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Dokumentationsblatt

Sutter, Jan Peter:

Der Einfluss eines methanolischen Ficus platyphylla-Extraktes auf die konditionierte
Vermeidungsreaktion und die Aufklarung der zugrunde liegenden molekularen Mechanismen

- 2019.-59 BI., 15 Abb., 1 Tab.

Die vorliegende wissenschaftliche Arbeit beschaftigt sich mit dem Einfluss eines
methanolischen  Extraktes von Ficus platyphylla (FP) auf die konditionierte
Vermeidungsreaktion und die Kérperkerntemperatur. Dafir wurde der Effekt von FP auf die
lokomotorische Aktivitat von weiblichen C57BL/6) Mausen quantifiziert, um ausgewahlte
Dosen FP hinsichtlich ihres Effektes auf die Acquisition, die Konsolidierung und die
Abrufbarkeit der bedingten Reaktion in der Shuttle-Box, die als two-way active avoidance
klassifiziert wird, zu untersuchen. Alle entwickelten Neuroleptika weisen eine selektive
Unterdriickung der konditionierten Vermeidungsreaktion auf, weshalb diesem Test eine hohe
pradiktive Validitat fur die Testung neuer potenzieller Neuroleptika zugesprochen wird.
Zusatzlich wurde FP an mannlichen CD-1 Mdausen in einem Object Recognition Test geprift,
um seine pradiktive Validitdt einschatzen zu konnen. AnschlieRend wurde der Einfluss von
Amphetamin und FP auf die Kérperkerntemperatur Gberprift in simultaner Applikation.

Die Ergebnisse des Shuttle-Box Versuches zeigten keinen Einfluss von FP auf die Acquisition
und die Konsolidierung, jedoch eine signifikante Beeintrachtigung der Abrufbarkeit der
konditionierten Reaktion. Bei dem Object Recognition Test scheint die pradiktive Validitat
eingeschrankt zu sein. Die simultane Applikation von Amphetamin und FP zeigte eine
Aufhebung der Hypothermie, wodurch eine dopaminerge Regulation der von FP induzierten
Hypothermie wahrscheinlich wird.

Die Ergebnisse bestdtigen die Neuroleptika-dhnliche Wirkung von FP, vermutlich Gber die
Modulation der Aktivitdt von dopaminergen Neuronen.

Schliisselworter

Ficus platyphylla, Neuroleptikum, Two-way active avoidance, Shuttle-Box, Object

Recognition, Amphetamin, Korperkerntemperatur
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1 Einleitung

1.1 Atiologie der Schizophrenie

Die Schizophrenie ist eine der schwerwiegendsten psychischen Erkrankungen. Sie beeinflusst
die gesamte Personlichkeit in unterschiedlicher Weise. Mit einer Lebenszeitpravalenz von ca.
0,7 % ist die Schizophrenie eine haufige Erkrankung (Saha et al. 2005).

Der Begriff ,,Schizophrenie” geht auf den Schweizer Psychiater Eugen Bleuler zurtick, der ihn
am 24. April 1908 in einer Sitzung des «Deutschen Vereins flir Psychiatrie» inaugurierte.
1911 erschien im Handbuch der Psychiatrie sein Beitrag ,,Dementia praecox oder Gruppe der
Schizophrenien”. Er erkannte, dass bei der vielgestaltigen, seit Kraepelin (1896) als
"Dementia praecox" bezeichneten Krankheit weder eine Demenz im Ublichen Sinne eintritt
noch ein friher Beginn obligatorisch ist. Bleuler wahlte stattdessen die heute weltweit
gebrauchliche Bezeichnung Schizophrenie.

lhre Atiologie ist nicht vollstindig geklirt, und es wird von einer multifaktoriellen Genese
ausgegangen. Es wurden dazu zahlreiche Hypothesen entwickelt. Die Vulnerabilitats-Stress-
Hypothese wurde von Zubin und Spring (1977) vorgestellt. Nach dieser Hypothese bricht die
Krankheit bei einer angeborenen oder erworbenen Anfilligkeit ("Vulnerabilitat") erst dann
aus, wenn zusatzliche schadigende Einflisse wie biologische oder psychosoziale
Stressfaktoren auftreten.

Eine Weiterentwicklung ist die Two-Hit theory (Bayer et al. 1999). Die Two-Hit Hypothese
nimmt dabei eine herausragende Stellung ein. Deren Vertreter gehen davon aus, dass zu
einer genetischen Veranlagung ("First Hit") zusatzlich ein oder mehrere
krankheitsbegiinstigende Umweltfaktoren ("Second Hits") hinzukommen miissen: etwa
Infektionen wahrend der Schwangerschaft, Sauerstoffmangel bei der Geburt, hormonelle
Veranderungen wahrend der Pubertat, sozialer Stress oder Drogenkonsum (Lieberman 1997;
Maynard et al. 2001; Feigenson et al. 2014) und die individuelle Coping-Fahigkeit scheint zur
Auslosung des Krankheitsgeschehenes beizutragen (Berger und Hecht 2015).

1.2 Symptomatik

Die Diagnose der Schizophrenie ist bis heute nur anhand der psychopathologischen
Symptome zu stellen, und es haben sich unterschiedliche Klassifikationen etabliert. Die
Symptome der Schizophrenie sind ausgesprochen vielfdltig. Jeder Patient entwickelt ein
eigenes Krankheitsbild. Haufige Symptome einer Schizophrenie sind Wahnvorstellungen,
Halluzinationen, Ich-Storungen, Denkstorungen, affektive Symptome, psychomotorische
Storungen und kognitive Beeintrachtigungen.



Die resultierenden Symptome kénnen nach Positiv-Negativ-Symptomatik eingeteilt werden.
Dabei werden Positivsymptome, wie zum Beispiel wahnhaftes paranoides Erleben,
akustische Halluzinationen oder Ich-Stérungen, auch als produktive Symptome beschrieben
(Andreasen 1987; Atkinson 2006). Im Gegensatz dazu manifestieren sich Negativsymptome
unter anderem durch eine Affektverflachung, Antriebsminderung, Apathie oder
hypokinetische katatone Symptome und werden folgerichtig als nicht-produktiv eingestuft
(Remington et al. 2016; Conradi et al. 2013; Berger und Hecht 2015). Einen weiteren
Symptomkomplex stellen kognitive Defizite im Rahmen der Erkrankung dar. Diese kénnen mit
neuropathologischen Verdanderungen an spezifischen Lokalisationen wie dem prafrontalen
Cortex, subkortikalen Gebieten und dem Hippocampus in Verbindung gebracht werden
(Humphries et al. 1996; Weinberger 1999; Carlsson et al. 1999).

1.3 Behandlung

Durch ihre komplexe ungekldrte Pathophysiologie und einer deshalb fehlenden kausalen
Therapie, wird die Psychiatrie bei der Behandlung dieser Krankheit mit elementaren
Problemen konfrontiert. Dysbalancen in verschiedenen Neutransmissionssystemen werden
als eine wesentliche Ursache postuliert. Von besonderer Bedeutung sind dabei dopaminerge
und glutamaterge Systeme. Die Dopaminhypothese wurde erstmals von van Rossum (1966)
formuliert und ist bis heute ein essentieller Teil der Forschung. Howes et al. (2015)
bestatigten die zentrale Rolle erhdhter extrazelluldrer Dopamin-Konzentrationen fiir die
Genese der Schizophrenie und ihrer Symptome. Daneben ist die Glutamathypothese ein
weiterer Erkldarungsversuch der Krankheit, wobei ein herabgesetzter glutamaterger Tonus
das Risiko einer Psychose erhoht (Howes et al. 2015; Carlsson et al. 1999).

Der wichtigste Therapieansatz der Schizophrenie ist die Behandlung mit Neuroleptika. Diese
kénnen in zwei Gruppen eingeteilt werden: typische (klassische) oder Neuroleptika der 1.
Generation und atypische oder Neuroleptika der 2. Generation (Bruijnzeel et al. 2014). Dem
atypischen Neuroleptikum ist der Vorteil immanent, Positiv- wie auch Negativsymptome zu
therapieren, wohingegen ein typisches Neuroleptikum vorwiegend Positivsymptome
reduziert (Pickar et al. 1990; Salimi et al. 2009). Der Wirkungsmechanismus der klassischen
Neuroleptika besteht hauptsachlich in einem Dopaminantagonismus an zentralen
postsynaptischen D2-Rezeptoren, Interaktionen mit D3- und D4-Rezeptoren scheinen von
geringer Bedeutung zu sein (Seeman et al. 1976; Luedtke et al. 2015; Andersson et al. 2012;
Kang et al. 2008).

Atypische Neuroleptika interagieren neben D2-Rezeptoren mit einer Vielzahl anderer
Rezeptoren, wie z.B. Serotonin-Rezeptoren des Typs 5-HT2a, cholinergen, adrenergen und
histaminergen Rezeptoren. Durch die multiplen Zielrezeptoren werden die atypischen
Neuroleptika auch als multiple acting site-Pharmaka definiert, die sich durch spezifische
Wirkprofile auszeichnen (Mauri et al. 2014; Stahl 1997, 1999).
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Bei der Behandlung mit Neuroleptika sind Nebenwirkungen zu erwarten, welche in
Abhangigkeit des Rezeptorbindungsprofiles des verwendeten Pharmakons eintreten. Die
Nebenwirkungen kdnnen abhdngig oder auch unabhdngig von der Dosis und der
Behandlungsdauer sein. Untersuchungen mithilfe der Magnetresonanztomographie zeigten
zudem Alterationen des Gehirngewebes unter Behandlung mit Neuroleptika, die sich mit der
Dauer und der Intensitat der Behandlung korrelieren lieBen (Puri 2011). Zu den haufigsten
Nebenwirkungen zahlen Apathie, Krampfanfdlle und reversible bis irreversible
Bewegungsstorungen, sowie das metabolische Syndrom, welches vermehrt bei atypischen
Neuroleptika auftritt. Psychopathologische Verdanderungen der kognitiven Funktionen, wie
zum Beispiel dem prozeduralen Gedachtnis, treten besonders unter der Behandlung mit
typischen und vermindert bei atypischen Neuroleptika auf (Scherer et al. 2004; Wasserman
et al. 2012).

1.4 Auf der Suche nach neuen Neuroleptika

Um die Therapie der Schizophrenie zu optimieren und mogliche Nebenwirkungen zu
minimieren, ist es essenziell, nach weiteren potenziellen neuroleptischen Wirkstoffen zu
suchen. In dieser Suche ist das Pflanzenreich zu einer Quelle von unentdeckten neuen
Medikamenten (Phytopharmaka) geworden. Entsprechend der Definition der ESCOP
(European Scientific Cooperative on Phytotherapy) sind Phytopharmaka Arzneimittel, die als
aktive Bestandteile ausschlieflich Pflanzen, Pflanzenteile oder Pflanzenbestandteile oder
Kombinationen davon in bearbeitetem oder unbearbeitetem Zustand enthalten.
Homobopathische oder anthroposophische Mittel, Food Supplements oder isolierte
Pflanzeninhaltsstoffe und ihre Derivate zahlen dagegen nicht zu den Phytopharmaka (Steigert
2007). Phytopharmaka werden im Rahmen einer rationalen, wissenschaftlich gepragten
Phytotherapie angewendet.

Phytopharmaka stellen ein Mehrstoffgemisch dar. Das bedeutet, dass sich ihre Wirkungen,
die Uber Effekte an unterschiedlichen Zielstrukturen im Organismus realisiert werden und
sich nur aus der Summe aller Inhaltsstoffe ergeben. Die Qualitdt der pflanzlichen Extrakte
wird durch eine Vielzahl von Faktoren bestimmt, wie z.B. Pflanzenspezies, verwendete
Pflanzenteile und Qualitat des Pflanzenmaterials. Die Qualitat kann in Abhadngigkeit von
klimatischen und geologischen Faktoren variieren. Weiterhin sind standardisierte
Herstellungsverfahren sowie die Prozesskontrolle (jeder einzelne Herstellungsschritt wird
durch die analytischen Kontrollen Gberwacht) wesentlich (Steigert 2007).

Im Gegensatz zu Substanzen und Gemischen, die in der HomoOopathie und auch der

Anthroposophischen Medizin angewendet werden, gelten fiir Phytopharmaka nach dem

Arzneimittelgesetz grundsatzlich dieselben Anforderungen wie fir ein chemisch

synthetisches Arzneimittel hinsichtlich Qualitat, Wirksamkeit und Unbedenklichkeit.

Grundsatzlich bestehen bei den Phytopharmaka dieselben Risiken wie bei allen
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Arzneimitteln. Es gibt ein Potential flur unerwiinschte Wirkungen, es existieren
Kontraindikationen, und es sind Arzneimittel-Wechselwirkungen méglich.

Phytopharmaka sind fir die Behandlung von psychiatrischen Krankheiten (beraus
interessant geworden (Ngo Bum et al. 2009; Bienvenu et al. 2002; Adeyemi et al. 2007). Da
ihre Effekte lber Interaktionen mit verschiedenen Zielstrukturen realisiert werden, lassen
sich hier Parallelen zu den atypischen Neuroleptika als multiple acting site-Pharmaka ziehen.
Mit der vorliegenden Arbeit sollte der Rindenextrakt von Ficus platyphylla Delile (Familie
Moracea) hinsichtlich potenzieller neuroleptischer Wirkungen weiter charakterisiert werden.

1.5 Ficus platyphylla

Ficus platyphylla ist ein Baum, der in Nordnigeria vorkommt und dessen Rindenextrakt von
den Hausa in der traditionellen nigerianischen Volksmedizin als Neuroleptikum,
Antikonvulsivum und Analgetikum genutzt wird. Der Rindenextrakt wird entweder als Pulver
oder Rauch angewendet. Chindo et al. (2014) konnten in tierexperimentellen Versuchen
psychoaktive Eigenschaften wie eine Sedation, antikonvulsive und neuroprotektive Effekte
nachweisen. Des Weiteren konnte eine analgetische Komponente, die vermutlich (iber eine
Affinitat zu u Opioid-Rezeptoren realisiert wird, beobachtet werden. Zudem zeigten sich anti-
inflammatorische Eigenschaften hauptsachlich (iber eine Cyclooxygenase COX-2 und
Lipidoxygenase 5-LO Inhibition mit hoher Affinitat (Chindo et al. 2016). Durch Apomorphin
induzierte, Schizophrenie-dhnliche Verhaltensreaktionen konnten mithilfe der Applikation
von FP oder Clozapin antagonisiert werden, was auf einen neuroleptischen Effekt hinweist
(Chindo et al. 2015). Chindo et al. (2016) konnten zuletzt zeigen, dass FP eine antagonistische
Wirkung an metabotropen Glutamatrezeptoren aufweist, ohne die Subtypen genauer
definieren zu kénnen.

1.6 Verhaltensexperimente

Alle bisher entwickelten Neuroleptika weisen unabhangig von ihrer Klassifikation eine
selektive  Unterdriickung der konditionierten  Vermeidungsreaktion im aktiven
Vermeidungslernen auf (Arnt 1982; Wadenberg und Hicks 1999). Es konnte gezeigt werden,
dass Neuroleptika die Vermeidungsreaktion unterdriicken, indem sie die motivationale
Hervorhebung eines konditionierten Reizes, der eine Vermeidungsreaktion hervorruft,
abschwichen (Gao et al. 2015). Nach der theory of the dissociative effects wird die
Unterdriickung der aktiven Vermeidungsreaktion durch eine beeintrachtigte Assoziation
zwischen dem konditionierten Stimulus und der entsprechenden Reaktion erklart (Beninger
et al. 1980a, 1980b).



Diesem Test wird eine sehr hohe pradiktive Validitdt zugesprochen. Untersuchungen von
Mogenson et al. (1980) haben gezeigt, dass die konditionierte Vermeidungsreaktion von
intakten dopaminergen mesokortikalen und nigrostriatalen neuronalen Schaltkreisen
abhangig ist. Ausgehend von bisherigen Befunden, die auf neuroleptische Wirkungen von
Ficus platyphylla hinweisen, wurde der Rindenextrakt in der Shuttle-Box untersucht, welche
als Test flir two-way active avoidance learning klassifiziert wird.

Viele neuropsychiatrische Erkrankungen sind mit Beeintrdchtigungen kognitiver Funktionen
verbunden. Die Detektion dieser Defizite ist von grofRer Bedeutung fiir die Fritherkennung.
Fiir die experimentelle Forschung werden deshalb Gedachtnistests benotigt, die in kurzer
Zeit Ergebnisse liefern und dartber hinaus in verschiedenen Laboren angewandt werden
konnen. Fir diesen Zweck hat sich der Object Recognition Test zur Untersuchung des
deklarativen Gedachtnisses etabliert. Maduse zeigen eine natiirliche Tendenz, unbekannte
Objekte mehr zu explorieren als bereits bekannte Objekte. Das Objektgedachtnis beruht auf
der Fahigkeit, unbekannte Objekte von bekannten Objekten zu unterscheiden und mehr Zeit
mit deren Exploration zu verbringen. Fiur die Testdurchfiihrung sind weder positive (z. B.
Futter) noch negative Bekraftigungen (z. B. elektrische Fulreize) erforderlich, was die
versuchsbedingte Belastung der Versuchstiere auf ein Minimum reduziert.

Rajagopal et al. (2014) charakterisierten die neuronalen Strukturen, die in Object Recognition
involviert sind. Dabei stellten die Autoren eine hohe Ubereinstimmung mit den Strukturen,
die in das aktiven Vermeidungslernen involviert sind, fest. Daraus wurde geschlussfolgert,
dass Object Recognition eine dhnliche hohe pradiktive Validitat aufweist. Erste Ergebnisse aus
tierexperimentellen Studien (Antonio et al. 2016; Rogdz und Kaminska 2016; Wetchateng
und Piyabhan 2015) scheinen die Hypothese von Rajagopal et al. (2014) zu bestétigen. Zur
weiteren Priifung untersuchten wir FP auch in diesem Test und konnten damit die Ergebnisse
aus beiden Tests vergleichen.

1.7 Zielstellung

Die Ziele der vorliegenden Arbeit bestanden in:

1. der Charakterisierung des Einflusses von FP auf die aktive Vermeidungsreaktion im two-
way active avoidance

2. der Charakterisierung des Einflusses von FP im Test Object Recognition zur Erfassung
Neuroleptika ahnlicher Wirkungen

3. einer Einschatzung der pradiktiven Validitat des Test Object Recognition fir die Testung
potenzieller Neuroleptika

4. der Aufklarung molekularer Mechanismen, die der Wirkung von FP zu Grunde liegen.
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2 Material und Methoden

Das Versuchsprotokoll wurde entsprechend der Verordnung zum Schutz von zu
Versuchszwecken oder zu anderen wissenschaftlichen Zwecken verwendeten Tieren
(Tierschutz- Versuchstierverordnung - TierSchVersV) vom 01.08.2013 durch die
Tierethikkommission des Landes Sachsen-Anhalt gepriift und unter dem Aktenzeichen 1355
genehmigt.

2.1 Versuchstiere und Haltung

Als Versuchstiere wurden adulte weibliche C57BL/6J-M&duse und adulte méannliche CD1-
Mause (Charles River, Sulzfeld, Deutschland) verwendet. Die Ma&use wurden unter
Standardbedingungen im Versuchstierlabor des Instituts fir Pharmakologie und Toxikologie
der Otto-von-Guericke-Universitat Magdeburg gezlichtet und gehalten. Die Unterbringung
erfolgte in Makrolonkafigen MIIl mit 820 cm? Grundflache und 16 cm Ho6he, in Gruppen von
sechs bis zehn Tieren. Nach dem Absetzen am Tag 21 post partum wurden die Tiere in
geschlechtshomogenen Gruppen gehalten, und die Gruppenstrukturen wurden nicht
verandert. Die Temperatur des klimatisierten Raumes betrug 20+2°C, mit einer
Luftfeuchtigkeit von circa 50%. Es herrschte ein 12stiindiger Tag-Nacht-Rhythmus mit dem
Beginn der Lichtphase um 6.00 Uhr. Die Versuchstiere erhielten hitzebehandeltes pelletiertes
Standardfutter (R/M-H, ssniff Spezialdidten GmbH, Soest) und Leitungswasser ad libitum. Die
Einstreu bestand aus hitzebehandelten, entstaubten Weichholzspdnen (LTE E-001, abedd,
Wien). Durch das Beilegen von Zellstoff und Spieltunneln (Zoonlab, Castrop-Rauxel) in den
Kafig erfolgte ein Environmental enrichment. Die Kafige wurden einmal in der Woche
gereinigt.

Fur die Experimente mit der Shuttle-Box wurden C57BL/6J-Mause verwendet, die zum
Versuchsbeginn acht Wochen alt waren. Die Versuche wurden in der Hellphase zwischen 7.00
Uhr und 15.00 Uhr durchgefihrt. Zur Identifizierung der Versuchstiere wurden
Fellmarkierungen mit einem elektrischen Rasierapparat angebracht. Um den Stress vor den
Versuchen moglichst gering zu halten, wurden die Markierungen mindestens zwei Tage vor
Versuchsbeginn durchgefiihrt.

Im Object Recognition Versuch wurden CD1-Mdause verwendet, die zum Versuchsbeginn
ebenfalls acht Wochen alt waren. Zur Identifizierung erhielten die Tiere Markierungen mit
Pikrinsaure. Die Versuchsvorbereitung sowie die Zeit der Versuchsdurchfihrung waren
identisch.



2.2 Substanzen

Der Rindenextrakt wurde von Herrn Prof. B. A. Chindo (Bereich Pharmakologie und
Toxikologie, Fakultat fur Pharmazeutische Wissenschaften, Universitat Kaduna, Nigeria) zur
Verfliigung gestellt. Die Extraktionsbedingungen wurden von Chindo et al. (2014)
beschrieben. Das Pflanzenmaterial wurde in Zaria, Bundesstaat Kaduna, Nigeria, gesammelt.
Es wurde von Mallam |. Muazzam (Institut fir Medizinische Pflanzenwissenschaften, Abuja,
Nigeria) identifiziert und authentisiert. Die Rinde wurde gereinigt, fiir 10 Tage luftgetrocknet
und zu einem groben Pulver gemahlen. 100 g des groben Pulvers wurden mit 500 ml
Methanol unter Verwendung eines Soxhlet-Extraktors fiir 12 h extrahiert. Das Lésungsmittel
wurde unter reduziertem Druck mit Verwendung eines Rotationsverdampfers entfernt. Die
Ausbeute betrug 34,8% (w/w) des rohen Methanolextrakts, der fiir die Untersuchungen
verwendet wurde. Mit einer high performance liquid chromatography (HPLC) wurden die
enthaltenen Substanzen und der Anteil an Saponinen analysiert.

Der Rindenextrakt von Ficus platyphylla wurde in zwei verschiedenen Dosierungen von
12,5mg/kg und 25mg/kg den jeweiligen Versuchsgruppen intraperitoneal (i.p.) appliziert. Der
Extrakt wurde in isotonischer Kochsalzlésung geldst. Als Vergleichssubstanz fiir die
Kontrollgruppe diente das Losungsmittel isotonische Kochsalzlésung.

DL- Amphetaminsulfat (Amphetamin, Sigma Chemical, St. Louis, USA) wurde in isotonischer
Kochsalzlésung geldst und in einer Dosierung von 9 mg/g KG s.c. injiziert.

Das Applikationsvolumen betrug 10 ml/kg KG.

2.3 Verhaltensexperimente

2.3.1 Lokomotorische Aktivitat

Fur die Erstellung einer Dosis-Wirkungs-Kurve von FP wurden CD-1 und C57BI/6J Mause in
einem ActiMot System (TSE, Bad Homburg) getestet. Dabei wurde die Auswirkung der
unterschiedlichen FP Dosen auf die Gesamtaktivitat registriert und anschliefend die KKT wie
unten beschrieben gemessen.

Die ActiMot Versuche wurden bei einer konstanten Helligkeit von 30 Lux in einem
schallgedampften Raum durchgefiihrt. Als Versuchsapparatur wurden vier 50 x 50 x 50 cm
Boxen eines ActiMot Systems genutzt, deren Bodenplatten aus schwarzem und die
Seitenwande aus durchsichtigem Acrylglas bestanden. Fir die Erfassung der horizontalen
Aktivitat befand sich um jede Box ein Rahmen mit Infrarot-Sensoren, die das Feld in der x-y
Ebene in Quadranten unterteilten. In jeder Leiste des Rahmens befanden sich 16 Sensoren.



Die Aktivierung eines Sensors zdhlte als ein Aktivitdtscount. Um die vertikale Aktivitat zu
erfassen, befanden sich in dem z-Rahmen zusatzliche Sensoren in einer Hohe von 5 cm. Die
Versuchstiere wurden zum Versuchsbeginn in der Mitte des Versuchsfeldes eingesetzt. Nach
jedem Versuch wurden die Bodenplatte und Acrylglasscheiben mit verdiinntem
Desinfektionsmittel gereinigt und getrocknet.

Nach der Applikation von 12,5 oder 25 mg/kg FP oder sal als Kontrolle wurde das
Versuchstier ohne Vorbehandlungszeit randomisiert in eine Versuchsbox eingesetzt. Fiir jede
5 min wurde die Gesamtaktivitdt (vertikale + horizontale Aktivitat) durch die Aktivitdtscounts
erfasst. Insgesamt befand sich das Tier 60 min im Versuch, von dem System wurde in den
letzten 30 min die Gesamtaktivitdt aufgezeichnet. Dieser Zeitraum korrespondiert mit der
Vorbehandlungszeit in den Lernversuchen. Direkt nach dem Aufenthalt wurde die KKT rektal
mit einem Thermometer (ama Digit, Amarell, Kreuzwertheim) gemessen. Dazu wurde der
Messfihler (@ 1 mm) mit Vaseline gleitfahig gemacht und vorsichtig 3 cm in das Rektum
eingefihrt.

2.3.2 Einfluss von Amphetamin auf die Gesamtaktivitidt und Korperkerntemperatur

Fur diesen Versuch wurde sal, FP mit einer Dosierung von 25 mg/kg KG und DL-
Amphetaminsulfat von 9 mg/g KG s.c. Tieren von separaten Versuchsgruppen injiziert.
Entsprechend der Dosis-Wirkungs-Kurve bewirkt diese FP-Dosis eine signifikante Reduktion
der Gesamtaktivitat. Den verschiedenen Versuchsgruppen wurden simultan zwei Substanzen

appliziert:

sal Amp FP
Gruppe 1 + = -
Gruppe 2 + + -
Gruppe 3 + - +
Gruppe 4 - + +

Tabelle 1: Applikationsschema fiir die Erfassung des Einflusses von Amphetamin und Ficus platyphylla-Extrakt auf die
Gesamtaktivitdt und die Korperkerntemperatur. FP = Ficus platyphylla-Extrakt. sal = isotonische Kochsalzlosung. Amp =
Amphetamin.

Nach einer Vorbehandlungszeit von 30 min wurden die Versuchstiere in das ActiMot System
eingesetzt. Fiir 15 min wurde die Gesamtaktivitdt aufgezeichnet. AnschlieRend wurde bei
den Versuchstieren 30 min nach der Injektion die KKT rektal wie unter 2.3.1 beschrieben
gemessen.



2.3.3 Shuttle-Box

Zur Erfassung von Einfliissen von FP auf Prozesse der Gedachtnisbildung, —speicherung und
—abrufbarkeit wurden die Versuchstiere in einer Zweiweg-Shuttle-Box getestet. Dieser Test
wird als two-way active avoidance klassifiziert. Dabei muss das Tier (weibliche C57BL/6J)
lernen, nach Einsetzen der bedingten Reize (Licht und Ton) aus dem dunklen
Teilkompartiment in das beleuchtete Teilkompartiment zu wechseln, um den elektrischen
Fullreiz (unbedingter Reiz, uR) zu vermeiden.

Die von einem Computer gesteuerten automatischen Shuttle-Boxen (TSE, Bad Homburg)
befanden sich in einem schallgedampften Raum in der Versuchstierhaltung mit den oben
beschriebenen  klimatischen Bedingungen. Die Shuttle-Box bestand aus zwei
Teilkompartimenten (13 x 15 x 10 cm), welche (iber eine 4 cm hohe Hiirde miteinander
verbunden waren. Die bedingten Stimuli waren das Licht einer 12 W Glihlampe an dem
Deckel der Teilkompartimente und ein Ton mit 60 dB. Der unbedingte Stimulus war ein
elektrischer FuBreiz von maximal 0,4 — 1,0 mA (50 Hz, Impulslange 10 ms, pulsierender
Gleichstrom). Der Reiz wurde abhéangig von der individuellen Sensitivitat der Tiere angepasst
und lag unter dem Vokalisationsschwellenwert. Appliziert wurde der Reiz Uber rostfreie
Stahlstidbe am Boden der Kompartimente und auf der Hiirde. Uber Sensoren registrierte der
Computer den Aufenthaltsort der Maus. Es standen drei Shuttle-Boxen zur Verfiigung, auf
welche die Mduse mit den verschiedenen Dosierungen randomisiert verteilt wurden. Die
Shuttle-Boxen wurden schallisoliert und abgedunkelt. Nach Beendigung des Versuchs wurde
das Tier zurlick in seine urspriingliche Gruppe gegeben und die Shuttle-Box mit verdlinnter
Desinfektionsmittellésung gereinigt und getrocknet.

Training

Das Versuchstier wurde in eines der beiden Teilkompartimente gesetzt, daraufhin wurde die
Shuttle-Box geschlossen. Die Habituationszeit betrug 300 s. Wahrend dieser Zeit registrierte
der Computer die Anzahl der Wechsel zwischen den Teilkompartimenten
(Habituationsaktivitdt). Nach der Habituationszeit begann das Training. In dem
Teilkompartiment gegeniiber dem Aufenthaltsteilkompartiment wurden die bedingten Reize
verabreicht. 4 s spater wurde im Aufenthaltsteilkompartiment der uR fir maximal 16 s
appliziert. Um dem elektrischen FulRreiz zu entgehen, musste die Maus Uber die Hiirde in das
beleuchtete Teilkompartiment wechseln. Nach dem Wechsel wurden alle Reize sofort
abgeschaltet. Reagierte das Tier nicht, wurden alle Reize nach 20 s abgeschaltet. Die Dauer
zwischen zwei regularen Laufen betrug randomisierte Perioden zwischen 15 und 45 s.
Insgesamt hatte jede Maus 40 reguldre Laufe (bedingte oder unbedingte Reaktion) zu
absolvieren. Bei Nichtreaktion wurde der Lauf nachgeholt. Wahrend des Versuches zeichnete
der Computer zusatzlich die Wechsel der Teilkompartimente zwischen zwei Ldufen auf. Um
das unerwiinschte Sitzen auf der Hiirde zu vermeiden, konnte manuell ein elektrischer Reiz
verabreicht werden.



Relearning

Das Relearning folgte 24 h 1 h nach dem Training in identischer Weise. Das Versuchstier
wurde in die gleiche Shuttle-Box wie am Vortag gesetzt. Die Habituationszeit beim Relearning
betrug 60 s. Mit der Anzahl unbedingter Reaktionen im Training und Relearning wurde der
Retentionsindex (RI) errechnet.

Der Rl dient zur Beurteilung der Prozesse der Gedachtnisbildung, —speicherung und

—abrufbarkeit und wurde nach folgender Formel berechnet:

n (uR Training) — n (uR Relearnin
- ( g ( . g) 100
n (uR Training)

Die Reaktionen der Versuchstiere, die in die statistische Analyse einbezogen wurden, waren
definiert:

Bedingte Reaktionen: Wechsel des Teilkompartiments nach einsetzen der bedingten Reize > 4
s

Unbedingte Reaktionen: Wechsel des Teilkompartiments nach einsetzen der bedingten Reize
<4sund2>20s

Fehllauf: kein Wechsel der Teilkompartimente innerhalb von 20 s nach einsetzen der
bedingten Reize

Zwischenwechsel: Wechsel der Teilkompartimente zwischen zwei Laufen

RI: siehe Formel oben

Versuchsanséatze

Zur umfassenden Charakterisierung des Einflusses von FP auf Prozesse der
Gedachtnisbildung, —speicherung und —abrufbarkeit wurden folgende Versuchsansatze
verwendet:

a) Einfluss von FP auf die Acquisition einer aktiv bedingten Vermeidungsreaktion

Dazu wurden FP oder sal 30 min vor dem Training appliziert und 24 h spater erfolgte das
Relearning ohne Applikation.

b) Einfluss von FP auf die Konsolidierung einer aktiv bedingten Vermeidungsreaktion
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Hierzu wurde die Substanz dem Versuchstier direkt nach dem Training appliziert, 24 h spater
folgte das Relearning ohne Substanzapplikation.

c) Einfluss von FP auf die Abrufbarkeit einer aktiv bedingten Vermeidungsreaktion

Die Tiere wurden ohne Injektion trainiert. Das Relearning erfolgte 24 h spater. 30 min vor
dem Relearning wurden FP oder sal injiziert.

2.3.4 Object Recognition

Bei der Object Recognition wird die Neigung der Mause genutzt, vermehrt mit einem
unbekannten Objekt zu interagieren als mit einem bereits vertrauten Objekt. Mithilfe dieses
Tests wurden die Einfliisse von FP in den Dosen von 12,5 und 25 mg/kg auf die Prozesse der
Gedachtnisbildung und —speicherung getestet.

Die Versuche wurden mit mannlichen CD1-Mausen durchgefiihrt. Vorversuche hatten
gezeigt, dass mannliche CD1-Maduse in der Testumgebung nur kurzfristige Angstreaktionen
gegenlber unbekannten Objekten zeigen und deshalb fir diesen Test besser geeignet sind
als mannliche C57BI/6J-Mé&use aufgrund ihrer ausgepragten Neophobie.

Die Object Recognition Versuche wurden bei einer konstanten Helligkeit von 30 Lux in einem
schallgedampften Raum durchgefiihrt. Als Versuchsfeld wurde eine 48 x 48 cm groRe weil3e
Bodenplatte genutzt, welche von 48 cm hohen durchsichtigen Acrylglasscheiben umgeben
war. In einem Rahmen um das Versuchsfeld befanden sich Infrarot-Sensoren, die das Feld in
Quadranten unterteilten. In jeder der vier Leisten befanden sich 16 Sensoren, das
Durchbrechen eines Sensors zahlte als ein Aktivitdtscount. Im Versuch wurden zwei
unterschiedliche Objekte benutzt (Tonzwerg und Eisenring). In Vorversuchen wurde
ermittelt, dass die Tiere gegenliber den Objekten weder eine Aversion noch eine Appetenz
zeigen. Die Mduse wurden stets in der Mitte in gleicher Richtung eingesetzt. Die Experimente
wurden von einem Beobachter im Nebenraum Uber eine Kamera (Panasonic, CCTV Kamera)
Uberwacht, wobei auch die Anzahl der Kontakte mit den Objekten und die Kontaktzeit
gemessen wurden. Fiir die Gesamtkontaktzeit eines Versuchstieres wurden die Kontaktzeiten
beiden Objekten fir den jeweiligen Tag addiert. Nach jedem Versuch wurden die
Bodenplatte und die Objekte mit verdiinntem Desinfektionsmittel gereinigt und getrocknet.

Fiir die Durchflihrung der hier beschriebenen Versuche wurde das Protokoll von Cohen et al.
(2016) adaptiert.
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Habituation

Am 1. Tag wurde dem Versuchstier eine Habituationszeit von 7 min gewahrt, um sich mit
dem Versuchsfeld vertraut zu machen. Bei der Habituation befanden sich keine Objekte auf
dem Feld. Uber die Sensoren wurden die Aktivitdtscounts und der zuriickgelegte Weg
registriert. Nach der Habituation wurde die Maus zurlick in ihre Ursprungsgruppe gesetzt.

Trainingsphase

Die Trainingsphase folgte 24 h nach der Habituation. Zuerst wurden zwei Eisenringe parallel
auf dem Versuchsfeld platziert. Nach dem Einsetzen hatte das Versuchstier 7 min Zeit die
Objekte zu erkunden. Wahrend der Trainingsphase wurden Aktivitdtscounts registriert und
zusatzlich wurden vom Beobachter durch die Kamera die Anzahl und die Zeit der Kontakte
mit den Objekten (s) gemessen.

Testphase

Am 3. Tag folgte die Testphase. Dabei wurde ein Eisenring gegen einen Tonzwerg
ausgetauscht und diagonal zum Eisenring positioniert. Erneut hatte das Versuchstier 7
Minuten Zeit, um mit den beiden Objekten zu interagieren. Nach der Testphase wurde die
Temperatur der Versuchstiere wie unter 2.3.1 rektal gemessen.

Versuchsansatz

Zur Charakterisierung des Einflusses von FP auf die Acquisition erfolgte die Applikation von
FP 12,5, 25 mg/kg KG oder sal 60 min vor der Trainingsphase und die Testphase wurde ohne
Applikation mit dem ausgetauschten Objekt wiederholt.

Recognition Index (RX)

Um den prozentualen Anteil zwischen der Erkundungszeit (t) des neuen Objektes und der
Erkundungszeit beider Objekte zu erhalten wurde der Recognition Index (RX) genutzt
(Antunes und Biala 2012). Er stellt einen Parameter fiir das Wiedererkennungsvermogen des
Versuchstieres dar und lasst sich wie folgt berechnen:

t (s unbekanntes Objekt)

RX =
t (s unbekanntes Objekt) — t (s bekanntes Objekt)

x 100
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2.4 Statistische Auswertungen

Die statistischen Auswertungen erfolgten nach Prifung der Homogenitat mit ein- oder
zweifaktorieller Varianzanalyse (ANOVA) mit der Software SPSS+ fir Windows Version
24(SPSS GmbH Software, Miinchen). Diagramme in dieser Arbeit wurden mit dem Programm
GraphPad Prism7 erstellt. In den Abbildungen werden die Mittelwerte, sowie die
Standardfehler dargestellt. Die Signifikanzschwelle wurde mit p < 0,05 festgelegt.

Lokomotorische Aktivitat

Fir die statistische Auswertung der lokomotorischen Aktivitdit der Dosis-Wirkungs-Kurve
wurde eine einfaktorielle-ANOVA und anschliefend ein post-hoc-Mehrfachvergleich nach
Bonferroni angewandt. Fir die Auswertung des Kombinationsversuchs mit Amp wurde eine
zweifaktorielle-ANOVA angewendet.

Korperkerntemperatur

Die statistische Auswertung zur Korperkerntemperatur erfolgte mittels einer einfaktoriellen-
ANOVA. Falls eine Signifikanz vorlag folgte ein post-hoc-Mehrfachvergleich nach Bonferroni.

Shuttle-Box

Fir die Auswertungen der Shuttle-Box Ergebnisse wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse
mit post-hoc-Mehrfachvergleichen angewandt. Die Korrektur des Signifikanzniveaus erfolgte
nach Bonferroni. Ausgewertet wurden die Habituationswechsel, die bedingten Reaktionen
und die Zwischenaktivitaten jeweils beim Training und Relearning. Anschlielend wurden die
Retentionsindizes der Versuchsgruppen verglichen. Die Auswertung erfolgte fiir jeden
Versuchsansatz.

Object Recognition

Auch bei der Object Recognition wurden alle Parameter mittels einfaktorieller ANOVA mit
post-hoc-Mehrfachvergleichen ausgewertet. Zur Auswertung wurden die Gesamtaktivitat,
die Gesamtkontaktzeiten am 2. und 3. Tag, sowie der Recognition Index genutzt.

13



3 Ergebnisse

3.1 Lokomotorische Aktivitat

3.1.1 CD-1 Mause

Gesamtaktivitat

Wie in Abb. 1 zu sehen ist, zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen den
Aktivitétscounts der Versuchsgruppen in Abhangigkeit von der applizierten Dosis FP (F2 30 =
4,025, p = 0,028). Im post-hoc-Test unterschieden sich die Aktivitdtscounts der
Versuchsgruppe mit einer Applikation von FP 25 mg/kg signifikant von denen der
Kontrollgruppe (p = 0,029). Zur Versuchsgruppe FP 12,5 mg/kg zeigte sich dabei keine
signifikante Abweichung (p = 0,41). Die Anzahl an Aktivitédtscounts der Kontrollgruppe und
der Versuchsgruppe FP 12,5 mg/kg war ebenfalls nicht signifikant unterschiedlich (p = 1,00).
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Abb. 1: Einfluss von Ficus platyphylla-Extrakt auf die lokomotorische Aktivitdt von CD-1 M&usen. Mittelwert + SEM. sal =
isotonische Kochsalzldsung. n = 11 Tiere pro Versuchsgruppe. * p < 0,05 im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Korperkerntemperatur

Die Messung der KKT von CD-1 Madusen nach Applikation von FP ergab dosisabhdngig
signifikante Unterschiede (F2,30= 24,387, p < 0,001). Wie in Abb. 2 dargestellt, war die KKT
der Versuchsgruppe nach einer Injektion von FP 25 mg/kg signifikant geringer als die der
Ubrigen Versuchsgruppen (sal: p < 0,001, FP 12,5 mg/kg: p < 0,001). Zwischen der
Kontrollgruppe und der Versuchsgruppe FP 12,5 mg/kg bestand keine Signifikanz (p = 0,063).
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Abb. 2: Korperkerntemperatur von CD-1 Madausen nach Applikation von Ficus platyphylla-Extrakt. KKT =
Korperkerntemperatur. Mittelwert + SEM. sal = isotonische Kochsalzlésung. n = 11 Tiere pro Versuchsgruppe. * p < 0,05
im Vergleich zur Kontrollgruppe; + p < 0,05 im Vergleich zur FP 12,5 mg/kg Gruppe.

3.1.2 C57BI/6J Mause

Gesamtaktivitat

Die Gesamtaktivitdt der C57Bl/6) Maduse zeigte einen signifikanten Unterschied nach
Applikation von FP (F2, 19 = 4,723, p = 0,022). Das Ergebnis des post-hoc-Tests demonstrierte,
dass die Versuchsgruppe nach Applikation von FP 25 mg/kg signifikant weniger
Aktivitétscounts erreichte als die Kontrollgruppe (p = 0,034), es bestand jedoch keine
Signifikanz zur Versuchsgruppe FP 12,5 mg/kg (p = 0,061). Die Kontrollgruppe unterschied
sich nicht signifikant von der Versuchsgruppe mit der Applikation von FP 12,5 mg/kg (p =
1,00). Der Vergleich belegt, dass die Wirkung von FP auf die lokomotorische Aktivitat der
verwendeten C57BI/6J- und CD-1-Mdausen keinen stammes- und geschlechtsspezifischen
Einflissen unterliegt.
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Abb. 3: Einfluss von Ficus platyphylla-Extrakt auf die lokomotorische Aktivitit von C57BI/6) M3usen. Mittelwert + SEM.
sal = isotonische Kochsalzlésung. n = 11 Tiere pro Versuchsgruppe. * p < 0,05 im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Korperkerntemperatur

Wie in Abb. 4 zu sehen, ergab sich ein signifikanter Unterschied in der KKT der C57BI/6)
Mause (F2, 19 = 9,282, p = 0,002). Die KKT der Versuchsgruppe FP 25 mg/kg war dabei
signifikant geringer als die der Kontrollgruppe (p < 0,001), es ergab sich keine Signifikanz zur
KKT der Versuchsgruppe FP 12,5 mg/kg (p = 0,067). Zwischen den Werten der Kontrollgruppe
und Versuchsgruppe FP 12,5 mg/kg konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt werden
(p = 0,197). Der Vergleich lasst vermuten, dass die Wirkung von FP auf die KKT der
verwendeten C57BI/6J- und CD-1-Md&usen stammes- und geschlechtsspezifischen Einflissen
unterliegt.
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Abb. 4: Kérperkerntemperatur von C57BI/6) Maé&usen nach Applikation von Ficus platyphylla-Extrakt. KKT =
Korperkerntemperatur. Mittelwert £ SEM. sal = isotonische Kochsalzlosung. n = 11 Tiere pro Versuchsgruppe. * p < 0,001
im Vergleich zur Kontrollgruppe.

3.2 Shuttle-Box

3.2.1 Einfluss von Ficus platyphylla-Extrakt auf die Acquisition einer bedingten
Vermeidungsreaktion

Um den Einfluss von FP auf die Acquisition bei weiblichen C57BL/6J Mause zu prifen, wurde
FP 30 min vor dem Training injiziert.

Habituationsaktivitdt

Wie in Abb. 5a dargestellt, zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen den
Habituationsaktivitaten (5 min) der Versuchsgruppen vor dem Training (F2, 24 = 18,843, p <
0,001). Die Anzahl der Laufe der Kontrollgruppe wahrend der Habituation war dabei
signifikant groBer (p < 0,001) als die der Versuchsgruppen mit einer Applikation von FP. Die
Habituationsaktivitat der Versuchsgruppen vor dem Relearning (1 min) unterschied sich nicht
signifikant (F2, 24 = 0,464, p = 0,634).
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Bedingte Reaktionen

Es zeigte sich keine Signifikanz in der Anzahl der bedingten Reaktionen zwischen den drei
Versuchsgruppen, weder beim Training (F2,24 = 1,095, p = 0,351) noch beim Relearning (F2, 24
=0,511, p = 0,606) (Abb.5b).

Retentionsindex

Wie in Abb. 5c dargestellt wird, unterscheiden sich die Rls der 3 Versuchsgruppen nicht
signifikant (F2, 24 = 1,651, p =0,213).

Zwischenaktivitat

Wie in Abb. 5d zu sehen ist, zeigten sich in diesem Versuchsansatz signifikante Unterschiede
bei den Zwischenaktivitaten, sowohl beim Training (F2, 24 = 4,780, p = 0,018) als auch beim
Relearning (F2,24= 5,750, p = 0,009). Im Post-hoc Test fiir das Training zeigte sich, dass die
Versuchstiere nach einer Injektion von 12,5 mg/kg FP signifikant haufiger das
Teilkompartiment wechselten, als die Versuchstiere mit der héheren Dosis (p = 0,025). Es
zeigte sich kein signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe (FP 12,5 mg/kg: p = 0,071, FP 25
mg/kg: p = 1,000). Wahrend des Relearnings wechselten die Mduse mit einer Injektion von
25 mg/kg KG FP das Teilkompartiment signifikant haufiger als die Kontrollgruppe (p = 0,008).
Da in keiner Versuchsgruppe Zwischenaktivitaiten unter dem Kontrollniveau gemessen
wurden, kdnnen sedierende Effekte des Extraktes als Einflussfaktor ausgeschlossen werden.

Dieser Versuchsansatz zeigt, dass FP nicht mit der Acquisition der bedingten
Vermeidungsreaktion interagiert.
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Abb. 5: Einfluss von Ficus platyphylla-Extrakt auf das Erlernen einer bedingten Reaktion bei C57BI/6J Mausen in der
Shuttle-Box. Applikation vor dem Training. Mittelwert * SEM. sal = isotonische Kochsalzlésung. n = 9 Tiere pro
Versuchsgruppe a) Anzahl der Wechsel zwischen den Teilkompartimenten in der Habituation vor dem Training (5 min)
und vor dem Relearning (1 min). b) Anzahl der bedingten Reaktionen wihrend des Trainings und Relearnings. c) Wert des
Retentionsindex. d) Anzahl der Zwischenaktivititen wahrend des Trainings und Relearnings. * p < 0,05 im Vergleich zur
Kontrollgruppe. + p < 0,05 im Vergleich zur FP 12,5 mg/kg Gruppe.

3.2.2 Einfluss von Ficus platyphylla-Extrakt auf die Konsolidierung einer bedingten
Vermeidungsreaktion

Zur Charakterisierung des Einflusses von FP auf die Konsolidierung erfolgte die Injektion
direkt nach dem Training und 24 h wurde das Relearning ohne Substanzapplikation
durchgefihrt.

Habituationsaktivitét

Wie in Abb. 6a dargestellt, zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den
Habituationsaktivitdten der Versuchsgruppen vor dem Training (F2, 21 = 0,416, p = 0,665).
Auch die Habituationsaktivitditen vor dem Relearning (1 min) unterschieden sich zwischen
den Versuchsgruppen nicht signifikant (F2,21 = 1,289, p = 0,296).
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Bedingte Reaktionen

Die Anzahl an bedingten Reaktionen der drei Versuchsgruppen unterschied sich in diesem
Versuchsansatz nicht signifikant (Abb. 6b). Beim Training (F2,21= 0,029, p = 0,971) und beim
Relearning (F2,21 = 0,170, p = 0,845) konnte keine Signifikanz nachgewiesen werden.

Retentionsindex

In Abb. 6c ist zu sehen, dass zwischen den RIs der Versuchsgruppen kein signifikanter
Unterschied festgestellt werden konnte (F», 21 = 0,100, p = 0,906).

Zwischenaktivitat

Bei der Anzahl der Zwischenaktivitaten liefen sich weder beim Training (F2, 21 = 0,481, p =
0,625), noch beim Relearning (F2,21 = 0,774, p = 0,474) signifikante Unterschiede zwischen
den Versuchsgruppen feststellen.

Das Ergebnis dieses Versuchsansatzes zeigt, dass FP nicht mit der Konsolidierung der
bedingten Vermeidungsreaktion interagiert.
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Abb. 6: Einfluss von Ficus platyphylla-Extrakt auf das Erlernen einer bedingten Reaktion bei C57BI/6J Mausen in der
Shuttle-Box. Applikation nach dem Training. Mittelwert + SEM. sal = isotonische Kochsalzlosung. n = 8 Tiere pro
Versuchsgruppe. a) Anzahl der Wechsel zwischen den Teilkompartimenten in der Habituation vor dem Training (5 min)
und vor dem Relearning (1 min). b) Anzahl der bedingten Reaktionen wihrend des Trainings und Relearnings. c) Wert des
Retentionsindex. d) Anzahl der Zwischenaktivitdten wihrend des Trainings und Relearnings.

3.2.3 Einfluss von Ficus platyphylla-Extrakt auf die Abrufbarkeit einer bedingten
Vermeidungsreaktion

In diesem Versuchsansatz wurden die Tiere ohne Injektion trainiert und absolvierten das
Relearning 24 h spéater. 30 min vor dem Relearning wurden den Versuchstieren die
Substanzen injiziert.

Habituationsaktivitét

Wahrend der Habituation beim Training (5 min) konnte ein signifikanter Unterschied
zwischen den Versuchsgruppen festgestellt werden (F2,32 = 3,915, p = 0,030). In Abb. 7aist zu
sehen, dass die Versuchsgruppe mit einer Applikation von FP 25 mg/kg signifikant haufiger
das Teilkompartiment wahrend der Habituationszeit wechselte, als die Kontrollgruppe (p =
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0,026). Zwischen der Kontrollgruppe und der Versuchsgruppe mit FP 12,5 mg/kg bestand
kein signifikanter Unterschied (p = 0.686). Wahrend der Habituation (1 min) des Relearnings
zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den drei Versuchsgruppen (F2,3,=9,012, p
=0,788).

Bedingte Reaktionen

Wie in Abb. 7b dargestellt, zeigten sich im Training keine signifikanten Unterschiede zwischen
den bedingten Reaktionen der Versuchsgruppen (F2, 32 = 0,049, p = 0,952). Wahrend des
Relearnings unterschieden sich die bedingten Reaktionen der Versuchsgruppen signifikant
(F2, 32 = 9,012, p < 0,001). Bei der Versuchsgruppe mit der Applikation von FP 25 mg/kg
wurden signifikant weniger bedingte Reaktionen registriert, als im Vergleich zu den beiden
ubrigen Versuchsgruppen (sal: p < 0,001, FP 12,5 mg/kg: p = 0,014). Zwischen der
Kontrollgruppe und der Versuchsgruppe FP 12,5 mg/kg bestand kein signifikanter
Unterschied (p = 0,750).

Retentionsindex

Zwischen den Rls der drei Versuchsgruppen bestanden signifikante Unterschiede (F2, 32 =
16,458, p < 0,001), wie in Abb. 7c dargestellt. Die Versuchstiere mit einer Injektion von FP 25
mg/kg wiesen einen signifikant niedrigeren Rl als die Tiere der beiden Ubrigen
Versuchsgruppen auf (sal: p < 0,001, FP 12,5 mg/kg: p < 0,001). Zwischen der Kontrollgruppe
und der Gruppe mit FP 12,5 mg/kg zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den
Werten der Rls (p = 0,739).

Zwischenaktivitat

Die Zwischenaktivitdten der Versuchsgruppen wiesen beim Training keinen signifikanten
Unterschied auf (F2, 32 = 1,930, p = 0,162). Auch wéahrend des Relearnings konnte keine
Signifikanz nachgewiesen werden (F2, 32 = 0,691, p = 0,508).

In diesem Versuch konnte gezeigt werden, dass FP die Abrufbarkeit der bedingten
Vermeidungsreaktion beeintrachtigt.
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Abb. 7: Einfluss von Ficus platyphylla-Extrakt auf das Erlernen einer bedingten Reaktion bei C57BI/6J Mausen in der
Shuttle-Box. Applikation vor dem Relearning. Mittelwert + SEM. sal = isotonische Kochsalzlésung. n = 8 Tiere pro
Versuchsgruppe. a) Anzahl der Wechsel zwischen den Teilkompartimenten in der Habituation vor dem Training (5 min)
und vor dem Relearning (1 min). b) Anzahl der bedingten Reaktionen wahrend des Trainings und Relearnings. c) Wert des
Retentionsindex. d) Anzahl der Zwischenaktivititen wahrend des Trainings und Relearnings. * p < 0,05 im Vergleich zur
Kontrollgruppe. + p < 0,05 im Vergleich zur FP 12,5 mg/kg Gruppe.

3.3 Object Recognition

Bei der Object Recognition sollten Einfllisse von FP in den Dosen von 12,5 und 25 mg/kg auf
die Prozesse der Gedachtnisbildung und —speicherung bei CD-1 Madusen getestet werden.

3.3.1 Gesamtaktivitat

Habituation

Die Gesamtaktivititen der drei Versuchsgruppen unterschieden sich wadhrend der
Habituation (1. Tag) nicht signifikant voneinander (F», 32 = 0,085, p = 0,919).
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Abb. 8: Einfluss von Ficus platyphylla-Extrakt auf die Gesamtaktivitit im Object Recognition Test bei CD-1 Mausen
wadhrend der Habituation. Mittelwert + SEM. sal = isotonische Kochsalzlosung. n = 12 bis 13 Tiere pro Versuchsgruppe.

Trainingsphase

In der Trainingsphase (2. Tag) konnte ein signifikanter Unterschied zwischen den
Versuchsgruppen festgestellt werden (F», 34 = 3,865, p = 0,030). Wie in Abb. 9 dargestellt,
wurden signifikant mehr Aktivitdtscounts bei der Kontrollgruppe als im Vergleich zur FP 25
mg/kg Gruppe registriert (p = 0,029). Die Gesamtaktivitat der Versuchsgruppe FP 12,5 mg/kg
unterschied sich von der Kontrollgruppe (p = 1,00), sowie von der Versuchsgruppe mit einer
Injektion von FP 25 mg/kg (p = 0,210) nicht signifikant.

Trainingsphase

sal 12.5 25.0 mg/kg

Abb. 9: Einfluss von Ficus platyphylla-Extrakt auf die Gesamtaktivitdt im Object Recognition Test bei CD-1 Mdusen
wahrend der Trainingsphase. Mittelwert + SEM. sal = isotonische Kochsalzlésung. n = 12 bis 13 Tiere pro Versuchsgruppe.
* p < 0,05 im Vergleich zur Kontrollgruppe.
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Testphase

Wahrend der Testphase (3. Tag) konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Aktivitdtscounts der Versuchsgruppen festgestellt werden (F, 32 = 0,493, p = 0,615).

Testphase

5 0 = e,

sal 12.5 25.0 mg/kg

Abb. 10: Einfluss von Ficus platyphylla-Extrakt auf die Gesamtaktivitdt im Object Recognition Test bei CD-1 Mausen
wadhrend der Testphase. Mittelwert + SEM. sal = isotonische Kochsalzlosung. n = 12 bis 13 Tiere pro Versuchsgruppe.

3.3.2 Gesamtkontaktzeit

Trainingsphase

Wie in Abb. 11 dargestellt, unterschieden sich die Gesamtkontaktzeiten der Versuchsgruppen
wahrend der Trainingsphase signifikant voneinander (F2, 324 = 7,885, p = 0,002). Der Post-hoc-
Test zeigte, dass die Versuchstiere der Kontrollgruppe signifikant langer mit den Objekten
interagierten als die Versuchsgruppe FP 25 mg/kg (p < 0,001). Die Versuchsgruppe FP 12,5
mg/kg zeigte zu den beiden (Ubrigen Versuchsgruppen keine Signifikanz bei der
Gesamtkontaktzeit (sal: p = 0,228, FP 25 mg/kg: p = 0,101).
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Abb. 11: Einfluss von Ficus platyphylla-Extrakt auf die Erkundungszeit im Object Recognition Test bei CD-1 Mausen
wahrend der Trainingsphase. Mittelwert + SEM. sal = isotonische Kochsalzlésung. n = 12 bis 13 Tiere pro Versuchsgruppe.
* p < 0,05 im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Testphase

Die Gesamtkontaktzeiten der Versuchsgruppen unterschieden sich wahrend der Testphase
nicht signifikant voneinander (F», 32 = 0,800, p = 0,458).

c Testphase

'S 150-

= ]

© ' I

()

N -

(7]

(@))

c 501

o

-O o o

[

=]

< 0-

Lu 1) 1) 1)
sal 12.5 25.0 mg/kg

Abb. 12: Einfluss von Ficus platyphylla-Extrakt auf die Erkundungszeit im Object Recognition Test bei CD-1 Mausen
wahrend der Testphase. Mittelwert + SEM. sal = isotonische Kochsalzlosung. n = 12 bis 13 Tiere pro Versuchsgruppe.
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3.3.3 Recognition Index

Wie in Abb. 12 zu sehen ist, zeigte der RX der Versuchsgruppen in diesem Versuch keinen
signifikanten Unterschied (F2,34=0,736, p = 0,486).

50+

I
<

.|

304

Recognition Index

sal 125 25.0 mg/kg

Abb. 13: Einfluss von Ficus platyphylla-Extrakt auf die Object Recognition bei CD-1 Mausen. Mittelwert + SEM. sal =
isotonische Kochsalzlosung. n = 12 bis 13 Tiere pro Versuchsgruppe.

In den hier verwendeten Verhaltenstests wird der Substanzeinfluss auf Lern- und
Gedachtnisleistungen Gber motorische Funktionen erfasst. Die Voraussetzung dafiir ist, dass
die Prifsubstanzen die motorische Aktivitat selbst nur unerheblich senken. Da aber die Tiere
nach Applikation von 25 mg/kg FP eine deutliche Reduzierung der motorischen Aktivitat
zeigten, sind die Ergebnisse nicht zu interpretieren. Deshalb wurde aus ethischen Griinden
ein weiterfiihrender Versuchsansatz nicht durchgefiihrt.

3.4 Einfluss von Amphetamin auf die lokomotorische Aktivitat und Kérperkerntemperatur

Bei dem Versuch wurde der Einfluss von Amp im Vergleich zu sal auf die Wirkung von FP bei
CD-1 Mdusen auf die Gesamtaktivitat im ActiMot System und der KKT getestet.

Gesamtaktivitat

Wie in Abb. 14 dargestellt, konnten bei den Gesamtaktivititen der Versuchsgruppen
signifikante Unterschiede festgestellt werden. Die Zweiweg-ANOVA mit den Faktoren
Vorbehandlung (sal und FP), sowie Behandlung (sal und Amp) ergeben einen signifikanten
Effekt der Vorbehandlung (F 1, 33 = 40,337, p < 0,001), einen signifikanten Effekt der
Behandlung (F 1,33 = 8,752, p = 0,006) und keine signifikante Vorbehandlung x Behandlung-
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Interaktion (F 1,33 = 0,111, p = 0,741). Mit der nachfolgenden ANOVA konnten signifikante
Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen nachgewiesen werden (Fs,33 = 14,380, p <
0,001). Im Vergleich zur Kontrollgruppe ist die Aktivitat der Gruppe nach Amphetamin erhéht
(p < 0,001). Im Gegensatz dazu ist die Aktivitdt der Tiere nach FP signifikant reduziert (p <
0,001). In Kombination mit FP wurde dieser Effekt aufgehoben. Tiere, denen Amp/FP injiziert
wurde, erreichten eine hohere Aktivitat als die Kontrollgruppe und die Tiere, die mit sal/FP
behandelt wurden (p < 0,001). Die aktivititsmindernde Wirkung wurde vollstandig
antagonisiert. Aufgrund des Eigeneffekts des Amp kann der Wirkungsmechanismus nicht
eindeutig bestimmt werden.
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Abb. 14: Einfluss von Amphetamin auf die Wirkung von Ficus platyphylla-Extrakt auf die Gesamtaktivitit von CD-1
Mausen. Mittelwert + SEM. sal = isotonische Kochsalzlésung. Amp = Amphetamin. FP = Ficus platyphylla-Extrakt. n = 8 bis
10 Tiere pro Versuchsgruppe. * p < 0,05 im Vergleich zur Kontrollgruppe und sal/FP. + p < 0,05 im Vergleich zu sal/FP.

Korperkerntemperatur

Die Zweiweg-ANOVA mit den Faktoren Vorbehandlung (sal und FP), sowie Behandlung (sal
und Amp) ergeben einen signifikanten Effekt der Vorbehandlung (F 1,33 = 12,33, p = 0,001),
einen signifikanten Effekt der Behandlung (F 1,33 = 38,933, p < 0,001) und eine signifikante
Vorbehandlung x Behandlung-Interaktion (F 1,33 = 5,867, p = 0,021). Mit der nachfolgenden
ANOVA konnten signifikante Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen nachgewiesen
werden.

Wie in Abb. 15 dargestellt ist, konnten signifikante Unterschiede in der KKT zwischen den vier
Versuchsgruppen festgestellt werden (Fs, 33 = 11,500, p < 0,001). Der FP erzeugte eine
signifikante Hypothermie (p < 0,001).
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Amp allein hat keinen Einfluss auf die KKT (p = 1,000). In Kombination mit FP antagonisiert
Amp die Hypothermie. Zwischen der sal/sal-Kontrollgruppe und der Amp/FP-Gruppe zeigte
sich kein signifikanter Unterschied in der KKT (p = 0,160). Dieser Effekt kann als
Dopaminantagonismus interpretiert werden.
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Abb. 15: Einfluss von Amphetamin auf die Wirkung von Ficus platyphylla-Extrakt auf die Korperkerntemperatur bei CD-1
Mausen. Mittelwert + SEM. sal = isotonische Kochsalzlosung. Amp = Amphetamin. FP = Ficus platyphylla-Extrakt. n = 8 bis
10 Tiere pro Versuchsgruppe * p < 0,05 im Vergleich zur Kontrollgruppe, sal/Amp und sal/FP.
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4 Diskussion

Neuroleptika werden bei der Behandlung von Schizophrenien eingesetzt mit dem Ziel, die
Frequenz und die Starke psychotischer Exacerbationen zu reduzieren, Symptome zu lindern,
einen Relapse zu vermeiden, sowie zur Verbesserung der Lebensqualitdt betroffener
Patienten. 1950 kam das zu den Phenothiazinen gehorende Chlorpromazin als erstes
Neuroleptikum in die Klinik. Gegenwartig werden weltweit 65 Substanzen zur Behandlung
von Schizophrenien angewandt, die in zwei Gruppen eingeteilt werden: typische (klassische)
oder Neuroleptika der 1. Generation und atypische oder Neuroleptika der 2. Generation
(Bruijnzeel et al. 2014). Die beiden Gruppen unterscheiden sich im Wirkungsmechanismus.
Charakteristisch fiir die typischen Neuroleptika ist deren antagonistische Wirkung am
zentralen postsynaptischen D2-Rezeptor. Die daraus resultierende Hemmung mesolimbischer
Bahnen erklart Teilaspekte der neuroleptischen Wirkung (Bauer und Machleidt 2004), welche
vorwiegend die positive Symptomatik der Schizophrenie therapiert (Pickar et al. 1990).
Atypische Neuroleptika weisen neben der antagonistischen Wirkung an D2-Rezeptoren eine
ausgepragte antagonistische Wirkung an Serotonin-Rezeptoren des Typs 5-HT.a , sowie
antagonistische Wirkungen an zentralen D4-, cholinergen, adrenergen und histaminergen
Rezeptoren auf. Die Behandlung mit atypischen Neuroleptika hat den Vorteil, auch die
negative Symptomatik und kognitiven Defizite im Rahmen der Schizophrenie zu verbessern
(Salimi et al. 2009).

Bei allen bisher entwickelten Neuroleptika ist ein Effekt immanent. Unabhéangig von der
Klassifikation unterdriicken sie selektiv die konditionierte Vermeidungsreaktion (Arnt 1982;
Wadenberg und Hicks 1999). Folgerichtig werden Tests, die auf einer konditionierten
Vermeidungsreaktion basieren, als pradiktive und zuverlassige Assays zur Charakterisierung
potenzieller Neuroleptika betrachtet (Wadenberg und Hicks 1999).

Tierexperimentelle Untersuchungen haben gezeigt, dass elektrolytische (Fantin und
Bottecchia 1984) oder 6-Hydroxydopamin-indizierte Lasionen (Swerdlow und Koob 1984) im
Nucleus accumbens oder die bilaterale 6-Hydroxydopamin-Ldsion dopaminerger
nigrostriataler Projektionen (Zis et al. 1974) den Erwerb der konditionierten
Vermeidungsreaktion beeintrachtigen. Diese Befunde stitzen die Annahme, dass die
konditionierte Vermeidungsreaktion von intakten dopaminergen mesocorticalen und
nigrostriatalen neuronalen Schaltkreisen abhéngig ist (Mogenson et al. 1980). Die Rolle der
Nucleus accumbens-shell-Region wurde von Wadenberg und Hicks (1999) nachgewiesen.

Potenziell neuroleptische Effekte von FP wurden durch den Einfluss auf die Extinktion der
bedingten  Vermeidungsreaktion  im  Stabsprungtest, der als  Einweg-aktive
Vermeidungsreaktion klassifiziert wird, nachgewiesen (Chindo et al. 2015). Des Weiteren
konnten die durch Apomorphin induzierten Schizophrenie-dhnlichen
Verhaltensauffalligkeiten, wie ein Defizit in der Prapulsinhibition und eine Hyperaktivitat,
durch die Applikation von FP oder Clozapin antagonisiert werden (Chindo et al. 2015). Zudem
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zeigte sich in einem in vitro Versuch eine potente Inhibition der Cyclooxygenase COX-2 durch
FP (Chindo et al. 2016). Es wird angenommen, dass inflammatorische Prozesse in der
Pathogenese psychiatrischer Erkrankungen wie Schizophrenien und Depression involviert
sind (Anderson et al. 2013; Borovcanin et al. 2017; Frick et al. 2013; Jeon und Kim 2017; Lu et
al. 2017; Miller 2010, 2018; Woelfer et al. 2018). Tierexperimentelle und klinische Studien
haben gezeigt, dass COX 2-Inhibitoren im Vergleich zur Placebobehandlung sich
therapeutisch positiv auf die Schizophrenien auswirken (Mdller und Schwarz 2008).

Die Ergebnisse aus den bisherigen verhaltenspharmakologischen und biochemischen
Untersuchungen implizieren, dass FP Neuroleptika-dhnliche Effekte aufweist. Zur weiteren
Charakterisierung des Extrakts wurde FP in der Shuttle-Box, die als two-way active avoidance
response klassifiziert wird, geprift. Zum Vergleich wurde der Extrakt im Object Recognition
Test gepriift. Die neuronale Verschaltung, die beiden Tests zugrunde liegt, ist dhnlich. Nelson
et al. (2010) haben gezeigt, dass dopaminerge Projektionen im Nucleus accumbens (core und
shell) bei der Objekt-bezogenen Gedachtnisbildung von Bedeutung sind. Die Autoren
postulierten, dass der Test Object Recognition die gleiche pradiktive Validitat aufweist wie
Tests, die auf einer active avoidance beruhen.

Lern- und Gedachtnisleistungen kénnen in tierexperimentellen Untersuchungen nur Uber
motorische Reaktionen detektiert werden. Deshalb wurden zuerst Dosis-Wirkungs-Kurven
erstellt, um den Einfluss von FP auf die lokomotorische Aktivitat zu ermitteln und geeignete
Dosen fiir die nachfolgenden Lernversuche zu finden.

Mit dem ActiMot System wurden die Gesamtaktivitaten der weiblichen C57BL/6J-Mé&use und
der mannlichen CD1-Ma&use quantifiziert und anschliefend die KKT gemessen. Das ActiMot
System mit Infrarot-Lichtschranken wird regelmdflig zur Registrierung der Aktivitat von
Versuchstieren genutzt (Murbach et al. 2014). Bereits bei Wistar-Ratten und bei mannlichen
SWISS Albino Mdusen wurden dosisabhangige reduzierte lokomotorische Aktivitaten unter
dem Einfluss von FP beschrieben (Chindo et al. 2014; 2015). Die Gesamtaktivitdt der CD-1
Mause zeigte auch in dieser Arbeit einen signifikanten Unterschied zwischen der
Versuchsgruppe FP 25 mg/kg und der Kontrollgruppe (Abb. 1), was auf eine verminderte
lokomotorische Aktivitdat und sedative Eigenschaften schlieSen ldsst. Sedative Eigenschaften
werden von endogenen Neurotransmittern wie Dopamin, Norepinephrin, Acetylcholin,
Histamin, GABA und Neuropeptiden im zentralen Nervensystem gesteuert (Amos et al.
2004). Klinisch verwendete Neuroleptika wie Clozapin oder Haloperidol weisen auch eine
dosisabhangige Verringerung der Lokomotion auf (Chindo et al. 2015; Wiley 2008). Der
sedative Effekt trat gleichermaBen bei weiblichen C57BI/6J- und mannlichen CD1-Mausen
auf (Abb. 9 und 11). Stammes- und geschlechtsspezifische Unterschiede kdnnen deshalb fiir
die Interpretation unserer Versuchsergebnisse unberiicksichtigt bleiben.

Nach der Quantifizierung der lokomotorischen Aktivitdt wurde die KKT der Tiere gemessen.
Unabhdngig vom Stamm wurde eine dosisabhangige Hypothermie festgestellt (Abb. 2 und 4),
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allerdings trat dieser Effekt bei CD-1 Mé&usen ausgepragter auf. Die Hypothermie ist ein
Nebeneffekt klassischer und atypischer Neuroleptika (Kreuzer et al. 2012; Tarahovsky et al.
2017). Die der Hypothermie zugrunde liegenden Mechanismen sind noch nicht vollstandig
aufgeklart. Es wird vermutet, dass ein komplexes System dopaminerger
Regulationsmechanismen im ventralen Hypothalamus und die damit in Verbindung stehende
Thermoregulation der Vasomotorik von HautgefdRen ursachlich fiir die Hypothermie unter
Neuroleptika sind (Kreuzer et al. 2012; Barros et al. 2004). Neben dopaminergen kénnen
serotonerge Mechanismen in die Hypothermie involviert sein. Eine Rolle spielt dabei die
Interaktion von 5-HT1a- und 5-HT3-Rezeptoren (Naumenko et al. 2009). Stammesspezifische
Unterschiede in der Ausprdagung der Hypothermie werden mit Veranderungen in dieser
Interaktion in Verbindung gebracht (Naumenko et al. 2009). Es bleibt zu klaren, ob diese
Interaktionen auch fiir den von uns gefundenen Unterschied ursachlich verantwortlich sind.
Ein weiterer Faktor kbnnte die Fellfarbe sein. Albinotische Tiere (CD-1) absorbieren weniger
Wairme als dunkel (C57BI/6)) gefarbte Tiere.

Mithilfe des Shuttle-Box Versuches wurde der Einfluss von FP auf die Prozesse der
Gedachtnisbildung, —speicherung und —abrufbarkeit bei weiblichen C57BL/6J-M&usen weiter
analysiert.

Durch die Anzahl der bedingten Reaktionen wahrend des Trainings und anschliefenden
Relearnings konnen Riickschliisse auf Prozesse der Informationsaufnahme und —speicherung,
sowie der Abrufbarkeit gespeicherter Informationen gezogen werden. Je gréRer die positive
Differenz der bedingten Reaktionen zwischen dem Training und Relearning, desto groRer ist
der Lerneffekt, was sich, wie unter 2.3.3 beschrieben, im Rl wiederspiegelt. Im
Umbkehrschluss spiegelt sich ein verminderter Lerneffekt oder einer Storung der Abrufbarkeit
in einem verminderten Rl wider. Dabei muss ein moglicher Einfluss der Testsubstanz auf die
motorische Aktivitat der Versuchstiere bericksichtigt werden. Die Vermeidungsreaktion
beinhaltet immer eine motorische Reaktion. Substanzen, die die Motorik stimulieren,
erhdhen die Anzahl von Vermeidungsreaktionen (Aguilar et al. 1998; Vinader-Caerols et al.
1996). Andererseits konnen Substanzen, die die motorische Aktivitat inhibieren oder
Katalepsie auslosen, die bedingte Vermeidungsreaktionen hemmen (Aguilar et al. 2000). Die
damit verbundenen Anderungen im Rl spiegeln dabei keine Einfliisse auf Prozesse der
Informationsverarbeitung und -speicherung wider. Es wurde gezeigt, dass FP (Chindo et al.
2014), wie auch Neuroleptika (Kline et al. 1998), einen hemmenden Einfluss auf die
Lokomotion hat und auf diese Weise den indikativen Wert beeinflussen kann. Fiir unsere
Versuche wurde FP in Dosen von 12,5 und 25 mg/kg verwendet. Mit den Versuchen im
ActiMot System wurde festgestellt, dass die Dosis von 25 mg/kg die lokomotorische Aktivitat
hemmt (Abb. 3). Um den Einfluss der Substanz auf die motorische Aktivitat in der Shuttle-Box
zu quantifizieren, wurden die Zwischenaktivitaten der Versuchsgruppen gemessen.

In keinem der drei Versuchsansatze war die Zwischenaktivitdt geringer als in den
dazugehorigen Kontrollgruppen (Abb. 5, 6 und 7). Im Versuchsansatz, in dem der Einfluss
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von FP auf die Acquisition untersucht wurde, waren die Zwischenaktivitat der
Versuchsgruppe mit 12,5 mg/kg FP im Training und in der Versuchsgruppe mit 25 mg/kg im
Relearning erhoht (Abb. 5d). Die RIs weisen aber keine Unterschiede auf. Daraus wird
geschlussfolgert, dass sedierende Effekte, wie sie im ActiMot System gemessen wurden, hier
ohne wesentliche Bedeutung sind. Die wahrend des Trainings und Relearnings verabreichten
FuRreize, deren Stirke unterhalb der Vokalisationsschwelle lag, haben der offensichtlich
sedierenden Wirkung entgegengewirkt.
In dem Versuchsansatz, in dem der Einfluss von FP auf die Acquisition der bedingten
Vermeidungsreaktion untersucht wurde, konnte ein signifikanter Unterschied zwischen den
Habituationsaktivitdten der beiden Versuchsgruppen und der Kontrollgruppe wahrend des
Trainings festgestellt werden (Abb. 5a). Diese Signifikanz deutet erneut auf die verminderte
Lokomotion der Versuchstiere unter dem Einfluss von FP hin. Beziglich der Anzahl der
Fehllaufe unterschieden sich die Gruppen nicht signifikant, was belegt, dass die
instrumentelle Reaktion nicht beeinflusst wurde. Das lasst sich (iber die motivationale
Wirkung des Fulireizes erkldren. Die Anzahl bedingter Reaktionen aller Behandlungsgruppen
wiesen weder beim Training noch beim Relearning einen signifikanten Unterschied auf (Abb.
5b). Somit ergab auch die Berechnung der Rls der Versuchsgruppen keine signifikanten
Unterschiede (Abb. 5c¢). Anhand dieser Ergebnisse kann ein Einfluss von FP auf die Acquisition
einer bedingten Vermeidungsreaktion in der Shuttle-Box nicht nachgewiesen werden.
Bei der Untersuchung des Einflusses von FP auf die Konsolidierung der bedingten
Vermeidungsreaktion konnte in keinem Parameter der Versuchsgruppen ein signifikanter
Unterschied nachgewiesen werden (Abb. 6). Die Schlussfolgerung ist, dass FP auch auf die
Konsolidierung keinen signifikanten Einfluss hat. Dieses Ergebnis muss aber nicht im
Widerspruch zu den Untersuchungen (Antonio et al. 2016; Neill et al. 2016; Rogdz 2013;
Rogdz und Kaminska 2016; Wetchateng und Piyabhan 2015) stehen, die gezeigt hatten, dass
durch Neuroleptika auch die Konsolidierung der bedingten Vermeidungsreaktion
beeintrachtigt werden kann. Verschiedene Autoren haben gezeigt, dass die unterschiedlichen
Neuroleptika keine hemmenden oder fordernden  Effekte auf Lern- und
Gedachtnisfunktionen ausliben (Antonio et al. 2016; Hou et al. 2006; Sara 1986; Chugh et al.
1991).
Interessanterweise konnte mit dem Versuchsansatz zur Aufklarung des Einflusses von FP auf
die Abrufbarkeit der bedingten Vermeidungsreaktion ein signifikanter Unterschied in der
Anzahl bedingter Reaktionen zwischen der Versuchsgruppe FP 25 mg/kg und den beiden
Ubrigen Gruppen im Relearning nachgewiesen werden (Abb. 7b). Folgerichtig konnte auch in
den Rls ein signifikanter Unterschied zu der Kontrollgruppe und der Versuchsgruppe 12,5
mg/kg gezeigt werden (Abb. 7c). Da die Zwischenaktivitaten und die Habituationsaktivitaten
keine signifikanten Unterschiede wahrend des Relearnings zeigten (Abb. 7), kann eine
verminderte Abrufbarkeit durch den Einfluss von FP postuliert werden (Sutter et al. 2019). Im
Zusammenhang mit bereits publizierten FP-Wirkungen in anderen Tests, die Neuroleptika-
dhnliche Wirkungen detektieren (Abrufbarkeit der stabil ausgearbeiteten bedingten
Vermeidungsreaktion im one-way active avoidance, der Normalisierung von mit dem
Dopaminagonisten  Apomorphin  ausgelenkten  Verhaltensreaktionen, sowie der
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Amphetamin-indizierten Katalepsie in Mausen) ergibt sich hieraus eine starke Evidenz fiir
eine potenzielle neuroleptische Wirkung des Extrakts.

Der Mechanismus, auf dem die Inhibition der konditionierten Vermeidungsreaktion durch
Neuroleptika basiert, ist nicht geklart (Sun et al. 2016). Der Erwerb von konditionierten
Reaktionen ist unter anderem von intakten dopaminergen, mesocorticalen und
nigrostriatalen neuronalen Schaltkreisen und somit auch vom Nucleus accumbens abhangig
(Zis et al. 1974; Wadenberg und Hicks 1999; Mogenson et al. 1980). Wadenberg et al. (2001)
postulierten, dass eine 50%ige Hemmung der D2-Rezeptoren im ventralen Striatum die
Voraussetzung fir die Beeinflussung der konditionierten Vermeidungsreaktion ist.
Klassischen und atypischen Neuroleptika ist eine dopaminantagonistische Wirkung
immanent, was deren Effekt in diesen Tests hinreichend erklart. Interessant ware zu wissen,
welchen Einfluss das Neuroleptikum Aripiprazol auf die Abrufbarkeit der bedingten Reaktion
hat. Aripiprazol ist ein Partialagonist an D2-Rezeptoren und wird fiir die Behandlung der
Positiv- wie auch Negativsymptomatik der Schizophrenie genutzt (Keck und McElroy 2003).
Da Aripiprazol anders als die typischen und atypischen Neuroleptika nicht als D2-Rezeptor
Antagonist wirkt, wird die Substanz einer neuen Gruppe von Neuroleptika zugeordnet
(Lieberman 2004). Weder in der Literatur noch beim Hersteller lieRen sich relevante
Informationen finden.

Fir FP sollte aufgrund der nachgewiesenen Effekte im Shuttle-Box-Versuch auch eine
antagonistische Wirkung an D2-Rezeptoren nachweisbar sein. In einer Pilotstudie konnte
jedoch keine Affinitat flr hippocampale D1- und D2-Rezeptoren nachgewiesen werden
(Chindo et al. 2015).

In genetischen (Cui et al. 2016; Vaisburd et al. 2015) und pharmakologischen (Antonio et al.
2016; Neill et al. 2016; Rogdz 2013; Rogdz und Kaminska 2016; Wetchateng und Piyabhan
2015) Schizophreniemodellen konnten eine Beeintrachtigung der Object Recognition sowie
ein restorativer Effekt von klassischen und atypischen Neuroleptika nachgewiesen werden.
Rajagopal et al. (2014) vermuteten, dass dieser Test auch fir das Screening potenzieller
Neuroleptika geeignet ist. Fiir die Object Recognition sind neuronale Schaltkreise im Nucleus
accumbens, besonders in der core-Region, von Bedeutung (Nelson et al. 2010). Aufgrund der
Ubereinstimmungen der involvierten neuronalen Schaltkreise biete sich ein Vergleich der
Ergebnisse der Lernversuche in der Shuttle-Box und Object Recognition an, um die pradiktive
Validitat der Object Recognition als Screening fir potenzielle Neuroleptika zu tberprifen.

Fiir ein valides Ergebnis der Object Recognition muss das Versuchstier das Versuchsfeld und
die Objekte ohne einen unbedingten Reiz erkunden. Hierflir ist eine ausreichende
lokomotorische Aktivitdt des Versuchstieres notig. Im Gegensatz zum Object Recognition
appliziert das Shuttle-Box System einen uR, welcher abhdngig von seiner Intensitdt und
Frequenz ein wichtiger Faktor des Lernerfolges ist (Katzev und Balch 1974; Ramirez et al.
2015; Hughes und Bardo 1981). Der uR wirkt durch eine Stimulation der Amygdala und somit
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als negative Verstarkung (Moscarello und LeDoux 2014). Reize mit einer mittleren Intensitat
erhohen den Lernerfolg, wahrend Reize mit zu geringen oder zu hoher Intensitdat das
Gegenteil bewirken (Morris und Bouton 2006). Die negative Verstarkung wirkt einem
sedierenden Effekt und einer reduzierten Lokomotion entgegen. Das spiegeln auch die
Anzahl der Kompartimentwechsel in den Shuttle-Box Versuchen wider. Wahrend der
Habituation sind signifikante Aktivitdtsminderungen durch FP ersichtlich (Abb. 5, 6, 7). Im
Gegensatz dazu ist die Anzahl der Zwischenwechsel in keinem der drei Versuchsansatze bei
keiner FP-Dosierung geringer als in der dazugehoérigen Kontrollgruppe. Der
kompensatorische Effekt der negativen Verstarkung fehlt in dem Versuch der Object
Recognition. Neuroleptika ist der sedierende Effekt und somit auch einer reduzierten
Lokomotion eigen (Marchiafava et al. 2018; Stroup und Gray 2018). Die Intensitdt der
Sedierung ist dosisabhangig, jedoch konnte bei FP eine verminderte Lokomotion bei einer
Applikation von 25 mg/kg im ActiMot System beobachtet werden. Ob die Object Recognition
unter diesen Umstdnden fir die Evaluation eines potenziell neuroleptischen Effekts geeignet
ist, steht somit in Frage.

Bei den Ergebnissen der Object Recognition konnten keine signifikanten Unterschiede zu der
Kontrollgruppe nachgewiesen werden (Abb. 11 und 12). Da die Prifungssubstanz die
motorische Aktivitdt der Versuchstiere signifikant reduzierte, sind die Ergebnisse aus diesem
Versuchsansatz nicht zu interpretieren. Deshalb wurde, auch aus ethischen Griinden, auf
einen weiterfiihrenden Versuchsansatz verzichtet. Unsere Versuchsergebnisse deuten darauf
hin, dass die pradiktive Validitat der Object Recognition in der Testung potenzieller
Neuroleptika nach dem hier beschriebenen Protokoll aufgrund der Aktivitdtsminderung
eingeschrankt ist. Weitere Einschrankungen ergeben sich aus einem stammesspezifischen
Verhaltensmuster der verwendeten Versuchstiere wie der in unseren Versuchen
festgestellten ausgepragten Neophobie bei den C57BI/6J-Tieren.

Als Nebenwirkung vieler Neuroleptika wird eine Hypothermie beschrieben. Die
Thermoregulation stellt eine durch biogene Amine in komplexer Weise gesteuerte
Korperfunktion dar. Neben Noradrenalin und Serotonin wird Dopamin als bedeutender
Neurotransmitter im Hypothalamus angesehen, der die Warmeregulation steuert (Heslop
und Curzon 1999; Hissa et al. 1995; Naumenko et al. 2009; Neves et al. 2008). Experimentelle
Befunde belegen die besondere Rolle von D1- und D2-Rezeptoren, wogegen D3- und D4-
Rezeptoren fir die Warmeregulation nur von geringer Bedeutung sind (Chaperon et al.
2003).

Zur Aufklarung einer moglichen dopaminergen Komponente der von uns gemessenen
Hypothermie wurde der Einfluss von Amp und FP in simultaner Applikation auf die KKT
Uberpruft. Wie in Abb. (15) dargestellt, hatte die verwendete Amphetamindosis per se
keinen signifikanten Effekt auf die KKT. Bei simultaner Applikation zeigte sich eine
Aufhebung der Hypothermie (Abb. 15). Das belegt, dass die durch FP induzierte
Hypothermie einer dopaminergen Regulation unterliegt (Sutter et al. 2019). Dieser Befund
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steht in guter Ubereinstimmung mit von Chindo et al. (2003; 2015) publizierten Ergebnissen.
Die Autoren fanden, dass FP die durch Apomorphin -induzierten Stereotypien und
Hyperlokomotion, sowie die durch Apomorphin modifizierte Prapulsinhibition normalisiert.
In der verwendeten Dosierung ist Apomorphin ein Agonist an postsynaptischen D1- und D2-
Rezeptoren. Reslimiert spricht dies fiir einen Dopaminantagonismus, wie er fir klassische
und in abgeschwachter Form, fur atypische Neuroleptika charakteristisch ist.

Zur Verifizierung dieses Befunds wurde der Einfluss von Amp auf die FP-induzierte
Hypolokomotion untersucht (Abb. 14). Es wurde die Dosis verwendet, die keinen Einfluss auf
die KKT hatte. Auch hier ist zu erkennen, dass die Hypolokomotion aufgehoben wurde.
Allerdings kann diese Aufhebung auch durch einen kompensatorischen Effekt der
Hyperlokomotion in den mit Amphetamin-behandelten Tieren erklart werden. Deshalb
bleibt der indikative Wert dieses Befunds spekulativ.

Damit liegen widerspriichlich erscheinende Befunde vor. Zum einen werden
pharmakologische Effekte der Dopaminrezeptoragonisten Apomorphin und Amp durch FP
antagonisiert, zum anderen konnte bisher keine Affinitat fir hippocampale D2-Rezeptoren
nachgewiesen werden. In einem in vivo-Assay, bei dem in HEK-293-Zellen exprimierte
humane rekombinante Dys- und D3 -Rezeptoren verwendet wurden, konnte eine schwache
Affinitat (K; 13 pM bzw. 12 uM) detektiert werden. Zum Vergleich wurden 7-OH-DPAT und
Butaclamol untersucht. Der ermittelte Ki-Wert fiir 7-OH-DPAT wurde mit 0,61 nM und der
fiir Butaclamol mit 0,47 nM ermittelt (Eurofins Cerep, Celle L'Evescault, France). Dies macht
weiterfiihrende Untersuchungen erforderlich. Zurzeit kann nur ein hypothetischer
modulierender Effekt an dopaminergen Rezeptoren postuliert werden.

Untersuchungen haben gezeigt, das glutamaterge Dysregulationen in die Pathogenese der
Schizophrenien involviert sind (Coyle 2006; Moghaddam und Javitt 2012). Metabotrope
Glutamatrezeptoren kdnnen die Aktivitat des schizophrenierelvanten
Neurotransmissionssystems modulieren und sind deshalb fir die Entwicklung neuer
Neuroleptika von groBem Interesse. Multiple D2-Heterokomplexe (D2-N-Methyl-d-Aspartat
und A2A-D2-mGlu5) wurden als funktionelle Verbindung von dopaminergen und
glutamatergen Transmissionssystemen diskutiert (Borroto-Escuela et al. 2016). In
praklinischen Untersuchungen wurde die Superioritdat dieser Modulatoren metabotropen
Glutamatrezeptoren gegeniiber Neuroleptika, die (ber dopaminerge oder serotonerge
Systeme wirken, nachgewiesen (Maksymetz et al. 2017). Ohne die Subtypen differenzieren
zu konnen, zeigten Chindo et al. (2016), dass FP eine antagonistische Wirkung an
metabotropen Glutamatrezeptoren hat. Aus der Literatur ist bekannt, dass mGluR1-
Antagonisten die Prapulsinhibition bei DBA/2J-Mdausen verstarken und das allosterische
MGIuR1- und mGIluR5-Antagonisten die durch Amphetamin- oder Metamphetamin-
induzierte Hyperaktivitdt normalisieren (Lesage und Steckler 2010; Nicoletti et al. 2011). Eine
weiterfihrende Analyse der FP — mGluR-Interaktionen sollte angestrebt werden.
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Bei dem aus Ficus platyphylla gewonnenen Rindenextrakt handelt es sich um ein
Naturprodukt und somit um ein Vielstoffgemisch, was sich damit von den chemisch
definierten Arzneimitteln unterscheidet. Durch ihre komplexe Zusammensetzung
interagieren Phytopharmaka mit multiplen molekularen Zielstrukturen. Dadurch ist ihre
Wirkung vielfdltig und Nebenwirkungen treten in der Regel abgeschwachter auf (Falch et al.
2013). Die Wirkstoffkombinationen ist der Faktor, der die Phytopharmaka zwar medizinisch
schwer steuerbar, aber synthetischen Praparaten gegeniber oft auch tiberlegen macht (Dietz
1996).

Der Rindenextrakt wird in der traditionellen nigerianischen Volksmedizin als Neuroleptikum
genutzt (Audu 1989). Unsere sowie die Ergebnisse nigerianischer Kollegen belegen eine
potenziell neuroleptische Wirkung. Weiterhin konnte ein dopaminantagonistischer Effekt,
der den Neuroleptika in ihrer antipsychotischen Wirkung eigen ist, nachgewiesen werden.
Anhand der Ergebnisse kann vermutet werden, dass es sich bei FP um ein atypisches
Neuroleptikum handelt. Amos et al. (2001) geben die intraperitoneale LDso mit < 2000 mg/kg
und die orale LDsp mit < 5000 mg/kg an. Allerdings missen diese LDso -Werte kritisch
betrachtet werden, da die Auswirkungen der FP-induzierten Hypothermie unter den lokalen
klimatischen Bedingungen in Nigeria anders zu bewerten sind.

Fir pflanzliche Arzneimittel gelten wie fiir alle anderen Arzneimittel in gleichem MaRe die
rechtlichen Bestimmungen des Arzneimittelgesetzes, in denen detaillierte Anforderungen fir
die Zulassung als Voraussetzung fir ihre Verkehrsfahigkeit festgeschrieben sind.
Hauptkriterien fiir eine Zulassung sind insbesondere die Wirksamkeit, die Unbedenklichkeit
und die Qualitdt von Arzneimitteln. Da die vorliegenden Daten jedoch nur im Rahmen
experimenteller Studie gewonnen wurden, sollte vor allem die klinische Nutzbarkeit in
patientenbezogenen Folgestudien getestet werden.
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Zusammenfassung

Die Schizophrenie ist eine der schwerwiegendsten psychischen Erkrankungen und mit einer
Lebenszeitpravalenz von ca. 0,7 % haufig. Durch ihre komplexe, ungeklarte Pathophysiologie
und die fehlende kausale Therapie, wird die Psychiatrie bei der Behandlung dieser Krankheit
mit elementaren Problemen konfrontiert. Die Behandlung mit Neuroleptika ist der
wichtigste Therapieansatz der Schizophrenie. Fiir eine Optimierung der Therapie ist die
Suche nach neuen Neuroleptika essenziell. Phytopharmaka nehmen bei dieser Suche eine
Schlusselrolle ein. Der Rindenextrakt von Ficus platyphylla wird in Nordnigeria von den Hausa
in der traditionellen nigerianischen Volksmedizin als Neuroleptikum, Antikonvulsivum und
Analgetikum genutzt.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von FP auf die konditionierte
Vermeidungsreaktion und die KKT, sowie die zugrundeliegenden molekularen Mechanismen
untersucht.

Zuerst wurden Dosis-Wirkungs-Kurven fiir weibliche C57BL/6J Mé&use, und mannliche CD-1
Maduse erstellt. Dabei zeigte sich eine signifikant verminderte Lokomotion bei einer
Dosierung von FP 25 mg/kg. Bei dieser Dosis zeigte sich ebenfalls ein Abfall der KKT. Allen
bisher entwickelten Neuroleptika ist eine unabhangige selektive Unterdrickung der
konditionierten Vermeidungsreaktion immanent und gilt als Indikator neuer potenzieller
Wirkstoffe. Die Shuttle-Box ist als ein two-way active avoidance Test klassifiziert und etabliert
zur Untersuchung potenzieller neuer Neuroleptika. Bei den Versuchsansatzen, die auf die
Untersuchung der Acquisition und der Konsolidierung der konditionierten
Vermeidungsreaktion fokussierten, konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Versuchsgruppen festgestellt werden. Im Gegensatz dazu konnte nachgewiesen werden, dass
FP in einer Dosis von 25 mg/kg die Abrufbarkeit der bedingten Vermeidungsreaktion
signifikant beeintrachtigt. Hieraus ergibt sich eine starke Evidenz fiir eine potenzielle
neuroleptische Wirkung des Extrakts. Zusatzlich wurde der Extrakt an CD-1 Madusen in einem
Object Recognition Versuch geprift. Die Validitdt dieses Versuches scheint durch die
reduzierte lokomotorische Aktivitdt eingeschrankt zu sein. Um eine mogliche dopaminerge
Komponente der von uns gemessenen Hypothermie aufzuklaren, wurde der Einfluss von
Amp und FP in auf die KKT Uberprift. Bei simultaner Applikation von Amp und FP konnte
eine Aufhebung der Hypothermie gemessen werden. Das macht eine dopaminerge
Regulation der vom FP induzierten Hypothermie wahrscheinlich. In einem in vivo-Assay,
konnte eine schwache Affinitat (Ki 13 puM bzw. 12 pM) des FP zu, in HEK-293-Zellen
exprimierten, Dzs- und Dy -Rezeptoren detektiert werden. Da die Affinitat im Vergleich zu
bekannten Neuroleptika relativ gering ist, sind weiterfihrende Untersuchungen erforderlich.
Zurzeit kann nur ein hypothetischer modulierender Effekt an dopaminergen Rezeptoren
postuliert werden.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit einen dopaminantagonistischen Effekt
von Ficus platyphylla, was seine Neuroleptika-dhnliche Wirkung bestdtigt. Anhand der
Ergebnisse kann vermutet werden, dass es sich bei Ficus platyphylla um einen Extrakt
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handelt, der &hnliche Wirkungen wie ein atypisches Neuroleptikum aufweist. Diese
Erkenntnisse dienen als Grundlage, um die klinische Nutzbarkeit in patientenbezogenen
Folgestudien weiter zu testen.
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