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Die vorliegende Arbeit steht im Kontext der Erforschung viszerosensorischer Informationen
sowie deren Funktion als Integrator adaptiven Verhaltens und Regulator physiologischer
Reaktionen in stress- und furchtassoziierten Situationen (Myers and Rinaman 2005).
Untersucht wird der Einfluss vegetativer Erregung auf das Lernen emotionaler Stimuli unter
der Hypothese einer Aktivierung vegetativ-aszendierender Bahnen mit Verbindungen ins
limbische System.

Dazu wurde das Verhalten von C57BL/6J-Mausen unter peripherer (-Blockade mittels
Atenolol (smg/kg KGund 20mg/kg KG;i.p.) ineinem Open Field-Modell und dem emotionalen
Lernparadigma, der auditorischen und kontextuellen Furchtkonditionierung studiert. Die
Ergebnisse belegen eine dosisabhingige Lokomotionsabnahme, bei unbeeinflussten Trait-
Angst assoziierten Verhaltensparametern (Mitteaufenthalt und Aufrichtungen) naiver Tiere
in neuer Umgebung und verweisen auf eine dosisabhingige Reduktion der hintergriindigen
kontextuellen Furcht bei unbeeinflusstem Verhalten wiahrend der ,cue“-Prasentation im
Hintergrundkontext. Der selektive Einfluss der pharmakologischen Sympathikusblockade
auf die Hintergrundkontextkonditionierung lasst nicht nur eine unterschiedliche neuronale
Realisierung von kontextueller und ,,cue“-Konditionierung, sondern auch einen Unterschied
in der Verarbeitung und/oder Speicherung von Kontextreizen vermuten. Dieser ist abhangig
davon, ob sich die kontextuellen Stimuli mit geringer Assoziation zum US wihrend gepaarter
Konditionierung ,,im Hintergrund® befinden oder ob sie in enger Beziehung zum US wihrend
ungepaarter Konditionierung ,vordergriindig“ prasentiert werden.

Schliisselworter: Furcht, Trait-Angst, Interozeption, viszerales Feedback, sympathisches
Nervensystem, Open Field, Furchtkonditionierung, ,,cue“- und Kontextkonditionierung,
B-Blocker, Soziale Phobie
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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Angst: Physiologische und psychologische Aspekte

1.1.1 Angstdefinitionen und Angstkonzepte

Angstist eine entwicklungsgeschichtlich sehralte, primare Emotion, deren Ziel die Herstellung
der korperlichen Bereitschaft zur Reaktion auf Gefahren ist und war. Physiologisch gesehen
sind Angst und Furcht Stresszustinde in Reaktion auf eine wahrgenommene aduBere
Bedrohung. Dain einer Gefahrensituation nicht viel Zeit vergehen darf, bevor die Entscheidung
,Kampf oder Flucht“ gefallt ist, war es evolutionsbiologisch entscheidend, dass eine Reaktion
moglichst schnell erfolgte. Dies wird durch den autonomen Ablauf unter Umgehung des
Kortex realisiert. Wenn eine Situation im limbischen System (Amygdala) als gefahrlich
bewertet wird, kommt es zur Aktivierung des Sympathikus mit peripherer Freisetzung von
Katecholaminen und zum zentralen Arousal. Durch das vegetative Nervensystem werden
die korperlichen Symptome der Angst mit Herzklopfen, SchweiBausbriichen und Zittern
realisiert. Das kortikale Arousal bedingt eine Fokussierung der Aufmerksamkeit und
Handlungsunterbrechung (Spielberger 1980, Cohen and Benjamin 2006). Diese Reaktionen
sind nicht willentlich beeinflussbar, sondern laufen unwillkiirlich ab. Der Korper wird damit
auf eine Kampf- oder Fluchtsituation vorbereitet (Cannon 1975). Angst dient somit dem
Schutz vor Gefahren und ist lebenserhaltend.

Die genannten physiologischen Reaktionen sind heute jedoch oftmals unerwiinscht. Der
Musiker, der auf seine Feinmotorik angewiesen ist, beklagt das sich einstellende Zittern
der Hande, wenn kurz vor dem Auftritt das Lampenfieber einsetzt, und auch einem Redner
erleichtert es seine Aufgabe nicht, wenn der Mund trocken wird und die Hénde feucht
werden.

Schon der Begriff Angst, der abgeleitet ist vom lateinischen ,angustus“ soviel bedeutend wie
-eng®, beengend®, ,die freie Bewegung behindernd“ (Menge und Giithling 1965), vermittelt
eine bildliche Assoziation seiner Bedeutung und ist doch gleichzeitig schwer fassbar. Angst
erscheint als ein Konstrukt, das sich der Messung seiner selbst entzieht, lediglich ihre
Auswirkungen konnen von AuBenstehenden beobachtet werden. Als mehrdimensionale
Zustande umfassen Angst/Furcht kognitive, emotionale und korperliche Vorgange. Eine
relativ gut zugingliche Dimension stellt die korperliche Reaktion dar, da sie unabhéngig von
subjektiven Angaben objektiv erfasst werden kann.

In der Literatur sind unterschiedliche Ansichten zur Differenzierung von Angst und Furcht
zu finden. Dabei wird unter Angst im Allgemeinen eine ,ungerichtete (diffuse), peripher-
physiologische, zentralnervose und subjektive Uberaktivierung bei der Wahrnehmung von
Gefahren® verstanden und Furcht als ,,spezifische, motorische, physiologische und subjektive
Reaktion bei Identifikation der Gefahr“ beschrieben, die zur ,Auslosung der entsprechenden
Bewaltigungsreaktionen® fiihrt (Barlow 2000, Grillon 2002, Hebb et al. 2003). Das heif3t
,Furcht hat immer ein Objekt vor sich und Angst sitzt gewissermaBen im Riicken.“ (Goldstein,
Bally in Nissen 1995). Diese Unterscheidung besitzt aber mehr lerntheoretische Bedeutung
und ist im praktischen Experiment schwierig zu gestalten. Wichtig erscheint jedoch die
Untergliederung in State-Angst und Trait-Angst, d.h. in Zustandsangst und Angstlichkeit als

Personlichkeitsmerkmal. State-Angst bezeichnet nach Spielbergers Konzept ,Angst, die zu
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einem definierten Zeitpunkt bzw. in einer definierten Situation auftritt und gekennzeichnet
ist durch Aktivierung des sympathischen Nervensystems®. Die Erregung des autonomen
Nervensystems duBert sich in erhohtem Blutdruck, steigender Herzfrequenz, gesteigerter
SchweiBsekretion, Zittern sowie Mundtrockenheit und Hemmung der Magen-Darm-Motorik.
State-Angst ist durch kurze Dauer und hohe Intensitat gepriagt (Spielberger 1972). Im
Gegensatz dazu ist Trait-Angst von geringer Intensitat und unbestimmter Dauer. Bei Trait-
Angst handelt es sich um eine ,stabile individuelle Eigenschaft, die Verhaltensweisen umfasst,
wie in Gefahrensituationen reagiert wird“. Sie stellt eine Disposition zur Interpretation von
Situationen als bedrohlich dar und macht anfalliger fiir Stress (Spielberger 1972;1983).

1.1.2 Angstentstehung

Es gibt mehrere Theorien zur Entstehung von Angst, u.a. die psychoanalytische Theorie
Freuds, kognitionstheoretische Angstmodelle von Schachter & Singer (1962) sowie Lazarus
und behavioristische Theorien. An dieser Stelle wird nur auf kognitionstheoretische
Modelle und die Emotionstheorie des Behaviorismus eingegangen, da sie sich am besten auf
Furchtkonditionierungsmodelle iibertragen lassen.

In kognitionstheoretischen Ansitzen geht man der Frage nach, was zuerst vorhanden ist,
die Erregung (Arousal) oder die Emotion. Schachter und Singer (1962) vertreten mit ihrer
Arousaltheorie die Meinung, dass Emotionen durch die kognitive Deutung emotionaler
Reaktionen entstehen, also ,Empfindungen korperlicher Veranderungen“ (James, 1884)
sind. Nach der Arousaltheorie wird Angst auf die korperliche Komponente beschrankt als
~spezifiziertephysiologische Erregung“betrachtet. Das Arousalbildete die Grundlagefiir Yerkes
und Dodsons (1908) Versuche an Mausen zur Darstellung des Zusammenhangs zwischen
Leistungund Aktivierungsniveau. Siekonntenzeigen,dassapplizierteschwacheElektroschocks
im Stande waren, den Lernvorgang zu beschleunigen, starke Schocks beeintrachtigten jedoch
das Lernvermogen der Tiere. AuBerdem fanden sie eine Abhingigkeit des Einflusses des
Elektroschocks von der Aufgabenschwierigkeit, wobei der Beeintrachtigungsgrad des Lernens
durch den Schock offenbar mit zunehmender Aufgabenschwierigkeit steigt. Die Erregung
durch den Schock als Stressor fiihrt zu einer Stimulation zentralnervoser Vorgiange. Das so
produzierte kortikale ,,Arousal“ sorgt dann in Abhangigkeit von seiner Intensitat dafiir, dass
Lernvorgiange stimuliert oder gebremst werden. Nach behavioristischen Vorstellungen ist
Furcht ein erlerntes Verhalten, das sich nach Mowrers 2-Phasen-Theorie (1939), wenn es
einmal durch klassische Konditionierung erworben wurde, im Weiteren durch instrumentelle
Konditionierung selbst aufrecht erhalten kann und daher besonders loschungsresistent ist.
Die Furchtreaktion wird durch einsetzendes Vermeidungsverhalten positiv verstarkt, denn
dieses fiihrt zur Furchtreduktion in der furchterregenden Situation. Im Behaviorismus
wird als Datenquelle nur das objektiv Beobachtbare akzeptiert und somit auch die Emotion
als ,angeborenes Reaktionsmuster ausgelost durch einen (Umwelt-)Reiz“ definiert, was
Furchtentstehung auf die Erzeugung einer konditionierten Reaktion reduziert.



1 Einleitung

1.1.3 Klassische Konditionierung

Beim klassischen Konditionieren unterscheidet man zwei Arten von Stimuli: 1. den
unkonditionierten Stimulus (US) und 2. den konditionierten Stimulus (CS), sowie zwei
Arten von Reaktionen, die unkonditionierte Reaktion (UR) und die konditionierte Reaktion
(CR). Als US bezeichnet man jene Reize, die automatisch (ungelernt) und zuverlassig eine
UR hervorrufen, z.B. erfolgt durch die unerwartete Applikation eines Elektroschocks ein
schreckhaftes Zusammenzucken und ein messbarer Anstieg von Herzfrequenz und Blutdruck.
Ein CS entsteht aus einem zunichst neutralen Stimulus (NS), z.B. einem Ton, welcher zu
Beginnnichtin der Lageist eine UR auszul6sen. Durch die gemeinsame Darbietung von USund
NS, also z.B. das Erklingen des Tones (NS) in zeitlichem Zusammenhang mit der Applikation
des Elektroschocks (US), wird der NS zum CS und ist dann auch ohne die Darbietung des
US in der Lage, eine Reaktion hervorzurufen. Diese Reaktion bezeichnet man dann als CR
(Pavlow 1927). Die CR muss der UR nicht gleichen, z.B. ,starteln“ Mause nicht wie wahrend
der Schockapplikation, sondern reagieren nach abgelaufener (Furcht-) Konditionierung als
Reaktion auf den CS mit ,Freezing“ (Erstarren). Man bezeichnet das Auftreten dieser CR
auf den CS hin auch als Reizsubstitution, denn nunmehr ist nicht nur der US in der Lage die
Reaktion auszulosen, sondern auch der zuvor NS (Wehner and Silva 1996, Owen et al. 1997,
Logue et al. 1997, Silva et al. 1997).

Dass man Furcht auf urspriinglich neutrale Reize auch beim Menschen auf diese Weise
konditionieren kann, ist spatestens seit den Experimenten Watsons (1920) mit dem
,Kleinen Albert* bekannt und damit erscheint das Konzept der Furchtentstehung durch
Konditionierung geeignet, um der Emotion Angst/Furcht auch im Tierexperiment nahe zu
kommen. Furcht kann demnach erlernt werden und urspriinglich neutrale Reize sind in der
Lage zu konditionierten Auslosern von Furcht zu werden.

Man unterscheidet bei der Furchtkonditionierung zwischen zwei unterschiedlichen
Lernvorgiangen, zum einen ,elementares Lernen®, worunter die einfache Assoziation von
CS und US verstanden wird und zum anderen ,konfigurales Lernen®, d.h. das Erlernen der
kontextuellen Stimuli, die wahrend der Furchtkonditionierung gegeben sind (Stimuli der
Konditionierungskammer oder das Handling wahrend des Versuchsablaufs). In das Lernen
der multimodalen Umweltstimuli sowie deren Beziehungen zueinander und zum US ist neben
der Amygdala auch der Hippocampus involviert (Cravens et al. 2006, Otto and Poon 2006,
Holt and Maren 1999, Goddyn et al. 2006). Die einfache Assoziation von CS und US wird durch
die Amygdala realisiert und ist hippocampusunabhingig (Gerlai 1997, Impey et al. 1998, Ito
et al. 2006, Phillips and LeDoux 1992). Bei der Assoziation von CS und US unterscheidet
man des Weiteren zwischen ungepaarter und gepaarter Konditionierung, wobei der US bei
der gepaarten Konditionierung sofort auf den CS folgt, wihrend bei der explizit ungepaarten
Konditionierung keine zeitlich stabile Darbietung von CS und US erfolgt. Daher besteht bei
der ungepaarten Konditionierung keine direkte Kontingenz beider Stimuli (CS und US), was
eine hohere Aufmerksambkeitsleistung erfordert (Han et al. 2003) und die Konditionierung
auf Kontextreize fordert (Trifilieff et al. 2006).

Somit ist die Fahigkeit zur Assoziation zweier Stimuli grundlegende Voraussetzung fiir
Konditionierungsprozesse und klassische Konditionierung wird durch die zeitlich und
raumlich zusammenhiangende Darbietung der Reize, deren Intensitit und Frequenz
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bestimmt. Die stiarkste Assoziation zwischen CS und US ergibt sich durch die zeitlich gepaarte
Prasentation mit iiberlappendem Beginn des CS in einem festen raumlichen Kontext mit
hoher Schockintensitat.

Entsprechend den Ergebnissen von Yerkes und Dodson (1908) ist, bezogen auf die elementare
scue“-Furchtkonditionierung und die konfigurale kontextuelle Konditionierung, in der
Konditionierung auf den Kontext eine komplexere und anspruchsvollere Art des Lernens zu
sehen. Demnach konnte eine starke periphere Erregung die kontextuelle Konditionierung in
einem starkeren AusmaB beeinflussen, als die simple Furchtkonditionierung auf den ,,cue®.
Im Umkehrschluss konnte sich daher eine periphere Erregungsblockade deutlicher auf das
Lernvermogen der kontextuellen Stimuli, als auf das Erlernen des expliziten konditionierten
Stimulus auswirken.

1.1.4 Beeinflussung emotionaler Lernvorginge durch die periphere

vegetative Reaktion

Emotionale Erlebnisse besitzen eine essentielle Verbindung zu viszeralen-autonomen
Veranderungen sowie deren Perzeption (Myers and Rinaman 2005). In Situationen der Furcht/
Angstkommtesdabei,bedingt durch eine Adrenalinfreisetzung, vor allem zu kardialen Effekten
im Sinne einer zunehmenden Herzfrequenz und eines steigenden Blutdrucks. Neben diesen
peripheren Einfliissen sind die in emotional erregenden Situationen freigesetzten adrenergen
Stresshormone auch in der Lage, modulierend auf die Gedachtnisbildung einzuwirken
(McGaugh et al. 1996, Cahill and McGaugh 1996). Da die endogenen Katecholamine,
Adrenalin und Noradrenalin kaum Blut-Hirn-Schranken-gingig sind, entfalten sie ihren
Einfluss wahrscheinlich indirekt iiber die Aktivierung peripherer adrenerger Rezeptoren.
Die Blockierung des Katecholamineffektes auf die Gedachtnisbildung durch Sotalol, einen
peripheren, nicht zentralgangigen [B-Blocker, spricht fiir die Aktivierung peripherer -
Rezeptoren (McGaugh et al. 1996). Auch durch periphere Vagotomie sowie die Zerstorung
des Nucleus tractus solitarius (NTS) konnte der Einfluss peripherer Stresshormone auf die
Gedachtnisbildung blockiert werden (Cahill and McGaugh 1996). Propagiert wird demnach
die Aktivierung peripherer 3-Rezeptoren an vagalen Afferenzen sowie deren Projektion in
den NTS, welche zu einer Noradrenalinfreisetzung in der basolateralen Amygdala (BLA)
fithrt. Die Erregung der BLA bewirkt schlieBlich die Modulation der Gedachtnisbildung
fiir emotionale Inhalte, z.B. durch die Beeinflussung der Neuroplastizitit im Hippocampus
(McGaugh et al. 1996). Das bedeutet, dass die Erinnerungsstarke an ein Ereignis eng an
seine emotionale Signifikanz gekoppelt ist und so wird der NTS zum ,Interface zwischen dem
peripheren endokrin-autonomen Milieu und den neuronalen Vorgiangen in der Regulation
der Gedachtniskonsolidierung“ (McGaugh and Roozendaal 2002).

1.2 Tiermodelle fiir Angst und Furcht

Im Rahmen der Untersuchung von Angst- und Furchtverhalten dienen Tiermodelle der
Simulation und Untersuchung von Vorgangen, welche emotionalem Verhalten unterliegen.
Den Wert der Tiermodelle zur Untersuchung menschlicher Verhaltensaspekte sieht Bond
(1984) in der Moglichkeit der Hypothesenaufstellung. Der Nachweis, ob die aufgestellten
Hypothesen korrekt sind, kann jedoch nur durch direkte Untersuchungen am Menschen
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1 Einleitung

erbracht werden. Um Aspekte psychopathologischen Verhaltens des Menschen im Tiermodell
untersuchen zu konnen, versucht man bei Tieren, Zustinde zu induzieren, die Ahnlichkeit
mit denen beim Menschen besitzen. Im Tierexperiment konnte Furcht auf diese Weise als
ein Zustand charakterisiert werden, welcher mit einer starken Zunahme von Adrenalin sowie
einer leichten Zunahme von Noradrenalin und Cortisol einhergeht und der zur Steigerung
des Blutdrucks und der Herzfrequenz fiihrt. Betont werden muss, dass es immer nur um die
Ahnlichkeit, nie um die vollkommene Ubereinstimung zwischen im Tiermodell simulierten
und den beim Menschen ausgepragten Zustanden geht.
Die grobe Unterteilung der Tiermodelle fiir Angststorungen erfolgt in:

1. Modelle auf der Basis unkonditionierter Reaktionen

2. Modelle auf der Basis konditionierter Reaktionen

3. Modelle auf der Basis phylogenetisch angelegter Formen

aversiven Verhaltens.

Die dargestellten Tiermodelle sind in variablem Umfang geeignet, Aspekte der Angst/Furcht
zu untersuchen, aber leider nur auf einer Ebene, namlich der der Verhaltens- und vegetativ-
somatischen Reaktion. Denn weder die emotionale noch die kognitive Komponente der
Angst/Furcht ist im Tiermodell zu erfassen.

1.2.1 Open Field

Im Open Field-Paradigma konnen Trait-Angst assoziiertes Verhalten, Exploration und
Lokomotion untersucht werden (Stead et al. 2006, Archer 1973, Walsh and Cummins 1976,
Kinsey et al. 2006, Carroll et al. 2007, Takeda et al. 2007, Byrnes and Bridges 2006). Es
ermoglicht die Beobachtung von spontanem unkonditioniertem Verhalten der Tiere in neuer
Umgebung, welches durch den Motivationskonflikt von Furcht und Neugier beeinflusst wird
(Mallo et al. 2006). Daher bietet sich das Open Field fiir das Studium komplexer Emotionen
wie der Trait-Angst an (Lipkind et al. 2004, Griebel et al. 1993, Chapillon et al. 1999, Markel et
al. 1989). Verhaltensmuster, welche Trait-Angst anzeigen, sind die Reduktion des Aufenthalts
im Zentrum (Hasnie et al. 2007, Vendruscolo et al. 2006, Smith et al. 2006, Roy et al. 2006,
Griebel et al. 1996) und eine geringere Anzahl der Aufrichtungen (Malkesman et al. 2007,
Kinsey et al. 2006, Carroll et al. 2007). Die Vermeidung des Aufenthalts in der Mitte der Box
gilt als angstassoziiert, basierend auf der Annahme, dass Nager das Zentrum als bedrohlicher
empfinden (Lipkind et al. 2004, Smith et al. 2006, Vendruscolo et al. 2006). Unterstiitzt
wird diese Annahme durch die Tatsache, dass anxiolytisch wirkende Medikamente den
Aufenthalt im Zentrum steigern (Simon et al. 1994, Treit and Fundytus 1988, Stead et al.
2006). Die Anzahl der Aufrichtungen als Angstindikator zeigt sich ebenfalls durch Anxiolytika
beeinflussbar (Malkesman et al. 2007).

Die Lokomotion in neuer Umgebung wird beeinflusst durch komplexe Interaktionen von
Neugier, Neophobie, Angst, Stress, genereller Aktivitat und Explorationstendenzen (Erhardt
et al. 2006, Kliethermes and Crabbe 2006, Strekalova et al. 2004). Sie ist abhingig von
Genotyp und Alter der Tiere (Kliethermes and Crabbe 2006). Die lokomotorische Aktivitat
als Emotionalitatsmarker zu sehen, erscheint daher fraglich, da dieser Parameter sowohl
Explorations-, als auch Fluchtverhalten anzeigen kann und somit als Summe von Neugier-
und Vermeidungstendenzen nicht eindeutig als Angstindikator zu interpretieren ist. Die in
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der Motility Box gemessene Lokomotion ist aufgrund der geringeren GroBe im Vergleich zum
Open Field noch weniger durch emotionale Faktoren beeinflusst. Auch bei der Interpretation
der Defdkation sind physiologische Effekte, Nahrungsaufnahme und medikamentose
Beeinflussung der Verdauung bei der Applikation von Pharmaka zu berticksichtigen.

Wir verwenden das Open Field-Modell in Form der Motility-Box zur Beobachtung und
Verifizierungder Wirkungvon Atenololin unterschiedlichen Dosierungen aufunkonditionierte
C57BL/6J-Mause - im Speziellen die Auswirkungen auf die Lokomotion und angstassoziierte
Parameter, wie den Aufenthalt in der Mitte der Box sowie die Haufigkeit der Aufrichtungen
(Rose et al. 2006, Yilmazer-Hanke et al. 2002;2004).

1.2.2 Furchtkonditionierung

Die Furcht-sensitivierte Schreckreaktion und die Furchtkonditionierung gelten als Modelle,
die auf konditionierten Reaktionen basieren und der Untersuchung sogenannter situativer
Angst oder Furcht dienen.

Das Modell der klassischen Konditionierung nach Pavlow (Watson and Rayner 1920, Eysenck
1979, WolpeandRowan1988,Pavlovi927)nutztdiedirekte Messbarkeitder Furcht-assoziierten
Veranderung von Korperfunktionen und Verhaltensweisen (Archer 1973, Blanchard and
Blanchard 1969 a;b, Bolles and Fanselow 1980, Smith et al. 1980). Aversive Konditionierung
bietet sich fiir die Grundlagenforschung der Entstehung und neuronalen Realisierung von
Furchtund Angsterkrankungenbeim Menschen an, dadie aktivierten Hirnstrukturen zwischen
den Spezies vergleichbar sind (LeDoux 1995, Grillon 2002). Die Konditionierung auf den ,,cue®
dient dabei als Modell der Furcht (Ohman and Mineka 2001) und die Kontextkonditionierung
dient der Modellierung von Angsterkrankungsaspekten (Grillon 2002). Konditionierung ist
bei Weitem kein niederer reflektorischer Reizreaktionsablauf, sondern ein hoch komplexer
kognitiver Prozess, der es dem Organismus ermoglicht, das Eintreten aversiver Ereignisse zu
antizipieren (Grillon 2002, Mineka and Zinbarg 1996). Im Sinne eines adaptiven Prozesses
fithrt assoziatives Lernen zur Reduktion der Unsicherheit in aversiven Situationen. Durch
die Assoziation von CS und US wird die Auswahl furchtauslosender Stimuli der Umgebung
reduziert, der CS als Gefahrensignal und das Fehlen des CS als Sicherheit erlernt (Grillon
2002). Aversive Konditionierung begriindet sich daher auf assoziativem Lernen sowie
der bewussten Wahrnehmung einer Kontingenz zwischen CS und US. Die von Nagern
nach gepaarter Prisentation eines neutralen (CS) mit einem aversiven Stimulus (US)
konditionierte Furcht auBert sich u.a. in steigender Herzfrequenz und Freezing in Reaktion
auf die erneute CS (,,cue“)- und Kontextexposition (Blanchard and Blanchard 1969 a;b, Bolles
and Fanselow 1980, Davis 1992 a;b, LeDoux 2000, Cain et al. 2004). Freezing (Einfrieren,
Erstarren, Furchtstarre) ist definiert als defensives Verhalten von Nagern, welches sich durch
Fehlen jeglicher Bewegung bis auf Respiration und Herzschlag auszeichnet. Im Sinne einer
Verhaltensinhibition ist es durch hohe Vigilanz und starkes autonomes Arousal in Reaktion
auf die furchterregenden Stimuli gekennzeichnet (Klemenhagen et al. 2006) und hat sich
als ein wesentlicher Parameter zur Erfassung der Furchtreaktion von Mausen nach erfolgter
Furchtkonditionierung in der Verhaltensforschung etabliert (Gerlai 1997, Lifshitz et al. 2007).
Wir nutzten den Parameter Freezing als MaBstab der konditionierten Furcht.

Auch wenn das Verhalten nach der Konditionierung in Exposition mit dem ,,cue” und dem
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1 Einleitung

Kontext identisch ist (Freezing bei Mausen), darf nicht davon ausgegangen werden, dass ihm
gleiche neuronale Mechanismen zu Grunde liegen (Stiedl et al. 1999). Da die kontextuellen
Stimuli, im Unterschied zum ,,cue“ (expliziter CS als ,,Hinweisreiz“), multimodalen Charakter
besitzen und wahrend der gesamten Konditionierungsphase prasent sind, also keine exakte
zeitliche Kontingenz zum US besteht, erscheinen differente Verarbeitungsprozesse der
Stimuli sogar erforderlich (LeDoux 1992). Nach abgelaufener Konditionierung erfolgt die
Initiierung der konditionierten Reaktion jedoch bei beiden Konditionierungsmodi iiber den
gleichen Weg. Sie wird durch die zentrale Amygdala gesteuert und iiber ihre zahlreichen
Projektionen in Hirnstammarealen realisiert (Davis 2006). Die Verhaltensreaktion in
unserem Experiment wird in der Trainingsbox gemessen (in der auch die Konditionierung
erfolgte), daher umfasst die Reaktion auf den CS sowohl die Konditionierung auf den ,cue®
als auch eine Hintergrundkontextkonditionierung (LeDoux et al. 1988).

1.2.3 Kontextkonditionierung

Die Unterscheidung in kontextuelle und explizite ,cue“-Furcht ist nicht nur unter
experimentellen Bedingungen sondern auch evolutionsbiologisch von Bedeutung. Zum
Arterhalt ist es notwendig, lebensbedrohliche Situationen zu meiden. Dazu miissen Gefahren
nicht nur mit ihren unmittelbaren Auslosern, sondern auch mit assoziierten kontextuellen
Reizen in Verbindung gebracht werden. Einfache, emotional relevante Stimuli in Assoziation
mit dem Kontext in dem sie auftreten, l6sen als Triggerfaktoren unbewusst Erinnerungen
an Gefahren aus und verursachen durch autonome Sympathikuserregung ein kortikales
Arousal. Die momentane Handlung wird unterbrochen und die Aufmerksamkeit auf die
Gefahrenlokalisation konzentriert, um eine rasche Bewertung und Reaktion zu gewahrleisten.
DieseVorgangelaufen nach dem Motto: ,Handlezuerstund denke danach“ab, daherdisponiert
die Furchtreaktion auf kontextuelle, also weniger explizite Stimuli zur Furchtgeneralisierung.
Auch in ungefahrlichen Situationen wird dann durch Kontextreize Furcht ausgelost, wenn
diese Erinnerungen an die urspriingliche Gefahrensituation hervorrufen.

Kontextuelles Lernen meint das Erlernen eines oder mehrerer Stimuli, die im Gegensatz
zum expliziten ,cue”, als statische Hintergrundmerkmale wiahrend des gesamten Trainings
prasent sind (Balsam and Tomie 1985). Im Gegensatz zum CS, welcher eine zeitlich exakte
und voraussehbare Beziehung zum US besitzt, sind kontextuelle Stimuli zeitlich und ortlich
diffuser und lassen nur in geringem MaBe eine unprazise Vorhersage des US zu (Otto and
Poon 2006).

Die Assoziation dieser diffusen, unprazisen Umgebungsreize mit dem US ist abhingig von
der Amygdala sowie einem funktionstiichtigen Hippocampus (Phillips and LeDoux 1992,
Kim et al. 1993, Young et al. 1994, Maren and Fanselow 1997). Seine Bedeutung fiir die
Kontextkonditionierung diskutierten Sanders et al. (2003) und betrachteten die mogliche
Involvierung in die sensorische Informationsaufnahme, die Initiierung der motorischen
Reaktion und die Funktion als Informationsspeicher. Die Einschaltung des Hippocampus
ist moglicherweise erforderlich, damit kortikal verarbeitete multimodale sensorische
Informationen formiert als eine umfassende Reprasentation des Kontextes in die Amygdala
gelangen, um dort mit dem US verbunden zu werden (LeDoux 1992, Fanselow 2000).

Phillips und LeDoux (1994) beschreiben auBerdem eine differentielle Beteiligung des
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Hippocampus an der kontextuellen Konditionierung von Ratten in Abhéngigkeit davon,
ob der Kontext vordergriindig als einzige Assoziation mit dem US prasentiert wurde, oder
im Sinne einer Hintergrundkontextkonditionierung nach CS-US-gepaartem Training. Bei
C57BL/6J-Mausen scheint jedoch sowohl die hintergriindige, als auch die vordergriindige
Kontextkonditionierung von einem intakten dorsalen Hippocampus abzuhéangen (Stiedl et
al. 2000). Fiir die Informationsiibertragung der multimodalen kontextuellen Stimuli wird
eine direkte Verbindung zwischen Hippocampus und lateraler Amygdala tiber das Subiculum
propagiert (Ottersen 1982). Es finden sich jedoch auch zahlreiche Projektionen sekundarer
und tertiarer kortikaler Areale in die laterale Amygdala (Stefanacci and Amaral 2000), welche
den multimodalen sensibel-sensorischen Input sichern. Studien, in denen die Auswirkungen
von Lasionen des dorsalen Hippocampus vor bzw. in einem bestimmten Zeitfenster nach
der FC untersucht wurden, zeigten eine selektive Beeinflussung der Kontextkonditionierung
ohne Beeintrachtigung der ,cue“-Konditionierung (Phillips und LeDoux 1994, Kim et
al. 1993, Young et al. 1994, Maren and Fanselow 1997). Als eine entscheidende Funktion
des Hippocampus wird die Integration der einzelnen kontextuellen Stimuli zu einem
Gesamtbild angesehen, aber es wird auch diskutiert, ob der Hippocampus nur fiir die
Abspeicherung raumlicher Merkmale des Kontexts notwendig sei (Fanselow 2000). Eine
starkere Anfilligkeit der Kontextkonditionierung fiir duBere Einfliisse wird aufgrund einer
langeren Konsolidierungslatenz kontextueller Stimuli angenommen (Stiedl et al. 1999). Da
kontextuelle Furcht jedoch geraume Zeit nach erfolgter Konditionierung von einem intakten
Hippocampus unabhéngig wird, scheint die Speicherung zumindest keine exklusive Funktion
dieses Hirnareals zu sein (Sanders et al. 2003).

1.2.4 Cue-Konditionierung

Die Amygdala ist bedeutend fiir Aquisition und Expression der auditorischen ,cue“ und
kontextabhiangigen Furchtkonditionierung (Berntson et al. 2003;1998, LeDoux 1993;2000,
Kim et al. 1993, Maren and Fanselow 1995, Selden et al. 1991). Sie ist wichtiger Bestandteil
des limbischen Systems und enthalt Kernareale, die essentiell fiir Konditionierungsprozesse
und Furchtausbildung sind. Der laterale Kern der Amygdala sorgt als Haupteingangspforte
fiir die Konvergenz vieler Sinnesmodalitaten aus dem sensorischen Thalamus (Rosen 2004).
AuBerdem erhilt die laterale Amygdala (LLA) iiber eine langere Schleife auch Informationen
aus dem sensorischen Kortex, der Insula und dem prafrontalen Kortex (LeDoux 2000, Sotres-
Bayon et al. 2006). Akustische Stimuli spielen dabei eine besondere Rolle, da es sowohl direkte
Verbindungen aus dem akustischen Thalamus (Corpus geniculatum mediale und posteriorer
intralaminarer Kern) (Calandreau et al. 2005, LeDoux et al. 1990a;b, Romanski and LeDoux
1993, Romanski et al. 1993) als auch aus dem auditorischen Kortex in die LA gibt (Pitkdnen
et al. 1997, McDonald 1998, Doron and LeDoux 1999). Als ,sensorische Eingangstiir®
werden Neurone der LA nicht nur durch den akustischen oder visuellen Reiz (CS), sondern
auch durch den schmerzhaften somatosensorischen Stimulus (US) erregt (LeDoux et al.
1987;1990a). Dies ist demnach der Ort der Integration von CS und US (Romanski et al. 1993,
Blair et al. 2005). Der laterale Kern der Amygdala ist Ort der Aquisition, Konsolidierung und
Plastizitatsbildung konditionierter Furcht (Blair et al. 2001, Goosens and Maren 2001, Nader

et al. 2001). Die Weiterleitung der konvergierten Informationen erfolgt in den zentralen
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Kern der Amygdala (Pare et al. 1995, Pitkdnen et al. 1997), dieser erhilt aber auch direkte
Informationen iiber den Ton-CS aus dem posterioren Thalamus (Linke et al. 2000). In
Korrespondenz zum lateralen Kern konnte der zentrale Kern auch als ,,motorisch-endokrin-
vegetative Ausgangstiir beschrieben werden. Er generiert die furchtinduzierten typischen
Verhaltensreaktionen (LeDoux et al. 1990a, Markgraf and Kapp 1991, Cahill and McGaugh
1998) durch umfangreiche Projektionen in zahlreiche Hirnstammareale. Unter anderem gibt
es Verbindungen zum periaquaduktalen Grau (PAG), welches Freezing-Verhalten initiiert und
es erfolgt die Stimulation des sympathischen Nervensystems iiber den lateralen Hypothalamus
(Davis 2000, LeDoux 1995). Des Weiteren fiihrt die Aktivierung der zentralen Amygdala tiber
die Stria terminalis zu neuroendokrinen Reaktionen und iiber Vaguskerne kann Einfluss auf
den Parasympathikus genommen werden (LeDoux 1995, Davis 1992a+b). Der basomediale
und der basolaterale Kern der Amygdala sind an der Ausbildung kontextueller Furcht beteiligt
(Davis et al. 1993, Tazumi and Okaichi 2002).

Die Amygdala ist demnach sowohl in die Konditionierung auf den expliziten CS (,,cue®) als
auch auf den Kontext in welchem der US prasentiert wurde involviert (Maren et al. 1996,
LeDoux 1995, Helmstetter 1992, Helmstetter and Bellgowan 1994, Selden et al. 1991, Cahill et
al. 1999). Der Hippocampus hingegen beeinflusst nur die kontextuelle Konditionierung.

1.3 Inzuchtstiamme als Versuchstiere

Durch die Verwendung von Inzuchtstimmen ist die Reproduzierbarkeit von Experimenten
gewahrleistet, da der Unterschied im Verhalten genetisch identischer Tiere nur durch
externe Einfliisse zu erkldaren ist. Inzuchtstimme bieten sich daher als Versuchsobjekt
an. Der Einsatz der Maus, die in einer Vielzahl unterschiedlicher Stamme (Staats 1980)
zur Verfiigung steht, ist naheliegend. Bevorzugt zur Verhaltenstestung eingesetzt werden
Maiuseinzuchtstaimme, auch wegen der Einfachheit ihrer Haltung und Vermehrung, kurzer
Generationsspannen, der Zuganglichkeit fiir neurophysiologische Experimente und wegen
des reichhaltigen Verhaltensrepertoires. Haufig untersuchte Verhaltensparameter sind die
Aktivitat, Exploration, Defakation sowie Stress- und Lernverhalten.

1.3.1 C57BL/6J OlaHsd-Mause

Zur Untersuchung der Effekte und pharmakologischen Beeinflussbarkeit peripherer
Vegetativparameter auf die Furchtkonditionierung und deren Auswirkung auf das
Verhalten nach Konditionierung wahlten wir den Mausestamm C57BL/6JOlaHsd.
Dieser Mauseinzuchtstamm ist ein Substamm des C57BL/6, bei welchem es sich um eine
Weiterziichtung von Miss Lathrop *s Stock handelt, der auf Little (1921) zuriickgeht.
C57BL/6J-Mause zeichnen sich durch hohe Trait-Angst aus (Kudrayavtseva et al. 2001) und
sind somit gut geeignet, den Einfluss eines Stressors in einer furchtauslosenden Situation
zu untersuchen. Als typisch fiir die Furchtreaktion des Stammes gilt die Verdnderung
kardiovaskularer Parameter im Experiment. Er ist charakterisiert durch ausgepragtes
stimulispezifisches Angstverhalten, zeigt bestidndiges Freezingverhalten in Reaktion auf
bedrohliche Stimuli und eine signifikante und transitorische stimuliinduzierte Tachykardie
(Stiedl et al. 1999, Gold 1996, Crawley et al. 1997), die durch -Blocker supprimierbar ist.

Die Aktivititdesautonomen Nervensystemszeigtinihrer Homeostase und pharmakologischen
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Beeinflussung grofe Unterschiede zwischen einzelnen Mausestimmen. Bei C57BL/6J liel3
sich durch die Applikation eines adrenergen Pharmakons eine deutliche Steigerung der
Herzfrequenz erzielen (Shustermann et al. 2002). Durch (3-adrenerge Blockade mit Atenolol
in wachen, frei beweglichen C57BL/6J konnten Just et al. (2000) eine Reduktion der
Herzfrequenz, jedoch keine Beeinflussung des arteriellen Blutdrucks erreichen. Dies belegt
die Pradominanz des Sympathikotonus auf die Herzfrequenzkontrolle bei Tieren dieses
Stammes.

Des Weiteren gibt es signifikante Unterschiede in der kontextuellen Furchtkonditionierung
und Furchtgeneralisierung zwischen einzelnen Mausestimmen. C57BL/6J zeigen konfigurales
Lernen kontextueller Stimuli auch bei assoziierter CS-US-Prasentation. Das heiBt, die Tiere
zeigen sowohl nach gepaarter als auch nach ungepaarter Konditionierung starkes Freezing
auf den Kontext (Gerlai 1997). Der Stamm zeichnet sich durch eine starke kontextuelle
Furcht bei nur geringer Furchtgeneralisierung aus (Radulovic et al. 1998, Milanovic et al.
1998, Ammassari-Teule et al. 2000).

Auch im Explorationsverhalten zeigen sich groBe Abweichungen zwischen einzelnen
Inzuchtstimmen. Exploration basiert auf einem funktionsfihigen Hippocampus und wird
durch die Anwesenheit neuer Stimuli zum Informationsgewinn in einer unbekannten
Umgebung ausgelost. Crusio and Schwegler (1987) zidhlen zu den Reaktionsoptionen auf
neue Stimuli, z.B. durch das Einbringen in eine neue Umgebung (wie die Motility-Box),
Exploration, Neophobie, Aggression und Orientierung. Der von uns gewahlte Mausestamm
C57BL/6J zeigt in fremder Umgebung eine hohe Rate unterschiedlicher Verhaltensweisen,
die mit Exploration assoziiert sind (Crusio and Schwegler 1987). Im Vergleich zu CBA- und
BALB-Mausen sind C57BL/6J-Méause durch hohe Bewegungsaktivitit bei nur geringem
Emotionalitatslevel gekennzeichnet (Dyaglo and Shishkina 2000). Untersuchungen von
Crusio and Schwegler (1987) im Open Field charakterisieren C57BL/6 als einen Stamm mit
hoher lokomotorischer Aktivitat sowie ausgepragtem Aufrichtungs- und Schniiffelverhalten
bei nur gering ausgepragtem Putzverhalten und geringer Defakationsrate.
Zusammenfassend zeichnen sich C57BL/6J-Miause durch ausgeprigte stimuliinduzierte
adrenerge Erregung, ein hohes Trait-Angst-Level und bestiandige Freezingreaktionen auf
bedrohliche Stimuli aus (Kudrayavtseva et al. 2001, Stiedl et al. 1999, Gold 1996, Crawley et
al. 1997). Tiere dieses Stammes zeigen ausgepragtere Furchtreaktionen auf den Kontext, als
auf den Ton im Gegensatz zu anderen Stammen, wie z.B. DBA-Mausen (Ammassari-Teule et
al. 2000).

1.4 Pharmakologie adrenerger Rezeptorantagonisten

1.4.1 Adrenerge Rezeptoren und Beta-Blockade

Alquist stellte bereits 1948 die Hypothese der adrenergen Wirkung iiber Alpha- und Beta-
Rezeptoren auf. Lands et al. (1967) schlossen aus unterschiedlichen Effekten an glatter und
Herzmuskulatur, dass es zwei Typen von [}-Rezeptoren geben muss. Bei der molekularen
Struktur des Rezeptors handelt es sich um einen G-Protein gekoppelten Sieben-Trans-
membran-Doméanen-Rezeptor, der eng mit der Adenylatcyclase gekoppelt ist und Second-
Messenger-Kaskaden iiber cAMP in Gang setzt (Emilien and Maloteaux 1998).

Betai-Adrenorezeptoren werden durch Adrenalin- und Noradrenalinfreisetzung erregt.
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Uber die Aktivierung der u.a. kardial lokalisierten Rezeptoren kommt es zum Anstieg der
Herzfrequenz und zu gesteigerter myokardialer Kontraktionskraft (Ariens and Simmons
1983). Beta-Blockade bedeutet kompetitive, reversible Bindung eines Antagonisten ([3-
Blockers) an den f-adrenergen Rezeptor und bewirkt damit in Abhangigkeit von der Affinitat
des Blockers zum Rezeptor eine mehr oder weniger starke Hemmung der agonistischen
Wirkung endogener Katecholamine (Noradrenalin und Adrenalin).

1.4.2 Therapeutischer Einsatz von Beta-Blockern

Bei erhohter Katecholaminfreisetzung, die etwa in korperlichen Erregungssituationen oder
unter mentalem Stress zu verzeichnen ist, sind 3-Blocker in der Lage, durch die Verdrangung
des endogenen Katecholamins vom Rezeptor die Herzfrequenz und —kontraktilitit in
Abhangigkeit von der sympathomimetischen Aktivierung zu senken bzw. den Anstieg dieser
Parameterbeivorheriger Applikation zuverhindern. Aber nicht nurimkardiologischen Bereich
spielen B-Blocker eine wichtige therapeutische Rolle, auch die Neurologie und Psychiatrie
haben sich diese Medikamente zu Eigen gemacht. So werden (-adrenerge Rezeptorblocker
seit iiber 30 Jahren erfolgreich in der Therapie von akuten Stresssituationen, generalisierten
Angststorungen, essentiellem Tremor und zur Migraneprophylaxe eingesetzt (Emilien and
Maloteaux 1998). Da Angst neben der psychischen Komponente auch eine korperliche besitzt,
eignen sich B-Blocker, um Einfluss auf die korperliche Reaktion zu nehmen. Vermutlich
verhindert die periphere Blockade der mit Angst verbundenen autonomen Reaktionen
sowie die fehlende zentrale Information einer peripheren vegetativen Erregung, im Sinne
einer Unterbrechung des Feedback-Mechanismus, die Verstarkung der Angstsymptomatik,
die sonst durch die Wahrnehmung der korperlichen Symptome erfolgt (Emilien and
Maloteaux 1998). Die groBten Erfolge konnten -Blocker in der Therapie der durch periphere
Sympathikusaktivierung (Tachykardie, Tremor, Schwitzen) charakterisierten akuten
Stresssituation, wie sie beim Lampenfieber und bei der Soziophobie auftreten, erreichen.
Ein Vertreter unter den peripheren P1-selektiven Blockern, der sich schon sehr lange auf
dem Markt befindet und mit dem schon zahlreiche Studien auch in der Angstforschung
durchgefiihrt wurden, ist Atenolol (Emilien and Maloteaux 1998).

Da Furcht und Angst mit einer katecholamininduzierten autonomen korperlichen Reaktion
einhergehen, scheint es moglich, das vegetative Arousal mittels adrenerger Rezeptorblockade
zu dampfen. Weiterhin sollte ein peripherer fi1-Blocker zur Symptomreduktion geeignet
sein, da es in angstauslosenden Situationen vor allem zu einem Anstieg der Herzfrequenz
kommt und dieses Symptom durch die peripheren, nicht Blut-Hirn-Schranken-gangigen
Stresshormone Adrenalin und Noradrenalin an kardialen 1-Rezeptoren getriggert wird.

1.4.3 Pharmakokinetik von Atenolol

Das im Experiment eingesetzte Medikament Atenolol ist ein hydrophiler, kardioselektiver
B-Blocker mit einem der hochsten Selektivitatsindizes der im Handel befindlichen Praparate
von 1.63. Das entsprechende Konzentrationsverhaltnis 32/B1 betragt 43:1, d.h. um die
gleiche Hemmwirkung von Atenolol an 2-Rezeptoren zu erzielen, muss die Konzentration
43fach hoher sein als an f1-Rezeptoren (Harms and Spoelstra 1978). Das Medikament zeigt

weder intrinsische sympathomimetische Aktivitit (ISA), noch membranstabilisierende
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Effekte (Emilien and Maloteaux 1998). Hydrophile -Blocker wie Atenolol zeichnen sich
durch geringe Metabolisierung, d.h. vorwiegend unveranderte renale Elimination, durch
eine lange Halbwertzeit, geringe interindividuelle Blutspiegelschwankungen und erschwerte
ZNS-Passage aus. Die Halbwertzeit von Atenolol bei Untersuchungen in der Ratte liegt bei
90 Minuten mit einer Plasmaclearence von ca. 40 ml/min/kg (Lemmer et al. 1985). Dem
Medikament ist es aufgrund seiner ausgepragten Hydrophilie kaum méglich, die Blut-Hirn-
Schranke zu iiberqueren (Hara and Ogawa 1986, Davy et al. 1986). Das Verhiltnis von Hirn- zu
Plasmakonzentration ist daher 130fach kleiner als bei dem lipophilen -Blocker Propranolol
(Neil-Dwyer et al. 1981). Atenolol gilt als der am wenigsten Blut-Hirn-Schranken-gingige [3-
Blocker. Des Weiteren wird von Gengo et al. (1989) ein energieabhangiger Transportprozess
iiber die Blut-Hirn-Schranke angenommen, da das Verhaltnis von Atenololkonzentration
in der Zerebrospinalfliissigkeit zu der im Plasma bei geringeren Wirkstoffkonzentrationen
hoher ist, als bei hohen peripheren Konzentrationen. Dies ermoglicht es auch, hohe Dosen
des Medikaments ohne zentrale Nebenwirkungen zu applizieren.

Da 30 Minuten nach der intraperitonealen Applikation mit konstanten Wirkstoffspiegeln zu
rechnen ist, begannen wir die Versuche nach dieser Latenzzeit.

1.5 Hypothese
Die vorliegende Arbeit dient der Untersuchung emotionaler Lernvorgiange bei gedampfter
peripherer viszeraler Erregung. Im Hinblick auf die vorangegangenen Ausfiihrungen
untersuchen wir Auswirkungen des peripheren autonomen Arousal auf die Gedachtnisbildung
in emotional erregenden Situationen. Die Blockade adrenerger Rezeptoren wihrend des
emotionalen Lernvorgangs ermoglicht es, den Einfluss vegetativer Erregung auf diesen zu
studieren.
Deshalb formulieren wir folgende Hypothese: ,Durch die medikamentose Hemmung
der peripheren viszeralen Erregung wahrend der Furchtkonditionierung, wird der
Konditionierungsprozess beeinflusst und resultiert in verdndertem postkonditionionellen
Furchtverhalten. “
Aus der Hypothese ergeben sich folgende Fragestellungen der experimentellen
Untersuchung;:
1. Lasst sich die Furchtkonditionierung durch medikamentose
Sympathikusblockade beeinflussen?
2. Gibt es unterschiedliche Effekte bei gepaarter oder ungepaarter
Konditionierung?
3. Beschrankt sich eine eventuelle Beeinflussbarkeit auf ,,cue®- oder
Kontextkonditionierung?
4. Welche Verhaltensparameter sind zur Erfassung des Atenololeffekts
auf die Konditionierung am aussagekraftigsten?
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2. Material und Methoden

2.1 Tiere und Medikation

2.1.1 Ethische Grundlagen

Die tierexperimentellen Untersuchungen wurden im Einklang mit dem Deutschen
Tierschutzgesetz durchgefiihrt. Sie wurden genehmigt durch das Regierungsprasidium
Dessau (AZ:28.14-42502/2-581 Uni MD) und entsprechen den EU Richtlinien.

2.1.2 Versuchstiere

Zur Verhaltenstestung wurden ausschlieBlich C57BL/6J-Mause mannlichen Geschlechts im
Alter von 8-12 Wochen (Geschlechtsreife im Alter von 7-10 Wochen) mit einem Gewicht von
25-30g verwendet (Ziichter: Harlan/Winkelmann, Gartenstraf3e 27, 33178 Borken).

2.1.3 Tierhaltung

Die Haltung der Tiere erfolgte in Makrolonkéfigen mit Einstreu zu 2 bzw. 5 Tieren auf einem
6-Etagen Regal (5er Kifige: 43cm (L) x 24cm (B) x 15ecm (H); 1/2er Kifige: 26,5¢cm (L) x
20cm (B) x 14cm (H)). Nach einer Mindestadaptationsdauer von einer Woche wurden die
Mause fiir die Versuche eingesetzt. Wahrend der gesamten Zeit herrschte ein 12 Stunden
Tag-Nacht-Rhythmus mit automatischer Beleuchtungseinschaltung um 7 Uhr morgens.
Standard Pelletdiat und Wasser wurden ad libitum geboten. Die Markierung der Tiere
erfolgte durch Ohrlochung, die wiahrend der Akklimatisationsphase durchgefiihrt wurde.
Zur gewichtsadaptierten Medikamentenapplikation wurden die Tiere einen Tag vor der
Versuchsdurchfiihrung gewogen (Bildanlage 1, Seite 89).

2.1.4 Medikation
Vor der Testung in der Motility-Box bzw. der Furchtkonditionierung in der Startle-Apparatur
erfolgte die intraperitoneale (i.p.) Applikation von Atenolol- bzw. 0,9%iger Natriumchlorid-
Losung. Atenolol wurde als Tenormin® von der Astra Zeneca GmbH (22876 Wedel) in
Losungsform bezogen, wobei eine Ampulle mit 10 ml Injektionslosung 5 mg Atenolol
enthielt. Als sonstige Bestandteile der Losung werden Citronensaure, Natriumchlorid,
Natriumhydroxid und Wasser auf der Packungsbeilage angegeben. Die Ampullen wurden
unter Lichtabschluss kiihl gelagert.
Der Atenololeffekt wurde durch die Applikation in drei unterschiedlichen Dosierungen in
Bezug auf eine Kontrolle mit Applikation physiologischer Kochsalzlésung untersucht.
0,9%ige NaCl-Loung

N

5 mg/kg BW Atenolol-Losung

3. 10 mg/kg BW Atenolol-Losung

4. 20 mg/kg BW Atenolol-Losung
Die i.p.-Injektion wurde in den linken unteren Quadranten des Bauches vorgenommen.
Danach erfolgte eine 30 miniitige Separation in Einzelkédfigen bevor die Versuchsphase
einsetzte, da nach dieser Latenz ein stabiler Wirkspiegel zu erwarten ist und die initiale
Erregung durch die Injektion abgeklungen sein sollte (Bildanlage 1, Seite 89). Atenolol besitzt

eine Halbwertzeit von 9o Minuten in der Ratte (Lemmer et al. 1985), diese sollte in der Maus
20



aufgrund der hoheren Stoffwechselaktivitat etwas geringer sein. Daher ist 24 Stunden nach
der Injektion mit allenfalls noch geringen Wirkstoffmengen zu rechnen und nach 48 Stunden
sollte ein vollstandiger Abbau des Medikaments erreicht sein.

2.2 Verhaltensexperimente

2.2.1 Motility-Box

Das Motility-Test-System (TSE, Bad Homburg, Bildanlage 2, Seite 89) dient der Beobachtung
der lokomotorischen Aktivitat. Die Apparatur besteht aus einer oben offenen Kammer mit
einer 45 x 45 cm groBen Plattform und 45 cm hohen Wanden aus Plexiglas. AuBerhalb
der Kammer befinden sich 15 Infrarotsensoren in 2,8 cm Abstinden eingebettet in einen
Metallstab, welche die Koordinaten der Mause wiahrend der Bewegung in der Testkammer
in drei Dimensionen erfassen. 10 cm oberhalb der Plattform sind Infrarotsensoren zur
Detektion der Aufrichtung der Tiere in der z-Dimension angebracht. Die durch die Bewegung
der Tiere verursachte Unterbrechung der Infrarotsensorsignale wurde mit einer Rate von
10 Hz erfasst, als x-, y- und z-Koordinaten in einem PC gespeichert und in die motorische
Aktivitat transformiert (Yilmazer-Hanke et al. 2004;2002, Rose et al. 2006).

Die Testdauer betrug 20 Minuten und erfolgte unter konstanter Beleuchtung von 125 Lux.
Nach jedem Testdurchlauf erfolgte die Desinfektion der Kammer, bevor eine neue Testphase
startete.

Die vom Motility-Programm erfassten Parameter sind:

Laufzeit in Minuten und Prozent der Gesamtzeit

Ruhezeit in Minuten und Prozent der Gesamtzeit

Aufenthalt in der Mitte in Minuten und Prozent der Gesamtzeit

Randaufenthalt in Minuten und Prozent der Gesamtzeit

zurlickgelegter Gesamtweg in Metern

AR I

Aufrichtungen in Anzahl

2.2.2 Startle-Apparatur

Die Startle-Apparatur besteht aus einer schalldichten Kammer mit 5W-Neonbeleuchtung
(Breite:100 cm, Tiefe: 60 cm, Hohe: 80 ¢cm). Im Innenraum, der mit schwarzem Schaumstoff
zur Gerauschdampfung gepolstert ist, befindet sich ein 8cm x 5cm x 5,5¢cm groBer Metall-
Gitter-Kafig, welcher auf einer 19cm x 14cm groBen Metallplatte befestigt ist. Den Kafigboden
bildet ein 1cm hoher Lattenrost, iiber den die Mause den FuBschock erhalten.

Der akustische Stimulus wurde durch einen digitalen Generator (Waldmann, SigGen-PC)
erzeugt und iiber einen Lautsprecher geliefert, der in der Kammer fest montiert und mit 49cm
Entfernung vom Kafig auf diesen ausgerichtet ist (Bildanlage 3, Seite 90). Es wurden Stimuli
von 10 kHz und 70 dB mit einer Dauer von 5 Sekunden als konditionierter Stimulus (CS) und
ein Hintergrundgerausch mit 55 dB und einer Bandbreite von 2-40 kHz eingesetzt.
Wihrend der Konditionierungsphase wurden drei Tone in unregelméBigen zeitlichen
Abstanden appliziert und entweder gepaart oder ungepaart mit dem FuBlschock
(unkonditionierter Stimulus, US) gegeben. Im Retrieval, 24 und 48 Stunden nach der
Konditionierung, erfolgte die alleinige Prasentation des Tons in bekannter zeitlicher Abfolge,
aber ohne FuB3schockapplikation.
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Der elektrische Stimulus wurde von einem Generator auBerhalb der Kammer erzeugt und
durch die Stahlgitter mit 0,5cm Abstand zu einander am Boden des Kifigs tibertragen. Die
FuBschockapplikation erfolgte in einer Starke von 0,75 mA iiber eine Dauer von 1 Sekunde.
Als Hauptparameter zur Erfassung der Furcht wihlten wir Freezing, welches charakteristisch
fiir die natiirliche Furchtreaktion von Mausen ist.

2.3 Versuchsdurchfithrung 1
2.3.1 Motility-Box
Die Testung in der Motility-Box wird zur Analyse emotionaler Aspekte der Aktivitat genutzt
(Archer 1973). Wir nutzten die Erfassung der Lokomotion und des Trait-Angst-Verhaltens
der Mause unter Medikation zur Beschreibung der Wirkungsweise und -starke von Atenolol
auf das Verhalten naiver Tiere. Zur Bestimmung der optimalen Dosis und der Ermittlung
einer Dosis-Wirkungskurve wurden 60 mannliche C57BL/6J-Mause untersucht. Es erfolgte
die Zuteilung zu 4 Gruppen (jede Gruppe 15 Tiere umfassend)

1. 0,9%ige Natriumchloridlosung

2. 5 mg/kg BW Atenolollosung

3. 10 mg/kg BW Atenolollosung

4. 20 mg/kg BW Atenolollosung
Der Versuch erfolgte vormittags parallel in zwei Boxen, so dass jeweils zwei Tiere nach
30 Minuten Separation in Einzelkdfigen post injectionem die Testphase begannen. Die
Tiere wurden in die Mitte der Box platziert und anschlieBend startete das Programm. Alle
Durchginge liefen unter gleichen Bedingungen bei gedampfter Beleuchtung ab und nach
jedem 20 Minuten dauernden Durchgang erfolgte die Desinfektion der Boxen. Neben den
automatisch vom Motility-Computerprogramm detektierten Daten erfolgte die Erfassung
von Defiakation und Miktion als Parameter vegetativer Reaktion.
Daein Tier der 20 mg-Gruppe unter der InjektionsmaBnahme verstarb, wurde zur Auswertung
der Ergebnisse per Zufall je ein Tier-Datenblock aus den anderen drei Gruppen eliminiert.

2.3.2 Furchtkonditionierung in der Startle-Box
78 C57BL/6J-Mause wurden randomisiert 7 Gruppen zugeteilt, diese waren im Einzelnen:
1. 0,9%ige NaCl-Losung als Applikation ohne Elektroschock
wiahrend Konditionierung (10 Tiere)
2. 0,9%ige NaCl-Losung als Applikation bei zeitlich gepaarter
Ton- und Schockprisentation wihrend Konditionierung (12 Tiere)
3. 0,9%ige NaCl-Losung als Applikation bei zeitlich ungepaarter
Ton- und Schockprisentation wihrend Konditionierung (11 Tiere)
4. 5 mg/kg BW Atenolollosung als Applikation bei zeitlich gepaarter
Ton- und Schockprisentation wihrend Konditionierung (11 Tiere)
5. 5 mg/kg BW Atenolollosung als Applikation bei zeitlich ungepaarter
Ton- und Schockprisentation wihrend Konditionierung (11 Tiere)
6. 20 mg/kg BW Atenolollosung als Applikation bei zeitlich gepaarter
Ton- und Schockprisentation wihrend Konditionierung (12 Tiere)
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7. 20 mg/kg BW Atenolollosung als Applikation bei zeitlich ungepaarter
Ton- und Schockprisentation wihrend Konditionierung (11 Tiere)

Um zu priifen, ob Furchtkonditionierung mit Auswirkung auf das Verhalten von Mausen
auch in einer Startle-Apparatur moglich ist, fiihrten wir eine naive Kontrollgruppe mit. Die
Tiere dieser Gruppe erhielten lediglich eine Kochsalzinjektion und Tonapplikation, aber
keine Schockapplikation wiahrend des Trainings. Mit der naiven Gruppe wurde gepriift, ob
in einer Startle-Box Freezing ausgelost und gemessen werden kann und wie ausgepragt das
Freezing allein durch die wiederholte Exposition mit der Box ohne Konditionierung ist.

Die Gruppen zwei bis sieben dienen der separaten Untersuchung des Atenololeffekts, in
zwei unterschiedlichen Dosierungen gegeniiber einer Kochsalz-Kontrollgruppe, auf die
Furchtkonditionierung im gepaarten bzw. ungepaarten Konditionierungsmodus.

Am Konditionierungstag wurde jeweils eine Maus i.p. injiziert (Atenolol oder 0,9%ige
NaCl-Losung) und anschliefend fiir 30 Minuten in einem Einzelkifig isoliert, bevor die
Furchtkonditionierung begann. Zur Konditionierung wurden die Tiere in den Gitterkafig
der Kammer gesetzt, dieser mit Drahtfiden verschlossen und anschlieBend fest mittels
Stellschrauben auf der piezoelektrischen Plattform befestigt, die Stromverbindung
hergestellt und die Kammer geschlossen (Bildanlage 4, Seite 90). AnschlieBend startete
das Programm zur automatischen Ton- und Elektroschockapplikation. Die Tiere wurden
mit einem Buchstaben-Zahlen-Code versehen, der keine Gruppenzuordnung wahrend der
Beobachtung am nichsten Tag erlaubte. Und die Reihenfolge der Konditionierung der Tiere
erfolgte randomisiert, so dass sich eventuelle Auswirkungen von Wochentag oder Tageszeit
im Verhalten der Tiere gleichmifBig in den Ergebnissen aller Gruppen niederschlagen. Fiir
die Konditionierung wurden drei unterschiedliche Programme verwendet, die mit , gepaart®,
sungepaart® und ,ohne FuBschockapplikation® iiber den Computer angewihlt werden
konnten (Konditionierungsschemata, Bildanlage 5, Seite 91).

Nach Beendigung der Konditionierung wurde das Programm gestoppt, die Maus wieder aus
der Startle-Kammer in den Haltungskafig zuriickgesetzt und der Gitterkafig vor der nachsten
Konditionierung desinfiziert. Zur Ausbildung einer Kontingenz zwischen CS und US unter
gepaarter Konditionierung bzw. CS und Kontext widhrend ungepaarter Konditionierung
erfolgte die dreimalige Applikation von Ton und Schock.

Vierundzwanzig Stunden nach der Konditionierung erfolgte das erste Retrieval. Dazu wurden
die Tiere in der gleichen Startle-Box wie am Vortag untersucht, nun aber ohne Medikation,
mit gleichem Aufzeichnungsprogramm fiir alle Tiere und paralleler Verhaltenserfassung. Der
Beobachter saf3l dazu vor der Startle-Apparatur, begutachtete das Verhalten der Mause durch
ein Fenster an der Frontseite der Box und betitigte simultan das Aufzeichnungsprogramm.
Das Gedachtnisabrufprogramm hatte eine Gesamtdauer von 8 Minuten und 13 Sekunden.
Die Zeit vor der ersten CS-Priasentation gemessen in der Konditionierungsbox, wurde als
reine kontextuelle Konditionierung interpretiert. Die CS-Prasentationszeit wurde, da die
Messung ebenfalls in der Konditionierungsbox erfolgte, als ,,cue“- mit Hintergrundkontext-
konditionierung gewertet. Eine Erleichterung der Verhaltenserfassung bot ein
Computerprogramm, welches vier VerhaltensduBerungen beriicksichtigt:
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1. ,Freezing“ (Erstarren, d.h. Fehlen jeglicher Bewegung, abgesehen von der Atemtatigkeit) ;
2. ,,Sniffing” (Herumschniiffeln am Boden und den Gitterwanden des Kifigs) ; 3. ,,Grooming*
(umfasst das gesamte Putzverhalten, wie Gesicht-, Felllecken und Kratzen) und 4. ,,Other”
(hierunter wurden alle anderen, den ersten vier nicht zuzuordnenden Verhaltensweisen
subsummiert, ein haufig gezeigtes Verhalten war das Herumbeifen am Gitterkafig).

Durch den parallelen Start von Retrieval- und Verhaltenserfassungsprogramm war es moglich,
in der Auswertung eine genaue zeitliche Zuordnung der Verhaltensweisen vorzunehmen und
so die Verhaltensparameter differenziert fiir die Kontextexposition (Zeit vor der ersten CS-
Applikation mit einer Dauer von 300s) und die CS-Prasentation im Kontext (Zeit ab der
ersten Ton-Applikation mit einer Dauer von 200s) auszuwerten.

Nach Beendigung des 1. bzw. 2. Retrieval wurden die Tiere wieder zuriick in die Haltungskafige
gesetzt, die Miktion und Defiakation erfasst und der Gitterkafig desinfiziert bevor das nachste
Tier das Retrieval durchlief.

2.4 Statistik

Um das Verhalten der Tiere in der Moti-Box zu analysieren wurde eine one-way-ANOVA
durchgefiihrt sowie ein Post Hoc-Vergleich mittels Fisher's LSD-Test vorgenommen. Im
zweiten Experiment wurde zum Nachweis der Effektivitit der Furchtkonditionierung,
welche als Vorraussetzung der weiteren statistischen Verhaltensauswertung zu betrachten
ist, fiir das Freezingverhalten eine Varianzanalyse mit anschlieBendem ,protected t-test”
durchgefiihrt, um im Vergleich der Gruppen untereinander die Signifikanz der Auswirkung der
Schockapplikation zu belegen. Fiir alle gezeigten Verhaltensweisen wurde eine bifaktorielle
ANOVA erstellt, die zum einen die Konditionierungsart (gepaarte- vs. ungepaarte-
Konditionierung) und zum anderen die Medikation (0.9%ige NaCl-16sung vs. 5 mg/kg
BW Atenolol vs. 20 mg/kg BW Atenolol) sowie deren Wechselwirkungen beriicksichtigt.
Als signifikant wurden die Ergebnisse mit p>0.05 gewertet. Zur Untersuchung der
Wechselwirkung der Einzelparameter untereinander folgte anschlieBend die Betrachtung der
Verhaltensunterschiede der einzelnen Tiere zwischen Kontextexposition und CS-Prasentation
im Hintergrundkontext sowie deren Beeinflussung durch Medikation, Konditionierungsart
und Retrieval in einem allgemeinen linearen Modell. Es erfolgte die Durchfithrung univariater
und multivariater Tests und anschlieBend wurden paarweise Vergleiche mit Post Hoc-Tests
vorgenommen. Zum Ausschluss eines Rekonsolidierungseffektes durch das 1. Retrieval
wurde eine Repeated Measures angefertigt. Die nichtparametrischen Tests nach Kruskal-
Wallis und Mann-Whitney sowie der Chi-Quadrat-Test kamen bei der Auswertung der
Vegetativparameter zur Anwendung.

Die Berechnungen wurden mit GB-STAT fiir MS Windows Version 5.0 und mit der SPSS
Version 9.0 fiir Windows durchgefiihrt.
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3 Ergebnisse

3. Ergebnisse

3.1 Lokomotion und Trait-Angst-Verhalten in der Motility-Box

3.1.1 Beeinflussung der lokomotorischen Aktivitit durch Atenolol

Zur Beurteilung der Atenololeffekte auf naive Mause wurde das Verhalten der Tiere 30
Minuten nach i.p.-Applikation des Pharmakons bzw. von 0.9 %iger NaCl-Losung in der
Motility-Box untersucht. Da keine deutlichen Unterschiede zwischen den Gruppen mit
5 und 10 mg/kg BW Atenolol bestanden und im anschlieBenden Experiment Atenolol nur
in zwei unterschiedlichen Dosierungen zum Einsatz kommen sollte, erfolgt in der weiteren
statistischen Auswertung der Ergebnisse nur die Beriicksichtigung der Medikationsgruppen
mit 5 und 20 mg/kg BW Atenolol sowie der Kontrollgruppe mit NaCl-Applikation.

3.1.2 Ergebnisse
(Abbildung 1, Seite 28; Datentabelle im Anhang Seite 86)

3.1.3 Einfluss von Atenolol auf das Verhalten in der Motility-Box

Atenolol besitzt einen dosisabhingigen depressiven Effekt auf die lokomotorische Aktivitat
von C57BL/6J-Mausen gemessen wahrend einer 20 miniitigen Testphase in der Motility-Box
(Abb. 1A, Seite 28). Die one-way-ANOVA ergibt eine signifikante Reduktion der Lokomotion
(F=3.37, df=2, p<0.05). Im post hoc-Vergleich mittels Fisher's LSD-Test zeigt sich der
signifikante Effekt durch Atenolol in einer Dosierung von 20 mg/kg BW.

Die Medikation besitzt jedoch keinen signifikanten Einfluss auf die Trait-Angst assoziierten
Parameter Aufrichtung und verbrachte Zeit in der Mitte der Box (Abb. 1B und 1C). Anhand
Abbildung 1B lasst sich zwar eine tendenzielle Abnahme der vertikalen Aktivitat (als Summe
der Aufrichtungen und Anlehnungen an die Wand der Box) erkennen, aber es wird kein
signifikanter Unterschied durch Atenolol erzielt (F=2.60, df=2, p>0.05). Dies gilt auch
beziiglich des Aufenthalts im zentralen Bereich der Motility-Box (F=2.76, df=2, p>0.05) zu
sehen in Abbildung 1C.

Die statistische Auswertung der Defiakationsergebnisse (Abb.1D) mittels des nicht-
parametrischen Mann-Whitney-Tests ergibt beziiglich der Medikation keine signifikanten
Unterschiede zwischen NaCl-Gruppe und 5 bzw. 20mg/kg BW Atenolol-Gruppe (p>0.05).
Jedoch zeichnet sich zwischen den unterschiedlichen Dosierungsgruppen des Medikaments
(p<0.05) eine Signifikanz ab, mit deutlicher Reduktion der Defdkation in der hoherdosierten
Atenolol-Gruppe. Beziiglich der Miktionsfrequenz (Abb.1E) zeigen sich statistisch
signifikante Unterschiede im Vergleich von NaCl- und 20mg/kg BW Atenolol-Gruppe
(F=6.15, df=1, p<0.05), nicht jedoch zwischen NaCl- und 5mg/kg BW Atenolol- (F=0.83,
df=1, p>0.05) bzw. der 5mg/kg BW- und 20mg/kg BW Atenolol-Gruppe (F=2.77, df=1,
p>0.05). Man kann demnach von einer dosisabhiangigen Steigerung der Miktionsfrequenz
und Reduktion der Defiakation durch Atenolol sprechen.

Da die Atenololapplikation eine dosisabhiangige Reduktion der lokomotorischen Aktivitat
bewirkt, lasst sich eine eventuelle Freezingreduktion durch die Atenololapplikation
im zweiten Experiment nicht auf eine Steigerung der lokomotorischen Aktivitait durch

das Medikament zuriickfiihren. Durch die tendenziell eher geringere Auspragung
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angstassoziierter Verhaltensweisen wie Aufrichtung und Aufenthalt in der Mitte der Box
unter Atenolol kann ein direkter anxiolytischer Effekt, soweit in der Motility-Box messbar,
nicht gezeigt werden. Die Moglichkeit der Gabe selbst unphysiologisch hoher Dosen an naive
Tiere erlaubt es mittels Atenolol emotionale Lernvorgange unter weitreichender Blockade
des peripheren viszeralen Arousal zu untersuchen. Somit ermoglicht Furchtkonditionierung
unter Atenolol das Studieren des Einflusses peripherer vegetativer Erregung sowie moglicher
Feedbackwirkungen auf neuronale Verarbeitungsmechanismen in emotionalen Situationen
ohne direkte zentrale Beeinflussung.
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Legende zu Abbildung 1A-E

Lokomotion und Trait-Angst-Verhalten in der Motility-Box

Abbildung 1A Laufzeit in Motility-Box

Dargestellt ist die Laufzeit in % der Gesamtzeit einer 20 miniitigen Testphase von C57BL/6J-Méiusen in der
Motility-Box nach NaCl-Gabe bzw. Atenololapplikation in den Dosierungen 5 und 20 mg/kg BW. Die one-way-
ANOVA ergibt eine signifikante Reduktion der lokomotorischen Aktivitat durch die Medikation (F=3.37, df=2,
P<0.05), welche sich im posthoc Vergleich mittels Fisher's LSD-Test durch Atenolol in der Dosierung von
20 mg/kg BW ergibt (p<0.05). Atenolol bewirkt demnach eine dosisabhidngige Reduktion der Lokomotion.
*p<0.05, **p<0.01

Abbildung 1B Vertikale Aktivitdt in Motility-Box
Dargestellt ist die Anzahl der Aufrichtungen innerhalb einer 20 miniitigen Testphase von C57BL/6J-M&usen in

der Motility-Box nach NaCl-Gabe bzw. Atenololapplikation in den Dosierungen 5 und 20 mg/kg BW. Die one-
way-ANOVA zeigt eine tendenzielle jedoch nicht signifikante Reduktion der vertikalen Aktivitit (als Summe der
Aufrichtungen und Anlehnungen an die Wand der Box) durch die Medikation (F=2.60, df=2, p>0.05), welche
sich anhand der Abbildung erkennen lisst. *p<0.05, **p<0.01

Abbildung 1C Aufenthalt in der Mitte der Box
Dargestelltist die Aufenthaltsdauer im zentralen Drittel der Motility-Box in % der Gesamtzeit einer 20 miniitigen

Testphase von C57BL/6J-Mausen nach NaCl-Gabe bzw. Atenololapplikation in den Dosierungen 5 und 20
mg/kg BW. Es lésst sich ebenfalls eine tendenzielle jedoch nicht signifikante Reduktion des Aufenthalts im
Zentrum der Box durch die Medikation mittels one-way-ANOVA nachweisen (F=2.76, df=2, p>0.05). *p<0.05,
**p<0.01

Atenolol zeigt demnach keinen signifikanten Effekt auf die Trait-Angst assoziierten Parameter
Aufrichtungshiufigkeit und Aufenthalt in der Mitte der Box.

Abbildung 1D Defikation in Motility-Box
Dargestellt ist die Defdkationsrate (Anzahl der Kottel) wihrend einer 20 miniitigen Testphase von C57BL/6J-

Maéusen in der Motility-Box nach NaCl-Gabe bzw. Atenololapplikation in den Dosierungen 5 und 20 mg/kg BW.
Die statistische Auswertung der Defikationsergebnisse mittels des nicht-parametrischen Mann-Whitney-Tests
erbringt signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen unterschiedlicher Medikamentendosis (p<0.05), mit
deutlicher Reduktion der Defikation unter 20 mg/kg BW Atenolol. Es ergibt sich jedoch kein signifikanter
Unterschied zwischen NaCl-Gruppe und 5 bzw. 20mg/kg BW Atenolol- Gruppe (p>0.05). *p<0.05, **p<0.01

Abbildung 1E Miktion in Motility-Box
Dargestellt ist die Miktionshaufigkeit wihrend einer 20 miniitigen Testphase von C57BL/6J-Méusen in der

Motility-Box nach NaCl-Gabe bzw. Atenololapplikation in den Dosierungen 5 und 20 mg/kg BW. Statistisch
signifikante Unterschiede ergeben sich zwischen den Gruppen mit NaCl- und 20mg/kg BW Atenolol (F=6.15,
df=1, p<0.05), nicht jedoch zwischen der NaCl- und 5mg/kg BW Atenolol- (F=0.83, df=1, p>0.05) bzw. der
smg/kg BW-und 20mg/kg BW Atenolol-Gruppe (F=2.77, df=1, p>0.05). Atenolol fithrt demnach dosisabhingig
zu einer Steigerung der Miktion. *p<0.05, **p<0.01
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3 Ergebnisse

3.2 Experiment 2

In diesem Experiment untersuchten wir auditorische und kontextuelle Furchtkonditionierung
unter peripher-viszeraler Erregungsblockade. Dazu wurde Atenolol in den Dosierungen 5
und 20 mg/kg BW wihrend der Furchtkonditionierung (FC) appliziert und sein Effekt auf
das Verhalten der Mause beim Gedachtnisabruf studiert. In den Abbildungen 2A/B bis 6A/B
sind die Verhaltensianderungen von C57BL/6J-Mausen 24 Stunden nach FC wiedergegeben.
Die Verhaltenserfassung erfolgte in der Trainingsbox, in der auch die FC vorgenommen
wurde, ohne erneute Medikation. Die detektierten Verhaltensweisen ,Freezing® (Erstarren),
,Sniffing® (Schniiffeln) und ,,Grooming”“ (Putzen) wurden fiir die Zeit vor der CS-Prasentation
und die Zeit mit Beginn der ersten Tonapplikation ausgewertet. Die Ergebnisdarstellung
des in der Konditionierungsbox ermittelten Verhaltens erfolgt demnach getrennt fiir die
alleinige Exposition mit dem Kontext, welche die kontextuelle Furcht erfasst, und fiir die CS-
Prasentation in der Konditionierungsbox, welche die Furchtreaktion auf den expliziten ,cue®
und den Hintergrundkontext beinhaltet. Da wiahrend der Kontextexposition kein Ton gegeben
wurde, besteht die einzige Assoziation zur Konditionierung in den kontextuellen Stimuli der
Box und dem Handling wahrend des Versuchsablaufes. Nach der Kontextexposition erfolgte
die Applikation von insgesamt drei CS in randomisierter Zeitabfolge. Da die konditionierte
Reaktion auf den CS in der Trainingsbox gemessen wurde, umfasst sie sowohl eine
Hintergrundkontextkonditionierung als auch die ,simple cue”-Konditionierung (LeDoux et
al. 1988).

3.2.1 Kontextexposition und CS-Prisentation im Kontext (1.Retrieval)

3.2.1.1 Verhalten wihrend Kontextexposition und CS-Prisentation im Kontext
Die Atenololapplikation vor der Furchtkonditionierung (FC) zeigt deutliche Auswirkungen auf
das Verhalten der Mause 24 Stunden spéater in Exposition mit dem Konditionierungskontext.
Atenolol fithrt zu einer signifikanten Reduktion des Freezing, sowie zu deutlich gesteigertem
Schniiffel- und Putzverhalten. Die Konditionierungsart besitzt keinen signifikanten Effekt
auf das Verhalten der Tiere im Konditionierungskontext.

Es konnten keine signifikanten Auswirkungen der Atenololapplikation auf das Verhalten der
Tiere bei CS-Exposition im Konditionierungskontext erzielt werden. Jedoch veranschaulichen
die Ergebnisse einen signifikanten Einfluss der Konditionierungsart, welcher sich in langerem
Freezing und reduziertem Schniiffel- und Putzverhalten der gepaart konditionierten Tiere im
Vergleich zu den ungepaart konditionierten Tieren zeigt.

(Ubersichtstabellen mit MW + SEM im Anhang, Seite 86-88)

3.2.1.1.1 Freezing wihrend Kontextexposition

DerAbbildung2A/B(Seite 32) sinddie Auswirkungender Atenololapplikationvorder FCaufdas
Freezingverhaltenim Kontext wiahrend des Gedachtnisabrufszu entnehmen. Die unifaktorielle
ANOVA zum ,protected t-test” ergibt einen signifikanten Effekt der FuBschockapplikation,
welche im post hoc-Vergleich zwischen ungepaart/gepaart konditionierten vs. naiven Mausen
besteht (F(2.32)=22.1484, p<0.0001). Der deutliche Unterschied des Freezingverhaltens der
naiven Kontrollgruppe im Vergleich zu den konditionierten Tieren belegt die Effektivitat der

Konditionierung.
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Zur Beurteilung der Auswirkung der Konditionierungsart (gepaart vs. ungepaart) und
der Medikation (NaCl vs. 5 mg/kg BW Atenolol vs. 20 mg/kg BW Atenolol) auf das
Freezingverhalten wihrend der Kontextexposition wurde eine bifaktorielle ANOVA
angefertigt. Atenolol in der Dosierung von 20 mg/kg BW bewirkt eine signifikante
Freezing-Reduktion im Gedachtnisabruf (F(2.67)=4.460, df=2, p<0.02), wiahrend sich
durch Atenolol in niedriger Dosierung kein signifikanter Unterschied zur NaCl-Gruppe
ergibt. Im post hoc-Vergleich zeigt sich ein signifikanter Atenololeffekt durch 20mg/
kg BW im gepaarten Konditionierungsmodus. Demnach besitzt Atenolol (appliziert vor
der FC) einen dosisabhangigen Effekt auf das Verhalten, welches sich 24 Stunden nach
gepaarter Konditionierung, in Exposition mit dem Konditionierungskontext auspragt, d.h.
Atenolol beeinflusst die Hintergrundkontextkonditionierung. Die Konditionierungsart
zeigt keinen signifikanten Effekt (F(1.67)=0.007, df=1, p>0.9) und es bestehen auch keine
Wechselwirkungen zwischen Konditionierungsart und Medikation (F(2.67)=0.44, df=2,
p>0.6).

3.2.1.1.2 Freezing wiahrend CS-Prisentation im Kontext

Abbildung 2A/B veranschaulicht auch die Auswirkungen der Atenololapplikation vor der FC
auf das Freezing in Exposition mit dem CS im Konditionierungskontext. In der unifaktoriellen
ANOVA zum ,protected t-test“ und dem post hoc-Vergleich ergibt sich ein deutlicher Effekt
der FuBschockapplikation mit hochsignifikantem Unterschied zwischen ungepaart-/gepaart
konditionierten vs. naiven Mausen (F(2.32)=18.95, p<0.0001). Die bifaktorielle ANOVA zeigt
einen signifikanten Effekt der Konditionierungsart (F(1.67)=6.70, df=1, p<0.02), jedoch keine
signifikante Auswirkung der Medikation (F(2.67)=1.01, df=2, p>0.3) bzw. Wechselwirkungen
zwischen Konditionierungsart und Medikation (F(2.67)=0.40, df=2, p>0.6). Das signifikant
langere Freezing der gepaart konditionierten Tiere ist durch die stiarkere Assoziation
zwischen CS und US durch gepaarte Prasentation wahrend der Konditionierung erklarbar.
Im Gegensatz zu den Ergebnissen der Kontextexposition kann durch die Atenololapplikation
das Verhalten der Tiere in Exposition mit dem CS nicht signifikant beeinflusst werden.
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3 Ergebnisse

Abb. 2 Freezing in % der Zeit im 1.Retrieval
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Legende zu Abbildung 2A/B

Freezingverhalten wihrend Kontextexposition (1. Retrieval)

Dargestellt ist die Freezingdauer in % der Gesamtzeit als MW+SEM in Form weiBer Balken. Die Teilabbildung
A reprasentiert das Freezing der Tiere nach gepaarter Konditionierung und B stellt das Freezing der ungepaart
konditionierten Tiere dar. Die unkonditionierte Kontrollgruppe ist jeweils zum Vergleich am rechten
Rand abgebildet (ohne FS). Deutlich wird ein hochsignifikanter Effekt der stattgehabten Konditionierung,
welcher sich in sichtbaren Unterschieden der Freezingdauer zwischen ungepaart/gepaart konditionierten
vs. naiven Mausen (F(2.32)=22.1484, p<0.0001) zeigt. Desweiteren hat die Medikation eine Auswirkung auf
das Freezingverhalten der Tiere (F(2.67)=4.460, df=2, p<0.02). Es ergibt sich im post hoc-Vergleich eine
signifikante Reduktion des Freezing durch Atenolol in der Dosierung von 20 mg/kg BW bei den Tieren im
gepaarten Konditionierungsmodus. Die Konditionierungsart zeigt keinen signifikanten Einfluss auf das
Freezing-Verhalten im Kontext (F(1.67)=0.007, df=1, p>0.9) und es bestehen keine Wechselwirkungen zwischen
Konditionierungsart und Medikation (F(2.67)=0.44, df=2, p>0.6). *p<0.05, **p<0.01

Freezingverhalten wihrend CS-Prisentation im Hintergrundkontext (1. Retrieval)

Dargestellt ist die Freezingdauer in % der Gesamtzeit als MW+SEM in Form schwarzer Balken.

Die unifaktorielle ANOVA zum ,protected t-test“ ergibt ebenfalls einen hochsignifikanten Effekt der
FuBschockapplikation mit deutlichem Unterschied zwischen ungepaart/gepaart konditionierten vs. naiven
Maiusen (F(2.32)=18.95, p<0.0001). Bei Ton-CS-Gabe im Kontext kann keine signifikante Beeinflussung der
Freezingdauer mehr durch die Medikation erzielt werden (F(2.67)=1.01, df=2, p>0.3). Die ANOVA zeigt jedoch
einen signifikanten Effekt der Konditionierungsart (F(1.67)=6.70, df=1, p<0.02, $) mit deutlich lingerem
Freezing der gepaart konditionierten Tiere (schwarze Balken in der Teilabbildung A) als der ungepaart
konditionierten Tiere (schwarze Balken in der Teilabbildung B). Es bestehen keine Wechselwirkungen zwischen
Konditionierungsart und Medikation (F(2.67)=0.40, df=2, p>0.6). *p<0.05, **p<0.01
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3.2.1.1.3 Sniffing wihrend Kontextexposition

Die Ergebnisse des Schniiffelverhaltens (Abb. 3.A/B, Seite 34) bestitigen mit einer
signifikanten Zunahme des ,,Sniffings“, durch die Atenololapplikation vor der Konditionierung
den Medikationseffekt (F(2.67)=4.33, df=2, p<0.02). Wiederum ergibt sich im post-hoc
Vergleich erst ein signifikanter Effekt durch 20mg/kg BW Atenolol der Tiere im gepaarten
Konditionierungsmodus und erneut zeigen sich keine signifikanten Auswirkungen
durch die Konditionierungsart (F(1.67)=0.29, df=1, p>0.6) oder Wechselwirkungen von
Konditionierungsart und Medikation (F(1.67)=0.29, df=2, p>0.6). Das Schniiffelverhalten
korreliert als gesteigerte Exploration negativ mit dem Freezingverhalten.

3.2.1.1.4 Sniffing wihrend CS-Prisentation im Kontext

In Ubereinstimmung mit den Freezing-Resultaten kann auch im Schniiffelverhalten (Abb.
3A/B) wiahrend der CS-Prasentation ein signifikanter Effekt der Konditionierungsart
(F(1.67)=6.28, df=1, p<0.02), jedoch keine signifikante Auswirkung der Medikation
(F(2.67)=1.03, df=2, p>0.3) bzw. eine Wechselwirkung zwischen Konditionierungsart und
Medikation (F(2.67)=0.11, df=2, p>0.8) gefunden werden. Die ungepaart konditionierten
Tiere schniiffeln wesentlich ausgiebiger wahrend der Prasentation des Ton-CS in der
Konditionierungsbox als die gepaart konditionierten Tiere.

3.2.1.1.5 Grooming wihrend Kontextexposition

Abbildung 4A/B (Seite 35) zeigt die Auswirkungen der Atenololapplikation vor der FC auf das
Putzverhalten im Kontext wiahrend des Gedachtnisabrufs. Die bifaktorielle ANOVA erbringt
eine signifikante Zunahme des Putzverhaltens unter hochdosierter Medikation (F(2.67)=3.63,
df=2, p<0.05) mit post hoc-Signifikanz im gepaarten Konditionierungsmodus. Es ergeben sich
keine signifikanten Auswirkungen durch die Konditionierungsart (F(1.67)=0.03, df=1, p>0.8)
und es bestehen keine Wechselwirkungen zwischen der Medikation und Konditionierungsart
(F(2.67)=0.56, df=2, p>0.5). Da die naive Kontrollgruppe ausgepragtes Putzverhalten zeigt,
lasstsich eine Korrelation zwischen gesteigertem Putzen und niedrigerem Furchtlevel vermuten.
Durch die pharmakologische $-Blockade in hoher Dosierung kann das Putzverhalten der Tiere
in Exposition mit dem Hintergrundkontext signifikant gesteigert werden.

3.2.1.1.6 Grooming wihrend CS-Priasentation im Kontext

Der Abbildung 4A/B sind die Effekte der Atenololapplikation auf das Putzverhalten bei CS-
Prasentation im Konditionierungskontext zu entnehmen. In Korrelation mit dem Freezing-
und Schniiffel-Verhalten findet sich wahrend der CS-Prasentation im Kontext eine signifikante
Auswirkung der Konditionierungsart (F(1.67)=4.60, df=1, p<0.05), welche durch die Medikation
beeinflusst wird (F(2.67)=3.63, df=2, p<0.05). Es besteht jedoch keine signifikante Auswirkung
der Medikation allein (F(2.67)=2.51,df=2, p>0.8). Die signifikant langere Putzdauer der ungepaart
konditionierten Tiere bestatigt die stirkere Konditionierung auf den ,cue“ durch gemeinsame
Prasentation von CS und US mit deutlicherer Assoziation im gepaarten Konditionierungsmodus.
Der signifikante Unterschied zur naiven Kontrollgruppe unterstiitzt die Aussagefahigkeit dieses
Verhaltensparameters beziiglich des Furchtlevels der Tiere und bekriftigt die Beeinflussung des

Putzverhaltens durch Atenolol wahrend der Kontextexposition.
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3 Ergebnisse

Abb. 3 Sniffing in % der Zeit im 1.Retrieval
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Legende zu Abbildung 3A/B

Schniiffelverhalten wihrend Kontextexposition (1. Retrieval)

Dargestellt ist die Schniiffelzeit in % der Gesamtzeit als MW+SEM in Form weiBer Balken. Die Teilabbildung A
reprasentiert das Schniiffeln (,,Sniffing®) der Tiere nach gepaarter Konditionierung und B stellt das Schniiffeln der
ungepaart konditionierten Tiere dar. Die unkonditionierte Kontrollgruppe ist jeweils zum Vergleich am rechten
Rand abgebildet (ohne FS). Ersichtlich wird ein hochsignifikanter Effekt der stattgehabten Konditionierung,
welcher sich in einem deutlichen Unterschied der Schniiffelzeit der naiven Kontrollmause im Vergleich zu
den ungepaart/gepaart konditionierten Tieren zeigt (p<0.0001). Die Atenololgabe fiihrt zu einer signifikanten
Zunahme des ,,Sniffing“ der konditionierten Tiere (F(2.67)=4.33, df=2, p<0.02). Im post hoc-Vergleich ergibt
sich ein signifikanter Effekt durch 20mg/kg BW Atenolol bei den Tieren im gepaarten Konditionierungsmodus.
Es zeigen sich keine signifikanten Auswirkungen durch Konditionierungsart (F(1.67)=0.29, df=1, p>0.6) oder
Wechselwirkungen von Konditionierungsart und Medikation (F(1.67)=0.29, df=2, p>0.6). *p<0.05, **p<0.01

Schniiffelverhalten wiihrend CS-Priisentation im Hintergrundkontext (1. Retrieval)

Dargestellt ist die Schniiffelzeit in % der Gesamtzeit als MW+SEM in Form schwarzer Balken.

Die unifaktorielle ANOVA zum ,protected t-test“ ergibt einen hochsignifikanten Effekt der FuBschockapplikation
mit deutlichem Unterschied zwischen ungepaart/gepaart konditionierten vs. naiven Miusen (p<0.0001). Bei
Ton-CS-Prisentation in der Konditionierungsbox kann durch die Medikation kein signifikanter Einfluss auf
die Schniiffeldauer mehr nachgewiesen werden (F(2.67)=1.03, df=2, p>0.3). Die ANOVA erbringt jedoch einen
signifikanten Effekt der Konditionierungsart (F(1.67)=6.28, df=1, p<0.02, $) auf das Schniiffelverhalten der
konditionierten Tiere. In negativer Korrelation zu den Freezingresultaten zeigen die gepaart konditionierten
Tiere (schwarze Balken in der Teilabbildung A) deutlich weniger ,,Sniffing"“ als die ungepaart konditionierten Tiere
(schwarze Balken in der Teilabbildung B). Es bestehen keine Wechselwirkungen zwischen Konditionierungsart
und Medikation (F(2.67)=0.11, df=2, p>0.8). *p<0.05, **p<0.01
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Abb. 4 Grooming in % der Zeit im 1.Retrieval
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Legende zu Abbildung 4A/B

Putzverhalten wihrend Kontextexposition (1. Retrieval)

Dargestellt ist die Putzzeit in % der Gesamtzeit als MW+SEM in Form weiBer Balken. Die Teilabbildung A
reprasentiert das Putzverhalten der Tiere nach gepaarter Konditionierung und B stellt das Putzverhalten der
ungepaart konditionierten Tiere dar. Die unkonditionierte Kontrollgruppe ist jeweils zum Vergleich am rechten
Rand abgebildet (ohne FS). Sichtbar wird ein hochsignifikanter Effekt der stattgehabten Konditionierung, anhand
des deutlichen Unterschieds der Putzzeit der naiven Kontrollmause im Vergleich zu den ungepaart/gepaart
konditionierten Tieren (p<0.0001). Die Atenololgabe fiihrt zu einer signifikanten Zunahme der Putzdauer
der konditionierten Tiere (F(2.67)=3.63, df=2, p<0.05). Im post hoc-Vergleich ergibt sich ein signifikanter
Effekt durch 20mg/kg BW Atenolol bei den Tieren im gepaarten Konditionierungsmodus. Es zeigen sich keine
signifikanten Auswirkungen durch die Konditionierungsart (F(1.67)=0.03, df=1, p>0.8) und es bestehen keine
Wechselwirkungen zwischen Konditionierungsart und Medikation (F(2.67)=0.56, df=2, p>0.5). *p<0.05,
**p<0.01

Putzverhalten wiihrend CS-Priisentation im Hintergrundkontext (1. Retrieval)

Dargestellt ist die Putzzeit in % der Gesamtzeit als MW+SEM in Form schwarzer Balken.

Die unifaktorielle ANOVA zum ,protected t-test“ ergibt einen hochsignifikanten Effekt der FuBschockapplikation
mit deutlichem Unterschied zwischen ungepaart/gepaart konditionierten vs. naiven Mausen (p<0.0001). Bei
Prasentation des Ton-CS in der Konditionierungsbox kann durch die Medikation kein signifikanter Einfluss auf
die Putzzeit mehr nachgewiesen werden (F(2.67)=2.51, df=2, p>0.8). Die ANOVA zeigt jedoch einen signifikanten
Effekt der Konditionierungsart (F(1.67)=4.60, df=1, p<0.05, $) auf das Putzverhalten der konditionierten Tiere
welcher durch die Medikation beeinflusst wird(F(2.67)=3.63, df=2, p<0.05).

In positiver Korrelation zur Schniiffelzeit zeigen die gepaart konditionierten Tiere (schwarze Balken in der
Teilabbildung A) deutlich geringer ausgepriagtes Putzverhalten als die ungepaart konditionierten Tiere (schwarze
Balken in der Teilabbildung B). *p<0.05, **p<0.01
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3 Ergebnisse

3.2.2 Kontextexposition und CS-Prisentation im Kontext (2.Retrieval)

3.2.2.1 Verhalten wihrend Kontextexposition und CS-Priisentation im
Hintergrundkontext mit nachfolgendem Vergleich des Verhaltens im 1. und
2.Retrieval

Die Halbwertzeit von Atenolol bei Untersuchungen in der Ratte wird mit ca. 90 Minuten
angegeben (Lemmer et al. 1985). Daher ist ein direkter Medikationseffekt auf das Verhalten
der Tiere im ersten Retrieval auch in der hochdosierten Gruppe mit 20 mg/kg BW kaum
mehr zu erwarten. Um definitiv auszuschlieBen, dass die Verhaltensinderungen aus
einer direkten Medikamentenwirkung resultieren und um die erhaltenen Ergebnisse zu
verifizieren, fiihrten wir 48 Stunden nach Konditionierung ein zweites Retrieval durch. Der
Versuchsablauf war identisch mit dem des ersten Retrieval, wiederum wurde die Trainingsbox
zur Erfassung der Verhaltensparameter genutzt und die Aufzeichnung der Parameter erfolgte
nach dem gleichen Muster. Die Ergebnisse des zweiten Gedachtnisabrufs bestitigen die im
ersten Abruf gefundenen Effekte und durch eine Repeated Measure-Analyse konnte ein
Rekonsolidierungseffekt ausgeschlossen werden.

(Ubersichtstabellen mit MW + SEM im Anhang, Seite 87)

3.2.2.2.1 Freezing wihrend Kontextexposition

Die Auswirkungen der Atenololapplikation auf das Freezingverhalten konnen im 2.Retrieval
in Exposition mit dem Kontext bestatigt werden (Abbildung 5A, Seite 38). Die unifaktorielle
ANOVA zum ,protected t-test“ ergibt einen deutlichen Effekt der FuBschockapplikation. Im
post hoc-Vergleich zeigt sich (wie im 1. Retrieval) ein hochsignifikanter Unterschied zwischen
ungepaart/gepaart konditionierten vs. naiven Tieren unter NaCl-Injektion (F(2.32)=16.58,
df=2, p<0.0001). Das deutlich ausgepragtere Freezing der konditionierten im Vergleich zu
den naiven Mausen belegt die Effizienz der Furchtkonditionierung und deren Auswirkung auf
das Verhalten auch 48 Stunden nach erfolgter Konditionierung. Wiederum ergibt sich kein
signifikanter Unterschied durch gepaarten oder ungepaarten Konditionierungsmodus. Die
bifaktorielle ANOVA, durchgefiihrtzur Beurteilungder Auswirkungender Konditionierungsart
(gepaart vs. ungepaart) und der Medikation (NaCl vs. 5 mg/kg BW Atenolol vs. 20 mg/kg BW
Atenolol) auf das Freezing wahrend der Exposition mit dem Kontext, bekraftigt den im ersten
Retrieval gefundenen Atenololeffekt. Es ergibt sich eine signifikante Beeinflussung durch die
Medikation (F(2.67)=5.07, df=2, p<0.01) mit post hoc-Signifikanz der 20 mg/kg BW-Dosis.
Jedoch finden sich wiederum keine signifikanten Auswirkungen der Konditionierungsart
(F(1.67)=1.89, df=1, p>0.2) bzw. Wechselwirkungen zwischen Konditionierungsart und
Medikation (F(2.67)=1.194, df=2, p>0.3).

Das deutlich geringer ausgepragte Freezing der naiven Kontrollgruppe zeigt, dass die Tiere
auch im 2. Gedachtnisabruf mit niedrigerem Furchtlevel auf die Konditionierungsbox
reagieren als die konditionierten Tiere.

Im Vergleich zum 1. Retrieval kommt es nur bei der naiven Kontrollgruppe ohne
Schockapplikation wahrend der Trainingssession, im 2. Retrieval zu signifikant gesteigertem
Freezingverhalten, sowohl bei Kontextexposition (p<0.02) als auch bei Prasentation des

CS- im Kontext (p<0.02). Verbrachten die unkonditionierten Kontrolltiere wahrend der
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Kontextexposition im 1. Retrieval gerade einmal 7.5% der Untersuchungszeit mit Freezing,
verdoppelt sich diese nahezu auf iiber 13% im 2. Retrieval (Abbildung 5, Seite 38).

3.2.2.2.2 Freezing wihrend CS-Prisentation im Kontext

Es bestitigen sich die im 1. Retrieval gefundenen Ergebnisse mit unbeeinflusstem Verhalten
der Tiere durch die Atenololapplikation in Exposition mit dem CS im Kontext 48 Stunden
nach der Konditionierung (Abbildung 5B). Die FuBschockapplikation im Training besitzt
einen signifikanten Effekt, der im post hoc-Vergleich einen hochsignifikanten Unterschied
zwischen ungepaart/gepaart konditionierten vs. naiven Tieren ergibt (F(2.32)=9.92, df=2,
p<0.001). Die deutliche Auswirkung der stattgehabten Konditionierung zeigt sich in einer
nur halb so langen Freezingdauer der naiven Kontrollgruppe im Vergleich zu den iibrigen
Tieren. Dies belegt, dass die Furchtkonditionierung effizient war und sich auch im 2.
Retrieval durch signifikante Verhaltensinderungen auspriagt. Die bifaktorielle ANOVA
ergibt einen signifikanten Effekt der Konditionierungsart (F(1.67)=4.24, df=1, p<0.05),
aber keine signifikanten Auswirkungen der Medikation (F(2.67)=0.33, df=2, p>0.7) oder
Wechselwirkungen zwischen Konditionierungsart und Medikation (F(2.67)=0.19, df=2,
p>0.8). Die CS-US-gepaart konditionierten Tiere reagieren in Exposition mit dem CS auch
48 Stunden nach der Konditionierung mit deutlich stirkerem Freezing als die ungepaart
konditionierten Tiere. Es gibt hingegen kaum einen Unterschied zwischen den Gruppen
unterschiedlicher Medikation. Im zeitlichen Verlauf ergeben sich keine Veranderung der
Freezing-Zeiten, d.h. die Ergebnisse des 1. Gedachtnisabrufes werden mit nur geringen
Prozentabweichungen im 2. Abruf reproduziert (Abbildung 5). Es besteht allerdings eine
Ausnahme, und zwar lasst sich eine recht deutliche Steigerung des Freezingum 15% (p<0.02) in
der naiven Kontrollgruppe aufzeigen. Dies bestatigt den schon wihrend der Kontextexposition
gefundenen Effekt, dass die wiederholte Exposition mit der Konditionierungsbox und dem
Ton allein furchtinduzierend wirkt, auch dann, wenn gar kein FuBschock appliziert wurde.
Die noch deutlichere Zunahme des Freezings im Vergleich zur Kontextexposition signalisiert
die Summation der anxiogenen Wirkung des Tons.
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3 Ergebnisse

Abb. 5 Freezing - Vergleich zwischen 1. und 2. Retrieval
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Legende zu Abbildung 5A/B

Vergleich der Freezingzeiten im 1. und 2. Retrieval

Dargestellt ist der direkte Vergleich der Freezingdauer in % der Gesamtzeit als MW+SEM in Form weiBer
Balken fiir die Kontextprasentation sowie in Form von schwarzen Balken fiir die CS-Prasentation im Kontext fiir
das 1. Retrieval (linker Balken) und 2. Retrieval (rechter Balken). Die Teilabbildung A reprasentiert das Freezing
der Tiere nach gepaarter Konditionierung und B stellt das Freezing der ungepaart konditionierten Tiere dar.
Die Ergebnisse der unkonditionierten Kontrollgruppe sind jeweils zum Vergleich am rechten Rand abgebildet
(ohne FS). Die unifaktorielle ANOVA zum ,protected t-test” ergibt post hoc einen hochsignifikanten Unterschied
zwischen ungepaart/gepaart konditionierten vs. naiven Tieren unter NaCl-Injektion (F(2.32)=16.58, df=2,
pP<0.0001).

Die bifaktorielle ANOVA zeigt auch im 2. Retrieval eine signifikante Beeinflussung des Freezing im Kontext
durch die Medikation (F(2.67)=5.07, df=2, p<0.01) mit post hoc-Signifikanz bei einer Dosis von 20 mg/kg
BW. Wiederum gibt es keine signifikanten Auswirkungen der Konditionierungsart (F(1.67)=1.89, df=1, p>0.2)
bzw. Wechselwirkungen zwischen Konditionierungsart und Medikation (F(2.67)=1.194, df=2, p>0.3). Wie
im 1. Retrieval ergibt sich ein signifikanter Effekt der Konditionierungsart jedoch wiahrend CS-Exposition im
Hintergrundkontext (F(1.67)=4.24,df=1,p<0.05, #),aufwelche die Medikation keine signifikanten Auswirkungen
besitzt (F(2.67)=0.33, df=2, p>0.7). Es bestehen keine Wechselwirkungen zwischen Konditionierungsart und
Medikation (F(2.67)=0.19, df=2, p>0.8).

Die Abbildung verdeutlicht, dass es kaum einen Unterschied zwischen den Freezingzeiten der konditionierten
Tiere im 1. und 2. Retrieval gibt, weder bezogen auf die Kontextexposition, noch auf die Tonprasentation im
Kontext (p>0.05). Jedoch zeigt die naive Kontrollgruppe eine signifikante Zunahme der Freezingdauer vom
1. zum 2. Retrieval, welche sowohl wihrend der reinen Kontextexposition (p<0.02), als auch wahrend der CS-
Préasentation im Kontext (p<0.02) zu finden ist. *p<0.05, **p<0.01; § signifikante Effekte im 1. Retrieval
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3.2.2.2.3 Sniffing wihrend Kontextexposition

In Korrelation mit dem Freezing bestitigt das Schniiffelverhalten (keine Abb.) den
signifikanten Effekt der Medikation (F(2.67)=6.0319, df=2, p<0.01) ohne signifikante
Auswirkung der Konditionierungsart (F(1.67)=1.4566, df=1, p>0.2) bzw. Wechselwirkungen
zwischen Konditionierungsart und Medikation (F(2.67)=0.9664, df=2, p>0.3). Im post hoc-
Test ergibt sich eine signifikante Zunahme des Schniiffelverhaltens wiederum erst durch
Atenolol in hoher Dosierung.

Es zeigt sich keine signifikante Veranderung im zeitlichen Verlauf, aber eine geringe Zunahme
der Schniiffeldauer vom 1. zum 2. Retrieval bei der hochdosierten Atenolol-Gruppe nach
ungepaarter Konditionierung (p=0.119). Mit einem Anstieg um etwa 10% niahern sich die
Schniiffelzeiten der Kontrollgruppe an. Hingegen zeigt sich bei den gepaart konditionierten
Tieren unter NaCl-Gabe eher eine Abnahme der Schiiffelzeiten (p=0.161). Die Stabilitat
der Ergebnisse untermauert den nachgewiesenen Atenololeffekt auf das Furchtverhalten
gemessen an der Schniiffelzeit in Exposition mit dem Konditionierungskontext.

3.2.2.2.4 Sniffing wihrend CS-Prisentation im Kontext

Beziiglich des ,Sniffing“ wahrend der CS-Prasentation im 2. Retrieval (keine Abb.) lasst sich
kein signifikanter Effekt der Konditionierungsart mehr nachweisen (F(1.67)=3.71, df=2,
p=0.0588). Auch die Medikation (F(2.67)=0.97, df=2, p>0.3) besitzt keine signifikanten
Auswirkungen auf das Schniiffelverhalten und es bestehen keine Wechselwirkungen zwischen
Konditionierungsart und Medikation (F(2.67)=0.27, df=2, p>0.7). Im Vergleich zum

1. Gediichtnisabruf zeigt sich in Ubereinstimmung mit den zunehmenden Freezingzeiten eher
eine Reduktion der Schniiffelzeit der naiven Kontrollgruppe um 11% (p=0.166). In negativer
Korrelation zum Freezing schniiffeln die Tiere wiahrend der ,,cue“-Konfrontation im 2. Abruf
insgesamt deutlich weniger als wahrend der Kontextexposition.

3.2.2.2.5 Grooming wihrend Kontextexposition

Auch im 2. Retrieval zeigt die naive Kontrollgruppe das ausgepragteste Putzverhalten und
damit korrelierend das geringste Furchtlevel in Exposition mit dem Kontext (keine Abb.).
Die bifaktorielle ANOVA kann den im ersten Gedichtnisabruf gefundenen Atenolol-
Effekt im zweiten Abruf hingegen nicht mehr belegen. Auch wenn tendenziell eine geringe
Zunahme der Putzzeit durch die hochdosierte Atenololgabe auszumachen ist, zeigen sich
jedoch weder signifikante Auswirkungen der Medikation (F(2.67)=1.08, df=2, p>0.6), noch
der Konditionierungsart (F(1.67)=0.27, df=1, p>0.6) bzw. Wechselwirkungen zwischen
Konditionierungsart und Medikation (F(2.67)=0.98, df=2, p>0.3).

3.2.2.2.6 Grooming wihrend CS-Prisentation im Kontext

Das Putzverhalten bei CS-Prasentation in der Konditionierungsbox im 2. Retrieval wird nicht
signifikant beeinflusst. Es zeigt sich lediglich eine geringe Tendenz zur Zunahme der Putzzeit
bei den Tieren unter hochdosierter Atenololapplikation (keine Abb.). Die bifaktorielle
ANOVA weist weder einen signifikanten Effekt der Konditionierungsart (F(1.67)=0.27, df=1,
p>0.6), noch der Medikation (F(2.67)=1.82, df=2, p>0.1) bzw. Wechselwirkungen zwischen

Konditionierungsart und Medikation (F(2.67)=0.43, df=2, p>0.6) auf das Putzverhalten in
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3 Ergebnisse

Exposition mit dem CS im Kontext nach. Die Auswirkung der stattgehabten Konditionierung
zeigt sich in einer deutlichen Differenz zwischen den Putzzeiten der naiven Kontrollgruppe,
welche ein Vielfaches der Zeit mit Putzen verbringt, im Vergleich zu den konditionierten
Tieren (p<0.001). Im zeitlichen Verlauf vom 1. zum 2. Retrieval ergeben sich keine
signifikanten Veranderungen der Putzzeit (p>0.05). Die pharmakologische -Blockade kann
das ,,Grooming®“ in Exposition mit dem CS demnach auch im 2. Retrieval nicht signifikant
beeinflussen, im Gegensatz zum 1. Gedachtnisabruf gibt es aber auch keine signifikante
Auswirkung der Konditionierungsart mehr.

Somit kann abschlieBend beziiglich des Putzverhaltens zur Beurteilung der Furchtauspragung
nach Konditionierung festgehalten werden, dass sich sowohl die Medikation, als auch der
Konditionierungsmodus signifikant auf diesen Verhaltensparameter auswirken, aber beide
Effekte nicht stabil iiber die Zeit sind.

3.2.3 Verhaltensvergleich von Kontext- und CS-Exposition im Hintergrund-
kontext

3.2.3.1 Vergleich des Freezing im Kontext- vs. wihrend CS-Exposition im
Kontext

Die multi- und univariaten Tests, zur Ermittlung von Unterschieden zwischen dem
Verhalten der Tiere im Kontext- und wiahrend CS-Exposition im Kontext, offenbaren einen
signifikanten Effekt, wobei durch die CS-Prasentation in der Trainingsbox eine deutliche
Zunahme des Freezings bewirkt wird (F=7.11, df=1, p<0.01) (Abb. 2A/B, Seite 32). Dieser
innersubjektive Unterschied zeigt sowohl eine Abhangigkeit von der Medikation (F=27.19,
df=2, p<0.001), als auch von der Konditionierungsart (F=6.41, df=2, p<0.01), besteht
jedoch unabhingig vom Retrieval (F=1.61, df=1, p>0.2). Im post hoc-Test wird jedoch
nur durch die stattgehabte Konditionierung Signifikanz erreicht (p<0.001). Anhand der
Abbildungen sind groBere Unterschiede im Freezing zwischen reiner Kontextexposition
und CS-Prasentation im Kontext nach gepaarter Konditionierung ersichtlich (Abb.2A). Die
Ursache hierfiir liegt nicht in groBen Differenzen im Freezing wiahrend der Kontextexposition
sondern im stidrkeren Freezing der gepaart konditionierten Tiere wiahrend CS-Exposition
in der Konditionierungsbox. Dies belegt, dass C57BL/6J-Mause auch bei assoziierter CS-
US-Prasentation im gepaarten Konditionierungsmodus ausgepragtes konfigurales Lernen
kontextueller Stimuli besitzen. Dabei spricht man nach CS-US-gepaarter Konditionierung
von Hintergrundkontextkonditionierung und nach CS-US-ungepaarter Konditionierung
von vordergriindiger Kontextkonditionierung. Die Ergebnisse der naiven Kontrollgruppe
verdeutlichen, dass die Tonpriasentation in der Box an sich, auch ohne assoziierte
FuBschockapplikation, deutlich anxiogener wirkt als die alleinige Kontextexposition. Die
deutlichste Zunahme des Freezing von Kontextexposition zur ,cue“-Prasentation ergibt sich
in der hochdosierten Atenololgruppe, weil sich die pharmakologischen Effekte nur in der
kontextuellen, jedoch nicht in der ,,simplen cue“-Konditionierung niederschlagen.

Demnach kommt es durch die medikamentose Blockade autonomer Afferenzen scheinbar
zur selektiven Beeintrachtigung des Lernens der komplexen kontextuellen Stimuli wiahrend
Hintergrundkontextkonditionierung, bei unbeeintrachtigtem Lernvermogen der Assoziation
von CS und US.
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3.2.3.2 Vergleich des Sniffing im Kontext- vs. wihrend CS-Exposition im
Kontext

In den multi- und univariaten Tests ergibt sich ein signifikanter Unterschied im
Schniiffelverhalten der Tiere zwischen Kontextexposition und CS-Priasentation im Kontext
(F=663,04, df=1, p<0.001), welcher sich abhingig zeigt von der Medikation (F=33,75,
df=2, p<0.001) sowie von der Konditionierungsart (F=5,88, df=2, p<0.01). Die Tiere
schnuppern wahrend der Kontextexposition deutlich mehr als wiahrend der CS-Prasentation
in der Trainingsbox. Die ,,Sniffing“-Differenz zwischen Kontext- und CS-Exposition ist unter
hochdosierter Atenololgabe am groBten, wiederum erklarbar durch den alleinigen Effekt der
Medikation auf die kontextuelle Furcht. Die Beeinflussung durch den Konditionierungsmodus
zeigt sich im deutlich geringeren Schniiffelverhalten der gepaart konditionierten Mause
(sieche Abb.3A, Seite 34) in Exposition mit dem CS. Des Weiteren wird der Unterschied im
Schniiffelverhalten zwischen reiner Kontextexposition und CS-Prasentation im Kontext
bezogen auf die Abhingigkeit von der Konditionierungsart auch durch das Retrieval
beeinflusst (F=3,62, df=2, p<0.05).

3.2.3.3 Vergleich des Grooming im Kontext- vs. wihrend CS-Exposition im
Kontext

Die multi- und univariaten Tests offenbaren im Vergleich von reiner Kontextexposition und
CS-Prasentation im Kontext signifikante Unterschiede im Putzverhalten der Tiere (Abb.
4A/B, Seite 35) (F=24.74, df=1, p<0.001). Die Effekte sind unabhangig von der Medikation
(F=0.64, df=2, p>0.5), der Konditionierungsart (F=0.54, df=2, p>0.5) und der Art des
Retrievals (F=2.54, df=1, p>0.1). Die Tiere zeigen mehr Putzverhalten im Kontext und eine
deutliche Abnahme wiahrend CS-Exposition.

3.3 Defakation

Zur Auswertung der Defikation (Abb.6A/B, Seite 43) wurde eine bifaktorielle ANOVA
durchgefiihrt und anschlieBend in post hoc-Tests eine signifikante Auswirkung der
Medikation erruiert. Es erfolgt die gemeinsame Auswertung von Training, 1. und 2. Retrieval.
Der nichtparametrische Friedmann-Test kam zur Anwendung, um die abhiangigen Daten der
selben Tiere an drei unterschiedlichen Messzeitpunkten (FC, 1. und 2. Retrieval) zu priifen.

3.3.1 Defikation wiahrend der Konditionierung

Durch die Erfassung der Defiakation wahrend der Konditionierung ergibt sich die Moglichkeit
einer direkten Beurteilung der Beeinflussung des Vegetativums durch das Medikament.
Im Gegensatz zu den konditionierten Gruppen unter NaCl-Gabe, welche die hochsten
Defakationsraten verzeichnen lassen, fiihrt die Atenololapplikation dosisabhéngig zu einer
tendenziellen Reduktion der Defiakation (F=2.65, df=2, p=0.079). Die Konditionierungsart
hingegen hat keine Auswirkung auf die Defakationsrate wahrend des Trainings (F=1.62, df=1,
p>0.2).
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3 Ergebnisse

3.3.2 Defikation im Retrieval

Im 1. Retrieval kann durch die Atenololgabe wiahrend der Konditionierung keine tendenzielle
Reduktion der Defikation mehr nachgewiesen werden (F=0.78, df=2, p=0.462). Eine
signifikante Auswirkung zeigt sich jedoch durch die stattgehabte Konditionierung und
die Konditionierungsart (Abb.6A/B). Die Defakationsraten der gepaart und ungepaart
konditionierten Tiere unterscheiden sich signifikant von den Ergebnissen der naiven,
unkonditionierten Kontrolle (F=8.12, df=2, p<0.01). Im Vergleich der Konditionierungsmodi
ergeben sich signifikant hohere Defiakationsraten nach gepaarter Konditionierung (F=5.22,
df=1, p<0.05). Es zeigen sich bei keiner Gruppe Unterschiede zwischen den Ergebnissen des
1. und 2. Gedachtnisabrufs (p>0.05). Da die Reduktion der Defiakation unter hochdosierter
Atenololgabe im Retrieval nicht mehr nachweisbar ist, sprechen die Ergebnisse fiir einen
direkten Medikamenteneffekt auf den vegetativ beeinflussten Parameter Defakation wiahrend
der Applikation, welcher daher in seiner Wirkungsdauer auf die Konditionierung beschrankt
bleibt.

3.3.3 Defikation wihrend der Konditionierung und im Retrieval

Im Vergleich der Defiakation wiahrend der Konditionierung und im Gedachtnisabruf ergibt
sich eine Steigerung der Defdakation nach der FC in allen Gruppen, wobei die geringsten
Defakationsraten und Unterschiede im zeitlichen Verlauf in der Kontrollgruppe zu finden sind
(Abb.6A/B). Zur genaueren Ermittlung signifikanter Unterschiede wurde der Friedmann-
Test durchgefiihrt. Die selektive Betrachtung der Verdnderung der Defikationsraten der
hochdosierten Atenololgruppen zeigt eine signifikante Zunahme der Defiakation nach der
Konditionierung. Im Vergleich zu den Raten unter FC, wihrend der durch die medikamentose
Sympathikusblockade eine tendenzielle Reduktion der Defakation zu verzeichnen war, kommt
esnach gepaarter Konditionierung unter 20 mg/kg BW Atenololim 1. Retrieval und 2. Retrieval
zu einer deutlichen Zunahme der Defiakation (p<0.01). Dies ldsst sich durch die fehlende
Dampfung des Medikaments, also einen nicht mehr vorhandenen direkten Atenololeffekt
erklaren. Im ungepaarten Konditionierungsmodus wird hingegen kein signifikanter Einfluss
deutlich (p>0.05) und auch zwischen den beiden Zeitpunkten des Gedachtnisabrufs gibt es
keine signifikanten Veranderungen (p>0.05).

Die geringen Schwankungen der unkonditionierten Kontrolle im zeitlichen Verlauf sind
nicht signifikant (p>0.05). Auch die NaCl-Gruppen nach gepaarter und ungepaarter
Konditionierung (p>0.05) sowie die 5 mg/kg BW Atenolol-Gruppe im ungepaarten
Konditionierungsmodus zeigen keine signifikanten Effekte der stattgehabten Konditionierung
auf den Defakationsparameter im Retrieval (p>0.05), lediglich die gepaart konditionierten
Tiere unter 5 mg/kg BW Atenolol lassen eine signifikante Zunahme von der FC zum 1.
Gedachtnisabruf erkennen (p<0.02).
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Abb. 6 Defakation in Kottelanzahl wahrend FC, 1. und 2. Retrieval
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Legende zu Abbildung 6A/B

Defikationsverhalten wihrend FC, 1. und 2. Retrieval

Wihrend des Trainings zeigt sich durch die Atenololapplikation eine dosisabhingig tendenzielle Reduktion
der Defakationsrate der Tiere (F=2.65, df=2, p=0.079). Durch die Konditionierungsart hingegen kann kein
Einfluss auf die Defdkation wiahrend der Konditionierung gezeigt werden (F=1.62, df=1, p>0.2).

Im 1. Gedachtnisabruf ist kein Effekt der Medikation mehr nachzuweisen (F=0.78, df=2, p=0.462), jedoch
manifestiert sich die stattgehabte Konditionierung deutlich in den Ergebnissen. Die naiven Kontrolltiere
zeigen signifikant geringere Defdkationsraten als die konditionierten Tiere (F=8.12, df=2, p<0.01). Und

auch der Konditionierungsmodus wirkt sich mit deutlich hoheren Defikationsraten nach gepaarter als nach
ungepaarter Konditionierung aus (F=5.22, df=1, p<0.05, $).

Die Ergebnisse des 1. Gedachtnisabrufs werden im 2. Gedachtnisabruf mit nur geringgradigen Schwankungen
verifiziert und es ergeben sich keine Unterschiede zwischen den Retrievals (p>0.05).

Der Vergleich der Defidkation wahrend der Konditionierung und im Gedachtnisabruf innerhalb der einzelnen
Gruppen lasst eine Defdkationzunahme bei allen Tieren finden, welche am geringsten in der naiven,
unkonditionierten Kontrolle ausfillt und dort nicht signifikant ist (p>0.05).

Signifikante Verdnderungen im zeitlichen Verlauf wurden mittels Friedmann-Test ermittelt und ergeben

sich in Form einer deutlichen Zunahme der Defikation nach gepaarter Konditionierung unter 20 mg/kg

BW Atenolol (p<0.01), im ungepaarten Konditionierungsmodus wird hingegen kein signifikanter Einfluss
deutlich (p>0.05) und auch zwischen den beiden Zeitpunkten des Gedichtnisabrufs gibt es keine signifikanten
Veranderungen (p>0.05).

Auch die gepaart konditionierten Tiere unter 5 mg/kg BW Atenolol lassen eine signifikante Zunahme von
der FC zum 1. Gedachtnisabruf erkennen (p<o0.02). Die NaCl-Gruppen nach gepaarter und ungepaarter
Konditionierung (p>0.05) sowie die 5 mg/kg BW Atenolol-Gruppe im ungepaarten Konditionierungsmodus
zeigen hingegen keinen signifikanten Einfluss der stattgehabten Konditionierung auf den Defidkationsparameter
im Retrieval (p>0.05).*p<0.05, **p<0.01
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4 Diskussion

4. Diskussion

4.1 Diskussionseinleitung

Die vorliegende Arbeit dient der experimentellen Untersuchung des Einflusses vegetativer
Erregung auf das assoziative Lernen emotionaler Stimuli. Diskutiert werden die Aktivierung
vegetativ-aszendierender Bahnen mit Verbindungen ins limbische System. Die Experimente
stehen im Kontext der Erforschung viszerosensorischer Informationen sowie deren
Funktion als Integrator adaptiven Verhaltens und physiologischer Reaktionen in stress-
und furchtassoziierten Situationen (Myers and Rinaman 2005). Untersucht wird Furcht,
als Emotion welche eng an korperliche Reaktionen und die Erregung des vegetativen
Nervensystems gekoppelt ist. In einer bedrohlichen Situation beginnt das Herz quasi
automatisch schneller zu schlagen, die Atemfrequenz steigt und der SchweiB tritt auf die Stirn.
Hinter diesen Reaktionen steht eine Aktivierung des sympathoadrenergen Nervensystems
mit massiver Katecholaminfreisetzung. Brautigam, Christian und von Rad (1997) schreiben:
,Wenn es eine unmittelbare psychosomatische und somatopsychische Wechselwirkung gibt,
so ist es die Verbindung von Herz und Angst.“ Die Angst lasst das Herz bis zum Hals schlagen,
durch die begleitende Adrenalinausschiittung beschleunigt sich der Puls, der Herzmuskel
kontrahiert kraftiger und die Wahrnehmung dieser korperlichen Reaktionen verstarkt
wiederum das Angstgefiihl.

Da autonome Afferenzen v.a. von vagalen Endigungen, z.B. am Herz-Kreislauf-System,
ihren Ursprung nehmen und dort durch [1-Rezeptoren aktivierbar sind (Berntson et al.
2003), ergibt sich durch die pharmakologische Blockade mittels Atenolol die Moglichkeit der
Modifikation dieser Vorgange.

Die Beeinflussung zentralnervoser Prozesse durch periphere Katecholamine ist jedoch nicht
tiber einen direkten Weg zu erklaren, da weder Adrenalin noch Noradrenalin bei intakter Blut-
Hirn-Schranke in der Lage sind, diese zu penetrieren (Berntson et al. 2003, Weil-Malharbe
et al. 1959). Auch die Beeinflussung der konditionierten Furchtreaktion durch die viszerale
Reaktion (Berntson et al. 2003) besitzt daher vermutlich eine periphere Initiierung. Das
heiBt, die adrenalininduzierte periphere viszerale Reaktion muss iiber bestimmte Bahnen
als Information eines korperlichen Arousal an Hirnareale weitergeleitet werden, um zur
Wahrnehmung zu gelangen und eine Beeinflussung von Verhaltens- und Gedachtnisbildung
zubewirken (Williams et al. 2000). Die Tatsache, dass der stimulierende Effekt von Emotionen
auf die Gedachtnisbildung durch systemische Applikation von peripher wirksamen [-
Blockern supprimiert werden kann, verweist ebenfalls auf einen peripheren Angriffspunkt
im Sinne modulierender autonomer Afferenzen (Cahill and McGaugh 1998, Berntson et al.
2003). Die vegetativen Informationen werden dazu wahrscheinlich via Riickenmark und
Nucleus tractus solitarius (NTS) in den Hirnstamm weitergeleitet, wo sie unter Einschaltung
weiterer Hirnstammareale (Locus coeruleus, Nucleus paragigantocellularis) sowie durch
deren Projektionen Einfluss auf zentral vermittelte Prozesse gewinnen (Cahill and McGaugh
1998, Berntson et al. 2003). Ein Ziel dieser aszendierenden modulatorischen Einfliisse ist
auch die Amygdala, das ,Zentrum der Angst“ (McGaugh et al. 1996).
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4.2 Zusammenfassung der Ergebnisse

Im ersten Experiment untersuchten wir die Wirkung von Atenolol auf das Verhalten frei
beweglicher, unkonditionierter Mause. Der psychologische Stress durch die neue Umgebung
der Motility-Box geht mit einer Sympathikusaktivierung einher und induziert Veranderungen
vegetativer Parameter. Unsere Ergebnisse belegen eine dosisabhangige Wirkung von Atenolol
aufdenvegetativbeeinflussten Parameter Defakation. Andere Studien konnten eine Dampfung
derstressvermittelten Tachykardie durch den -Blocker Atenololin Abhingigkeitvonder Hohe
des Sympathikotonus nachweisen (Just et al. 2000, Van den Buuse et al. 2001). Im Gegensatz
zu Stone et al. (1995), der jedoch Atenolol an einem anderen Mausestamm nach subkutaner
Applikation untersuchte, erzielten wir eine dosisabhangige Reduktion der lokomotorischen
Aktivitat durch die periphere f1-Blockade. Demnach ist eine Freezingreduktion durch Atenolol
im zweiten Experiment nicht durch lokomotionssteigernde Wirkungen des Medikaments zu
erklaren. Selbst in der von uns verwendeten unphysiologisch hohen Dosis ergab sich kein
direkter anxiolytischer Effekt durch Atenolol, gemessen an Aufrichtungen und Aufenthalt im
Zentrum, bei naiven Tieren in der Motility-Box. Die durch -Blockade veranderte vegetative
Reaktion bewirkt demnach eine Modulation des lokomotorischen Verhaltens in neuer
Umgebung ohne direkt anxiolytische Einfliisse zu besitzen.

Die Ergebnisse des zweiten Experiments belegen eine dosisabhingige Reduktion der
kontextuellen Furcht nach Konditionierung unter Atenolol. Im post hoc-Vergleich ergibt
sich nur nach gepaarter Konditionierung ein signifikanter Effekt, was auf unterschiedliche
Kontextverarbeitung von gepaart und ungepaart konditionierten Tieren verweist, wie von
Phillips und LeDoux (1994) bei Ratten berichtet. Die gepaarte Prasentation von CS und US
wiahrend des Trainings ist mit einer Hintergrundkontextkonditionierung verbunden, wihrend
durch die geringere Assoziationsstarke von CS und US bei ungepaarter Konditionierung ein
vordergriindigeres Kontextlernen erfolgt (Calandreau et al. 2005, Stiedl et al. 2000).

Zur direkten Erfassung der Effekte von Atenolol auf Vegetativparameter bestimmten wir
die Defiakationsrate. Die tendenziell geringere Defakation der Tiere unter Atenolol wiahrend
der Konditionierung, lasst sich im Sinne einer direkten Beeinflussung des vegetativen
Nervensystems deuten. Die deutliche Zunahme der Defikation in den Atenololgruppen im
nachfolgenden Gedichtnisabruf ist dementsprechend durch die fehlende direkte Wirkung
des Medikaments auf das Vegetativum wihrend des Retrievals zu erklaren. Der Einfluss
der Sympathikusblockade wahrend Konditionierung manifestiert sich in einem signifikant
geringeren Freezing und gesteigerten Schniiffel- und Putzverhalten 24h bzw. 48h spater
in Exposition mit der Konditionierungsbox. Wir konnten wie schon Radulovic et al. (1998)
nachweisen, dass C57BL/6J-Maiuse trotz gepaarter Priasentation von CS und US wihrend
der FC ausgepragtes konfigurales Lernen kontextueller Stimuli zeigen, da auch die gepaart
konditionierten Tiere wahrend der Kontextexposition ausgepragt ,freezen®. Unsere Ergebnisse
zeigen, dass die Startle-Box fiir die Erfassung von Freezing nach FC bei Mausen geeignet
ist, da signifikante Auswirkungen der FuBschockapplikation wahrend des Trainings auf das
Freezingverhalten der Tiere im Gedachtnisabruf bestehen. Dies erweitert die Moglichkeiten
der Verhaltensbeurteilung in der Startle-Apparatur durch die kombinierte Erfassung von
Freezingverhalten und Startlereaktion.
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4 Diskussion

Die Untersuchung der Verhaltensparameter der naiven Kontrolle verdeutlicht, dass die
wiederholte Exposition mit dem Ton in der Konditionierungsbox das Furchtlevel erhoht,
auch wenn kein FuBschock appliziert wurde. Durch die erneute Exposition mit der Box
kommt es nicht zu einer Habituation, sondern das Furchtlevel steigt weiter an. Dabei muss
beriicksichtigt werden, dass die FC ohne Praadaptation vorgenommen wurde. Insgesamt
lassen die Ergebnisse auf starke furchtinduzierende Stimuli der Trainingsbox als Kontext
schlieBen.

Die ,cue“- mit Hintergrundkontextkonditionierung konnte durch die pharmakologische
B-Blockade nicht signifikant beeinflusst werden. Hierauf wirkt sich jedoch die
Konditionierungsart deutlich aus, die keinen signifikanten Effekt auf die Verhaltensreaktionen
im reinen Kontext erzielte. Nach gepaarter Konditionierung zeigen die Mause ein signifikant
hoheres Furchtlevel als nach ungepaarter Konditionierung, welches sich in deutlich langerem
Freezing und kiirzeren Schniiffel- und Putzphasen wiahrend der CS-Prasentation in der
Trainingsbox auBert.

Da wir durch die medikamentose Blockade peripher-vegetativer Sympathikusaktivitat
einen Einfluss auf Prozesse der kontextuellen Konditionierung zeigen konnten, konnten
die Verhaltensianderungen Resultat der Modulation aszendierender autonomer Afferenzen
sein. Eine mogliche Erklarung der starkeren Beeinflussbarkeit des konfiguralen Lernens der
kontextuellen Stimulidurchdieperiphere 3-Blockadeergibtsichdurcheinehohere Komplexitat
der Prozessierung und Verarbeitung multimodaler Kontextreize, im Gegensatz zur ,cue®-
Konditionierung auf den unimodalen Tonstimulus und damit durch die differente neuronale
Realisierung. Da ein deutlicherer Einfluss auf die hintergriindige Kontextangst in gepaart
konditionierten C57BL/6J-Mausen besteht, gibt es offensichtlich auch Unterschiede in der
viszeralen Beeinflussbarkeit vordergriindiger und hintergriindiger Kontextkonditionierung.

4.3 Diskussion der Methodik

Zur Untersuchung der Bedeutung der peripheren vegetativen Erregung fiir emotionale
Lernvorginge, nutzten wir deren pharmakologische Beeinflussbarkeit. Ein Effekt auf die
Gedachtnisbildung wihrend emotional erregender Ereignisse lie3 sich fiir die Stimulation
und Blockade zentraler sowie peripherer [3-Rezeptoren zeigen (Introini-Collison et al. 1992).
Wir verwendeten den ausschlieSlich peripher wirksamen [31-Blocker Atenolol (Hara and
Ogawa 1986, Davy et al. 1986). Das Medikament entfaltet seine Wirkung in Abhangigkeit
vom Sympathikotonus, weshalb stammiibergreifende, altersunabhingige dosiskorrelierte
Wirkungen fiir Mause nicht verfligbar sind. Daher untersuchten wir zunichst die Wirkung
von Atenolol auf frei bewegliche, naive C57BL/6J-Mause in unterschiedlicher Dosierung.
Das Medikament gilt als am wenigsten Blut-Hirn-Schranken-gingig (Davy et al. 1986, Hara
and Ogawa 1986) und es wird ein energieabhangiger Transportprozess ins ZNS postuliert, da
das Konzentrationsverhaltnis von Atenolol in der Zerebrospinalfliissigkeit zu der im Plasma
nach i.p.-Applikation bei geringen Dosen hoher ist, als nach Applikation hoher Dosen (Gengo
et al. 1989). Demnach ist auch bei zunehmender peripherer Dosis ab einer bestimmten
Applikationsmenge keine zentrale Konzentrationszunahme (aufgrund voll besetzter
Transporter) mehr zu erwarten und der zentral gingige Anteil bleibt damit auch bei hohen

peripheren Dosen sehr gering. Dies ermoglicht es uns, hohe Dosen ohne bedeutende zentrale
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Wirkungen zu verabreichen, um eine starke Antagonisierung an peripheren 31-Rezeptoren
zu erreichen. Eingesetzt wurde Atenolol in unphysiologisch hoher Dosis, da eine moglichst
umfassende Blockade viszeraler Afferenzen und nicht deren bloBe Modulation erreicht
werden sollte. Durch die Applikation vor der Furchtkonditionierung lassen die Ergebnisse
keine selektiven Aussagen zur Beeinflussung der Encodierung und/oder Konsolidierung der
Furcht zu.

Die Auswirkungen der peripheren Sympathikusblockade und die Effekte der Unterbrechung
der Viszeroafferenzen, die von peripheren [}-Rezeptoren ausgehen, wurden in der Motility-
Box, einem Open Field-Modell sowie in einem etablierten Verfahren der Furchtinduktion,
der auditorischen und kontextuellen Furchtkonditionierung untersucht.

In der Motility-Box erfolgte die Untersuchung der Atenololwirkung auf das Verhalten naiver
Tiere in neuer Umgebung. Dabei wurden der Aufenthalt im Zentrum der Box und die Anzahl
der Aufrichtungen als Angstparameter (Smith et al. 2006, Roy et al. 2006) im Gegensatz
zur allgemeinen lokomotorischen Aktivitat erfasst. Da die Lokomotion in neuer Umgebung
sowohl durch Angst und Stress, als auch durch Neugier und Explorationstendenzen
beeinflusst wird (Erhardt et al. 2006, Kliethermes and Crabbe 2006, Strekalova et al. 2004),
ist eine selektive Deutung der Beeinflussung dieses Parameters nicht moglich.
DieFurchtkonditionierungerfolgte mitgepaarterbzw.ungepaarter Prasentationvon CSund US
in einer Startle-Box. Die Konditionierungin einer Startle-Apparaturist eher uniiblich. Deshalb
und zur besseren Interpretation der Ergebnisse wurde eine Kontrollgruppe mitgefiihrt. Die
Tiere dieser Gruppe erhielten das gleiche Handling und ebenfalls eine Injektion (0,9% NaCl)
und Tonapplikation, aber keinen FuBschock wiahrend der Konditionierung. Im gepaarten
Konditionierungsmodus erfolgte die systematisch gepaarte Prasentation von Ton (CS+) und
FuBschock (US), wodurch eszu einer Assoziation beider Stimuli kommt (Davis and Gould 2007,
Trifilieff et al. 2006). Wahrend des Trainings im gepaarten Modus erlernen C57BL/6J-Mause
neben dem Ton jedoch auch den Kontext im Sinne einer Hintergrundkontextkonditionierung,
mit der FuBschockprisentation zu assoziieren (Nijholt et al. 2007, Siegmund and Wotjak
2006, Stiedl et al. 2000, Calandreau et al. 2005). Bei der ungepaarten Konditionierung
erfolgte eine pseudorandomisierte unabhéngige Prasentation von Ton und FuB3schock, daher
iiberwiegt die Assoziation des FuBlschocks mit dem Kontext, welches als vordergriindige
Kontextkonditionierung bezeichnet wird (Trifilieff et al. 2006, Stiedl et al. 2000, Calandreau et
al. 2005). Die Kontextkonditionierung als Erlernen der Gesamtheit der kontextuellen Stimuli
ist neben der Amygdala auch vom Hippocampus abhiangig (Marsch et al. 2007, Saxa et al.
2006, Cravens et al. 2006, Ito et al. 2006, Otto and Poon 2006). Nach der Konditionierung
assoziieren die Tiere demnach den Ton (CS) und/oder die kontextuellen Stimuli mit dem
FuBschock (US) und nehmen im 24h spiter stattfindenden Gedachtnisabruf in Exposition
mit dem Kontext bzw. Ton eine Erwartungshaltung beziiglich des folgenden FuBschocks
ein. Die Erwartung des US in Exposition mit dem CS bzw. Kontext basiert auf assoziativem
Lernen und induziert Furcht in Mausen, welche zu Verhaltensianderungen fiihrt. Klassische
Furchtkonditionierung dient demnach der Erforschung emotionaler Lernvorgange.

Unser Versuchsaufbau fokussierte auf die Untersuchung der Kontextkonditionierung,
daher nahmen wir zur Induktion ausgepragter Kontextfurcht keine Praadaptation mit der

Konditionierungsbox vor, fiihrten den Gedichtnisabruf in der Trainingsbox durch und
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4 Diskussion

wahlten den Mausestamm Cs7BL/6J-OlaHsd, der auch nach gepaarter Konditionierung
ausgepragtes Kontextlernen zeigt (Radulovic et al. 1998, Stiedl et al. 2000, Calandreau et
al. 2005). Die Ergebnisse verweisen auf eine starke Anxiogenitit der Startle-Apparatur und
etablieren sie neben der Erfassung von Schreckreaktionen auch zur Messung von Freezing
nach Furchtkonditionierung bei Mausen. Da wir das Verhalten der Tiere im Retrieval in
der Trainingsbox untersuchten, lassen unsere Ergebnisse keine isolierte Betrachtung der
Beeinflussungder ,,cue”-Konditionierung zu, sondern beinhalten stets eine Kontextkomponte.
Das experimentelle Design ermoglicht die Untersuchung der viszeralen Beeinflussbarkeit von
vordergriindiger und hintergriindiger Kontextkonditionierung.

Da Atenolol und somit eine gedampfte peripher-viszerale Aktivierung nur wahrend der
Konditionierung, nicht jedoch vor dem Retrieval gegeben wurde, ist eine Beeinflussung des
Verhaltens durch einen ,state-setting“-Mechanismus moglich. ,State-setting“-Effekte auf den
GedachtnisabrufsindjedochauchfiirPlazebobeschrieben (Mystkowskietal.2003),dahersollte
ein solcher ebenfalls bei NaCl-behandelten Tieren allein durch die Applikation einer Substanz
bestehen. Das heiBt, allein die Tatsache, dass eine Injektion vor der Konditionierung erfolgte
und vor dem Gedichtnisabruf nicht, kann bei allen Tieren, selbst bei der unkonditionierten
Kontrolle iiber einen ,state-setting’-Effekt Einfluss auf die Erinnerung nehmen. Der
dennoch bestehende Effekt der Medikation auf die Hintergrundkontextkonditionierung
lasst sich daher nur durch einen unterschiedlichen korperlichen Erregungszustand wiahrend
Konditionierung und Gedachtnisabruf der mit Atenolol behandelten Tiere erklaren. Durch
die Wahrnehmung einer geringen vegetativen Erregung wahrend der Konditionierung sowie
deren gemeinsamer Speicherung mit KontextreizenlieBe sich einschlechterer Gedachtnisabruf
der Tiere im Kontext erklaren. Da der Gedachtnisabruf im selben Kontext unter veranderten
Vegetativparametern beeintrachtigt sein konnte, wenn Kontextreize in Verbindung mit dem
peripheren Arousal abgespeichert wurden.

Als wesentlicher Parameter zur Erfassung der Furcht im Retrieval, in Reaktion auf den
CS und den Kontext, wurde das Freezing bestimmt (Siegmund and Wotjak 2006, Goddyn
et al. 2006, Marsch et al. 2007, Davis and Gould 2007, Trifilieff et al. 2006). In negativer
Korrelation dazu steht das Schniiffeln als Explorationsmarker (Kim et al. 2005, Espejo 1997).
Gesteigertes Putzverhalten kann einerseits als konflikt- und frustrationsassoziiert gewertet
werden, andererseits ergibt sich durch starke Erregung in Exposition mit den anxiogenen
Stimuli eine prozentuale Reduktion der Putzzeit bei zunehmender Freezingdauer (Erhardt et
al. 2006).

Als Versuchsobjekt diente der Mauseinzuchtstamm C57BL/6JOlaHsd, welcher sich durch
hohe Trait-Angst, ausgeprigte stimuliinduzierte Tachykardie sowie gutes konfigurales
Lernen kontextueller Stimuli nach gepaarter wie ungepaarter Konditionierung auszeichnet
(Radulovic et al. 1998, Stiedl et al. 2000, Calandreau et al. 2007). Die Pridominanz des
Sympathikotonus auf die Herzfrequenzkontrolle in dem verwendeten Mausestamm ist ideal,
um die Auswirkung von Beta-Blockern auf den Konditionierungsprozess zu untersuchen
und durch seine ausgepragte kontextuelle Furchtreaktion eignete er sich bestens fiir unsere
Versuche.
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4.4 Peripheres und zentrales noradrenerges Nervensystem, Gedachtnisbildung
und Furcht

Studien konnten zeigen, dass die Assoziation von CS und US durch eine initiale
Orientierungsreaktion unterstiitzt wird (Maltzman 1990), was die Rolle des
Aufmerksamkeitsfaktors fiir die Gestaltung von Konditionierungsprozessen unterstreicht.
Eine essentielle Rolle in der Regulation von Aufmerksamkeitsprozessen wiahrend
emotionalen Lernens scheint dem Locus coeruleus (LC) und dem zentralen Kern der
Amygdala zuzukommen zwischen denen neuronale Verbindungen bestehen (Bouret et al.
2003, Aston-Jones et al. 1991 a;b). Durch die Wahrnehmung einer Beziehung zwischen
prasentierten Stimuli mit Neuheitswert erfahren beide Hirnareale eine deutliche Aktivierung
und fiihren iiber Noradrenalinfreisetzung mit dem Effekt der Aufmerksamkeitssteigerung zur
Beeinflussung der Reizverarbeitung (Bouret et al. 2003). Getriggert durch die Aktivierung des
Locus coeruleus kommt es neben einer 3-adrenergen Aktivititszunahme in der basolateralen
Amygdala auch zu einer Hippocampusaktivierung (Straube et al. 2003, Sara et al. 1994, Fallon
et al. 1978). Somit wird iiber zentral-noradrenerge Stimulation, gespeist aus aufsteigenden
Bahnen des Locus coeruleus (LC), eine Fokussierung und Steigerung der Aufmerksamkeit
erreicht (Aston-Jones et al. 1999, Usher et al. 1999). Ziel noradrenerger Bahnen sind dabei
v.a. limbische Areale, wie Amygdala, Hippocampus, Septum und BNST, aber auch Thalamus,
Hypothalamus, PAG und der gesamte Neocortex werden aktiviert.

Viele Studien verweisen auf eine bedeutende Rolle noradrenerger Neurotransmission fiir die
Aquisition und Konsolidierung emotionaler Erinnerungen bei Mensch und Tier (Izquierdo
and Medina 1995, Ferry et al. 1999, Cahill et al. 1994;2000, Nielson and Jensen 1994). In
der Maus konnte durch die Post-Training-Gabe von Amphetaminen in einem aversiven
Lernparadigma eine Verbesserung der Gedachtnisbildung gezeigt werden, welche auf die
periphere Freisetzung von Katecholaminen zuriickgefiihrt wurde (Roozendaal et al. 1996).
Noradrenalin ist ein bedeutender Transmitter zentral autonomer Regulation (Zhang and
Mifflin2007)und alssolcherinvolviertin diezentrale Vermittlung der Chemo-und Barozeption
sowie kardiopulmonaler und anderer viszeraler Aktivierung (Perez et al. 1998, Hayward 2001,
Sakai et al. 2005, Kumada et al. 1990, Dampney 1994). Durch Vagusstimulation konnte eine
Aktivierung von Hippocampusneuronen mit gesteigerter Gedachtnisbildung bewirkt werden
und durch die elektrische Stimulation des Hippocampus liesen sich an wachen Probanden
vagale Korpersensationen, wie ein unangenehmes Bauchgefiihl auslosen (Castle et al.
2005). Diese Ergebnisse lassen einen Eingang viszeraler afferenter Informationen in den
Hippocampus vermuten, welcher laut Castle et al. (2005) iiber den Nucleus tractus solitarius
und Locus coeruleus vermittelt werden konnte.

Die Verbindung zwischen peripherem und zentralem adrenerg-noradrenergen System
verkorpert demnach der Nucleus tractus solitarius (NTS), ein noradrenerges Kerngebiet im
Hirnstamm. Er empfangt Viszeroafferenzen iiber den Vagusnerv und ist involviert in die
Regulation von Blutdruck, Herzfrequenz und Sympathikotonus (Sakai et al. 2005). Er erhalt
primére Informationen aus dem kardiovaskuldren, respiratorischen und gastrointestinalen
System und projiziert, u.a. via LC, in die Amygdala und den Hippocampus, wo iiber die
Modulation deren noradrenerger Transmission die Starke der Erinnerung beeinflusst werden

kann (Cahill and McGaugh 1996, McGaugh et al. 1988, McGaugh and Roozendaal 2002). Die
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Noradrenalinfreisetzung in der Amygdala spielt wahrscheinlich eine bedeutende Rolle bei der
Entstehungdeszentralen emotionalen Arousal und bewirkt durch Projektionenin den dorsalen
Hippocampus eine Stimulation der Gedachtnisbildung (McGaugh et al. 1996, McGaugh and
Roozendaal 2002, Liangetal. 1990, Roozendaal et al. 1996). f1-adrenerge Rezeptoraktivierung
im Hippocampus scheint bedeutend fiir die Festigung des Kontextgedachtnisses zu sein (Zhang
et al. 2005, Murchison et al. 2004), wobei die Noradrenalinfreisetzung in der Amygdala zur
Gedachtnisstimulation sowohl auf den Kontext, als auch auf den ,,cue” fithrt (McGaugh et al.
1996, Tanaka et al. 2000, Cahill and McGaugh 1996).

Daher wird angenommen, dass wiahrend emotional erregender Ereignisse freigesetzte
adrenerge Stresshormone die Erinnerung iiber ein zentrales [-Rezeptor-vermitteltes
noradrenerges Arousal in der BLA und deren Projektionen in andere Hirnareale, wie den
Hippocampus, Perirhinalen Kortex und die Insel stimulieren (McGaugh et al. 2000, McGaugh
2002, Kim et al. 2001, Frey et al. 2001, Cahill and McGaugh 1996). Die BLA scheint demnach
eine Schliisselfunktion fiir das Gating von emotional signifikanten Gedachtnisinhalten zu
spielen (Korz and Frey 2005, Ferry et al. 1999). Eine Aktivierung peripherer Rezeptoren
wird als Ausgangspunkt diskutiert, da weder Adrenalin noch Noradrenalin Blut-Hirn-
Schranken-giangig sind, die emotionale Gedachtnisbildung sich aber durch periphere
Adrenalinapplikation stimulierbar zeigt und eine Blockade dieses Effektes durch die
konkurrierende Gabe eines peripheren -Blockers auftritt (Introini-Collison et al. 1992,
McGaugh et al. 1996). Auch die Glucokortikoid-induzierte Stimulation des emotionalen
Gedachtnis wird durch noradrenerge Aktivierung in der BLA vermittelt (Roozendaal et al.
2006). Neben dem Nachweis der Férderung der Erinnerung an emotionale Gedachtnisinhalte
durch systemische Adrenalinapplikation im Tierexperiment (Pelletier et al. 2005, McGaugh
and Roozendaal 2002), konnte eine Hemmung emotionaler Gedachtnisbildung durch die
Gabe von -Blockern beim Menschen gezeigt werden (Cahill et al. 1999, Van Stegeren et al.
1998). fMRI-Studien verweisen auch beim Menschen auf eine Aktivierung der Amygdala
wiahrend emotionaler Gedachtnisbildung, welche in direktem Zusammenhang mit der
spateren Erinnerung an emotionale Gedachtnisinhalte steht (Cahill et al. 1996). Strange und
Dolan (2004) konnten anhand von fMRI-Studien zeigen, dass eine erfolgreiche Speicherung
emotionaler Begriffe mit der Aktivierung der linken Amydala einhergeht und sich durch die
gleichzeitige Gabe von Propranolol verhindern lasst. Der spatere Gedachtnisabruf fiir die
gleichen emotionalen Items ging jedoch mit einer Aktivierung des Hippocampus einher und
auch dieser konnte durch Propranololapplikation wihrend der Lernphase verhindert werden.
Dies verweist auf eine Abhangigkeit der erfolgreichen Bildung emotionaler Gedachtnisinhalte
von (3-adrenerger Transmission in der Amygdala, wobei die Speicherung nichtin der Amygdala
selbst erfolgt, sondern durch ihren modulatorischen Einfluss auf die Gedachtnisbildung in
anderen Hirnarealen, wie dem Hippocampus vermittelt wird.

Demnach scheint die periphere Katecholaminfreisetzung wiahrend emotional erregender
Situationen neurobiologische Mechanismen der Gedachtnisbildung zu beeinflussen um die
Formierung langlebiger Erinnerungen zu bewirken (McGaugh 1973+1989+2002, McGaugh
et al. 1995, Cahill et al. 1996, Roozendaal et al. 1996).
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4.5 Diskussion der Ergebnisse

4.5.1 Verhalten in neuer Umgebung

Die Motility-Box als kleine Variante eines Open Field erlaubt die Erfassung der lokomoto-
rischen Aktivitat unter geringerer Beeinflussung durch emotionale Faktoren sowie die
Bestimmung von Aufrichtungen und Ortspraferenzen zum Studium angeborener Angst in
frei beweglichen Tieren (Rose et al. 2006, Yilmazer-Hanke et al. 2002;2004).

Die unbekannte und neue Umgebung der Motility-Box fiihrt zum Anstieg des Stresspegels
der Tiere sowie zu einer Sympathikusaktivierung. Stress bewirkt bei Mausen im Open
Field nicht nur einen Anstieg der Herzfrequenz, sondern auch eine Reduktion der
lokomotorischen Aktivitat (Stone 1970, Armario et al. 1991, Kennett et al. 1985). Als eine
Ursache dieser stressinduzierten Hypoaktivitat wurde eine verringerte zentrale Freisetzung
von Noradrenalin sowie dessen Einfluss auf die psychomotorische Regulation angesehen
(Aston-Jones et al. 1991). Es wird vermutet, dass die stressinduzierte Lokomotionsabnahme
durch eine verringerte zentrale Pi-adrenerge Neurotransmission bedingt ist (Almgren
et al. 1978, Stone et al. 1995). In neuer Umgebung zeichnen sich C57BL/6J-Mause durch
hohe Bewegungsaktivitat aus (Dyalogo and Shishkina 2000, Crusio and Schwegler 1987).
Durch die pharmakologische Dampfung der peripheren sympathischen Aktivierung mittels
Atenolol konnten wir eine Reduktion der Lokomotion der Tiere erzielen. Daraus lasst sich
schlieBen, dass die lokomotorische Aktivitit von C57BL/6J-Mausen durch die Hohe des
Sympathikotonus beeinflusst wird. Untersuchungen mit Amphetamin an C57BL/6J-Mausen
zeigten eine Lokomotionszunahme (West 2006) und Ksiazek und Kleinrok (1974) konnten eine
Reduktion der spontanen Lokomotion von Nagern durch Beta-Blocker (Sotalol) nachweisen,
jedoch nach intraventrikularer Applikation. Da wir durch die periphere Gabe eines nicht
Blut-Hirn-Schranken-gingigen B-Blockers eine Lokomotionsabnahme erreichen konnten,
konnte der Effekt ebenso aus einem indirekten Einfluss der peripheren Vegetativparameter
auf zentral reguliertes Verhalten resultieren.

Hinweise fiir eine periphere Beeinflussbarkeit dieser Prozesse ergeben sich durch die intero-
zeptive Signalvermittlung des kardiovaskuliaren Systems, welches in die Verhaltensregulation
involviert ist. Schon Lancey und Lancey (1974) setzten mit ihrer Barorezeptorhypothese eine
innige Interaktion zwischen kardiovaskuldren Prozessen und der Gehirnaktivitat voraus.
Die Existenz von neuroanatomischen Strukturen, die Barorezeptorafferenzen und kortikale
Neurone miteinander verbinden, wird zusatzlich von der nachweisbaren Beeinflussbarkeit des
Spontan-EEG durch Barorezeptoreinfliisse unterschiitzt.

Die Reduktion der lokomotorischen Aktivitit konnte jedoch auch Konsequenz eines nicht
ausreichend gedeckten, in der Stresssituation gesteigerten Energiebedarfs der Muskulatur
sein. Da in neuer Umgebung angeregtes Explorationsverhalten ein erhohtes
Herzminutenvolumen zur Deckung des Energiebedarfs fordert, erfolgt parallel zur Aktivierung
der kortikalen Informationsverarbeitung eine Aktivierung des sympathischen Nervensystems,
welches eine Steigerung von Herzfrequenz und Blutdruck bewirkt (van den Buuse et al.
2001). Die periphere Sympathikusaktivierung wird iiber viszerale Afferenzen an das zentrale
Nervensystem tiibermittelt und erzeugt eine Verstarkung der korperlichen Reaktion im
Sinne eines positiven Feedbackmechanismus (Berntson et al. 2003). Da Atenolol durch die

Reduktion von Herzfrequenz und Blutdruck zu einer Senkung des Herzminutenvolumens mit
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konsekutiver Minderung der Organdurchblutung fiihrt, konnte somit die Vorraussetzung fiir
eine Lokomotionszunahme fehlen. Eine andere Erklarung bietet sich durch die Blockade der
Weiterleitung viszeraler Afferenzen, wobei die Unterbrechung des Feedbackmechanismus
zum Ausbleiben der zentralen Stimulation infolge peripherer Erregung fiihrt.

Die durch die neue Umgebung provozierte Orientierungs- und Stressreaktion geht mit einer
Aktivierung des Locus coeruleus (LC) einher (Aston-Jones and Bloom 1981 a;b, Reiner
1986). Bei Nagern flihrten Umweltreize, und dabei v.a. solche die momentane Handlungen
unterbrechen und eine Reorientierung hervorrufen, zu einer deutlichen Aktivierung des L.C
(Aston-Jones and Bloom 1981 a;b). Dieses Hirnstammareal kann zum einen als Komponente
des ,emotionalen Motorsystems®“ (Aston-Jones et al. 1996) das Verhalten beeinflussen und
zum anderen die Aufmerksamkeit, mit dem Ziel der Stimulation kortikaler Reizverarbeitung,
modulieren (Posner 1993). Somit ergibt sich eine enge Beziehung zwischen LC, kortikaler
Aktivierung und der Verhaltensantwort auf einen emotional signifikanten Stimulus (Aston-
Jones et al. 1999). Das ,emotionale Motorsystem® spielt eine entscheidende Rolle in der
Realisierung von autonomen Antworten in Form von Tachykardie, Blutdrucksteigerung und
Verhaltensreaktionen (Bandler and Shipley 1994). Die durch den LC iiber ein emotionales
Arousal erzielte Aufmerksamkeitssteigerung regt die kognitive Verarbeitung an und somit
bewirkt der LC eine Stimulation der Kognition durch die Emotion. Input erhilt der LC u.a.
durch den Nucleus paragigantocellularis (PGi). Dabei aktiviert der PGi parallel den LC und
den peripheren Sympathikus durch seine direkten Projektionen in die intermediolaterale
Saule des Riickenmarks (Ross et al. 1981, Milner et al. 1988). Die koinzidente Aktivierung, in
Exposition mit einer neuen Umgebung und mitunter bedrohlichen Stimuli, garantiert eine
rasche kortikal generierte Verhaltensantwort. Diese wird durch das Arousal des LC getriggert
und kann durch die simultane periphere Sympathikusaktivierung korperlich umgesetzt
werden (Aston-Jones et al. 1996).

In unserem Experiment wird durch die Blockade der viszeralen Afferenzen mittels Atenolol
eine gedampfte periphere Stressreaktion und autonome Sympathikusaktivierung an das
zentrale Nervensystem vermittelt. Diese verianderte Informationsiibermittlung konnte die
Informationsverarbeitung in Hirnregionen beeinflussen, welche die lokomotorische Aktivitat
modulieren. Als komplexe motorische Reaktion wird die Lokomotion durch verschiedene
Hirnregionen moduliert, wie die Basalganglien, das Septum, die Fimbria fornicis, die
Amygdala, den Hippocampus und das Periaquaduktale Grau (Decker et al. 1995, Treit and
Menard 1997, Carlson 1993, Grijalva et al. 1990, Stone et al. 1995, Laxmi et al. 2003, Oliveira
et al. 2004). Auch zentrale cholinerg-katecholaminerge Interaktionen sind in die Regulation
der lokomotorischen Aktivitat involviert. Solche Interaktionen finden sich v.a. im LC, der
noradrenerg auf den Hypothalamus, den motorischen Vaguskern und den NTS projiziert
(Brezenoff and Giuliano 1982).

Dainderneuen Umgebungder Boxneben angstassoziiertem Fluchtverhalten auch Exploration
induziert wird, ist die Lokomotion sowohl durch Explorations- als auch Fluchttendenzen
bestimmt und demnach nicht eindeutig als Emotionalitatsmarker zu interpretieren (Archer
1973, Goma and Tobena 1978, Markel et al. 1989, Rodgers et al. 1997). Aufgrund der geringeren
GroBe der Motility-Box ist die in ihr gemessene Lokomotion noch weniger durch emotionale

Faktoren beeinflusst als im Open Field (Rose et al. 2006).
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In der neuen Umgebung des Open Field konnte beziiglich der Verhaltensparameter Aufenthalt
in der Mitte sowie der Aufrichtungshaufigkeit eine enge Korrelation zu Trait-Angst gezeigt
werden (Markel et al. 1989, Hasnie et al. 2007, Vendruscolo et al. 2006, Smith et al. 2006,
Roy et al. 2006). Crusio und Schwegler (1987) konnten C57BL/6-Mause als einen Stamm mit
ausgepragtem Aufrichtungsverhalten im Open Field charakterisieren. Die mit dem Angstlevel
korrelierenden Verhaltensweisen werden im Experiment durch die pharmakologische 3-
Blockade zwar tendenziell jedoch nicht signifikant beeinflusst. Da das Verhalten der Tiere
unter Atenolol sogar eine tendenziell starkere Angst anzeigt, sprechen unsere Ergebnisse
gegen eine direkt anxiolytische Wirkung von Atenolol auf das Verhalten freibeweglicher
unkonditionierter Mause in neuer Umgebung. Der Trend zu geringerer Aufrichtungshaufigkeit
unter Atenolol ist vielleicht auch dadurch zu erklaren, dass es sich hierbei nicht nur um einen
angstassoziierten Parameter handelt, sondern dass die Aufrichtungen als ,,vertikale Aktivitat*
auch mit der horizontalen lokomotorischen Aktivitat korreliert.

Eine weitere Erklarung fiir den nicht nachweisbaren Effekt von Atenolol auf angstassoziiertes
Verhalten bietet sich durch eine zu geringe Stressreaktion und Sympathikusaktivierung der
Tiere in neuer Umgebung. Da Atenolol seine Wirkung in Abhiangigkeit von der Hohe des
Sympathikotonus entfaltet, konnte durch die Dampfung einer nur geringen sympathischen
Aktivierung ein zu registrierender Effekt auf das Trait-Angst-Verhalten ausbleiben.
Verhaltensuntersuchungen an Ratten im Open Field etablierten die Defikation als einen
zuverlassigen Parameter, die Miktion hingegen als einen Marker mit geringer Reliabilitat
(Goma and Tobena 1978). Die dosisabhingige Reduktion der Defikation im Sinne eines
direkten Medikamenteneffekts auf den vegetativ beeinflussten Parameter, konnte durch eine
Wirkung auf das vegetative Nervensystem bedingt sein, jedoch ist auch eine medikamentose
Beeinflussung des Verdauungsprozesses nicht auszuschlieBen.

4.5.2 Wirkung von Atenolol auf kontextuelle und ,,cue“-Konditionierung
Freezing als defensives Verhalten von Nagern, definiert durch das Fehlen jeglicher Bewegung
bis auf Respiration und Herzschlag (Blanchard and Blanchard 1969 a;b) ist ein wesentlicher
Parameter zur Erfassung der Furchtreaktion von Mausen (Gerlai 1997, Marsch et al. 2007,
Davis and Gould 2007, Lifshitz et al. 2007). Es wird durch Projektionen von der Amygdala
zum periaquiaduktalen Grau initiiert (LeDoux 1995, Bandler and Shipley 1994, Carrive 1993,
Fanselow and Kim 1994). Durch die Atenololapplikation wahrend der FC konnten wir eine
zeitlich stabile und signifikante Reduktion des Freezing der Tiere wahrend des Gedachtnis-
abrufs im Konditionierungskontext erzielen. Demgegeniiber wirkte sich beziiglich des
Verhaltens der Tiere wihrend CS-Exposition im Kontext nur der Konditionierungsmodus
signifikant aus. Im Gegensatz zur Kontextkonditionierung wird die ,simple cue®
Furchtkonditionierung tiber einen schnellen und stabilen, wenige Stationen umfassenden
Neuronenkreis realisiert. Da in die Akquisition der ,,cue“-Konditionierung nur sensorische
Afferenzen, sensorische Thalamusareale und die Amygdala integriert sind (Berntson et al.
1998), wirken sich die modulatorischen Einfliisse des autonomen Nervensystems auf diese
Form des elementaren Lernens wahrscheinlich deutlich geringer aus, als auf das konfigurale
Lernen der komplexen kontextuellen Stimuli (Gerlai 1997). Der multimodale sensorische

Input wiahrend der kontextuellen Konditionierung lasst, schon aufgrund der Beteiligung
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zahlreicher neuronaler Strukturen, eine starkere Beeinflussbarkeit durch die periphere 3-
Blockade erwarten. Der Hippocampus, als neben der Amygdala bedeutende Struktur fiir
die Kontextkonditionierung (Goddyn et al. 2006), erscheint durch seine multimodalen
sensorischen und viszeralen Afferenzen sensibel fiir die peripheren pharmakologischen
Effekte von B-Blockern. Dies konnte die alleinige Auswirkung der peripheren vegetativen
Erregungsblockade auf die kontextuelle Konditionierung erklaren.

In enger Verbindung zur Furcht steht das adrenerge System durch die Instrumentierung der
Kampf-oder Fluchtreaktion (Cannon 1963, Cain et al. 2004). Diewahrend der Konditionierung
freigesetzten Katecholamine fithren u.a. zu Herzfrequenz- und Blutdruckanstieg, aber erregen
auch adrenerge Rezeptoren an afferenten Nervenendigungen, die Informationen iiber
die peripheren Vorgange an das ZNS vermitteln. Bei dem Rezeptortyp handelt es sich wie
beschrieben um p-adrenerge Rezeptoren, wobei das kardiovaskuldre System besonders reich
an viszerosensorischer Innervation ist. Es sendet viele autonome Afferenzen parasympathisch
iiber den Nervus vagus in den Hirnstamm (Nucleus tractus solitarius) und sympathisch tiber
peripheren Nerven anliegende Fasern ins Riickenmark (Schandry and Montoya 1996). Durch
Atenololgabe wird demnach auch eine Blockade vagaler Afferenzen erreicht,dadiesereich an 3-
adrenergen Rezeptoren sind und ohne Medikation durch die Katecholaminfreisetzung infolge
sympathischer Aktivierung stimuliert werden. Tierexperimentell konnte gezeigt werden, dass
die systemische Adrenalininjektion zur Stimulation der emotionalen Gedachtnisbildung bei
Ratten fiihrt, und dass diese sowohl durch subdiaphragmale Vagotomie als auch durch die
Inaktivierung des Nucleus tractus solitarius (NTS) verhindert wird (Mc Gaugh et al. 1996,
Williams and McGaugh 1993). Das spricht fiir einen Einfluss des peripheren autonomen
Nervensystems auf zentralnervose Prozesse iiber den genannten Weg und die Moglichkeit der
Unterbrechung viszeraler Feedback-Mechanismen nicht nur durch anatomische Lisionen,
sondern auch durch hochdosierte periphere $-Blockade.

Die Moglichkeit durch periphere Beeinflussung vegetativer Parameter auf zentralnervos
reguliertes Verhalten zuriickzuwirken, wird unterstiitzt durch die Beobachtung, dass
jegliche Veranderung von physiologischen Parametern wie Herzfrequenz und Blutdruck die
Verhaltensantwort beeinflusst (Shekhar et al. 1993). Alle bisherigen Untersuchungen zur
Wirksamkeit von -Blockern bei Angsterkrankungen betonen den peripheren Wirkansatz
der Medikamente z.B. durch Beeinflussung viszeraler Afferenzen, die dann u.a. iiber den
Nervus vagus ins ZNS gelangen (Middlemiss et al. 1981). Durch systemische Applikation
von Propranolol gelang es, die emotionale Gedachtnisbildung selektiv zu blockieren, was auf
eine Involvierung des -adrenergen Systems in die intensive Gedachtnisbildung und somit
ausgepragte Erinnerung an emotionale Ereignisse verweist (Cahill et al. 1994). Propranolol
ist jedoch im Gegensatz zu Atenolol in der Lage, die Blut-Hirn-Schranke zu iiberwinden
und zentrale Effekte auszulosen. Wenn es jedoch durch periphere B-Rezeptoraktivierung
getriggert zu einer emotionalen Erregung mit Einfluss auf die Gedachtnisbildung kommt
(McGaugh 2002), sollte auch ein peripherer B-Blocker, wie Atenolol diese Prozesse
modulieren konnen.

Nach den vorherigen Ausfiihrungen liefe sich die dosisabhingige Freezingreduktion durch
Atenolol bei Exposition mit dem Konditionierungskontext durch die periphere Blockade

viszeraler Afferenzen erklaren, wenn diese sekundar Einfluss auf das konfigurale Lernen der
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kontextuellen Stimuli nehmen und damit zu einer Verhaltensanderung im Gedachtnisabruf
fithren.

Der Nucleus tractus solitarius (NTS), die postulierte , Eingangstiir® viszeraler Afferenzen ins
ZNS, ist als bedeutende Station des propagierten Mechanismus Vermittler der Modulation
furchtassoziierten Verhaltens durch die periphere autonome Aktivitiat. Er wird als ,Interface
zwischen peripherem endokrin/autonomen Milieu und neuronalen Mechanismen in der
Regulation der Gedachtnisbildung und Angstentstehung“ (McGaugh and Roozendaal 2002)
angesehen. Um Einfluss auf die Gedachtnisbildung zu nehmen, muss die adrenalininduzierte
periphere Erregung iiber dieses Hirnstammareal geleitet werden (Williams et al. 2000). An
die Projektion sind weitere Kerngebiete angeschlossen u.a. der Nucleus paragigantocellularis
(PGi) und der Locus coeruleus (LC) (Castle et al. 2005). Letzterer kann, wie schon beschrieben,
die Gedachtnisbildung durch noradrenerges kortikales Arousal stimulieren.

McGaugh et al. (1996) konnten zeigen, dass das durch die periphere Hormonausschiittung
getriggerte Arousal mit einer Noradrenalinfreisetzung in der Amygdala einhergeht.
Und andere Studien belegten klare Zusammenhinge zwischen dem Phanomen der
gesteigerten amygdalaren Noradrenalinfreisetzung und Verhaltensinderungen nach
Furchtkonditionierung, welche sich durch temporare Inaktivierung des NTS blockierbar
zeigten (Cahill and McGaugh 1996, Tanaka et al. 2000).

Im ersten Experiment fiihrte die medikamentose (-Blockade zu keiner Veranderung
angstassoziierten Verhaltens in unkonditionierten Mausen. Daher konnte die
Verhaltensianderung nach Konditionierung unter Atenolol aus der peripheren Modulation
des Kodierungs- und/oder Konsolidierungsprozesses der Furcht resultieren und nicht
Folge einer direkten Beeinflussung des furchtassoziierten Verhaltens bei Reexposition mit
dem Kontext sein. Diese Annahme wird durch den Einfluss von Atenolol auf den vegetativ
beeinflussten Defakationsparameter in der Motility-Box und die tendenzielle Reduktion der
Defakation wahrend der Konditionierung unter Medikation unterstiitzt, sowie dadurch, dass
sich keine Unterschiede zwischen den Ergebnissen des 1. und 2. Retrieval ergeben und somit
ein im 1. Retrieval eventuell noch vorhandener geringer Atenololspiegel als Ursache einer
Freezingreduktion wahrend der Kontextexposition auszuschlieBen ist.

4.5.3 Unterschiede der gepaarten und ungepaarten Konditionierung

Gerlai (1997) propagiert einen unterschiedlichen Lernstil abhangig davon, ob ein CS in
Assoziation mit dem US prasentiert wird oder nicht. Im ersten Falle besteht eine deutliche
Verbindung beider Stimuli, daher konnen sie durch einfache elementare Lernstrategien mit
einander verkniipft werden und nur sehr wenige, auffillige Hinweisreize aus dem Kontext
werden ebenfalls mit dem US assoziiert (Hintergrundkontextkonditionierung). Ohne
assoziierte CS-US-Prasentation stellt der Kontext, in dem der US gegeben wird, hingegen
die primare Assoziationsmoglichkeit dar (Vordergrundkontextkonditionierung). Da einfache
elementare Lernstrategien nicht zum Einsatz kommen konnen, muss konfigurales Lernen
vieler komplexer Umgebungsreize erfolgen. C57BL/6J-Mause zeigen jedoch konfigurales
Lernen kontextueller Stimuli trotz klar assoziierter Prasentation von CS und US, d.h. auch
gepaart konditionierte Mause zeigen deutliches Furchtverhalten in Exposition mit dem

Kontext (Radulovic et al. 1998, Gerlai 1997, Paylor et al. 1994). Unsere Ergebnisse belegen,
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dass es nach gepaarter Konditionierung nicht nur zu einer stabilen Furchtreaktion auf den CS,
sondern auch auf den Kontext kommt. Da sich die Freezing-Level der gepaart konditionierten
Tiere in Exposition mit dem Kontext mit Ausnahme der hochdosierten Atenololgruppe kaum
von denen der ungepaart konditionierten unterscheiden, scheinen gepaart konditionierte
Tiere das ,,Fehlen des CS“ im Konditionierungskontext nicht als vollstindige Sicherheit vor
dem US zu werten, wahrscheinlich deshalb weil sie die kontextuellen Stimuli trotzdem ,im
Hintergrund“ abgespeichert haben. Demnach scheint eine starke Assoziation von CS und US
die kontextuelle Konditionierung in dem von uns verwendeten Mausestamm nicht negativ
zu beeinflussen. Stiedl et al. (2000) konnten auBerdem zeigen, dass sowohl vordergriindige,
als auch hintergriindige Kontextkonditionierung bei C57BL/6J-Mausen von einem intakten
dorsalen Hippocampus abhangig sind.

Iwata und LeDoux (1988) verweisen auf Unterschiede in der autonomen Reaktion von Ratten,
abhangig davon ob sie gepaart oder ungepaart konditioniert wurden. Sie fanden bei den gepaart
konditionierten Tieren eine stimuliinduzierte Tachykardie als Resultat einer Koaktivierung
des Sympathikus und Parasympathikus, wobei der Parasympathikus die iiberschieBende
Erregung durch Aktivierung des Sympathikus abpuffert. In ungepaart konditionierten
Tieren kam es hingegen nur zu einer geringen Aktivierung ausschlieBlich des Sympathikus.
Da Atenolol seine Wirkung in Abhéngigkeit vom Sympathikotonus entfaltet und dieser
unter gepaarter Konditionierung hoher ist, erklart sich der von uns gefundene deutlichere
Effekt bei gepaart konditionierten Tieren. Unsere Ergebnisse sprechen fiir eine stiarkere
Auswirkung der pharmakologischen Sympathikusblockade auf die Kontextspeicherung,
wenn diese im Hintergrund ablauft und verweisen damit auf Unterschiede zwischen hinter-
und vordergriindiger Kontextkonditionierung. Wobei sich letztere, ausgebildet wihrend
ungepaarter Konditionierung durch deutlichere Beziehung von Kontextstimuli und US,
geringerbeeinflussbarzeigt. Der direkte Vergleich der gepaart konditionierten Tiere unter NaCl
mit der hochdosierten Atenololgruppe im gepaarten Konditionierungsmodus verdeutlicht
den Effekt in Form einer Halbierung der Freezingdauer im Konditionierungskontext durch
B-Blockade. Dieser Effekt ist moglicherweise durch den maximalen Einfluss der peripheren
Sympathikusaktivitiat bei gepaarter Konditionierungsform bedingt und kann sich deshalb
auspragen, weil der gewihlte Inzuchtstamm auch wihrend gepaarter Konditionierung
hintergriindiges Kontextlernen zeigt.

Rasmussen und Barry (1986) konnten belegen, dass der Konditionierungsmodus auch einen
Einfluss auf die Stimulation des Locus coeruleus (LC) besitzt mit stirkerer Aktivierung
unter gepaarter Konditionierung. Dieses Hirnstammareal scheint, wie schon erlautert, eine
wichtige Station in der Reaktion auf die korperlich-vegetative Erregung in furchtassoziierten
Situationen zu sein, bedingt durch seine Position in direkter Verbindung zwischen NTS und
dem limbischen System (Castle et al. 2005).

4.5.4 Modulation zentraler Prozesse durch autonome Afferenzen

Durch die Erregung des sympathischen Nervensystems in einer bedrohlichen Situation,
kommt es zur Katecholaminfreisetzung und darauf folgend zur Aktivierung von 3-Rezeptoren
an viszeroafferenten Endigungen des Vagusnervs. Die aufsteigenden Informationen

viszerosensorischer und autonomer Signale erreichen iiber den NTS u.a. den LC, das PAG,
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die ventrolaterale Medulla, den Hypothalamus und innervieren limbische Areale, wie den
zentralen Kern der Amygdala (Loewy 1990, Housley et al. 1987, Van Giersbergen et al. 1992,
Ricardo and Koth 1978, Norgren 1976, Fulwiler and Saper 1984, Ottersen 1981). Der NTS
projiziert somit in Hirnareale, die in die sympathische und parasympathische Regulation
des kardiovaskuldren Systems eingeschaltet sind und involviert iiber polysynaptische
Wege limbische Strukturen, die Einfluss auf die Regulation von Gedachtnisbildung,
Neuroendokrinum und Verhalten besitzen. Der LC erhalt hierbei exklusive Informationen
iiber die autonome/viszerale Aktivitit in der Peripherie und kann die kortikale Verarbeitung
durch noradrenerg-aszendierende Bahnen stimulieren. Uber ein kortikales Arousal fiihrt er
zu einer Unterbrechung momentaner Handlungen, zur Aufmerksamkeitsfokussierung und
ermoglicht eine rasche Informationsverarbeitung und Verhaltensgenerierung. AuSerdem
ergibt sich durch Projektionen des NTS zum Nucleus paragigantocellularis (PGi) die
Maoglichkeit der Riickwirkung auf sympathische Motoneurone im Riickenmark und so schlief3t
sich der Regulationskreis durch zentrale Modulation der peripheren autonomen Aktivitat
(Aston-Jones et al. 1991, Cliffer et al. 1991).

4.6 Locus coeruleus (LC) und basales cholinerges Vorderhirn (BCF)
Funktionelle MRI-Studien beim Menschen konnten nachweisen, dass es bei der Erinnerung
an emotionale Ereignisse zu einer Aktivierung des LC kommt, welche in linearer Abhangigkeit
vom autonomen Arousal wahrend der Encodierung besteht. Der Gedachtnisabruf emotionaler
Erinnerungen basiert daher wahrscheinlich nicht nur auf Verbindungen zwischen der
Amygdala und dem Hippocampus, sondern involviert auch Verbindungen zwischen der
Amygdala und Hirnstammarealen wie dem LC (Sterpenich et al. 2006).

Reiner (1986) bezeichnet den LC auch als ,,zentrales Analogon von sympathischen Ganglien®
bzw. als zentrales Korrelat des peripheren Sympathikus zur Veranschaulichung seiner
deutlichen Aktivierung durch periphere Sympathikusaktivitat. Aston-Jones et al. (1996)
stellten fest, dass aszendierende Projektionen des LC die Reaktion auf emotional signifikante
Stimuli unabhangig von ihrer affektiven Wertigkeit steigern. Demnach bestimmt nicht die
Qualitat der Emotion die Aktivierung des LC, sondern allein die Tatsache, dass es sich um
,Reizverarbeitung® in einem emotionalen Kontext handelt, sorgt fiir die Einschaltung der
noradrenerg-aszendierenden Kortexstimulation.

Somit kann der Adrenalinfreisetzung wahrend emotional erregender Situationen eine
zweidimensionale Funktion zugeschrieben werden. Zum einen sorgt sie fiir eine akute
korperliche Reaktion und zum anderen wird die feste Konsolidierung des emotionalen
Erlebnisses ins Gedachtnis garantiert (Cahill and McGaugh 1998). Dies konnte als
Erklarung dafiir dienen, dass sich Erinnerungen an emotional erregende Ereignisse
lebhafter und intensiver ins Gedachtnis einpragen. Wahrscheinlich fiihrt die gesteigerte
periphere Adrenalinausschiittung, iiber die dargestellten Wege, zu einer Beeinflussung
der Gedachtnisbildung und/oder —konsolidierung. Das heisst, die sympathische Erregung
(als transiente ,software“) wahrend der Furchtkonditionierung pragt sich iiber diesen
Mechanismus als neuronale ,hardware” ins Gedachtnis ein.

Worin die betrachtete Aktivierung des LC wahrscheinlich resultiert, damit es zu einer

stabileren Konditionierung kommt, lasst sich als ,state-setting Mechanismus“ beschreiben
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(Berntson et al. 1998). Die Innervation des LC fiihrt zur noradrenergen Stimulation der
Prozessierung kontextueller Stimuli in Strukturen wie dem basalen cholinergen Vorderhirn
(BCF). Neurone des BCF innervieren alle kortikalen Areale und modulieren die kortikale
Informationsverarbeitung. Durch dieses ,cholinerge Arousal“ werden bevorzugt aversive
und kontextuelle Stimuli verarbeitet und somit eine selektive Beeinflussung der kortikalen
Aspekte der Furcht bewirkt, ohne Einfluss auf die ,simple“ Furchtkonditionierung zu
nehmen (Berntson et al. 1998). Das BCF stellt demnach ein mogliches anatomisches Substrat
dar, woriiber viszerale Afferenzen Einfluss auf die kortikale Informationsverarbeitung
furchtrelevanter Stimuli nehmen konnten.

In der Ratte lieB sich nachweisen, dass es durch sympathische Kardioakzeleration in
Reaktion auf akustische Stimuli zu einer gesteigerten Aktivitit im BCF kommt (Berntson et
al. 1998). Demnach konnen kardiovaskulare Veranderungen die neuronale Aktivitat des BCF
modulieren und somit Auswirkungen auf die Verarbeitung furchtassoziierter Informationen
nehmen. Diese aszendierende Modulation des BCF ist, laut der Hypothese von Berntson
et al. (1998), dazu in der Lage die Verarbeitung furchtrelevanter, kontextueller Stimuli zu
verstarken. Die Hypothese kann durch unsere Ergebnisse gestiitzt werden, denn wir konnten
durch die pharmakologische Blockade der viszeralen Afferenzen mittels Atenolol, nur die
kontextuelle Furchtreaktion beeinflussen, in deren Generierung das BCF integriert zu sein
scheint, jedoch nicht die ,,simple“ Furchtkonditionierung auf den ,,cue®.

Wie Berntson et al. (1998) schreiben, ist ,,der Einfluss aszendierender viszeraler Afferenzen
ein subtiler und verschiedenartiger, aber es besteht kein Zweifel, dass viszeraler Feedback
Emotionen beeinflussen kann®.

4.7 Klinische Beziige

Angst ist eine grundlegende Emotion des Menschen und notwendig fiir die individuelle
psychische Entwicklung. Zur physischen und psychischen Wahrnehmung von Gefahren ist
sie evolutionsbiologisch iiberlebenswichtig und daher hochkonserviert. Demnach definiert
sich Angst als Erkrankung immer iiber die quantitativen Aspekte von Grad und Dauer der
auftretenden Angstreaktion (Grillon 2002). Mit einer 1-Jahrespravalenz von bis zu 18.1%
und einer Lebenszeitpravalenz von bis zu 28.8% (Garakani et al. 2006, Keck und Thoringer
2005) sind Angststorungen eine der haufigsten Krankheitsbilder weltweit. Frauen sind
deutlich haufiger von Angststorungen betroffen als Manner, wobei nach dem 45. Lebensjahr
die Inzidenz sinkt. Phobische Storungen stehen mit 13% Lebenszeitpravalenz an erster Stelle
und unter diesen tritt die soziale Phobie prozentual hervor. Unter Phobien (F.40) versteht
man unbegriindet starke Angste die durch definierte i.d.R. ungefihrliche Situationen oder
Objekte hervorgerufen werden. Patienten mit sozialer Phobie haben Angst im Zentrum der
Aufmerksamkeit zu stehen oder sich peinlich zu verhalten. Solchen Situationen ausgesetzt
reagieren sie haufig mit starker korperlich-vegetativer Symptomatik und entwickeln sekundar
Vermeidungsverhalten.

Einer offentlichen Situation ausgesetzt, wird der Korper des Patienten durch die Stimulation
des ARAS (Aufsteigendes Retikulares Aktivierungssystem) in Alarmbereitschaft versetzt und
im peripheren vegetativen Nervensystem iiberwiegt die Aktivierung des Sympathikus mit

einhergehender Katecholaminfreisetzung. Physiologische Korrelate des Angsterlebenskonnen
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daher auf unterschiedlichen Reaktionsebenen abgeleitet werden. Als zentralnervose Reaktion
mit erhohter kortikaler Aktivierung im EEG, als Reaktion des peripheren Nervensystems mit
einer Zunahme der Herzfrequenz im EKG und als neuroendokrinologisches Korrelat mit
Erhohung der Konzentration von Adrenalin und Noradrenalin im Blut.

Die eng mit Angst verbundene viszerale sensorische Aktivierung sowie deren Wahrnehmung
(Interozeption) fithrt neben somatischen und psychologischen Verianderungen zur
Aktivierung bestimmter Kortexareale (Cameron and Minoshima 2002). Es konnte eine
positive Korrelation zwischen der Interozeption autonomer Aktivitat, Trait-Angst und dem
Arousal in emotionalen Situationen nachgewiesen werden (Pollatos et al. 2006). Bei Patienten
mit sozialer Phobie fiihrte die Information {iber die eigene somatoviszerale Erregung zur
Zunahme der Angst (Wells and Papageorgiou 2001). Eine Disposition zur iiberschieBenden
Angstreaktion resultiert nach der Aktivierungstheorie von Lader und Wing (1969) aus
einer gesteigerten Aktivitat und verringerten Habituation des autonomen Nervensystems.
Betrachtet man die Angsterkrankung als eine unkonditionierte Reaktion auf einen Reiz,
so ist die Starke der Angstreaktion zum einen durch Stirke, Frequenz und RegelmafBigkeit
des Reizes bestimmt, aber auch abhingig von Organismusvariablen, wie vorherigen
Erfahrungen in dhnlichen Situationen, der momentanen emotionalen Verfassung und v.a.
dem autonomen Arousal, welches dem auBeren Stimulus folgt (Mathews et al. 1990). Ein
schnelles Over-Arousal und gesteigerte Vigilanz auf interne und externe Stimuli hin zeichnen
demnach den Patienten mit hoher Trait-Angst aus und disponieren ihn durch raschere
Uberschreitung des Adaptationsvermdgens zur schnelleren Auslésung einer Angstreaktion.
Patienten mit hohem Trait-Angst-Level werden neben Hypervigilanz und raschem Einsetzen
von Aktivierungsprozessen auch durch eine Wahrnehmungseinschrankung mit bevorzugter
Aufmerksamkeitszentrierung auf den aversiven Stimulus charakterisiert, d.h. die kognitiven
Ressourcen und die Informationsaufnahme sind allein auf Aspekte des angstauslosenden
Stimulus beschrankt (Mathews et al. 1990).

Auch Gorman (1987) beschreibt eine Disposition zur sozialen Phobie bei Personen, die
genetisch bedingt zu einer Hyperaktivitit des autonomen Nervensystems neigen. Diese
Patientenempfindensoziale Situationen nicht von vornherein als gefahrlich oderbeangstigend,
sondern sie entwickeln durch ihre gesteigerte und abnorme Reaktion auf tiglichen sozialen
Stress eine sekundiare Vermeidungshaltung. Sie assoziieren die soziale Situation mit ihrer
eigenen korperlichen Reaktion, welche sich u.a. als Herzrasen, Handtremor, Schwitzen
und Erréten duBern kann und durch eine sympathoadrenerge Uberaktivitiit bedingt ist. Die
Vermeidung wird durch den vegetativen Distress in der sozialen Situation im Sinne einer
operanten Konditionierung verstarkt und unterhalten (Bruce and Saeed 1999). Wenn man
diesen pathophysiologischen Mechanismus unterstellt greifen $-Blocker in der Therapie der
sozialen Phobie an der ursiachlichen Basis der Erkrankung an. Durch die Behandlung eines
Patienten mit sozialer Phobie mittels -Blocker wird das vegetative Arousal in Exposition
mit sozialem Stress gedampft, d.h. er spiirt die physischen Auswirkungen der Stresssituation
nicht mehr in dem vorher pathologisch gesteigerten AusmaB. Durch die wiederholte
Erfahrung der normalisierten korperlichen Reaktion in sozialen Situationen kommt es zu
einer Dekonditionierung der Erwartungsangst und iiberschieSenden autonomen Reaktion

(Aouizerate et al. 2004). Daher kann der [-Blocker theoretisch nach einer geraumen
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4 Diskussion

Therapiedauer ohne erneuten Riickfall abgesetzt werden. Gorman (1987) konnte die
Effektivitat der Therapie mit Atenolol an Patienten mit Soziophobie nachweisen.
Untersuchungen an Angstpatienten konnten verdnderte neuronale Aktivitit und
Transmitterfreisetzung u.a. im noradrenergen System feststellen (Aouizerate et al. 2004).
Dabei gelten das noradrenerge System und insbesondere der Locus coeruleus (LC) als
Alarmierungszentrum, welches ein allgemeines Arousal verursacht und auf die Erwartung
von Gefahren fokussiert. Zahlreiche Studien postulieren eine veranderte Regulation von
noradrenergen Neuronen und [3-Rezeptoren bei Angststorungen (Cole and Koob 1988, Yang et
al. 1990), weiterhin konnten durch die Stimulation des LC Furchtreaktionen ausgelost werden.
Regulationsstorungen des LC wirken durch Projektionen ins limbische System (Amygdala,
Hippocampus, septale Region) als wichtige atiologische Faktoren von Angsterkrankungen
(Nissen 1995).

Die Angstbereitschaft ist demnach ein komplexes Personlichkeitsmerkmal, welches durch
kognitive, perzeptuelle und physiologische Prozesse bestimmt wird. Bedeutend ist, dass die
in der Angstsituation ausgelosten korperlichen Reaktionen selbst zu aversiven Reizen werden
konnen und somit in der Lage sind die Angst weiter zu verstarken. Man bezeichnet die eigene
korperliche Reaktion dann als ,,noxischen Stimulus®, was veranschaulicht, dass nicht nur der
aversive Stimulus angstauslosend wirkt, sondern auch Angst vor der eigenen korperlichen
Reaktion in der Angstsituation entsteht. Vor allem dieser Aspekt ist es, der die Vermeidung der
angstauslosenden Situation weiter verstarkt und somit sekundar zur Aufrechterhaltung der
Angst fiithrt. Am Beispiel der sozialen Phobie konnte die Intervention der 3-Blocker in diesen
Prozess gezeigt und somit deren Bedeutung in der Therapie von Angsterkrankungen, welche
mit ausgepragten korperlichen Symptomen einhergehen, belegt werden (Aouizerate et al.
2004). Vor allem das giinstige Nebenwirkungsprofil mit fehlender Abhangigkeitsentwicklung
und Entzugsymptomatik sowie fehlender Beeinflussung psychomotorischer Funktionen
(Greenblatt et al. 1993), welche unter der Therapie mit Benzodiazepinen auftreten konnen,
befiirworten den Einsatz von (-Blockern bei Angstpatienten mit ausgepragter vegetativer
Symptomatik.

Unterstiitzt durch die Medikation gilt es den Circulus vitiosus zu unterbrechen, welcher
aus der Vermeidung der angstauslosenden Situation resultiert. Es ist notwendig sich
der Situation auszusetzen, denn ansonsten entzieht sich dem Patienten durch seine
Vermeidungshaltung die Moglichkeit einer Habituation und Angstiiberwindung. Da es durch
die Vermeidung der angstauslosenden Situation nicht zum Erleben der Angst kommt, wird das
Vermeidungsverhalten sekundar positiv verstarkt (operantes Konditionieren). Wahrend der
Konfrontation mit dem aversiven Stimulus soll der Patient stets entspannt sein, um in einer Art
Gegenkonditionierung die aversiven Reize nicht langer negativ, sondern positivzu perzipieren.
Zur Entspannung sind autogenes Training und Biofeedback-Methoden geeignet, aber auch
die pharmakologische Kontrolle des Vegetativums mittels $-Blocker bietet dem Patienten die
Moglichkeit der Unterdriickung der korperlichen Erregung in der angstauslosenden Situation.
Durch die Verminderung der Aufmerksamkeitskonzentrierung auf sich und seinen Korper
bietet sich die Moglichkeit einer allumfassenderen Auseinandersetzung mit der Situation, um
schlieBlich durch mehrmalige Wiederholung eine Habituation zu erlangen. Daher verspricht

eine therapeutische Kombination von Medikation und verhaltens-kognitionstherapeutischen
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Ansitzen eine schnellere und robustere Behebung von Angststorungen (Garakani et al.
2006).

Beta-Blocker sind zur Kontrolle der vegetativen Reaktion geeignet, da sie direkt an der
Basis der korperlichen Reaktion in der angstauslosenden Situation ansetzen, indem sie
die Effekte der freigesetzten Katecholamine an adrenergen Rezeptoren blockieren. Durch
die Unterdriickung der stressorinduzierten Tachykardie, Hypertonie, Hyperhidrosis, des
Tremors und zahlreicher anderer sympathischer Reaktionsmuster, die das autonome Arousal
charakterisieren, erlebt sich der Patient in der Konfrontation mit der angstauslésenden
Situation nicht langer passiv ausgeliefert, sondern ist in der Lage iiber die Kontrolle seiner
selbst auch Kontrolle iiber die Situation zu gewinnen, d.h. der Circulus vitiosus durch
Vermeidung der Situation kann unterbrochen werden.
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5 Dokumentationsblatt

Bibliographische Beschreibung:

Beeinflussung von Lokomotion und kontextueller Furcht durch die Unterbrechung des viszeralen
Feedback mittels peripherer pl1-adrenerger Rezeptorblockade in C57BL/6JOlaHsd-Miusen
Janitzky, Kathrin;

2007; 91 Seiten; 6 Abbildungen; 5 Bildanlagen; 3 Tabellen

Zusammenfassung:

Die vorliegende Arbeit steht im Kontext der Erforschung viszerosensorischer Informationen
sowie deren Funktion als Integrator adaptiven Verhaltens und Regulator physiologischer
Reaktionen in stress- und furchtassoziierten Situationen (Myers and Rinaman 2005).
Untersucht wird der Einfluss vegetativer Erregung auf das Lernen emotionaler Stimuli unter
der Hypothese einer Aktivierung vegetativ-aszendierender Bahnen mit Verbindungen ins
limbische System.

Das Verhalten wurde an méannlichen C57BL/6J-Mausen in der Motility-Box, einem Open
Field-Modell sowie in dem emotionalen Lernparadigma, der auditorischen und kontextuellen
Furchtkonditionierung untersucht. Durch die periphere -Blockade mittels Atenolol (5mg/
kg BW und 20mg/kg BW; i.p.) war es uns moglich, in den emotional erregenden Situationen,
die adrenalininduzierte periphere viszerale Aktivierung zu dampfen.

Im ersten Experiment wurde die Atenololwirkung auf das Verhalten freibeweglicher,
unkonditionierter Méuse in der neuen Umgebung einer Motility-Box studiert. Durch die
Atenolol-vermittelte Hemmung der Sympathikusaktivitit konnte eine Dampfung der
stressvermittelten Tachykardie gezeigt werden (Just et al. 2000, Van den Buuse et al. 2001) und
unsere Ergebnisse belegen eine dosisabhingige Lokomotionsabnahme bei unbeeinflussten
Trait-Angst assoziierten Verhaltensparametern wie Mitteaufenthalt und Aufrichtungen.

Im zweiten Experiment wurde der Atenololeffekt auf die kontextuelle und ,,cue®-
Konditionierung in gepaartem und ungepaartem CS-US-Trainingsmodus studiert. Durch
das Vornehmen der Konditionierung im Kontext einer Startle-Box ohne Priaadaptation,
die Durchfiihrung des Gediachtnisabrufs in der Konditionierungsbox und die Wahl des
Mausestammes C57BL/6J-OlaHsd, der auch nach gepaarter Konditionierung ausgepragtes
Kontextlernen zeigt (Radulovic et al. 1998), fokussierten wir die Untersuchung
des Medikamenteneinflusses auf konfigurales Lernen kontextueller Stimuli. Die
Verhaltensparameter (Freezing, Schniiffeln, Putzen) verweisen auf eine dosisabhingige
Reduktion der hintergriindigen kontextuellen Furcht nach Konditionierung unter Atenolol,
welche aufgrund der Ergebnisse des ersten Experiments nicht durch eine medikamentos
bedingte Steigerung der Lokomotion erklart werden kann. Kein signifikanter Effekt durch
die pharmakologische [B-Blockade lieB sich bei der ,cue“-Konditionierung im Kontext
erzielen. Der selektive Einfluss der pharmakologischen Sympathikusblockade auf die
Hintergrundkontextkonditionierung lasst nicht nur eine unterschiedliche neuronale
Realisierung von kontextueller und ,,cue“-Konditionierung, sondern auch einen Unterschied
in der Verarbeitung und/oder Speicherung von Kontextreizen vermuten. Dieser ist abhéangig
davon, ob sich die kontextuellen Stimuli mit geringer Assoziation zum US wihrend gepaarter
Konditionierung ,,im Hintergrund® befinden oder ob sie in enger Beziehung zum US wihrend
ungepaarter Konditionierung ,vordergriindig® priasentiert werden.
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Unsere Ergebnisse verweisen auf die Beeinflussbarkeit kontextueller Lernvorginge in
emotionalen Situationen durch die Blockierung peripher-vegetativer Sympathikusaktivitat.
Die Weiterleitung modulierter Informationen iiber den korperlichen Aktivierungszustand
nach zentral konnte Ursache einer veranderten Wahrnehmung oder Gedachtnisbildung fiir
die Beziehung hintergriindig prasentierter Kontextreize mit dem US sein und als Erklarung
fiir das veranderte Verhalten der gepaart konditionierten Tiere wihrend des Gedachtnisabrufs
im Kontext dienen (Williams et al. 2000).

Anhand unserer Ergebnisse diskutierten wir die Beeinflussung zentraler Prozesse durch
autonome Afferenzen und betrachteten die Unterbrechung des positiven Feedback-
Mechanismus mittels Atenolol als mogliche Ursache veranderten zentralregulierten
Verhaltens, wie der lokomotorischen Aktivitat und der kontextuellen Furcht.
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Tabellen
Tabelle 1 Verhaltensparameter in der Motility-Box als MW+SEM
. . (Mitte- - .
. Laufzeit Gesamtweg |Aufrichtung Defékation Miktion
fApplikation (% der Zeit) (m) (Anzahl) prufenthalt (Anzahl) (Anzahl)
er m
’ (% der Zeit)
NaCl 50.4+1.84 6.4+0.32 16.9 +1.61 10.7+1.65 3.1+0.60 0.1£0.09
sme/ 43.2+4.91 6.1+131 14.1+279 75+142 413+0.62 0.27+0.12
kgBW
20mg/ 2+3.31 +0. +1 6.1+1.0 2.29 £ 0.51 0.57+0.
KgBW 372433 4.3+044 99+193 -1+1.09 .20+ 0.5 .57+ 0.14
Tabelle 2 Verhalten wilhrend Kontext und CS-Exposition im
Kontext nach Furchtkonditionierung
Tabelle 2.1 Verhaltensparameter als MW+SEM im 1. Retrieval
gepaart
Freezing in % der
NaCl Atenolol 5mg/kg Atenolol 20mg/kg | ohne FuBschock
Zeit + SEM
Kontext 54.72 £ 5.37 52.73 £ 8.24 20.69 + 4.67 7.57 + 1.61
CS im Kontext 79.58 £ 6.34 72.59 + 7.82 75.46 + 8.08 20.1 £ 3.89
ungepaart
Freezing in % der
NaCl Atenolol 5mg/kg Atenolol 2o0mg/kg | ohne FuBschock
Zeit + SEM
Kontext 50.73 + 7.19 48.03 £ 9.06 36.91 + 7.67 7.57 + 1.61
CS im Kontext 61.36 £ 9.07 47.91 £ 9.64 65.64 + 8.82 20.1+ 3.89
gepaart
Sniffing in % der
NaCl Atenolol 5mg/kg Atenolol 20mg/kg | ohne FuBschock
Zeit + SEM
Kontext 39.89 + 5.11 42.30 + 7.78 62.17 + 3.60 68.1+2.74
CS im Kontext 18.88 + 5.80 25.45 + 7.26 19.96 + 5.94 57.6 £ 5.39
ungepaart
Sniffing in % der
NaCl Atenolol 5mg/kg Atenolol 2omg/kg [ ohne FuBschock
Zeit + SEM
Kontext 42.64 + 5.86 41.94 £ 6.61 51.85 + 6.74 68.1+2.74
CS im Kontext 32.64 £ 7.55 43.77 £ 7.57 31.59 = 8.59 57.6 £ 5.39
gepaart
Grooming in %
) NaCl Atenolol 5mg/kg Atenolol 20mg/kg | ohne FuBschock
der Zeit + SEM
Kontext 2.25 + 0.82 0.82 £ 0.31 4.11 + 1.47 6.87 + 2.61
CS im Kontext 0.29 + 0.20 0+0 0.88 £ 0.70 10.15 £ 4.56
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ungepaart

Grooming in %

NaCl Atenolol 5mg/k; Atenolol 20mg/k; ohne FuBschock
der Zeit + SEM 8/kg g/ke

Kontext 1.82 £ 0.49 1.76 + 0.56 3.21 + 1.06 6.87 + 2.61

CS im Kontext 3.45 £ 1.42 0.95 £ 0.50 0.36 £ 0.32 10.15 £ 4.56
gepaart

Defikation

NaCl Atenolol 5mg/kg Atenolol 20mg/kg | ohne FuBschock

(Kottelzahl)

1. Retrieval 5.58 £ 0.31 6.27 £ 0.63 4.75 £ 0.58 2.70 £ 0.70
ungepaart

Defikation

. NaCl Atenolol 5mg/kg Atenolol 20mg/kg | ohne FuBschock

(Kottelzahl)

1. Retrieval 4.91+ 0.67 4.00 £ 0.49 4.36 £ 0.81 2.70 + 0.70
gepaart

Miktion

. . NaCl Atenolol 5mg/kg Atenolol 2o0mg/kg | ohne FuBschock

(ja/nein)

1. Retrieval 0.50 £0.151 0.54 + 0.16 0.58 £ 0.15 0.1+ 0.1
ungepaart

Mikation

. . NaCl Atenolol 5mg/kg Atenolol 2omg/kg | ohne FuBschock

(ja/nein)

1. Retrieval 0.45 + 0.16 0.54 + 0.16 0.36 + 0.15 0.1+ 0.1
Tabelle 2.2 Verhaltensparameter als MW+SEM im 2. Retrieval
gepaart

Freezing in % der

NaCl Atenolol 5mg/kg Atenolol 2omg/kg | ohne FuBschock

Zeit + SEM

Kontext 61.67 £ 6.65 49.39 £ 9.13 30.83 £ 5.92 13.13 £ 1.74

CS im Kontext 80.50 £ 6.54 69.82 £ 6.73 73.92 £ 7.78 34.95 + 6.58
ungepaart

Freezing in % der

) NaCl Atenolol 5mg/kg Atenolol 20mg/kg | ohne FuBschock

Zeit + SEM

Kontext 40.42 + 7.08 48.03 + 8.25 28.82 + 6.64 13.13 £ 1.74

CS im Kontext 62.23 + 8.33 60.82 + 8.65 64.09 + 8.39 34.95 + 6.58
gepaart

Sniffing in % der

NaCl Atenolol 5mg/kg Atenolol 2omg/kg | ohne FuBschock

Zeit + SEM

Kontext 32.83 +5.89 43.91 + 8.14 58.17 £ 4.58 64.50 £ 2.60

CS im Kontext 17.63 + 5.80 28.50 + 6.53 18.71 + 4.80 46.35 + 5.55
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ungepaart
Sniffing in % der
NacCl Atenolol 5mg/kg Atenolol 2o0mg/kg | ohne FuBschock
Zeit + SEM
Kontext 48.24 + 5.20 42.55 = 6.47 62.30 £ 6.27 64.50 £ 2.60
CS im Kontext 31.86 £ 5.87 33.82 £ 6.95 27.73 + 6.38 46.35 + 5.55
gepaart
Grooming in %
) NaCl Atenolol 5mg/kg Atenolol 20mg/kg | ohne FuBschock
der Zeit + SEM
Kontext 2.22 + 0.75 2.45 + 0.72 3.47 £ 1.12 12.50 + 2.95
CS im Kontext 0.54 + 0.54 0.73 = 0.50 2.00 + 1.57 10.85 + 4.22
ungepaart
Grooming in %
NaCl Atenolol 5mg/kg Atenolol 2omg/kg | ohne FuBschock
der Zeit + SEM
Kontext 3.91+ 0.88 1.97 + 0.65 3.33+£0.72 12.50 + 2.95
CS im Kontext 1.73 £ 1.08 0.00 + 0.00 3.00 + 0.72 10.85 £ 4.22
gepaart
Defikation
NaCl Atenolol 5mg/kg Atenolol 2omg/kg [ ohne FuBschock
(Kottelzahl)
2. Retrieval 5.58 £ 0.47 4.73 £ 0.54 5.33 + 0.38 2.70 + 0.56
ungepaart
Defikation
NaCl Atenolol 5mg/kg Atenolol 20mg/kg | ohne FuBschock
(Kottelzahl)
2. Retrieval 4.55 + 0.60 3.91 +£ 0.62 5.00 £ 0.51 2.70 + 0.56
gepaart
Miktion
) . NaCl Atenolol 5mg/kg Atenolol 20mg/kg | ohne FuBschock
(ja/nein)
2. Retrieval 0.33 +£ 0.14 0.36 £ 0.15 0.75 £ 0.13 0.1+ 0.1
ungepaart
Mikation
) . NaCl Atenolol 5mg/kg Atenolol 2o0mg/kg | ohne FuBschock
(ja/nein)
2. Retrieval 0.45 + 0.16 0.54 + 0.16 0.27 + 0.14 0.1+ 0.1
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Bildanlage 1

Bildanlage 2

Tierhaltung und Injektion der Tiere

Motility-Box
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Bildanlage 3 Startle-Apparatur

Bildanlage 4 Gitterkifig in Startle-Apparatur
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Training Schedule

gepaart
0.9% MaClip.
atenolal 5 mgdy ip.

atenalol 20mgfkg i.p.

FS FS FS

= 5N lﬁﬂsr 90z —l—Emin -
CE+CE+  C5+

ungepaart

0.9% MaCl i.p.

atenolal 5 mgdy ip.

atenalol 20mgfkg i.p.

CS+CS+ CS+ FSFSFS

= Gmin :iﬂs-|—ﬁﬂs—|—ﬁﬂs—é-3ﬂsn!r3ﬂsé—
ohne FS
0.9% MaCl i.p.
o maLLp S5 CE CS
== Emin : E-CISI'—EIIIIS —l—Emin—

Retrieval Schedule

Kontext

= 5min

Ton im Kontext
CorC5: OS5t

Bildanlage 5

: 3nsn|- gns—|—ans-

Konditionierungsschema
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