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4 Summary

The present study investigated neurochemical mechanisms involved in motivating and
directing instrumental behavior. It is well known, that pavlovian stimuli previously paired
with food can markedly elevate the rate of food-reinforced instrumental responding. This
effect, termed Pavlovian-instrumental transfer (PIT), depends both on general activating and
specific cueing properties of Pavlovian stimuli. PIT critically depends on the amygdala and
nucleus accumbens and recent evidence suggest that the general activating properties of
Pavlovian stimuli are mediated by mesoaccumbens dopamine systems; however little is
known yet about the neurochemical basis of general PIT.

In experiment 1 we investigated the effects of a systemic blockade of NMDA and AMPA/KA
receptors on general PIT and locomotor activity. In this and all subsequent experiments rats
were trained to press a single lever for food, and the effect of a single Pavlovian stimulus
previously associated with the same food on performance of that lever was measured in
extinction. Results reveal that the competitive AMPA/KA receptor antagonist CNQX
(1.5mg/kg i.p) did not alter the overall rate of lever pressing and left PIT intact, i.e.
presentation of a Pavlovian stimulus significantly enhanced instrumental responding.
Furthermore, CNQX did not affect locomotor activity in an open field. The non-competitive
NMDA receptor antagonist dizocilpine (0.08 mg/kg i.p.) elevated the overall rate of lever
pressing but did not affect PIT. In addition, dizocilpine increased locomotor activity in an
open field. As an AMPA/KA and NMDA receptor blockade did not affect PIT, these data
indicate that ionotropic glutamate receptors do not mediate the general activating effects of
Pavlovian stimuli on instrumental behaviour. One possibility to explain these findings is that
the general form of PIT as tested here critically involves the CeN modulating midbrain
mesoaccumbens dopamine neurons by GABAergic projections.

In Experiment 2 we examined effects of transient VT A inactivation by direct microinjections
of a mixture of the GABA, and GABAg receptor agonists, muscimol and baclofen. Results
show that PIT was dose-dependently abolished by intra-VTA microinjections of
muscimol/baclofen. These results provide the first evidence that the VTA mediates general
PIT, probably as a part of a circuit comprising projections from CeN to midbrain
dopaminergic neurons.

Experiment 3 examined the role of intra-Acb dopamine receptors in general PIT. Specifically,
we investigated the effects of a selective dopamine D; and D, receptor blockade in the shell

and core subregion of the Acb on general PIT. Results reveal that PIT was reduced by
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microinjections of a selective dopamine D; receptor antagonist and, less pronounced, by
microinjections of a selective dopamine D, receptor antagonist into the NAC core or shell,
respectively. The present data demonstrates that a selective D; blockade and, less pronounced,
a D, receptor blockade both in the AcbC and AcbSh reduced general PIT. These findings
provide support to the notion that D; and D, receptor-mediated signaling in two major
subregions of the Acb mediates the excitatory impact of appetitive Pavlovian stimuli on
instrumental behavior.

Taken together, our findings suggest that motivating effects of pavlovian cues are mediated
by mesoaccumbens dopamine systems including the VTA and both core and shell subregion

of the Acb.
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5 Einleitung

5.1 Lernen

Unter Lernen versteht man die Fahigkeit eines Organismus das Verhalten aufgrund
erworbener Informationen aus der Umwelt so zu verdndern, dass es optimal angepasst ist.
Lernen ermoglicht somit eine flexible Reaktion auf Umweltreize und —verdnderungen
(Lexikon der Neurowissenschaft, 2000). Allgemein unterscheidet man zwei wichtige Formen
des Lernens, welche sich durch die Art der abgespeicherten Informationen voneinander
unterscheiden (Abb. 5.1). Beim Menschen wird unter deklarativem (explizitem) Lernen das
Abspeichern von Informationen iiber das eigene Leben sowie Sachwissen verstanden. Das
Erlernen dieser Gedéchtnisinhalte beruht auf bewussten kognitiven Prozessen und umfasst das
Lernen von Ereignissen (episodisches Lernen) und Fakten (semantisches Lernen). Es ist
zudem sehr flexibel und beinhaltet Assoziationen zwischen einer Vielzahl von Informationen
(Kupfermann und Kandel, 1996). Das Abspeichern von nicht-deklarativen (impliziten oder
prozeduralen) Gedichtnisinhalten hingegen ist eher reflexiver und automatischer Natur, und
sowohl die Bildung als auch der Abruf sind nicht unbedingt an bewusste Aufmerksamkeit
oder kognitive Vorgénge gebunden. Diese Form des Lernens erfolgt eher langsam, durch
viele Wiederholungen, und &ufBlert sich hauptsdchlich durch eine verbesserte Leistung bei
verschiedenen Aufgaben. Implizites Lernen umfasst den Erwerb von Fertigkeiten,
Gewohnheiten und Konditionierungen und ist starrer und fester an die Bedingungen gekniipft
unter welchen es erlernt wurde (Kupfermann und Kandel, 1996). Implizites Lernen kann
assoziativ oder nicht-assoziativ erfolgen. Nicht-assoziatives Lernen bewirkt eine
Verhaltensdnderung als Reaktion auch eine einmaligen oder wiederholte Konfrontation mit
einem bestimmten Reiz, welcher weder positive noch negative Konsequenzen hat. Im
taglichen Leben sind zwei Formen des nicht-assoziativen Lernens weit verbreitet: die
Habituation und die Sensitivierung. Unter Habituation wird eine Abnahme der
Reaktionsstirke auf einen wiederholt auftretenden neutralen Reiz verstanden. So wird
beispielsweise das Gerdusch regelmdBig vorbeifahrender Ziige mit der Zeit nicht mehr
wahrgenommen. Ein wichtiges Merkmal der Habituation ist, dass sie reizspezifisch ist, und
somit keinen Ermiidungsprozess, sondern einen eigenstdndigen Anpassungsprozel3 darstellt.
Obwohl regelmiBig vorbeifahrende Ziige nicht mehr wahrgenommen werden, wiirde das laute
Zuschlagen einer Tiir trotzdem eine Schreckreaktion auslosen. Bei der Sensitivierung handelt

es sich um eine Empfindlichkeitssteigerung und eine damit verbundene Verstirkung der
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Reaktion auf besonders intensive oder schéddliche Reize. So wird beispielsweise durch das
wiederholte Einwirken eines Schmerzreizes die ausgeloste Vermeidungsreaktion immer
starker. Nach einer Sensitivierung fiihrt auch ein schwacher Schmerzreiz, welcher zuvor keine
Verhaltensédnderung hervorgerufen hat, zu einer gesteigerten Reaktion. Dariiber hinaus kann
ein sensitivierender Reiz den Habituationseffekt autheben. Diesen Vorgang bezeichnet man
als Dishabituation (Kupfermann und Kandel, 1996; Mazur, 2004). Ein assoziativer
Lernvorgang umfasst die Bildung einer neuronalen Verkniipfung (Assoziation) zwischen
einem neutralen Reiz und einem zweiten Stimulus, der entweder positive oder negative
Auswirkungen auf den Organismus hat. Wenn der Organismus den zeitlichen Zusammenhang
der beiden Reize erkannt hat, reagiert er bereits auf den ersten Reiz in der Erwartung des
zweiten. Diese so genannte Konditionierung ist eine wichtige Form des assoziativen Lernens
(Lexikon der Neurowissenschaft, 2000), und kann in zwei besonders intensiv untersuchte
Formen unterteilt werden: die klassische Konditionierung und die instrumentelle (operante)
Konditionierung. In den nun folgenden Abschnitten werden diese beiden Formen des

assoziativen Lernens genauer erldutert.

Explizites Lernen
(deklarativ)

Implizites Lernen
(nicht-deklarativ)

Episodisches Lernen Semantisches Lernen E;l?:?ir;x:: Assoziatives Lernen Nicht-assoziatives Primi
(Ereignisse) (Fakten) 9 i Lernen riming
und Gewohnheiten
v \

Klassische Instrumentelle Habituati Sensitivi
Konditionierung Konditionierung abituation ensitivierung

Abbildung 5.1 Verschiedene Formen des Lernens. Modifiziert nach Mazur
(2004).

5.1.1 Klassische Konditionierung

Der Begriff der klassischen oder auch Pawlowschen Konditionierung wurde erstmals Anfang
des 20. Jahrhunderts von dem russischen Physiologen Iwan Petrowich Pawlow in die
Lernforschung eingefiihrt. Ausschlaggebend war die Beobachtung, dass Hunde bereits beim

Anblick von Nahrung oder des Experimentators mit vermehrtem Speichelfluss reagierten.

9



Einleitung

Grundsatzlich beruht die klassische Konditionierung auf der Paarung zweier Reize. Einer der
beiden Reize, der konditionierte Stimulus (conditioned stimulus; CS), ist alleine nicht dazu in
der Lage eine Reaktion hervorzurufen (z.B. Licht, Ton). Der zweite Reiz jedoch (z.B.
Nahrung), der unkonditionierte Stimulus (unconditioned stimulus; US), kann alleine eine
starke und zuverldssige Reaktion hervorrufen, die unkonditionierte Reaktion (unconditioned
reaction; UR) (z.B. Speichelfluss beim Anblick von Nahrung). Wird nun der CS wiederholt
zusammen mit dem US présentiert, kann nach einigen Paarungen der CS alleine die Reaktion

hervorrufen, welche normalerweise nur auf den US erfolgen wiirde. Diese erlernte Reaktion

Speichelfluss el & )

Jj yCH

Speichelfluss il )

Abbildung 5.2 Klassische Konditionierung. Bei der klassischen
Konditionierung wird eine Assoziation zwischen zwei Reizen ausgebildet. Zu
Beginn ist der CS (konditionierter Stimulus) noch nicht dazu in der Lage alleine
eine Reaktion hervorzurufen. Doch nach mehrmaliger Paarung mit einem US
(unkonditionierter Stimulus), welcher alleine eine UR (unkonditionierte Reaktion)
bewirkt, kommt es zu einer Assoziation zwischen CS und UR. Dadurch kann nun
der CS alleine eine Reaktion hervorrufen, welche nun als CR (konditionierte
Reaktion) bezeichnet wird. Modifiziert nach Zigmond et al. 1999.

10
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auf den konditionierten Stimulus wird auch konditionierte Reaktion (conditioned reaction;
CR) genannt (Abb. 5.2). Durch die klassische Konditionierung wird also eine Assoziation
zwischen dem CS und dem US hergestellt (Kupfermann und Kandel, 1996; Kandel et al.,
2000; Mazur, 2004). Dadurch wird es neuen Reizen ermdéglicht angeborenes
Antwortverhalten zu kontrollieren, indem Ereignisse in der Umgebung besser vorhergesagt
werden, und so eine optimale Anpassung des Verhaltens an verschiedene Situationen erfolgen
kann. Besitzt der US belohnende Eigenschaften (z.B. Nahrung) erfolgt eine appetitive
klassische Konditionierung, besitzt der US hingegen negative Eigenschaften (z.B. elektrischer
Impuls) spricht man von einer aversiven klassischen Konditionierung. Typischerweise stellt
die klassische Konditionierung ein Reiz-Belohnungs Lernen dar (stimulus-outcome; S-O),
wobei die Assoziation zwischen CS und US unabhingig vom Verhalten des Tieres ist.
Wihrend einer klassischen Konditionierung bildet der CS verschiedene weitere assoziative
Verkniipfungen aus (Cardinal et al., 2002a). Erstens konnen durch die CS-US Verkniipfung
die fiir den US typischen Reaktionen hervorgerufen werden. Diese werden in zwei Klassen
unterteilt: die vorbereitenden Reaktionen (preparatory responses), welche nicht spezifisch fiir
den US sind (z.B. Aufmerksamkeitssteigerung, Orientierung zum Reiz) und die
konsumatorischen Reaktionen (consummatory responses), welche fiir jeden US spezifisch
sind (z.B. Speichelfluss bei Futtergabe, Lidschluss bei einem Luftsto3). Zweitens kann der CS
mit einem emotionalen Zustand (representation of affect) assoziiert werden wie Furcht oder
die Erwartung einer Belohnung. Drittens geht der CS Assoziationen mit den spezifischen
sensorischen Eigenschaften (specific sensory properties) des US ein wie z.B.
Erscheinungsbild, Gerdusche, Geruch und Geschmack des US (Cardinal et al., 2002a;
Cardinal et al., 2003a). Eine optimale klassische Konditionierung kann nur dann erfolgen,
wenn eine hinreichende Kontiguitdt und Kontingenz zwischen CS und US gegeben ist. Die
Kontiguitdt beschreibt dabei die optimale zeitliche Néhe zwischen CS und US. Das CS-US
Intervall, welches zu einer optimalen Konditionierung fiihrt, liegt meist im Sekundenbereich
(200ms — 1000ms). Wird allerdings ein CS mit Ubelkeit gepaart, kann der CS dem US auch
um mehrere Stunden vorausgehen. Lange wurde die Kontiguitit als der wesentliche
Parameter der klassischen Konditionierung angesehen. Es zeigte sich allerdings, dass es fiir
eine erfolgreiche Konditionierung auch auf die Kontingenz (Regelhaftigkeit) von CS und US
ankommt. Als Kontingenz wird eine ,,Wenn-Dann“ Beziehung bezeichnet, welche die
Wahrscheinlichkeit ausdriickt, mit welcher ein US dem CS folgt. Je sicherer also ein CS das
Auftreten des US vorhersagt, desto hoher ist die Kontingenz. Zufillig auftretende CS und US

Paarungen besitzen nur eine geringe Kontingenz. Somit wird keine Assoziation zwischen
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beiden Reizen ausgebildet, auch wenn CS und US dabei zufillig in optimaler zeitlicher Nihe

zueinander auftreten, also die Kontiguitit gegeben ist (Beggs et al., 1999; Mazur, 2004).

5.1.2 Instrumentelle Konditionierung

Die instrumentelle oder auch operante Konditionierung wurde erstmals 1911 von Edward Lee
Thorndike beschrieben. Thorndikes urspriingliches Interesse galt der Erforschung der
tierischen Intelligenz. Fiir seine Untersuchungen setzte er Katzen in spezielle Kéfige (puzzel
boxes), und beobachtete wie lange die Katzen benotigten den Mechanismus zu aktivieren und
sich aus dem Kaifig zu befreien. Thorndike glaubte, dass die Katzen nach einigen
Versuchsdurchldufen die Aufgaben nicht besser 10sten weil sie den Mechanismus verstanden
hatten, sondern weil sie nach dem Prinzip des Versuch-und-Irrtums lernten. Auf dieser Basis
formulierte er das ,,Gesetz des Effektes™ (law of effect), welches folgendes besagt: folgt in der
Gegenwart eines Reizes (z.B. einer bestimmten Situation) einer Reaktion eine positive
Konsequenz (Belohnung), wird die Assoziation zwischen dem Reiz und der Reaktion
verstirkt. Folgt der Reaktion allerdings eine negative Konsequenz (Bestrafung), wird die
Assoziation zwischen Reiz und Reaktion abgeschwicht. Thorndikes ,,Gesetz des Effektes™
beinhaltet also Reiz-Reaktions (stimulus-response; S-R) Lernen, wobei die Konsequenz der
Reaktion (Belohnung, Bestrafung) kein Bestandteil der Assoziation darstellt. Sie dient
lediglich dazu, die Reiz-Reaktions Verkniipfung zu stirken oder zu schwichen (Mazur, 2004;
Domjan, 2010). In diesen Uberlegungen von Thorndike wurzelte die Lerntheorie des
amerikanischen Psychologen und Verhaltensforschers Burrhus Frederic Skinner, welcher
1930 den Begriff der operanten Konditionierung priagte. Skinner nahm an, dass ein Verhalten
umso héufiger ausgefiihrt wird je konsequenter es verstirkt (belohnt) wird, und dass eine
Belohnung am effektivsten wirkt, wenn sie unmittelbar auf das gewiinschte Verhalten folgt.
Skinner erweiterte damit das Reiz-Reaktions Modell von Thorndike, bei dem lediglich
vorausgehende Reize eine bestimmte Reaktion auslésen, und postulierte, dass das Verhalten
in Verbindung mit dem ihm nachfolgenden Ereignissen (z.B. Belohnung) steht, also eine
Handlungs-Ergebnis Beziehung (action-outcome,; A-O) gebildet wird (Mazur, 2004; Domjan,
2010) (Abb. 5.3). Die instrumentelle Konditionierung ist deutlich motivationsabhingig, denn
ein hungriges Tier ist bereit wesentlich intensiver fiir eine Futterbelohnung zu arbeiten als ein
sattes. Ein solches, durch Motivation gesteuertes, instrumentelles Verhalten wird auch als
zielgerichtetes Verhalten bezeichnet, wenn zwei Kriterien erfiillt sind: (1) das Wissen um die
instrumentelle Kontingenz zwischen einer Handlung und dem daraus resultierenden Ergebnis

(4-0 contingency) und (2) das Ergebnis muss ein erstrebenswertes Ziel sein (Dickinson und
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Balleine, 1994; Cardinal et al., 2002a). Die meisten Handlungen sind ,,gewollt und damit
zielgerichtet. Allerdings kann durch ausgedehntes Training ein zielgerichtetes Verhalten in
eine durch Reiz-Reaktion gesteuerte Gewohnheit (S-R habit) iiberfiihrt werden. In dieser
Assoziation ist das aus der Handlung resultierende Ergebnis nicht mehr repriasentiert. Somit
wird auch das Verhalten durch eine verdnderte Wertigkeit des Ergebnisses nicht beeinflusst;

es ist habituell und unflexibel geworden.

Abbildung 5.3 Instrumentelle Konditionierung. Bei der instrumentellen
Konditionierung wird eine Assoziation zwischen einer Handlung und einem
Ergebnis gebildet. Nur durch eigenes aktives Verhalten (z.B. Driicken des Hebels)
kann ein Ergebnis (z.B. Futterbelohnung) erzielt werden. Daher wird die
instrumentelle Konditionierung auch als action-outcome Lernen bezeichnet.
Modifiziert nach Domjan (2010).

5.1.3 Klassisch-Instrumenteller Transfer

Zu Beginn des 20. Jahrhunderts glaubte man, dass sowohl die klassische Konditionierung als
auch die instrumentelle Konditionierung einem gemeinsamen Lernprinzip unterliegen. Die
beiden polnischen Biologen Jerzy Konorski und Stefan Miller postulierten 1928 als erste, dass
beiden Lernmodellen auch unterschiedliche assoziative Prozesse zugrunde liegen. Sie
glaubten, dass ein instrumentelles Verhalten nicht mit Hilfe einer klassischen Konditionierung
erlernt werden kann, dass jedoch klassisch konditionierte Reaktionen instrumentelles Handeln
beeinflussen konnen, und begriindeten die ,,two-process learning theory*. Sie griffen damit
den amerikanischen Psychologen Orval Hobart Mowrer (1947) und Kenneth Wartinbee
Spence (1956) voraus, welche die Theorie vertraten, dass klassisch erlernte Reaktionen einen
internen motivationalen Status hervorbringt, welcher wiederum Einfluss auf das
instrumentelle Verhalten nehmen kann (aus Rescorla und Solomon, 1967). William Kaye
Estes (1948) zeigte als erster, dass ein CS, welcher zuvor mit einer Futtergabe gepaart wurde,
eine instrumentelle Handlung verstirkt, welche ebenfalls zuvor mit einer Futtergabe belohnt
wurde. Dieser FEinfluss von klassisch konditionierten Reizen auf die Intensitit von

instrumentellem Verhalten wird heute als Klassisch-Instrumenteller Transfer (paviovian to
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instrumental transfer;, PIT) bezeichnet und beruht vermutlich auf zwei grundlegenden
Mechanismen (Cardinal et al., 2002a) (Abb. 5.4). Zum einen geht von einem CS ein

genereller motivierender Effekt aus. Wenn also ein CS eine Belohnung voraussagt, welche

1.Phase 2.Phase
Klassische Konditionierung Instrumentelle Konditionierung

3.Phase
Klassisch-Instrumenteller Transfer

Transfer
Effekt

Hebeldriicke / min
N
l

ohne CS+ mit CS+

Abbildung 5.4 Klassisch-Instrumenteller Transfer. Der Klassisch-Instrumentelle
Transfer wird Ublicherweise in drei Phasen unterteilt. Die erste Phase besteht aus einer
klassischen Konditionierung, mittels derer eine Assoziation zwischen einem CS (Licht)
und der darauffolgenden Belohnung (Futterpellet) gebildet wird. In der zweiten Phase
erfolgt eine instrumentelle Konditionierung und damit die Assoziation zwischen einer
Handlung (Hebeldruck) und dem daraus resultierenden Ergebnis (Futterpellet). In der
abschlieBenden dritten Phase (Testphase) wird nun der Einfluss des klassisch
konditionierten CS auf die instrumentelle Handlung getestet. In dieser Phase kann nun
beobachtet werden, dass die Tiere in Abwesenheit des CS etwa drei Hebeldriicke pro
Minute ausflihren, wohingegen eine Prasentation des CS die Hebeldruckrate auf sechs
Hebeldriicke pro Minute ansteigen lasst. Die Differenz zwischen diesen beiden Werten
wird als Transfereffekt bezeichnet, da diese Steigerung alleine auf den
motivationssteigernden Einfluss des klassisch konditionierten CS auf die instrumentelle
Handlung zurickzufihren ist.
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A Genereller PIT

Klassische Instrumentelle Transfer
Konditionierung Konditionierung Test
S1=>B1 R1=>B1 R1 => 3 Hebeldrticke

S1+ R1=> 6 Hebeldriicke

61 0 g - ------
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Transfer

Hebeldriicke

R1 S1+R1
B Spezifischer PIT
Klassische Instrumentelle Transfer
Konditionierung Konditionierung Test
S1=>B1 R1=>B1 R1+ R2 => R1:3 Hebeldriicke
S2=>B2 R2 => B2 R2:3 Hebeldriicke

S1+R1+ R2=> R1:6 Hebeldriicke
R2:3 Hebeldriicke

S2 +R1 + R2 => R1:3 Hebeldriicke
R2:6 Hebeldriicke

6+ e -
54 Spezifischer
-+ Transfer

Stimulus /

Hebeldriicke

Handlung R1 R2 ‘ R1

Abbildung 5.5 Ubersicht iiber den generellen und spezifischen PIT. (A) Beim
generellen PIT wird wahrend der klassischen Konditionierung die Assoziation zwischen
einem Stimulus (S1: Ton) und einer Belohnung (B1: Futterpellet) hergestellt. In der
anschlieBenden instrumentellen Konditionierung wird das Ausflihren der
instrumentellen Handlung (R1: rechter Hebel) mit derselben Belohnung (B1) belohnt.
Im abschlieBenden Transfer Test kann durch die Prasentation des CS (S1) eine
Erhéhung der Hebeldruckrate von 3 auf 6 Hebeldriicke beobachtet werden. (B) Der
spezifische PIT beruht auf der Verwendung von zwei Stimuli (S1: Ton, S2: Rauschen),
zwei Belohnungen (B1l: Futterpellet, B2: Zuckerwasser) und zwei instrumentellen
Handlungen (R1: rechter Hebel, R2: linker Hebel). Wahrend des Transfer Tests flihrt
die Prasentation von Stimulus S1 zu einer Erhéhung der Hebeldruckrate des rechten
Hebels (R1), da beide mit derselben Belohnung (B1l) assoziiert sind. Eine starkere
Betatigung des linken Hebels (R2) erfolgt ausschlieBlich durch die Prdasentation von
S2, da auch hier eine Assoziation mit derselben Belohnung (B2) vorliegt.
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dem Tier in seinem momentanen motivationalen Zustand erstrebenswert erscheint, dann kann
das instrumentelle Antwortverhalten erhoht sein, auch wenn das Tier fiir eine vollig andere
Belohnung arbeitet (Balleine, 1994). So kann beispielsweise, bei einem durstigen Tier, ein CS
welcher fir die Gabe von Zuckerlosung steht einerseits die instrumentelle
Handlungsbereitschaft fiir Zuckerwasser erhdhen, aber auch die Handlungsbereitschaft fiir
Futterpellets (Dickinson und Dawson, 1987). Dieser Effekt wird als konditionierte Motivation
(conditioned motivation) oder auch als eine generelle Steigerung der Motivation (general
motivational arousal) bezeichnet (Rescorla und Solomon, 1967; Corbit und Balleine, 2005).
Dariiber hinaus kann ein CS auch selektiv wirken, indem er die Erinnerungen an die
spezifischen sensorischen Eigenschaften (sensory-specific properties) der Belohnung aktiviert
und so gezielt die instrumentelle Handlung verstirkt, welche fiir die gleiche Belohnung wie
der CS selbst steht. Ein CS, welcher also den Erhalt von Zuckerwasser vorhersagt, steigert das
Antwortverhalten fiir Zuckerwasser deutlich, nicht jedoch das Antwortverhalten fiir
Futterpellets (Cardinal et al., 2002a). Obwohl auch ein spezifischer CS generelle appetitive
Wirkungen hat, erhdht er nicht das instrumentelle Antwortverhalten fiir die jeweils andere
Belohnung. Denn bei einem selektiv wirkenden CS sind die spezifischen Informationen,
welche durch den CS iibermittelt werden, stirker motivierend als die generellen
motivierenden Eigenschaften. Manchmal werden sogar andere Antwortverhalten unterdriickt,
welche nicht fiir dieselbe Belohnung stehen. Allerdings ist dieser inhibitorische Einfluss auf
das Antwortverhalten noch kaum erforscht.

Basierend auf den allgemein motivierenden und den spezifisch aktivierenden Effekten,
welche von einem CS ausgehen konnen, haben Corbit und Balleine (2005) die Existenz von
zwei unterschiedlichen Formen des PIT postuliert. Durch spezielle Trainingsprozeduren kann
nun entweder die eine oder die andere Form hervorgebracht werden. Dabei beruht die
generelle Form des PIT auf einer generellen Motivationssteigerung durch den appetitiven CS,
und wird durch eine Trainingsprozedur hervorgebracht in der nur eine einzige instrumentelle
Handlung (z.B. driicken des rechtern Hebels) moglich ist. Im Gegensatz dazu beruht die
spezifische Form des PIT auf den durch den CS ausgelsten spezifischen sensorischen
Eigenschaften der Belohnung, und wird durch eine Trainingsprozedur begiinstigt in der
mehrere instrumentelle Handlungen (z.B. driicken des rechten oder linken Hebels) moglich

sind, also eine Wahlsituation besteht (Abb. 5.5).
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5.2 Motivation

Unter Motivation (lat. motivum = Beweggrund) versteht man das Verlangen ein Verhalten in
Gang zu setzen bzw. es aufrecht zu erhalten, die Richtung oder Intensitdt des Verhaltens zu
dndern und das Wihlen unter verschiedenen Modglichkeiten zu leiten (Lexikon der
Neurowissenschaft, 2000). Verschiedene Motivationszustinde dienen dem Uberleben des
Individuums. Sie ermoglichen zum einen eine Anpassungen an externe Reize wie
beispielsweise eine drohende Gefahr oder ein guter Futterplatz, aber auch an korperinterne
Zustinde wie Hunger oder Durst (Robbins und Everitt, 1999b; Berridge, 2004). Aber warum
entscheiden wir uns zu verschiedenen Zeiten verschiedene Dinge zu tun, oder warum suchen
wir bestimmte Dinge zu bestimmten Zeiten auf? Um diese Fragen genauer zu verstehen
wurden im Laufe der letzten Jahrzehnte verschiedene Motivationskonzepte entwickelt. Eines
der Altesten ist das Modell des homdostatischen Antriebs (homeostatic drive). Dabei wird,
vergleichbar mit einem Zimmerthermostat, der aktuelle physiologische Zustand fortlaufend
mit dem erwiinschten Sollwert verglichen, und bei Abweichungen ein Korrekturmechanismus
aktiviert. Durch diesen Regelkreis wird beispielsweise infolge von Glukosemangel im Blut
Hunger ausgeldst, was wiederum die Motivation zu Essen erhoht, und so der Istwert wieder
eingestellt wird. Auch das hydraulische Konzept zur Steuerung der Motivation (hydraulic
model of motivational drive) von Konrad Lorenz reguliert das Verhalten anndhernd
homoostatisch (Lorenz und Leyhausen, 1973) (Abb. 5.6). Allerdings konnen diese Modelle
die Steuerung von Motivation nicht hinreichend erkldren, denn bei Hunden beispielsweise
reduzierte die intravendse Applikation einer hochkalorischen Lésung wieder Erwarten nicht
das Fressverhalten, obwohl der homdostatische Antrieb zu Essen dadurch verringert wurde
(Turner et al., 1975). Daher wurden alternative Motivationskonzepte entwickelt wie z. B. die
reizgesteuerte Motivation (incentive' motivation theorie). Die Psychologen Robert Bolles,
Dalbir Bindra und Frederick Toates entwickelten gemeinsam ein sehr niitzliches
Motivationskonzept, welches spédter von Anthony Dickinson und Bernard Balleine
aufgenommen und weiterentwickelt wurde. Bolles war der Auffassung dass Motivation nicht
durch eine Verdnderung des Antriebs bedingt ist, sondern durch eine erlernte und
reizgesteuerte Erwartungshaltung (incentive expectancy) hervorgerufen wird. Dabei 16st ein
CS die Erwartung einer bestimmten hedonischen Belohnung (hedonic® reward) aus. Bindra
erweiterte Bolles Konzept indem er postulierte dass der CS nicht nur die Erwartung einer

hedonischen Belohnung ausldst, sondern auch denselben motivationalen Zustand wie die

! engl. incentive = Anreiz, aus dem lat. incentivus = anregend, reizend
2 engl. hedonic = Lust, aus dem griech. hedone = Lust, Freude abgeleitet
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Belohnung selber hervorruft. Dariiber hinaus war Toates der Meinung, dass physiologische
Antriebszustinde die Motivation hauptsidchlich dadurch beeinflussen, indem sie die
hedonische Wirkung (hedonic value) und den Anreizwert (incentive value) der Belohnung
und des belohnungspriadiktiven Stimulus modulieren. Durch dieses Zusammenwirken von
reizgesteuerten Erwartungen und intrinsischen Antriebszustinden kann zielgerichtetes

Verhalten flexibel gesteuert werden (Berridge, 2001, 2004).
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Abbildung 5.6 Hydraulisches Modell zur Motivationssteuerung. Interne
physiologische Signale wie die Sekretion von Hormonen, Aktivierung von Rezeptoren
oder neuronale Aktivitat akkumulieren sich in einem Antriebs-Reservoir. Steigt der
interne Antrieb erhéht sich auch der Druck auf das Abflussventil. Wird der interne
Druck zu groB offnet sich das Ventil und der Uberschiissige Druck wird als ein
Verhaltensmuster abgebaut, wobei das Verhaltensmuster 1 als erstes ausgelést wird.
Je groBer der Druck, und damit der ausstromende Antrieb, ist desto groBer ist die
Wahrscheinlichkeit dass die Verhaltensmuster 2 und 3 ebenfalls ausgeldst werden.
Zusétzlich kdnne externe Reize die Offnung des Ventils beeinflussen. In Lorenz Model
interagiert also interne Antriebsstarke mit externen Reizen um motiviertes Verhalten
zu erzeugen. Modifiziert nach Lorenz und Leyhausen (1973).
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5.3 Der Motivationsschaltkreis

Mitte der 50er beobachteten James Olds und Peter Milner, dass Ratten schnell lernten einen
Hebel zu bedienen, wenn jedem Hebeldruck eine elektrische Reizung bestimmter
Hirnregionen folgte (Olds und Milner, 1954). Die Tiere waren sogar bereit den Hebel bis zur
volligen Erschopfung zu bedienen, und vernachldssigten dabei andere Bediirfnisse wie
Hunger oder Durst. Eine solche intrakraniale Selbstreizung (intracranial self-stimulation;
ICSS) scheint eine belohnende Wirkung zu haben, dhnlich wie natiirlich vorkommende
verstiarkende Reize in einem bestimmten Antriebszustand (beispielsweise Nahrung in einem
hungrigen Zustand). Durch die Zusammenfassung aller Hirnregionen, welche die intrakraniale
Selbstreizung vermitteln, wurde erstmals ein neuronales Netzwerk beschrieben, welches der

Vermittlung von motiviertem Verhalten dient. In der Literatur werden fiir dieses Netzwerk
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Cortex Thalamus
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Abbildung 5.7 Motivationsschaltkreis. Der Motivationsschaltkreis ist an der
Wahrnehmung von Belohnungen und [Initiation adaptiver, zielgerichteter
Verhaltensweisen beteiligt. Der Nucleus accumbens erhalt sowohl glutamaterge,
dopaminerge als auch GABAerge Efferenzen und nimmt daher innerhalb dieses
Netzwerkes, als Schnittstelle zwischen limbischen und motorischen Strukturen, eine
zentrale Rolle ein. Als Teil der Basalganglien stellt das ventrale Pallidum die primare
Ausgangsstruktur zu motorischen Systemen dar. Modifiziert nach Kalivas und
Nakamura (1999).
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verschiedenste Bezeichnungen verwendet: limbisch corticostriatale Funktionsschleife (/imbic
corticostriatal loop) (Cardinal et al., 2002a), limbisch striatal-pallidaler Schaltkreis (/imbic
striatal-pallidal circuitry) (Robbins und Everitt, 1996), Belohnungssystem (reward system)
oder Motivationsschaltkreis (motive circuit) (Kalivas und Nakamura, 1999), je nachdem ob
funktionelle oder strukturelle Merkmale betont werden sollen. Im folgenden wird der Begriff
Motivationsschaltkreis von Kalivas und Kollegen (1999) verwendet, um die funktionellen
Merkmale dieses neuronalen Netzwerkes stirker hervorzuheben. Die wichtigsten Strukturen
des Motivationsschaltkreises sind der Nucleus accumbens (Acb) und die Amygdala im
Vorderhirn, das ventrale tegmentale Areal (VTA) im Mittelhirn, sowie der prafrontale Cortex

(PFC), der mediodorsale Thalamus und das ventrale Pallidum (VP) (Abb. 5.7).

5.3.1 Nucleus Accumbens

Der Acb ist Teil des ventralen Striatums welches zu iiber 95% aus mittelgrof3en
dornentragenden Projektionsneuronen (medium sized spiny neurons; MSN) besteht (Abb. 5.8).

Diese konnen wiederum in zwei Kategorien unterteilt werden: die erste Gruppe enthilt den
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Abbildung 5.8 Accumbales Projektionsneuron. Striatale medium sized spiny neurons
(MSN) besitzen in alle Richtungen ausgedehnte, weit verzweigte Dendritenbdume.
Glutamaterge Afferenzen aus dem PFC bilden Synapsen auf den Kopfchen der
dendritischen Dornen (spines) aus, wohingegen die dopaminergen Axone aus der VTA
vermehrt am Hals der Dornen enden. Durch diese Co-Lokalisation sind die accumbalen
Projektionsneurone ein Hauptintegrationsort fir den modulatorischen Einfluss von
Dopamin auf glutamaterge corticale Afferenzen. Modifiziert nach Hyman und Malenka
(2001).

PFC, Prafrontaler Cortex; ACB, Nucleus accumbens; VP, ventrales Pallidum; MDT,
Mediodorsaler Thalamus; PAG, Zentrales Héhlengrau; VTA, Ventrales tegmentales Areal;
LC, Locus coeruleus.
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Neurotransmitter y-Amminobuttersdure (GABA) und die Neuropeptide Substanz P und
Dynorphin als Cotransmitter, wihrend die zweite Gruppe den Neurotransmitter GABA und
Enkephalin als Cotransmitter exprimiert. Die iibrigen Neurone des ventralen Striatums
bestehen aus cholinergen und einer Reihe von GABAergen Interneuronen. Der glutamaterge
Eingang des Acb stammt hauptsdchlich aus corticalen Regionen wie dem PFC, dem
anterioren Cingulum (ACC) und parahippocampalen Arealen (Subiculum und entorhinaler
Cortex), aber auch aus der Amygdala und dem Hippocampus. Inhibitorische GABAerge
Afferenzen des Acb haben ihren Ursprung im VP und dopaminerge Signale stammen aus der
VTA und der Substantia nigra pars compacta (SNc). Serotonerge Projektionsfasern erreichen
den Acb aus dem dorsalen Teil des Raphe Kerns. Die Efferenzen des Acb erreichen das VP,
den Globus pallidus (GP), die VTA und die SNc¢ (Heimer et al., 1991; Setlow, 1997;
Groenewegen und Trimble, 2007) (Abb. 5.9). Unter allen Hirnarealen, welche an der
Verarbeitung von Motivation beteiligt sind, nimmt der Acb eine Sonderstellung ein, da er
einerseits starke Afferenzen aus Bereichen des limbischen Systems wie zum Beispiel dem
Hippocampus oder der Amygdala erhélt. Andererseits sendet er Efferenzen zu motorischen
Strukturen wie dem VP oder der Substantia nigra (SN). Damit stellt der Acb eine wichtige
neurale Schnittstelle zwischen motivationalen bzw. emotionalen Hirnarealen und
motorischen Kerngebieten dar, weshalb er auch als limbisch-motorische Schnittstelle
(limbic-motor interface) bezeichnet wird (Mogenson et al., 1980; Groenewegen et al., 1996).
Aufgrund von anatomischen wund histochemischen Gesichtspunkten, sowie der
unterschiedlichen Organisation der afferenten und efferenten Verbindungen, kann der Acb
zusitzlich in einen inneren Kernbereich (core; AcbC) und eine aussenliegende Schale (shell;
AcbSh) untergliedert werden (Zahm und Brog, 1992; Cardinal et al., 2002a; Groenewegen und
Trimble, 2007). Dabei entspricht der AcbC mehr dem dorsalen Striatum, welches
hauptséchlich zum VP projiziert. Die AcbSh hingegen innerviert auch subcorticale Areale wie
den lateralen Hypothalamus (LH) oder das zentralen Hohlengrau (PAG), und ist somit auch
an der Kontrolle von ungelerntem Verhalten beteiligt (Cardinal et al., 2002a).

Der Acb libernimmt eine zentrale Rolle bei der Modulation von ungelernten Verhaltensweisen
(z.B. Nahrungsaufnahme, defensives Verhalten und Fortbewegung), erlernten
Verhaltensweisen sowie von instrumentellem Verhalten, wobei eine funktionelle Trennung
zwischen AcbC und AcbSh vorgenommen werden kann. Ganz generell gilt, dass der AcbC
hauptsédchlich den Einfluss von konditionierten Reizen auf das Verhalten moduliert, wahrend
der AcbSh vermehrt auf unkonditionierte Reize anspricht und ungelerntes Verhalten steuert.

Bei der Vermittlung von motivierenden Effekten natiirlicher Belohnungen oder auch
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Abbildung 5.9 Efferenzen und Afferenzen des Nucleus accumbens.
Schematische Ubersichtszeichnung am Beispiel eines menschlichen Striatums.
Modifiziert nach Groenewegen und Trimble (2007)

AcbC, Nucleus accumbens core; AcbSh, Nucleus accumbens shell; Amyg, Amygdala;
GPi, Globus Pallidus interna; HIPP, Hippocampus; LH, Lateraler Hypothalamus; PAG,
Zentrales Hohlengrau; PFC, Prafrontaler Cortex; SNc, Substantia nigra pars compacta;
SNr, Substantia nigra pars reticulate; VP, Ventrales Pallidum; VTA, Ventrales
tegmentales Areal.

Suchtmitteln kommt besonders der dopaminergen Innervation des Acb eine entscheidende
Rolle zu (Berridge und Robinson, 1998; Cardinal et al., 2002a), weshalb sich die folgenden
Ausfiihrungen hauptsédchlich auf den dopaminergen Eingang des Acb bezieht.

Der Acb ist im Besonderen daran beteiligt die Fahigkeit von CSs das zielgerichtete Verhalten
zu verstarken und zu lenken zu vermitteln. Beispielsweise kann ein CS eine motorische
Annidherung an die Quelle des CS (z.B. eine Lampe) auslosen (autoshaping). Sowohl bei der
Akquisition als auch bei der Expression dieses Verhaltens iibernimmt besonders die
dopaminerge Innervation des AcbC eine zentrale Rolle (Parkinson et al., 2000c; Cardinal et
al., 2002b; Parkinson et al., 2002). Ein appetitiver CS kann aber auch die Bereitschaft, fiir die
Préasentation dieses CS zu arbeiten, auslosen (conditioned reinforcement; CRf). Fir die
Akquisition dieses Verhaltens ist der Acb nicht von Bedeutung, vielmehr ist er fiir die

Modulation dieses Verhaltens verantwortlich, welche jedoch hauptsdchlich auf der Integritét

22



Einleitung

der AcbSh beruht (Taylor und Robbins, 1986; Parkinson et al., 1999). Des Weiteren kann die
Prasentation eines CS instrumentelles Handeln verstirken (PIT; siehe 5.1.3
Klassisch-Instrumenteller Transfer). Dieses Phidnomen wird ebenfalls durch den Acb
vermittelt, wobei die konkrete Beteiligung von AcbC und AcbSh noch nicht hinreichend
geklart ist. Zusitzlich vermittelt der Acb die Fahigkeit eine Verzogerung der Belohnungsgabe
(delayed rewards) zu tolerieren. Dabei wird wahrscheinlich vor allem im AcbC der Wert
einer Belohnung représentiert, und dadurch auch die Motivation auf diese Belohnung zu
warten, liber einen gewissen Zeitraum aufrecht erhalten (Cardinal et al., 2001). Zahlreiche
Hinweise legen nahe, dass der Acb nicht an der Steuerung von zielgerichtetem Verhalten
beteiligt ist, da eine Lasion des Acb weder die Sensitivitit gegeniiber einer Verdnderung der
instrumentelle Kontingenz, noch gegeniiber einer Verdnderung in der Wertigkeit der
Belohnung beeintrichtigt (Balleine und Killcross, 1994; Corbit et al., 2001). Durch eine
Applikation von Dopaminrezeptor Antagonisten in den Acb bleibt das zielgerichtete
Verhalten ebenfalls unbeeintrachtigt (Dickinson et al., 2000). Der Acb ist vielmehr fiir die
Generierung von motiviertem Verhalten zustindig, da eine Lasion der dopaminergen Neurone
des Acb zu einer verminderten Hebeldruckrate fiihrt, welche nicht auf eine generelle
motorische Beeintrdchtigung zuriickzufiihren ist, sondern vielmehr auf einen Verlust des
motivationalen Antriebs (Aberman und Salamone, 1999). In Ubereinstimmung mit dieser
Hypothese konnten Giertler und Kollegen (2003; 2004) zeigen, dass durch eine direkte
Applikation von Amphetamin in den Acb das zielgerichtete Verhalten intakt bleibt, und
lediglich die Intensitdt bzw. Motivation mit welcher dieses Verhalten ausgefiihrt wird erhdht

1st.

5.3.2 Amygdala

Die Amygdala ist eine heterogene Ansammlung von Kerngebieten (Nuclei; aus lat. nucleus =
Kern) im Schldfenlappen (Temporallappen; aus lat. fempus = Schlife) des Vorderhirns. Diese
verschiedenen Nuclei unterscheiden sich aufgrund ihrer zyto- und chemoarchitektonischen
Eigenschaften sowie ihrer individuellen Konnektivitét (Pitkanen et al., 1997). Ganz allgemein
konnen sie in zwei Gruppen unterteilt werden, die sich beziiglich ihrer internen Schaltkreise
unterscheiden: die erste Gruppe gleicht in ithrem Aufbau eher dem Cortex und beinhaltet
laterale, basolaterale und basomediale Nuclei, welche gemeinsam auch als basolaterale
Amygdala (BLA) bezeichnet werden. Die zweite Gruppe hingegen weist verstirkt striatale
Merkmale auf und umfasst den medialen und zentralen Nucleus (Zentralkern der Amygdala;

CeN) (Cardinal et al., 2002a; Balleine und Killcross, 2006). Ergebnisse anatomischer
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Untersuchungen zeigen, dass der corticale Teil der Amygdala hauptséchlich {iiber
glutamaterge Projektionsfasern verfiigt, wohingegen der striatale Teil iiberwiegend
GABAerge Fasern aufweist (Swanson und Petrovich, 1998). Studien iiber die Funktionalitit
der Amygdala befassen sich jedoch hauptsdchlich mit den Kerngebieten der BLA und des
CeN, da diese Nuclei in besonderem Maf3e an der Verarbeitung von Emotion und Motivation
beteiligt sind. Die afferenten Verbindungen dieser Nuclei sind komplex und stammen aus
verschiedensten Quellen. Die BLA erhélt Projektionen vom Thalamus und verschiedenen
Cortexarealen wie dem auditorischen, somatosensorischen, visuellen und piriformen Cortex.
Des Weiteren besitzt die BLA reziproke Verbindungen mit polysensorischen Arealen wie
dem prifrontalen, perirhinalen, entorhinalen und hippocampalen Cortex. Dariiber hinaus
sendet die BLA starke glutamaterge Efferenzen zum Acb sowie Projektionsfasern zum
medialen prafrontalen Cortex (mPFC) (aus Phillips et al., 2003). Die afferenten Verbindungen
des CeN hingegen stammen hauptsédchlich aus der BLA und anderen corticalen Subregionen
der Amygdala. Der CeN erhilt aber auch direkten sensorischen Eingang von verschiedenen

corticalen Arealen und dem Thalamus. Die Projektionsneurone des CeN sind, im Gegensatz

ec

Thalamus
Cortex

~~o
~~
=

ACB
PFC

opt

Hypothalamus
Hirnstamm

Abbildung 5.10 Efferenzen und Afferenzen der Amygdala. Schematische
Ubersichtszeichnung der Amygdala Subregionen CeN und BLA am Beispiel der Ratte.
Modifiziert nach Baxter und Murray (2002)

ACB, Nucleus accumbens; BLA, Basolaterale Amygdala; CeN, Zentralkern der
Amygdala; CPu, Caudate Putamen; ec, Capsula externa; GP, Globus Pallidus; opt,
Optischer Trakt; Pir, Piriformer Cortex; PFC, Prafrontaler Cortex; RRF, Retrorubales
Feld; SN, Substantia Nigra; VTA, Ventrales tegmentales Areal.
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zur BLA, hauptsichlich GABAerg und ziehen in die unmittelbare Néhe dopaminerger
Neurone des Mittelhirns wie der VTA, der SN und dem Retrorubralen Feld (RRF). Efferenzen
des CeN erreichen auch neuroendokrine und autonome Bereiche des Hypothalamus und
Hirnstammes, weshalb er auch als ,,Kontrollinstanz des Hirnstammes* (,, controller of the
brainstem **) bezeichnet wird (Cardinal et al., 2003a; Phillips et al., 2003) (Abb. 5.10).

Sowohl die BLA als auch der CeN sind phylogenetisch alte Strukturen, jedoch hat sich im
Laufe der Evolution vor allem die BLA weiterentwickelt. Aufgrund ihrer Afferenzen und
Efferenzen kann die BLA eine zentrale Rolle bei der Bildung von Assoziationen zwischen
einem sensorischen Reiz und einem biologisch signifikanten Ereignis, welches sowohl eine
emotionale wie auch eine motivationale Bedeutung hat, iibernehmen (Bildung von CS-US
Assoziationen). Der CeN hingegen ibernimmt als ,.controller of the brainstem™ eher
einfachere Funktion, indem er Verhaltensantworten mit autonomen und neuroendokrinen
Reaktionen koordiniert (Cardinal et al., 2002a; Everitt et al., 2003). Seit Heinrich Kliiver und
Paul Bucy 1939 zeigen konnten, dass bei Affen eine beidseitige Lésion der Amygdala zur
scheinbaren Furchtlosigkeit dieser Tiere fiihrte (Teil des Kliiver-Bucy-Syndroms) ist klar,
dass die Amygdala eine Schliisselposition bei der Verarbeitung von Emotionen einnimmt
(Kluver und Bucy, 1939). Beim Menschen fiihrt eine elektrische Stimulation der Amygdala
zu Gefiihlen von Furcht und unheilvollen Ahnungen, wohingegen es bei einer Lision zur
Beeintrachtigung von emotionalen Lernvorgingen, der Auslosung von Emotionen und des
Erinnerungsvermogens an emotionale Ereignissen kommt (Cardinal et al., 2003a). Die genaue
Beteiligung und Funktionsweise der einzelnen Kerngebiete der Amygdala, insbesondere der
BLA und des CeN, ist jedoch noch unklar. Ergebnisse aus aversiven Lernversuchen, wie der
Furchtkonditionierung, weisen darauf hin, dass in der Amygdala Informationen
moglicherweise seriell verarbeitet werden (serial model of BLA/CeN function), d.h.
Informationen flieBen von der BLA zum CeN. Demzufolge findet die CS-US Assoziation in
der BLA statt, erreicht iiber den CeN als Ausgangsstruktur Zugang zu tiefergelegenen
Hirnarealen (z.B. Hypothalamus und Mittelhirn), und kann ein angemessenes
Antwortverhalten generieren (Holland und Gallagher, 1999; Cardinal et al., 2002a; Everitt et
al., 2003). Neuere Studien, welche sich mit der Rolle der Amygdala bei appetitiven und
motivationalen Prozessen befassen, deuten jedoch auf eine parallele Verschaltung von BLA
und CeN hin (parallel model of BLA/CeN function), d.h. die BLA und der CeN arbeiten
unabhéngig voneinander und kénnen das Verhalten durch separate afferente und efferente
Verbindungen beeinflussen (Phillips et al., 2003; Balleine und Killcross, 2006). Fiir das
Modell der parallelen Verschaltung spricht, dass die BLA und der CeN in vielen aversiven

25



Einleitung

und appetitiven Tiermodellen unterschiedliche Funktionen (double dissociation) aufweisen.
Beispielsweise sind einige Formen der Furchtkonditionierung — z.B. die kontextabhingige
Furchtkonditionierung - auch nach einer BLA Lésion noch intakt (Selden et al., 1991).
Dariiber hinaus fiihrt eine Schddigung der BLA zu einer Beeintrachtigung der instrumentellen
Vermeidungsreaktion (instrumental avoidance), nicht aber der klassisch konditionierten
Unterdriickung (conditioned suppression)’. Eine Lésion des CeN hat den gegenteiligen Effekt
(Killcross et al., 1997). Aber auch bei appetitiven Lernvorgingen kann eine unterschiedliche
Funktion von BLA und CeN beobachtet werden. Einfache erlernte Verhaltensweisen wie
beispielsweise die Orientierung in Richtung eines CS (orienting response) oder Autoshaping
beruhen auf der Integritdt des CeN und nicht der BLA (Gallagher et al., 1990; Hatfield et al.,
1996; Parkinson et al., 2000a). Im Gegensatz dazu werden komplexere Lernvorgdnge wie
second-order conditioning’, conditioned reinforcement’ und reward devaluation®, bei denen
ein CS benutzt wird um den spezifischen Wert des dazugehdrigen US abzufragen, durch eine
Liasion der BLA stark beeintrichtigt (Cador et al., 1989; Burns et al., 1993; Hatfield et al.,
1996).

Zusammengefasst deuten die Fakten sowohl bei appetitiven als auch bei aversiven
Lernvorgingen auf eine parallele Verschaltung und eine sehr dhnliche Funktionsweise von
BLA und CeN hin. In beiden Fillen scheint die BLA CS-US Assoziationen auszubilden,
welche notwendig sind um tiiber den CS den spezifischen Wert des dazugehdrigen US
abzurufen. Der CeN hingegen formt eher einfache CS-UR Assoziationen, welche nicht von
einem bestimmten US abhingig sind, und eher generelle motivationale Assoziationen

vermitteln.

5.3.3 Ventrales tegmentales Areal

Die VTA liegt dorsal des Nucleus interpeduncularis, ventral des Nucleus ruber und medial der

SN im ventralen Mittelhirn (Fields et al., 2007). Die VTA selbst besteht aus einer heterogenen

? Ratten werden darauf trainiert an zwei Hebeln fiir Futter zu arbeiten. Einer der Hebel resultiert bei Betitigung
in einer intermittierenden Pridsentation eines CS, welcher von einem leichten elektrischen Schlag gefolgt wird.
Daraufhin entwickeln sich zwei Verhaltensphdanomene: (1) der Hebel welcher den CS und den elektrischen
Schlag zur Folge hat wird nicht mehr so héaufig betéitigt (instrumental avoidance; instrumentelle
Vermeidungsreaktion) und (2) wihrend der CS Présentation wird das Antwortverhalten unterdriickt (conditioned
suppression; konditionierte Unterdriickung).

* Form der klassischen Konditionierung. Zunichst wird die Assoziation zwischen einem Stimulus (z.B. Ton) und
einem Ereignis (z.B. Futter) erlernt. AnschlieBend wird ein neuer Stimulus (z.B. Licht) mit dem ersten Stimulus
verkniipft. Durch diese Konditionierung erhilt auch der zweite Stimulus eine Bedeutung, da er indirekt mit dem
Ereignis verbunden wird.

> Gleichbedeutend mit der instrumentellen Konditionierung.

% AnschlieBend an eine instrumentelle Konditionierung wird die Futterbelohnung entwertet. Dies kann durch
eine induzierte Ubelkeit (Lithiumchlorid) oder Sattheit durch iibermiBige Futtergabe geschehen.
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Ansammlung von Zellkdrpern und ist in einen dorsalen Teil, den Nucleus parabrachialis
pigmentosus, und eine ventralen Teil, den Nucleus paranigralis, aufgeteilt (Phillipson, 1979;
Oades und Halliday, 1987). Dariiberhinaus konnen in der VT A zwei verschiedene Typen von
Neuronen unterschieden werden: dopaminerge und nicht-dopaminerge Neurone (Johnson und
North, 1992). Etwa 70 — 80% aller VTA Neurone enthalten den Neurotransmitter Dopamin
und gehoren zur A10 Gruppe der dopaminergen Zellen (Dahlstroem und Fuxe, 1964). Neben
der VTA besteht die A10 Gruppe noch aus dem Nucleus interfascicularis und dem rostralen
sowie caudalen Teil des Nucleus linearis. Die restlichen 20 —30% der VTA Neurone sind
vermutlich GABAerg (Kalivas, 1993; Olson und Nestler, 2007), obwohl es Hinweise darauf
gibt, das auch ein kleiner Prozentsatz dieser VTA Neurone Glutamat enthalten (Chuhma et
al., 2004; Lavin et al., 2005). Ein Teil der GABAergen Neurone der VTA bildet lokale
tonisch inhibitorische Verbindungen zu benachbarten dopaminergen Neuronen aus. Durch
eine Blockade der GABAergen Interneurone kann jedoch der inhibitorische Tonus auf die
dopaminergen Neurone aufgehoben, und somit der dopaminerge Signalweg aktiviert werden
(Waszczak und Walters, 1980; Grace und Bunney, 1985; Laviolette und van der Kooy, 2001).
Die Projektionsbahnen der dopaminergen Neurone des ventralen Mittelhirns sind
weitestgehend topographisch organisiert, wobei die medialen Zellen der VTA bevorzugt
limbische und corticale Areale innervieren und die lateral gelegene Zellen der SN (Gruppe der
A9 dopaminergen Zellen) hauptsidchlich zum Striatum projizieren (Fallon und Moore, 1978;
Beckstead et al., 1979; Swanson, 1982). Aufgrund dieser topographischen Organisation
werden die Projektionsbahnen in das mesocorticolimbische System (ausgehend von der A10
Zellgruppe) und das nigrostriatale System (ausgehend von der A9 Zellgruppe) unterteilt. Die
primire Projektionsbahn des mesocorticolimbischen Systems, das mediale Vorderhirnbiindel
(medial forebrain bundle; MFB), erreicht sowohl core als auch shell des Acb. Weitere
limbische Areale, welche bedeutende Efferenzen der VTA erhalten, sind der PFC, der LH und
die Amygdala (Fields et al., 2007). Weniger ausgeprégt ist die Innervation des Hippocampus
und Entorhinalcortex (Beckstead et al., 1979; Swanson, 1982). Dariiberhinaus ist ein gewisser
Prozentsatz der VTA Efferenzen zu Acb und PFC GABAerg (Van Bockstaele und Pickel,
1995; Carr und Sesack, 2000). Elektrophysiologische Studien weisen darauf hin, dass einige
dopaminerge Projektionsfasern der VTA, welche zum Acb und PFC ziehen, Glutamat als
Cotransmitter besitzen (Lavin et al., 2005). Die Afferenzen der VTA sind verschiedensten
Ursprungs und beinhalten unterschiedlichste Neurotransmitter. Glutamaterge Afferenzen
stammen aus dem PFC, dem LH, dem bed nucleus of stria terminalis (BNST) und dem

Colliculus superior (Phillipson, 1979; Georges und Aston-Jones, 2002; Geisler und Zahm,
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2005). Die VTA erhilt ebenfalls Signlae aus zwei Kerngebieten des pontinen Tegmentums:
dem Nuclues tegmentalis pedunculopontinus und dem Nucleus tegmentalis laterodorsalis.
Beide Kerngebiete besitzen sowohl glutamaterge, cholinerge als auch GABAerge Efferenzen
zur VTA (Cornwall et al., 1990; Semba und Fibiger, 1992). Weitere, wahrscheinlich
GABAerge, Afferenzen stammen aus dem VP und dem Acb (Conrad und Pfaff, 1976; Geisler
und Zahm, 2005). Striatale Projektionen erreichen die VTA aus den MSN welche das
Neuropeptide Substanz P und Dynorphin als Cotransmitter exprimieren (Lu et al., 1998).
Desweiteren erhédlt die VTA Projektionsfasern aus dem noradrenergen Locus coeruleus, dem
serotonergen dorsalen Raphe Kern und der Amygdala (Wallace et al., 1992; Geisler und
Zahm, 2005) (Abb. 5.11). Die dopaminergen Neurone der VTA sind entscheidend daran

beteiligt kognitive Prozesse wie Aufmerksamkeit, Gedédchtnis, Belohnung und Motivation zu

Prafrontaler Nucleus
Cortex accumbens

Hippocampus

Amygdala

VP —— SC

Dopamin
mm B85%

I 0%

Abbildung 5.11 Efferenzen und Afferenzen der VTA. Direkte Projektionen von und
zur VTA sind durch farbige oder schwarze Pfeile dargestellt. Graue Pfeile zeigen die
Ubrigen Projektionsbahnen an. Modifiziert nach Fields et al. (2007).

LDT, Nucleus tegmentalis laterodorsalis; LH, lateraler Hypothalamus; PPTg, Nucleus
tegmentalis pedunculopontinus; SC, Colliculus superior; VP, ventrales Pallidum; VTA,
ventrales tegmentales Areal.

LDT/
PPTg
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vermitteln (Chudasama und Robbins, 2004; Wise, 2004; Nicola et al., 2005). Eine Lésion der
VTA, und die daraus resultierende Schiadigung der dopaminergen Neurone des Mittelhirns,
fiilhrt beispielsweise zu Defiziten im explorativen Verhalten, lokomotorischer Aktivitidt und
einer Reihe von kognitiven Funktionen (Simon et al., 1980; Kalivas und Duffy, 1993;
Steffensen et al., 1998). Zudem zeigen elektrophysiologische Daten, dass die VTA Neurone
auf generell neue Reize (novelty) reagieren, aber auch auf direkte Belohnungen (primary
rewards) sowie auf belohnungspradiktive Reize (Schultz, 1997, 1998; Hyland et al., 2002).
Dabei codiert die Aktivitdt der dopaminergen VTA Neurone die GroBe der erhaltenen
Belohnung und wie unerwartet bzw. erwartet sie war (Fields et al., 2007). Wird eine
Belohnung durch einen Stimulus zuverldssig vorhergesagt zeigen die Neurone keinerlei
Aktivitdit. Wird eine angekiindigte Belohnung jedoch zuriickgehalten, reagieren die Neurone
mit einer Aktivititsminderung. Trifft die vorhergesagte Belohnung frither oder spiter als
erwartet ein, kann eine leichte Aktivitdtssteigerung der Neurone beim Erhalt der Belohnung
beobachtet werden. Die dopaminergen Neurone der VTA codieren somit einen
Vorhersagefehler (prediction error; siehe 5.4 Neurotransmitter Dopamin) welcher sich aus
der Differenz zwischen der erwarteten und der tatsdchlich erhaltenen Belohnung
zusammensetzt (Hollerman wund Schultz, 1998; Tobler et al, 2005). Appetitve
Verhaltensmuster, welche durch einen belohnungspridiktiven Stimulus ausgelost werden,
konnen zudem durch direkte Gabe von Dopamin-Antagonisten bzw. eine reversible
Inaktivierung der VTA beeintrichtigt werden (Yun et al., 2004a; Yun et al., 2004b). Dieser
Befund verdeutlicht die Beteiligung dopaminerger VTA Neurone an der Expression von
erlernten adaptiven Verhaltensmustern aufgrund von Umgebungsreizen. Dariiber hinaus
spielen die dopaminergen Zellen der VTA eine entscheidende Rolle bei psychiatrischen
Erkrankungen wie Schizophrenie und Sucht. Hier libernehmen vor allem die Efferenzen zu
Acb und PFC eine zentrale Rolle (Robinson und Berridge, 1993; Yang et al., 1999; Robinson
und Berridge, 2000). Alle suchterzeugenden Substanzen konnen das Verhalten beeinflussen,
indem sie den Dopaminspiegel sowohl im Acb als auch im PFC erhéhen. Dadurch erfolgt eine
tiberhohte Wertigkeit des Suchtmittels gegeniiber allen anderen Zielen (Hyman et al., 2006).
Die Schizophrenie ist durch eine Hyperaktivitit des mesocorticolimbischen Systems
gekennzeichnet. Die Erkrankung verléduft iiblicherweise in Schiiben und jeder Schub wird von
einer Hyperaktivitit des mesocorticolimbischen Systems begleitet. Schubfreie Phasen
hingegen weisen keinerlei verdnderte Aktivitdt auf (Laruelle und Abi-Dargham, 1999;

Laruelle et al., 1999).
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5.4 Der Neurotransmitter Dopamin

5.4.1 Biosynthese, Wiederaufnahme und Abbau von Dopamin

Dopamin (3,4-Dihydroxyphenylethylamin) ist ein biogenes Amin und gehodrt, neben
Adrenalin und Noradrenalin, zur Gruppe der Catecholamine. Dopamin wird in zwei Schritten
aus der Aminosdure L-Tyrosin synthetisiert. Das erste und gleichzeitig
geschwindigkeitsbestimmende Enzym der Dopamin Biosynthese ist die Tyrosinhydroxylase
(TH), welche L-Tyrosin in L-DOPA (3,4-Dihydroxyphenylalanin) umwandelt. Im zweiten
Schritt wird nun das gerade gebildete L-DOPA fast augenblicklich durch die aromatische
L-Aminosduredecarboxylase zu Dopamin decarboxyliert. In dopaminergen Neuronen endet
die Transmittersynthese an dieser Stelle. Die Dopamin-Biosynthese kann durch eine
Verdnderung der TH Aktivitit beeinflusst werden: (1) Aktivierung der TH durch
Phosphorylierung, denn nur im phosphorylierten Zustand kann die TH L-Tyrosin in L-DOPA
umwandeln, (2) Endproduktinhibition der TH durch Dopamin, welches mit dem benétigten
Cofaktor Biopterin konkurriert und (3) Erh6hung bzw. Erniedrigung der TH Gentranskription.
Das cytosolisch synthetisierte Dopamin wird anschlieBend durch einen vesikuldren
Monoamintransporter (VMAT) in synaptischen Vesikeln akkumuliert. Durch eine Erhéhung
der intrazelluldren Ca®" Konzentration in der Axonterminale verschmelzen diese Vesikel mit
der priasynaptischen Membran, und geben ihren Inhalt in den synaptischen Spalt frei
(Exocytose). Die Dopaminfreisetzung kann jedoch auch somatodendritisch erfolgen,
hochstwahrscheinlich durch eine Umkehr des Dopamintransporters (DAT). Diese Art der
Dopaminsekretion dient einerseits der autokrinen Selbstinhibition, aber auch der
Kommunikation mit benachbarten Neuronen (Bergquist und Ludwig, 2008). Im zentralen
Nervensystem (ZNS) erfolgt die Inaktivierung des freigesetzten Dopamins hauptsdchlich
durch Diffusion oder Wiederaufnahme (reuptake) in die Prdsynapse und benachbarte
Gliazellen. Die Wiederaufnahme erfolgt mittels des membranstéindigen DAT, welcher primar
im extrasynaptischen Bereich der Axonterminalen zu finden ist. Der Wiederaufnahmeprozess
besitzt eine hohe Substrataffinitit und beruht auf einem Na'-Cotransport entlang des Na"
Gradienten. Ein Teil des aufgenommenen Dopamins wird wieder durch VMAT in Vesikeln
gespeichert, der andere Teil wird katabolisiert. Die primédren Metaboliten des Dopamins sind
DOPAC (3,4-Dihydroxyphenylessigsdaure), Homovanillinsdure (HVA) und ein geringer
Anteil 3-Methoxytyramin (3-MT). Anhand der beteiligten Enzyme kdnnen zwei Abbauwege
unterschieden werden. Die Monoaminoxidase (MAQO) kommt in zwei Formen vor (MAOa,
MAOg), welche beide in der dulleren Mitochondrienmembran lokalisiert sind, und sich nur

durch 1ihre Substratspezifitit voneinander unterscheiden. MAO bildet durch die
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Desaminierung von Dopamin das unstabile 3,4-Dihydroxyphenylacetaldehyd, welches
wiederum durch das Enzym Aldehyddehydrogenase (ADH) zu DOPAC katabolisiert wird.
Der zweite Abbauweg beinhaltet die Catechol-O-Methyltransferase (COMT), welche
ebenfalls in zwei Isoformen vorkommt. MB-COMT ist membrangebunden, wohingegen
S-COMT frei beweglich ist. COMT o-methyliert Dopamin zu 3-MT, welches wiederum von
MAO zu HVA abgebaut wird (Deutch und Roth, 1999; Schwartz, 2000; Cooper et al., 2003)
(Abb. 5.12).

Prasynapse
ADH
. 3,4-Dihydroxyphenylacetaldehyd —3DOPAC
L-Thyrosin MAO
TH Dopamin
comT MAO
L-DOPA 3-Methoxytyramin (3-MT) —————> Homovanillinsaure (HVA)

L-Aminoséure- l

decarboxylase
Dopamin

DOPAC
wo | ()

HVA
Postsynapse/\

Abbildung 5.12 Synthese und Abbau von Dopamin. Die schematische Ubersicht
einer dopaminergen Nervenendigung verdeutlicht die Synthese, Speicherung,
Freisetzung und Abbau von Dopamin. Modifiziert nach Cooper et al. (2003).

ADH, Alkoholdehydrogenase; COMT, Catechol-O-Methyltransferase; DA, Dopamin; DAT,
Dopamintransporter; DOPAC, 3,4-Dihydroxyphenylessigsaure; HVA, Homovanillinsdure;
MAO, Monoaminoxidase; TH, Thyrosinhydroxylase.

Dopamin
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5.4.2 Dopaminrezeptoren

Dopaminrezeptoren sind metabotrope (G-Protein gekoppelte) Rezeptoren, und werden sowohl
pria- als auch postsynaptisch exprimiert. Aufgrund ihrer Biochemie, Physiologie und
Pharmakologie werden sie in die Familie der D;-und D,-Rezeptoren unterteilt (Tab. 5.1). Zur
Familie der D;-Rezeptoren gehoren die D;- und Ds-Rezeptoren, welche eine Stimulation der
Adenylatcyclase (AC) bewirken. Zu einer Hemmung der AC kommt es durch die Familie der
D,-Rezeptoren, welche die D;-, D3;- und D4-Rezeptoren umfasst (Abb. 5.13). Dariiberhinaus

Prasynapse

Dopaminsynthese
Dopaminfreisetzung

Postsynapse

ATP cAMP

cAMP abhéngige Pr
(z.B.PKA)

Abbildung 5.13 Dopaminrezeptoren. Ubersicht (iber die Anordnung der
dopaminergen D;- und D,-Rezeptoren und die nachgeschalteten Signalkaskaden. Die
Familie der D;-Rezeptoren aktiviert die AC, wahrend die Familie der D,-Rezeptoren eine
Hemmung der AC bewirkt. Die Prasynaptischen Autorezeptoren inhibieren die Synthese
und Freisetzung von Dopamin vermutlich Gber die Aktivierung des second messenger
IP5 (Inositoltriphosphat). Modifiziert nach Kandel et al. (2000) und Cooper et al. (2003).
AC, Adenylatcyclase; ATP, Adenosintriphosphat; cAMP, zyklisches
Adenosinmonophosphat; DA, Dopamin; Gi, inhibitorisches G-Protein; Gs,
stimulierendes G-Protein; PKA, Proteinkinase A.
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besitzt die D; Familie eine hohere Affinitit gegeniiber Dopamin als die Familie der
Dy-Rezeptoren (Seeman und Van Tol, 1994). Dopamin kann durch unterschiedliche
Signalkaskaden die Aktivitdt von Neuronen beeinflussen. Bindet Dopamin am D;-Rezeptor
kommt es iiber die Aktivierung eines stimulierenden G-Proteins zu einer erhohten Aktivitét
der AC. Bindet Dopamin jedoch am D,-Rezeptor kommt es iiber die Aktivierung eines
inhibitorischen G-Proteins zu einer Hemmung der AC. Die AC reguliert die Synthese von
zyklischem Adenosinmonophosphat (cAMP), welches wiederum die Aktivitit von cAMP
abhingigen Proteinkinasen (z.B. Proteinkinase A) reguliert. Proteinkinase A nimmt nun als
Teil der nachgeschalteten Signalkaskade Einfluss auf verschiedenste physiologische Prozesse
der Nervenzelle. Durch diese Signalkaskade kommt es bei der Familie der D;-Rezeptoren zu
einer Exzitation der Nervenzelle und bei der Familie der D,-Rezeptoren zu einer Inhibition.
Zusétzlich konnen Dopaminrezeptoren die Zellfunktion noch durch einen direkten Einfluss

auf Na" und Ca®*" Kanile, sowie durch die Bildung des second messenger Inositoltriphosphat

Tabelle 5.1 Klassifizierung der Dopaminrezeptoren.
Modifiziert nach Cooper et al. (2003)

D, - Rezeptoren D, - Rezeptoren
Rezeptortypen D, D, D, D, D,
K. Dopamin (nM) 0.9 <09 ~7 ~4 ~30
K. Racloprid (nM) 18000 1.8 3.5 2400
K, SCH-23390 (nM) 02 03 1100 800 3000
Wirkung cAMP 1 cAMP |
Exzitatorisch Inhibitorisch
Inhibition des Ca?* Einstroms Modulation von IP,
Erhohung der K* Leitfahigkeit
Modulation von IP,
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(IP3) modulieren. Autorezeptoren werden zur Familie der D,-Rezeptoren gezéhlt, und kdnnen
auf Soma, Dendriten und Axonterminalen dopaminerger Neurone gefunden werden.
Autorezeptoren besitzen eine sehr hohe Affinitit gegeniiber Dopamin, und ihre Stimulation
fiihrt iiber ein inhibitorisches G-Protein zur Hemmung der Dopaminsynthese und —freisetzung

(Cooper et al., 2003).

5.4.3 Freisetzung von Dopamin

In vivo elektrophysiologische Messungen an dopaminergen Neuronen zeigen drei
verschiedene Aktivititszustinde auf: (1) inaktiver, hyperpolarisierter Zustand, (2) langsame
(2-10 Hz) tonische Aktivitit (single-spike firing) und (3) kurze (< 200 ms) phasische Aktivitit
(burst firing). Das phasische Dopaminsignal beruht hauptsichlich auf der Aktivierung der
afferenten Eingéngen und wird daher als das informationsiibertragende Signal fiir die
Wahrnehmung von Belohnungen, und die Modulation von zielgerichtetem Verhalten
angesehen (Grace, 1991; Berridge und Robinson, 1998; Schultz, 1998). Als eine Reaktion auf
externe Reize wird Dopamin von der Axonterminale in den synaptischen Spalt freigegeben.
Dabei erreicht die Dopaminkonzentration im synaptischen Spalt kurzfristig den uM Bereich
(May et al., 1988), was eine ausreichende Menge darstellt um eine verhaltensrelevante
Antwort an der Postsynapse hervorzurufen. Aufgrund des effektiven reuptake Mechanismus
wird aber der extrasynaptische Dopaminspiegel nur kurzfristig erhéht (Grace, 1995). Aber
auch der extrasynaptische (tonische) Dopaminspiegel ist stimulusabhingig und unterliegt
einer strengen Regulation. Die tonische Aktivitdt wird durch einen internen Schrittmacher
angetrieben, dhnlich dem des Herzens, hdngt aber nicht mit der Aktivierung durch afferente
Signale zusammen (Grace et al., 2007). Im Gegensatz zum synaptischen Spalt liegt die
Dopaminkonzentration der extrazelluldren Fliissigkeit im Bereich von nur 10 — 50 nM (Sharp
et al., 1986; Church et al.,, 1987). Diese Konzentration ist nicht ausreichend um die
postsynaptischen Rezeptoren zu aktivieren, aber es erfolgt eine Stimulation der priasynaptisch
liegenden sensitiven Autorezeptoren. Durch die Stimulation der Autorezeptoren wird die
Dopaminsynthese und —freisetzung erheblich verringert. Auf diese Weise kann eine tonische
Stimulation der prisynaptischen Autorezeptoren die Amplitude der phasischen
Dopaminfreisetzung verringern (Palij et al., 1990; Grace, 1991, 1995, 2000). Ultrastrukturelle
Untersuchungen haben gezeigt, dass dopaminerge und glutamaterge Synapsen héufig an
einem gemeinsamen dendritischen Dorn enden (Pickel et al., 1981; Bouyer et al., 1984;

Freund et al., 1984; Totterdell und Smith, 1989). Prasynaptisch ausgeschiittetes Glutamat
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kann nun an der dopaminergen Pridsynapse iiber eine Aktivierung prisynaptischer
Glutamatrezeptoren eine tonische Dopaminausschiittung bewirken. Dies wiederum fiihrt zu
einer Aktivierung der prasynaptischen D,-Autorezeptoren, und damit zu einer Modulation des
phasischen Dopaminsignals. Diesen Mechanismus findet man zum Beispiel im Acb (Grace,
1991, 1995, 2000). Obwohl das phasische Dopaminsignal verhaltensrelevante Vorgéinge zu
vermitteln scheint, ist es aufgrund seiner geringen rdumlichen und zeitlichen Auflésung nicht
geeignet um langanhaltende homdostatische Anderungen hervorzurufen. Diese Aufgabe wird
vielmehr durch die langsame und diffuse tonischen Dopaminfreisetzung vermittelt (Grace,

1995).

5.4.4 Funktionen von Dopamin

Verschiedenste Reize wie Nahrung, Fortpflanzungspartner, Suchtmittel und elektrische
Stimulation bestimmter Hirnregionen sind dazu in der Lage das dopaminerge System zu
aktivieren. Die meisten Hinweise auf eine Beteiligung des dopaminergen Systems an der
Vermittlung belohnender Reizen stammen aus Studien, in denen gezeigt werden konnte, dass
belohnungsorientiertes instrumentelles Verhalten durch pharmakologische Blockade der
Dopaminrezeptoren oder durch vollstindige Zerstorung der dopaminergen Neurone mittels
des Neurotoxins 6-Hydroxydopamin (6-OHDA) beeintriachtigt ist (Berridge und Robinson,
1998). Sowohl die mesocorticolimbische als auch die nigrostriatale dopaminerge
Projektionsbahn sind entscheidend an der Vermittlung belohnender Reizen beteiligt.
Allerdings ist noch umstritten welche psychologischen Komponenten der Belohnung durch
das Dopaminsignal codiert werden. Aus diesem Grund haben sich mehrere Hypothesen zur
Bedeutung von Dopamin bei belohnenden Ereignissen entwickelt. Einer der ersten
Erklarungsansétze war die Hypothese der Anhedonie (anhedonia hypothesis) von Wise et al.
(1978; 1982), welche postulierte, dass Dopamin die Freude bzw. Euphorie (pleasure) einer
Belohnung vermittelt. Demzufolge ist der Dopaminspiegel maximal erhoht wenn maximale
Freude durch den Genuss eine Belohnung erlebt wird. Neuere Studien konnten jedoch zeigen,
dass eine Erhdhung des Dopaminspiegels nur schwach mit dem Empfinden von subjektiver
Freude zu korrelieren scheint. Beispielsweise filhren die Suchtmittel Kokain, Morphin und
Nikotin zu einer konstanten Selbstverabreichung, obwohl es subjektiv zu einer fortschreitend
geringeren Suchtmittelwirkung kommt (Wise, 2004). Dariiberhinaus konnten neurochemische
Studien zeigen, dass das dopaminerge System oft aktiv ist bevor eine angenehme Belohnung
tatsdchlich erhalten wird (Schultz, 1997; Datla et al., 2002), was ebenfalls gegen die

Hypothese der Anhedonie spricht. Aus diesen Griinden gilt es heute als unwahrscheinlich,
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dass das Dopaminsignal die durch eine Belohnung hervorgerufene Freude codiert. Eine
weitere Hypothese, die incentive salience hypothesis, stammt von K. C. Berridge und
T. E. Robinson und basiert auf dem Motivationskonzept der incentive motivation theorie von
Robert Bolles, Dalbir Bindra und Frederick Toates (Abb. 5.14). Dabei wird angenommen,
dass der Vorgang der Belohnung in zwei unterschiedliche psychologische Komponenten
(,wanting’ und ,liking’) aufgeteilt werden kann, welche auch von verschiedenen neuronalen
Systemen verarbeitet werden. ,Liking’ reprasentiert dabei die hedonischen Eigenschaften
einer Belohnung und kann in zwei Formen auftreten. Unkonditioniertes ,/iking” wird durch
den direkten sensorischen Genuss einer angenehmen Belohnung hervorgerufen, wohingegen

konditioniertes ,/iking” auch durch die Prdsentation eines appetitiven CS ausgeldst werden

subjektives
Lwanting”

Gedéachtnisabgleich

Anziehungskraft

Verzehr

Jwanting” & ,liking”

subjektiver
Genuss

homadostatisches

Signal emotionale
Reaktion

subjektives
Lwanting”

Anziehungskraft

Verzehr

subjektiver
Genuss

»pleasure & aversion” liking”
Integrator wliking emotionale
Reaktion

Abbildung 5.14 Die ,incentive salience’ Hypothese. (A) Im Bindra-Toates Model
der konditionierten anreizgesteuerten Motivation von 1986 sind ,wanting’ und ,liking’
noch identisch. (B) Im modifizierten Bindra-Toates Model von Berridge stellen ,wantig’
und ,liking’ separate Prozesse dar. Durch die Prasentation eines pradiktiven CS wird
sowohl die dazugehdrige incentive salience, also auch der hedonische Wert der darauf
folgenden Belohnung abgerufen. Durch diesen Vorgang kann ein CS sowohl ,wanting’
als auch \|liking” hervorrufen, welche jedoch von unterschiedlichen neuronalen
Netzwerken vermittelt werden. Nach Berridge (2001).

CS, konditionierter Stimulus; UCS, unkonditionierter Stimulus.
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Abbildung 5.15 Affektive Gesichtsreaktionen. Sowohl Ratten als auch Babys
reagieren auf den sidBen Geschmack einer Zuckerlésung mit einer positiven,
hedonischen Reaktion (z.B. rhythmische Zungenbewegungen), wohingegen bitter
schmeckende Substanzen aversive Verhaltensweisen auslésen (z.B. weites Offnen des
Mundes). Diese affektiven Gesichtsreaktionen sind sensitiv gegeniber eine
Veranderung in der hedonischen Wertigkeit einer Belohnung, beispielsweise durch
unterschiedliche Antriebszustdande (Hunger, Durst, Sattheit) oder, bei Labortieren,
durch eine gezielte Manipulationen des zentralen Nervensystems. Nach Berridge (2001;
2007).

kann. , Liking’ alleine ist jedoch nicht ausreichend um zielgerichtetes Verhalten zu initiieren.
Bei Sauglingen, Affen und Ratten kann ,liking’ bzw. , disliking’ anhand des
Gesichtsausdruckes (affective facial expression) bestimmt werden (Abb. 5.15). Je nachdem ob
eine siile oder eine bitter schmeckende Ldésung verabreicht wird, konnen unterschiedliche
Gesichtsausdriicke beobachtet werden. Die zweite Komponente dieser Theorie, das ,wanting’,
wird als die von einer Belohnung ausgehende Salienz’ (incentive salience) verstanden, welche
durch Modulation der Motivation eine Anndherung und den Verzehr dieser Belohnung
begiinstigt, d.h. zielgerichtetes Verhalten ermdglicht. Dabei kann ,wanting’ sowohl von der
Belohnung selber, als auch von einem belohnungspradiktiven Stimulus ausgeldst werden
(Berridge und Robinson, 1998; Berridge, 2000, 2001, 2004, 2007; Berridge et al., 2009).
Unter natiirlichen Bedingungen kommen , liking’ und ,wanting’ immer gemeinsam vor, doch
durch Manipulation am mesocorticolibischen oder nigrostriatalen System konnen sie
experimentell voneinander dissoziiert werden. Basierend auf solchen Untersuchungen
postuliert die incentive salience hypothesis, dass Dopamin ausschlieBlich ,wanting’, aber
nicht , liking’ vermittelt. Beispielsweise flihrt eine Lasion des mesocorticolimbischen Systems,
oder eine Blockade der Dopaminrezeptoren zu einem reduzierten ,wanting’, d.h. einer

generell verringerten Motivation schmackhafte Nahrung zu sich zu nehmen, sich

7 . .
engl. salience = hervorspringen

In der Psychologie bedeutet Salienz, dass ein Reiz aus seinem Kontext hervorgehoben wird und damit dem Bewusstsein
leichter zuganglich ist.
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fortzupflanzen oder Suchtmittel einzunehmen. Gleichzeitig aber bleibt der Gesichtsausdruck
fiir ,liking’ durch eine solche Lésion unbeeintrdachtigt (Pecina et al., 1997; Berridge und
Robinson, 1998; Berridge, 2004). Umgekehrt kann auch ‘wanting’ ohne ‘liking’
hervorgerufen werden. Eine elektrische Stimulation des LH fiihrt, vermutlich {iber eine
Aktivierung absteigender dopaminerger Projektionsbahnen, zu einer verstirkten
Nahrungsaufnahme (Berridge und Robinson, 1998; Berridge, 2004). Urspriinglich wurde
angenommen, dass dadurch der hedonische Wert der Nahrung (also ,/iking’) gesteigert wird.
Berridge und Valenstein (1991) konnten jedoch zeigen, dass eine elektrische Stimulation des
LH keine Verdnderung der affektiven hedonische Reaktion bewirkt, obwohl die Tiere eine
gesteigerte Nahrungsaufnahme zeigten. Vielmehr konnten sie sogar bei anhaltender
Stimulation eine zunehmend aversive Reaktion feststellen. Die Hypothese, dass Dopamin
belohnungsbezogenes Lernen vermittelt, ist eigentlich eine Ansammlung von verschiedenen,
aber dennoch eng verwandten Hypothesen. Die einfachste postuliert, dass Dopamin an der
Festigung (stamping-in) von Assoziationen zwischen einem Stimulus und einer Handlung
(S-R; Stimulus-Response) und zwischen zwei Stimuli (S-S; Stimulus-Stimulus) beteiligt ist.
Dopamin wirkt dabei als eine Art Verstdrkungssignal welches, sobald ein US auftritt, die
vorangegangenen S-R oder S-S Assoziation stirkt. Gestlitzt wird diese Hypothese durch den
Befund, dass eine Manipulation des dopaminergen Systems direkt vor einer Lerneinheit die
Akquisition verhindert (Wolterink et al., 1993; Robbins und Everitt, 1996), wohingegen eine
Manipulation anschlieBend an eine Lerneinheit die Konsolidierung beeintrichtigt (Dalley et
al., 2005; Everitt und Robbins, 2005; Hernandez et al., 2005). Des Weiteren potenziert die
Applikation eines Dopaminrezeptor-Agonisten die Wirkung von bereits erlernten klassisch
konditionierten Stimuli (Robbins und Everitt, 1996; Everitt und Robbins, 2005). Eng
verwandt mit der stamping-in Hypothese ist die habit-learning Theorie. Ein Automatismus
(habit) ist dadurch charakterisiert, dass Verhaltensweisen ausgefiihrt werden, auch wenn ein
Ziel nicht mehr erreicht wird, oder es keinen Wert mehr besitzt (z.B. das Aufsuchen vormals
belohnter Orte). Die Hypothese postuliert, dass Dopamin an der Ausbildung neuer S-R
Automatismen (habits) beteiligt ist und die Stirke bestehender Automatismen moduliert.
Beispielsweise kann eine Blockade der dopaminergen Neurotransmission die Ausbildung von
Automatismen oder die Ausfithrung von bereits erworbenen Automatismen verhindern (Faure
et al., 2005; Vanderschuren et al., 2005). Eine besondere Bedeutung erhilt die habit-learning
Theorie dadurch, dass es bei Suchtmitteln, die zu einer Dopaminfreisetzung fiihren,
wahrscheinlich zu einer ungewdhnlich starken Ausbildung von Automatismen kommt

(Robbins und Everitt, 1999a; Berke, 2003), wodurch es zu einer unflexiblen und zwanghaften
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Einnahme des Suchtmittels kommt, unabhidngig der moglichen negativen Konsequenzen.

Belohnung wird nicht vorhergesagt
Belohnung wird gegben

(kein CS) R

Belohnung wird vorhergesagt
Belohnung wird gegben

Belohnung wird vorhergesagt
Belohnung wird nicht gegben

N A T
(&) (keine R)

Abbildung 5.16 Vorhersagefehler. Wird eine Belohnung (R) gegeben ohne dass sie
vorhergesagt wurde, reagieren die dopaminergen Neurone auf diesen positiven
Vorhersagefehler mit einer Aktivitadtssteigerung bei Erhalt von R. Sagt ein pradiktiver
Stimulus (CS) R jedoch zuverlassig vorher, zeigen die Neurone bei Erhalt von R keine
Aktivitatsanderung; allerdings reagieren sie nun auf die Prasentation des CS mit einer
erhdhten Aktivitdat. Wird eine vorhergesagte Belohnung nicht verabreicht, tritt eine
Minderung der Aktivitat zum Zeitpunkt der Belohnungsgabe auf; die Reaktion auf den
CS bleibt jedoch unverandert. Nach Schultz (1998).

Die Hypothese des Vorhersagefehlers (predicition error) ist eine der komplexesten; sie
besagt, dass belohnungsbezogenes Lernen durch Dopamin vermittelt wird (Abb. 5.16).
Ungefahr 75% der dopaminergen Neurone des Mittelhirns reagieren mit phasischer Aktivitét
auf eine unerwartete Futterbelohnung. Wird eine solche Belohnung aber durch einen Stimulus
zuverldssig vorhergesagt, beginnen die Zellen auf den priadiktiven Stimulus mit einer
phasischen Aktivitét zu reagieren, und nicht mehr auf den tatséchlichen Erhalt der Belohnung.
Féllt die Belohnung jedoch grofer aus, als es durch den Stimulus vorhergesagt wurde,

reagieren die Neurone mit einer Aktivititssteigerung. Fillt die Belohnung geringer aus als
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vorhergesagt oder wird sie erst gar nicht erhalten, ist eine Minderung der Aktivitét die Folge.
Wird die Belohnungsgabe verzdgert, tritt ebenfalls eine Depression der neuronalen Aktivitat
zum eigentlichen Zeitpunkt der Belohnungsgabe auf. Bei Erhalt der verzogerten Belohnung
findet eine erneute Aktivitdit der dopaminergen Neuron statt. Der Vorhersagefehler
funktioniert also als ein Lernsignal und codiert dabei sowohl eine zeitliche Komponente als
auch die Differenz zwischen der Erwarteten und der tatsdchlich erhaltenen Belohnung
(Schultz, 1997, 1998, 2000; Schultz et al., 2000; Schultz, 2002, 2007a, b). Obwohl es viele
Hypothesen zur moglichen Funktion von Dopamin gibt, kann keine der hier vorgestellten
Annahmen die bis heute vorliegenden Daten hinreichend erklaren. Angesichts der vielfaltigen
Funktionsweise von Dopamin in den unterschiedlichsten neuronalen Schaltkreisen des
zentralen Nervensystems, ist es wahrscheinlich, dass sich diese Hypothesen gegenseitig

erginzen und zu unterschiedlichen Funktionen dieses Neurotransmitters Aussagen treffen.

5.5 Neurotransmitter Glutamat

5.5.1 Biosynthese, Wiederaufnahme und Abbau von Glutamat

Glutamat ist das Salz der Glutaminsédure, einer nicht essentiellen a-Aminosdure, und liegt
unter physiologischen Bedingungen ausschlielich als L-Isoform vor (L-Glutamat). Glutamat
kann die Bluthirnschranke nicht passieren, und wird direkt in den Axonterminalen der
glutamatergen Neurone synthetisiert. Eine Quelle ist a-Ketoglutarat, ein Intermedidrprodukt
des Citratzyklus, welches durch das mitochondriale Enzym Glutamatdehydrogenase zu
Glutamat synthetisiert wird. Eine weitere Quelle ist das in den Gliazellen synthetisierte
Glutamin, welches nach dem Transport in die Nervendigungen dort lokal durch eine
Glutaminase zu Glutamat konvertiert wird. AnschlieBend wird das Glutamat durch einen
vesikuldren Transporter in synaptischen Vesikeln gespeichert, und in Folge einer
Depolarisation durch den kalziumabhingigen Prozess der Exozytose in den synaptischen
Spalt entleert. Die Inaktivierung des freigesetzten Glutamats erfolgt durch Diffusion oder
einen hochaffinen Na'-abhingigen Reuptake-Mechanismus. Dabei wird Glutamat durch einen
membrandurchspannenden Transporter entweder wieder in die Prdsynapse oder in die
umliegenden Gliazellen aufgenommen. Diese schnelle Wiederaufnahme ist zum einen wichtig
um das Glutamatsignal zu terminieren, aber auch um die extrazelluldre Glutamatkonzentration
niedrig zu halten, und dadurch eine toxische Ubererregung der Glutamat-sensitiven
Nervenzellen (Glutamat-Exzitotoxizitit) zu verhindern. In den Gliazellen konvertiert die

Glutaminsynthetase Glutamat zu Glutamin, welches wiederum mittels eines niedrigaffinen
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Prozesses in die benachbarte Nervenendigung transportiert wird. In Astrozyten wird Glutamin
mit Hilfe des Citratzyklus zu a-Ketoglutarat oxidiert, welches durch den aktiven Transport in
glutamaterge Axonterminalen den Verlust an o-Ketoglutarat wihrend der Glutamatsynthese

ausgleicht (Lexikon der Neurowissenschaft, 2000; Cooper et al., 2003) (Abb. 5.17).

a-Ketoglutarat
Citrat-
Prasynapse zyklus
Glutam

Citrat- /
zyklus in
a-Ketoglutarat

o Glutamin

> Glutamin
Glutamin-
synthetase
a-Ketoglutarat Glutaminase
i Glittamat

Glutamat
GDH l

Glutamat

J Glutamat
Gliazelle

Postsynapse/\

Abbildung 5.17 Synthese und Abbau von Glutamat. Die schematische Ubersicht
einer glutamatergen Nervenendigung verdeutlicht die Synthese, Speicherung,
Freisetzung und Abbau von Glutamat. Modifiziert nach Cooper et al. (2003)

GDH, Glutamatdehydrogenase; Glu, Glutamat; GT, Glutamattransporter

5.5.2 Glutamatrezeptoren

Mitte der 80er Jahre wurden die Rezeptoren der exzitatorischen Aminosduren (EAA; engl.
excitatory amino acid) lediglich in die NMDA- und die non-NMDA-Rezeptoren unterteilt.
Doch die Entwicklung von immer weiteren selektiven Agonisten und Antagonisten fiihrte
dazu, dass die Rezeptoren der EAA heute in zwei Haupt- und mehrere Untertypen
unterschieden werden: (1) die ionotropen Glutamatrezeptoren (iGluR), welche nun die
Gruppe der NMDA- und der non-NMDA- Rezeptoren zusammenfassen, und (2) die
metabotropen Glutamatrezeptoren (mGluR), welche aus drei weiteren Subgruppen bestehen
(Tab. 5.2).
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5.5.3 lonotrope Glutamatrezeptoren

Ionotrope Glutamatrezeptoren sind membranstindige ligandengesteuerte Kationenkanile,
welche durch die Bindung von Glutamat in einen gedffneten Zustand iibergehen. Dadurch
wird die Leitfdhigkeit der Zellmembran verdndert und es kommt zu einer Depolarisation.
Ionotrope Glutamatrezeptoren bewirken primir eine rasche Verdnderung von Ionenstromen
und damit des Membranpotentials. Dadurch sind sie optimal fiir eine schnelle synaptische
Ubertragung geeignet, da ihre Reaktionszeit im Millisekundenbereich liegt. Pharmakologisch
konnen verschiedene ionotropen Glutamatrezeptoren durch die Bindung von spezifischen
Agonisten und Antagonisten unterschieden werden. NMDA-Rezeptoren werden von dem
Aminosdureanalogon =~ NMDA  (N-methyl-D-Aspartat)  aktiviert, = wihrend  die
non-NMDA-Rezeptoren entweder von AMPA (a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-
Propionsdure) oder durch Kainat (KA) und Quisqualat aktiviert werden. AMPA-Rezeptoren

sind tetramere Ionenkanile, welche aus verschiedenen Kombinationen der Untereinheiten

Tabelle 5.2 Klassifizierung der Glutamatrezeptoren.
Modifiziert nach Cooper et al. (2003)

Rezeptortyp Agonisten Antagonisten Untereinheiten/ Wirkung
Subtypen
NMDA Glutamat AP-5 NR1 lonenkanal
NMDA MK-801 (Dizocilpin) NR2A -D Na*, K* und Ca* Permeabilitat
Phencyclidin (PCP) NR3
AMPA Glutamat CNQX GluR1-4 lonenkanal
AMPA DNQX Na* und K* Permeabilitat
Quisqualat NBQX geringe Ca?* Permeabilitat
GYKI 52466
Kainat Glutamat CNQX GIuR5-7 lonenkanal
Kainat DNQX KA1 Na*und K* Permeabilitat
KA2 geringe Ca?** Permeabilitat
Metabotrope Glutamat MCPG mGIuR1 -8 G-Protein gekoppelt
Rezeptoren L-AP, MPEP IP,und DAG Stimulation
ACPD Inhibition der Adenylatcyclase
L-CCG-l

ACPD, 1-aminocyclopentan-1,3-dicarboxylsdure;

AMPA, a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-Propionsaure
AP-5,2-amino-5-phosphonopentansdure

CNQX, 6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dion

DNQX, 6,7-dinitroquinoxaline-2,3-dion

L-AP,, L-2-amino-4-phosphonobutanséure

L-CCG-l, (2S,35,4S)-a-(carboxycyclopropyl)glycin

NBQX, 2,3-dihydro-6-nitro-7-sulfamoylbenzo(f)quinoxalin
NMDA, N-methyl-D-Aspartat

MCPG, a-methyl-4-carboxyphenylglycin

MPEP, 2-methyl-6-(phenylethynyl)-pyridin

42



Einleitung

GluR1 bis GluR4 zusammengesetzt sind. KA-Rezeptoren hingegen sind pentamere
Ionenkanile und bestehen aus Kombinationen von GIluR5 bis GluR7, KAl und KA2
Untereinheiten. Die Ionenspezifitit eines Rezeptors hingt von der Kombination der
Untereinheiten ab. Im Allgemeinen sind die non-NMDA-Rezeptoren jedoch fiir Na” und K*
permeabel, und besitzen keine oder nur eine sehr geringe Permeabilitit fir Ca*". Da die
non-NMDA-Rezeptoren, im Gegensatz zu den NMDA-Rezeptoren, nicht spannungsabhéngig
sind und sich durch die Bindung von Glutamat sofort 6ffnen, sind sie fiir die friihe
Komponente des EPSPs (exzitatorisches postsynaptisches Potential) verantwortlich.

Der NMDA-Rezeptor unterscheidet sich durch eine Reihe von Eigenschaften von den
non-NMDA-Rezeptoren. Zum einen ist er ein pentamerer lonenkanal, welcher sich aus den
Untereinheiten NR1, NR2A-D und NR3A zusammensetzt. Dabei besteht jeder Kanal aus
mindestens einer NR1 Untereinheit, denn die {ibrigen Untereinheiten alleine sind nicht in der
Lage einen funktionstiichtigen Ionenkanal auszubilden. Des Weiteren ist der Kanal sowohl
spannungs- als auch ligandengesteuert. Unter physiologischen Bedingungen, bei einem
Ruhepotential von etwa -65mV, ist die Kanalpore durch ein Magnesiumion blockiert. Dieser
Mg*"-Block verhindert einen Stromfluss durch den Kanal, selbst wenn Glutamat an den
Rezeptor gebunden ist. Durch eine Depolarisation der Membran wird jedoch der Mg2+-Block
aus der Kanalpore ausgetrieben und Ca*"-, Na'- und K'-Ionen kénnen passieren. Aufgrund
dieser spannungsgesteuerten Eigenschaft tragen die NMDA-Rezeptoren ausschlieBlich zur
spiten Phase des EPSPs bei, wenn die Membran durch die non-NMDA-Rezeptoren schon
vordepolarisiert wurde. Ein NMDA-induzierter Stromfluss wird jedoch hauptsidchlich durch
Ca”*-Ionen getragen, da die Permeabilitit fir Ca®" deutlich hoher ist als fiir Na'- und
K'-Ionen. Eine Erhohung der intrazelluliren Ca®"-Konzentration aktiviert Ca®" abhingige
Enzyme und Second-Messenger-Kaskaden, was zu lang anhaltenden Verdnderungen in der
Postsynapse fithrt. Dadurch iibernehmen die NMDA-Rezeptoren eine zentrale Rolle bei
plastischen Vorgidngen wie der Langzeitpotenzierung (LTP) und der Langzeitdepression
(LDP). Die Aktivitdt der NMDA-Kanile wird préazise moduliert um eine fehlerfreie neuronale
Aktivitit zu gewdhrleisten. Daher besitzt der NMDA-Rezeptor zahlreiche modulatorische
Bindungsstellen. Eine Aktivierung des Kanal setzt nicht nur die Bindung des Agonisten
Glutamat und eine depolarisierte Membran voraus, sondern auch die gleichzeitige Bindung
des Coagonisten Glycin an der Glycinbindungsstelle. Dariiber hinaus besitzen die
NMDA-Rezeptoren eine Bindungsstelle fiir Polyamine, welche den Stromfluss potenzieren,
indem sie die Offungswahrscheinlichkeit des Kanals erhdhen. Durch eine Aktivierung der

Zn*"-Bindungsstelle wird der Kanal blockiert, ebenso wie durch die im Inneren des Kanals
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liegenden Bindungsstellen fiir Phencyclidin, MK-801 und Ketamin (Hollmann und
Heinemann, 1994; Conn und Pin, 1997; Coyle et al., 2002; Cooper et al., 2003).

5.5.4 Metabotrope Glutamatrezeptoren

Im Gegensatz zu den Ionenkanal-bildenden ionotropen Glutamatrezeptoren ist der
metabotropen Glutamatrezeptoren iiber G-Proteine an Second-Messenger Systeme gekoppelt,
weshalb er auch ein Rezeptor der langsamen synaptischen Ubertragung ist. Mindestens acht
verschiedene Subtypen sind bis heute bekannt (mGluR; bis mGluRg), welche aufgrund ihrer
pharmakologischen Eigenschaften, physiologischen Effekten und Sequenzhomologien in drei
Gruppen zusammengefasst werden. Die erste Gruppe besteht aus mGluR; und mGluRs,
welche iiber eine Stimulation der Phosphoinositid-Second-Messenger IP; und Diacylglycerin
(DAG) die Phospholipase C aktivieren. Die zweite Gruppe beinhaltet mGluR, und mGluR3;,
welche eine Inhibition der AC bewirken. Die dritte Gruppe ist ebenfalls negativ mit der AC
gekoppelt, und besteht aus mGluRs, mGluRs, mGluR; und mGluRs. Metabotrope
Glutamatrezeptoren werden im gesamten Nervensystem exprimiert, jedoch ist Gruppe I
tiberwiegend postsynaptisch lokalisiert, wihrend Gruppe II und III prisynaptisch als
Autorezeptoren vorkommen und die Neurotransmission negativ regulieren (Kandel und

Siegelbaum, 2000; Coyle et al., 2002; Cooper et al., 2003).

5.5.5 Funktionen von Glutamat

Glutamat ist der wichtigste exzitatorische Neurotransmitter im ZNS, und bisherige
Forschungsergebnisse zeigen, dass die Funktion von Glutamat weitaus umfangreicher und
komplexer ist als lediglich EPSPs zu generieren. Neben einer Schliisselrolle in der
Gehirnentwicklung ist Glutamat im adulten Nervensystem hauptséchlich an der Vermittlung
neuronaler Plastizitdt beteiligt (Coyle et al., 2002). Damit wird die Veridnderbarkeit
neuronaler Verbindungen bezeichnet, welche aufgrund funktioneller Ereignisse z.B. nach
Lernvorgingen (funktionelle Plastizitit) oder aufgrund von strukturellen Geschehnissen wie
z.B. nach dem Verlust von Nervenzellen oder Axonen (strukturelle Plastizitdt) auftritt.
Strukturelle Plastizitdt ist durch langanhaltende, anatomisch fassbare, Verdnderungen
gekennzeichnet, wie die Bildung neuer Synapsen (terminale Aussprossung), neuer Axone
(kollaterale Aussprossung) oder auch strukurelle Verianderungen dendritischer Dornen.
Funktionelle Plastizitit hingegen bedeutet eine eher kurz andauernde Verdnderung der

Effizienz synaptischer Ubertragung ohne eine anatomische Verinderung. Dazu gehdren
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priasynaptische Mechanismen, wie eine vermehrte Transmitterausschiittung der Prisynapse,
aber auch postsynaptische Mechanismen, wie eine Verdnderung in der Rezeptordichte der
Postsynapse. Fiir Lernvorgénge ist die funktionelle Plastizitit von besonderer Bedeutung,
denn nach der Hebb’schen Regel ist die synaptische Ubertragung am Effizientesten, wenn die
betreffende Synapse aktiv und die Postsynapse gleichzeitig depolarisiert ist. Dies geschieht
durch den Prozess des LTP, welcher sowohl von den non-NMDA-Rezeptoren, als auch von
den NMDA-Rezeptoren getragen wird. Doch beide Formen der neuronalen Plastizitit sind
nicht unabhingig voneinander, denn auch ein typischer funktioneller Vorgang wie LTP hat
strukturelle Folgen (Lexikon der Neurowissenschaft, 2000). Auch der Prozess der
glutamatvermittelten Exzitotoxizitdt wird primdr von Glutamatrezeptoren vermittelt. Dabei
bewirkt eine  exzessive  Stimulation  glutamaterger = Neurone eine  massive
Glutamatausschiittung, was wiederum zu einer Uberstimulation der Glutamatrezeptoren fiihrt.
Die Folge einer solchen Uberstimulation ist ein Anstieg der intrazelluliren Ca®"
Konzentration, welche tiiber eine Reihe intrazelluldrer Signalkaskaden die Nervenzelle
letztendlich in den programmierten Zelltod (Apoptose) fiihrt. Die Exzitotoxizitdt ist
vermutlich entscheidend an Zellschidigungen bei Schlaganfdllen und neurodegenerativen
Krankheiten wie amyotrophe Lateralsklerose, Alzheimer und Chorea Huntington beteiligt

(Lexikon der Neurowissenschaft, 2000; Westbrook, 2000; Coyle et al., 2002).

5.5.6 Langzeitpotenzierung

LTP ist eine gut charakterisierte Form der synaptischen Plastizitdt, und stellt das neuronale
Korrelat fiir Lernen und das Speichern von Gedéchtnisinhalten dar. Dabei bewirkt die
gleichzeitige Aktivierung der Prd- und Postsynapse eine Verstirkung der synaptische
Transmission fiir Stunden, Wochen oder auch Monate (Cooke und Bliss, 2006). 1973 konnten
Timothy Bliss und Terje Lomo (Bliss und Lomo, 1973) an einem narkotisierten Kaninchen
zum ersten Mal LTP an einer glutamatergen Synapse zwischen den Fasern der perforanten
Bahn (Tractus perforans) und den Kornerzellen des Gyrus dentatus im Hippocampus
nachweisen. Das Phianomen LTP ist jedoch nicht nur auf den Hippocampus beschrinkt.
Mittlerweile konnte LTP an unterschiedlichsten Synapsen im gesamten ZNS gemessen
werden (Bennett, 2000). Ein nach wie vor dominierendes Modell zur Untersuchung der
synaptischen Plastizitdt sind die Schaffer-Kollateralen im Hippocampus, welche von den CA3
Pyramidenzellen stammen und zu den CAl Pyramidenzellen ziehen (Beggs et al., 1999;

Kandel, 2000). Allgemein kann LTP in drei Phasen untergliedert werden: (1) Induktion
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(induction), (2) Expression (expression) und (3) Konservierung (maintenance) (Bliss und
Collingridge, 1993; Beggs et al., 1999).

An der Prisynapse bewirkt ein eingehendes Aktionspotential die Ausschiittung von Glutamat
in den synaptischen Spalt. Die anschlieende Bindung von Glutamat an AMPA-Rezeptoren
bewirkt eine Depolarisation und damit ein EPSP der Postsynapse. Eine wichtige

Vorraussetzung fir die Induktion von LTP ist jedoch eine hochfrequente und wiederholte
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Abbildung 5.18 NMDA vermittelte Induktion von LTP. Schematische Darstellung
einer glutamatergen postsynaptischen Membran, welche sowohl NMDA- als auch
AMPA-Rezeptoren enthalt. (A) Nahe des Ruhepotentials ist der Kanal des
NMDA-Rezeptors durch ein positiv geladenes Magnesium-Ion blockiert. (B)
Prasynaptisch ausgeschiittetes Glutamat bindet sowohl an NMDA- als auch an
AMPA-Rezeptoren. Bei den AMPA-Rezeptoren fihrt dies zu einer Offnung der Kanalpore
und zu einem einwartsgerichteten Stromfluss, welcher hauptsachlich von positiv
geladenen Natrium-Ionen getragen wird. Die daraus resultierende Depolarisation der
postsynaptischen Membran ist jedoch nicht ausreichend, um den Magnesium-Block aus
den NMDA-Rezeptoren auszutreiben. (C) Erst eine hohe Glutamat-Konzentration hat
eine so starke Depolarisation der Postsynapse zur Folge, dass der Magnesium-Block der
NMDA-Rezeptoren ausgetrieben wird. Der anschlieBende Einstrom von Natrium- und
Calcium-Ionen durch den NMDA-Rezeptor bewirkt durch eine nachgeschaltete Kaskade
unterschiedlicher biochemischer Reaktionen die Induktion von LTP. Aus Cook und Bliss
(2006).
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Depolarisation der Postsynapse, was zumeist durch die Aktivierung mehrerer afferenter
Axone erreicht wird. Durch die anhaltende Depolarisation wird der Mg®"-Block der
NMDA-Rezeptoren ausgetrieben und Ca*" kann in die Zelle einstrémen. Es 16st dabei eine
Kaskade unterschiedlicher biochemischer Reaktionen aus, indem es Ca®-abhingige Kinasen
wie z.B. die Calcium-Calmodulin-Kinase II, Proteinkinase C und eine Tyrosinkinase akiviert.
Ein durch NMDA-Rezeptoren vermitteltes LTP hat iiblicherweise drei Eigenschaften: (1) die
gleichzeitige Aktivierung mehrere afferenter Axone (cooperativity), (2) die gleichzeitige
Aktivierung der Prd- und Postsynapse (assoziativity) und (3) ein einmal induzierte LTP breitet
sich nicht auf andere Synapsen aus (input specifity) (Bliss und Collingridge, 1993; Beggs et
al., 1999; Cooke und Bliss, 2006) (Abb. 5.18).

Wihrend der Expression von LTP kann eine erhohte postsynaptische Reaktion an
potenzierten Synapsen beobachtet werden, was sowohl auf prasynaptische als auch auf
postsynaptische Mechanismen zuriickzufiihren ist. Zum einen bewirken préasynaptische
Modifikationen, wie beispiclsweise eine Verdnderung der Ca**-Homdostase oder retrograde
Botenstoffe, eine erh6hte Transmitterausschiittung pro Aktionspotential. Des Weiteren kommt
es an der Postsynapse zu einer erhdhten Rezeptordichte bzw. verdnderten Funktion durch
Phosphorylierung der AMPA-Rezeptoren. Aber auch extrasynaptische Verdnderungen wie
eine verminderte Aufnahme von Glutamat durch umliegende Gliazellen, was zu einer
erhohten Transmitterkonzentration im synaptischen Spalt fiihrt, sind an der Expression von
LTP beteiligt. Unter physiologischen Bedingungen tritt wahrscheinlich eine Kombination
dieser verschiedenen Moglichkeiten auf, eventuell mit unterschiedlichen Zeitverlaufen (Bliss
und Collingridge, 1993; Beggs et al., 1999; Malenka und Bear, 2004).

Die Aufgabe der LTP Konservierung ist es, die vorliegenden synaptischen Verdnderungen
iiber einen langen Zeitraum aufrecht zu erhalten. Dieser Vorgang wird in zwei Phasen
unterschieden: (1) eine etwa zwei Stunden andauernde frithe Phase (early LTP), welche nicht
durch die Synthese neuer Proteinen gekennzeichnet ist, und (2) einer spiten Phase (late LTP)
welche zumeist 24 Stunden anhélt und durch eine verdnderte Genexpression die Neusynthese
von Ribonukleinsdure (RNA) und Proteinen beinhaltet. Zusdtzlich kommt es auch zu
morphologischen Verdnderungen, wie das Wachstum neuer dendritischer Dornen oder die
VergroBerung von bereits existierenden Dornen (Beggs et al., 1999; Kandel, 2000; Malenka
und Bear, 2004). Durch den Vorgang der Konservierung ist es moglich das
Kurzzeitgedéchtnis ins Langzeitgedichtnis zu tiberfiihren, und Gedéichtnisinhalte dauerhaft zu

speichern.
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5.6 Fragestellung der vorliegenden Arbeit

Die Intensitdt mit der eine instrumentelle Handlung ausgefiihrt wird, kann durch appetitive
klassisch konditionierte Reize beeinflusst werden. Dieser als Klassisch-Instrumenteller
Transfer (PIT) bezeichnete Vorgang verdeutlicht die Verschrinkung klassischer und
instrumenteller Lernvorgdnge. Dariiber hinaus ist er ein grundlegendes Merkmal der
Interaktion eines Tieres mit seiner Umwelt, und erfiillt wichtige biologische Funktionen.
Grundsitzlich beruht der verstirkende Effekt klassisch konditionierter Reize auf zwei
unterschiedlichen Mechanismen. Zum einen geht von klassisch konditionierten Reizen ein
generell motivierender Effekt aus. Zum anderen konnen auch die spezifischen sensorischen
Eigenschaften der Belohnung, welche mit dem prasentierten CS assoziiert sind, zu einer
Intensivierung der instrumentellen Handlung beitragen (Cardinal et al., 2002a; Cardinal et al.,
2003a). Aufgrund dieser beiden verstirkenden Mechanismen existieren auch zwei
unterschiedliche Formen des PIT (genereller und spezifischer PIT), welche durch spezielle
Trainingsprotokolle hervorgebracht werden konnen (Corbit und Balleine, 2005). Es wird
angenommen, dass die Aufrechterhaltung einer Sucht, und vor allem der Riickfall in siichtiges
Verhalten, zumindest teilweise, auf dem Mechanismus des PIT beruht (Tiffany und Drobes,
1990; Gawin, 1991; O'Brien et al., 1998). Daher ist es wichtig, das dazugehdrige neuronale
Netzwerk zu identifizieren. Erste Studien legen eine Schliisselrolle des Acb und der
Amygdala nahe (Blundell et al., 2001; Hall et al., 2001; de Borchgrave et al., 2002; Holland
und Gallagher, 2003; Corbit und Balleine, 2005). Ferner scheint der Neurotransmitter
Dopamin an der Steuerung des PIT beteiligt zu sein, da die systemische Applikation eines
Dopaminrezeptor-Antagonisten den PIT hemmt (Dickinson et al., 2000). Dieser Effekt wird
vermutlich durch die Dopamintransmission des Acb vermittelt, da eine direkte Applikation
eines Dopaminrezeptor-Agonisten in den Acb den PIT verstirkt (Wyvell und Berridge, 2000).
Dariiber hinaus existieren jedoch nur wenige Untersuchungen zur Steuerung des PIT, und ob
beide Formen des PIT auf denselben neuronalen Netzwerken beruhen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, in drei aufeinander folgenden Experimenten die
neuronalen Grundlangen des generellen PIT genauer zu charakterisieren. Beispielsweise
zeigen neuroanatomische Studien, dass die BLA starke glutamaterge Efferenzen zum Acb
entsendet (Kelley et al., 1982; Brog et al., 1993; Wright et al., 1996), einer zentralen Struktur
im neuronalen Netzwerk des PIT. Dariiber hinaus beruht die generelle Steuerung von
motiviertem und belohnungsbezogenem Verhalten zumindest teilweise auf einer
glutamatergen Beteiligung (Burns et al., 1994; Maldonado-Irizarry et al., 1995), und eine
Aktivierung der glutamatergen NMDA- und AMPA/Kainat-Rezeptoren im Acb hat die

48



Einleitung

Beschleunigung instrumenteller Handlungsablaufe zur Folge (Giertler et al., 2003), ein Effekt
der moglicherweise auf einer verstirkten Wirkung von klassisch konditionierten Stimuli
beruht. Durch die systemische Applikation von sowohl NMDA- als auch
AMPA/KA-Antagonisten wurde daher in Experiment 1 zundchst TUberpriift, ob der
Neurotransmitter Glutamat an der Vermittlung des generellen PIT beteiligt ist.

Uber die Rolle der VTA in Bezug auf PIT ist ebenfalls nur wenig bekannt. Es existieren
jedoch einige Anhaltspunkte, die indirekt auf eine Beteiligung der VTA hindeuten.
Beispielsweise reduziert eine Lidsion des CeN, welche den generellen Transfereffekt
vermittelt, den PIT (Hall et al., 2001; Holland und Gallagher, 2003). Der dem generellen PIT
zugrunde liegende neuronale Schaltkreis beinhaltet daher moglicherweise eine Regulation der
Dopaminfreisetzung im Acb durch die Efferenzen des CeN zur VTA des Mittelhirns (Hall et
al., 2001). Aus diesem Grund wurde in Experiment 2 der vorliegenden Arbeit die
Auswirkungen einer reversiblen VTA Inaktivierung auf den generellen Transfer untersucht.
Obwohl bekannt ist, dass die mesoaccumbale Dopamintransmission entscheidend an der
Steuerung des PIT beteiligt ist (Dickinson et al., 2000; Wyvell und Berridge, 2000), ist bisher
wenig lber die genauen neurochemischen Mechanismen innerhalb des Acb bekannt. Um
einen besseren Einblick in die genauen Prozesse der mesoaccumbalen Dopamintransmission
beim generellen PIT zu erhalten, wurden abschlieBend in Experiment 3 {iberpriift, ob die D;-,
und die D,-Rezeptoren in sowohl AcbC als auch AcbSh an der Vermittlung des generellen

PIT beteiligt sind.
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Abstract Rationale: Pavlovian stimuli can markedly
elevate instrumental responding directed toward a com-
mon reward, an effect known as pavlovian—instrumental
transfer (PIT). PIT critically depends on the amygdala and
nucleus accumbens (ACB); however, little is known yet
about its neurochemical basis. Objective: Here we exam-
ined the role of ionotropic glutamate receptors in PIT.
Methods: The effects of a systemic blockade of alpha-
amine-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole propionate/kainate
(AMPA/KA) and N-methyl-p-aspartate (NMDA) receptors
on PIT and locomotor activity were investigated in rats.
Results: The competitive AMPA/KA receptor antagonist
6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione disodium salt (CNQX)
(1.5 mg/kg i.p.) did not alter the overall rate of lever press-
ing and left PIT intact, i.e. presentation of a pavlovian
stimulus significantly enhanced instrumental responding.
Furthermore, CNQX did not affect horizontal and vertical
activity in an open field. The non-competitive NMDA re-
ceptor antagonist (+)-5-methyl-10,11-dihydro-5H-dibenzo
[a,d]cyclohepten-5,10-imine hydrogen maleate (dizocilpine)
(0.08 mg/kg i.p.) elevated the overall rate of lever pressing
but did not affect PIT. In addition, dizocilpine increased
horizontal and decreased vertical activity in an open field.
Conclusions: Previous studies imply that the training
protocol used here induced a general, not outcome-spe-
cific, form of PIT which is mediated by the central nucleus
of the amygdala (CeN) through modulation of mesoac-
cumbens dopamine transmission. Thus, we suggest that
an AMPA/KA and NMDA receptor blockade did not af-
fect PIT here because the general motivational influence
of pavlovian stimuli to induce PIT is conveyed by
GABAergic projections from the CeN to midbrain dopa-
minergic neurons.
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Introduction

Appetitive pavlovian stimuli can markedly elevate instru-
mental responding directed toward a common reward, a
phenomenon termed pavlovian—instrumental transfer (PIT)
{Estes 1948; Lovibond 1983; for review, see Dickinson and
Balleine 1994). PIT probably reflects excitatory effects of
pavlovian stimuli on instrumental responding, which rely
on their general motivational as well as sensory-specific
influences (Balleine 1994; Colwill and Motzkin 1994;
Dickinson and Dawson 1987). Therefore, general and
outcome-specific forms of PIT can be separated experi-
mentally (e.g. Corbit and Balleine 2005).

The amygdala and nucleus accumbens (ACB) are key
structures in mediating PIT (Blundell et al. 2001; Corbit
and Balleine 2005; Hall et al. 2001; Holland and Gallagher
2003); however, little is known yet about its neurochemical
basis. There 1s consistent evidence for a dopaminergic in-
volvement as systemic administration of dopamine recep-
tor antagonists eliminated (Dickinson et al. 2000), whereas
intra-ACB infusion of amphetamine enhanced PIT (Wyvell
and Berridge 2000). By contrast, a role of glutamate sig-
nalling in PIT has been largely neglected, although likely,
for several reasons. For instance, anatomical studies dem-
onstrate massive glutamatergic projections from the ba-
solateral amygdala (BLA) to ACB and midbrain (Wright
et al. 1996), i.e. major components of a circuit impli-
cated in conveying pavlovian influences on instrumental
responding (Hall et al. 2001). In addition, behavioural
studies revealed that N-methyl-p-aspartate (NMDA) and
alpha-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole propionate/
kainate (AMPA/KA) receptors in the ACB play a critical
role in speeding instrumental action probably by medi-
ating the invigorating impact of pavlovian stimuli (e.g.
Giertler et al. 2003). Therefore, we examined here the
effects of a systemic blockade of AMPA/KA and NMDA
receptors on PIT.
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Materials and methods
Subjects

Subjects were 35 naive male Lister hooded rats (Harlan-
Winkelmann, Borchen, Germany) weighing 155-200 g on
arrival. Rats were housed in groups of five animals in a
temperature-controlled room at 20+2°C on a 12:12-h light—
dark cycle (lights on at 7.00 a.m.) with free access to water
and standard laboratory maintenance chow (Altromin,
Lage, Germany). Before the onset of behavioural training,
food was restricted to 15 g per animal per day to maintain
~85% of the animals free-feeding weight. All animal ex-
periments were conducted according to the German law on
animal protection and approved by the proper authorities.

Apparatus

Conditioning and testing took place in three identical
operant chambers {(24x21x30 cm) (Med Associates, St.
Albans, VT, USA) housed within sound-attenuating cu-
bicles. Each operant chamber was equipped with a food
receptacle, a food dispenser which delivered one pellet
(45 mg pellets, Bioserve, Frenchtown, NJ, USA) when
activated and a retractable lever on the left side of the food
receptacle. [llumination was provided by a 24 V/3 W
houselight mounted on the top-centre of the wall opposite
the food receptacle. The speaker, which delivered the au-
ditory-conditioned stimuli, was mounted on the wall oppo-
site the lever and the food receptacle. A computer system
(MedPC-Software; Med Associates) controlled the equip-
ment and recorded the data.

Locomotor activity was examined in an open field
(70x70 cm) divided into nine squares of equal size. The
testing area was illuminated by two red light bulbs (20 W),
ventilated by a computer fan and surrounded by a cubicle
providing optical and acoustical isolation. Horizontal and
vertical motor activity was monitored by a video recording
system and analysed off-line.

Behavioural procedure
Paviovian—instrumental transfer

This experiment comprised three main stages: pavlovian
training, instrumental training and transfer testing; in this
latter stage, the effect of the pavlovian stimuli on instru-
mental behaviour was analysed in extinction. The behav-
ioural procedure was similar to a protocol by Dickinson
et al. (2000). Each session started with the illumination of
the houselight and insertion of the lever where appropriate
and ended with the retraction of the lever and turning off
of the houselight.

291

Magazine training First, all subjects (N=35) received one
session of magazine training to habituate the animals to
the operant chambers. During magazine training, food
pellets (45 mg pellets, Bioserve) were delivered on a
random time (RT) 30-s schedule with no lever available.

Paviovian fraining Twelve sessions of pavlovian training
were given with the lever retracted. Two 80-dB auditory
stimuli (3-kHz tone and white noise) served as CS+ and
CS8— in a counterbalanced fashion. Each session contained
six 2-min presentations of the CS+, followed by an inter-
stimulus interval (IST) of 2-4 min. Reward was delivered
only during the presentation of the CS+ on an RT-30-s
schedule. For approximately half of the animals the CS+
was the tone, and for the other half the CS+ was the white
noise. As a measure of pavlovian conditioning, the total
time the animal spend in the food receptacle during CS+
and ISI was recorded via a photobeam in the food
receptacle.

Instrumental training Following pavlovian training, all
animals received nine instrumental training sessions with
the lever inserted. Responding on the lever was reinforced
on a random interval (RI) schedule starting with RI-2 s
during the first session. For the next two sessions, the
schedule was increased to RI-15 and RI-30 s, and, for the
remaining six sessions, to RI-60 s. The total numbers of
lever presses were recorded and the session ended after
30 min.

Reminder and instrumental exfinction Subsequent to in-
strumental training, one pavlovian reminder was given to
habituate unconditioned responses to the CS—. This ses-
sion was similar to pavlovian training sessions except that
two additional, not reinforced, 2-min presentations of the
alternative neutral stimuli (CS—) and additional ISI were
given preceding the fifth and following the sixth presen-
tation of the CS+. In addition, the animals received a sin-
gle 30-min instrumental extinction session with the lever
available, but not reinforced.

Transfer fest The effects of pavlovian stimuli on instru-
mental behaviour was tested in extinction, whereas the
lever was inserted into the operant chamber. Fach stimulus
{(CS+ and CS—) was 2 min in duration and preceded by a
2-min IST period. The session always started with the
presentation of the CS+ and ended after four presentations
of each stimulus type (CS+ and CS-). The total numbers
of lever presses during the transfer test were recorded
separately for CS8+, CS— and [SL Subjects were assigned
to three different groups receiving either 6-cyano-7-ni-
troquinoxaline-2,3-dione disodium salt (CNQX) (#=10),
(+)-5-methyl-10,11-dihydro-5H-dibenzo|a,d|cyclohepten-5,
10-imine hydrogen maleate (dizocilpine) (#»=10) or saline
(n=15) before the transfer test.

52



Durchgefiihrte Experimente

292
Open field

Subsequent to pavlovian—instrumental transfer testing,
effects of CNQX and dizocilpine on locomotor activity
were assessed in a subgroup of rats. Subjects received
either injections of dizocilpine (n—14), CNQX (r—8) or
saline (7—6) and were placed into the open field for 30 min.
The number of line crossings (horizontal activity) and
rearings (vertical activity) in six 5-min intervals was
counted.

Drugs

CNOQX (Sigma, Steinheim, Germany) and dizocilpine (RBI,
Natick, MA, USA) were dissolved in physiclogical saline
{0.9%0). CNQX (1.5 mg/kg ip.) and dizoeilpine (0.08 mg/
kg i.p.) were administered 20 min before the onset of the
transfer test and open-field experiment, respectively, in a
volume of 1 ml/kg; control subjects received saline (1 ml/kg
i.p.) in both experiments.

Fig. 1 Pavlovian-mnstrumental a
transfer. Systemic administra- 16
tion of CNQX (1.5 mg/ke Lp.) . S|
or dizocilpine (0.08 mgfke Lp.) 1 CS-
did not affect pavlovian—instru- 14 —
mental transfer. a Cverall mean
lever presses during the transfer 12 4
test session. b Mean lever
presses as a function of the =
temporal order of stimulus pre- E 10
sentation during the transfer test B
session; €S+, conditioned stim- z
ulus; C5—, neutral stimulus; F57, " 84
interstimulus interval (2 min in B
duration, respectively). The CS+ 5
significantly elevated msiru- S 6 1
mental responding relative to =
C8— and 18I in all treatment 4
groups. In dizocilpine-, but not
in CNQX-treated subjects, the
level of mstrumental responding 2
was significantly increased rel-
ative to saline-treated subjects
0 ol
saline CNQX dizacilpine
b
B —&— saline
18 4 —O— CNQX
—w— dizocilpine
16 1
14
£
*E 12 4
©
7
o 10
a
T 8
>
X
5 -
4 -
2 4
0 S s e e o o L AL s s s p |

ISI CS+ ISI CS- ISl CS+ ISI CS- ISl CS+ ISI CS- IS| CS+ ISI CS-
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Statistical analysis

Data are presented as means with standard errors of the
mean (ESEM). Lever-press rates from pavlovian—instru-
mental transfer testing were subjected to a two-way anal-
ysis of variance (ANOVA) for repeated measures, with drug
as between-subjects factor and stimulus as within-subjects
factor. Significant main effects were investigated post hoc
using the Tukey HSD test. Locomotor activity counts were
analysed by an ANOVA for repeated measures, with drug
as between-subjects factor and time as within-subjects fac-
tor. Significant main effects were investigated post hoc
using the Tukey HSD test; significant interactions were
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further analysed by a test for simple main effects. The level
of statistical significance was p<0.05. All statistical ana-
lyses were carried out using STATISTICA Version 6.1
(StatSoft, Tulsa, OK, USA).

Results
Pavlovian—instrumental transfer
Paviovian training Stimulus-directed behaviour during

pavlovian training over 12 days was measured by caleu-
lating the approach ratio, i.e. the percentage of time spent

Fig. 2 Effects of systemic ad- a
ministration of CNQX (1.5 mg/ 120 1
kg Lp.}, dizocilpine (0.08 mg/kg —— ssliva
i‘p‘) by salte ,(I, mlfkg Lp S ol —O— dizocilpine **
ocomotor activity in an open
field. a Horizontal activity 100 GRS
measured by the number of line
crossing in S-min intervals
(**p=<0.001, main effect of drug 80 4
compared to saline treatment). n
b Vertical activity measured by 2
the mumber of rearings in 5-min g
intervals (*p<0.01, DrogxTime O 60 A
interaction compared to saline 3]
treatment). Dizocilpine pro- 2
duced a general increase =
horizontal activity and an initial 40 1
decrease in horizontal activity
20 A
D T T T T T T 1
1-5 6-10 11-15 16-20 21-25 26-30
minutes
b
50 ~
—8— saline
—O— dizocilpine *
—v— CNQX
40 A
w 307
o
=
@
o
20 A
10 A
0 T T T T T T 1
1-5 6-10 11-15 16-20 21-25 26-30
minutes
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in the food receptacle during CS+ and the percentage of
time spent in the food receptacle during ISI as follows:
approach ratioc=(% CS8)/(% CS+% ISI) (e.g. Cardinal et al.
2003). The mean approach ratio from all subjects (N=35)
was 6242% on day 1 and 65+2% on day 12.

Instrumental fraining All animals acquired instrumental
responding over 9 days. The number of responses increased
from 3.29+0.20 lever presses/min on day 1 to 10.46+0.38
on day 9. In the subsequent extinction session, instrumental
responses decreased to 6.30+0.21 lever presses/min.

Transfer test Presentation of the pavlovian stimulus (CS+)
increased instrumental behaviour relative to the non-rein-
forced stimulus {(CS—) and IST, and this effect was evident
in all treatment groups (Fig. 1a). The elevation of lever
pressing during CS+ compared to CS— and IST was similar
regardless of CS+ identity (tone or white noise) which was
used in a counterbalanced way across all treatment groups.
A one-way ANOVA indicated that the transfer effect in-
duced by tone vs white noise did not differ significantly
[F1.3370.028; p=0.96]; therefore, respective data were
collapsed. A two-way ANOVA, with drug as between-
group factor (three levels: saline, CNQX and dizocilpine)
and stimulus as within-subject factor (three levels: CS+,
CS— and ISI), revealed a significant main effect of drug
[F(2,32=22.79; p<0.001] and a significant main effect of
stimulus [Fi, ¢4y=86.08; p<0.001], but no drugxstimulus
interaction [Fuss=1.32; p=0.271]. Post hoc analysis on
significant main effects indicated that lever presses were
significantly higher during presentation of the CS+ as
compared with CS— or ISI (p<0.001; Tukey HSD test) in
all treatment groups. Furthermore, lever presses were sig-
nificantly higher after dizocilpine (p<0.001; Tukey HSD
test), but not after CNQX, relative to saline.

In addition, a detailed analysis of the time course of
effects showed that presentation of the CS+ increased in-
strumental behaviour throughout the session regardless of
the time of presentation and drug treatment (Fig. 1b). A
two-way ANOVA, with drug as between-group factor
(three levels: saline, CNQX and dizocilpine) and stimulus/
time-block as within-subject factor, revealed a significant
main effect of drug [F; 32,=23.56; p<0.001], a significant
main effect of stimulus/time-block [Fiis5450=31.18; p<
0.001] and a significant drugxstimulus/time-block inter-
action [Fi3g.430)=3.93; p<0.001] (Fig. 1b). Post hoc com-
parison on significant main effects indicated that lever
presses were significantly higher during CS+ relative to
CS— and ISI {(p<0.001; Tukey HSD test). In addition, lever
presses were significantly higher after dizocilpine (p<
0.001; Tukey HSD test), but not after CNQX, compared
with saline.

Open field

Horizontal activity ANOVA revealed significant main ef-
fects of drug [F(»25=15.03; p<0.001] and time [F5 125~
76.25; p<0.001], but no significant drugxtime interaction

[Fi0,125=1.31; n.s.]. Post hoc compariscns on drug effects
using the Tukey HSD test further demonstrated a signif-
icant effect of dizocilpine, but not of CNQX, compared to
saline (Fig. 2a).

Vertical activity ANOVA mndicated no significant main
effect of drug [F» »5=2.83; p=0.078], but of time [F5 155~
40.76; p<0.001]. In addition, there was a significant drug x
time interaction [F1g,125=2.68; p<0.01]. Further analysis
of simple main effects revealed a significant dose x time
interaction between dizocilpine and saline [Fis 1p0=4.07;
p<0.01], but not between CNQX and saline [Fis 00,=0.99;
n.s.]. Figure 2b shows that the vertical activity was con-
siderably less during the first 10 min in dizocilpine-treated
rats compared to saline-treated animals.

Discussion

The results of these experiments demonstrate that a sys-
temic blockade of AMPA/KA and NMDA receptors did
not impair PIT, a transfer effect which probably reflects
the excitatory impact of pavlovian stimuli on instrumental
responding.

Dizocilpine is a selective non-competitive NMDA re-
ceptor antagonist which induces prominent motor stim-
ulant effects, e.g. hyperlocomotion and stereotypies
{Clineschmidt et al. 1982b; Kloog 1988). The dose used
here was shown to produce motor stimulation, but not, as
higher doses are used, muscle relaxation and ataxia {e.g.
Danysz et al. 1994), which could compromise instrumental
action. In keeping with previous findings (Clineschmidt
et al. 1982a; Danysz et al. 1994; Loscher and Honack 1992),
our present data reveal that systemic administration of
dizocilpine at a dose of 0.08 mg/kg i.p. significantly in-
creased horizontal locomotor activity in the open field but
had only moderate effects on vertical activity. Thus, the
general increase in lever pressing seen here after dizo-
cilpine administration might also rely on motor stimulant
actions of a systemic NMDA receptor blockade. By con-
trast, the competitive AMPA/K A receptor antagonist CNQX
(Sheardown 1993) altered neither horizontal and vertical
activity in the open field nor the general rate of lever press-
ing. The lack of motor effects is unlikely to reflect inap-
propriate dosing. In general, systemic administration of
CNQX, 2,3-dihydroxy-6-nitro-7-sulfamoyl-benzo(f)quino
xaline (NBQX) and other AMPA/KA receptor antagonists
did not affect spontaneous motor behaviour (Danysz et al.
1994; Hauber and Andersen 1993; Klockgether et al. 1991)
but, for instance, increased motor stimulant effects of L-
DOPA (Klockgether et al. 1991). As with dizocilpine, the
dose of CNQX used here was shown to induce behaviour-
al effects, but not, as higher doses are used, muscle relax-
ation, which could interfere with instrumental responding
(Backstrom and Hyytia 2003). For instance, systemic ad-
ministration of CNQX given at the same dose (1.5 mg/kg)
and to the same conditions (i.p. administration 20 min
before behavioural testing) as here did not alter locomotor
activity but attenuated ethanol-seeking behaviour elicited
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by ethanol-associated stimuli (Backstrom and Hyytia 2004)
and reinstatement of cocaine seeking under a second order
schedule (Backstrom and Hyytia 2003). Although rein-
statement of cocaine seeking was also attenuated by a
higher dose (3 mg/kg), this effect was attributed in part
to CNQX-induced motor impairments (Backstrom and
Hyytia 2003), an observation which prompted us to use a
lower dose (1.5 mg/kg). Given these results, CNQX treat-
ment should be effective in owr experiment, although the
general rate of lever pressing during PIT and locomotor
activity in the open field was not altered.

Notably, CNQX and dizocilpine did not interfere with
PIT, suggesting that ionotropic glutamate receptors may
not be invelved in mediating this transfer effect. Further-
more, these results imply that neither drug produced sen-
sorimotor impairments as the magnitude of PIT was similar
across all treatment groups. The finding of intact PIT after
ionotropic glutamate receptor blockade was surprising in
view of the neural circuits implicated in PIT, which com-
prise prominent glutamatergic projections. For instance,
lesion studies suggest that PIT critically depends on the
ACB (de Borchgrave et al. 2002; Hall et al. 2001), a
structure with strong glutamatergic input from cortex and
BLA (Wright et al. 1996). In addition, lesions of the central
nucleus of the amygdala (CeN) reduced PIT, whereas le-
sions of the BLA had no effect (Hall et al. 2001; Holland
and Gallagher 2003). In contrast to these findings, Blundell
et al. (2001) reported that BLA, but not CeN lesions,
abolished PIT. These apparently discrepant results are
likely to be due to different training protocols and forms of
PIT used in these experiments. A recent study by Corbit
and Balleine (2005) addressing this issue revealed that both
BLA and CeN contribute to PIT, but their involvement
depends on the form of PIT, i.e. the BLA conveys the
outcome-specific form of PIT, whereas the CeN serves the
general form of PIT. The general form of PIT is thought to
rely on the general motivating effects of an appetitive pav-
lovian stimulus, i.e. instrumental responding may be en-
hanced during presentation of an appetitive CS+ as a result
of non-specific motivational arousal. The outcome-specific
form of PIT refers to another mechanism through which
pavlovian CS probably modulates instrumental responding,
i.e. an appetitive CS+ may also act selectively to energize
an instrumental action—in the presence of other response
options—with which it shares the same outcome. In the
present as in various other studies (Hall et al. 2001; Holland
and Gallagher 2003), a PIT procedure was employed in
which rats were trained on a single lever, and the effect of a
single pavlovian stimulus on performance of that lever was
measured. This protocol generates a form of PIT which
relies on the general motivational influence of the pavlov-
ian stimulus and is mediated by the CeN (Corbit and
Balleine 2005). Thus, although not explicitly examined, the
transfer test used here might involve the general form of
PIT mediated by the CeN.

As stimulation of mesoaccumbens dopamine neurotrans-
mission increased PIT (Wyvell and Berridge 2000), the
CeN has been suggested to control PIT by modulating the
activity of mesoaccumbens dopamine projections (Hall et al.
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2001) through efferents to the vicinity of midbrain do-
pamine neurons (Wallace et al. 1992). Importantly, CeN
projections to the midbrain use y-amino-butyric acid (GA
BA) as a neurotransmitter (Swanson and Petrovich 1998).
Furthermore, the input from the CeN to midbrain dopamine
neurons might not be direct but probably involves pro-
jections to non-dopamine neurons (Wallace et al. 1992),
which in part express GABA receptors (Suaud-Chagny et al.
1992). Accordingly, inactivation of the CeN was associated
with decreased basal levels of dopamine efflux in the ACB
{Ahn and Phillips 2002). In view of this connectivity, we
suggest that an AMPA/KA and NMDA receptor blockade
did not affect PIT here, because the general motivational
influence of pavlovian stimuli to induce PIT is conveyed by
GABAergic projections from the CeN to midbrain dopa-
minergic neurons. However, a recent study with knock-out
mice indicates an involvement of AMPA GluR2 subunits in
PIT (Mead and Stephens 2003). However, mutants with a
GluR?2 deletion show an increased calcium influx, through
AMPA receptor-gated ion channels and a facilitated AM
PA-dependent long-term potentiation (Jia et al. 1996) and
the behavioural effects of these functional AMPA receptor
changes are therefore difficult to relate to those of a com-
petitive AMPA receptor blockade used here.

Taken together, our present results demonstrate that a
systemic blockade of AMPA/KA and NMDA receptors did
not affect PIT. One possibility to explain these findings is
that we tested a general form of PIT which critically in-
volves the CeN modulating midbrain mesoaccumbens do-
pamine neurons by GABAergic projections.
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Brief Communication

Inactivation of the ventral tegmental area abolished
the general excitatory influence of Pavlovian cues
on instrumental performance

Anja Murschall and Wolfgang Hauber'

Abteilung Tierphysiologie, Biologisches Institut Universitét Stuttgart, D-70550 Stuttgart, Germany

Pavlovian stimuli can markedly elevate instrumental responding, an effect known as Pavlovian-instrumental transfer
(PIT). As the role of the ventral tegmental area (VTA) in PIT is yet unknown, we examined the effects of transient
VTA inactivation by direct microinjections of a mixture of the GABA, and GABAj receptor agonists, muscimol
and baclofen. Results reveal that PIT, i.e., the increase in instrumental responding during presentation of a Pavlovian
stimulus, was abolished by intra-VTA microinjections of muscimol/baclofen. These data provide the first evidence
that the VTA mediates Pavlovian influences on instrumental behavior.

Appetitive Pavlovian stimuli can markedly elevate instrumental
responding, a phenomenon termed Pavlovian-instrumental
transfer (Fstes 1948; Lovibond 1983; for review, see Dickinson
and Balleine 1994). Pavlovian-instrumental transfer (PIT) prob-
ably reflects the excitatory effects of Pavlovian stimuli on instru-
mental responding and can be mediated by both the general
motivational and the sensory-specific influences of the Pavlovian
CS$ (for review, see Dickinson and Balleine 2002). Hence, general
and outcome-specific forms of PIT can be separated experimen-
tally (e.g., Corbit and Balleine 2005). The amygdala and nucleus
accumbens are key structures in mediating PIT (Blundell et al.
2001; Hall et al. 2001; Holland and Gallagher 2003; Corbit and
Balleine 2005). However, little is known about the neurochemi-
cal basis of PIT. There is consistent evidence for a dopaminergic
involvement as systemic administration of dopamine receptor
antagonists eliminated (Dickinson et al. 2000), whereas intra-
accumbens microinjection of amphetamine enhanced PIT
(Wyvell and Berridge 2000). Therefore, PIT may depend upon the
regulation of the dopaminergic innervation of the nucleus ac-
cumbens by projections from the amygdala to the ventral teg-
mental area (VTA) (Hall et al. 2001). However, the role of the VTA
in PIT is yet unknown. Here, we examined the effects of VTA
inactivation on PIT by direct microinjections of a mixture of the
GABA, and GABA[ agonists, muscimol, and baclofen.

First, 12 sessions of Pavlovian training were given. Stimulus-
directed behavior during Pavlovian training was measured by
calculating the approach ratio, i.e., the percentage of time spent
in the food receptacle during CS+ and the percentage of time
spent in the food receptacle during ISI as follows: Approach
ratio = (%6CS)/{%CS + %ISI). The mean approach ratio from all
subjects (» = 32) during Pavlovian training significantly in-
creased as displayed in Figure 1A. A one-way ANOVA conducted
on the training data revealed a significant effect of training day
(Fii1aan = 13.1, P < 0.0001).

Then, animals received nine instrumental training sessions.
The number of lever presses per minute across days of instrumen-
tal trainingis displayed in Figure 1B. A one-way ANOVA revealed
a significant effect of training day (Fg.4q = 42.5, P < 0.0001).
The transfer test revealed that presentation of the Pavlovian
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stimulus (CS+) enhanced lever pressing relative to the non-
reinforced stimulus (CSo) and ISI, but this effect differed across
treatment groups as shown in Figure 1C. A one-way ANOVA in-
dicated that lever press rates during presentation of CS+ and CSo
did not depend on CS identity (tone, white noise; counterbal-
anced). Therefore, tone and white noise were equally effective as
C8s and respective data were collapsed. In rats with intra-VTA
saline injections the CS+ markedly elevated responding relative
to the CSo and ISI, while in rats with intra-VTA baclofen/
muscimol injections, this transfer effect was impaired. The statisti-
cal analysis confirmed this description. A two-way ANOVA with
treatment as between-subject factor (four levels: 0/0, 0.03/0.003,
0.06/0.006, 0.08/0.008 nmol baclofen/muscimol) and stimulus as
within-subject factor (three levels: ISI, CSo, and CS+) revealed a
significant main effect of treatment (F 55 =3.220; P=0.038), a
significant main effect of stimulus F 55 = 21.405; P < 0.0001), and
a treatment X stimulus interaction (F; s =4.741; P <0.0001).
Simple effects analysis revealed an effect of treatment during
CS+ (Fz 25y = 5.30; P < 0.01), but not during CSo (F;; -5 = 0.98;
P=0.42) or ISI (F5 2 = 1.31; P = 0.29), indicating that drugs did
not affect baseline responding. Simple effects analysis further
revealed a significant effect of stimulus type in groups treated
with saline (Fi; 50, = 11.84; P < 0.001), 0.03/0.003 nmol baclofen/
muscimol (Fy o =7.91; P<0.01), and 0.06/0.006 nmol baclofen/
muscimol (F; ;4 =5.42; P <0.05), but not in the group treated
with 0.08/0.008 nmol baclofen/muscimol (F, 5 = 0.094;
P =0.91). Post hoc comparisons using the Tukey HSD test re-
vealed higher responding during CS+ relative to ISI and CSo in
the saline (ISL: P < 0.01, CSo: P < 0.01) and 0.03/0.003 nmol bac-
lofen/muscimol (ISI: P < 0.05, CSo: P < 0.05) group, thus indicat-
ing a transfer effect. In the 0.06/0.006 nmol badofen/muscimol
group, the elevation of responding during C8+ versus ISI and CSo
(ISI: P =0.05, CSo: P =10.036) was close to the significance crite-
rion indicating a lower transfer effect. The location of the injec-
tion cannulae tips within the VTA is shown in Figure 2.

The present study demonstrates that VTA inactivation by a
mixture of the GABA, and GABAy receptor agonists, muscimol,
and baclofen, abolished PIT. These data provide the first evidence
that conveying Pavlovian influences on instrumental behavior
requires neural activity in the VTA.

The effects of baclofen and muscimol on PIT are not attrib-
utable to nonspecific drug effects on response capacity. Hrst, dur-
ing presentation of the nonreinforced stimulus {(CSo) and during
ISI, lever-press rates in subjects with intra-VTA microinjection of
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Figure 1. Pavlovian-instrumental transfer. (4) Pavlovian training. Mean

approachratio (= SEM), i.e., the ratio of time spent in the food receptacle
during CS+ and time spent in the food receptacle during ISl, across 12 d
of training (n=132). (B) Instrumental training. Mean lever presses
(= SEM) across 9 d of training and during a subsequent extinction session
without reinforcement (n = 32). (C) Transfer test. Effect of intra-VTA in-
jection of saline (n=11), 0.03/0.003 nmol (n=6), 0.06/0.006 nmol
(n=26), or 0.08/0.008 nmol baclofen/muscimol (n=9) on mean lever
presses (+ SEM) during presentation of CS+ and CSo as well as during 151,
The CS+ significantly elevated responding relative to CSo and 1Sl after
saline (ISI: P< 0.01, CSo: P< 0.01), 0.03/0.003 nmol baclofen/muscimol
(ISl: P<0.05, CSo: P < 0.05), and 0.06/0.006 nmol baclofen/muscimol
(ISl: P=0.05, CSo: P= 0.036), but not after 0.08/0.008 nmol baclofen/
muscimol {n.s; ANOVA followed by a post hoc Tukey HSD test); (ext)
extinction session; (CS+) conditioned stimulus; (€So) unconditioned
stimulus; (I1Sl) interstimulus interval (2 min in duration, respectively).

vehicle and baclofen/muscimol were largely similar; only the
high dose (0.08/0.008 nmol baclofen/muscimol) did not signifi-
cantly reduce lever-press rates. Second, in the PIT test used here,
intra-VTA microinjections of doses of 0.1/0.01 nmol baclofen/
muscimol and above are necessary to induce a motor impair-
ment associated with a considerable reduction in lever pressing
(A. Murschall, unpubl.). Third, in a number of other instrumen-
tal tasks, baclofen/muscimol-induced VTA inactivation using the
same doses as here did not impair response capacity (McFarland
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and Kalivas 2001; Di Ciano and Everitt 2004; McFarland et al.
2004). Moreover, behavioral effects after microinjection of bac-
lofen/muscimol into the VTA compared to the substantia nigra
are distinct (McFarland and Kalivas 2001), suggesting that drug
diffusion to adjacent brain areas might not account for the pres-
ent results.

PIT critically depends upon the integrity of the nucleus ac-
cumbens and the amygdala. For instance, lesions of the nucleus
accumbens and the central nucleus of the amygdala (CeN) re-
duced PIT, while lesions of the basolateral amygdala (BLA) had
no effect (Hall et al. 2001; Holland and Gallagher 2003). In con-
trast to these findings, Blundell et al. (2001) reported that BLA,
but not CeN lesions, abolished PIT. These apparently discrepant
results are likely to be brought about by different training proto-
cols and forms of PIT used in these experiments. A recent study
by Corbit and Balleine (2005) addressing this issue revealed that
both BLA and CeN contribute to PIT, but their involvement de-
pends on the form of PIT, ie. the BLA conveys the outcome-
specific form of PIT, while the CeN serves the general form of PIT.
The general form of PIT is thought to rely on the general moti-
vating effects of an appetitive Pavlovian stimulus, i.e., instru-
mental responding may be enhanced during presentation of an
appetitive CS+ as a result of nonspecific motivational arousal.
The outcome-specific form of PIT refers to another mechanism
through which Pavlovian CSs probably modulate instrumental
responding, i.e., an appetitive CS+ may also act to energize a
specific instrumental action—in the presence of other response
options—with which it shares the same outcome.

The present as well as various other studies (Hall et al. 2001;
Holland and Gallagher 2003) used a PIT procedure in which rats
were trained on a single lever, and the effect of a single Pavlovian
stimulus on performance of that lever was measured. This pro-
tocol generates a form of PIT that relies on the general motiva-
tional influence of the Pavlovian stimulus and is mediated by the
CeN (Corbit and Balleine 2005). Thus, though not explicitly ex-

amined, the transfer test used here might involve the general

Figure 2. Cannulae placement in the VTA. The schematics depict the
location of the injection cannulae tips (@) in the VTA for all rats {n = 32).
Plates are adaptations from Paxinos and Watson (1986), with permission
from Elsevier © 1986. Numbers beside each plate correspond to milli-
metres anterior to bregma.
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form of PIT mediated by the CeN. As stimulation of mesoaccum-
bens dopamine neurotransmission increased PIT (Wyvell and
Berridge 2000), the CeN has been suggested to control PIT by
modulating the activity of mesoaccumbens dopamine projec-
tions (Hall et al. 2001) through efferents to the vicinity of mid-
brain dopamine neurons (Wallace et al. 1992). Notably, CeN pro-
jections to the midbrain utilize v-amino-butyric acid (GABA) as
neurotransmitter (Swanson and Petrovich 1998). Furthermore,
the input from the CeN to midbrain dopamine neurons might
not be direct, but probably involves projections to nondopamine
neurons (Wallace et al. 1992), which partially express GABA re-
ceptors (Suaud-Chagny et al. 1992). Accordingly, inactivation of
the CeN was associated with decreased basal levels of dopamine
efflux in the ACB (Ahn and Phillips 2002). Qur findings corre-
spond to this account and demonstrate directly a VTA involve-
ment in mediating the general form of PIT, probably as a key
component of a drcuit from the CeN to the nucleus accumbens.

Drug-associated cues play an important role in relapse to
drug use in humans and animals (Hyman 2005). For instance,
contingent presentation of previously cocainerelated cues can
reinstate cocaine-seeking behavior in rats (Everitt and Wolf
2002). PIT—which involves noncontingent stimulus presenta-
tion—probably plays a major role in CS-nduced reinstatement of
drug seeking as well (Ludwig et al. 1974; Tiffany and Drobes
1990; Gawin 1991; O'Brien et al. 1998); however, its contribution
to these processes has been rarely investigated. Weiss et al. (2000,
2001) reported that noncontingent presentation of a previously
cocaine-paired cue massively elevated cocaine seeking and in-
creased intra-accumbens dopamine release. These effects might
reflect an impact of PIT on relapse, and our present results sug-
gest that they could be mediated, at least in part, by the VTA
conveying the general motivational impact of cocaine-associated
cues on instrumental responding. Furthermore, our findings
raise the possibility that a VTA inactivation thereby blocking the
general motivating influence of cocainerelated cues on instru-
mental behavior contributes to the decreased propensity to cue-
induced cocaine seeking and reinstatement observed after sys-
temic administration of GABA; receptor agonists (O'Brien et al.
1998; Di Ciano and Everitt 2003). However, this view requires
direct experimental support, e.g., by investigating whether a
pharmacological manipulation of VTA GABAg receptors inter-
feres with the general motivational influence of cocaine-
associated cues on instrumental behavior.

Taken together, our present results suggest that the VTA
mediates the general motivational impact of Pavlovian stimuli
on instrumental responding, probably as part of a circuit com-
prising projections from the CeN to midbrain dopaminergic neu-
roms.

Materials and Methods

All animal experiments were conducted according to the German
Law on Animal Protection and approved by the proper authori-
tes.

Subjects were 32 male Lister hooded rats (Harlan-
Winkelmann) weighing 240-359 g at the time of surgery. Rats
were housed in groups at 20 = 2°C on a 12-h light/12-h dark
cycle (lights on at 7:00 a.m. ) with ad-libitum access to water and
standard laboratory chow (Altromin). Prior to the onset of be-
havioral training, food was restricted to 15 g per animal/day.

For stereotaxic surgery, animals were anaesthetized with ke-
tamine HCL (120 mg/kg; Bela-Pharm) and xylazine HCL (4 mg/
kg Rompun; Bayer) and secured in a stereotaxic apparatus (Kopf
Instruments). Bilateral guide cannulae (0.8 mm outer diameter;
TSK) aimed at the VTA were implanted using standard stereotaxic
procedures. The coordinates were: 5.2 anterior bregma, +1.2 to
+2.0 lateral to midline and 8.0 ventral from the skull (Paxinos
and Watson 1986) with the guide cannulae positioned in an

angle of about 8 from the midline. Each rat was given at least §
d to recover from surgery before the onset of behavioral training.

Animals received bilateral microinjections of a combina-
tion of the GABA; receptor agonist (R)-4-Amino-3-(4-chloro-
phenyl)butancic acid (baclofen [bac]; Biotrend GmbH) and the
GABA, receptor agonist 5-aminomethyl-3-hydroxyisoxazole
{muscimol [mus]; Biotrend GmbH). Drugs were dissolved in
physiclogical saline {0.9%) and injected at doses of 0.08/0.008
bac/mus (0.08 nmol baclofen and 0.008 nmol muscimol), 0.06/
0.006 bac/mus (0.06 nmol baclofen and 0.006 nmol muscimol),
and 0.03/0.003 bac/mus (0.03 nmol baclofen and 0.003 nmol
muscimol); control subjects received bilateral vehicle injections
of 0.3 uL of saline.

All injections were delivered through injection cannulae
(0.45 mm outer diameter; Braun) in a volume of 0.3 uL over a
1-min interval; injection cannulae were left in position for a fur-
ther minute to allow for diffusion. After injection, each animal
remained in its home cage for an additional 10 min before being
placed in the test chamber.

To adapt animals to the microinjection procedure, they re-
ceived four sham injections including handling, insertion of in-
jection cannulae dummies, and operation of the injection pump
(without running an injection) prior to behavioral training on
days 7-9 of instrumental training as well as the reminder session.
On the day before the transfer test, i.e., the instrumental extine-
tion session, all animals received a single intra-VTA injection of
vehicle (0.3 pL saline).

The behavioral procedures were performed in identical op-
erant chambers (24 % 21 % 30 an) (Med Associates) equipped
with a food receptacle, a food dispenser, and a retractable lever
on the left side of the food receptacle. lllumination was provided
by a 24 V/3 W house light mounted on the top center of the wall
opposite the food receptacle. The speaker that delivered the au-
ditory conditioned stimuli was mounted on the wall opposite to
the lever and the food receptacle.

The behavioral procedure (see Murschall and Hauber 2005
for details) was based on a protocol by Dickinson et al. (2000).
First, all subjects received one session of magazine training; food
pellets (45 mg pellets, Bioserve) were delivered on a random time
(RT) 30-sec schedule with no lever available. Thereafter, 12 ses-
sions of Pavlovian training were given. Two 80-dB auditory
stimuli (3-kHz tone and white noise) served as CS+ and CSo in a
counterbalanced fashion. Each session contained six 2-min pre-
sentations of the CS+, followed by an interstimulus interval (ISI)
of 2-4 min. Reward was delivered only during the presentation of
the CS+ on a RT 30-sec schedule. Then, animals received nine
instrumental training sessions with the lever inserted. Respond-
ing on the lever was reinforced on a random interval (RI) sched-
ule starting with Rl 2-sec during the first session. For the next two
sessions, the schedule was increased to RI 15-sec and RI 30-sec,
and, for the remaining six sessions to Rl 60-sec; a session ended
after 30 min. Subsequently, one Paviovian reminder was given.
This session was similar to Pavlovian training sessions, except
that two additional, nonreinforced 2-min presentations of the
alternative neutral stimuli (CSo) and additional ISI were given
preceding the fifth and following the sixth presentation of
the CS+. In addition, the animals received a single 30-min in-
strumental extinction session with the lever available, but not
reinforced.

The transfer effect was tested in extinction, while the lever
was inserted into the operant chamber. Each stimulus (CS+ and
CS8o) was 2 min in duration and preceded by a 2-min ISI period.
The session always started with the presentation of the white
noise, thus counterbalancing the order of presentation of CS+
and CSo within each group, and ended after four presentations of
each stimulus type (CS+ and CSo). Subjects were assigned to four
different groups receiving either 0.08/0.008 baclofen/muscimol
(n=9), 0.06/0.006 baclofen/muscimol (3 = 6), 0.03/0.003 bac-
lofen/muscimol (n = 6), or saline (# = 11) prior to the transfer
test.

After completion of the experiment, rats were killed with an
overdose of sodium pentobarbital (150mg/kg) (Sigma-Aldrich) to
control for correct cannulae placements. Brains were removed,
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fixed in 10% formalin for 24 h, and stored in 30% glucose. Coro-
nal brain sections (40 ym) were collected, mounted on coated
slides, and stained with cresyl violet. Cannulae placements were
verified with reference to the atlas of Paxinos and Watson (1984).

Data from Pavlovian and instrumental training were sub-
jected to an analysis of variances (ANOVA) for repeated measures
with training day as factor. Pavlovian-instrumental transfer data
were subjected to an ANOVA for repeated measures with treat-
ment as between-subject factor and stimulus as within-subject
factor. Significant interactions were further investigated by an
analysis of simple effects. The level of statistical significance was
P <0.05.
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Dopamine DI and D2 receptors in the
nucleus accumbens core and shell
mediate Pavlovian-instrumental transfer

Anja Lex and Wolfgang Hauber’
Abteilung Tierphysiologie, Biologisches Institut Universitit Stuttgart, D-70550 Stuttgart, Germany

Pavlovian stimuli previously paired with food can markedly elevate the rate of food-reinforced instrumental
responding. This effect, termed Pavlovian-instrumental transfer (PIT), depends both on general activating and specific
cueing properties of Pavlovian stimuli. Recent evidence suggests that the general activating properties of Pavlovian
stimuli are mediated by mesoaccumbens dopamine systems; however, the role of NAC dopamine DI and D2 receptors is
still unknown. Here we examined the effects of a selective dopamine DI and D2 receptor blockade in the shell and core
subregion of the NAC on general PIT. Rats were trained to press a single lever for food, and the effect of a single
Pavlovian stimulus previously associated with the same food on performance of that lever was measured in extinction.
Results reveal that PIT, that is, the increase in instrumental responding during presentation of the Pavlovian stimulus, was
reduced by microinjections of the dopamine DI receptor antagonist SCH-23390 and, less pronounced, by microinjections
of the dopamine D2 receptor antagonist raclopride into the NAC core or shell, respectively. Our data suggest that
dopamine DI and D2 receptors in the NAC core and shell mediate the general activating effects of Pavlovian stimuli

on instrumental behavior.

Pavlovian stimuli predictive of reward can exert a powerful in-
fluence on the selection and initiation of instrumental behavior.
For instance, presentation of stimuli previously associated with
food reward can invigorate instrumental responding, an effect
termed Pavlovian-instrumental transfer (PIT) (Estes 1943; Lovi-
bond 1983; Colwill and Rescorla 1988). Pavlovian-instrumental
transfer is governed by complex interactions of associative pro-
cesses that are not completely understood at present (for review,
see Dickinson and Balleine 2002; Ostlund and Balleine 2007).
One mechanism by which Pavlovian stimuli might influence the
vigor of an action is to create a general appetitive arousal that
elevates instrumental responding (e.g., Rescorla and Solomon
1967). Furthermore, Pavlovian stimuli can act to selectively po-
tentiate those actions with which they share an outcome, thatis,
sucrose-predictive stimuli increase responses associated with su-
crose reward more than responses that eam different rewards
(e.g., Rescorla and Solomon 1967; Trapold and Overmier 1972;
Kruse et al. 1983; Corbit et al. 2001, 2007). Thus, Pavlovian stimuli
also activate the memory of the sensory-specific properties of the
associated outcome and selectively elevate instrumental behav-
ior that leads to the same outcome.

The influence of general activating and specific cueing prop-
erties of Pavlovian stimuli can be dissociated by different experi-
mental protocols and may be mediated in part by separate neural
circuits. The amygdala is one key structure that has long been
implicated in mediating the general and outcome-specific PIT
(Blundell et al. 2001; Holland and Gallagher 2003; Corbit and
Balleine 20035). Specifically, lesion studies indicated that the cen-
tral nucleus of the amygdala is involved in controlling the gen-
eral form of PIT, the basolateral part of the amygdala, in control-
ling the outcome-specific form (Corbit and Balleine 2005). The
nucleus accumbens (NAC) is another key structure that plays a
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critical role in PIT (Corbit et al. 2001; Hall et al. 2001; de Borch-
grave et al. 2002). Notably, lesion of the core subregion of NAC
impaired the general motivational effects of reward-predictive
stimuli in PIT, whereas lesion of the shell subregion of the NAC
abolished their selective cueing effects (Corbit et al. 2001; Hall et
al. 2001). Furthermore, recent studies implicated the ventral teg-
mental area (VTA) to support both the general and the outcome-
specific PIT (Murschall and Hauber 2006; Corbit et al. 2007).

While it is well established that general PIT depends cru-
cially on the integrity of the basolateral amygdala, NAC core, and
VT4, little is known yet about its neurochemical basis. Recent
studies suggest arole for dopamine (DA) as a systemic blockade of
DA receptors (Dickinson et al. 2000) as well as transient inacti-
vation (Murschall and Hauber 2006; Corbit et al. 2007) or DA
depletion (El-Amamy and Holland 2007) of the VTA abolished,
while stimulation of mesoaccumbens DA neurotransmission in-
creased general PIT (Wyvell and Berridge 2000). These studies
point to an important role for mesoaccumbens DA transmission
in general PIT; however, it is unknown whether D1 and D2 re-
ceptor-mediated signaling in the NAC core, NAC shell, or both is
required.

Here we examined the effects of a selective blockade of D1
and D2 receptors in the NAC shell and core on the general form
of PIT. Rats were food deprived and trained to press a single lever
for food, and the effect of a single Pavlovian stimulus previously
associated with the same food on performance of that lever was
measured in extinction. Prior to testing, animals received micro-
injections of the D1 receptor antagonist SCH23390 or of the D2
receptor antagonist raclopride into the NAC core or shell, respec-
tively.

Results

Histology

The location of the injection cannulae tips within the NAC core
and NAC shell is shown in Figure 1. All animals were included in
the behavioral analysis.
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Figure 1. Cannulae placement in the NAC core and shell. The schematics depict the location of the injection cannulae tips (®) in the NAC core (A)
and shell (B) for all rats. Plates are adaptations from the atlas of Paxinos and Watson (1997) with permission from Elsevier © 2008. The number beside

each plate corresponds to millimeters anterior to bregma.

Pavlovian training During Pavlovian training, the mean approach ratio from all sub-
Stimulus-directed behavior during Pavlovian training was mea- jects with cannulae placement in the NAC core (n = 57) and NAC
sured by calculating the approach ratio, that is, the percentage of shell (n = 35) significantly increased as shown in Figure 2A; that
time spent in the food receptacle during CS+ versus the percent- is, the time spent in the food receptacle during CS+ presentation
age of time spent in the food receptacle during ISI as follows (e.g., relative to ISI became increasingly higher. One-way ANOVAs con-

Cardinal et al. 2003): approach ratio = (% CS+)/(% CS+ + % ISI). ducted on the training data revealed a significant effect of training

A Pavlovian Training B Instrumental Training
NAC core NAC core

approach ratio
°
=
2

lever presses / min

NAC shell NAC shell
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@
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lever presses / min
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©
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Figure 2. Pavlovian and instrumental training of animals with cannulae placement in the NAC core

(n=157) and shell (n = 35). (A) Pavlovian training. Mean approach ratio (= SEM), that is, the ratio of

time spent in the food receptacle during CS+ and time spent in the food receptacle during ISl, across

12 d of training. (B) Instrumental training. Mean lever presses (= SEM) across 9 d of training and during
a subsequent extinction session without reinforcement (ext).
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day for animals with cannulae placementin
the NAC core (Fy1 616 = 19.12; P<0.001)
and in the NAC shell (F(;; 374y = 8.02;
P<0.001).

Instrumental training

The number of lever presses per minute
for all subjects with cannulae placement
in the NAC core and NAC shell across
days of training is displayed in Figure 2B.
All animals acquired instrumental re-
sponding over 9 d. One-way ANOVAs
conducted on the training data revealed a
significant effect of training day for ani-
mals with cannulae placement in the
NAC core (F(g 904y = 331.22; P < 0.001) and
in the NAC shell (F 376 = 146.03;
P <0.001). Responding in the NAC core/
shell group increased from 3.88 + 0.20/
3.84 + 0.26 lever presses per minute on
day 1 to 15.66 + 0.48/16.20 + 0.68 on
day 9, and in the subsequent extinction
session instrumental responses de-
creased to 7.17 + 0.26/6.81 = 0.36 le-
ver presses/min.

Transfer test: DI and D2 receptor
blockade in the NAC core

Infusion of SCH-23390

In rats with intra-NAC core infusion of
saline, the CS+ enhanced lever pressing
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relative to the nonreinforced stimulus (CSo) and ISI, while in rats
with intra-NAC core infusion of SCH-23390, this transfer effect
was abolished and the baseline rate of lever responding was re-
duced (Fig. 3A).

A three-way ANOVA with treatment (saline, 0.5 pg of SCH-
23390 and 0.75 pg of SCH-23390) and CS identity (tone and
white noise) as between-subject factors and stimulus (ISI, CSo,
and CS+) as within-subjects factor revealed a main effect of treat-
ment (F, 50y = 10.39; P <0.001), stimulus (F, s, = 14.09;
P <0.001), a stimulus X CS identity interaction (greater enhance-
ment with the white noise; F(; 55y = 6.23; P <0.01) and
stimulus X treatment interaction (Fy sy =4.27; P<0.01). Simple
effects analyses revealed a significant effect of stimulus type in
animals treated with saline (F, ,,y = 22.23; P < 0.001), and subse-
quent post hoc comparisons yielded higher responding during
CS+ relative to ISI and CSo (ISI: P <0.001; CSo: P <0.001). In
contrast, no effect of stimulus type was observed with 0.5 pg of
SCH-23390 (F(;,50,=3.01; P=0.072) and 0.75 pg of SCH-23390

A

12 4
sl %
I CSo #
10 | EEE CS+
£ o
E 81 #
@
?
o 6
<
Q
$
3 4
i ’lij
0
Saline 0.5ug SCH 0.75ug SCH
B
12
* —e— saline

O~ 0.50 ug SCH23390
—¥— 0.75 g SCH23390

10 A

lever presses / minute
o
i

0

ISI CS+ ISl CS- ISI CS+ ISl CS- ISl Cs+ ISl CS- ISl CS+
Figure 3. Pavlovian-instrumental transfer following infusion of D1 re-
ceptor antagonists into the NAC core. (A) Effect of intra-NAC core infu-
sion of saline (n =13), 0.5 pg of SCH-23390 (n=11), and 0.75 ug SCH-
23390 (n=11) on mean lever presses (+SEM) during presentation of
CS+, CSo, and ISI. The CS+ significantly elevated responding relative to
CSo and ISl after saline (P < 0.001), but not after 0.5 ug and 0.75 ug of
SCH-23390 (P> 0.05, ANOVA followed by a post hoc Tukey HSD test).
(B) Mean lever presses as a function of the temporal order of stimulus
presentation during the test session. (*) P < 0.05 CS+ versus preceding ISI
(planned contrast analysis). (CS+) Conditioned stimulus; (CSo) neutral
stimulus; (ISI) intertrial interval (2 min in duration, respectively).
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(F2 20y = 0.57; P=0.576), indicating that both doses of SCH-23390
completely abolished the transfer effect. Furthermore, simple effect
analyses revealed an effect of treatment during ISI (F(; 5, = 8.31;
P<0.01), CSo (F 3y =9.01; P<0.001), and CS+ (F, 35y = 9.76;
P <0.001), indicating that baseline responding during ISI and
CSo was reduced by drug application.

An inspection of the time course of stimulus effects showed
that in saline-treated animals, presentation of the CS+ increased
instrumental behavior relative to the preceding ISI throughout
the test session. In contrast, in animals that received the high
dose of SCH23390, the transfer effect was completely abolished,
whereas in animals that received the low dose of SCH23390,
there was a partial reduction of the transfer effect (Fig. 3B).

Infusion of raclopride

In rats with intra-NAC core infusion of saline, the CS+ enhanced
lever pressing relative to CSo and ISI, while in rats with intra-
NAC core infusion of raclopride, this transfer effect was impaired,
and the baseline rate of lever responding was reduced (Fig. 4A).

An ANOVA with treatment (saline, 0.5 pg of raclopride, and
1.0 pg of raclopride), CS identity (tone and white noise) as between-
subject factors and stimulus (ISI, CSo, and CS+) as within-subject
factor revealed an effect of treatment (F(, 50, = 3.64; P <0.05),
stimulus (F(, 55, = 23.44; P < 0.001), and stimulus X CS identity in-
teraction (greater enhancement with the white noise; F, 55, = 8.05;
P < 0.001). Simple effects analyses revealed a significant effect of
stimulus type in saline (F, 4, = 22.23; P <0.001) and 0.5 nug of
raclopride (F; 0y = 4.87; P <0.05) treated animals. Subsequent
post hoc comparisons indicated increased responding during
CS+ relative to ISI and CSo (ISI: P < 0.001; CSo: P<0.001) in
saline-treated animals, increased responding during CS+ relative
to ISI (P < 0.05) but not to CSo (P = 0.073) in 0.5 pg of raclopride-
treated animals, thus indicating a reduced transfer effect in this
latter group. No effect of stimulus type, and hence no transfer
effect, could be observed in the 1.0 pg of raclopride-treated ani-
mals (Fg; 50, = 3.02; P=0.072). In addition, simple effects analy-
ses revealed that raclopride caused a significant decrease of re-
sponding during ISI (F, 55, = 6.89; P < 0.01), but not during CSo
(Fis,52) = 2.87; P=0.071) or CS+ (F(y 55 = 1.77; P = 0.187).

In animals that received the low dose of raclopride, signifi-
cant transfer effects were observed throughout the test session. In
animals treated with the high dose of raclopride, transfer effects
were also seen; however, they were only in part statistically sig-
nificant (Fig. 4B).

Transfer test: DI and D2 receptor blockade
in the NAC shell

Infusion of SCH-23390

In rats with intra-NAC shell infusion of saline, lever pressing during
CS+ was enhanced relative to the CSo and ISI, while infusion of low
and high doses of SCH-23390 impaired this transfer effect (Fig. SA).

The overall ANOVA with treatment (saline, 0.5 png of SCH-
23390 and 0.75 pg of SCH-23390), CS identity (tone and white
noise), and stimulus (ISI, CSo, and CS+) revealed an effect of
treatment (F(, ,5, = 4.89; P <0.05), stimulus (F, 30, = 10.36;
P < 0.001), stimulus X CS identity interaction (greater enhance-
ment with the white noise; F(, 30y = 4.72; P<0.05), and a
stimulus X treatment interaction (Fy 50, = 3.95; P < 0.05). Subse-
quent analyses of the simple effects revealed a significant effect
of stimulus type in the saline-treated group (F, 4, = 16.86;
P < 0.001), and post hoc comparisons yielded higher responding
during CS+ relative to ISI and CSo (ISI: P < 0.001; CSo: P < 0.001).
In contrast, no effect of stimulus type was observed with 0.5 pug
of SCH-23390 (F; 1,y =1.22; P=0.330) and 0.75 ug of SCH-
23390 (F(5,10y=0.14; P=0.871), indicating that both doses of
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Figure 4. Pavlovian-instrumental transfer following infusion of D2 re-
ceptor antagonists into the NAC core. (A) Effect of intra-NAC core infu-
sion of saline (n=13), 0.5 pg of raclopride (n=11), and 1.0 g of ra-
clopride (n=11) on mean lever presses (= SEM) during presentation of
CS+, CSo, and ISI. The CS+ significantly elevated responding relative to
CSo and ISI after saline infusion (P < 0.001). After 0.5 pg of raclopride
injection responding during CS+ was significantly increased relative to ISI
(P < 0.05) but not to CSo. Following infusion of 1.0 pg of raclopride,
responding during CS+ was not increased relative to CSo and ISl
(P> 0.05, ANOVA followed by a post hoc Tukey HSD test). (#) P < 0.05
CS+ versus CSo; (*) P<0.05 CS+ versus ISI. (B) Mean lever presses as a
function of the temporal order of stimulus presentation during the test
session. (*) P < 0.05 CS+ versus preceding ISI (planned contrast analysis).
(CS+) Conditioned stimulus; (CSo) neutral stimulus; (ISI) intertrial interval
(2 min in duration, respectively).

SCH-23390 abolished the transfer effect. Furthermore, analyses
of the simple effects revealed no effect of treatment on respond-
ing during ISI (F(; 55, = 3.07; P=0.071) and CSo (F; 55y = 1.86;
P =0.185) but during CS+ (F,,5,=7.071; P<0.01), indicating
that SCH-23390 did not significantly affect baseline responding.

An inspection of the time course of stimulus effects showed
that in saline-treated animals, presentation of the CS+ increased
instrumental behavior throughout the test session. In contrast,
in animals that received the high dose of SCH23390, transfer
elfects were complelely abolished throughout the session,
whereas in animals that received the low dose of SCH23390,
transfer effects can be seen, which, however, reached no statisti-
cal significance (Fig. 5B).
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Infusion of raclopride
In rats subjected to intra-NAC shell infusion of saline, lever press-
ing was enhanced during CS+ relative to CSo and ISI, while this
transfer effect was impaired in rats treated with low and high
doses of raclopride (Fig. 6B).

An ANOVA with treatment (saline, 0.5 png of raclopride, and
1.0 pg of raclopride) and CS identity (tone and white noise) and
stimulus (ISI, CSo, and CS+) revealed an effect of stimulus
(Fe332y=16.17; P<0.001) and a stimulus X treatment interac-
tion (Fu 32y = 3.16; P <0.05). Simple effects analyses revealed a
significant effect of stimulus type during application of saline
(Fe3,14y=16.86; P <0.001), and post hoc compatisons indicated
that responding during CS+ was increased relative to ISI
(P < 0.001) and CSo (P < 0.001). In contrast, no effect of stimulus
type was observed with 0.5 pg of raclopride (F(, 5y =1.38;
P =0.288). Surprisingly, simple effects analyses revealed a signif-
icant effect of stimulus type after infusion of 1.0 pg of raclopride
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Figure 5. Pavlovian-instrumental transfer following infusion of D1 re-
ceptor antagonists into the NAC shell. (A) Effect of intra-NAC shell infu-
sion of saline (n = 8), 0.5 pg of SCH-23390 (n = 7) and 0.75 pg of SCH-
23390 (n = 6) on mean lever presses ( + SEM) during presentation of CS+,
CSo, and ISl. The CS+ significantly elevated responding relative to CSo
and ISl after saline (P < 0.001), but not after 0.5 pg and 0.75 g of
SCH-23390 (P> 0.05, ANOVA followed by a post hoc Tukey HSD test).
(B) Mean lever presses as a function of the temporal order of stimulus
presentation during the test session. * P < 0.05; (*) P=0.57 CS+ versus
preceding ISl (planned contrast analysis). (CS+) Conditioned stimulus;
(CSo) neutral stimulus; (ISI) intertrial interval (2 min in duration, respec-
tively).
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Figure 6. Pavlovian-instrumental transfer following infusion of D2 re-
ceptor antagonists into the NAC shell. (A) Effect of intra-NAC shell infu-
sion of saline (n = 8), 0.5 pg of raclopride (n = 7), and 1.0 ug of raclopride
(n=7) on mean lever presses (= SEM) during presentation of CS+, CSo,
and ISI. The CS+ significantly elevated responding relative to CSo and ISI
after saline (P < 0.001) and 1.0 ug of raclopride (P < 0.05), but not after
0.5 g of raclopride (P > 0.05, ANOVA followed by a post hoc Tukey HSD
test). (B) Mean lever presses as a function of the temporal order of stimu-
lus presentation during the test session. *P < 0.05; (*) P=0.057 CS+
versus preceding ISI (planned contrast analysis). (CS+) Conditioned
stimulus; (CSo) neutral stimulus; (ISI) intertrial interval (2 min in duration,
respectively).

(F(2,12) = 5.10; P < 0.05), and post hoc comparisons indicated that
responding during CS+ was increased relative to ISI (P < 0.05)
and CSo (P < 0.05). This significant effect was largely due to one
outlier in the treatment group that, for unknown reasons, had a
pronounced transfer effect (+4.06 lever presses/min relative to
CSo) not observed in any other animal that received the high
dose of raclopride (n = 6; transfer effect of —0.50 to +1.94 lever
presses/min relative to CSo). Further analyses of the simple ef-
fects revealed an effect of raclopride on responding during CS+
(Fi2,10y = 4.35; P <0.05) presentation, but not during ISI
(Fi3,10y = 2.19; P=0.139) and CSo (F(, 10y = 1.01; P = 0.381), indi-
cating that baseline responding was not significantly affected.
An analysis of the time course of CS+ effects revealed that
in animals that received the high dose of raclopride, signifi-
cant transfer effects were observed during the test session. In
animals treated with the low dose of raclopride, significant trans-

www.learnmem.org

fer effects were only observed during one out of four CS+ presen-
tations (Fig. 6B).

Discussion

The present study demonstrates that a selective D1 blockade and,
less pronounced, a D2 receptor blockade both in the NAC core
and shell reduced general PIT. These findings provide support to
the notion that D1 and D2 receptor-mediated signaling in two
major subregions of the NAC mediates the excitatory impact of
appetitive Pavlovian stimuli on instrumental behavior.

The possibility that drug diffusion into adjacent subregions
contributes to drug effects on PIT cannot be discounted. How-
ever, quantitative autoradiography revealed a low rate of diffu-
sion of SCH23390 from the site of an intracerebral injection sug-
gesting a local action, at least in the first 30 min after microin-
jection (Caine et al. 1995). Furthermore, intra-NAC core and shell
infusions of SCH23390 and raclopride at even higher doses and
volumes as used here produced dissociable behavioral effects
(Baldo et al. 2002; Anderson et al. 2003; Bari and Pierce 2005),
indicating that the spread of drugs was relatively limited. Thus,
SCH23390- and raclopride-induced effects on PIT observed here
may reflect drug actions largely limited to the NAC core and
shell, respectively.

Drug infusion into the NAC core significantly reduced lever
press rates during ISI, while drug infusion into the NAC shell had
less pronounced effects. Reduced lever press rates could indicate
an impaired response capacity that accounts for attenuated PIT.
Yet, as measured in extinction, lever press rates in PIT are gener-
ally low and may thus not challenge response capacity exces-
sively. Furthermore, in animals that received intra-NAC core in-
fusions, the absolute rates of lever presses during ISI were not ab-
normally low but correspond to those observed in animals that
received intra-NAC shell infusions or to those reported in previous
studies in intact and treated animals (e.g., Murschall and Hauber
2006; El-Amamy and Holland 2007). Most importantly, an in-
spection of the time course of CS+ effects in animals with drug
infusions showed that PIT can be absent already during early CS+
presentations when basal responses rates were high. In contrast,
significant PIT was observed during late CS+ presentations when
basal response rates were lower. Thus, it appears that PIT is a
robust phenomenon that can be elicited even if basal response
rates are relatively low. Disruption of PIT, therefore, may not
result from a floor effect caused by SCH23390- or raclopride-
induced nonspecific impairments of instrumental responding.

NAC core and Pavlovian-instrumental transfer
In this study, we used a protocol adopted from previous studies
(e.g., Hall et al. 2001) that generates a general form of PIT as rats
were trained on a single lever, and the effect of a single Pavlovian
stimulus on performance of that lever was measured. Instrumen-
tal training, in particular under interval schedules of reinforce-
ment as used here, can generate habitual responding (Dickinson
et al. 1983). Yet, in the instrumental extinction session subsequent
to instrumental training, we observed a significant decrease of lever
press rates, indicating that animals were still sensitive to the out-
come, that is, did not respond in a habitual manner. In our pre-
vious studies using the same protocol (Murschall and Hauber
2005, 2006), lever press rates during instrumental training and
transfer testing were moderately lower. Rat sample differences
might account for this variability. Furthermore, unlike in our pre-
vious studies (Murschall and Hauber 2005, 2006), the white noise
CS+ was somewhat more effective than the tone CS+. However, the
tone CS+ per se always produced reliable PIT; therefore, CS+ iden-
tity effects might be largely neglected.

Intra-NAC core infusion of SCH23390 abolished PIT, sug-
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gesting a critical role of D1 receptor-mediated signaling in the
NAC core to mediate the general excitatory effects of a Pavlovian
stimulus on instrumental responding. Intra-NAc core blockade of
D2 receptors also abolished PIT during early CS+ presentations,
but, relative to SCH23390, the effects of raclopride were less pro-
nounced. This finding tentatively points to a less prominent role
of D2 receptor in the NAC core in controlling the general PIT.
Further dose-response studies may be warranted to address the
relative contribution of D1 and D2 receptors in PIT. Yet, our pilot
experiments indicate that markedly higher doses of intra-NAC
raclopride or SCH23390 as used here produce pronounced effects
on response initiation.

Our findings are in accordance with lesion studies that have
implicated the NAC core in the general form of PIT (Hall et al.
2001) and add to recent data suggesting a role for DA in PIT. For
instance, systemic blockade of DA receptors (Dickinson et al. 2000)
as well as transient inactivation (Murschall and Hauber 2006; Cor-
bit et al. 2007) or DA depletion (El-Amamy and Holland 2007) of
the VTA abolished, while stimulation of mesoaccumbens DA neu-
rotransmission increased general PIT (Wyvell and Berridge 2000).
Furthermore, a large body of evidence has implicated DA in the
NAC corein processing of food C8 in a variety of other paradigms
that involve actions of Pavlovian stimuli (Di Chiara and Bassareo
2007; Nicola 2007). For instance, microdialysis studies demon-
strated that presentation of an appetitive food CS increased DA
transmission in the NAC core (Bassareo and Di Chiara 1997;
Cheng et al. 2003). Thus, a C8-induced DA release acting on NAC
core D1 and D2 receptors may represent a neurochemical sub-
strate of the invigorating effects of an appetitive CS on instru-
mental behavior observed here. In line with this account, D1 and
D2 receptor activity in the NAC core regulates the rate (Yun et al.
2004) and initiation (Calaminus and Hauber 2007) of instrumen-
tal responses to appetitive discriminative cues that may serve in
part as Pavlovian stimuli (Colwill and Rescorla 1988). Qur find-
ings are also consistent with a proposed neural circuitry for gen-
eral PIT involving NAC DA release that is regulated by projections
from the central nucleus of the amygdala (CeA) to midbrain DA
neurons (Parkinson et al. 2000; Hall et al. 2001; Cardinal et al.
2002). However, this circuit model may be too simplistic as re-
cent studies provide evidence for additional structures to be in-
volved in the regulation of general PIT. For instance, in rats there
is little evidence for strong monosynaptic projections from the
CeA to the VTA (Zahm et al. 1999); thus, polysynaptic pathways
linking the CeA and the VTA, for example, through the lateral
hypothalamus or frontal cortex (Zahm 2006), may regulate PIT as
well. In addition, the finding that lesions that disconnected the
CeA from the VTA facilitated PIT relative to unilateral VTA le-
sions (El-Amamy and Holland 2007) is at variance with the no-
tion that PIT requires direct interactions between both structures.
Furthermore, El-Amamy and Holland (2007) showed that lesions
of the substantia nigra pars compacta had debilitating effects on
PIT, indicating that the nigral DA innervation of the NAC or
other target areas of nigrostriatal DA fibers such as the dorsal
striatum may be important to PIT. In line with this notion, Cor-
bit and Janak (2007) recently reported that the dorsolateral stria-
tum seems to play a prominent role in allowing excitatory
stimuli to invigorate response output. At present, it is not clear
how this observation can be reconciled with the CeA-VTA-NAC
circuit model of general PIT. However, this finding peints to the
possibility that the DA innervation of other structures involved
in stimulus-guided responding, for example, the dorsal striatum,
is critical for PIT.

NAC shell and Pavlovian-instrumental transfer

Qur data further show that PIT was largely absent in animals that
received intra-NAC shell infusions of SCH23390. Thus D1 recep-
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tors in the NAC shell may play a critical role in mediating general
PIT. Results obtained with intra-NAc shell infusion of raclopride
were less clear-cut. The low dose of raclopride abolished PIT dur-
ing most CS+ presentations, while the high dose was effective
only during the initial CS+ presentation. These findings indicate
a complex dose-response profile of NAC shell D2 receptor activity
in PIT. As already pointed out, studies using other doses of ra-
clopride may be warranted, yet our preliminary findings suggest
that higher doses of intra-NAC raclopride markedly interfere
with response initiation.

In line with our observations, stimulation of DA transmis-
sion in the NAC shell enhanced general PIT (Wyvell and Berridge
2000; Pecina et al. 2006). Notably, using the same PIT protocol as
in this study, Hall et al. (2001) revealed that cell body lesions of
the NAC shell had only moderate effects. Although reduced by
NAC shell lesions, general PIT showed a trend toward signifi-
cance (Hall et al. 2001), while in the present study, the debilitat-
ing effects of NAC shell manipulations on general PIT were, for
unknown reasons, more pronounced. A large number of studies
showed that presentation of drug-predictive CS stimulate DA ef-
flux in the NAC shell (Di Chiara and Bassareo 2007; but see Ito et
al. 2000), whereas food-predictive CS had more variable effects.
Cheng et al. {2003) and Datla et al. (2002) demonstrated that a
CS signaling food pellets increased DA efflux both in the NAC
shell and core, while Bassareo et al. (2002) observed an enhanced
DA transmission in the NAC core only. However, unlike Bassareo
et al. (2002), Chenget al. (2003) used arestricted feeding regimen
that can facilitate DA release to food-predictive CS (Wilson et al.
1995). In view of these findings, the experimental protocol used
here is likely to stimulate DA transmission in the NAC shell as
our animals were maintained on a restricted feeding regimen.
Furthermore, our PIT procedure used a discrete unimodal CS pre-
dictive of food pellets in a Skinner box, a protocol shown to
readily facilitate DA release in the NAC shell (Cheng et al. 2003).
Recent data further indicate a role for the NAC shell in mediating
the motivational effects of food CS on behavior. Pecina et al.
(2006) revealed that corticotrophin-releasing factor (CRF) infu-
sion into the NAC shell enhanced PIT, suggesting that CRF sys-
tems could magnify the appetitive motivational arousal associ-
ated with CS. Thus, other neurochemical signals than DA con-
verging on the NAC shell could serve to enhance the appetitive
motivational arousal of CS, for example, either directly or, pos-
sibly, via modulation of D1 and D2 receptor-mediated signaling.
Finally, it is important to note that PIT depends both on general
activating and specific cueing properties of Pavlovian stimuli. In
a general PIT procedure as used here, the Pavlovian stimulus was
associated with the same outcome as the instrumental response.
Thus, we cannot rule out that a certain amount of outcome-
specific transfer was induced. The NAC shell plays an important
role in mediating the outcome-specific PIT {Corbit et al. 2001);
therefore, the reduced PIT after NAC shell DA antagonism seen
here could not only be due to a reduced general excitatory
arousal, but to some extent to an impaired retrieval of the specific
sensory properties of the outcome as well. In future studies, it will
be important to try to separate possible general and outcome-
specific transfer effects mediated by the NAC shell DA, for ex-
ample, by using paradigms that allow for a simultaneous exami-
nation of selective and general transfer mechanisms (e.g., Corbit
and Balleine 2005).

To summarize, the available evidence suggests that the CeA
(Holland and Gallagher 2003; Corbit and Balleine 2005), VTA
(Murschall and Hauber 2006; Corbit, et al. 2007), NAC core/shell,
and mesoaccumbens DA systems (Wyvell and Berridge 2000; Hall
et al. 2001) are major components of a neural circuitry mediating
the general form of PIT. However, their interactions are more com-
plex than previously suggested by the simple serial CeA-VTA-NAC
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circuit model and may involve additional structures such as the
dorsolateral striatum (Corbit and Janak 2007) and substantia ni-
gra pars compacta (El-Amamy and Holland 2007). Likewise, the
neural circuit mediating the outcome-specific PIT appears to be
more complex as it not only includes the basolateral amygdala
{(Blundell et al. 2001; Corbit and Balleine 2005) and NAC shell
(Corbit et al. 2001), but, as recently shown, also involves addi-
tional structures such as VTA (Corbit et al. 2007) and dorsome-
dial striatum (Corbit and Janak 2007). Therefore, rather than be-
ing strictly segregated, the neural substrates mediating the gen-
eral and outcome-specific PIT seem to be partially overlapping as,
for instance, DA neurons originating in the VTA subserve both
forms of PIT (Murschall and Hauber 2006; Corbit et al. 2007;
El-Amamy and Holland 2007).

Conclusions

Taken together, our results suggest that DA, by acting on D1 and
D2 receptors both in the shell and core subregion of the NAC,
mediates the general motivational impact of Pavlovian stimuli on
instrumental responding. These findings provide further support to
the notion that one important mechanism through which the NAC
influences instrumental behavior is to allow Pavlovian stimuli to
energize or activate responding {Cardinal et al. 2002). In addi-
tion, they are consistent with the view that mesoaccumbens do-
pamine activation enhances the conditioned incentive impact of
reward cues (Dickinson et al. 2000; Wyvell and Berridge 2000)
and demonstrate for the first time that D1 and D2 receptors in
the core and shell subregion of the NAC mediate the invigorating
effects of Pavlovian stimuli predictive of natural reward.

Materials and Methods
Subjects

Subjects were 92 male Lister hooded rats (Harlan Winkelmann)
weighing 220-290 g at the time of surgery. Rats were housed in
groups of five animals at 20° = 2°C on a 12:12-h light—dark cycle
(lights on at 7:00 a.m.) with ad libitum access to water and stan-
dard laboratory chow (Altromin). Prior to the onset of behavioral
training, food was restricted to 15 g per animal and day to main-
tain ~859% of the animals’ free-feeding weight. All animal experi-
ments were conducted according to the German Law on Animal
Protection and approved by the proper authorities.

Surgery

For stereotaxic surgery, animals were anaesthetized with keta-
mine hydrochloride (120 mg/kg; Bela-Pharm) and xylazine hy-
drochloride (4 mg/kg Rompun; Bayer) and secured in a Kopf ste-
reotaxic apparatus (Kopf Instruments). Bilateral 14-mm stainless
steel guide cannulae (0.7 mm outer diameter; Braun Melsung)
aimed at either the nucleus accambens core (NAC core) or shell
(NAC shell) were implanted using standard stereotaxic proce-
dures. The coordinates with reference to the atlas of Pellegrino et
al. (1981) were: 3.2 anterior bregma, +1.9 lateral to midline and
7.1 ventral from the dura for the NAC core (n = 57) and 3.1 an-
terior bregma, +0.9 lateral to midline and 7.1 ventral from the
skull for the NAC shell (n = 35) with the toothbar set at +5.0 mm
above the interaural line. The guide cannulae were occluded by
14-mm stainless steel stylets (0.4 mm outer diameter; Braun).
Each rat was given at least 5 d to recover from surgery before the
onset of behavioral training.

Drug injection

Animals received intra-NAC core or shell microinjections of either
the selective D1 dopamine receptor antagonist R(+)-7-chloro-
8-hydroxy-3-methyl-1-phenyl-2,3,4,5-tetrahydro-1H-3-
benzazepine hydrochloride [R{+)-SCH-23390 hydrochloride;
Sigma-Aldrich] or the selective dopamine D2 receptor antagonist
3,5-dichloro-N-(1-ethylpyrrolidin-2-ylmethyl)-2-hydroxy-6-
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methoxybenzamide tartrate salt [S(—)raclopride (+)-tartrate salt;
Sigma-Aldrich]. Drugs were dissolved in physiological saline
(0.9%) and injected at doses of 0.5 ug of SCH-23390, 0.75 ug of
SCH-23390, 0.5 ng of raclopride, and 1.0 ng of raclopride in 0.3
ulL, respectively; control subjects received microinjections of 0.3
ul of saline. The drug doses were based on previous studies in the
literature (e.g., Yun et al. 2004; Calaminus and Hauber 2006) and
on pilot studies.

For microinjections, stainless steel stylets were removed,
and bilateral injection cannulae (0.4 mm outer diameter; Braun)
were lowered at the final site of infusion and attached via poly-
vinylchloride tubing to microliter syringes controlled by a sy-
ringe pump (Med Associates). Injection canmulae (length: 18 mm)
protruded 4 mm beyond the guide cannulae. All injections were
delivered bilaterally over a 1-min interval, and injection cannu-
lae were left in position for a further minute to allow for diffu-
sion. After microinjection, each animal remained in its home
cage for an additional 10 min before being placed in the test
chamber.

To adapt animals to the microinjection procedure, they re-
ceived four sham injections including handling, insertion of in-
jection cannulae dummies, and operation of the injection pump
{without running an injection) prior to behavioral training on
days 3, 5, 7, and 9 of instrumental training. On the day before the
transfer test, that is, the instrumental extinction session, all ani-
mals received a single injection of vehicle (0.3 pL of saline).

Apparatus

The behavioral procedures were performed in identical operant
chambers (24 x 21 X 30 cm; Med Associates) encased in sound
attenuating cubicles. Each operant chamber was equipped with a
food receptacle, a food dispenser that delivered one pellet (45-mg
pellets; Bioserve) when activated, and a retractable lever on the
left side of the food receptacle. Illumination was provided by a 24
V/3 W house light mounted on the top-center of the wall oppo-
site the food receptacle. The speaker that delivered the auditory
conditioned stimuli was mounted on the wall opposite to the
lever and the food receptacle. A computer system (MedPC-
Software; Med Associates) controlled the equipment and re-
corded the data.

Behavioral procedure

This experiment comprised three main stages: Pavliovian train-
ing, instrumental training, and transfer testing; in this latter
stage, the effects of the Pavlovian stimuli on instrumental behav-
ior were analyzed in extinction. Each session started with the
illumination of the houselight and insertion of the lever where
appropriate and ended with the retraction of the lever and turn-
ing-off of the houselight.

Magazine training

First, all subjects (3 = 92) received one session of magazine train-
ing to habituate the animals to the operant chambers. During
magazine training, food pellets (45-mg pellets; Bioserve) were
delivered on a random time (RT) 30-sec schedule with no lever
available.

Pavlovian training

Twelve sessions of Pavlovian training were given with the lever
retracted. Two 80-dB auditory stimuli (3-kHz tone and white
noise) served as CS+ and CSo in a counterbalanced fashion. Each
session contained six 2-min presentations of the CS+ followed by
an interstimulus interval (ISI) of 2-4 min. Reward was delivered
only during the presentation of the CS+ on a RT-30-sec schedule.
For approximately half of the animals, the CS+ was the tone, and
for the other half, the CS8+ was the white noise. As a measure of
Pavlovian conditioning, the total time the animal spent in the
food receptacle during CS+ versus ISI was recorded via a photo-
beam in the food receptacle.
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Instrumental training

Following Pavlovian training, all animals received nine instru-
mental training sessions with the lever inserted. Responding on
the lever was reinforced on a random interval (RI) schedule start-
ing with RI-2-sec during the first session. For the next two ses-
sions, the schedule was increased to RI-15-sec and RI-30-sec, and
for the remaining six sessions to RI-60-sec. The total numbers of
lever presses were recorded, and the session ended after 30 min.

Reminder and instrumental extinction

Subsequent to instrumental training, one Pavlovian reminder
was given to habituate unconditioned responses to the CSo. This
session was similar to Pavlovian training sessions except that two
additional, not reinforced, 2-min presentations of the alternative
neutral stimuli (CSo) and additional ISI were given preceding the
fifth and following the sixth presentation of the CS+. In addition,
the animals received a single 30-min instrumental extinction ses-
sion with the lever available, but not reinforced.

Transfer test

The effect of Pavlovian stimuli on instrumental behavior was
tested in extinction, while the lever was inserted into the operant
chamber. Fach stimulus (CS+ and CSo) was 2 min in duration
and preceded by a 2-min ISI period. The session always started
with the presentation of the white noise, thus counterbalancing
the order of presentation of CS+ and CSo within each group, and
ended after four presentations of each stimulus type (CS+ and
CSo). The total numbers of lever presses during the transfer test
were recorded separately for CS+, CSo, and ISL Subjects were as-
signed to five placement/drug/dose groups receiving either 0.5 ug
of SCH-23390 (NAC core, 7 = 11; NAC shell, = 7), 0.75 ug of SCH-
23390 (NAC core, n=11; NAC shell, n=6), 0.5 ug of raclopride
(NAC core, 1= 11; NAC shell, n=7), 1.0 ng of raclopride (NAC
core, n = 11; NAC shell, n = 7), or saline (NAC core, # = 13; NAC
shell, 7 = 8) prior to the transfer test.

Histology

After completion of the experiment, all rats were euthanized with
an overdose of sodium pentobarbital (150 mg/kg; Sigma-Aldrich)
to control for correct cannulae placements. Brains were removed,
fixed in 109 formalin for 24 h, and stored in 30% glucose. Coro-
nal brain sections (40 pm) were collected, mounted on coated
slides, and stained with cresyl violet. Cannulae placements were
verified with reference to the atlas of Paxinos and Watson (1997).

Statistical analysis

Data from Pavlovian and instrumental training were subjected to
an analysis of variances (ANOVA) for repeated measures with
training day as factor. Pavlovian-instrumental transfer data were
subjected to an ANOVA for repeated measures with treatment and
CS identity as between-subject factor and stimulus as within-subject
factor. Significant main effects and interactions were further in-
vestigated post hoc using the Tukey HSD test. Data were given as
mean overall lever presses { =SEM) during CS+, CSo, and ISL. For
a detailed description of the data, the time course of stimulus
effectsin the transfer test, that is, lever presses during subsequent
CS+ (4¢), ISI (8 ), and CSo (4 X) presentations was also given.
As the sequence of stimulus presentations in the transfer test was
matched, i.e., one-half of rats received CS+/ISI/CSo/ISI. . . ISI/CSo,
the other CSo/ISI/CS+/ISI . . . ISI/CS+, the data were collapsed such
that the final ISI/CSo subsequence in one group and the initial
C80/I8] subsequence in the other were omitted. Increases of lever
pressing during distinct CS+ presentations relative to the preced-
ing ISI were analyzed using planned contrasts. The level of sta-
tistical significance was P < 0.05. All statistical analyses were car-
ried out using STATISTICA Vers 7.1 (StatSoft).
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Diskussion

7 Diskussion

Der Einfluss von klassisch konditionierten, appetitiven Reizen auf die Intensitit von
instrumentellem Verhalten wird als Klassisch-Instrumenteller Transfer (PIT) bezeichnet
(Estes, 1948; Rescorla und Solomon, 1967; Lovibond, 1983; Colwill und Rescorla, 1988;
Ubersicht in Dickinson und Balleine, 1994). Der Acb und die Amygdala sind
Schliisselstrukturen in der Vermittlung des PIT (Blundell et al., 2001; Hall et al., 2001;
Holland und Gallagher, 2003; Corbit und Balleine, 2005). Allerdings ist bisher wenig liber die
Neurotransmitter bekannt, welche an der Steuerung des PIT beteiligt sind. Ziel der
vorliegenden Arbeit war es daher, neurochemische Mechanismen des PIT ndher zu
charakterisieren, und dariiberhinaus weitere Strukturen zu identifizieren, welche an der
Vermittlung des PIT beteiligt sind. Nachfolgend soll jedoch zunéchst auf die methodischen

Aspekte der vorliegenden Arbeit eingegangen werden.

7.1 Methodische Aspekte

7.1.1 Beurteilung des Klassisch-Instrumentellen Transfers

Klassisch konditionierte Reize, welche mit appetitiven Ereignissen assoziiert sind, kénnen
tiber ihre allgemeine motivierende Wirkung instrumentelles Verhalten verstirken. Dieser
Effekt kann mit Hilfe des allgemeinen oder generellen PIT-Tests gemessen werden. In der
vorliegenden Arbeit wurde dafiir ein speziell modifiziertes Trainingsprotokoll verwendet,
welches urspriinglich von Balleine et al. (1994) erarbeitet, und spiter von Dickinson et al.
(2000) weiterentwickelt wurde. Daneben konnen klassisch konditionierte Reize auch, iiber
den Abruf der spezifischen sensorischen Eigenschaften der assoziierten Belohnung, die Wahl
zwischen verschiedenen instrumentellen Handlungen beeinflussen. Solche selektiven
Wirkungen konnen durch den spezifischen PIT-Test ermittelt werden. Der spezifische
PIT-Test wurde in der vorliegenden Arbeit jedoch nicht eingesetzt, und wird daher nicht
weiter diskutiert.

Das verwendete Trainingsprotokoll umfasst drei Phasen: (1) die klassische Konditionierung,
(2) die instrumentelle Konditionierung und (3) den Transfer-Test. Die Trainingsprozedur der
vorliegenden Arbeit beinhaltet einen CS, eine Belohnung und eine instrumentelle Handlung.
Im abschlieBenden Transfer-Test wird die durch die Prédsentation des CS hervorgerufene
Verstiarkung des instrumentellen Verhaltens gemessen. Der verstirkende Effekt ist dabei ein

Mal} fiir die allgemeine motivierende Wirkung des CS, und wird daher zur Messung der
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generellen Form des PIT eingesetzt (Dickinson und Dawson, 1987; Balleine, 1994; Dickinson
et al., 2000; Hall et al., 2001; Cardinal et al., 2003b; Holland und Gallagher, 2003)

In jeder dieser Phasen wurden optimale Trainingsbedingungen ermittelt, um einen mdoglichst
stabilen generellen Transfer zu ermdglichen. Es ist wichtig die klassische Konditionierung vor
der instrumentellen Konditionierung durchzufiihren. Denn so kann eine stabile Assoziation
zwischen dem CS und der Belohnung erzielt werden (Colwill und Motzkin, 1994). Bei der
klassischen Konditionierung wurde ein relativ langer CS von zwei Minuten verwendet. Durch
diesen langandauernden Stimulus kénnen im spdteren Transfer-Test die durch den Stimulus
ausgeloften Verhaltensweisen iiber einen langen Zeitraum gemessen werden (Homayoun und
Moghaddam, 2009). Wéhrend der CS Présentation wurden Belohungen nach dem
Belohnungsschema random time 30s (RT-30s) gegeben, d.h. im Mittel erfolgte alle 30
Sekunden eine Belohnungsgabe. Aufgrund dieses wahrscheinlichkeitsbasierten Schemas ist
eine genaue Vorhersage der antizipierten Belohnungsgabe unmoglich. Dadurch wird das
konditionierte Antwortverhalten {iber die gesamte Linge des CS aufrechterhalten, und findet
nicht nur zu Zeiten der Belohnungsgabe statt (Holland, 1980; Corbit und Janak, 2007b;
Delamater und Oakeshott, 2007). Die Wahl dieses Belohnungsschemas ist fiir die spétere
Messung des PIT besonders wichtig, da auf diese Weise die verstirkende Wirkung des
Stimulus iiber die gesamte Dauer des CS anhilt.

Um bei einer instrumentellen Konditionierung das gewiinschte instrumentelle Verhalten zu
verstirken, stehen verschiedene Verstarkungspldne zur Verfiigung. Bei Quotenplinen (ratio
schedules) erfolgt die Verstirkung entweder genau nach jeder n-ten Reaktion (fester
Quotenplan; fixed ratio), oder im Durchschnitt nach jeder n-ten Reaktion (variabler
Quotenplan; variable ratio). Eine Sonderform des variablen Quotenplans stellte die
Zufallsquote (random ratio) dar. Dabei Dbesitzt jede Reaktion die gleiche
Verstiarkungswahrscheinlichkeit, unabhingig davon wie viele Reaktionen seit dem letzten
Verstirker aufgetreten sind. Allgemein gilt fiir Quotenpléne, dass auch wenn der Zeitpunkt
der nichsten Verstirkung nicht genau vorhersagbar ist, mehr Verstarker erhalten werden, je
Ofter das Verhalten auftritt. Durch diese lineare Handlungs-Belohnungsbeziehung fiihren
Quotenpline zu konstant hohen und stabilen Verhaltensraten, und fiihren seltener zur
Ausbildung einer Gewohnheit (habit) (Dickinson, 1983, 1985). Bei Intervallpldnen (interval
schedules) hingegen hingt die Pédsentation des Verstirkers sowohl vom Verhalten, als auch
von der verstrichenen Zeit ab. Zumeist wird die erste Reaktion, die nach einer bestimmten
Zeitspanne auftritt, verstirkt. Diese Zeitspanne kann entweder immer gleich sein (fester

Intervallplan; fixed interval), oder von Verstirker zu Verstirker unvorhersagbar variieren
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(variabler Intervallplan; variable interval). Dadurch stellen Intervallpline nur bei einem
geringen instrumentellen Antwortverhalten eine starke Handlungs-Belohnungs Beziehung
her. Denn auch wenn die Anzahl der ausgefiihrten instrumentellen Handlungen zunimmt,
bleibt, aufgrund der festgelegten Zeitspanne, die Anzahl der erhaltenen Belohnungen
weitgehend unbeeinflusst. Somit wird die Handlungs-Belohnungs Beziehung immer
schwicher, je oOfter die instrumentelle Handlung ausgefiihrt wird. Dadurch bewirken
Intervallplédne {iblicherweise eine stetige, mittlere Reaktionsstirke. Diese mittlere
Reaktionsstirke ermdglicht eine optimale Messung der motivationalen Komponente des PIT
(Pecina et al., 2006), da keine ceiling-Effekte auftreten und somit die Présentation des
klassisch konditionierten Stimulus zu einer deutlich messbaren Steigerung des
instrumentellen Verhaltens fiihren kann. Zudem begiinstigen ldngere und variablere
Handlungs-Belohnungs Intervalle die Expression von PIT (Holland und Gallagher, 2003), da
die Tiere es gewohnt sind nicht sofort im Anschluss an die instrumentelle Handlung eine
Belohnung zu erhalten. Somit stellen sie im abschlieBenden PIT-Test, welcher unter
Extinktionsbedingungen stattfindet, nicht sofort ihr Antwortverhalten ein, auch wenn sie
keine Belohnung mehr dafiir erhalten. Aufgrund dieser gerade erlduterten Vorteile wurde fiir
die instrumentelle Konditionierung der vorliegenden Arbeit ein Intervallplan als
Verstirkerplan gewéhlt. Im Gegensatz zu Quotenplénen begiinstigen Intervallpliane jedoch die
Ausbildung einer Gewohnheit (Dickinson, 1983, 1985). In der vorliegenden Arbeit konnte
allerdings durch eine anschlieBende Extinktions-Sitzung gezeigt werden, dass auch nach einer
instrumentellen Konditionierung mit einem Intervallplan das instrumentelle Verhalten
weiterhin zielgerichtet ist. Denn nach dem Ausbleiben der Belohnungsgabe wurde die
instrumentelle Performanz deutlich reduziert (Murschall und Hauber, 2005, 2006; Lex und
Hauber, 2008).

Die anschlieBende Erinnerungs-Sitzung dient, zusammen mit der Extinktions-Sitzung, zur
optimalen Vorbereitung auf den abschlieBenden Transfer-Test. In dieser Erinnerungs-Sitzung
wird der CS wiederholt dargeboten und von einer Belohnung gefolgt, so dass die Erinnerung
an den CS wieder aufgefrischt wird. Dariiberhinaus wird in der Erinnerungs-Sitzung der CSo
(unkonditionierter Stimulus) erstmalig dargeboten. Diese Darbietung des CSo ist iiberaus
wichtig, da bei der erstmaligen Prédsentation eines CSo eventuell unkonditionierte Reaktionen
auftreten konnen (Dickinson et al., 2000; Cardinal et al., 2003b). Durch die Prasentation des
CSo in der Erinnerungs-Sitzung habituieren diese unkonditionierten Reaktionen rasch und
unterbleiben so im Transfer-Test. Die Extinktions-Sitzung dient der Vorbereitung auf den

direkt daran anschlieBenden Transfer-Test, und ist aus mehreren Griinden wichtig: (1) um
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neue Lernvorginge zu vermeiden, welche stets durch Futtergabe ausgelost werden, wird der
Transfer-Test unter Extinktionsbedingungen durchgefiihrt. Durch die Extinktions-Sitzung
erfolgt eine Habituation an diese Bedingungen (Pecina et al., 2006); (2) durch die Extinktion
wird die Intensitit des Antwortverhaltens reduziert und somit eine mittlere instrumentelle
Performanz erreicht. Dadurch wird die Sensitivitit des instrumentellen Verhaltens bei einer
Présentation des CS erhoht (Dickinson et al., 2000; Hall et al., 2001; Cardinal et al., 2003b;
Delamater und Oakeshott, 2007) und behandlungsbedingte Erhdhungen oder Reduktionen des
PIT konnen ebenfalls erfasst werden. Zusétzlich konnen falsch negative Befunden, welche auf
floor- oder ceiling-Effekten beruhen, vermieden werden (Dickinson et al., 2000; Van Den Bos
et al., 2004); (3) durch die Extinktionsbedingungen kann eindeutig liberpriift werden, ob das
Verhalten noch zielgerichtet ausgefiihrt wird, oder ob es bereits habituell geworden ist.

In der vorliegenden Arbeit konnte durch zahlreiche Modifikationen des Protokolls von
Dickinson et al. (2000) und unter Verwendung der eben erlduterten Trainingsprozedur und
Trainingsparameter ein robuster genereller PIT hervorgebracht werden. Um die
Vergleichbarkeit der Daten aus der vorliegenden Arbeit zu anderen Studien zu priifen, wurden
im Folgenden die Mittelwerte der Kennwerte, welche in Experiment 1, 2 und 3 von den
Kontrolltiere gewonnen wurden, gebildet. Wahrend der klassischen Konditionierung liegt die
durchschnittliche Approach Ratio (Aufenthaltswahrscheinlichkeit im Futterspender wéahrend
des CS) beispielsweise bei durchschnittlich 60% am ersten Tag und 70% am letzen Tag.
Dieser Zuwachs verdeutlicht den Lernfortschritt, der vermutlich auf der Ausbildung und
Festigung einer Assoziation zwischen CS und Futterbelohnung im Verlauf der klassischen
Konditionierung beruht. Wihrend der instrumentellen Konditionierung bewegte sich die
durchschnittliche Anzahl der Hebeldriicke pro Minute zwischen 4 am ersten und 16 am
letzten Tag. Die anschlieBende Extinktion reduzierte die Hebeldruckrate um fast die Halfte
auf etwa 7 Hebeldriicke/min, d.h. die Tiere handelten noch nicht habituell, sondern weiterhin
zielgerichtet. Im abschlieBenden Transfer Test unter Kontrollbedingungen wurde wihrend des
ISI (Interstimulus-Interval) und der Prasentation des CSo eine vergleichbare Hebeldruckrate
von durchschnittlich 5 Hebeldriicken/min gemessen, wohingegen die Prisentation des CS
beinahe eine Verdopplung der Hebeldruckrate auf etwa 8 Hebeldriicke/min zur Folge hatte.
Im Mittel betrdgt die GroBe des Klassisch-Instrumentellen Transfers damit also 3
Hebeldriicke/min (CS minus CSo). Betrachtet man bei Kontrolltieren den zeitlichen Verlauf
des PIT aus Experiment 3, wird die verstirkende Wirkung der CS Prisentation besonders
deutlich. Da der Transfer-Test unter Extinktionsbedingungen durchgefiihrt wurde, nimmt die

Intensitdt der instrumentellen Handlung im Laufe des Tests ab. Dennoch 16st jede einzelne der
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vier CS Prisentationen eine zuverldssige und deutliche Steigerung der Hebeldruckrate aus.
(siche 6.1 Experiment 1, Fig. 1b; 6.3 Experiment 3, Fig. 3B, 4B, 5B und 6B)

In der vorliegenden Arbeit sind sowohl die Ergebnisse der klassischen und instrumentellen
Konditionierung, als auch des abschlieBenden Transfer-Tests unter Kontrollbedingungen
durchaus vergleichbar mit Studien aus anderen Arbeitsgruppen. Beispielsweise berichten
Cardinal et al. (Cardinal et al., 2003b), dass Kontrolltiere am letzten Tag der klassischen
Konditionierung eine durchschnittlichen Approach Ratio von 65% zeigten, und ihre
Hebeldruckrate am letzen Tag der instrumentellen Konditionierung bei durchschnittlich
15 Hebeldriicken/min lag. Wéahrend der anschlieBenden Extinktion fiel die Hebeldruckrate auf
7 Hebeldriicke/min ab. Auch die Daten wéhrend des Transfer-Test sind mit den hier
gewonnenen Ergebnissen vergleichbar. Wihrend ISI und CSo betitigten die Tiere etwa 3,5
Mal den Hebel, und die Priasentation des CS lie8 die Hebeldruckrate auf durchschnittlich 7
Hebeldriicke/min ansteigen. Der hier gemessene PIT-Effekt entspricht also weitestgehend
jenem, der in fiihrenden Laboren in PIT-Experimenten erziehlt wird, und spricht somit fiir die

Qualitit und Belastbarkeit der Daten aus den durchgefiihrten Experimenten.

7.1.2 Beurteilung der Mikroinfusionsprozedur

Der Ablauf der Mikroinfusionsprozedur orientierte sich weitestgehend an den gewonnenen
Erfahrungen aus vorangegangenen Arbeiten der Arbeitsgruppe (Hauber et al., 2000; Hauber et
al., 2001; Bohn et al., 2003; Giertler et al., 2003, 2004, 2005; Schweimer et al., 2005). Um
jedoch eine deutliche Verminderung der Stressreaktion auf die Mikroinfusion herbeizufiihren,
und damit den duBerst sensiblen und stressanfélligen PIT zuverldssig messen zu konnen,
wurden die Tiere einer aufwidndigen Habituationsprozedur unterzogen (Bohn et al., 2003).
Vor der eigentlichen Substanzinjektion am Tag des Transfer-Tests fanden insgesamt vier
Scheininfusionen und eine Salineinfusion mit jeweils einem Tag Pause dazwischen statt.
Aufgrund dieser Vorgehensweise war es trotz Mikroinfusion mdglich einen Transfereffekt zu
messen, welcher mit Daten aus Lisionsstudien vergleichbar ist (Hall et al., 2001; Cardinal et
al., 2003b; Corbit und Balleine, 2003a, b; Holland und Gallagher, 2003; El-Amamy und
Holland, 2007; Ostlund und Balleine, 2007).

Das Injektionsvolumen der Mikroinfusion in den Experimenten 2 und 3 betrug 0,3ul und
wurde iiber einen Zeitraum von einer Minute appliziert. Dieses vergleichsweise geringe
Volumen wurde gewdhlt, um den Diffusionsradius der injizierten Substanzen moglichst

gering zu halten und eine Beeinflussung der neuronalen Aktivitit benachbarter Hirnregionen
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zu verhindern. Eine besonders geeignete Methode den Diffusionsradius und die
Beeinflussung der neuronalen Aktivitdt im umliegenden Gewebe nach einer Mikroinfusion zu
bestimmen, ist der Nachweis des induzierbaren Transkriptionsfaktors c-Fos. Denn haufig
bewirken applizierte Substanzen eine Aktivierung von Nervenzellen, die mit einer erhohten
c-Fos Expression einhergeht. Die Grenzen der c-Fos Aktivierung geben deshalb auch die
Grenzen der Beeinflussung der neuronalen Aktivitit durch die applizierte Substanz an, auch
wenn der tatsdchliche Diffusionsradius groBer ist (Smith und Berridge, 2005; Pecina et al.,
2006; Mahler et al., 2007). In solchen Studien zeigte sich, dass bei einem Injektionsvolumen
von 0,5ul der Bereich, in dem die c-Fos Expression anstieg, einen Durchmesser von etwa
0,49mm bis 0,73mm hatte (Smith und Berridge, 2005; Mabhler et al., 2007). Bei einem
geringeren Injektionsvolumen (0,2l bzw. 0,25ul) hingegen verkleinert sich auch der Radius
des durch c-Fos Expression markierten Bereichs der neuronalen Aktivierung, und liegt in
etwa zwischen 0,36mm und 0,45mm (Pecina und Berridge, 2000; Pecina et al., 2006). Auch
Caine et al. (1995) wies in einer autoradiographischen Studie nach, dass bei einem
Injektionsvolumen von 0,33ul der Diffusionsradius der applizierten Substanz nach einer
Stunde etwa 0,63mm betrdgt. Weitere Hinweise auf eine lokal begrenzte Wirkung der in der
vorliegenden Arbeit verwendeten Substanzen liefern auch die Daten von McFarland und
Kalivas (2001). Analog zu Experiment 2 applizierten sie eine Mischung der
GABA-Agonisten Baclofen und Muscimol in die VTA und beobachteten darauthin eine
Verhaltensénderung. Die Injektion der Substanz in eine unmittelbar benachbarte Region
bewirkte jedoch keine solche Verhaltensdnderung. Daraus geht hervor, dass die applizierte
Substanz zwar durch Diffusion in benachbarte Bereiche gelangen kann, die Konzentration
dort aber zu gering ist, um einen Verhaltenseffekt auszulosen. Auch andere Studien sprechen
fiir eine solche lokal begrenzte Wirkung. So konnen die in Experiment 3 verwendeten
selektiven  Dj-bzw. D,-Antagonisten SCH23390 und Raclopride dissoziierbare
Verhaltenseffekte hervorrufen, je nachdem ob sie in den AcbC oder AcbSh appliziert werden
(Baldo et al., 2002; Anderson et al., 2003; Bari und Pierce, 2005).

Die Vergleichbarkeit des Diffusionsverhaltens der Wirkstoffe der vorgestellten Studien mit
der vorliegenden Arbeit ist nur mit Einschrinkungen moglich, da jeweils unterschiedliche
Wirkstoffe mit unterschiedlichen biochemischen Eigenschaften (z.B. Grofe, Gewicht und
Lipophilitit) verwendet wurden, aufgrund dessen die Diffusionsgeschwindigkeiten
unterschiedlich sein diirfte. Dennoch kann zusammenfassend festgestellt werden, dass die in
der vorliegenden Arbeit beobachteten Verhaltenseffekte sehr wahrscheinlich durch

Substanzwirkungen nidherungsweise im Zielgebiet hervorgerufen werden.
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7.2 Rolle von Glutamat beim Klassisch-Instrumentellen Transfer

Die Amygdala und der Acb sind Schliisselstrukturen, welche an der Verarbeitung des PIT
beteiligt sind (Blundell et al., 2001; Hall et al., 2001; de Borchgrave et al., 2002; Holland und
Gallagher, 2003; Corbit und Balleine, 2005). Dariiberhinaus legen einige Studien eine
Beteiligung Dopamin-vermittelter Signale nahe, insbesondere im Acb. Beispielsweise
verhindert die systemische Gabe eines Dopaminrezeptor-Antagonisten die Expression von
PIT (Dickinson et al, 2000), wohingegen eine direkte Applikation des
Dopaminrezeptor-Agonisten Amphetamin in den Acb den PIT verstirkt (Wyvell und
Berridge, 2000).

Einige Evidenzen sprechen auch fiir eine Beteiligung des exzitatorischen Transmitters
Glutamat bei der Vermittlung des PIT. Zum einen belegen neuroanatomische Studien, dass
die BLA starke glutamaterge Efferenzen zum Acb entsendet (Kelley et al., 1982; Brog et al.,
1993; Wright et al., 1996), einer zentralen Struktur im neuralen Netzwerk des PIT.
Dartiberhinaus beruht motiviertes und belohnungsbezogenes Verhalten zumindest teilweise
auf Glutamat-vermittelten Signalen (Burns et al., 1994; Maldonado-Irizarry et al., 1995),
insbesondere im mesocorticolimbischen System (Horvitz, 2002; McFarland et al., 2003;
Kalivas, 2004). Moglicherweise werden belohnungsbezogene Stimuli iiber glutamaterge
Bahnen, welche von der Amygdala, dem Hippocampus oder dem PFC stammen, zum Acb
iibermittelt (Brog et al., 1993; Meredith und Totterdell, 1999). Einige Studien belegen, dass
solche motivationsbezogenen, Glutamat-vermittelten Signale durch den Neurotransmitter
Dopamin moduliert werden konnen. Die dendritischen Dornen des Acb beispielsweise tragen
sowohl dopaminerge als auch glutamaterge Synapsen (Johnson et al., 1994), wodurch
Dopamin modulierend auf Glutamat-induzierte EPSPs im Acb einwirken kann. Des Weiteren
haben  Studien der eigenen  Arbeitsgruppe  gezeigt, dass NMDA-  und
AMPA/Kainat-Rezeptor-vermittelte Signale im Acb instrumentelle Handlungsabldufe
beschleunigen konnen (Giertler et al., 2003), ein Effekt der moglicherweise auf einer
verstirkten Wirkung von klassisch konditionierten Stimuli beruht. Da PIT den Einfluss von
klassisch konditionierten Stimuli auf instrumentelles Verhalten widerspiegelt, konnte eine
Manipulation des glutamatergen Systems ebenfalls Auswirkungen auf den Transfereffekt
haben. Trotz dieser Hinweise wurde die Beteiligung von Glutamat bei der Vermittlung des
PIT bisher nicht ndher charakterisiert.

Daher wurde wurde in Experiment 1 der vorliegenden Arbeit erstmals der Einfluss einer
systemischen Blockade der NMDA- und AMPA/Kainat-Rezeptoren auf PIT untersucht. Dafiir
wurde der nicht-kompetitive NMDA-Rezeptor-Antagonist Dizocilpin (MK-801) und der
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kompetitive AMPA/Kainat-Rezeptor-Antagonist CNQX intraperetoneal (i.p.) injiziert. Die
Ergebnisse aus Experiment 1 zeigen, dass eine systemische Blockade sowohl der
NMDA-Rezeptoren mit Dizocilpin, als auch der AMPA/KA-Rezeptoren mit CNQX den
Transfereffekt des PIT nicht beeintriachtigen (Murschall und Hauber, 2005).

Es ist unwahrscheinlich, dass dieser Negativbefund auf der Auswahl einer zu geringen Dosis
beruht. Dizocilpin {iberwindet die Blut-Hirn-Schranke problemlos und wirkt somit auch bei
einer systemischen Applikation im ZNS (Clineschmidt et al., 1982a; Clineschmidt et al.,
1982b; Ford et al., 1989). Generell ist Dizocilpin fiir seine stimulierende Wirkung auf die
Motorik bekannt, wodurch es zu Hyperaktivitét, Stereotypien und, bei sehr hohen Dosen, zu
Ataxien kommt (Clineschmidt et al., 1982b; Kloog, 1988; Ford et al., 1989; Loscher und
Honack, 1992). In Experiment 1 bewirkte die systemische Gabe von 0.08mg/kg Dizocilpin
eine signifikante Erhdhung der horizontalen Aktivitit im Open-Field. Diese Verdnderungen
der motorischen Aktivitét sind typisch fiir NMDA-Antagonisten, und stimmen mit Befunden
aus anderen Studien iiberein, in denen vergleichbare Dosierungen appliziert wurden (Ford et
al., 1989; Danysz et al., 1994). Da in Experiment 1 lediglich eine Stimulation der Motorik zu
beobachten war, aber keine Stereotypien, ist davon auszugehen, dass die gewéhlte Dosierung
von Dizocilpin nicht zu hoch gewihlt war. Die generelle Erhéhung der Hebeldruckrate im
abschlieBenden Transfertest ist daher wahrscheinlich auf eine allgemeine motorische
Stimulation durch eine Blockade der NMDA-Rezeptoren zuriickzufiihren.

Im Gegensatz zu Dizocilpin hatte die systemische Applikation von CNQX keine Wirkung auf
die motorische Aktivitdt im Open-Field, und es konnte ebenfalls kein genereller Effekt auf die
Hebeldruckrate in der Skinner-Box beobachtet werden. Im allgemeinen beeinflusst der
AMPA/KA-Antagonist CNQX jedoch sowohl die horizontale als auch die vertikale
motorische Aktivitit im Open-Field nur geringfligig (Klockgether et al., 1991; Danysz et al.,
1994; Mead und Stephens, 1999; Backstrom und Hyytia, 2004). Einige Arbeitsgruppen
vertreten deshalb die Ansicht, dass CNQX die Blut-Hirn-Schranke nur schwer, oder sogar gar
nicht passieren kann (Fink-Jensen et al., 1992; Yoshiyama et al., 1995; Moghaddam et al.,
1997; Nisim et al., 1999; Hollon et al., 2002). In starkem Kontrast dazu stehen einige Studien,
welche eindeutig eine durch die systemische Applikation von CNQX induzierte
Verhaltensédnderung belegen. Beispielsweise verdnderte eine vergleichbare Dosis (1,5mg/kg)
zwar die motorische Aktivitdt nicht, schwichte jedoch den Riickfall in das Suchverhalten
nach Kokain ab (Backstrom und Hyytia, 2003), und minderte das durch Alkohol-assoziierte
Stimuli ausgeldste Suchverhalten nach Alkohol (Backstrom und Hyytia, 2004). Auch die

Expression einer mit Amphetamin konditionierten Platzpriferenz konnte durch eine
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systemische Gabe von CNQX verhindert werden, ohne dass gleichzeitig Anderungen der
motorischen Aktivitdt auftraten (Mead und Stephens, 1999). Obwohl in Experiment 1 durch
CNQX weder die motorische Aktivitit beeinflusst wurde, noch eine generelle Veridnderung
der Hebeldruckrate zu beobachten war, scheint die applizierte Dosis von 1,5mg/kg CNQX
ausreichend um Verhaltensdnderungen auszuldsen (Backstrom und Hyytia, 2003, 2004). Die
fehlenden Wirkungen von MK-801 und CNQX auf PIT sind demnach nicht auch eine
fehlerhafte Dosierung zuriickzufiihren. Vielmehr legen die Daten nahe, dass weder NMDA-,
noch AMPA/KA-Rezeptor-vermittelte Signale an der Steuerung des PIT beteiligt sind.

Liasionsstudien konnten zeigen, dass der Acb die zentrale Struktur des PIT Netzwerkes
darstellt (Hall et al., 2001; de Borchgrave et al., 2002). Der Acb erhdlt hauptsdchlich
glutamaterge Eingénge von corticalen und limbischen Strukturen (Wright et al., 1996; Setlow,
1997; Groenewegen und Trimble, 2007). Daher ist der Befund, dass eine Blockade der
ionotropen Glutamatrezeptoren den Transfereffekt nicht beeinflusst, duferst iiberraschend.
Allerdings gibt es im Hinblick auf die Strukturen des Netzwerkes, welches den PIT steuert,
einige Widerspriiche. So existieren beziiglich der Rolle beider Subregionen des Acb, AcbC
und AcbSh, bei der Vermittlung es PIT unterschiedliche Befunde. Einerseits konnten Corbit
und Mitarbeiter (2001) zeigen, dass eine Lision des AcbSh, nicht aber des AcbC, den PIT
beeintrachtigt. Andererseits berichten Hall und Kollegen (2001), dass der Transfereffekt
durch eine Lasion des AcbC verhindert wird. Eine dhnliche Datenlage existiert beziiglich der
unterschiedlichen Beteiligung von BLA und CeN an der Vermittlung es PIT. So reduziert eine
Lésion des CeN beispielsweise den Transfereffekt, wohingegen eine Lision der BLA ohne
Auswirkungen auf den PIT blieb (Hall et al., 2001; Holland und Gallagher, 2003). Im
Gegensatz dazu berichten Blundell und Kollegen (2001), dass eine Lédsion der BLA, nicht
aber des CeN, PIT unterbindet. Corbit und Balleine (2005) waren die ersten, welche diese
diskrepanten Ergebnisse moglicherweise auf die unterschiedlichen Trainingsprotokolle der
einzelnen Studien zurlickfiihrten. Demzufolge existieren zwei unterschiedliche Formen des
PIT, der generelle PIT und der spezifische PIT, welche durch unterschiedliche
Trainingsprozeduren hervorgerufen werden konnen (siehe 7.1.1 Beurteilung des Klassisch-
Instrumentellen Transfers). Nach den Befunden von Corbit und Balleine (2005) ist sowohl die
BLA als auch der CeN an der Vermittlung des PIT beteiligt, wobei die BLA den spezifischen
und der CeN den generellen PIT vermittelt. Die generelle Form des PIT beruht dabei auf einer
allgemeinen Steigerung der Motivation, ausgeldst durch die Assoziation zwischen einem
klassisch konditionierten Stimulus und der generellen motivierenden Eigenschaft der damit

verkniipften Belohnung. Durch diese allgemeine Motivationssteigerung bewirkt der klassisch
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konditionierte Stimulus letztendlich im abschlieBenden Transfertest eine unspezifisch erhohte
Handlungsbereitschaft fiir die jeweils verfligbaren instrumentellen Handlungen (Rescorla und
Solomon, 1967; Dickinson und Dawson, 1987; Corbit und Balleine, 2005). Die spezifische
Form des PIT hingegen macht sich die selektiven Eigenschaften von Stimulus und Belohnung
zunutze. Ein klassisch konditionierter Stimulus kann gezielt die spezifischen sensorischen
Eigenschaften der mit ihm assoziierten Belohnung abrufen, und anschliefend nur jene
instrumentelle Handlung verstirken, welche dieselbe Belohnung erwarten ldsst, wie der
Stimulus selbst (Abb. 5.5). Obwohl auch ein spezifischer Stimulus iiber generelle appetitive
Eigenschaften verfiigt, wird nur die instrumentelle Handlung, welche mit der spezifischen
Belohnung assoziiert ist, verstirkt. Dabei wirken die spezifischen Eigenschaften des Stimulus
starker als die generell motivationssteigernden Eigenschaften. Manchmal werden sogar
andere instrumentelle Handlungen, welche nicht mit derselben Belohnung assoziiert sind,
unterdriickt (Colwill und Motzkin, 1994; Cardinal et al., 2002a; Corbit und Balleine, 2005).

In der vorliegenden Arbeit wurde ausschlieBlich ein Protokoll zur Generierung des generellen
PIT verwendet (siche 7.1.1 Beurteilung des Klassisch-Instrumentellen Transfers), welcher
vermutlich auf einer Beteiligung des CeN beruht (Hall et al., 2001; Holland und Gallagher,
2003; Corbit und Balleine, 2005). Da der PIT auch von einer Aktivierung der dopaminergen
Neurone des Acb abhingig ist, wurde vermutet, dass der CeN iiber seine hauptsidchlich
GABAergen Projektionsfasern zum Mittelhirn (Wallace et al., 1992; Swanson und Petrovich,
1998; Cardinal et al., 2003a; Phillips et al., 2003) modulierend auf die dopaminergen Neurone
des Acb einwirkt (Abb. 7.1). In Ubereinstimmung mit dieser Annahme konnten Ahn und
Phillips (2002) zeigen, dass eine Inaktivierung des CeN die basale Dopaminfreisetzung im
Acb erniedrigte. Insgesamt sprechen die Daten dafiir, dass GABAerge Projektionsbahnen zu
dopaminergen Neuronen des Mittelhirns, welche letzendlich die Dopamintransmission im
Acb beeinflussen, den generellen PIT steuern. Dieses Netzwerk des generellen PIT erfordert
keine Beteiligung glutamaterger Neurone. Dies wiirde erkldren, warum eine Blockade der
NMDA- und AMPA/KA-Rezeptoren ohne Auswirkungen auf den Transfereffekt blieb.
Vielmehr ist anzunehmen, dass der spezifische PIT, welcher vermutlich auf einer BLA
Beteiligung beruht (Corbit und Balleine, 2005), durch eine Blockade der ionotropen
Glutamatrezeptoren beeinflusst werden kann. Denn die BLA sendet direkte glutamaterge
Efferenzen zum Acb (Brog et al., 1993; Wright et al., 1996; Swanson und Petrovich, 1998;
Phillips et al., 2003). Fiir diese Annahme spricht auBerdem, dass eine Zellkdrperldsion des
orbitofrontalen Cortex (OFC) den spezifischen PIT blockiert (Ostlund und Balleine, 2007).
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Abbildung 7.1 Neuronaler Schaltkreis des generellen PIT. Die farblich
hinterlegten Bereiche markieren die fir den generellen PIT wichtigen Hirnareale. Der
generelle Transfer beruht auf der Integritédt des CeN (Hall et al., 2001; Holland und
Gallagher, 2003; Corbit und Balleine, 2005), welcher Gber GABAerge Efferenzen zu
dopaminergen Neuronen des Mittelhirns die Dopamintransmission im Acb moduliert
(Parkinson et al., 2000b; Hall et al., 2001; Cardinal et al., 2002a). Dabei ist die
Verbindung zwischen CeN wund Acb eher polysynaptischer Natur. Moégliche
zwischengeschaltete Strukturen, welche ebenfalls an der Regulation des generellen
PIT beteiligt sein kénnten, stellen dabei die SN, das RRF und der LH dar (Zahm,
2000; Zahm et al., 2001; Fadel und Deutch, 2002; Zahm, 2005; El-Amamy und
Holland, 2007). In beiden Subregionen des Acb (AcbC und AcbSh) beruht der generell
motivierende Effekt klassisch konditionierter Stimuli auf D;- und
D,-Rezeptor-vermittelten Prozessen (Lex und Hauber, 2008). Desweiteren stellt die
VTA ebenfalls eine Schlisselstruktur im neuronalen Schaltkreis des generellen PIT dar
(Murschall und Hauber, 2006), und auch das DLS ist an der Vermittlung
exzitatorischer Einflisse klassisch konditionierter Stimuli auf instrumentelles
Verhalten beteiligt (Corbit und Janak, 2007a).

Acb, Nucleus accumbens; AcbC, Nucleus accumbens core; AcbSh, Nucleus accumbens
shell; ACC, anteriorer cingularer Cortex; BLA, basolaterale Amygdala; CeN,
Zentralkern der Amygdala; DLS, dorsolaterales Striatum; DMS, dorsomediales
Striatum; LH, lateraler Hypothalamus; mPFC, medialer prafrontaler Cortex; OFC,
orbitofrontaler Cortex; RRF, Retrorubales Feld; SN, Substantia nigra; VTA, ventrales
tegmentales Areal
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Der OFC projiziert glutamaterg zum Acb (Heimer et al., 1991; Groenewegen et al., 1996;
Groenewegen und Trimble, 2007) und besitzt starke reziproke glutamaterge Verbindungen
zur BLA (McDonald, 1991; McDonald und Mascagni, 1996). Dies spricht fiir eine wichtige
Funktion Glutamat-vermittelter Signale bei der Steuerung des spezifischen PIT.

Aus neuere Studien an Knock-out (KO) Mausen geht hervor, dass eine Deletion der GluR1
Untereinheit des AMPA-Rezeptors den generellen PIT nicht beeintrichtigt (Mead und
Stephens, 2003b). Durch immunhistochemische Nachweismethoden ist bekannt, dass in der
BLA hauptsichlich die GluR1 Untereinheit des AMPA-Rezeptors exprimiert wird
(McDonald, 1996). Eine Deletion der GluR1 Untereinheit ist deshalb mit einer Lésion der
BLA vergleichbar, welche ebenfalls zu keiner Verdanderungen der Transferrate im generellen
PIT fiihrt (Holland und Gallagher, 2003; Corbit und Balleine, 2005).

Im Gegensatz zu einer Deletion der GluR1 Untereinheit fithrt die Mutation der beiden
intrazelluldren Phosphorylierungsstellen der GluR1 Untereinheit zur Blockade des generellen
PIT (Crombag et al.,, 2008). Diese Mutanten weisen jedoch leichte Defizite in der
instrumentellen Trainingsphase auf, und erreichen erst zum Ende des instrumentellen
Trainings das Niveau der Wildtyp Méuse. Daher konnte der reduzierte Transfereffekt
moglicherweise auch auf eine mangelnde Akquisition des instrumentellen Verhaltens
zuriickzufiihren sein.

Eine Deletion der GluR2 Untereinheit des AMPA-Rezeptors hat ebenfalls eine Blockade des
generellen PIT zur Folge (Mead und Stephens, 2003a). Da GluR2 Untereinheiten vermehrt in
den AMPA-Rezeptoren der CeN exprimiert werden (Crombag et al., 2008), ist die Deletion
dieser Untereinheit mit einer Lésion des CeN zu vergleichen. Die Studie von Mead und
Stephens (2003a) widerspricht damit den Ergebnissen aus Experiment 1 der vorliegenden
Arbeit, und gibt Hinweise auf eine glutamaterge Beteiligung beim generellen PIT. Allerdings
weisen KO Maiuse mit dieser Mutation massive motorische Beeintrdchtigungen auf, welche
sich in Koordinationsproblemen und einer erhdhten Passivitit duflern (Jia et al., 1996; Gerlai
et al., 1998). Dariiberhinaus kommt es bei GluR2 KO Miusen zu einer erhdhten Ca®"
Permeabilitit, was eine erleichterte Langzeitpotenzierung zur Folge hat (Jia et al., 1996).
Daher weisen GluR2 KO Maiuse vielfiltige physiologische Verdnderungen auf, die mit den
Wirkungen einer selektiven pharmakologischen AMPA/KA-Rezeptor Blockade, wie sie in
Experiment 2 vorgenommen wurden, kaum vergleichbar ist. Es ist daher fraglich, ob mithilfe
so manipulierter Tiere Aussagen zur Steuerung des PIT getroffen werden kdnnen.
Zusammengefasst zeigen die gewonnenen Daten aus Experiment 1, dass eine Blockade der

ionotropen NMDA- und AMPA/KA-Rezeptoren den PIT nicht beeinflussen. Dies liegt
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moglicherweise daran, dass der generelle PIT, welcher hier gemessen wurde, durch ein
neuronales Netzwerk gesteuert wird, welches auf einer Modulation der Dopamintransmission
im Acb durch GABAergen Projektionsfasern vom CeN zu dopaminergen Neuronen des

Mittelhirns beruht. Eine Beteiligung des Neurotransmitters Glutamat ist daher nicht gegeben.

7.3 Rolle der VTA beim Klassisch-Instrumentellen Transfer

Die Amygdala und der Acb sind Schliisselstrukturen bei der Verarbeitung des PIT (Blundell
et al., 2001; Hall et al., 2001; de Borchgrave et al., 2002; Holland und Gallagher, 2003; Corbit
und Balleine, 2005) (Abb. 7.1). Desweiteren legen einige Studien eine Beteiligung des
Neurotransmitters Dopamin nahe. Beispielsweise verhindert die systemische Gabe eines
Dopaminrezeptor-Antagonisten die Expression von PIT (Dickinson et al., 2000), wohingegen
eine direkte Applikation des Dopaminrezeptor-Agonisten Amphetamin in den Acb den PIT
verstarkt (Wyvell und Berridge, 2000). Auch zwei Subregionen der Amygdala, BLA und
CeN, sind an der Steuerung des PIT beteiligt. Unter Verwendung unterschiedlicher
Trainingsprotokolle konnen zwei verschiedene Formen des PIT untersucht werden, wobei der
spezifische PIT durch die BLA (Blundell et al., 2001; Corbit und Balleine, 2005) und der
generelle PIT durch den CeN vermittelt wird (Hall et al., 2001; Holland und Gallagher, 2003;
Corbit und Balleine, 2005). Da der CeN GABAerg zur VTA projiziert (Wallace et al., 1992;
Swanson und Petrovich, 1998; Cardinal et al., 2003a; Phillips et al., 2003), liegt die
Vermutung nahe, dass der CeN die Aktivitdt der dopaminergen Neurone des Mittelhirns
reguliert, und auf diese Weise den generellen PIT steuert (Hall et al., 2001). Allerdings liegen
bisher keine Daten dariiber vor, ob die VTA an der Vermittlung des Einflusses klassisch
konditionierter Stimuli auf instrumentelles Verhalten beteiligt ist.

Aus diesem Grund wurde in Experiment 2 der vorliegenden Arbeit die Auswirkungen einer
reversiblen Inaktivierung der VTA auf den generellen PIT untersucht. Dazu wurde mittels
einer Mikroinfusionsprozedur eine Mischung des GABA-Agonisten Muscimol und des
GABAGg-Agonisten direkt in die VTA appliziert. Dieser Eingriff bewirkte eine dosisabhédngige
Reduktion des PIT (Murschall und Hauber, 2006). Somit konnte durch die Ergebnisse in
Experiment 2 der vorliegenden Arbeit erstmals belegt werden, dass der motivationale Einfluss
von klassisch konditionierten Stimuli auf das instrumentelle Verhalten von einer neuronalen
Aktivitdt der VTA abhéngig ist.

Die Inaktivierung der VTA mithilfe der GABA-Agonisten Baclofen und Muscimol wurde aus

mehreren Griinden gewdhlt. Zum einen kommt es, im Gegensatz zu anderen
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Inaktivierungstechniken, hierbei nicht zu einer ungewollten Beeinflussung vorbeiziehender
Faserblindel (McFarland und Kalivas, 2001). Zum anderen erfolgt eine reversible
Inaktivierung nahezu aller Neuronen der VTA. Etwa 70—-80% aller VTA Neurone
exprimieren den Neurotransmitter Dopamin, wihrend die restlichen 20 —30% vermutlich
GABAerge Interneurone darstellen (Bayer und Pickel, 1991; Kalivas, 1993; Van Bockstaele
und Pickel, 1995; Carr und Sesack, 2000). Des Weiteren sind sowohl ionotrope
GABA-Rezeptoren, als auch metabotrope GABAg-Rezeptoren in der VTA zu finden
(Suaud-Chagny et al., 1992; Kalivas, 1993; Westerink et al., 1996; Westerink et al., 1998).
Beide Rezeptorklassen konnen anatomisch und funktionell dissoziiert werden (Sugita et al.,
1992; Xi und Stein, 1998; Margeta-Mitrovic et al., 1999). So hat eine Applikation des
GABA-Agonisten Muscimol eine Aktivierung des mesolimbischen dopaminergen Systems
zur Folge, wahrscheinlich durch die Inhibierung der GABAergen Interneurone und der damit
verbundenen Disinhibition der dopaminergen Neuronen (Kalivas et al., 1990). Im Gegensatz
dazu fihrt die Gabe von GABAg-Agonisten zu einer verringerten Aktivitit des
mesolimbischen dopaminergen Systems, vermutlich durch eine direkte Inhibition der
dopamingergen VTA Neurone (Olpe et al, 1977; Westerink et al, 1998).
GABA-Rezeptoren sind demnach hauptsichlich auf nicht-dopaminergen Neuronen zu finden
(Churchill et al., 1992; Klitenick et al., 1992; Kalivas, 1993), wiahrend GABAg-Rezeptoren
primér auf dopaminergen Zellen der VTA exprimiert werden (Xi und Stein, 1998; Margeta-
Mitrovic et al., 1999). Durch die Wahl einer GABA 5s-vermittelten Inaktivierung der VTA in
Experiment 2 konnen folglich sowohl die dopaminergen als auch die nicht-dopaminergen
Neurone der VTA reversibel inaktiviert werden.

Es ist unwahrscheinlich, dass die dosisabhingige Blockade des PIT auf einer unspezifischen
Beeintrachtigung der Motorik beruht. Zum einen bleibt die Hebeldruckrate wéahrend des ISI
und des CSo bei einer niedrigen und mittleren Dosierung weitestgehend konstant. Im
Gegensatz dazu flihrt jedoch schon die mittlere Dosis der GABA4B-Agonisten zu einer
Reduktion des PIT. AusschlieBlich die hochste Dosierung hat eine leichte Reduktion der
basalen Hebeldruckrate zur Folge, was eventuell auf ein motorisches Defizit hinweisen
konnte. Allerdings haben eigene Beobachtungen ergeben, dass beim generellen PIT eine
hohere Dosis als die verwendeten notig ist, um eine massiven Beeintrdchtigung der
motorischen Aktivitdt und damit auch der basalen Hebeldruckrate zu bewirken. Des Weiteren
konnte in anderen Studien gezeigt werden, dass eine Baclofen/Muscimol vermittelte
transiente Inaktivierung der VTA in vergleichbaren Dosierungen sowohl einem Kokain

induzierten Riickfall in siichtiges Verhalten vorbeugt (McFarland und Kalivas, 2001), als
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auch einen Riickfall in das Suchverhalten nach Kokain verhindert bzw. abschwicht (Di Ciano
und Everitt, 2004; McFarland et al., 2004). In Ubereinstimmung mit den Beobachtungen aus
Experiment 2, traten auch in diesen Studien keine durch Baclofen/Muscimol induzierten
motorisches Defizit auf. Die von uns in Experiment 2 verwendete Dosierung von Baclofen
und Muscimol wurde inzwischen von zwei neueren Studien iibernommen (Corbit et al., 2007;
Takahashi et al., 2009). Auch dabei wurden keine Beeintrachtigungen der motorischen
Aktivitit beobachtet.

Die Daten aus Experiment 2 zeigen erstmalig, dass die VTA einen wichtigen Beitrag bei der
Vermittlung des generellen PIT leistet. Eine spiter verdffentlichte Arbeit von Corbit et al.
(2007) bestitigt diesen Befund. In Anlehnung an unser Experiment wurde in dieser Studie
ebenfalls eine reversible Inaktivierung der VTA durchgefiihrt, und anschlieend eine
Beeintrachtigung des generellen PIT beobachtet. Somit stellt die VTA, neben dem Acb und
dem CeN (Hall et al., 2001; Holland und Gallagher, 2003; Corbit und Balleine, 2005), eine
weitere bedeutende Struktur im neuronalen Schaltkreis des generellen PIT dar.

Der generelle Transfereffekt wird also moglicherweise liber Efferenzen des CeN zur VTA
gesteuert, wodurch wiederum die Aktivitét der dopaminerger Neurone moduliert werden kann
(Hall et al., 2001). Die Projektionsneurone des CeN sind hauptsidchlich GABAerg und ziechen
in die unmittelbare Nédhe dopaminerger Neurone des Mittelhirns wie der VTA, der SN und
dem RRF (Krettek und Price, 1978; Wallace et al., 1992; Swanson und Petrovich, 1998;
Fudge und Haber, 2000; Cardinal et al., 2003a; Phillips et al., 2003). Einige Studien
unterstiitzen die hier vertretene Annahme, dass der CeN einen regulatorischen Einfluss auf die
dopaminergen Neurone des Mittelhirns ausiibt. So beeinflusst eine Lasion des CeN, oder die
Applikation eines Dopaminrezeptor-Antagonisten in die Amygdala den extrazelluldren
Dopaminspiegel im Acb (Louilot et al., 1985; Simon et al., 1988; McGregor und Roberts,
1993; Caine et al., 1995; Hurd et al., 1997). Allerdings liegen bislang keine genaueren
Untersuchungen dazu vor, ob die Efferenzen des CeN einen direkten Einfluss auf die
dopaminergen Neurone der VTA nehmen, ober ob dieser Einfluss indirekt iiber die
nicht-dopaminerge Interneurone der VTA erfolgt (Wallace et al., 1992). Ein Indiz fiir eine
indirekte Beeinflussung wire, dass die Inaktivierung des CeN zu einer Erniedrigung des
basalen Dopaminspiegels im Acb fiihrt (Ahn und Phillips, 2002, 2003). Diese Wirkung beruht
moglicherweise auf einer Hemmung der GABAergen Interneurone der VTA durch
GABAergen Afferenzen vom CeN. Folglich fiihrt eine Inaktivierung des CeN zu einer
Disinhibition der GABAergen VTA Neurone, und damit zu einer verminderten Aktivitdt der

mesoaccumbalen dopaminergen Neuronen. Dies wiederum hat einen erniedrigten basalen
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Dopaminspiegel im Acb zur Folge (Ahn und Phillips, 2002; Howland et al., 2002; Phillips et
al., 2003). Eine neuere Studie von El-Amamy und Holland (2007) liefert jedoch
widerspriichliche Ergebnisse beziiglich einer direkten Verbindung zwischen CeN und VTA.
Da die Projektionen zwischen CeN und VTA hauptsichlich ipsilateral verlaufen (Swanson,
1982), untersuchten sie die Auswirkungen einer funktionellen Diskonnektion® von CeN und
VTA auf den generellen PIT. Uberraschenderweise konnten sie zeigen, dass eine unilaterale
Lasion der VTA zu einer Reduktion des PIT fiihrt, die Diskonnektion von CeN und VTA
hingegen den Transfereffekt nicht beeintrdchtigte. Eine unilaterale Ldsion der VTA hat die
Blockade der dopaminergen Innervation des ipsilateralen Acb zur Folge. Diese unilaterale
Dopamindepletion konnte eine Erkldrung fiir den verminderten, jedoch nicht vollig fehlenden,
Transfereffekt sein. Aufgrund der Diskonnektionsldsion kommt es im Acb zu einer bilateralen
Dopamindepletion, welche eine vollstindige Blockade des PIT zur Folge haben miisste. Da
die Lision jedoch in etwa 40 Tage vor dem abschlieBenden Transfertest durchgefiihrt wurde,
konnten mdoglicherweise alternative Projektionsbahnen aktiviert werden, welches letzendlich
zu dem durch El-Amamy und Holland (2007) beobachteten intakten PIT fiihrte. Da die
Inaktivierung der VTA in Experiment 2 jedoch unmittelbar vor dem Transfertest durchgefiihrt
wurde, und somit keine Reorganisation der neuronalen Projektionswege stattfinden konnte,
konnen die Ergebnisse von El-Amamy und Holland (2007) nicht ohne weiteres mit den
gewonnenen Daten aus Experiment 2 verglichen werden.

Moglicherweise ist der neuronale Schaltkreis des generellen PIT jedoch wesentlich
komplexer, als die zunidchste angenommene einfache CeN-VTA-Acb Verschaltung. Auch
anatomische Daten stiitzen den Zweifel an die Existenz einer robusten monosynaptischen
Projektion vom CeN zur VTA (Zahm, 2005). Beispielsweise konnten Price und Amaral
(1981) nach der Injektion eines anterograden Tracers in den CeN nur eine schwache
Markierung der VTA erkennen, dafiir aber eine ausgeprigte Projektion in die SN und das
RRF. Weitere anatomische Daten weisen ebenfalls auf eine eher polysynaptische
Verschaltung von CeN und VTA hin, moglicherweise iiber die SN, das RRF oder den LH
(Zahm, 2000; Zahm et al., 2001; Fadel und Deutch, 2002). Daraus geht hervor, dass der CeN
die VTA sowohl auf direkte als auch indirekte Weise iliber Mittlerstrukturen des Mittelhirns

modulieren kann.

¥ Da die Verbindung zwischen CeN und VTA primir ipsilateral verlaufen (Swanson 1982), verhindert eine
Uberkreuzldsion (Lision des CeN in der einen, und Lision der VTA in der anderen Hemisphire) die direkte
Kommunikation zwischen beiden Arealen. Eine solche Diskonnektionsldsion beeintrichtigt jedoch
ausschlieflich Funktionen, fiir welche die Verbindung zwischen beiden Arealen benétigt wird.
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Zusammengefasst zeigen die Daten aus Experiment 2 der vorliegenden Arbeit, dass die
Vermittlung des generellen PIT auf der Integritdt der VTA beruht. Dabei ist anzunehmen,
dass die Regulation der mesoaccumbalen dopaminergen Neurone durch den CeN iiber einen
komplexen neuronalen Schaltkreis verlduft. Dieser Schaltkreis beinhaltet neben der VTA
auch weitere, den Acb innervierende Areale, wie beispielsweise die SN, das RRF oder den

LH.

7.4 Rolle von Dopamin im Acb beim Klassisch-Instrumentellen Transfer

Der generelle motivierende Einfluss von klassisch konditionierten Stimuli auf instrumentelles
Verhalten beruht sowohl auf der Integritit der Amygdala (insbesondere des CeN) als auch des
Acb (Blundell et al., 2001; Hall et al., 2001; de Borchgrave et al., 2002; Holland und
Gallagher, 2003; Corbit und Balleine, 2005). Die Beteiligung des Acb an der Verarbeitung
des generellen PIT kann, analog zur Amygdala, auf der Ebene der beiden Subregionen des
Acb dissoziiert werden. So blockiert beispielsweise eine Lision des AcbC die
motivationssteigernde Wirkung von appetitiven klassisch konditionierten Stimuli wéhrend des
PIT (Hall et al., 2001). Eine Lision des AcbSh hingegen beeintrichtigt den selektiven
Einfluss belohnungsbezogener Stimuli auf instrumentelles Verhalten (Corbit et al., 2001). Des
Weiteren belegen neuere Studien und die Daten aus Experiment 2, dass die VTA ebenfalls
eine Schliisselstruktur des generellen PIT darstellt (Murschall und Hauber, 2006; Corbit et al.,
2007; El-Amamy und Holland, 2007). Dariiber hinaus ist bekannt, dass der Neurotransmitter
Dopamin eine zentrale Rolle bei der Vermittlung des PIT einnimmt. So verhindert
beispielsweise die systemische Gabe eines Dopaminrezeptor-Antagonisten die Expression des
PIT (Dickinson et al, 2000), wohingegen eine direkte Applikation des
Dopaminrezeptor-Agonisten Amphetamin in den Acb den PIT verstirkt (Wyvell und
Berridge, 2000). Obwohl diese Befunde auf eine wichtige Funktion der mesoaccumbalen
Dopamintransmission hindeuten, ist bisher wenig dariiber bekannt, in welchen Subregionen
des Acb Dopamin-vermittelte Signale bei der Vermittlung des PIT eine Rolle spielen, und
welche Dopaminrezeptoren daran beteiligt sind.

Aus diesem Grund wurde in Experiment 3 die Auswirkung einer Blockade der D;- sowie der
D,- Rezeptoren in AcbC und AcbSh auf den generellen PIT untersucht. Dazu wurden
unmittelbar vor dem abschlieBenden Transfertest der D;-Rezeptor-Antagonist SCH23390 und
der D,-Rezeptor-Antagonist Racloprid direkt in den AcbC, beziehungsweise den AcbSh
injiziert. Die Applikation von SCH23390 und Racloprid in den AcbC blockierte ebenso den
PIT, wie eine lokale Injektion von SCH23390 und Racloprid in den AcbSh (Lex und Hauber,
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2008). Die Ergebnisse aus Experiment 3 weisen somit erstmals nach, dass sowohl D;- als
auch D,-Rezeptor-vermittelte Prozesse in beiden Subregionen des Acb an der Steuerung des
generellen PIT beteiligt sind.

Es ist unwahrscheinlich, dass die beobachtete Blockade des generellen PIT durch eine
unspezifische Beeintrachtigung der Motorik zu erkldren ist. Die Gabe von
Dopaminrezeptor-Antagonisten kann allerdings zu motorischen Defiziten fiihren (Smith-Roe
und Kelley, 2000). Vor allem instrumentelle Verhaltensweisen sind sensitiv gegeniiber den
motorisch hemmenden Wirkungen von Dopamin-Antagonisten (Fibiger et al., 1976). So
berichten Nowend et al. (2001) von einer reduzierten Hebeldruckrate nach der Injektion von
sowohl SCH23390 als auch Racloprid in AcbC und AcbSh. Gleichzeitig konnten jedoch
keine Verdnderungen in der Dauer der Hebeldriicke beobachtet werden. Eine detailliertere
Analyse der motorischen Aktivitdt nach einer Blockade der D;- und D,-Rezeptoren in den
Subregionen des Acb wurde von Baldo et al. (2002) durchgefiihrt. So reduziert die
Applikation von SCH23390 und Racloprid schon in einer frithen Testphase die Lokomotion
auf ein Niveau, welches Kontrolltiere erst am Ende der 30-miniitigen Testphase erreichten.
Eine Erkldrung dafiir konnte sein, dass die Blockade der D;- und D,-Rezeptoren kein
generelles motorisches Defizit hervorruft, sondern lediglich die motorische Aktivierung
unterbindet, welche von einer neuen und ungewohnten Umgebung ausgeht (Nicola, 2007).
Die in Experiment 3 durchgefiihrte Applikation von SCH23390 oder Racloprid fiihrte im
AcbC zu einer signifikanten Reduktion der basalen Hebeldruckrate wihrend ISI und CSo,
wohingegen eine Infusion beider Substanzen in den AcbSh sich geringer auf die basale
Hebeldruckrate auswirkte. Eine eingehende Analyse der vorliegenden Daten zeigt jedoch,
dass die gemessene Reduktion des PIT vermutlich nicht auf unspezifischen motorischen
Wirkungen der applizierten Substanzen zuriickzufiihren ist. Zum einen wird der PIT unter
Extinktionsbedingungen gemessen, was eine geringe basale Hebeldruckrate zur Folge hat.
Durch diese eher geringen Anspriiche an die instrumentelle Performanz wird jedoch auch die
maximale Kapazitit des instrumentellen Verhaltens nicht stark beansprucht. Somit wiirden
auch kleinere, Substanz-induzierte motorische Defizite nicht zwingend zu einer messbaren
Reduktion der Hebeldruckrate fithren. Zum anderen bewirkt die Infusion von SCH23390 und
Racloprid in den AcbC zwar eine Verringerung der Hebeldruckrate im ISI, allerdings féllt
diese Reduktion eher gering aus, und ist durchaus mit den basalen Hebeldruckraten im AcbSh
wihrend ISI zu vergleichen. Auch andere Studien belegen eine vergleichbar niedrige
Hebeldruckrate, sowohl bei Kontrolltieren als auch behandelten Tieren (Murschall und

Hauber, 2006; ElI-Amamy und Holland, 2007). Den wichtigsten Hinweis, dass unspezifische
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Substanz-induzierte Wirkungen nicht zu der beobachteten Reduktion des PIT fiihrten, liefert
die zeitliche Aufschliisselung der Hebeldruckraten {iber den gesamten Verlauf des
abschlieBenden Transfertest. Diese macht deutlich, dass auch bei einer Stimulus-Prisentation
zu Beginn der Sitzung, wenn die basale Hebeldruckrate noch relativ hoch ist, der
Transfereffekt ausbleiben kann. Im Gegensatz dazu kann jedoch auch eine
Stimulus-Prisentation am Ende der Sitzung zu einer Erhdhung des instrumentellen
Antwortverhaltens flihren, obwohl zu diesem Zeitpunkt die basale Hebeldruckrate bereits
geringer ist als zu Beginn des Transfertests. Dieser Befund verdeutlicht, dass PIT auch bei
einer reduzierten basalen Hebeldruckrate ausgelost werden kann, und somit aufgrund der
Applikation von SCH23390 und Racloprid keinem floor-Effekt unterliegt. Insgesamt
sprechen diese Befunde dafiir, dass Substanz-induzierte motorische Beeintrachtigungen durch
die Injektion von SCH23390 und Racloprid die hier beobachtete Blockade des PIT kaum
erkldren konnen.

Die Daten aus Experiment 3 bestdtigen und erweitern friihere Annahmen zur Rolle von
Dopamin im Acb bei der Steuerung des PIT. Beispielsweise fiihrt eine systemische Blockade
der Dopaminrezeptoren (Dickinson et al., 2000), sowie die transiente Inaktivierung der VTA
(Murschall und Hauber, 2006; Corbit et al., 2007) zu einer Reduktion des Transfereffektes.
Eine Aktivierung der accumbalen Dopamin-Neurone hingegen bewirkt eine Erhdhung des
PIT (Wyvell und Berridge, 2000). Eine Reihe von weiteren Studien belegen, dass die
Dopaminfreisetzung im Acb in direktem Zusammenhang mit der Verarbeitung von klassisch
konditionierten, Belohnungs-assoziierten Stimuli steht. So bewirkt die Prédsentation solcher
Reize eine Erhohung der Dopamintransmission im Acb (McCullough und Salamone, 1992;
Bassareo und Di Chiara, 1999; Weiss et al., 2000). Des Weiteren ist die Haufigkeit von
instrumentellem Verhalten infolge der Pridsentation von diskriminativen Stimuli, welche
ebenfalls als klassisch konditionierte Reize wirken konnen (Colwill und Rescorla, 1988), von
einer Aktivitdit an Dopaminrezeptoren im Acb abhingig (Yun et al., 2004a). Auch die
Inaktivierung der VTA, dem  wichtigsten Ursprungsgebiet der accumbalen
Dopamin-Afferenzen, fithrt bei einer Prisentation diskriminativer Stimuli zu einer
vergleichbaren Reduktion des instrumentellen Verhaltens (Yun et al., 2004b). Ebenso ist die
Initiation von instrumentellem Verhalten als Reaktion auf diskriminative Stimuli von der
Aktivitdit an Dopaminrezeptoren im Acb abhédngig (Calaminus und Hauber, 2007). Des
Weiteren kommt es, in Ubereinstimmung mit den Daten aus Experiment 3, nach einer
Zellkorperlédsion des AcbC ebenfalls zu einer Beeintrachtigung des generellen Transfers (Hall

et al., 2001). Mikrodialyse-Studien belegen zudem, dass vor allem nahrungs-assoziierte,
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klassisch konditionierte Stimuli die Dopamintransmission im AcbC erhéhen (Bassareo und Di
Chiara, 1997, 1999; Bassareo et al., 2002; Cheng et al., 2003). Aufgrund dieser Evidenzen ist
anzunehmen, dass die Dopamintransmission im AcbC instrumentelles Verhalten, welches
durch die Présentation von Belohnungs-assoziierten Reizen ausgelost wird, moduliert.
Insgesamt sprechen diese Daten also dafiir, dass sowohl D;- als auch D,-Rezeptor-vermittelte
Prozesse im AcbC an der Steuerung des generellen PIT beteiligt sind.

Zusitzlich zu diesem Einfluss des AcbC, scheinen auch Dopamin-vermittelte Signale im
AcbSh an der Vermittlung des generellen PIT beteiligt zu sein. Die gewonnenen Daten aus
Experiment 3 legen nahe, dass sowohl die D;- als auch die D;-Rezeptoren im AcbSh eine
wichtige Funktion bei der Vermittlung des generellen PIT iibernehmen. So blockierte die
Applikation eines D;-Rezeptor-Antagonisten in den AcbSh den Einfluss generell
motivierender Stimuli auf instrumentelles Verhalten. Im Gegensatz dazu fallen die Effekte
einer Blockade der D,-Rezeptoren im AcbSh geringer aus. Hier konnte nur bei einer niedrigen
Dosierung eine Blockade des generellen PIT beobachtet werden. Eine hohere Dosis hingegen
hatte zwar eine leichte Reduktion der basalen Hebeldruckrate zur Folge, dennoch blieb der
Transfereffekt weitestgehend erhalten. Dies weifit auf ein komplexes Dosis-Wirkungs Profil
von D»-Rezeptor-Antagonisten im AcbSh beim generellen PIT hin. Anhand der gewonnenen
Daten aus Experiment 3 ist es jedoch nicht mdglich diese Dosis-Wirkungs Profil genauer zu
charaktrisieren. Dazu miissen weitere Dosierungen des D,-Rezeptor-Antagonisten im AcbSh
beim generellen PIT getestet werden. Im Gegensatz zu den hier gewonnenen Daten wiesen
Hall et al. (2001) nach, dass eine Lision des AcbSh nicht zu einer Blockade des generellen
PIT fiihrt, was gegen eine Beteiligung des AcbSh beim generellen PIT sprache. Allerdings
konnte in dieser Studie ecine leichte Reduktion des Transfereffektes beobachtet werden,
welche nur knapp das statistische Signifikanzniveau von p<0.5 verfehlte. Dies konnte
ebenfalls auf eine Beteiligung des AcbSh bei der Steuerung des generellen PIT hindeuten,
wenngleich der gemessene Effekt weniger stark war als in Experiment 3. Neuere Daten von
Pecina et al. (2006) belegen auBBerdem, dass die Mikroinfusion des Kortikotropin-Releasing
Hormon (CRF) in den AcbSh eine Verstirkung des generellen PIT bewirkte, welche in ihrer
Intensitit mit der Applikation von Amphetamin in den AcbSh vergleichbar ist (Wyvell und
Berridge, 2000, 2001). CRF vermittelt sowohl psychische als auch korperliche
Stressreaktionen (Koob und Bloom, 1985; Dunn und Berridge, 1990; Nemeroff, 1992;
Herman et al., 2003; Bale und Vale, 2004), und wirkt im Acb, dhnlich wie Dopamin, direkt
auf die accumbalen Neurone, oder erhoht indirekt die Dopamin-Freisetzung im Acb. Auf

diese Weise fiihrt eine Erhohung der CRF-Transmission zu einer Verstirkung der von einer
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Belohnung ausgehenden Salienz (Koob et al., 1984; Swerdlow und Koob, 1985; Dickinson et
al., 2000; Wyvell und Berridge, 2000, 2001). Durch diesen Mechanismus koénnte CRF im
AcbSh die generell motivierende Wirkung klassisch konditionierter Stimuli bei PIT
potenzieren. Diese Daten sprechen fiir eine Beteiligung des AcbSh bei PIT und stehen in
Einklang mit den Schlussfolgerungen aus Experiment 3.

AbschlieBend ist es jedoch wichtig zu erwéhnen, dass PIT auf einer generellen motivationalen
Aktivierung beruht, moglicherweise also auch auf den spezifischen Belohnungs-assoziierten
Eigenschaften des klassisch konditionierten Stimulus. Obwohl in der vorliegenden Arbeit
ausschlieflich der generelle PIT getestet wurde, welcher hauptsachlich durch eine generellen
Aktivierung durch den klassisch konditionierten Stimulus bedingt ist, kann nicht vollkommen
ausgeschlossen werden, dass Belohnungs-spezifische Eigenschaften des Stimulus ebenfalls
das instrumentelle Verhalten verstiarken. In dem hier verwendeten Modell des generellen PIT
wurde der klassisch konitionierte Stimulus mit derselben Belohnung assoziiert wie die
instrumentelle Handlung selber. Es ist daher moglich, dass der CS, neben einer generellen
Motivationssteigerung, auch die spezifischen Qualititen der damit verbundenen Belohnung
abruft, und die instrumentelle Handlung auch durch solche Wirkungen zumindest geringfiigig
verstérkt. Es ist daher denkbar, dass die Reduktion des Transfereffektes nach der Applikation
von Dopamin-Antagonisten in den Acb zumindest teilweise auf einem beeintrichtigten Abruf
der Belohnungs-spezifischen Eigenschaften zuriickzufiihren ist. Allerdings ist bisher nicht
bekannt, inwieweit die hier verwendete Form des PIT tatsdchlich auf dem Abruf
Belohnungs-spezifischer Eigenschaften beruht. Um die Wirkung von Dopamin-Antagonisten
auf die generellen und spezifischen Effekte des klassisch konditionierten Stimulus besser
voneinander trennen zu konnen, miisste daher ein Trainingsprotokoll verwendet werden,
welches beide Formen des PIT gleichzeitig untersucht (z.B. Corbit und Balleine, 2005; Corbit
et al., 2007).

Zusammengefasst zeigen die Daten aus Experiment 3 erstmalig, dass die generell
motivierenden Effekte, welche von klassisch konditionierten Stimuli ausgehen, durch D;- und
D,-Rezeptoren in sowohl AcbC als auch AcbSh vermittelt wird. Dass sowohl AcbC als auch
AcbSh wichtige Funktionen bei der Vermittlung des generellen Transfers iibernehmen,
stimmt mit dem vorgestellten Modell des neuronalen Netzwerkes iiberein, welches dem
generellen PIT zugrunde liegt (Abb. 7.1). Dieser Befund steht ebenfalls in Ubereinstimmung
mit der bisherigen Annahme, dass eine gesteigerte Aktivitit des mesoaccumbalen
dopaminergen Systems eine erhohte Wirksamkeit von konditionierten Reizen zur Folge hat

(Dickinson et al., 2000; Wyvell und Berridge, 2000).
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7.5 Zusammenfassende Diskussion

Die Ergebnisse aus Experiment 1 belegen, dass eine Blockade der ionotropen
Glutamatrezeptoren den generellen Transfereffekt nicht beeinflusst. Dies erscheint zunichst
tiberraschend, da der Acb als eine zentrale Struktur des generellen PIT (Corbit et al., 2001;
Hall et al., 2001; de Borchgrave et al., 2002) {iberwiegend glutamaterge Afferenzen aus
corticalen und limbischen Strukturen erhélt (Wright et al., 1996; Setlow, 1997; Groenewegen
und Trimble, 2007). Allerdings stammen die limbischen Afferenzen des Acb aus der BLA,
einer Struktur, welche bekanntermafen nicht an der Steuerung des generellen PIT beteiligt ist
(Blundell et al., 2001; Corbit und Balleine, 2005). Diese anatomischen Befunde legen
ebenfalls nahe, dass glutamaterge Projektionen bei der Vermittlung des generellen PIT keine
wichtige Rolle einnehmen. Der generelle Transfer beruht jedoch auf der Integritit des CeN
(Hall et al., 2001; Holland und Gallagher, 2003; Corbit und Balleine, 2005), welcher
vermutlich iiber GABAerge Efferenzen zu dopaminergen Neuronen des Mittelhirns die
Dopamintransmission im Acb moduliert (Parkinson et al., 2000b; Hall et al., 2001; Cardinal
et al., 2002a). Die Befunde aus Experiment 1 stehen in Einklang mit diesen Erkenntnissen
und zeigen, dass ionotrope Glutamatrezeptoren an der Steuerung des generellen PIT nicht
beteiligt sind. Nicht ausgeschlossen werden kann allerdings, dass Glutamat-vermittelte
Signale an metabotropen Glutamatrezeptoren involviert sind. Auch ist anzunehmen, dass der
spezifische PIT durch eine Blockade der Glutamatrezeptoren beeinflusst werden kann, da
hierbei die BLA, und deren glutamaterge Projektionen, eine zentrale Rolle einnehmen
(Blundell et al., 2001; Corbit und Balleine, 2005). Fiir eine selektive Beteiligung
glutamaterger Mechanismen beim spezifischen PIT spricht auch die Beobachtung, dass eine
Lision des OFC den spezifischen PIT blockiert (Ostlund und Balleine, 2007) und eine Lésion
des ACC den generellen Transfer nicht beeinflusst (Cardinal et al., 2003b). Beide Strukturen
projizieren glutamaterg zum Acb (Heimer et al., 1991; Groenewegen et al., 1996; Cardinal et
al., 2003b; Groenewegen und Trimble, 2007) und besitzen starke reziproke Verbindungen zur
BLA (McDonald, 1991; McDonald und Mascagni, 1996; Cardinal et al., 2003b).

Durch Experiment 2 konnte nachgewiesen werden, dass auch die VTA eine Schliisselstruktur
im neuronalen Schaltkreis des generellen PIT darstellt (Murschall und Hauber, 2006), was
inzwischen auch neuere Studien bestétigen (Corbit et al., 2007; El-Amamy und Holland,
2007). Es wurde angenommen, dass die Dopaminfreisetzung im Acb iiber Projektionsfasern
des CeN zu dopaminergen Neuronen des Mittelhirns moduliert wird (Parkinson et al., 2000b;
Hall et al., 2001; Cardinal et al., 2002a). Moglicherweise beeinflussen die GABAergen
Efferenzen des CeN (Krettek und Price, 1978; Wallace et al., 1992; Swanson und Petrovich,
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1998; Fudge und Haber, 2000; Cardinal et al., 2003a; Phillips et al., 2003) GABAerge
Interneurone der VTA, und modulieren auf diese Weise die Aktivitidt der dopaminergen VTA
Neurone (Wallace et al., 1992). Neuerer Erkenntnisse stellen dieses Modell einer einfachen
seriellen Verbindung zwischen CeN und Acb jedoch in Frage. Beispielsweise existieren keine
eindeutigen Hinweise auf eine robuste Projektion des CeN zur VTA (Price und Amaral, 1981;
Zahm et al., 1999; Zahm, 2005). Anatomische Daten weisen eher auf eine polysynaptische
Verschaltung beider Strukturen hin. Auch die Ergebnisse der Diskonnektion von CeN und
VTA legen eine komplexere Verschaltung beider Strukturen nahe (El-Amamy und Holland,
2007). El-Amamy und Holland (2007) berichten, dass eine Lésion der SN¢ ebenfalls zu einer
Beeintriachtigung des PIT fiihrt. Auch das DLS scheint an der Vermittlung verstiarkender
Einfliisse klassisch konditionierter Stimuli auf instrumentelles Verhalten beteiligt zu sein
(Corbit und Janak, 2007a). Aufgrund der vorgestellten Befunde ist davon auszugehen, dass
die Verbindung zwischen CeN und Acb nicht nur polysynaptischer Natur ist, sondern weitere
Strukturen involviert sind. Dazu zdhlen die SN, das RRF, der LH und das DLS (Zahm, 2000;
Zahm et al., 2001; Fadel und Deutch, 2002; Zahm, 2005; Corbit und Janak, 2007a; El-
Amamy und Holland, 2007).

Die gewonnenen Daten aus Experiment 3 belegen dass der generelle PIT von D;- und
D;-Rezeptoren sowohl im AcbC als auch im AcbSh vermittelt wird. Diese Befunde stimmen
mit bisherigen Annahmen iiberein, dass eine gesteigerte Aktivitdit des mesoaccumbalen
dopaminergen Systems eine erhohte Wirksamkeit von konditionierten
Belohnungs-assoziierten Reizen zur Folge hat (Dickinson et al., 2000; Wyvell und Berridge,
2000). Generell besteht ein direkter Zusammenhang zwischen der Dopamintransmission im
Acb und der Verarbeitung von klassisch konditionierten Reizen. So hat beispielsweise die
Prisentation eines appetitiven klassisch konditionierten Reizes eine Erh6hung der accumbalen
Dopamintransmission zur Folge (McCullough und Salamone, 1992; Bassareo und Di Chiara,
1999; Weiss et al., 2000). Vor allem Nahrungs-assoziierte Reize, welche in dem hier
verwendeten PIT-Modell eingesetzt wurden, induzieren eine erhohte Dopaminfreisetzung,
speziell in der AcbC Subregion des Acb (Bassareo und Di Chiara, 1997, 1999; Bassareo et al.,
2002; Cheng et al., 2003).

Die vorgestellten Ergebnisse dieser Arbeit stimmen nur teilweise mit den bisherigen
Modellvorstellungen des neuronalen Schaltkreises, welcher dem generellen PIT zugrunde
liegt, iberein. Indem sie aufzeigen, dass neben der VTA auch D;- und
D,-Rezeptor-vermittelte Prozesse sowohl im AcbC als auch im AcbSh eine zentrale Rolle

iibernehmen, erweitern die gewonnenen Daten das Verstindnis fiir die dem generellen
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Transfer zugrunde liegenden neuronalen Mechanismen. Somit beinhaltet der zugrunde
liegende neuronale Schaltkreis des generellen PIT neben dem CeN (Hall et al., 2001; Holland
und Gallagher, 2003; Corbit und Balleine, 2005) auch die VTA (Murschall und Hauber, 2006;
Corbit et al., 2007), beide Subregionen des Acb (Lex und Hauber, 2008) und vermutlich
weitere Areale wie das DLS (Corbit und Janak, 2007a) oder die SNc¢ (El-Amamy und
Holland, 2007) (Abb. 7.1).

Der Klassisch-Instrumentelle Transfer ist kein Phdnomen, welches ausschlieSlich unter
kontrollierten Laborbedingungen beobachtet werden kann. Sowohl bei Menschen als auch bei
Tieren ist der modulatorische Einfluss klassisch konditionierter Reize ein Bestandteil des
alltiglichen Lebens. Uber eine Manipulation des internen motivationalen Status wird dabei
die Auswahl und Initiation bestimmter, zuvor erlernter Verhaltensweisen gesteuert. Damit
spiegelt PIT einen wichtigen Mechanismus wieder, welcher den Prozess der
Entscheidungsfindung beeinflusst. Auch der Mensch unterliegt solchen, meist unbewussten,
Einfliissen klassisch konditionierter Reize. Beispielsweise wird die Entscheidung, ein
bestimmtes Produkt zu kaufen, zumindest teilweise durch Werbung beeinflusst. Der Anblick
eines zuvor im Fernsehen oder auf Plakaten beworbenen Produktes wirkt dabei als
konditionierter Reiz, und kann die Kaufentscheidung fiir dieses Produkt giinstig beeinflussen.
Das eigentliche Kaufen der Ware kann dabei als instrumentelle Handlung angesehen werden.
Unter normalen, stressfreien Bedingungen erfolgt die Auswahl und Initiation einer Handlung
sehr spezifisch, und ist stark vom jeweils wahrgenommenen konditionierten Reiz abhingig.
Unter Einfluss von Stress scheint der spezifische Einfluss klassisch konditionierter Reize auf
instrumentelles Handeln jedoch verloren zu gehen. Dies konnte im Tiermodell durch die
Applikation eines Glucocorticoid-Agonisten belegt werden. Glucocorticoide werden auch als
Stresshormone bezeichnet, da sie unter korperlichen und seelischen Belastungssituationen
vermehrt produziert und ausgeschiittet werden (Lexikon der Neurowissenschaft, 2000). Eine
Aktivierung der Glucocorticoid-Rezeptoren entspricht daher, zumindest in einigen Aspekten,
einer Stresssituation. Im Tiermodell konnten Zorawski und Killcross (2003) nun nachweisen,
dass unter dem Einfluss von Glucocorticoid-Agonisten ausschlieBlich der spezifische PIT
blockiert wird. Glucocorticoide fiihren auch zu einer gesteigerten Expression von CRF
(Makino et al., 1994; Makino et al., 1995), welches sowohl psychische als auch korperliche
Stressreaktionen vermittelt (Koob und Bloom, 1985; Dunn und Berridge, 1990; Nemeroff,
1992; Herman et al., 2003; Bale und Vale, 2004). In Ubereinstimmung mit den Daten von
Zorawski und Killcross (2003) fiihrt die Applikation von CRF in den AcbSh sogar zu einer

Steigerung des generellen PIT (Pecina et al., 2006). Eine Stresssituation bewirkt also eine
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Blockade der Stimulus-spezifischen Eigenschaften zugunsten einer ungerichteten generellen
motivationalen Aktivierung. In einer potentiell gefdhrlichen Situation wird demnach das
Differenzierungsvermdgen reduziert, so dass alle auftretenden Stimuli eine generelle
Aktivierung zu Handeln auslésen. Durch diese erhohte Handlungsbereitschaft ist der gesamte
Organismus auf Kampf-oder-Flucht (fight-or-flight) eingestellt, und kann optimal auf
drohende Gefahren reagieren.

Der Einfluss klassisch konditionierter Stimuli auf instrumentelles Verhalten kann jedoch auch
krankhafte Formen annehmen, wie beispielsweise periodisch auftretende HeiBhungeranfille
(binge eating) oder Suchtverhalten, beziehungsweise der Riickfall in siichtiges Verhalten.
Zahlreiche Evidenzen belegen, dass die belohnenden und verstirkenden Effekte von
natiirlichen Belohnungen, aber auch von Suchtmitteln, von Strukturen des ZNS vermittelt
werden, welche ebenfalls eine zentrale Rolle bei der Verarbeitung des PIT einnehmen. Uber
die von der VTA ausgehenden mesocorticolimbischen Projektionsbahnen zum Acb, dem
dorsalen Striatum und weiteren Strukturen des Vorderhirns (z.B. Amygdala und PFC)
nehmen sowohl natiirliche Belohnungen als auch Suchtmittel Einfluss auf das Verhalten
(Wise und Bozarth, 1987; Robbins und Everitt, 1996; Wise, 1998; Di Chiara und Bassareo,
2007; Koob und Volkow, 2009). Da Suchtmittel im Vergleich zu natiirlichen Belohnungen
sogar eine verstirkte Aktivierung des mesocorticolimbischen Dopamin Systems bewirken,
iiben auch Sucht-assoziierte Reize einen besonders starken Einfluss auf das Verhalten aus
(Hyman und Malenka, 2001). In den letzten Jahrzehnten hat sich die Forschung hauptséchlich
auf die akute pharmakologische Wirkung von Suchtmitteln und die neuronalen Substrate
konzentriert. Eines der grofiten Probleme der Suchttherapie besteht jedoch darin, dass auch
nach Monaten oder Jahren der Abstinenz ein erhohtes Risiko fiir einen Riickfall in die Sucht
besteht (Dackis und O'Brien, 2001; Wagner und Anthony, 2002; Feltenstein und See, 2008).
In Tiermodellen und auch beim Menschen kann der Riickfall in siichtiges Verhalten sowohl
durch Stress (Shaham et al., 2000; Marinelli und Piazza, 2002; Ambroggi et al., 2009) als
auch durch Sucht-assoziierte Reize (Wikler und Pescor, 1967; Tiffany, 1990; O'Brien et al.,
1998; Hyman, 2005; Hyman et al., 2006) ausgelost werden. Beim Menschen wirken zum
Beispiel externe sensorische Stimuli als konditionierte, Sucht-assoziierte Reize (z.B.
Personen, Suchtmittelzubehdr oder Orte, an denen Suchtmittel konsumiert wurden). Bisher
wurde in den meisten Tierstudien, welche die Auswirkungen von Suchtmittel-pradiktiven
Reizen auf das Suchtverhalten untersuchen, ein Versuchsdesign verwendet, welches auf einer
Verhaltens-kontingenten Prédsentation des konditionierten Stimulus beruht (z.B. Everitt und

Wolf, 2002; Nie und Janak, 2003; Di Ciano und Everitt, 2005). In einem solchen
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Versuchsaufbau fiihrt erst das Ausfilhren einer instrumentellen Handlung (z.B.
Hebelbetitigung) zu einer Prisentation des Sucht-assoziierten Reizes. Die Initiation dieser
instrumentellen Verhaltens muss also durch einen anderen, moglicherweise Sucht
unabhéngigen, Mechanismus stattgefunden haben. Im Gegensatz dazu beruht silichtiges
Verhalten jedoch auf der Wirkung Sucht-assoziierter Reize, bevor die Beschaffung oder
Einnahme des Suchtmittels erfolgt. Da PIT ebenfalls auf einer Verhaltens-unabhéngigen
(nicht-kontingenten) Prédsentation des klassisch konditionierten Stimulus beruht, stellt er
moglicherweise ein besseres Modell dar, die Auswirkungen von Suchtmittel-assoziierter
Stimuli auf den Riickfall in siichtiges Verhalten zu untersuchen (Ludwig et al., 1974; Tiffany
und Drobes, 1990; Gawin, 1991; O'Brien et al., 1998; Corbit und Janak, 2007b). Allerdings
wurde die Rolle von Lernvorgéngen, welche PIT zugrundeliegen, beim Riickfall in siichtiges
Verhalten bisher kaum untersucht. Weiss et al. (2000; 2001) berichten jedoch, dass die
nicht-kontingente Présentation eines Kokain-pradiktiven Stimulus zu einer Erhéhung des
Suchverhaltens nach Kokain fiihrt und gleichzeitig eine verstirkte Dopamintransmission im
Acb zur Folge hat. Dies konnte auf eine zentrale Rolle des PIT beim Riickfall in
Suchtverhalten hindeuten. Neuere Studien, welche die Auswirkungen von Alkohol auf PIT im
Tiermodell untersuchen, konnten verdeutlichen, dass Alkohol-assoziierte Reize einen
generellen Einfluss auf das instrumentelle Verhalten ausiiben. Nicht nur die Handlung,
welche mit der Gabe von Alkohol verkniipft ist, wird verstirkt, sondern auch alternative
Handlungen, welche den Erhalt einer anderen Belohnung zur Folge haben (Glasner et al.,
2005; Corbit und Janak, 2007b). Insgesamt sprechen diese Befunde dafiir, dass die am PIT
beteiligten Lernvorginge auch bei einigen Aspekten des Riickfalls in Suchtverhalten des
Menschen eine entscheidende Rolle einnehmen. Neurochemischen Mechanismen und
Strukturen, welche tierexperimentellen Studien zufolge bei PIT wichtig sind, konnten daher
auch beim Menschen relevant sein. Dafiir sprechen beispielsweise auch an alkoholabhéingigen
Patienten durchgefiihrte fMRI (funktionellen Magnetresonanztomographie) Studien. Bei
ithnen bewirkte die Prdsentation von Alkohol-assoziierten Stimuli eine erhdhte neurale
Aktivitdt sowohl im Acb als auch der VTA (Myrick et al., 2004).

Bisher wurden die Auswirkungen klassisch konditionierter Reize im ZNS und ihre Wirkung
auf das Verhalten weitestgehend anhand von Tiermodellen untersucht. Seit kurzem aber gibt
es Bestrebungen, in Anlehnung an das bereits existierende Tiermodell des PIT, die neuralen
Grundlangen des PIT auch am Menschen zu untersuchen. Dabei durchlaufen die Probanden
zunichst eine klassische Konditionierung mit auditorischen oder visuellen Stimuli als CS, und

Geldgewinnen oder wohlschmeckender Nahrung als Belohnung. In der anschliefenden
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instrumentellen Konditionierungsphase erfolgt eine Belohnung nach einer bestimmten
Handlung (z.B. Knopfdruck oder Handgriff driicken) in Form von Geldgewinnen oder
wohlschmeckender Nahrung. Wihrend des abschlieenden Transfertests wird die neuronale
Aktivitdt der Probanden indirekt gemessen, indem Durchblutungsidnderungen des Gehirns
(BOLD-Signal; blood  oxygenation level) mit  Hilfe  der  funktionellen
Magnetresonanztomographie sichtbar gemacht werden. Solche fMRI Studien belegen, dass
auch beim Menschen sowohl die Amygdala als auch der Acb an der Vermittlung von PIT
beteiligt sind (Bray et al., 2008; Talmi et al., 2008). Diese Daten bestitigen die in den
Tiermodellen gewonnenen Daten, und legen nahe, dass PIT bei Menschen und Tieren
vermutlich auf denselben neuronalen Schaltkreisen beruht. Die Ergebnisse dieser Arbeit
belegen zum Beispiel eine zentrale Rolle der VTA bei der Vermittlung der generell
motivierenden Effekte klassisch konditionierter Stimuli. Dieser Befund spricht fiir die
Moglichkeit, dass auch der Stimulus-induzierte Riickfall beim Menschen, zumindest
teilweise, durch VT A-vermittelte Signale ausgeldst wird. Eine Reihe neuerer Untersuchungen
im Tiermodell lassen vermuten, dass Agonisten des GABAg-Rezeptors eine geeignete
Behandlungsmdglichkeit bei Suchterkrankungen darstellen (O'Brien et al., 1998; Di Ciano
und Everitt, 2003). Dabei scheinen GABA-Agonisten die belohnenden Eigenschaften von
Stimuli, welche mit Kokain, Heroin, Nikotin sowie Alkohol assoziiert sind, abzuschwichen.
Auch einige wenige klinische Studien deuten darauf hin, dass eine Behandlung mit dem
GABAg-Agonisten Baclofen eine geeignete Therapiemoglichkeit fiir Alkohol- und
Kokainsiichtige darstellen konnte (Roberts, 2005; Addolorato et al., 2006). Nach meinen
Studien konnte die VTA ein neurales Korrelat fiir diese GABA-vermittelten Effekte
darstellen.

Zusammenfassend ldsst sich also sagen, dass PIT nicht nur unter Laborbedingungen
beobachtet werden kann, sondern sowohl beim Tier im Freiland, als auch beim Menschen im
alltdglichen Leben den Prozess der Entscheidungsfindung unterstiitzt. Ein krankhafter
Einfluss klassisch konditionierter Stimuli auf instrumentelles Verhalten kann jedoch die
Aufrechterhaltung eines Suchtverhaltens begiinstigen. Da vor allem der Riickfall in siichtiges
Verhalten durch klassisch konditionierte, Sucht-assoziierte Reize ausgelost werden kann,
stellt PIT ein besonders gut geeignet Tiermodell dar, um die neuronalen Mechanismen des
Riickfalls experimentell zu untersuchen. Die gewonnenen Daten dieser Arbeit belegen, dass
die VTA und Dopamin in beiden Subregionen des Acb eine Schliisselposition bei der
Verarbeitung klassisch konditionierter Reize einnehmen, und ihre Wirkung auf die

Handlungsbereitschaft steuern. Der Neurotransmitter Glutamat scheint jedoch eine
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untergeordnete Rolle zu spielen. Damit leisten sie einen wesentlichen Beitrag, zum besseren
Verstidndnis der neuronalen Grundlagen des generellen PIT und bieten dariiberhinaus

mogliche Ansatzpunkte fiir eine pharmakologische Suchttherapie.

98



Anhang

8 Anhang

8.1 Programm ,,Klassische Konditionierung“ mit Ton als CS

Das Programm der Klassischen Konditionierung mit ,,Rauschen als CS entspricht
weitestgehend dem Programm der Klassischen Konditionierung mit ,,Ton” als CS. Um
Rauschen zu generieren wird die Frequenz auf L=0 und die Amplitude auf M =75
eingestellt. Aufgrund der integrierten MED-PC IV® Software wird dadurch ein Rauschen mit
einer Lautstirke von 75dB erzeugt. Aufgrund der Intensitit des Rauschens wird aber
tatsdchlich ein Rauschen mit 80dB wahrgenommen (gemessen mit USB Sound Pressure Level

Measurement Package von Med Associates Inc., St. Albans, Vermont, USA).

\Programm_Pavlovian Training_ ”Ton”
\6 x 2min CS (Ton: 3kHz, 80dB)mit RT-30-s Schedule
\ISI 2-4min

\A= Zeit im Feeder wahrend CS
\B= Zeit im Feeder wadhrend ISI
\C= Feeder Entries widhrend CS
\D= Feeder Entries widhrend ISI
\E= Belohnungen im CS

\F= Dauer des ISI

\G= Zeit im Feeder widhrend CS
\H= Zeit im Feeder wdhrend ISI
\I= Feeder Entries wdhrend CS
\J= Feeder Entries wdhrend ISI
\K= Belohnungen im CS+

\L= Frequenz

\M= Amplitude

\N= Flankenanstieg

\O= RT-30s schedule

\P= Dauer des ISI

\Q= Zufallszahl aus O (RT-30s Schedule)

\R= Zufallszahl aus P (bestimmt die Dauer des ISI)

\W= Hilfszahl fiir Z (Fortlaufende Zeitz&dhlung)
\X= Anzahl der CS-Blocke

\Y= Anzahl der ISI-Bldocke

\Z= Fortlaufende Zeitzdhlung

\SHOW 1: Zeit im Feeder wdhrend CS
\SHOW 2: Zeit im Feeder wdhrend ISI
\SHOW 3: Anzahl der Pellets wahrend CS
\SHOW 4: CS Block

“Hauslicht="7 \Hauslicht; Output
“"Feeder=3 \Futterspender; Output
~“Sensor=3 \Lichtschranke; Input
~“"Schalter=4 \Tiirschalter; Input
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\Dauer des ISI von 2-4min im 5 sec. Schritten

LIST
p=120,125,130,135,140,145,150,155,160,165,170,175,180,185,190,195,200,205,2
10,215,220,225,230,235,240

\Random Time 30-s Schedule

LIST
0=1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17,18,19,20,21,22,23,24,25,26,27,2
8,29,30

DIM A=10 \Zeit im Feeder CS+; A(X)=G
DIM B=10 \Zeit im Feeder ISI; B(Y)=H
DIM C=10 \Feeder Entries CS+; C(X)=I
DIM D=10 \Feeder Entries ISI; D(Y)=J
DIM E=10 \Belohnung CS+; E(X)=K
DIM F=10 \Dauer ISI; F(Y)=R
S.S.1,
S1,
#R"Schalter: SET L=3000; \Frequenz 3kHz
SET M=80; \Amplitude 80dB
SET N=10; \Flankendauer 10ms
~InitANL926; ~; \ANL-926 initialisieren
~SetFreq (MG, BOX, L) ;~; \Frequenz initialisieren
~SetAmp (MG, BOX,M) ; ~; \Amplitude initialisieren
~SetRF (MG, BOX,N) ; ~; \Flankendauer initialisieren
--->S2
S2,
1":0ON"Hauslicht;
~ToneOn (MG, BOX) ; ~;ADD X; SHOW 4, CS+ Block,X; 71;7Z2;725;7Z6--->S3
S3,
0.01":if Z=120 [@true,@false]
@true:~ToneOff (MG, BOX) ; ~—-->S4
@false:--->83
sS4,
0.01":if X=6 [@true,@false]
@true: RANDI R=P; ADD Y; SET F(Y)=R; Z3;Z7 --->S6
@false:RANDI R=P; ADD Y; SET F(Y)=R; Z3;Z7--->S5
S5,
0.01":if z=120+R [@true,@false]
@true:~ToneOn (MG, BOX) ;~; SET W=Z; SET Z=0; Z1;Z7Z2;7Z6; ADD X;
SHOW 4, CS+ Block,X--->S3
@false:--->85
S6,
0.01":if z=120+R [@true,@false]
@true: SET B(Y)=H; SET D(Y)=J--->S7
@false:--->S6
S7,
5":0FF"Hauslicht --->STOPABORTFLUSH
S.S.2, \Z1-Puls und Steuerung der Belohnung wdhrend CS
S1,
#71: SET K=0; RANDI Q=0; if Q=1 [@true,@false]
\Bestimmung der Belohnungswahrscheinlichkeit aus D; Beginn der
Zeitzdhlung
@true: ON"Feeder; ADD K; SHOW 3,Pellets,K; Z4--->S2
@false:--->S82
S2,

1": if zZ>=120 [@true,@false]
@true:SET E(X)=K--->S3
@false: RANDI Q=0; if Q=1 [@true,@false]
@true: ON"Feeder; ADD K; SHOW 3,Pellets,K; Z4--->S2
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@false:--->S2
S3,
0.01":--->51
S.S.3, \Z2-Puls und Zeit im Feeder wédhrend CS
S1,
#72: SET G=0; SHOW 1,Zeit CS+,G--->S2
S2,
0.01":1if Z2>=120 [@true,@false]
@true: SHOW 1,Zeit CS+,G; SET A(X)=G--->S4
@false:--->S3
S3,
#R"Sensor: ADD G; SHOW 1,Zeit CS+,G--->S2
0.01":--->S82
sS4,
0.01":--->51
S.S.4, \Z3-Puls und Zeit im Feeder wdhrend ISI
S1,
#73: SET H=0; SHOW 2,Zeit ISI,H; SET W=Z--->S2
S2,
0.01":if W>=R+120 [@true,@false]
@true: SET B(Y)=H--->S4
@false:--->83
S3,
#R"Sensor: ADD H; SHOW 2,Zeit ISI,H--->S2
0.01":--->S82
sS4,
0.01":--->51
S.S.5, \Z4-Puls und OFF*Feeder
S1,
#74:--->52
S2,
0.1":0FF"Feeder--->S1
S.S.6, \Z5-Puls und Beginn der fortlaufenden Zeitz&hlung
S1,
#75: ADD Z--->S2
S2,
1": ADD Z --->S2
S.S.7, \Z6-Puls und "feeder entries" wdhrend CS
sS1,
#726: SET I=0--->S2
S2,
0.01":if Z>=120 [@true,@false]
@true: SET C(X)=I--->S5
@false:--->83
S3,
#R"Sensor: ADD I--->S4
sS4,
#R"Sensor: --->54
0.01"--->82
S5,
0.01":--->51
S.S.8, \Z7-Puls und Messung der "feeder entries" wdhrend ISI
S1,
#727: SET J=0; SET W=Z--->S2
S2,

0.01":if W>=R+120 [@true,@false]
@true:SET D(Y)=J--->S5
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@false:--->S3
S3,
#R"Sensor:ADD J --->S4
sS4,
#R"Sensor:--->54
0.01":--->82
S5,
0.01":--->351
S.S.9, \Z1-Puls und eine Belohnungsgabe nach 60 sec. wenn bis dahin noch
keine Belohnung gegeben wurde
Si,
#71:--->82
S2,
60": if K=0 [@true,@false]
@true: ON"Feeder; ADD K; SHOW 3,Pellets,K; Z4--->S3
@false:--->83
S3,
0.01":--->51

8.2 Programm ,Instrumentelle Konditionierung*“

Die Programme fiir die Instrumentelle Konditionierung mit einem Random-Interval (RI)-15s,
RI-30s und RI-60s entspricht dem des RI-2s. Lediglich die Menge der Variablen A wird dem
jeweiligen Belohnungsschema angepasst. Fiir RI-15s enthilt die Variable A die Zahlen von

1 bis 15, fiir RI-30s die Zahlen von 1 bis 30 und fiir RI-60s die Zahlen von 1 bis 60.

\Programm fiir Instrumental Training RI-2s Schedule
\Dauer 30min

\A=Random Interval 2s Schedule
\N=Anzahl der Belohnungen
\T=Anzahl der Tastendriicke
\Z=Fortlaufende Zeitz&hlung

\SHOW 1: Anzahl der Pellets
\SHOW 2: Anzahl der Tastendriicke
\SHOW 3: Gesamtlaufzeit

“Hauslicht=7 \Hauslicht; Output

“"Feeder=3 \Futterspender; Output
~Sensor=3 \Lichtschranke; Input
~“LinkeTaste=1 \Linker Hebel; In- und Output
~Schalter=4 \Tirschalter; Input

\Initialisierung des Random-Interval 2s Schedules

\bei einem Random-Interval x Schedule betrdgt die Wahrscheinlichkeit einer
Belohnung pro Sekunde p=1/x; die Belohnung erfolgt dann mit dem ndchsten
Hebeldruck

LIST A=1,2
S.S.1,
S1,
0.01": ON"LinkeTaste --->S2
S2,
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#R"Schalter: ON"Hauslicht; Zzl1; SET N=0; SHOW 1,Pellets,N--->S3

S3,
0.01": RANDI B=A; if B=1 [@true,@false]
@true:--->S4
@false:--->S6
sS4,
#R"LinkeTaste: ON"Feeder; ADD N; SHOW 1,Pellets,N; Z2 ---> S5
S5,
#R"LinkeTaste:--->S5
0.01":--->83
S6,
1": RANDI B=A; if B=1 [@true,@false]
@true: --->84
@false:--->S6
S.S.2, \Z1-Puls und z&hlen der Tastendriicke
S1,
#71: SET T=0; SHOW 2,Tastendricke, T--->S2
S2,
#R"LinkeTaste: ADD T; SHOW 2,Tastendriicke,T--->S4
sS4,
#R"LinkeTaste:--->S4
0.01":--->82
S.S.3, \Z2-Puls und Ausschalten des Feeders
S1,
#72:--->82
S2,
0.01":0FF"Feeder--->S1
S.S.4, \Z1-Puls und Programmende nach 30 min
S1,
#71:--->52
S2,
30':OFF"Hauslicht; OFF"LinkeTaste ---> STOPABORTFLUSH
S.S.5, \Z1-Puls und Fortlaufende Zeitz&hlung
S1,
#71: --->82
S2,
1": ADD Z; SHOW 3,Zeit,Z --->S2

8.3 Programm ,,Reminder”“ mit Ton als CS

Das Programm fiir den Reminder mit ,,Rauschen® als CS entspricht weitestgehend dem
Programm des Reminders mit ,,Ton* als CS. Um Rauschen zu generieren wird die Frequenz
auf L = 0 und die Amplitude auf M = 75 eingestellt. Aufgrund der integrierten MED-PC IV®
Software wird dadurch ein Rauschen mit einer Lautstirke von 75dB erzeugt. Aufgrund der
Intensitdt des Rauschens wird aber tatsdchlich ein Rauschen mit 80dB wahrgenommen
(gemessen mit USB Sound Pressure Level Measurement Package von Med Associates Inc.,

St. Albans, Vermont, USA).

\Programm fiir Pavlovian Reminder mit ,Ton™ als CS
\Dauer ca. 26min
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\6 x 2min CS (Ton: 3kHz, 80dB)u. 2 x 2min CSo (Rauschen: 75dB)
\ISI 2-4min
\Random Time 30-s Schedule

\A= Zeit im Feeder wadhrend CS
\B= Zeit im Feeder widhrend ISI
\C= Feeder Entries wdhrend CS
\D= Feeder Entries widhrend ISI
\E= Belohnungen im CS+

\F= Dauer des ISI

\G= Zeit im Feeder widhrend CS
\H= Zeit im Feeder wdhrend ISI
\I= Feeder Entries wadhrend CS
\J= Feeder Entries wadhrend ISI
\K= Belohnung im CS+

\L= Frequenz

\M= Amplitude

\N= Flankenanstieg

\O= RT-30s Schedule

\P= Dauer des ISI

\Q= Zufallszahl aus O (RT-30s schedule)

\R= Zufallszahl aus P (bestimmt die Dauer des ISI)

\W= Hilfszahl fiir Z (Fortlaufende Zeitzdhlung)
\X= Anzahl der CS-Blocke

\Y= Anzahl der ISI-Blécke

\Z= Fortlaufende Zeitz&hlung

\SHOW 1: Zeit im Feeder widhrend CS
\SHOW 2: Zeit im Feeder widhrend ISI
\SHOW 3: Anzahl der Pellets wdhrend CS
\SHOW 4: CS Block

“Hauslicht=7 \Hauslicht; Output
“"Feeder=3 \Futterspender; Output
~Sensor=3 \Lichtschranke; Input
~“"Schalter=4 \Tirschalter; Input

\Dauer des ISI von 2-4min im 5 sec. Schritten

LIST
p=120,125,130,135,140,145,150,155,160,165,170,175,180,185,190,195,200,205,2
10,215,220,225,230,235,240

\Random Time 30-s Schedule

LIST
0=1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17,18,19,20,21,22,23,24,25,26,27,2
8,29,30

DIM A=10 \Zeit im Feeder CS+; A(X)=G
DIM B=10 \Zeit im Feeder ISI; B(Y)=H
DIM C=10 \Feeder Entries CS+; C(X)=I
DIM D=10 \Feeder Entries ISI; D(Y)=J
DIM E=10 \Belohnung CS+; E(X)=K
DIM F=10 \Dauer ISI; F(Y)=R
S.S.1,
S1,

#R"Schalter:--->S52
S2,

1":0ON"Hauslicht;
SET L=3000; \Frequenz O0Hz =Rauschen
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SET M=80; \Amplitude 80dB
SET N=10; \Flankendauer 10ms
~InitANL926; ~; \ANL-926 initialisieren
~SetFreq (MG, BOX, L) ;~; \Frequenz initialisieren
~SetAmp (MG, BOX, M) ; ~; \Amplitude initialisieren
~SetRF (MG, BOX,N) ;~; \Flankendauer initialisieren
~ToneOn (MG, BOX) ; ~;ADD X; SHOW 4, CS+-Block,X; Z1;Z2;7Z5;726--->83
S3,
0.01":if z=120 [@true,@false]
@true:~ToneOff (MG,BOX) ;~ —--->S4
@false:--->S3
sS4,
0.01":if (X=3) OR (X=7) [@true,@false]
@true: RANDI R=P; ADD Y; SET F(Y)=R; Z3;Z7 --->S6
@false:RANDI R=P; ADD Y; SET F(Y)=R; Z3;Z7--->S5
S5,
0.01":if z=120+R [@true,@false]

@true: SET L=3000; SET M=80; ~SETAmp (MG,BOX,M) ;~;
~SetFreq (MG, BOX,L) ;~; ~ToneOn (MG,BOX) ;~; SET W=Z; SET
7Z2=0; z1;7Z2;7z6; ADD X; SHOW 4, CS+-Block,X--->S3

@false:--->S5

S6,
0.01":if z=120+R [@true,@false]

@true:if X=7 [@true,@false]

@true: SET L=0; SET M=75; ~SETAmp (MG,BOX,M);~;
~SETFreq (MG, BOX,L) ;~; ~ToneOn (MG, BOX) ;~; SET
W=7Z; SET 7z=0; Z2;7Z6; ADD X; SHOW 4, CS+-Block, X-
-->S7

@false: SET L=0; SET M=75; ~SETAmp (MG,BOX,M) ;~;
~SETFreq (MG, BOX, L) ;~; ~ToneOn (MG, BOX) ;~; SET
W=Z; SET 7z=0; Z2;7Z6; ADD X; SHOW 4, CS+-Block, X-
-->S3

@false:--->S6
S7,
0.01":if Z=120 [@true,@false]

@true: ~ToneOff (MG,BOX);~; RANDI R=P; ADD Y; SET F(Y)=R;

7Z3;727--->S8

@false:--->87

S8,

0.01":if z=120+R [@true,@false]

@true:SET B(Y)=H; SET D(Y)=J--->S9
@false:--->88

S9,

5":0FF"Hauslicht--->STOPABORTFLUSH
S.S.2, \Z1-Puls und Steuerung der Belohnung im CS
S1,

#7Z1: SET K=0; RANDI Q=0; if Q=1 [@true,@false]

\Bestimmung der Belohnungswahrscheinlichkeit aus D; Beginn der

Zeitzdhlung

@true: ON"Feeder; ADD K; SHOW 3,Pellets,K; Z4--->S2
@false:--->S82

S2,

1": if z>=120 [@true,@false]

@true:SET E(X)=K--->S3
@false: RANDI Q=0; if Q=1 [@true,@false]
@true: ON"Feeder; ADD K; SHOW 3,Pellets,K; Z4--->S2
@false:--->82

S3,

0.01":--->51
S.S5.3, \Z2-Puls und Zeit im Feeder wdhrend CS
S1,
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#Z2: SET G=0; SHOW 1,%CS,G--->S2

S2,
0.01":if 7z>=120 [@true,@false]
@true: SHOW 1,%CS,G; SET A(X)=G--->S4
@false:--->S3
S3,
#R"~"Sensor: ADD G; SHOW 1,%CS,G--->S2
0.01":--->S2
sS4,
0.01":--->51
S.S.4, \Z3-Puls und Zeit im Feeder wdhrend ISI
S1,
#73: SET H=0; SHOW 2,%ISI,H; SET W=Z--->S2
S2,
0.01":if W>=R+120 [@true,@false]
@true: SET B(Y)=H--->S4
@false:--->S83
S3,
#R"Sensor: ADD H; SHOW 2,%ISI,H--->S2
0.01":--->82
sS4,
0.01":--->51
S.S.5, \Z4-Puls und OFF*Feeder
S1,
#74:--->82
S2,
0.1":0FF"Feeder--->S1
S.S.6, \Z5-Puls und Beginn der fortlaufenden Zeitz&hlung
S1,
#75: ADD Z--->S2
S2,
1": ADD Z --->S2
S.S5.7, \Z6-Puls und "feeder entries" wdhrend CS
S1,
#726: SET I=0--->S2
S2,
0.01":if Z>=120 [@true,@false]
@true: SET C(X)=I--->S5
@false:--->83
S3,
#R"Sensor: ADD I--->S4
sS4,
#R"Sensor: --->54
0.01"--->82
S5,
0.01":--->51
S.S.8, \Z7-Puls und Messung der "feeder entries" wdhrend ISI
S1,
#77: SET J=0; SET W=Z--->S2
S2,
0.01":if W>=R+120 [@true,@false]
@true:SET D(Y)=J--->S5
@false:--->83
S3,
#R"Sensor:ADD J --->S4
sS4,
#R"Sensor:--->54
0.01":--->S2
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S5,
0.01":--->51
S.S.9, \Z1-Puls und eine Belohnungsgabe nach 60 sec. wenn bis dahin
noch keine Belohnung gegeben wurde
S1,
#71:--->82
S2,
60": if K=0 [@true,@false]
@true: ON"Feeder; ADD K; SHOW 3,Pellets,K; Z4--->S3
@false:--->S3
S3,
0.01":--->51

8.4 Programm ,,Extinktion“

\Programm fiir Instrumental Extinction
\Dauer 30min

\T=Anzahl der Tastendriicke

\SHOW 2: Anzahl der Tastendriicke

“Hauslicht=7 \Hauslicht; Output
“"Feeder=3 \Futterspender; Output
~"Sensor=3 \Lichtschranke; Input
~“LinkeTaste=1 \Linker Hebel; In- und Output
~“Schalter=4 \Tirschalter; Input
S.S.1,
S1,

#R"Schalter:--->S2
S2,

1":0ON"Hauslicht; ON"LinkeTaste; Zl1 --->S3
S3,

30' :OFF"Hauslicht; OFF"LinkeTaste--->STOPABORTFLUSH

S.S.2, \Z1-Puls und z&hlen der Tastendriicke
S1,
#71: SET T=0; SHOW 2,Responses,T --->S5S2
S2,
#R"LinkeTaste: SET T=T+1l; SHOW 2,Responses,T--->S3
S3,
#R"LinkeTaste:--->S3
0.01":--->82

8.5 Programm ,Klassisch-Instrumenteller Transfer*

\Programm PIT

\4 x 2min Ton (3kHz, 80dB); 4 x 2min Rauschen (75d4B) und 8 x 2min ISI
\Pseudorandomisierte Reihenfolge: 4 x ISI-Rauschen-ISI-Ton
\Gesamtdauer ca. 32min

\A=Frequenz

\B=Amplitude

\C=Flankenanstieg

\N=Anzahl der Stimuli Blécke

\P=Anzahl der Tastendriicke pro Stimulus (ausgegeben)
\T=Tastendriicke
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\U=Tastendriicke (ausgegeben)

\SHOW 1: Stimulus Block
\SHOW 2: Anzahl der Tastendriicke

“Hauslicht=7 \Hauslicht; Output
“"Feeder=3 \Futterspender; Output
~“"Sensor=3 \Lichtschranke; Input
~"Schalter=4 \Tiirschalter; Input
~“LinkeTaste=1 \Linker Hebel; In- und Output
DIM U=20 \Ausgabe der Tastendriicke pro Stimulus-Block
S.Ss.1,
S1,
#R"Schalter: SET A=0; \Frequenz O0Hz
SET B=75; \Amplitude 75dB
SET C=10; \Flankendauer 10ms
~InitANL926; ~; \ANL-926 initialisieren
~SetFreq (MG, BOX,A) ;~; \Klick-Frequenz initialisieren
~SetAmp (MG, BOX, B) ; ~; \Amplitude initialisieren
~SetRF (MG, BOX,C) ;~;--->S2
S2,
1": ON"Hauslicht; ON"LinkeTaste; ADD N; SHOW 1,ISI,N--->S3
S3,
2': SET U(N)=T; SET A=0; SET B=75 ---> 54
sS4,
0.01": SET T=0; ~SetFreqg(MG,BOX,A);~; ~SETAmp (MG,BOX,B) ;~;
~ToneOn (MG, BOX) ;~; ADD N; SHOW 1,Rauschen,N--->S5
S5,
2': ~ToneOff (MG,BOX) ;~; SET U(N)=T --->S6
S6,
0.01": SET T=0; ADD N; SHOW 1,ISI,N --->S7
S7,
2': SET U(N)=T; SET A=3000; SET B=80 ---> S8
S8,
0.01": SET T=0; ~SetFreqg(MG,BOX,A);~; ~SETAmp (MG,BOX,B) ;~;
~ToneOn (MG, BOX) ;~; ADD N; SHOW 1,Ton,N --->S9
S9,
2': SET U(N)=T; ~ToneOff (MG,BOX);~ --->S10
S10,
0.01": SET T=0; ADD N; SHOW 1,ISI,N; if N=17 [@true,@false]
@true: ---> S11
@false: ---> S3
S11,
0.01": OFF"Hauslicht; OFF”~LinkeTaste ---> STOPABORTFLUSH

S.S.2, \ Zahlen der Tastendriicke

S1,

#R"Schalter:SET T=0--->S2
S2,

#R"LinkeTaste:SET T=T+1; SHOW 2, Tastendricke, T--->S3
S3,

#R"LinkeTaste:--->S3

0.01":--->S2
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