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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Physiologische und ethologische Anpassungsmechanismen in aver-

siven emotionalen Situationen

Bei Sidugetieren und niederen Vertebraten sind viszeromotorische (neuroautonome)
Funktionen der direkten, willentlichen Kontrolle weitgehend entzogen und werden im
Wesentlichen von subkortikalen Teilen des Zentralnervensystems (ZNS) wie dem
Hypothalamus und dem Hirnstamm reguliert. Zur Anpassung an schnell wechselnde
Umweltbedingungen bzw. potentielle Gefahren wird die Modulation dieser Grundfunktionen
(Homboostase) uber komplexe Regulationsmechanismen notwendig. Diese umfassen
normalerweise Anpassungsprozesse des somatomotorischen (Verhaltens-), des viszeromoto-
rischen (neuroautonomen) und des endokrinen Systems (Folkow, 2001). Die Erfahrung einer
aufleren Bedrohung, wird uber die Sinnesorgane (Sehsinn, Gehor, Geruchssinn, Tast- bzw.
Schmerzsinn) zum Zentralnervensystem weitergeleitet (s. Abb. 1.1). Die dortige Aktivierung
neuronaler, fur die Verarbeitung von Emotionen zustandiger Netzwerke fuhrt zu
Antwortmustern, die letztendlich dem Schutz des Organismus dienen (LeDoux, 1996).

In der vorliegenden Arbeit wurden diese Regulationsprozesse nach der Prasentation
exogener Stimuli mit unterschiedlicher emotionaler Bedeutung auf den genannten drei
Ebenen im Mausmodell untersucht. Das Schwergewicht lag dabei auf den durch kondi-
tionierte Furcht ausgelosten, neuroautonomen bzw. kardiovaskuldren Antworten. Zusatzlich
wurde der Beitrag des Kortikotropin-freisetzenden Hormons (corticotropin-releasing factor:
CRF)-Systems zur neuroautonomen Regulation und deren emotionaler Modulation

untersucht.

1.1.1 Verhaltensanpassung

Vertebraten reagieren mit verschiedenen Verhaltensrepertoires auf dulere Bedrohungen
(nach Koolhaas et al., 1999). Bei Mausen ist dies typischerweise Defensiv-Verhalten
(defensive behavior). Charakteristische Verhaltensmuster sind dabei Avoidance (Vermeidung)
oder Freezing, das als das Fehlen jeglicher Korperbewegung mit Ausnahme von

Atembewegungen definiert wird (Fendt & Fanselow, 1999). Dieses Verhalten ist Teil einer
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Aufmerksamkeitsreaktion (Vigilance), mit der Nagetiere auf mogliche Bedrohung durch
Fressfeinde reagieren. Diese ist zudem durch eine umfassende Reduktion der
lokomotorischen Aktivitat und erniedrigtes Explorationsverhalten gepragt (Blanchard et al.,
1991). Durch die Bewegungslosigkeit wird den auf Bewegung reagierenden Angreifern der
Schlusselreiz entzogen. Jedoch ist ein schnelles Umschalten des Verhaltensmusters auf
Flucht- oder Gegenwehrreaktionen (fight or flight; (Cannon, 1929)) unter naturlichen
Bedingungen jederzeit moglich und oftmals die Alternative mit den groferen

Uberlebenschancen. In einer neuen Umgebung (Novelty) wird zudem erhohtes Lokomotions-
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Abb. 1.1: Schematische Darstellung der Hauptregulationsmechanismen als Anpassung an externe aversive Stimuli.
(RF=Corticotropin-releasing-factor, CRF,= CRF Rezeptor 1, ACTH=adrenokortikotropes Hormon.
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bzw. Explorationsverhalten beobachtet, was als Teil einer Alarmreaktion auf die potentielle
Gefahr der unbekannten Umgebung interpretiert wird (Crusio, 2001). Diese hohe Bandbreite

der Verhaltensédnderungen ist von schneller zeitlicher Dynamik charakterisiert.

1.1.2 Autonome Regulation

Zu den wichtigsten physiologischen Grundfunktionen gehort bei Vertebraten die Hirn-
Herz Interaktion. Sie ermoglicht zum einen die Aufrechterhaltung der homoostatischen
Funktion des Herz-Kreislaufsystems, zum anderen die kardiovaskuldre Adaptation an
wechselnde Umweltbedingungen als Antwort auf exogene Stimuli. Schnittstellen bzw.
Kommunikationsmittel sind endokrines System, Blutkreislauf und das autonome
Nervensystem, gegliedert in die funktionell antagonistischen Systeme von Sympathikus und
Parasympathikus. Mittels des autonomen Nervensystems und durch Modulation der Balance
von Sympathikus und Parasympathikus kann das ZNS auf externe Reize, wie z.B.
Bedrohungen, reagieren.

Das in hochstem MaBle von Blutzucker und Blutsauerstoff abhdngige ZNS uibernimmt
bei hoheren Vertebraten zunehmend als Kontrollinstanz die Regulation der Herztatigkeit und
des Blutkreislaufs. Mit steigender Komplexitat des ZNS bei Saugetieren im Zuge evolvierter
Flexibilitat und Anpassungsfahigkeit an wechselnde Umweltbedingungen, werden Herz-
Kreislauffunktionen verstiarkt auch von uibergeordneten Hirnzentren moduliert. Dabei spielen
Emotionen verarbeitende Strukturen, insbesondere die Amygdala eine wichtige Rolle
(LeDoux, 1996; reviewed von Ter Horst, 2000). In emotionalen Situationen wie bei der
Erfahrung einer dufleren Bedrohung werden spezifische neuronale Netzwerke fur Furcht
aktiviert (reviewed von Cannistraro & Rauch, 2003). Emotionale Zustande wie Furcht oder
Angst modulieren kardiovaskuldare Funktionen (reviewed von Berntson et al., 1998). Wéhrend
potenziell lebensentscheidender Verhaltensreaktionen ist maximale lokomotorische Aktivitat
notwendig, die wiederum hohe Sauerstoffversorgung des Skelettmuskelsystems erfordert.
Dies geschieht durch erhohten Blutfluss, der durch groflere Auswurfleistung des Herzens
erreicht wird. Die autorhythmische Herztatigkeit wird von den intrinsischen Schrittmacher-
zentren des Herzens bestimmt, unterliegt jedoch der Kontrolle des autonomen Nervensystems.
Die neuroautonome Reaktion auf einen emotionalen Stimulus besteht bei Mausen in
sympathischer Aktivierung und Zuruicknahme des im basalen Zustand dominanten para-

sympathischen Tonus (Stiedl & Spiess, 1997). Dies fuhrt zu Steigerung der Herz-
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schlagfrequenz (Herzrate: HR), Erniedrigung der Herzratenvariabilitit (HRV) und Erhohung
des Blutdrucks (blood pressure: BP). Wihrend HR und HRV durch direkte neuronale
Innervierung relativ schnell reguliert werden, ist die iberwiegend humorale Vermittlung der
Blutdruckregulation uiber periphere vasomotorische Prozesse durch langsamere zeitliche
Dynamik charakterisiert. Die schnellste Regulation des Blutdrucks erfolgt uiber den
Barorezeptorreflex unter Bedingungen erhohten oder erniedrigten Blutdrucks (Guyton et al.,
1972). Andere Anpassungsprozesse des autonomen Systems umfassen einen Anstieg der
Korpertemperatur, die Stress induzierte Hyperthermie (Bouwknecht et al., 2000), gesteigerte

Defakation und Erniedrigung des Hautwiderstandes infolge von Transpiration.

1.1.3 Endokrine Reaktion

Zusatzlich zu afferenten und efferenten Nervenfasern tragen auch viele humorale
Faktoren zur Kommunikation von Herz und Gehirn und zu Anpassungsprozessen auf
emotionale Stimuli bei. Sympatische Aktivierung fuhrt zur Freisetzung von Katecholaminen
aus sympathischen Nervenendungen und aus dem Nebennierenmark, die u.a. vasokonstrik-
torische Funktion ausiiben und an der Blutdruckregulation beteiligt sind (Busse, 2000).
Wichtiger Bestandteil der Stressreaktion ist die endokrine Aktivierung der Hypothalamus-
Hypophysen-Nebennieren (HHN)-Achse. Die initiale Aktivierung wird im paraventrikularen
Nukleus des Hypothalamus vom Kortikotropin-freisetzenden Hormon (corticotropin-
releasing factor: CRF) vermittelt, und fuhrt zur Ausschuttung des adrenokortikotropen
Hormons (adrenocorticotropic hormone: ACTH) in den Blutkreislauf (Vale et al., 1981).
ACTH vermittelt wiederum die Freisetzung von Glukokortikoiden, vor allem Kortisol (bei
Mziusen: Kortikosteron), aus der Nebennierenrinde. Diese haben entziindungshemmende
Wirkung und uiben permissiven Einfluss auf die vom Nebennierenmark ausgeschutteten
Katecholamineffekte (Vasokonstriktion) an der GefaBmuskulatur aus. In hohen Konzen-
trationen werden zusitzlich uiber die Bindung an Minearalokortikoid-Rezeptoren Vasokon-
striktion und erhohtes Blutvolumen infolge Salzretention vermittelt (Wuttke, 2000). Eine
wichtige Rolle besteht aulerdem in der Riickregulierung der Stressreaktion (Munck et al.,
1984). Diese uber den Blutkreislauf vermittelten Prozesse weisen relativ langsame zeitliche
Dynamik und stereotypische Antwortmuster auf. Langzeiteffekte von chronischer
Aktivierung zentraler Glukokortikoidrezeptoren werden in Zusammenhang mit Psycho-

pathologien gebracht (reviewed von Korte, 2001).
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1.2 Physiologische Eigenschaften kardiovaskularer Antworten auf konditio-

nierte und unkonditionierte emotionale Stimuli

Nicht nur die Erfahrung einer dufleren Bedrohung bzw. eines aversiven, d.h. emotional
bedeutsamen Reizes, sondern auch die Antizipation eines solchen Stimulus kann autonome
Anpassungsmechanismen auslosen. Die emotionale Bedeutung moglicher Reize kann sowohl
angeboren sein als auch erlernt werden (Blanchard et al., 1991) und ist bei Verhaltens- oder
pharmakologischen Versuchen von den experimentellen Bedingungen abhéangig. Die
zeitlichen Dynamiken der kardiovaskuldren Anpassungsmechanismen vom basalen Zustand
bis zum Erreichen maximaler Werte und anschlieBender Rejustierung sind in Mausen
aufgrund fehlender Langzeitmessungen noch nicht untersucht worden.

Die Regulation der autonomen kardiovaskuldren Funktionen erfolgt mit unterschied-
lichen zeitlichen Dynamiken. Die schnellste Regulation der Herzrate findet durch direkte
phasische Modulation der tonischen parasympathischen Kontrolle, gefolgt von einem phasi-
schen Beitrag des sympathischen Systems statt. Im Gegensatz hierzu ist die Regulation des
systemischen Blutdrucks ein vom autonomen System gering beeinflusster komplexer Prozess,
der sowohl neuronale als auch hormonale und humorale Signalwege einschlieft (Guyton et
al., 1972). Sympathische Fasern uben tonische neuronale Kontrolle uiber o-adrenerge
Rezeptoren an der GefaBmuskulatur aus. Kurzzeitige Blutdruckregulation erfolgt uiber-
wiegend durch eine Baroreflex-vermittelte De- oder Akzeleration der Herzrate unter Bedin-
gungen von stark erhohtem bzw. erniedrigtem Blutdruck (reviewed von Kumada et al., 1990).
Zirkulierende Hormone der Nebennieren (Katecholamine, Kortikoide) beeinflussen den
Blutdruck uberwiegend in ldngeren Zeitraumen. Auf der Basis dieser Information wurde die
Hypothese einer zeitlichen Dissoziation der Dynamiken der Herzraten- bzw.
Blutdruckantworten auf Furcht auslosende Stimuli aufgestellt. Es ist somit unklar, ob die
zuvor beschriebene, schnelle und transiente hypertonische Antwort nur Sekunden nach dem
Einsetzen des Ton-CS im Gedéchtnistest der Furchtkonditionierung (Iwata & LeDoux, 1988;
LeDoux et al., 1988) oder nach akustischer Startle-Stimulation spezifisch einer
konditionierten Furchtantwort zuzuordnen ist. Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war die
experimentelle Uberpriifung ob Herzraten- wie auch Blutdruckantworten Indikatoren fur
konditionierte Furcht sind. Des Weiteren sollte auf die Hypothese von schneller Herzraten-
und langsamer Blutdruckregulation getestet werden und die zeitliche Dynamik der
kardiovaskularen Anpassungen wahrend der Retention konditionierter Furcht untersucht

werden. Um konditionierte und unkonditionierte Antworten auf potenziell aversive akustische
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Stimuli bei der Furchtkonditionierung zu vergleichen, wurden Herzraten und Blutdruckeffekte
zusatzlich in Startle-Experimenten untersucht. Diese Experimente sollten klaren, ob akusti-
sche Startle-Stimuli unkonditionierte aversive Stressoren unter den gegebenen stressfreien
Bedingungen darstellen, um reflektorisch bedingte Anderungen mit moglicher kurzer Latenz

nachweisen zu konnen.

1.2.1 Auditorische Furchtkonditionierung

Auditorische Furchtkonditionierung ist ein validierter experimenteller Verhaltenstest,
der genutzt wurde um die neurochemischen und neuroanatomischen Grundlagen konditio-
nierter Antworten auf aversive Stimuli zu untersuchen (reviewed in Fendt & Fanselow, 1999;
Koch, 1999). Die konditionierte Furchtreaktion umfasst die Aktivierung des autonomen
Nervensystems (Baudrie et al., 1997; LeDoux, 1993; Stiedl & Spiess, 1997). Die auditorische
Furchtkonditionierung basiert auf der definierten zeitlichen Kopplung eines zuniachst neutra-
len Ton-Reizes (konditionierter Stimulus, CS) mit einem aversiven, elektrischen Fullschock-
Reiz (unkonditionierter Stimulus, US) im Training. Die durch den aversiven Reiz ausgeloste
Reaktion (unkonditionierte Antwort, UR) kann nach dem Lernvorgang durch die Assoziation
der beiden Reize allein durch Prasentation des jetzt aversiv assoziierten Stimulus im Ton
abhiangigen Gedachtnistest ausgelost (konditionierte Antwort, CR) werden (Thompson,
2001). Sie druckt sich unter anderem in Anderungen des Verhaltens und einer Tachykardie
(Herzratenanstieg) aus (Stiedl et al., 1997; Stiedl & Spiess, 1997). Der emotionale
Lernprozess nach einmaliger Prasentation von CS und US fuhrt zu lang anhaltenden, aversiv
assoziierten Gedachtnisinhalten. Dies ist auch von Menschen bekannt, bei denen traumatische
Erlebnisse ein Leben lang erinnert werden konnen (Rosen & Schulkin, 1998). Werden in der
Trainingsprozedur US und CS zeitlich durch Intervalle von 60 s oder lianger voneinander
getrennt, so werden sie von C57BL/6J Mausen nicht mehr aversiv miteinander assoziiert.
Dem CS werden somit keine aversiven Eigenschaften zugeschrieben und im Gedachtnistest
wird durch ihn keine konditionierte Reaktion ausgelost. Stattdessen werden milde und
transiente Antworten auf autonomer Ebene beobachtet welche auch dann auftreten, wenn im
Training US oder CS weggelassen werden und die als Erregungs- oder Attentionsreaktionen
gedeutet werden (Stiedl & Spiess, 1997).

Mit Hilfe neu entwickelter Radiotelemetriesender (Brockway, 1998; Kramer et al.,

1993; Mills et al., 2000) konnen kardiovaskulare Parameter wie Herzrate und Blutdruck im
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Heimkifig freibeweglicher Méduse aufgenommen werden (Tovote, 2001). Dabei werden
ungewollte Storungen der Tiere durch Prasentation einer neuen Umgebung (Novelty),
manuelles Interferieren (Handling) oder Einschrankung der Bewegungsfreiheit wie z.B. bei
Blutdruckmessungen mit Schwanzklemmen (Kurtz et al., 2005) vermieden. Unter solchen
relativ stressfreien Bedingungen sind Herzraten-Antworten im Furchtkonditionierungs-
paradigma eingehend untersucht worden (Stiedl et al., 1999b; Stiedl & Spiess, 1997). Bei
Miausen fuhrt sympathische Aktivierung nach CS-Prasentation zu einer unmittelbar
einsetzenden Beschleunigung der Herzrate bis hin zu maximalen physiologischen Werten von
ca. 800 Schlagen pro Minute (beats per minute: bpm) (Stiedl et al., 1999b; Stiedl & Spiess,
1997). Fur das Ausbilden dieser CS induzierten Tachykardie ist die Langzeitgedachtnis-
funktion notwendig, die von de novo Proteinsynthese zur Konsolidierung der Erinnerung

abhéngt (Stiedl et al., 1999a).

1.2.2 Akustische Startle Experimente

Bei Startle-Experimenten mit akustischer Stimulation 10st ein unvermitteltes, sehr
kurzes auditorisches Signal (20-50 ms) mit hoher Intensitit (100-110 dB SPL) eine schnelle
reflexive Antwort aus, die aus einer koordinierten Muskelkontraktion der Augenlider, des
Nackens und der Extremitaten besteht. Diese unwillkurliche Startle-Reaktion wird als
Ausdruck reflexiver Abwehrmechanismen angesehen (reviewed in Koch, 1999). Die
Amplitude des akustischen Startle-Reflexes und ihre Potenzierung durch konditionierte
Furcht sind validierte Paradigmen fur die Bewertung konditionierter Furcht in Saugetieren
(z.B. Davis, 1997; Falls et al., 1997). StandardmédfBig werden Startle-Experimente jedoch
unter potentiell stressvollen Bedingungen auBerhalb des Heimkidfigs der Versuchstiere
durchgefuhrt (Bouwknecht et al., 2000). Neuere Untersuchungen an Mausen zeigen, dass der
multisensorische Stimulus der unbekannten Umgebung selbst lang anhaltende,
kardiovaskulare Aktivierung mit Herzratenbeschleunigung (Tachykardie) und Blutdruck-
erhohung (Hypertonie) bewirkt (Stiedl & Meyer, 2002; Stiedl et al., 2003). Akustische
Startle-Stimuli verursachen eine Blutdruckerhohung von ca. 25 mmHg in Ratten, welche auf
sympathische Aktivierung zuruckgefuhrt wird (Baudrie et al., 1997; Quigley & Berntson,
1990).
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1.2.3 Kontextuelle Furchtkonditionierung

Bei kontextueller (Kontext abhédngiger) Furchtkonditionierung wird ein aversiver
Stimulus in einer bestimmten Umgebung (Kontext) prasentiert. Die Erinnerung an den
Kontext setzt sich aus der Gesamtheit der sensorischen (auditorischen, visuellen,
olfaktorischen, taktilen) Erfahrungen zusammen. Diese werden im Gedachtnistest aversiv
assoziiert und fuhren zu kontextuellen Furchtreaktionen. Die Bewertung kontextueller Furcht
in Mausen beschrinkt sich normalerweise auf Verhaltensmessungen mit besonderem
Schwergewicht auf Freezing, dessen Bewertung durch einen subjektiven Experimentator und
anschlieBende Interpretation Schwiachen birgt (McNish et al., 2000). Abhéngig von der
Mauslinie beeinflussen unterschiedliche Verhaltensmuster die Expression von Furcht
(Koolhaas et al., 1999). In der vorliegenden Arbeit sollten Messungen der objektiven
MessgroBen HR und HRV aufgrund der Moglichkeit einer verlasslichen Datenaquisition und
deren Interpretation die Verhaltensmessungen im Hinblick auf Kontext abhangige Furcht
komplementieren. Im Gegensatz zur auditorischen Furchtkonditionierung erfordert die
kontextuelle Furchtkonditionierung jedoch ein manuelles Interferieren (Handling, s.u.) mit
den Versuchstieren vor der Messung, da die Retention der konditionierten Furcht im

konditionierten Kontext stattfindet.

1.2.4 Handling, Novelty und olfaktorische Stimulation

Fur Nagetiere stellen Menschen mogliche Predatoren und damit angeborene aversive
Stimuli dar. Jegliches manuelle Interferieren (Handling) mit den Versuchstieren, wie in den
meisten Verhaltenstests gefordert, ist somit eine emotionale Stimulation, die Auswirkungen
auf die neuroautonome Regulation hat (Stiedl & Spiess, 1997). Um mogliche Einflusse dieser
Effekte auf die Versuchsergebnisse zu vermeiden, gehen bei vielen Verhaltenstests
Habituierungsphasen, in denen die Tiere an das Handling gewodhnt werden, der eigentlichen
Testphase voraus (Yang et al., 2004). Allerdings konnte selbst nach intensiver Habituierung
uber 12 Tage hinweg noch eine signifikante Erhohung der HR durch Handling gefunden
werden (Kramer et al., 2004). Die zeitliche Dynamik der Effekte einer einzelnen Handling-
Prozedur auf HR ist aufgrund fehlender kontinuierlicher Messungen bislang unklar. Ebenso
hat fur Mause eine neue Umgebung (Novelty) potentiell aversive Eigenschaften. Die Tiere

begegnen dieser Stimulation mit der angeborenen Tendenz die neue Ungebung zu erkunden.
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Novelty gilt somit als Test fur emotionale Responsivitat und Furcht (Crawley & Goodwin,
1980). Die Dynamik neuroautonomer Anpassungsprozesse wahrend Novelty ist bislang
unklar.

Gerliche sind Teilaspekte von Novelty, vermitteln jedoch auch Informationen uiber
potenzielle Gefahrenquellen und besitzen fur Nagetiere teilweise aversive Eigenschaften.
Olfaktorische Reize bieten aufgrund ihrer ,naturlichen®, angeborenen Eigenschaften als
Furcht auslosende Stimuli im Vergleich z.B. mit Elektroschocks daher ethologisch relevante
Versuchsbedingungen (Blanchard et al., 2001). Die Prasentation spezifischer Geriiche von
Predatoren wie Katze oder Fuchs 10st bei naiven Ratten Furchtreaktionen auf Verhaltens-
(gesteigertes Vermeidungsverhalten), neuroautonomer (erhohter Blutdruck) und endokriner
(erhohte Kortikosteronwerte) Ebene aus (Blanchard et al., 1990; Dielenberg et al., 2001;
Dielenberg & McGregor, 2001; Morrow et al., 2000). Auf der Basis erhohten Freezings
wurde synthetischer Fuchsgeruch als unkonditionierter aversiver Stimulus in Ratten
beschrieben (Wallace & Rosen, 2000) und 16st Furchtverhalten bei Mausen im Light-Dark
Test aus (Hebb et al., 2002). In der vorliegenden Arbeit wurde die Herzratendynamik von
Mziusen vor, wahrend und nach der Prasentation synthetischen Fuchsgeruchs untersucht.

Bislang wurden dazu keine Untersuchungen angestellt.
1.3 CRF-System und kardiovaskulare Regulation
Das Kortikotropin-freisetzende Hormon (corticotropin-releasing factor: CRF) ist ein

Peptid mit 41 Aminosauren (Spiess et al., 1981) und wurde als ein entscheidender Faktor bei

der zentralen Regulation von

Verhaltens-, Immun-, und kardiovas-
kularen Antworten wahrend Stress i\ : : é
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Owens & Nemeroff, 1991). Das CRF-System ist aulerdem an Psychopathologien wie
Depression und Angststorungen beteiligt (reviewed von Kasckow et al., 2001). Bei Sauge-
tieren sind vier native peptidische Liganden von CRF-Rezeptoren bekannt: CRF, Urokortin 1
(UCNI), UCNII und UCNIII (Abb. 1.2). Diese aktivieren zwei G-Protein gekoppelte CRF-
Rezeptor-Subtypen, CRF, und CRF, (Chang et al., 1993) und binden teilweise zusatzlich an
das CRF-Bindeprotein (reviewed von Jahn et al., 2005). Von CRF, sind zwei Splicing-
Varianten, CRF,, und CRF,; bekannt (De Souza & Grigoriadis, 2000). Bei Nagetieren ist
CRF, im ZNS weit verbreitet (Primus et al., 1997). CRF,, mRNA ist im ZNS nachgewiesen
worden, wihrend CRF,; vor allem in peripheren Geweben inklusive des Herzens zu finden ist
(Chalmers et al., 1995; Lovenberg et al., 1995; Parkes et al., 2001). Die meisten Studien zu
kardiovaskularen CRF-Effekten erfolgten mit Hilfe peripherer und zentraler Injektion von
CRF-Rezeptor-Liganden in Ratten. Periphere Injektion von CRF fuhrt zu Hypotension und
Tachykardie infolge von Vasodilatation (reviewed von Owens & Nemeroff, 1991). Die durch
zentral (intrazerebroventrikuldr) appliziertes CRF induzierte Tachykardie bei Ratten wurde als
Analogon zur Stress induzierten neuroautonomen Aktivierung interpretiert (reviewed von
Parkes et al., 2001). Auf Basis dieser Untersuchungen wurde CRF als Mediator Stress
induzierter kardiovaskuldrer Anpassungsprozesse angesehen (Fisher, 1989). Diese frithen
Untersuchungen fanden jedoch mit weitgehend unselektiven CRF-Rezeptor Agonisten statt.
Die Identifizierung weiterer endogener CRF-Rezeptor Liganden (UCNII, UCNIII) (Hsu &
Hsueh, 2001; Reyes et al., 2001) mit unterschiedlichen Affinititen fur CRF, und CRF,
verdeutlichten die Komplexitat des CRF-Systems und der zugrunde liegenden Mechanismen.
Durch die Entwicklung selektiver peptidischer Liganden werden Untersuchungen spezifischer
CRF-Rezeptor-Effekte moglich (Tezval et al., 2004). Nur wenige Studien umfassten jedoch
kombinierte Messungen von kardiovaskularen und Verhaltens-Parametern unter
Beruicksichtigung der neuesten Kenntnisse (Nijsen et al., 1998; Stiedl & Meyer, 2003; Stiedl
et al., 2003).

Die Verfugbarkeit genetischer Modelle mit selektiven Veranderungen des CRF-Systems
fuhrte zu weiteren Erkenntnissen hinsichtlich der Funktion des CRF-Systems. CRF,-
defiziente Mause (CRF,”-Miuse) wurden als weniger Angstlich beschrieben. Zusitzlich
wurde eine fehlende “Stressreaktion® in diesen Mausen berichtet (Contarino et al., 1999;
Smith et al., 1998; Timpl et al., 1998). Vermehrte Furcht und Angst auf Basis von Verhaltens-
messungen wurde hingegen bei CRF,-defizienten Mause beschrieben (Bale & Vale, 2004).
Zudem wurden erhohte Stressreaktionen und gestorte kardiovaskulare Regulation dieser

Miuse berichtet (Coste et al., 2000). Im Gegensatz dazu wurde in neueren Studien mit Hilfe
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nicht-linearer Analysen keine Beeintrachtigung der Herzratendynamik durch CRF,-Defizienz
ermittelt (Stiedl & Meyer, 2002, 2003). Die Lebenserwartung dieser Mduse war zudem
unbeeintrichtigt (Stiedl et al., 2003). Transgene Mause, die systemisch CRF uiberproduzieren
(CRF overexpressing mice: CRFOE), leiden unter Symptomen des Hyperkortisolismus
(Cushing’s Syndrom) mit einhergehender deformierter Physiognomie (reduzierte
Extremitatenlange), Fellverlust, Fettakkumulation und Muskelatrophie. Sie wurden als
uberempfindlich gegenuiber Stress beschrieben (Stenzel-Poore et al., 1994) und zeigten
kognitive Defizite in verschiedenen Lerntests (Heinrichs et al., 1996).

Zum gegenwiartigen Stand der Forschung bleibt die physiologische Rolle des CRF-
Systems bei kardiovaskularer Regulation unklar. In der vorliegenden Arbeit sollte mit Hilfe
pharmakologischer Interventionen mit selektiven CRF-Rezeptor Agonisten und genetischen

Modellen diese Rolle naher beleuchtet werden.

1.4 Furchtkonditionierung - Modell fiir emotionalen Stress?

Als charakteristisches Merkmal einer Stressreaktion gilt die vermehrte Ausschuittung
von Glukokortikoiden in den Blutkreislauf (Wuttke, 2000). Ein weit verbreitetes Modell fur
experimentell erzeugten Stress bei Mausen ist die Immobilisierung (restraint stress). Dabei
wird die Bewegungsfreiheit der Versuchstiere fur einen definierten Zeitraum durch Fixierung
der GliedmaBen oder durch Platzierung in einem engen Zylinder stark eingeschrinkt
(Kishimoto et al., 2000; Smith et al., 1998). Diese Prozedur reprasentiert einen massiven
systemischen Stressor (Armario et al., 2004) und fuhrt zur Aktivierung der HHN-Achse mit
erhohten Kortikosteronkonzentrationen im Blutplasma. Die maximale Aktivierung der
Nebennierenrinde erfordert etwa 15 min, und es kann je nach Art des Stressors einige Stunden
bis zur vollstaindigen Riuickregulierung dauern (Korte, 2001). In CRF"-M#usen wurden
abgeschwichte ACTH- und Kortikosteronantworten nach Immobilisationsstress gefunden
(Smith et al., 1998).

Es stellte sich die Frage, ob an den deutlichen Furchtantworten von Méusen auf
Verhaltens- und kardiovaskuldrer Ebene auch endokrine Anpassungsmechanismen beteiligt
sind. Es ist bekannt, dass auch psychologischer Stress zu gesteigerter Freisetzung von
Kortikosteron fuhren kann (Rasmusson & Charney, 1997). Bei Ratten konnte ein Beitrag der
Amygdala zur Kortikosteronantwort auf einen konditionierten Stressor nachgewiesen werden

(Goldstein et al., 1996). Auf Basis dieses Wissens wurden Experimente zur HHN-Achsen
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Aktivierung bei auditorischer Furchtkonditionierung mit folgenden Erwartungen
durchgefuhrt: 1. Die Retention konditionierter Furcht wéhrend des Gedachtnistest verursachet
eine Stressreaktion mit hoheren Plasma-Kortikosteronkonzentrationen auch bei Mausen. 2.
Diese Antwort fehlt bei CRF"-Miusen. Die gewonnenen Ergebnisse sollten die
neuroautonomen Ergebnisse komplementieren und zu einem erweiterten Verstandnis der

umfassenden Furchtreaktion bei Médusen beitragen.

1.5 Neuronale Netzwerke der kardiovaskularen Regulation

Die autorhythmische Herztéatigkeit wird von den intrinsischen Schrittmacherzentren im
Herzen (Sinusknoten, AV-Knoten, etc.) bestimmt, unterliegt jedoch der Kontrolle des
autonomen Nervensystems. Wahrend emotionaler Situationen bedingt dies unmittelbare
Anderungen in Herzrate, Kontraktionskraft, AV-Verzogerung und koronalem Blutfluss.
Parasympathische Aktivitat verlangsamt die Herzrate und Reizuibertragung im Herzmuskel
und vermindert die Kontraktionskraft. Sympathische Aktivitat fuhrt zu einem
Herzratenanstieg, schnellerer Reizleitung und gesteigerter Kontraktionskraft. Die
Feineinstellung der autonomen Aktivitit erfolgt iber neuronale Regelkreise in Hirnstamm
und Ruckenmark. Hier werden die Riickkopplungen von Barorezeptorreflex, Respiration und
die Eingidnge hoherer zentralnervoser Strukturen integriert (Busse, 2000). Allerdings sind die
Hirnareale, in denen die tonische Parasympathikusaktivitit generiert wird, bisher nicht

charakterisiert worden.

1.5.1 Limbisches System

Das Konzept des limbischen Systems als ubergeordneter Begriff fur Emotionen
verarbeitende Hirnbereiche wird noch immer diskutiert (LeDoux, 2002; Ter Horst, 2000).
Unzweifelhaft ist jedoch die wichtige Rolle der Amygdala und des ventralen Hippokampus
bei der Verarbeitung von Emotionen. Der Hypothalamus, erhalt Eingdnge von diesen
Vorderhirnbereichen, die auch fur kognitive Verarbeitung wichtig sind und ist die Schnitt-
stelle zu den Basalfunktionen des Hirnstamms, die u.a. auch die Aktivitat des autonomen
Systems kontrollieren (Abb. 1.3). Hormone des Hypothalamus kontrollieren die Aktivitat der

Hypophyse, welche die endokrine Stressantwort vermittelt. Das an der Expression von Furcht
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beteiligte neuronale Netzwerk uberlappt teilweise mit dem neuroautonomen Netzwerk,
welches die Herzaktivitat kontrolliert (Loewy, 1990; Ter Horst, 2000). Experimente mit
Hirnareal spezifischen Lasionen oder Stimulationen und Furchtkonditionierung an Ratten
haben die Funktion des zentralen Kerns der Amygdala in Furcht- und Angstverhalten
(LeDoux, 1996) und in kardiovaskularer Regulation nachgewiesen (Kapp et al., 1982;
Roozendaal et al., 1991). Eine modulatorische Funktion des Hippokampus bei kardiovasku-
laren Anpassungsprozessen in emotionalen Situationen wird diskutiert (LeDoux, 1996, 2002;

Ter Horst, 2000). Diese sollte in der vorliegenden Arbeit untersucht werden.
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1.5.2 Hippokampus und Furchtkonditionierung

Der dorsale Hippokampus spielt eine wichtige Rolle bei Furchtreaktionen auf
konditionierte kontextuelle Reize, nicht jedoch bei Antworten auf diskrete Reize wie den
Ton-CS bei der Delay-Furchtkonditionierung. Bei Delay-Furchtkonditionierung folgen CS

und US im Training direkt aufeinander, im Gegensatz zu Trace-Furchtkonditionierung, bei



Einleitung 14

der CS und US durch ein zeitliches Intervall getrennt sind. Die Inaktivierung von N-methyl-
D-aspartat (NMDA)-Rezeptoren, einem Subtyp ionotroper Glutamatrezeptoren im
Hippokampus stort raumliches Lernen (Morris et al., 1986) und assoziatives Lernen in der
Delay-Furchtkonditionierung (Sanders et al., 2003; Stiedl et al., 2000). Die Mehrzahl der
Studien mit Delay-Furchtkonditionierung und NMDA-Rezeptor Inhibierung durch
Antagonisten wie MK-801 oder DL-2-amino-5-Phosphonovaleronsaure (DL-2-amino-5-
phosphonovaleric acid: APV) beschreiben verminderte kontextuelle Furcht bei unbeein-
flusster Ton abhangiger Furcht (Bast et al., 2003; Fanselow et al., 1994; Kim et al., 1991;
Stiedl et al., 2000). Bei Trace-Furchtkonditionierung wurde nach hippokampalen Lasionen
abgeschwichte kontextuelle wie auch auditorische Furcht nachgewiesen (McEchron et al.,
1998; Quinn et al., 2002). Dabei wurden Trace-Intervalle unterschiedlicher Lange von 1 s bis
zu 30 s und multiple (10) CS-US Wiederholungen im Training verwendet (Huerta et al., 2000;
McEchron et al., 1998; Shors et al., 2002). Der Beitrag dorsaler hippokampaler NMDA -
Rezeptoren bei Trace-Furchtkonditionierung wurde bei Mausen noch nicht untersucht.
Aufgrund der variierenden Erkenntnisse zur Lange des Trace-Intervalls wurde in der
vorliegenden Arbeit zunichst systematisch der Beitrag von NMDA-Rezeptoren im dorsalen
Hippokampus zur Trace-Furchtkonditionierung in Abhdngigkeit des Trace-Intervalls
untersucht. Da fur statistisch relevante Ergebnisse hohe Zahlen an Versuchstieren benotigt
werden, fur kardiovaskulare Messungen jedoch ein grof3er operativer und zeitlicher Aufwand
fur jedes Individuum getroffen werden muss, erfolgten diese Untersuchungen zunachst auf
Verhaltensebene. Damit wurde ein Zeitfenster des maximalen hippokampalen Beitrags zu
Verhaltensantworten in der Trace-Furchtkonditionierung bestimmt, mit dessen Hilfe dann der
Beitrag des Hippokampus zu neuroautonomer Regulation untersucht wurde. Die Experimente
wurden mit singularer CS-US Prisentation im Training durchgefuhrt, um einen Wechsel von
multisensorischer zu unisensorischer Assoziation des US mit dem CS zu vermeiden, der bei
multiplen CS-US Priasentationen bei gleichzeitiger Inhibierung des Hippokampus erfolgen
kann. Diskriminative Tests legen nahe, dass dieser Wechsel der Lernstrategie die Bildung
kontextuellen Gedachtnisses unabhiangig vom Hippokampus auf der Basis einzelner
kontextspezifischer Stimuli verursacht, so dass Lasionen des Hippokampus vor dem Training

unwirksam erscheinen (Frankland et al., 1998).
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Es wurden Miause der Inzuchtlinien C57BL/6N sowie C57BL/6J (Charles River,
Sulzfeld) verwendet. Die Tiere wurden im Alter von 8 Wochen mit einem Durchschnitts-
gewicht von 22 g geliefert. CRF,-defiziente Miause enstammten aus Verpaarungen
heterozygoter C57BL/6-Mause. Diese wurden mittels eines Zielvektors generiert, in dem der
Abschnitt des CRF,-Gens, welcher fur die letzten zwolf Aminosiauren der ersten
extrazellulairen Doméne kodiert, durch eine Neomycin-resistente Genkassette ersetzt wurde
(Smith et al., 1998). CRF,-defiziente M4use entstammten einer Kreuzung der C57BL/6J und
129SvJ-Mausstamme. Das fur die dritte extrazellulare Schleife des CRF, kodierende Exon
wurde durch eine Neomycin-resistente Genkassette ersetzt (Kishimoto et al., 2000). Die
Genotypisierung erfolgte anhand von Gewebeproben im Alter von 5-7 Wochen. Die
Experimente begannen frithestens im Alter von 9 Wochen und fanden in den darauf folgenden
vier Wochen statt.

Die M4use wurden unter standardisierten Bedingungen in Makrolonkéfigen (Typ 2:
22 cm x 16 cm x 13 cm, Lange x Breite x Hohe) mit freiem Zugang zu Nagetierfutter-Pellets
(Ssniff, Soest) und Trinkwasser gehalten. Die Kiafige befanden sich in schallgeschiitzten,
ventilierten Haltungscontainern (Scantainer, Scanbur, Kege, Danemark) bei einer Temperatur
von 21-22 °C. Die Haltungscontainer hatten einen gefilterten Zulufteinlass und einen
Abluftauslass, der direkt an den Abluftschacht gekoppelt war, um eine sehr geringe
Geruchsbelastung und Allergieentwicklung zu erreichen. Die Container befanden sich in
lichtdichten Kammern mit einem 12/12-h Licht-Dunkel-Zyklus (Licht an: 7 Uhr morgens).
Alle Experimente wurden wahrend der Lichtphase durchgefuhrt. Alle in der vorliegenden
Arbeit beschriebenen tierexperimentellen Eingriffe wurden mit Genehmigung der

Bezirksregierung Braunschweig (Aktenzeichen 509.42502/02-01.00) durchgefuhrt.

2.2 Genotypisierung

Die genetisch modifizierten Mduse wurden vor den Experimenten auf die erfolgreiche

Inaktivierung des entsprechenden Gens hin uberpriift. Diese Charakterisierung erfolgte
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aufgrund der Zuchtbedingungen, bei denen heterozygote Mannchen und Weibchen verpaart

wurden.

2.2.1 DNS-Isolierung

Zur Isolierung von DNS wurde das QIAamp® DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden)
verwendet. Gewebeproben der Mausschwanzspitzen wurden mit 180 1l ATL Puffer und 20 pl
Proteinase K in je einem 1.5 ml Eppendorfcup bei 55°C uiber Nacht geschiittelt. Das Lysat
wurde gevortext und 5 min bei 13000 U/min zentrifugiert. Vom Uberstand wurden ca. 200 ul
in ein 1.5 ul Eppendorfcup abpipettiert, mit 200 ul AL Puffer vermischt und 10 min bei 70°C
inkubiert. Danach wurden 200 ul Ethanol (96%ig, p.a.) zugegeben, gevortext und kurz
abzentrifugiert. Nun wurden etwa 600 pul auf eine den Proben entsprechende Anzahl von
Zentrifugenrohrchen (Qiagen, Hilden) aufgetragen und diese dann 1 min bei 8000 upm
zentrifugiert. Die Saulen wurden anschlieend mit 500 u1 Waschpuffer AW 1 fur 1 min bei
8000 upm und danach mit 500 yl Waschpuffer AW 2 fur 3 min bei 13000 U/min
zentrifugiert. Nun wurden die Saulen mit 200 ul Elutionspuffer 7 min bei Raumtemperatur
inkubiert und dann 1 min bei 8000 upm zentrifugiert. Das Eluat wurde in 2 ml Eppendorfcups

bei -20°C gelagert.

2.2.2 Polymerase-Kettenreaktion

Die CRF,-Allele bindenden Primer (Metabion, Martinsried) bestanden aus den
Nukleotidsequenzen 5’-ACT GCT AGT GTG ATG TCC TGC-3’ bzw. 5’-TCT CAG GAT
TGC TAA GTT CAG-3’, der die Neokassette bindende Primer aus 5’-GGG AAC TTC CTG
ACT AGG GG-3’. Die CRF,-Allele bindenden Primer hatten die Sequenzen 5’-ACG TCC
GAG ACA ATC CAA TAC AGG TA-3’ bzw. 5’-CGT TTT GGT GCT CAT ATA ACC
CAT C-3’. Die fur die Neomycinresistenz kodierende Region wurde von Primern mit den
Segenzen 5’-AGA GGC TAT TCG GCT ATG ACT GGG CA-3’ bzw. 5’-CCA CAC CCA
GCC GGC CAC AGT CGA TGA-3’ erkannt. Der sogenannte Mastermix bestand je Probe
aus 16.5 ul demineralisiertem Wasser, 0.5 ul DNTP-Mix (Sigma, Steinheim), 2.5 pl 10x

REDTaq™ -Puffer und jeweils 1 pl der entsprechenden Primer-Losungen.
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Drei pul (entspr. 200 ng DNA je Probe) des DNA-Eluats wurden nach dem Auftauen zunéchst
in 200 ul PCR-Tubes (Biozym Scientific, Hessisch Oldendorf) mit 21.5 yul Mastermix
versetzt, bevor ca. 2 Tropfen Mineralol (Sigma, Steinheim) aufgetragen wurden, um ein
Verdampfen der Reaktionslosung zu verhindern. Danach wurden 0.5 yl REDTaq™-DNA

Polymerase (Sigma, Steinheim) hinzupipettiert und die enthaltende DNA mittels

automatisierter PCR (Whatman/ Biometra, Gottingen) in 34

A | crer1
(CRF)) bzw. 35 (CRF,) Zyklen amplifiziert. Uber ein mit W e
10 ug/pl Ethidiumbromid versetztes 1.5 %-iges Agarosegel 400bp
P
wurden 15 ul des PCR-Reaktionsgemisches elektrophoretisch
aufgetrennt. Mit Hilfe eines DNA-Markers (Smartladder; B
Eurogentec, Seraing, Belgien) wurde die GroBle der aufge- CRFR2
M 4+ - 4
trennten Banden der enthaltenen PCR-Fragmente bestimmt coob
P
(Abb. 2.1). fooe
C [ crere
Abb. 2.1: PCR-amplifizierte Fragmente genomischer DNA von (RF- (A), CRF» M TG 4+
defizienter (B) und CRF-iberproduzierender Miuse (C). M = Markerbande mit =
Angabe der amplifizierten PCR-FragmentgréBe (in bp). 450 b e

2.3 Pharmaka und Losungen

2.3.1 Peptide

Peptide, die intrazerebroventrikular injiziert werden sollten, wurden am Tag der
Injektion in entsprechender Konzentration in kunstlicher Hirnflussigkeit (artificial
cerebrospinal fluid: aCSF) gelost (Tab. 1). Die aCSF-Losung (Matthies et al., 2000) enthielt:
124 mM NaCl, 25.6 mM NaHCO,, 10 mM D(+)-Glucose, 1.3 mM MgSO,7H,0, 4.9 mM
KCl, 1.2 mM KH,PO,, 2.5 mM CaCl,-2H,0. Der pH-Wert betrug 7.4, die Osmolalitat etwa
300 mOsm. Intraperitoneal zu injizierende Peptide wurden in Phosphatpuffer (PBS;
Gibco/Invitrogen, Karlsruhe) gelost. Dieser enthielt 150 mM NaCl, 5.9 mM Na,HPO,-7H,0,
1.5 mM KH,PO,: Der pH-Wert betrug 7.2, die Osmolalitat etwa 300 mOsm.
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Tab.1: Injizierte Peptide

Peptid Affinitit zu Rezeptor Dosis [ng/Maus]
ICs, [nm] Zentral Peripher
oCRF rCRF1: 1.8 mCRF,;: 160 130, 880 230
cortagine rCRF1: 2.6 mCRF,;: 540 600 280-400
mUCNII rCRF1: 350 mCRF,: 0.25 - 200
mUCNII rCRF1: >2000 mCRF,;: 14 - 200
NPY Y:04 Y208 Y,380 Ys5 500, 2000 -

Die Konzentration der fur die Experimente hergestellten Peptid-Losungen wurde mittels
Aminosaureanalyse bestimmt (Aminosauranalyse-System 6300: Beckman Coulter,
Miinchen). Dazu wurden direkt nach Beendigung der Experimente definierte Volumina der
zuvor injizierten Substanzen mit dem Injektionssystem in Hydrolyse-Rohrchen (Corning
Glas, New York, USA) abgefullt. Der zu analysierenden Probe wurde 1 nmol der kiinstlichen
Aminosdure Norvalin als interner Standard zugesetzt. Die Totalhydrolyse der Peptide wurde
mit 6 M HCI fur 24 h bei 110°C durchgefuhrt. Die Analyse des Aminosduregemisches
erfolgte durch Ionenaustausch-Chromatografie und Derivatisierung der eluierenden Amino-
sauren mit Ninhydrin. Die derivatisierten Aminosauren wurden spektroskopisch detektiert
und die erhaltenen Chromatogramme mit dem Datensystem GOLD (Beckman Coulter,
Miinchen) ausgewertet. Die Aminosdureanalyse der gereinigten Peptide lieferte Zusammen-

setzungen, die maximal 12% unterhalb der zu erwarteten theoretischen Werte lagen.

2.3.2 Rezeptor-Antagonisten

Zur Inhibierung von NMDA-Rezeptoren im dorsalen Hippokampus wurde der selektive
Antagonist DL-2-amino-5-phosphonovaleric acid (APV; Sigma, Deisenhofen) verwendet.
Auf der Basis fruherer Studien (Stiedl et al., 2000) wurde eine Dosis von 3.2 ug APV je Maus

in einem Volumen von 0.5 ul verwendet.
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2.4 Herzraten-Messungen

2.4.1 EKG-Transmitter

Alle EKG-Messungen wurden mit EKG-Transmittern fur kleine Labor-Nagetiere
(TAT10EA-F20, Data Sciences, St. Paul, Minnessota, USA) durchgefuhrt. Der Transmitter-
korper (Lange: 2.1 cm, Gewicht: 3.4 g, Volumen: 1.9 cm’) enthilt die fur die Detektion,
Transformation und Ubermittlung des EKG-Signals notwendige Elektronik, einen magnetisch
aktivierbaren Schalter und eine Batterie. Die Sendefrequenz liegt bei 550 kHz. Auf einer Seite
des Transmitterkorpers befinden sich drei Plastikdsen, mit denen dieser im Peritoneum fixiert
wird. Aus der Oberseite des Transmitters fuhren zwei mit Silikonschlauch isolierte
spiralisierte Edelstahlelektroden heraus, mit denen die Biopotential-Fluktuationen registriert

wurden.

2.4.2 EKG-Transmitter Implantation

Die Transmitterelektroden wurden vor der Sterilisation auf die richtige Lange
zugeschnitten. Die zum rechten Vorderbein fuhrende Elektrode hatte eine Lange von 3 cm,
die zum linken Hinterbein ziehende 5 cm. Beide Elektrodenenden wurden auf 7 mm abisoliert
und das Schlauchende mit chirurgischem Faden durch einen Knoten verschlossen, um das
Eintreten von Flussigkeit in den Isolationsbereich zu verhindern. Silikonschutzkappen wurden
an den Drahtenden der beiden Elektroden mit nicht resorbierbarem chirurgischem Faden
befestigt. Die Transmitter wurden darauthin uber Nacht in 2%-igem Glutaraldehyd (Helipur
Hplus, Braun, Melsungen) sterilisiert. Direkt vor der Operation wurden sie dreimal fur 15 min
in steriler 0.9%-iger Kochsalzlosung gewaschen.

Die Anisthesie der Mause fur die Operation erfolgte mittels eines Inhalationsnarkose-
Systems (tabletop research unit, SurgiVet/Anesco, Waukesha, Wisconsin, USA) mit einem
Isofluran-Verdampfer, Durchflussregler und Aktivkohlefilter. Das System erlaubte eine
genaue prozentuale Beimischung von Isofluran zum Tragergas Sauerstoff. Die Einleitung der
Narkose erfolgte bei etwa 3% Isofluran zunéchst in einer abgeschlossenen Plexiglasbox
(14 cm, 10 cm, 10 cm; L x B x H). Dann wurde die narkotisierte Maus an den Beinen auf
einer frei beweglichen, zuvor mit 70%-igem Alkohol gereinigten und auf 37°C temperierten

Wirmeplatte fixiert. Hier wurde die Narkose uiber die kontinuierliche Zufuhr von 1.5%
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Isofluran bei einer Durchflussrate von 0.5 1/min uber eine Atemmaske, in der sich die
Schnauze der Maus befand, gewahrleistet.

Mit Enthaarungscreme (Pilca, Schwarzkopf, Hamburg) wurde der mediane Abdominal-
bereich vom Fell befreit und mit Hautsterilisationslosung (Cutasept F, Bode, Hamburg)
gereinigt. Die Bauchhaut wurde nun vorsichtig mit einer kleinen Préiparierschere etwa 3 cm
longitudinal und median unterhalb des Processus xiphoideus eingeschnitten, ohne das
darunter liegende Muskelgewebe zu verletzen. Von diesem Zeitpunkt an wurde das
Operationsgebiet mit steriler 0.9%-iger Kochsalzlosung feucht gehalten. Subkutane Trakte
zum rechten Vorderbein und zum linken Hinterbein fur die Platzierung der
Transmitterelektroden wurden mit Sonde und Schere prépariert, um eine EKG-Ableitung vom
Typ II zu ermoglichen. Das abdominale Muskelgewebe wurde nun ebenfalls in der Mitte in

Richtung der Korperlangsachse durch einen 2 cm

Batterie EKG-Elektroden

langen Schnitt entlang der Linea alba eroffnet.
Durch diesen Schnitt wurde der EKG-Trans-
mitter mit nach cranial gerichteten Elektroden in

die Bauchhohle eingeschoben (Abb. 2.2). Mit

einer spitzen Pinzette wurde die Bauchmusku- 2cm

latur cranial und lateral des Einschnitts durch-

Abb. 2.2: Réntgenaufnahme einer Maus mit implan-

fiertem EKG-Transmitter (modifiziert nach Kramer et
herauszufuihren. Nun wurde der Transmitter- al, 1993)

stochen, um die Elektroden aus der Bauchhohle

korper durch die ventral liegenden Plastikosen

mit nicht-resorbierbarem chirurgischen Faden am Muskelgewebe vernaht. Ein Wegrutschen
des Transmitterkorpers in die Bauchhohle und die damit verbundene Gefahr eines
Darmverschlusses wurde dadurch verhindert. Gleichzeitig wurde so auch der Schnitt in der
Bauchmuskulatur teilweise geschlossen. Die noch verbliebenen offenen Stellen des Schnitts
wurden zusitzlich mit resorbierbarem Faden zugendht. Die Elektroden wurden in den
vorbereiteten subkutanen Trakten platziert, wobei jeglicher Druck der Elektroden auf die Haut
vermieden wurde. Der Transmitter wurde eingeschaltet, die korrekte Ableitung des EKG-
Signals und seine Qualitét sofort iberprift und bei Bedarf die Lage der Elektroden korrigiert.
Danach wurde der Transmitter abgeschaltet, um unnotige Batterieentladung wéhrend der
Regenerationsphase zu vermeiden. Abschliefend wurde der Hautschnitt durch sterile Wund-
Klammern (Autoclip 9 mm; Becton Dickinson, Sparks, Maryland, USA) mit Hilfe
anatomischer Pinzetten geschlossen. Die Kiafige der operierten Tiere wurden mit 70%—igem

Alkohol gereinigt, mit sauberem Zellstoff als Nestmaterial ausgelegt und auf eine
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Wirmeplatte (37°C) gestellt, um eine Hypothermie der aus der Narkose aufwachenden Tiere
zu vermeiden.

Der Gesundheitszustand (Lokomotion, Defakation) und die Gewichtsentwicklung der
Tiere wurden im Anschluss an die Implantation taglich kontrolliert. Die in seltenen Fiallen
auftretenden lokalen Entziindungen der Operationswunde wurden mit antibiotischer Salbe
(Aureomycin, Lederle, Wolfratshausen) behandelt. Bei ausbleibender Gewichtszunahme
infolge moglicher Infektion wurde im Trinkwasser 0.33% eines Antiinfektikums (Baytril 5%,
Bayer, Leverkusen) uiber einen Zeitraum von funf Tagen verabreicht. In wenigen Fiéllen von
massivem Gewichtverlust und schlechtem Allgemeinzustand der Tierer wurden zusitzlich
einmalig 0.5 ml Nahrlosung pro Maus (Amynin, Rhone Merieux, Laupheim) subkutan
appliziert. Die Herzratenexperimente wurden nach einer Erholungsphase von etwa 2-3
Wochen durchgefuhrt. Nach diesem Zeitraum hatten die Méuse ihr Pra-Operationsgewicht
meist uberschritten. Diese Tiere zeigen wieder ihre normale circadiane Rhythmik und eine

normale Lokomotionsaktivitat (Kramer & Kinter, 2003).

2.4.3 EKG-Aufzeichnung

Das EKG wurde im Heimkifig der jeweiligen Maus aufgezeichnet. Dies erfolgte bei
basalen Messungen im Haltungscontainer oder -bei Gedachtnistests- in einem vom
Haltungsbereich abgetrennten Raum. Dazu wurde das Tier unter einen Lautsprecher gestellt.
In pharmakologischen Experimenten wurde 15 min nach der letzten Injektion die Messung
der Herzrate gestartet. Diese wurde kontinuierlich wéhrend des gesamten Versuchs
aufgezeichnet. Dazu wurden die EKG-Signale vom EKG-Transmitter bei einer Sendefrequenz
von 550 kHz abgegeben, von einem Empfanger (RLA 1020, Data Sciences, St. Paul,
Minnesota, USA) aufgenommen und digitalisiert. Uber einen an den Empfinger ange-
schlossenen Analog-EKG-Adapter (Option ROS8, Data Sciences, St. Paul, Minnesota, USA)
wurden die Signale wieder in Analogsignale konvertiert und an einen Analog-Digital-
Wandler (MacLab 4s, ADInstruments, Spechbach) weitergeleitet. Dieser digitalisierte die
Signale mit einer Abtastrate von 4 kHz. Zusatzlich wurden die EKG-Signale auf einem
Oszilloskop kontrolliert. Mittels entsprechender Software (MacLab Chart Vers. 3.6/s- 5.0,
ADInstruments, Spechbach) wurden die EKG-Signale aufgenommen, abgespeichert und

spater bearbeitet bzw. ausgewertet.
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244 EKG-Auswertung

Die Bestimmung der Herzschlagfrequenz (Herzrate) erfolgte mit der Software (MacLab
Chart 3.6/s-5.0, Software-Erweiterung HRV, ADInstruments, Spechbach). Aus den Inter-
vallen zwischen den R-Wellen des aufgezeichneten EKG-Signals wurde die instantane
Herzrate (HR) als Schlage pro
Minute (beats per minute: bpm) R R
errechnet (Abb. 2.3). Die RR-

110 ms
=545 bpm
Intervalle des EKGs konnten

nahezu immer ermittelt werden,

obwohl die Amplitude der EKG-

Signale aufgrund unterschied- S

licher Elektrodenlage varriierte.

Artefakte in den EKG-Signalen  Abb. 2.3: EKGSignal und Ermittlung der Herzrate auf Basis des RR-
Intervalls. Die instantane Herzrate wurde auf Basis der Zeitabstiinde

wurden manuell editiert, um die gyfsinander folgender R-Wellen des EKG-Komplexes (mit den Wellen P-T)

exakten Herzraten und ihre Varia-  berechnet.

bilitat zu berechnen. Fur die statistische Analyse der Daten wurden die kontinuierlichen
Messungen in kuirzere Intervalle aufgeteilt, iber die dann die Herzrate gemittelt wurde. Beim
Tontest wurden 30 s Messintervalle gebildet, bei 10 s dauernder Tonprasentation betrug die
Intervalllange 10 s, bei Messungen uber 1.5 h wurde uber 10 min Abschnitte gemittelt. Als
Mal fur Herzratenvariabilitait (HRV) diente die mittlere Quadratwurzel der Summen
aufeinander folgender RR-Intervalle, der sogenannte RMSSD (root mean squared of the sum

of successive differences)-Wert.

2.5 Blutdruckmessungen
2.5.1 Blutdruck-Transmitter

Alle Blutdruckmessungen wurden mit Transmittern fur kleine Labor-Nagetiere
(TA11PA-C20, Data Sciences, St. Paul, Minnessota, USA) durchgefuhrt (Abb. 2.4). Der
Transmitterkorper (Liange: 2.1 cm, Gewicht: 3.3 g, Volumen: 1.9 cm’) enthélt die fur die

Detektion, Transformation und Ubermittlung des Blutdrucksignals notwendige Elektronik,
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Dessen offene Spitze ist mit Abb. 2.4: Schematische Darstellung des Blutdruck-Transmitters.
anti-thrombischem, biokompa-

tiblem Gel gefullt und die AuBlenwand ist mit einem anti-thrombischen Film beschichtet.
Uber das blasenfreie Gel, die daran anschlieBende Flussigkeit und einen Hebel im Innern des
Transmitters werden Druckdnderungen auf einen semi-konduktiven Sensor uibertragen. Das
amplitudenmodulierte Signal wird uber drei Messpunkte kalibriert. Dabei wurde der
Nullpunkt mit 750 mmHg angenommen (Normaldruck = 1013 hPa = 760 mmHg). Um den
physiologisch relevanten Messbereich von bis zu 200 mmHg tiber Normaldruck abzudecken,
werden weitere Kalibrationspunkte bei 850 und 950 mmHg bestimmt. Die Kalibrations- bzw.

Messdaten wurden vom PC-basierten Messsystem mit einem den Umgebungsdruck

messenden Barometer abgeglichen.

2.5.2 Kalibrierung und Implantation des Blutdrucktransmitters

Vor der Implantation wurden im Falle von unbenutzten oder neu uberarbeiteten
Transmittern die jeweiligen mitgelieferten Drei-Punkt-Kalibrationsdaten in das
Messprogramm eingegeben. Bei zuvor bereits implantierten Sendern wurde eine
Rekalibrierung durchgefuhrt. Um eine konstante Korpertemperatur von 37°C zu
gewiahrleisten, erfolgte die Kalibrierung des Transmitters in einer doppelwandigen,
wasserumspiilten selbstentwickelten Druckkammer (Abb. 2.5). Das Ausgangssignal des
Senders wurde bei Umgebungsdruck und mittels eines medizinischen Differenzdruckgebers
(KAL 84, Halstrup-Walcher, Kirchzarten) zusatzlich angelegten 100 mmHg und 200 mmHg

gemessen. Auftretende Druckdifferenzen wurden dann uber entsprechend modifizierte
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Abb. 2.5: Versuchsaufbau fiir die Kalibrierung des Blutdruckiransmitters
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Kalibrierdaten in der Software angeglichen. Dabei wurde eine Abweichung des Messdrucks

vom Solldruck von + 1 mmHg toleriert.

Nach Sterilisation des Transmitters in 2%-igem Glutaraldehyd wurde er vor der

Implantation noch dreimal in steriler 0.9%-iger Kochsalzlosung gewaschen. Analog zur EKG-

Transmitter-Implantation wurde nach Narkotisierung der Maus sowie der Enthaarung und

Desinfizierung der Abdominalgegend zunéchst die Oberhaut caudal des Brustbeins median

und longitudinal etwa 3 cm eingeschnitten. Die
Bauchhaut wurde vom darunter liegenden Mus-
kelgewebe getrennt und der Bauchraum entlang
der Linea alba eroffnet. Mit sterilisierten feucht-
en Wattestabchen wurden Leber, und Milz nach
frontal, Nieren und Darm vorsichtig in die
seitliche Bauchhohle geschoben und mit Hilfe
von abgerundeten, 1 cm breiten, flachen Opera-
tionshaken am Zuruckgleiten gehindert, um den
Zugang zur dorsal liegenden Aorta descendens
freizupraparieren. Mit zwei spitzen, gebogenen
Pinzetten wurde nun die Aorta descendens

unterhalb der abzweigenden Nierenaste freipra-

Vena cava
posterior

Ligatur e :

descendens

Abb. 2.6: Lage von Ligatur und Insertionsstelle (IS) fiir
den Katheter des Blutdruckiransmitters

pariert, indem vorsichtig das daruiberliegende Fett- und Bindegewebe abgezupft wurde.

Dorsal wurde chirurgischer Faden (Supramid, Braun-Dexon, Spangenberg) unter der Aorta

und uiber der Vena cava posterior hindurch gezogen (Abb. 2.6). Um das Gefal} zu relaxieren
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und so Verletzungen vorzubeugen, wurden 1-2 Tropfen von 2%-igem Lidocain (Xyclocain,
Astra, Wedel) direkt auf die Punktionsstelle der Aorta aufgetragen. Der Blutstrom wurde nun
durch Anspannen der Ligationsnaht mittels eines Fadenhalters kurzfristig stark gedrosselt.
Mit der Spitze einer zuvor vorbereiteten gebogenen Kaniile von 26 gauge (0.46 mm)
Durchmesser wurde die Aorta punktiert und sofort der Katheter des Blutdrucktransmitters
etwa 6 mm nach frontal in das Gefa} eingeschoben. Der Katheter wurde mit einigen Tropfen
Gewebekleber (Vetbond™, 3M, Berlin), der mit einer feinen Kantle appliziert wurde an der
Punktionsstelle der Aorta fixiert. Um die weitere Stabilisierung des Katheters in der Aorta
durch Bindegewebswachstum zu fordern, wurde ein Cellulose-patch iiber der Punktionsstelle
fixiert. Die Ligation der Aorta wurde vorsichtig gelost und der Ligationsfaden entfernt, der
Transmitter eingeschaltet und die Signalqualitat uberpriift. AnschlieBend wurden die
Operationshaken aus der Bauchhohle entfernt und der Darm wieder in die urspriingliche
Position massiert. Der Transmitter wurde nun iiber die Osen an der Muskelschicht vernéht
und die Hautnaht zugeklammert. Der ganze Eingriff dauerte maximal 30 min. AnschlieBend
wurde die Narkose beendet und das Lokomotionsverhalten des Tieres nach dem Aufwachen
beobachtet (Abb. 2.7A). Die post-operative Nachsorge erfolgte wie nach EKG-Transmitter-
Implantation (Abb. 2.7B).

26 -

A B

ngz Aorta Idescendens

Gewicht [g]

i | 191
Transmitter - e Katheter

o 2 4 6 8 10 12 14 16
Zeit nach der Implantation (d)

Abb. 2.7: Schematische Zeichnung einer Maus mit implantiertem Blutdruckiransmitter (A) und Gewichtsentwicklung der
Miiuse nach erfolgter Implantation (B) unter Beriicksichtigung des Transmittergewichts. Das Pré-Operationsgewicht ist am
Tag 0 vor der Implantation angegeben.
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2.5.3 Blutdruckaufzeichnung

Das vom Empfanger (RLA 1020, Data Sciences, St. Paul, Minnesota, USA)
aufgenommene und digitalisierte Blutdrucksignal wurde von einer Datenaustauschmatrix
(Data Exchange Matrix, Data Sciences, St. Paul, Minnesota, USA) uiber die auch das Signal
eines Umgebungsdruckmessers integriert wurde, in ein PC-basiertes Aufnahmesystem mit
entsprechender Software (A.R.T. Acquisition GOLD, Data Sciences, St. Paul, Minnesota,
USA) eingespeist (Abb. 2.8). Das digitalisierte und kalibrierte Blutdrucksignal wurde zu
einem Analogsignal konvertiert (A.R.T. Analog Output Matrix, Data Sciences, St. Paul,

Minnesota, USA) und bei 4 kHz Abtastrate von einem Macintosh-basierten Computersystem

Heimkafig Umgebungsdruck- AR.T
Referenz Acquisition

: Programm

&% Y .

— ___________ >( Datenaustausch- ) — PC

i Matrix
Blutdruck- i
transmitter i
Empfangs- ... [Analogausgangs- )4
antenne i Matrix
' . Chart
; Programm
. \
Oszilloskop |<e----' |Analog/Digital-Konverter | -------------- > MAC

Abb. 2.8: Versuchsaufbau fiir die Blutdruckmessungen im Heimkifig.

(MacLab 4's, ADInstruments, Spechbach) digital aufgenommen. Diese Mehrfach-
konvertierung war notwendig, um die Aufnahme des Signals und seine kontinuierliche
Messung mit Verhaltensexperimenten koppeln (triggern) zu konnen. Die Analyse der Daten
erfolgte spater mit entsprechender Software (Chart 5.0, HRV Erweiterung, ADInstruments,
Spechbach).

Der mittlere arterielle Blutdruck (mean arterial pressure: MAP) wurde als Summe der
Blutdruckwerte geteilt durch ihre Anzahl pro Herzfunktions-Periode, d.h. von Diastole zu
Diastole ermittelt. Der diastolische Minimalwert wurde aufgrund seiner im Vergleich zum
systolischen Maximalwert hoheren Genauigkeit als Periodenanfangs- bzw. Endpunkt fur die

Berechnung der Herzrate herangezogen (Abb. 2.9). Die kontinuierlichen Messungen wurden
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abhédngig von der zu betrachtenden Gesamtlange in kuirzere Intervalle untergliedert, in denen
dann der mittlere Blutdruck als arithmetisches Mittel der periodischen MAP-Werte bestimmt

wurde. Gelegentlich auftretende Storungen

. . 1207 50 ms
des Blutdrucksignals durch Signalverlust —_—
110 S
wurden von der Analyse ausgeschlossen. :E;
100
Zusatzlich wurden unphysiologisch hohe E
= 90
Druckschwankungen (aufgrund Verbiegens &
80
oder Torsion des Katheters) bei der Be- 100 ms Y
70- ™"2600 bpm

rechnung der mittleren Blutdruckwerte fur

ein bestimmtes Zeitintervall ausgeschlos-

sen. Abb. 2.9: Blutdrucksignal mit Systole (S) und Diastole (D) und
Berechnng der Herzrate auf Basis des Diastolen-Intervalls.

2.6 Intraperitoneale Injektion

Um die peripher vermittelten kardiovaskuldren Effekte der zu untersuchenden
Substanzen zu testen, wurden intraperitoneale Injektionen vorgenommen. Dazu wurden die
Miuse fur die Dauer der Injektion (30 s) narkotisiert. Die Narkose erfolgte mit jeweils 0.2 ml
Isofluran, das in einem Becherglas von 11 Volumen verdampft worden war und in das die
Miuse fir etwa 30 s gesetzt wurden. Mit einer 100 x1 Hamilton-Spritze (Gastight®, Bonaduz,
Schweiz) wurde ein Volumen von 100 ul der Substanzldosung mit entsprechender Konzen-
tration intraperitoneal (IP) injiziert. Nach Gebrauch wurden die Spritzen sofort mit 70%-igem
Ethanol und steriler Saline gespult. Die kardiovaskuldaren Messungen begannen entweder

sofort nach dem Zurucksetzen des Tieres in den Heimkifig oder 15 min spiter.

2.7 Intrazerebrale Injektion

Um die zentrale Wirkung von Substanzen zu untersuchen, welche die Blut-Hirn-
Schranke nicht passieren, erfolgte die operative Implantation von Hirnkanuilen, durch die

geloste Substanzen zentral appliziert werden konnten.
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2.7.1 Operationsnarkose

Die Mause wurden etwa 5 Minuten vor der Implantation der Hirnkaniilen durch
intraperitoneale Injektion einer Avertin-Losung narkotisiert. Diese bestand aus 1 g Tribrom-
ethanol (Sigma-Aldrich, Steinheim) und 0.81 g (1 ml) Amylalkohol in wissriger Losung. Zur
Herstellung wurden sukzessiv 71.49 ml Wasser mit einer Temperatur von maximal 42°C zur
Alkoholmischung pipettiert. Dabei wurde die Losung immer wieder gevortext, bis sich
samtlicher Alkohol gelost hatte. SchlieBlich wurde die Losung auf Raumtemperatur
abgekiihlt, sterilgefiltert und maximal fur einen Tag als Injektionsnarkotikum verwendet. Fur
eine ausreichende Narkose von 20-30 Minuten wurde ein Volumen von 25 ml/kg, d.h. 0.6 ml
fur eine Maus mit 25 g Korpergewicht injiziert. Das Fehlen jeglicher Schmerzperzeption der
narkotisierten Mause wurde kurz vor der Operation mit einem Reflextest durch leichten

Druck auf die Pfote der Maus uberpriuft.

2.7.2 Hirnkanulenimplantation

Unter weitgehend sterilen Bedingungen wurden zuvor in 70%-igem Alkohol
desinfizierte Doppel-Fuhrungskanulen (C235, Plastics One, Roanoke, Virginia, USA;
Abb. 2.10A) mit einem AuBendurchmesser von 26 gauge (0.46 mm) zur Applikation von
Losungen in definierte Zielgebiete intrazerebral implantiert (Abb. 2.10B).

Das narkotisierte Tier wurde in einem stereotaktischen System (Cartesian Research,
Sandy, Oregon, USA) mit einer verstellbaren Schnauzen-Klemme fixiert. Mit einer Pinzette
wurde die Kopfhaut zwischen den Ohren angehoben und mit einer Schere eine kleine
Offnung (@ ca. 1 cm) geschnitten. Auf dem Schédel verbleibendes Gewebe wurde vorsichtig
entfernt, die Knochenoberflache mit einer sterilen Rasierklinge aufgeraut und mit 70 %-igem
Alkohol gereinigt. Zur exakten Positionierung der Kanuile wurden individuelle anatomische
Differenzen der Mause mit Hilfe von Verstellschrauben ausgeglichen. So wurde der fronto-
caudale Neigungswinkel des gewoOlbten Schiddels an der Kanulenposition senkrecht
eingestellt. Bei intrazerebroventrikularen (ICV) Injektionen betrug dieser ca. 10°, bei
intrahippokampalen (IH) Injektionen ca. 14°. Um das Schadeldach an der Kanulenposition in
lateraler Richtung waagerecht auszurichten, wurde der Kopf in Langsachse rotiert. Anhand
der Kopfform und der longitudinalen Schiadelplatten-Verwachsungsnihte wurde der Schédel

durch Drehung des Halters parallel zur Langsachse des Systems ausgerichtet.
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Abb. 2.10: Authau der Hirnkaniile fiir bilaterale Injektionen (A) und Ermittlung der Injektionsposition anhand der
Schiidelsuturen (B).

Die Spitze eines Zentrierbohrers (@ = 0.5 mm) wurde genau uber die zuvor mittels
optischer VergroBerung und der digitalen Wegaufnehmer ermittelten Bregma-Position
gebracht. Die Operationskoordinaten wurden entsprechend des Maushirn-Atlas (Franklin und
Paxinos, 1997) ausgewahlt. Die Bohrungen fur die intrazerebroventrikularen (ICV)
Injektionen erfolgten 1.0 mm lateral zur Verwachsungsstelle der beiden vorderen und der
hinteren Schéadelplatten (Bregma; Abb. 2.10B). Die eingesetzte Doppelfuhrungskaniile endete
2.0 mm unter der Schéadeloberflache. Die Injektionsstelle des Injektors lag 1.0 mm unter dem
Ende der Kantle, d.h. 3 mm unter der Schiadeloberflache. Bei intrahippokampalen (IH)
Injektionen erfolgten Bohrungen 1.0 mm lateral und 1.6 mm caudal von der Bregma-Position.
Die Injektionstiefe, welche durch Unterlegscheiben variiert wurde, lag bei 2.2 mm unter der
Schiadeloberflache. Auf beiden Seiten wurde vorsichtig ein Loch gebohrt, ohne den unter dem
Schadeldach liegenden Kortex zu verletzen. Die Schiadeloberflache wurde mit alkoholge-
trankten Wattestabchen sofort gereinigt und getrocknet.

Die Kanule wurde nun senkrecht eingefuhrt und zunachst mit einem Kaniillen-Halter
stabilisiert. Mittels frisch angeruhrtem Dentalzement mit einem Zementpulver/Fluid-
Verhiltnis von 1:1 (Durelon Carboxylatzement, Espe, Seefeld) wurde schlieBlich die Kaniile
auf dem Schadel fixiert und gleichzeitig die Hautwunde verschlossen. Bis der Zement

getrocknet war, wurde das Tier noch in der Halterung belassen. Danach wurde der
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Kaniulenhalter entfernt, das Tier aus dem stereotaktischen Halter genommen und zuriick in
den Heimkifig gelegt. Dieser befand sich auf einer auf 37°C aufgeheizten Wiarmeplatte. Der
Kiéfig wurde mit einem modifizierten Aluminiumdeckel versehen, um ein Verhaken der
Kaniile zwischen den Gitterstaben der Standarddeckel zu verhindern. Der neue Deckel besal}
kleinere runde Luftlocher und eine grofle Offnung fur die Trinkflasche. Die Nahrungspellets
wurden auf den Boden des Kifigs gelegt. Alle Experimente wurden nach einer Rege-
nerationspause von drei bis vier Tagen nach der Operation innerhalb von funf Tagen
durchgefuhrt.

Nach beendeten Experimenten wurden die Hirnkanulen zunachst explantiert und
manuell von anhaftenden Zementresten befreit. Die Einzelteile wurden uber Nacht in
enzymatischer Reinigungslosung gelegt, dann fur 40 min bei 50°C im Ultraschallbad
behandelt und anschlieBend in 70%-igem Alkohol desinfiziert. Nach Abtrocknen des

Alkohols wurden die Kaniilen erneut implantiert.

2.7.3 Injektionsprozedur

Die zentralen Injektionen der zu untersuchenden Pharmaka erfolgten zu definierten
Zeitpunkten relativ zu Training, Gedédchtnistests und EKG-Messungen. Die bilaterale
Applikation erfolgte uber zwei 25 ul Spritzen (Gastight®, #1702, Hamilton, Bonaduz,
Schweiz) und einen Mikroinjektor (CMA/100, CMA/Microdialysis, Solna, Schweden). Die
Spritzen wurden uiber medizinischen Polyethylenschlauch (V/3A, Scientific Commodities,
Lake Havasu City, Arizona, USA) luftdicht mit dem Doppelinjektor verbunden. Die Tiere
wurden mit jeweils 0.2 ml Isofluran, das zuvor in einem Becherglas von 11 Volumen
verdampft worden war, narkotisiert. Wahrend der Injektion wurde die Narkose bei Bedarf
durch Isofluran in einem Eppendorfcup mit Watte verlangert. Die beobachtete Atemtiefe und
Atemfrequenz dienten dabei als Index fur Tiefe der Narkose. Die Injektion erfolgte bilateral

in einem Volumen von 0.25 ul/Hirnhemisphare bei einer Injektionsrate von 0.33 ul/min.

2.7.4 Kontrolle der Injektionsposition

Nach Beendigung von Versuchen mit zentralen Injektionen wurden bei jedem Tier die

genauen Injektionspositionen kontrolliert (Abb. 2.11A). Dazu wurden die Tiere mit Isofluran
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zunachst tief narkotisiert. Dann wurde ihnen 0.25 pl sterilgefilterte gesattigte
Methylenblaulosung je Hemisphdre intrazerebral injiziert, wie bereits in Kapitel 2.7.4
beschrieben. Daraufhin wurden die Tiere im narkotisierten Zustand durch Dekapitation
getotet, die Gehirne sofort entnommen und uber flussigem Stickstoff gefroren. Bis zur
histologischen Analyse wurden die Gehirne bei -20°C gelagert.

Zur histologischen Verifikation der Applikationsorte wurden die gefrorenen Gehirne auf
einem Gewebeblockhalter mit Einbettmedium (Tissue Tek, Sakura Finetek, Torrance,
Kalifornien, USA) fixiert. Mit einem Gefriermikrotom (CM 3050, Leica, Nussloch) wurden
bei Objekt- und Kammertemperaturen von -15°C bzw. -20°C Koronarschnitte (Dicke: 50 ym)
der Injektionsbereiche der Gehirne angefertigt, die sofort auf Objekttriger aufgebracht
wurden. Bilder reprasentativer Schnitte (Abb. 2.11) wurden mit einem computergestiitzten
Bildanalysesystem digitalisiert, gespeichert und mit entsprechender Software (Photoshop 5.0,

Adobe Systems, San Jose, Kalifornien, USA) ausgewertet. Das Aufnahmesystem bestand aus

A Injektionsposition

Abb. 2.11: Schematische Zeichnungen der Injektionspositionen (nach Franklin & Paxinos, 1997; A) und Kontrolle der
Injektionspositionen in Methylenblau-injizierten Koronarschnitten (B).
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einer digitalen Kamera (Visitron Systems, Puchheim), die an das Mikroskop (Axiophot,
Zeiss, Oberkochen) gekoppelt war.

Die Injektionsorte aller getesteten Tiere wurden histologisch analysiert. Nur die Daten
der Tiere, bei denen die Farbinjektionen im gewuinschten Zielgebiet sichtbar waren und keine
massiven Lasionen aufwiesen (Abb. 2.11B), wurden in die statistische Auswertung der

Versuchsergebnisse einbezogen.

2.8 Verhaltenstests

In verschiedenen Verhaltenstests wurden die Auswirkungen aversiver emotionaler
Zustande auf die neuroautonome Regulation bei Mausen untersucht. Mit Hilfe des
Furchtkonditionierungsparadigmas konnte gleichzeitig auch das emotionale Gedachtnis

uberpruft werden.

2.8.1 Handling

Bei der Handling-Prozedur wurde die Versuchsmaus zunachst in ihrem Heimkéfig vom
Haltungscontainer in den Versuchsraum transportiert. Dann wurde sie am Schwanz ange-
hoben, kurzzeitig in eine neue Umgebung und dann wieder zuriick in den Kifig gesetzt.
Dieser wurde anschlieBend zuriick in den Haltungscontainer gestellt und die telemetrische
Messung gestartet. Dieser Vorgang dauerte etwa 60 s und simuliert anndhernd den Beginn
eines jeden Verhaltenstests, welcher nicht im Heimkiéfig ausgefuhrt wird. Somit sollten die
kardiovaskuldren Effekte eines manuellen Interferierens mit den Versuchsm#usen untersucht

werden.

2.8.2 Novelty

Fur den Novelty-Test wurden die Mause aus ihrem gewohnten Heimkifig in einen
sauberen Kifig gleicher GroBle mit neuem Einstreu, neuem Futter und neuem Deckel,
allerdings ohne Nestmaterial aus Zellstofftuch gesetzt. Bei einer zweiten experimentellen
Gruppe wurde das Nestmaterial erneuert, wahrend bei einer zweiten Gruppe von Mausen das

alte Nestmaterial mit umgesetzt wurde. Anschlieend wurden die Mause in ihrem jeweiligen
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Kifig wieder zuriick in den Haltungscontainer gestellt und die telemetrischen Messungen

gestartet.

2.8.3 Furchtkonditionierung

Die Furchtkonditionierungs-Experimente fanden in einem schallgeschuitzten, von dem
Haltungsbereich der Méuse abgetrennten Raum statt. Die Furchtkonditionierung erfolgte mit
Hilfe eines computergesteuerten Furchtkonditionierungssystems (303410, TSE, Bad
Homburg). Eine Kontrolleinheit steuerte die Intensititen von Licht, Ton und Elektroschock
im Konditionierungsexperiment (Abb. 2.12). Vor jedem Experiment wurde die Furchtkondi-
tionierungskammer mit 70 %-igem Alkohol gereinigt. Ein akustisches Breitbandsignal diente
als Hintergrundrauschen und wurde in der Kammer uiber einen Hochfrequenzlautsprecher
(Conrad, KT-25-DT, Hirschau) bei einer Intensitat von 68 dB SPL (SPL; sound pressure
level = Schalldruckpegel) abgegeben. Die Kammer wurde auBlerdem permanent ventiliert,
wobei der Ventilator aufgrund der niedrigen Frequenzen (<400 Hz) und der geringen
Intensitat kein fur die Mause horbares Hintergrundgerausch produzierte (Shnerson & Pujol,

1982).

Kontrolleinheit:
Kontext -Licht Furchtkond.-
?‘ - Hintergrund- Programm
: rauschen e —
; - Ton PC
EKG/BP- - Elektroschock
Transmitter H " :
i : Trigger
Neuer Kontext P
(Heimkéfig) o Oszilloskop Chart
R A P Programm
; vy
Empfangs- | === | Analog/Digital-
antenne > AOA | > Konverter > MAC

Abb. 2.12: Aufhau des Furchtkonditionierungs-Systems und des EKG-Messsystems. Die Kontrolleinheit erlaubte die
Einstellung aller Reizintensitiiten sowie der Tonfrequenz. AOA=Analog-Output-Adapter
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Als zu konditionierender Reiz diente der Konditionierungskontext, bestehend aus der
Gesamtheit der unterschiedlichen sensorischen Stimuli der Konditionierungsumgebung.
Visuelle Reize waren der Plexiglaskéfig (36 cm x 21 cm x 20 cm, Léange x Breite x Hohe) und
die umgebende beleuchtete (12 V/10 W Halogenlampe, 100-500 1x) Furchtkonditionierungs-
box aus grauem PVC. Taktile Reize waren die Wande des Kifigs und ein Edelstahl-
Bodengitter, uiber das ein milder Elektroschock (0.7 mA, 2 s Dauer, Gleichstrom) als
unkonditionierte Stimuli (US) verabreicht wurde. Die runden Gitterstibe lagen 0.9 cm
auseinander und besaBlen einen Durchmesser von 4 mm. Olfaktorische Reize wurden im
wesentlichen vom Reinigungsalkohol bestimmt, und auditorischer Reiz war das
Hintergrundrauschen. In manchen Experimenten wurde zusitzlich als definierter auditorischer
Reiz ein phasischer Sinuston zur Konditionierung verwendet. Dieser konditionierende
Stimulus (10 kHz, 75 dB SPL, gepulst 5 Hz) wird im folgenden als Ton-CS bezeichnet. Die
Kalibrierung des akustischen Systems wurde mit einem 1/2" Mikrophon (Typ 4165, Brilel und
Kjar, Darmstadt) und Messverstarker (Typ 2608, Bruel und Kjer, Darmstadt) bei Messung
der Spitzenintensititen durchgefuhrt. Die Fast Fourier Analyse des CS (ADInstruments,
MacLab Chart 3.6/s, Spechbach) bestitigte die Ausgabe eines reinen Tons einer Frequenz von
10 kHz. Bei einer Intensitat von 75 dB SPL liegt diese Frequenz im Bereich der maximalen

auditorischen Empfindlichkeit von C57BL/6 Mausen (Shnerson & Pujol, 1982).

2.8.3.1 Kontextuelle Furchtkonditionierung: Training und Gedachnistests

Vor der Konditionierungs- bzw. Akquisitionsphase, dem Training, wurde die Maus
zunachst an drei aufeinander folgenden Tagen fur jeweils 32 min in drei verschiedene
Umgebungen (Kontexte 1-3) gesetzt (Abb. 2.13). Dies diente der Habituierung der Maus an
Handling und Novelty. Kontext 1 an Tag Eins war ein mit 70%-igem Ethanol gereinigter,
rechteckiger Standard-Makrolonkifig (Typ II) mit Abdeckgitter in einer hellerleuchteten,
weillen Umgebung (350-500 1x). Kontext 2 an Tag Zwei bestand aus einer rechteckigen,
innen diagonal geteilten Plexiglasbox (36 cm x 21 cm x 20 cm, Lénge x Breite x Hohe) mit
grauer PVC-Bodenplatte in einer weniger hellen Umgebung (100 1x). Diese Box wurde zuvor
mit 1%-iger Essigsaure gereinigt. Kontext 3 an Tag Drei war ein aulen mit blauem Tonpapier
umwickelter, runder Zylinder (=20 cm) aus Plexiglas in einer hell beleuchteten Umgebung.

Dieser wurde mit 70%-igem Ethanol gereinigt.
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Am vierten Tag fand das Training in der Furchtkonditionierungsbox (Kontext 4) statt
(Abb. 2.13). Es wurden drei Versuchsgruppen untersucht, die jeweils einer unterschiedlichen
Trainingssequenz ausgesetzt wurden. Der ersten Gruppe (US;; late) wurde nach 180 s
Explorationszeit in der neuen Umgebung ein Ton-CS (s.0.) fur 30 s préasentiert. Das
akustische Signal endete gleich-
zeitig mit der Gabe des elektrischen Tag 1: Habituierung 32 min in Kontext 1
FuBschocks. Nach weiteren 30 s
wurden die Mause wieder in den  Tag 2: Habituierung

Heimkafig zuruckgesetzt. Die

zweite Gruppe (kein US,; no) wurde

der gleichen Trainingssequenz, je- Kontext 4
doch ohne Gabe des FuBschocks 1294 :faigi“.g us,
ur darei

Gruppen

ausgesetzt. Die dritte Gruppe (so- us, N 180s 305 30|
fortiger US;; immediate) erhielt

) us, IECENNE:CE
unmittelbar nach Einsetzen in die

. . Tag 5: Kontext
Plexiglasbox einen FuBschock, auf L 2 32 min Re-Exposition in Kontext 4

. . achtnis-
den 180 s Explorationszeit, 30 s ?eifac ns EKG und Aktivititsmessungen

Ton-CS und 30 s ohne zusatzliche

Stimulation folgten. Wahrend dieser Stimuli: Ton m

Akquisitionsphase wurden Ver-

haltensmessungen durchgefuhrt, um
Abb. 2.13: Ablauf der Kontext abhiingigen Furchtkonditionierungs-

experimente mit Habituierung an den Tagen 1-3, Training an Tag 4 und
rische Aktivitit und US-Sensitivitat  Kontext abhiingigem Geddchtnistest an Tag 5.

Explorationsverhalten, lokomoto-

zu untersuchen.

Der Gedachtnistest (Retention) erfolgte an Tag Funf durch erneutes Einsetzen der
Miuse in den aversiv konditionierten Kontext 4 fur 32 min. Kontinuierliche EKG-Messungen
wurden vom Furchtkonditionierungssystem mit automatisierten Aktivititsmessungen
synchronisiert. Die Infrarotsensoren des Messsystems hatten einen Abstand von 13 mm in
horizontaler und 25 mm in vertikaler Richtung und erfassten die Bewegungen der Maus, d.h.
lokomotorische Aktivitiat und lokale Korperbewegungen mit einer Abtastrate von 10 Hz. Aus
den so gewonnenen Aktivititsdaten wurden Aktivitatsplots erstellt und die gemittelte
prozentuale Aktivitat in 16 2 min-Intervallen des Gedachtnistests ermittelt. Inaktivitat wurde
als der prozentuale Zeitanteil definiert, in dem die Aktivitat unter 1 cm/s lag. Des Weiteren

wurde die prozentuale Explorationsflache je 2 min-Intervall ermittelt.
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2.8.3.2 Auditorische Delay-Furchtkonditionierung: Training und Gedachtnis-

tests

Im Training wurde eine Maus in den Konditionierungskontext gesetzt, in dem sie
zunachst fur 180 s ohne phasische Stimulation verblieb, bevor der zu konditionierende
auditorische Stimulus fur 30 s prasentiert wurde, auf den unmittelbar der US folgte (delay
mode). In einigen Experimenten erfolgte 30 s nach Ende des FuBschocks eine erneute
Tonprasentation mit abschlieBendem FuBschock. Diese Sequenz von Ton (30 s), Schock (2 s)
und Pause (30 s) wurde maximal vier Mal wiederholt. Danach wurde das Tier aus der
Furchtkonditionierungsbox wieder zuriick in seinen Heimkafig gesetzt.

Die computergestutzte Analyse der Aktivitat der Versuchstiere wéhrend der Konditio-
nierung erlaubte eine Kontrolle der US induzierten Stressantwort. Diese duBlerte sich in
Vokalisation und reflexartigem Umherspringen der Mause bei Gabe des FuBlschocks, und sog.
Freezing-Verhalten in den Pausen und wahrend der Tonprasentation, das nach Ende der US-
Prasentation sofort aufhorte.

Die Ton abhéngigen Gedéchtnistests wurden im Heimkéfig durchgefuhrt. Beim Tontest
folgte auf die 180 s anhaltende pra-CS Phase eine 180 s dauernde Ton-CS Prasentation (CS
Phase) gefolgt von einer abschlieBenden Messung (post-CS Phase) von 30 s (Abb. 2.14). In
einem weiteren Versuch betrug die CS-Phase nur 10 s, die post-CS Phase jedoch 180 s.
Zusatzlich wurden Messungen ohne jegliche externe Stimulation im Heimkifig durchgefuhrt,

der sich im Haltungscontainer der Méduse befand.

120 i ESO Training Stimuli:
s s s s
(Furchtkonditionierungsbox) Kontext
At =
1-2d Ton
tonabhangiger FuBschock (US)
I 180 180s 203 Gedéchtnistest
(Heimkafig: —
pri-CS CS Phase post-CS kardiovaskuldre Messungen Heimkafig
Phase Phase neuer Kontext:

Verhaltensmessungen)

Abb. 2.14: Ablauf der Ton abhiingigen Furchtkonditionierungsexperimente und die verwendeten Reize. At gibt den
zeitlichen Abstand der aufeinander folgenden Tests an.
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2.8.3.3 Trace-Furchtkonditionierung

Um den spezifischen Beitrag des Hippokampus zu konditionierter Furcht und den
beteiligten kardiovaskuldren Mechanismen zu untersuchen, wurde eine abgewandelte Form
der Furchtkonditionierung verwendet (Abb. 2.15). Dabei wurden im Training Ton-CS und
FuBschock-US durch ein Trace-Intervall voneinander getrennt prasentiert. Das Trace-
Intervall wurde in verschiedenen experimentellen Gruppen systematisch variiert, um die
zeitliche Dynamik der hippokampalen Involvierung fur assoziatives Lernen komplexerer
zeitlicher Beziehungen zu untersuchen. Die Intervalllangen betrugen 1, 3, 5, 10, 15, 30 und
45 s. Dafur wurde der NMDA-Rezeptor Antagonist APV (3.2 pg/Maus) uber bilateral
implantierte Hirnkaniilen 15 min vor dem Training in den dorsalen Hippokampus injiziert.
Als Kontrollgruppe dienten aCSF-injizierte Mause. Mause, die keinen Fuflschock erfahren

hatten (kein US) dienten als zusatzliche Kontrolle zur Validierung der Freezing-Inaktivitats-

Korrelationsanalyse.
120 s 60s  30s E 30s| (o 5%?;.9)
Training ‘/ oder
(Furchtkonditionierungsbox)
120s |15s 30s 30s (ma’fggs)
ah
24 h. . .
Ton abhingiger Stimuli:
Gedachtnistest prd-CS Phase CS Phase Kontext
(Neuer Kontext:
Verhaltensmessungen 180 s
oder Heimkafig: Ton

Herzratenmessungen)
FuBschock (US)
. Trace-Intervall
Kontext abhdngiger _

Gedachtnistest 180 s
(Furchtkonditionierungsbox:
Verhaltensmessungen)

B
S

i

Abb. 2.15: Ablauf der Ton abhiingigen Furchtkonditionierungsexperimente und die verwendeten Reize. At gibt den
zeitlichen Abstand der aufeinander folgenden Tests an.
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2.8.4 Startle-Test

Mit Hilfe des Startle-Tests sollten die Auswirkungen eines unkonditionierten
akustischen Stimulus auf Herzraten- und Blutdruckdynamik untersucht werden. Die
Experimente fanden innerhalb einer schalldichten Box (Abb. 2.16) statt, in der die
Versuchsmause zunachst fur 24 Stunden in ihrem Heimkéafig habituiert wurden. Am Boden

des Kifigs, der auf einer Schaumstoffunterlage stand, wurde mit Bienenwachs ein

schallarme
Kammer Sound Edit
o
Laut- P MAC
sprecher
\l
Akzelero- T Analog/Digital-
meter i Konverter
Empfangs- B :
: I S
i : Chart
: v Programm
: Vorverstarker :
HR/BP Messsystem
: G MAC

Abb. 2.16: Aufhau der Startle-Apparatur. StartleSignale waren weiBes Rauschen von 110 dB SPL Intensitiit, 20 ms Daver
und mit 1 ms an- und absteigenden Flanken.

Akkzelerometer (Type 8307, Briiel & Kj@r, Bremen) angebracht, das an einen Differenz-
verstarker (Type 2635, Bruel & Kj@r, Bremen) angeschlossen wurde. Uber einen in der Box
installierten Lautsprecher (Tonsil GTC 12-19/100, Conrad, Hirschau) wurden dann die
computergenerierten (SoundEdit™ 16 V. 2G, MacroMedia, San Francisco, USA) und
verstarkten (HiFi-Verstarker, Pioneer, Willich) definierten akustischen Reize (weiles
Rauschen, 110 dB, 20 ms Dauer, 2 ms Flanke) abgespielt (Abb. 2.17), wahrend der Blutdruck
telemetrisch gemessen wurde (s. Kap. 2.5.3). Das Hintergrundrauschen lag im Bereich der
Horschwelle der Mause, die bei einer Frequenz von 10-14 kHz etwa 35 dB SPL betragt
(Shnerson & Pujol, 1982). Signale des Beschleunigungsaufnehmers, des Schallgenerators und

des Blutdrucksenders wurden von einem Macintosh-basierten Computersystem (MacLab 4 s,
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ADInstruments, Spechbach) aufgenommen und spater mit entsprechender Software (Chart

5.0, HRV Erweiterung, ADInstruments,

Spechbach) analysiert. Im Startle-Test 1201
wurden jeweils funf Srartle-Signale im '_'100- WJ FM)TM ]
Abstand von 1 min prasentiert. Die Messung- 5 80 " | / WW‘M M MMWWW“ m W‘
en begannen eine Minute vor Beginn des %
ersten Stimulus und endeten 5 min nach dem E 60
letzten Startle-Stimulus. g 40 ‘ MWNW
= ‘
20

Abb. 2.17: PowerSpektrum des StartleSignals (blau) und

des Hintergrundrauschens (rot). 0 4 8 12 16 20
Frequenz [kHz]

2.9 Geruchsexperimente

Um die Effekte unkonditionierter olfaktorischer Stimuli auf die Herzratendynamik zu
ermitteln, wurden den Versuchsmiusen verschiedene Geriiche prasentiert. Als Geruchsstoff
mit potentiell aversiven Eigenschaften diente 2,5-Dihydro-2,4,5-trimethyl-Thiazolidin (TMT,
Pherotech, Delta, Kanada), ein synthetisch hergestellter Stoff, der urspruinglich aus den Anal-
driisensekret des Fuchses gewonnen wurde. TMT wird in der Forstwirtschaft zur Reduktion
von Baumschaden durch Wild genutzt. Als ebenfalls intensiv riechende Kontrollsubstanz

wurde Butansaure (Buttersaure) verwendet.

2.9.1 Aufbau und Kalibrierung des Systems

Erneut fanden die EKG-Messungen im Heimkafig der Mause statt. Dieser wurde in
einem vom Haltungsbereich abgetrennten Raum auf einem Tisch von einer Plexiglaskammer
(52 cm x 32 cm x 32 cm, Lange x Breite x Hohe) mit Gummidichtlippe umschlossen, an die
im unteren Bereich der Stirnseite ein Zuluftschlauch (@ =50 mm) sowie im
gegenuiberliegenden Bereich der Dachseite ein Abluftschlauch (@ = 60 mm) angeschlossen
wurde (Abb. 2.18). In dem angrenzenden Raum befand sich die Geruchsproduktionskammer,

von der aus uber den Zuluftschlauch die olfaktorischen Stimuli kontrolliert wurden. Die
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flussigen Duftstoffe wurden mit einer Pipette auf ein Filterpapierstuck in der Geruchskammer
getropft. Mittels eines eingebauten Ventilators wurde dann ein kontinuierlicher Luftstrom
uber den Zuluftschlauch zur Plexiglaskammer erzeugt. Um den Versuchsméusen eine etwa
gleiche Anzahl von Molekiilen der zu vergleichenden Duftsubstanzen zu prasentieren, war es
notwendig, die Versuchsapparatur zu kalibrieren. Dazu wurden zunichst etwa 10 g
pulverisierte Aktivkohle in einer Petrischale genau abgewogen. Nach luftdichtem Transfer bis
zu den Versuchsraumen wurde diese dann in einem Mauskifig inkl. Einstreu, jedoch ohne
Maus innerhalb der Plexiglasumkammerung platziert. Nun wurden definierte Volumina der
zu testenden Substanzen (Reinstoffe) in die Geruchskammer eingetropft. Nach 15 min wurde
die Aktivkohle entnommen und erneut genau abgewogen. Uber die Gewichtsdifferenz und die
bekannte Molmasse der Duftstoffe (TMT: 129.2 g/mol; Buttersaure: 80.1 g/mol) konnte dann
die Anzahl der von der Kohle absorbierten Molekiile errechnet werden. Dabei ergab sich, dass
ein im Vergleich zu TMT etwa dreifaches Volumen der Kontrollsubstanz Butansdure

eingesetzt werden musste, um aquivalente Mengen an absorbierten Molekiilen zu erreichen.

Geruchskammer Testbox
(im “Geruchsproduktionsraum”) (im EKG-Messraum)
Luftauslass
(an Abluft _._.. .o
Applikations- ;- Trennschieber gekoppelt)

6ffnung und - 4
Zuluft

Deckel ---; / - Ventilator 4

iC'D/ E //

. ) .
' !

= P/

: Schlauch i

i (1.5 m) i [ I

Petrischale ~ - Filterpapier Lufteinlass

Antenne

Abb. 2.18: Aufbau der Versuchsapparatur fiir olfaktorische Stimulation und EKG-Messung. Die Produkfion der intensiv
riechenden Duftstoffe und die Herzraten-Messungen fanden in getrennten Riumen statt.
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2.9.2 Herzratenmessungen wahrend olfaktorischer Stimulation

Zur Habituierung an die Testumgebung wurde das Versuchstier mit eingeschaltetem
EKG-Transmitter einen Tag vor Versuchsbeginn in seinem Heimkifig in die Plexiglas-
umkammerung gestellt und die Ventilation eingeschaltet (Abb. 2.18). Der Geruchstest begann
mit einer dreiminiitigen Messung der basalen Herzrate, bevor dann die Testsubstanz
eingetropft wurde. Nach zwei Minuten wurde die Petrischale mit Filterpapier entfernt.
Danach wurden die EKG-Signale noch weitere 15 min lang aufgezeichnet. Nach einer
Unterbrechung der Versuche bei gleichzeitiger Ventilation des Systems ohne Duftstoff von

etwa 2 h wurde ein zweiter Geruchstest durchgefuhrt.

210 Hormonbestimmungen

Um den Effekt der Furchtkonditionierung auf die Aktivierung der Hypothalamus-
Hypophysen-Nebennieren (HHN)- Achse zu ermitteln, wurde die Konzentration von Kortiko-
steron im Blutplasma furchtkonditionierter C57BL/6N-M4use und CRFR1-defizienter Mause

gemessen.

2.10.1 Blutplasmaisolation

In der Standard-Trainingsprozedur wurden den Méusen eine Sequenz von direkt aufein-
ander folgendem Ton (CS) und FuBlschock (US) prasentiert, die zur aversiven Assoziation
von CS mit US fuhrte (CS+US). Alternativ wurde nur der Ton ohne Elektroschock prasen-
tiert, was keine aversive Assoziation zur Folge hatte (kein US). Am Tag darauf wurde den
Miusen im Ton abhangigen Gedéchtnistest der CS fur 180 s prasentiert, bevor jeweils nach 5,
15 bzw. 90 min die Tiere innerhalb von 30 s mit Isofluran narkotisiert, dekapitiert und das aus
dem Rumpf austretende Blut gesammelt wurde. Als Kontrollgruppen fur basale und CS-
induzierte Werte dienten zum einen naive Mause sowie Mause, die keinen US im Training
erfahren hatten. Eine weitere Kontrollgruppe fur den Vergleich der durch das aversive
Ereignis (FuBschock im Training) bzw. die Erinnerung an das Ereignis verursachten
Veranderungen des Kortikosteronspiegels bildeten Mause, denen Blut 15 min nach dem

Training entnommen wurde. Zusatzlich wurden die Kortikosteronkonzentrationen CRF,-
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defizienter Méause und ihrer Wildtyp-Wurfgeschwister im naiven Zustand und 15 min nach
dem Gedéchtnistest ermittelt.

Das gesammelte Blut wurde in auf Eis gelagerte 1.5 ml Eppendorfcups getropft, die 5 ul
0.5 M Na-EDTA-Losung enthielten, und mit einem Plastikplumper gemischt. Auf diese
Weise wurden etwa 300 bis 600 ul Blut pro Versuchstier gewonnen. Nach Beendigung der
Blutprobengewinnung wurden die Proben mit 3000 U/m fur 15 min bei 4°C zentrifugiert
(Allegra™ 6R, Beckmann, Miinchen). Aus dem Uberstand wurden dann erst 50 ul Blut-
plasma, dann 150 pl abpipettiert und in Eppendorfcups bei —80°C gelagert.

2.10.2 Kortikosteronbestimmung

Mit Hilfe eines kompetetiven Radioimmunoassays (ICN, Costa Mesa, USA) erfolgte
die Analyse der Kortikosteron-Konzentrationen im Blutplasma. Dabei konkurrierte mit '
radioaktiv markiertes Kortikosteron mit dem in der Blutplasma-Probe befindlichen
Kortikosteron um die Bindung an einen selektiven Antikorper. Der sich dabei bildende
Komplex wurde ausgefallt und die Radioaktivitit in einem Radioaktivitats-Messgerdt fur y-
Strahlung (Wallac 1470 Wizard™, Turku, Finnland) gemessen. Uber die sich aus den

mitgelieferten Eichstandards ergebende Kalibrierkurve konnten die Probenwerte mit einer

Punkt-fur-Punkt Approximation berechnet werden.

2.11 Statistik

Die statistische Analyse erfolgte mit entsprechender Software (StatView 5.0, SAS
Institute, Cary, North Carolina, USA) und bei Herzratenverlaufen immer mit ANOVA fur
repetitive Messungen, sonst mit ANOVA. Die post hoc Analyse wurde immer mit Fisher's
Protected Least Significant Difference (PLSD) durchgefuhrt. Der Vergleich der
Regressionskoeffizienten von berechneten Regressionsgeraden erfolgte nach Sachs (1974).
Berechnungen von Halbwertszeiten der HR- und MAP-Anstiege und der Kalibrierkurven bei
Hormonanalysen erfolgten mit Hilfe von GraphPad Prism 3.0cx (GraphPad Inc., San Diego,
USA).
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2.12 Zeitliche Abfolge der operativen Eingriffe und Experimente

Die Abfolge der Operationen und Experimente unterlag einem standardisierten Zeitplan
(Abb. 2.2). Nach erfolgter EKG-Transmitter- bzw. Hirnkanulen-Implantation hatten die
Versuchstiere entsprechende Regenerationszeiten zur Wundheilung. EKG-Messungen von
Mziusen im Heimkiéfig wurden sowohl unter stressfreien Bedingungen als auch im Rahmen
des tonabhiangigen Gedéchtnistests nach vorheriger Furchtkonditionierung durchgefuhrt. Die
EKG-Transmitter wurden nach beendeten Experimenten explantiert, Uiberarbeitet, sterilisiert

und dann erneut implantiert.
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3 Ergebnisse

3.1 Allgemeiner Vergleich der Herzraten- und Blutdruckdaten

Grundlage der kardiovaskuldren Analysen bildeten die telemetrisch kontinuierlich mit
4 kHz Abtastrate aufgezeichneten Rohdaten: die subkutan abgeleiteten, durch den Erregungs-
zyklus des Herzens verursachten bioelektrischen Fluktuationen des Elektrokardiogramms
(EKG) und die Fluktuationen des

Blutdrucks innerhalb der abdomi-

-
-y
o
.
-
—
o
(7]

nalen Aorta. Storungen des EKG-

-

w

o
L

Signals durch Bewegung des Tieres

-

N

(=]
L

oder Signalverlust waren als solche

klar zu erkennen und konnten bei

der Analyse editiert werden. Bei den

MAP [mmHg]
g 3

Blutdruckrohdaten konnten neben

©
o
1 N

den sehr schnellen, periodisch durch

80-

die Herzkontraktionsabfolge be-
dingten Blutdruckschwankungen
von Diastole zu Systole auch nicht-
periodische Schwankungen im
Millisekunden- oder auch im Sekun-
denbereich beobachtet werden
(Abb. 3.1). Die hochfrequenten

Schwankungen konnten die korrekte

Ermittlung des Blutdrucks und
somit auch der Herzrate erheblich

beeintrachtigen, da neben Diastole

Abb. 3.1: Stérungen/Messartefakie (Pfeile) des Blutdrucksignals im Se-
kunden- (A) und Millisekundenbereich (B). Im instantanen MAP-Verlauf
bzw. Maxima auftraten (Abb. 3.1B).  (A) sind Bereiche mit groBen Amplitudenschwankungen sichthar (Pfeil),
die bei haherer zeitlicher Auflésung als bewegungsinduzierte Mess-
storungen erkennbar sind (Pfeile). Zum Vergleich ist ein normales Signal
wurden von der Blutdruckanalyse (B, dicke Linie) dargestellt, bei dem die Berechnung der Herzrate (HR)
aus dem Abstand der Diastolen dargestellt ist. S=Systole; D=Diastole.

und Systole zusatzliche Minima

Solche Bereiche gestorter Signale

ausgeschlossen, bzw. fur die

Herzratenanalyse editiert. Die niederfrequenteren Fluktuationen blieben im mittleren

arteriellen Blutdruck (MAP), der Grundlage der Blutdruckanalysen war, sichtbar. Diese
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konnten im mittleren Blutdruck Differenzen von iiber 10 mmHg aufweisen. Meist korrelierten
diese Storungen des Blutdrucksignals mit lokomotorischer Aktivitat des freibeweglichen
Tieres. Im narkotisierten Tier waren solche schnellen Anderungen nicht zu beobachten. Durch
Korperrotationen (Lateralbewegungen) verursachte mechanische Krifte, die direkt auf das
notwendigerweise flexible Material des Katheters einwirkten und von dem empfindlichen
Drucksensor erfasst wurden, konnen demnach das Blutdrucksignal beeinflussen. Allerdings
wird der Blutdruck auch durch Lokomotion mit einhergehender sympathischer Aktivierung
und gesteigerter Herzleistung verandert. Eine eindeutige Identifizierung der schnellen
Schwankungen des mittleren arteriellen Blutdrucks als Bewegungsartefakte war dennoch
meist moglich. Durch die Mittelwertbildung uiber langere Intervalle und groBere Gruppen
wurden schnelle Schwankungen, die zuvor nicht ausgeschlossen werden konnten,

ausnivelliert.

3.2 Zirkadiane Fluktuation von Herzrate und Blutdruck in freibeweglichen

Mausen

Zur Validierung der Methode der telemetrischen intra-aortalen Blutdruck- und
Herzratenmessung und zur Ermittlung des basalen Dynamikbereich der kardiovaskularen

Parameter, wurden HR und

A

MAP bei ungestorten, frei- 800 Lichtphase | Dunkelphase |3
beweglichen C57BL/6N 750 4 L 110
Miusen im zirkadianen Ver- 700 -105
lauf gemessen. 'E 6501 100 §
2 600 - - 95 T
In Abb. 3.2A sind die g 3
' T 550 - 90 ;
Fluktuationen von HR und Q,
500 85
MAP im Tagesverlauf dar- 450 80
gestellt. In der Lichtphase 400 75
7 9 11 13 15 17 19 21 23 1 3 5 7
von 7 bis 19 Uhr, der Schlaf- B Tageszeit [h]
700/t HEM ...
Abb. 3.2: Zirkadiane Fluktuationen 650 - $ 100
. =
von Herzrate (HR) und mittlerem T 600 s 3
arteriellem Blutdruck (MAP) bei frei- S 5 T
beweglichen (57BL/6N-Miusen (A). x 5501 90 3 "0 Herzrate (HR), n=13
. . . T ¢ I
Mittelwerte wiihrend der Licht- (L) 500 - -85 Q Mittlerer arterieller
und Dunkel- (D) Phase (B). © Blutdruck (MAP), n=13

450 80
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phase der nachtaktiven Méuse, lagen HR und MAP im unteren Bereich physiologischer
Werte. In der Dunkelphase von 19 bis 7 Uhr, der Wachphase der Mause, waren HR
(567+15 bpm) und MAP (99+1.5 mmHg) gegenuiber den Werten der Lichtphase (HR:
F,,,=23.20,p <0.001; MAP: F,, =43.46, p < 0.001) signifikant erhoht.

3.3 Kardiovaskulare Expression von Emotionalitat in verschiedenen Ver-

haltenstests

In verschiedenen Experimenten wurden die Effekte unkonditionierter bzw. kondi-
tionierter Stimuli auf die Dynamik von Herzraten- und Blutdruckdnderungen sowie die

lokomotorische Aktivitat untersucht.

3.3.1 Herzrateneffekte infolge Handling

Viele Verhaltenstests finden aufgrund der speziellen experimentellen Bedingungen
auBerhalb des Heimkifigs der Versuchstiere statt. Diese Tests verlangen somit manuelles
Interferieren (sog. Handling) mit dem Versuchstier. Typischerweise wird dabei zunachst der
Kiafig in den Versuchsraum transferiert, gedffnet, das Versuchstier entnommen und in das
Testsystem eingesetzt. Dabei kann es je nach beobachtetem Parameter zu erheblichen Beein-
trachtigungen der basalen Werte und dem normalerweise stressfreien Zustand kommen, die
das Testergebnis nachhaltig beeinflussen konnen.

Um die Auswirkung manueller Intervention auf die Herzrate zu untersuchen, wurden
die Mause einer Handling-Prozedur unterzogen, die in einem kurzen Anheben am Schwanz
und dem darauf folgenden Absetzen in den Heimkifig bestand. Abb. 3.3 zeigt die Entwick-
lung der HR nach Beendigung des Handlings in einem Zeitfenster von 32 min. Zum
Vergleich ist der Herzratenverlauf ungestorter Méduse ebenfalls dargestellt. Die beiden HR-
Verlaufe unterschieden sich signifikant voneinander (F , = 26.27, p < 0.001). Eine initiale
Tachykardie von ~730 bpm wurde in der Handling-Gruppe festgestellt, die sich uber die
analysierten 32 min hinweg nahezu linear abschwichte. Die Halbwertszeit der Ruickkehr zu
basalen HR-Werten (T,,,) lag bei ~15 min. Die HR der ungestorten M#use blieb dagegen
relativ stabil bei ~520 bpm.
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800 -
-@- Handling
750 *** —O- unbehandelt
700
'g' 650 -
o
2 600 - .
o Abb. 3.3: Herzraten-Verliufe unbehandelter
I 550 (57BL/6N-Miuse und nach kurzer
manueller Intervention (Handling) fir 32
500 min im Heimkifig. Signifikant unter-
450 - schiedliche Werte ergaben sich von 0-20 min.
Die grave Linie verdeutlicht den nahezu
400 linearen Abfall (r=0.92) der Herzrate bis auf
0 4 8 12 16 20 24 28 32

. ) basale Werte. *p < 0.05, **p < 0.01,
Zeit [min] ***p<0.001; n=9/Gruppe.

3.3.2 Herzrate im Novelty-Test

Auch eine im Verhaltenstest prasentierte neue Umgebung (Novelty) kann sich auf die
autonome Funktion auswirken. Daher wurden die Effekte von Novelty-Exponierung auf die
kardiovaskuldren Parameter untersucht. Dazu wurden die Mause aus ihrem Heimkifig in
einen neuen identischen Kafig mit neuem Einstreu gesetzt. Zusitzlich wurde entweder ein
Teil des alten, aus zerissenem Zellstofftuch bestehenden Nestmaterials (bedding) oder neues
Zellstofftuch mit hinzugegeben. In einem weiteren Experiment wurde dem Tier kein Zellstoff
angeboten. So wurden in dem ersten Fall partielle, im zweiten und dritten Fall komplette
Novelty-Bedingungen geschaffen. Bei allen Mausen wurde intensives Explorationsverhalten
(= erhohte lokomotorische Aktivitit) beobachtet. Abb. 3.4 zeigt basale HR-Werte und deren
Verlauf von zwei Stunden in der neuen Umgebung. Ein massiver Anstieg der HR bis in den
Bereich physiologisch maximaler Werte (~780 bpm) wurde sowohl bei Mausen mit altem als
auch bei Mausen mit neuem oder keinem Nestmaterial direkt nach Einsetzen in die neue
Umgebung festgestellt. Unabhingig von der Art des Nestmaterials verblieb die HR relativ
lange Zeit (ca. 60 min) auf hohem Niveau und fiel dann langsam wieder ab. Bei Méusen
denen das vertraute Nestmaterial mitgegeben worden war, konnte ab etwa 60 min nach
Einsetzen in die neue Umgebung eine signifikant schnellere Riickkehr der HR zu basalen
Werten festgestellt werden, als bei Méusen, die neues (F,,; =14.12, p <0.01) bzw. kein
Nestmaterial (F,, = 11.40, p < 0.01) zur Verfugung hatten.
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neuer —@- mit altem Nestmaterial
Kafig —- mit neuem Nestmaterial
850 * -1 kein Nestmaterial

Abb. 3.4: Herzratenverliufe von C57BL/6N-
Miusen vor und wiihrend Novelty mit unter-
schiedlichem Nestmaterial. Bin-Weite 5 min bei
kontinuierlichen Messungen. Mittelwerte + SF,
n=4-6 pro Gruppe.

0 30 60 90 120
Zeit [min]

3.3.3 Effekte olfaktorischer Reize auf die Herzrate

Die Auswirkungen der Prasentation synthetischer Geruchsstoffe auf die Herzrate
ansonsten ungestorter Mause wurden im Heimkiafig untersucht. Es wurde erwartet, dass die
den Fuchsgeruch imitierende Substanz TMT einen aktivierenden kardiovaskularen Effekt
auslosen wiurde, der in einer Herzratenzunahme sichtbar wiirde. Als Kontrollgeruch diente
Butansaure (Hotsenpiller & Williams, 1997), der hingegen keine Auswirkungen auf die
mittlere Herzrate haben sollte.

Nach Applikation von 100 1 wurden keine signifikanten Auswirkungen auf den
Verlauf der HR, die bei basalen Werten von ~500 bpm lag ermittelt (Abb. 3.5A). Eine
minimale Beschleunigung der basalen HR um ~25 bpm im Zeitraum von 1.5-2.5 min nach
Eintropfen der Substanz wurde ermittelt (Abb. 3.5B). Eine Menge von 100 yl 99%-igem
Ethanol verursachte einen ebenfalls geringen Anstieg der Herzrate um ~40 bpm im Zeitraum
von 1.5-2.5 min nach dem Eintropfen. Die Herzratenanstiege (AHR) wie auch die
Herzratenverlaufe von Mausen, denen Butansiaure- oder Ethanolgeruch prasentiert wurde,
unterschieden sich nicht signifikant (AHR: F, =0.62, p = 0.44; HR-Verlauf: F, (< 0.01,
p =0.99). Im Unterschied zur Applikation von Butansaure resultierte die Applikation von
35 ul TMT, einer Menge, die eine etwa gleiche Anzahl von Molekulen in der Gasphase der

Apparatur erzeugte (s. Kap. 2.9.1), in einem signifikant hoherem Anstieg der HR von
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~164 bpm (F, ;s =10.22, p <0.01) auf ~650 bpm und einem unterschiedlichen HR-Verlauf
(Fi16=28.93, p<0.01). Die Herzratenbeschleunigung begann zudem bereits 1 min nach der
Applikation von TMT und somit schneller als bei Butansaure oder Ethanol. Erst etwa 45 min

nach Ende der Applikation von TMT wurden wieder basale HR-Werte gemessen.

A 800 - : Geruchs- :
, applikation | —- TMT —@-— Ethanol —O~ Butanséaure
750
700 B
— arn | 250 7
g- 650
2, 600 - — 200 7
o £
T 550 - § 150 -
500 - & 100 -
<
450 50 % 5
400 +— 0 ;
-3 TMT EtOH BS

Zeit [min]

Abb. 3.5: Herzratenverliufe von (57BL/6N-Miusen vor, wiihrend und nach der olfaktorischen Stimulation mit synthefischem
Fuchsgeruch (TMT; 35pl), Ethanol (100 pl) oder Butansiiure (100pl) (A). Geruchs induzierte maximale Herzratenanstiege
(AHR, B) Mittelwerte + SF; n=8-10 pro Gruppe.

3.3.4 Herzratendynamik und Verhaltensreaktionen in Kontext abhangigen

Gedachtnistests

Die Dynamik der Verhaltenseffekte sowie der Herzrate wurden im Gedachtnistest
untersucht, nachdem die Versuchsmiause zuvor einem aversiv konditionierten Kontext
ausgesetzt worden waren. Drei experimentelle Gruppen wurden dabei unterschiedlichen

Trainingssequenzen ausgesetzt (s. Kap. 2.8.3.1).

Verhalten wahrend Habituation und Training

In den drei Exponierungsphasen in verschiedenen Kontexten, die dem eigentlichen
Training vorausgingen und der Habitation an Handling und an unterschiedliche neutrale,

unbekannte Umgebungen (Kontext 1-3) dienten, zeigten die Mause durchgingig arttypisches
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Explorationsverhalten mit typischen Schniiffel-, Such- und Ortungsbewegungen des Kopfes
und der Ohren, Stretch-Attend-Bewegungen und Aufstellen auf den Hinterpfoten. Seltener
wurden Furcht anzeigende Verhaltensmuster wie Freezing beobachtet.

Die Lokomotionsaktivitit der Mause wéhrend des Trainings in Kontext 4 ist in
Abb. 3.6A dargestellt. Wahrend die mittlere Aktivitait von Méausen mit spater US-Prasentation
US, ) und in der Kontrollgruppe, die keinen US erhalten hatte (US,), bei ~6 cm/s lag, wurden

bei Mausen, die im Training einen sofortigen Schock

erhalten hatten (US)), mit ~4 cm/s signifikant A 7
niedrigere Aktivititswerte ermittelt (p < 0.05). Die 64 O §
1 'a' i
durch den FuBschock ausgeldste erhohte Aktivitit g?, > é
S 4
(~24 cm/s) war zwischen der US,- und US-Gruppe ‘E’u:g 3 *
oS 97
ahnlich. Somit war die durch den US ausgeloste $E 2 ]
a4
unmittelbare lokomotorische Reaktion unabhangig 1+
vom Zeitpunkt der Prisentation (Abb. 3.6B). B 32
=3}
Abb. 3.6: Basale Lokomotionsaktivitit (A) und US-Aktivitit (B) im £ ‘égzo_ Hokx .
Konditionierungs-Kontext in den drei experimentellen Gruppen von 295
(57BL/6J-Miusen wihrend des Trainings. Mittelwerte + SF aus 2-min 3 CE’ T 157
Intervallen, n=9 pro Gruppe. 03 40
No+x
*p<0.05 US; vs. US; und US,; ***p< 0.001 US, vs. US; und US;. US, = oD%
Gruppe, die keinen US im Training erhielt. US; = Gruppe, die den US im 1 o
Training sofort erhielt. US, = Gruppe, die den US im Training verzogert 0 : . .
erhielt. &° R R

Verhalten und Herzrate wiahrend des Kontext abhiangigen Gedachtnistests

Die relative Inaktivitit wahrend des kontextuellen Gedachtnistestes (Abb. 3.7A) in
Kontext 4 war in der US-Gruppe im Vergleich zu den beiden anderen Kontrollgruppen (US,,
US,) signifikant erhoht (US,: p <0.02; US;: p < 0.01). Die Inaktivititswerte in den Kontroll-
gruppen unterschieden sich nicht signifikant voneinander (p >0.27). Es wurde ersichtlich,
dass die Assoziation des aversiven Stimulus, angezeigt durch hohere Inaktivitat, nur dann
erfolgte, wenn er zu einem spéteren Zeitpunkt nach der Exposition im Kontext appliziert
wurde. Die Ergebnisse hinsichtlich der Explorationsflaiche von Mdusen im Kontext
abhiangigen Gedachtnistest spiegeln die Inaktivitats-Ergebnisse wider. Hier war die von
Miusen der US-Gruppe explorierte Flache im Vergleich zu den anderen Gruppen signifikant

geringer (Abb. 3.7B).
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Abb. 3.7: Inakiivitiit (), Explorationsfliche (B) und Herzrate (C) der drei experimentellen Gruppen von (57BL/6J)-Miiusen
wiihrend des Kontext abhéingigen Geddchtnistestes. Mittelwerte + SF aus 2 min Intervallen n=9 pro Gruppe. Die grauen Linien
verdeutlichen den nahezu linearen Abfall der Herzraten bis auf basale Werte (rUS, = 0.98, rUS;= 0.95, rUS,= 0.97).

***p<0.01 US+Gruppe vs. US,- und US;Gruppe. US, = Gruppe, die keinen US im Training erhielt. US~ Gruppe, die den US im
Training sofort erhielt. US~ Gruppe, die den US im Training verzogert erhielt.

In allen drei Gruppen war zu Beginn des Tests im Konditionierungs-Kontext eine
uniforme Beschleunigung der Herzrate bis hin zu physiologischen Maxima (~770 bpm)
ersichtlich (Abb. 3.7C). Wiahrend die Herzraten von Mausen der beiden Kontrollgruppen
(US,, US,) jedoch bereits nach ~5 min wieder abzufallen begannen, blieben die Herzraten von
Mziusen der US,-Gruppe etwa 15 min auf hohem Niveau und fielen danach langsam wieder
auf basale Werte ab. Die Halbwertszeit der Ruckkehr zu basalen HR-Werten war in den

Kontrollgruppen mit ~50 min geringer als in der US-Gruppe mit ~60 min (Abb. 3.7C). Dieser
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unterschiedliche Herzratenverlauf in der US-Gruppe bestatigt, dass die Mause den im

Training erfahrenen aversiven Stimulus mit dem Kontext assoziierten.

3.3.5 Herzrate und Blutdruck in Ton abhangigen Gedachtnistests

Der charakteristische Verlauf der HR und des MAP einer Furcht konditionierten Maus
im Ton abhidngigen Gedichtnistest ist in Abb. 3.9 dargestellt. Dieser wurden zuvor im
Training Ton-CS und Schock-US einmalig prasentiert. Auf Einsetzen des Tons (im
Gediachtnistest) reagierte die Maus mit augenblicklicher Beschleunigung der Herzrate (Abb.

3.9A) und verzogerter, langsam ansteigender Blutdruckerhohung (Abb. 3.9B).

400 CS Phase
300 T T t T T t T T T T 1

80 t  CS Phase
60 T T t T T ]
-180 0 180

Zeit [s]

MAP [mmHg] 00

Abb. 3.9: Typischer Herzratenverlauf (A) und gleichzeitiger Verlauf des mittleren Blutdrucks (B) einer C57BL/6N-Maus im Ton
(CS) abhiingigen Gedichtnistest. Tonprisentation erfolgte wiihrend der CS Phase.

Abbildung 3.10 zeigt mittlere HR- und MAP-Werte von drei verschiedenen
experimentellen Gruppen. Mause, die im Training der direkten Abfolge von CS und US
(CS+US) ausgesetzt wurden und denen im Gedéchtnistest ein 180 s dauernder Ton-CS
prasentiert wurde, erreichten maximale HR-Werte 30-60 s nach Einsetzen des Tons, wihrend
maximale MAP-Werte erst ab 120-150 s nach Tonbeginn gemessen wurden (Abb. 3.10). Am
Ende der CS-Phase begannen HR und MAP wieder abzufallen, wobei der MAP erheblich
langsamer zu den Basalwerten zuruckkehrte. Nach Beendigung der Tonpréasentation

erreichten die HR-Werte nach 60-90 s wieder pra-CS Niveau (F| 3, = 3.32, p > 0.08), wihrend
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die MAP-Werte erst nach 150-180 s wieder auf Basalwerte abgesunken waren (F| 5, = 4.09,
p>0.05).

- CS+US (CS=180s)
-+ CS+US (CS=10s)
-o- kein US (CS=180 s)

CS Phase

120 4

MAP [mmHg]

100 -

CS Phase
%80 0 180 380
Zeit [s]

Abb. 3.10: Mittlere Herzrate (A) und einhergehender mittlerer arterieller Blutdruck (B) von C57BL/6N-Miusen in 30-s
Intervallen des Ton abhiingigen Gedichtnistestes. Miuse wurden entweder mit direkt aufeinander folgendem (S und US
(CS+US) oder nur mit CS (kein US) trainiert. Zusiitzlich sind Antworten von Miiusen die mit (S+US trainiert wurden, dargestellt,
denen der Ton im Gedichtnistest nur 10 s priisentiert wurde (CS=10 s). Gestrichelte Linien bei 0 und 10 bzw. 180 s zeigen
Beginn und Ende der Tonpriisentation (CS Phase). Mittelwerte + SF, n=16-17 pro Gruppe.

Um den Einfluss der CS-Dauer auf die Antwortdynamik zu untersuchen, wurden
Mduse, die wiederum im Training der direkten Abfolge von CS und US ausgesetzt wurden,
im Gedachtnistest fur nur 10 s mit dem Ton-CS stimuliert. Der 180 s wie auch der 10 s

dauernde Ton induzierte einen dhnlichen Anstieg der HR (Abb. 3.10A), die in der 10 s CS-
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Gruppe jedoch schneller wieder abfiel. Ein Anstieg im MAP war in beiden CS+US-Gruppen
zu beobachten, wobei die hypertonische Antwort bei nur 10s CS-Prasentation in ihrer Hohe
und Dauer niedriger ausfiel als bei 180 s auditorischer Stimulation (Abb. 3.10B). Mause, die
im Training zwar CS-Présentation aber keine US-Stimulation erfahren hatten und somit den
Ton nicht aversiv assoziierten, dienten als Kontrollgruppe (kein US). Diese Mause reagierten
auf den CS mit einem kurzen und milden Anstieg der HR (AHR ~50 bpm) in den ersten 30 s
der CS-Phase (Abb. 3.10A), der nicht signifikant von Basalwerten zu unterscheiden war
(Fi3 =191, p>0.17). Der MAP dieser Miause war in der CS-Phase leicht erhoht (AMAP
~6 mmHg), jedoch waren auch hier die Spitzenwerte, die im 30-60 s Intervall der CS-Phase
auftraten, nicht signifikant unterschiedlich von den Basalwerten (F, 5, = 3.90, p > 0.05; Abb.
3.10B).

Ein Vergleich der Ton induzierten Anstiege von HR (AHR) und MAP (AMAP) in den
drei experimentellen Gruppen ist in Abb. 3.11 dargestellt. In der 180 s-Gruppe betrug der
AHR ~213 bpm (Abb. 3.11A) und der AMAP etwa 24 mmHg (Abb. 3.11B). Die A-Werte in
der 180 s- und der 10 s-

Gruppe waren nicht /A 250 - B 30 C 701
signifikant unterschied- 200{ | 25 60 -
lich (HR: F,, =059, & < 20 1 501
S 150 - S . 40
pyy — 30 -
AP: F =14 oc 100 + =
M 124 0, p> T & 10 - - 20
0.25, Abb. 3.11B). Um < s - = |
< ] 10
die zeitliche Dynamik o o 0
der Aktivierung der Ant- CSTUS CSTUS S US HR MAP
worten quantifizieren M (cs=10s) " (cs=180s) U (cs=180s)

und miteinander verglei-

Abb. 3.11: Mitilere Herzrate- (A) und einhergehende mittlere arterielle Blutdruck-

Anstiege (B) nach Einsetzen des Ton-CS in den drei experimentellen Gruppen (s. Abb.

die Beschleunigungs-  3.10). Zeit zum Erreichen halbmaximaler HR- bzw. MAP-Werte (T;/2) in der 180-s (S-

raten von HR und MAP  oruppe nach Training mit aufeinander folgendem (S und US (C). Mittelwerte + SF, n=
16-17 pro Gruppe.

berechnet. Dazu wurden

chen zu konnen, wurden

die Zeiten bis zum Erreichen des halbmaximalen Anstiegs von HR und MAP (Halbwertszeit
T,,) in der 180 s-Gruppe ermittelt. Auf Grundlage dieser Analyse wurde eine signifikant
langere Halbwertszeit der MAP-Beschleunigung (52.2+10 s) gegenuiber der Halbwertszeit des
HR-Anstiegs (3.1x0.2) festgestellt (F,,, = 13.52, p <0.02; Abb. 3.11C). Insgesamt wurde

eine wesentlich schnellere Anpassung der HR gegenuiber dem MAP an konditionierte Furcht
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festgestellt, was auf die direkte neuroautonome Regulation der Herzfrequenz, im Gegensatz
zur eher indirekt und humoral vermittelten Regulation des Blutdrucks, zuriickzufuhren ist.
Neben dem CS induzierten, lang anhaltenden hypertensiven Effekt bei furcht-
konditionierten M#usen, wurde in den hochaufgelosten Originalaufzeichnungen der
Gediachtnistests jedoch auch ein schneller und transienter MAP-Anstieg direkt nach dem
Einsetzen des Tons festgestellt. Deshalb wurden HR und MAP auch in einem Zeitfenster 10 s
vor bis 20 s nach Einsetzen des CS in 1 s Intervallen analysiert (Abb. 3.12). Die unmittelbare
MAP-Antwort auf den CS bestand aus einem transienten, schnellen Anstieg mit einer Latenz

von 1.45+0.11 s in der 180s-

Gruppe mit direkter Abfolge /e CS+US

von CS und US im Training. A 80071 | 3o cs
Jedoch wurde auch bei Méusen — 700
= i
der Kontrollgruppe (kein US) o
: 2. 600 -
eine solche schnelle MAP- E
Antwort auf den CS mit nicht I 500 4
signifikant unterschiedlicher ] CS Phase
- 490'"———7+—————
Latenz (F,, =0.37, p>0.55) 8 -4 0 4 3 12 16 20
ermittelt (Abb. 3.12B). In B 1397
beiden Gruppen waren die :E; 120 1
Spitzenwerte des AMAP in den g 10+
: E 1004
2-3 s Intervallen nach Ein- :
setzen des Tons nicht signifi- g 90 - CS Phase
el _ 80 —n—1— — it — o
kant unterschiedlich (F; 5 .4 0 2 3 12 16 20
2.34, p> 0.14). Diese Werte Zeit [s]

fielen etwa 40% geringer

(~14 mmHg) aus als der maxi-  Abb. 3.12: Mittlere Herzrate (A) und einhergehender mittlerer arterieller
. Blutdruck (B) von (57BL/6N-Méusen in 1 s Intervallen des Ton abhiingigen

le AMAP (~24 H
mate ( mmHg) in Gediichtnistests, 10 s vor bis 20 s nach Einsetzen des 180 s Ton-CS. Miuse
der 180 s-Gruppe 120-150 s  wurden entweder mit direki aufeinander folgenden (S und US (CS+US) oder

nur mit (S (kein US) trainiert. Gestrichelte Linien bei 0 s zeigen den Beginn der

nach Einsetzen des Tons. Im Tonpriisentation (CS Phase). Mittelwerte + SF, n=16-17 pro Gruppe.

Gegensatz hierzu unterschied

sich die HR-Beschleunigung von Mausen, die im Training, der direkten CS und US Abfolge
ausgesetzt waren signifikant (F,;, =4.46, p < 0.05) von der Kontrollgruppe (kein US) in
diesen ersten 20 s des Gedachtnistests (Abb. 3.12A). Diese Ergebnisse legten nahe, dass diese
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sehr schnelle Blutdruckantwort als eine Attentions-bzw. Erregungsanwort und nicht als

konditionierte Furchtantwort zu interpretieren ist.

3.3.6 Herzrate und mittlerer arterieller Blutdruck in akustischen Startle-

Experimenten

Um die Hypothese der schnellen kardiovaskularen Attentions-bzw. Erregungsanwort zu
uberpriufen, wurden weitere Experimente durchgefuihrt bei denen kardiovaskuldre Parameter
nach akustischer Startle-Stimulation bei Méausen im Heimkiafig gemessen wurden. Es wurden
schnelle, durch den unkonditionierten akustischen Startle-Reiz induzierte HR- und MAP-
Reaktionen erwartet.

Die Startle-Signale bewirkten klare motorische Startle-Reaktionen im charakteris-
tischen Zeitfenster von 20-50 ms nach dem Einsetzen des Stimulus (Davis et al., 1997; Koch,
1999), die mit dem Akzelerometer detektiert wurden (nicht gezeigt). Bei 19 Mausen, denen
jeweils funf Startle-Stimuli prasentiert wurden, konnten nur 19 von insgesamt 85 (22.4%)
Stimuli eindeutige, wenn auch milde Anstiege von HR und MAP (Abb. 3.13) bei gleichzeitig
immer erkennbarer lokomotorischer Startle-Antwort gemessen werden. Bei diesen 19 Mausen
fielen HR- und MAP-Antworten ahnlich aus. Im Test mit funf, im Abstand von einer Minute
prasentierten Startle-Stimuli wurde kein Anstieg der basalen HR oder des basalen MAP

beobachtet (Abb. 3.13).
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Verglichen mit den profunden und relativ lang anhaltenden Effekten des Ton-CS auf
HR und BP bei furchtkonditionierten Mausen (s. Abb. 3.9, 3.10) bewirkten die Startle-Stimuli
eine geringfugige und kurzfristige kardiovaskulare Aktivierung. Die Latenzen des HR-bzw.
MAP-Anstiegs nach Startle-Stimulation, die anhand klar erkennbarer Antworten ermittelt
wurden, betrugen ~1 s. In Abb. 3.14(A, B) sind gemittelte HR und MAP Werte im Zeitfenster
von 10 s vor bis 20 s nach Prasentation des Startle-Stimulus in 1s Intervallen dargestellt. Um
diese Antworten mit den schnellen kardiovaskularen Anderungen furchtkonditionierter
Mziuse, die dem 180 s dauernden Ton-CS ausgesetzt wurden, zu vergleichen, sind deren
Antwortmuster im gleichen Zeitfenster dargestellt. Die von den Startle-Stimuli verursachten
mittleren HR-und MAP-Anstiege hatten relativ geringe Amplituden (Abb. 3.14C, D), die
signifikant niedriger als die Amplituden der kardiovaskuldren Antworten der furchtkonditio-
nierten Mause im Gedéchtnistest ausfielen (HR: F| 3, = 14.97, p < 0.001; MAP: F |3, = 13.98,
p <0.001). Die HR war 10 s und der MAP 15 s nach Startle-Stimulation wieder auf die vor
der Stimulation gemessenen Werte abgefallen, die sich nicht signifikant von pra-Stimulus

Werten unterschieden (HR: F', ;s =1.57, p > 0.05; MAP: F', 5, =2.64, p > 0.05).
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Abb. 3.14: Mittlere Herzrate (HR; A) und einhergehender mittlerer arterieller Blutdruck (MAP; B) von (57BL/6N-Musen in 1-s
Intervallen des Ton abhingigen Gedchtnistests von 10 s bis 20 s nach Prisentation des Startle-Signals. Zum Vergleich sind HR-
und MAP-Antworten von Furcht konditionierten Miiusen (CS+US/ CS= 180 s) mit gestrichelten Kurven dargestellt. Gestrichelte
vertikale Linien zeigen den Beginn der Tonpriisentation (CS Phase) bei 0 s. Mittelwerte + SF, n=16-19 pro Gruppe.
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3.4 Untersuchungen zum Beitrag des CRF- und des NPY-Systems zur

kardiovaskuldren und ethologischen Expression von Emotionalitat

Neben den Untersuchungen zur zeitlichen Auspriagung der kardiovaskuldren
Furchtantwort, sollten auch die daran beteiligten neurochemischen Signale naher beleuchtet
werden. Sowohl fur das CRF- als auch das NPY-System wird eine Rolle bei der basalen
Regulation und der Stress abhingigen Modulation der kardiovaskuldren Funktion diskutiert
(s. Einleitung). Daher wurden pharmakologische Interventionen mit selektiven Rezeptor-
subtyp-Liganden auf zentraler und peripherer Ebene durchgefithrt sowie mit Hilfe genetisch
modifizierter Mausmodelle die Beitrage des CRF- und des NPY-Systems zu Herzraten- und

Blutdruckdynamik und zu stressabhiangigem Verhalten untersucht.

3.41 Zentral vermittelte Modulation von Herzratendynamik und Blutdruck
durch CRF-Rezeptorsubtyp 1 (CRF)

Mit Hilfe neu entwickelter peptidischer Liganden wurden die kardiovaskuldren Effekte
der Aktivierung zentraler CRF-Rezeptoren untersucht. Die Liganden wurden in kiinstlicher
Hirnflussigkeit (aCSF) gelost und bilateral in die lateralen Ventrikel (intrazerebroventrikulér:
ICV) appliziert bevor 15 min spater HR und MAP fur 18 min gemessen wurden.

Der CRF-Rezeptor-Agonist oCRF (ovine CRF) wurde in zwei unterschiedlichen
Dosierungen ICV appliziert (Abb. 3.15). Eine Dosis von 130 ng oCRF je Maus fuhrte im
Vergleich zur aCSF-Injektion, mit einer durchschnittlichen HR von ~650 bpm, zu einer
signifikant niedrigeren HR von 500-550 bpm (F,,, =43.04, p <0.0001; Abb. 3.15A),
wihrend keine unterschiedlichen Blutdruckwerte gemessen wurden (F, , = 0.26, p > 0.05,
Abb. 3.15B). Eine hohere Dosis oCRF von 880 ng je Maus verursachte im Vergleich zu
aCSF-Kontrollen ebenfalls signifikant niedrigere HR von ~550 bpm (F', ,, = 17.88, p < 0.001)
und einen gleichzeitigen signifikanten Abfall des MAP (F, =7.80, p < 0.05), der 20 min
nach der Injektion deutlich erkennbar war. Die Injektion des selektiven CRF,-Agonisten
Cortagine in einer Dosis von 600 ng und 300 ng je Maus resultierte in signifikant niedrigeren
HR (600 ng: F,,,="78.38, p<0.001; 300 ng: F, , =42.72, p <0.001) von 400-500 bpm im
Vergleich zu aCSF-injizierten Mausen (Abb. 3.15C). Im MAP zeigten sich bei beiden

Dosierungen Tendenzen hin zu niedrigeren Werten, ANOVA fur repetetive Messungen ergab
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jedoch keine signifikant unterschiedlichen Verlaufe im Vergleich zu aCSF-Kontrollen

(600 ng: F', ,=3.94,p=0.07; 300 ng: F, ;, =3.77, p=0.08; Abb. 3.15D).
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Abb. 3.15: Mittlere Herzrate (A, €) und einhergehender mittlerer arterieller Blutdruck (B, D) von C57BL/6N-Méusen in 2 min
Intervallen nach intrazerebroventrikulirer Injektion der CRF:-Agonisten Cortagine und des endogenen, priferentiell an CRF,
bindenden Agonisten ovine CRF (oCRF) in unterschiedlichen Dosierungen pro Maus. aCSF=artificial cerebrospinal fluid
(Kontrolllgsung). Mittelwerte + SF, n= 6-8 pro Gruppe.

3.4.2 Zentral vermittelte NPY-Effekte auf Herzratendynamik

In Ergéanzung vorhergehender Untersuchungen der zentralen Wirkung von NPY
(Tovote, 2001) wurde der Zusammenhang von Herzrate und Herzratenvariabilitit nach
pharmakologischer Intervention durch NPY untersucht. Als Kontrolle dienten aCSF-injizierte
Miuse. In Abbildung 3.16 sind RR-Intervall bzw. HR halblogarithmisch gegen RMSSD (als
Mal fur HRV) aufgetragen. Es wird deutlich, dass zwischen HR und HRV eine negative

Korrelation besteht. Die ndherungsweise exponentielle Funktion weist auf minimale HRV-
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Werte bei maximaler HR hin. Dies zeigte sich bei den aCSF-injizierten wie auch bei den
NPY-injizierten Médusen. Die Injektion von 500 ng NPY fuhrte zu einer Verschiebung der
Funktion hin zu niedrigeren Herzraten bei gleich bleibender HRV. Das allgemeine, negativ
exponentielle Verhdltnis von

HR zu HRV (erkennbar an den

) . e aCSF (n=13) r=0.75 S =0.035
Steigungen der Funktionen) « NPY 500 ng (n=14) r=068 S =0.029
anderte sich nach Injektion von = NPY2pg (n=9) r=086 S=0016

500 ng NPY im Vergleich zur
aCSF-Injektion nicht. Eine nie-
drigere Steigung des HR-
RMSSD Verhiltnisses zeigte
eine Reduktion der HRV bei
gleichen HR-Werten durch
Injektion von 2 ug NPY an.

logqo RMSSD [ms]

Abb. 3.16: Herzratenvariabilitiit (HRV) als
Funktion der Herzrate auf der Basis des
RR-Intervalls von (57BL/6N-Miiusen nach
intracerebroventrikulirer Injektion von

artificial Cerebrospinal fluid (aCSF), 0.2 4 S
500ng Neuropeptid Y (NPY) und 2pg NPY. 75 100 125 150 175 200
HRV wurde anhand der RMSSD-Werte von RR [ms]

30 sIntervallen im Ton abhiingigen Ge-
dachtnistest ermittelt. r = Regression, S =
Steigung der Funktion.

800 600 480 400 343 300
HR [bpm]

3.4.3 Vergleich von CRF- bzw. NPY- vermittelten Effekten auf Herzratendy-

namik

Der Vergleich der HR- und HRV-Effekte von zentral appliziertem oCRF bzw. NPY
sollte Aufschluss uiber die zugrunde liegenden Mechanismen geben. In Abbildung 3.17 sind
die Herzratenverldufe von oCRF- und NPY-injizierten Mausen wiahrend des Ton abhangigen
Gedachtnistests dargestellt. ICV-Injektion von 210 ng oCRF resultierte in relativ niedrigen
basalen Herzraten in der pra-CS Phase. Die Ton abhéngige Tachykardie wurde signifikant
abgeschwicht. Nach ICV-Injektion von 500 ng NPY wurden ebenfalls niedrige basale

Herzratenwerte und ein geringerer CS induzierter Herzratenanstieg ermittelt. Die mittleren
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Herzratenwerte von oCRF- und NPY-injizierten Mausen im Gedéchtnistest unterschieden
sich nicht signifikant voneinander (p > 0.48; Abb. 3.17B). Signifikante Unterschiede
bestanden jedoch in der HRV zwischen oCRF- und NPY-injizierten Mausen (p < 0.0001). So
zeigten Mause nach oCRF-

Injektion stark erhohte HRV, A 800 pra-CSPhase ;| CSPhase
oCRF '
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600 1
se niedrige HRV hatten. Diese 500
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Abb. 3.17: Typische Herzratenverliufe Zeit [s]

im Ton abhiingigen Geddchtnistest nach

intracerebroventrikulrer-Injektion von oCRF NPY

210 ng oCRF oder 500 ng NPY (A). Der 750 ——HR__*_ RAMSSD | B HR _=_RMSSD |
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schiedlicher Herzratenvariabilitit T 450 . .| ‘2‘ o
(p<0.0001) (B). Mittelwerte = SF, 400 e — 0

n=13-19. Zeit [s]

3.4.4 Peripher vermittelte CRF-Effekte auf Herzratendynamik und Blutdruck

Die Effekte peripherer Aktivierung von CRF-Rezeptoren wurden mit peptidischen
CRF-Rezeptor-Liganden untersucht, die in Phoshatpuffer (PBS)-Losung intraperitoneal (IP)
appliziert wurden. Die 18 min dauernden Blutdruckmessungen, aus denen MAP und HR
berechnet wurden, begannen 15 min nach der Injektion (Abb. 3.18).

Die Injektion von 230 ng des CRF,-Liganden oCRF resultierte im Vergleich zu PBS-
Kontrollen in erhdhter HR (F, , = 20.80, p < 0.001; Abb. 3.18A), jedoch nicht signifikant
unterschiedlichem MAP (F, ,, =0.03, p >0.05; Abb. 3.18B). Nach der Injektion von 300 ng
des selektiven CRF,-Agonisten Cortagine wurde im Vergleich zu PBS-Kontrollen eine
tendenziell hohere HR (F,,; = 4.0, p =0.06) bei nicht signifikant unterschiedlichem MAP
(Fi2;=0.04, p>0.85) gemessen. Die Injektion von 200 ng des selektiven CRF,-Liganden
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mUCNII fuhrte zu einer signifikanten Zunahme der HR gegenuiber den Werten der aCSF-
Kontrollen (F, ; =22.41, p <0.001; Abb. 3.18C) mit einhergehendem deutlichem Abfall des
MAP (F,;;=19.24, p <0.001; Abb. 3.18D). Wurden 200 ng des selektiven CRF,-Liganden
mUCNIII injiziert, fuhrte dies ebenfalls zu signifikanter HR-Zunahme (F,,; =16.05,
p <0.001; Abb. 3.18B) und gleichzeitigem Abfall des MAP (F, ;= 14.34, p <0.01; Abb.
3.18D).
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Abb. 3.18: Mittlere Herzrate (HR; A,C) und einhergehender mittlerer arterieller Blutdruck (MAP; B,D) von C57BL/6N-Miiusen
in 2 min-Intervallen nach intraperitonealer Injektion des CRF-Agonisten Cortagine (300ng/Maus), nach ovine CRF (oCRF)
Injektion (230ng/Maus) und nach Injektion der CRF-Agonisten mUCNII (200ng/Maus) bzw. mUCNIII (200ng/Maus).
Phosphatpufferldsung (PBS) diente als Kontrolllgsung. Mittelwerte + SF, n=7-13 pro Gruppe.

3.4.5 Herzratendynamik und Verhalten CRF¢-, CRF.-defizienter und CRF-

transgener Mause bei Novelty und Furchtkonditionierung

Zur Ergidnzung der Ergebnisse aus den pharmakologischen Experimenten mit CRF-

Rezeptorliganden bei C57BL/6N-Mausen wurden Versuche mit genetisch modifizierten
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Mziusen durchgefuhrt. Dazu wurden Mauslinien mit CRF,-, CRF,-Defizienz und CRF-
transgene Mduse untersucht, die eine erhohte CRF-Produktion (CRFOE-Mause) haben.

3.4.5.1 Lokomotionsaktivitat und Herzratendynamik wahrend Novelty

Lokomotionsaktivitat wahrend Novelty

Um Unterschiede in emotionaler Responsivitit und potentiellem Angstverhalten
zwischen den Genotypen der verschiedenen Mausmodelle zu untersuchen, wurden
Lokomotionsaktivitit und Herzrate im Novelty-Test gemessen. Vom Einsetzen in die neue
Umgebung an wurden die Parameter fir 34 min gemessen. CRF,”- und CRF,"*-Miuse
unterschieden sich in ihrer Lokomotionsaktivitét nicht signifikant voneinander (F,5; = 0.01,

p > 0.95; Abb. 3.19A). CRF, -M#use unterschieden sich hinsichtlich ihrer Lokomotions-
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aktivitat nicht von CRF,”*-Mausen (F ;, = 0.01, p > 0.91; Abb. 3.19B) zeigten aber geringere
lokomotorische Aktivititen als CRF,”-bzw. CRF,"*-Miuse. CRFOE-Muse zeigten wihrend

des Novelty-Tests eine signifikant niedrigere Aktivitat als ihre Wildtyp-Wurfgeschwister

(F,,s = 21.64, p < 0.0005; Abb. 3.19C).

Basale und Novelty induzierte Herzratendynamik

Vor der Prasentation der neuen Umgebung wurden HR und HRYV aller Mause zunichst

unter stressfreien Bedingungen im
Heimkafig gemessen. Basale HR
von CRF,”- und CRF,"*- Miusen
befanden sich im normalen Bereich
von 450-550 bpm (Abb. 3.20A).
Zwischen CRF,”- und CRF,"*-
Midusen bestanden keine signifi-
kanten Unterschiede in basaler HR
(Fi14=0.42, p>0.53; Abb. 3.20A)
und HRV (F,,=0.11, p>0.75;
Abb. 3.20B). CRF,”- und CRF,"*-
Miuse wiesen ebenfalls keine
signifikanten Unterschiede in ba-
saler HR und HRV auf. Mittlere
basale HR und HRV von CRFOE-
M?iusen und entsprechende Werte

der Wildtyp-Kontrollen waren nicht

Abb. 3.20: Mittlere Herzrate (HR, A) und
Herzratenvariabilitit (HRV, B) auf der Basis
der RMSSD-Werte von (RF-, CRF,-defizienten
und CRF4ransgenen Méusen im Vergleich zu
ihren jeweiligen Wildtyp-Wurfgeschwistern
vor (basal) und wihrend 34 min in einer
neven Umgebung (Novelty) sowie Novelty-
induzierter HR-Anstieg (C). Mittelwerte + SF,
n=9-24 pro Gruppe.

A o

pasd ovelly pasd!

Nove“y basa\ N o\,elty

800

7501
— 700+
650
600 -
550
500
450
400

HR [bpm

¢

¢

@ 2

L R

O
|

-I-E’[']

+/+ —I— +/+ —/— ++—— ++ - WT OE WT OE

CRF,

CRF,

CRFOE

pasd Noveﬂy pasd Noveﬂy pasd No\,elty

RMSSD [ms]
F -

1

)

$o

£

3_
1- ' ul
0
++ == +[+ == +/+—/- +/+-/- WT OE WT OE
CRF, CRF, CRFOE
C 350
— 300
: '
D 200+ {7

32

+H =)
CRF,

YT
CRF,

WT OE
CRFOE



Ergebnisse 66

signifikant unterschiedlich (HR: F, , = 1.60, p =0.23; HRV: F, ,, =0.11, p =0.75).

Die Antwort des autonomen Systems auf den Novelty-Stimulus bestand in allen
getesteten Mausen in einer Tachykardie und einhergehender reduzierter HRV. Auf Basis der
vorgenommenen Berechnungen waren bei nicht unterschiedlicher HRV (F,, = 0.04,
p > 0.84) die maximalen HR-Werte wihrend Novelty in CRF,”-M4usen mit ~690 bpm zwar
geringer als bei CRF,”-Miusen mit ~730 bpm (F,,,= 12.45, p <0.05). Im Novelty
induzierten HR-Anstieg bestanden jedoch keine Unterschiede zwischen den Genotypen (Abb.
3.20C). Ebenso wurden keine Unterschiede im HR-Verlauf zwischen CRF,”- und CRF,"*-
Miéusen ermittelt (F, 5; = 1.74, p > 0.19). Wiéhrend des Novelty-Tests erreichten die HR-Werte
von CRFOE-Miusen und den entsprechenden Wildtyp-Kontrollen nahezu maximale
physiologische Werte von ~760-790 bpm, wobei die HR von CRFOE-M#4usen signifikant
hoher ausfiel (F,,, =14.53, p <0.05). Wiederum fiel der spezifische HR-Anstieg durch den
Novelty-Test dhnlich aus (F, , =0.24, p=0.63). Auf Basis von HRV war wihrend des
Novelty-Tests eine Tendenz hin zu niedrigeren RMSSD-Werten in CRFOE-Miusen
verglichen mit Wildtyp-Kontrollen zu erkennen (F, , = 4.22, p = 0.06).

3.4.5.2 Herzratendynamik von CRF4-, CRF;-defizienten und CRF-transgenen

Mausen im Ton abhangigen Gedachtnistest

Die Herzratenantworten der genetisch modifizierten Mause auf einen konditionierten
emotionalen Stressor wurden mittels auditorischer Furchtkonditionierung untersucht. Mittlere
basale HR und HRV in der pra-CS Phase des Ton abhiangigen Gedachtnistests unterschieden
sich nicht zwischen CRF,”- und CRF,"*-Miusen (Abb. 3.21A). Sowohl CRF,”- als auch
CRF,"*-Miuse zeigten eine Ton induzierte Tachykardie, die charakteristisch fur die
konditionierte Furchtantwort von Mausen ist. Der Ton-CS induzierte eine sehr schnelle
Beschleunigung der Herzrate bis hin zu maximalen physiologischen Werten und eine darauf
folgende, langsame Riuickkehr zu den Ausgangswerten. ANOVA fur repetetive Messungen
ergab keinen signifikanten Unterschied im HR-Verlauf zwischen den Genotypen (F', 5, < 0.01,
p > 0.99). Die spezifischen Ton induzierten HR-Anstiege unterschieden sich ebenfalls nicht
(Fi2=0.01, p=0.95; Abb. 3.21D). Die HR-Antworten CRF,-defizienter Mause und ihrer
Wildtyp-Wurfgeschwister wahrend des Gedéchtnistests unterschieden sich ebenfalls nicht und
zeigten den normalen Verlauf von basaler HR und Ton-induzierter Tachykardie (Abb. 3.21B,

D). Die basalen HR in der pra-CS Phase von CRFOE-Miusen und Wildtyp-Kontrollen
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Abb. 3.21: Herzraten (HR)-Verliiufe von CRF;- (), CRF,-defizienten (B) und CRF-transgenen (€) Méusen sowie Ton-induzierte
Herzraten-Anstiege (HR, D) im Vergleich zu ihren jeweiligen Wildtyp-Wurfgeschwistern im Ton abhiingigen Gedchtnistest.
Gestrichelte Linien in A-C zeigen Beginn und Ende der Tonpriisentaion an. Mittelwerte + SF, n=7-11 pro Gruppe.

unterschieden sich nicht signifikant voneinander (F,,,=0.48, p>0.50; Abb. 3.21C).
Allerdings blieb die Ton induzierte Tachykardie als konditionierte Furchtantwort in CRFOE-
Miusen aus, wahrend Wildtyp-Kontrollen mit normaler Tachykardie antworteten. Somit
unterschieden sich die Verlaufe der HR-Antworten wie auch die Ton induzierten HR-
Anstiege signifikant zwischen den Genotypen (HR-Verlauf: F, , =7.24, p <0.02; AHR:
F,,,=20.50, p <0.001).

Zusitzlich wurde das Verhiltnis zwischen HR (RR-Intervall) und HRV (RMSSD)
wahrend der Gedachtnistests analysiert, um einen weiten Bereich kardiodynamischer
Anpassungen zu untersuchen. Die in Abb. 3.22 halblogarithmisch dargestellten Verhéltnisse
von HR gegen RMSSD verdeutlichten, dass zwischen HRV und HR eine inverse, nicht-

lineare Beziehung besteht (vgl. Abb. 3.16). Das ndherungsweise exponentielle Verhiéltnis von
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minimaler HRV bei maximaler HR (~800 bpm; RR Intervall (~75 ms) wurde bei CRF,”-
bzw. CRF,"*-Maiusen, bei CRF,”- bzw. CRF,"*-Miusen und bei CRFOE sowie deren
Wildtyp-Kontrollen, durch nahezu identische Geraden beschrieben (Abb. 3.22). Als Ursache
fur den Unterschied der Steigung der Geraden zwischen CRF,-, CRF,- und CRFOE-Miusen

wird der nicht ganz identische genetische Hintergrund der drei Mausmodelle angesehen.

A 40 B 40 C 40
20 20 Y 20]
. ': L] J".
o o ."-.I-." v v'.'-::' o
£ € .;;:':..' ot €
Bl Rl . -‘.=.F .5:.~ Bl
[m] 4 [m] 4 Ry /L] - [m] 4
0 0 T e 0
(é) (é) =_”-‘.. .'. 4 - g
= 21 g 2wl ¥ 2
.7/
CRF Y. CRF.
0.8 A 0.8 " S 0.8
. ] : o ==
04 v+ L R s e e L e o e —
70 9 10 130 150 170 70 9 110 130 150 170 70 90 10 130 150 170
RR-Intervall [ms] RR-Intervall [ms] RR-Intervall [ms]

Abb. 3.22: Herzratenvariabilitit (HRV) auf Basis von RMSSD als Funktion des RR-Intervalls von CRF;- (A), CRF-defizienten (B)
und CRF-transgenen (€) Miusen im Vergleich zu ihren jeweiligen Wildtyp-Wurfgeschwistern. RR- und RMSSD-Werte wurden
anhand von 30 s-Intervallen im Ton abhiingigen Gediichinistest ermittelt. Die farbigen Linien repriisentieren die Regressions-
funktionen fiir die beiden Genotypen der jeweiligen Mausmutanten. Mittelwerte + SF, n=7-11 pro Gruppe.

3.4.5.3 Verhalten CRF-defizienter Mause wahrend auditorischer Furchtkon-

ditionierung

Da CRF,”-Miuse im Vergleich zu ihren Wildtyp-Kontrollen keine unterschiedlichen
HR-Antworten wahrend des Novelty-Tests und der Retention konditionierter Furcht auf der
Basis von HR aufwiesen, wurden Furchtkonditionierungs-Experimente ausschlieBlich auf der
Basis von Verhaltensparametern durchgefuhrt. Aufgrund von Untersuchungen, die reduziertes
Angstverhalten und abgeschwichte Stress-Antworten in CRF,”-Mausen berichteten (Smith et
al., 1998; Timpl et al., 1998), sollte das Fehlen jeglicher Effekte in den Experimenten mit
autonomen Messungen mit Ergebnissen aus Verhaltensexperimenten verglichen bzw.
uberpruft werden.

Freezing, Inaktivitat, Lokomotionsaktivitat und Explorationsflaiche wurden sowohl in Kontext
abhiangigen als auch in Ton abhidngigen Gedichtnistests sowie wiahrend des zuvor

durchgefuhrten Trainings gemessen (Tabelle 3.1). Bei der Analyse dieser Verhaltens-
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Parameter mittels ANOVA wurden keine signifikanten Unterschiede als Funktion des

Genotyps ermittelt. Stattdessen wurden normale Furchtantworten in allen getesteten Mausen

unabhéngig vom Genotyp beobachtet.

Tabelle 3.1: Verhalten CRF;-defizienter Méuse (-/-) und ihrer Wildtyp-Wurfgeschwister (+/+) in Ton- bzw. Kontext abhiingiger
Furchtkonditionierung.

Genotyp Training Retention kein Ton Ton
Freezing +/+ +0 36.0+5.4 6.7+2.4 439+44
[%] —/— 0+0 30.0+£5.9 39+ 1.6 43.6 +3.6
Inaktivitat +/+ 10.8 1.2 53.8+4.7 29.1+3.6 629+32
[%] —/— 11.0+ 1.0 53.5+52 27.0+3.8 60.2 3.1
Aktivitat +/+ 7.3+0.2 26+0.3 52+05 23+03
[cm/s] —/- 7.0+£0.2 2.5+0.3 6.1+£0.5 2.6+0.3
Explorations- +/+ 55.8 2.1 229+34 469 +3.8" 25.2+3.1
flache [ %] —/— 582 +1.8 189 +2.7 54.5+3.3" 30.8+2.9

“erofte Differenz zwischen allen ermittelten Parametern: F 137 =2.23,p=0.14.
Mittelwerte + SF, n=19-20 pro Gruppe.

3.4.6 Untersuchungen der Furchtreaktion auf Basis der Blutplasma-Konzen-

tration von Kortikosteron

In vorhergehenden Experimenten wurde eine starke Aktivierung des kardiovaskuldren

Systems wahrend der Retention der konditionierten Furcht nachgewiesen. Ein Bestandteil

einer umfassenden Furchtreaktion ist auch die Aktivierung der Hypothalamus-Hypophysen-

Nebennierenrinden-Achse (HHN), deren Aktivierung durch CRF-Freisetzung im Hypo-

thalamus gesteuert wird. Dies sollte mit Hilfe von Bestimmungen der Kortikosteron-

konzentration im Blutplasma von C57BL/6N untersucht werden (Abb. 3.23A).

Basale Kortikosteronwerte naiver Mause lagen bei 11 = 3 ng/ml. Im Blutplasma, das

15 min nach dem Training gesammelt wurde, ergaben sich sowohl bei der Kontrollgruppe von
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Abb. 3.23: Plasma-Kortikosteronkonzentrationen ungestresster (57BL/6N-Miuse (Naiv) sowie Kortikosteronwerte von
(57BL/6N- Miusen, die entweder mit direkt aufeinander folgendem CS und US (CS+US) oder ohne (kein US) Priisentation des
FuBschocks trainiert wurden, zu unterschiedlichen Zeitpunkien nach (S-Priisentation im Ton abhéingigen Gedichtnistest (A).
Plasma-Kortikosteronkonzentrationen naiver (RF\-defizienter Miuse sowie CRF;-defizienter Méusen, denen (S und US (CS+US)
im Training direkt aufeinander folgend priisentiert wurden, 15 min nach Tonpriisentation im Gedichtnistest im Vergleich zu
ihren Wildtyp-Kontrollen (B). Mittelwerte  SF, n=6-10 pro Gruppe.

Mziusen, denen nur der Ton préasentiert worden war (kein US) als auch bei Mausen, die
zusitzlich einen an den Ton gekoppelten Fulschock erhalten hatten (CS+US) signifikant
hohere Kortikosteronwerte (p <0.001/0.001). Funf min nach Tonprédsentation im
Gediachtnistest wurden sowohl in der CS+US- (p < 0.0001), als auch in der kein US-Gruppe
(p <0.05) im Vergleich zu den Basalwerten signifikant hohere Kortikosteronkonzentrationen
ermittelt. Dabei wiesen die im Training dem CS+US ausgesetzten Mause mit 110 = 21 ng/ml
signifikant hohere Kortikosteronwerte auf als die nur dem CS ausgesetzten Kontrollméuse mit
53 = 8 ng/ml (p < 0.01). Ebenfalls hohe Kortikosteronkonzentrationen wurden in Blutproben,
die 15 min nach der Tonprasentation gesammelt wurden, ermittelt. In diesen waren die Werte
der im Training CS+US ausgesetzten Mause mit 106 + 12 ng/ml signifikant hoher als die der
nur dem CS ausgesetzten Mduse mit 49 + 7 ng/ml (p <0.01). Zum Zeitpunkt der
Blutentnahme von 90 min nach Ton-Prasentation wurden erneut niedrigere, nicht-signifikant
unterschiedliche Kortikosteronkonzentrationen in beiden Gruppen ermittelt (p > 0.05), die
sich nicht signifikant von Kortikosteronwerten naiver Mause unterschieden (p > 0.05).
Zusatzlich wurden die Kortikosteronkonzentrationen CRF-Rezeptor 1-defizienter

Miuse im ungestressten Zustand wie auch nach dem Gediachtnistest untersucht (Abb. 3.23B).
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Basale Kortikosteronwerte von naiven CRF,”- und CRF,"*-Mzusen lagen im Bereich von 6-
10 ng/ml und unterschieden sich nicht signifikant von Kortikosteronwerten naiver
C57BL/6N-Miuse (p > 0.05). Hingegen konnte bei CRF,-Mausen, die im Training CS+US
ausgesetzt wurden, 15 min nach Ton-Prasentation keine erhohte Kortikosteronkonzentration
im Vergleich zu basalen Werten festgestellt werden (p > 0.05). Damit unterschieden sich
diese von ihren Wildtyp-Wurfschwistern (CRF,"*; CS+US), die signifikant erhohte
Kortikosteronwerte von 47 = 3 ng/ml als Folge der Préasentation des CS aufwiesen

(p < 0.0001).

3.5 Beitrag des dorsalen Hippokampus zur Gedachtnisbildung und neuro-

autonomer Regulation bei Trace-Furchtkonditionierung

Zusatzlich zu der Untersuchung der kardiovaskuldren Furchtreaktion auf neuro-
autonomer und neurochemischer Ebene sollte die Untersuchung der neuroanatomischen
Grundlagen zu einem umfassenden Bild beitragen. Zur Ermittlung eines passenden
Zeitfensters fur eine vom Hippokampus vermittelte Furcht abhdngige Herzratenantwort wurde
zunichst in einer breit angelegten Studie der Beitrag des Hippokampus zur Trace-
Furchtkonditionierung auf Verhaltensebene untersucht. Dies erfolgte zunédchst auf der Basis
von Verhaltens-Indikatoren wie Freezing und Inaktivitat. Mit dem selektiven NMDA-
Rezeptor-Antagonisten APV wurde der dorsale Teil des Hippokampus wéhrend des Trainings
inaktiviert, um so den Beitrag dieses Hirnareals fur die Akquisition Kontext- und Ton
abhangiger Gedachtnisinhalte zu untersuchen und diese dann auf neuroautonomer Ebene zu

testen.
3.5.1 Ergebnisse auf Verhaltensebene
Training
Intrahippokampale (IH) Injektion von APV (3.2 yg/Maus) 15 min vor dem Training
bewirkte einen signifikanten Anstieg der mittleren lokomotorischen Aktivitat (F, ,,, = 52.93,

p <0.001) und eine Reduktion der Inaktivitat (F,,,, = 52.93, p <0.001) in den ersten 120 s

der kontextuellen Explorationsphase gegenuber aCSF-injizierten Méausen. Unabhéngig von



Ergebnisse 72

der injizierten Substanz zeigten die Mause wéhrend des Trainings keinerlei Freezing (Tabelle
3.2). Hohere Aktivitaitswerte wurden bei APV-injizierten Méausen im Vergleich zu aCSF-
injizierten Médusen gemessen. Bei allen Mausen wurde eine klare Aufmerksamkeitsreaktion
auf das Einsetzen des 30 s andauernden Tons beobachtet, die durch ein kurzes Aussetzen
lokomotorischer Aktivitait, Anheben des Kopfes und Bewegungen des AuBenohrs
gekennzeichnet war. APV-Injektion resultierte in einem Anstieg der US induzierten Aktivitat

(Fi174=4.21,p <0.05, Tabelle 3.2).

Tabelle 3.2: Effekte intrahippokampaler APV- bzw. aCSF-Injektionen auf das Verhalten im Training.

injizierte n/Gruppe basale basale basales US Aktivitiit
Substanz Aktivitit® [cm/s] Inaktivitit [%] Freezing [ %] [em/s]
aCSF 93/85" 7.29+0.13 10.12£0.84 0.26 +0.13 3543 +1.16
APV 102/91" 8.82 £ 0.16%** 5.47 £ 0.42%** 0.00 + 0.00 38.93 £1.24*

Mittelwerte + SF. *p < 0.05, ***p < 0.001. Berechnungsgrundlage: 120 s Explorationsphase im Kondi-
tionierungs-Kontext. *Geringere GruppengroBe fur die Bestimmung der US Aktivitit aufgrund des fehlenden
FuBschocks (US) in der zusatzlichen Kontrollgruppe (no US).

Auditorische Trace-Furchtkonditionierung

In der CS-Phase des Ton abhidngigen Gedachtnistests (Abb. 3.24) wurde ein
signifikanter Effekt fur die beiden Faktoren Injektion und Trace-Intervalllange auf Inaktivitat
(Injektion: F, ¢ =24.47, p<0.0001; Trace: F;,5=9.1, p<0.0001) und auf Freezing
(Injektion: F; ¢ =21.88, p<0.0001; Trace: F, 5 =9.08, p<0.0001) festgestellt. Eine
signifikante Interaktion von Injektion X Trace wurde bei keiner Messmethode festgestellt
(Inaktivitat: F, 4 =1.96, p >0.064; Freezing: F;,4, = 1.78, p >0.096). Keine signifikanten
Unterschiede auf Basis von einseitigem ANOVA bestanden zwischen aCSF-Kontrollgruppen
und APV-behandelten Gruppen bei Delay-Konditionierung (0 s) oder kurzen Trace-
Intervallen (1 oder 3 s). Bei mittleren Trace-Intervallen (5 and 10 s) war Inaktivitat reduziert
(p <0.05), nicht jedoch Freezing (p >0.05). Sowohl Inaktivitat als auch Freezing waren bei
APV-behandelten M4usen, die mit langeren Trace-Intervallen (15 und 30 s) trainiert worden
waren, signifikant erniedrigt. Ein im Training auf 45 s verlangertes Trace-Intervall
verhinderte die Assoziation von CS und US im Training und damit die Furchtkonditionierung

im Ton abhédngigen Gedachtnistest in APV-injizierten und aCSF-injizierten Médusen (Abb.
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3.24). Die Ergebnisse der Inaktivitit- und des Freezing in Abhangigkeit vom Trace-Intervall
folgten demselben Trend, abgesehen davon dass die Inaktivitat durchgangig hoher war als das
Freezing (s. Diskussion). In zusatzlichen Kontrollguppen, die im Training jedoch keinen
Schock erhalten hatten (kein US) lag die Inaktivitat bei ~20%, wahrend Freezing mit ~0%
nicht beobachtet wurde (Abb. 3.24).
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Abb. 3.24: Freezing (A) und Inakiivitiit (B) von (57BL/6J-Miusen im Ton abhiingigen Gediichtnistest als Funktion des Trace
Intervalls im Training und der intrahippokampalen Injektion von entweder kiinstlicher Hirnfliissigkeit (aCSF) oder des NMDA-

Antagonisten APV. Méuse, die im Training keinen FuBschock erhalten hatten (kein US), dienten als zusiitzliche Kontrollen. n=9-
22 pro Gruppe.

Kontextuelle Furchtkonditionierung

Im Kontext abhdngigen Gedachtnistest (Abb. 3.25) wurde ein signifikanter Effekt der

pharmakologischen Intervention, nicht jedoch des Trace-Intervalls auf Inaktivitit (Injektion:
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F;160=147.95, p <0.0001; Trace: F ;.5 =0.95, p>0.46) sowie auf Freezing (Injektion:
F; 16 =264.18, p <0.0001; Trace: F; s, = 1.23, p >0.29) ermittelt. APV-Injektion vor dem
Training verursachte deutlich niedrigere Inaktivitats- und Freezing-Werte im Gedachtnistest
unabhingig von der CS-US Intervalllange. Eine signifikante Interaktion von Injektion X
Trace wurde fur keine der beiden Messmethoden ermittelt (Inaktivitat: F; 4, = 0.83, p > 0.56;
Freezing: F; 4 = 0.68, p > 0.69). Trotz leichter Variabilitit in den Inaktivitits- und Freezing-
Werten wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen mit
unterschiedlichen Trace-Intervalllaingen innerhalb der beiden unterschiedlich behandelten

Gruppen ,,aCSF* (Inaktivitat: F,,; =0.68, p>0.69; Freezing: F,;;; =1.30, p>0.26) und
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Abb. 3.25: Freezing (A) und Inaktivitiit (B) von (57BL/6J-Miusen im Kontext abhiingigen Gediichtnistest als Funktion des
Trace-Intervalls im Training und der intrahippokampalen Injektion von entweder kiinstlicher Hirnfliissigkeit (aCSF) oder des

NMDA-Antagonisten APV. Miuse, die im Training keinen FuBschock erhalten hatten (kein US), dienten als zusitzliche
Kontrollen. n=8-22 pro Gruppe.
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»APV® (Inaktivitat: F,g =1.00, p>0.43; Freezing: F ;4 =0.68, p >0.68) ermittelt. Die

Intensitat der Antworten von aCSF- und APV-injizierten Mausen war unabhiangig von der

Trace-Intervalllange. Wie schon im Ton abhéngigen Gedéchtnistest zeigten Inaktivitat und

Freezing ahnliche zeitliche Profile, wobei die Inaktivitat systematisch das Freezing Uiberstieg.

Das Verhalten der Kontrollgruppen (kein US) im Kontext abhiangigen Gedéchtnistest war mit

~20% Inaktivitit und ~0% Freezing dhnlich.

3.5.2 Vergleich der Messmethoden fur Freezing und Inaktivitat

In den Gedachtnistests wurde das charakteristische Freezing-Verhalten vom

Experimentator in 10 s-Abstanden bewertet, wahrend die Inaktivitait mit Hilfe eines

Computersystems bei ~10Hz ermittelt wurde. Mit Hilfe einer ANOV A Regressionsanalyse

wurde eine enge lineare
Korrelation zwischen beiden
Messmethoden sowohl im Ton
abhingigen (F, ;= 603.85, p <
0.001) als auch im Kontext
abhangigen (F 93 =1217.92, p<
0.001) Gedachtnistest festgestellt
(Abb. 3.26). Die Steigung beider
Regressionsgeraden lag bei ~0.94.
Fur 0% Freezing zeigte sich ein
Offset von 18% Inaktivitit.
Abbildung 3.26 kann als eine auf
die Messdaten bezogene
,Kalibrierkurve® herangezogen
werden, die verdeutlicht, dass die
Sensitivititen der beiden

Messmethoden zur Detektierung
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Abb. 3.26: Lineare Regression von Freezing und Inaktivitit im Kontext und
Ton abhiingigen Gedchtnistest. r= Regression, S= Steigung der Funktion.

von Freezing aquivalent sind. Inaktivitat < 18% kann somit als unspezifische Inaktivitat

interpretiert werden, die nicht im Zusammenhang mit Furcht induziertem Freezing steht.

Nach Korrektur des Inaktivitats-Offsets fallen die Regressionsgeraden mit der Trennungslinie,
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die das Diagramm in zwei gleiche Sektoren teilt, zusammen. Infolge dessen kann die

Inaktivitat direkt als Freezing abgelesen werden.

3.5.3 Ergebnisse auf Basis der autonomen Funktion bei der Trace-Konditio-

nierung

Die Ergebnisse auf Verhaltensebene demonstrierten eine Beteiligung des Hippokampus

an der Gedéchtnisbildung bei Trace-Intervallen von 15 s und 30 s. Aufgrund der deutlichen

Effekte von NMDA-Rezeptor-Inhibierung im dorsalen Hippokampus bei Trace-

Furchtkonditionierung auf Verhaltensebene von Miausen, wurden Effekte auch auf eine

konditionierte Tachykardie bei
Trace-Furchtkonditionierung

erwartet. Diese Hypothese
wurde mit Hilfe von
Herzratenmessungen in Ton
abhangigen Gedachtnistests bei
Trace-Intervalllangen von 15 s
und 30 s untersucht. Entgegen
den Erwartungen reagierten
auch APV-injizierte Mause mit
starker Beschleunigung der HR
auf den Ton-CS (Abb. 3.27).
Mittels ANOVA fur repetitive
Messungen konnten keine

signifikanten Unterschiede

Abb. 3.27: Herzraten -Verliufe in
(57BL/6N-Méusen im Ton abhiingigen
Geddchtnistest. 15 min vor dem Training
mit entweder 15 s TraceIntervall und ein-
maliger Ton-Schock-Abfolge (CS+US) im
Training (A) oder 30 s Trace-Intervall und
dreimaliger Ton-Schock-Abfolge (CS+US)
im Training (B) wurde der NMDA-Anto-
gonist APV in den dorsalen Hippokampus
appliziert. Intrahippokampale Injektion
kiinstlicher Hirnflissigkeit (aCSF) diente
jeweils als Kontrolle. Mittelwerte + SF, n=
57 pro Gruppe.
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zwischen Herzratenverldaufen aCSF- bzw. APV-injizierter Méause, denen im Training eine
einfache Ton-Schock Sequenz mit 15-sekuindigem Trace-Intervall prasentiert worden war,
festgestellt werden (F, ;; =0.01, p =0.94; Abb. 3.27A). Auch bei aCSF- bzw. APV-injizierten
Miusen, die im Training der dreimaligen Ton-Schock Abfolge mit einem Trace-Intervall von
30 s trainiert wurden, ergaben sich keine unterschiedlichen Herzratenantworten (F, ;, = 0.56,

p =0.47; Abb. 3.27B).
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden neuroautonome Regulationsmechanismen und deren
Modulation mittels externer Stimuli unterschiedlichen emotionalen bzw. kognitiven
Bedeutungsgehalts oder durch pharmakologische Interventionen im Zentralnervensysten bzw.
in der Peripherie untersucht. Der Schwerpunkt lag dabei auf den neuroautonomen bzw.
kardiovaskuldren Antworten von Mausen auf aversiv konditionierte Stimuli und dem Beitrag
des CRF-Systems zu den zugrunde liegenden Mechanismen. Die Interpretation der Akti-
vierungszustande des autonomen Nervensystems mit seinen beiden Asten, dem Sympathikus
und Parasympathikus, wurde indirekt uber die Bewertung der Wechselbeziehungen von
Herzrate, Herzratenvariabilitat und Blutdruck moglich.

Ein wesentliches Ergebnis der vorliegenden Arbeit stellt die zeitliche Charakterisierung
der kardiovaskuldaren Anpassungsprozesse wahrend der Retention konditionierter Furcht dar,
die mit Hilfe der kontinuierlichen telemetrischen Aufnahmetechnik ermoglicht wurde. Eine
zeitliche Dissoziation von schnellen Herzraten- und langsameren Blutdruckanderungen wurde
festgestellt. Dabei konnten schnelle Blutdruckantworten von Méusen - im Gegensatz zu
fruheren Ergebnissen von Experimenten mit Ratten- als unkonditionierte Antworten nachge-
wiesen werden. Zur umfassenden Analyse der konditionierten Furchtantwort wurde zusatzlich
auch die Aktivitat der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren (HHN)-Achse untersucht.
Der Nachweis gesteigerter Kortikosteronwerte im Blutplasma von Méusen, die eine aversive
Assoziation von Ton mit FuBBschock ausgebildet hatten, qualifizierte die auditorische
Furchtkonditionierung als Modell fur akute emotionale Belastung.

Des Weiteren konnte die Involvierung des CRF-Systems zur neuroautonomen Regu-
lation auf pharmakologischer Basis bestétigt und naher beschrieben werden. Dennoch bleibt
der physiologische Beitrag endogenen CRFs zu kardiovaskularen Regulationsmechanismen
unklar. Im Gegensatz zu friheren Hypothesen und Befunden bei Ratten konnte eine wichtige
Rolle fur CRF bei akuten neuroautonomen Anpassungsprozessen in emotionalen Situationen
nicht bestatigt werden.

Mit Hilfe von Trace-Furchtkonditionierung und Verhaltensmessungen konnte ermittelt
werden, dass hippokampale NMDA-Rezeptoren an der Verarbeitung zeitlich getrennter
Zusammenhidnge wiahrend assoziativen Lernens beteiligt sind. Gleichzeitig konnten mit Hilfe

neuroautonomer Messungen parallele Hippokampus unabhidngige Gedachtnisfunktionen
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untersucht werden. Diese neuen Ergebnisse tragen zu einem Grund legenden Verstandnis der

emotionalen Modulation neuroautonomer bzw. kardiovaskularer Regulation bei.

41 Kardiovaskulare Untersuchungen mit Hilfe von Radiotelemetrie

Eine wichtige Vorraussetzung fur die Untersuchung experimentell erzeugten Stresses
sind stressfreie, basale Ausgangsbedingungen. Viele experimentelle Modelle oder Tests
erfullen dieses Kriterium jedoch nicht, da durch manuelle Interventionen mit den Versuchs-
tieren oder Anderungen der Umgebung hinsichtlich Haltungs- und Versuchsbedingungen
exogene Stimulation mit potentiell Stress auslosenden Effekten einhergeht. In der
vorliegenden Arbeit wurden mit Hilfe chronisch implantierter Radiotransmitter die kardiovas-
kularen Parameter Herzfrequenz und Blutdruck gemessen. Die Methode der telemetrischen
Ubertragung dieser physiologischen MessgroBBen ermoglichte ihre Aufzeichnung unter
basalen, stressfreien Bedingungen. Die Untersuchungen zu den Effekten externer Stimuli auf
Herzrate und Blutdruck machten deutlich, dass die Versuchsmiause eine empfindliche
kardiovaskulare Responsivitat hinsichtlich auflerer Storungen besitzen, d.h. auf exogene Reize
sensibel mit Herzratenbeschleunigung und Blutdruckerhohung reagieren. Ergebnisse und
Schlussfolgerungen zur physiologischen Relevanz in Studien, welche kardiovaskulare
Messungen mit hohen Basalwerten beinhalten, jedoch keine Kontrolle iiber den Beitrag der
auBleren Versuchsbedingungen erlauben (Bale et al., 2004; Shekhar et al., 2003), sollten

aufgrund der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit kritisch bewertet werden.

Herzraten vs. Blutdruckmessungen

Die Validitat telemetrischer Messungen der Herzrate sowohl aus methodologischer
Sicht als auch hinsichtlich ihrer Aussagekraft als Messgrofle basaler und emotional
modulierter Zustainde von Mdusen ist in vielen Publikationen belegt (Carrive, 2000; Stiedl et
al., 2003; Stiedl & Spiess, 1997). In der vorliegenden Arbeit wurde zum ersten Mal die
telemetrische Blutdruckmessung bei freibeweglichen M#dusen wahrend der Retention
konditionierter Furcht untersucht. Im Gegensatz zu konventionellen Studien, in denen
automatisierte Messsysteme MAP-Werte uiber z.B. nur 3 s Intervalle pro 20 s bei 90 min

Versuchsdauer generieren (Dielenberg et al., 2001), liegen den gemittelten Ergebnissen der
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vorliegenden Arbeit kontinuierlich aufgezeichnete Rohdaten zugrunde. Erst dadurch konnen
schnelle Fluktuationen erkannt werden. Dies war die Vorraussetzung fur die Differenzierung
der schnellen und der langsamen Komponente der Furcht induzierten Blutdruckantwort. Im
Vergleich zur Analyse der Herzraten zeigten sich jedoch methodische Schwichen der
Blutdruckmessungen. So wurden unterschiedliche Amplituden des Blutdrucksignals
beobachtet. Neben physiologischen Schwankungen oder individuellen Unterschieden
zwischen den Versuchsméusen (Stromungsverhéltnisse in der Aorta) konnte u.U. auch die
leicht unterschiedliche Lage der Insertionsstelle des Katheters in der Aorta verantwortlich
sein. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit wurden daher immer auf Basis des mittleren
Blutdrucks ermittelt, mit dem diese Amplitudenschwankungen vernachldssigt werden
konnten. Wiahrend das Herzschlagintervall auf Basis der klar detektierbaren R-Wellen-
Maxima des EKG sehr genau bestimmbar war, bot die Blutdruckkurve kein so exakt
definiertes Zeitfenster (vergl. Abb. 2.4/2.10). Eine erste Kalkulation der Herzrate basierend
auf dem Systolen-Intervall wurde zugunsten des Diastolen-Intervalls verworfen, da das spitze
diastolische Minimum einen genaueren Punkt der Herzperiode lieferte. Somit waren
zuverlassige Herzratenberechnungen mit hinreichender Genauigkeit moglich. Jedoch wurde
auf die Berechnung der Herzratenvariabilitat auf Grundlage der Blutdruckdaten verzichtet, da
hierfur keine ausreichende Genauigkeit in der Bestimmung des Herzschlagintervalls erzielt

werden konnte.

4.2 Kardiovaskuliare Antworten auf konditionierte und unkonditionierte

Stimuli

Die Ergebnisse der kardiovaskuldren Messungen in den Ton und Kontext abhingigen
Gedachtnistests bestdtigten die MessgroBBe Herzrate als zuverldssigen Indikator fur
konditionierte Furcht. Gleichzeitig konnte mit dem Auftreten einer Tachykardie wiahrend der
Retention konditionierter Furcht die Assoziation von konditioniertem und unkonditioniertem
Stimulus nachgewiesen und frithere Untersuchungen an M#usen bestatigt werden (Stied]l &
Spiess, 1997). Zusiatzlich wurde erstmals an Mdusen der mittlere Blutdruck als
Messparameter zur Untersuchung konditionierter Furchtreaktionen eingefuhrt. Es konnte
nachgewiesen werden, dass auch dieser Indikator fur konditionierte auditorische Furcht ist,
wenn auch mit gegenuber der Herzrate etwas verzogerter zeitlicher Dynamik. Obwohl

kardiovaskulare Parameter zur Bewertung konditionierter Furchtantworten herangezogen
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werden (Shekhar et al., 2003), liegen bislang wenige oder ungenaue Untersuchungen zu ihrer

zeitlichen Dynamik vor (Carrive, 2000; Dielenberg et al., 2004).

Kardiovaskulare Antworten auf auditorische Stimuli

Basale Herzraten und Herzratenantworten auf den emotionalen Stimulus des aversiv
konditionierten Tons (CS) bestatigten die Ergebnisse friherer Studien (Stiedl et al., 2003;
Stiedl et al., 1999a; Stiedl et al., 1999b). Die CS induzierte Herzratenantwort war die sofort
eintretende Beschleunigung zu maximalen physiologischen Werten bei einer Latenz von etwa
1 s und einer Halbwertszeit der Beschleunigung von etwa 3 s. Frithere Experimente mit
periphererer B-adrenerger Blockade verdeutlichten, dass diese schnelle Reaktion auf die
Aktivierung des Sympathikus bei gleichzeitiger Zurucknahme des parasympathischen Tonus
(Nijsen et al., 1998; Stiedl & Spiess, 1997; Tovote, 2001) zuriickzufuhren ist. Verglichen mit
der Prasentation eines 180 s Ton-CS resultierte ein nur 10 s Ton-CS in einem ahnlichen
Herzratenanstieg. Daher konnte eine unkonditionierte, durch die Dauer des CS verursachte
Herzratenantwort ausgeschlossen werden. Ein nur sehr milder Herzratenanstieg in
unkonditionierten M#dusen wurde als Attentions- bzw. Erregungsantwort interpretiert.
Aufgrund dieser Ergebnisse konnte eine generalisierte Furchtantwort auf den verwendeten
konditionierten Stimulus ausgeschlossen werden (Radulovic et al., 1998; Stiedl et al., 1999b).

In zirkadianen Untersuchungen wurde ein normaler Dynamikbereich des mittleren
Blutdrucks ermittelt (Butz & Davisson, 2001; Van Vliet et al., 2003). Im Vergleich zur
Herzratenantwort ergab sich eine unterschiedliche zeitliche Dynamik der Blutdruckantwort in
Ton abhidngigen Gedichtnistests. Diese bestand aus einer schnellen Komponente - einer
transienten hypertonischen Reaktion im Sekundenbereich nach Stimulation und einem
langsam einsetzenden, lang andauernden Blutdruckanstieg im Minutenbereich wéhrend der
Retention konditionierter Furcht. Dieser verzogerte, jedoch massive Blutdruckanstieg, dessen
Maxima basale MAP-Werte der pra-CS Phase (welche im oberen Bereich zirkadianer Werte
in der aktiven Phase der Miuse lagen) um etwa 25% uberstiegen, wurde nur bei
konditionierten, d.h. aversiv assoziierenden M#usen, nicht jedoch bei unkonditionierten
Miusen ermittelt. Daher wird dieser als spezifische konditionierte Furchtantwort interpretiert.
Im Wesentlichen sind dabei humorale Prozesse, die uber systemisch zirkulierende
Katecholamine vermittelt werden und uber eine langere Latenzzeit verfugen, involviert

(Guyton et al., 1972). Die Messung der Katecholaminkonzentrationen im Blut vor und nach



Diskussion 82

der Furchtkonditionierung und dem Gedéchtnistest in zukiinftigen Experimenten wird das
Verstiandnis der kardiovaskularen Furchtreaktion vertiefen. Ein permissiver Beitrag erhohter
Kortikosteronwerte (Wuttke, 2000) infolge gesteigerter HHN-Achsen-Aktivitit zu den
Spitzenwerten der konditionierten Blutdruckantwort ist nicht auszuschlie3en, wurde bislang
jedoch nicht beschrieben (s.u.).

Im Gegensatz zu Untersuchungen bei Ratten, die einen schnellen initialen
Blutdruckanstieg als konditionierte Furchtantwort interpretierten (Iwata & LeDoux, 1988;
LeDoux et al., 1988), deuten die vorliegenden Ergebnisse bei Mdusen darauf hin, dass es sich
bei der schnellen Komponente der Blutdruckreaktion um eine sympathisch-neuronal
vermittelte unkonditionierte Attentions- bzw. Erregungsantwort handelt (Baudrie et al., 1997).
Dies wurde anhand der gleichartigen, schnellen Antworten unkonditionierter Kontrolltiere
deutlich. Diese Befunde wurden durch Ergebnisse aus Startle-Experimenten verstarkt. Durch
den unkonditionierten Reiz wurden ebenfalls schnelle und transiente, jedoch milde
hypertonische Antworten ausgelost. Auf Basis der Herzrate konnten bei Mausen leichte
Akzelerationsreaktionen nach Startle-Stimulation nachgewiesen werden. Die kardiovasku-
laren Antworten erfolgten in einem Zeitfenster von 1-15 s nach Présentation des Startle-
Reizes und damit im Vergleich zu den motorischen Startle-Reaktionen (~ 20 ms) deutlich
verzogert. Somit scheiden die Muskelkontraktionen als direkte Ursache fur den
Blutdruckanstieg aus. Vielmehr wird sympathisch vermittelte Vasokonstriktion als zugrunde
liegender Mechanismus vorgeschlagen. Da sowohl Herzraten- als auch Blutdruckantworten
nur milde und transiente Anstiege mit darauffolgender schneller Riickregulierung zeigten,
werden Furcht- oder Angstprozesse als Ursachen dieser Reaktionen verworfen, und
stattdessen Attentions- bzw. Erregungsprozesse als zugrunde liegende Mechanismen
hypothetisiert. In ihrem zeitlichen Verlauf dhnelten diese den HR-Antworten von Ratten nach
Stimulation mit Startle-Reizen. Abbildung 4.1 prasentiert einen Vergleich von
Herzratenantworten von Mausen mit Ergebnissen bei Ratten, der in Kooperation mit Peter

Pilz (Tubingen) angestellt

wurde (Tovote et al., 2005). [ Ratten: Mause: ==
Unterschiedliche Flanken der g 30 100 =
. T E 20 T A
Startle-Signale verursachten & g 50 © =
in diesen Experimenten =5 0 -0 4
0 5_ 10 5
gleichartige HR-Antworten, Zeit [s]

wahrend motorische Startle- Abb. 4.1: Vergleich von Startleinduzierten Herzratenanstiegen (AHR) von Ratten

Antworten nur von Signalen  und Miusen. Die gestrichelte Linie zeigt die Priisentation des StartleSignals an.
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mit steiler Flanke verursacht wurden (Fleshler, 1965; Pilz & Leaton, 1999). Damit wurde
erneut ausgeschlossen, dass die motorische Startle-Antwort, die durch die reflexartige
Kontraktion bestimmter Muskeln (s. Kap. 1.2.2) generiert wird (Koch, 1999; Plappert & Pilz,
2001), fur die beobachtete autonome Reaktion verantwortlich ist. Nahe liegende
Schlussfolgerung ist, dass die schnelle HR-Antwort auf Startle-Stimulation sowohl bei
Miusen als auch bei Ratten reflexiven Mechanismen ohne emotionalen oder kognitiven
Beitrag zuzuschreiben und somit als unkonditionierte Antworten zu interpretieren ist. In
Anbetracht der engen Verknupfung von Herzfrequenz- und Blutdruckregulation wird die
Interpretation der schnellen Blutdruckantwort als unkonditionierte Attentions-bzw.
Erregungsantwort gestarkt. Es wird somit vermutet, dass sowohl der schnellen Blutdruck-
antwort auf den CS im Ton abhédngigen Gedichtnistes als auch der milden hypertonischen
Antwort auf unkonditionierte Startle-Stimuli keine zentralnervosen Mechanismen (z.B.
Aktivierung der Amygdala) fur die Verarbeitung und Expression emotionalen Gedachtnisses

zugrunde liegen (Hamann, 2001).

Kardiovaskulare Antworten auf kontextuelle Stimuli

In Kontext abhangigen Gedachtnistests wurden konditionierte neuroautonome
Furchtantworten in der US,-Gruppe aversiv assoziierender Mause im Vergleich zu
unkonditionierten neuroautonomen Anpassungsreaktionen nicht-assoziierender Mause (US,,
US,) ermittelt. Die US,-Gruppe (sofortige Applikation des unkonditionierten Stimulus im
Training) gilt dabei als Kontrollgruppe, um eventuell auftretende Effekte des US ohne die
Ausbildung einer aversiven Assoziation auf das Verhalten zu untersuchen (Fanselow, 1990;
Milanovic et al., 1998). Die konditionierte Furchtantwort der US,-Gruppe wurde in einer
massiven Tachykardie ausgedriickt, die im Vergleich zu der ebenfalls erhohten initialen
Herzrate nicht-assoziierender Mause (US,US,) langer andauerte. Die dadurch reflektierte
neuroautonome Aktivierung in allen Gruppen, bestehend aus sympathischer Aktivierung mit
einhergehender parasympathischer Inhibition (Nijsen et al., 1998; Stiedl & Spiess, 1997;
Tovote, 2001), liefert als Teil einer ,,Alarmreaktion die physiologischen Vorraussetzungen
fur die ,, Flight or Fight“ (s. Kap. 1.1.1) Verhaltensentscheidung. Die ,,Alarmreaktion* wird
auch bei emotionalen Belastungen, wie sie die Prasentation einer neuen Umgebung (Novelty)
darstellt, typischerweise ausgeldst (Denenberg, 1969; Ramos & Mormede, 1998). Dabei wird

die Moglichkeit einer Bedrohung durch Fressfeinde in der unbekannten Umgebung antizipiert
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und kann erst durch Erkundung derselben und Erlangen eines allmiahlichen
»Sicherheitsgefuhls* ausgeschlossen werden (van den Buuse et al., 2001). Daher 16st die
Prasentation einer neuen Umgebung bei Nagetieren zunichst typischerweise intensives
Explorationsverhalten aus, das durch gesteigerte Lokomotionsaktivitit mit Such- bzw.
Ortungsbewegungen des Kopfes und Schnuppern charakterisiert ist (Dulawa et al., 2004). Die
gesteigerte Lokomotionsaktivitat bedarf erhohter Muskelaktivitit, die wiederum gesteigerten
Blutfluss erforderlich macht. Dies wird mittels sympathisch vermittelter Erhohung des
Herzinnenvolumens u.a. durch Herzratenzunahme und Blutdrucksteigerung sowie gesteigerter
Kontraktionskraft erreicht (Busse, 2000). Die kardiovaskulare Aktivierung wéhrend des
Kontext abhingigen Gedachtnistests ist somit auf das Zusammenwirken von emotionaler
Stimulation und physischer Aktivitit sowohl in aversiv assoziierenden als auch in
unkonditionierten Mausen zuriickzufuhren. Jedoch ging bei unkonditionierten M#dusen die
durch den Novelty-Stimulus ausgeloste kardiovaskuldare Aktivierung mit gesteigerter
lokomotorischer Aktivitat einher, wahrend aversiv konditionierte Mause die Unterdriickung
der lokomotorischen Aktivitait bzw. Freezing bei voller kardiovaskuldrer Aktivierung
aufwiesen. Aufgrund des fehlenden physischen Ausgleichs ist in diesem Fall von einer
starken Belastung des kardiovaskuldren Systems auszugehen. Dabei spielen die
Versuchsbedingungen eine entscheidende Rolle: So ist Freezing die dominante Verhaltens-
reaktion auf eine Bedrohung, wenn keine Fluchtmoglichkeiten bestehen. Sind diese
vorhanden, wird bei Nagetieren uberwiegend Fluchtverhalten beobachtet (Blanchard et al.,
1993).

Die neuroautonomen Antworten der Kontrollgruppen in Kontext abhidngigen
Gedichtnistests verdeutlichten den nachhaltigen Einfluss einer neuen Umgebung als
unkonditioniertem Stimulus auf die kardiovaskulare Regulation. Die Ergebnisse der Novelty-
Tests auf Basis von Herzrate bestitigten diese Ergebnisse. Die lange Dauer (60-90 min)
dieses fur den Organismus energetisch aufwendigen Zustands verdeutlicht seine Bedeutung
als Folge der wahrgenommenen Bedrohungen. Die schnellere Rejustierung der Herzrate in
Mziusen, denen vertrautes Nestmaterial als ,,Sicherheitssignal* mitgegeben wurde, ist zum
einen tatsdchlich auf ein schnelleres Abfallen der emotionalen Aktivierung zu den
Ausgangswerten zuruckzufuhren. Jedoch ist nicht auszuschlieBen, dass Miause mit
unbekanntem Nestmaterial auch deshalb langer hohere Herzraten aufwiesen, da sie mit dem
Bau eines neuen Nestes beschiftigt waren. Darauf deuten die Herzraten dieser Mause hin, die
mit ~650 bpm im Vergleich zu Herzraten aktiver, ungestresster Mause im Heimkafig

(wahrend der Dunkel-, d.h.Wachphase der Tiere) nur leicht erhoht waren.
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Die vorliegenden Studien belegen, dass die initiale kardiovaskuldre Aktivierung
aufgrund erhohtem sympathischem Tonus wihrend der Konfrontation mit einer relativ neuen
Umgebung, wie wahrend des kontextuellen Gedachtnistests unabhangig von dem emotionalen
Gehalt des Kontextes (z.B. aversiv konditioniert) ausgelost wird. Auch unter génzlichen
Novelty-Bedingungen, welche einen umfassenden unkonditionierten Stimulus reprasentieren
erfolgt die zunachst maximale kardiovaskuldre Aktivierung. Durch ,,Sicherheitsignale® wird
die Ruckregulierung der physisch belastenden kardiovaskularen Aktivierung beschleunigt.
Eine gleichartige Aktivierung, jedoch von geringerer Dauer wird durch manuelles
Interferieren (Handling) mit den Mausen verursacht. Diese Ergebnisse sind im Einklang mit
Ergebnissen bei Ratten, die wahrend Novelty Tachykardie und Hypertension zeigten, die
durch Blockade von f,-Rezeptoren bzw. ganglionare Blockade verhindert werden konnten
(van den Buuse et al., 2001). Dementsprechend wurden sympathische Aktivierung bzw. para-

sympathische Hemmung als zugrunde liegende Mechanismen identifiziert.

Kardiovaskulare Antworten auf olfaktorische Stimuli

Gertiche von Raubtieren losen bei Nagetieren die angeborenen Reaktionsmuster von
Vermeidungs- bzw. Verteidigungsverhalten und kardiovaskuldrer Aktivierung aus
(Dielenberg & McGregor, 2001). Ihre Untersuchung kann zu Erkenntnissen uber die
neurobiologischen Aspekte von Emotionen und Stress beitragen. Synthetischer Fuchsgeruch
als Reinstoff (TMT) kann standardisiert verwendet werden und hat den Vorteil der
Kontrollierbarkeit (s. Kap. 2.9.1) im Gegensatz zu inharenten, aus vielen verschiedenen
Duftstoffen kombinierten nativen Predatorengeriiche. Diese werden beispielsweise in Form
von getragenen Halsbandern, Fellteilen oder Exkrementen von Katzen eingesetzt (Dielenberg
& McGregor, 1999; File et al., 1993; Zangrossi & File, 1994). In der vorliegenden Arbeit
verursachte die Prédsentation des synthetischen Fuchsgeruchs als unkonditionierter,
olfaktorischer Stimulus eine deutliche Zunahme der Herzrate von Mausen uiber einen ldngeren
Zeitraum (~ 30 min). Die Dynamik dieses Herzratenanstiegs unterschied sich jedoch stark von
den Herzratenantworten wahrend des Novelty-Tests oder der Furchtkonditionierung. So
wurden nach olfaktorischer Stimulation keine maximalen Herzraten wie wahrend des Novelty-
Tests erreicht. Auch stieg die Herzrate verzogert und langsam an, wahrend sie bei der
Retention konditionierter Furcht augenblicklich auf maximale Werte anstieg. Daraus lasst

sich folgern, dass der olfaktorische Stimulus unter den verwendeten Versuchsbedingungen
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keine unmittelbare Furcht-auslosende Wirkung auf die Mause hatte. Ursache hierfur kann das
relativ langsame Aufkommen des Stimulus durch die Verteilung des Geruches in der
Versuchsapparatur sein. Aufgrund der lang anhaltenden Wirkung des Geruchs liegt jedoch die
Interpretation einer emotionalen Aktivierung der Mause mit einhergehender Aktivierung des
Sympathikus nahe. Weitere Versuche mit modifizierten experimentellen Bedingungen
(schnellere Luftzirkulation bei kleinerer Versuchskammer) und bei gleichzeitiger Messung
von Verhaltensantworten sind notwendig, um die Effekte olfaktorischer Stimuli auf

neuroautonome Regulation und Furchtreaktionen bei Mausen aufklaren zu konnen.

4.3 Endokrine Regulation bei auditorischer Furchtkonditionierung

Im Rahmen der Untersuchungen der durch die Retention konditionierter auditorischer
Furcht in Mdusen ausgelosten Veranderungen im Verhalten und der kardiovaskuldren
Funktion stellte sich die Frage, ob auch hormonale Verianderungen als Teil der umfassenden
systemischen Gesamtreaktion nachweisbar sind. Ubereinstimmend zentrales Merkmal einer
Stressreaktion ist die Aktivierung der HHN-Achse, die bei Mausen zu einer Erhohung des
Kortikosteronspiegels im Blut fuhrt (reviewed von Korte, 2001; Owens & Nemeroff, 1991;
Roozendaal et al., 1992). Es wird somit erwartet, dass die Retention konditionierter Furcht
auch eine Aktivierung der HHN-Achse auslost und somit eine akute Stressreaktion hervorruft.
Diese Erwartung bestétigte sich mit der Ermittlung erhohter Kortikosteronkonzentrationen im
Blut aversiv assoziierender M#use im Vergleich zu nicht-aversiv assozierenden Mause nach
Beendigung des Gedachtnistestes. Dies konnte schon 5 min nach Beginn der Tonprasentation
im Gedachtnistest demonstriert werden. Abbildung 4.2 zeigt den zeitlichen Verlauf der
kardiovaskularen und endokrinen Antworten wahrend der Retention konditionierter Furcht.
Die vermehrte Freisetzung von Kortikosteron kann somit durch die permissive Wirkung auf
Katecholamin-vermittelte Vasokonstriktion (Wuttke, 2000) mitverantwortlich fur den
massiven Blutdruckanstieg sein. Ein Beitrag zur Ton induzierten Tachykardie kann aufgrund
der langsamen Dynamik der HHN-Achse jedoch ausgeschlossen werden. Interessanterweise
wurden im gleichen Zeitfenster hohere Kortikosteronwerte nach dem Gedachtnistest als nach
dem Training ermittelt. Somit konnte mit Hilfe der Furchtkonditionierung beispielhaft gezeigt
werden, dass die Erinnerung an Stress auslosende Ereignisse zu Stressreaktionen fuhren kann,
die die eigentliche (unkonditionierte) Reaktion sogar noch ubertreffen konnen. Dies ist im

Hinblick auf humane psychologische Storungen wie Depression, Angstpsychosen und die
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Post-traumatische Belastungsstorung (post traumatic stress disorder: PTSD) bedeutungsvoll
(reviewed von Claes, 2004), bei denen erhdhte Kortisolspiegel im Blut und in der

Zerebrospinalflussigkeit gefunden werden .

CS Phase Maximum

4 -2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 90 92
Zeit [min]

Abb. 4.2: Schematische Darstellung des zeitlichen Verlaufs der HR-, MAP- und Kortikosteron-Antworten in Miusen vor-,

wiihrend und nach Retention konditionierter Furcht im Ton abhéingigen Geddchtnistest. Gestrichelte horizontale Linien

verdeutlichen basale bzw. maximale Werte. Das graue Feld zeigt Beginn und Ende der Ton-CS Phase an. CS=Konditionierter
Stimulus (Ton).

Gleichzeitig konnte nachgewiesen werden, dass auch die Prasentation eines nicht-
aversiv konditionierten Tons eine milde Aktivierung der HHN-Achse verursacht. AuB3erdem
fuhrt die Trainingsprozedur selbst bei unterlassener Elektroschock-Gabe zu massiver
Kortikosteron- Aktivierung ohne Unterschied zwischen CS und US und CS+US-Présentation.
Aufgrund der insgesamt geringen Kortikosteronkonzentrationen nicht aversiv assoziierender
Miuse und in Anbetracht ausbleibender Verhaltensanderungen und kardiovaskulédrer Furcht-
Antworten dieser Mause ist anzunehmen, dass die alleinige Prasentation des nicht aversiv
assozierenden CS im Gedéchtnistest keine belastende Stimulation darstellt.

CRF,-defiziente Mause wiesen, im Gegensatz zu ihren Wildtyp-Kontrollen, nach dem
Gediachtnistest keine erhohten Kortikosteronkonzentrationen im Blut auf. Dieses Ergebnis
bestatigt das in anderen Studien berichtete Fehlen der HHN-Achsen-Aktivierung bei diesen
Mziusen (Smith et al., 1998; Timpl et al., 1998), die mit mangelnder ACTH-Ausschuittung
aufgrund fehlender CRF-Vermittlung uber hypophysire CRF,-Rezeptoren erklart wird.
Gleichzeitig wurde deutlich, dass die neuroautonome Expression konditionierter Furcht
unabhéngig von der Aktivierung der HHN-Achse erfolgen kann. Zusammenfassend lésst sich
sagen, dass auditorische Furchtkonditionierung nicht nur als Paradigma fur Lernen und

Gedachtnis, sondern auch als Modell fur emotionale Belastung bzw. Stress dienen kann.
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4.4 Beitrag des CRF-Systems zu neuroautonomer Regulation

Eine Rolle fur CRF sowohl in der Regulation basaler kardiovaskularer Funktionen als
auch in der Modulation neuroautonomer Stress-Antwort wird seit langem diskutiert (Bale &
Vale, 2004; Heinrichs et al., 1995; Owens & Nemeroff, 1991; Parkes et al., 2001). Jedoch
konnten Experimente an CRF,-defizienten Mausen keinen Beitrag dieses Rezeptors zur
basalen und Furcht induzierten neuroautonomen Regulation der Herzrate nachweisen (Stiedl
& Meyer, 2002). Pharmakologische Studien konnten ebenfalls keinen Beitrag zentraler CRF,-
Rezeptoren zur Furcht induzierten Tachykardie nachweisen (Stiedl et al., 2005). In der
vorliegenden Arbeit wurden zusiatzliche Erkenntnisse iiber den Beitrag des CRF-Systems zu
basaler kardiovaskularer Regulation und zu neuroautonomen Furcht- und Stressreaktionen,

unter der Beruicksichtigung von Blutdruckeffekten, gewonnen.

Basale Regulation

Mit peripheren Injektionen selektiver peptidischer Agonisten konnte ein Beitrag von
CRF, und CREF, zur basalen Herzrate und Blutdruckregulation demonstriert werden. Der
Blutdruckabfall nach IP-Injektion der CRF,-Agonisten mUCNII und mUCNIII bestatigte eine
seit langem bekannte CRF-vermittelte Hypotension, vermutlich durch -Endorphin-abhédngige
Vasodilation (Fisher et al., 1983; Overton & Fisher, 1991; Richter & Mulvany, 1995). Die
einhergende Herzratenzunahme ist iber den Baroreflex-Feedback-Mechanismus erklarbar. In
derselben Weise lasst sich jedoch die durch intraperitoneale Injektion der CRF,-Agonisten
oCRF und Cortagine ausgeloste Tachykardie nicht interpretieren, da keine gleichzeitige
Hypotension erfolgte. Ein direkter Effekt der injizierten Liganden durch Aktivierung von
CRF,-Rezeptoren im Herzen (Hillhouse & Karteris, 2002; Kimura et al., 2002) ist nicht
auszuschlieBen. Hier sind weitergehende Experimente, z.B. mittels intravenoser Injektionen
notig, welche auf dem Weg des Blutkreislaufs direkten Zugang zum Herzen bieten, um die
den differentiellen kardiovaskularen Effekten der peripheren CRF,-und CRF,-Aktivierung
zugrunde liegenden Mechanismen aufzuklaren.

Die zentralnervosen Mechanismen der basalen kardiovaskuldren Regulation durch
CRF,-Aktivierung konnten im Rahmen dieser Arbeit noch nicht vollstandig aufgeklart
werden. Der Vergleich von basalen Herzraten und Herzratenvariabilitat sowie ihrer

Korrelation uiber den physiologischen Dynamikbereich zwischen CRF,-defizienten Méusen
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und Wildtyp-Kontrollen ergab keine Unterschiede. In Ubereinstimmung mit neuesten
Ergebnissen (Stiedl et al., 2005) konnte eine pharmakologisch vermittelte basale Bradykardie
uber CRF,-Aktivierung ermittelt werden. Aufgrund einer gleichzeitig erhohten
Herzratenvariabilitat (Abb.4.3) wird diese auf eine gesteigerte parasympathische Aktivitat bei
gleichzeitiger sympathischer Aktivierung zuruckgefuhrt, die als sympatho-vagaler
Antagonismus bezeichnet wird (Stiedl et al., 2005). Jedoch uberraschte der gleichzeitige
Abfall von Herzrate und Blutdruck nach Applikation hoher Dosen von oCRF. Dies kann mit
verringerter Auswurfleistung des Herzens infolge erniedrigter Herzraten erklart werden.
Jedoch ist dann die Postulierung einer zentralen Hemmung des Barorezeptor-Reflexes in
entsprechenden Hirnstammregionen (Nucleus Tractus Solitarius) notwendig, um die aus-
bleibende Gegenregulierung des Blutdrucks zu erkldren. In zusatzlichen Experimenten mittels
peripherer adrenerger Blockade bzw. Aktivierung konnen diese Hypothesen uiberpriift werden
(Ishii et al., 2001; Just et al., 2000; Peotta et al., 2001). Der im Vergleich zu der massiven
oCRF induzierten Tachykardie abgeschwichte Effekt nach ICV-Injektion von Cortagine
konnte jedoch auf einen CRF,-vermittelten Mechanismus des Blutdruckabfalls hinweisen, da
Cortagine eine hohere CRF,-Selektivitat bzw. geringere Affinitat zum CRF, als oCRF besitzt
(Tezval et al., 2004).

Bei CRF-transgenen Mausen mit CRF-Uberproduktion wurden leicht erhohte basale
Herzratenwerte und erniedrigte Herzratenvariabilitat ermittelt. Diese Effekte konnen jedoch
auf das geringere Korpergewicht dieser Mause infolge des, das Cushing’s Syndrom
auslosenden chronischen Hyperkortisolismus (Stenzel-Poore et al., 1992) zuruckgefuhrt
werden. Eine umgekehrt proportionale Beziehung zwischen Korpergewicht und Herzrate ist
bekannt (241*Korpergewicht®*; (Clark, 1927)). Die aufgrund der Gewichtsunterschiede
theoretisch um 11% erhohte Herzrate in CRFOE-Miausen im Vergleich zu Wildtypkontrollen
stimmt mit dem tatsachlich gemessenem Wert von 11% genau uberein. Ein deutlicher Effekt
von CRF-Uberproduktion auf basale neuroautonome Regulation konnte mit den

durchgefuhrten Analysen somit nicht belegt werden.

Emotionale Modulation

Uberraschenderweise konnte in Experimenten mit CRF,- und CRF,-defizienten Médusen

kein Beitrag dieser Rezeptoren zur emotionalen Modulierung neuroautonomer Funktion

ermittelt werden. Die Herzraten-Antworten wahrend der Konfrontation mit dem
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psychologischen Stressor (Crawley & Goodwin, 1980) einer neuen Umgebung (Novelty) und
Furchtkonditionierung, wie auch die Herzratenvariabilitat und die Korrelation von Herzrate
und Herzratenvariabilitat, zeigten keine Auffalligkeiten und unterschieden sich zudem nicht
zwischen CRF,- und CRF,-defizienten M4usen. Die fehlenden Unterschiede zwischen diesen
genetisch verdnderten Mausen und ihren Wildtyp-Kontrollen hinsichtlich ihres Verhaltens
wahrend des Novelty-Tests und der Furchtkonditionierung bestatigten dies. Diese Ergebnisse
stehen im Widerspruch zu Daten und Deutungen anderer Studien. So zeigten Ratten weniger
Freezing nach zentraler Applikation von CRF,-Antagonisten (Takahashi, 2001). Eine
abgeschwichte endokrine Stressantwort wurde bei CRF,-defizienten Mausen gefunden (Smith
et al., 1998; Timpl et al., 1998). Dies wurde in der vorliegenden Arbeit durch ausbleibende
Kortikosteron-Antworten von CRF,-defizienten Mausen in der Furchtkonditionierung
bestatigt. Dariber hinaus war erwartet worden, dass sich unterschiedliches Angstverhalten
von CRF,- (abgeschwichte Angst, Smith et al., 1998) und CRF,-defizienten Médusen
(verstarkte Angst, Kishimoto et al., 2000) auch in unterschiedlichen Herzraten-Antworten auf
emotionale Stimuli widerspiegeln wiirde. Das Fehlen dieser Unterschiede stellt die
vorgeschlagene wichtige Rolle fur CRF in der Modulation der neuroautonomen Antwort als
Bestandteil der akuten Belastungsreaktion in Frage und verdeutlicht, dass zwischen CRF
abhingigem Angstverhalten und neuroautonomen Furchtantworten keine einfache Beziehung
besteht. Diese Interpretation passt zu den Ergebnissen einer unverianderten konditionierten
Tachykardie nach zentraler Applikation von CRF-Rezeptor-Antagonisten (Stiedl et al., 2005).
Die physiologische Rolle von CRF bei der Regulation der kardiovaskularen Funktion bleibt
somit bislang unklar.

CRF-uberproduzierende Mause zeigten nicht die charakteristische Furcht induzierte
Tachykardie im Ton abhidngigen Gedachtnistest. Ein neuroautonomer Defekt oder eine
Abschwichung der emotionalen Responsivitat konnte als Ursache dadurch ausgeschlossen
werden, dass dieselben Méuse im Novelty-Test hohe Herzraten demonstrierten. Daher legen
die Ergebnisse einen kognitiven Defekt dieser Mause nahe, d.h. ohne korrekte Assoziation
von konditioniertem und unkonditioniertem Stimulus im Training wurde die konditionierte
Herzratenantwort nicht gezeigt. Diese Interpretation stimmt mit Ergebnissen verminderter
konditionierter auditorischer und kontextueller Furcht auf Verhaltensebene bei Méusen
(Groenink et al., 2003) mit ausschlieBlich zentraler CRF-Uberproduktion (Dirks et al., 2002)
uberein.

Eine mogliche Erklarung fur die CRF-unabhéngige akute neuroautonome Antwort auf

emotionale Stimuli bietet die Betrachtung der zeitlichen Dynamik einer solchen Reaktion.
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Eine plotzliche Konfrontation mit einer (potentiell) gefahrlichen Situation erfordert als
Vorraussetzung fur eine adiaquate Reaktion die sofortige Mobilisierung des Vermeidungs-
bzw. Verteidigungssytems. Bei Tieren mit hohem Feinddruck am unteren Ende der
Nahrungskette sollten diese uiberlebenswichtigen Mechanismen robust ausgebildet sein.
Zudem mussen diese auBerst schnell funktionieren, da die lebensentscheidenden Reaktions-
optionen unmittelbar zur Verfugung stehen mussen. Dafur sind schnelle Neurotransmitter-
Systeme eher geeignet als relativ langsamere G-Protein gekoppelte Signaltransduktionswege,
wie die von CRF. Die schnellsten in vitro Effekte von exogen appliziertem CRF werden
durch erhohte Aktionspotential-Raten in pyramidalen Neuronen von Hirnschnitten des
Hippokampus beobachtet (Aldenhoff et al., 1983; Blank et al., 2003), 10-20 s nach CRF
Applikation. Diese zeitliche Dynamik ist jedoch zu langsam, um augenblickliche Anpassung
an gefahrliche Situationen zu bewirken. Die konditionierte Tachykardie nach Tonprasentation
im Gedachtnistest (s.o.) erfolgt jedoch nach wesentlich kuirzerer Latenz und ist daher auf

direkte neurale Regualtionsmechanismen zuriickzufuhren.

Vergleich von CRF- und NPY-Effekten auf neuroautonome Regulation

Der Vergleich von zentralen CRF- und NPY-vermittelten kardiovaskularen Effekten
verdeutlicht gegensiatzliche Auswirkungen auf die neuroautonome Regulation. W#hrend
pharmakologische Aktivierung zentraler NPY- oder CRF-Rezeptoren gleichartige absolute
Herzraten bewirkte, ergaben sich erhebliche Unterschiede in der Herzratenvariabilitat, die
unter NPY-Wirkung sehr niedrig, unter CRF-Wirkung jedoch auffallend hoch war. Eine
niedrige Herzratenvariabilitdt reflektiert unter physiologischen Bedingungen einen erhohten
sympathischen bzw. erniedrigten parasympathischen Tonus, wahrend hohe Herzratenvaria-
bilitit einen erhohten parasympathischen, bzw. erniedrigten sympathischen Tonus anzeigt
(Stein et al., 1994). Die Korrelationsanalysen von HR (RR Intervall) mit HRV (RMSSD)
verdeutlichten, dass hohe Herzraten unter physiologischen Bedingungen mit niedriger
Herzratenvariabilitat einhergehen und somit durch sympathische Aktivierung und/oder
parasympathische Inhibition verursacht werden. Niedrige Herzraten korrelieren mit
gesteigerter Herzratenvariabilitat und werden von parasympathischer Aktivierung verursacht.
Indirekt lassen sich somit verschiedene, den unterschiedlichen NPY- und CRF-Effekten
zugrunde liegende Mechanismen erkennen: Die durch NPY verursachte niedrige

Herzratenvariabilitit bei gleichzeitig niedrigen Herzraten deuten auf eine zentral vermittelte
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Sympathikolyse hin, die sich in reduzierter Herzschlagfrequenz niederschlagt. Gleichzeitig
erfolgt keine erhohte Aktivierung des Parasympathikus (welche hohere Herzratenvariabilitat
verursachen wiirde), sondern vielmehr eine leichte Inhibition des parasympathischen Tonus
bei hoherer NPY-Dosierung (Tovote, 2001). Die von CRF verursachte hohe
Herzratenvariabilitat bei ebenfalls niedriger Herzrate weist daraufthin, dass hier eine zentrale
Aktivierung sowohl des parasympathischen als auch des sympathischen Nervensystems
erfolgt. Als Konsequenz der beiden unterschiedlichen Mechanismen ist die Ton induzierte
Tachykardie weitgehend unterdriickt, d.h. kann nicht gezeigt werden. Bei Menschen fuhrt die
intravendse Gabe von Noradrenalin zu einer gleichzeitigen Erhohung des parasympathischen
und sympathischen Tonus mit resultierender hoher Herzratenvariabilitat (Tulppo et al., 1998).
Diese Erhohung des sympatho-vagalen Antagonismus kann zu pathologisch erhodhter
Herzratenvariabilitiat fuhren, welche ein potentielle erhohtes Arrythmie-Risiko darstellt und
im Zusammenhang mit plotzlichem Herztod diskutiert wird (Zipes & Wellens, 1998).
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass eine wichtige tonische Rolle endogenen CRFs
bei basalen neuroautonomen Regulationsprozessen unwahrscheinlich erscheint. Auch an der
Modulation der neuroautonomen Antwort auf emotionale Stimuli scheinen CRF-Rezeptoren
nicht beteiligt zu sein. Die eindeutige pharmakologische Wirksamkeit von CRF und CRF-
Rezeptor-Agonisten hinsichtlich basaler neuroautonomer bzw. kardiovaskuldrer Regulation
deuten auf bestehende CRF-abhangige Mechanismen hin. Unter chronischen Stress-
Bedingungen konnten diese zur neuroautonomen Dysregulation beitragen und bei der

Entstehung kardiovaskularer Erkrankungen mitwirken (Stiedl et al., 2005).

4.5 Furchtantwort und Hippokampus

Verhaltensantworten bei Trace-Furchtkonditionierung

Mit Hilfe der Trace-Furchtkonditionierung und intrahippokampalen Injektionen des
NMDA-Rezeptor Antagonisten APV konnte ein Zeit abhingiger Beitrag des dorsalen
Hippokampus zur Gedachtnisbildung und zur Auspriagung der auditorisch konditionierten
Furchtantwort auf Basis der Inaktivitiat und Freezing nachgewiesen werden. Die unerlassliche
Rolle des dorsalen Hippokampus bei der Verarbeitung kontextueller Stimuli wurde bestatigt
(Bast et al., 2003; Kim et al., 1991; Stiedl et al., 2000). Zum ersten Mal wurde bei Mausen

gezeigt, dass funktionale NMDA-Rezeptoren im dorsalen Hippokampus nur bei einem
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spezifischen Zeitfenster des Trace-Intervalls von 15-30 s zur Assoziation von Ton-CS und US
notwendig sind. Andere Studien mit genetisch modifizierten Mdusen ermittelten
hippokampale Beitrdge zur auditorischen Trace-Furchtkonditionierung durch abgeschwichtes
Furchtverhalten schon bei kiirzeren Trace-Intervallen von 1-2.5 s (Crestani et al., 2002;
Holmes et al., 2002; Kinney et al., 2002). Da jedoch gleichzeitig kein abgeschwichtes
Furchtverhalten bei Kontext-Konditionierung gefunden wurde, konnten hierfur auch andere
Ursachen als die Dysfunktion des Hippokampus angenommen werden (Quinn et al., 2002).
Gleichartige Freezing und Inaktivititswerte von Miausen mit hippokampaler NMDA-
Rezeptor-Blockade wihrend des Trainings und Kontrollmdusen demonstrierten, dass bei
Trennung von CS und US durch langere Zeitfenster (45 s) diese nicht mehr miteinander
assoziiert wurden. Dies bestitigt friihere Ergebnisse in denen Trace-Intervalle von 45 s bzw.

60 s verwendet wurden (Paylor et al., 1994; Stiedl & Spiess, 1997).

Neuroautonome Antworten bei Trace-Furchtkonditionierung

Die Ton induzierte neuroautonome Furchtantwort bei Trace-Intervallen von 15 bzw.
30 s in Form der konditionierten Tachykardie wurde im Retentionstest allerdings trotz
Inhibierung des Hippokampus mit APV wiahrend des Trainings ausgelost. Diese
Hippokampus-unabhidngige Herzratenantwort wurde bereits in fritheren Studien im Delay-
Modus der Furchtkonditionierung, bei der CS und US direkt aufeinander folgen ermittelt
(Stiedl et al., 2000). Dennoch widersprachen diese Ergebnisse anfanglich der Arbeits-
hypothese von abgeschwichter bzw. fehlender Tachykardie (entsprechend der abgeschwicht-
en Verhaltensantwort) durch APV-Applikation im Training. Eine mogliche, wenn auch
triviale Erklarung fur diese zunachst widerspriichlichen Ergebnisse auf Verhaltens- und
neuroautonomer Ebene konnte die Tatsache unterschiedlicher verwendeter Mauslinien sein.
In den Verhaltensexperimenten wurden C57BL/6J-Mause getestet, in den Experimenten mit
Herzratenmessungen C57BL/6N-Miause. Eine generalisierte Furchtantwort wurde auf Basis
von Freezing, nicht jedoch durch Herzratenantworten in C57BL/6N M#éusen ermittelt (Stiedl
et al., 1999b).
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Neuronale Systeme emotionalen Gedachtnisses

Eine andere Erklarung fur die differierenden Ergebnisse auf Verhaltens- und
neuroautonomer Ebene betrifft die unterschiedlichen Messmethoden: So scheint die
neuroautonome Messung hinsichtlich konditionierter Furcht sensitiver als die
Verhaltensmessung zu sein. Das wiirde bedeuten, dass die Mause trotz Inhibierung des
dorsalen Hippokampus wiahrend des Trainings die Assoziation von CS und US in anderen
Hirnregionen formten, deren Erinnerung im Gedachtnistest dann Furcht ausloste (Abb. 4.3).
Die Intensitit der Emotion war stark genug, um eine Beschleunigung der Herzrate zu
bewirken, fuhrte jedoch nicht zu einer einhergehenden Verhaltensanpassung. Nur bei
intaktem Hippokampus fuhrten aversive Erinnerung und emotionale Aktivierung zu einer
charakteristischen Verhaltensantwort. Als zugrunde liegende Mechanismen konnen parallele,

Hirnareal abhédngige Prozesse der Gediachtnisbildung bei Trace-Furchtkonditionierung
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postuliert werden. Ein Prozess involviert den dorsalen Hippokampus insofern, als dass dort
wichtige Informationsverarbeitung fur die Assoziation von Ton-CS und US stattfindet. Dies
ist dann notwendige Vorraussetzung fur a) das Abrufen der aversiven Erinnerung und b) die
Expression der konditionierten Furcht auf Verhaltens-Ebene. Ein parallel ablaufender Prozess
erfolgt unabhangig vom dorsalen Hippokampus und involviert andere Hirnareale, die die
Assoziation von Ton-CS und US sicherstellen. Somit wird die aversive Erinnerung abgerufen
und mit Herzratenanstieg ausgedriickt, schldgt sich jedoch nicht in vermehrtem Freezing
nieder. Ein dhnliches Modell wurde auf Basis von Kontext abhangiger Furchtkonditionierung
und Hirnareal spezifischen Lédsionen bei Ratten postuliert (Antoniadis & McDonald, 2000).
Abbildung 4.3 zeigt das bei Furcht und Angst beteiligte neuronale Netzwerk. Neuro-
autonome Aktivierung wird demnach uber Amygdala, Hypothalamus und Hirnstammnuklei
wie dem Nucleus Tractus Solitarius, dem Parabrachialen Nukleus und dem Locus Coeruleus
vermittelt, wahrend Vermeidungsverhalten tiber Amygdala, Hippokampus und periaqui-
duktale graue Substanz vermittelt wird. Emotionale Ereignisse werden in der Amygdala als
implizite emotionale Erinnerungen prozessiert, wiahrend diese im Hippokampus als explizite
emotionale Erinnerung verarbeitet werden (Hamann, 2001). Gleichzeitig wird explizitites
emotionales Gedachtnis im Hippokampus durch die Aktivitit der Amygdala verstarkt
(Hamann, 2001; LeDoux, 2002). Es ist bekannt, dass implizite, eher unbewusste traumatische
Erinnerungen zur Aktivierung des autonomen Nervensystems fuhren (LeDoux, 1996). Die
vorliegenden Ergebnisse bestitigen diese Erkenntnisse und legen nahe, dass fur
Vermeidungsverhalten zusitzlich zu impliziten Erinnerungen auch explizites, Hippokampus

abhangiges emotionales Gedachtnis notwendig ist (Abb. 4.4).

emotionale Situationen
\ Abb. 4.4: Neuronale Systeme emotionalen
Geddchtnisses bei Trace-Furchtkonditionierung.
In traumatischen Situationen (Training) funk-
Amygdala- Hippokampus- ionieren Amygdala- (rote Pfeile) und Hippo-
System System kampus-System (blave Pfeile) parallel.
implizites Ged4chtnis explizites Gedichtnis Wiihrend der Retention konditionierter Furcht
(Gediichtnistest) werden beide Systeme
. reaktiviert. Wird die Verarbeitung des traumo-
tischen Erlebnisses (FuBschock) im Hippokam-

neuroautonome  Verhaltensreaktion: pus gestort, fehlt die explizite Komponente des
Mobilisierung: Freezing ) emotionalen Gedichtnisses, die fiir Vermeid-
L (4

Tachykardie Inaktivitit ungsverhalten notwendig ist. Die nur von
implizitem Gedichtnis abhiingige neuroauto-
nome Antwort ist davon unbeginflusst.
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Vergleichbarkeit von Freezing und Inaktivitat

Weitere Erkenntnisse dieser Studie wurden uber die Vergleichbarkeit von
lokomotorischer Aktivitit und Freezing gewonnen. So konnte mit Hilfe einer
Korrelationsanalyse die grundsatzlich gleiche Aussagekraft der beiden Messmethoden im
Bezug auf die Bewertung der Verhaltens-Furchtantwort unter den experimentellen
Bedingungen demonstriert werden. Freezing ist als stereotypisches Furcht bzw. Angst
anzeigendes Verhaltensmuster gut bekannt (Fendt & Fanselow, 1999). Jedoch bestehen
weiterhin divergierende Auffassungen uiber die exakte Definition dieses Verhaltens. Hierin
und in der Notwendigkeit der subjektiven Bewertung wahrend des Verhaltenstests liegen die
Schwiachen dieser ethologischen Messgrofle. Mit dem Einsatz automatisierter, objektiver
Messsysteme konnen diese potentiellen Quellen von Ungenauigkeit umgangen werden.
Jedoch stellen sich andere Probleme: Die objektiv quantifizierbare lokomotorische Aktivitat
ist nicht notwendigerweise Indikator fur die Intensitat von Furcht oder Angst. Auch andere
exo- oder endogene Faktoren wie z.B. unterschiedliche Verhaltensstrategien in
Stresssituationen (Koolhaas et al., 1999) oder pharmakologische Interventionen kdnnen
Lokomotion nachhaltig beeinflussen. Probleme ergeben sich vor allem bei pharmakolo-
gischen Auswirkungen auf das motorische System sowie das kardiovaskuldre System, die sich
auf die Lokomotionsaktivitat auswirken (z.B. niedriger Blutdruck, dopaminerge Inhibition).
Unter diesen systematischen Schwichen leiden auch andere Verhaltenstests wie der Elevated
Plus Maze, Morris Water Maze oder Porsolt-Test, deren Grundlage samtlich die indirekte
Messung lokomotorischer Aktivitat ist. Zumindest aber unter den experimentellen
Bedingungen der in der vorliegenden Arbeit und friheren Studien (Stiedl et al., 2003; Stiedl
et al., 1999a; Stiedl et al., 1999b; Stiedl & Spiess, 1997) erfolgten Furchtkonditionierung
konnte die Aktivitat als zuverlassige Messgrofle fur Furcht etabliert werden, unter der

Voraussetzung, dass Novelty induziertes Verhalten aktiv unterdriickt werden muss.

4.6 Bedeutung der Forschungsergebnisse und Ausblick

Epidemiologische Studien legen nahe, dass mentale bzw. emotionale Belastungen
Risikofaktoren fur kardiovaskulare Morbiditat und Mortalitat darstellen (Rosengren et al.,
1991; Ruberman et al., 1984). Die Ko-Morbiditat von psychischen Angst- oder Gemiits-
storungen und Kardiopathien wird beschrieben (Roose, 2001; Roose & Spatz, 1999), die



Diskussion 97

dieser Assoziation zugrunde liegenden Mechanismen sind jedoch noch unklar (Grippo &
Johnson, 2002). Furcht als emotional belastender Zustand wird auch in Zusammenhang mit
Stressreaktionen und psychischen Storungen gestellt (Rosen & Schulkin, 1998). Akute Stress-
Effekte sind beim Menschen sympathisch vermittelte Vasokonstriktion und Herzratenanstieg
(Benschop et al., 1994; Esler et al., 1995). Aufgrund experimenteller Limitationen existieren
nur wenige Informationen zu den zentralnervosen Mechanismen Stress induzierter
kardiovaskularer Antworten in Menschen (Soufer et al., 1998; Wilkinson et al., 1998).
Tiermodelle bieten die Moglichkeit, diese Prozesse eingehend zu untersuchen. Dabei sind
besonders psychologische, emotionale Stressoren wie Novelty, konditionierte Furcht oder
auch soziale Interaktion fur die potentielle Ubertragung der Ergebnisse auf den Menschen von
Bedeutung (van den Buuse et al., 2001). Allerdings sind hier differierende Auffassungen und
Definitionen zur Terminologie und den Mechanismen von Furcht und Angst zu beachten.
Hier spielen auch Schwierigkeiten bei der deutschen Ubersetzung der englischen Begriffe fear
und anxiety eine Rolle. In manchen Studien wird keine scharfe Trennlinie zwischen Furcht
und Angst gezogen (Fendt & Fanselow, 1999). Befunde aus anderen Studien zeigen jedoch,
dass die Amygdala, die zentrale Struktur bei der Verarbeitung konditionierter Furcht, in
verschiedenen Angsttests keine wichtige Rolle bei Angstverhalten spielt (Davis et al., 1997).
Die hierbei verwendeten Angsttests (z.B. Elevated Plus Maze) sind jedoch im Wesentlichen
aufgrund der Wirksamkeit klinischer, angstlosender Substanzen als Angstparadigmen
etabliert. Furcht wird jedoch ubereinstimmend als starker Stimulus-spezifisch charakterisiert,
wiahrend Angst von einer subjektiven Unsicherheit gegeniiber dem negativen Stimulus
gepragt ist (Cannistraro & Rauch, 2003). Dies trifft auch auf die klinische, bzw. auf den
Menschen bezogene Definition von Angst(storungen) als uberwiegend generalisierte,
abstrakte Prozesse zu. Dennoch weisen die Symptome von Furcht in Tiermodellen grof3e
Ahnlichkeiten mit Symptomen humaner Angststorungen auf (Davis et al., 1997). In der
vorliegenden Arbeit wurden ausschlieBlich explizite, d.h. akute Stimuli verwendet. Somit
wurde im Wesentlichen der Begriff Furcht anstelle von Angst gebraucht.

Mit Hilfe konditionierter und unkonditionierter Stressoren wurden die emotionale
Modulation kardiovaskuldrer Regulationsmechanismen sowie die Anpassungsreaktionen auf
Verhaltens- und hormonaler Ebene untersucht. Dabei wurden relativ stressfreie Ausgangs-
bedingungen durch den Einsatz telemetrischer Messtechnik ermoglicht. Die grundlegenden
Studien zur zeitlichen Auspriagung der verschiedenen Furcht induzierten Regulationsprozesse
demonstrierten die zeitliche Dissoziation von Herzraten und Blutdruckantworten wahrend der

Retention konditionierter Furcht und verdeutlichten die ausgeprigte Responsivitat und
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relative Uniformitit neuroautonomer Regulation gegeniiber emotional bedeutsamen externen
Stimuli. Bei zukunftigen Versuchen mit wiederholter Pridsentation eines emotional
bedeutsamen, d.h. aversiv konditionierten Kontextes, uber ldngere Zeitraume hinweg, sind
verschiedene Entwicklungen denkbar. Zum einen konnten die verhaltensmédBigen und
neuroautonomen Furchtantworten im Zuge eines umfassenden Desensibilisierungs- bzw.
Gewohnungsprozesses abgeschwicht werden, zum anderen konnte bei anhaltender mentaler
und physischer Belastung ein Zustand chronischen Stresses mit potentiell pathologischen
Folgen (Herz-Kreislauferkrankungen, Depression) eintreten. Andere Studien deuten in
verschiedene Richtungen: Wiahrend sich bei wiederholtem sozialem Stress bei Ratten die
Herzratenantworten abschwachen (Tornatzky & Miczek, 1994), wurden bei Novelty-Stress
keine Habituationen der kardiovaskuldaren Reaktionen ermittelt (Nijsen et al., 1998; van den
Buuse et al., 2001).

Es wird vermutet, das CRF eine ,,neurochemische Schnittstelle® zwischen Stress-
induzierten physiologischen Anpassungsprozessen, kardiovaskularer Dysregulation und
Psychopathologien sein konnte (Claes, 2004; Grippo & Johnson, 2002). So werden bei
depressiven Patienten und Patienten mit Post-traumatischer Belastungsstorung (PTSD)
erhohte CRF-Spiegel in der Zerebrospinalflussigkeit gefunden (Baker et al., 1999; Kasckow
et al., 2001; Nemeroff et al., 1984). Gleichzeitig ist bei diesen Patienten erhohte kardiale
Mortalitat belegt. Eine wichtige Rolle fur CRF bei der kardiovaskularen Regulation wihrend
akuten Stresses bzw. emotionaler Belastung konnte in der vorliegenden Arbeit nicht belegt
werden. Dennoch erscheinen aufgrund der pharmakologischen Wirksamkeit exogenen CRFs
solche CRF abhingigen kardiovaskuliaren Regulationsmechanismen zu existieren.
Weiterfuhrende Untersuchungen sollten daher den Auswirkungen von chronischem Stress auf

CRF-vermittelte Effekte nachgehen.
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5 Zusammenfassung

Externe Stimuli mit angeborenen oder erlernten aversiven Eigenschaften losten bei
Maiusen charakteristische somatomotorische-, neuroautonome- und endokrine Antwortmuster
aus. Unkonditionierte Stimuli wie kurzzeitige Beruhrung, die Erfahrung einer neuen
Umgebung (Novelty) oder die Prasentation synthetischen Fuchsgeruchs fuhrten zu einer durch
erhohten Sympathikotonus vermittelten Beschleunigung der Herzfrequenz (Herzrate) in Folge
gesteigerter lokomotorischer Aktivitat und emotionaler Aktivierung. Aversiv konditionierte
auditorische oder kontextuelle Stimuli resultierten in lokomotorischer Inhibition bzw.
Freezing, Herzraten- und Blutdruckanstieg und erhohter Kortikosteronkonzentrationen im
Blutplasma. Wahrend die Verhaltensanderungen und die Anpassung der Herzrate schnelle
zeitliche Dynamik zeigten, erfolgten Blutdruck und endokrine Antworten verzogert. Herzrate
und Blutdruck konnten somit als Indikatoren fur konditionierte Furcht mit zeitlich
dissoziierenden Antwortmustern charakterisiert werden. Die Retention konditionierter Furcht
resultierte in erhohten Kortikosteronwerten welche die unkonditionierte Kortikosteron-
reaktion ubertrafen. Daraus wurde geschlussfolgert, dass die auditorische Furchtkonditio-
nierung ein Modell fur akute emotionale Belastung bzw. Stress reprasentiert.

Die pharmakologische Aktivierung des Rezeptorsubtyps 1 des Kortikotropin-
freisetzenden Hormons (CRF,) im Zentralnervensystem (ZNS) fuhrte zu erniedrigten basalen
Herzraten, abgeschwichter konditionierter Tachykardie und pathologisch erhohter
Herzratenvariabilitat. Als zugrunde liegender Mechanismus wird ein erhohter sympatho-
vagaler Antagonismus vorgeschlagen, im Gegensatz zu einem abgeschwichten sympatho-
vagalen Antagonismus durch zentrale Aktivierung von Neuropeptid Y-Rezeptoren. Periphere
pharmakologische Aktivierung von CRF, fuhrte zu Herzratenanstieg bei unverandertem
Blutdruck, wahrend periphere Aktivierung von CRF, in Blutdruckabfall und vermutlich
Barorezeptorreflex-vermitteltem Herzratenanstieg resultierte. Bei CRF-uberproduzierenden
Mziusen wurden aufgrund einer fehlenden konditionierten Tachykardie im Ton abhangigen
Gedachtnistest, jedoch normalem Herzratenanstieg wiahrend des Novelty-Tests kognitive
Defizite hypothetisiert. Genetisch modifizierte M#use, denen funktionelle CRF, bzw. CRF,-
Rezoptoren fehlten, zeigten normales Verhalten und normale Herzratenantworten auf
emotionale Stimuli im Novelty-Test und in der Furchtkonditionierung. Die physiologische
Rolle endogenen CRFs bei der Regulation kardiovaskuldrer Funktionen bleibt somit unklar.

Ein wichtiger Beitrag von CRF zur akuten emotionalen Modulation neuroautonomer Funktion
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ist unwahrscheinlich, wahrend eine wichtige Rolle endogenen CRFs unter chronischen
Stressbedingungen nicht ausgeschlossen werden kann.

Auf Basis von Furcht induziertem Verhalten konnte ein Beitrag des dorsalen
Hippokampus zur Trace-Furchtkonditionierung festgestellt werden, wenn die zeitliche
Trennung (Trace) von konditioniertem (Ton) und unkonditioniertem (US) Stimulus 15-30 s
betrug. Aufgrund der trotz Inhibition hippokampaler NMDA-Rezeptoren unbeeinflussten
Herzratenantwort wurde auf parallele Gedédchtnisfunktionen auditorisch konditionierter

Furcht ruckgeschlossen.
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