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Verzeichnis der verwendeten Abkiirzungen

ADHS Aufmerksamkeitsdefizit-Hyperaktivitdtssyndrom

cAMP zyklisches Adenosylmonophosphat

DR Dopaminrezeptory

D,-/- Dopaminrezeptor,knockout

D+ Wildtyp in Bezug auf den Dopaminrezeptory

DAT Dopamintransporter

Dist, gesamte zuriickgelegte Strecke pro Stunde

Distoan gesamte zuriickgelegte Strecke pro 24-Stunden-Intervall

Distimean mittlere Distanz eines Laufes

Distgn% prozentualer Anteil der bis zu einem Zeitpunkt zuriickgelegten Strecke an der

gesamten Strecke dieses 24-Stunden-Intervalls

ID eisenreduzierte Didt

1P intraperitoneal

GABA Gamma-Aminobuttersdure

KLR komplexes Laufrad

LTP Long-Term-Potentiation

MOSS Motor-Skill-Sequence

ND normale Diét

NaCl Natriumchlorid

NLR normales Laufrad

Nrun Anzahl der Léaufe pro 24-Stunden-Intervall

RCP Racloprid

SC subkutan

Trnean mittlere Dauer eines Laufes

Trun gesamte Zeit im Laufrad pro 24-Stunden-Intervall
Vimax maximale Geschwindigkeit

A relative maximale Geschwindigkeit eines 24-Stunden-Intervalls in Bezug auf die

maximale im KLR erreichte Geschwindigkeit
VTA Ventrales tegmentales Areal

ZNS zentrales Nervensystem



1. Einleitung

1.1 Dopaminsystem

1.1.1 Bedeutung des Dopaminsystems fiir das menschliche Nervensystem

Die bedeutende Rolle des Neurotransmitters Dopamin und seiner Rezeptoren im zentralen
Nervensystems des menschlichen Organismus ist seit Jahren Gegenstand der Forschung.
Erstmals wurde eine Beeintrdchtigung des Dopaminstoffwechsels als Ursache einer Patho-
logie in den 60er Jahren von Carlsson und Lindqvist (1963) beschrieben. Sie stellten darauf-
hin die Dopaminhypothese als Grundlage der Schizophrenietherapie auf. Auch der Zusam-
menhang zwischen dem Dopaminstoffwechsel und dem Morbus Parkinson wurde bereits in
den sechziger Jahren beschrieben (Barbeau et al. 1963). Heutzutage werden zahlreiche Pa-
thologien mit einer Storung des Dopaminstoffwechsels in Verbindung gebracht. Neben der
paranoiden Schizophrenie und dem Morbus Parkinson wurden auch bei Anorexia nervosa
(Adan et al. 2011), ADHS (Volkow et al. 2007), Suchterkrankungen (Dackis und Gold
1985) und der emotional instabilen Personlichkeitsstorung vom Borderline-Typus (Bande-
low et al. 2010) sowie dem Placeboeffekt (de la Fuente-Fernandez und Stoessl 2002) Veran-
derungen im Dopaminsystem nachgewiesen.

Vier grof3e axonale Bahnsysteme sind beschrieben, die mit Dopamin als Transmitter in ver-

schiedene Bezirke des zentralen Nervensystems projizieren (Vallone et al. 2000):

das nigrostriatale System
das mesolimbische System

das mesokortikale System

2w b=

das tuberoinfundibulédre System

Die nigrostriatalen Bahnen vermitteln hauptséchlich Signale von der Pars compacta der
Substantia nigra zum Striatum und modulieren so die Motorik. Eine Degeneration dieser
Bahnen flihrt zum klinischen Bild des Morbus Parkinsons mit den Symptomen Rigor, Tre-
mor und Akinese (Gerfen 1992; Lang und Lozano 1998).

Die Bahnen des mesokortikalen Systems verlaufen vom ventralen tegmentalen Areal (VTA)

in die verschiedenen Areale der GrofShirnrinde und beeinflussen das Lernen, die Gedécht-



nisfunktionen und weitere kognitive Funktionen (Le Moal und Simon 1991; Laszy et al.
2004). Motivation und Belohnungsverhalten werden mit dem mesolimbischen System in
Verbindung gebracht (Wise 2004). Es projiziert iiber das VTA auf die olfaktorischen Tuber-
kel, den Nucleus accumbens und auf verschiedene Gebieten des limbischen Systems (Vallo-
ne et al. 2000).

Dopamin ist damit ein zentraler Botenstoff fiir die Kommunikation zwischen Hirnstamm-
strukturen, dem limbischen System, den Basalganglien und dem Kortex. Die Verkniipfung
der genannten Strukturen ist fiir das Erlernen neuer motorischer Abldufe entscheidend. Das
komplexe Zusammenwirken von Motivation {iber die mesolimbischen Bahnen, der korrek-
ten Ausfiihrung durch die extrapyramidal-motorischen nigrostriatalen Bahnen und der Ver-
arbeitung und Speicherung von erlernten Bewegungen iiber die mesokortikalen Bahnen ist
die Grundlage fiir das motorische Lernen (Alexander et al. 1986; Le Moal und Simon 1991;
Vallone et al. 2000; Beck und Beckmann 2009). Das dopaminerge System interagiert dabei
mit glutamatergen und GABAergen Strukturen (siche Abbildung 1).

Abbildung 1: Vereinfachte Darstellung des dopaminergen Zusammenwirkens beim motorischen Lernen
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Das Zusammenwirken der mesolimbischen, der mesokortikalen Bahn und der
extrapyramidalen Motorik ermdglicht motorisches Lernen. Das VTA ist dabei die zentrale
Schaltstelle zwischen dem Striatum, dem Nucleus accumbens (Limbisches System) und
dem Hippocampus (Kortex).



1.1.2  Uberblick iiber die Dopaminrezeptoren

Dopaminrezeptoren gehoren zu der Gruppe der metabotropen Rezeptoren, die als Sieben-
transmembrandomédnen-Rezeptoren G-Protein-gekoppelt ihre Funktion erfiillen. Bis heute
geht man von fiinf verschiedenen Dopaminrezeptoren, die von D, bis Ds benannt sind (Ci-
velli et al. 1993). Kebabian (1992) teilte die Dopaminrezeptoren in zwei Gruppen ein, ab-
hingig davon, ob sie einen stimulierenden oder inhibierenden Effekt auf die Adenylatzykla-
se haben. Dopamin bewirkt bei Rezeptoren der D,-dhnlichen Gruppe (bestehend aus dem D,
und dem Ds-Rezeptor) eine Aktivierung der Adenylatzyklase und damit eine Erhdhung der
cAMP-Spiegel. Dieses bedingt eine Stimulierung der cAMP-abhéngigen Proteinkinase A,
die durch Phosphorylierung bestimmter Proteine zu einer spezifischen Reaktion fiihrt (Gi-
rault und Greengard 2004). Bei der D,-dhnlichen Gruppe, bestehend aus den D,-, D;- und
Ds-Rezeptoren bewirkt Dopamin iiber eine Inhibition der Adenylatzyklase eine Senkung des
cAMP-Spiegels und damit eine Hemmung der Signalkaskade (Girault und Greengard
2004).

Dopaminerge Neuronen und ihre Rezeptoren finden sich im gesamten ZNS, wobei die Hiu-
figkeit des Vorkommens abhingig vom Subtyp und der Region stark divergiert (sieche Tabel-
le 1). Di- und D,-Rezeptoren kommen zusammen in groferer Dichte vor allem im Neokor-
tex sowie in den Basalganglien mit Nucleus caudatus, Putamen und Nucleus accumbens vor
(Xu et al. 1997). In diesen Strukturen wirken D;- und D,-Rezeptoren auf molekularer Ebene
antagonistisch, physiologisch konnen sie aber, z.B. durch Sensibilisierung von D,-Rezepto-
ren nach Stimulation von D,-Rezeptoren auch synergistisch wirken (Hu und White 1992,
1994; Girault und Greengard 2004). Le Moine und Bloch (1995) gehen von einem Syner-
gismus auch auf Zellebene aus. Im Gegensatz zur klassischen Lehrmeinung vermuteten sie
eine Co-Lokalisation von D;- und D»>-Rezeptoren an einer Synapse. Uber D,-Rezeptoren
wird vor allem auf die inhibitorischen GABAergen Neurone im Striatum, zum Teil aber
auch auf die olfaktorischen Tuberkel sowie den Nucleus accumbens projiziert (Bouthenet et
al. 1991).

D,-Rezeptoren finden sich in groBer Menge vor allem postsynaptisch im gesamten Gehirn.
D;-Rezeptoren finden sich gehduft im limbischen System (Landwehrmeyer et al. 1993), vor
allem am Nucleus accumbens, den olfaktorischen Tuberkeln und den Inseln von Calleja
(Lévesque et al. 1992). Bouthenet et al. (1991) fanden den Ds-Rezeptor aber auch in mini-

maler Dichte im Hippocampus, in den septalen Regionen und in vielen kortikalen Arealen.



Die Dichte der D;-Rezeptoren an einer Lokalisation ist im Vergleich zu D,-Rezeptoren ge-
nerell geringer (Millan et al. 2004).

Der D4-Rezeptor ist ebenfalls nur in geringer Dichte im zentralen Nervensystem vorhanden.
GroBere Ansammlungen finden sich im frontalen Kortex, der Amygdala, dem Hippocam-
pus, dem Hypothalamus und dem Mesenzephalon (Onali et al. 1981; Van Tol et al. 1991).
Der zur D,-Gruppe gehdrende Ds-Rezeptor ist im Vergleich zum D,-Rezeptor deutlich selte-
ner und findet sich bei Primaten vor allem im zerebralen Kortex, dem lateralen Thalamus

und dem Striatum (Huntley et al. 1992; Choi et al. 1995).

Tabelle 1: Uberblick iiber die hiufigste Lokalisation der D;- bis Ds-Rezeptoren (Missale et al. 1998)

Rezeptortyp Anatomische Lokalisation
D, - Nucleus accumbens Kern und Hille
- Neostriatum

- Inseln von Calleja

D, - Nucleus accumbens Kern, septaler Pol der Hiille
- Neostriatum
- Substantia nigra Pars compacta

- Ventrales tegmentales Areal

D; - Nucleus accumbens Ventromediale Hiille
- Inseln von Calleja
- Cerebellum Lobuli 9, 10
- Substantia nigra

- Ventrales tegmentales Areal

- Hippocampus CA1,CA2,CA3,CA4, Gyrus dentatus
D, - Frontaler Kortex
- Hippocampus CA1,CA2,CA3,CA4, Gyrus dentatus
- Cerebellum
Ds - Hippocampus CA1,CA2,CA3,CA4, Gyrus dentatus

- Parafaszikulédrer Nucleus




1.2 Dopamin und Lernen

,»That of course raises the fascinating question of what dopamine really does [...]* (Berridge
2000, S.182). Diese Frage stellte sich der Psychologe K.C. Berridge, nachdem die neuro-
physiologische Forschung seit dem Nachweis des Neurotransmitters Dopamin im Jahr 1967
seine Bedeutungen fiir die Vorgédnge im ZNS sucht. Zunichst wurde aufgrund der bedeutsa-
men Fortschritte der Therapie des Morbus Parkinson mit Levodopa (Schwartz et al. 1972)
Dopamin fast ausschlieBlich als motorischer Transmitter im ZNS betrachtet. Erst 1982 wur-
den die kognitiven Defizite bei Parkinsonpatienten beschrieben und Dopamin mit Lernen
und Kognition in Verbindung gebracht (Mortimer et al. 1982; Pirozzolo et al. 1982). Seit-
dem wurde vor allem mithilfe klassischer Lernmodelle wie der operanten und instrumentel-
len Konditionierung die Bedeutung des Dopamins flir das Lernen erforscht. Die neuropsy-
chologische Dopaminforschung stellte darauthin die Liking- und die Wanting-Hypothese
auf. Die Liking-Hypothese besagt, dass Dopaminantagonisten die Freude an Belohnungen
inhibieren und damit Lernprozesse verzogern (Wise 2004). Berridge (2000) modifizierte
diese Hypothese, als er nachwies, dass bei Ratten durch medikamentdse Blockade der Do-
paminrezeptoren der Antrieb, eine Belohnung zu erlangen, reduziert war. Wurden sie jedoch
zum Trinken einer siiBen Losung gezwungen, so zeigten die Versuchstiere Zeichen eines
Wohlempfindens. Daraus schloss Berridge (2000), dass die Dopaminblockade die Empfin-
dung des Gliicklichseins nicht beeintrichtigt, der Antrieb, es zu wollen ( Wanting) jedoch re-
duziert ist (Calaminus 2010). Weiterhin konnten Schultz et al. (1997) verdeutlichen, dass
Dopamin bei der klassischen Konditionierung eine bedeutsame Rolle spielt. Dabei wird ein
unspezifischer neutraler Reiz durch die Kopplung mit einer Belohnung zu einem konditio-
nierten Reiz, der eine Erwartungshaltung bedingt. Zundchst konnte eine Aktivitétssteige-
rung dopaminerger Neurone nur bei Belohnungsgabe nachgewiesen werden, spéter erfolgte
jedoch die Aktivititssteigerung schon beim Stimulus. Erhielten die Versuchstiere darauthin
keine Belohnung, so verringerte sich die Aktivitit der dopaminergen Neurone. Aus diesen
Ergebnissen leiteten Schultz et al. (2008) die Vorhersagetheorie ab, nach der die Ausschiit-

tung von Dopamin vorhersagt, wie wahrscheinlich eine Belohnung auf einen Stimulus folgt.



1.3 Dopamin und motorisches Lernen

Das Erlernen neuer motorischer Fahigkeiten setzt das Zusammenwirken verschiedener Sys-
teme des ZNS voraus. Dabei sind die Initialphase und die Konsolidierungsphase zu unter-
scheiden, bei denen die dopaminergen Strukturen eine essentielle Rolle spielen.

In der Initialphase werden in erster Linie neue Bewegungsabldufe koordiniert. In dieser
Frithphase des motorischen Lernens steht vor allem die Aktivitdt der kortiko-zerebelldren
und der kortiko-striatalen Schleife im Vordergrund (Ashe et al. 2006; Orban et al. 2010).
Costa et al. (2004) beschrieben im Tierversuch mit Miusen, dass wiederholte Aktivierung
dieser Bahnen zu Plastizititsvorgdngen im Striatum fiihrt. Die Konsolidierung des Erlernten
erfolgt dann durch die Vernetzung und Ubertragung auf kortikale Bezirke wie den priifron-
talen Kortex und weiterer motorischer Areale (Fischer et al. 2005). Walker et al. (2003)
konnten im Humanexperiment feststellen, dass die Konsolidierung trainierter Inhalte wéh-
rend des Schlafens stattfindet. Modulierende Effekte auf die Konsolidierung haben das ven-
trale tegmentale Areal (VTA) und der Hippocampus. Aktivitdten im VTA fiihren tiber dopa-
minerge Neurone zur Stimulation des Hippocampus und bei Wiederholung zu einer Steige-
rung der Langzeit-Potenzierung an hippocampalen Synapsen (Lisman und Grace 2005). Der
Hippocampus iibernimmt somit die Funktion einer ersten Konsolidierung, dem sogenannten
schnellen Lernen (Beck und Beckmann 2010). Erst die langfristige dopaminerge Stimulie-
rung des aktivierten Hippocampus fiihrt zur endgiiltigen Konsolidierung des neuen Bewe-
gungsablaufes im Neokortex (Beck und Beckmann 2010). Der Hippocampus reguliert dem-
nach dopaminabhingig, welche Informationen im Langzeitgedichtnis gespeichert werden.
Auch diese Plastizititsvorgange geschehen wihrend der Schlafphase, nicht wihrend der Ak-
tivititsphase (Walker et al. 2003). Vor allem unerwartete Erfolge im Erlernen von Bewe-
gungsabldufen fiihren zu erhohter Freisetzung von Dopamin im Striatum und Hippocampus
und dadurch zu den genannten Plastizititsvorgidngen (Beck und Beckmann 2009).
Zusammenfassend hat der Transmitter Dopamin eine essentielle Rolle fiir das motorische
Lernen, da es iiber neuroplastische Vorgénge im Striatum, Hippocampus und dem Neokor-
tex am Erlernen neuer Bewegungsabldufe beteiligt ist. Diese komplexen Vorgénge beruhen

auf der koordinierten Stimulation und Inhibition dopaminerger Neurone.



1.4 Eisen und Dopamin

Eisenmangel gilt als eine der hdufigsten Fehlerndhrungen und betrifft nach UN-Berichten
mehr als vier Milliarden Menschen weltweit (United Nations 2004). Die Folgen jener Feh-
lerndhrung sind gut untersucht und spiegeln sich vor allem im hamatopoetischen System als
Anédmie wider. Eisenmangel hat aber abhédngig von der Dauer des Mangels auch unabhéngig
vom hdmatopoetischen System einen negativen Effekt auf kognitive Funktionen (Beard
2001).

Studien bei Erwachsenen und Kindern zufolge ist Eisenmangel mit kognitiven Symptomen
wie Apathie, Lethargie und mangelnder Aufmerksamkeit assoziiert (Pollitt 1993; Walter
2003). Aukett und Mitarbeiter (1986) und Idjradinata und Pollitt (1993) wiesen nach, dass
Kinder mit Eisenmangelandmie in Skalen zur Beurteilung von kognitiven Fahigkeiten und
motorischem Lernen schwichere Ergebnisse erzielten als Kinder mit normalen Eisenwer-
ten. Es konnten auch Unterschiede in der schulischen Leistung zwischen andmischen Schul-
kindern und nicht-andmischen nachgewiesen werden (Lozoff et al. 1987, 2006).

Die Griinde fiir diese Unterschiede sind vielschichtig. Auf Verhaltensebene zeigen Kinder in
Mangelsituationen, insbesondere mit Andmie, eine reduzierte Bereitschaft, sich zu bewegen
und die Umgebung zu explorieren und haben dadurch weniger die Moglichkeit, Neues zu
erlernen (Grantham-McGregor und Ani 2001). Rao und Mitarbeiter (2003), Erikson (2001)
und Beard und Mitarbeiter (2003) konnten zudem bei Ratten nachweisen, dass perinatale
Eisendefizienz bereits frithzeitig zu einer eingeschrankten Myelinisierung und Nervenzel-
lausreifung im fiir Lernprozesse wichtigen Hippocampus fiihrt.

Eine Interaktion zwischen verédndertem Eisenstoffwechsel und Dopaminstoffwechsel wurde
erstmals von Youdim et al. (1983) beschrieben. Die von der Tyrosinhydroxylase katalysierte
Reaktion hydroxyliert L-Tyrosin zu L-DOPA (Nagatsu et al. 1964) (siche Abbildung 2).
Diese Reaktion ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt in der Synthese aller Mono-
amine. L-Dopa wird in einem weiteren Schritt durch die L-Dopa-Decarboxylase zu Dopa-
min decarboxyliert. Die Tyrosinhydroxylase benotigt als Koenzym neben dem Redoxpaar
7,8-Dihydrobiopterin — 5,6,7,8-Tetrahydrobiopterin auch das essentielle Spurenelement Ei-
sen (Nagatsu et al. 1964).

Erikson und Mitarbeiter (2000) und Beard und Mitarbeiter (2003) konnten im Tierversuch
an Ratten darlegen, dass eisendefiziente Tiere einen verdnderten Dopaminstoffwechsel vor-

wiesen, der auf eine Abnahme der D,- und D,-Rezeptoraktivitit sowie auf einer Reduktion



der membranstdndigen Dopamintransporter (DAT) als Folge des Eisenmangels beruhte. Der
DAT transportiert im physiologischen Zustand Dopamin aus dem synaptischen Spalt zuriick
ins intrazelluldre Zytoplasma und beendet damit das Dopaminsignal (Zapata et al. 2007).
Die verminderte Zahl membranstiandiger DAT bei Eisenmangel ist auf eine veranderte Inter-
aktion zwischen Rezeptoren der D,-Gruppe und dem Transporter zuriickzufithren (Meier-
gerd et al. 1993). Dickinson und Mitarbeiter (2002) konnten in diesem Zusammenhang her-
ausarbeiten, dass die vermehrte agonistische Bindung am D,-Rezeptor zu einer Hochregu-
lierung des DAT fiihrt, eine antagonistische zu einer Herunterregulierung und somit zu ei-
nem verlidngerten Dopaminsignal. Diese Mechanismen wirken im Sinne einer Autoregulati-

on auf das dopaminerge System.

Abbildung 2: Chemische Reaktion von L-Tyrosin zu L-DOPA, der Vorstufe zu Dopamin

Co0 + Fe(II), + O, HO CO0
N —— +
NH; NH;

HO HO

Bei der von der Tyrosinhydroxylase katalysierten Reaktion wird Eisen als Koenzym bendtigt




1.5 Ziele der vorliegenden Untersuchungen

Die vorliegende Dissertation befasst sich mit den folgenden drei Fragestellungen:

1. Welche Auswirkungen haben das Fehlen und die Blockade des D,-Rezeptors auf die
motorische Aktivitit im Laufradmodell bei Méusen?

2. Welche Auswirkung hat ein Fehlen des Ds-Rezeptors auf die motorische Aktivitét
und das motorische Lernen im Laufradmodell bei Mausen?

3. Welche Auswirkung hat eine Eisenmangel-induzierte Stdrung des Dopaminsystems
auf die motorische Aktivitit und das motorische Lernen im Laufradmodell bei Méu-

sen?

Der D,-Rezeptor ist der dominierende Rezeptor der D,-Gruppe im ZNS von Méusen (Baik
et al. 1995). Durch sein haufiges Vorkommen im Striatum, im Nucleus accumbens und dem
VTA ist er an dopaminvermittelten kognitiven Vorgdngen im ZNS entscheidend beteiligt.
D,-Knockout-Miuse zeigen eine Hypolokomotion und einen parkinsonoiden Habitus (Baik
et al. 1995; Maldonado et al. 1997; Jung et al. 1999).

Aufgrund der zu erwartenden Hypolokomotion ist das von uns verwendete Laufradmodell
(Liebetanz und Merkler 2006) zur Beurteilung das motorischen Lernens bei D,-Knockout-
Mausen ungeeignet, da die verminderte Laufleistung eine vergleichbare Trainingsphase im
normalen Laufrad (NLR) und damit eine Vergleichbarkeit zur Kontrollgruppe nicht zulésst
(siche Material und Methoden: Abschnitt 2.2).

In diesem Zusammenhang ist eine kurzfristige pharmakologische Blockade des D,-Rezep-
tors interessant, da die Storung der D,-Rezeptor-Signalwege so nur fiir einen definierten
Zeitraum vorliegt und isolierter und ohne Einfluss von Adaptationsvorgidngen beurteilt wer-
den kann.

Der Ds-Rezeptor ist zwar sehr gering im ZNS reprisentiert (Millan et al. 2004), jedoch fin-
den sich die groffiten Ansammlungen in den entscheidenden Strukturen, die mit Lernen in
Verbindung gebracht werden: dem Nucleus accumbens, der VTA und dem Hippocampus
(Missale et al. 1998; Vallone et al. 2000) (sieche Tabelle 1). Da in Studien festgestellt wurde,
dass die dopaminergen Strukturen im Gehirn sich in Abwesenheit des D;-Rezeptors normal
entwickeln, wurde die Bedeutung des Ds-Rezeptors moglicherweise unterschitzt (Xu et al.

1997). Hier soll daher die Auswirkung einer D;-Defizienz auf das motorische Lernen im
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Laufrad untersucht werden.

Lozoff et al. (1987) beschrieben, dass motorisches Lernen durch Eisenmangel-induzierte
Anidmie beeintrachtigt wird. In vorangegangenen Versuchen unserer Arbeitsgruppe konnte
gezeigt werden, dass eine 15-wochige eisendefiziente Erndhrung nicht zu einer Anidmie
filhrt (Dowling et al. 2011). Vor diesem Hintergrund soll hier untersucht werden, inwieweit
eine eisendefiziente Didt das Laufverhalten im Laufrad und das motorische Lernen unab-
hingig von einer physischen Beeintrdchtigung durch eine Andmie beeinflusst.

Weiterhin soll die Interaktion von Ds-Defizienz und Eisenmangel in Bezug auf das motori-
sche Lernen im Laufradmodell untersucht werden. Fiir diese Fragestellungen verwendeten
wir ein Laufradmodell, das die detaillierte Darstellung von motorischer Aktivitdt und moto-
rischem Lernen im Mausmodell iiber einen lingeren Zeitraum erlaubt (Liebetanz und Merk-

ler 2006).
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2. Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Alle von uns durchgefiihrten Versuche entsprechen den Gesetzen der deutschen Tierschutz-
behorde und wurden von der Niedersidchsischen Regierung gepriift und genehmigt. Die Ver-
suchstiere wurden je nach Versuch in der Zntralen Tierexperimentellen Einrichtung (ZTE)
des Universitdtsklinikums geziichtet oder bei Charles River Laboratories (Sandhoferweg 7,
97633 Sulzfeld, Deutschland) erworben. Wir verwendeten nur ménnliche Mause, um einen
Einfluss weiblicher Geschlechtshormone auf das dopaminerge System als Fehlerquelle
(Kritzer und Creutz 2008) zu vermeiden. Die Méuse wurden fiir die Versuche in Einzelkéfi-
gen untergebracht, um das Laufverhalten jeder Maus individuell zu beurteilen. Sie hatten zu
jedem Zeitpunkt freien Zugang zu Futter und Wasser. Den Tag-Nachtzyklus legten wir mit
12 Stunden (7:00-19:00Uhr) fest.

Die Ziichtung der Ds-/-Méuse erfolgte in der ZTE der Universitdt Gottingen. Geziichtet
wurden Knockout-Méuse mit homozygoter D;-Defizienz durch Riickkreuzung aus Eltern-
tieren (Drd3"™'"*) mit C57Bl6n-Herkunft. Die Bestéitigung des Fehlens der D;-rezeptorko-
dierenden Region geschah nach der von Accili und Mitarbeitern (1996) beschriebenen Me-

thode.

2.2 Laufrad-basierte Analyse motorischer Aktivitit und motorischen

Lernens

Grundlage des verwendeten Laufradmodells ist ein uneingeschriankter Zugang zum Laufrad,
der es den Versuchstieren ermoglicht, dem eigenen physiologischen Aktivitdtsthythmus zu
folgen. Um dieses zu erreichen, bestiickten wir jeden Kéfig mit einem Laufrad, das tiber
einen Rotationssensor mit der Laufradachse verbunden wurde. Die Auflésung des Sensors
betrdgt 1/16 Umdrehung, eine Umdrehung entspricht der Distanz von 0,38 m.

Um sensitiv Defizite im motorischen Lernen nachweisen zu kénnen, nutzten wir die von
Liebetanz und Merkler (2006) entwickelte Motor-Skill-Sequence (MOSS). Grundlage die-
ser Methode sind zwei verschiedene Arten von Laufrddern. Ein konventionelles bzw. nor-

males Laufrad (NLR) mit Speichen in gleichbleibendem Abstand von 0,3 cm sowie ein
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komplexes Laufrad (KLR), bei dem in definierter Abfolge einzelne Speichen entfernt wer-
den, was in unterschiedlichen Sprossenabstinden zwischen 0,3 ¢cm und 1 cm resultiert. Im
Versuchsablauf von MOSS werden 2 Phasen unterschieden. In der ersten Phase haben die
Versuchstiere zundchst Zugang zum NLR. Nach 2 - 3 Wochen Training im NLR erreichen
die Miuse ein Plateau mit stabilen Werten fiir die maximal erreichte Geschwindigkeit (V max)
und die gelaufene Strecke pro 24-Stunden-Intervall (Dist,4) (alle gemessenen Parameter: —
siche Tabelle 2). Im Anschluss wird in der zweiten Phase das NLR durch das KLR ersetzt.
Es kommt zunichst zu einem Abfall der Laufleistung (V max, Distosn) und im Verlauf zu ei-
nem schrittweisen Wiederanstieg, bis nach ca. 1 - 2 Wochen ein erneutes Plateau erreicht
wird. Durch die vorangehende Trainingsphase im NLR wurde ein Plateau der muskuloske-
lettalen und kardiopulmonalen Leistungsfahigkeit erreicht, so dass der im KLR beobachtete
Anstieg der Laufparameter dem Erlernen der komplexen Laufradsequenz und somit dem
motorischen Lernen zuzurechnen ist. Zur exakten Beurteilung der Lernkurve und Verminde-
rung der interindividuellen Varianz berechneten wir die relative Geschwindigkeit in Bezug
auf die im KLR erreichte Maximalgeschwindigkeit (Vm.%). Voraussetzung fiir ein aussage-
kréftiges Ergebnis sind zudem vergleichbare Leistungen in der Plateauphase im NLR, da
sonst von verschiedenen Trainingszustinden ausgegangen werden muss und damit die Ver-

gleichbarkeit der Gruppen nur eingeschriankt moglich ist.

Tabelle 2: Verwendete Parameter

Parameter

Vinax maximale Geschwindigkeit

Vimax%o relative maximale Geschwindigkeit eines 24-Stunden-Intervalls in Bezug auf
die maximale im KLR erreichte Geschwindigkeit

Distyan gesamte zuriickgelegte Strecke pro 24-Stunden-Intervall

Dist, gesamte zuriickgelegte Strecke pro Stunde

Distyn% prozentualer Anteil der bis zu einem Zeitpunkt zuriickgelegten Strecke an der
gesamten Strecke dieses 24-Stunden-Intervalls

Trun gesamte Zeit im Laufrad pro 24-Stunden-Intervall

Nrun Anzahl der Léaufe pro 24-Stunden-Intervall

Distmean mittlere Distanz eines Laufes

Tonean mittlere Dauer eines Laufes
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2.3 Spezieller Versuchsaufbau

2.3.1 D;: Beeintriachtigung des Laufverhaltens durch D,-Rezeptordefizienz (D,-/-)
und durch pharmakologische Blockade des D,-Rezeptors mittels

Raclopridinjektionen

Um die Effekte des Fehlens von D,-Rezeptoren zu untersuchen, verwendeten wir 6 ménn-
liche C57/Bl6-Maiuse und 7 mannliche D,-Knockout-Méuse (D,-/-). Zum Zeitpunkt des Be-
ginns der Aufzeichnungen waren die Versuchstiere 7 bis 9 Wochen alt.

Wir beobachteten das Laufverhalten iiber 2 Wochen im NLR. Bei stark unterschiedlicher
Laufleistung im NLR wurde auf eine Untersuchung im KLR verzichtet, da die verminderte
Laufleistung eine vergleichbare Trainingsphase und damit eine Vergleichbarkeit zur Kon-
trollgruppe nicht zuldsst.

In einem weiteren Versuch mit 18 ménnlichen C57/Bl6-Miusen wurde pharmakologisch
eine zeitlich begrenzte selektive Blockade des D,-Rezeptors erwirkt. Hierzu verwendeten
wir den D,;-Rezeptorantagonisten Racloprid (Sigma-Aldrich) (Bindungskonstanten — sie-
he Tabelle 3). Wir fiihrten intraperitoneale Injektionen (IP) mit den Dosierungen 1,5 mg/kg
und 3 mg/kg sowie subkutane Injektionen (SC) mit den Dosierungen 3 mg/kg und 5 mg/kg
durch. Racloprid (RCP) wurde in einer Tartratlosung aufgeldst und als Racloprid L-Tartrat-
Losung (Konzentration 0,15 mg/ml IP; 0,3 mg/ml SC, Injektionsvolumina 10/20 ml/kg IP;
10/16,67 ml/kg SC) injiziert. Die Versuchstiere hatten zunéchst fiir drei Wochen Zugang zu
dem normalen Laufrad.

Die 18 Versuchstiere wurden vor der ersten Injektion in drei Gruppen aufgeteilt. Je nach
Gruppe erhielt jedes Tier zunichst an drei aufeinanderfolgenden Tagen um 18:00 Uhr ent-
weder 3 mg/kg RCP, 1,5 mg/kg RCP oder ein dquivalentes Volumen des Losungsmittels in-
traperitoneal. Vor der zweiten Injektionsreihe wurden die Mause 4 Wochen nicht behandelt,
um mogliche langer anhaltende Wirkungen der Medikation zu vermeiden. Sie hatten weiter-
hin freien Zugang zum Laufrad, um einen stabilen kardiopulmonalen Trainingszustand zu
halten. Dann erhielten die Tiere an drei aufeinanderfolgenden Tagen subkutane Injektionen
von 3 mg/kg RCP, 5 mg/kg RCP oder Placebo.

Um den zeitlich begrenzten Einfluss einer pharmakologischen Blockade durch Racloprid zu
bewerten, betrachteten wir die kumulative Distanz bis zu einem Zeitpunkt und stellten sie

als prozentualen Anteil zu der gesamten Distanz des 24-Stunden-Intervalls dar (Distn%).
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Als weitere Variablen betrachteten wir die zuriickgelegte Strecke pro Stunde und pro 24-
Stunden-Intervall (Dist,, Dist,sn) sowie die durchschnittliche Distanz (Distmen) und Dauer

pro Lauf (Toewm).

Tabelle 3: Bindungskapazitiaten von Racloprid

Rezeptorsubtyp geringste K; hochste K; relative In-vivo-Bindung
D, 18000 18000 n.b.

D, 1 5 72

D, 1,8 3,5 57

D, 237 2400 2

Ds n.b. n.b. n.b.

(Vallone et al. 2000) (Vallone et al. 2000)  (Riederer et al. 1998)

In vivo nach Riederer et al. (1998) und Vallone et al. (2000) zusammengetragene Bindungskonstanten K;
in nM.

2.3.2 Ds: Einfluss von Eisenmangel und D;-Rezeptordefizienz (D;-/-) auf das

motorische Lernverhalten

Zur Untersuchung der Bedeutung des D;-Rezeptors fiir das motorische Lernverhalten bilde-
ten wir 4 Gruppen a 15 Versuchstiere. Zwei Gruppen bestanden aus ménnlichen C57Bl6n
Mausen (D;+/+) (Charles River Laboratories GmbH, Sulzfeld, Deutschland), die anderen
beiden Gruppen aus mannlichen Mé&usen mit homozygoter D;-Rezeptor Defizienz (D;-/-).
Jeweils eine Gruppe des jeweiligen Stammes erhielt normales Futter mit einem Standardei-
sengehalt von 179 mg/kg, die andere Gruppe erhielt ab der 4.Woche postnatal ein Spezial-
futter mit einem reduzierten Eisengehalt von < 8mg/kg (ssniff Spezialdidten GmbH, Soest,
Deutschland).

Ab der 6.Woche nach Geburt bestiickten wir die Kifige mit den normalen Laufriader fiir 20
Tage. Nach dem Erreichen der Plateauphase wurden die normalen Laufrdder durch kom-
plexe Laufrider fiir 2 Wochen ersetzt. Als Parameter fiir den Lernerfolg bestimmten wir die
maximale Geschwindigkeit (Vma) und zusétzlich die Gesamtzeit und -distanz pro 24-Stun-
den-Intervall (Tun, Distosn).

Zudem errechneten wir, wie in Kapitel 2.2 beschrieben, fiir jeden Zeitpunkt die relative Ge-
schwindigkeit in Bezug auf die maximale, wihrend der Plateauphase im KLR erreichten

Geschwindigkeit.
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2.4 Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des Programms SPSS 16.0.0 (SPSS GmbH
Software, Miinchen, Deutschland) und GraphPad Prism 5, Version 5.04 (GraphPad Softwa-
re, Inc., La Jolla, CA 92037 USA).

Fiir die Bewertung des Einflusses des D,-Rezeptorstatus auf das Laufverhalten fiihrten wir
eine zweifaktorielle Varianzanalyse mit Messwiederholungen mit der Zeit als Innersubjekt-
faktor und dem D,-Rezeptorstatus als Zwischensubjektfaktor durch. Abhédngige Variablen
waren (bezogen auf ein 24-Stunden-Intervall) die maximale Geschwindigkeit (V max,), die
Distanz (Distsn) und die gesamte Zeit im Laufrad (Ton).

Fiir die Bewertung des Einflusses der pharmakologischen Intervention auf das Laufverhal-
ten, fiihrten wir separate Varianzanalysen mit Messwiederholungen an den Injektionstagen
und den injektionsfreien Tagen mit der Zeit als Innersubjektfaktor und dem Medikament als
Zwischensubjektfaktor durch. Abhidngige Variablen waren (bezogen auf ein 1-Stundeninter-
vall) die Distanz (Disty), der prozentuale Anteil der zuriickgelegten Strecke an der gesamten
Strecke des 24-Stunden-Intervalls (Distsm% ), die mittlere Distanz eines Laufes (DiStmean)
und die mittlere Dauer eines Laufes (Tem).

Fiir die Bewertung des Einflusses des D;-Rezeptorstatus und einer eisenreduzierten Diét
fithrten wir eine dreifaktorielle Varianzanalyse mit Messwiederholungen mit der Zeit als In-
nersubjektfaktor und der Didt und dem Rezeptorstatus als Zwischensubjektfaktoren durch.
Abhiéngige Variablen waren die Parameter V ,.%, Distosn und Tiyn.

Im Falle signifikanter Interaktionen (p < 0,05) in den Varianzanalysen wurden Post-hoc-t-

Tests fiir Zwischengruppenvergleiche (unabhéngige t-Tests) durchgefiihrt.
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3. Ergebnisse

3.1 Einfluss des D;-Rezeptors auf das Laufverhalten

3.1.1 D;-Rezeptordefizienz (D,-/-) fithrt zu starker Einschrinkung der

motorischen Aktivitit im Laufrad

Zur Beurteilung der Einfliisse eines Fehlens des D,-Rezeptors auf die motorische Aktivitit
und Leistungsfahigkeit untersuchten wir das Laufverhalten von D,-Knockout-Méusen
(D»-/-) im normalen Laufrad. Die D,-/- zeigten im Vergleich zu den Wildtyp-Kontrollen eine
deutlich reduzierte Aktivitit, die sich in der zuriickgelegten Strecke und der Zeit im Laufrad
pro 24-Stunden-Intervall (Distosn, Trn) sowie der maximalen Geschwindigkeit (V.x) wider-
spiegelte (siche Abbildung 3). Insbesondere beziiglich der Parameter Dist,s, und Ty, zeigte
sich bei den D,-/- eine deutlich reduzierte Steigerung wihrend der Trainingsphase sowie re-
duzierte Werte wihrend der Plateauphase.

Entsprechend der Messwiederholungs-ANOVA beeinflussten Zeit, Rezeptorstatus sowie die
Interaktion beider die Parameter Distos, und T, signifikant. Auf den Parameter V.« zeigte
die ANOVA signifikante Einfliisse der Zeit und der Interaktion von Zeit und Rezeptorstatus.
Der D,-/-Rezeptorstatus ging im Vergleich zu D>+/+ mit einer Reduzierung des Parameters

Disty4, an den Tagen 10,11,13 und 14 einher, wie durch t-Tests bestétigt werden konnte.

Abbildung 3: Einfluss einer D,-Defizienz (D,-/-) auf die motorische Aktivitdt

Distysp Vinax Trun
1.0 35000
14000 b,
D, - % o -l 30000 D, -~
12000 0.8 * %
— Dy +h —_ — D+t 25000 — Dy ++ *
T 10000 % x @ -
= * g 0.6 @ 20000
< 8000 E
& % 5 15000
% 6000 g 04 -
9 400 = 10000
0.2
2000 5000
0 0.0 0
Tag im NLR Tag im NLR Tag im NLR

Darstellung der Distanz (Dista4), der maximalen Geschwindigkeit (Vi) und der Zeit im Laufrad
(Twn) bei Dy-/- und Dyt/+ im normalen Laufrad (NLR). Die Fehlerbalken entsprechen dem
Standardfehler. Die D,-/- zeigen an mehreren Tagen signifikant geringere Werte in den Parametern
Distosn und Trun. Bel Ve, sind an keinem Zeitpunkt signifikante Unterschiede zu erkennen.
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Tabelle 4: Ergebnis der Messwiederholungs-ANOVA: D,-/- vs. Do+/+

Dy-/- vs. D+ Vinax Distzqn Trun
df  F-Wert p-Wert F-Wert p-Wert F-Wert p-Wert
NLR
Zeit 13 19,23 <0,0001 8,989 <0,0001 5,202 <0,0001
Rezeptor 1 2,620 0,1338 6,670 0,0255 7,977 0,0165
Zeit x Rezeptor 13 2,635 0,0025 5,92 <0,0001 3,03 <0,0001

3.1.2 Raclopridinjektionen vor Beginn der Aktivititsphase bewirken

dosisabhéngige reversible Verschiebungen des niichtlichen Aktivititsprofils

Wir untersuchten das Laufverhalten nach intraperitonealer und subkutaner Applikation von
Racloprid (RCP, Sigma-Aldrich), um eine zeitlich begrenzte Blockade des D,-Rezeptors zu
erwirken. Sowohl nach intraperitonealer als auch nach subkutaner Injektion von RCP zeigte
sich eine dosisabhingige Verschiebung des Aktivititsmaximums ohne Einfluss auf die ins-
gesamt zuriickgelegte Strecke pro 24-Stunden-Intervall.

Alle Gruppen zeigten am Tag vor der ersten Injektion ein physiologisches Aktivitétsprofil
mit Aktivitdtsmaximum zwischen 21:00 und 23:00 Uhr. Nach Injektion von RCP kam es zu
einer initialen Reduktion der Laufleistung, wiahrend im spéteren Verlauf der aktiven Phase
die Laufleistung gesteigert war.

Diese RCP-induzierte Verschiebung der Aktivitdtsmaxima fiihrte aber nicht zu einer Reduk -
tion von Disty, (siche Abbildung 4, 5), da die mit RCP behandelten Miuse die geringere
Leistung in der friihen Phase mit langeren Laufen in der Spétphase kompensieren konnten.
Sowohl die Dauer eines Laufes (Twmen) als auch die zuriickgelegte Strecke pro Lauf (DiStumean)
waren dabei verlidngert. Diese Ergebnisse ergaben sich sowohl bei den intraperitonealen als
auch bei den subkutanen Injektionen (siche Abbildungen 6-9).

Die subkutane Injektion von 5 mg/kg RCP reduzierte tendenziell (p=0,08) die zuriickgelegte
Strecke pro 24-Stunden-Intervall am 3. Injektionstag aufgrund einer eingeschrinkten Kom-
pensation der initial verminderten Laufleistung in der Spatphase der Aktivititsphase (sieche
Abbildung 5).

Entsprechend der Messwiederholungs-ANOVA beeinflussten Zeit, Behandlung sowie die

Interaktion beider die Parameter Distyn% und Dist, an den Injektionstagen 2 und 3 bei den
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intraperitonealen und an allen Injektionstagen bei den subkutanen Injektionen signifikant.
Am Tag vor der ersten und am Tag nach der letzten Injektion sowie am ersten Injektionstag
hatte bei der intraperitonealen Applikation laut Messwiederholungs-ANOVA nur die Zeit
einen signifikanten Einfluss auf Dist, und Distgm%.

Die Messwiederholungs-ANOVA zeigte fiir alle drei Injektionstage bei beiden Applikati-
onsformen signifikante Einfliisse der Zeit und der Interaktion von Zeit und Behandlung auf
die Parameter Distyean Und Tpesn. Am Tag vor der ersten Injektion und am ersten Tag nach der
letzten Injektion hatte laut Messwiederholungs-ANOVA nur die Zeit einen signifikanten
Einfluss auf die Parameter Distmean und Tean.

Die RCP-Gabe fiihrte in beiden Dosierungen und beiden Applikationsformen laut Post-hoc-
t-Tests an zahlreichen Zeitpunkten zu einer signifikanten Abnahme von Distym% im Ver-
gleich zu der Placebogabe an den Injektionstagen 2 und 3 (siehe 7.3.: Tabellarische Zusam-
menstellung der Ergebnisse der Post-hoc-t-Tests).

Die RCP-Gabe fiihrte weiterhin in beiden Dosierungen und beiden Applikationsformen laut
Post-hoc-t-Tests zu signifikanten Veranderungen von Distyean Und Timean im Vergleich zur Pla-
cebogabe an den Injektionstagen 1 und 3.

Post-hoc-t-Tests zeigten zusétzlich fiir die RCP-5-Gruppe im Vergleich zu den Kontrollen

einen Trend (p = 0,08) zu einer geringeren Dist,q, am 3.Injektionstag.
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Abbildung 4: Intraperitoneale Injektionen von RCP
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Darstellung der Gesamtstrecke im 24-Stunden-Intervall (Dists) nach intraperitonealer
Injektion von RCP 1,5 mg/kg, RCP 3 mg/kg und Placebo. Die Fehlerbalken entsprechen dem
Standardfehler. Trotz unterschiedlicher Aktivitatsprofile in der Nacht (sieche Abbildung 6,7)
hatte die intraperitoneale Applikation von RCP keinen Einfluss auf die Distas.

Abbildung 5: Subkutane Injektionen von RCP
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Darstellung der Gesamtstrecke im 24-Stunden-Intervall (Dist,s) nach subkutaner Injektion
von RCP 3 mg/kg, RCP 5 mg/kg und Placebo. Die Fehlerbalken entsprechen dem
Standardfehler. Trotz unterschiedlicher Aktivitédtsprofile in der Nacht (siche Abbildung 6,7)
hatte die intraperitoneale Applikation von RCP keinen Einfluss auf die Dist,sn. Allerdings
zeigte sich im Unterschied zu der intraperitonealen Applikation am 3. Injektionstag bei der
RCP-5-Gruppe ein Trend (#: p = 0,08) zu einer geringeren Distysy,.
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Abbildung 6, 7: Intraperitoneale Injektionen von RCP: stiindliche Intervalle
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Darstellung der Strecke pro 1-Stunden-Intervall (Dist,) und des prozentualen Anteils an der Gesamtstrecke des
24-Stunden-Intervalls (Distwun%) nach intraperitonealer Injektion von RCP 1,5mg/kg, RCP 3mg/kg und
Placebo. Die Fehlerbalken entsprechen dem Standardfehler. An den Tagen vor und nach den abendlichen
Injektionen zeigten alle 3 Gruppen die gleichen Aktivitdtsprofile. An den Injektionstagen fithrten RCP-
Injektionen zu einer Verschiebung des Aktivitdtsmaximus mit signifikanten Unterschieden der in Dist, und
Distwm% im Vergleich zur Placebogruppe (*= RCP 1,5 vs. Placebo, p<0,05; *= RCP 3 vs. Placebo, p<0,05).
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Darstellung der mittleren Distanz (Distmeasn) und Dauer (T.a) pro 1-Stunden-Intervall nach intraperitonealer
Injektion von RCP 1,5mg/kg, RCP 3mg/kg und Placebo. Die Fehlerbalken entsprechen dem Standardfehler.
Intraperitoneale RCP-Injektionen fiihrten zu signifikant hoéheren Distmesn Und Tuewn im  Verlauf der
Aktivititsphase im Vergleich zur Placebogruppe (*= RCP 1,5 vs. Placebo, p<0,05; *= RCP 3 vs. Placebo,
p<0,05), im Sinne einer kompensatorischen Erhhung von Laufdauer und —distanz in der zweiten Nachthilfte.
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Abbildung 8, 9: Subkutane Injektionen von RCP: stiindliche Intervalle
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Tabelle 5: Ergebnis der Messwiederholungs-ANOVA: intraperitoneale Injektionen mit RCP

IP-Injektionen Distoum Distmean Tmean

df F-Wert p-Wert F-Wert  p-Wert F-Wert P-Wert

Tag vor 1.Injektion

Zeit 23 580,99 <0,0001 17,3 <0,0001 17,4 <0,0001
Injektion 2 0,4 0,6970 0,7 0,5354 1,3 0,2942
Zeit x Injektion 46 0,8 0,8165 0,0 0,5826 0,0 0,7530

1. Injektion

Zeit 23 2873  <0,0001 0,0  <0,0001 0,0  <0,0001
Injektion 2 0,9 0,4135 0,0 0,9824 0,5 0,6331
Zeit x Injektion 46 13 0,1089 1,6 0,0127 1,7 0,0065

2. Injektion

Zeit 23 1477 <0,0001 0,0  <0,0001 0,0  <0,0001
Injektion 2 3,9 0,0462 0,0 0,7565 0,1 0,9196
Zeit x Injektion 46 2,7 <0,0001 1,8 0,0016 0,0 0,0105

3. Injektion

Zeit 23 4771 <0,0001 11,2 <0,0001 12,7 <0,0001
Injektion 2 5,3 0,0197 1,0 0,3832 1,4 0,2756
Zeit x Injektion 46 5,1 <0,0001 0,0 <0,0001 2,5 <0,0001

Tag nach 3.Injektion

Zeit 23 819,7 <0,0001 16,4 <0,0001 18,0 <0,0001
Injektion 2 1,0 0,3764 2,2 0,1496 0,0 0,1674
Zeit x Injektion 46 1,1 0,2509 0,0 0,8333 0,0 0,9
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Tabelle 6: Ergebnis der Messwiederholungs-ANOVA: subkutane Injektionen mit RCP

SC-Injektionen Distoum Distmean Tmean

df F-Wert p-Wert F-Wert  p-Wert F-Wert  p-Wert
Tag vor 1.Injektion
Zeit 23 838,3 <0,0001 18,2 < 0,001 22,0 < 0,001
Injektion 2 0,7 0,520 0,0 0,867 0,2 0,851
Zeit x Injektion 46 1,0 0,506 0,0 0,973 0,0 0,915
1. Injektion
Zeit 23 263,6 < 0,001 8,7 < 0,001 0,0 < 0,001
Injektion 2 11,5 < 0,001 0,0 0,794 0,0 0,502
Zeit x Injektion 46 5,7 < 0,001 2,0 < 0,001 1.9 <0,001
2. Injektion
Zeit 23 2672 < 0,001 6,2 < 0,001 8,0 < 0,001
Injektion 2 7,0 0,008 0,0 0,412 0,0 0,278
Zeit x Injektion 46 3.8 < 0,001 1,6 0,016 1,5 0,017
3. Injektion
Zeit 23 168,0 < 0,001 9,2 < 0,001 9,9 < 0,001
Injektion 2 59 0,016 0,0 0,638 1,2 0,345
Zeit x Injektion 46 4,3 < 0,001 0,0 <0,0001 2,5 < 0,001
Tag nach 3.Injektion
Zeit 23 1219,0  <0,001 0,000 < 0,001 23,8 < 0,001
Injektion 2 1,1 0,374 0,000 0,868 0,3 0,760
Zeit x Injektion 46 1,8 0,002 0,000 0,692 1,2 0,204
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3.2 Versuchstiere mit Eisendefizienz zeigen geringere Disty, und T,
unabhingig vom Ds;-Rezeptorstatus. Versuchstiere mit
Eisendefizienz und negativem D;-Rezeptorstatus zeigen geringere

Vmax und Vina % in der Lernphase.

Um den Effekt von eisenreduzierter Diédt (ID) im Vergleich zu normaler Didt (ND) und ne-
gativem Rezeptorstatus (Ds-/-) im Vergleich zum Wildtyp (D;+/+) auf das motorische Ler-
nen bei Miusen zu evaluieren, betrachteten wir die maximale Geschwindigkeit (V n.x) als
aussagekriftigen Parameter fiir das Erlernen motorischer Fihigkeiten im Laufradmodell
(Liebetanz und Merkler 2006) iiber einen Zeitraum von 14 Tagen im komplexen Laufrad
(KLR). Die Lernphase endete bei allen Gruppen nach den ersten sechs Tagen mit dem Er-
reichen eines V.-betreffenden vergleichbaren Plateaus (siche Material und Methoden: Ab-
schnitt 2.2.).

ID fiihrte wiahrend der Lernphase bei Ds-/- zu einem verzogerten Erreichen des V m.-Plate-
aus. Bei Ds;+/+ konnte hingegen keine Beeintridchtigung der Lernkurve durch ID gezeigt
werden. Eisenmangel beeinflusst somit abhéngig vom D;-Rezeptorstatus die maximale Ge-
schwindigkeit wahrend der Lernphase (siche Abbildung 10).

ID fiihrte zudem sowohl bei Ds-/- als auch bei Ds+/+ zu einer Reduktion der Distanz und
der Zeit im KLR pro 24-Stunden-Intervall (Distosn, Trn) wéhrend der Plateauphase. Eisen-
mangel beeinflusst somit die zuriickgelegte Strecke und die Gesamtzeit im Laufrad unab-
hiangig vom D;-Rezeptorstatus (siche Abbildungen 11,12).

Unterschiede zwischen den beiden Rezeptorstatus zeigten sich unter normaler Didt in dem
Parameter Distos. Ds-/- legten im Vergleich zu Ds+/+ eine ldngere Strecke pro 24-Stunden-
Intervall zuriick, was einer gesteigerten motorischen Aktivitét bei D;-Defizienz entspricht.
Die Messwiederholungs-ANOVA zeigte wiahrend der Lernphase signifikante Einfliisse der
Zeit und der Interaktion von Didt und Rezeptorstatus auf die relative maximale Geschwin-
digkeit (Vmax%0). Fiir die Plateauphase (Tag 7 — 14) zeigte die Messwiederholungs-ANOVA
keine signifikanten Effekte von Eisendefizienz und Rezeptorstatus auf Vm.%.

Die Messwiederholungs-ANOVA zeigte tiber den gesamten Zeitraum auch einen Einfluss
der Zeit, der Didt sowie der Interaktion beider auf Dist,s. Die Gesamtzeit im Laufrad pro
24-Stunden-Intervall wurde signifikant von der Zeit und der Interaktion von Zeit und Re-

zeptorstatus beeinflusst.
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Eisendefizienz verringerte laut t-Tests bei Ds-/- Tieren die V% an den Lernphasetagen 3-
6. Zudem war die V% bei Ds-/- ID an den Tagen 1,5 und 6 signifikant reduziert im Ver-
gleich zu den D3+/+ Tieren unter der gleichen Diit.

Bei Ds+/+ konnte kein Effekt der Didt auf die V..x% gezeigt werden. Ebenso hatte die allei-
nige Ds-Defizienz bei Tieren mit normaler Didt auf die V,,.x% keinen Einfluss.

Bei Ds-/- reduzierte eine eisendefiziente Erndhrung die Distanz pro 24-Stunden-Intervall im
Vergleich zu einer normalen Erndhrung mit signifikanten Unterschieden in t-Tests an Tag 1.
Bei Ds+/+ reduzierte eine eisendefiziente Erndhrung die Distanz pro 24-Stunden-Intervall
im Vergleich zu einer normalen Ernéhrung mit signifikanten Unterschieden in t-Tests an den

Tagen 11 und 14.

Abbildung 10: Lernkurven im KLR anhand der V%

D3-/-1ID vs ND D3+/+ 1D vs ND
*
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Darstellung des Einflusses einer eisenreduzierten Didt (ID) im Vergleich zu normaler Didt (ND)
auf die relative maximale Geschwindigkeit im KLR (Vm.x%) bei Ds-/- (1. Abbildung) und bei D5
+/+ (2. Abbildung). Die Fehlerbalken entsprechen dem Standardfehler. Eisendefizienz fiihrte bei
D;-/- zu einer signifikant geringeren V% (*: p<0,05) im Vergleich zu den Ds-/-
Vergleichstieren ohne Eisendefizienz. Die eisenreduzierten Ds-/-Tiere erlernen demnach das
Laufmuster des KLR im Vergleich zu ihren Kontrollen verzdgert, wéhrend bei den D;+/+ kein
Unterschied zwischen ID und ND zu erkennen ist.



26

Abbildung 11: Distanz pro 24-Stunden-Intervall im KLR
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Darstellung des Einflusses einer eisenreduzierten Didt (ID) im Vergleich zu normaler Didt (ND)
auf die Distanz pro 24-Stunden-Intervall (Dista) im KLR bei D;-/- (1. Abbildung) und bei Ds+/+
(2. Abbildung). Die Fehlerbalken entsprechen dem Standardfehler.

Eisendefizienz (ID) fiihrte bei D;-/- und Ds+/+ zu einer signifikant geringeren Distys (*: p<0,05)
Eisendefiziente Miduse legen demnach unabhingig vom Ds-Rezeptorstatus eine geringere

Strecke pro 24-Stunden-Intervall zuriick.

Abbildung 12: Gesamte Zeit pro 24-Stunden-Intervall im KLR
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Darstellung des Einflusses einer eisenreduzierten Didt (ID) im Vergleich zu normaler Diét (ND)
auf die Zeit im Laufrad pro 24-Stunden-Intervall (T,,,) im KLR bei D;-/- (1. Abbildung) und bei
D;+/+ (2. Abbildung). Eisendefizienz fiihrte bei D;-/- und Ds+/+ zu einer signifikant geringeren

Ton( p<0,05).
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Tabelle 7: Ergebnis der Messwiederholungs-ANOVA: Eisendefizienz und negativer Ds;-Rezeptorstatus im
KLR

Vihax 70 Distzan Toun

df F-Wert p-Wert F-Wert  p-Wert F-Wert p-Wert
Lernphase (KLR)
Zeit 5 53,222 0,001 35,960 0,001 4,939 0,001
Zeit x Rezeptor 5 2,192 0,056 4,588 0,001 4,106 0,001
Zeit x Diét 5 0,354 0,879 0,693 0,629 0,327 0,896
Zeit x Rez. x Diit 5 0,789 0,558 0,562 0,729 1,152 0,333
Rezeptor 1 2,781 0,101 1,998 0,163 0,569 0,454
Diit 1 2,954 0,092 4,527 0,038 3,519 0,066
Rezeptor x Diét 1 4396 0,041 0,676 0,415 0,841 0,363
Plateau (KLR)
Zeit 7 1,809 0,084 7,030 0,001 11,900 0,001
Zeit x Rezeptor 7 0,924 0,488 1,940 0,063 1,758 0,095
Zeit x Diat 7 0,377 0,916 2,625 0,001 2,714 0,009
Zeit x Rez. x Diét 7 0,586 0,767 0,731 0,646 1,036 0,405
Rezeptor 1 1,776 0,189 3,487 0,068 1,550 0,219
Diét 1 1,048 0,311 3,804 0,057 3,601 0,064

Rezeptor x Diit 1 1,113 0,297 0,051 0,822 0,071 0,791
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4. Diskussion

4.1 Auswirkungen einer Beeintriachtigung der D,-Rezeptoraktivitit

auf die motorische Aktivitit im normalen Laufrad

4.1.1 D;-Rezeptordefizienz fithrt zu einer deutlichen Einschrinkung der

motorischen Aktivitit

Bei der Beobachtung des Verhaltens der D»>-Knockout-Mdusen konnte zunéchst eine gene-
relle Einschrankung der motorischen Aktivitdt in allen Parametern gezeigt werden. Die ge-
ringere Gesamtdistanz liel3 sich vor allem auf eine geringere Gesamtzeit im Laufrad zurtick -
fithren, weniger auf eine reduzierte maximale Geschwindigkeit. D>-Defizienz fiihrt dem-
nach grundsétzlich zu einer reduzierten Aktivitit im Laufrad, was die Reduktion aller Para-
meter erklart. Eine durch fehlende D,-Aktivitit induzierte Bradykinese bei Mausen steht im
Einklang mit zahlreichen Studien, die einen Parkinsonoid als Ursache vermuten (Kelly et al.
1998; Baik et al. 1995). Kelly und Mitarbeiter und Baik und Mitarbeiter stellten dabei in
Open-field-Versuchen fest, dass D,-defiziente Mduse reduzierte Spontanbewegungen zei-
gen. Sie folgerten daraus, dass die reduzierte Aktivitit auf eine Stdrung im extrapyramidal-
motorischen System zuriickzufiihren sei.

Die signifikant reduzierte Gesamtzeit und -strecke im Laufrad ohne signifikante Reduktion
der Maximal-Geschwindigkeit lassen sich durch einen Parkinsonoid aber nur begrenzt er-
kldren, da bei einer rein motorischen Beeintrdchtigung der Versuchstiere im Sinne einer
Bradykinese eine ebenso deutlich verminderte Maximalgeschwindigkeit zu erwarten wire.
Daher ist neben der reinen Beeintrachtigung der Motorik eine weitere Ursache, die die deut-
lich reduzierte Gesamtzeit und Gesamtstrecke im Laufrad erkldrt, wahrscheinlich. Da unser
Laufrad-Versuchsaufbau die freiwillige Nutzung des Laufrads untersucht, ist ein reduzierter
Bewegungsdrang und damit ein reduzierter Antrieb, das Laufrad zu verwenden, eine mog-
liche Erklarung fiir die verminderte Laufradnutzung.

Das Fehlen des D,-Rezeptors bedingt schlieSlich auch eine Stérung der mesokortikalen und
mesolimbischen Bahn, die entscheidend an der Motivationsbildung beteiligt sind (Wise
2008).

Kelly und Mitarbeiter (1998) konnten in den erwdhnten Versuchen in Aktivitdtskammern
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und Rotarodversuchen an Méausen deutlich machen, dass eine D,-Defizienz vor allem den
Beginn einer motorischen Aktion einschréinkt. Interessanterweise war die maximale Zeit auf
dem Rotarod nach Abschluss der Trainingsphase bei den D,-defizienten Miusen nicht redu-
ziert, die Trainingsphase bis zum Erreichen eines Plateaus jedoch verlédngert. Diese Ergeb-
nisse sind mit unseren Ergebnissen und einer Reduktion des Antriebs zu motorischer Aktivi-
tdt ohne vorrangige motorische Beeintrichtigung gut vereinbar. Eine Reduktion des An-
triebs durch D,-Defizienz konnte zudem durch pharmakologische D>-Blockade mit Antipsy-
chotika nachgewiesen werden (Wise 2004). Hiermit im Einklang stehen auch die Ergebnis-
se von Simonen und Mitarbeiter (2003), die in Humanstudien nachweisen konnten, dass
eine reduzierte D,-Rezeptoraktivitit aufgrund eines Genpolymorphismus mit einer vermin-
derten Motivation zu korperlicher Aktivitit einhergeht.

Drago und Mitarbeiter (1999) und Clifford und Mitarbeiter (2001) wiesen im Méuseversuch
nach, dass motivationsunabhédngige motorische Bewegungen im Gegensatz dazu nicht von
einem intakten D,-Rezeptor abhingig sind. Sie konnten veranschaulichen, dass habituelle
Bewegungen wie das Klettern im Kéfig und das Reinigen des Kdrpers durch eine D,-Defi-
zienz nicht beeintriachtigt sind. Die Effekte der D,-Defizienz machen sich insbesondere in
jenen Arealen bemerkbar, in denen physiologischerweise eine erhohte D,-Rezeptordichte
besteht, wie z.B. im VTA und dem Nucleus accumbens (Missale et al. 1998). Diese Struktu-
ren stellen als Teil des mesolimbischen Systems eine entscheidende Schnittstelle zwischen
Motivation bzw. Antrieb und Motorik dar (Mogenson et al. 1980; Wise 2004). Die Storung
der dopaminergen Transmission von VTA und Nucleus accumbens zu prafrontalem Kortex
und Basalganglien bietet in diesem Zusammenhang eine mogliche Erklarung fiir die Beein-

trichtigung des Antriebs bei unseren Versuchstieren.

4.1.2 Pharmakologische Blockade des D,-Rezeptors durch Racloprid fiihrt zu

einer Verschiebung der Aktivititsmaxima in der Aktivititsphase

Injektionen mit Racloprid (RCP) fiihrten zu einer reversiblen, dosisabhdngigen Verschie-
bung der Leistungsmaxima in der Aktivitdtsphase. Vor den Injektionen entwickelten alle
Versuchstiere unauffallige Aktivitatsprofile. Trotz der stark unterschiedlichen Aktivititspro-
file mit divergierenden stiindlichen Messwerten erreichten jedoch alle Versuchstiere die
gleiche Gesamtdistanz iiber 24 Stunden.

Nach der RCP-Injektion fielen die Versuchstiere wihrend der ersten Stunden durch eine
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deutlich reduzierte Aktivitdt im Laufrad auf. Diese spiegelte sich vor allem in einer geringe-
ren stiindlichen Distanz und folglich auch im prozentualen Anteil der bis zu dem jeweiligen
Zeitpunkt zuriickgelegten Strecke des 24-Stunden-Intervalls wider. Nach der Placebo-Injek-
tion befand sich das Aktivititsmaximum der Kontrolltiere weiterhin zwischen 21:00 und
23:00 Uhr. Im Unterschied dazu fiihrte die intraperitoneale Injektion von RCP 1,5 mg/kg an
allen Injektionstagen zu einer Verschiebung des Aktivitdtsmaximums um ca. 2-3 Stunden,
die Injektion von RCP 3 mg/kg um etwa 4-6 Stunden. Bei den subkutanen Applikationen
zeigten sich dquivalent dazu die Verschiebungen um 2-3 Stunden nach Injektion von RCP
3 mg/kg und um 4-6 Stunden nach Injektion von RCP 5 mg/kg. Die signifikante Reduktion
der Aktivitdt innerhalb der ersten 4 bzw. 6 Stunden nach Injektion des D,-Antagonisten
Racloprid steht im Einklang zu unseren in Kapitel 4.1.1. beschriebenen Ergebnissen bei D,-
Knockout-Médusen. Auch bei den Racloprid-Applikationen ist neben einer Beeintrachtigung
des extrapyramidal-motorischen D,-Systems eine Storung der D,-Signalwege im mesolim-
bischen und mesokortikalen System (Riederer et al. 1998) wahrscheinlich. Das mesolimbi-
sche und das mesokortikale System nehmen eine entscheidende Rolle bei der Motivations-
bildung zu motorischer Aktivitdt ein (Clifford et al. 2001; Drago et al. 1999; Simonen et al.
1998; Wise 2004). Unsere Ergebnisse konnten demnach darauf hindeuten, dass den mit
Racloprid behandelten Versuchstieren aufgrund der pharmakologischen D,-Blockade der
Antrieb fehlte, der motorischen Aktivitit zu Beginn der Nacht (entsprechend der physiolo-
gischen Aktivitdt) zu folgen.

Im Unterschied zu den Ergebnissen bei den D,-Knockout-Mdusen zeigte sich nach RCP-
Injektion eine deutlich ausgeprigtere Einschrankung der motorischen Aktivitdt. Diese ist
moglicherweise darauf zuriickzufiihren, dass Racloprid nicht selektiv am D,-Rezeptor, son-
dern zum Teil auch am D;-Rezeptor (siehe Material und Methoden: Tabelle 3) bindet. Jung
und Mitarbeiter (1999) konnten bei D,- und D;-Rezeptor-defizienten Mausen darlegen, dass
die Abwesenheit beider Rezeptoren synergistisch wirkt und im Vergleich zur alleinigen D,-
Defizienz eine ausgeprégtere Beeintridchtigung der Lokomotion nach sich zieht.

Nach der Phase einer beeintrachtigten Lokomotion war bei allen mit RCP behandelten Tie-
ren eine signifikant gesteigerte Aktivitat nachweisbar, die sich in einer verldngerten Dauer
und Strecke pro Lauf manifestierte. Diese Phase gesteigerter Aktivitdt und die trotz initialer
Minderaktivitit unverdnderte Dist.sn sind ein weiteres Argument fiir einen tiber die rein
motorische Beeintrichtigung nach D,-Blockade hinausgehenden RCP-Effekt.

Barrett und Mitarbeiter (1992) wiesen eine vergleichbare Hyperlokomotion nach langerer
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D,-Blockade (20-48 h) mit Haloperidol bei Ratten nach. Wise und Carlezon (1994) konnten
bei Ratten in Aktivititskammerversuchen vergleichbare verldngerte Laufe interessanterwei-
se durch die Injektion von D,-Agonisten (Bromocriptin) erzielen.

Diese Ergebnisse sprechen fiir eine Steigerung der motorischen Aktivitdt in Phasen erhohter
D,R-Aktivierung, was einen Reboundmechanismus als Ursache der bei Nachlassen der
D,R-Blockade zu beobachtenden Hyperaktivitit nahelegt.

Bei maximaler Dosierung (5 mg/kg) wurde der Beginn der Aktivitidtsphase so weit nach
hinten verschoben, dass ein Erreichen der Gesamtdistanz pro 24-Stundenintervall der unbe-
handelten Tiere innerhalb der Aktivititsphase nicht mehr erfolgen konnte. In diesem Falle
fand sich eine tendenziell verminderte Gesamtdistanz. Eine Ausdehnung der Aktivitét in die
Ruhephase erfolgte nicht. Dies ist am ehesten dadurch zu erkliren, dass das D,-System die
Aktivitdtsphase nicht definiert, sondern den zirkadianen Taktgebern unterliegt. Die Abwe-
senheit von D,-Rezeptoren im Nucleus subthalamicus (Weiner et al. 1991) als zirkadianen
Melatonin-abhiangigen (Devlin und Kay 2001; Khaldy et al. 2002) Taktgeber (Rusak und

Zucker 1979) bietet eine Erklarung fiir unsere Ergebnisse.

4.2 Auswirkungen einer diitetischen Beeinflussung des Dopamin-
stoffwechsels durch Eisenmangel auf die motorische Aktivitit im

KLR.

Eisendefizienz (ID) reduzierte unabhingig vom Ds;-Rezeptorstatus (D;-/- und D;+/+) die
Distanz und die Anzahl an Laufen pro 24-Stunden-Intervall wihrend der Plateauphase im
komplexen Laufrad.

In fritheren Versuchen der Arbeitsgruppe konnten auch nach 30 Wochen mit derselben ei-
senreduzierten Didt unverdnderte Hadmatokrit- und Hamoglobinwerte gemessen werden
(Dowling et al. 2009). Eine Andmie als primére Ursache der verminderten Laufleistung ist
demnach unwahrscheinlich. Ein signifikantes Absinken der Eisenkonzentrationen im ZNS
wurde bei eisendefizienten C57Bl6n-Méiusen aber bereits innerhalb von 5 Wochen beschrie -
ben (Morse et al. 1999). Das Fehlen von Eisen als Co-Enzym im ZNS fiihrt iiber eine Re-
duktion der Tyrosinhydroxylase-Aktivitdt zu einer Beeintrachtigung der Dopaminsynthese
und konsekutiv zu Verdnderungen der Dopaminsignalwege (sieche Einleitung: 1.4. Eisen und

Dopamin). Erikson und Mitarbeiter (2000), Erikson (2001) und Beard und Mitarbeiter
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(2003) konnten im Tierversuch an eisendefizienten Ratten (im Vergleich zu Vergleichstieren
mit normaler Didt) eine reduzierte D,- und D,-Rezeptordichte im Nucleus accumbens, im
Putamen und im limbischen System nachweisen. Eine Beeintrdchtigung des dopaminergen
mesolimbischen und nigrostriatalen System als Ursache fiir eine gestorte motorische Aktivi-
tat wurde wiederum héufig beschrieben (Mogenson et al. 1980; Alexander et al. 1986; Wise
et al. 2004) und bietet eine Erkldrung fiir die Reduktion der motorischen Aktivitit unserer
Versuchstiere.

Zudem fiihrt Eisenmangel zu einer Reduktion der membranstindigen Dopamintransporter
(DAT) (Erikson et al. 2000, Beard et al. 2003). Eine Reduktion der verfiigbaren DAT, die
Dopamin aus dem synaptischen Spalt zuriick ins intrazelluldre Zytoplasma transportieren,
filhrt zu einer verminderten Riickresorption und damit zu einer spiteren Beendigung des
Dopaminsignals (Meiergerd et al. 1993; Dickinson et al. 2002; Zapata et al. 2007). Dem-
nach kann diese Modulation des DAT eine Reduktion der dopaminergen Transmission in
Folge verminderter Dopaminrezeptorexpression durch Erh6hung der Dopaminkonzentration
im synaptischen Spalt kompensieren (Meiergerd et al. 1993). Dagegen fiihrt eine vermehrte
agonistische Bindung am D,-Rezeptor zu einer Hochregulierung des DAT und damit zu ei-
ner Dampfung des dopaminergen Signals (Meiergerd et al. 1993).

D;-Defizienz beeinflusste zudem im Vergleich zu D;+/+ die Distanz pro 24-Stunden-Inter-
vall wihrend der Lern- und Plateauphase im komplexen Laufrad und fiihrte zu einer gene-
rellen Verstirkung der motorischen Aktivitat. Die Hyperaktivitat lasst sich dadurch erkléren,
dass postsynaptische D;-Rezeptoren einen inhibitorischen Einfluss auf die motorische Akti-
vitdt haben (Manzanedo et al. 1999; Ouagazzal und Creese 2000; Pritchard et al. 2003; Mil -
lan 2004). So fiihrt die Gabe von D;-Rezeptoragonisten zu einer verminderten Steigerung
der Lokomotion durch Mikroinjektion von Dopamin in den Nucleus accumbens (Ouagazzal
und Creese 2000). Khroyan und Mitarbeiter (1997) konnten zudem durch systemische Gabe
von Ds;-Rezeptoragonisten eine gesteigerte motorischen Aktivitit abschwichen. Diese Er-
kenntnisse und unsere Ergebnisse stechen im Einklang mit den Ergebnissen von Accili und
Mitarbeitern (1996), die bei D;-Knockout-Miusen eine gesteigerte motorische Aktivitit so-

wohl bei Homozygotie als auch in geringerem Ausmal} bei Heterozygotie beobachten.
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4.3 Versuchstiere mit Di;-Defizienz und induziertem Eisenmangel

zeigten verzogertes Lernen im komplexen Laufrad

Die Kombination aus negativem Rezeptorstatus (Ds-/-) und Eisendefizienz beeinflusste die
relative maximale Geschwindigkeit wahrend der Lernphase im KLR signifikant und fiihrte
zu einem verzdgerten Erlernen eines neuen Laufmusters. Da die Versuchstiere am Ende der
Lernphase die gleiche Leistung erreichen, erscheint die motorische Leistungsfahigkeit un-
gestort.

Weder der Eisenmangel alleine noch die D;-Rezeptordefizienz alleine verénderten die Lern-
kurve im KLR signifikant. Dies ist am ehesten durch einen additiven Effekt der D;-Defizi-
enz und der mit einem Eisenmangel verbundenen Beeintrachtigung der D,-Funktion (siche
auch Kapitel 4.2.) auf das motorische Lernen zu erkléren.

Der alleinige Eisenmangel beeintrichtigte zwar die motorische Aktivitét (signifikante Re-
duktion der Distanz bei unauffalliger maximaler Geschwindigkeit), jedoch verzdgerte er das
Erlernen eines neuen Bewegungsmusters im KLR nicht.

Ein negativer Effekt von Eisenmangel auf die Kognition wurde bereits in zahlreichen Studi-
en nachgewiesen (Logan 1999). Unter anderem konnten Massaro und Widmayer (1981) bei
eisendefizienten Miusen in modifizierten Skinnerboxen (Kéfige, die mit Vorrichtungen zur
operanten Konditionierung ausgestattet sind) reduzierte kognitive Leistungen im assoziati-
ven und visuellen Lernen nachweisen. Yehuda und Mitarbeiter (1986) konnten bei eisende-
fizienten Ratten (nach eisenreduzierter Diidt fir 3 Wochen) Defizite in Wasserlabyrinth-
Versuchen zeigen. Wie in Kapitel 4.2. beschrieben, fiihrt ein Eisenmangel iiber eine Stérung
der Tyrosinhydroxylase zu einer verminderten Dopaminproduktion und konsekutiv zu einer
verminderten Aktivierung von Dopaminrezeptoren. Diese betrifft auch Strukturen, die am
Prozess des motorischen Lernen beteiligt sind (VTA, Nucleus accumbens, Basalganglien).
Einen spezifischen Effekt von Eisenmangel auf den D,-Rezeptor im Sinne einer verminder-
ten D,-Rezeptordichte im Putamen und im Nucleus accumbens konnte Erikson (2001) in
Rattenversuchen nachweisen. In unseren Versuchen fiihrte die Eisendefizienz und die ent-
sprechend der genannten Zusammenhinge zu folgernde Beeintrachtigung der dopaminergen
Transmission und der D,-Rezeptorexpression aber nur bei D;-/-ID zu einer Beeinflussung
des motorischen Lernen.

Um dieses zu erkldren, muss die Bedeutung des D,- und des Ds;-Rezeptors fiir Lernprozesse

betrachtet werden. Im Allgemeinen gelten der D»- und der D;-Rezeptor als Gegenspieler bei
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Lernprozessen und weiteren kognitiven Funktionen, wobei eine D,-Aktivierung und D;-In-
hibition den Lernprozess fordern, eine D,-Inhibiton und Ds-Aktivierung hingegen den Lern-
prozess behindern (Sigala 1997, Sokoloff und Schwartz 1995, Laszy et al. 2004). Bei Co-
Lokalisation des D,- und des D;-Rezeptors wie im Nucleus accumbens und dem VTA wirkt
der D;-Rezeptor dabei vor allem als inhibitorischer Autorezeptor (Sokoloff und Schwartz
1995). Der D;-Rezeptor inhibiert {iber die Hemmung der Freisetzung und Synthese von Do-
pamin (Tang et al. 1994; O’Hara et al. 1996) die fiir den Lernprozess fordernde D,-Aktivie-
rung (Sigala 1997; Diaz et al. 2000; Laszy et al. 2004). Die D,-Aktivierung mesolimbischer
dopaminerger Neurone bewirkt {iber Stimulation cholinerger Neurone eine verstirkte Aus-
schiittung von Acetylcholin im Hippocampus, was zur Konsolidierung von Lerninhalten
beitrdgt (Hersi et al. 1995; Imperato et al. 1994; Sigala 1997). Sigala (1997) konnte unter
Verwendung des D;-Antagonisten Nafadotride und Laszy und Mitarbeiter (2004) mit zwei
weiteren Ds-Antagonisten (U-99194A, SB-277011) im Rattenversuch bestdtigen, dass die
Inhibierung des Ds;-Rezeptors und die Stimulierung des D,-Rezeptor bei intaktem dopami-
nergen System einen positiven Effekt auf die Konsolidierung des neu Erlernten hat. D;-Ant-
agonisten konnten dabei in Wasserlabyrinth-Versuchen eine Scopolamin-induzierte Amne-
sie wieder riickgéngig machen.

In unseren Versuchen fiihrte die Defizienz der beiden prinzipiell antagonistischen Rezeptor-
systeme (D, und D;) zu additiven Effekten in Bezug auf das motorische Lernen. Dies wider -
spricht der These eines strikten Antagonismus zwischen D, und D; (Sigala 1997). Dagegen
stehen die Ergebnisse im Finklang mit den Erkenntnissen von Jung und Mitarbeitern
(1999), die eine deutlichere Beeintrichtigung der Lokomotion bei D,- und Ds-Doppel-
knockout-Méusen im Vergleich zu D,-Knockout-Méusen nachwiesen. Sie schlossen daraus,
dass der Ds-Rezeptor als modulatorischer Rezeptor Beeintrachtigungen im D,-Systems
kompensieren kann (Jung et al. 1999). Mizuno und Mitarbeiter (2007) beobachteten, dass
bei D>-Knockout-Méusen eine inhibitorische D,-vermittelte Wirkung auf GABAerge Pro-
jektionsneurone durch den D,/Ds;-Agonisten Quinpirol nicht vollstindig ausblieb, sondern
nur deutlich reduziert wurde. Bei den D3;-Knockout-Méusen wiederum blieb die stimulatori-
sche D;-vermittelte Wirkung des Quinpirols im Unterschied dazu vollstindig aus. Aus die-
ser Beobachtung schlossen sie darauf, dass der D;-Rezeptor sowohl aktivierend als auch D»-
dhnlich inhibierend wirken kann.

Unsere Ergebnisse sind mit der Beobachtung, dass der D;-Rezeptor abhédngig vom Zustand

anderer Dopamin-Rezeptoren, des Dopamin-Angebots und des dopaminergen Stoffwechsels
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verschiedene Effekte auf die Kognition haben kann, gut vereinbar. In diesem Sinne konnten
wir zeigen, dass, obwohl eine Aktivierung des D;-Rezeptors bei gesunden Méusen den
Lernprozess hemmt (Sigala 1997), ein Fehlen des D;-Rezeptors bei Eisenmangel und damit
einhergehender verminderter Expression von D, zu zusitzlichen Lerndefiziten fiihrt. Dem-
nach préadisponiert eine D;-Rezeptorstorung fiir durch Eisendefizienz bedingte kognitive

Leistungseinbuf3en.
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5. Zusammenfassung

Wir untersuchten die motorische Aktivitdt und das motorische Lernen in Laufradversuchen
bei Méusen unter Beeinflussung des dopaminergen Systems. Dabei evaluierten wir eine Be-
eintrachtigung der D,-Funktion unter Verwendung von D,-Knockout-M&usen und nach phar-
makologischer Blockade des D,-Rezeptors sowie eine fehlende Ds-Funktion durch Verwen-
dung von Ds;-Knockout-Miusen mit und ohne Beeinflussung des dopaminergen Systems
durch einen didtetisch induzierten Eisenmangel.

Eine Reduktion der D,-Rezeptor-Funktion in der D,-Knockout-Maus bzw. nach Injektion des
D,-Rezeptor-Antagonisten Racloprid fiihrte zu einer deutlichen Einschridnkung aller Laufrad-
Parameter im normalen Laufrad. Die reduzierte Aktivitét zeigte sich vor allem in der Anzahl
der Laufe und deutlich weniger in einer reduzierten maximalen Geschwindigkeit, was gegen
ein rein motorisches Defizit im Sinne eines Parkinsonoids spricht. Da die Verwendung des
Laufrads im Gegensatz zu habituellen Bewegungen einen hohen Anteil an Motivation erfor-
dert, ist eine Beeintrachtigung des D,-Systems an der Schnittstelle zwischen Motivation und
Motorik bzw. ein reduzierter Antrieb zu motorischer Aktivitit eine Erkldrung, die im Ein-
klang mit den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen steht. Die Effekte der Racloprid-Injektion
waren dosisabhingig und fithrten zu einer Verschiebung des Aktivitditsmaximums mit ver-
mehrter Laufradaktivitit am Ende der Aktivititsphase. Die zeitlichen Grenzen der Aktivitits-
phase wurden durch Racloprid nicht veridndert, was einen Dopamin-unabhingigen zirkadia-
nen Schrittmacher nahelegt. Die Ergebnisse demonstrieren die gute Eignung des Laufradmo-
dells zur Untersuchung kurzfristiger pharmakologischer Eingriffe, da durch die hohe zeitliche
Auflésung die zeitlich begrenzten Einfliisse des D,-Antagonisten Racloprid exakt dargestellt
werden konnten.

Im zweiten Versuchsabschnitt untersuchten wir die Einfliisse eines Eisenmangels und einer
Ds;-Rezeptordefizienz auf die motorische Aktivitdt und das motorische Lernen. Eine eisenre-
duzierte Dit fithrte sowohl bei D;-Rezeptordefizienz als auch bei den Wildtyp-Kontrollen zu
einer Reduktion der Gesamtstrecke im 24-Stunden-Intervall bei unverdnderter Maximalge-
schwindigkeit. Frithere Studien sprechen dabei gegen einen Andmie-induzierten Effekt. Die
Kombination aus einem Eisenmangel und dem Fehlen der D;-Rezeptoren filihrte zu einer Ver-
zogerung des Erlernens des neuen Laufmusters im KLR, wihrend die einzelnen Defizienzen
keinen Einfluss auf die Lernleistung hatten. Insofern kann, obwohl eine Aktivierung des D;-
Rezeptors bei gesunden Miausen den Lernprozess hemmt, ein Fehlen des D;-Rezeptors bei

gleichzeitig vorliegendem Eisenmangel zu zuséitzlichen Lerndefiziten fiihren.
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7.3 Tabellarische Zusammenstellung der Posthoc-t-Tests des Kapitels

3.1.2

7.3.1 Intraperitoneale Applikationen

Post-hoc-t-Test Distoum Distmean Thmean

Stiindl. Signifikanzen P<0,05 P <0,001 P<0,05 P<0,001 P<0,05 P<0,001
1. Injektion
Plc vs Rep3 22 h
Repl,5 vs Rep3 23 h
2. Injektion
Plc vs Rep3 2h,3h 23h-1h
Repl,5 vs Rep3 3h
3. Injektion
Plc vs Repl,5 24 h 22h,23h
Plc vs Rep3 22h-3h 2h,3h 3h
Repl,5 vs Rep3 2h,3h lh 4h




7.3.2 Subkutane Applikationen

40

Post-hoc-t-Test Distum Distmean Trmean
Stiindl.Signifikanzen P < 0,05 P<0,001 P<0,05 P<0,001 P<0,05 P<0,001
1. Injektion
Plc vs Rep3 23 h,24h lh
Plc vs Rep5 22 h 23h-4h 3h 22 h
Rep3 vs Rep5 2h -4h 2h 2h
2. Injektion
Plc vs Rep3 24 h
Plc vs Rep5 22 h, 23 h, 1h-3h
4h
Rep3 vs Rep5 1h, 2h,3h lh
4h,5h
3. Injektion
Plc vs Rep3 23 h, 24 h, lh 21h,3h 21h 4h
2h
Plc vs Rep5 23h,24h, 1h-3h 21h4h 21h 4h
4h
Rep3 vs Reps 2h 2h
Postinjektion
Plc vs Rep5 21h,22h
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