toxischer Wirkung zu schiitzen. Desipramin (Abbildung 7) wurde mit Saline unter
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Wirmeeinwirkung geldst und mit einer Konzentration von 20 mg/ml i.p. verabreicht.

4.3.6Anisthetika und Analgetika

4.3.6.1 Fentanyl

Das Opioidanalgetikum Fentanyl (Fentanylcitrat, Ratiopharm, Ulm, Deutschland) wurde zur
perioperativen Analgesie wéahrend der Lédsions-OP mit Saline auf eine Konzentration von 5ug/ml

(50 pg/ml Injektionsampulle; 1:10) verdiinnt und s.c. verabreicht.

4.3.6.2 Carprofen

Zur postoperativen Analgesie wurde das nichtsteroidale Antiphlogistikum Carprofen (Rimadyl, 50
mg/ml, Pfizer, Berlin, Deutschland) mit Saline auf 5 mg/ml verdiinnt und fiir drei Tage postoperativ

taglich s.c. verabreicht.

4.3.6.3 Isofluran

Wihrend der Lisions-OP wurden die Tiere mit dem Inhalationsnarkotikum Isofluran (1-chloro-
2,2 2-trifluorethyldifluormethylether; Forene, Abbott, Wiesbaden, Deutschland) anisthesiert

(Initiationsnarkose 4%; perioperativ 2% in Luft).

4.3.7 MDMA-Derivate

Die Synthese und Uberpriifung auf Reinheit der hier verwendeten Testsubstanzen, die MDMA-
Derivate DFS, MDFPPA und DFA, erfolgte im Labor von Prof. Dr. Ulrich Nagel (Institut fiir
Anorganische Chemie, Fachbereich Chemie und Pharmazie, Mathematisch-Naturwissenschaftliche
Fakultéit, Eberhard Karls Universitit Tiibingen). Die Testsubstanzen lagen als Hydrochlorid-Salze
vor. Die Konzentrationen gelten fiir die freie Base der Substanzen und wurde mit Hilfe des

jeweiligen Korrekturfaktors (Kf) berechnet.

4.3.7.1 Difluorselegilin

DFS wurde in der Versuchsreihe Katalepsie verwendet. Es wurde jeden Tag vor Versuchsbeginn in
AMPUWA (Wasser fiir Injektionszwecke, Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland) gelost (Kf:
1,16345), auf 1, 2 oder 4 mg/ml dosiert und s.c. verabreicht.
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4.3.7.2 Difluormetamphetamin und Difluoramphetamin

Difluormethamphetamin (MDFPPA) und Difluor-Amphetamin (DFA) wurden sowohl in der
Versuchsreihe Katalepsie, als auch in der Versuchsreihe Lasion untersucht. Sie wurden jeden Tag in

PBS auf 1, 2 oder 4 mg/ml dosiert (Kf: MDFPPA: 1,189; DFA: 1,16345) und s.c. appliziert.

4.4 Versuchsreihe Katalepsie

Der Katalepsie-Test ist ein einfach durchzufiihrender, aber verlédsslicher Test um die Wirkstarke und
Wirkdauer einer Substanz zu evaluieren. In dieser Arbeit wurde der Katalepsie-Test an der Stange
(nach (Kuschinsky and Hornykiewicz, 1972)) durchgefiihrt. Den Tieren wurde zum Auslosen der
Parkinsonsyptomatik das Neuroleptikum Haloperidol injiziert, wodurch es zur Ausprigung der
bekannten Symptome Akinesie und Rigor kam. Nach 30 min wurde das Tier mit den Vorderpfoten
an eine horizontale Stange (Hohe 9 cm) gesetzt. Dies stellt eine flir das Tier ungewohnte Haltung
dar, aus welcher es sich im Normalfall sofort entfernen wiirde. Nun wurde die Zeit bis zur ersten
aktiven Bewegung mit einer der aufgelegten Pfoten gemessen - die sogenannte Abstiegslatenz.
Erfolgte innerhalb von 300 Sekunden (als Obergrenze der Messung) keine aktive Pfotenbewegung,
wurde der Test beendet, um unnétige Ermiidungserscheinungen zu verhindern. Die Tests fanden
iiber einen Zeitraum von 180 min alle 30 min statt: zwei Mal nach Haloperidolinjektion, was der
Baselinemessung diente, und vier Mal nach Verabreichen der Testsubstanz zum Zeitpunkt 65 min

(Abbildung 8).

Substanz/
HALOQO Vehikel

l ™ T21 T3 T4 TS T6

- 1 ° 1 1

0 30 60 90 120 150 180 min

Abbildung 8: Zeitlichen Verlauf eines Versuchstages fiir die Sensitivierungsphase (Vehikel) bzw. die
Testphase (Substanz).
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Das Behandlungs-Schema war, bis auf eine Ausnahme (siehe Kapitel 5.1.2.2), im sog. Crossover-
Design gehalten. Dabei erhalten alle Tiere konsekutiv jede Dosierung, wobei die Reihenfolge der
Behandlung variiert (Tabelle 1). Ein sog. ,carry-over“-Effekt sollte durch die 2 tigige Pause

zwischen den Behandlungen vermieden werden.

Tabelle 1: Behandlungsschema im Crossover-Design. Verteilung der Dosierungen (mg/kg) an den einzelnen

Testtagen (d).

Tier/Tag d12 d1s d18 d21
1 0 4 2 1
2 2 1 0 4
3 4 2 1 0
4 1 0 4 2

Der Versuchsablauf war in zwei Phasen geteilt, die Sensitivierungsphase (Tage 1-9) und die
eigentliche Testphase (Tage 12-21), wobei die Tiere alle drei Tage getestet wurden (Abbildung 9).
In der Sensitivierungsphase wurde den Tieren anstatt der Testsubstanz das Vehikel PBS injiziert.
Die Sensitivierung dient der maximalen und stabilen Ausprigung der Katalepsiesymptomatik,
womit das FErlernen der Bewegungsunfdhigkeit und damit anschaulich die progressive
Verschlechterung der Symptomatik beim Parkinsonpatienten imitiert wird.

Im Anschluss erfolgte nach dem gleichen Schema die eigentliche Testphase. Anstatt des Vehikels

wurde nun die jeweils zu testende Substanz verabreicht.
L

1 3 6 9 12 15 18 21 | Tage

\ \ J
Y Y

Sensitivierungsphase Testphase

Abbildung 9: Versuchsreihe Katalepsie. Verlauf iiber alle Tage der Sensitivierungsphase sowie der
Testphase mit je zweitdgiger Pause zwischen den Tagen.
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In diesen Experimenten wurden die untersuchten Substanzen in ihrer Wirkstirke und Wirkdauer
verglichen.
Getestet wurden die einzelnen Enantiomere (DFS (n=24); MDFPPA und DFA (je n=16)) sowie das

Racemat in unterschiedlichen Mischungsverhéltnissen (nur DFA (n=32)).

Im Anschluss erfolgte mit DFA (n=16) eine Versuchsreihe bei der zusitzlich Antagonisten
verwendet wurden um das Bindungsverhalten der Testsubstanz auf ihren serotonergen
Wirkmechanismus hin zu untersuchen. Es wurde der 5-HT;s-Antagonist WAY 100635 und der
SERT Inhibitor Citalopram einzeln oder in Kombination verwendet.

Substanzen konnen zum einen direkt durch Bindung an den Rezeptor wirken oder aber indirekt
durch Freisetzung von Neurotransmitter, nach Bindung an den Transporter. Ob eine direkte oder
indirekte Wirkung der Testsubstanz vorliegt, sollte iiber die Blockade der Zielstrukturen untersucht
werden.

Durch eine Blockade des 5-HTia-Rezeptors durch den Antagonisten WAY 100635 wird eine
Bindung der zu untersuchenden Substanz am selbigen verhindert. Citalopram bindet anstatt der zu
untersuchenden Substanz an den SERT und verhindert so die Freisetzung von 5-HT in den
synaptischen Spalt.

Durch die Administration von WAY 100635 und Citalopram einzeln oder in Kombination lésst sich
herausfinden, ob es iiber einen evtl. indirekten Agonismus am Rezeptor hinaus zu einer direkten
Rezeptorwirkung durch die Substanzen kommt. Wenn die Wirkung der Testsubstanz nach
Citalopramgabe schwicher wird, so bedeutet dies, dass allgemein freigesetztes 5-HT fiir die
Antiparkinsonwirkung wichtig ist. Hemmt der 5-HTa-Antagonist WAY 100635 zusétzlich die
Wirkung der Testsubstanz, so deutet dies auf eine direkte Interaktion mit den Rezeptoren hin (der
indirekte Weg wurde durch Citalopram inaktiviert). Zeigt der Antagonist keinen Effekt, so besteht

keine direkte Bindungseigenschaft zum antagonisierten Rezeptor
Der Versuchsablauf verlief wie oben bereits beschrieben, mit der Abweichung, dass zum Zeitpunkt

65 min der Antagonist (oder das jeweilige Vehikel) injiziert und zum Zeitpunkt 77 min die zu

testende Substanz (oder das Vehikel) injiziert wurden. (Abbildung 10)
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CIT/
HALO WAY Substanz
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Abbildung 10: Zeitlichen Verlauf eines Versuchstages fiir die Sensitivierungsphase (Vehikel) bzw. die
Testphase (Substanz) mit zusdtzlicher Antagonistenbehandlung (CIT/WAY).

4.5 Versuchsreihe Lasion

4.5.1 Stereotaktische Operation

Die Ratten (n=28) wurden vor Beginn der Operation gewogen und in einer Narkosebox mit
Isofluran anésthesiert (Initialkonzentration 4% Isofluran Luft Gemisch). Mindestens 30 min vor
Injektion der Neurotoxins 6-OHDA wurde zum Schutz der noradrenergen Neurone Desipramin i.p.
verabreicht. Die Kopfhaut wurde im Bereich der Lésion mit einer Schere rasiert und das Tier mit
Ohrbalken in der stereotaktischen Apparatur (Kopf-Stereotakten, Stoelting, Wood, Dale, Illinois,
USA) fixiert. Ein Warmekissen unter dem Tier verhinderte Hypothermie wahrend der OP, zudem
wurden die Augen durch Bepanthen® Augen - und Nasensalbe (Bayer, Leverkusen, Deutschland)
vor Austrocknung geschiitzt. Die stetige Isoflurananisthesie (1,5-2%) erfolgte iliber eine am
Zahnbalken angebrachte spezielle Narkosemaske fiir Ratten. Nachdem eine ausreichende
Narkosetiefe gesichert war (Kontrolle tiber Zwischenzehenreflex), wurde die Kopthaut mit einem
Skalpellschnitt gedffnet und die Haut mit OP-Klemmen zur Seite gehalten, so dass die
Kreuzungspunkte der Schidelndhte, Lamda und Bregma, gut sichtbar waren. Bregma ist der Punkt
am Schidel an dem die Kranznaht (Sutura coronalis) und die Pfeilnaht (Sutura sagittalis), die von
Lamda (Sutura lamdoidea) ausgehen zusammentreffen (Abbildung 11). Zunichst wurden die
Nullkoordinaten in anteriorposteriorer (AP) und lateraler (L) Ausrichtung fiir Bregma festgelegt und
der Schidel gegebenenfalls durch Anpassung der Hohe des Zahnbalkens dorsoventral (DV) mit

Lamda auf eine Ebene gebracht.
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Interaural Line

Abbildung 11: Aufsicht auf einen Rattenschiidel mit den markierten Kreuzungspunkten Bregma und Lamda
(Paxinos & Watson, 1998).

Anhand der Koordinaten (AP= -4 mm; L= +1,6 mm) nach Paxinos und Watson (Paxinos and
Watson, 1998) wurde die Position des Bohrloches fiir die Injektion in das linke MFB ermittelt
(Abbildung 12). Mit einem Bohrer (Kronbohreraufsatz mit 0,7mm Durchmesser; Bohrmaschine
Proxxon NG2/E von Proxxon, Niesbach, Deutschland) wurde an dieser Stelle vorsichtig ein Loch in
den Schédel gebohrt und anschlieBend die am Stereotakten befestigte Mikroinfusionskaniile (SGE,
Victoria, Australien) langsam in das Gehirn eingefiihrt (DV= -8,8 mm). Mit einer Geschwindigkeit
von 1ul/min wurden insgesamt 2ul 6-OHDA in das MFB injiziert. Die Kaniile wurde weitere 6 min
an dieser Stelle belassen, um eine ausreichende Diffusion des Toxins in das Gewebe zu
gewidhrleisten. Danach wurde die Kaniile langsam zuriickgezogen, das Bohrloch mit Knochenwachs
(W30, Ethicon®, Johnson & Johnson, Deutschland) verschlossen und das OP-Feld prophylaktisch
mit Nebacitin (Nebacetin®, Sandoz GmbH, Kundl, Osterreich) Antibiotikapuder bedeckt. Die
Kopfhaut wurde mit Perma- Handseide (Ethicon®, Johnson & Johnson, Deutschland) zugendht und
die Naht zur Desinfektion mit einer Jodlosung (Braunol®, B.Braun GmbH, Melsungen,
Deutschland) behandelt. Zur perioperativen Analgesie diente das Opioidanalgetikum Fentanyl das
s.c. verabreicht wurde. In der Aufwachphase wurden die Tiere beobachtet und auf einem
Wirmekissen vor Hypothermie geschiitzt. Zur postoperativen Schmerzbehandlung wurde Carprofen
3 Tage i.p. appliziert. In der mehrwochigen Regenerationsphase wurde das Gewicht der Tiere

tiberwacht und die Futtermengen bei Gewichtsabnahme angepasst.
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Abbildung 12: Schematische Darstellung der unilateralen Injektion in das linke MFB (Verdndert nach
Paxinos & Watson, 1998).

4.5.2 Stepping-Test

Mit Hilfe des Stepping-Tests wurde das, durch die unilaterale Lédsion induzierte motorische Defizit
der kontra-lateralen Vorderpfote untersucht (Olsson et al., 1995; Tillerson et al., 2001). Dabei wurde
das Tier vom Experimentator so gehalten, dass die Hinterbeine und eine Vorderpfote fixiert waren
und die zu testende Vorderpfote frei beweglich war. Mit dieser wurde das Tier auf ein Holzbrett
gestiitzt und langsam (ca. 10 s auf 90 cm) seitlich liber das Brett gezogen (Definiert als
Bewegungsrichtung ,,Ziehen*) bzw. geschoben (Definiert als Bewegungsrichtung ,,Schieben®)
(Abbildung 13). Das Tier macht mit der zu testenden Vorderpfote sog. Ausgleichsschritte um die
Position der Pfote an die Position des seitwirts bewegten Korper anzupassen. Der Test wurde zuerst
mit der linken Vorderpfote (ipsilateral zur Lision) und anschlieBend mit der rechten Vorderpfote
(kontralateral zur Lésion) jeweils in beide Bewegungsrichtungen drei Mal durchgefiihrt und jeweils
die Anzahl der ausgefiihrten Ausgleichsschritte gezdhlt. Daraus wurde der Mittelwert sowie der

jeweiliger SEM bestimmt.
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Abbildung 13: Stepping-Test (modifiziert nach Olsson, 1995) einer unilateral 6-OHDA-lddierten Ratte in
der Bewegungsrichtung ,, Ziehen*. C, C’, C"’ zeigen Ausgleichsschritte mit der ipsilateralen gesunden Pfote,
D, D', D"’ zeigt das Ausbleiben eines Ausgleichsschritt mit der kontralateralen beeintrdchtigten Pfote.

Zur besseren Veranschaulichung wurde zudem nach Tillerson (Tillerson et al., 2001) der sog.
»Ipsilaterale Asymmertrie-Score” (IAS) fiir die Bewegungsrichtungen ,,Ziehen* und ,,Schieben*
bestimmt. Dabei werden die Anzahl der Ausgleichsschritte je Pfote (ipsi- oder kontralateral) zu den
insgesamt durchgefiihrten Ausgleichsschritten in Relation gesetzt und die Differenz zwischen den
Werten gebildet [(ipsilateral/(ipsilateral+kontralateral)) — ((kontralateral/ipsilateral+ kontralateral))].
Bereits wihrend der einwochigen ,,Handling*“-Phase wurden die Tiere an die ungewohnte Haltung
durch den Experimentator und an die Prozedur des Stepping-Tests gewohnt um eine Verfalschung
der Ergebnisse durch Aufregung zu vermeiden. Nach diesem Training erfolgte vor der Léasion eine
Baseline-Messung des Stepping-Tests.

Vor Beginn der eigentlichen Testreihe wurde zudem ca. vier Wochen nach Lidsion ein Test auf
ausreichende Lisionsstirke durchgefiihrt. Tiere die nicht ausreichend ladiert (im Mittel mehr als
vier Ausgleichsschritte mit der lddierten Pfote) wurden aussortiert. Dabei zeigten 14 Tiere eine
ausreichende Lésion auf und wurden fiir die Tests in Behandlungsgruppen (DFA: n=4; MDFPPA:
n=5; Kontrolle: n=5) eingeteilt. Es wurden drei Versuchsblocke durchgefiihrt mit je 1, 2 und 4
mg/kg Behandlung. Die Substanzgabe erfolgte an jedem Versuchstag, der Steppingtest wurde nur an
jedem ersten, vierten und achten Versuchstag durchgefiihrt (d1-28). An jedem Testtag fanden ein
Pra-Test vor der Substanzgabe und der anschlieBende Post-Test zum Testen der akuten
Substanzwirkung 1,5 h nach Substanzgabe statt. Zwischen den einzelnen Blocken war eine

zweitdgige Auswaschphase. (Abbildung 14).
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1 mg/ml 2 mg/ml 4 mg/ml

Behandlung |||III|||I|III| |I|Il||Tage

Tests d1 d4 d8 d21 d24 d28
d11 d14 d18

Abbildung 14: Zeitlicher Verlauf der Versuchsreihe Stepping iiber die drei Behandlungsblécke mit den
jeweiligen Dosierungen 1,2 und 4mg/kg .

4.5.3 Gehirnpriperation

Die Tiere wurden 19 (MDFPPA und Kontrolle) bzw. 15 (DFA) Tage nach Versuchsende dekapitiert,
das Gehirn ziigig heraus préipariert und fiir eine Minute in eiskalte Saline eingelegt. Anschliefend
wurde das Gehirn ventral nach oben auf einen eisgekiihlten Aluminiumschneideblock gelegt und
mit Mikrotomklingen in 1,5-2 mm dicke Scheiben geschnitten (Abbildung 15). Nach der Methode
von Heffner (Heffner et al., 1980) wurden die fiir die Analyse bendtigten Areale mit einem
Mikroskalpell prapariert, in Kryogefile tiberfiihrt, das Frischegewicht abgewogen und die Proben
in fliissigem Stickstoff eingefroren, bis sie flir die Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (engl.
high performance liquid chromatography, HPLC) -Analyse aufbereitet wurden. Fiir die Analyse
wurden folgende Areale (getrennt nach rechter und linker Hemisphére) ausgewihlt: Frontaler
Kortex (FC), anteriores und posteriores Caudatoputamen (aCPu und pCPu), Nukleus accumbens
(NAcc) und Hippocampus (HC).

Die Gewebeproben wurden getrennt nach ladierter und gesunder Hemisphére in der HPLC-Analyse

untersucht.
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Abbildung 15: Sektion des Rattengehirns nach Heffner et al. (1980).

Abbildung 16: Schematische Darstellung der coronalen Gehirnschnitte nach Heffner (1980). Zu sehen sind
die Schnittebenen einer Hemisphdre zur Priperation der verschiedenen Gehirnareale (FC, frontaler Kortex,
NA, Nukleus accumbens; CP, Caudatoputamen; GP, Globus pallidus;, A, Amygdala; T, Thalamus,; SN,
Substantia nigra; VT, ventrales Tegmentum; H, Hippocampus.

4.5.4 HPLC

4.5.4.1 Allgemein

Die HPLC-Analyse diente der quantitativen und qualitativen Bestimmung der Konzentrationen von
DA und 5-HT in den ausgewédhlten Gehirnarealen. Dabei wird die Probe in ihre einzelnen

Substanzen aufgetrennt und diese anhand von Chromatogrammen analysiert.

Es wurde eine sog. Umkehrphasen-Chromatographie (engl. reversed-phase-chromatography)

angewandt, wobei das Probengemisch mittels einer mobilen polaren Phase (hydrophil) und eine
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stationdren apolaren Phase (lipophil) in der HPLC-Saule aufgetrennt wird.

Je nach Wechselwirkung mit der stationdren Phase (apolare Stoffe werden spiter eluiert als polare)
ist die Retentionszeit unterschiedlich. Der Detektor erkennt die Signalmaxima der aufgetrennten
Substanzen und konvertiert die Informationen in ein elektrisches Signal, welches dann im Computer

als Chromatogramm abgebildet wird.

4.5.4.2 Probenaufbereitung

Die in fliissigem Stickstoff aufbewahrten Proben wurden mit 500ul Eluent homogenisiert (Silent
Crusher M, Heidolph Instrumental GmBH, Schwabach, Deutschland). Der Eluent, also die mobile
Phase der HPCL setzte sich zusammen aus: Natriumhydrogenphosphat (NaH,PO,, Merck KGaA,
Darmstadt, Deutschland), Acetonitril (MeCN, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland), Methanol
(MetOH, VWR BDH Prolabo, Leuven, Belgien), Natriumoctan-1-sulfonat (OSA, Sigma-Aldrich,
Steinheim, Deutschland) und Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA, Sigma-Aldrich, Steinheim,
Deutschland) und speziellem, sterilem und partikelfreiem ,,HPLC-Wasser (Merck KGaA,
Darmstadt, Deutschland) im Ultraschallbad entgast) und enthielt den internen Standard 3,4-
Dihydroxybenzylamin (DHBA, Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland). Das Homogenat wurde
anschliefend fiir eine Minute bei 8000rpm zentrifugiert (Beckmann, Microfuge E™,
Buckinghamshire, GroBbritannien) und der Uberstand abgezogen und filtriert. Eine Probe von
100pul wurde von der entstandenen Mischung in ein Probengefdll gegeben und zur abschlieBenden
chromatographischen Analyse in die Probenaufbewahrung des HPLC-Autosamplers (CMA/200
Refrigerated Microsampler, CMA, Solna, Schweden) gestellt.

4.5.4.3 Beschreibung der HPLC-Anlage

Aus dem Probengefd3 (300ul Eppendorf-Gefa) wurden durch den Autosampler 19,9ul der Probe
entnommen und in den Kreislauf der mobilen Phase eingespeist. Diese wird durch den Druck der
HPLC-Pumpe (HPLC Compact Pump 2250, Bischoff, Leonberg, Deutschland) mit vorgeschaltetem
Pulsationsdampfer (ERC, Riemerling, Deutschland) zur ,,reversed phase‘-Trennsédule (Grom Sil 120
ODS-4HE, 3,0pm, 50 x 4,0mm, Alltech, Grom GmbH, Rottenburg, Deutschland) geleitet. In deren
hydrophoben stationdren Phase (Silikagel) wird die Probe nach ihrer Lipophilie in ihre einzelnen
Bestandteile aufgetrennt, welche diese mit charakteristischer Retentionszeit wieder verlassen.
Anschlieend werden die einzelnen Bestandteile von der Analysezelle (Model 5011A analytical

cell, ESA, USA) elektrochemisch erfasst und zur weiteren Datenverarbeitung an einen Computer
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mit der Analysesoftware Chrom Star 6.0 von SCPA (Software fiir Chromatographie- und Prozess-

Analytik GmbH, Stuhr, Deutschland) weitergeleitet.

Fiir jede Probe wurde ein Chromatogramm erstellt und die Konzentrationen der relevanten
Neurotransmitter, durch Verrechnung mit dem internen Standard (DHBA, mit bekannter
Konzentration) sowie dem externen Standard (Gemisch aus DA, 5-HT, DOPAC, 3-MT, HVA, und
5-HIAA (alle Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)) als Referenzwert, bestimmt.

Durch das bei der Préparation bestimmte Frischgewicht jeder Probe, konnte dann die Konzentration

der Neurotransmitter in pg pro mg Frischgewicht berechnet und dargestellt werden.

4.6 Auswertung

Die Auswertung und die graphische Darstellung der Rohdaten erfolgte in Open Office 4.1.1
Tabellenkalkulation. Die Ergebnis-Grafiken zeigen Mittelwerte und +SEM der Daten. Die
statistische Auswertung wurde mit dem Statistikprogramm GB Stat V7.0 (Dynamik Microsystems
Inc., USA, 2000) durchgefiihrt.

4.6.1 Versuchsreihe Katalepsie

Die Ergebnisse der Sensitivierung wurden stets liber eine 2-faktorielle repeated measures ANOVA
iiber die Tage (Faktor A) und die Tests (Faktor B) mit einem anschlieenden post-hoc Fisher's LSD-
Test ausgewertet.

Die Ergebnisse des Testverlauf wurden stets iiber eine 2-faktorielle repeated measures ANOVA {iiber
die Dosis (Fakor A) und die Tests (Faktor B) und anschlieBendem post-hoc Fisher's LSD-Test
analysiert.

Die normalisierten Daten der relativen Katalepsichemmung wurden immer mit einer 1-faktoriellen
completely randomized ANOVA und anschlieBendem post-hoc Dunnett's-Test berechnet.

Bei der konstanten Behandlung mit S-MDFPPA (Abbildung 30) {iber die einzelnen Testtage wurde
eine 2-faktorielle repeated measures ANOVA und anschlieBendem post-hoc Tukey-Kramer-Test
durchgefiihrt. Verglichen wurden die Messwerte der einzelnen Dosierungs-Gruppen innerhalb eines
jeden Tages mit denen der Kontrollgruppe (mit der Dosis Omg/kg). Zusétzlich wurde ausgewertet,
ob es innerhalb einer Dosierung Verdnderungen iiber die Zeit gab, d.h. jeweils Tag 15,18 oder 21
mit Tag 12 verglichen.

Die konstant mit dem Vehikel behandelte Kontrollgruppe wurde (Abbildung 31) mit einer 1-
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faktoriellen repeated measures ANOVA mit anschlieBendem post-hoc Dunnett's-Test mit der

Baseline verglichen.

4.6.2 Versuchsreihe Lision

Die Daten von S-MDFPPA im Vergleich mit der Kontrolle (Abbildung 49,50,51) wurden iiber eine
3-faktorielle repeated measures ANOVA (Faktor A: Substanz (Vehikel/S-MDFPPA); Faktor B:
Pfote (links/rechts); Faktor C: Test (prd/post) fiir die Bewegungsrichtungen ,,Ziehen* und
»Schieben getrennt berechnet. AnschlieBender wurde ein post-hoc Fisher's LSD-Test durchgefiihrt.
Bei S-DFA (Abbildung 52,53,54) wurde eine 2-faktorielle repeated measures ANOVA berechnet
(Faktor A: Pfote (links/rechts); Faktor B: Test (pré/post) mit anschlieBendem post-hoc Fisher's LSD-
Test.

Der direkt Vergleich der Ausgleichsschritte aller Behandlungsgruppen, als Ipsilateraler-
Asymmetrie-Score (IAS) aufgetragen (Abbildung 55) wurde mit einer 3-faktoriellen repeated
measures ANOVA berechnet ((Faktor A: Behandlung (Vehikel/S-MDFPPA/S-DFA); Faktor B:
Entwicklung iiber die Zeit (d1-d4-d8); Faktor C: Test (prd/post) berechnet.

Die Ergebnisse der HPLC-Analyse (Abbildung 56) wurden mittels einer 2-faktoriellen repeated
measures ANOVA mit Faktor A: Behandlung (Vehikel/S-MDFPPA/S-DFA) und Faktor B:
Hemisphére (Links/Rechts) mit anschlieBendem post-hoc Fisher-LSD-Test berechnet, wobei die

Behandlungsgruppen jeweils fiir jede Hemisphire mit der Kontrolle verglichen wurde.

Bei zu geringen Tierzahlen wurde ausschlieBlich eine deskriptive Statistik durchgefiihrt und

grafisch dargestellt, wihrend auf eine weiterfithrende, statistische Berechnung verzichtet wurde.
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5. Ergebnisse

5.1 Versuchsreihe Katalepsie mit Haloperidol

Die einzelnen Enantiomere der Substanzen DFS, MDFPPA und DFA wurden in den Dosierungen 0,
1, 2 und 4mg/kg miteinander verglichen. Sofern nicht anders erwihnt erfolgte die Behandlung im
,Crossover“-Design. Bet MDFPPA wurde zudem ein Versuchsdurchlauf mit konstanter Behandlung
durchgefiihrt um eine, evtl. durch die Behandlung im ,,Crossover“-Design maskierte Kumulation,
besser erkennen zu konnen. Des weiteren wurde bei DFA der Einfluss der Enantiomere in
unterschiedlichen Enantiomermischungen, sowie die Beteiligung serotonerger Zielstrukturen bei

der Vermittlung des antikataleptischen Effekts untersucht.

Die Katalepsie-Tests erfolgten nach folgendem Schema:

Nach einer Sensitivierungsphase (4 Tests im Abstand von 3 Tagen) erfolgte die eigentliche
Testphase nach dem gleichen Schema.

Den Tieren wurde der D,-Antagonist Haloperidol (0,5 mg/kg) injiziert, wodurch es zur Auspragung
der Katalpesiesymptome Akinesie und Rigor kam. Nach 30 min wurden die Tiere mit den
Vorderpfoten an eine horizontale Stange gesetzt und die Abstiegslatenz gemessen. Die Tests fanden
iiber einen Zeitraum von 180 min alle 30 min statt: 2 mal nach Haloperidolinjektion, was der
Baselinemessung diente, und 4 mal nach Verabreichen der Testsubstanz (Zeitpunkt 65 min), was

deren Wirkstiarke durch Reduktion der Abstiegslatenz anzeigt.

5.1.1. DFS

Vergleich der Enantiomere im ,,Crossover*“-Design (0,1,2,4 mg)

Der Verlauf der Sensitivierungsphase von Tag 1 bis Tag 9 sowie die Sensitivierung im Tagesverlauf
ist fiir R-DFS (A) und S-DFS (B) aufgetragen (Abbildung 17 A und B). Es kam sowohl iiber die
Tage (R-DFS [Frage(3,160)=5,38; p=0,04]; S-DFS [Frae(3,165)=20.4; p<0,0001]) als auch tiber die
einzelnen Tests (R-DFS [Fress(5,160)=3; p=0,01]; S-DFS [Fiess(5,165)=3,3; p=0,0073]) zu einer
Sensitivierung des Abstiegsverhalten. Diese war an Tag 9 maximal ausgeprdgt. Die Tiere waren
somit zum Beginn der eigentlichen Testphase an Tag 12 maximal hochsensitiviert (R-DFS [Fryge «

Tests(15,160)=3,54; p<0,0001], S-DFS [Frage x rests(15,165)=2,47; p=0,003]).
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Abbildung 17: Die Abstiegslatenzen [s] von R-DFS (A) und S-DFS (B) im Verlauf iiber die
Sensitivierungstage (1-9) im Tagesverlauf. Haloperidolinjektion (0,5mg/kg zum Zeitpunkt 0; Baseline-Tests
bei 30 und 60 min; Substanzinjektion bei 65 min, Tests auf Wirkstirke bei 90, 120, 150 und 180 min.
Dargestellt als Mittelwerte £ SEM (n=12).

Betrachtet man die Ergebnisse der jeweiligen Dosierungen iiber alle Versuchstage (12-21) gemittelt,
so zeigte sich fiir R-DFS (A) und S-DFS (B) keine signifikante Reduktion der Katalepsie iiber den
Verlauf der einzelnen Tests (Abbildung 18 A&B). Dies zeigt sich sowohl in der Dosis, als auch
iiber den Verlauf der einzelnen Tests. Einzig bei 2mg R-DFS ist ein signifikanter Effekt im
Vergleich des ersten mit dem letzten Test zu erkennen (R-DFS [Fsis(3,220)=0,2; p=0,899];
[Fiests(5,220)=4,2; p=0,0012]; [Fposis x Tests(15,220)=0,89; p=0,57]. S-DFS [F0sis(3,220)=0,16; p=0,92];
[Fiesis(5,220)=1,15; p=0,33]; [Fposis x Tests(15,220)=0,75; p=0,73]).
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Abbildung 18: Die Abstiegslatenzen [s] von R-DFS (4) und S-DFS (B) fiir die jeweiligen Dosierungen im
Tagesverlauf. Haloperidolinjektion (0,5mg/kg zum Zeitpunkt 0; Baseline-Tests bei 30 und 60 min;

Substanzinjektion bei 65 min, Tests auf Wirkstéirke bei 90, 120, 150 und 180 min. Dargestellt als Mittelwerte
+ SEM (n=12).
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5. Ergebnisse

Beim Auftragen der normalisierten Abstiegslatenzen als relative Katalepsiechemmung zeigten die
groBen Quotienten ebenfalls keinen antikataleptischen Effekt an (R-DFS [Fgsis(3,44)=0,144;
p=0,93] S-DFS [Faosis(3,44)=0,79; p=0,5]). Die gemittelten Abstiegslatenzen der Tests 3-6 (nach
(=post) Injektion) wurde durch die gemittelte Abstiegslatenzen von Test 1 und 2 (vor (=pri)

Injektion) dividiert (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Die Darstellung der normalisierten Abstiegslatenzen als relative Katalepsiehemmung
(Abstiegslatenz t(Test 3-6)/ t(Test 1-2))(n=12).

Eine Auftrennung der Ergebnisse auf die einzelnen Testtage (Abbildung 20 A und B) zeigte vor
allem beim R-Enantiomer (A) eine leichte Reduktion der Abstiegslatenz an Tag 18 an. Allerdings

wies die Kontrollgruppe an diesem Tag ebenfalls eine verringerte Abstiegslatenz auf.
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Abbildung 20: Verlauf der Abstiegslatenzen [s] von R-DFS (4) und S-DFS (B) der einzelnen Dosierungen
tiber die Testtage. Dargestellt als Mittelwerte £ SEM (n/Dosis/Tag=2;3).

Zudem zeigte die Kontrollgruppe ebenfalls Schwankungen iiber den Verlauf der Tests. Um dies
genauer zu untersuchen wurden die Kontrollgruppe iibersichtlicher im Tagesverlauf aufgetragen
und mit der Baseline an Tag 9 verglichen (Abbildung 21), wobei bei R-DFS ab Tag 18 eine leichte
Reduktion der Katalepsie bei R-DFS zu beobachten war, die Kontrollgruppe bei S-DFS allerdings

sehr konstant verlief.
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Abbildung 21: Verlauf der Abstiegslatenzen [s] der Kontrollgruppe (Vehikel) von R-DFS und S-DFS iiber
die Testtage im Vergleich zur Baseline am letzten Sensitiverungstag. Dargestellt als Mittelwerte + SEM
(n/Dosis/Tag=2,3).

Um Aussagen iiber die Effekte einer kumulativen Dosis zu erhalten wurden die Ergebnisse von Tag
18 (A und B) und 21 (C und D) nach der jeweiligen kumulierten Dosis der Vorbehandlung von Tag
12 und 15 bzw. 15 und 18 gruppiert (Gruppen: Gesamtdosis 1 mg oder 3 bzw. 4 mg
(zusammengelegt) oder 6 mg) (Abbildung 22 A-D). Bei einer hoheren kumulativen Dosis zeigte
sich eine geringere Abstiegslatenz und somit eine stirkere antikataleptische Wirkung. Dieser Effekt
war insbesondere bei R-DFS ([Fuosis(2,45)=2,24; p=0,16]; [Fiss(5,45)=1,98; p=0,09]; [Fposis x
Tests(10,45)=0,55; p=0,84)]) vorbehandelten Tieren an Tag 18 (S-DFS ([Fasis(2,40)=0,6; p=0,57];
[Fiests(5,40)=0,48; p=0,78]; [Fposis x Tests(10,40)=0,99; p=0,46)] (A und B) zu beobachten.

An Tag 21 (C und D) zeigte sich ein dhnlicher Verlauf bei beiden Enantiomeren, wobei sich der
Test 4 bei 6mg S-DFA signifikant zu Test 1 unterscheidet (R-DFS (Faosis(2,45)=1,67; p=0,84];
[Fiests(5,45)=2,41; p=0,53]; [Fposis x 1ests(10,45)=0,93; p=0,51)]); (S-DFS ([Fuaosis(2,40)=0,96; p=0,42];
[Fiesis(5,40)=0,48; p=0,78]; [Fposis x Tests(10,40)=1,94; p=0,07)].
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Abbildung 22: Verlauf der Abstiegslatenzen [s] der theoretisch kumulierten Dosierungen von R-DFS an Tag
18 und 21 (A und C) und S-DFS (B und D) iiber die einzelnen Tests. Dargestellt als Mittelwerte £ SEM

(n=12).
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5. Ergebnisse

5.1.2 Difluor-Metamphetamin (MDFPPA)

5.1.2.1 R&S Enantiomere 0,1,2,4mg im Crossoverdesign

Der Verlauf der Sensitivierungsphase von Tag 1 bis Tag 9 im Verlauf eines Versuchstages
(Abbildung 23) zeigte, dass es sowohl iiber die Tage als auch iiber die einzelnen Tests zu einer
Sensitivierung des Abstiegsverhalten kam und diese an Tag 9 maximal ausgeprigt war. Die Tiere
waren somit zu Beginn der eigentlichen Testphase an Tag 12 maximal hochsensitiviert.
(R-MDFPPA  [Fr(3,140)=26,3; p<0,0001]; [Fiss(5,140)=10,51; p<0,0001];  [Fposis «
Tests(15,140)=0,89; p=0,0007]. S-MDFPPA Fr(3,140)=30,93; p<0,0001]; [Fiss(5,140)=9,96;
p<0,00017; [Fposis x tests(15,140)=3,15; p=0,0002]).
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Abbildung 23: Die Abstiegslatenzen [s] von R-MDFPPA (A) und S-MDFPPA (B) im Verlauf iiber die
Sensitivierungstage (1-9) im Tagesverlauf. Haloperidolinjektion (0,5mg/kg zum Zeitpunkt 0; Baseline-Tests
bei 30 und 60 min; Substanzinjektion bei 65 min, Tests auf Wirkstirke bei 90, 120, 150 und 180 min.
Dargestellt als Mittelwerte £ SEM (n=8§).

Die gemittelten Testtage im Verlauf liber die einzelnen Tests zeigt eine starke dosisabhingige
Wirkung des S-Enantiomer ([Fiee(3,140)=6,78; p=0,0014]; [Fiess(5,140)=27,78; p<0,0001]; [Fposis x
Tests(15,140)=2,88; p=0,0002]), wohingegen das R-Enantiomer ([Fe(3,140)=0,25; p=0,86];
[Fiests(5,140)=0,94; p=0,45]; [Fposis x Tess(15,140)=1,46; p=0,13]) keinen antikataleptischen Effekt
aufzeigt (Abbildung 24 A&B).
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Abbildung 24: Die Abstiegslatenzen [s] von R-MDFPPA (A) und S-MDFPPA (B) fiir die jeweiligen
Dosierungen im Tagesverlauf. Haloperidolinjektion (0,5mg/kg zum Zeitpunkt 0; Baseline-Tests bei 30 und 60
min; Substanzinjektion bei 65 min, Tests auf Wirkstdrke bei 90, 120, 150 und 180 min. Dargestellt als
Mittelwerte + SEM (n=8). Post-hoc Fisher's LSD Test: **p<0,01, * p<0,05 (Vergleich mit 60min); ##
p<0,01, #p<0,05 (Vergleich 90 mit 180min).

Die normalisierten Abstiegslatenzen zeigten nochmal deutlich einen starken dosisabhingigen
Verlauf bei S-MDFPPA ([Fuosis(3,28)=3,84; p=0,02]) und einen schwachen bei R-MDFPPA
([Faosis(3,28)=2,11; p=0,29]) (Abbildung 25).
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Abbildung 25: Die Darstellung der normalisierten Abstiegslatenzen von R- und S-MDFPPA als relative
Katalepsichemmung (Abstiegslatenz t(Test 3-6)/ t(Test 1-2))(n=8). Post-hoc Dunnett’s-Test: ** p<0,01; *
p<0,05 zur Kontroll-Gruppe.

Eine Auftrennung der Ergebnisse auf die einzelnen Testtage (Abbildung 26) zeigte bei R-MDFPPA
(A) eine leichte Reduktion der Abstiegslatenz bei der 4 mg/kg Behandlung an Tag 21 im Vergleich
zu den Vortagen. Ansonsten lag insgesamt keine antikataleptische Wirkung vor.

Bei S-MDFPPA (B) ist der dosisabhingige Verlauf klar zu erkennen. 1 mg entfaltete seine Wirkung
erst am zweiten Behandlungstag, verbesserte sich dann aber iiber die restlichen Tage. Bei 2 mg
schwankte der Verlauf mit hohen Standardabweichungen, an Tag 18 war die Abstiegslatenz am
starksten verringert. Bei 4 mg kam es, nach geringen Abstiegslatenzen an den ersten zwei

Behandlungstagen, zu einem Anstieg an Tag 18 und 21.
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Abbildung 26: Verlauf der Abstiegslatenzen [s] von R-MDFPPA (4A) und S-MDFPPA (B) der einzelnen
Dosierungen tiber die Testtage. Dargestellt als Mittelwerte = SEM (n/Dosis/Tag=2).

Die Kontrolle 0 mg in den zwei Gruppen zeigten einen stabilen Verlauf bei R-MDFPPA und bei S-
MDFPPA eine verminderte Abstiegslatenz an Tag 18 und 21 an. Das Auftragen der Kontrolle dient
dem Erkennen eines evtl. durch das Crossover-Design bedingten Kumulationseffekt, der sich in der
(theoretisch maximal ausgepréigten Katalepsie) als verringerte Abstiegslatenzen zeigt (Abbildung

27).
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Abbildung 27: Verlauf der Abstiegslatenzen [s] der Kontrollgruppe (Vehikel) von R-MDFPPA (A) und S-
MDFPPA (B) im Vergleich zur Baseline am letzten Sensitivierungstag iiber die Testtage. Dargestellt als
Mittelwerte + SEM (n/Dosis/Tag=2).

5.1.2.2 S-MDFPPA 0,1,2 mg konstante Dosierungen

Bei S-MDFPPA wurde zudem eine Testreihe mit konstanten Dosierungen durchgefiihrt um einen
evtl. kumulativen Effekt besser erkennen zu konnen. Im Gegensatz zur Behandlung im
angewandten ,,Crossover*-Design in welchem alle Tiere alle Dosierungen erhielten, wurde hierbei
konstant eine Dosis verabreicht.

Der stabile Verlauf der Sensitivierungsphase von Tag 1 bis Tag 9, sowie die Sensitivierung im
Tagesverlauf ist fiir S-MDFPPA aufgetragen (Abbildung 28 A). Sowohl iiber die Tage als auch iiber
die einzelnen Tests kam es zu einer Sensitivierung des Abstiegsverhalten und einer maximalen
Auspriagung an Tag 9. Die Tiere waren somit zu Beginn der eigentlichen Testphase an Tag 12
maximal hochsensitiviert. [Fig(3,300)=34,9; p<0,0001]; [Fiss(5,300)=6,83; p<0,0001]; [Fposis x
Tests(15,300)=2,82; p=0,0004].
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5. Ergebnisse

Der Verlauf {iber die einzelnen Tests in der Testphase der Substanz [F..(2/305)=6,75; p=<0,0022];
[Fiests(5/305)=16,97; p<0,0001]; [Fposis x Tess(10/305)=7,2; p<0,0001] zeigt eine dosisabhingige
Verbesserung der Katalepsie (Abbildung 28 B).
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Abbildung 28: Die Abstiegslatenzen [s] von S-MDFPPA im Verlauf iiber die Sensitivierungstage (1-9) im
Tagesverlauf (n=16) (A).Die Abstiegslatenzen [s] von S-MDFPPA im Verlauf iiber die Testtage (12-21) im
Tagesverlauf (B). Haloperidolinjektion (0,5mg/kg zum Zeitpunkt 0; Baseline-Tests bei 30 und 60 min;
Substanzinjektion bei 65 min, Tests auf Wirkstdrke bei 90, 120, 150 und 180 min. Dargestellt als Mittelwerte
+ SEM (0 mg n=4; 1 und 2 mg je n=6). Post-hoc Fisher's LSD Test:**p<0,01, * p<0,05 (Vergleich mit
60min).

Die normalisierte Abstiegslatenzen von S-MDFPPA zeigen einen dosisabhidngigen Verlauf der
Gruppe ([Faosis(2,61)=0,94; p=0,007]). Dies ist ebenfalls fiir jede Dosis im Verlauf {iber die
einzelnen Testtage zu sehen (Abbildung 29).
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Abbildung 29: Die Darstellung der normalisierten Abstiegslatenzen von S-MDFPPA als relative

Katalepsiehemmung (Abstiegslatenz t(Test 3-6)/ t(Test 1-2))(0mg n=4; 1 und 2mg je n=06). Post-hoc Dunnett
's-Test: ** p<0,01; * p<0,05 zur Kontroll-Gruppe.
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Bei der Auftrennung der Gruppen auf die einzelnen Testtage ist zu sehen, dass sich der
antikataleptische Effekt dosisabhingig liber die Zeit entwickelte.

Bei 1mg ist ab Tag 15 eine verbesserte Abstiegslatenz zu sehen, die an Tag 18 signifikant
unterschiedlich zur Kontrolle war. Bei 2 mg direkt ab Tag 12 [Fpesis(2,183)=12,05; p<0,0001];
[Fiests(3,183)=2,23; p=0,08]; [Fposis x Tests(6,183)=2,82; p=0,002] (Abbildung 30).
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Abbildung 30: Verlauf der Abstiegslatenzen [s] von S-MDFPPA (A) der einzelnen Dosierungen iiber die
Testtage. Dargestellt als Mittelwerte £ SEM (0 mg n=4; 1 und 2 mg je n=6). Post-hoc Tukey-Kramer: **
p<0,01; * p<0,05 zur Kontroll-Gruppe.
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Die Kontrollgruppe (Omg) zeigte im Vergleich zur Baseline an Tag 9 der Sensitivierungsphase eine
stabil hohe Abstiegslatenz im Verlauf iiber die Testtage [Fi..e(4,479)=3,95 p=0,0037] (Abbildung
31).
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Abbildung 31: Verlauf der Abstiegslatenzen [s] der Kontrollgruppe (Vehikel) von S-MDFPPA iiber die
Testtage im Vergleich zur Baseline am letzten Sensitivierungstag. Dargestellt als Mittelwerte + SEM
(n/Dosis/Tag=2).
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5.1.2.3 Vergleich der verschiedenen Behandlungs-Design bei S-MDFPPA

Vergleicht man die 2 Versuchsreihen so ist zu sehen, dass die Ergebnisse fiir die gemittelten
Versuchstage, als relative Katalepsichemmung dargestellt, keinen signifikanter Unterschied
zwischen den zwei Gruppen zeigte [Fpesign(1,46)=0,11; p=0,74]; [Fawsis(2,46)=29,77; p<0,0001];
[Fbesign x Dosis(2,46)=0,36; p=0,7] (Abbildung 32).
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Abbildung 32: Die Darstellung der normalisierten Abstiegslatenzen von S-MDFPPA, mit Behandlung
crossover-Dosis und konstanter Dosis, als relative Katalepsiehemmung dargestellt (Abstiegslatenz t(Test 3-
6)/ t(Test 1-2))(konstant: 0 mg n=4, 1 und 2 mg je n=6, crossover: n=8§ ).

Uber die Testtage hinweg (Abbildung 33 A,B,C) war die Katalepsie der 0 mg Gruppe gleichmiBig
hoch (A). Bei den Gruppen 1 und 2 mg war die Katalepsie wéihrend der Pri-Tests ebenso hoch iiber
die Testtage, bei den Post-Tests wurden Unterschiede sichtbar: bei 1 mg (B) zeigte sich von Tag 15
an eine geringere Abstiegslatenz bei der Crossover-Dosierung, der Unterschied war allerdings nur
an Tag 21 stark ausgeprégt. Bei 2 mg (C) war der Unterschied an Tag 18 sehr stark ausgeprigt. Die
hohen Standardabweichungen bei der Betrachtung der einzelnen Versuchstage waren durch die

geringe Tierzahl pro Dosis pro Tag bedingt (n=2).
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Abbildung 33: Verlauf der Abstiegslatenzen [s] der 0 mg (A), 1 mg (B) und 2 mg (C)- Dosierung von S-
MDFPPA mit Behandlung crossover-Dosis und konstanter Dosis, sowohl prd- als auch post-Injektion der
Substanz, iiber die einzelnen Testtage. Dargestellt als Mittelwerte = SEM (n/Tag/Dosis= Dosis konstant: 0
mg n=2; 1 und 2 mg je n=3; Dosis crossover: n=2).
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5.1.3 Difluor-Amphetamin (DFA)

5.1.3.1 R&S Enantiomere 0,1,2,4 mg im Crossoverdesign

Sowohl iiber die Tage als auch iiber die einzelnen Tests kam es im Verlauf der Sensitivierungsphase
(Tag 1 — Tag 9, Abbildung 34) zu einer Sensitivierung des Abstiegsverhalten.Diese war an Tag 9
maximal ausgepridgt. Die Tiere waren somit bei Beginn der eigentlichen Testphase an Tag 12
maximal hochsensitiviert.

(R-DFA [Fiaee(3,140)=37,82; p<0,0001]; [Fiests(5,140)=7,08; p<0,00017]; [Fposis x Tests(15,140)=2,65;
p=0,0014]. S-DFA [Fi(3,40)=21,94; p<0,0001]; [Fess(5,140)=14,99; p<0,0001]; [Fposis «x
Tests(15,140)=2,51; p=0,0026].
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Abbildung 34: Die Abstiegslatenzen [s] von R-DFA (A) und S-DFA (B) im Verlauf iiber die
Sensitivierungstage (1-9) im Tagesverlauf. Haloperidolinjektion (0,5mg/kg zum Zeitpunkt 0; Baseline-Tests
bei 30 und 60 min; Substanzinjektion bei 65 min, Tests auf Wirkstirke bei 90, 120, 150 und 180 min.
Dargestellt als Mittelwerte = SEM (n=3§).
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In der Darstellung der gemittelten Testtage im Verlauf {iber die einzelnen Tests zeigte bei S-DFA
eine stark ausgeprigte dosisabhdngige Reduktion der Katalepsie, welche bei 4 mg bis zum letzten
Test anhielt [Faosis(3,140)=15,1; p<0,0001]; [Fiess(5,140)=32,52; p<0,0001; [Fposis x Tests(15,140)=6,65;
p<0,0001]. Bei der mit R-DFA behandelten Gruppe war die Katalepsie ausschlieBlich bei der 4mg
Dosierung an Test 3 stark gehemmt, welche sich aber an den folgenden Testtagen wieder reduzierte
[Faosis(3,140)=10,23; p=0,0001]; [Fiexs(5,140)=5,27; p=0,0002]; [Fposis x Tests(15,140)=3,47; p<0,0001]
(Abbildung 35 A&B).
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Abbildung 35: Die Abstiegslatenzen [s] von R-DFA (A) und S-DFA (B) fiir die jeweiligen Dosierungen
(mg/kg/ im Tagesverlauf. Haloperidolinjektion (0,5mg/kg zum Zeitpunkt 0; Baseline-Tests bei 30 und 60 min;
Substanzinjektion bei 65 min, Tests auf Wirkstdrke bei 90, 120, 150 und 180 min. Dargestellt als Mittelwerte
+ SEM (n=8). Post-hoc Fisher's LSD Test: **p<0,01, * p<0,05 (Vergleich mit 60min); ## p<0,01, # p<0,05
(Vergleich 90 mit 180min).
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5. Ergebnisse

Die Darstellung der normalisierten Abstiegslatenzen als relative Katalepsie verdeutlicht bei R-DFA
[Fposis(3,28)=8,16; p=0,0005] und S-DFA [Fpesis(3,28)=20,25; p<0,0001] eine dosisabhingige
Hemmung der Katalepsie, die bei S-DFA stirker ausgepragt war (Abbildung 36).
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Abbildung 36: Die Darstellung der normalisierten Abstiegslatenzen von R- und S-DFA als relative
Katalepsiechemmung (Abstiegslatenz t(Test 3-6)/ t(Test 1-2))(n=8). Post-hoc Dunnett’s-Test: ** p<0,01; *
p<0,05 zur Kontroll-Gruppe.
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5. Ergebnisse

Betrachtet man die Ergebnisse der einzelnen Dosierungen an den jeweiligen Testtagen, so ist zu
sehen, dass der starke Effekt von R-DFA (A) an Test 3 hauptsidchlich auf eine starke
antikataleptische Wirkung am vorletzten und letzten Testtag zuriickzufiihren war (Abbildung 37 A
und B). Bei S-DFA verliefen die antikataleptischen Wirkungen dosisabhingig.
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Abbildung 37: Verlauf der Abstiegslatenzen [s] von R-DFA (4) und S-DFA (B) der einzelnen Dosierungen
tiber die Testtage. Dargestellt als Mittelwerte = SEM (n/Dosis/Tag=2).
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5. Ergebnisse
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Abbildung 38: Verlauf der Abstiegslatenzen [s] der Kontrollgruppe (Vehikel) von R- und S-DFA iiber die
Testtage im Vergleich zur Baseline am letzten Sensitivierungstag. Dargestellt als Mittelwerte = SEM
(n/Tag=2).

Die Kontrolle (PBS) wies in der R-DFA-Gruppe an allen Testtagen eine stabil hohe Abstiegslatenz
auf, bei S-DFA war die Abstiegslatenz an den beiden letzten Testtagen leicht verringert, jedoch mit

héheren Abweichungen (Abbildung 38).
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5. Ergebnisse

5.1.3.2 Enantiomeremischungen mit Finaldosis 0,1,2,4 mg

Neben der normalen 1:1 Mischung der Enantiomere, dem sog. Racemat, wurden 1:3 und 3:1

Mischungen fiir die jeweiligen Finaldosierungen 1, 2 und 4 mg/kg verwendet.
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Abbildung 39: Die Abstiegslatenzen [s] der Enantiomermischungen im Verlauf iiber die Sensitivierungstage
(1-9) im Tagesverlauf. Haloperidolinjektion (0,5mg/kg zum Zeitpunkt 0, Baseline-Tests bei 30 und 60 min;
Substanzinjektion bei 65 min, Tests auf Wirkstdirke bei 90, 120, 150 und 180 min. Dargestellt als Mittelwerte
+ SEM (n=16).

Das Abstiegsverhalten der Tiere stieg iiber die Sensitivierungsphase und im Tagesverlauf
kontinuierlich und war an Tag 9 am hochsten und stabil ([Fie(3,300)=18,51; p<0,0001];
[Fiests(5,300)=27,27; p<0,0001]; [Fposis x Tests(15,300)=5,15; p<0,0001]) (Abbildung 39).

Betrachtet man die gemittelten Versuchstage im Verlauf iiber die einzelnen Tests (Abbildung 40 A,
B, C) ist zum einen der dosisabhingige Effekt zu sehen und zum anderen, die stirkste Wirkung bei
alleinigen oder groflen S-Anteil der Mischungen (A [Faosis(3,60)=1,51; p=0,26]; [Fiests(5,60)=2,83;
p=0,023]; [Fposis x Tess(10,60)=1,63; p=0,092]; B [Fausis(3,60)=0,58; p=0,63]; [Fiess(5,60)=6,49;
p<0,0001]; [Fposis x Tests(10,60)=0,81; p=0,66]; C [Faosis(3,60)=1,37; p=0,3]; [Fiests(5,60)=22,54;
p<0,00017]; [Fposis x Tess(10,60)=2,27; p=0,01]). Je hoher der R-Anteil desto schwicher ist die

Katalepsiechemmung.
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Betrachtet man die normalisierten Abstiegslatenzen (Abbildung 40 D, E, F) ist der gleiche Effekt
offensichtlich ([Fuosis(3,12)=17; p=0,0001] [Faosis(3,12)=1,32; p=0,33] [Faosis(3,12)=1,94; p=0,19]).
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Abbildung 40: Abbildung 22: Ergebnisse der Racematmischungen von DFA Gesamtdosis 1mg (A und C), 2
mg (B und D) und 4 mg (C und E). Ergebnisse der einzelnen Tests der Testtagen 12-21 gemittelt.
Haloperidolgabe (0,5mg/kg) 30 min vor Test 1; Substanzgabe sofort nach Test 2 (Mittelwert£SEM) (linke
Spalte). Normalisierte Abstiegslatenzen der Racematmischung von DFA (rechte Spalte) als relative
Katalepsie fiir alle Testtage gemittelt. Die mittlere Abstiegslatenz der Tests 3-6 (nach Injektion) wurde durch
die mittlere Abstiegslatenz von Test 1 und 2 (vor Injektion) dividiert und als relative Katalepsie angegeben.
Kleine Quotienten sprechen hier fiir eine starke Hemmung der Katalepsie;, grofie Quotienten fiir eine
verminderte Katalepsiechemmung ( n=4). A-C: Post-hoc Fisher’s LSD Test: **p<0,01, * p<0,05 (Vergleich
mit 60min). D-F: Post-hoc Dunnett’s-Test: ** p<0,01; * p<0,05 zur Kontroll-Gruppe.
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Die Kontrollgruppe der Enantiomeremischungen zeigte eine konstant hohe Abstiegslatenz iiber die

einzelnen Versuchstage [Fuosis(3,92)=2,44; p=0,07] (Abbildung 41).
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Abbildung 41: Verlauf der Abstiegslatenzen [s] der Kontrollgruppe (Vehikel) der Enantiomermischungen
tiber die Testtage im Vergleich zur Baseline am letzten Sensitivierungstag. Dargestellt als Mittelwerte £+ SEM
(n/Dosis/Tag=4).
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5.1.3.3 Enantiomermischungen - mit Finaldosis 4-8mg

In diesem Experiment wurden der S-DFA Anteil stets konstant bei 4 mg gehalten und nur der R-
DFA Anteil (0, 1, 2, 4 mg) verdndert. Der Verlauf der Sensitivierung verstirkte sich sowohl iiber die
Tage als auch im Tagesverlauf und war an Tag 9 maximal ausgepriagt [Fie(3,300)=47,89;
p<0,0001]; [Fiess(5,300)=18,84; p<0,0001]; [Fposis x Tesis(15,300)=4,7; p<0,0001] (Abbildung 42 A).
Die Ergebnisse der gemittelten Testtage im Verlauf iiber die einzelnen Tests zeigten keine
Unterschiede zwischen den Gruppen [Fesis(3,300)=0,23; p<0,87]; [Fress(5,300)=95,8; p<0,0001];
[Fposis x Tests(15,300)=0,38; p=0,98] (Abbildung 42 B).

A 380 B S50

a0l 00

250 250
200

163

Arategeiatznz [g]
Mrategslatanz [=]

1}

5

Zesil [rom] Zesil frmm]

Abbildung 42: Die Abstiegslatenzen [s] der Enantiomeremischung im Verlauf iiber die Sensitivierungstage
(1-9) im Tagesverlauf (4) und im Verlauf iiber die Testtage (12-21) (B). Haloperidolinjektion (0,5mg/kg zum
Zeitpunkt 0; Baseline-Tests bei 30 und 60 min,; Substanzinjektion bei 65 min, Tests auf Wirkstdrke bei 90,
120, 150 und 180 min. Dargestellt als Mittelwerte £ SEM (n=16 bzw. 4). Post-hoc Fisher's LSD Test:
**n<0,01, * p<0,05 (Vergleich mit 60min).

Bei den normalisierten Abstiegslatenzen war ebenfalls kein Unterschied zwischen den einzelnen

Enantiomermischungen zu erkennen [Fosis(3,60)=0,15; p=0,92] (Abbildung 43).
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Abbildung 43: Die Darstellung der normalisierten Abstiegslatenzen der Enantiomermischungen als relative
Katalepsichemmung (Abstiegslatenz t(Test 3-6)/ t(Test 1-2))(n=4).

350

300

250
g 200 012
2 @15
s 150 @18
Iz -[ I m 2
=T

100 J

50 T

7
/
0 Z —1

54RO 54 R1 54 R2 S4 R4

Dosierung [mafkal

Abbildung 44: Verlauf der Abstiegslatenzen [s] der einzelnen Enantiomermischungen tiber die Testtage.
Dargestellt als Mittelwerte = SEM (n=2).
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Beim Vergleich der Katalepsichemmung an den einzelnen Testtagen zeigte sich bei S-DFA alleine
eine Reduktion am letzten Tag, bei allen anderen Gruppen war stets am letzten Tag eine geringere

Katalepsiechemmung zu verzeichnen, am ersten Tag aber eine sehr hohe (Abbildung 44).

Bei der Auftrennung der relativen Katalepsichemmung auf die einzelnen Testtage siecht man bei der
S4R0 Gruppe eine hohere Abstiegslatenz am ersten Tag und die niedrigste am zweiten Tag. Bei
S4R1 stieg die Abstiegslatenz tiber die Tage an, ebenso bei S4R2. Bei S4R4 zeigten sich niedrige
Abstiegslatenzen am ersten und dritten Tag (Abbildung 45).
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Abbildung 45: Die Darstellung der normalisierten Abstiegslatenzen der Enantiomermischungen als relative
Katalepsiechemmung an den einzelnen Testtagen (Abstiegslatenz t(Test 3-6)/ t(Test 1-2))(n=2).
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5.1.3.4 DFA Enatiomere 4 mg mit Antagonisten

Mit Hilfe der Antagonisten Citalopram (SERT) und WAY 100635 (5-HT;x) wurde das
Bindungsverhalten von R- und S-DFA untersucht.

Die Sensitivierung verstdrkte sich konstant und zeigt eine maximale Ausprigung am letzten
Sensitivierungstag [Fue(3,140)=20,21; p<0,0001]; [Fess(5,140)=10,19; p<0,0001]; [Fposis «x
Tests(15,140)=2,78; p=0,0009] [Fiee(3,140)=7,18; p=0,001]; [Fess(5,140)=10,45; p<0,00017]; [Fposis
Tests(15,140)=2,97; p=0,0004] (Abbildung 46 A).
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Abbildung 46: Die Abstiegslatenzen [s] von R-DFA (A) und S-DFA (B) im Verlauf iiber die
Sensitivierungstage (1-9) im Tagesverlauf. Haloperidolinjektion (0,5mg/kg zum Zeitpunkt 0; Baseline-Tests
bei 30 und 60 min; Substanzinjektion bei 65 min, Tests auf Wirkstirke bei 90, 120, 150 und 180 min.
Dargestellt als Mittelwerte £ SEM (n=8).

Die Kontrollgruppe 4mg (Behandlung mit 4mg/kg S-DFA alleine) zeigte wie erwartet eine starke
antiparkinsonoide Wirkung. Sowohl die Vorbehandlung mit CIT als auch mit WAY zeigten eine
signifikante Hemmung dieser Wirkung, wobei CIT tendenziell etwas stirker wirkte, insbesondere
zum frithen Zeitpunkt der Messung. Wenn beide Substanzen zusammen gegeben wurden, wurde die
antikataleptische Wirkung von S-DFA vollstindig antagonisiert, es kam sogar zu einer Verstirkung
der Katalepsie [Faosis(3,140)=4,2; p=0,014]; [Fiests(5,140)=5,09; p=0,00037; [Fposis x Tests(15,140)=3,92;
p<0,0001] (Abbildung 47 B). Bei R-DFA war keine Wirkung zu sehen [Fois(3,140)=0,4; p=0,75];
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[Fress(5,140)=0,51; p=0,77]; [Fposis x rests(15,140)=1,44; p=0,13] (A).

Die normalisierten Abstiegslatenzen zeigten eine starke Katalepsichemmung bei S-DFA alleine.
Zusammen mit den Antagonisten zeigte die Kombination Citalopram und WAY-100635 die
geringste  Katalepsichemmung, gefolgt von Citalopram alleine [Faois(1/28)=1; p=0,32]
[Faosis(1/28)=8,91; p=0,058] (Abbildung 48).
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Abbildung 47: Die Abstiegslatenzen [s] von R-DFA (4) und S-DFA (B) fiir die jeweiligen Antagonisten-
Behandlungen (mg/kg) im Tagesverlauf. Haloperidolinjektion (0,5mg/kg zum Zeitpunkt 0, Baseline-Tests bei
30 und 60 min; Substanzinjektion bei 65 min, Tests auf Wirkstdrke bei 90, 120, 150 und 180 min. Dargestellt
als Mittelwerte + SEM (n=8). Post-hoc Fisher's LSD Test: **p<0,01, * p<0,05 (Vergleich mit 60min).
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Abbildung 48: Die Darstellung der normalisierten Abstiegslatenzen von R- und S-DFA mit Antagonisten-
Behandlungen als relative Katalepsiehemmung (Abstiegslatenz t(Test 3-6)/ t(Test 1-2)) (n=8). Post-hoc
Fisher's LSD Test: **p<0,01, * p<0,05 (Vergleich mit 4mg).
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5.2 Versuchsreihe MFB- Lisionsmodell und Steppingtest

20 (bei MDFPPA) bzw. 14 (bei DFA) Tage postoperativ wurde ein Test zur Lasionskontrolle
durchgefiihrt und unzureichend ldsionierte Tiere (mehr als 4 Ausgleichschritte mit der
kontralateralen Pfote) aus dem Experiment ausgeschlossen.

Es wurden aufeinander folgend drei Versuchsblocke mit jeweils 1, 2 und 4 mg/kg S-MDFPPA bzw.
S-DFA durchgefiihrt. Der Kontrollgruppe wurde das Vehikel (VEH) PBS injiziert.

Die Behandlung erfolgte jeweils tiglich iiber 8 Tage, getestet wurde nur an jedem ersten, vierten
und achten Tag. Zwischen den einzelnen Blocken waren je 2 Tage ohne Behandlung (siehe
Abbildung 19).

Direkt vor Substanzgabe wurde ein Prd-Test durchgefiihrt, der dem Aufzeigen von evtl.
kumulativen Effekte diente. Zwischen Substanzgabe und dem Post-Test lagen 1,5 Stunden

Wartezeit, zur Anflutung der Substanz.

5.2.1 S-Difluor-Metamphetamin 1,2,4 mg kontinuierlich

Bei 1 mg S-MDFPPA war an allen Tagen der Unterschied zwischen der linken gesunden
(ipsilateral) und der rechten beeintrachtigten (kontralateral) Pfote signifikant. .Die Kontrollgruppe
(VEH) machte bei der Bewegungsrichtung "Ziehen" vor und nach Behandlung keine signifikant
unterschiedlich viele Ausgleichsschritte (Abbildung 49A,B,C). An Tag 1 (A) waren die
Ausgleichsschritte der kontralateralen Pfote flir beide Gruppen und Bewegungsrichtungen
signifikant reduziert (ziehen:[Frehandiung( 1,8)=0,21; p=0,651; [Frroe(1,8)=122,14 p<0,0001]; [Frehandiung x
rroe(1,8)=0,98; p=0,017]; [Fre(1,8)=3,47; p=0,09]; [Foehandtung x Test(1,8)=0,86; p=0,37]; [Frroe x
Test(1,8)=4,4; p=0,0,07]; [Fpehandiung x Prote x Test(1,8)=25,87; p=0,0009]). Betrachtet man die rechte Pfote,
so fiihrten die Tiere bei der Bewegungsrichtung "Schieben" eine leicht erhohte Anzahl an
Ausgleichsschritten aus. An Tag 4 (B) war bei der rechten Pfote ein groBer Unterschied zwischen
den Bewegungsrichtungen zu erkennen. Der Posttest zeigte bei der Substanzgruppe bei "Ziehen"
einen leichten Anstieg der Ausgleichsschritte [Fpehandung(1,8)=2,18; p=0,17]; [Fpe(1,8)=170,6;
p<0,0001]; [Faehandiung x prote( 1,8)=24,39; p=0,001]; [Fres(1,8)=9,79; p=0,014]; [Fiehandiung x Test(1,8)=13,5;
p=0,0063]; [Fpote x Test(1,8)=2,05; p=0,197; [Fiehandiung x prote x Test(1,8)=5,1; p=0,055]

An Tag 8 (C) kam es bei der linken gesunden Pfote bei "Ziehen" zu einer leichten Abnahme der
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Ausgleichsschritte in der Substanzgruppe. Die rechte Pfote zeigte bei "Ziehen" zwischen den
Gruppen und Behandlungen keinen Unterschied [Fpenanaune(1,8)=0,167; p=0,69]; [Fpre(1,8)=45,51;
p=0,0001]; [Fpehandiung x prote(1,8)=18,98; p=0,0024]; [Frest(1,8)=0; p=1]; [Frehandiung x mest(1,8)=0,34;
p=0,57]; [Frote x Test( 1,8)=5,41; p=0,048]; [Frechandiung x rote x Test( 1,8)=3,8; p=0,081].

Bei "Schieben" waren die Ausgleichsschritte der Kontrolle beim Posttest erhoht, bei der
Substanzgruppe beim Prad- und Posttest gleich, aber im Vergleich zu "Ziehen" erhdht.

Bei 2 mg MDFPPA (Abbildung 50 A,B,C) war an allen Tagen ein signifikanter Unterschied
zwischen der linken gesunden Pfote und der rechten Beeintrichtigten zu erkennen. Betrachtet man
die rechte Pfote so machten die Tiere bei der Bewegungsrichtung "Schieben" mehr
Ausgleichsschritte (Tag 11 [Fgenanduneg(1,8)=2,17; p=0,18]; [Frrowe(1,8)=22,52 p=0,0015]; [Frehandiung x
prore(1,8)=4,53; p=0,0606]; [Fres(1,8)=0,04; p=0,83]; [Foehandatng x test(1,8)=0,13; p=0,73]; [Frroee «
Test(1,8)=19,36; p=0,002]; [Fgehandiung x prote x Test(1,8)=3,8; p=0,086]; Tag 14 [Fgehandung(1,8)=0,075;
p=0,791; [Frrre(1,8)=34,5 p=0,0004]; [Fpehandung x prote(1,8)=0,88; p=0,37]; [Fre(1,8)=0,45; p=0,51];
[Fiehandiung x Test(1,8)=0,13; p=0,75]; [Frrore x mest(1,8)=5,4; p=0,04]; [Fochandtung x pote x Test(1,8)=2,33;
p=0,16]; Tag 18 [Fgehandune(1,8)=0,5; p=0,49]; [Frrore(1,8)=102,5 p<0,0001]; [Fpehandiung x pote(1,8)=5,8;
p=0,042]; [Fre«(1,8)=6,32; p=0,36]; [Faehandung x Test(1,8)=16,9; p=0,003]; [Fpiore x Test(1/8)=2,03;
p=0,197; [Faehandiung x pfote x Test(1,8)=2,33; p=0,16]). Bei der Bewegungsrichtung "Ziehen" kam es beim
Posttest der Substanzgruppe zu einer kontinuierlichen Zunahme der Ausgleichsschritte iiber die
Tage (Tag 11 [Foehanding(1,8)=0,122; p=0,73]; [Frrore(1,8)=130,1 p<0,00017]; [Fpehandtung x proe( 1,8)=2,12;
p=0,18]; [Frest(1,8)=0,0094; p=0,92]; [Fpehandiung x Test(1,8)=17,0; p=0,0033]; [Fpiote x Test(1,8)=23,16;
p=0,0013]; [Fhehandimg x proe x 7est(1,8)=7,3; p=0,027]; Tag 14 [Faehanaung(1,8)=0,075; p=0,79];
[Freoe( 1,8)=34,5 p=0,0004]; [Fpehandiung x prote(1,8)=0,88; p=0,37]; [Frest(1,8)=0,45; p=0,517; [Fpenandiung x
Test(1,8)=0,13; p=0,75]; [Friote x Test(1,8)=5,4; p=0,04]; [Fpehandung x prote x Test(1,8)=2,33; p=0,16]; Tag 18
[Foehandiung(1,8)=0,5; p=0,49]; [Frrowe(1,8)=102,5 p<0,0001]; [Frehandiung x prote( 1,8)=5,8; p=0,042];
[Fres(1,8)=6,32; p=0,36]; [Fochanding x 1est(1,8)=16,9; p=0,003]; [Fprore x res(1,8)=2,03; p=0,19];
[Foehandiung  x  prote x  Test(1,8)=2,33; p=0,16]. Bei der Substanzgruppe war die Anzahl der
Ausgleichsschritte bei "Ziehen" im Posttest signifikant hoher als im Prétest. An allen Tagen waren
die Ausgleichsschritte der Bewegungsrichtungen ,,Ziehen* fiir die Kontrolle im Vergleich mit der

Substanzgruppe gleichméalig gering, bei "Schieben" dagegen gleichméalig erhoht.
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Abbildung 49: Ergebnisse der Stepping-Tests fiir 1 mg S- MDFPPA. Behandlung mit Substanz (n=35) bzw.
Vehikel PBS (VEH) (n=35) erfolgte jeden Tag (Tag 1-8), Tests nur an den Tagen 1, 4 und 8. Aufgetragen sind
die gemittelten Ausgleichsschritte der ipsilateralen (links) und der kontralateralen (vechts) Pfote, fiir die
beiden Bewegungsrichtung ,, Ziehen* und ,,Schieben *
SEM. Post-hoc Fisher’'s LSD Test: **p<0,01, * p<0,05 (Vergleich links, rechts); ## p<0,01, # p<0,05

(Vergleich prd, post).
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Abbildung 51: Ergebnisse der Stepping-Tests fiir 4 mg S- MDFPPA. Behandlung mit Substanz (n=>5) bzw.
Vehikel PBS (VEH) (n=35) erfolgte jeden Tag (Tag 21-28), Tests nur an den Tagen 21, 24 und 28.
Aufgetragen sind die gemittelten Ausgleichsschritte der ipsilateralen (links) und der kontralateralen (rechts)
Pfote, fiir die beiden Bewegungsrichtung ,,Ziehen* und , Schieben* im Prd- und Post-Test. Dargestellt als
Mittelwerte £ SEM. Post-hoc Fisher's LSD Test: **p<0,01, * p<0,05 (Vergleich links, rechts); ## p<0,01, #
p<0,05 (Vergleich prd, post).

Die hochste Dosis 4 mg (Abbildung 51 A,B,C) bewirkte einen starken Anstieg der Anzahl der
Ausgleichsschritte der beeintrichtigten Pfote bei "Ziehen" des Posttest. Die Kontrollgruppe war bei



"Ziehen" konstant niedrig. Bei der linken gesunden Pfote der Substanz-Gruppe kam es bei der
Bewegungsrichtung "Ziehen" zu einer Abnahme der Ausgleichschritte an allen Tagen, die am
letzten Tag (C) am stirksten ausgeprigt war (Tag 21 [Fgenanaune(1,8)=0,00096; p=0,97];
[Frrote(1,8)=232,8 p<0,0001]; [Faehandiung x pote(1,8)=0,27; p=0,09]; [Frest(1,8)=0,39; p=0,54]; [Fsechandiung x
Test(1,8)=1,33; p=0,28]; [Frrote x Test(1,8)=7,26; p=0,028]; [Frehandiung x prote x Test( 1,8)=0,5; p=0,46]; Tag 24
[Fpehandiung(1,8)=0,58; p=0,81]; [Fprwe(1,8)=247,1 p<0,0001]; [Fpehandng x prore(1,8)=2,3; p=0,16];
[Frest(1,8)=0,03; p=0,861; [Fgehandiung x Test(1,8)=0,47; p=0,51; [Fptote x Test(1,8)=8,58; p=0,019]; [Fpehandtung x
prote x Test(1,8)=3,75; p=0,088]; Tag 28 [Faenanaine(1,8)=3,37; p=0,31; [Frroe(1,8)=111,6 p<0,00017;
[Fpehandiung x prote(1,8)=1,6; p=0,23]; [Frest(1,8)=1,31; p=0,28]; [Faehandiung x Test(1,8)=0,93; p=0,36]; [Fpote x
Test(1,8)=4,42; p=0,07]; [Fbehandiung x prote x Test(1,8)=2,75; p=0,13]).

Bei der Bewegungsrichtung "Schieben" war die Anzahl der Ausgleichschritte der Kontrollgruppe
stets hoher als die der Substanzgruppe, am stirksten war der Unterschied an Testtag 4 (B) (Tag 21
[Foehanane(1,8)=1,1; p=0,32]; [Fproee(1,8)=64,01 p<0,0001]; [Fpehandiune x prore(1,8)=0,21; p=0,65];
[Frest(1,8)=0,15; p=0,7]; [Fpehandiung x Test(1,8)=0,13; p=0,72]; [Fptote x Test(1,8)=2,1; p=0,18]; [Fpehandiung
pote x Test(1,8)=2,6; p=0,14]; Tag 24 [Faenandung(1,8)=0,04; p=0,81]; [Fprwe(1,8)=15,72 p=0,0041];
[Fehandiung x prore(1,8)=1,2; p=0,3]; [Frest(1,8)=0,25; p=0,63]; [Frehandiung x Test( 1,8)=0,88; p=0,37]; [Frrote x
Test(1,8)=1,56; p=0,24]; [Fehandiung x pfote x Test( 1,8)=4,45; p=0,06]; Tag 28 [Faehandaine(1,8)=0,04; p=0,81];
[Freoe(1,8)=15,72 p=0,0041]; [Fpehandiung x prote(1,8)=1,2; p=0,3]; [Frest(1,8)=0,25; p=0,63]; [Fpehandiune
Test(1,8)=0,88; p=0,371; [Frote x Test( 1,8)=1,56; p=0,241]; [Frehandiung x pfote x Test( 1,8)=4,45; p=0,06]).

Bei beiden Gruppen sind mehr Ausgleichsschritte beim Posttest zu sehen.

5.2.2 S- Difluor-Amphetamin 1, 2, 4 mg

Bei 1 mg DFA war an allen Tagen ein signifikanter Unterschied zwischen der linken gesunden Pfote
und der rechten Beeintrachtigten zu erkennen. Bei der beeintrichtigten rechten Pfote zeigte sich
jedoch noch kein bzw. nur ein minimaler Effekt bei der Bewegungsrichtung "Ziehen" an Tag 1
[Frioe(1,6)=632,2 p<0,0001]; [Fres(1,6)=0,57; p=0,47]; [Friore x mest(1,6)=0,06; p=0,8]; Tag 4
[Freote(1,6)=198,5,2 p<0,0001]; [Fres(1,6)=2,57; p=0,6]; [Frore x 1est(1,6)=1,66; p=0,24] und Tag 8
[Fproe(1,6)=225,94 p<0,0001]; [Fres(1,6)=1,798; p=0,231]; [Fpfote x Test( 1,6)=2,28; p=0,18].

"Schieben" war im Vergleich dazu nahezu bei allen Tagen auf dem Niveau der gesunden Pfote (Tag

I[FPfote(l 36):1 p:033]a [FTest(l :6):0a5; p:0=48], [FPfote X Test(l 36):1 :479 p:O:27]a Tag 4

81



[Frowe(1,6)=12,47 =0,012]; [Frest(1,6)=0,22; p=0,65]; [Fpote x est(1,6)=0,36; p=0,56]]; [Fproe(1,6)=3,45
p=0,11]; [Fres(1,6)=2,5; p=0,16]; [Fpore x 1est(1,6)=0,05; p=0,81]; Tag 8 [Fprore(1,6)=3,45 p=0,11];
[Frest(1,6)=2,5; p=0,16]; [Fptote x 7est(1,6)=0,05; p=0,81] (Abbildung 52 A,B,C).

Bei 2 mg zeigte sich bei der rechten Pfote bei der Bewegungsrichtung "Ziehen" stets eine leichte

Verbesserung im Post-Test, der Prd- Test blieb unverdndert niedrig (Tag 11 [Fpwe(1,6)=103
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Abbildung 52: Ergebnisse der Stepping-Tests fiir 1 mg S- DFA (n=4). Die Behandlung erfolgte jeden Tag
(Tag 1-8), Tests nur an den Tagen 1, 4 und 8. Aufgetragen sind die gemittelten Ausgleichsschritte der
ipsilateralen (links) und der kontralateralen (rechts) Pfote, fiir die beiden Bewegungsrichtung ,, Ziehen* und
,Schieben* im Prd- und Post-Test. Dargestellt als Mittelwerte £ SEM. Post-hoc Fisher's LSD Test:
**p<0,01, * p<0,05 (Vergleich links, rechts),; ## p<0,01, # p<0,05 (Vergleich prd, post).
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p<0,0001]; [Frex(1,6)=0,04; p=0,8]; [Frie x 1es(1,6)=7,19; p=0,036]; Tag 14 [Fpue(1,6)=77,42
p=0,0001]; [Fre(1,6)=1,41; p=0,27]; [Frme » 1x(1,6)=1,1; p=0,33]; Tag 18 [Foue(1,6)=314,68
p<0,00017; [Fre(1,6)=1,88; p=0,231; [Frtote x ret(1,6)=6,28; p=0,046]).
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Abbildung 53: Ergebnisse der Stepping-Tests fiir 2 mg S- DFA (n=4). Die Behandlung erfolgte jeden Tag
(Tag 11-18), Tests nur an den Tagen 11, 14 und 18. Aufgetragen sind die gemittelten Ausgleichsschritte der
ipsilateralen (links) und der kontralateralen (rechts) Pfote, fiir die beiden Bewegungsrichtung ,, Ziehen * und
,Schieben* im Prd- und Post-Test. Dargestellt als Mittelwerte + SEM. Post-hoc Fisher’s LSD Test:
**p<0,01, * p<0,05 (Vergleich links, rechts), ## p<0,01, # p<0,05 (Vergleich prd, post).
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Bei "Schieben" ([Fpre(1,6)=8,71 p=0,025]; [Fres(1,6)=1,4; p=0,28]; [Fpiote x Test(1,6)=0,56; p=0,47]
[Freoe(1,6)=6,38 p=0,044]; [Fres(1,6)=2,8; p=0,14]; [Frrore x 1est(1,6)=0,14; p=0,7]; [Frrore(1,6)=7,1
p=0,037]; [Fre(1,6)=2,27; p=0,18]; [Fprore x mest(1,6)=0,13; p=0,72]) war die Anzahl der
Ausgleichsschritte nun insgesamt geringer und an Tag 14 und 18 zeigte sich ebenfalls ein

Unterschied zwischen Prd und Post-Test (Abbildung 53 A,B,C).

Die 4 mg Dosis zeigte bei der kontralateralen Pfote eine Verbesserung in der Anzahl der
Ausgleichsschritte bei der Bewegungsrichtung "Ziehen" im Post-Test, die am Tag 8 (C) am
hochsten ausgeprigt war (Tag 21[Fpge(1,6)=25,59 p=0,0023]; [Fres(1,6)=2,6; p=0,15]; [Fprore x
Test(1,6)=11,43; p=0,014]; Tag 24 [Fpse(1,6)=13,45 p=0,015]; [Fres(1,6)=0,045; p=0,83]; [Frrote x
rest(1,6)=1,7; p=0,26]; Tag 28 [Fpuwe(1,6)=17,67 p=0,0057]; [Fre«(1,6)=2,02; p=0,199]; [Friore x
Test(1,6)=8,33; p=0,02].

Bei "Schieben" nahm Anzahl der Ausgleichsschritten beim Post-Test ab (Tag 21[Fpge(1,6)=11,52
p=0,014]; [Fre(1,6)=1,4; p=0,28]; [Fptoe x rest(1,6)=1,38; p=0,28]; Tag 24 [Fpore(1,6)=36,9 p=0,0009];
[Frest(1,6)=9,8; p=0,02]; [Frrote x 7est(1,6)=0,08; p=0,78]; Tag 28[Fprwe(1,6)=12,21 p=0,019];
[Fres(1,6)=0,74; p=0,422]; [Frrote x Test(1,6)=2,51; p=1,63]). Zudem zeigte sich ein Einfluss auf die
linke gesunde Pfote bei der Bewegungsrichtung "Ziehen". Am ersten Tag war die Anzahl der
Ausgleichsschritte im Post-Test im Vergleich zum Pri-Test (A). An Tag 24 (B) und 28 (C) war der
Effekt allerdings wieder geringer ausgeprégt (Abbildung 54 A,B,C).
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Abbildung 54: Ergebnisse der Stepping-Tests fiir 4 mg S- DFA (n=4). Die Behandlung erfolgte jeden Tag
(Tag 21-28), Tests nur an den Tagen 21, 24 und 28. Aufgetragen sind die gemittelten Ausgleichsschritte der
ipsilateralen (links) und der kontralateralen (rechts) Pfote, fiir die beiden Bewegungsrichtung ,, Ziehen* und
,Schieben* im Prd- und Post-Test. Dargestellt als Mittelwerte £ SEM. Post-hoc Fisher’'s LSD Test:
**p<0,01, * p<0,05 (Vergleich links, rechts); ## p<0,01, # p<0,05 (Vergleich prd, post).
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5.2.3 MDFPPA, DFA und Kontrolle im direkten Vergleich

Die Ausgleichschritte mit der ipsi- und kontralateralen Pfote wurden hier, getrennt nach ,,Ziehen*
und ,,Schieben®, als IAS nach Tillerson (Tillerson et al., 2001) aufgetragen. Dabei bedeuten hohe
Werte (0,5-1), dass die meisten bzw. alle Ausgleichsschritte mit der ipsilateralen Pfote durchgefiihrt
wurden. Je geringer die Werte desto mehr mehr Ausgleichsschritte wurden mit der kontralateralen
Pfote durchgefiihrt bzw. desto ausgewogener ist das Verhidltnis zwischen ipsilateraler und
kontralateraler Seite.

Bei der Bewegungsrichtung ,,Ziehen* (Abbildung 55 A) zeigte sich bei der Behandlung mit 1mg
kein Unterschied zwischen den Gruppen. Sie lagen in etwa auf dem Niveau der Kontrollgruppe.
Einzig der Post-Test von Tag 4 war bei S-MDFPPA leicht verbessert [Fgehandune(2,22)=0,77;
p=0,481]; [Fzi(2,22)=0,073 p=0,92]; [Fgehandiung x zit(2,22)=0,65; p=0,62]; [Fre(2,22)=5,9; p=0,03];
[Feehandiung x Test(2,22)72,9; p=0,09]; [Fzeit x 7est(2,22)=0,89; p=0,42]; [Frchandiung x zeit x Test(2,22)=0,57;
p=0,68].

Bei 2mg wurden Unterschiede sichtbar: S-MDFPPA wirkte im Post-Test stirker als S-DFA. Die
Wirkung wihrend der Pra-Tests waren vergleichbar [Fgenanaung(2,22)=1,09; p=0,36]; [Fzi(2,22)=1,17
p=0,32]; [Fhehandiung x zit(2,22)=1,39; p=0,26]; [Fres(2,22)=15,3; p=0,0024]; [Fgehandiung x Test(2,22)=5,78;
p=0,019]; [Fzeitx est(2,22)=1,82; p=0,18]; [Fiehandung x zeit x est(2,22)=1,47; p=0,25].

Bei 4mg war die stirkere Wirkung von S-MDFPPA im Vergleich zu DFA weiterhin zu sehen, wobei
der Unterschied an Tag 28 am stirksten ausgeprigt war. S-MDFPPA unterlag starken
Schwankungen zwischen Pra- und Post-Test (sehr hohe Werte bei Prd und sehr geringe bei Post).
Die Kontrolle zeigte iiber alle Tage hinweg keinen Effekt [Fgehanaung(2,22)=3,42; p=0,069];
[Fzei(2,22)=1,1; p=0,36]; [Fpehandiung x zeit(2,22)=1,49; p=0,24]; [Fres(2,22)=13,33; p=0,038]; [Fsenandiung
xTest(2,22)=6,52; p=0,0134]; [Freitx1es(2,22)=0,49; p=0,62]; [Fehandiung x zeit x Test(2,22)=0,08; p=0,98].

Fir die Bewegungsrichtung "Schieben" (Abbildung 55 B) zeigte sich bei Img noch keine
nennenswerten Unterschiede zwischen den Behandlungen iiber die Zeit. Im Vergleich der Tests und
zwischen den Behandlungen ist allerdings ein signifikanter Unterschied zu sehen
([Fiehanaung(2,22)=0,4; p=0,069]; [Fzi(2,22)=0,24; p=0,74]; [Feehanaung x zi(2,22)=0,55; p=0,69];
[Fres(2,22)=4,18; p=0,038]; [Frehandiung x Test(2,22)=6,52; p=0,0134]; [Fzei x 7est(2,22)=0,133; p=0,98];
[Fehandtung x zeit x Test(2,22)=0,67; p=0,61]).

Bei 2mg ist ebenfalls kein signifikanter Unterschied zu erkennen ([Fgenanang(2,22)=1,04; p=0,38];
[Fzi(2,22)=1,73; p=1,96]; [Faehandiung x zit(2,22)=0,6; p=0,66]; [Fre(2,22)=0,33; p=0,57; [Faehandiung
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Test(2;22): 1 ,08, p:O,37], [FZeit X Test(2,22)20;26; p:O;77], [FBehandlung X Zeit X Test(2,22):0,89; p:O:48])

Bei 4mg ist ebenfalls kein Unterschied zu sehen [Fgehandaung(2,22)=2,3; p=0,14]; [Fzi(2,22)=0,15;
p=0;85]9 [FBehandlung X Zeit(2322)= 1 ) 1 3 , p=0336] , [FTest(2;22)=2,55; p=0, 1 3 8], [FBehandlung X Test(2922)=1 ,73 7
p=0,22], [FZeit x Test(Z,zz)ZO,l 1 ) p:0,89], [FBehandlung X Zeit x Test(2a22):0a57; p:0a68] .
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Abbildung 55: Ipsilateraler Asymmetrie-Score (IAS) der einzelnen Gruppen im Verlauf iiber die 3
Versuchsblocke. Fiir die Bewegungsrichtung "Ziehen" (A) und "Schieben" (B) aufgetragen (n=4 (DFA);n=5
(MDFPPA und VEH)). Post-hoc Fisher's LSD Test: **p<0,01, * p<0,05 (Vergleich mit Kontrolle (VEH)).
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5.3 HPLC

Um eine mdgliche Neurotoxizitit der Substanzen auszuschlieBen, wurden die Gehirne der
Versuchstiere ca. 2 Wochen nach Ende des letzten Stepping-Test entnommen und mittels HPLC-
Analyse die DA und 5-HT-Konzentration in bestimmten Gehirnarealen untersucht. Deutlich ist der

Einfluss der dopaminergen Lasion zu sehen. Die gesunde Hemisphére enthilt signifikant mehr DA.

Betrachtet man den DA-Gehalt im anterioren und posterioren Striatum (aS und pS) (Abbildung 56
A) so erkennt man fiir die rechte gesunde Seite, sowohl bei der Kontrolle als auch bei beiden
Behandlungsgruppen eine hohe DA-Konzentration im aS [Fpenanaune(1,22)=417; p=0,075];
[Fseite(2,22)=3,6; p=0,043]; [Faehandiung x seite(2,22=0,55; p=0,58]. Im pS war eine geringere aber iiber
alle Gruppen gleich verteilte DA-Konzentration zu sehen, wobei die DFA-Gruppe leicht hoher war
[Foehandiung(1,24)=119; p<0,00017; [Fscie(2,4)=1,15; p=0,33]; [Fpehandiung x seite(2,24=1,29; p=0,3].

Die linke lddierte Hemisphire zeigte lediglich bei der Kontrolle einen geringen DA-Gehalt im aS,

im pS ist unabhédngig von der jeweiligen Gruppen kein DA vorhanden.

Im Nukleus accumbens (NA) war in der rechten Hemisphére bei allen Gruppen gleich viel DA
vorhanden, wobei die Konzentration in der MDFPPA-Gruppe leicht hoher war. Die linke lddierte
Seite zeigte nahezu kein DA in der MDFPPA-Gruppe und eine geringe Konzentration bei der
Kontrolle und der DFA-Gruppe [Fpenanaune(1,20)=17; p=0,0005]; [Fseie(2,20)=0,0006; p=0,99];
[Fpehandtung x seite(2,20)=0,063; p=0,96].

Der 5-HT-Gehalt in den gleichen Arealen (Abbildung 56 B) war im linken und rechten aS bei DFA
im Vergleich zur Kontrolle und MDFPPA-Gruppe signifikant niedriger [Fgehandung(1,21)=3,48;
p=0,75]; [Fseite(2,21)=3,65; p=0,033]; [Fpechandiung x seie(2,21)=1,29; p=0,58]. Im rechten pS waren die
Konzentrationen unabhingig von der jeweiligen Gruppe gleichmédfig gering, im linken pS noch

geringer [Frehandung(1,24)=12; p=0,0017; [Fscite(2,4)=0,4; p=0,6]; [Faenandiung x seite(2,24=0,8; p=0,43].

Im NA zeigte sich links eine leichte Abnahme der 5-HT-Konzentration im Vergleich zur rechten
gesunden Seite. Vor allem bei den behandelten Gruppen [Fgenanaung(1/20)=1,29; p=0,26];
[Fseite(zazo)zoal 19 p=0388], [FBehandlungxSeite(2,20)=0,21; p=0,8]

Im Frontalen Kortex (FC) (Abbildung 56 C) zeigte sich ein leicht hoherer 5-HT-Gehalt bei der
DFA-Gruppe in beiden Hemisphidren, im Vergleich zu den anderen Gruppen. Im Vergleich mit
MDFPPA ist der Unterschied signifikant [Fgehandung(1/20)=0,6; p=0,441]; [Fseie(2,20)=2,43; p=0,11];
[FBehandtung x seite(2,20)=0,9; p=0,47].
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Im Hippocampus war der 5-HT-Gehalt der Kontrollgruppe in der rechten Hemisphire leicht
geringer, im Vergleich zu den anderen Behandlungsgruppen und verglichen mit der Kontrolle der
linken Hemisphére. Ansonsten war die Konzentration unabhidngig von den Gruppen in beiden
Hemisphére dhnlich verteilt [Fgenanang(1,20)=0,2; p=0,69]; [Fseie(2,20)=0,6; p=0,5]; [Foehandung x
seite(2,20)=2,47; p=0,11].
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Abbildung 56: Untersuchung der Neurotoxizitit der Substanzen MDFPPA und DFA sowie der Kontrolle
(FO)

(Vehikel) in der HPLC. Analysiert wurde der DA- bzw. 5-HT-Gehalt in pg/mg Frischgewicht in folgenden
Gehrinarealen: anteriores und posteriores Striatum (aS und pS), Nukleus Accumbens (NA), Frontaler

Kortex



6. Diskussion

6. Diskussion

6.1 DFS

6.1.1 R- und S-DFS im Katalepsie-Modell

Im Haloperidol-Modell zeigte DFS bei allen verwendeten Konzentrationen (0, 1, 2, 4 mg/kg) keinen
antiparkinsonoiden Effekt. Uber alle Testtage gemittelt (Abbildung 18), aber auch jeder
Versuchstag getrennt betrachtet (Abbildung 20), war nur ein sehr leichter Effekt bei R-DFS zu
beobachten. Eine Auswertung der Daten auf evtl. kumulative Effekte, deuten an, dass R-DFS eher
in der Baseline, also Test 1 und 2, kumuliert, wiahrend S-DFS eher akute kumulative Wirkung zeigt
(Abbildung 22). Ein Verdacht auf eine bessere Wirksamkeit bei kumulativer Verabreichung wurde
nicht bestétigt, da ein Zusatzversuch nach 30 Tagen Pause, dreitdgiger Behandlung und
anschliefendem Katalepsie-Test ebenfalls keinen grolen Unterschiede zur Katalepsie-Baseline
zeigte (Daten nicht in der Arbeit gezeigt).

Dies stand im Kontrast zu unseren Erwartungen, da das Medikament Selegilin, welches die
Grundsubstanz fiir das fluorierte Analog DFS bildet, im klinischen Gebrauch als R-Enantiomer
verwendet wird. Es hemmt irreversibel die MAO-B und verhindert so den Abbau von Dopamin. Bei
der Metabolisierung durch CYP 450 Enzyme in der Leber entstehen die Metabolite R-
Methamphetamin und R-Amphetamin.

Amphetamin bewirkt durch Interaktion an DAT, SERT und NAT eine Neurotransmitter Freisetzung.

Methamphetamin wirkt nahezu doppelt so stark und bewirkt vor allem eine DA-Ausschiittung.

Die Griinde fiir die geringe Wirkstirke von DFS konnen vielfidltig sein:

Die Substanz wurde aufgrund von theoretischen Uberlegungen synthetisiert (Kombination der Di-
Fluor-Amphetamin Struktur mit der von Selegilin), mit dem Ziel die Eigenschaften der beiden
Wirkstoffe zu kombinieren und so einen synergistischen Effekt zu erzielen.

Da es sich um eine neuartige Substanz handelt, liegen noch keine Informationen {iber
Bindungsaffinititen zu MAO oder SERT/DAT vor, sondern konnten bisher nur angenommen
werden. Es kann also nicht ausgeschlossen werden, dass die Wirkung an den jeweiligen
Zielbindungsstellen, aufgrund der Erweiterung am Stickstoff bzw. am Phenylring nachlésst.

Eine Mono-Fluor-Substitution, an Position 4 des Phenylring, wie bei para-Fluor-Selegilin, zeigte in

anderen Arbeiten jedoch keinen Verlust der Wirkung (Knoll et al., 1992; Marona-Lewicka et al.,
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1995; Terleckyj and Heikkila, 1992; Yasar, 2005).

Fuller (Fuller, 1978, 1975) zeigte, dass der para-Fluor-Substituent bei Amphetamin im Vergleich zu
anderen Halogenen, die schwichste kurzfristige Wirkung in Bezug auf die Hemmung der TPH und
den 5-HT-Level hatte. Eine MAO-Hemmung scheint von der Lipophilie des Substituenten
abzuhdngen und war bei Fluor im Vergleich zu Chlor oder Brom schwicher ausgeprigt. Allerdings
wurde in ,,drug discrimination“-Studien mit Amphetamin in Ratten gezeigt, dass das Fluoranalog im
Vergleich zu anderen Halogenen komplett dessen Wirkung imitiert. Die DA-Uptake-Inhibition ist
starker (von Grofe des Substituenten abhingig), die von 5-HT schwécher ausgepridgt (von
Lipophilie abhingig), aber im Vergleich ist Amphetamin immer stirker wirksam (Fuller, 1975;
Marona-Lewicka et al., 1995).

Es konnte auch zu unspezifischen Bindungen an anderen Wirkorten (Rezeptoren, Enzymen...)
kommen, wodurch die Motorik gehemmt bzw. die Katalepsie verstirkt wird.

Zudem wire es moglich, dass die MAO Hemmung nur unzureichend erfolgte, evtl. durch zu
geringe Dosierungen. Unverdffentlichte Daten (Dangel, 2010) zeigen jedoch bei der Verwendung
von DFS im Racemat bei 2,5 mg/kg eine leichte Verringerung der Abstiegslatenz (Verbesserung der
Katalepsie), die Maximaldosis von 5 mg/kg zeigte keine weitere Wirkungssteigerung. Die hier
verwendeten Dosierungen von 2 und 4 mg/kg DFS liegen im Rahmen der vorliegenden Daten,
daher ist eine zu geringe Dosierung nicht naheliegend. Die Maximaldosis orientierte sich an den
zugelassenen Human-Dosierungen fiir Selegilin, die bei 5-10mg/kg téglich liegen und nicht
iiberschritten werden diirfen (Fachinformation Selegilin).

Verwendete Dosierungen in Tierversuchen mit Selegilin befanden sich ebenfalls hdufig in diesem
Bereich oder darunter (0,25-5 mg/kg) (Kitani et al., 2006; Knoll et al., 1992; Youdim and Tipton,
2002), mit Ausnahmen von 30 mg/kg bei einer Untersuchung zu dosisabhingigen Hyperlokomotion

(Engberg et al., 1991).

Aufgrund der ausbleibenden antikataleptischen Wirkung von DFS, wurde angenommen, dass die
Bildung aktiver Amphetamin- Metabolite (analog zu dem aus Selegilin entstehenden Amphetamin
wiirde sich hier aus DFS MDFPPA abspalten) eine wichtige Rolle spielen konnten und dies
entsprechend untersucht.

Hierzu wurde das Versuchsdesign leicht verdndert und insbesondere spitere Messzeitpunkte
betrachtet (wenn also theoretisch eine ausreichende Konzentration an Metaboliten bestehen

miisste). Jedoch auch in diesem Versuchszeitfenster konnte kein mal3geblicher antikataleptischer
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Effekt von DFS aufgezeigt werden. Als Erkldrung konnte dienen, dass die Bildung von MDFPPA,
welches als S-Enantiomer im gleichen Testschema verabreicht eine starke antikataleptische
Wirkung hatte (s.u.)), durch die sterische Verdnderung des Molekiils durch die Fluoratome stark
verzogert ablaufen konnte. Die fiir einen antikataleptischen Effekt notige Plasmakonzentration
konnte so erst nach dem fiir die Tests begrenzten Zeitfenster von 3 Stunden erreicht worden sein.

Die Argumentation hier kann allerdings aufgrund der limitierten Datenlage nur spekulativ erfolgen,

daher miissen wir uns zunéchst mit einem nicht-Wirken von DFS begniigen.

6.2 MDFPPA

6.2.1 R- und S-MDFPPA im Katalepsie-Modell

MDFPPA wirkte enantioselektiv und stark dosisabhinig. Wie erwartet zeigte S-MDFPPA im
Vergleich zum R-Enantiomer, analog zu den Befunden mit der Muttersubstanz MDMA, einen
starken antiparkinsonoiden Effekt mit dosisabhéngigem Verlauf. Es kam zu einem starken
Reduktion der Abstiegslatenz an Test 3 also 30 Minuten nach Substanzgabe, danach nahm die

Wirkung kontinuierlich bei allen Dosierungen bis zum letzten Test ab (Abbildung 24).

Bei der Muttersubstanz MDMA zeigt sich die wichtige Rolle der Chiralitit in der
pharmakologischen Wirkungsweise der Enantiomere. Das R-Enantiomer bindet postsynaptisch an
eine Vielzahl von Rezeptoren, vor allem an 5-HT.x Rezeptoren, die auch die psychotrope
halluzinogene Wirkung vermitteln (,,drug discrimination*-Studie (Baker and Taylor, 1997)). Die 5-
HT Freisetzung von R-MDMA ist vergleichbar mit der von S-MDMA, die DA Freisetzung aber
vergleichsweise geringer.

S-MDMA bindet priasynaptisch an Monoamintransporter, wodurch sich die Konzentration der
Neurotransmittern 5-HT, DA und NA im synaptischen Spalt erhdht.

S-MDMA hat eine psychomotorische Wirkung, die sich bei der Ratte als akute Hyperlokomotion
und in stereotypen Verhalten zeigt; beim Menschen die bekannte psychostimulierende und

empathische Wirkung hat. Im Versuch mit Ratten verstiarkt das R-Enantiomer die Wirkung des S-
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Enantiomer, d.h. das racemische MDMA ist stirker wirksam als das S-MDMA alleine- sowohl in
der allgemeinen psychomotorisch stimulierenden als auch der antikataleptischen Wirkung (Lebsanft
et al., 2005; von Ameln and von Ameln-Mayerhofer, 2010). Betrachtet man die Pharmakokinetik
bei Labortieren so sind S-MDMA und dessen Metabolit S-MDA in héheren Konzentrationen im
Gehirn und Plasma zu detektieren als die jeweiligen R-Enantiomere- es liegt demnach ein
schnellerer Metabolismus zu Grunde (Meyer et al., 2002a; Meyer and Maurer, 2009; Murnane et al.,
2009).

Ahnlichkeiten besitzen die beiden MDMA-Enantiomer hinsichtlich der Ergebnisse die bei
Versuchen zur konditionierten Platz Priferenz (CPP) und intravendser Selbst-Administration der
MDMA-Enantiomere durchgefiihrt wurden (Fantegrossi et al., 2002; Meyer et al., 2002b)
(Fantegrossi et al., 2002; Meyer et al., 2002b).

Ergebnisse von Humanproben zeigen, dass beim Menschen nach der Einnahme von RS-MDMA die
Konzentration des R-Enantiomere im Plasma starker ansteigt als die des S-Enantiomer. Evtl. wird
das S-Enantiomer sehr viel schneller komplett metabolisiert, wodurch es zu keinem Anstieg der
Konzentration im Plasma kommen kann. Daraus wiirde evtl. eine hohere Neurotoxizitit resultieren,
die durch Metabolite wie S-MDA (und nachfolgende Ring-gedffnete Dyhydroxy-Metabolite)
bedingt wire (Fallon et al., 1999).

MDMA wird auf dem Schwarzmarkt in der Regel als 1:1 Racemat gehandelt. Die Halbwertszeiten
der Enantiomere unterscheiden sich stark. Die des S-Enantiomer liegt bei 4,8 Stunden, die des R-
Enantiomer bei 14,8 Stunden. Dies spricht fiir die unterschiedlichen (biphasischen) Wirkungen
beim Menschen. Das S-Enantiomer wirkt sich in einem eher subjektive und psychomotorischen
Effekt aus, das langer anhaltende R-Enantiomer fithrt zu kognitiven Effekten und
Stimmungsdnderungen, die meist auch am néichsten Tag nach der Einnahme von RS-MDMA

anhalten (De la Torre et al., 2004).

Eine noch stirkere Trennung der Wirkung ist jedoch eher bei MDA (sieche Abschnitt 2.5.5) zu
beobachten (Baker and Taylor, 1997; Glennon, 1999).

Betrachtet man den Verlauf der Ergebnisse fiir die Kontrolle 0 mg/kg (Test auf Kumulation) fiir die

einzelnen Testtage so zeigt sich ein stabiler Verlauf bei R-MDFPPA und bei S-MDFPPA eine leichte

Verbesserung der Katalepsie an den Testtagen 18 und 21. Dies konnte darauf hinweisen, dass zu
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diesem Zeitpunkt ein Effekt durch die kumulierte Substanz die Kontrolle beeinflusst (Abbildung
27).

Es ist aber auch generell nicht auszuschlieBen, dass diesem Effekt ein anderer Mechanismus
zugrunde liegt, beispielsweise eine Verhaltens-Sensitivierung. Gerade bei Katalepsie-Messungen
mit Haloperidol wurde mehrfach beschrieben, dass wiederholte Tests mit der gleichen Dosis
Haloperidol eine Verstirkung der Effekte bewirkt (Amtage and Schmidt, 2003; Klein and Schmidt,
2003; Schmidt and Beninger, 2006).

Fiir MDMA wurde ein solcher Effekt bereits gezeigt (Amtage and Schmidt, 2003; Banjaw et al.,
2003).

Nach Banjaw et al., kdnnte es also eher zu einer Zunahme der Katalepsie {iber die Zeit kommen d.h.
die Wirkung der Substanz wiirde {liber die Zeit abnehmen. Stattdessen sehen wir eine Abnahme der
Katalepsie-Baseline, was als Abschwédchung des Haloperidol-Effekt gewertet werden kann. Dies
kann auch unter Anbetracht der gegensétzlichen Befunde von Banjaw et al. nicht ausgeschlossen
werden, nicht zuletzt weil andere Behandlungsschemata verwendet wurden. Bei Banjaw et al.
erfolgte keine Sensitivierungsphase mit Haloperidol alleine und zudem wurde jeden Tag behandelt
und getestet und nicht wie hier, alle drei Tage.

Es konnen auch neuroplastische Mechanismen angenommen werden, die zu den Beobachtungen
gefiihrt haben konnen: Bei wiederholter Gabe von Psychostimulantien kommt es zu einer
allmihlichen Zunahme deren Wirkung (Kalivas et al., 1998; Lettfuss et al., 2013; von Ameln and
von Ameln-Mayerhofer, 2010). Dieser Theorie zufolge konnte die wiederholte Gabe von MDMA
oder MDFPPA zu einer allméhlichen Verstarkung der substanzassozierten Effekte flihren - in dem
Fall zu einem stéirkeren antikataleptsichen Effekt (ohne wirklich zu kumulieren).

Das Ergebnis wire in beiden Féllen das Selbe, welcher Mechanismus wirklich vorliegt, miisste in

gesonderten Experimenten gepriift werden - was jedoch nicht Zielsetzung dieser Arbeit war.

Eine ganz andere Mdglichkeit der Abschwichung des Haloperidoleffektes kann auch von einem
verstirkten Metabolismus von Haloperidol herriihren. In diesem Fall wire es zu einer klassischen
pharmakokinetischen ,,Arzneimittel“-Interaktion gekommen. Haloperidol und MDMA sind beides
Substrate fiir die CYP 450 Enzyme in der Leber. Ob dies auch fiir MDFPPA zutrifft wurde noch
nicht untersucht, aber es miisste eine Leberinduktion erfolgen, um den postulierten verstirkten
Haloperidolmetabolismus beobachten zu konnen (Die Kurve von Test 3-6 wire dann steiler, die

Substanzwirkung wiirde demnach schneller nachlassen (Abbildung 24). Dass MDFPPA ein
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Leberenzymdinduktor darstellt ist eher unwahrscheinlich. Unter den bekannten CYP-Induktoren
befinden sich unseres Wissens keine Phenylethylamine (PEA), vielmehr fungieren die PEA-
Derivate als Substrat fiir CYP-Enzyme.

Von MDMA ist bekannt, dass die N-Demethylierung zu MDA tiiber CYP3A4 vermittelt wird,
wéhrend die Demethylierung und die Ringéffnung von MDMA zu 3,4-Dihydroxymethamphetamin
bzw. von MDA zu 3,4-Dihydroxyamphetamin iiber die CYP2D6 katalysiert werden (Kreth et al.,
2000; Meyer and Maurer, 2009). Diese stellen toxische Metabolite dar. In einer Studie konnte
gezeigt werden, dass weibliche Dark Agouti Ratten, die genetisch bedingt wenig CYP 2Dl
exprimieren, weniger vulnerabel fiir die neurotoxischen Effekte von MDMA sind (Malpass et al.,

1999).

Vergleicht man die Ergebnisse der einzelnen Dosierungen am ersten (Tag 12) und letzten Testtag
(Tag 21) (Abbildung 26 A) so zeigt sich bei R-MDFPPA ein leichter Unterschied bei 4 mg/kg. Am
letzten Testtag ist die Katalepsie im Vergleich zum ersten (voll ausgebildete Katalepsie) leicht
reduziert. Das R-Enantiomer entfaltet evtl. erst eine Wirkung bei ldngerer Kumulierung im Korper.
Bei S-MDFPPA (B) zeigen sich bei allen Dosierungen Unterschiede: Bei der Kontrollgruppe 0
mg/kg und der Dosierung 1 mg/kg ist die Katalepsie an Tag 15 maximal ausgeprégt, an Tag 21 bei 0
mg/kg leicht verringert, bei 1mg/kg stark signifikant erniedrigt. Dies konnte ebenfalls auf einen
Kumulationseffekt hindeuten. Bei den hoheren Dosierungen von 2 bzw. 4 mg/kg zeigt sich jedoch
eine Erhohung der Katalepsie am letzten Testtag. Dies konnte eher auf einen Sattigungseffekt
hindeuten. Die Ergebnisse sind kritisch zu betrachten, da pro Tag/Dosis nur n=2.

Um einen evtl. Kumulationseffekt besser erkennen zu konnen, wurde eine Testreihe mit S-MDFPPA
in Gruppen mit konstanter Behandlung durchgefiihrt (Abbildung 28 B). Die Tiere bekamen
durchgehend 0, 1 oder 2 mg/kg verabreicht. Wie bereits beim Crossover-Design zeigt sich eine
dosisabhingige Wirkung.

Die Kontrollgruppe zeigt eine konstante ausgeprigte Katalepsie (Abbildung 31). Bei der Gruppe
mit Img zeigt sich am ersten Testtag noch kein Effekt, danach aber tritt eine Reduktion der
Katalepsie ein. Die 2mg /kg Gruppe zeigt ab dem ersten Testtag eine starke antikataleptische
Wirkung (Abbildung 30).

4 mg/kg wurden nicht getestet. Da von einem Kumulationseffekt ausgegangen wurde, wire die
nach 4 Testtagen kumulierte Gesamtdosis bei 16 mg/kg, was mit der Crossover-Gruppe nicht mehr

vergleichbar gewesen wire. Die theoretisch angenommene kumulierte Gesamtdosis an Tag 21
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wiirde bei der Crossover-Gruppe 7 mg/kg (n=8) und bei der konstanten Gruppe 0 mg/kg (n=4), 4
bzw. 8 mg/kg (n=6) betragen.

Im direkten Vergleich zwischen den zwei Behandlungsansitzen zeigt sich folgendes (Abbildung 33
A,B,C): Betrachtet man die Kontrollgruppe 0 mg/kg (A) auf die einzelnen Testtage verteilt, so ist
ein dhnlich konstanter Verlauf der Abstiegslatenzen bei beiden Behandlungsgruppen zu sehen. Bei
der konstanten Dosierung ist der Verlauf sehr gleichmiBig, sowohl in den Pra-Tests als auch in den
Post-Tests. Bei der ,,Crossover“-Gruppe verlaufen die Tests an Tag 12 und 15 gleichméBig, aber im
Vergleich mit der konstanten Gruppe erhoht. An Tag 18 und 21 unterliegen sie stérkeren
Schwankungen; sind aber in etwa auf dem Niveau der konstanten Gruppe. Die beiden Gruppen sind

demnach prinzipiell vergleichbar, mit einer marginal besseren Wirkung der konstanten Gruppe.

Bei der 1 mg/kg Gruppe (B) verlaufen die Pra-Tests (Baseline) beider Gruppen konstant. Eine
generelle Substanzwirkung ist bei beiden erst ab Tag 15 ersichtlich. Die Crossover-Gruppe zeigt
eine leichte Verbesserung der Abstiegslatenz {iber die Tage hinweg bis zum letzten Testtag, an dem
sie eine deutlich niedrigere Abstiegslatenz besitzt. Die konstante Behandlung verlduft eher
gleichméBig. Die Vorbehandlung kénnte, obwohl in der Kontrollgruppe kein Effekt zu sehen war,
doch einen Einfluss haben. Direkt vor der 1 mg Behandlung an Tag 21 erhielt die Crossover-Gruppe
an Tag 18 2 mg/kg und an Tag 15 4 mg/kg. Dies entspricht einer theoretischen Kumulation von 7
mg am letzten Tag, verglichen mit der von 4 mg bei der konstanten Gruppe. Eine hohe Dosis als

Vorbehandlung kénnte demnach ein verbesserte Abstiegslatenz am nichsten Testtag bewirken.

Bei der 2 mg/kg Behandlung (C) verlaufen die Prid-Tests beider Gruppen konstant, zudem sind
bereits ab Tag 12 dhnlich starke Wirkungen zu erkennen. An Tag 18 ein ist eine signifikante
Verbesserung bei der Crossover-Gruppe zu sehen. Die Vorbehandlung war an Tag 15 4 mg/kg. Was
gegen einen Kumulationseffekt spricht, ist die theoretisch kumulierte Gesamtdosis der konstanten
Gruppe die ebenfalls bei 4 mg liegt. Zudem zeigt sich an Tag 15 und 21 eine Abnahme der
Abstiegslatenz, obwohl die direkte Vorbehandlung ebenfalls 4 mg betrug, ein Kumulationseffekt ist
demnach nicht sehr wahrscheinlich. Die Ergebnisse sind kritisch zu betrachten, da pro Tag/Dosis
nur n=2 (crossover), n=5;6 (konstant).

Prinzipiell sind beide Behandlungsmethoden vergleichbar, allerdings erleichtert der stets

gleichméBigere Verlauf der konstanten Gruppe, langfristige Effekte besser zu erkennen.
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6.2.2 S-MDFPPA im unilateralen 6-OHDA-Modell

Im zweiten Versuchsteil wurde S-MDFPPA im Stepping-Test nach unilateraler MFB-Lision
untersucht. Daflir wurde die dopaminerge Projektion von der SNc in das Striatum (das

Haupteingangsareal der BG) irreversibel zerstort.

Es wurde in diesem Modell nur das S- Enantiomer von MDFPPA getestet, da eine antiparkinsonoide
Wirkung bei R-MDFPPA bereits im Katalepsie-Test ausgeschlossen wurde und man die Tierzahl

gering halten wollte.

Im Vergleich zum Haloperidol-Modell hat das Liasions-Modell eine hohere Validitit. Es bildet
teilweise den neurochemischen Zustand im Parkinson-Patienten ab, auch wenn die ursdchliche
Degeneration der Neurone sowie deren progredienter Verlauf nicht exakt nachmoduliert werden
kann, so besteht doch der striatale DA-Mangel und wird nicht lediglich durch einen Antagonismus
am DA-Rezeptor simuliert.

Durch die Lasion mit dem Neurotoxin 6-OHDA wurde die Motorik der Tiere auf der kontralateralen
Korperseite beeintriachtigt (Faull and Laverty, 1969; Przedbroski et al., 1995; Sachs and Jonsson,
1975; Schwarting and Huston, 1996; Ungerstedt, 1968). Beim Stepping- Test nutzt man diesen
Aspekt und benutzt die ipsilaterale gesunde Korperhélfte als intraindividuelle Kontrolle zur
kontralateralen motorisch beeintridchtigten Seite (Olsson et al., 1995; Tillerson et al., 2001).

Die Inititerung willentlicher und unwillkiirlicher Bewegungen werden iiber die direkte und indirekte
BG Bahn ausgefiihrt und schlieBlich tliber die exzitatorische thalamische Riickkoppelung zum
Kortex moduliert. Die Bewegung wird letztendlich iiber den priméren motorischen Kortex iiber die
Pyramidenbahn, die in Verbindung mit Motoneuronen im Riickenmark steht und unter
Feinabstimmung mit dem Pedunculopontinen Nukleus (PPN), dem Nukleus ruber und dem
Cerebellum, generiert. Die Pyramidenbahnen kreuzen an der Pyramidenbahnkreuzung auf die
jeweils andere Seite, daher steuert eine Hemisphidre motorisch die jeweilig kontralaterale

Korperseite (Meredith and Kang, 2006).

Vor Beginn der eigentlichen Testreihe wurde zum einen eine Baseline-Messung vor der Lésion
durchgefiihrt und zum anderen nach der Lésion ein Test auf ausreichende Lisionsstirke kurz vor
Beginn der Tests.

Tiere die nicht ausreichend lddiert waren wurden von der Versuchsreihe ausgeschlossen (mehr als 4
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Ausgleichsschritte mit der kontralateralen Vorderpfote).

Ab einer dopaminergen Degeneration von iiber 80% (Threshold-Effekt) kommt es zu einer
Ausprigung der Symptomatik, also einer Reduktion der Anzahl der Ausgleichsschritte auf ein
Minimum (Chang et al., 1999; Kelsey et al., 2004).

Unterhalb dieser Schwelle kommt es im Striatum zu Kompensationsvorgdngen, die vor allem DAT-
vermittelt den DA-Mangel auszugleichen versuchen (Sossi et al, 2009). Dieser
Kompensationsmechanismus gerit erst ab einem Verlust von iiber 80 % an seine Grenzen, davor ist
bei den Tieren die DA-Mangel-vermittelte Dysregulation der BG nicht stark genug ausgepréagt und
die Motorik der kontralateralen Vorderpfote ist nicht eingeschrénkt.

Dieser Zusammenhang zwischen bestehendem DA-Defizit und der Ausprigung der ersten
Symptome tritt als Threshold-Effekt auch beim Parkinson-Patienten auf (Chang et al., 1999;
Dunnett and Bjorklund, 1999). Es wird beschrieben, dass Morbus Parkinson-Patienten erst nach
Erreichen dieser Schwelle motor-symptomatisch werden, obwohl schon vorher ein erheblicher
Mangel an DA im Gehirn vorliegt. Immer mehr Arbeitsgruppen konzentrieren sich auf die
Detektion (Diagnose) von pramotorischen Effekten, welche bereits durch einen moderaten DA-
Mangel manifest werden. Ein bekanntes Beispiel fiir ein prdmotorisches Parkinson-assoziertes
Symptom ist die Anosmie (Jankovic, 2008; Schmidt, 2005).

In den hier durchgefiihrten Experiment wurden allerdings, wie oben beschrieben, nur stark

lasionierte Tiere verwendet, d.h. von einem DA-Verlust von tiber 90% ist auszugehen.

Der Versuch lief nach folgendem Schema ab: Es wurden drei jeweils acht Tage dauernde
Behandlungsblocke mit Dosierungen von je 1, 2 und 4 mg/kg durchgefiihrt. Die Behandlung
erfolgte jeden Tag, getestet wurde nur am ersten, vierten und achten Tag eines jeden
Behandlungsblocks. Zwischen den einzelnen Blocken wurde eine 2 tigige Auswaschphase
eingehalten. An jedem Testtag fand ein Prd-Test vor der Substanzgabe und der anschlieende Post-
Test zum Testen der akuten Substanzwirkung 1,5 Stunden nach Substanzgabe statt.

10 Ratten zeigten eine ausreichende Lisionsstirke auf und wurden auf 2 Gruppen (je n=5) verteilt.
Die Kontroll-Gruppe, die mit dem Vehikel PBS behandelt wurde und eine Behandlungsgruppe die
mit S-MDFPPA behandelt wurde.

Die Behandlungsgruppe zeigte im Vergleich zur Kontrollgruppe eine stetige Verbesserung der
rechten motorisch beeintrichtigten Vorderpfote vom ersten Tag der Dosis 1 mg/kg bis zum letzten

Tag der Dosis 4 mg/kg. Die Anzahl der Ausgleichsschritte in den Pré-Tests lagen stets unter denen
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der Post-Tests, wodurch eine starke kumulative Wirkung der Substanz auszuschlieen ist
(Abbildung 49, 50, 51).

Dieser Effekt war allerdings nur bei der Bewegungsrichtung ,,Ziehen* zu erkennen. Bei ,,Schieben*
war dies nicht zu beobachten - es zeigte sich stets eine hohere Anzahl an Ausgleichsschritten bei der
Kontroll-Gruppe.

Bei der linken gesunden Pfote der Substanz-Gruppe zeigte sich allerdings eine Reduktion der
Ausgleichsschritte mit steigender Dosis. Dies konnte auf eine leichte Verkrampfung der Tiere bei
steigender Dosis zuriickzufithren sein. Zudem zeigten die Tiere nach Substanzgabe ein

Rotationsverhalten, wodurch sie bei der Durchfiihrung des Stepping-Test evtl. beeintrachtigt waren.

Diese Unterschiede lassen vermuten, dass den beiden Bewegungsrichtungen unterschiedliche
Mechanismen zu Grunde liegen miissen.

Daher wird in anderen Arbeiten tendenziell eher die Bewegungsrichtung ,,Ziehen* beriicksichtigt
(Chang et al., 1999; Kirik et al., 1998).

Dies ldsst sich auch nachvollziehen, indem man die eigentliche Rolle der BG nochmals néher
betrachtet. Diese liegt vor allem in der Kontrolle der Verhaltensregulierung, also Initiierung,
Unterdriickung oder ,,Switching* von Verhaltensmustern.

Beim Stepping wird die zu testende Vorderpfote bei der Bewegungsrichtung ,,Ziehen* hinter dem
Tier hergezogen. Dabei wirken weniger propriozeptive Stimuli auf das Tier ein, im Vergleich zum
»Schieben also dem Schieben des Tieres, wobei es zu einer stirkeren Ablenkung und
Druckausiibung auf die zu testende Pfote kommt. Ein vermehrter propriozeptiver Input bewirkt
verstirkt eine reflektorische Bewegungsausiibung.

Die Daten bei der Bewegungsrichtung ,,Schieben unterscheiden sich bereits ab dem ersten Testtag
zu ,,Ziehen*, was vor allem an Testtag 4 sehr deutlich zu erkennen ist, bei Testtag 8 wieder leicht
sinkt. Die Kontroll-Gruppe schneidet hierbei signifikant besser ab im Vergleich zu den behandelten
Tieren (Abbildung 49). Bei 2 mg/kg schneidet die Kontroll-Gruppe an allen Testtagen besser ab,
wobei zwischen Prid- und Post-Test kein grofer Unterschied zu erkennen ist.. Bei der Substanz-
Gruppe ist der Post -Test stets besser (Abbildung 50). Bei 4 mg/kg zeigt sich das gleiche Muster
bei den Gruppen, allerdings nimmt die Performance bei den behandelten Tieren noch ab
(Abbildung 51).

Auffallend ist der sehr regelméBige Verlauf der Daten der Substanz-Gruppe bei der
Bewegungsrichtung ,,Schieben der nur bei der 2 mg/kg Behandlung auftritt. Diese Dosierung
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scheint eine stabilere Bewegungsausiibung zu bewirken und Hinweise auf das Wirkoptimum der
Substanz zu geben. Dies wurde auch bei Experimenten mit dem racemischen MDFPPA festgestellt
(Riegel, 2011).

Das allgemein bessere Abschneiden der Kontroll-Gruppe hinsichtlich der Ergebnisse zu ,,schieben®,
lasst sich evtl. durch eine behandlungsbedingte 5-HT- Depression erkldren, und eine damit
verbundene Antriebslosigkeit. Auch konnte Zustands-abhingiges Lernen ,,State-Dependence-
Memory*“ (Zarrindast and Rezayof, 2004) eine Rolle spielt. Dabei wird die Ausfiihrung der
Ausgleichsschritte als motorisches Lernen angesehen, das bei der Kontroll-Gruppe ungehindert
ablduft. Bei der Behandlungsgruppe ist die Anzahl der Ausgleichsschritte beim Pra-Test (ab 2
mg/kg) stets geringer als nach Substanz-Gabe. Es kommt also zu einer Verbesserung der Motorik,
die anscheinend an die Behandlung gekoppelt ist.

Die Anzahl der Ausgleichschritte wurde zwar signifikant erhdht, aber erreicht nicht das Level der
Baseline-Messung oder der Kontroll-Hemisphére.

Da eine kontinuierliche Verbesserung der Motorik nach Substanzgabe zu beobachten ist, kann man
einen (teilweise) dopaminergen Wirkmechanismus von S-MDFPPA in Betracht zichen, wodurch der
Dopaminmangel in den BG- Arealen kompensiert wird.

In einer Arbeit mit racemischem MDFPPA (Riegel, 2011) wurde in der Mikrodialyse eine
Ausschiittung von sowohl DA als auch 5-HT beobachtet. Bei der anschlieBenden HPLC Analyse
wurde allerdings kein erhohtes DA in der ladierten Hemisphére festgestellt. Der antiparkinsonoide
Effekt des racemischen MDFPPA beruht also evtl. auf einer Modulation durch serotonerge Neurone
und nicht einer generellen Erhdhung der DA-Level in den BG. Diese Annahme wird durch
Vorarbeiten (GrieBinger, 2008) unterstiitzt und konnte in den Antagonistenexperimenten im
Haloperidol-Modell bestétigt werden (s.u.).

Bereits nach der ersten Behandlung mit 2 und 4 mg/kg wurde ein starker antiparkinsonoider Effekt
auf die beeintrachtigte Vorderpfote sichtbar, der sich stetig verbesserte und bei der niedrigeren
Dosis einen stabileren Verlauf aufzeigte.

Eine Untersuchung auf eine mdgliche neurotoxische Wirkung des S-MDFPPA mittels HPLC-
Analyse zeigte keine durch die Behandlung hervorgerufene Reduktion der DA- oder 5-HT-
Konzentrationen in den untersuchten Arealen (sieche Kapitel HPLC).

Dies war auch bei MDFPPA als Racemat zu erkennen (Riegel, 2011). Ein ldsionsbedingter DA-
Mangel war natiirlich ausgeprigt und auch eine Reduktion von 5-HT im Striatum (aCPu; pCPu) zu

erkennen. Die Ergebnisse der Mikrodialyse wiesen auf eine Hemmung der MAO-A und B hin. Dies
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zeigte sich durch eine Erhdhung der Umsatzrate, was auf eine langfristige kompensatorische
Enzymdinduktion hindeutet. Zudem koénnte die Kompensation als Folge der Langzeitbehandlung
erfolgt sein, die dazu flihrt, dass die serotonerge Hemmung des dopaminergen System in der SN
aufgehoben wird. Dies fiihrt zu einer Erhohung der dopaminergen Feuerrate in der SN und dadurch
zu einer Verstarkung der dopaminergen Stimulation nachfolgender Nuklei wie aCPu und dem Nacc.
In einer anderen Arbeit, in welcher allerdings der Einfluss von R/S-MDFPPA auf L-DOPA
induzierte Dyskinesien untersucht wurde, wurde zudem gezeigt, dass die antidyskinetische Wirkung
abhingig ist von funktionalen 5-HT-Rezeptoren, jedoch nicht vom SERT (Bishop et al., 2006;
GrieBinger, 2008; Fieblinger, 2008). Im Stepping-Test wurde die Abhdngigkeit der Motorik von DA
und 5-HT untersucht. Hierzu wurde eine unilaterale 6-OHDA- und bilaterale DHT-Lésion des MFB
durchgefiihrt, mit dem bekannten FErgebnis einer starken Reduktion der ipsilateralen
Vorderpfotenbewegung aber auch einer ipsilateralen Beeintrachtigung durch DHT. Dies belegt
wiederum die Rolle von 5-HT bei der Vermittlung von Bewegungen (Mignon and Wolf, 2002).
Auch (Sotnikova et al., 2005) zeigte sich bei Miusen die komplett DA entleert waren, eine durch
MDMA, also 5-HT vermittelte, hervorgerufene Verbesserung der Motorik.

6.3 DFA

6.3.1 R- und S-DFA im Katalepsie-Modell

Bei DFA ist ebenfalls ein dosisabhidngiger Effekt zu sehen. R-DFA hat bis auf eine zeitlich
begrenzte akute Wirkung in der hohen Dosis (4 mg/kg) 30 min nach Injektion nur einen sehr
schwachen antikataleptischen Effekt (Abbildung 35). Betrachtet man die relative
Katalepsichemmung, so ist der kurzwirksame Effekt von R-DFA ebenfalls deutlich zu sehen

(Abbildung 36)

S-DFA zeigt einen starken dosisabhidngigen Verlauf, der bei 1 und 2 mg iiber die einzelnen Tests
kontinuierlich schwécher wird, bei 4 mg allerdings eine konstante nahezu maximale
Katalepsiechemmung zeigt (Abbildung 35).

Triagt man den Verlauf der Abstiegslatenzen iiber die einzelnen Testtage auf, so ist diese bis auf

einen leichten Anstieg an Testtag 18 an allen Tagen minimal und am letzten Tag am geringsten. Bei
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S-DFA ist der dosisabhédngige Verlauf auch tiber die Tage deutlich zu erkennen. Evtl. kénnen wieder
kumulative Effekte eine Rolle spielen (Abbildung 37 B).

Bei R-DFA ist zu erkennen (Abbildung 37 A), dass der relativ geméBigte Verlauf mit dem
auffallenden Effekt bei 4 mg/kg vor allem auf seine starke Wirkung an den zwei letzten Testtagen
zuriickzufiihren ist. Dies konnte evtl. auch ein Hinweis auf einen kumulativen Effekt von R-DFA
sein. Davor ist die Wirkung relativ gering.

Ein leichter Kumulationseffekt ist zudem beim Auftragen der Kontroll-Gruppe iiber die einzelnen
Testtage zu sehen (Abbildung 38). Bei beiden Enantiomeren zeigt sich eine leichte Reduktion der

Abstiegslatenz an den letzten zwei Testtagen, wobei der Effekt bei S-DFA stéarker ausgeprégt ist.

Das wichtige Zusammenspiel der beiden Enantiomere wurde bei DFA im Detail untersucht. Dieser
Effekt zeigte sich bereits bei R/S-MDMA, wo es zu einer Verbesserung der Wirkung im Vergleich
zum S-Enantiomer alleine kam (von Ameln and von Ameln-Mayerhofer, 2010).

Hierbei wurden zunédchst Enantiomermischungen mit einer maximalen Finaldosis von 1, 2 und 4
mg/kg (Zusammensetzung 1:3, 1:1 und 3:1 R:S) getestet. Dosierungen wie sie auch in den
vorangegangenen Versuchen fiir die einzelnen Enantiomere verwendet wurden. So konnte
untersucht werden, wie ein kleiner oder groBer Anteil des R-Enantiomers das S-Enantiomer in
seiner Wirksamkeit im Katalepsietest beeinflusst.

Dabei war festzustellen, dass ein groBer oder gleicher R-Anteil die antikataleptische Wirkung
verschlechtert und S-DFA alleine die beste Wirkung zeigt: es ist ein klarer dosisabhingiger
antikataleptischer Effekt von S-DFA zu beobachten (Abbildung 40 A-F).

Allerdings muss hier angemerkt werden, dass ein zusdtzlicher Versuch mehr iiber die
modulatorische Rolle von R-DFA aussagen konnte; bei gleichbleibender Konzentration von S-DFA
wiirden minimale R-DFA-Mengen u.U. doch zu sichtbaren Ergebnissen fiihren, da unter diesen
Umstidnden keine S-DFA-Dosis-Effekt die Auspragung der Katalepsie storen wiirde.

Daher wurde im néchsten Versuch der Einfluss von 1, 2 und 4 mg/kg R-DFA auf die konstante
Maximaldosis 4mg/kg S-DFA untersucht. Hier zeigte sich {iiberraschenderweise — bei erster
Betrachtung (gepoolte Daten aus dem Crossover-Design) - nahezu kein Einfluss des R-Enantiomers
auf die antikataleptische Wirkung von S-DFA (Abbildung 42 B).

Zum Vergleich: Bei der Muttersubstanz Amphetamin (reiner DA-Freisetzer) zeigt sich, dass die
DA-Freisetzung durch S-Amphetamin im Striatum und im NAcc in einer 1:1 Mischung nicht

beeinflusst wird. Bei einer 3:1 Mischung zeigt sich jedoch eine signifikante Verstirkung der
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Wirkung des S- durch das R-Enantiomer der Substanz. Vermutlich beeinflusst das R-Enantiomer in
Enantiomermischungen immer die Aktivitdit des DAT (d.h. die primire pharmakologische
Zielstruktur fiir Amphetamin), so dass die Wirkung des S-Enantiomer verlidngert und verstarkt wird.
Eine Optimierung des Mischungsverhéltnisses bewirkt u.U. eine Optimierung der Wirkung an DAT,
so dass das S-Enantiomer besser in die Prdsynapsen aufgenommen wird und so die

Transmitterfreisetzung verlidngert wird (Joyce et al., 2006).

Betrachten wir diese Zusammenhinge, so wird klar warum manche Arzneimittel in, auf den ersten
Blick, ungewdhnlichen Mischungsverhéltnissen angeboten werden.

Im Fertigarzneimittel Adderral, welches in den USA und Kanada zur Behandlung des
Aufmerksamkeitsdefizit und Hyperaktivitdtsstorung (ADHS) zugelassen ist, wird ebenfalls eine 3:1
Mischung von Amphetamin Enantiomeren verwendet (Pennick, 2010).

Tatsdchlich ist Adderral in der aktuellen Version eine Mischung aus verschiedenen Salzen des
Amphetamins und des Dexamphetamins (Angaben nach Lauer-Datenbank: in einer Smg Adderral-
Kapsel sind je 1,25mg Amfetaminhydrogenaspartat-1-Wasser, =~ Amfetaminhemisulfat,
Dexamfetaminsaccharat und Dexamfetaminhemisulfat enthalten). Dies ergibt rechnerisch 3,72mg
freie Amphetamin-Base in einem Verhiltnis von 2,67:1,05 S:R. Uber den Sinn bzw. Nutzen dieser
Enantiomeren-Mischung und des Amphetamins an sich in der Behandlung der ADHS ldsst sich
jedoch vor dem Hintergrund einer strengen Nutzen-Risiko-Bewertung streiten. In Deutschland sind
keine razemischen Amphetaminkapseln bzw. -Tabletten zugelassen, jedoch gibt es
Dexamphetaminhemisulfat (Attentin®) und das Lisdexamfetaminhemisulfat (Elvanse®, 30mg
entspricht 8,9mg Dexamphetamin, also S-Amphetamin). Das letztgenannte, fiir den deutschen
Markt ausschlieBlich S-Amphetamin enthaltende, zugelassene Fertigarzneimittel wird iibrigens von
derselben Firma vertrieben, welche die o.g. Enantiomerenmischung von R- und S-Amphetamin
(2,5:1) vertreibt. Mittel der Wahl ist nach wie vor der viel milder wirkende Wirkstoff
Methylphenidat (Ritalin®), welcher nicht zu einer massiven Ausschiittung von Dopamin fiihrt,
sondern den DAT lediglich inhibiert, was dazu fiihrt, dass die Effekte von einer geringeren und eher

regulatorisch wirkenden Auspragung sind.
Die Effekte von R-DFA auf S-DFA sind teilweise gut mit den Beobachtungen zu der chemisch

verwandten Substanz MDMA vergleichbar. R-MDMA verstarkt zwar die antikataleptische bzw.
rotatorische Effekte von S-MDMA, diese sind jedoch marginal (Lebsantft et al., 2005).
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Bei dem Versuch einer Beeinflussung der Effekte von 4 mg/kg S-DFA durch steigende Dosierungen
R-DFA wurde in der detaillierten Auswertung beobachtet, dass die Effekte mit fortschreitendem
Versuch (und demnach mehrmaligen Behandlung mit S-DFA und R-DFA) stérender wurden
(Abbildung 44). Dies ldsst auf einen kumulativen Effekt von DFA schliefen. Ob S-DFA oder R-
DFA kumuliert, kann hier nicht abschlieend geklart werden. Allerdings kann angenommen werden,
dass eine Inhibition von Abbauenzymen in der Leber und im Gehirn durch R-DFA zu einer
allméahlichen Zunahme der Konzentrationen von S-DFA fiihrt.

Dies wire dann vergleichbar mit den Beobachtungen aus fritheren Arbeiten: Fiir MDMA wurde
gezeigt, dass R-MDMA den Abbau von S-MDMA hemmt und es dadurch zu einer Steigerung der
Konzentration von S-MDMA fiihrt

Allerdings wurde in den Arbeiten mit MDMA keine kumulativen Effekte auf den antikataleptischen
Effekt untersucht. Solch ein Zusammenhang ist jedoch nicht auszuschlieBen: in den ersten
Versuchen zum antikataleptischen Effekt von MDMA wurden zwar noch keine Enantiomere
untersucht, es ist jedoch nicht auszuschlieBen, dass es unter wiederholtem Testen, im damaligen
Versuchsdesign, zu verstarkenden Effekten gekommen ist (Amtage and Schmidt, 2003)

Diese Annahme kann nicht vollstindig nachgepriift werden, da beim wiederholten Testen von
Haloperidol-behandelten Tieren, auch mit einer initial antikataleptisch wirkenden Substanz, die

Katalepsie-Sensitiverung den grofiten Einfluss auf das Verhalten der Tiere hat (Banjaw et al., 2003).

6.3.2 S-DFA im unilateralen 6-OHDA-Modell

Nach unilateralen 6-OHDA-Lésion zeigten 4 Tiere eine ausreichende Lésionsstirke. Diese wurden

im gleichen Schema wie S-MDFPPA (s.0.) mit S-DFA behandelt.

Betrachtet man den Parkinson-relevanten Stepping-Test-Parameter ,,Ziehen®, kann eine
dosisabhdngige antiparkinsonoide Wirkung des S-DFA (dhnlich dem S-MDFPPA) beobachtet
werden (Abbildung 52, 53, 54) . Allerdings muss hier auch betont werden, dass die ipsilaterale

Vorderpfote mit hoheren Dosierungen zunehmend behindert wurde. Dies zeigt sich in einer leichten
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Abnahme der Ausgleichsschritte im Parameter ,,Ziehen* und teilweise auch in ,,Schieben®. Diese
Storung der Motorik kann mit den psychomotorisch aktivierenden Eigenschaften assoziiert sein:
wenn die neuronalen Netzwerke im Gehirn zu sehr aktiviert werden und iiber das Optimum
hinausgehen, dann ist das Verhalten ebenfalls eher gehemmt statt aktiviert zu sein.

Ahnliche Beobachtungen kénnen im Einsatz von klassischen Amphetaminen gemacht werden:
hochdosiert fiihren sie eher zur Katatonie bzw. im Tiermodell zu vermehrtem Schniiffelverhalten,
wihrend die Hyperlokomotion nicht mehr so ausgeprégt ist (Singh et al., 2012; Wallace et al., 1999;
Yates et al., 2007).

Interessant ist, dass diese Behinderung in ,,Ziehen* mit fortschreitender konstanter Behandlung
verschwand. Dies wire mit einer Gewdhnung an die verhaltensverringernden Effekte einer
Substanz gleichzusetzen (was aus der Literatur bekannt ist (Banjaw et al., 2003)). Zusammengefasst
kann die mittlere Dosis als die mit den stabilsten Verhaltenseftfekten eingeordnet werden, zumindest
zeigt sich hier ein besseres ,,Nutzen-Risiko*- Verhéltnis (Abbildung 53).

Wenn man die ,,Schieben*-Parameter des Stepping-Tests betrachtet, so ist zundchst erstaunlich, dass
die Werte der kontralateralen Pfote am ersten Testtag groBer waren als die der gesunden
(Abbildung 49, 52). Dies konnte ein Artefakt sein, auf eine unzureichende Lasionsstirke hindeuten
oder auf iiberkompensatorische Prozesse. Im weiteren Verlauf des Experiments brechen die Werte
der Prd-Tests wieder ein bzw. fluktuieren stark, was eine Interpretation des 1 mg/kg
Behandlungsdurchlaufs durch die inkonsistente ,,Baseline* schwierig macht. Bei den Tests der
mittleren und hohen Dosis ist eine Verstarkung der Stepping-Rate bei der moderaten Dosis und eine
Abschwiéchung in der hohen Dosis zu beobachten. Dies konnte mit dem Verlassen des Dosis-
Optimums zusammenhéngen (sieche Parameter ,,Zichen*) (Abbildung 50, 51).

Vergleicht man die Wirkung von S-DFA und S-MDFPPA im 6-OHDA-Modell so ist erkennbar, dass
MDFPPA eine stiarkere Wirkung besitzt. Dies ist interessant, da die Ergebnisse des Katalepsie-Tests
dies nicht zeigen.

Dort besitzt das nichtmethylierte Molekiil DFA im Vergleich zum methylierten MDFPPA die
starkere Wirkung. Die mittleren Dosierungen sind zwar dhnlich stark, bei der 4 mg/kg Dosierungen
zeigen sich allerdings Unterschiede. Das R-Enantiomer zeigt einen auffallenden Peak an Test 3; bei
S-DFA zeigt sich ein stabiler minimaler Verlauf von 4 mg/kg. Dies konnte auf eine unterschiedliche

Kinetik bei der Elimination (Séttigung) hinweisen (Abbildung 24 & 35).

Die Modell-abhingigen Unterschiede zwischen den Substanzen sind interessant und kdnnten auf

mechanistische Hintergriinde zuriickzufiihren sein.
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Wenn man die Unterschiede zwischen der N-methylierten und der nicht-methylierten Form der, mit
unseren fluorierten Derivaten verwandten Muttersubstanzen, betrachtet so findet sich folgendes:
Vergleicht man das reine nicht-ringsubstituierte Amphetamin und Methamphetamin, so zeigt sich
eine nahezu doppelt so starke Wirkung des methylierten Molekiils (Cho and Segal, 1994).
Vergleicht man die engen Verwandten der fluorierten Derivate MDA und MDMA hinsichtlich der
psychomotorisch aktivierenden Wirkung im Rotationsverhalten, so zeigt sich, dass MDA stérker als

MDMA (Anzahl der Drehungen korreliert mit DA- Freisetzung) wirkt.

Im Hinblick auf die urspriinglichen Muttersubstanzen ldsst sich nun folgendes postulieren:

Ohne Modifikation am Phenylring (Ampehtamin und Methamphetamin) bewirkt die Methylierung
am Stickstoff eine Verstiarkung der Wirkung.

Bei Vorhandensein einer Methylendioxygruppe am Phenylring (MDA und MDMA) bewirkt die
Methylierung jedoch eine Verschlechterung der Wirkung.

Mit einer Di-Fluor Gruppe am Phenylring zeigt sich eine Verbesserung der Wirkung vom
fluorierten Derivat zur Muttersubstanz (GrieBBinger, 2008), aber eine Abnahme der
antiparkinsonoiden Wirkung des methylierten Fluoranalog. DFA ist im Vergleich mit MDFPPA im
Katalepsietest dhnlich wirksam, obwohl verschiedene Kinetiken in der hohen Dosis zu beobachten
waren. Im Lasionsmodell zeigt sich jedoch eine stirkere Wirkung beim methylierten Derivat. Dies
kann daran liegen, dass im Katalepsiemodell mit Haloperidol vorrangig die D,-Rezeptoren im
Gehirn blockiert werden, was zwar zu Parkinsonsymptomen fiihrt, jedoch nicht einen DA-Mangel
abbildet. Uber Blockade der D,-Rezeptoren und Abschaltung der negativen Riickkopplung
dopaminerger Neurotransmission werden sogar erhdhte DA-Spiegel in den BG gemessen (Zhang et
al., 1989). Dies ist im Lasionsmodell nicht zu beobachten und konnte verantwortlich sein fiir die
leichten Wirkunterschiede ohne den genauen Mechanismus zu kennen. Man kdnnte vermuten, dass
bei ringsubstituierten Substanzen nicht nur dopaminerge sondern serotonerge Mechanismen eine
Rolle spielen: Die Wirkung von MDMA ist dosisabhénig und ldsst sich mit dem SSRI Citalopram
abschwichen, zudem zeigt der 5-HT-Synthese-Hemmer para-chlorophenylalanin (PCPA) nur eine
leichte Abschwéchung des durch MDMA induzierten Rotationsverhalten. Dies ldsst den Schluss zu,
dass die Wirkung von MDMA nicht nur von 5-HT und DA abhingig ist (Lebsanft et al., 2003).

Der Zeitverlauf des Rotationsverhalten ist bei beiden Substanzen vergleichbar, allerdings bei MDA

stiarker ausgeprégt. Dies deutet darauf hin, dass die Mechanismen zur DA-Freisetzung dhnlich sein
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konnen (Lebsanft et al., 2003). MDA, als Metabolit von MDMA, ist vor allem bei S-MDMA (sehr
gute antiparkinsonoide Wirkung) in grolen Mengen im Kortex und Striatum zu detektieren (Cho et
al., 1990; Meyer et al., 2002a). Ein zeitlicher Zusammenhang mit der Bildung von MDA aus
MDMA besteht nicht. Die gute antiparkinsonoide Wirkung wird demnach von der Muttersubstanz
MDMA und nicht durch den Metaboliten verursacht (Cho et al., 1990; Hiramatsu et al., 1991).

Die Affinitdt von R-MDMA und R-MDA zur Bindung an 5-HT-Rezeptoren (5-HT1 und 5-HT2) ist
drei mal so hoch wie die der S-Enatiomere (Lyon et al., 1986).

Die jeweiligen S-Enatiomere setzten im Vergleich mit den R-Enantiomeren mehr 5-HT frei und
besitzen eine hohere Wiederaufnahmehemmung von 5-HT in die Synapsen (Nichols et al., 1982;
Steele et al., 1987). Zudem ist ihre DA-Ausschiittung im Vergleich zum jeweiligen Racemat oder R-
Enantiomer am hochsten (Callaway et al., 1991; Johnson et al., 1986).

Der Effekt von MDA und MDMA auf die Wiederaufnahmehemmung von DA und NA in striatale

Neurone ist ebenfalls bei den S-Enantiomeren starker ausgeprégt (Steele et al., 1987).

R-MDMA reduziert die L-DOPA-induzierten Dyskinesien wihrend S-MDMA die ,,ON“-Wirkung
von L-DOPA verldngert (Huot, 2011).

Eine andere neuartige Substanz (UWA-101) mit Strukturverwandtschaft zum MDMA (es ist ein N-
methyl-alpha-cyclopropyl-Methylendioxyphenethylamin) besitzt antidyskinetische Wirkungen ohne
typische MDMA-dhnliche serotonerge oder neurotoxische Effekte zu zeigen (Johnston et al., 2012).

In Katalepsie- und Rotationsversuchen zeigen MDE und sein fluoriertes Derivat EDFPPA, dass eine
Verldangerung der Kette am Stickstoff mit einer Ethyl-Gruppe zu einer weiteren Einschrinkung der
Wirkung (im Vergleich mit MDMA um die Halfte) fiihrt (GrieBinger, 2008; Lebsanft et al., 2003).
EDFPPA und MDE waren im Vergleich zu MDFPPA und MDMA hinsichtlich ihre Wirkungsdauer
und - Stirke weniger effektiv. Die Fluorierung von MDMA und MDE hatten keinen gleichen
Effekt, MDFPPA wirkt starker als MDMA, EDFPPA aber schwicher als MDE.

Die Alkylierung am Stickstoft scheint fiir die Intensitit der Wirkung verantwortlich zu sein,
wohingegen die Fluorierung am Phenylring nur bei MDFPPA eine Steigerung der Wirkung zeigt.
Bei EDFPPA fiihrt sie zu einer dhnlichen oder sogar schwicheren Wirkung im Vergleich zu MDE.
Da MDFPPA im Vergleich zu EDFPPA eine vielfach stirkere Wirkung hat ist dies wohl von der
Alkylierung am Stickstoff abhéngig (GrieBBinger, Christoph, 2008).
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Unverdéffentlichte Ergebnisse von (Lauks and Schmidt, 2006) zeigen beim Test von DFA auf eine
antidsykinetische Wirkung keinen Effekt. Die antidyskinetische Wirkung scheint demnach
maBgeblich an der N-Alkylierung zu hiangen.

Die Wirkung von EDFPPA kann im Katalepsiemodell mit 5-HT ;s Rezeptorantagonist WAY 100635
antagonisiert werden (von Ameln- Mayerhofer; eingereicht), nicht aber die antidyskinetische
Wirkung. Auch der antidyskinetische Effekt beit MDE wird nicht durch WAY 100635 antagonisiert
(GrieBinger, 2008).

Bei Selegilin zeigte das fluorierte Analog im Katalepsietest ebenfalls keine antikataleptische
Wirkung. Die Fluoratome in Verbindung mit einer langen Alkylkette am Stickstoff, in diesem Fall
Propargyl, fiihrt hier zu einer Verschlechterung/Unwirksamkeit des Molekiils.

MDMA fiihrt zu einer stirkeren DA-Freisetzung als MDE (Johnson et al., 1986; Nash and Nichols,
1991). Demnach miisste im gesunden Striatum die DA-Freisetzung fiir die Rotationsstirke und -
Dauer verantwortlich sein, da MDMA und MDE zu einer vergleichbaren 5-HT-Freisetzung fiihren
(Nash and Nichols, 1991; Schmidt et al., 1994; Yamamoto et al., 1995). Diese Ergebnisse machen
nochmal den grolen Einfluss von MDMA auf andere Neurorotransmittersysteme deutlich. Die
Effekte ergeben sich aus einem komplexen Zusammenspiel des serotonergen, dopaminergen und

noradrenergen Systems.

Die Experimente mit DFA und den Antagonisten WAY 100635 und Citalopram zeigen, dass die
Wirkung von S-DFA von der Funktionalitdit der SERT abhéngt. 5-HT,s-Rezeptoren scheinen
ebenfalls involviert zu sein, die Ergebnisse lassen (aufgrund des zeitlichen Verlauf) eine biphasische
Wirkung vermuten (mit leichten antagonistischen Effekten des 5-HTx-Antagonisten in der frithen
Phase der Testung (bis ca. 60 min nach Gabe von S-DFA; gefolgt von einem viel stirkeren
Antagonismus in der spidten Testphase, also >60 min nach S-DFA-Gabe). Beide serotonergen
Targets sind also im Wirkmechanismus von S-DFA involviert: hauptsidchlich scheint S-DFA zwar
iiber den SERT zu wirken (voraussichtlich iiber eine Transporter-vermittelte Ausschiittung von 5-
HT, Vgl. (Verrico et al., 2006), 5-HT;s-Rezeptoren scheinen hier jedoch eine untergeordnete
Funktion zu iibernehmen. Bei den Muttersubstanzen MDA und MDMA wurde ein &dhnliches
Bindungsverhalten beschrieben. Sie wirken sowohl an 5-HT-Rezeptoren generell (v.a. am 5-HT 4

-Rezeptor), als auch am SERT (Cho and Segal, 1994).
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6.4 HPLC

Die Ergebnisse der Neurochemie lassen klar den Einfluss der unilateralen 6-OHDA-Lésion auf den
DA-Gehalt der rechten und linken Hemisphire erkennen, die Lésion war demnach erfolgreich.
Dieser Befund korrespondiert auch mit den Verhaltensdaten: die Tiere zeigten einen ausgeprigten
Hemiparkinsonismus, welcher auf einen unilateral begrenzen DA-Verlust beruht. Die striatale
Lision war im anterioren Striatum >90% stark, die Schwelle, ab welcher motorische Symptome

manifest werden, wurde also iiberschritten.

Eine Neurotoxizitdt ist nicht eindeutig zu erkennen, lediglich im rechten anterioren Striatum ist der
5-HT-Gehalt der DFA-vorbehandelten Tiere leicht vermindert.

Dies konnte natiirlich als erstes Anzeichen einer potentiell neurotoxischen Wirkung gewertet
werden. Ob man in dem (kumulativen) Dosisbereich mit einer Neurotoxizitit bei den getesteten
Substanzen rechnen miisste, bleibt wegen mangelnder Referenzstudien unklar. Die kumulative
Dosis war bei beiden Gruppen 56 mg/kg (1mg/kg, gefolgt von 2mg/kg, gefolgt von 4mg/kg, jeweils
acht Tage Behandlung). MDMA zeigte in unserem Labor neurotoxische Wirkungen bei einer 10
tdgigen Behandlung mit 20mg/kg einmal tiglich, d.h. kumulative Dosis von 200mg/kg (Mayerhofer
et al., 2001). Bei niedrigeren tdglichen Dosierungen konnte keine Neurotoxizitit gezeigt werden
(von Ameln and von Ameln-Mayerhofer, 2010). Diese Dosis ist viel hoher, jedoch muss ebenfalls
der niedrigeren Wirkdosen Rechnung getragen werden. Verglichen mit MDMA ist die notwendige
antikataleptische Dosis des Difluor-Derivat MDFPPA um den Faktor 5 kleiner — d.h. 1 bis 2 mg/kg
MDFPPA entsprechen der antikataleptischen Wirkung von ca. 5 bis 10 mg/kg MDMA.
Umgerechnet auf die neurotoxische Wirkung miisste daher eine kumulative Dosis von 40mg/kg
MDFPPA ausreichen um MDMA -dhnliche Effekte auf das serotonerge System auszuiiben. Dies war
hier bei weitem nicht der Fall. Natiirlich muss aber beriicksichtigt werden, dass hier trotz der
hoheren kumulativen Aquivalenz-Dosis tiglich nur niedrigere Dosierungen appliziert wurden.
Jedoch gerechnet mit dem Aquivalenz-Faktor 5 wiirden den 8mg/kg MDFPPA 40mg/kg MDMA
entsprechen und sogar mit einer vorsichtigeren Rechnung mit dem Aquivalenz-Faktor 2 wiirden die
hier verwendeten 8mg/kg MDFPPA immer noch einer relativ hohen Dosis MDMA von 16mg/kg
entsprechen. Bei der hier interessanteren Substanz DFA, wo wir tatsdchlich eine Tendenz zur
potentiellen Neurotoxizitit (oder zumindest zum leichten Abfall in 5-HT-Konzentrationen)

beobachten konnten, miissten wir allerdings das N-demethylierte Derivat von MDMA zum
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Vergleich heranziehen — das MDA. MDA ist ebenfalls serotonerg neurotoxisch — diese Wirkungen
sind viel stirker als bet MDMA und de facto sind niedrigere Konzentrationen ausreichend. Dass
hier eine Parallele bzw. chemisch bedingte Verwandtschaft zwischen den Methylendioxy- und
Difluor-Amphetaminen existiert, wird durch einen weiteren Befund aus der Forschung mit
Methylendioxyderivaten unterstiitzt: Die neurotoxische Wirkung von DFA — wenn es sich hier
tatsdchlich um eine handeln sollte — spielt sich insbesondere im gut dopaminerg innervierten
(dopaminerg intakten) rechten Striatum ab. Fiir MDA und MDMA ist die Hypothese postuliert und
zumindest fiir striatal serotonerge Neurotoxizitdt auch nachgewiesen worden, dass die Stirke der
neurotoxischen Wirkung der Methylendioxyamphetamine mit ihrer Eigenschaft korreliert, DA
freizusetzen. Nichols und Kollegen (Sprague et al., 1998) zeigten eine neurotoxische Potenz von
MDA > MDMA > MDE welche korreliert hat mit der DA-freisetzenden Potenz MDA > MDMA >
MDE.

Weiterhin muss aber auch ein anderer moglicher Mechanismus, welcher rein serotonerg vermittelt
wird, diskutiert werden. Vollig unabhédngig von den Mechanismen welche fiir die methylendioxy-
Derivate gelten, zeigen halogenierte Amphetamine ebenfalls eine selektiv serotonerge
Neurotoxizitit. Hierzu gehdren vor allem para-Chloroamphetamin (PCA) und Fenfluramin (Berger
et al., 1989; De Silva et al., 2005; Garcia-Garcia et al., 2015; Rothman et al., 2004).
Difluoramphetamine stellen ebenfalls halogenierte Amphetamine dar und konnten &hnliche
Mechanismen der Neurotoxizitit haben. Die neurotoxischen Dosierungen sind bei MDMA und PCA
vergleichbar obwohl die LD50 bei PCA (De Silva et al., 2005; Garcia-Garcia et al., 2015) um den
Faktor 4 geringer ist (Putzke et al., 2007) .

Im FC war sowohl in der rechten als auch in der linken Hemisphére eine Erhohung der 5-HT-
Konzentrationen zu sehen. Dies kdnnte an Sensitivierungsprozessen liegen oder evtl. auf ein DFA
hervorgerufenes Serotonin-Syndrom hinweisen. Zu den Symptomen eines Serotonin-Syndroms bei
Ratten gehoren unter anderem Rigor und Krampfe (Kalivas et al., 1998; Kutscher and Yamamoto,
1979; Spanos and Yamamoto, 1989), wie sie auch bei hoher Dosierung im Stepping-Versuch
beobachtet wurden (allerdings nicht evaluiert). In MDFPPA behandelten Ratten ist dieser 5-HT
Anstieg nicht zu erkennen, auch im Experiment war keine auffallende Krampfneigung zu sehen.
Eine Kumulation der Substanz erscheint hochst unwahrscheinlich, da eine lange Pause zwischen der
letzten Injektion und der Hirnpriparation eingehalten wurde, in welcher die Substanzen
hochstwahrscheinlich ausgewaschen wurden. Eine Erh6hung des 5-HT-Gehalt im FC welcher bei

der Ratte sowohl somatosensorische als auch motorische und teilweise prdmotorische Funktionen
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vermittelt, konnte ebenfalls im Zusammenhang stehen mit der antikataleptischen bzw. hier
antiparkinsonoiden Wirkung der fluorierten Amphetamine. Diese Moglichkeit miisste jedoch im
Detail untersucht werden, d.h. ohne weitere Erkenntnisse und Kontrollexperimente kann hier nur
spekuliert werden. Allerdings ist dies nicht gdnzlich unmdglich — wenn die dopaminerge Regulation
der Basalganglien ausfillt, wéaren andere, kortikale Mechanismen theoretisch in der Lage, die

neuronal funktionellen Defizite im Gehirn zu kompensieren.

AbschlieBend lésst sich festestellen, dass die fluorierten Amphetaminderivate MDFPPA und DFA
ein antiparkinsonoides therapeutisches Potential besitzen. Hierbei sind vor allem die S-Enantiomere
wirksam, obwohl R-DFA in hoherer Dosis ein eigenes Wirkprofil zeigt. In der antikataleptischen

Wirkung konnten 5-HT;a-Rezeptoren und SERT identifiziert werden.
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6.5 Schlussfolgerung

Der Hinweis auf eine antiparkinsonoide Wirkung von MDMA ergab sich durch Zufall, als ein
Patient eine Ecstasy-Pille einnahm und eine Verbesserung seiner Symptome sowie der L-DOPA
bedingen Dyskinesien beobachtete. Da die Verwendung von Betdubungsmitteln in der klinischen
Praxis allgemein problematisch ist und der Verdacht einer neurotoxischen Wirkung von MDMA
besteht wurden neue Derivate entwickelt, welche die gute antiparkinsonoide Wirkung vermitteln
aber durch Modifikation der Struktur zu einem sicheren Medikament fithren konnten.

Die gute antiparkinsonoide Wirkung der in dieser Arbeit untersuchten fluorsubstituierten MDMA -
Derivate, konnte in zwei Tiermodellen nachgewiesen werden.

Zum einen im Haloperidolinduzierten Katalepsiemodell in welchem die Blockade des D,-Rezeptors
transient zu der Auspriagung der Symptomatik fiihrt und zum anderen im 6-OHDA-Lé&sions-Modell
in welchem den Tieren durch intrazerebrale Injektion des Neurotoxins in das MFB ein DA Mangel
ausgelost wurde. AnschlieBend wurden die Tiere mit den Substanzen behandelt.

Es wurde gezeigt, dass die Wirkung von der Chiralitdt und der Linge der Alkylkette abhingt und
stark dosisabhdngig ist. Des weiteren zeigte sich, durch das Verwenden von Antagonisten an 5-HT 5
-Rezeptor und SERT, eine Abhdngigkeit der Wirkung von serotonergen Zielstrukturen. Bisher
durchgefiihrte Experimente (Grieinger, 2008) mit fluorierten Derivaten beschrankten sich auf die
Substanzen als Racemat. In dieser Arbeit wurde erstmals die Rolle der einzelnen Enantiomere,
sowie bei DFA, deren Zusammenwirken in Enantiomeremischungen detailliert untersucht. Dabei
zeigte sich zum einen die starke Wirkung des S-Enantiomer im Vergleich zu seinem R-Enantiomer
und zum anderen der eher gegensteuernde Effekt eines gleichen oder groBeren R-Anteil in einer
Enantiomermischung, was die gute antiparkinsonoide Wirkung des S-Enantiomer herabsetzt. Die
Alkylierung am Stickstoff scheint fiir die Intensitét der Wirkung verantwortlich zu sein. So zeigt
sich im Katalepsie-Test eine starkere Wirkung des nicht-methylierten DFA im Vergleich mit seinem
methylierten Derivat. Vergleicht man die engen Verwandten der fluorierten Derivate MDA und
MDMA im Rotationsverhalten, so zeigt sich, dass MDA stirker als MDMA (DA-Freisetzung)
wirkt. Experimente mit dem ethylierten Derivat zeigten (bei Grieflinger, 2008) ebenfalls den
Einfluss der Alkyl-Kette: EDFPPA und MDE waren im Vergleich zu MDFPPA und MDMA
hinsichtlich ihre Wirkungsdauer und - Stirke weniger effektiv. Die Fluorierung am Phenylring
allein scheint keinen Effekt auf die Stirke der Wirkung zu haben, da nur bei MDFPPA eine
Steigerung der Wirkung im Vergleich mit der Muttersubstanz MDMA auftrat, EDFPPA aber
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schwiécher als MDE wirkte.

Zusammengefasst kann festgestellt werden, dass die hier getesteten Substanzen Difluor-
Amphetamin und sein N-methyliertes Derivat (MDFPPA) einen signifikanten starken
antiparkinsonoiden Effekt in zwei bekannten Tiermodellen zeigen. In der neurochemischen Analyse
ausgewahlter Hirnareale zeigte sich kein schidlicher (neurotoxischer) Effekt auf das dopaminerge
oder serotonerge System. Vor diesem Hintergrund stellen die vorgestellten Substanzen eine gute

Alternative zur Therapie der Parkinsonerkrankung dar.
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