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Zusammenfassung

Die  unipolare  Depression  ist  eine  der  schwersten  rezidivierenden  psychischen

Erkrankungen, welche gekennzeichnet ist durch negative Verstimmung, Interessen- und

Freudlosigkeit,  sowie  eine  starke  Antriebsminderung.  Die  Lebenszeitprävalenz  liegt

zwischen  15-20%,  wobei  unter  den  Betroffenen  bis  zu  30% unter  therapieresistenten

Depressionen (TRD) leiden, welche nicht auf eine reguläre medikamentöse Behandlungen

ansprechen.  Eine  ebenfalls  hohe  Prävalenz  von  10-15%  haben  die  geriatrischen

Depressionen, deren Erstmanifestation ab dem fünften Lebensjahrzehnt auftritt. Zwar sind

die neurobiologischen Grundlagen und die multifaktorielle Ätiologie der Depression gut

erforscht, aber dennoch gibt es einen zunehmend großen Bedarf an neuen, antidepressiv

wirksamen Substanzen, die speziell im Rahmen von TRD und geriatrischen Depressionen

Anwendung  finden  können.  Damit  einher  geht  die  Notwendigkeit,  die  Validität  bisher

existierender Tiermodelle zur Identifikation solcher Substanzen zu verbessern und neue

Modelle  zu  entwickeln,  denen  Inhalts-,  Konstrukt-  und  prädiktive  Validität,  als  auch

Symptomspezifität  zugrunde liegt.  Obwohl  das unkontrollierbare Erleben von Verlusten,

einschneidenden Lebensereignissen und damit verbundenem Stress bei einem Großteil

aller  Patienten  prämorbid  gehäuft  auftreten,  haben  diese  Faktoren  bisher  nicht

ausreichend Beachtung in Tiermodellen der Depression gefunden, ebenso wie das daraus

resultierende Rückzugsverhalten. 

Die  hier  vorliegende  Dissertation  beschäftigt  sich  mit  der  Validierung  eines  neuen

Tiermodells zur Erforschung depressions-ähnlicher Verhaltensweisen. Dieses beruht auf

der lerntheoretischen Grundlage, dass ein Entzug oder Verlust von erwarteter Verstärkung

sowohl  im  Menschen,  als  auch  im  Tier  in  einer  Reduktion  von  assoziierten

Verhaltensweisen resultiert  (Extinktion).  Extinktion führt  innerhalb eines Organismus zu

Stress,  Erregung,  Verzweiflung  und  kann  aufgrund  der  kognitiven  und  behavioralen

Veränderungen  langfristig  Depressionen  bedingen.  Hier  steht  insbesondere  das

Rückzugsverhalten  depressiver  Patienten  im  Vordergrund,  welches  Ausdruck  einer

Extinktions-induzierten  Depression  (EID)  sein  kann.  Zudem  bildet  es  auch  einen

aufrechterhaltenden Faktor, da es das Erleben neuer, alternativer Verstärkung verhindert.

Ätiologisch spielt die EID vor allem bei geriatrischen Depressionen eine wesentliche Rolle,

da  mit  dem  Alter  ein  Anstieg  an  Verlusterlebnissen,  als  auch  neurobiologische  und

kognitive Veränderungen einher gehen, welche die Verhaltensvariabilität der Betroffenen

und ihre Stressresistenz einschränken. 



In  dieser  Dissertation  wurde  in  einem  ersten  Schritt  gezeigt,  dass  der  Entzug  einer

erwarteten  Futterbelohnung  nach  Hebeldruck  bei  männlichen  Wistar-Ratten  zu

Rückzugsverhalten  in  einer  dualen  operanten  Versuchskammer  führt,  welche  aus  2

Kompartimenten  besteht.  Während  in  dem  operanten  Kompartiment  in  den

Lerndurchgängen  Hinweislichter,  ein  Hebel  und  die  darauf  folgende  Futterbelohnung

präsentiert wurden, gab es in einem neutralen „Rückzugskompartiment“ keine operanten

Module. Eine akute Behandlung mit dem selektiv serotonergen Wiederaufnahmehemmer

(SSRI)  Citalopram  und  dem  trizyklischen  Antidepressivum  (TZA)  Imipramin  vor  der

Extinktion  reduzierte  signifikant  das  zunehmende  Rückzugsverhalten  und  weitere

depressions-assoziierte Verhaltensweisen wie etwa das Beißen des Hebels. 

In  einem  weiterführenden  Experiment  wurden  die  Konfiguration  der  Kammer  und  die

operante  Aufgabe an die  zuvor  gewonnenen  Erkenntnisse  angepasst.  Anstelle  zweier

getrennter Kompartimente wurde eine längliche Kammer entworfen, welche die genaue

Messung eines Rückzugsgradienten und horizontaler Aktivität erlaubt. Zudem wurde ohne

Hebeldrücke  mit  fixen  Intervall-Verstärkerplänen  und  freier  Verstärkergabe  gearbeitet.

Citalopram  und  das  TZA  Clomipramin  reduzierten  nach  chronischer  Behandlung  den

Rückzugsgradienten  und  den  Rückzug  von  der  belohnungs-assoziierten  Futterluke  in

Form  von  Zielaufspürungsverhalten.  Zudem  wurden  alle  Tiere  nach  der  fünftägigen

Extinktionsphase  im  Offenfeld  (OF)  getestet  und  mit  einer  naiven  Kontrollgruppe

verglichen.  Es  konnte  gezeigt  werden,  dass  Extinktion  anxiogene  Effekte  auf  das

Verhalten im OF hat, die ebenfalls durch Citalopram reduziert werden konnten. 

In einer abschließenden Untersuchung wurde betrachtet, ob EID mit zunehmendem Alter

verstärkt auftritt und welchen Einfluss eine chronische Behandlung mit Corticosteron (Cort)

auf  EID  hat.  Die  Verabreichung  von  Cort  induziert  einen  depressiven  Phänotypen  in

anderen  Tiermodellen  der  Depression.  Es  konnte  hypothesenkonform gezeigt  werden,

dass alte Wistar-Ratten im Zuge von Extinktion ebenfalls Rückzugsverhalten ausbilden.

Die  Behandlung  mit  Cort  führte  besonders  bei  alten  Tieren  zu  einer  Zunahme  von

Rückzugsverhalten  und  einer  Dysfunktion  der  Hypothalamus-Hypophysen-

Nebennierenrinden-Achse (HHN) . 

Die  Ergebnisse  der  hier  vorgestellten  Arbeiten  unterstützen  die  Validität  von  EID  als

Tiermodell  der  Depression  und  die  ätiologische  Relevanz  von  Verstärkerverlust.

Besonders  der  Rückzugsgradient  und  die  Abnahme  von  Zielaufspürung  am  Ort

ehemaliger  Belohnungsverabreichung  haben  prädiktive  Validität  und  sind  sensitiv

gegenüber einer Behandlung mit SSRIs, TZAs und Corticosteron. Gemäß der Hypothese

löst Extinktion verstärkt bei alten Tieren depressions-ähnliches Verhalten bei geringerer



                                                                                                                                          7

Extinktionsresistenz  aus.  Somit  bietet  das  Modell  neue  Perspektiven  für  die

Erforschung und Behandlung speziell der geriatrischen Depression, welche geprägt

ist von erhöhtem Verstärkerverlust und maladaptiven Reaktionen auf Stress.



Summary

Major  depression  (MD)  is  one  of  the  most  severe  recurrent  psychiatric  diseases,

characterized by a depressed mood, loss of drive and diminished pleasure or interest. Life-

time  prevalence  is  estimated  between  15-20%,  with  around  30% of  affected  patients

suffering from treatment-resistant depression (TRD) and not responding to antidepressant

psychotropic drugs. Beyond, there is a large prevalence of 10-15% for geriatric depression

with a first onset after the fifth decade. Although the pathophysiology and the multifactorial

etiology  of  depression  are  well  understood,  there  is  still  a  serious  need  for  new

antidepressive agents to treat the large number of geriatric patients and those suffering

from TRD. Along with this goes the necessity to improve the validity of animal models of

depression that can detect  such agents.  The development of  new animal models that

show  face,  predictive  and  construct  validity  and  an  increased  specifity  for  the  main

symptoms of MD is essential. Whilst the experience of uncontrollable life events, stress

and especially loss of reinforcement accumulate in a majority of patients prior to the onset

of  a  depressive  episode,  these  factors  are  not  yet  integrated  into  animal  models  of

depression, as well as the resulting withdrawal behavior.

The present  dissertation therefore attends to  the validation of  a  new animal  model  of

depression to investigate depressive-like behavior. It is based on the learning theory that

omission or withholding of an expected reward leads to extinction of related behaviors

performed to gain this reward. Extinction is perceived as stressful and aversive by humans

and animals, it increases arousal and finally leads to behavioral despair, which means

giving up any attempt  to  obtain  further  reward.  The resulting behavioral  and cognitive

consequences  of  extinction  can  easily  lead  to  depression.  Especially  withdrawal  from

former rewarding situations seen in depressed patients is in the center of attention, since it

can serve as a marker for extinction-induced depression (EID). Additionally, it maintains

the depression by preventing the experience of new rewarding activities. EID is of special

importance for the etiology of geriatric depression as senescence is accompanied on the

one hand by a rise in incentive loss and severe life events, but on the other hand by

neurobiological  and  cognitive  changes  that  impair  peoples´  ability  to  show behavioral

flexibility and cope with the implications of stress.

In a first approach, we could show that omission of a cued food reward in a continuous

reinforcement schedule of lever-pressing in a two-compartment operant chamber leads to

withdrawal  behavior  in  adult  male Wistar-rats.  Whereas one of the compartments was

equipped with a food magazine, a tray, a lever and cue lights to predict upcoming reward, 



the  second  compartment  was  left  empty  and  served  as  a  neutral  „withdrawal

compartment“.  Acute  treatment  with  the  selective  serotonin  reuptake  inhibitor  (SSRI)

citalopram  and  the  tricyclic  antidepressant  (TCA)  imipramin  significantly  reduced

withdrawal from and avoidance of the operant compartment, as well as other behaviors

such as biting of the lever. 

In  a  follow-up study,  the  operant  chamber  was  adjusted with  respect  to  the  previous

findings  and  transformed into  an  elongated  operant  chamber  without  transitions.  This

allowed  the  measurement  of  a  flowing  distance  gradient  from  the  food  tray  and  of

horizontal activity instead of counting duration and frequency of compartment entries only.

In place of food-rewarded lever pressing and continuous reinforcement, a cued fixed-time

free-reward delivery schedule was employed. Subjects were treated chronically with two

different  doses of  either  citalopram or  the TCA clomipramine.  Both drugs reduced the

distance gradient and the decrease in goal-tracking. After five days of extinction, subjects

were tested in the open field (OF) to investigate effects of extinction on anxious behavior.

Compared  to  naive  control  subjects,  animals  that  had  undergone  extinction  exhibited

greater anxiety, which was alleviated by the treatment with citalopram. 

In a final study, the effects and interactions of advanced age and a chronic corticosterone

treatment  (Cort)  with  EID  were  assessed.  The  chronic  application  of  exogenous  Cort

promotes a depressive-like phenotype in other animal models, so it was tested, if Cort

additionally enhances EID. In line with the theory, aged rats (18 months) suffered from the

consequences of reward omission and exhibited withdrawal behavior. CORT excacerbated

EID more in aged than in adult rats. They showed withdrawal behavior to a larger extend

and developed a dysfunction of the hypothalamus-pituitary-adrenal gland-axis (HPA).

The results presented in this dissertation lend further support to the validity of EID as a

new animal model of depression and stress the role of reward omission in the etiology of

MD. Especially the distance gradient and the decline of goal-tracking at the former source

of reinforcement are sensitive markers of despair and have predictive validity for treatment

with SSRIs, TCAs and Cort as well as a sensitivity to effects of age. The model offers new

perspectives and possibilities for the investigation and treatment of geriatric depression,

which is especially susceptible to the increased loss of reinforcement and the maladaptive

altered response to stress.



                                                                                                                                        10

Inhaltsverzeichnis
1 Abkürzungsverzeichnis..............................................................................11

2 Einleitung.....................................................................................................12

2.1 Depression.............................................................................................12

2.1.1 Depression und Stress..............................................................................15

2.1.2 Tiermodelle der Depression.......................................................................18

2.2 Extinktions-induzierte Depression..........................................................22

2.2.1 Grundlagen operanter Konditionierung und Verstärkung..........................22

2.2.2 Auswirkungen von Verstärkerentzug.........................................................25

2.2.3 Das Modell der Extinktions-induzierten Depression..................................27

2.2.3.1 EID nach negativer Verstärkung........................................................28

2.2.3.2 EID nach positiver Verstärkung..........................................................30

2.3 Fragestellung..........................................................................................32

3 Methodik.......................................................................................................33

3.1 Die duale Kammer..................................................................................33

3.2 Die verlängerte operante Kammer.........................................................34

3.3 Das Offenfeld (OF).................................................................................37

3.4 Corticosteronhaltiges Trinkwasser.........................................................38

3.5 Blutabnahme und Fixation......................................................................40

4 Durchgeführte Studien...............................................................................41

4.1 Antidepressiva reduzieren Extinktions-induziertes Rückzugs- und 

Beißverhalten: Ein Modell für depressions-ähnliche Verhaltensweisen.......41

4.2 Der Rückzugsgradient von der Verstärkerquelle als Indikator 

Extinktions-induzierter Verzweiflung: Modulation durch die Antidepressiva 

Clomipramin und Citalopram........................................................................43

4.3 Die chronische Behandlung mit Corticosteron verstärkt Extinktions-

induzierte Depressionen und beeinträchtigt die Funktion der HHN-Achse in 

alten und adulten Ratten .............................................................................46

5 Zusammenfassende Diskussion...............................................................50

6 Literatur........................................................................................................61

7 Veröffentlichungen......................................................................................78



1 Abkürzungsverzeichnis                                                                                                  11

1 Abkürzungsverzeichnis

5-HT - Serotonin

ACTH - Adrenocorticotrophes Hormon

BDNF - Brain-derived-neurotrophic factor 

CMS - Chronic Mild Stress

Cort - Corticosteron

CRH - Corticotrophin-releasing Hormon

DA - Dopamin

DOPAC - Dihydroxyphenylacetic acid

DRL - Differential-reinforcement-of-low-rate 

EID - Extinktions-induzierte Depression

FST - Forced Swimming Test

HHN - Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinde

HPA - Hypothalamic-Pituitary-Adrenal gland

MAO - Monoamin-Oxidase

MD - Major Depression

NA - Noradrenalin

NAc - Nucleus accumbens

OF - Offenfeld

RTE - Resistance to Extinction

SSRI - Selektiver Serotonin-Wiederaufnahmehemmer

SNRI - Selektiver Noradrenalin-Wiederaufnahmehemmer

TRD - Therapieresistente Depression

TST - Tail Suspension Test

TZA/TCA - Tricyclic Antidepressant/Trizyklikum
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2 Einleitung

Die  Einleitung  dieser  Dissertation  soll  im  Folgenden  einen  Überblick  über  das

Erscheinungsbild  und  die  neurobiologischen,  sowie  psychologischen,  Grundlagen

der unipolaren Depression geben. Im Speziellen wird die ätiologische Bedeutung von

Stress und Verlust von Verstärkung im Menschen und Versuchstier dargestellt, sowie

die hierzu existierenden Tiermodelle. Ein Exkurs zu Grundbegriffen und Konzepten

der operanten (instrumentellen) Konditionierung leitet  abschließend über zum hier

validierten  Modell  der  Extinktions-induzierten  Depression,  welches  ausführlich

vorgestellt und diskutiert wird.

2.1 Depression

Die unipolare Depression ist zusammen mit den Formenkreis der Angststörungen

eine der häufigsten psychischen Erkrankungen weltweit (Wong & Licino, 2001). Sie

ist laut diagnostischer Kriterien gekennzeichnet durch eine länger als zwei Wochen

anhaltende  Interessen-  und  Freudlosigkeit,  Antriebsstörungen  und  eine  deutlich

negative  Verstimmung.  Zudem  können  als  häufige  somatische  und  kognitive

Begleitsymptome Schlafstörungen, kognitive Defizite, Appetitlosigkeit oder auch eine

zeitweise Gereizt-  und Agitiertheit  auftreten (Weltgesundheitsorganisation: ICD-10;

Schulte-Markwort,  Dilling,  Mombour  &  Schmidt,  2004).  Zentraler  Bestandteil  ist

ebenfalls  ein  starkes  Rückzugsverhalten  depressiver  Patienten  von  Aktivitäten,

welche vor der Manifestation der Erkrankung Freude bereitet haben (Ferster, 1973;

Lewinsohn,  1974).  Häufig  kommt  es  zur  Aufgabe  von  sozialen  Kontakten,

Freizeitaktivitäten  und  beruflichen  Verpflichtungen,  Suizidalität,  sowie  einer

Vermeidung  des  Verlassens  der  Wohnung.  Die  Lebenszeitprävalenz  liegt

Schätzungen  zufolge  zwischen  15-20%  (Nestler,  Barrot,  DiLeone,  Eisch,  Gold  &

Monteggia, 2002), wobei  Frauen mindestens doppelt  so häufig betroffen sind wie

Männer  (Wong  &  Licino,  2001).  Je  nach  Untersuchung  beträgt  das  Alter  der

Erstmanifestation  durchschnittlich  25-35  Jahre  (Wong  &  Licino,  2001).  Davon

abzugrenzen sind die geriatrischen Depressionen mit einer Erstmanifestation jenseits

des fünften Lebensjahrzehnts, deren Prävalenz mit 10-15% nochmals stark erhöht ist

(Murrell, Himmelfarb & Wright, 1983; Luppa et al., 2012). Innerhalb der geriatrischen
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Depressionen  zeigt  sich  kein  eindeutiger  Effekt  des  Geschlechts  auf  die

Erkrankungshäufigkeit (Rohr, 2002). 

Die  Pathophysiologie  der  Depression  ist  intensiv  erforscht  worden  und  heute

weitgehend bekannt (zur Übersicht: Willner, Scheel-Krüger & Belzung, 2013). Neben

der Monoamin-Defizit-Hypothese (Schildkraut, 1965), mit der ein Grundstein in der

Erforschung  der  ätiologischen  Faktoren  gelegt  wurde,  gibt  es  viele  weitere

ursächliche  Verknüpfungen  zwischen  hirnphysiologischen  sowie  hormonellen

Veränderungen und Depressionen. So werden neben den Monoaminen Serotonin (5-

HT),  Noradrenalin  (NE)  und  Dopamin  (DA)  auch  Glucocorticoide,  Glutamat,

Nervenwachstumsfaktoren,  Neurogenese  und Androgene als  verursachende bzw.

modulierende Faktoren betrachtet (Dailly, Chenu, Renard & Bourin, 2004; Berton &

Nestler,  2006;  Fernández-Guasti,  Fiedler,  Herrera  &  Handa,  2012;  Willner  et  al.,

2013). Depressionen können Konsequenz psychosozialer Belastungen wie Isolation,

Verlusterlebnissen,  Scheitern,  chronischem  Stress  oder  dem  kognitiven

Attributionsstil sein (Kammer, 1983; Mazure, 1998; Kendler, Karkowski & Prescott,

1999). Es zeigen sich deutliche Veränderungen in der Struktur und Aktivität einzelner

Hirnregionen, deren Ausmaß stark mit der Dauer der erlebten depressiven Episode

korreliert.  Entgegen  dem  erhöhten  Blutfluss  und  Glucosemetabolismus  in  der

Amygdala sind andere limbische Strukturen wie der Hippocampus atrophisch und

hypoaktiv  (Drevets,  2000).  Die  Neurogenese  und  damit  zusammenhängend  die

Verfügbarkeit  von  neurotrophen Faktoren ist  stark  reduziert,  was  zu  Defiziten  im

Lernen  und  der  Plastizität  des  Gehirns  führt  (Duman  &  Monteggia,  2006).  Die

limbischen Veränderungen können der erhöhten Ängstlichkeit, Emotionalität und den

kognitiven Defiziten innerhalb einer Depression zugeordnet werden. Im präfrontalen

Cortex (PFC) und ventralen Striatum (Nucleus accumbens) zeigt sich ebenfalls eine

geringere  Aktivierung  als  bei  Kontrollpersonen,  was  Rückschlüsse  auf  eine

verringerte  Motivation,  kognitive  Beeinträchtigungen und ein  reduziertes Interesse

bzw. Empfänglichkeit für Belohnung und hedonistische Verstärker zulässt (Überblick

bei: Drevets & Furey, 2009; Willner et al., 2013).

Die  heterogene  und  multifaktorielle  Genese  der  Depression  bedingt  die

Notwendigkeit  multidisziplinärer  Behandlungsmaßnahmen.  Behandlungserfolge

zeigen  sich  primär  bei  der  Kombination  einer  medikamentösen  Behandlung  mit

Antidepressiva,  Verhaltens-,  bzw.  kognitiver  Psychotherapie  und in einigen Fällen
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auch systemischen und sozialen Therapieergänzungen (Segal, Kennedy & Cohen,

2001; March et al., 2004). Bei schweren und therapieresistenten Verläufen können

ergänzend  eine  Elektrokonvulsivtherapie,  Schlafentzug,  transkranielle

Magnetstimulation oder  Tiefenhirnstimulation eingesetzt  werden (Mosimann et  al.,

2004; Mayberg et al., 2005; Fiske, Loebach Wetherell & Gatz, 2009; Sienaert, 2011).

Die  pharmakologische  Behandlung  kann  anhand  des  Wirkmechanismus  und  der

angesprochenen  Neurotransmittersysteme  in  verschiedene  Klassen  unterteilt

werden.  Hierbei  unterscheidet  man  die  älteren,  unselektiv  auf  alle  Monoamine

wirkenden  trizyklischen  Antidepressiva  (TZA)  von  selektiv  serotonergen

Wiederaufnahmehemmern  (SSRI)  wie  etwa  Citalopram,  selektiv  noradrenergen

Wiederaufnahmehemmern  (SNRI)  wie  Desipramin  und  MAO-A-  bzw.  MAO-B-

Hemmern (Stahl, 1998). Alle Präparate erhöhen die Verfügbarkeit von Monoaminen

im synaptischen Spalt, entweder über die Hemmung der Wiederaufnahme oder über

eine Hemmung des enzymatischen Abbaus der Transmitter durch Monoaminoxidase

(MAO). Neben Präparaten, welche die monoaminerge Transmission erhöhen, gibt es

auch  neuere  Pharmaka,  welche  speziell  auf  die   Hypothalamus-Hypophysen-

Nebennierenrinden-Achse  (HHN)  einwirken  (Holsboer  2001a;  2001b;  Pariante  &

Lightman,  2008;  Thomson  &  Craighead,  2010).  Die  Rolle  der  HHN-Achse  bei

Depressionen  wird  in  Kapitel  2.1.1  separat  dargestellt.  Im  Rahmen  einer

erfolgreichen  antidepressiven  Behandlung  remittieren  viele  der  vorangehend

geschilderten  physiologischen  und  strukturellen  Veränderungen,  jedoch  nicht  alle

(McEwen, 1999b; Sapolsky, 2000; Dranovsky & Hen, 2006; Aihara et al., 2007). 

Trotz  der  Verfügbarkeit  eines  großen  Behandlungsangebots  treten  unipolare

Depressionen häufig zyklisch rezidivierend auf (Zis & Goodwin, 1979) oder können

eine nicht-remittierende Verlaufsform haben,  die  nicht  auf  eine Pharmakotherapie

anspricht.  Diese therapieresistenten Depressionen (TRD) treten bei  etwa 20-30%

aller  Betroffenen  auf  und  sind  vor  allem  im  Hinblick  auf  Suizidalität  und  die

gesundheitlichen  Langzeitfolgen  der  Erkrankung  eine  sehr  schwerwiegende

Verlaufsform (Holsboer-Trachsler, 2006; Fava, 2006; Fiske et al., 2009; Holtzheimer

& Mayberg,  2011).  Eine tendenziell  stärkere Häufung tritt  unter  den geriatrischen

Depressionen  auf  (Bonner,  1995).  Die  Ursachen  hierfür  können  in  der

beeinträchtigten  Fähigkeit  zur  Stressadaptation  und  den  neurobiologischen

Veränderungen des seneszenten Organismus und Gehirns liegen, welche in Kapitel
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2.1.1 und 2.2 näher dargestellt werden. Der hohe Anteil an Patienten, die nicht auf

die bisher verfügbaren medikamentösen Behandlungen ansprechen, macht jedoch

deutlich,  dass  ein  erhöhter  Bedarf  an  neuen  antidepressiven  Psychopharmaka

besteht,  sowie  an Tiermodellen,  welche  inhaltlich  valide  sind  im Hinblick  auf  die

Symptomatik  einer  Depression  und  mit  Hilfe  derer  Wirkstoffe  effizient  getestet

werden können. 

2.1.1 Depression und Stress

Es  gibt  viele  Hinweise  dafür,  dass  chronischer  Stress,  neben  anderen

gesundheitlichen Beeinträchtigungen, langfristig vor allem zu Depressionen führen

kann (Holsboer, 2001a). Bei der Mehrheit aller Patienten lässt sich prämorbid eine

erhöhte  Anzahl  langzeitiger  Stressoren  ausmachen  wie  etwa  einschneidende

Lebensereignisse und langwierige  Belastungen  (Brown Harris  &  Hepworth,  1994;

Kendler, Karkowski & Prescott, 1999; Mazure, 1998; Hammen, 2005). Stress aktiviert

im Organismus die  HHN-Achse um eine optimale  Adaptation  an die  Bedürfnisse

stressreicher  Situationen  zu  gewährleisten.  Im  Ncl.  paraventricularis  des

Hypothalamus kommt es zur Sekretion des Corticotropin-Releasing-Hormons (CRH),

welches an Rezeptoren in der vorderen Hypophyse bindet und dort zur Ausschüttung

von  ACTH,  dem  adrenocorticotrophen  Hormon,  führt.  ACTH  verstärkt  in  der

Nebennierenrinde die Synthese und Freisetzung von Cortisol, bzw. Corticosteron in

der Ratte. Cortisol ist ein Steroidhormon, welches im Organismus sowohl schnelle

als auch langfristige, genomische Effekte ausübt. Im Rahmen von Stress kommt es

in  der  Folge  zu  katabolen  Prozessen  wie  einem  erhöhten  Puls,  Blutdruck,

Grundumsatz, erhöhter Atemfrequenz, dem Abbau von Proteinen und Lipiden sowie

einer Supression des Immunsystems und der Fertilität. Diese Mechanismen stellen

dem Körper Energie bereit um agieren bzw. reagieren zu können. Nach Beendigung

eines  Stressors  wird  die  Sekretion  von  Cortisol  über  einen  negativen

Rückkopplungsmechanismus  beendet  und  der  Organismus  geht  über  in  einen

Ruhezustand (Sterner & Kalynchuk,  2010).  Vor  allem im Hypothalamus und dem

Hippocampus gibt es eine hohe Dichte an Glucocorticoidrezeptoren, über welche die

Inhibition  der  HHN-Achse  vermittelt  wird.  Die  Amygdala  hingegen  hat  einen
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verstärkenden Einfluss auf die Aktivität der HHN-Achse, was die erhöhte Sekretion

von Cortisol bei Angstempfinden begünstigt (Brown, Rush & McEwen, 1999).

Im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen zeigen sich bei depressiven Patienten

massive Veränderung der Achsenaktivität sowie der negativen Rückkopplung. Diese

Veränderungen treten bereits prämorbid auf, so dass ihnen eine ursächliche, wenn

nicht  sogar  auslösende  Funktion  zukommt  (Pariante  &  Lightman,  2008).  Die

Ausschüttung  von  Cortisol  ist  bei  etwa  80%  aller  Patienten  chronisch  erhöht

(Thomson & Craighead, 2008) und hat keine circadiane Rhythmizität (Stokes, 1995;

Cowen  2010).  Ebenso  tritt  keine  negative  Rückkopplung auf.  Korrelative  Studien

zeigen stark positive Zusammenhänge zwischen klinischen Depressionsscores und

dem  Cortisolspiegel  von  Patienten  (Hinkelmann,  Moritz,  Botzenhardt,  Muhtz,

Wiedemann, Kellner  & Otte,  2012),  sowie  zwischen Cortisol  und Anhedonie bzw.

einer Insensitivität gegenüber Belohnung, die bei Depressionen stark ausgeprägt ist

(Davidson, Pizzagalli, Nitschke, Putnam, 2002; Bogdan & Pizzagalli, 2006; Olausson,

Kiraly, Gourley & Taylor, 2013). Die langfristig erhöhte Sekretion von Cortisol führt zu

Beeinträchtigungen  der  Rückkopplung und  den damit  assoziierten  Strukturen.  So

kommt  es  aufgrund  der  supraphysiologischen  Glucocorticoidexposition  zu  einer

Reduktion  der  Glucocorticoidrezeptoren  im  Hippocampus  und  Hypothalamus,

Atrophien  dieser  Strukturen,  reduzierter  Neurogenese  und  einem  Mangel  an

neurotrophen Faktoren wie etwa Neurotrophin oder dem brain-derived-neurotrophic

factor  (BDNF;  McEwen,  1999a;  1999b;  Malberg,  Eisch,  Nestler  & Duman,  2000;

Gold,  Drevets  &  Charney,  2002).  Die  Amygdala  zeigt  eine  erhöhte  Aktivität  und

stärkeren Blutfluss (Drevets et al., 1992; Videbech, 2000; Whalen, Shin, Somerville,

Mc  Lean  &  Kim,  2002).  Alle  der  genannten  Veränderungen  beeinträchtigen

zusätzlich die Inhibition der HHN-Achse (McEwen, 1999a; 1999b; Mizoguchi, Ishige,

Aburada  &  Tabira,  2003).  Neben  diesen  Befunden  gibt  es  weitere  Interaktionen

zwischen Glucocorticoiden und Depressionen. So zeigt sich ein hemmender Einfluss

von Cortisol als auch CRH auf Monoamine und ihre Rezeptoren (Pacak et al., 2002;

Kling,  Mjörndal  &  Rantapää-Dahlqvist,  2013).  Einen  weiteren  Beleg  für  die

ursächliche Rolle von Hypercortisolismus bei Depressionen liefern Untersuchungen

von Patienten mit  dem Cushing-Syndrom, welche chronisch erhöhte Cortisolwerte

aufgrund von Tumoren etwa der Nebennierenrinde haben. So zeigen diese Patienten

ähnliche hirnmorphologische und funktionelle Veränderungen, wie auch eine hohe
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Komorbiditätsrate  zu  Depressionen  von  etwa  60%  (Sapolsky,  2000).  Nach

erfolgreicher Dissektion der Tumore remittieren sowohl die Depressionen als auch

die funktionellen Defizite.

So  wie  die  Veränderungen  der  HHN-Achse  bereits  prämorbid  zur  Depression

auftreten,  geht  ihre  Wiederherstellung ebenfalls  der  Remission  einer  depressiven

Symptomatik durch Pharmakotherapie zeitlich voraus (Sachar, 1976). Dies wird im

klinischen  Bereich  genutzt,  um  die  Effektivität  der  eingeleiteten  antidepressiven

Behandlung bei Patienten mit dysfunktionaler HHN-Achse vorhersagen zu können

(Zobel, Nickel, Sonntag, Uhr, Holsboer & Ising, 2001; Ising et al., 2007; Bhagwagar &

Cowen,  2008).  Innerhalb  der  zwei-  bis  dreiwöchigen  Wirklatenz  des

Antidepressivums kommt es bereits vorab zu einer Linderung des Hypercortisolismus

und einer Wiederherstellung des Rückkopplungsmechanismus. Tritt dies nicht ein, so

wird  häufig  ein  Präparatwechsel  durchgeführt.  Neben  der  Regulation  der

Achsenaktiviät  und der  Wiederherstellung eines circadianen  Rhythmus  kommt es

unter  antidepressiver  Medikation  zu  einem  Anstieg  von  Neurogenese  und

Neurotrophinen in den hippocampalen Gebieten sowie einer Inhibition der Amygdala

(Malberg  et  al.,  2000;  Thomson &  Craighead,  2008).  Hier  scheint  vor  allem der

serotonerge 5-HT1A-Rezeptor eine vermittelnde Rolle zu spielen, da diese Effekte bei

Mausmutanten ohne 5-HT1A-Rezeptor blockiert sind (Santarelli, et al., 2003). 5-HT1A-

Agonisten  wie  etwa  Olanzapin  zeigen  zudem  in  Untersuchungen  antidepressive

Effekte  (Bobo & Shelton,  2009;  Chen,  Gao & Kemp,  2011;  Sagud et  al.,  2011).

Ähnliche  Resultate  erzielen  Substanzen,  welche  spezifisch  auf  die  HHN-Achse

einwirken. So haben etwa CRH- und Glucocorticoid-Rezeptor-Antagoisten als auch

Cortisol-Synthese-Inhibitoren  einen  regulierenden  Einfluss  auf  die  HHN-Achse,

steigern  die  Neurogenese  und  wirken  antidepressiv  (Holsboer  2001a;  2001b;

Thomson & Craighead, 2008; Berton & Nestler, 2006). 

Im Hinblick auf  das in dieser Dissertation validierte Tiermodell  ist  die Verbindung

zwischen Stress und Depressionen an zwei Stellen wesentlich. Zum einen zeigt sich

eine besondere Relevanz für geriatrische Depressionen, da es mit zunehmendem

Alter  nicht  nur  zu  einer  stärkeren  Häufung  von  stressreichen  Erlebnissen  und

insbesondere Verlusten kommt (Kraaij et al., 2002; Cairney & Krause, 2008; Fiske et

al.,  2009),  sondern  auch  zu  neurobiologischen  Veränderungen  im  Organismus,

welche diesen sensibler gegenüber den Langzeitfolgen von Stress machen und die
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Stressresistenz  senken  (Blazer,  2003;  Mroczek  &  Almeida,  2004;  Miller  &  O

´Callaghan, 2005; Topic et al., 2008a; 2008b). Sowohl beim Menschen als auch bei

Ratten  ist  die  Seneszenz  begleitet  von  basal  erhöhten  Glucocorticoidspiegeln

(Sapolsky, Krey & McEwen, 1986; Deuschle et al., 1997; Seeman, Singer, Wilkinson

&  McEwen,  2001),  stärkeren  hormonellen  Reaktionen  auf  Stressoren  (Gotthardt,

Schweiger, Fahrenberg, Lauer, Holsboer & Heuser, 1995) und einer eingeschränkten

negativen  Rückkopplung  (Sapolsky,  Krey  &  McEwen,  1983).  Die  Menge  an

Neurotrophinen im Gehirn ist  signifikant  reduziert  und die Neurogeneserate somit

beeinträchtigt.  Trotz  dieser  Erkenntnisse  gibt  es  kein  Tiermodell  der  Depression,

welches die besonderen Umstände des Alters inhaltlich berücksichtigt und sensitiv

gegenüber  Alterseffekten  ist.  Im  Gegensatz  dazu  wurden  die  neurobiologischen

Veränderungen  und  Verhaltenseffekte  von  chronischem Stress  und  Corticosteron

jedoch  erfolgreich  in  Tiermodelle  transferiert  und  untersucht.  Diese  sollen  neben

weiteren gängigen Depressionsmodellen und den zugrunde liegenden Gütekriterien

von Tiermodellen im nächsten Abschnitt vorgestellt und diskutiert werden.

2.1.2 Tiermodelle der Depression

Der große Bedarf an geeigneten Tiermodellen zur Erforschung der Ursachen und

pharmakologischen Interventionsmöglichkeiten der Depression hat eine beachtliche

Anzahl  an  Modellen  und  Verhaltenstests  für  Mäuse  und  Ratten  hervorgebracht

(Deussing,  2006;  Refojo  &  Deussing,  2012).  Neben  den  hier  diskutierten

verhaltensbasierten  Modellen  gibt  es  ebenfalls  genetische  Modelle  und  speziell

gezüchtete Tierstämme (z.B. Overstreet, Friedman, Mathé & Yadid, 2005), auf die

hier nicht näher eingegangen werden kann. Zum Überblick empfehlen sich Arbeiten

von  Krishnan  &  Nestler  (2011),  Deussing  (2006),  Nestler  &  Hyman  (2010)  oder

Razafsha et al. (2013).

Da die Depression ein heterogenes klinisches Bild  aufweisen kann und auch die

Genese multifaktoriell bedingt ist, können sich Tiermodelle bzw. Tests stets nur auf

isolierte  Aspekte  wie  etwa  spezielle  Symptome  oder  ursächliche  Faktoren

konzentrieren,  jedoch nie das vollständige Abbild  einer  unipolaren Depression im

Menschen umfassen. Diese Limitation gilt stets bei der Anwendung von Tiermodellen

in der Forschung, jedoch im Speziellen bei psychischen Erkrankungen, welche sich
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verstärkt in Emotionen und Kognitionen äußern, die im Tier nicht absolut messbar

sind  (Cryan, Markou & Lucki, 2002). Da es nicht möglich ist, Stimmungssymptome

wie  Anhedonie,  Hoffnungslosigkeit,  Suizidalität  oder  Freudlosigkeit  zu  erfragen,

müssen  diese  über  beobachtbares  Verhalten  operationalisiert  werden,  um  eine

qualitativ und quantitativ messbare Einheit darzustellen. Hierbei sollte jedoch nicht

auf  willkürliche  Verhaltensausprägungen  zurück  gegriffen  werden,  sondern

Tiermodellen  und  dem  zu  messenden  Verhalten  liegen  Gütekriterien  zugrunde,

welche  es  valide,  also  aussagekräftig  und  gültig,  machen  (McKinney  &  Bunney,

1969;  Willner,  1984;  Willner,  1995).  Zu  unterscheiden  sind  hierbei  die  prädiktive

Validität  (Kriteriumsvalidität)  von  der  Inhalts-  und  Konstruktvalidität.  Auch

Augenscheinvalidität, die Plausibilität und offenscheinige Gültigkeit des Modells und

der  Methodik  im  Hinblick  auf  Verhalten  und  neurobiologische  bzw.

pathophysiologische  Faktoren,  muss  stets  in  Betracht  gezogen  werden  (Willner,

1984; Nestler & Hyman, 2010). Generell ist den meisten Tiermodellen gemein, dass

sie  über  die  Anwendung  eines  unvermeidbaren  und  unvorhersehbaren  Stressors

oder angstauslösender Situationen Hilflosigkeit,  Aufgabe und Aversion induzieren.

Die Tiere verfallen in Passivität und zeigen ein eingeschränktes Verhaltensspektrum

als  Konsequenz  der  Unvermeidbarkeit.  Viele  Verhaltenstests  der  Depression

beruhen vor allem auf prädiktiver Validität. Hierbei wird davon ausgegangen, dass

das gemessene Verhalten deshalb als Operationalisierung von Depressivität gültig

ist,  da  es  sich  durch  die  Applikation  von  Antidepressiva  verändert.  Es  wird

angenommen, dass die Wirksamkeit im Menschen somit vorausgesagt werden kann.

Beispiele hierfür sind der Forced Swim Test (FST; Porsolt, Le Pichon & Jalfre, 1977),

der Tail-Suspension-Test (TST; Steru, Chermat, Thierry & Simon, 1985) oder auch

die olfaktorische Bulbektomie (Cairncross, Cox, Forster & Wren, 1978). Beim FST

wird das Tier an zwei  aufeinanderfolgenden Tagen in einen mit  Wasser gefüllten

Zylinder, aus dem es nicht entkommen kann, platziert. Vor allem am zweiten Tag

kommt  es  nach  anfänglichen  erfolglosen  Fluchtversuchen  zu  einer  immobilen

Passivität und das Tier lässt sich im Wasser treiben. Beim TST werden Mäuse am

Schwanz  in  der  Luft  aufgehangen.  Auch  hier  kommt  es  nach  kurzer  Zeit  zu

Verhaltenspassivität und die Tiere verweilen bewegungslos. In beiden Tests wird die

Immobilität  des  Versuchstiers  als  Depressionsmaß  betrachtet,  da  sie  durch  die

chronische oder auch akute Gabe von Antidepressiva reduziert wird. Hierbei steht
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die  prädiktive  Validität,  also  das  Ansprechen  auf  etablierte  Psychopharmaka,  im

Vordergrund. Nachteil solcher Test, die nur auf dieser Form der Validität beruhen,

kann das Aufdecken falsch positiver bzw. falsch negativer Befunde sein, wenn noch

unbekannte  Substanzen  getestet  werden  (Porsolt,  Anton,  Blavet  &  Jalfre,  1978;

Willner,  1984;  Borsini  &  Meli,  1988).  So  reduzieren  auch  solche  Präparate  die

Immobilität,  welche beim Menschen nicht antidepressiv wirken, und andersherum.

Zudem zeigen  einige  dieser  Tests  Verhaltenseffekte  nach  der  akuten  Gabe von

Antidepressiva, was nicht der Wirklatenz und der Notwendigkeit einer chronischen

Behandlung zur Remission im Menschen entspricht (vgl. Detke, Johnson & Lucki,

1997). Die Übertragbarkeit der Ergebnisse und die inhaltliche Nähe zur Depression

im Menschen sind also nur schwach, wodurch der FST und TST mehr als Screening-

Tests für monoaminerge Antidepressiva denn als ganzheitliche Modelle betrachtet

werden können (Refojo & Deussing, 2012). An dieser Stelle wird die Bedeutung von

Inhalts-  und  Konstruktvalidität  deutlich,  also  dem  Anspruch,  dass  ein  Tiermodell

sowohl die bestmögliche Operationalisierung eines Konstrukts, etwa Freudlosigkeit,

in ein messbares Verhalten bietet und dieses Verhalten das Konstrukt gut, plausibel

und  möglichst  vollständig  abbildet.  Zudem  soll  das  Modell  ebenfalls  die

neurobiologischen  Veränderungen  und  auslösenden  Faktoren  einer  Depression

einbeziehen  und  aufweisen.  Dieser  Notwendigkeit  versuchen  viele  Tiermodelle

nachzukommen, exemplarisch sind hier das Modell des Chronic Mild Stress (CMS;

Willner,  2005)  und  der  chronischen  Verabreichung  von  Corticosteron  erwähnt

(Gregus, Wintink, Davis & Kalynchuk, 2005; Johnson, Fournier & Kalynchuk, 2006;

Johnson, Fournier & Kalynchuk, 2006; Gourley & Taylor, 2009; Sterner & Kalynchuk,

2010).  Beide  Modelle  bilden  durch  chronischen  Stress  bzw.  die  chronische

Verabreichung von Glucocorticoiden eine Ursache der Entstehung von Depressionen

nach (s. 2.1.1). Im CMS Modell wird den Tieren über den Zeitraum mehrerer Wochen

Stress  zugefügt  in  Form  von  nassem  Streu,  Lärm,  heller  Beleuchtung  ohne

Dunkelphase oder dem Geruch von natürlichen Feinden. Das zweite Modell beruht

auf einem ähnlichen theoretischen Ansatz, hierbei wird jedoch über einen Zeitraum

von mindestens 10 Tagen exogenes Corticosteron über  Injektionen,  Trinkwasser,

osmotische  Minipumpen  oder  implantierte  Pellets  verabreicht  ohne  die  Tiere

zusätzlich zu stressen. Es wird somit ein künstlich hoher Spiegel an Stresshormonen

induziert,  welcher  die  Folgen  von  chronischem  Stress  imitiert.  Beide  Modelle
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erzeugen bei Nagern einen depressiven Phänotypen, der sich reliabel in vielen Tests

zur  Messung  depressiven  Verhaltens  abbildet  und  zusätzlich  auch  sensitiv

gegenüber  antidepressiver  Medikation  ist  (Willner,  2005).  Zudem  lassen  sich

hirnmorphologische und physiologische Veränderungen nachweisen, die denen im

Menschen  ähnlich  sind,  wie  etwa  hippocampale  Atrophie  und  ein  Mangel  an

neurotrophen Faktoren (Schaaf, de Jong, de Kloet & Vreugdenhil, 1998; Dranovsky

& Hen, 2006; Sterner & Kalynchuk, 2010). Die chronische Verabreichung von ACTH

oder  Corticosteron  wird  ebenfalls  als  Modell  therapieresistenter  Depressionen

angewandt, da hier Substanzen wie etwa Ketamin antidepressive Wirkprofile zeigen,

die  in  Screening-Tests  nicht  aufgezeigt  werden  können,  jedoch  bei  TRD klinisch

wirksam sind (Samuels et al., 2011; Walker et al., 2012; Koike, Iijima & Chaki, 2013).

Somit  kann  das  Modell  auch  für  die  Erforschung  und  Therapie  geriatrischer

Depressionen,  denen  oft  chronischer  Stress  und  eine  Vielzahl  an  Verlusten  und

Lebensereignissen  sowie  ein  geringes  Ansprechen  auf  Antidepressiva  zugrunde

liegt, von Relevanz sein (Bonner, 1995). 

Zusammenfassend  wird  deutlich,  dass  einzelne  Tests  zur  Erhebung  eines

depressions-ähnlichen Verhaltens zwar wichtig sind um Phänotypen zu klassifizieren

und  als  Screening-Tests  zu  fungieren,  dass  es  aber  generell  umfassenderer,

gesamtheitlicher Modelle bedarf, die theoriegeleitet die Ursachen einer Depression

nachstellen und einen Phänotypen erzeugen, dessen Verhalten valide die Symptome

einer  Depression  operationalisiert.  Gerade  in  Anbetracht  der  hohen  Anzahl  an

Patienten, die nicht auf die bisherigen Behandlungsmethoden ansprechen und die

steigende  Anzahl  geriatrischer  Depression  bedarf  es  neuer  Modelle,  die  sich

ausführlicher mit Ursachen auseinandersetzen und Verhaltensweisen aufdecken, die

reliabel sind und eine translationale Vorhersagbarkeit für die antidepressive Wirkung

einer  Substanz  gewährleisten.  Trotzdem  muss  neben  diesen  Ansprüchen  auch

weiterhin ein sorgsamer und sparsamer Umgang mit Versuchstieren sichergestellt

sein,  so wie  eine einfache und effiziente  Durchführbarkeit  dieser  Tests  innerhalb

verschiedener Laboratorien.
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2.2 Extinktions-induzierte Depression

Das  Erleben  von  Verlusten,  Stress  und  das  Ausbleiben  von  ehemals  erfahrener

Verstärkung  sind  bekannte  auslösende  und  aufrechterhaltende  Faktoren  einer

Depression. Obwohl diese Faktoren offensichtlich sind, wurden sie bisher nicht in ein

Tiermodell der Depression integriert. Im Folgenden soll das Modell der Extinktions-

induzierten  Depression  (EID)  eingeleitet  und  die  dahinter  stehenden

tierexperimentellen Befunde und Theorien aus dem Humanbereich erläutert werden.

Da in diesem Modell mit operanten Versuchsplänen und Konditionierung gearbeitet

wird, werden zunächst einleitend einige wesentliche Grundbegriffe und Konzepte der

instrumentellen Konditionierung dargestellt.

2.2.1 Grundlagen operanter Konditionierung und Verstärkung

Grundlegend werden zwei Formen der Konditionierung voneinander unterschieden.

Bei der  klassischen Konditionierung wird ein neutraler Stimulus zeitlich nah mit

einem unkonditionierten  Reiz  gepaart,  welcher  eine  unkonditionierte  (reflexartige)

Reaktion  zur  Folge  hat.  Schließlich  löst  der  ehemals  neutrale  Stimulus  diese

Reaktion ebenfalls aus. Ein Beispiel hierfür stellen die ursprünglichen Experimente

Pawlows dar (Yerkes & Morgulis, 1909), innerhalb derer bei Hunden ein Glockenton

so lange mit  der  Darbietung von Futter  gepaart  wurde,  bis  auch der  Glockenton

alleine einen starken Speichelfluss auslöste. Der neutrale Stimulus wird hierbei zu

einem konditionierten  Stimulus,  die  unkonditionierte  Reaktion  des Speichelflusses

wird  zu  einer  konditionierten  Reaktion.  Die  operante oder  auch  instrumentelle

Konditionierung beschäftigt  sich  hingegen  mit  dem  Erlernen  komplexer,  nicht-

reflexartiger Verhaltensweisen und den Bedingungen, unter denen Verhalten auftritt

bzw. ausbleibt. Sie beruht auf der Theorie, dass Organismen in der Lage sind, ein

Verhalten zu erlernen, wenn dieses durch seine Konsequenzen verstärkt wird. Führt

ein Verhalten zu einem positiven emotionalen Status oder zu einer Belohnung, so

steigt die Wahrscheinlichkeit an, dass dieses Verhalten in einer ähnlichen Situation

erneut  gezeigt  wird.  Thorndike  (1898;  1927)  bezeichnete  dies  als  Gesetz  des

Effekts. Ein Beispiel einer operanten Konditionierung ist das Drücken eines Hebels

bei Nagern. Wird Ratten in einer operanten Versuchsapparatur („Problemkäfig“ nach

Thorndike  & Skinner)  ein  Hebel  dargeboten,  so  explorieren sie  diesen zunächst.
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Sobald es zu einem zufälligen Herunterdrücken des Hebels kommt, erhält das Tier

unmittelbar  eine  Futterpille.  Diese  dient  als  positiver  Verstärker.  Wenn  der

Verstärker nun  kontingent und zeitlich nah zu weiteren Hebeldrücken dargeboten

wird, stärkt sich die Assoziation zwischen dem Verhalten und der Belohnung. Die

Ratte wird zunehmend häufiger den Hebel drücken um eine Belohnung zu erhalten

und  die  Auftretenswahrscheinlichkeit  steigt  an.  Damit  ein  Tier  an  das  erforderte

operante Zielverhalten herangeführt wird, kann ein Shaping oder Magazin-Training

durchgeführt  werden.  Hierbei  wird  durch  den  Experimentator  jede  sukzessive

Annäherung an das Zielverhalten, das Operandum (z.B. Hebel) oder die Futterluke

durch Gabe einer Futterpille verstärkt, bis das erwünschte Verhalten ausgeführt wird.

Typische positive Verstärker haben hohen hedonistischen Wert. So können nicht nur

Stimuli mit allgemeiner biologischer Relevanz wie etwa Nahrung, Schlaf, Sexualität

oder Zugang zu Ressourcen belohnenden Charakter haben (Berridge & Kringelbach,

2008),  sondern  auch  individuelle  Faktoren  wie  etwa  Zugang  zu  Zigaretten  oder

Ethanol.  Auch  negative  Verstärkung,  also  das Ausbleiben oder  die  Beendigung

eines  aversiven  Stimulus  durch  ein  gezeigtes  Verhalten,  erhöht  dessen

Auftrittswahrscheinlichkeit. In diesem Fall könnte ein Tier durch Drücken des Hebels

zum Beispiel einen lauten Ton beenden oder einen Elektroschock verhindern. Der

Prozess, in dem die Assoziation zwischen Verhalten und Verstärkung erlernt wird,

bezeichnet man als Akquisition. Das Kriterium, wie oft oder zu welchem Zeitpunkt

ein Verhalten zur Erlangung eines Verstärkers gezeigt werden muss, kann über eine

Vielzahl an  Verstärkerplänen moduliert werden. So gibt es Pläne, bei denen das

Verhalten mit einer fixen (fixed ratio FR) oder variablen Quote (VR) gezeigt werden

muss, oder aber erst nach Ablauf eines festen oder variablen Zeitintervalls (FI, VI)

erneut  verstärkt  wird.  Anwendung  finden solche und komplexere  Verstärkerpläne

etwa  zur  Messung  von  Motivation,  Impulsivität  oder  dem  Arbeitsgedächtnis  bei

Ratten. Wann ein Verstärker verfügbar ist, kann über ankündigende  Hinweisreize

wie etwa Lichter  vermittelt  werden.  So kann ein Tier  erlernen,  dass es nur beim

Aufleuchten des Lichts einen Verstärker erhalten wird, wenn es den Hebel drückt.

Bei  instrumenteller  Konditionierung  kommt  daher  zur  Ausbildung  von  Ziel-  und

Signalaufspürungsverhalten  bei  Versuchstieren  (Boakes,  1977;  Kearns,  Gomez-

Serrano,  Weiss  &  Riley,  2006).  Zielaufspürung („goal  tracking“)  bezeichnet

Verhaltensweisen,  welche sich  auf  die  Verstärkerquelle,  in  diesem Falle  also die
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Futterluke,  richten.  Signalaufspürung („sign-tracking“)  hingegen  beschreibt

Verhalten  und  Aufmerksamkeit  gegenüber  den  Belohnungs-assoziierten  Reizen,

welche  die  Verstärkung  ankündigen.  Dies  kann  der  Hebel  oder  aber  auch  das

Hinweislicht sein. Signalaufspürung bildet sich aus, da diese Reize aufgrund ihres

Vorhersagepotenzials  selbst  zu  einem  verstärkenden  Reiz  werden  (Berridge  &

Robinson, 2003). Bleibt ein Verstärker aus, obwohl er angekündigt und das erlernte

Verhalten  gezeigt  wurde,  bezeichnet  man  dies  als  Extinktion.  Langfristiges

Ausbleiben führt  zu einer  reduzierten Auftretenswahrscheinlichkeit  des Verhaltens

bis  zur  endgültigen  Löschung.  Vor  allem Zielaufspürungsverhalten  ist  im Kontext

Extinktions-induzierter Depressionen von Relevanz, da eine Reduktion in Häufigkeit

und Dauer auf Rückzug von der ehemaligen Verstärkerquelle schließen lässt und

somit eine Variable zur Erhebung von Rückzugsverhalten sein kann.

Viele,  auch  motorische,  Hirnregionen  sind  an  der  Ausbildung  instrumenteller

Verhaltensweisen  beteiligt.  Zentral  für  das  Empfinden  von  Belohnung  und

Verstärkung  sind  sowohl  beim  Tier  als  auch  beim  Menschen  jedoch  das

mesolimbische dopaminerge System, welches das ventrale tegmentale Areal über

das mediale Vorderhirnbündel mit dem Nucleus accumbens (NAc) verbindet (Moore

& Bloom, 1978; Nestler & Carlezon, 2006).  Die dortige Freisetzung von Dopamin

(DA) führt zu einer Verstärkungswirkung von Verhalten (Salamone & Correa, 2012).

Werden  dopaminerge  Rezeptoren  im  NAc  geblockt,  so  hat  ein  Reiz  bzw.  eine

Substanz keine verstärkende Wirkung auf Verhalten (Stellar, Kelley & Corbet, 1983).

Auch die belohnende Wirkung vieler Suchtmittel wie Amphetamin oder Kokain, sowie

natürlicher  Verstärker  wird  über  einen  Anstieg  der  Dopaminfreisetzung  im  NAc

vermittelt  (Spannagel  &  Weiss,  1999;  Salamone  &  Correa,  2012).  Sowohl  die

Amygdala  als  auch der  PFC spielen  eine  wichtige  Rolle  bei  der  Erkennung und

Bewertung eines Verstärkers bzw. bei der Beurteilung, ob das gezeigte Verhalten

eine  Belohnung  wahrscheinlich  macht  (Mesulam,  1986).  Beide  Strukturen  haben

efferente  Verbindungen  zum  ventralen  tegmentalen  Areal  und  beeinflussen  die

Aktivität des mesolimbischen Systems und somit die Dopaminausschüttung im NAc

(Kelley & Berridge, 2002; Nestler & Carlezon, 2006). Dieser wird in eine Kern- und

Schalenregion unterteilt,  die jeweils distinkte Funktionen und Rollen innerhalb des

Belohnungssystems  einnehmen  und  Efferenzen  zu  verschiedenen  Hirnregionen

haben (Corbit, Muir & Balleine, 2001; DiChiara, 2002; Zahm, 2000; Chang & Holland,
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2013).  Die  Verbindung  zwischen  Depressionen  und  dem  mesolimbischen

dopaminergen System ist geprägt von einer verstärkten Insensitivität gegenüber der

Aufdeckung und belohnenden Salienz von Verstärkern (Pizzagalli, Jahn & O'Shea,

2005),  sowie  reduziertem  Antrieb  und  Motivation  (Dunlop  &  Nemeroff,  2007).

Bildgebende  Untersuchungen zeigen,  dass depressive  Patienten  im Vergleich  zu

gesunden Kontrollpersonen weniger Aktivierung des NAc bei Belohnungsdarbietung

zeigen (Pizzagalli et al., 2009). Substanzen, welche die dopaminerge Transmission

erhöhen,  zeigen  im  Tierversuch  antidepressive  Eigenschaften,  ebenso  wie  eine

gezielte  Erhöhung  der  dopaminergen  Verfügbarkeit  im  NAc  durch  physikalische

Stimulation (Willner, 1997). Neben der Verfügbarkeit von DA als Transmitter tragen

auch Veränderungen der Sensitivität und Anzahl an Dopaminrezeptoren im NAc zur

Genese der Depression bei (D'Aquila, Collu, Gessa & Serra, 2000). 

2.2.2 Auswirkungen von Verstärkerentzug

Der Entzug oder das Zurückhalten eines erwarteten Verstärkers, unabhängig davon,

ob die Verstärkung positiv oder negativ war, ist für einen Organismus aversiv und

stressreich (Papini & Dudley, 1997; Papini, 2003). Zwar wird das Verhalten, welches

vormals zur Verstärkung geführt hat, initial noch gezeigt während der Extinktion, es

tritt jedoch zunehmend seltener auf und weicht alternativen Verhaltensweisen oder

gänzlicher Passivität. Die Unkontrollierbarkeit der Situation ähnelt dem Zustand der

gelernten  Hilflosigkeit  (Seligman,  1972).  Viele  Untersuchungen,  die  sich  mit  den

Effekten von Extinktion beschäftigen, deuten speziesübergreifend darauf hin, dass es

zu  einer  starken  Aktivierung  der  HHN-Achse  und  erhöhter  Ausschüttung  von

Cortisol/Corticosteron  kommt  (Coover,  Goldman  &  Levine,  1971a;  1971b;  Davis,

Memmott,  Macfadden  & Levine,  1976;  Dantzer,  Arnone  &  Mormede,  1980;  Coe,

Stanton & Levine, 1983; Kawasaki & Iwasaki, 1997). Zudem treten häufig aggressive

Verhaltensweisen und Beißen gegenüber Artgenossen oder aber Gegenständen wie

etwa  dem  Hebel  auf,  welche  mit  dem  instrumentellen  Verhalten  unmittelbar  in

Verbindung stehen (Azrin et al.,  1966; Hutchinson, Azrin & Hunt, 1968; Arnone &

Dantzer, 1980; Dantzer, Arnone & Mormede, 1980; Tomie, Carelli & Wagner, 1993;

Haskell,  Coerse & Forkman, 2000).  Auch kommt es zu Fluchtversuchen aus der

Versuchsapparatur (Daly 1974). Sowohl bei Tauben, Ratten (Thompson & Bloom,
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1966), als auch Schweinen (Arnone & Dantzer, 1980; Dantzer  et  al., 1980) lassen

sich  diese  Verhaltensweisen  beobachten.  Extinktion  führt  neben  Stress  und

Aggressivität jedoch auch zu erhöhter Ängstlichkeit (Schulz, Huston, Buddenberg &

Topic,  2007;  Komorowski  et  al.,  2012).  Neuere  Untersuchungen  weisen  einen

signifikant  erhöhten Konsum von Ethanol  mit  anxiolytischen  Effekten nach,  wenn

dieser  Ratten  nach  einem  Extinktionsdurchgang  angeboten  wird  (Manzo  et  al.,

2013).  Der  Zusammenhang  zwischen  Ethanolkonsum  und  Ängstlichkeit  hat  im

Hinblick auf Extinktions-induzierte Depressionen eine wichtige Rolle, da es neben

der  hohen  Komorbidität  zwischen  Angststörungen  und  Depressionen  (Sartorius,

Üstün,  Lecrubier  &  Wittchen,  1996;  Lenze  2003)  hohe  Komorbiditätsraten  zu

Abhängigkeitserkrankungen, hierbei vor allem Alkohol, gibt (Grant & Harford, 1995).

Der Entzug einer Futterbelohnung erhöht depressions-ähnliche Verhaltensweisen im

FST  und  reduziert  den  Konsum  einer  Zuckerlösung  (Iemolo  et  al.,  2012).

Experimentell induzierte Läsionen der Amygdala oder des NAc interagieren mit den

Verhaltenseffekten von Extinktion bzw. des partiellen Ausbleibens eines Verstärkers,

was  einen  weiteren  Beleg  für  die  Rolle  dieser  Strukturen  bei  der  anreizenden

Wirkung eines Verstärkers darstellt (Baxter & Murray, 2006; Bueno, Judice-Daher &

Tavares,  2012;  Judice-Daher  &  Bueno,  2013).  Diese  Befunde  zeigen  einen

relevanten  Zusammenhang  zu  Depressionen  und  der  Rolle  des  NAc  beim

Menschen, da auch dort die dopaminerge Transmission im NAc eingeschränkt ist,

was mit einer reduzierten Empfänglichkeit und Motivation für Verstärkung einher geht

(Henriques & Davidson, 2000; Nestler & Carlezon, 2006). Antidepressiva hingegen

können die Extinktionsresistenz erhöhen (Flaherty, 1990; Schulz et al., 2007a) und

sowohl  Ängstlichkeit  als  auch  depressions-ähnliches  Verhalten  in  Folge  von

Extinktion reduzieren, wie die in dieser Dissertation vorgestellten Befunde belegen.

Zusammenfassend  zeigt  sich  somit,  dass  Extinktion  im  Tiermodell  zu

neurobiologischen und emotionalen Zuständen führt, welche auch im Rahmen einer

unipolaren Depression auftreten. Im nächsten Kapitel wird deshalb erläutert, wie sich

Extinktion und Verstärkerentzug beim Menschen darstellen und was die emotionalen

sowie kognitiven Konsequenzen sein können.
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2.2.3 Das Modell der Extinktions-induzierten Depression

Wie bereits vorab beschrieben, kommt es bei tierischen Organismen im Laufe einer

langfristigen  Extinktion zu  einer  Abnahme  des  ehemals  verstärkten  Verhaltens,

welches mit Hilflosigkeit und Einschränkungen der Verhaltensvariabilität einher geht.

Der Verlust von Verstärkern oder aber eine reduzierte Verfügbarkeit von Verstärkung

spielt  in  der  Genese  und  Aufrechterhaltung  der  unipolaren  Depression  eine

wesentliche  Rolle  (Lewinsohn,  1974),  wurde  jedoch  bisher  nicht  in  Tiermodellen

berücksichtigt.  Auch  im  Menschen  führt  Extinktion  oder  aber  Verzögerung  einer

erwarteten  Belohnung  zu  erhöhter  Ausschüttung  von  Cortisol  (Ott  et  al.,  2011),

Aggressivität  (Kelly  & Hake,  1970)  oder  aber  Anhedonie (Lago & Kosten,  1994).

Bereits frühe kognitive und verhaltenstherapeutische Theorien zur Entstehung der

Depression  gehen  davon  aus,  dass  ein  unkontrollierbares  Ausbleiben  von

Verstärkung  zu  Verzweiflung,  Hilflosigkeit,  Anhedonie  und  vor  allem

Rückzugsverhalten führt (Ferster, 1973; Lewinsohn, 1974). Laut Theorie erfährt der

Mensch hierbei, dass er durch sein Verhalten keine Bestärkung erlangen kann und

keinen Einfluss auf den Entzug von Verstärkern hat. Retrospektive Untersuchungen

stützen diese Befunde, indem sie aufzeigen, dass es bei vielen Patienten prämorbid

zum  Ausbruch  einer  depressiven  Episode  eine  Häufung  einschneidender,

unkontrollierbarer  Lebensereignisse  gibt.  Solche  Stressoren  wie  etwa  familiäre

Todesfälle,  Krankheit,  Verlust  des  Arbeitsplatzes  oder  die  Beendigung  einer

Beziehung,  aber  auch fehlende Verstärkung durch wenige soziale  Kontakte  oder

Aktivitäten  stellen  Verstärkerverlust  bzw.  eine  reduzierte  Verfügbarkeit  von

Verstärkern dar (Brown, Harris & Hepworth, 1994; Kendler, Karkowski & Prescott,

1999;  Mazure,  1998;  Hammen,  2005).  Tendenziell  zeigt  sich  ein  verstärktes

Vorkommen  solcher  Faktoren  bei  älteren  Menschen,  was  sie  neben  den

angesprochenen  neurobiologischen  Veränderungen  zusätzlich  anfälliger  für

Depressionen macht (Bruce, 2002; Kraaij, Arensman & Spinhoven, 2002; Cairney &

Krause,  2008).  Lewinsohn  (1974)  konnte  in  Untersuchungen  gemäß der  Theorie

zeigen,  dass  depressive  Patienten  aufgrund  ihrer  Symptomatik  und  dem

Vermeidungs-  bzw.  Rückzugsverhalten,  das  sie  zeigen,  seltener  erfreulichen

Aktivitäten  nachgehen  und  somit  innerhalb  ihrer  Erkrankung  zunehmend weniger

frequent positive Verstärkung erhalten (Lewinsohn & Graf, 1973). Dieser Umstand

erhält die Depressionen aufrecht, so dass es zur Entstehung eines Kreislaufs aus
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Rückzug, Depressionen und Verstärkermangel kommt (Martell, Addis & Jacobson,

2001).  Zudem  korreliert  der  Grad  an  Depressivität  positiv  mit  dem  Ausmaß  an

Rückzugsverhalten bei Patienten (Ottenbreit & Dobson, 2004). Ausgehend davon ist

auch heute noch der Aufbau von Aktivitäten und sozialen Kontakten ein zentraler

Bestandteil  der kognitiven Verhaltenstherapie (Beck, Rush, Shaw & Emery,  1979;

Jacobson et al., 1996).

Basierend auf diesen Befunden wurde intensiv an einem Tiermodell der Extinktions-

induzierten  Depression  (EID)  gearbeitet,  welches  als  Zielsetzung  neben  der

Darstellung  relevanter  auslösender  Faktoren  vor  allem  die  Aufdeckung  von

Verhaltensvariablen hat, welche sich in Folge der Extinktion verändern und gemäß

den  Anforderungen  an  Tiermodelle  der  Depression  sowohl  prädiktive  als  auch

Konstrukt-, Augenschein- und Inhaltsvalidität  besitzen. Zunächst soll  ein Überblick

über  die  Untersuchungen  zur  Extinktion  negativer  Verstärkung  im  Water  Maze

gegeben  werden  (Überblick  bei  Huston,  Schulz  &  Topic,  2009).  Abschließend

werden Ansätze zur Extinktion positiv verstärkten Verhaltens vorgestellt und die dort

erhobenen  Variablen,  welche  eine  EID  operationalisieren  können,  sowie  die

Fragestellung dieser Dissertation erläutert. 

2.2.3.1 EID nach negativer Verstärkung

Negative Verstärkung, die Möglichkeit einen aversiven Zustand oder Reiz durch ein

gezeigtes Verhalten zu beenden, findet konzeptuell bereits in einigen Tiermodellen

der  Depression  wie  etwa  der  gelernten  Hilflosigkeit  und  dem  FST  Anwendung.

Beiden Paradigmen ist gemein, dass ein aversiver Zustand, hier ein Elektroschock

oder aber das Schwimmen in kühlem Wasser, unkontrollierbar ist und unabhängig

von gezeigtem Verhalten nicht  beendet  werden kann.  In  beiden Fällen führt  dies

innerhalb kurzer Zeit zu Verhaltenspassivität bzw. motorischer Immobilität, die auch

dann bestehen bleibt,  wenn es anschließend die Möglichkeit  gibt,  dem aversiven

Reiz zu entkommen (Seligman, 1972). Ähnliche Effekte treten im Morris Water Maze

auf  (Morris,  1984).  In  der  Akquisitionsphase lernen Ratten,  in  einem mit  Wasser

gefüllten runden Schwimmbecken eine Plattform zu finden, über welche sie aus dem

Wasser  entkommen  können.  Zwar  wird  dieses  Paradigma  in  der  Regel  zur

Untersuchung  des  räumlichen  Gedächtnisses  und  der  Lernfähigkeit  von  Nagern
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eingesetzt,  da  diese jedoch ohne zusätzliche Anreize  hochmotiviert  die  Plattform

suchen und diese ansteuern, ist davon auszugehen, dass die Plattform als negativer

Verstärker dient. Wird die Plattform in der Extinktion entfernt,  so zeigen die Tiere

zunächst ein verstärktes Suchverhalten in dem Quadranten des Beckens, in dem

sich die Plattform vorab befand. Proportional zur Anzahl der Extinktionsdurchgänge

kommt es  jedoch zunehmend zu Immobilität  und einem sich  treiben  lassen,  das

analog zur  Immobilität  im FST und TST als  depressions-ähnliches Maß bewertet

werden kann (Huston, Schulz & Topic, 2009). Immobilität wird sowohl von alten als

auch  adulten  Tieren  gezeigt,  wobei  alte  Tiere  trotz  gleicher  Lernleistung  und

Lokomotion ein höheres Ausmaß an Immobilität ausbilden (Schulz, Topic, de Souza

Silva & Huston, 2004).  Eine Behandlung mit  Desipramin,  einem SNRI, reduzierte

signifikant die Dauer der Immobilität und erhöhte Fluchtverhalten (klettern), was dem

Paradigma  prädiktive  Validität  zuspricht  (Willner,  1995;  Schulz,  Buddenberg  &

Huston,  2007a).  Immobilität  korrelierte  bei  adulten Tieren mit  Veränderungen des

Neurotransmitters  NA und  bei  alten  Tieren  mit  Dopamin  sowie  dem Metaboliten

Dopac im ventralen Striatum (NAc; Schulz et al., 2004). Die Extinktions-induzierten

Veränderungen  der  Monoamine  in  Verbindung  mit  der  Zunahme von  Immobilität

legen  eine  Verbindung  zu  Depressivität  nahe.  Zudem zeigten  unbehandelte  alte

Tiere  istärkere  Ängstlichkeit  als  adulte  Tiere.  Das  Ausmaß  der  Angst  korrelierte

positiv mit der gezeigten Immobilität (Schulz, Buddenberg, Topic & Huston, 2007b).

Veränderungen der Konzentration von Neurotrophinen (Topic, Huston, Nametskova,

Zhu,  Mohammed  &  Schulz, 2008a)  und  der  messenger  RNA  für  Mineral-  und

Glucocorticoidrezeptoren korrelierten altersabhängig ebenfalls mit Immobilität (Topic,

Oitzl, Meijer, Huston & de Souza Silva, 2008b).

Abschließend  können  aus  den  geschilderten  Untersuchungen  einige  wichtige

Faktoren  festgehalten  werden,  die  für  ein  Tiermodell  zur  Untersuchung  der

Verhaltensindikatoren  von  EID  nach  positiver  Verstärkung  relevant  sind.  1)  die

auslösenden  Faktoren  müssen  Validität  besitzen,  2)  das  depressions-ähnliche

Verhalten muss sensitiv gegenüber antidepressiven Pharmaka sein, 3) das Verhalten

sollte  gemäß  Theorie  bei  alten  Tieren  stärker  und  frühzeitiger  auftreten  als  bei

adulten  Tieren,  4)  die  Extinktion  sollte  neurobiologische  und  -chemische

Veränderungen  analog  zu  Befunden  der  klinischen  Depression  bedingen  und  5)

Extinktion und Ängstlichkeit korrelieren.
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2.2.3.2 EID nach positiver Verstärkung

Die Befunde zur EID nach negativer Verstärkung haben einen wichtigen Bestandteil

zur Entwicklung eines Tiermodells der Depression geleistet, jedoch bedarf es einer

Anpassung dieses Modells im Hinblick auf seine Validität. Oftmals ist die klinische

Depression  nicht  von  einem  Entzug  negativer  Verstärkung  wie  etwa

Krankheitsgewinn  geprägt,  sondern  es  liegt  ein  Mangel  und  Verlust  positiver

Verstärkung vor (Carvalho & Hopko, 2011). Die Extinktion von Verhalten, welches

vormals  zu  Belohnung  geführt  hat,  scheint  somit  plausibler  im  Hinblick  auf  die

verursachenden  Faktoren  einer  unipolaren  Depression  als  der  Entzug  negativer

Verstärkung.  Zur  Untersuchung im Tiermodell  eignet  sich die  operante Extinktion

eines  appetitiven  Verstärkers,  da  diese,  wie  bereits  in  Kapitel  2.2.2  geschildert

wurde, aversiv, stressvoll und frustrierend ist und bei Organismen Verzweiflung und

Hilflosigkeit  auslöst  (Papini  &  Dudley,  1997;  Papini,  2003).  Die  operante

Konditionierung  von  Verhaltensweisen,  welche  zu  einer  erwünschten

Futterbelohnung führen, wird gemäß den Untersuchungen von B.F. Skinner (1938;

1953;  1963)  in  operanten  Kammern  durchgeführt.  Auf  der  Grundlage  vorheriger

Ergebnisse sollte es während der Extinktion eines operanten Verhaltens, z.B. dem

Druck  eines  Hebels  oder  einer  Reaktion  auf  Hinweislichter,  zu  depressions-

ähnlichem Verhalten kommen, welches über den Verlauf der Extinktion zunimmt. So

wie Immobilität im FST oder TST ein Indikator depressions-ähnlichen Verhaltens ist,

sollen in einer operanten Kammer ebenfalls Verhaltensweisen identifiziert werden,

welche  eine  EID  operationalisieren  können  und  prädiktive  Validität  zeigen.  Bei

depressiven  Patienten  kommt  es  aufgrund  von  Verstärkerverlust  oftmals  zu

Rückzugsverhalten. Sie verlassen nur selten die Wohnung und pflegen wenig soziale

Kontakte bzw. belohnende Aktivitäten. Rückzugsverhalten könnte auch im Tiermodell

eine  messbare  Variable  depressiven  Verhaltens  sein.  So  wie  Tiere  eine

konditionierte  Platzpräferenz  für  Orte  ausbilden,  an  denen  sie  eine  Belohnung

erhalten  (Carboni  & Vacca,  2003),  sollten  sie  während der  Extinktion  diese Orte

vermeiden bzw. grösstmögliche Distanz zu ihnen einnehmen. Es ist bekannt, dass

Antidepressiva die Extinktionsresistenz („resistance to extinction“ RTE) bei  Ratten

und somit  ihre Reaktionsrate während der Extinktion erhöhen (Nikiforuk & Popik,

2009;  Schulz  et  al.,  2007a).  Einige  Verhaltensparadigmen  verwenden  operante

Kammern bereits zur Erhebung von Motivation, Impulsivität  oder Emotionalität bei



2 Einleitung                                                                                                                       31

Ratten.  Bei  der  progressiven  Stufung  („progressive  ratio“)  steigt  die  Anzahl  der

Hebeldrücke, die notwendig ist  um eine Belohnung zu erhalten, kontinuierlich an.

Wie  lange  ein  Tier  dieser  Erhöhung  des  operanten  Verhaltens  nachkommt  lässt

Rückschlüsse auf die Belohnungsintensität des verwendeten Verstärkers zu. Hierbei

wird vor allem der sogenannte „breakpoint“ gemessen, also der Punkt, an dem das

Tier das Verhalten einstellt, da die erforderliche Rate für den Verstärker zu hoch ist.

Bei  differential-reinforcement-of-low-rate  (DRL)-Verstärkerplänen  führen  hingegen

speziell  niedrige  Frequenzen  von  operantem  Verhalten  zur  Ausgabe  einer

Belohnung. Das Zeitintervall ist hierbei variabel. Wird das Verhalten vor Ablauf des

Intervalls (z.B. zehn Sekunden) gezeigt, so bekommt das Tier keine Belohnung und

das Intervall beginnt von vorn. Vorzeitiges Hebeldrücken führt also dazu, dass das

Versuchstier nie eine Belohnung erhalten wird. Bei beiden Paradigmen zeigen sich

Effekte von antidepressiven Substanzen auf das operante Verhalten. Der breakpoint

für einen schwachen oder abgewerteten Verstärker ist bei der progressiven Stufung

höher,  wenn Tiere mit  Citalopram behandelt  wurden (Nikiforuk and Popik,  2009).

Ebenso senken TZA die Verhaltensfrequenz bei DRL-Verstärkerplänen, so dass die

Tiere häufiger eine Belohnung erhalten (O’Donnell & Seiden, 1983). Bisher wurde

jedoch in solchen Paradigmen nicht untersucht, wie sich das vollständige Ausbleiben

einer  Belohnung  und  die  Extinktion  von  Hebeldruckverhalten  bei  einem

Verstärkerplan  mit  kontinuierlicher,  unlimitierter  Verstärkergabe  auf

Rückzugsverhalten und andere, potenziell  depressions-ähnliche, Verhaltensweisen

auswirkt.

In Anbetracht der Tatsache, dass appetitive Extinktion stark aversiv ist, ist von einem

zunehmenden Rückzug von der Futterluke in einer operanten Kammer auszugehen.

Dieser Indikator depressiven Verhaltens sollte durch eine antidepressive Behandlung

modulierbar  sein.  Auch  Verhaltensvariablen,  die  Ausdruck  von  Aggressivität,

Agitiertheit  oder  Ängstlichkeit  sind,  können  wichtige  Erkenntnisse  über  die

Auswirkungen von Extinktion nach positiver Verstärkung vermitteln und das Modell

der EID erweitern. 
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2.3 Fragestellung

In  dieser  Dissertation  wurde  zunächst  untersucht,  ob  der  Entzug eines  positiven

Verstärkers, hier eine Futterbelohnung, analog zum Entzug negativer Verstärkung in

einer operanten Kammer zu extinktions-induzierter  Depressivität  führt  und welche

Verhaltensvariablen diese adäquat abbilden. Überprüft wurde die Hypothese, dass

es  im  Laufe  der  Extinktion,  ähnlich  wie  im  Menschen,  zu  räumlichem

Rückzugsverhalten kommt, welches durch eine Behandlung mit den Antidepressiva

Citalopram und Imipramin abgeschwächt werden kann.

Im Anschluss wurde in einer speziell angefertigten operanten Kammer die Erhebung

von Rückzugsvariablen im Hinblick auf einen Distanzgradienten und die Abnahme

von  Zielaufspürung  an  der  Futterluke  erweitert.  Der  Einfluss  einer  chronischen

Behandlung  mit  jeweils  zwei  Dosierungen  des  SSRI  Citalopram  und  dem  TZA

Clomipramin  auf  Rückzugsverhalten  wurde  untersucht  sowie  nach  Abschluss  der

Extinktion die Effekte auf ängstliches Verhalten im Offenfeld.

In der abschließenden Versuchsreihe wurden die Effekte und Interaktionen von Alter

und einer chronischen Behandlung mit Corticosteron betrachtet. Mit zunehmendem

Alter  kann  es  zu  einer  erhöhten  Anfälligkeit  für  die  Auswirkungen  von

Verstärkerverlust  kommen,  welche  das  Auftreten  einer  EID  begünstigt.  Eine

chronische Glucocorticoidexposition bzw. chronischer Stress können ebenfalls einen

potenzierenden Einfluss auf depressives Verhalten ausüben. Hierfür wurden sowohl

adulte als auch 18 Monate alte Wistar-Ratten getestet.  Eine serielle Blutabnahme

nach akutem Fixationsstress sollte Aufschluss geben, ob es aufgrund des Alters und

der Behandlung mit Corticosteron Veränderungen in der Aktivität und Funktionalität

der HHN-Achse gibt. 
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3 Methodik

In diesem Abschnitt werden die Methoden und Paradigmen der vorliegenden Arbeit

erläutert.  Detaillierte  Beschreibungen  können  dem  Methodenteil  der  jeweiligen

Publikation entnommen werden.

3.1 Die duale Kammer

Die duale Kammer für  Experiment I  wurde durch einen Umbau zweier  operanter

Kammern gefertigt (je 29,5 x 28,5 x 23,5 cm, Coulbourn Industries®). Ausgehend

von  der  Annahme,  dass  Extinktion  für  den  Organismus  aversiv  ist  und  zu

depressions-ähnlichem Verhalten führt, kann mit dieser Versuchsapparatur getestet

werden,  ob der  Entzug einer  Futterbelohnung räumliches Rückzugsverhalten und

Vermeidung  der  Futterluke  bedingt.  In  einer  der  Kammern,  dem  operanten

Kompartiment,  befinden  sich  eine  Futterluke,  ein  Hinweislicht  mit  3  farbigen

Lämpchen, ein Hebel, sowie am oberen Ende eine Beleuchtungseinheit, welche die

Kammer mit etwa einem Lux ausleuchtet (Coulbourn Industries®; s. Abb.1). Auf der

Rückseite  der  Kammer  ist  ein  Futtermagazin  montiert,  welches  Futterpillen

(BioServ® Dustless precision pellets) in die Luke ausgibt. Innerhalb der Futterluke ist

ein  Lichtsensor  angebracht.  Über  Durchbrüche  der  dortigen  Lichtschranke  kann

automatisch erhoben werden, wie oft ein Tier in die Futterluke schaut bzw. ob es die

Belohnung entnimmt.

Abbildung 1. Schematische Darstellung der dualen Kammer. In der Mitte befindet sich ein

Durchgang, welcher das operante mit dem Rückzugskompartiment verbindet.



3 Methodik                                                                                                                        34

Das  Rückzugskompartiment  ist  hierbei  jederzeit  frei  explorierbar  und  über  einen

Durchgangstunnel  aus grauem Kunststoff  (16 x 12,5 x 9 cm) mit  dem operanten

Kompartiment verbunden. Bis auf eine Beleuchtungseinheit, die ebenfalls mit einem

Lux die Kammer ausleuchtet, ist das Rückzugskompartiment leer. Beide Kammern

haben einen Gitterfußboden und werden von jeweils einer Kamera seitlich gefilmt.

Die Ratten lernen im hier beschriebenen Paradigma, dass der Hebel bei Aufleuchten

der Hinweislampen aktiv ist. Nach erfolgtem Hebeldruck erhalten sie zur Verstärkung

eine Futterpille und das Hinweislicht bleibt so lange ausgeschaltet, bis die Belohnung

aus  der  Futterluke  entnommen  wird.  Erst  dann  beginnt  ein  neuer  Zyklus.  Das

instrumentelle  Verhalten  wird  in  mehrtätigen  Akquisitionsdurchgängen  von  15

Minuten gefestigt. Vorab wird das Drücken des Hebels durch ein Shaping ausgeformt

um  das  Tier  schrittweise  an  das  Verhalten  heranzuführen.  Über  eine  manuelle

Steuerung  des  Futtermagazins  wird  in  den  ersten  Tagen  jede  Annäherung  oder

Kontakt mit dem Hebel mit der Verabreichung von Futterpillen verstärkt, bis die Tiere

eigenständig den Hebel drücken um eine Belohnung zu erhalten. In der Extinktion

werden Hebeldrücke nicht weiter mit Futter verstärkt, obwohl die Hinweislichter aktiv

sind.  EID  und  Rückzug  wurden  hierbei  operationalisiert  über  den  Aufenthalt  im

Rückzugskompartiment  während  der  Extinktion,  sowie  über  Beißen  des

Operandums, also des Hebels, als wichtiger Bestandteil des vormals instrumentellen

Verhaltens.  Beide  Verhaltensweisen,  Rückzug  und  Beißen,  sollten  gemäß

Hypothese zunehmend ausgeprägter  auftreten während der  Extinktion.  Zusätzlich

können in dieser Versuchsapparatur die vertikale Aktivität (Aufrichten) sowie Putzen

manuell erhoben werden. 

3.2 Die verlängerte operante Kammer

Die verlängerte Kammer (s. Abb.2) wurde als Weiterentwicklung der dualen Kammer

in  Experiment  II  und  III  eingesetzt.  Sie  ist  eine  Maßanfertigung  aus  Kunststoff,

welche  eine  vielseitige  Erhebung  von  Rückzugsverhalten  während  der  Extinktion

erlaubt.  Mit  einer  Länge von 72cm ist  sie  mehr  als  doppelt  so  lang als  reguläre

operante  Boxen.  Im  Vergleich  zur  dualen  Kammer  gibt  es  keinen  Durchgang

zwischen  dem  operanten  und  dem  Rückzugskompartiment,  da  sich  in

vorangegangenen  Studien  bei  Versuchstieren  die  Tendenz  zeigte  diesen  als
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Aufenthaltsort  aufgrund  der  Dunkelheit  und  thigmotaktischen  Stimulation  zu

bevorzugen.  Die  modulare  Ausstattung  der  Kammer  ist  äquivalent  zur  dualen

Kammer,  jedoch  wird  im  Gegensatz  zu  Experiment  I  nicht  mit  instrumentellem

Hebeldruckverhalten gearbeitet. Stattdessen werden in dieser Apparatur fixe, freie

Intervall-Verstärkerpläne angewandt.  Eine Paarung von Hinweislicht und sofortiger

Verstärkergabe wird hierbei immer innerhalb eines bestimmten Intervalls dargeboten,

ohne dass das Tier einen Hebel bedienen muss. In Exp. II wurde alle 90 Sekunden

(FI 90) das Hinweislicht für drei Sekunden dargeboten, in Exp. III alle 30 Sekunden

(FI  30)  für  die  Dauer  von  5  Sekunden.  Die  Verstärkergabe  erfolgt  sofort  beim

Einsetzen des Lichts. 

Abbildung 2. Gezeigt ist die Seitenansicht der verlängerten Kammer (oben links) sowie eine

Aufsicht  von  oben  (unten  links).  Zu  erkennen  ist  mittig  die  Futterluke,  links  davon  das

Hinweislicht, sowie am oberen Ende die Beleuchtungseinheit der Apparatur (oben rechts).

Für Experiment III wurden mittig Trennwände aus Kunststoff angebracht (unten rechts). 
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Der Verzicht auf die Verwendung eines Hebels gestaltet  die Akquisition einfacher

und schneller erlernbar ohne vorangehendes Shaping. Das verkürzte Intervall und

die  längere  Darbietung  des  Hinweisreizes  in  Exp.  III  wurden  im  Hinblick  auf

eventuelle  motorische  und  kognitive  Schwächen  bei  alten  Ratten  adaptiert.  Zu

Beginn  eines  Experiments  durchlaufen  die  Tiere  in  dieser  Apparatur  einen

Habituationsdurchgang zur Exploration und einen Tag später ein Magazin-Training.

Hierbei  wird,  ähnlich  wie  in  3.1  geschildert,  jede  Annäherung  an  die  Futterluke

manuell verstärkt über die Verabreichung einer Futterpille. Zeitgleich dazu leuchten

die Hinweislichter auf, so dass die Assoziation zwischen Licht und Verstärker erlernt

wird.  Sobald  ein  Versuchstier  die  Futterluke  als  Verstärkerquelle  identifiziert  hat,

beginnt die Akquisition mit fixem Verstärkerplan. Über den Lichtsensor innerhalb der

Futterluke wird hierbei nicht nur die Anzahl der Eintritte gemessen, sondern auch die

Latenz  zwischen dem Aufleuchten der Hinweislichter bzw. der Belohnungsausgabe

und dem darauf folgenden Lichtschrankendurchbruch. Die Latenz kann neben der

absoluten  Anzahl  der  Lichtschrankendurchbrüche  als  Lernmaß  herangezogen

werden,  da  eine  Verkürzung dieser  Zeit  innerhalb  der  Akquisitionsphase anzeigt,

dass die Assoziation zwischen dem Hinweisreiz und der Belohngsausgabe erlernt

wurde.  Sobald  alle  Tiere  ein  stabiles  Performanzniveau  in  der  Latenz  und  den

Lichtschrankendurchbrüchen  zeigen,  kann  eine  pharmakologische  Intervention

stattfinden um, wie in Exp. II und III, Effekte auf das Verhalten in der Extinktion zu

untersuchen. Bei einer chronischen Behandlung werden im Abstand von wenigen

Tagen weitere Akquisitionstrainings durchgeführt, um das erlernte Verhalten über die

Behandlungsdauer hinweg aufrecht zu erhalten. Innerhalb dieser Phase würde sich

bereits zeigen, ob eine Substanz selbst das Verhalten signifikant verändert oder ob

spätere Effekte tatsächlich auf die Extinktion zurückzuführen sind. Der beispielhafte

Ablauf eines solchen Experiments ist in Abbildung 3 skizziert.

Abbildung 3. Skizze eines möglichen Versuchsablaufs zur Testung einer Behandlung 

auf die Effekte von Extinktion.

Testphase Tag Zeit

Habituation 1
Magazin-Training 2
Akquisition 3 – 7
Akquisition mit Behandlung 8 – 21
Extinktion mit Behandlung  17 – 21
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Innerhalb  der  anschließenden  Extinktionsphase  nimmt  die  Anzahl  der

Lichtschrankendurchbrüche  ab  und  die  Latenz  steigt  an,  bzw.  wird  von  den

Versuchstieren  zunehmend  nicht  mehr  bei  jeder  Stimuluspräsentation  nach  der

vermeintlichen Belohnung geschaut.Die offene Bauweise der Kammer ohne Dach (s.

Abb.2) ermöglicht die zusätzliche Anbringung einer Kamera oberhalb der Kammer,

so dass der genaue Aufenthaltsort  eines Versuchstieres besser bestimmt werden

kann. Im Gegensatz zur dualen Kammer ist hier eine ausführlichere Erhebung von

Rückzugsvariablen  möglich.  Nicht  nur  die  horizontale  Aktivität  (zurückgelegte

Strecke)  eines  Tieres  und  seine  Geschwindigkeit  können  gemessen  werden,

sondern  auch  die  mittlere  Distanz  zur  Futterluke.  Gemäß  der  Hypothese,  dass

Extinktion zu Rückzugsverhalten führt, wäre ein stetiger Anstieg in der Distanz zur

Futterluke zu erwarten. Zudem besteht die Möglichkeit, die verlängerte Kammer für

eine  differenzierte  Auswertung  des  Aufenthaltsortes  in  Segmente  aufzuteilen.  In

Experiment II fand post-hoc eine Einteilung in 3 Aufenthaltssegmente á 24 cm statt,

wobei Zone 1 hierbei den ersten Abschnitt mitsamt Futterluke und Hinweislichtern

umschreibt,  was  der  operanten  Zone  der  dualen  Kammer  entspricht.  Zone  2

bezeichnet die Mitte der Kammer und Zone 3 entspricht dem Rückzugskompartiment

mit  dem weitesten Abstand zur Futterluke.  In Experiment III  wurde die Apparatur

post-hoc nur noch in 2 Zonen zu je 36cm unterteilt. In der Mitte der Kammer wurden

seitlich  2  Trennwände  aus  durchsichtigem  Plexiglas  angebracht  (s.  Abb.2  unten

rechts),  welche  eine  Trennung  zwischen  dem  operanten  und  dem

Rückzugskompartiment  schaffen.  Ziel-  und  Signalaufspürung  werden  in  der

verlängerten Box ebenfalls gemessen. Signalaufspürung wurde operationalisiert über

Blicke und Aufrichten zum Hinweislicht, Zielaufspürung durch physische Kontakte mit

der  Futterluke  (über  Pfoten  oder  Schnauze).  Eine  Reduktion  von

Zielaufspürungsverhalten  ist  im  Kontext  extinktions-induzierter  Depressionen  von

Relevanz,  da  dies  auf  eine  Vermeidung  von  Kontakten  mit  ehemaligen

Verstärkerquelle hindeutet.

 

3.3 Das Offenfeld (OF)

Das  Offenfeld,  welches  in  Experiment  I  und  II  verwendet  wurde,  ist  eine

Standardapparatur  zur  Untersuchung  von  Habituationslernen,  Lokomotion,
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Explorationsverhalten und Ängstlichkeit (Hall, 1934; Belzung, 1999; Prut & Belzung,

2003).  Es  handelt  sich  hierbei  um  eine  quadratische,  reizarme,  schwarze  Box,

welche eine Größe von 60x60cm hat und von 40cm hohen Wänden umgeben ist.

Aufbau,  Größe  und  Ausleuchtung  können  zwischen  Laboratorien  differieren

(Überblick bei Ramos & Morméde, 1997). Das Tier wird zu Beginn in das Zentrum

des OF gesetzt und kann dieses für einen bestimmten Zeitraum frei explorieren. Zur

Erhebung der lokomotorischen Aktivität werden Maße wie die zurückgelegte Distanz

(horizontale  Aktivität),  die  Laufgeschwindigkeit  und  Frequenz  bzw.  Dauer  des

Aufrichtens  (vertikale  Aktivität)  erhoben.  Das  Zentrum  des  OF  (30x30cm)  bietet

keinerlei  thigmotaktische  Reize  und  ist  heller  beleuchtet  als  die  Ecken.  Generell

tendieren Nager dazu, helle und weite Räume zu vermeiden, somit kann die Zeit und

die  Anzahl  der  Eintritte  in  das  Zentrum  als  Maß  für  Emotionalität  und  speziell

unkonditionierte  Ängstlichkeit  dienen  (Überblick  bei  Ramos  &  Morméde,  1997).

Zudem handelt es sich um eine für das Versuchstier neue, unbekannte Umgebung,

so dass Explorations- und Annäherungs-/Vermeidungsverhalten betrachtet werden

können (Montgomery, 1955).

Substanzen  und  experimentelle  Manipulationen,  die  im  Rahmen  von

Untersuchungen verwendet werden, können sich stets auch auf die lokomotorische

Aktivität  oder  Ängstlichkeit  des  Versuchstieres  auswirken.  So  haben  etwa

Amphetamine  eine  antriebssteigernde  Wirkung  im  OF  (Leavitt,  1969),  während

Diazepam die Lokomotion reduziert und anxiolytisch wirkt (Prut & Belzung, 2003).

Um die Beeinflussung von Effekten durch Veränderungen in der Lokomotion oder

Ängstlichkeit  kontrollieren  zu  können,  sind  Überprüfungen  im  OF  wichtiger

Bestandteil vieler Untersuchungen. Zusätzlich zur Messung im Offenfeld wurde die

horizontale und vertikale Aktivität in der vorliegenden Arbeit auch in den operanten

Kammern erhoben.

3.4 Corticosteronhaltiges Trinkwasser

Für die chronische Behandlung mit dem Steroidhormon Corticosteron in Experiment

III  wurde  die  Verabreichung  über  das  Trinkwasser  gewählt.  Neben  dieser

Behandlungsmethode  gibt  es  zudem  die  Möglichkeit,  Cort  über  Injektionen,

osmotische Pumpen oder Depotpellets zu applizieren (Überblick bei Hermann et al.,
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2009;  Sterner  &  Kalynchuk,  2010).  Da  es  sich  hierbei  jedoch  um invasive  bzw.

operative und somit für das Tier stressreiche Eingriffe handelt, ist die Verabreichung

über  das  Trinkwasser  zu  bevorzugen.  Es  kann  allerdings  auch  eine  größere

unkontrollierte Varianz in der Aufnahmemenge auftreten kann als bei der passiven

Applikation.  Im  Gegensatz  zu  Injektionen  bieten  Pumpen,  Pellets  und

Trinkwasserverabreichung den Vorteil, einen relativ konstanten Hormonspiegel über

den Tag aufrecht zu erhalten anstelle eines einmaligen starken Anstiegs. 

Zur  Berechnung  der  notwendigen  Dosierung  von  Cort  im  Trinkwasser  wird  bei

futterdeprivierten  Tieren  über  einen  Zeitraum  von  mehreren  Tagen  die  tägliche

Flüssigkeitsaufnahme  gemessen.  In  der  hier  durchgeführten  Studie  lag  mittlere

Aufnahmemenge von adulten Tieren doppelt  so hoch wie  bei  alten Tieren,  somit

wurden  zwei  verschiedene  Trinkwasserlösungen  erstellt.  Um  eine  tägliche

Aufnahmedosis von 6-9mg/kg/Tier erzielen zu können, wurden für adulte Tiere 50μg

Cort/ml  Wasser  gelöst  und  für  alte  Tiere  125μg/ml.  Corticosteron  Hemisuccinate

(Tocris®) ist nur bedingt wasserlöslich, deshalb muss zur vollständigen Lösung der

pH-Wert mit 4M Natriumhydroxid auf 13 angehoben werden. Anschließend wird der

pH-Wert  vorsichtig  mit  einer  geringen  Menge  25%-iger  Salzsäure  auf  den

Ausgangswert  von  7-7,4  angeglichen  (siehe  Gourley  &  Taylor,  2009).  Diese

Methodik umgeht die Lösung von Cort in Ethanol, wobei stets die Möglichkeit einer

Interaktion  bzw.  Konfundierung  von  Effekten  durch  die  Ethanolverabreichung  bei

Nagern besteht  (z.B.  Nacher,  Pham, Gil-Fernandez & McEwen,  2004).  Es wurde

täglich  frisches  Trinkwasser  hergestellt  und  alle  24  Stunden  ausgetauscht.  Die

Flüssigkeitsaufnahme pro Käfig wurde weiterhin täglich gemessen, blieb jedoch im

Laufe des Experiments konstant.  Die in Experiment III  angewandte Methode und

Dosierung eignen sich speziell  für  die langfristige Behandlung mit  Cort  um einen

persistierenden, depressiven Phänotypen für die Verhaltenstestung sicherzustellen.

Es konnte gezeigt werden, dass nach chronischer Behandlung im FST und im TST

ein signifikanter Anstieg der Immobilität als Indikator für Anhedonie vorliegt, welcher

durch Behandlung mit BDNF und dem TZA Amitryptilin signifikant verringert wurde

(Gourley et al., 2008a; 2008b; Gourley & Taylor, 2009).
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3.5 Blutabnahme und Fixation

Zum  Abschluss  von  Experiment  III  wurde  ein  akuter  Stresstest  mittels  Fixation

durchgeführt.  Hierbei  wurde  untersucht,  ob  sich  die  Plasmakonzentrationen  von

ACTH und Cort zwischen den Gruppen im Ruhezustand unterscheiden und ob es zu

differentiellen Reaktionen nach akutem Stress kommt.

Zunächst  wurde  jedem  Tier  vorab  eine  Blutprobe  an  der  Schwanzspitze  zur

Bestimmung  der  Basalmenge  entnommen.  Hierfür  wurde  die  Inzisionstechnik

angewandt  (Fluttert,  Dalm & Oitzl,  2000),  welche sich besonders für  sequentielle

Probenentnahmen bis 300μl eignet. Das Tier wird hierbei mit einem dunklen Tuch

abgedeckt und mit einer sterilen Klinge wird etwa 2cm über der Schwanzspitze eine

oberflächliche Inzision gesetzt. Durch EDTA-beschichtete Microvetten (Microvette®

CB  300  Sarstedt®) kann  eine  beliebig  große  austretende  Menge  Blut  innerhalb

weniger Sekunden gesammelt werden. An der Inzisionsstelle bildet sich kurz darauf

eine  Wundkruste,  die  im  Weiteren  für  erneute  Blutabnahmen  vorsichtig  mit

lauwarmem Wasser entfernt werden kann. Durch die Ausübung von sanftem Druck

tritt  an  dieser  Stelle  erneut  Blut  aus.  Da  für  diese  schmerzarme  Form  der

Blutabnahme weder eine Anästhesie, noch eine spezielle Fixation des Tieres nötig

sind, ist sie als minimal-invasiv und stressfrei zu betrachten. Dies bestätigen auch

Untersuchungen,  welche  keinen  oder  nur  einen  geringen  Anstieg  von  Cort  im

Anschluss an eine solche Blutabnahme berichten (Fluttert, Dalm & Oitzl, 2000). 

Im  Anschluss  an  die  basale  Blutabnahme wurde  jedes  Tier  in  einem Plexiglas-

Zylinder  (Harvard Apparatus®) für die Dauer von 10 Minuten fixiert. Die Länge des

Zylinders  konnte  an  die  Größe  des jeweiligen  Tieres  angepasst  werden,  um die

Beweglichkeit vollständig zu limitieren. Enge und Fixation sind ein starker Stressor,

welcher zu einem Anstieg von Cort und ACTH führt (Dallmann & Jones, 1973). Nach

10 Minuten wurde die zweite Probe innerhalb des Zylinders entnommen und das Tier

im Anschluss in einen Einzelkäfig zurückgesetzt. Weitere Proben wurden nach 60,

120 und 180 Minuten entnommen. Die Blutproben wurden bei 4°C für 10 Minuten bei

4000  U/min  zentrifugiert  und  das  Plasma  abpipettiert.  ACTH  wurde  mittels

Radioimmunassay (Immulite® 2000 ACTH, Siemens, Erlangen, Germany) bestimmt,

Cort  mittels  enzymatischer  Antikörperbestimmung  (ELISA  IBL  International,

Hamburg, Germany).
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4 Durchgeführte Studien

Die vollständigen veröffentlichten Studien, bzw. das zur Veröffentlichung eingereichte

Manuskript sind im Anhang dieser Arbeit eingebunden.

4.1 Antidepressiva  reduzieren  Extinktions-induziertes  Rückzugs-  und

Beißverhalten:  Ein  Modell  für  depressions-ähnliche

Verhaltensweisen

In Experiment I sollte zu Beginn grundlegend untersucht werden, ob die Erkenntnisse

zur Extinktion von negativer Verstärkung und EID übertragbar sind auf den Entzug

positiver  Verstärkung.  Da  es  vor  allem positive  Verstärker  sind,  die  depressiven

Patienten  fehlen,  bzw.  entzogen  werden  (Lewinsohn,  1974),  führt  die  Extinktion

positiv verstärkter Verhaltensweisen im Tiermodell zu einem Zugewinn an Konstrukt-,

Augenschein-  und  inhaltlicher  Validität  (Überblick  bei  Razafsha  et  al.,  2013).

Operante Extinktion ist aversiv, stressreich und kann neben Aggressionen auch zu

Vermeidungsverhalten  führen  (Papini,  2003).  Daher  wurde  untersucht,  ob  die

Extinktion von futterbelohntem Hebeldrücken in einer operanten Kammer potentiell

depressions-ähnliche  Verhaltensweisen  hervorruft.  Rückzugsverhalten  ist  ein

Kernsymptom  der  unipolaren  Depression  (Ferster,  1973)  und  sollte,  wenn  es

Ausdruck einer experimentell-induzierten Depression ist, durch eine Behandlung mit

Antidepressiva reduziert werden. Zur Untersuchung der prädiktiven Validität wurden

die  Tiere  während  der  Extinktionsphase  täglich  akut  mit  dem  SSRI  Citalopram

(20mg/kg), dem TZA Imipramin (20mg/kg) oder einer Vehikellösung behandelt.

Der  Aufbau  der  dualen  Kammer  ist  in  Abschnitt  3.1  beschrieben.  Eine  reguläre

operante Kammer, welche mit einem Hebel, einer Futterluke und einem Hinweislicht

ausgestattet ist, ist über einen Durchgang mit einer zweiten, neutralen Kammer ohne

operante Module verbunden. Diese ist jederzeit frei explorierbar und kann während

der  Extinktion  als  neutrales  Rückzugskompartiment  dienen.  Gemessen  wurde  in

Experiment  I  die  Hebeldruckrate,  Lichtschrankendurchbrüche  im  Futternapf,  die

Gesamtanzahl  und  -dauer  der  Eintritte  in  das  Rückzugskompartiment,  vertikale

Aktivität und Beißen des Hebels. 20 männliche Wistar-Ratten durchliefen an zwölf

aufeinanderfolgenden Tagen Akquisitionsdurchgänge von je 15 Minuten. Der Hebel

in der operanten Kammer war hierbei aktiv, sobald die Hinweislichter aufleuchteten.
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Ein  Hebeldruck  wurde  mit  der  Ausgabe  einer  Futterpille  belohnt  und  die  Lichter

erloschen bis  zur  Entnahme der  Belohnung aus der  Luke.  Nach Erreichen einer

stabilen  Hebeldruckrate  wurden  alle  Tiere  randomisiert  auf  3  Gruppen  (n=6-7)

aufgeteilt.  An  den  folgenden  fünf  Extinktionstagen  wurden  Hebeldrücke  trotz

Aufleuchten der  Hinweislichter  nicht  mehr  belohnt.  Die  Tiere  erhielten  jeweils  30

Minuten  vor  den  Extinktionsdurchgängen  eine  intraperitoneale  Injektion  mit

Vehikellösung, Citalopram oder Imipramin. Da innerhalb der dualen Kammer keine

Erhebung der horizontalen Aktivität möglich ist, wurde im Anschluss an die Extinktion

ein  15-minütiger  Test  im  Offenfeld  durchgeführt  zur  Messung  der  vertikalen  und

horizontalen Aktivität.

Die  Ergebnisse  zeigten,  dass  während  der  Exinktion  Veränderungen  im

Rückzugsverhalten, Beißen und Aufrichten auftraten, die signifikant von Imipramin

und Citalopram beeinflusst wurden. Rückzugsverhalten wurde operationalisiert über

die Eintrittsfrequenz und die verbrachte Zeit im hinteren Kompartiment. Im Laufe der

Extinktion  nahm  Rückzugsverhalten  signifikant  zu.  Die  Frequenz  und  die

Aufenthaltsdauer im Rückzugskompartiment wurden jedoch durch die Behandlung

mit  Citalopram  signifikant  reduziert.  Zudem  zeigten  sich  Haupteffekte  der

Behandlung  auf  die  Frequenz  und  Dauer  der  vertikalen  Aktivität.  Die  Tiere  der

Vehikelgruppe  richteten  sich  in  beiden  Kompartimenten  häufiger  und  insgesamt

länger  auf.  Vertikale  Aktivität  wird  im  Tiermodell  nicht  nur  als  Aktivitätsmaß

betrachtet,  sondern  kann  auch  ein  Zeichen  für  erhöhte  Emotionalität  oder

Ängstlichkeit  sein  (Borta  &  Schwarting,  2005).  Citalopram und  Imipramin  führten

beide zu einer Reduktion der vertikalen Aktivität  während der Extinktion, was auf

anxiolytische  Effekte  beider  Substanzen  hindeutet.  Das  Beißen  des  Hebels,  ein

Indikator  Extinktions-induzierter  Aggression  oder  Erregung,  trat  während  der

Extinktion  ebenfalls  statistisch  seltener  bei  den  mit  Citalopram  und  Imipramin

behandelten Tieren auf. 

Zusammenfassend konnten in Experiment I  erste Verhaltensindikatoren einer EID

identifiziert  werden,  welche  sich  durch  akute  antidepressive  Behandlung

abschwächten. Sowohl räumlicher Rückzug als auch Beißen des Hebels sind valide

Verhaltensmerkmale zur Messung von Depressivität und Frustration. Vor allem das

SSRI  Citalopram  als  auch  Imipramin  reduzierten  bei  einer  Dosis  von  20mg/kg

Rückzugsverhalten, Beißen und Erregung und bestätigten somit die Hypothese des
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Modells. Speziell bei der Behandlung mit Imipramin führte die gewählte Dosis jedoch

auch zu einer reduzierten Hebeldruckrate während der Extinktion und beeinträchtigte

im Offenfeld die horizontale Aktivität, vertikale Aktivität und die Laufgeschwindigkeit.

Dies lässt auf eine dosisbedingte Sedierung der Tiere schliessen (Porsolt,  Anton,

Blavet & Jalfre, 1978; Custodio Teixeira, Zangrossi & Graeff, 2000). Für Experiment

II wurden deshalb geringere Dosierungen in zweifacher Abstufung gewählt und der

Behandlungsplan, analog zum Wirkprofil von Antidepressiva im Menschen (Wong &

Licino, 2001), auf eine chronische Verabreichung umgestellt.

4.2 Der  Rückzugsgradient  von  der  Verstärkerquelle  als  Indikator

Extinktions-induzierter  Verzweiflung:  Modulation  durch  die

Antidepressiva Clomipramin und Citalopram

Ausgehend  von  den  Befunden  zum  Rückzugs-  und  Beißverhalten  als  Indikator

depressiven Verhaltens in Experiment I  wurde eine verlängerte operante Kammer

ohne Durchgangstunnel gefertigt. In Experiment II wurde untersucht, ob sich anstelle

eines binären Maßes -das Tier ist entweder im Rückzugskompartiment oder nicht-

ein  durchgängiger  Rückzugsgradient  innerhalb  der  Kammer  ermitteln  lässt,  der

hypothesenkonform  über  die  gesamte  Extinktionsphase  hinweg  ansteigt.  Im

Menschen korreliert das Ausmaß von Rückzugsverhalten positiv mit dem Ausmaß

der  Depression  (Ottenbreit  &  Dobsen,  2004).  Des  Weiteren  wurde  speziell

Zielaufspürungsverhalten,  physischer  Kontakt  mit  der  Futterluke,  betrachtet.

Komplementär zum Rückzug sollte es während der Extinktion zu einer Abnahme des

Verhaltens kommen. Wie im vorherigen Experiment wurde der Einfluss des SSRIs

Citalopram  auf  depressions-ähnliches  Rückzugsverhalten  ermittelt,  hier  jedoch  in

zweifach abgestuften, niedrigeren Dosierungen (7.5 und 10mg/kg). Zusätzlich dazu

wurde die Wirkung des TZA Clomipramin in zwei Dosierungen untersucht (7.5 und

10mg/kg),  welches  im  Tierversuch  keine  psychomotorischen  Veränderungen

verursacht. Die chronische Behandlung wurde nach der Akquisition über 14 Tage

jeweils nach einem Versuchsdurchgang durchgeführt.

Im Hinblick darauf ein Paradigma zu entwickeln, das möglichst schnell und einfach in

Laboren durchführbar ist und auch von alten Tieren gut erlernt werden kann, wurde

die  operante  Aufgabe  variiert  und  auf  den  Einsatz  eines  Hebels  verzichtet.
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Stattdessen wurde ein fixer Intervallplan mit freier Verstärkergabe nach 90 Sekunden

verwendet,  welche  über  Hinweislichter  angekündigt  wurde.  Gemessen  wurde  die

Anzahl  der  Lichtschrankendurchbrüche,  die  Latenz,  horizontale  Aktivität,

Beißverhalten,  Ziel-  und  Signalaufspürung,  die  mittlere  Distanz  zur  Futterluke

(Rückzugsgradient) und die Anzahl der Eintritte in die 3 Zonen der Kammer sowie

die darin verbrachte Zeit. 

60 adulte Ratten wurden an 5 aufeinanderfolgenden Tagen für täglich 15 Minuten mit

einem fixen Belohnungsintervall von 90 Sekunden trainiert. Hierbei leuchteten für 3

Sekunden  die  Hinweislampen auf  und  kündigten  alle  90  Sekunden  die  sofortige

Verfügbarkeit von zwei Futterpillen im Futternapf an. Wie in der vorherigen Studie

wurde  die  Lernleistung  dieser  Assoziation  durch  die  Anzahl  der

Lichtschrankendurchbrüche, als auch über die Latenz zwischen Lichtreiz und darauf

folgendem Durchbruch  kontrolliert.  Anschließend  wurden  die  Tiere  in  5  Gruppen

(n=12) aufgeteilt und neun Tage durch intraperitoneale Injektionen mit Vehikellösung,

Citalopram (7.5 und 10mg/kg) oder Clomipramin (7.5 und 10mg/kg) behandelt. An

jedem dritten Tag fand ein weiteres aufrechterhaltendes Akquisitionstraining statt. Es

folgten  5  Extinktionstage  mit  jeweils  zwei  Durchgängen  pro  Tag,  in  denen  das

Hinweislicht  ohne  Belohnung  präsentiert  wurde.  Die  Behandlung  wurde  bis  zum

letzten Extinktionstag fortgeführt.

Die Analyse zeigte, dass während der Extinktion der Rückzugsgradient signifikant in

allen Gruppen anstieg.  Die Tiere hielten sich zunehmend weiter  entfernt  von der

Futterluke auf und verbrachten mehr Zeit in der hintersten Zone der Kammer. Damit

einhergehend zeigte sich eine statistisch relevante Abnahme in der Frequenz und

Dauer der Zielaufspürung. Zwischengruppenvergleiche der einzelnen Extinktionstage

belegten,  dass sowohl  7.5 mg/kg Clomipramin als  auch 10mg/kg Citalopram den

Rückzugsgradienten  am  zweiten  Tag  signifikant  reduzierten  im  Vergleich  zur

Vehikelgruppe.  Clomipramin  verringerte  in  beiden  Dosierungen  signifikant  die

Aufenthaltsdauer in der Rückzugszone an Tag 1 und 2 der Extinktion. Der Rückzug

von  der  vormals  belohnungs-assoziierten  Futterluke  konnte  ebenfalls  aufgehoben

werden. Es zeigte sich ein tendenzieller Haupteffekt der Behandlung auf die Dauer

des Zielaufspürungsverhaltens. Generell verbrachten behandelte Tiere mehr Zeit an

der Futterluke als Tiere der Vehikelgruppe. Vor allem am zweiten Extinktionstag war

die Dauer der Kontakte signifikant länger nach chronischer Behandlung mit 10mg
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Citalopram.  Beißverhalten  trat,  im  Gegensatz  zu  Experiment  I,  nur  sehr

niederfrequent auf, jedoch stieg es prozentual in allen Gruppen leicht an über die

Zeit. Behandlungseffekte konnten hier jedoch nicht gezeigt werden.

Abgesehen von den Indikatoren der EID beeinflusste keine der Substanzen andere

Verhaltensweisen  wie  die  Lokomotion,  Latenz  oder  Anzahl  der

Lichtschrankendurchbrüche. Somit ist es unwahrscheinlich, dass die hier gefundenen

Effekte  auf  Manipulation  der  Aktivität,  Motivation  oder  kognitiver  Performanz

zurückzuführen  sind.  Im  Gegensatz  zu  anderen  Untersuchungen  (Nikiforuk  and

Popik, 2009, Schulz et al., 2007a) konnte hier kein Einfluss von Antidepressiva auf

eine Erhöhung der Extinktionsresistenz nachgewiesen werden. Alle Gruppen zeigten

das gleiche Ausmaß an Extinktion, jedoch schwächten Citalopram und Clomipramin

speziell das Rückzugsverhalten deutlich ab.

Einen Tag nach dem letzten Extinktionsdurchgang wurden alle Tiere für 10 Minuten

im Offenfeld  getestet.  Es wurde eine weitere,  experimentell  naive,  Kontrollgruppe

(n=12)  hinzugezogen,  um  im  direkten  Vergleich  die  Effekte  der  Extinktion  und

antidepressiver Behandlung auf ängstliches Verhalten im Offenfeld untersuchen zu

können. Gemessen wurden vertikale und horizontale Aktivität, sowie die Eintritte und

Verweildauer  im  Zentrum.  Zwischengruppenvergleiche  zeigten  signifikante

Unterschiede  zwischen  der  Kontroll-  und  Vehikelgruppe  für  die  im  Zentrum

verbrachte  Zeit.  Die  Vehikelgruppe,  welche  im  Experiment  Extinktionserfahrung

gemacht  hatte,  verbrachte  weniger  Zeit  im Zentrum als  die  naive  Gruppe.  Beide

Gruppen, die mit Citalopram behandelt wurden, zeigten weniger Ängstlichkeit  und

verbrachten  mehr  Zeit  im  Zentrum  als  die  Vehikelgruppe.  Clomipramin  hatte  im

Offenfeld keine signifikanten Auswirkungen auf ängstliches Verhalten.

Zusammenfassend zeigte sich in Experiment II eine Zunahme von Rückzugs- und

Vermeidungsverhalten,  welches  in  der  verlängerten  Kammer  auch  über  einen

durchgängig  ansteigenden  Rückzugsgradienten  gemessen  werden  konnte.

Verstärkerentzug  in  einer  simplen  Aufgabe  ohne  Hebeldrücke  verstärkte  die

Indikatoren einer EID, welche durch chronische Behandlung mit den Antidepressiva

Citalopram  und  Clomipramin  vor  allem während  der  initialen  Extinktion  reduziert

wurden. Die Messung des Rückzugsgradienten und der horizontalen Aktivität ist im

Vergleich  zu  Experiment  I  mit  dieser  Versuchsappatur  möglich  und  bietet  einen

deutlichen  qualitativen  Zugewinn  in  der  Verhaltenserhebung.  Beißverhalten  als
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Ausdruck  von  Aggression  trat  ohne  die  Anwesenheit  eines  Operandums  nur

vereinzelt auf. Die Ergebnisse des Untersuchung im OF liefern weitere Belege dafür,

dass das Erleben von Verstärkerentzug anxiogene Effekte hat und besonders SSRIs

hierbei ein anxiolytisches Wirkprofil zeigen. 

4.3 Die chronische Behandlung mit Corticosteron verstärkt Extinktions-

induzierte Depressionen und beeinträchtigt die Funktion der HHN-

Achse in alten und adulten Ratten 

Seneszenz und die Langzeitfolgen von chronischem Stress können beim Menschen

die Genese von Depressionen begünstigen und Vermeidungsverhalten beeinflussen.

Mit dem Alter erhöht sich die Anzahl von Verlusten und Verstärkerentzug, was sich

vor  allem  in  gesundheitlichen  Problemen,  Todesfällen,  Verlust  von

Partner-/Freundschaften oder dem Übertritt vom Beruf zum Ruhestand widerspiegelt

(Mazure,  1998;  Kraaij  et  al.,  2002;  Hammen,  2005).  Die  Anzahl  solcher

Lebenseinschnitte  ist  prämorbid  erhöht  und  begünstigt  die  Entstehung  einer

Depression (Brown Harris & Hepworth, 1994; Kendler, Karkowski & Prescott, 1999).

Eine der möglichen Ursachen sind die Auswirkungen des mit Verlust verbundenen

Stresses  und  einer  chronischen  Erhöhung  der  Aktivität  der  HHN-Achse  (Coover,

Goldman & Levine, 1971; Coe, Stanton & Levine, 1983; Kawasaki & Iwasaki, 1997;

Stokes, 1995). Im Tiermodell führt die chronische Verabreichung von Cort zu einem

depressiven Phänotypen (z.B. Gourley & Taylor, 2009; Sterner & Kalynchuk, 2010).

Da mit  der  Seneszenz neurobiologische und Verhaltensänderungen einhergehen,

welche die Fähigkeit zur Adaptation an Stress im Menschen senken und die Aktivität

der  HHN-Achse  erhöhen,  ist  diese  Population  besonders  anfällig  für  die

Auswirkungen  von  Verstärkerentzug,  Stress  und  somit  auch  für  EID  (McEwen,

1999a;  Miller  &  O´Callaghan,  2005;  Mroczek  &  Almeida,  2004).  Ein  besonderes

Problem  stellt  in  diesem  Zusammenhang  die  erhöhte  Prävalenz  von  TRD  bei

geriatrischen  Depressionen  dar  und  ein  Mangel  an  geeigneten  antidepressiven

Pharmaka zur Behandlung (Bonner, 1995). 

Ausgehend  von  den  Befunden  aus  Experiment  II  untersuchten  wir  in  der

nachfolgenden Studie die Effekte einer chronischen Behandlung mit Cort bei adulten

und  alten  Wistar-Ratten  im  Modell  der  EID.  Zudem standen  Veränderungen  der
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HHN-Achse  im  Alter  und  nach  erfolgter  Behandlung  im  Fokus.  24  adulte  (3-4

Monate)  und  30  alte  (18  Monate)  männliche  Wistar-Ratten  wurden  in  der

verlängerten  operanten  Box  (s.  Experiment  II)  an  6  Tagen  mit  einem  fixen

Intervallplan  von  30 Sekunden trainiert.  Während des 5-sekündigen Lichtstimulus

wurde eine Futterbelohnung verabreicht. In diesem Experiment wurden in der Mitte

der Box seitlich zwei kurze Trennwände angebracht, um eine räumliche Trennung

zwischen der operanten und der Rückzugszone zu schaffen. Im Anschluss an die

Akquisition  wurden  randomisiert  pro  Alterskohorte  jeweils  eine  Behandlungs-  und

eine  Kontrollgruppe  zugeteilt.  Während  die  Kontrollgruppe  reguläres  Trinkwasser

erhielt,  bekam  die  Behandlungsgruppe  täglich  frisches  corticosteronhaltiges

Trinkwasser ad libitum. Angepasst an die unterschiedlichen Trinkmengen adulter und

alter Tiere, betrug die Konzentration  125μg/ml (alt)  bzw. 50μg/ml (adult),  um eine

jeweilige  Aufnahme  von  6-9mg/kg/Tag  zu  gewährleisten.  Unter  chronischer

Behandlung wurden die Tiere an jedem dritten Tag weiterhin trainiert, bevor nach 23

Tagen  die  Extinktion  einsetzte.  Die  gemessenen  Variablen  waren  analog  zu

Experiment II.

Zum Abschluss der Trainingsphase unter Behandlung zeigte sich, dass Cort keine

der Variablen statistisch signifikant beeinflusste, somit, entgegen anderer Berichte,

keine Auswirkungen auf  die  Akquisition  einer  einfachen operanten Aufgabe hatte

(Olausson  et  al.,  2013).  Die  Lokomotion  und  alle  Indikatoren  des

Rückzugsverhaltens  zeigten  vor  dem  Einsetzen  der  Extinktion  ebenfalls  keine

Veränderungen  aufgrund  der  Behandlung.  Innerhalb  der  Extinktion  zeigten  sich

Alterseffekte  im  Rückzugsverhalten.  In  beiden  Alterskohorten  stiegen  der

Rückzugsgradient und die Abnahme von Zielaufspürung signifikant an, was darauf

hindeutet, dass EID bei alten und adulten Tieren auftritt. Adulte Tiere führten jedoch

signifikant mehr Zielaufspürung aus als alte Tiere, so dass diese Ergebnisse eine

größere Extinktionsresistenz bei adulten Ratten anzeigen. Die Behandlung mit Cort

steigerte  hypothesenkonform  den  Rückzugsgradienten  und  die  Abnahme  von

Zielaufspürungsverhalten in beiden Altersgruppen zusätzlich.  Bei den alten Tieren

waren diese Effekte durchgängig evident. Dies spiegelte sich auch in Interaktionen

zwischen  den  Extinktionsdurchgängen  mit  dem Alter  und  der  Behandlung  wider.

Aufmerksamkeits-assoziierte  Parameter  variierten  ebenfalls  aufgrund  von

Altersunterschieden und Einflüssen der  Behandlung während  der  Extinktion.  Cort
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reduzierte  die  Dauer  eines  einzelnen  Aufrichtens  und  die  Frequenz  von

Signalaufspürungsverhalten.  Untersuchungen  zeigen,  dass  Cort  bei  chronischer

Verabreichung den Hippocampus und PFC beeinträchtigt, welche essentiell an der

Ausbildung dieser Funktionen beteiligt sind (Meneses, 2003; Holmes & Wellmann,

2009). 

Die  Tiere  wurden  weiterhin  behandelt  und nach zweiwöchiger  Ruhephase einem

akuten  Stresstest  unterzogen.  Zunächst  wurde  mit  Hilfe  der  Inzisionsmethode

(Fluttert,  Dalm  &  Oitzl,  2000) eine  basale  Blutprobe  an  der  Schwanzspitze

entnommen. Im Anschluss wurde jedes Tier für 10 Minuten in Kunststoffzylindern

fixiert  und weitere  Proben nach 10,  60,  120 und 180 Minuten abgenommen. Die

Ergebnisse  zeigten,  dass  sich  die  basalen  Werte  von  ACTH  und  Cort  nicht  in

Abhängigkeit vom Alter unterschieden. Bei alten Ratten reduzierte die Behandlung

mit  Cort  jedoch  signifikant  die  basalen  Werte  beider  Hormone  im  Vergleich  zur

unbehandelten  Kontrollgruppe.  Dieser  Effekt  zeigte  sich  bei  adulten  Tieren nicht.

Nach  der  Fixierung  stieg  Corticosteron  signifikant  in  allen  Gruppen  an,  jedoch

blieben  die  Werte  der  Behandlungsgruppen  statistisch  relevant  zu  allen

Messzeitpunkten geringer als in den jeweiligen Kontrollgruppen. Für alte Tiere war

der Effekt statistisch stärker als bei adulten Tieren. Somit induzierte Cort hier eine

abgeschwächte Reaktion der HHN-Achse auf akuten Stress. ACTH zeigte in dieser

Untersuchung keine globale Veränderung nach akutem Stress oder in Abhängigkeit

der Behandlung. Aufgrund der zeitlich vorangehenden Ausschüttung von ACTH im

Vergleich  zu  Corticosteron  besteht  die  Möglichkeit,  dass  der  Höchstwert  bereits

innerhalb der ersten 10 Minuten auftrat und somit nicht gemessen wurde. Nach der

Fixation traten jedoch Alterseffekte auf, wobei alte Tiere höhere Konzentrationen von

ACTH sekretierten als adulte Ratten.

Die  hier  vorliegenden  Ergebnisse  bestätigen  die  Hypothese,  dass  seneszente

Organismen anfälliger sind für die depressogenen Effekte von Extinktion, als auch für

die Folgen einer chronischen Corticosteronbehandlung. Corticosteron verstärkte EID

in alten und adulten Tieren, hier vor  allem operationisiert  über die Abnahme von

Zielaufspürungsverhalten an der Futterluke. Dies lässt den Schluss zu, dass auch

chronischer Stress, welcher mit einer erhöhten Aktivierung der HHN-Achse einher

geht, depressives Verhalten begünstigen und EID verstärken kann. Da sowohl die

Behandlung mit Cort als auch die Extinktion bei alten Tieren stärkere Verhaltens- und
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endokrine  Effekte  erzeugte,  ist  das  Modell  der  EID  besonders  im  Rahmen

geriatrischer  Depressionen valide  und könnte  zur  Untersuchung neuer  Pharmaka

eingesetzt werden.  
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5 Zusammenfassende Diskussion

Die in dieser Dissertation durchgeführten Studien sollten einen Beitrag leisten zur

Entwicklung  neuer  Tiermodelle,  welche  zur  effizienten  Erforschung  neuer,

antidepressiv wirksamer Substanzen und Verfahren dienen können. 

Mit  zunehmender  Kenntnis  der  neurobiologischen  Grundlagen  von  Depressionen

und den beteiligten Transmittersystemen konnten bisher zahlreiche Psychopharmaka

identifiziert  werden,  welche  antidepressive  Eigenschaften  aufweisen.  Hierunter

befinden  sich  vor  allem  serotonerge  und  noradrenerge  Wiederaufnahmehemmer

sowie MAO-Hemmer. Zunehmend treten aber auch Substanzen wie etwa Ketamin in

den Vordergrund, welche nicht primär auf das monoaminerge System wirken und

speziell bei TRD eingesetzt werden (Samuels et al., 2011; Walker et al., 2012; Koike

et  al.,  2013;  Murrough  et  al.,  2013).  Eine  weiterführende  Erforschung  neuer

Pharmazeutika  ist  jedoch  indiziert,  da  es  trotz  der  großen  Auswahl  verschieden

wirksamer Antidepressiva einen therapieresistenten Patientenanteil  von etwa 30%

gibt,  welcher  bisher  noch  nicht  ausreichend  effektiv  behandelt  werden  kann

(Holsboer-Trachsler,  2006;  Fava, 2006).  Ebenfalls kommt es zunehmend zu einer

steigenden Anzahl geriatrischer Depressionen, die nicht nur durch die angestiegene

Lebenserwartung begründet ist, sondern vor allem durch die Zunahme belastender

Faktoren  im Alter  (Kraaij  et  al.,  2002;  Cairney &  Krause,  2008).  Bisher  ist  nicht

ausreichend untersucht, ob die etablierten Antidepressiva optimal abgestimmt sind

für die Behandlung geriatrischer Depressionen und die mit  der Seneszenz einher

gehenden Veränderungen von Pharmakodynamik und -kinetik (Mangoni & Jackson,

2004).  Zur  schnellen  Identifizierung antidepressiver  Wirkstoffe  wurden  Screening-

Tests im Tiermodell  entwickelt,  die zuverlässig die  antidepressiven Eigenschaften

einer Substanz vorhersagen sollen. Wie eingangs erläutert  unterliegen Screening-

Tests  und Tiermodelle  einer  Bewertung  anhand von Gütekriterien.  Diese können

sicherstellen,  dass  Modellen  und  Tests  ausreichende  Reliabilität  und  Validität

zugrunde  liegen.  Viele  Screening-Tests  können  zwar  durch  Veränderungen  im

Verhalten von Nagern die antidepressive Wirksamkeit einer Substanz im Menschen

voraussagen,  besitzen  also  prädiktive  Validität,  jedoch  mangelt  es  ihnen  an

Sensitivität und Spezifität. Zudem bilden sie oftmals nicht die auslösenden Faktoren

einer  Depression  im  Menschen  ab,  sondern  betrachten  nur  isolierte

Verhaltensweisen,  welche durch eine  Behandlung mit  Antidepressiva  modulierbar
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sind.  Ein  Tiermodell  der  Depression  sollte  jedoch  so  konzipiert  sein,  dass  auch

ätiologische  Faktoren  operationalisiert  und  manipuliert  werden  können.  Das  zu

beobachtende Verhalten sollte analog zu Symptomen der Depression im Menschen

sein  (Willner,  1984;  Willner,  1985;  Nestler  &  Hyman,  2010)  und  durch  eine

antidepressive Behandlung remittieren. 

Da  Verlusterlebnisse  und  das  Ausbleiben  von  antizipierten  Verstärkern  eine

wesentliche Rolle bei der Entstehung und Aufrechterhaltung von Depressionen im

Menschen  spielen  (Hammen,  2005),  sollte  in  den  Untersuchungen  dieser

Dissertation, aufbauend auf vorangegangenen Befunden (Huston et al., 2009), ein

Tiermodell  der  Depression  weiterentwickelt  und  validiert  werden,  welches

unkontrollierbaren  Verstärkerverlust  einer  positiven  Verstärkung  als  Ursache

depressions-ähnlicher  Verhaltensweisen  in  der  Ratte  abbildet.  Gemäß  der

aufgestellten Hypothesen wurde untersucht,  welche Verhaltensvariablen geeignete

Indikatoren einer  EID nach Extinktion von futterbelohntem Verhalten sind.  Hierfür

wurden depressions-ähnliche Verhaltensweisen wie räumlicher Rückzug, Beißen und

die Abnahme der Exploration der Futterluke identifiziert  und nachfolgend validiert.

Wenn diese Verhaltensweisen Indikatoren einer Extinktions-induzierten Depression

sind, so sollte eine Behandlung mit Antidepressiva Rückzugsverhalten reduzieren.

Hingegen sollten solche Indikatoren einer EID durch Faktoren, welche sich negativ

auf  den  Affekt  und  Depressivität  auswirken,  so  etwa  zunehmendes  Alter  und

erhöhter Stress, verschlechtert werden. Dies wurde im Rahmen der Dissertation in

drei aufeinander aufbauenden Experimenten untersucht.

In Experiment I wurde zunächst das Verhalten von männlichen Wistar-Ratten bei der

Extinktion von futterbelohntem Hebeldruckverhalten in einer operanten Kammer mit

zwei Kompartimenten betrachtet. Es konnte hierbei gezeigt werden, dass einige der

auftretenden Verhaltensweisen  als  Variablen zur  Erhebung depressions-ähnlichen

Verhaltens  geeignet  sind.  Alle  Tiere  verbrachten  erwartungsgemäß  während  der

Extinktion mehr Zeit in einem Rückzugskompartiment als während der Akquisition,

welches räumlich getrennt vom Hebel und der Futterluke ist. Hinweisend auf einen

depressiven Phänotypen zogen sich die Tiere im Laufe der Extinktion zurück und

verließen  das  operante  Kompartiment  zunehmend.  Rückzug  von  ehemals

angenehmen Aktivitäten tritt auch bei depressiven Patienten in den Vordergrund der
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Erkrankung (Ferster, 1973) und es konnte nachgewiesen werden, dass die Stärke

der Depression stark mit dem Ausmaß des Rückzugsverhaltens korreliert (Ottenbreit

& Dobson, 2004). Eine akute Vorbehandlung mit dem Trizyklikum Imipramin und dem

SSRI  Citalopram  30  Minuten  vor  jedem  Extinktionsdurchgang  hatte  signifikante

Effekte  auf  Rückzugsverhalten.  Beide  Antidepressiva  reduzierten  die

Eintrittsfrequenz in das Rückzugskompartiment. Citalopram verringerte ebenfalls die

dort  verbrachte  Zeit  während  der  Extinktion.  Beide  Antidepressiva  verringerten

zudem das Beißen des Hebels, welches als Ausdruck von Aggressivität gehäuft bei

der Extinktion von futterbelohntem Verhalten auftritt (Azrin et al., 1966; Tomie et al.,

1993). Somit kann auch diese Variable bei der Verwendung eines Operandums, wie

etwa dem Hebel, als Indikator Extinktions-induzierter Frustration bzw. Verzweiflung

betrachtet  werden.  Die  vertikale  Aktivität  im  operanten  und  im

Rückzugskompartiment  wurde  durch  die  Substanzen  im  Vergleich  zu  einer

Vehikelgruppe gemindert.  Zusammenfassend konnten in  Experiment  I  somit  erste

Belege  dafür  aufgezeigt  werden,  dass  Rückzugsverhalten  wie  auch  Beißen  als

Indikatoren speziell  des Subtypus der Extinktions-induzierten Depression geeignet

sind.  Sie  waren  sensitiv  gegenüber  trizyklischen  und  selektiv  serotonergen

Antidepressiva.  Imipramin  reduzierte  im  Vergleich  zur  Vehikelgruppe  neben  dem

Rückzugsverhalten und Beißen jedoch zusätzlich auch die Hebeldruckrate während

der Extinktion. Eine geminderte Druckrate kann als Senkung der Extinktionsresistenz

interpretiert  werden,  dies  ist  jedoch  unwahrscheinlich  in  Anbetracht  anderer

Untersuchungen,  welche  eindeutig  zeigen,  dass  Antidepressiva  die

Extinktionsresistenz erhöhen können (Flaherty, 1990; Schulz et al., 2007a; Nikiforuk

& Popik, 2009). Speziell die Effekte von Imipramin auf die vertikale Aktivität und die

Hebeldruckrate  deuten  hier  darauf  hin,  dass  die  Substanz  in  der  gewählten

Dosierung von 20mg/kg bei akuter Verabreichung eine sedierende Wirkung hat. Auch

in einer an die Extinktion anschließenden Untersuchung im Offenfeld zeigten die mit

Imipramin behandelten Tiere weniger Aktivität und Lokomotion als die Vehikelgruppe,

was unterstützt  wird durch die Befunde anderer Veröffentlichungen (Porsolt et al.,

1978; Custodio Teixeira et al., 2000). 

Die Befunde aus Experiment I ließen somit einige Aspekte noch ungeklärt und gaben

zudem  Anstoß  für  experimentelle  Modifikationen,  welche  in  Experiment  II

weiterführend untersucht wurden. Zum einen galt es, zu klären, ob die Reduktion des



5 Zusammenfassende Diskussion                                                                                    53

Rückzugsverhaltens,  Aufrichtens  und  Beißens  konfundierend  beeinflusst  wurde

durch  sedative  Effekte  der  Dosierung  von  20mg/kg,  zum  anderen  wurde  der

Behandlungsplan moduliert. In Experiment I wurden die Tiere akut 30 Minuten vor

jedem  Extinktionsdurchgang  behandelt.  Beim  Menschen  und  auch  bei  einigen

Tiermodellen zeigen sich antidepressive Effekte im Verhalten jedoch in der Regel

erst nach einer chronischen Behandlung von etwa 10-14 Tagen, was der Wirklatenz

beim Menschen entspricht (Wong & Licino, 2001). Um die zeitliche Durchführung des

Modells der Extinktions-induzierten Depression und die Verhaltensmessung effizient

zu  optimieren,  wurde  nach einer  Möglichkeit  gesucht,  das Akquisitionstraining  zu

verkürzen und die  Verhaltensvariablen zu  spezifizieren.  Die  Untersuchungen von

Ottenbreit  & Dobson (2004)  zeigen,  dass ein  starker  korrelativer  Zusammenhang

zwischen  Affekt  und  Rückzugsverhalten  bzw.  Vermeidung  besteht.  Um  das

Rückzugsverhalten von Ratten differenzierter messen zu können als über die binäre

Eintrittsfrequenz und die  Zeit  im Rückzugskompartiment,  wurde  für  Experiment  II

eine  verlängerte,  operante  Kammer  entwickelt.  Diese  ermöglichte,  den  vom

Versuchstier  eingehaltenen Abstand zur  Futterluke als  Gradienten zu bestimmen.

Zusätzlich dazu ist mit der verlängerten Kammer zeitgleich auch eine Messung der

horizontalen  Aktivität  durchführbar,  so  dass  mögliche  sedative  Effekte  einer

Substanz  bereits  vor  oder  während  der  Extinktion  offensichtlich  werden.  In

Experiment  II  erhielten  männliche Wistar-Ratten  ein  Akquisitionstraining  mit  freier

Verstärkergabe in einem fixen Intervall von 90 Sekunden. Auf die Anwendung eines

Operandums wurde hierbei verzichtet, so dass die Akquisition bereits nach 5 Tagen

aufgrund  der  leichter  erlernbaren  Kontingenz  zwischen  Hinweislicht  und

Verstärkergabe  abgeschlossen  werden  konnte.  Im  Gegensatz  zu  Experiment  I

erfolgte  eine  chronische  Behandlung  mit  Citalopram  oder  dem  Trizyklikum

Clomipramin für die Dauer von insgesamt 14 Tagen. Die Dosierung war zweistufig

bei  jeweils  7.5 und 10mg/kg festgelegt  um sedierende Effekte zu vermeiden und

Dosis-Wirkungs-Effekte zu untersuchen. Innerhalb der 5-tägigen Extinktion zeigten

die unbehandelten Tiere ein depressives Verhaltensprofil. Der mittlere Abstand zur

Futterluke stieg signifikant an und die Tiere verbrachten mehr Zeit in der hintersten

Zone der verlängerten Kammer. Auch Zielsuchverhalten an der Futterluke, welches

hier  erstmalig  erhoben  wurde,  nahm  aufgrund  des  Rückzugs  stetig  ab.  Die

unbehandelten Tiere bildeten somit hypothesenkonform Rückzugsverhalten im Sinne
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einer  Depression  aus.  Die  Versuchsgruppen,  welche  vor  Beginn  der  Extinktion

bereits für neun Tage eine Behandlung mit Antidepressiva erhalten hatten, zeigten

diese  Verhaltensweisen  stark  abgeschwächt  oder  erst  zu  einem  verzögerten

Zeitpunkt  im  Laufe  der  Extinktion.  Sowohl  Citalopram  als  auch  Clomipramin

reduzierten  den  Abstand  zur  Futterluke.  Clomipramin  verkürzte  in  beiden

Dosierungen die Verweildauer im hinteren Teil der Kammer. Die behandelten Tiere

zeigten  zudem  signifikant  mehr  Zielaufspürungsverhalten  im  Gegensatz  zur

Kontrollgruppe,  was auf  eine erhöhte Extinktionsresistenz hindeutet.  Auch andere

Antidepressiva  wie  Fluoxetin,  Desipramin  und  Imipramin  erhöhen  die

Extinktionsresistenz in operanten Verfahren (O´Donnell & Seiden, 1983; Schulz et

al., 2007a; Nikiforuk & Popik, 2009). Ein eindeutiger Dosis-Wirkungs-Effekt trat nicht

ein.  Beide  Dosierungen,  sowohl  7.5  als  auch  10mg/kg,  hatten  ähnlich  starken

Einfluss  auf  das  depressions-ähnliche  Verhalten  der  Tiere.  Keines  der  beiden

Antidepressiva  war  in  seiner  Wirksamkeit  deutlich  überlegen.  Sedierende  Effekte

traten im Vergleich  zu  Experiment  I  aufgrund der  niedrigeren Dosierung und der

chronischen Applikation nicht auf (Kugelberg, Apelqvist & Bengtsson, 2002). Sowohl

die  horizontale  als  auch  die  vertikale  Aktivität  unterschieden  sich  zwischen  den

Gruppen nicht, so dass die in Experiment II gefundenen Effekte auf die Indikatoren

depressiven Verhaltens nicht auf Veränderungen der Lokomotion rückführbar sind.

Wie auch zuvor in Experiment I unterlagen die Parameter, welche die Performanz

der operanten Aufgabe messen,  einer typischen Extinktionskurve.  Die Anzahl  der

Lichtschrankendurchbrüche nahm in allen Gruppen über die Extinktion hinweg ab,

während  die  Latenz  zwischen  dem  Hinweislicht  und  dem  nächsten

Lichtschrankendurchbruch  stetig  zunahm.  Die  Tiere  schauten  insgesamt  seltener

und  mit  größerer  Latenz  nach  der  angekündigten  Futterbelohnung.  Keines  der

beiden  Antidepressiva  beeinflusste  die  Latenz  und  die  Anzahl  der

Lichtschrankendurchbrüche.  Die  Extinktionsresistenz  wurde  innerhalb  dieser

Parameter  somit  nicht  durch  die  chronische  Behandlung  mit  Citalopram  und

Clomipramin moduliert. Dieses Ergebnis ist jedoch auch relevant für die Validität des

Modells. Bei der Extinktion von erlerntem Verhalten ist es notwendig, dass die Tiere

die  veränderte  Kontingenz  zwischen  dem  Hinweislicht  und  der  nicht  mehr

auftretenden  Futterbelohnung  erlernen.  Nur  durch  dieses  Erlernen  kommt  es  zu

Extinktionskurven in Performanzparametern und schließlich zu einem Unterlassen
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des Verhaltens, welches vormals zu der Futterbelohnung geführt hat. Die Tatsache,

dass  die  Tiere  nach  einer  chronischen  Behandlung  mit  Antidepressiva   mehr

Zielsuchverhalten  zeigen  als  eine  unbehandelte  Kontrollgruppe  und  weniger

Rückzugsverhalten ausbilden, könnte somit auch interpretiert werden als mangelnde

Lernleistung der veränderten Kontingenz. Somit würde es sich hier um eine kognitive

Beeinträchtigung anstelle von antidepressivem Verhalten handeln. Zur Entkräftigung

dieser  Argumentation  sind  die  Befunde  zur  Latenz  und  den

Lichtschrankendurchbrüchen  von  besonderer  Bedeutung.  Da  es  sich  um

Lernparameter  handelt,  sollten  sich  diese  im  Rahmen  einer  kognitiven

Beeinträchtigung  durch  Antidepressiva  ebenfalls  verändern.  Die  Latenz  wäre  in

diesem  Fall  geringer  als  in  der  Kontrollgruppe  und  die  Anzahl  der

Lichtschrankendurchbrüche  in  der  Futterluke  höher.  Veränderungen  dieser

Parameter  aufgrund  einer  Behandlung  konnten  weder  in  Experiment  II  noch  in

Experiment  III  gefunden  werden,  so  dass  eine  Beeinflussung  kognitiver  Maße

unwahrscheinlich  ist.  Neben  anderen  Untersuchungen  konnten  auch  Liljequist,

Linnoila  &  Mattila  (1974)  keine  Beeinträchtigung  von  Lernleistungen  aufgrund

chronischer  Behandlung  mit  Antidepressiva,  hier  Imipramin,  finden.  Die

Abschwächung von Rückzugsverhalten deutet stattdessen auf eine Modulation von

depressivem Verhalten nach unerwartetem, unkontrollierbaren Verstärkerentzug hin. 

Beißen trat in Experiment II und III als Folge des veränderten Verstärkerplans mit

Verzicht auf einen Hebel nur äußerst selten auf. Aufgrund des Bodeneffektes ließen

sich  keine  Behandlungseffekte  nachweisen.  Es  zeigte  sich  allerdings,  dass  die

prozentuale  Dauer  des  Beißens  der  Futterluke  über  den  Verlauf  mehrerer

Extinktionsdurchgänge hinweg anstieg, zumal die Tiere zunehmend weniger Zeit an

der  Futterluke  verbrachten.  Unter  Verwendung  eines  Operandums  oder  bei  der

Darbietung  anderer  Objekte  kann  Beißverhalten  jedoch  als  Indikator  für

extinktionsbedingte, depressive Frustration herangezogen werden (Weinstein, 1982;

Tomie et al.,  1993). Neben Frustration und Depressivität  führt operante Extinktion

auch  zu  erhöhter  Ängstlichkeit  im  Menschen  und  Versuchstier,  so  dass

Depressionen und Angststörungen häufig komorbid auftreten (Lenze, 2003). Deshalb

wurde  in  Experiment  II  nach  Abschluss  der  Extinktion  eine  Untersuchung  im

Offenfeld  angeschlossen.  Zusätzlich  zu  den  Behandlungsgruppen  und  der

Kontrollgruppe  wurde  auch  eine  experimentell  naive  Gruppe  getestet  um  rein
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extinktions-bedingte Unterschiede in der Ängstlichkeit zu betrachten. Es zeigte sich,

dass unbehandelte Tiere nach der Extinktion weniger Zeit im Zentrum des Offenfelds

verbrachten  als  experimentell  naive  Tiere,  was  auf  eine  erhöhte  Ängstlichkeit

hindeutet. Im Vergleich dazu hielten sich die mit Citalopram behandelten Tiere länger

im Zentrum auf als die Vehikelgruppe. SSRIs haben anxiolytische Eigenschaften und

werden daher  oftmals  bei  Angststörungen oder  gemischten ängstlich-depressiven

Krankheitsbildern eingesetzt (Prut & Belzung, 2003). Auch in dieser Untersuchung

reduzierten sie extinktions-bedingte Ängstlichkeit. Clomipramin hingegen hatte hier

keine Effekte auf die Zentrumszeit.

In  Experiment  II  konnte  somit  gezeigt  werden,  dass  der  mittlere  Abstand  zur

Futterluke,  Zielaufspürung  und  der  Aufenthalt  in  einer  entfernten  Rückzugszone

valide  Indikatoren  von  Rückzugsverhalten  im  Sinne  einer  EID  sind.  Wie  durch

Modelle aus dem Humanbereich bekräftigt, führt ein unerwarteter, unkontrollierbarer

Verstärkerverlust  bzw.  ein  Mangel  an  alternativen  Verstärkern  zu  Depressivität

(Lewinsohn, 1973; 1974; Ferster 1973). Die hierbei untersuchten Verhaltensmarker

in  der  Ratte  reagierten  sensitiv  auf  eine  Behandlung  mit  Citalopram  und

Clomipramin. Depressives Verhalten wurde in den anfänglichen Extinktionsphasen

signifikant  reduziert.  Zudem  konnte  ausgeschlossen  werden,  dass  diese  Effekte

Artefakte  sind  und nicht  auf  einer  substanzinduzierten  Sedierung oder  kognitiven

Beeinträchtigung  der  Tiere  beruhen.  Abschließend  blieb  noch  ungeklärt,  ob  sich

zusätzliche Stressoren und depressogene Faktoren potenzierend im Modell der EID

auswirken. Wie zu Beginn erläutert, entsteht eine Depression nicht primär aus einem

singulären  Verlusterlebnis  heraus,  sondern  vor  allem  bei  einer  Häufung  solcher

Verluste,  mangelnden  Verhaltensalternativen  und  einer  Dauerbelastung  durch

Stress, bzw. Stresshormone. Chronischer Stress ist ein prädisponierender Faktor für

die  Genese  von  Depressionen  (Pollak,  Rey  &  Moje,  2010).  Besonders  ältere

Menschen sind  von  dieser  Konstellation  aus gehäuftem Verlusterleben und einer

gesteigerten  Aktivität  der  HHN-Achse  betroffen.  Die  Tatsache,  dass  mit  der

Seneszenz auch eine reduzierte Verhaltensvariabilität und ein Defizit an natürlichen

Verstärkerquellen  einher  geht,  macht  alte  Menschen  im  Speziellen  anfälliger  für

Depressionen  auf  Basis  von  Verstärkerverlust  und  Extinktion.  Daher  sollte  in

Experiment  III  untersucht  werden,  ob  chronischer  Stress  in  Form  einer

Corticosteronbehandlung  die  Genese  einer  EID  beschleunigt  bzw.  das  Ausmaß
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verschlechtert.  Die chronische Verabreichung von Corticosteron induziert in vielen

Screening-Tests einen depressiven Phänotypen bei Nagern (z.B. Gourley & Taylor,

2009; Sterner & Kalynchuk, 2010). Zudem wurden adulte als auch alte Tiere getestet

um  der  Frage  nachzugehen,  ob  Extinktion  und  Corticosteron  sich  im  alten

Organismus stärker auf depressions-ähnliches Verhalten auswirken als im adulten

Organismus.  Wie  zuvor  in  Experiment  II  wurde  ein  Verstärkerplan  mit  freier

Verabreichung  der  Futterbelohnung  diesmal  in  einem  festen  Intervall  von  30

Sekunden  angewandt.  Nach  einem  mehrtägigen  Akquisitionstraining  wurden  die

Tiere  unter  weiterem,  aufrechterhaltenden Training für  23  Tage mit  Corticosteron

oder  normalem  Trinkwasser  behandelt  bis  zur  Extinktionsphase.  Alle  Gruppen

bildeten  während  der  Extinktion  depressives  Verhalten  gemäß  des  Modells  aus,

sowohl  alte  als  auch  adulte,  behandelte  und  unbehandelte  Tiere.  Innerhalb  der

Extinktion zeigten sich jedoch wesentliche Gruppenunterschiede in  den Variablen

des Rückzugsverhaltens. Der Distanzgradient zur Futterluke, dem ehemaligen Ort

der  Belohnung,  nahm  sowohl  bei  adulten  als  auch  alten  Tieren  zu  Beginn  der

Extinktion innerhalb der Behandlungsgruppen stärker zu als in den Kontrollgruppen.

Zielaufspürung war  in  dieser  Untersuchung der  sensitivste  aller  Indikatoren einer

EID. Im Laufe der Extinktion nahmen die Dauer und Frequenz in allen Gruppen stark

ab,  die  Tiere  waren  seltener  in  Kontakt  mit  der  vormals  bevorzugten  Futterluke.

Jedoch  zeigten  sich  während  der  Extinktion  sowohl  Alters-  als  auch

Behandlungseffekte. Adulte Tiere betrieben mehr und auch länger Zielaufspürung an

der  Futterluke als  alte  Tiere.  Zudem zeigte  sich  ein  statistischer  Trend für  einen

Einfluss  der  Behandlung.  Corticosteron  reduzierte  in  beiden  Alterskohorten  die

Frequenz und Dauer der Zielaufspürung. Bei  alten Tieren tendenziell  an vier  von

fünf, bei adulten Tieren tendenziell an einem von insgesamt fünf Extinktionstagen.

Auch  Signalaufspürung,  die  Blicke  und  das  Aufrichten  zum  Hinweislicht-  nahm

aufgrund  der  Corticosteronbehandlung  in  beiden  Altersgruppen  ab.  Die

Corticosteronbehandlung hatte in Experiment III jedoch keinen Einfluss auf die in der

Rückzugszone der verlängerten Kammer verbrachten Zeit.  Die Ergebnisse deuten

darauf hin, dass alte Tiere erwartungsgemäß stärker anfällig sind für EID als adulte

Tiere  und dass sich  EID bei  alten Tieren durch eine  chronische Behandlung mit

Corticosteron zusätzlich stärker  verschlechtert.  Der  Distanzgradient  zur  Futterluke
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und die Abnahme von Zielaufspürungsverhalten waren bei  alten Tieren durch die

chronische Behandlung mit Cort stärker ausgeprägt. 

Wie auch in Experiment II und in vergleichbaren Studien zeigte sich hier kein Einfluss

der Behandlung auf die horizontale Aktivität   (Brotto,  Gorzalka & Barr, 2001),  die

Latenz oder die Anzahl der Lichtschrankendurchbrüche in der Futterluke, so dass

Alternativerklärungen zur Erhöhung des Rückzugsverhaltens innerhalb der Extinktion

unwahrscheinlich sind. Andere Studien zeigen, dass Corticosteron bei chronischer

Verabreichung  das  Erlernen  einer  belohnten  Aufgabe  erschwert  (Gourley  et  al.,

2008a; 2008b). Diese Befunde stützen Untersuchungen im Humanbereich, welche

darauf hindeuten, dass Belohnungslernen bei depressiven Patienten beeinträchtigt

ist.  Neben einer geringeren Aktivität  des mesolimbischen, dopaminergen Systems

(Pizzagalli  et  al.,  2005;  2009)  könnte auch eine Überaktivität  der HHN-Achse mit

erhöhten Cortisolspiegeln ursächlich für diese Beeinträchtigung sein. Das Erlernen

der veränderten Kontingenz innerhalb der Extinktion war in Experiment III weder bei

adulten noch bei alten Tieren beeinträchtigt. Die Extinktionsresistenz wurde durch die

Corticosteronbehandlung nicht moduliert, jedoch zeigten alte Tiere in der Extinktion

eine  signifikant  größere  Latenz  und  eine  niedrigere  Anzahl  an

Lichtschrankendurchbrüchen als adulte Tiere. Dieser Befund könnte Indikator einer

verringerten  Extinktionsresistenz  im  Alter  sein,  was  durch  eine  Reihe  anderer

Studien unterstützt wird (Schulz et al., 2004; Andrzejewski, Schochet, Feit, Harris,

McKee & Kelley, 2011). Zudem zeigten alte Tiere mehr Verhalten im Sinne einer EID

als  adulte  Tiere,  so dass diese Ergebnisse die  Hypothese  bekräftigen,  dass EID

altersabhängig  wahrscheinlicher  auftritt  und  aufgrund  einer  verringerten

Extinktionsresistenz  verstärkt  ist.  Die  in  Experiment  III  durchgeführten

Blutuntersuchungen  konnten  aufzeigen,  dass  neben  dem  depressivem  Verhalten

auch die Aktivität der HHN-Achse bei alten Tieren stärker beeinträchtigt war aufgrund

der Behandlung mit Corticosteron. Die Basiswerte von endogenem ACTH und Cort

unterschieden  sich  entgegen  der  Befunde  anderer  Untersuchungen  nicht  in

Abhängigkeit des Alters  (Tang & Phillips, 1978; Sapolsky et al., 1986), jedoch ist es

möglich,  dass  sich  Altersunterschiede  zuverlässig  erst  mit  höherem  Alter  >22

Monaten  nachweisen  lassen  (Sapolsky  et  al.,  1983;  1986).  In  der

Behandlungsgruppe  der  alten  Tiere  waren  signifikant  niedrigere  Basalwerte  von

ACTH und Cort nachweisbar als in der Kontrollgruppe. Für adulte Tiere zeigte sich



5 Zusammenfassende Diskussion                                                                                    59

dieser Effekt nicht. Nach der akuten Fixation für 10 Minuten stiegen in allen Gruppen

die Plasmakonzentrationen von endogenem Cort  signifikant  an. Die Ausschüttung

war  bei  alten  Tieren  in  der  Behandlungsgruppe  jedoch  über  die  Dauer  von  drei

Stunden  deutlich  reduziert  im  Vergleich  zur  Kontrollgruppe.  Bei  adulten  Tieren

zeichnete sich dies nur tendenziell ab, was darauf hinweist, dass mit dem Alter die

Anpassung an chronische Stressexposition zunehmend nachlässt. Speziell bei den

alten Tieren führte die Behandlung mit Cort zu einer Inhibition der HHN-Achse mit

abgeschwächter  Reagibilität  auf  einen  akuten  Stressor  (Young,  Kwak  &  Kottak,

1995;  Johnson,  Fournier  &  Kalynchuk,  2006).  Die  Plasmaspiegel  von  ACTH

veränderten sich nicht durch akuten Stress oder in Abhängigkeit der Behandlung,

jedoch  zeigten  sich  nach  akutem  Stress  die  erwarteten  Alterseffekte.  Alte  Tiere

sekretierten mehr ACTH als adulte Tiere, vermutlich aufgrund einer altersbedingten

Beeinträchtigung  des  negativen  Feedbackmechanismus  der  HHN-Achse  (Riegle,

1973; Sapolsky et al., 1983).

Zusammenfassend können aus den Experimenten und Befunden dieser Dissertation

wesentliche Aussagen zur Validität und Anwendbarkeit des Modells der Extinktions-

induzierten Depression nach positiver Verstärkung getroffen werden. Im Hinblick auf

die  initialen  Fragestellungen  konnte  gezeigt  werden,  dass  der  Entzug  einer

erwarteten Belohnung analog zu Befunden der Extinktion negativer Verstärkung zu

Extinktions-induzierter  Depressivität  führt.  Als valide Verhaltensindikatoren wurden

der Distanzgradient zur Futterluke, die Abnahme von Zielaufspürung, der Rückzug in

ein entferntes Rückzugskompartiment und das Beißen des Hebels identifiziert. Die

verlängerte operante Kammer und die Anwendung von freien Verstärkerplänen ohne

Hebeldruckraten stellen ein einfaches, schnell erlernbares Tiermodell zur Verfügung,

mit  dem neben operanten Variablen und depressivem Verhalten auch horizontale

und  vertikale  Aktivität  gemessen  werden  können.  Anhand  verschiedener

Verstärkerpläne  wurde  sowohl  für  adulte  als  auch  alte  Tiere  gezeigt,  dass  es

während der Extinktion von positiv verstärktem Verhalten zu räumlichem Rückzug

und  vermehrtem  Beißen  der  vormals  bevorzugten  Futterluke  kommt.  Alle  der

identifizierten  Verhaltensweisen  zeigen  eine  große  inhaltliche  Nähe  zu  sozialem

Rückzug und Vermeidungsverhalten,  welches  bei  depressiven  Patienten mangels

verfügbarer  Verstärkung  und  alternativen  Verhaltensweisen  zur  Erlangung  von

Verstärkung auftritt.  Die chronische Behandlung mit  dem Trizyklikum Clomipramin
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und dem SSRI Citalopram reduzierte alle Verhaltensmaße von Rückzugsverhalten

während  der  initialen  Extinktion.  Dem  Modell  liegt  somit  Konstruktvalidität  und

prädiktive  Validität  zugrunde  (Willner,  1984;  Pollack  et  al.,  2010).  Hingegen

verstärkte  die  chronische  Behandlung  mit  Corticosteron,  welche  die  Folgen  von

chronischem  Stress  auf  den  Organismus  nachstellt,  hypothesenkonform  die

Indikatoren depressiven Verhaltens. Alte Tiere zeigten als Folge der Extinktion und

aufgrund geringerer  Extinktionsresistenz stärkere  Verhaltensänderungen im Sinne

einer  EID  als  adulte  Tiere.  Sie  konnten  sich  zudem  schlechter  an  die

Corticosteronbehandlung anpassen, was zu verstärktem depressiven Verhalten und

einer  Beeinträchtigung  der  Funktionalität  der  HHN-Achse  führte.  Da  sich  das

beschriebene  Tiermodell  und  die  gemessenen  Verhaltensindikatoren  als  sensitiv

gegenüber zunehmendem Alter und der chronischen Behandlung mit Corticosteron

erwiesen haben, kann dies ein Anhaltspunkt dafür sein, EID speziell zur Erforschung

geriatrischer und therapieresistenter Depressionen einzusetzen. Für beide Subtypen

der Depression gibt es bisher wenig spezifische Psychopharmaka. Eine Testung von

Ketamin, das in vielen Humanstudien eine gute Wirksamkeit bei TRD aufweist,  in

klassischen  Screening-Tests  und  Tiermodellen  jedoch  vermeintlich  wirkungslos

erscheint, könnte zukünftig weiteren Aufschluss darüber geben, ob mit dem Modell

neue antidepressive Substanzen detektiert werden können. 
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Antidepressants  reduce  extinction-induced  withdrawal  and  biting

behaviors: a model for depressive-like behavior. Neuroscience, 210, 249-

257.

Impact Faktor: 3.122

Eigenanteil: 10%

2. Komorowski M, Huston JP, Klingenhegel I, Paulat J, Sackers J, Topic B

(2012)  Distance  from  source  of  reward  as  a  marker  for  extinction-

induced "despair": modulation by the antidepressants clomipramine and

citalopram. Neuroscience, 223, 152-162.

Impact Faktor: 3.122

Eigenanteil: 80%

3. Komorowski M, Huston JP, Lamounier-Zepter V, Topic B (2013) Chronic

corticosterone  treatment  enhances  extinction-induced  despair  and

impairs HPA-axis activity in aged and adult rats. Submitted, 2013.

Eigenanteil: 80%
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FOPS_EMJIXFMGLMFMEMLIYOPHFIHM\PRXQIGMREZISGORMWHMF
FISGGHMIG\MSG��LMIYPORISJMPUGLMPWMHISGJLI\EMHIFIJPSFMlXMSJMPUMVGOSJGOPS�GPTMGLMHNOGLHMIHOSTISREOGOSTEMLIYOPHF�\IZFMHYMIFXFMUXQ\MIFXHMFUPHGLMGMFGOSTPUISGORMWHMFFISGGHMIG\MSGF�m ghng ������XEQOFLMR EZ�QFMYOMH�GR��QQHOTLGFHMFMHYMR��MZNPHRF�RMWHMFFOPS�MVGOSJGOPS�PWMHISGEMLIYOPH�RM
FWIOH�O\OWHI\OSM�JOGIQPWHI\�opqrstuvwqxvvrqvyzv{x||zvwpxz}vxsuxrq{twp~qz{z|r��rvtwt�xqxts�rquxqv�qx{zq~v���x{tsvrpsy�����yv�upzvwpx|rvvr�x��|r��xswy�zqwsxqy�qtxs~vyzs~pxz|wpyzqxzvvrutzwx~{twpwpxqtv��rqwpxrsvxwr��z�rq~x�qxvvt�x ~tvrq~xq������rqqx�tx{vxx�z��xsy������xvv|xqy�������px�ztsv���wr�vzqxz~x�qxvvx~�rr~y|r{~qt�xy|rvvr�tswxqxvwzs~�|xzv�qxypr�x|xvvsxvvy�xx|ts�vr���t|wrq{rqwp|xvvsxvvyv�tut~z|tswxswtrsvyz�rt~zsuxyzs~z�twzwx~}xpz�trq��t�xswpxt��rqwzsuxr�|rvvyrq|zu�r�qxts�rquxqvtswpxxwtr|r��r�p��zsu|tstuz|~x�qxvvtrsy{xpz�x}x��swrts�xvwt�zwxwpx�rvvt}t|tw�r�~x�x|r�ts�zszst�z|�r~x|�rqx�wtsuwtrs�ts~�ux~~xv�ztq�~x�qxvvtrs�|t�x}xpz�trq��stwtz||�{xx��|r�x~x�wtsuwtrsr�sx�zwt�x|�qxts�rqux~}xpz�trqtswpxvxzqup�rq}xpz�trqz|zs~�p�vtr|r�tuz|�zq�xqvr�x�wtsuwtrs�ts~�ux~�~xv�ztq��vxx��vwrsxwz|�y����y�rqqx�tx{�� �xut¡uz||�y{x�r�s~wpzwx�wtsuwtrsr�v�uuxvv��|xvuz�xtswpx�rqqtv{zwxq�z¢x{zvzuur���zstx~}�}xpz�trqvz�tswr~x�qxvvtrsyv�upzvzsts�uqxzvxtst��r}t|tw�� up�|¢xwz|�y����y����zy}�wpzwurqqx|zwx~{twp�xzv�qxvr�zs�txw�� up�|¢xwz|�y����}�zs~{zvzwwxs�zwx~}�upqrstuzswt~x�qxvvzswwqxzw�xsw� up�|¢xwz|�y����z���px~xv�ztq�|t�x}xpz�trqz|vrurq�qx|zwx~{twpupzs�xvts�p�vtr|r�tuz|�zqz�xwxqvwpzwzqx{x||��sr{s}tr�zq�xqv�rq~x�qxvvtrs� up�t~wxwz|�y�����ytsu|�~ts�upzs�xvts�rsrz�tsxsx�qrwqzsv�twwxqv� up�|¢xwz|�y������r�tuxwz|�y���£}�ysx�qrwqr�ptsv��r�tuxwz|�y���£z�yzs~p��rwpz|z��v��tw�twzq��z~qxsz|z�tv��¤¥��qx|zwx~vwqxvv�zq�xqv��r�tuxwz|�y���£}��¥|wpr��psx�zwt�xqxts�rqux�xswvzqxzst��rqwzswur���rsxswr�p��zs|t�xywpx|rvvr��rvtwt�xqxts�ruxqv�z�}xx¦�z||�z�xqvt�x��p�vy{xvxwr�wwrvxzqup�rq}xpz�trqvwpzw{xqxx�twwx~~�qts�wpxur�qvxr�r�xqzswx�wtsuwtrszvzqxv�|wr�wpx{twp~qz{z|r�x��xuwx~z��xwtwt�xqxts��rqux�xswzs~�t�pwvxq�xzv�zq�xqv�rq�~xv�ztq��¥|�wpr��ptwtv{x||xvwz}|tvpx~wpzwwpxx�wtsuwtrsr�tsvwq���xswz|}xpz�trqrqwpxqx~�uwtrstswpx�z�stw�~xr�wpxqxts�rquxqtvz�xqvt�xwrwpxrq�zstv�zs~tvzuur��zstx~}�}xpz�trqvts~tuzwt�xr��z��qxvvtrs��¥¢qtsxwz|�y��§§�y��q�vwqzwtrs��¤z�tstzs~ ��~|x�y�����yzs~ �vwqxvv��orr�xqxwz|�y������z{zvz�tzs~�{zvz�ty�����ywpxqxpzv}xxssrvxqtr�vzwwx��wwrqx|zwxwpxx��xuwvr�r�xqzswx�wtsuwtrswr�~xv�ztq�rq�~x�qxvvtrsy�zs~ursvx¦�xsw|�ywpxqxtvsrz�zt|z}|xzst�z|�r~x|�rqx�wtsuwtrs�ts~�ux~~x�qxvvtrs�|t�x}xpz�trqv��t�xswpzwx�wtsuwtrsr�z��xwtwt�x}xpz�trqtvz�xqvt�xwrwpxrq�zstv�y{xp��rwpxvt¢x~wpzwwpx{twppr|~ts�r�qx{zq~vpr�|~|xz~wrz�rt~zsuxr�yrqyxvuz�x�qr�wpxvtwxrqvr�quxr�wpxqxts�rquxq��rzvvxvvz�rt~zsux}x�pz�trqy{xzwwzupx~zvxurs~ur��zqw�xsw~x�rt~r�|x�xqzs~�xx~xqwrwpxr�xqzswupz�}xqyvrwpzw~�qts�wpxx�wtsuwtrswqtz|vwpxzst�z|vpz~wpx�uprtux�wrxtwpxqqx��ztstswpxur��zqw�xsw{pxqxwpx�rr~�x||xwv{xqxörqqxv�rs~ts�z�wprq��x|©ª�����������§£§���z�©ª�������£��������«��zt|z~~qxvv©��vwrs¬�st�~�xvvx|~rq��~x�­�¤���vwrs��®̄ "̄�()'!)$ -°¥±²³¥yzsz|�vtvr��zqtzsux��¤¥yp��rwpz|z��v��tw�twzq��z~qxsz|���y�z�rq~x�qxvvt�x~tvrq~xq�+�,"$-.)� .�������������́����µ�§��������¶µ§���·�����̧¹²�¤�}|tvpx~}�«|vx�txq�w~�¥||qt�pwvqxvxq�x~�������§���sx�qrvutxsux������������ ���



�����������������	��
�������
�����
�����
�������	
���		�����������������������
�������
����������
�
��������
����	�
����������������������������	�	�		�������
��
�����
���������	������	��
��
�����������	�����
�������������������
���
��	�
���	�����������	����������
��		��
��������
������
����
������������
�
����
��		�
�����	�������
����
����
����
� ����
�	���������������������	�����������
����
�����	�!���
����	�"�������������
	�������	�
���
�������#�������	
���$��
��		��
������������������������
��������
����
�����	��	�������%�����
�
����
��		�
��������
��!���
�������������
�����
��		�
��������
�	�����������	�������
��������������	��������������
�����	�������	����
��������
����	�
��������
������	
�
��
�������������������
�����
��
��
���
��������
���
���������������	������������
��������
����
�����	�&'(&)*+&,-./()01&23)&4456789:;<��
��
�=������!�	������	�����
���������>
����?������������@
����	�����AB		�����������	���<����������CDE��FG�HIJ ���������

�
��������
�����
�	�<���
����	�������	���
����
	��%���
J������
����	��
��K����������	��LC�������MLC�����#	�������������	�����NMOO>J �<�������������
��������D���	�����������
����
�����
�����
������
�<�
������	��
��������������
�����	��	����

������
����
�����������
L����������
���������	��
�����<���
����	���������������������
�����
���������������
��������
���������
PC�
�QER����������������
��������
����
��������������
�������
�����
	�����������	��������
������
���
���	�	�������
��S>TUK>VMWSC�LXVYC�EPD�Z[O�OD �!������	����������������<����
�����
�	������������������
����������
��	�������
PMOO>J�
�DMOO\J�>
����	��������������������
���������
����� ���LO���	�����������������������
�����
�		��������
���	���������������
�����
�������
	����������	�����������������������
�����
����>����
�����
�	���������������
�������
�������
��

����������]����
>
����\��������
 �̂����"��#	��������
�AB		������ �<����
�����
���
��������	����	����	�
���������
���"�
�	������
��
��	�
����
����
��������
����	� 2_5̀;>������
�������
�		��
��
���������������������
����
��		�
����
����
� �LO�LL�A�������T�T����������Da�����
"S���V�"�
�
��D�
��
�
���
���������������D�SG��A����������
� 
��
��V�LO�LL���������Da�����
"S���V�"�
�
��������������bH�����>�������]�����
� �����	��������	�����
�
���
��#��
�������������
����c�
������̂�
����#�]����
� ��	�

�����
���	���CO��$#���������		���
��������
����
��		�
�d��#�������	�
�����
�	������\���������LQQObc���
������COOEbef�	������COLO �����	��	��
��	�����������������	������������������� �
�����
�
���
�����
������
�
�
g�����
��������L��$#��&hi8_jk8l:mn;9o8p5n8>
����	������	����
���H#�

��������LN���	������
�	�		��

�������	��
����LD��
�<���������
�	��������
�
%����U? CE�������������������	��
��
���������	�����	��?H< ���
�������A����	��	��
������
�	������
	�������
���LG�
���	����������GO��
��������	��
��
�������	��
�����<����������������
����	����
�������	#��	���������������������	�����������

��������AKA������������������
�	�����
���	�	�������
����	��������
��������������
���
�����
	�<���

�����	��	����
�������XOR����
��	������
���������������4qjll8_6rhsj:osj:op_msmn9omk68_tuuvwvxyz{ <���
����	������	������LD��
��������
������
���
���������������	��
������
?���L�<������	�CQ�D|CP�D|CG�D��b���������	�����	�	����c�������
�
�	�����
�	�@H> �������������������

�����������

���LX|LC�D|Q�� ����������
��	����<��
	����
������
������
�����
�	��	
�		��������
�����������
�����
�������������	�����}��

���������������
���
��������
��
�����
������
����������	��������	�
����
�����������	��
�	�		��
�L��� ��
������
�������
����������������C��|G�D�� ��	���
����
���������G���������<������������	������������
���� ����
�	����
�����������������
����������������������������"�
����������
�����	�E��|G�� ��	
�������G���������>����������	����������
�������
����������	������������	��
������
���������������������������������������
��		�
��<����������	���	�������
����
����������	
��		���<���
������������		���
���������	�����������	
�
	�����������������
����������������������	��������������������
�
��
�����������
��		���������������������
���
�������
���	���
��������������������� �
�����~j̀���H��������
���
�������������������������
�����
���
���	��
�	��������������������
�	������������������������
����CO��$#� ������
����
��CO��$#� � ��\�a�	��
�����$T����	���
��CLO�COLC CEQdCDNCDO



����������	
�����
����
�
�
������	
���������������
������
������	
����������������������������
�	��
���
�	������������ ����
����
����
�������������	������������!������������������
�
�������������
"���
#$%&'()$'*��
����
��
�+����������
��
 ���,-�
��	�������"���
�����
��������������
����
�������./�������������
0
����"��1�����������������"������������������1���������2�34������5/������������������������6��������6�������7��1���"������
��������
������"���
����
���������"��	
��
��
�������������	���
���������������������
���
��������������"���������"��
�����.-�
������
����
��
�+����������
������.8�����,-
���
�����	����
�����"��1���������	����	
�
���	������
����9�����	�
�������
��
��
:���
��	��������������������"��
�
���	
�����"�������
�

�
�����
������
�����
���
��	����
���������
������"��1��������
��
����������������������	���������;�����
����;,-��<=��>?@A���
����
�;,-��<=��>?BA"������;.��<=��>?@
0 ��������
 :���������
��.CD.B���"��1������������������������������������ ����������	����
�
����������������������������1
���������	�������
��
�������
�+��������
7��
"���
�
�
�����
 �����"��1���������
��
������1����������	���
����
���
���������������
������
������	
����������������������������
��������
����������+�����
�����
�����������
�����"�����
���"�����������������
"������1E���
��������������"���������
���������������������
����������
�����
���������
�	���
���������������
������������������������	�����
	
���
����	���
���������������
��
�����
��
����
������������"�����������
9�5
/����	
�����������������
4����
������
�
�
������������
��������
����
�����������
"����	
��
����
���
��� �������
��������
������F��������	�����
��"������
������
:��
���
��	������������������	�����
	
�����
������
�
��������
���
���� ���������	
�����������������
�
�����
GHIJKILM��+�
���� �@-N@-NC-����������
���������5-1O����������	
�����
�
�����E����
���� 
B�� ���������C�� ����������
���
���
��	�������"���
�����
������������������ ���E������./���
����
�����"������
��"����������<��	�����������
����
���
����	����
����+�����
�����
��������������������
�����
��+���������	���
��������
��
�����
�����
����
���������"�������0���!���������	
��C
.�P������O
������������P������
����
QRSRTURTVU����
�
	���� �������
���
��
����
��
��������������
��W�0X�
��
������
�
�
�����	
���������������6��O ��
���1����.Y
�
�
��������=�����1�� ����	���
�
��9�����	�1	
�����
�����
������P:!��	�������
���������
��������
�����
������
����
�������
�������	����������
�����	����	
������	������������������Z������������������
���������	���"������
�����
��������������������"���
O����"������
�
�
�����������������������������������X
������������������������������������D�����������������	
�����
���
���������
������������������
�������	���1���������
����������������
��	����
�������������������1	
��P:!�
���������������������
�����
�����
�
���� ���:4
��4��	���
�
��9��"�
���1	
��P:!������	����������������������
�����
������
������	����	�1�
����
�#1"
�������	-
-/	
�����������������
������
��������E�
��
[\Q]̂ _QQ̀TJJIabcd����
������"��1�������������
���������
�+�����������������
��.D.,����4��
,�
�������
�����
������P:!��"����������
��.D.,���	��
�����E�
����������������e,
C�CB
@?B.
C5B�#f-
--.�������������
������e,�.@?-
.@B�#g-
-/�������N���
������e5�CB
@?-
.Y@�#g-
-/�
������� �����������������
��.CD.B�������	
�
 �����E�
���
�� ������������ �e.
8� C-
5?,@
./�#f-
--.�����
������e,�.@?5
,Y.�#?-
-C,��
�	���
�
������
��������	�������
�����
������eC
Y�C-
5?5
@.,�#?-
--@�������
����
����������
���
���������
������"��1�����������������
�����������
�������������1hTijkjX�
��W�0X��
������"���������<���������
�+����������
��.D.,�
��� ����������
��.CD.B�
!���"������A�������
����
�A�X�������
����Al#f-
-/"�
�����
����
 m
6
n�������
�
<P�����������,.-�,-.,�,58D,/B ,/.



�����������������	��
��
�
���	
������
��������
�
�����
�����	���

���������	��
��������������������
����������
�
�
�� ������

���������	��
�������
�
��	��
�����������������������
������	�
�����
�
�����
���������	�����������!"#�$"����
�������
�
�
��	�!��������	��
�����������
�����	�!�%&�'� %(�)�)(% �����%)���	%*�'� %(�)��%* �����%+��,����
��������
��	�!�����
������	 �
��
�
���	
������
����������	
���������������������
������������
�
����
����	���
�������������	�!%&�������+���		�!%*������%� 
�	

��
�������������������������
����	��
�
����
�����������	��
�����
�
�
������������-���)��./012345/60273483/02/920:61595;<:57=316>12/?3@02/<02A/B C�����������������
��
�������
��	�����
��������������C
��& ����� ����������	��������"#�$"�����	��
��
�
�������
����
���'* (*�*�D& ����������	����������'� %(�%&�(+ �E� ��%� �����
�����
�
������
��'+ (*���D() �-���)��F�����
G�������������!
��	�	�
��
�
���	
������
���������
�
�����
����E����%���������

�������� ���������
�������	�
��������

���������	�����H��� 	��
��������
�
��
����
��� �������������������������	����
��	�����
��������������������������
������������H����������
��
�
�����
�����
�����
�������
�����
��	�����
�����������'��& &I�����*)% �-���)���	��
�����
�
���'*�( &I���%�%D* �-���)� ������
�����
��������������'� %(�)�%+* �����%+��H��������
G���������������!�������		
������
������������

�����������	
�����������������%��"�	��

��	
�C
��&��
���� �����
����������	�
��

������������������
��
�����
��	�����
������
������	�
�����

���������	
�������� J3512/?=3:5K2A1B H���������
��
�
�������
�������������'� %(�)*�&%) �E� ��%������������������
���
�����������
������	��
�����
�
�
���C
��*���H��������
G�����������������	���������	
������
���

����	�������
�
����
����E����%���������

�����������E����%���	���

���������	�����H����������
��
�
�������
����
���'��*& &+�DD���+*& �-���)���	��
�����
�
���'*�D &+�DD�%�)*� �-���)��H������
��

������!�
������	����
��������
��������
�
�����
�������
�����������
����������C
��*���������
�
��	��
��
�
�������
�������������'� %(�)&�%*D �E����%� ��

�����
��
�
�������������
	��������������������������������
G������ �E����%
����� 
������"		
�
�����! � �
��
�
�������
����
���'* (*���+%( �����&����	��
�����
�
������
��'+ (*���I(� �����%%��������	�,����
��������
��	�!�����
������	 ���"#�$"�������	��
���������������
�����������
�
�
��	�!�����'� %(LD�D(D ����M������ ��		
������
�������������������	�
���������
	�������������	���
�������������������	���������
��	�!��
�
����
��N����M�����O

��������N����M����%��H���������	���������"#�$"!
��	�	��
��
�
�����
�����
��������������'� %(��D�% �E����%�
��
����
�����������������
���
�����
��	�����
������ ����������
���'* (*�%�D*D �-���)���	��
�����
�
������
��'+ (*�%��I% �-���)O���C
��*
��"�
�����
����������	�
��
�
����
����

�������������	���������
�����
��	�����
������
������	�
�����

���������	�����������
G������ �����E����%��C�����	����
��������
��������
�
�����
�������
� ��� �
��	�����
�������C
��*	� ��� �������	���������"#�$"�������	��
��
�
�������
���������������'� %)�%D�&(D �E����%��P������������������	
�����	�
��
�
����!�������

��
��������������
G���QRSTUTV����WXYV����������������
����	����
�������
�����
��	�����
�������������
����������
�
�
���H���
�����
������	��
�
��������Z�����
��
�����
��	�����
�����������
�������
��	����
���$�� ���

��O[\H 

��������O\V\ 
�
����
��O]]�E���%���

�������� ^̂ �E���%���
�
����
��� _�F�̀ ����������a#�����

��
��%����%���*Db�)I�)�



������������	�
���
�����������������	��	�
�������
����	���������������� ���!���"��	�����
�	������
��������������� ���!��#�
�$�������	��%�����	�	&���	�����$&"	"������������	��"����%
���
�����%%����'$��	�����"$���	��������	����"�	���&���	�����	��"����%
���
��
�$%"���
�
�%
$%���"�()*)+,-./01)234 5�"�&	
��"	�6	��!������&����"7����$���589:5��;��%�"��	��	�
�������
��������7�������
�������'$��
<�������������������=���""$���	������������!!=��������������%%����	��	�
�������
����	���������������������������"$���	����
	�	��
���;	���5�	��%�������"�	��
	��%�&����&�����
>$���������'$��
<?������@"$���	��?����������	�	&7���	������'$��
<?�������@"$���	��?�������������"%���
	�	��
���;	������
�����%�����6����� �$�
����
	�	�� 
�$������ ��&����"7����$���589:5��	%�"����;��%������
����	�������������!�� ���!������$&A�	��	�����
�	���	�� ���'$��
<�������������� ���!���""$���	�������������B�� ���!��CDEFGEHI6�����"���������&��7��%"�J&��	����������
%�������7��<589:5��;��%�"�	��	�
�����	�����
���������7����������'$��
<�������=�����������!���""$���	���������=�����������!�������	���K	��%�&���7�>$�����?������������%%��	�	&���	��7�>$�����?��������������"��	��%������"%���������������
�����%�����>$���	��������	���������������
���������������$&�
��&���"�	�����
�����%���$&�������=������
	��%�7&�����"�������������	�	&���	�����$&�����	�	&7���	��7������"������;�"�����%��%<�589:5?���������==�������B@>$�����?������B���"�������"	����
���������
�����%��589:5?���������B��������B@>$�7����?������B�������������"	������
��	�;�%�
	�<�>$�����?� ���!���""	����
���;�"�>$�����?� ���!�LMNOPOQ����RSTQ�����$�
������"�
��	���&�������	������$�
�	�����	���&���	�����&�����
���
���
��$�
������"�"��	���&�������	������$�
�	�����	���&���	�����	��"����%
���
���;�����
�$������J�	�
�	���:���;��	
%�@KU��
	��%�&���@UQU�	�	&���	��@VV������;��
	��%�&����WW������;��	�	&���	��� X�Y�Z$�������%�[8�$���
	��
������������B\�!= �!�



������� �������	�
 ���	����	
����	��
 	��
	����������
������	�����������������
	�������	��
	����������������
������� !"#�$$%�&"'�''�(�������
��	����������
��������
������ !"��$#)�&*'�'%(�+������	�	�,�������	��
��	���
�	��
���������������	��
����������	�����	��
�����
���	
�������
�
�������	���,����������&"'�'' (���������������������	���,
��������������
���
��	�����-������.&*'�'%(�/�
��	�
���������������������
�������������	����	
����	��
	�
�������	��
	�����
���.&*'�'%0
��	����.&*'�'%(��������
������������������
���1������������	�����	����� !2��3)!�	��&4'� �#(�56789776:;<������������������
,�	���	�����������	�������	��
������=�������������
����������
����������������������=����	������	�����	�����	�����
���������	�
	�>�������=�����������
���
?
���������@��?
���	���@<��
	A������������������
,	����	�����
��������	�	��������������������	�	���
�	���
�,���������	�����	�
����
�	�	����	�����	�
��	������	�������������	�����	��
�,	���
������	�����	�
����B������
���������������������
�	���
�����	
�	������	�
����	��������	�	��
	�
�
�����
���	��C
������������>���� �	�������	�	���
�	�,�������
�	�	������	����������=�����
���	�
����������DEFGHIJKJLMJNOEHJPQR���
����
����	��
����
����	��	��������
�	�	����	�������	��������	���,	������
�,	���
������	�����	�
�������
	�����	��
�����'
�C>��
���	
��������	����	
�����������
���	�

	
�������������������������
�	�	���
�	��
��������
	������	�����������������
���	�
����
���
�������	�
������������
����	
��	�=���,�S���
���	����''T(	�
��	���	�,
���
 ��S-������
������������� $T3(�?<��
������������	�	�����������	
��������
��������	����������	��>��
���	������,������
����	������	����	���
	���	�
���	��	������,����@B���
�	�	����
	�	�����������	������	���������	���,
����������	���������������	�
	���
������	�����	��
����	���
���	���
	������>����	�������
����������	�����������������	�
-�������'')(�/>������ $%3(����
��	�?�������������	��	���
�������������������
��������	�	,���
���>�,��������U	�������������	�
���	������������
�����	����	������@���
	����	��������������
�������
�	�	���	
����������,�����������	��
	��
	��������������	���,
�����
�����������VEWXYXS�	��Z/[S(�	(��
�����	�
��(
��	������������	�	������������
���������������	����	
�������������������=��������������������0\]<����	����	
0]S]��
���	
���0̂&_'�'%������	����	
�̂ &̂_'�' ������	����	
�̀`&_'�' ����
���	
����aJbLRcXd��	������������������
������������
	�
�	��Z/[S�������
 ������� \��	����	
��'
�C>�( ]
���	
�����'
�C>�(-���	���
���
��
( )T�#�$'Z)$ � $ ))T$� TZ�)'�!) �T$$�'3Z)#T�)�̂^̂�������,��
C�( %��TZ'�%% )�$#Z'��T 3�  Z'�%)̂^̂e�	����
��	������(  )!�%3Z�'�% !#�T)Z T�%$̂ )%� 3Z #�3%̂^̂��
�������	����� T'�''Z  �3) 3!��$ZT�T ̂ �3�''Z!�T!̂^̂f���
���
��	������( T#�%'Z� � T T)�T)Z $�!'  )�'3Z� � T��
���������
���� $�%'Z ��$ !�%TZ � $%  �#3Z ��$̂^̂g���������
��	������( 3$�3TZ)T�$# )!�% Z))�)�  !!�#3Z)T�$#��
�����1����������  T�''Z3��T �3�#!Z3�'3  )�!TZ3��T&̂_'�'%������	����	
�̂^̂&_'�' ����
���	
����h�+�i�������	��C������������� '��' �(�)$j�%T�%)



�����������	�
���
���	���	�
���������	����	����������������	�	������	�����	�����	��	

��������
�
�����	�����	�	���
	������	�	��	
���	�	����������������
�	������	
��	��������	
�	������	������������������	������
	��	�
�����	����	���������������	���������������������	 ��
�����������
�������	
�
������	��	

�����	���	����������		��������������
�	���	��������	�	�����	���	
�	����	�	���������	���	����	
�������
��������	��
!�
������	���	������	�������	�������	���	��������������		��������������
���	�	�
��	�����	��	

�����������
�������
��������
���	��
���	����	�������	���	���	��
"�������
�	�
����	
�������	��������		�
����������������������������������	������������� ��
��	��	�
	��	��
����	����
����	���	����������	��������������

#$%$&'()*+,$-./����������
�	���
���������	��	���	���	���	��������	��������������		��������������

0�	����	�����������
�		�
�������	���������	�������	

��	����	�	���������������

�	��	

1��	���2����	�345678�	����	��������	������	����	
���
	���	�	������	��	��
�����������	����	��������������
�����	��������������
���	����
���
������������	�
9��	��
����������
�	��:�����	��
	���	������������	�����������������31����	���
�45;;8������

��� ����	�
�������	

��	�	
���
	
������	���������3<	������=��	�45>?8����
�����	����	�	����	

�������
�������	

��	�	������
���������
�	��:�
������
	���������
�	���	�	�	�
������	����������31����	���@����	��45A? @����	�	���
�45A?8�������
��	�	����������	�������	

��	�	������
���	������������	���������3����		���
�4557 
		B���	����/��	��45AC�����	���	�������	�	��
�	��	
8
�D��
�������	��������	��������
����
������		����
��	�	��
��	�	��	���������	�����������	�
���	��	

�����	�����	
���

���	
�����������	������
����������	�����
��	������	�	����
E+%)-F.)GH-&I$&'J*-.$K-&%+L+&I,).%$M+L+M%$,$%N��	�������	���	��������	��������	��	

���
���	22O!���������� �����	��������������	��	

������������	�����	��	�������	:�
�	��������������
��	���	���������������	������������������
����:�������	���	���	���	���	�	����	

���������	���������
1���������	����������		��	���������:�
������	�	���	���	�	��
��	��	�
	���	
�
����	����	�������������
���	���	��������	����
������	���	���	�����	�	�����������������	�	�����
����	����	���	���	���	�	����	

���
!�
��������������	���	�������
��	:�����������	���������	���	��	�������
���������	���������� ����������	�	�
����	���
����	
���������	��	������������	�������
2	�����		��	��
�����������	�������������������������	�:	�����	�		��	����	���
����	
�
�������	�������������	�����
��	���	
39��
���	���
�45>A /�
������	��	���	���
�C???8
1�������		��������������
�����	��	�:	�����	�������������	��	�������
����������	������������
����
����	���	����	����������	������	��	

�	������	������
 ��	�������	��	��������������	��
�	����	��	�	��	
���
	
��	����������
������	�������	�	����	�����
P	���
	���������	�	��	�
	�����������������	�	���3����������	�	����	

���������	����������	����	
�������������������	����	��:	����������8����
�����	�����	��	
�
����	��	���������������	���	���	�	����	����
������	���	����������	�	�

P��������������������������	�	���	��	������������������	��	�:	�������	��	���������	���
�	���
����	������������������	��
O	������	��������
�		��	���	���	�����������3/���	���		���
�455?8
O��
	���	

�������	�
	
���	��������������������	���	�:	����
�
���	�����	��	�	�
������	������		�	���	�����
���	3P�������2����������C??6����
		���	�	���
�45558
D����	����	�������	�
	���	���������������
��
�����������	����������	�
���	��	

���3Q��O�	�	�	���
�455? 2������	���
�4555 2�����	���
�C?4?8�����
��
��		�
�������	��R�	��	��������	��	
�
�����	���	��3Q��O�	�	����B	������455?8
D��	������	����������	�	���	��	��������������39���	���
�455?8
2�������������	��	�:	�����	�������	������������	��	
�������	��	���	����������	�	�
������
�������	��	����������������	�������	�	�
����		�	���	�����
���	32�����	���
�C??>�8
P����
���	���S��	
3C??58���������C?��T������������ 
����	

	��	����������	������������	��������	
���

�	���������R��	��	��������������	���	������
����	����	��	�����	��	�:	�����	�	�
P����
���	���S��	
3C??58�	����
����	���
����	
����	��	������	��	��	�����C?��T������������
1����	���������������R�	��	
����
����	���	�������	
��	��
��	
�����
����	�	����������������
�������	
���
���
�����R�	��	�������������	�����3<��	��	��	���
�C??C8
U)&).+LI$GMVGG$-&��	���������������	��	���������������	��	
������
	�	�����������	
���	������	W����
���	����	3�	��	�	���=�
���	���
�C??58
!���

����������		�������������		
���	�	
���
	�	
���	���������������������
���	����	��������	��	

�����	���	��32�����	���
�C??>�8
��	���	
�	�������������	��
���	������	�������������	���	����	��
���
����	���	�����P@XD����	�����������	��������������
�������
���
	������	���W@3�����	���
�C??A�8���������������

�����������	�	�
��	�������������������	������	�
����������	������
��=91����
�����	�	�
�
�	��	

��	�����	��
3�����	���
�C??A�8
P	���
		�������������
����	���	������	��	�������
��
���
��

	����	������	�����	��	

��	
������
3	
�
�	
�	����������	��	����

���	��������	��
������������������	��������
8��	����
	��	�	����	��

������������	�	��������������	�����	�	����������	���
Y����	�����	��
�
����		��	��
���	�������

��������	���	������������
��������������	�	�
3�����	��	�
		9��������@���	��455>8
D��	�����	�D���	���	���
345>58������������	
���������7CZ���[Z
����
	
��������	�������	�
	�����������������������
����/���	�	���
345>48�	����	�����	��������������	�����	�	�������	���	�	���	��������
�	���	�	�	�
���

����S
9
=�
���	���
TX	���
��	��	C4?3C?4C8C[5\C6> C66



���������������	
����
�����������
�������������������
�����
�����������������������
�������������
������������������������������������������	����� 	!��������������
������������������������

�������"����������"������������
����������
���������#������"�$�������������
������% �������������������&���������
����������	�	�'�����������������
��� ����������"����(
���������������������������������������(���������
��������������������������������������������������������"���������&���	)�����
����������������������������������������&������&�������������������������������
�������(����"���������*�&�����+��"����%,-.���������&���/����������������0 	1����(�������������������(�������������������"�����"����(������"���������������������������"���������
�������(����"�������������������������&������&�������������������&������������	2��
��������
��
������������������������
����������������&����"���
������������"������������������������3������������������������������������������������������&������&���"�������������������������������������������������������	�������������&�(����"��
����(
���������
�����������������"���
�������������#���(�������"��(������&��������������������������
�����&��������(
����(���"�������	456789:;<=>;7?@ABCD@@?E<F9G@@EHH8I?;<JF?C;K;I>G7LG?D87G:M5D;75;N8E7<G?D87=IG7?OEPQRSTUVTW?C;X;@;GI5CBIGD7D7=KI8EHKYZQPPVTWG7<G=IG7?[I8>L\]X̂ LV\X4L\B_̀Ma8b;IcdedNQZ\fZQQPghBC;GE?C8I@?CG76eIhMI;iD5[8I587@?IE5?D7=?C;9D?C<IG9G:5CG>J;Ihjklkjkmnko)�����������p��!��%,� q�����������p�
���������������������������������
���	���������/������/�����rs�tur�	)p���$v�v���������!!�v����2��%-- q����������������������(����	wq
�)���/����%s�%�u��x	/���)��������)����0 ���������������&������&�����������������������������������������
�������	$�������/��"����!���%s-t0ut�-	/����)�y��&������!+1����0 z���"���������������
�����������������
���(��p�"����������1���������&���������������&����(�����������	�������/����,xsr,tur%-	/���������/!�w����y!����% �����������������0(v
����
�����������
������������(�
���#������������������������������������������{0t/|}-w����	���������/������ /����%xs�%xu��r	{��������~)*��������q�y�����)*��%%� ����(�����$��)����
�������������"�����������������������'��������"����������"����(��������
����������������������	/����/����!��r%s�,tu�%0	{�����*��*������|�|�����y��%t� ����������������������(�������
�������"��������������
�����"�������������	�������/����-s�-�u�-r	{����w2���|�����2�w��yv�2��������w{���������v�����/!������q������)�
�����y)�|����z����x $���
���
�����(��#����������������
�������������
�������������������������������������������
��������"�����	����$���)���y��~y)���s,�,-u,�%�	{�������
�������!����������v�*�����2*����� /������������������������������������
�������������������
(��p���������������	���������/������/����xs0t�u0t-	 ����p��!�)�����������������%,� q���������������������"�����������
���������������������������
���	�������/�����xs�ux	2������{/��%tr )����������������������
�������	)���������,s,0tu,t�	2�������{2�
�������/�������$��%t% �
��#���"������������������&�����&���������"����������&�������������������������	)�w�������%�sr,0ux��	*�&��2v�+��"��v���%,- )"�����������
�������������
�����(������������������������"�����	{��������"����������	)���*������������xrs��tu��r	v�����{����0 y����������
�������	)���!��{�����������s�%rur�%	v�����w��y����p��
�
��/����% 
�&����������������������������(����������
���s���������������
����������������(���	w$�����
�������-s���%u��r-	+�&�����+�z&�����
��%%t {����������������������������������������&�����
����������	|���y��-�s�t��u�t�,	+����w2�v����2��%t� )�����������(���������������������(�����������
����&���������	wq
�)���/�����xs�0ru�-x	+������!{��%%t 
����������������������������������
�������	)���!���������x,s�%�u��x	+����"���2{�)
��3����*�/��������2����� q���������������������
������������������������
���
������
����������
��(#���"��������������	���������
������%�sr�rur��	|�&����������%tx )"����������

���������
�������	z�s
��
�������������
�������s������
�����������������������2�������!w�+��p������ �

�0tu�,0	$�&����s1����	|�����
)�{�����y��%,� )����������������"�������������
��������������������	$�������/��"����!��-s�0urt	�������|�+������q�y����y�1���){�����t 
�������������
"��&����������������������������
�������������(�����������
��	/����!��
���x0s�0�u�-�	$��������)���
�������% )�����
����������������������
�����������������&������	q��$����
�����
���������%sx�ux,	�����"����$����"���+y����x )�������������
�������s�����������������������������("�����������������������	/����!��
���x�s�%rur�r	��
����!�������!
��%%t {����3�����������
��������&�����������	!��*��������������s�t0u�%t	����z)�������*q�+���{��������!)�v���wy�/�����*!��%%� $��������
�����������
������(�����������
�����������������&�� ����s��������������������������������������������������
����	w���������q�

����0�s%%tu���0	���������!��{q������2w����� !���������������
���������������s������������������������& ����������	)�����x�s�0�u�-x	�������!��)����*�/�����$�w��������%t, /������������
���������s)��&����������������������
�����������������	q��w���������xtsrt%ur%�	!���*��y��������!/�+�����
!�2����*!�+�
�p�����2�!������!������������� $���������������"���������������������������������������������������������������s2��������

������$��)�����&
���������������������������������������(
��������/����!��/���,�s0,0u0,%	y������v��y������!{������!y����� 2���������"�������������
�������s�����������������������
����
���������	$����
��(���
�����������r-s�rt0u�r%x	y����p��/�����"���
q�v�����w�����t� q���������(�����������
���������&������p����
��������"��������������s���������������� ������
����������������	$����"���|���� ���,ts-�xu-rx	y����p��v�����w��/�����"���
q�
�
��/����t" ����
�����������"����������������������&������p�s�����������
&��������������������������������������	$����"���|�������,tsr�%ur�r	y����p�������������v���2)����� {����������
������������(��������������
����������������������"����������������(w	�	v���������	}$������������������� �x%u�0t�0-



���������	
 ��
�������������������������������� �������� ��!"
��#$%&���"
%��!��#�!��'���%(�����)*��  +�,-���"����	����"���������������
�.������#������������"
���"��"��	"�����������/�����������������������������0������������1�����������������2����2��+��!3�����
4 ���5��!"���"� ��� 
���� ��
�'������. 6��3���"�������!���3��&�%������$
%4���/����4%�"7��3,7%8
��/)%
�������9%!������4)�������������//�������"�����������������������	"
���"�������
�'������00�"���0��0�"���������"����������/'������/�������)*
����"��,-�&
���2����+��+5�&
���7�%�:����7*%(�����)*%!"
.�����/;<=������(�/
'�������.���"��'��������'����'�����������
�'������%�
����"���/�	"����������"
���"��������������������"���"�����+���5�� &�����%7������;%=�/���97��������/���'�"�������������.��������!	����.������"���������/�������/�����/!	����������������
�
�'����55��5��&���"
%(�����)*%������3�'�<%8
�!=%��
������(%!"
��#$��  2��,-���"����	����"��>�������?���/������������������3������������
�����0������"����-���
����"�����������	������������� �5���5�@�&���"
%���#��!%���A���7%(�����)*%��!��#�!��'�����  2��$�00�����������"�������������-���"����	����"�������������/�	�����������������������
�
����
�����"	���������	��������-����������"
���"���������������������"
�����52���2��5��B��;��#��(%�������
,���� �,00�"���0���"
������"���/����
���
�'�����������"
��������0��0�"���������"����#�������*
����"��&
��+C�����+�DEFFGHIGJKLMGNOPQORLSKLTDEUQVWQNWGXYWVYGLLMGNOPQORLSKLT)�*�(����������Z������"���"��� �� ����+���5C �5C



���������	
��
�	��
�	�
�	������	��	�
	��������
�����������������	����
������
�������������	���������
���	�������������
�	�����
�
	

������������
���������������������������������	�������
����� !�"#$"%�&'()$"'*+�,"$-.)� .�/0�) ").&10�) �12 )(�"-)!3$#4,5--�*6$"#/2 )(�"-)!'5!--!"78/9:;;<4,5--�*6$"#/=�">' 3�?@ABCDAE�F@GCHB�BFICAFJKHALJBCKCI?FLCMHNB@CBFDNO�ONP@QOGANO@NROCSNBJFGBF@@HNPT��UCPJDCP?FC@DBH?FJANCIN@@NBC?@FPDFNRRNBOFBBFKCBJHPVFMFPA@��WAHPDAHNPNRPFVCAHMFIQBFHPRNBDFJF@DCGF?FLCMHNBHPALF�NBBH@
CAFB�CXFLC@?FFP@LNKPANHPJYDFJF@GCHB�IHZF?FLCMHNB��PFKCPHOCIONJFINRJFGBF@@HMF�IHZF?FLCMHNBH@?C@FJNPALFFWAHPDAHNPNRGN@HAHMFIQBFHPRNBDFJ?FLCMHNB�KLHDLKC@@LNKPANHPJYDF@GCAHCICMNHJCPDFNRALFRNBOFB@NYBDFNRBFKCBJCPJ?HAHPVNRALFNGFBCPJYO��BFCAOFPAKHALCPAHJFGBF@@CPA@CAAFPYCAFJALF@FFWAHPDAHNP�HPJYDFJ?FLCMHNB@�@YVVF@AHPVALCAALFQBF[FDACJFGBF@@HMF�IHZF@ACAF��FBFKFGBF@FPACOFALNJNINVHDCIMCBHCAHNPNRALH@JFGBF@@HNPONJFI�
FFOGINQFJCP FINPVCAFJ NGFBCPADLCO?FBBCALFBALCPCAKN�DNOGCBAOFPAGBNDFJYBFKHALALFHPAFPAANF@AC?IH@LC[NKHPVVBCJHFPANRKHALJBCKCIRBNOALF@NYBDFNRBFKCBJ�BCALFBALCPCPCII�NB�PNPF?HPCBQOFC@YBF��YBALFBONBF�HP@AFCJNRFOGINQHPVFWAHPDAHNPNRIFMFB�GBF@@HPV ?FLCMHNB�KF CGGIHFJ C DYFJ \WFJ�AHOFRNNJ�JFIHMFBQ @DLFJYIF��HWAQ CJYIAOCIF 
H@ACB BCA@T]^_̀aVBNYGUKFBFABCHPFJANBFDFHMFCRNNJBFKCBJCRAFBCGGFCBCPDF NRC DYF�IHVLAT\WFJ HPAFBMCIbc@UHP CPFINPVCAFJ�ZHPPFB�?NWNRd̀ DOIFPVAL��BHNBANFWAHPDAHNP�ALFCPHOCI@KFBFABFCAFJRNBbJCQ@KHALFHALFBd�eNB_cOVaZVNRALFABHDQDIHDCPAHJFGBF@@CPADINOHGBCOHPF�d�eNB_cOVaZVNRALF@FIFDAHMF@FBNANPHPBFYGACZFHPLH?HANBT��	�UDHACINGBCONBMFLHDIF��Y?@FfYFPAAF@AHPVHPCPNGFP\FIJKC@DCBBHFJNYAANHPMF@AHVCAFGNAFPAHCIFgFDA@NRALFCPAHJFGBF@@CPA@NPINDNONANB�CPJCPWHFAQ�IHZF?FLCMHNB��PNMFBCIIHPDBFC@FHPJH@ACPDFRBNOALFRFFJFBCPJ?HAHPV?FLCMHNBKC@RNYPJNMFBALFDNYB@FNRALFFWAHPDAHNPABHCI@��NAL�DHACINGBCOCPJDINOHGBCOHPFJFDBFC@FJALFJH@ACPDFRBNOALFGFIIFARFFJFBJYBHPVALFHPHAHCIFWAHPDAHNPABHCI@DNO�GCBFJANALFMFLHDIF�ABFCAFJVBNYG��LFCAAFPYCAHNPNRKHAL�JBCKCI?FLCMHNB?Q ALF CPAHJFGBF@@CPA@ @YGGNBA@ ALFLQGNALF@H@ ALCACMNHJCPDFaKHALJBCKCI?FLCMHNB JYBHPVFWAHPDAHNPABHCI@DCP@FBMFC@COCBZFBRNBFWAHPDAHNP�HPJYDFJJFGBF@@HNPCPJ@YVVF@A@ALFYAHIHAQNRALH@GCBCJHVO C@CBNJFPAONJFINRJFGBF@@HNP�h c̀_̀ ��	
��Y?IH@LFJ?Q�I@FMHFB�AJ��IIBHVLA@BF@FBMFJ� �FQKNBJ@�JFGBF@@HNPONJFI�FWAHPDAHNP�JF@GCHB�CPAHJF�GBF@@CPA@�@HVPABCDZHPV�VNCIABCDZHPV����	
�����
�ijklmnopmoqqrlstiuvrqwxjmjwyomrzon{|}~�yr�jwylmrj�w�~qyomql�q|}pyl}qjsnoyrl�l�roq�rsw�~nrs��oo�rs�ql�noqpjrm�xo�p�oqqsoqqjsnj�lrnjswo��ryxnmj�j��ml}qlwrj�qry~jyrlsqt�ryywxos oyj�������v��o�rsqlxst����vmo�jyonyxlqoq|}pyl}qylyxo�lqql�mors�lmwomqrso�om|nj|�r�o��xrwxrq�~myxomosxjswonjqiupml�moqqoq�ur}rsrqxonql~mwoql�mors�lmwo}osy�q~wxjqpjmysomqxrp�o}p�l|}osy��mrosnqxrpq�xoj�yx jsnlyxomqjmowl}}ls�|l{qom�onrspjyrosyqq~�omrs��ml}iutqooijz~mo�����lm�j}}os������lmmo�ro�v�jsn pml{j{�| wlsymr{~yo yl yxo rswmojqrs� mjyo l�nopmoqqrlsjsnjsxonlsrjrso�nom�|x~}jsqt�m~wo�������mjjrkoyj�������v���lrnjswojsn�ryxnmj�j�{oxj�rlmqjmowosymj�q|}pyl}ql�nopmoqqrlst�omqyom�����vjsnwlmmo�jyo�ryxryqqo�omry|t�yyos{moryjsnul{qos�����v��xo�ryxnmj�j�lm�lqql��lm}ommors�lmwrs�qyr}~�jyrls�ojnq yl �o�yrswyrls�l��ojmson {oxj�rlm��xrwx rqwlsqrnomonyl{oqymoqq�~��~swlsyml��j{�ojsnj�omqr�oyllm�jsrq}qt�jprsrjsnu~n�o|�������jmmjsnijm�l~�����v��xonoqpjrmjsnjml~qj�moq~�yrs��ml}o�yrswyrlsjmol�yosjwwl}pjsron{|j��moqqr�o{oxj�rlmt�zmrsoyj�����  ��~ywxrsqlsoyj����� ���mslsojsnujsyzom�����ujsyzomoyj���������jq�o��oyj�������v�jsnrswmojqonjwyr�ry|l�yxoqymoqq¡mo�jyonx|plyxj�j}~q¡pry~ryjm|¡jnmosj�t���vj�rqt¢ll�omoyj��������¢looyj���������j�jqj�rjsn£�jqj�r��������j�o�oyj�������v�¤o�omolm�ls�oprqlnoql�qymoqqjsn���lqq���osomj��|pmowonooprqlnoql�iut�j}}os�����v���yxl~�xo�rqyrs�jsr}j�}lno�q}r}rwyxoo}lyrlsj�qyjyol�xo�p�oqqsoqqjsnq~mmosnomn~mrs�iut�r��som����������v�yxomorqjsoon�lmjsr}j�}lno�q�lmnoprwyrs� noqpjrm�j�lrnjswo jsn qpjyrj��ryxnmj�j�{oxj�rlmyxjyq~pomqonoqyxoj{qoswojsn�ryxxl�nrs�l�o�powyonmo�jmnq��oxj�o�lm}om�|rsymln~wonyxowlswopyl�o�yrswyrls¡rsn~won noqpjrm�nopmoqqr�o¡�r�o{oxj�rlmtqoo�~qylsoyj��������lmmo�ro�vjsn�rsj¥mqyjppmljwx�rs�oqyr�jyon{oxj�rlmj�yomo�yrswyrlsl�so�jyr�o mors�lmwo}osy toqwjpo {oxj�rlm lsyl jp�jy�lm}vrsyxoilmmrq�jyomijzo�£syxoqoqy~nroq�o�yrswyrls rswmojqon yxo yr}o yxjyjsr}j�q qposyr}}l{r�ors�jyomt¤wx~�zoyj��������¤wx~�zoyj�������j�{v�£}}l{r�ry|rqwlsqrnomonyl{oj}jm�oml���� ¡�������¦� ���h����£�§���~{�rqxon{|̈ �qo�rom�yn����mr�xyqmoqom�on�xyyp©��n��nlr�lm�������� �k�so~mlqwroswo���������� ��¢lmmoqplsnrs�j~yxlm��o�©ª��¡���¡��� � ���j�©ª��¡���¡���¡�����¡̈}jr�jnnmoqqoq©�~qyls«~sr¡n~oqqo�nlm��no���§«~sr¡n~oqqo�¡nlm��not¬����~qylsv�­®®"�()'!)$ -̄ �°�±��jsj�|qrql��jmrjswo�����x|plyxj�j}~q¡pry~ryjm|¡jnmosj��iu�}jklmnopmoqqrls������pos�ro�n�oqy�§�̈ �moqrqyjswoylo�yrswyrls�¤̈ i�qyjsnjmnommlml�yxo}ojs�¤¤§£�qomlylsrsmo~pyj�orsxr{rylm�+�,"$-.)� .����t����v���²� � ���



����������	�
������
����
�������	���
�����
���	����

�������� �������������
�� �����	 
��� 
�

����
��
�
��������������	
���
�
���
���
�

� 
����
�������!��"�� 	���
��� ���#
���
������	���	��������
$��
	�����
�	�$���������
�	����

��

���
���
��
�	�
��������� ����%�
����&''����(����	 ��

�
�� �#
��
����������
$ ��	�
�����$��$��
��
�����$�))	�
����**���
�������
�	��
�	�+����
���
���
����#��
$��
������,��	����������
���#��	
�������
�	����
��%�� ����%�
����&''����-�����

��
��	��	�������#
���
�������
�����%��
������
�
����	
����,���
������
��
��	��
�
$��
�������������
����	.��������
����	�����
��
��
������������
�"�����
����&''�����	��
�������
��������	�����	�����
���������
���/012���	����������
����
���1324"�����
����&''�������
�����
���
���$��
��
�

��
�#
���
���������	
��	����

��������

�
��5��
�	����� ��
� 
�� �����
���� �� ��
�
���������������
��	�

��

���
��������5���������	6�����&'������
�
��

��

����
�����������	���� �#
���
������	���	 	�
���� ��
�	 �� ��
�
���������������
	�����	���� ���	�����	�6�

���
����&'�&��7��$��
��
�%�	
��
��
�	���������
��
������������		������#
���
�������	
�����
�������������������� 	����

�������� 

�
������� ����	 ��
��
�
���
���
�	����

��

���
���
�2��
��
�����
��������$�	� ���������#
��
��
������
�	
��
����	�����������������	�	�����������
�	��������� 
��
�������
�������		������#
���
����"��
���$���� ��
�	����

��
���������� �
 �����
 
��
����
���
���
��������
���������
���  8(���
���������	���	��
�����
�������������������������	
������������
���
��	
���
���
��
����
�	���������������	���
���
��

��
���������
��$
�����
���
���
���#
���
������	���		����

����(�
�����
��


�	$�����
��#�����
���
���
$����
�	��������������
����������#
���
������	���		�
�����7�����
��
��������

�	$���
�	�
���������
���
�������
��
���$������	
����

�����
$
����
������������������
�	�������
���
�������������$�	��������
�	������
�����������	��
������ ���
������
���	�

�������	���
���� 
��
�������
�������������-�
����������
��������

�	$�������	�
���
�	��
����������

�������������	�����$�	��������

������		������$������	�����	���,#�	�
���
���	����-�����
����
���
�	��
�
����
�	����

��

��
������� ������������������������$	�����
��,������
�����9��
�
�����	
��������

��������#
���
��������	�/�
�����������	����
�	
����	
�� 
����� ��������������
����	 ������
 ��
����
���		�����
���#
���
���
����
�-���
���� �����
����������
����
���
��
�
�����	�
��$4/����
��������������		�
������$����

���
�	
����
�����������������������

����	
����������

�
�
�

�����

����������
�����#
���
���
����
��	
�	�
���������
���
��
� ������
��
 ��� 
��
�
��� 
� ��
�	����

��

���
���
�
��2������
����&''����������������
������	�����
�����������������7��$��
��
�%�	
��
��
�	����

��

���
���
����	 	�����
� 
�� ����	�

����������

���
����
�����	����%���	����� �#
���
�����
������
�
������������	��������
���
�����
���
�����
�����	
��$�:;<:=>?:@ABC<=DE:FG=:HHIJKLMNO ����
$�
������������PQR���
���	7�

����

��
�����������
�S TU���&�!�!�SP�R��������
����	&����
�����
� 
�� �#�������

 ���� 
�� ����� ������ ������
��
�"������
���
�������V�����
�
$ ��0�W

��	�����"��$ �������
�	��
$��X(������������
�������
��,��4��
����	���	� 
��+ ��%���	��W
������������	�	YZ[\]\̂_̀ ��
�����		������
���

��
�	�"��$����
��a��
�	
�������
�	�&�����
.	����$��������

���
������
����� 
������
�������
����	�
&&S&b5��
����
���	�$�����"��


�	$��
������	��
�������	������
�
��3�����c����
�����
��
�����-�����
��	��
�������	�$
��

�
���
����
$�/�%���
���������0�W

��	�����-�
������������������%�
����
�� ������
���� ���		������	��!�.������.	�$�������	��	���	��	����P	�$
�����
�
���#�������
�2��		������
�����
���
����	��
��
����	��
��

�	$� �#
$������
�����

����	
�
��,�������
����������
���#
���
�����#�������
��
��������
�������
�����
�
��
�

��
������,��	�"���
���
�����������

����	 �
� ���
�������� 
��
�������	 ���������a��
���
����R	�$
�����
�
��
�

��
������,��	��
��P����
�����		������
������
	�	��
���
�����
�����$���	�
���������#
���
��������	����BddefeNIOeghdfiMLhIfL"��������
�	������
�������
����
�������

���
�	���
�������
���
��


�	$
������ ���
������
���	�

�������	���
���� 
�����	����%����T������������
�&�������&�����	���	PR��������
�����
��	���	����	���#����
�"��������
������	��
���������������
��	
��
����
����#��
�����
��2����
����T���������
���������
 
�
��
�	 �� � 	����
���	��

����
��� ��#����
���������
�������
����
�������
���(�������	������
�5����	T���
��������������
�	��
��
����	
�	���
���������
 
� ����� ��
����
��� �� �������� ���� 
�����
���
���
�"�����	������	���
�5��������(�	�

���
j����������	�������
��
���
��	�����
�"�����	�����
�����
����
�	���
�	�
��
����	
�����	����%����/�� ���j0�

��

�����
��������

�������

���	��
����		����
�������"�����
�	�
��
����
����	
�����9����$��	����
��
�����������������
���	
�����	����-���
�����
��
�����
����$�������	��+�����
����
��������
����k���#����
�����	�

��
����
�������������

��
�������������������$��������	���
����
�	��#

�
�����	����
��2����
����2��
������%���
�������
�

�������		�
��������	�
��
����
������
�	
�
��������
�
�
�
��

���#�������
��
����	
����
��������
*��������
����	
�����	���������$�-����	���
����������
�	
�������
������ ���� ��# ���� ���c��j ��	 ���
�����	 �$ 
�� ����
�	����7��j&�'�'� ��
�����-���
����
����������
���
���	�$
������7��j  ��
�������
���
��
���������
��������
*����������
	���������
�������
	�
��
�����	�������$�$���#��������	��
����
�T
����
���l"�j�1��	�
j��T#�������

��
��������
�������
�����������
������������		������
����m�����$
�

	�$
��������
����
����
�
������������������
��$������������
�
�

�����	
��������
�
����
���	�$����������	�����	
��
�9���
��a��
���
�m�
��,�

	�$
��
��a��

�������	��!������������%���
�������
�

�����
���

���
���
����������

�U�n������
���
���.1����
������&&P�&'�&��!&Q�o& �!P



�������������	
�	���
	������
�	���
��	����
	��
�
�����

�������	������
�����	��	

���		�	���������	��	����
��

���

���	���
�������
����

����������������	����	�
�	��������
����	
�
��������������
��������	

�����������	��
�
�������������������	
��������
�����������
������� ��
�!�"#���������	
$%&'(�)	����
�

���

���������
������������	��
�	����
����
��������
������*���
�����	���

���
����������������	�������������������	�������
��+�������
	���	�
�	��������
� ��� 	���	
� ���� �	����� �� ��� �	��	�
�������
�����

�"��������
�,�!)	��	��������

��
����#�����	�������
���"-����
��*��	

��	�  ��
��(��./��*

����	���� ��
��(��./�)�$
��������'�	�����	���	
����������	�
��������
�����
��
������������	�����

�	�����������	����
����������	��������
����	
�����!���	��0�������
����	
��
�������	�������
	���	�
����	��������
��1�
�	�
����	
�"���������	
�������	
%1%&,�)
��������������������
�����
���	�������	�����������������	�����	���

�������	��
������
�������
��������������
����	
��������	� ��������
� ���	
���� ����
����� ���� ��������� ����
���
���������

���
������+

�	��	�
����	������������
���	
����� 	���	��� �
� �	�� ��������
� �	�� ������ ���������������������
���

���
�����	�������������	�����

�	�����������	
����������
���
��2�	��	�����	���
����
������+

���������������� ��� 
	���������
� 
� ��� #�	
��������
��	�	�����������������������
���#�
���	�
	����1�� �



���� �	��	�
�� ���� ���
���� 	��
�	���	

�&����	����
���"��)�������
���	����	/�������

�����
	����� ������� ����
���� 
���� 	�� #��� �
�����������	����	/"����������
�������%31)������	�����	����
����

����	����������������������
��
���#���4
���
����
���	����	�����$
����
	��������
���	����	�����	��������������
!�����	
4
�����	��
�,2�� 
�����������0��
����
�5�
���	��"6

���57���$�����
����	�
�)�8
��������������������	��	�

���
����

����������	�4
��!�
��	������
	��,2��
�����
�
��
�����
����

�����8
��,����#���	��������
�
��������	���
	���	�����1�����������	�����

����"	�
��	���	��
��������� ���	���	
�����������

������������
���
��
���������������
��
����)����������
����

����	���
	����.��	���
�	�� ��� ����
����� ���� ���
���� �	��	

� �� 	������������	���
������	����9:;<=>?@>AABCD>ECF?+������	��
�	��������
�����G(	���	
������	��������������������
���	����	/��%31	������	����
���	���	��
�
�	��������
����



�������	�������
���&-����
�"HI�,)� ���	

��	�  ����./� "HI�,) 	�� �(��./�"HI�,)��

����	����  ����./� "HI�,)	�� �(��./�"HI�,)�1���,	���	
��������	��
���

���������������������
��������
��"HI�,)�1���
�����������" ��	���(��./�)������
���
�����	���
�
�����
���������	��
���������	

��	�"����J���
���	
��,(�,)	���
����
��
�
�������
������������	�
���
�/����������
������	�����
����	

��	�	���

����	������	�����
���
/�	��

�
�
�
�������K����"����L���
������	
��,((,)�*

����	����J�
"1
����5)�	�����

��� �� �����

�� �	���7���	

��	� �	�	�������	�	��������
��

���
�"*���	��
5)������

���	����	�	
�
�����
���������
���
����+���	
��������	������
���	

��
��2�	������
���
	���	�
���������
�����	��������
��

���
���
./��%���	�����
��	
"����)�������
��	���������������	�����
���
�	

��
��������	�����

����
��
����������������	�����

��MAN?ONB@>AA>:>E;=+�������
	���	�
����	������	

�����
����������������������$��
�1���"�$1)�1�������	��	�����
���������'	�	��2���+�����	�����	
����������������
�	�������	 (P���	�

Q�	�����

���
��1��
���#�
��	�G(RG(�� ����	������
�������2(�������	

��$
���	
�	��
�
����	��
����	����	�	������
	!(R!(�� ����������	���������������1�� #�
� �	��

����	��� ��
� ��� �
� ���� 	SC<TUTVWXYZ�������
�����

��	���
���	����	�����$�
��������������
���
���������
����
	��	���

�����	��������1��
�����	�����
������
�
������
������
����
����

����	���	��
���������
����
�������[W\\W]Y1
�����
��

��	���
���	����	�����1�������4
�����#����
��	�����������	�����	�����	����
�������	���	

����2 �̂L
�
�
��/���	
�.6���
�������,,!",(�,)��,Q�G,



����������	
��
�����������������
�������	������������	
���	����������������������	����������������
�������������������	
����������������		��		������������	�������
�������������������������	
���	�������������	����	����������
	������� �����������	���!��"#����
����	
��������������������������������������� ���� ����
����� �
�	��������� �� ��� �	
�����!���	����	����"�$%&'()*������	�������
������������������������������+,-./0102����������������������3�����������	�	
�������!4�5"� 6� ��������� ���� ���	 ����� ��	���# ��������7
�����	�#��8��7
�����	������������	�#�������
�������������������8����
����������	
��������!9:;<9"
	�����	
�����������	���������������2
��	��������	
	���
������
������8��7
�����	�#�����	
���=�
	������8�������	������	
�������
����	)>���2���	
�����
����������	�����
��� ���	 ��������������������?	���7
�����	�#9:;<9�����
���	������
���	�@@����A������BB��������8�
�����
���	��?	������8��7
�����	������������	��	�����	��#@@���������BB��������������������8�
�����
���	��C��������	�����	������	���� �
������������� ���������6��� ���������#	��8���9:;<9�
	������������������	���������	��8�	������!2
����������"�������
	�����2
��	�����D�����������	
��7
�����	������������	�������#�
����	��	
������	�����������������������	
�����	��������
����	��?	����;? #
���������	8������E8����������	���	�	��������
���	
��� �	���	� !�	� �	�����	���" ��� ��� ������� ��	
�!�	�����	���"#���������	������	�����������������������������	
�����������������	
�� ������������������!��	8������"��������FG��H#�����������������������	�����
�G���� IJKLMNKOPQR-,SPRTUQVWRQXYZ[(\(E(])̂ _�������8����
�� 9:;<9� �������
	����
	�������������	�������	
���	
��������7
�����	������9��
�����������	����������	��������������	
������������	���	
����#	������������������	�����	���������������	
��������� ����������������
������������������������� ������ �� ���������� �������� �� ��� ������� !
�	����̀a3 �̀����	 �̀b�3��̀�"��������������������
���� 	
 ���������� !
�	� �̀a�bc3����d �	�H̀�d�3c�dd"�	���	����������
	������������������	������	���
����������
������������������	
�����	���������	
����
�8������������	����
����
		��������$%e&YZ[(\(E(])̂ ;�������	
���	
��8��7
�����	�#��������������
����	
�������������������	������#!�������f g!̀#��a">��Hcc F>�HH�h ����������fg!̀#��a"> �̀̀̀ d#F>����"#������� ��� ���������	��� �� ��� ������� ��������� ������������!g!̀#��a">����d�#Fi����"�j	��	������#����
����	
����������	=	������������!g!̀#��a">a�cc�#Fi����"���������������
����������������������	=	��`!g!̀#��a">c����#Fi����"����!g!̀#��a">��c��#F>��̀ "̀� ���
����	
�	�������������
		��
���������������!g!̀#��a">��a��#F>�d̀�"�
�����
����	� ��������� !g!̀#��a">H�ca�#F>����"� :	��	
�����������������D������������k
����������������������������!Fl��H"�mnE()YE(])̂  �� ������� ���� 	��
���� �
������������	����

����	�	
����������������������2
��	���������
		�������#��������
����	
������������������������������	
�����������������	� �̀�	
�����������	
��������	�!g!d#̀�b">cc����#Fi����h��� ?��� 9̀"��� ��� ����������������������������!g!d#̀�b">�b��̀d�#Fi����h���?���̀�"�_�����������
���9:;<9����	�������� ���� �D��� 	
 ��� ��������� !����������fg!d#Hd">��dd̀# Fl��Hh �������f g!d#Hd">��̀��#Fl��H"�9��	#	��8���9:;<94 ����
�����
	��������������	
��������	�����	���������������������D�������������������	
�����������	��
����	
����������!Fl��H
	����"� ��������������������	
��������������������	����������!g!d#̀�b"> c̀�bdd#Fi����" ��� �	� ��k
����� �� ��� ���������!g!d#Hd">��cH̀#F>�dd�h�����	���	��"� ��������������
�	� ���
		��
�������������������������
�������������	����

���������!g!d#̀�b">a�a�̀#Fi����h���?����9"�_�����������
���9:;<9
������	��	�����������������D���	
������������!g!d#Hd"> �̀��c#F>���H"#�	����������	���
	����	���������������������		�������������������	
��������	�����	��8���9:;<94� ����	
����������������������������������	����	���
		��
�	�����������	���������#�
�������������D��������������	���
	�������	�����!g!d#Hd">�����#F>��̀d"�o	��8�	�2
�������������������������������D�������������������������	
�����	�������8�� �����	���� ��	
� !F>��̀c" ��� ��� ��H8����	�����������	
�!F>���c"�?	����=	���#����
����	�	
����������������
����	
����������	=	�������������������������
	������	
��#�
��	�����D���	
�����������������������!����fg!d#Hd">���̀ #̀F>�d�Hh���?�����h�������fg!d#Hd">��bda#F>�b��"�:	 �D���� 	
���������������������
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