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1. Einleitung

Alkohol, eines der éltesten Genuss- und Rauschmittel {iberhaupt, wurde bereits in der
Mittelsteinzeit zwischen 10000 und 5000 Jahren vor Beginn unserer Zeitrechnung
konsumiert. So brauten die Tibeter aus Gerste Bier, die Kelten vergoren Honigwasser zu Met
und die Skythen tranken vergorene Stutenmilch. Auf einem der dltesten Dokumente der
Menschheitsgeschichte, dem ,,Monument bleu‘* — im Louvre (Paris) ausgestellte Tontafeln der
Sumerer von vor ca. 4000 Jahren — sind Bilder der Biererzeugung festgehalten. Ahnliche
Belege finden sich auch aus dem dritten Jahrtausend auf dgyptischen Darstellungen, die
Wein- und Bierherstellung zeigen (zitiert nach Hengartner & Merki, 1999). Heute fiihrt
Alkoholmissbrauch zu grof3en individuellen und gesellschaftlichen Problemen. Nach Angaben
des Bundesministeriums fiir Gesundheit lag im Jahre 2000 in Deutschland bei 2,64 Millionen
Menschen (4% der Wohnbevolkerung ab 18 Jahren) ein schéddlicher Alkoholmissbrauch vor,
davon waren waren 1,6 Millionen Menschen (2,4%) akut alkoholabhingig. Der daraus
resultierende volkswirtschaftliche Schaden durch alkoholbezogene Morbiditdt und Mortalitét
wurde auf ca. 40 Milliarden DM (20 Milliarden €) jdhrlich beziffert (Bundesministerium fiir
Gesundheit, 2000).

Wihrend der GroBteil der Menschen iiber ihr gesamtes Leben hinweg einen unschidlichen,
genussorientierten Alkoholkonsum beibehilt, fallen einzelne Individuen in ein schidliches
Konsummuster: Es entwickelt sich Alkoholmissbrauch bzw. zwanghaftes, siichtiges
Verhalten. Dabei spielen multiple Faktoren wie die genetische Disposition und verschiedene
Umwelteinfliisse sowie deren Interaktion eine Rolle. Als zwei bedeutende Einflussfaktoren
werden einerseits eine erhohte Angstlichkeit, andererseits das Erleben von Stress diskutiert
(ausfithrliche ~ Erlduterungen zum Zusammenhang zwischen Angstlichkeit bzw.
Stresserfahrung und freiwilligem Alkoholkonsum siehe Kap. 4.1 und 5.1).

Ein wertvolles Instrument, die Komplexitidt der Interaktion angeborener und erfahrener

Faktoren zu reduzieren und den Einfluss bestimmter Vorraussetzungen bzw. Manipulationen



auf verschiedene Phasen des Drogeneinnahmeverhaltens zu untersuchen, stellen Tiermodelle
dar. Dabei lassen sich im Wesentlichen drei Phasen unterscheiden: der initiale Konsum, die
Aufrechterhaltung des Alkoholkonsums {iiber eine ldngere Zeit (maintenance) und das
riickfallartige Trinken nach einer Zeit der Abstinenz. Der Initialkonsum liefert einerseits
eventuell Hinweise auf die genetische Vulnerabilitit gegeniiber Drogeneinnahmeverhalten,
andererseits stellt er die Basis fiir die weitere Untersuchung des Langzeitkonsums dar.
Wihrend der Maintenance-Phase finden moglicherweise neuronale Adaptationen an den
dauerhaften Alkoholeinfluss statt. Dies ist der Zeitraum, wéihrend dem gegebenenfalls ein
Ubergang von einem freiwilligen, flexiblen Konsumverhalten zu einem eher starren,
,zwanghaften* und ,,siichtigem‘ Verhalten stattfindet (Wolffgramm & Heyne, 1995). Die
Untersuchung des riickfallartigen Alkoholkonsums besitzt eine erhebliche klinische
Bedeutung. So stellt — trotz einiger Fortschritte in diesem Bereich — die Riickfallprophylaxe in
der Behandlung von Alkoholikern immer noch die grofite therapeutische Herausforderung
dar.

Ein Testparadigma, in dem alle drei Phasen gut untersucht werden konnen, ist die orale
Alkoholselbstverabreichung bei Ratten (siehe Ubersichtsartikel Spanagel & Holter, 1999,
2000). Dabei haben die Tiere in ihrem Heimkifig liber lange Zeit freien Zugang zu Wasser
und drei verschieden konzentrierten Alkohollosungen (5%, 10% und 20% v/v).

In der vorliegenden Arbeit wurde bestimmt, ob der langfristige und dauerhafte
Alkoholkonsum in diesem Paradigma neuronale Adaptationen im Gehirn der Ratten
hervorruft. Untersucht wurde dies anhand der Expression der NMDA-Rezeptor-Untereinheit
2B (NR2B) in verschiedenen Hirnarealen Langzeit-alkoholerfahrener Ratten im Vergleich mit
gleichaltrigen, dauerhaft nur wassertrinkenden Kontrollratten (Kap. 3).

Nach dem initialen Konsum und einer Phase des langfristigen Alkoholkonsums wird als
Testparadigma riickfallartigen Alkoholkonsums der Alkoholdeprivationseffekt (ADE)

genutzt. Dieser ist definiert als voriibergehender Anstieg des Alkoholkonsums nach einer



Deprivationsphase, er wurde in verschiedenen Tierarten — auch beim Menschen — beschrieben
(Sinclair & Senter, 1967; Sinclair, 1971; Burish ef al., 1981). Nachdem also die Ratten iiber
eine ldngere Zeitspanne freien Zugang zu Wasser und drei verschieden konzentrierten
Alkohollosungen haben, wird ihnen der Alkohol fiir eine bestimmte Zeit entzogen. Nach
Riickgabe der Alkoholflaschen zeigt sich der ADE in einem deutlichen Anstieg in der
Priferenz fiir die hoher konzentrierten Alkohollosungen, woraus sich der erhohte
Alkoholkonsum (in g pro kg Korpergewicht) ergibt (Spanagel et al., 1996; Holter et al.,
1998). Zusitzlich zum Heimkéfigparadigma wurde ein Modell der operanten riickfallartigen
Alkoholselbstverabreichung entwickelt, das das Konsumverhalten der Tiere wihrend des
ADE unter Heimkéfigbedingungen gut widerspiegelt (Spanagel et al, 1996; Holter et al, 1997,
1998; siehe Ubersichtsartikel Spanagel & Holter, 1999, 2000). Da es die Bestimmung des
Alkoholverhaltens  unbegrenzter  aufeinanderfolgender = Tage  erlaubt, ist das
Heimkéfigparadigma besser geeignet, um den langfristigen Einfluss einer Behandlung auf das
Trinkverhalten zu untersuchen. Das operante Paradigma hat dagegen den Vorteil einer
deutlich besseren zeitlichen Auflosung und ist daher besser geeignet, kiirzerfristige Effekte
einer Behandlung auf das Alkoholeinnahmeverhalten zu bestimmen (Holter et al., 2000). Der
ADE ist als Testparadigma riickfallartigen Alkoholkonsums sehr gut validiert (siehe
Ubersichtsartikel Spanagel & Holter, 1999; 2000). Er ist noch nach einer langen Zeit der
Abstinenz nachweisbar und ist duBerst stabil gegeniiber externen Reizen wie z.B. einer
vorhergehenden Anderung der Haltungsbedingen der Tiere (Gruppen- vs. Einzelhaltung).
Selbst nach Beimischung geschmacksveridndernder, d.h. verbitternder oder versiiBender
Substanzen zu den Losungen konsumieren die Tiere nach der Deprivation deutlich mehr
Alkohol als vor dem Alkoholentzug (Wolffgramm & Heyne, 1995; Spanagel et al., 1996).
Weiterhin wurde gezeigt, dass Acamprosat und Naltrexon den erhohten Alkoholkonsum nach
Deprivation verringern (Holter et al., 1997; Heyser et al., 1998; Holter & Spanagel, 1999).

Diese beiden Substanzen werden in der Klinik bei Alkoholikern nach der Entzugsphase
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erfolgreich als Riickfallprophylaktika eingesetzt (O'Malley et al., 1992; Volpicelli et al.,
1992; Sass et al., 1996; Whitworth et al., 1996).

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von Angstlichkeit (Kap. 4) und Stress (Kap. 5)
auf den initialen, anhaltenden und riickfallartigen Alkoholkonsum im oben beschriebenen 4-
Flaschenmodell untersucht. Dabei wurden Martinsrieder Wistar-Ratten und HAB/LAB-Ratten
verwendet. Das Trinkverhalten der Martinsrieder Wistar-Ratten in diesem Modell ist sehr gut
charakterisiert. Zudem wurde fiir sie der ADE als Paradigma riickfallartigen Alkoholkonsums
validiert (siehe Ubersichtsartikel Spanagel & Holter, 1999, 2000). HAB- (high anxiety-related
behaviour) und LAB- (low anxiety-related behaviour) Ratten stellen zwei Rattenlinien dar,
die selektiv auf maximale Unterschiede im angstbezogenen Verhalten geziichtet wurden und
sind ein wertvolles Tiermodell zur Untersuchung biologischer Grundlagen der Emotionalitiit,
der Wirkweisen anxiolytischer Substanzen (Liebsch et al., 1998a,b; Landgraf et al., 1999;
siche Ubersichtsartikel Landgraf & Wigger, 2002), sowie der Interaktion erhdhter
Angstlichkeit und anderer Verhaltensweisen, wie dem freiwilligem Alkoholkonsum. In einem
3-Flaschenmodell der oralen Alkoholselbstverabreichung (Wasser, 5% und 10%-iger
Alkohol) wurde der Zusammenhang zwischen Emotionalitit bzw. Stresserleben und
freiwilligem Alkoholkonsum zusitzlich bei B6- und D2-Mdéusen untersucht. Diese beiden
Inzucht-Mausstimme unterscheiden sich erheblich in ihrer angeborenen Priferenz fiir
alkoholische Losungen und werden daher hdufig als Modell fiir Untersuchungen
verschiedener Fragestellungen im Zusammenhang mit Alkohol verwendet (McClearn &
Rodgers, 1959; Fuller, 1964; Schneider et al., 1973; Belknap et al., 1993; siehe
Ubersichtsartikel Phillips & Crabbe, 1991).

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung des Einflusses von Angstlichkeit und Stress auf die
oben genannten Phasen des freiwilligen Alkoholkonsums, um ihre Bedeutung als mogliche
Risikofaktoren fiir die Entwicklung suchtartigen Verhaltens in Nagern festzustellen. Die

Weiterentwicklung von Ratten- oder Mausmodellen zu Paradigmen eines Angst- und/oder
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Stress-induzierten Anstiegs des basalen bzw. riickfallartigen Alkoholkonsums ist bedeutsam
fir die Untersuchung der Interaktion von Angst/Stress und Alkoholwirkungen bzw. der
Motivation, Alkohol zu konsumieren. Weiterhin konnten derartige Modelle dazu genutzt
werden, Moglichkeiten der pharmakologischen Intervention im Hinblick auf die klinische

Anwendung beim Menschen zu untersuchen.

2. Methoden

2.1 Tiere

2.1.1 Allgemeines

Die Tiere wurden unter Standardbedingungen bei einer Temperatur von 21 = 2 °C und einer
Luftfeuchtigkeit von ca. 55 % gehalten. Soweit nicht anders angegeben bestand freier Zugang
zu Standardfutter (Altromin, Lage) und Wasser. Der Lichtzyklus betrug 12 Stunden (Licht an:

7 Uhr). Soweit nicht anders angegeben erfolgte die Haltung einzeln in Typ III (Ratten) bzw.

Typ II (Méuse) Makrolonkéfigen.

2.1.2 Wistar-Ratten
Es wurden 155 miénnliche Wistar-Ratten (Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Martinsried)

verwendet.

2.1.3 HAB/LAB-Ratten

Je acht ménnliche HAB- und LAB-Ratten (Generation F8, aktuelle Zihlung begann 1996)
wurden von der Arbeitsgruppe Verhaltensendokrinologie (Max-Planck-Institut fiir
Psychiatrie, Miinchen) zur Verfiigung gestellt.

Einzelheiten zur Etablierung und Charakterisierung der HAB/LAB-Ratten finden sich bei
Liebsch er al. (1998b). Es handelt sich dabei um Wistar-Ratten, die vor iiber 10 Jahren bei

einem kommerziellen Lieferanten (Charles River, Sulzfeld) gekauft wurden. Die Tiere
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wurden nach ihrer Verhaltensleistung auf der Elevated Plusmaze (s. u.) selektiert. Tiere, die
sich in diesem Verhaltensversuch am meisten bzw. am wenigsten dngstlich zeigten, wurden
jeweils miteinander verpaart. Dadurch wurden zwei Linien etabliert, die sich deutlich und
dauerhaft in ihrem Verhalten auf der Elevated Plusmaze unterscheiden: die HAB- (high
anxiety-related behaviour) Linie mit hoher Angstdisposition, sowie die LAB- (low anxiety-
related behaviour) Linie, die durch niedrige Angstdisposition gekennzeichnet ist. Die
Nachkommen jeder Linie wurden in einem Alter von 10 Wochen auf der Elevated Plusmaze
getestet. HAB-Tiere, die dabei eine niedrige und LAB-Tiere, die eine hohe Angstlichkeit
zeigten, sowie Individuen, die keine deutliche Tendenz zu einem dieser beiden Extreme
zeigten, wurden sowohl fiir die Zucht, als auch fiir weitere Verhaltensexperimente

ausgeschlossen.
2.1.4 Mdause
42 minnliche C57BL/6JOlaHsd und 30 méinnliche DBA/20laHsd wurden bei Harlan-

Winkelmann (Borchen) bezogen.

2.2 Testparadigmen Angst-bezogenen Verhaltens

2.2.1 Allgemeines
Um die Tiere an die Testumgebung zu habituieren, wurden sie mindestens drei Tage vor
einem Test in den Versuchsraum gebracht. Die Durchfithrung der Tests erfolgte zwischen

8.00 und 12.30 Uhr.

2.2.2 Elevated Plusmaze — Ratten

Im Elevated Plusmaze-Test bringt man das Tier in eine Konfliktsituation zwischen dem

Antrieb zur Exploration einer neuen Umgebung einerseits und seiner angeborenen Angst vor
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offenen, erhohten Fliachen andererseits. Eine verringerte Exploration der ,,offenen Arme*

(siehe unten) der Apparatur dient folglich als Indikator fiir eine erhthte Angstlichkeit.

Die Versuchsanordnung bestand aus einer plusformigen Plattform aus grauem Kunststoff, die

73 cm iiber dem Boden angebracht war. Dabei waren zwei sich gegeniiberliegende Arme

jeweils von 40 cm hohen Seitenwinden umgeben (,,geschlossene Arme*), wihrend die beiden

anderen Arme keine Winde besallen (,,offene Arme*). Die 50 cm langen und 10 cm breiten

Arme waren durch eine 10 x 10 cm groBe Fliche verbunden (,,neutrale Zone‘). Der Boden der

gesamten Plattform war mit einer rauhen Gummimatte belegt. Die Apparatur war durch je

einen weillen Strahler iiber den offenen Armen (durchschnittliche Lichtintensitit: 140 1x),

sowie je einen roten Strahler iiber den geschlossenen Armen (60 1x) ausgeleuchtet und von

einem schwarzen, undurchsichtigen Vorhang umgeben.

Zu Beginn eines Testdurchgangs wurde eine Ratte mit Blickrichtung auf einen der

geschlossenen Arme auf die neutrale Zone gesetzt. Wihrend der Versuchsdauer von fiinf

Minuten wurden folgende Parameter von einer senkrecht iiber der Plattform montierten

Videokamera erfasst, auf einen Monitor {ibertragen und direkt mit Hilfe des

Computerprogramms PLUSMAZE (E. Fricke, Miinchen) festgehalten:

(1) die Anzahl der Eintritte in die offenen und geschlossen Arme, wobei ein Eintritt als das
Setzen beider Vorderpfoten in den betreffenden Arm definiert war;

(2) die auf den offenen sowie geschlossenen Armen verbrachte Zeit;

(3) die Latenz bis zum ersten Eintritt in einen offenen Arm;

(4) die Anzahl der ,,vollstdndigen Eintritte* (mit allen vier Pfoten) in die offenen Arme.

Spiter wurde aus (1) und (2) die Anzahl der Eintritte in die offenen Arme in Prozent der

Eintritte in alle Arme, sowie die auf den offenen Armen verbrachte Zeit in Prozent der auf

allen Armen verbrachten Zeit errechnet.
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2.2.3 Dark/Light-Box — Mduse
Auch im Dark/Light-Box-Versuch befindet sich das Tier in einem Konflikt zwischen dem
Drang zur Exploration der neuen Umgebung und der Aversion gegen eine exponierte Fldche.
Im Gegensatz zur Elevated Plusmaze handelt es sich dabei jedoch nicht um eine erhohte
Plattform, sondern um ein hell beleuchtetes, weitriumiges Areal. Erhohte Angstlichkeit zeigt
sich durch eine geringere Exploration dieses hellen Bereiches.
Die nach oben hin offene Dark/Light-Box bestand aus schwarzem und weilem Kunststoff
und war in zwei unterschiedlich groBe Kompartimente unterteilt: ein groBeres weilles (30 x 20
X 25 cm) und ein kleineres schwarzes Kompartiment (15 x 20 x 25 cm). Beide
Kompartimente waren durch einen oben mit durchsichtigem Kunststoff geschlossenen Tunnel
(4 x 7 x 10 cm) verbunden. Um den Kontrast der beiden Kompartimente zu verstiarken, wurde
das helle Kompartiment durch Kaltlicht mit einer Lichtintensitit von 680 - 700 Ix
ausgeleuchtet, wihrend die Lichtintensitdt im dunklen Abteil nur 2 — 3 1x betrug. Die Testbox
befand sich in einem durch einen schwarzen, undurchsichtigen Vorhang abgetrennten Bereich
des Raumes.
Ein Versuchsdurchlauf dauerte fiinf Minuten. Zu Beginn wurde eine Maus in das dunkle
Kompartiment mit dem Kopf in Richtung des Tunnels gesetzt. Uber eine iiber der Box
angebrachten Videokamera wurde das Verhalten des Tieres auf einen Monitor iibertragen.
Folgende Parameter wurden direkt mit Hilfe des Computerprogramms PLUSMAZE (E.
Fricke, Miinchen) festgehalten:
(1) die Anzahl der Eintritte in das helle sowie dunkle Kompartiment (als Eintritt galt das
Plazieren aller vier Vorderpfoten in das jeweilige Abteil);
(2) die in den jeweiligen Kompartimenten verbrachte Zeit;

(3) die Latenz bis zum ersten Eintritt in das helle Kompartiment.
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Aus (1) und (2) wurde die Anzahl der Eintritte in das helle Kompartiment in Prozent der
Gesamteintritte in den Tunnel und beide Kompartimente, sowie die im hellen Kompartiment

verbrachte Zeit in Prozent der gesamten Testzeit von fiinf Minuten berechnet.

2.3 Freiwilliger Alkoholkonsum

2.3.1 Orale Alkoholselbstverabreichung — Ratten

Mit Beginn der Einzelhaltung bekamen die Tiere zusitzlich zur Wasserflasche je eine Flasche
mit 5%, 10% und 20% v/v Alkohol. Mit Ausnahme der Tiere in Kap. 5.3.1.1 und der
HAB/LAB-Ratten (Kap. 4.3.1.1, 4.3.2.1 und 5.3.1.2), die jeweils dauerhaft Zugang zu
Alkohol hatten, wurden nach acht Wochen kontinuierlichen Zugriffs die drei Alkoholflaschen
regelmiBig im Abstand von vier Wochen fiir drei Tage entzogen. Wurde das Auftreten eines
ADE untersucht, so wurde den Tieren der Alkohol fiir zwei Wochen entzogen. An Messtagen
wurden immer zur gleichen Uhrzeit alle Flaschen, das Futter und die Tiere gewogen. Um
eventuelle Seitenpriferenzen auszugleichen, wurden die Positionen der Flaschen regelmifig
vertauscht. Aus den erhobenen Werten wurden der Futterkonsum (in g/kg), der
Alkoholkonsum (in g/kg), die Gesamtalkoholpriferenz (in %) und die Priferenz fiir die
einzelnen Alkoholkonzentrationen (in %) berechnet. Die Alkoholpriferenz ist definiert als der
prozentuale Anteil der Summe der Trinkmengen von den drei Alkohollosungen an der
Gesamttrinkmenge, die Priferenz fiir eine bestimmte Alkoholkonzentration wird berechnet als
prozentualer Anteil der Trinkmenge von der jeweiligen Alkohollosung an der

Gesamttrinkmenge.

2.3.2 Operante Alkoholselbstverabreichung — Ratten
Fiir die Versuche wurden acht operante Boxen verwendet, die durch einen PC, ein Interface
und entsprechende Software (Schedule-Manager for Windows 2.05) angesteuert wurden (Med

Associates Inc., Georgia, VT, USA). Die Boxen befanden sich zur Abschirmung von
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AuBengerduschen in Holzkammern. Jede Holzkammer besal einen in die Seitenwand
montierten Ventilator, der einerseits fiir ausreichende Beliiftung, andererseits fiir
maskierendes Hintergrundrauschen sorgte. Die operanten Boxen waren jeweils ausgestattet
mit einem Hauslicht, zwei gegeniiberliegenden Hebeln, eine neben jedem der Hebel
angebrachte Trinkmulde und einer Futterraufe an der hinteren Wand der Box. Ein Hebeldruck
bewirkte, dass von einem Fliissigkeitsspender eine definierte Menge an Fliissigkeit (25 — 30
ul) in die neben dem Hebel befindliche Trinkmulde tropfte. Jeder Druck auf den einen Hebel
bewirkte die Freigabe eines Tropfens Wasser, jeder Druck auf den anderen Hebel setzte einen
Tropfen 20%-igen Alkohols frei (Fixed Ratio (FR) 1/ FR 1). Die Sitzungen in den operanten
Boxen begannen um 10 Uhr und dauerten 23 Stunden. Der normale Licht-Dunkel-Rhythmus
der Tiere (Licht an: 7 — 19 Uhr) wurde wihrend der Sitzungen in den Boxen beibehalten.

Ratten, die bereits mindestens fiinf Monate Erfahrung mit dem in Kapitel 2.2.1 beschriebenen
4-Flaschen-Modell der oralen Alkoholselbstverabreichung im Heimkifig hatten, wurden die
Alkoholflaschen dauerhaft entzogen. Die operanten Sitzungen begannen nach zwei Wochen
Alkoholabstinenz. Um das Erlernen der Assoziation zwischen Hebeldruck und
Fliissigkeitsgabe zu beschleunigen, wurden die Tiere vor ihrer allerersten Sitzung fiir 24
Stunden fliissigkeitsdepriviert. Danach erfolgte keine Fliissigkeitsdeprivation mehr. Von nun
an wurde fiir jede Ratte eine operante Sitzung pro Woche durchgefiihrt. Um
Konditionierungseffekten vorzubeugen, wurde die Seite der Alkoholpridsentation jedesmal
vertauscht. Experimente wurden erst durchgefiihrt, nachdem Hebeldruckverhalten,
Alkoholkonsum und Alkoholpriferenz iiber mindestens drei Sitzungen stabil blieben. In
ihrem Heimkéfig hatten die Tiere freien Zugang zu Futter und Wasser. Zugang zu Alkohol

bestand nur wihrend der wochentlichen operanten Sitzungen.
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2.3.3 Orale Alkoholselbstverabreichung — Mduse

Die orale Alkoholselbstverabreichung bei Médusen wurde gegeniiber der bei Ratten etwas
modifiziert. Mit einem Alter von acht Wochen, direkt nach der Lieferung wurden die Miuse
einzeln gesetzt und jeweils mit Futter und einer Standard-Wasserflasche versorgt. Nach
zweieinhalb Wochen wurde die Standard-Wasserflasche durch drei 100 ml Wasserflaschen
(Pereg, Mannheim) ersetzt. Um Tropffehler zu verringern, wurden speziell angefertigte
Trinkkappen verwendet (Sillaber, 1999): Gummistopfen (Roth, Karlsruhe) wurden
durchbohrt. Durch diese Bohrung wurden Glashalme (& 6 mm, Linge 8 cm; Glasbliserei
Martinsried) gesteckt, so dass sie ca. 1,5 cm in die Flasche und 3 cm aus dem Stopfen ragten.
Diese Glashalme wurden vorne so verschmolzen, dass sich eine glatte, abgerundete Offnung
von etwa 1,5 mm bildete, durch die die Méuse durch Lecken Fliissigkeit aufnehmen konnten.
Durch regelmiBiges Wiegen wurde der Wasserkonsum aus den drei Flaschen bestimmt, um
die bevorzugte Trinkposition der einzelnen Tiere zu bestimmen. Nach einer Woche wurden
die drei Wasserflaschen entfernt und durch drei gleiche Flaschen, die Leitungswasser, 5% und
10%-igen Alkohol (v/v) enthielten, ersetzt. Die Wasserflasche wurde an die bevorzugte
Trinkposition der einzelnen Miuse plaziert. Damit sollte erreicht werden, dass eventuell
alkoholpriferierende Tiere aktiv der Alkohollosung folgten. Fiir die gesamte Dauer des
Experiments wurde die Position der jeweiligen Konzentrationen nicht mehr vertauscht. Durch
regelmiBiges Wiegen der Tiere und der Flaschen wurde der Alkoholkonsum, die

Alkoholpriferenz und die Priferenz fiir die jeweiligen Alkohollésungen bestimmt.

2.3.4 Trinkometer — Mdiuse

Das elektronische Trinkometersystem bestand aus einem 8-kanaligen 10-Bit
Datenerfassungssystem (Conrad Electronics, Hirschau), einem Analog/Digital-Wandler,
einem PC und einem Datenerfassungsprogramm. Die Méause befanden sich in Gitterkédfigen

(43 x 26 x 14 cm), die in regulidre Typ III- Makrolonkifige (43 x 27 x 16 cm) eingehédngt
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waren, und hatten freien Zugang zu Wasser und einer 12%-igen Alkohollosung. Uber Kabel
waren die Kanile des Datenerfassungssystems mit den metallischen Kappen der
Trinkflaschen und dem Gitterkéfig verbunden. Wenn eine Maus an einer Flasche trank, wurde
dadurch ein Stromkreis (< 1 pA) geschlossen und iiber das Datenerfassungsprogramm und
den PC ein Signal aufgezeichnet. Das Trinkverhalten der Méause wurde durch das SchlieBen
des Stromkreises nicht beeinflusst. Aus den Daten wurde die Dauer der Trinkzeit in Sekunden

pro Stunde berechnet.

2.4 Stressparadigmen

2.4.1 Social Defeat — Ratten

Der Social Defeat-Stress beruht auf der Konfrontation eines Tieres mit einem aggressiven,
sein Territorium verteidigenden Ménnchen.

Ratten der experimentell gestressten Gruppen (,,/ntruder*) wurden sozialem Stress ausgesetzt,
indem sie in den Heimkifig eines aggressiven méinnlichen Artgenossen (,,Resident;
minnliche LAB-Ratten, 450 — 550 g) gesetzt wurden. Um die durch Territorialverhalten
bedingte Aggression der Residents zu erhohen, wurden diese zusammen mit einem Weibchen
gehalten, das kurz vor dem Stress aus dem Kifig genommen wurde. Zusitzlich wurden die
Residents regelmiBig trainiert, minnliche Eindringlinge anzugreifen.

Der Heimkéfig des Residents bestand aus durchsichtigem Kunststoff und konnte durch ein
Gitternetz in zwei unterschiedlich groe Kompartimente unterteilt werden. Der Intruder
wurde in das kleinere Kompartiment (12 x 22,5 x 36 cm) gesetzt, das durch das Gitter vom im
groBen Kompartiment (26 x 22,5 x 36 cm) sitzenden Resident abgetrennt war. Nach zwei
Minuten wurde das Trenngitter entfernt. Dies hatte einen sofortigen Angriff des Residents auf
den Intruder zur Folge. Nach diesem Angriff wurden beide Tiere wieder durch das Gitter

getrennt, so dass sich der Intruder wieder im kleineren Kompartiment befand. Das Verhalten
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des Intruders wurde direkt beobachtet und einmal pro Minute das Auftreten einer der
folgenden Verhaltensweisen notiert:

(1) Freezing (das Tier ist, abgesehen von Atembewegungen, vollig regungslos);

(2) Immobilitdt (wie Freezing, aber die Schnauzhaare bewegen sich);

(3) soziale Investigation (der Intruder schniiffelt in Richtung Resident durch das Gitter);

(4) Exploration (die Ratte untersucht die Einstreu oder den Kifig);

(5) Korperpflegeverhalten.

Mit Hilfe eines Fledermaus-Detektors (Mini-3 Detector; Ultra Sound Advice, London,
GroBbritannien) wurde als zusdtzliches Mall des Stresszustandes des Tieres einmal pro
Minute gepriift, ob dieses im Ultraschallbereich von 20 — 30 kHz vokalisiert. Nach einer
Beobachtungszeit von 15 Minuten wurde das Trenngitter nochmals gedffnet; unmittelbar nach
dem darauffolgenden Angriff des Residents wurde der Intruder zuriick in seinen Heimkéfig
gesetzt.

Fiir jedes Tier wurde der prozentuale Anteil jeder Verhaltensweise an der Summe der zu den
15 Beobachtungszeitpunkten notierten Verhaltensweisen berechnet. Analog wurde mit der

Ultraschall-Vokalisation verfahren.

2.4.2 Social Defeat — Mdiuse

Der Social Defeat-Stress bei Méausen wurde gegeniiber dem bei Ratten durchgefiihrten leicht
modifiziert. Die Groe des Heimkifigs der Residents (mdnnliche CD1 Miuse; 36 — 45 g)
betrug 6,5 x 12 x 20 cm (kleines Kompartiment) und 12 x 12 x 20 cm (grofles Kompartiment).
Der Intruder wurde ohne separierendes Trenngitter in den Heimkifig des Residents gegeben.
Nach dem ersten Angriff des Residents wurden beide Tiere durch ein Gitter voneinander
getrennt. Zwei Minuten spéter wurde das Gitter gedffnet; nachdem der Intruder angegriffen
wurde erfolgte wieder Trennung. Nach 15 Minuten Gesamtzeit wurde das Gitter ein weiteres

mal gedffnet. Unmittelbar nach dem Angriff des Residents wurde der Intruder zuriick in den
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Heimkifig gesetzt. Das Verhalten von Resident und Intruder wurde direkt beobachtet und die

Latenz aller drei Angriffe des Residents gegen den Intruder wurde notiert.

2.4.3 Restraint — Ratten

Das Stress-induzierende Moment des Restraint-Stresses besteht aus einer starken
Einschrinkung der Bewegungsmoglichkeiten des Tieres; diesem wird damit die Moglichkeit
genommen, die Situation aktiv zu beeinflussen.

Die Ratte wurde aus ihrem Heimkifig genommen und fiir 15 Minuten in einen
quaderformigen Kunststoff-Restrainer (14 x 7 x 7 cm) gesteckt. Um eine ausreichende
Luftzufuhr zu ermdglichen, befanden sich am vorderen Ende des Restrainers ca. 0,5 cm grof3e
Locher. Das hintere Ende war mit einer Plastikfolie versehen, die um den Schwanz des Tieres
herum geschlossen werden konnte. Dadurch war die Ratte so eng in den Restrainer
eingeschlossen, dass ihr nur kleine Bewegungen des Kopfes und des Schwanzes moglich

waren.

2.4.4 Restraint — Mdiuse

Der Restraint-Stress bei Miusen wurde analog dem der Ratten durchgefiihrt. Als Restrainer
diente hier ein am vorderen Ende konisch zulaufendes 50 ml Falcon-Rohrchen, in dessen
Spitze ein Loch geschnitten war, um eine ausreichende Luftzufuhr zu gewihrleisten. Nach
dem FEinbringen des Tieres in das Rohrchen wurde dieses mit dem dazugehorigen
Schraubverschluss verschlossen. Die Stressdauer betrug 60 Minuten, bzw. bei Anwendung als

finaler Stressor 15 Minuten.

2.4.5 Beute-Stress — Mdiuse
Beim Beute-Stress wird bei der Maus durch die Anwesenheit eines Fressfeindes Stress

ausgelost.
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Als Fressfeinde wurden ménnliche Wistar-Ratten mit einem Korpergewicht von 330 — 420 g
verwendet. Je eine Ratte wurde in einen Gitterkifig (43 x 26 x 14 cm, Maschenweite 1 cm)
gesetzt und je einer dieser Gitterkdfige wurde so auf zwei nebeneinanderstehende Maus-
Einzelkifige plaziert, dass der Gitterboden des Rattenkifigs auf die Gitterdeckel der
Mauskifige zu liegen kam. Die Stressdauer betrug 30 Minuten. Alle fiinf Minuten wurde der
Rattenkédfig um 180° gedreht, um zu verhindern, dass eine eventuelle Seitenpriferenz der
Ratte eine unterschiedliche Stressintensitit der beiden Méuse darunter bewirkt. Die Tiere
hatten wihrend der Stressexposition Zugang zu Futter, Wasser und den beiden

Alkoholflaschen, da diese in den Kéfigen belassen wurden.

2.4.6 Forced Swimming — Mduse

Wihrend des Forced Swim-Stresses wird die Maus in eine lebensbedrohliche Situation

gebracht, aus der sie aus eigener Kraft nicht entkommen kann.

Ein durchsichtiger Glasbehilter (Fassungsvermogen 2 1; & 13 cm) wurde mit 1200 ml 25°C

warmen Wasser gefiillt (entsprechend einer Wassertiefe von 12 cm). Die Maus wurde in das

Wasser gegeben und fiir die Testdauer von fiinf Minuten wurden folgende Verhaltensweisen

direkt beobachtet und mit Hilfe des Computerprogramms ,,Eventlog* (freundliche Leihgabe

von Dr. M. Engelmann) aufgezeichnet:

(1) Struggling (heftige Strampelbewegungen aller vier Pfoten, die Vorderpfoten durchbrechen
die Wasseroberfliche);

(2) Swimming (ruhige Schwimmbewegungen);

(3) Floating (das Tier treibt passiv auf dem Wasser, Bewegung der Pfoten dient
ausschlieBlich der Balancehaltung).

Nach Ende der fiinf Minuten wurde die Maus aus dem Wasser genommen, kurz abgetrocknet

und in den Heimkéfig zuriickgesetzt.
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2.4.7 Sozialer Stress — Mduse

Als Angreifer wurden minnliche B6C3F1- sowie 129BLON-Miduse (25 — 35 g) in
Gitterkédfigen gehalten, die denen der zu stressenden Tiere glichen. Sie wurden trainiert
andere Miuse, zu denen sie in den Kifig gesetzt wurden, anzugreifen. Der Angreifer wurde
zu dem zu stressenden Tier in den Gitterkifig gesetzt. Nachdem er dieses angegriffen hatte,
wurden beide Tiere durch eine Metallbarriere, die im Gitterkéfig befestigt werden konnte,
voneinander getrennt. Der Angreifer befand sich dabei im groleren Kompartiment (17 x 26 x
14 cm), das angegriffene Tier in einem kleineren (13 x 26 x 14 cm). Letzteres hatte dort
Zugang zu Futter, Wasser- und Alkoholflasche. Nach 30 Minuten wurde der Angreifer aus

dem Kifig herausgenommen und die Trennung im Kéfig wurde wieder aufgehoben.

2.5 Quantitative Analysen

2.5.1 Immunoblotting

Die Ratten der experimentellen Gruppen (siehe Kap. 3.2) wurden in Isofluran narkotisiert und
dekapitiert. Die Hirne wurden ziigig herausprépariert, in Methylbutan auf Trockeneis gefroren
und bei -80°C aufbewahrt. Vor der Analyse wurden die Gehirne in frontalen Cortex, Nucleus
accumbens, Striatum und Hippocampus seziert.

Fiir jede einzelne Ratte wurden die Hirnregionen in eiskaltem Membranpuffer (50 mM Tris-
HCI pH 7,4; 3 mM MgCl,; 1 mM EgTA; 1 ug/ml Pepstatin A; 1 pg/ml Leupeptin; 0,5 mM
PMSF; 0,1 mM Benzamidine) homogenisiert, indem sie mittels einer Spritze wiederholt durch
eine enge Kaniile (23G) gesaugt bzw. gedriickt wurden. Das Homogenat wurde bei 4°C
zweimal 15 Minuten bei 18000 rpm zentrifugiert, um die Membranproteine abzutrennen. Zur
weiteren Analyse wurde das Prézipitat verwendet. Dessen Proteinkonzentration wurde mit
Hilfe des Bio-Rad DC Protein Assay Kits (Bio-Rad Miinchen) bestimmt. Jeweils gleiche
Mengen an Protein (25ug) wurden durch 9 % Natrium Dodecylsulphat-Polyacrylamid Gel-

Elektrophorese (SDS-PAGE; Laemmli, 1970) aufgetrennt und elektrophoretisch auf
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Nitrozellulose-Membranen (0,45 um, Schleicher & Schiill, Dassel) transferiert. Die
Membranen wurden mit 5 % Rinderserum-Albumin geblockt und iiber Nacht mit dem
primdren Antikorper (Hase-Anti-NMDAR?2B; Chemicon, Temecula, CA, USA; 1:5000
Verdiinnung) bei Raumtemperatur inkubiert. Inkubation mit dem sekundiren Antikorper
(Esel-Peroxidase-gekoppeltes Anti-Hasen-IgG; Amersham Buchler, Braunschweig; 1:10000
Verdiinnung) erfolgte fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur. Alle Inkubationen, Blocken,
dazwischen liegende Waschschritte und Verdiinnungen wurden mit Tris-Puffer, dem 0,1 %
des Detergens Tween 20 beigefiigt war, durchgefiihrt.

Die Antikorper Detektion erfolgte mit dem Amersham ECL Western Blotting Analyse-
System; das Signal wurde auf Hyperfilm-ECL (Amersham Buchler) exponiert.

Um die eingesetzte Proteinkonzentration zu kontrollieren, wurden 25 pg der jeweiligen Probe
durch 9 % SDS-PAGE aufgetrennt und die Gele mit Coomassie Brilliantblau gefarbt.

Sofern nicht anders angegeben, wurden alle Substanzen bei der Firma Sigma (Deisenhofen)
bezogen.

Jedes Gel enthielt Proben aller experimenteller Gruppen. Die Analyse erfolgte durch Messung
der optischen Dichte der Banden mit Hilfe des Optimas Bildanalyse-Systems
(Optimas/BioScan, Edmonds, USA).

Fir jedes Tier und jede Hirnregion wurden mindestens drei Blots angefertigt; die Werte
wurden nach der Analyse gemittelt. Diese Daten wurden dann auf die im Coomassiegel
ermittelte Proteinkonzentration normalisiert. Der Wert jedes Tieres wurde als Prozent des

Mittelwertes der auf 100 % gesetzten Wasser-Kontrollgruppe berechnet.

2.5.2 Radioimmunoassays
Adrenocorticotropes Hormon (ACTH)
Die Hohe der ACTH-Konzentration im Blutplasma wurde mittels Radioimmunoassay (RIA)

bestimmt. Das Prinzip des ACTH-RIA beruht auf der Konkurrenz zwischen I markiertem
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und nicht-radioaktiv markiertem ACTH in den zu messenden Proben um eine definierte
Anzahl von Bindungsstellen eines spezifischen Antikorpers. Je mehr nicht-markiertes Antigen
in den zu bestimmenden Proben enthalten ist, desto weniger '*I-markiertes Antigen kann von
dem zugefiigten Antikorper gebunden werden. Nach einem Inkubationsschritt ist die Menge
an markiertem Antikdrper-ACTH-Komplex umgekehrt proportional der Menge an
unmarkiertem ACTH in den zu bestimmenden Proben. Zur Abtrennung von Antikorper-
gebundenem und freiem '*’I wird die Doppelantikdrpermethode eingesetzt, wobei ein zweiter
Antikorper im Uberschuss zugegeben wird. Durch Zentrifugation wird der gebildete
sekunddrer- Antikorper-primérer-Antikorper-ACTH-Komplex  abgetrennt,  ungebundenes
Antigen im Uberstand wird dekantiert und die Radioaktivitit im Niederschlag des
Testrohrchens mittels eines Gammazihlers (LB 2103, Berthold) gemessen.

Verwendet wurde das ACTH (Human) '*T RIA-Kit von DRG Instruments (Marburg). Es
wurde nach Anleitung des Herstellers verfahren, jedoch wurde nur jeweils das halbe Volumen

an Probe bzw. der jeweiligen Reagenzien eingesetzt.

Corticosteron

Corticosteronkonzentrationen im Blutplasma wurden mit Hilfe des Corticosteron
(Ratte/Maus) RIA-Kits von DRG (Marburg) bestimmt. Das Prinzip dieses RIA folgt dem fiir
ACTH (siehe oben). Abweichend von der Anleitung des Herstellers wurden jeweils 10 ul
Plasma mit 1390 ul Phosphatpufferlosung verdiinnt. Dazu wurden 600 ul Diluent gegeben.
Im weiteren Verlauf wurde jeweils die Hilfte der angegebenen Volumina an Reagenzien

eingesetzt.

2.5.3 Blutalkoholwerte
Die Blutalkoholkonzentration wurde enzymatisch mit dem Blutalkohol-Testkit von Sigma

Diagnostics (St. Louis, USA) gemil3l der Arbeitsanleitung fiir Vollblut bestimmt. Der Test
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beruht auf der Wirkung von Alkoholdehydrogenase (ADH), die die Oxidation von Alkohol zu
Acetaldehyd unter gleichzeitiger Reduktion von Nicotinamid-adenin-dinucleotid (NAD) zu
NADH, katalysiert. Der damit verbundene Anstieg der Extinktion bei 340 nm ist der
Alkoholkonzentration in der Probe direkt proportional. Die Messungen der Extinktion

erfolgten mit dem Spektrophotometer DU 640 von Beckmann, Miinchen.

2.6 Substanzen

2.6.1 Alkohol
96%-iges Ethanol (Apotheke Krankenhaus Schwabing, Miinchen) wurde mit Leitungswasser
zu den entsprechenden Konzentrationen verdiinnt. Die Alkoholapplikation erfolgte durch

orale Selbstverabreichung bzw. intragastral (i.g.) iiber eine Schlundsonde.

2.6.2 Saline

Isotone Kochsalzlosung der Firma Pharmacia, Erlangen wurde intraperitoneal (i.p.) injiziert.

2.6.3 Diazepam
Diazepam-Lipuro (B.Braun, Melsungen) wurde mit Aqua ad injectabilia zu den
entsprechenden Konzentrationen verdiinnt. Die Substanzapplikation erfolgte durch i.p.

Injektion.

2.6.4RI21919

R121919 (Janssen, Beerse, Belgien) wurde in Leitungswasser geldst und i.g. verabreicht.

2.7 Statistik
Bei einem Stichprobenumfang von k=2 wurde der Student’s t-Test, bzw. bei ungleich

verteilten Daten der Mann-Whitney U-Test angewendet. Bei mehrtigigen Messungen oder
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Messungen an wiederholten Zeitpunkten wurden die Daten je nach Anzahl der verglichenen
Bedingungen einer ein-, zwei- oder dreifaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) unterzogen.
Bei Erreichen des Signifikanzniveaus von p<0,05 wurde nach einer ANOVA zur Lokalisation

der Effekte der Newman-Keuls-Test verwandt.

3. Langzeit- Alkoholkonsum und Expression der NMDA Rezeptor-Untereinheit 2B

3.1 Einleitung

Die chronische Einnahme hoher Alkoholmengen fiihrt zu zelluliren Adaptationen im
zentralen Nervensystem (sieche Ubersichtsartikel Fadda & Rossetti, 1998). Wird die
Alkoholzufuhr daraufthin gestoppt oder verringert, so resultiert dies in dem Auftreten von
Entzugssymptomen (siehe Ubersichtsartikel Adinoff er al., 1988; Emmett-Oglesby et al.,
1990). Eine zentrale Rolle spielt dabei das glutamaterge System, im Speziellen Glutamat-
Rezeptoren vom NMDA-Subtyp. In verschiedenen Studien wurde gezeigt, dass eine akute
Alkoholapplikation die NMDA-induzierte Rezeptorantwort verringert (Dildy & Leslie, 1989;
Hoffman et al., 1989; Lovinger et al., 1989; Wirkner et al., 2000; siehe Ubersichtsartikel
Wirkner et al., 1999), wihrend chronische Alkoholbehandlung einen gegenteiligen Effekt auf
die NMDA-Rezeptorfunktion ausiibt (Gulya et al., 1991; lorio et al., 1992; Hu & Ticku,
1995). Die funktionelle Hochregulation der NMDA-Rezeptoren durch dauerhaften
Alkoholeinfluss hat nach Entzug des Alkohols eine zellulire Ubererregbarkeit und damit
Entzugssymptome wie entzugsbedingte Krampfe und neuronalen Zelltod zur Folge (siehe
Ubersichtsartikel Hoffman & Tabakoff, 1994; Tsai & Coyle, 1998).

Der NMDA-Rezeptorkomplex (NR) ist ein liganden-gesteuerter Ionenkanal. Er stellt ein
heteromeres, integrales Membranprotein dar, das aus obligatorischen NR1 zusammen mit
modulatorischen NR2-Untereinheiten besteht (Stephenson, 2001). Kiirzlich wurden zwei
weitere Untereinheiten charakterisiert: NR3A und NR3B (Ciabarra et al., 1995; Sucher et al.,

1995; Nishi et al., 2001; Chatterton et al., 2002). Wihrend die NR1-Untereinheit das Produkt
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eines einzelnen Gens darstellt, von dem allerdings acht Splicingvarianten bekannt sind, gibt es
bei der NR2-Untereinheit mindestens vier Polypeptide (NR2A, NR2B, NR2C, NR2D), die
vier unterschiedlichen Genen entspringen (Hollmann & Heinemann, 1994). Diese sind im
Gegensatz zur NR1-Untereinheit, die im Gehirn ubiquitdr exprimiert wird (Moriyoshi et al.,
1991) regional in unterschiedlicher Menge vorhanden (Wenzel et al., 1995): Wihrend auch
NR2A im Rattenhirn in nahezu allen Hirnregionen nachgewiesen wurde, ist die Verteilung
der iibrigen NR-Untereinheiten lokal eingeschrinkter. NR2B ist stark in Vorderhirnregionen
exprimiert, v.a. im Hippocampus, Striatum, Bulbus olfactorius und cerebralen Cortex, NR2C
wurde hauptsidchlich im Kleinhirn und NR2D v.a. in diencephalen, mesencephalen und
Hirnstamm-Strukturen gefunden (Wenzel et al., 1995).

Eine veridnderte NR Expression nach chronischer Alkoholapplikation wurde wiederholt
gezeigt: Verdnderte Konzentrationen von Boten-Ribonukleinsidure (messenger ribonucleic
acid, mRNA) fiir NR2A und NR2B nach chronischer Alkoholbehandlung wurde sowohl in
Zellkulturen cortikaler Neurone als auch im cerebralen Cortex, Hippocampus und Kleinhirn
von Miusen und Ratten gefunden (Follesa & Ticku, 1995; Hu et al., 1996; Snell et al., 1996).
Auf Proteinebene wurden verinderte Konzentrationen von NR1-, NR2A- und NR2B-
Polypeptid in Zellkulturen cortikaler Neurone, in limbischen Arealen des Vorderhirns, im
Hippocampus, Cortex und Kleinhirn von Ratten und Miusen nachgewiesen (Narita et al.,
2000; Chandler et al., 1999; Kalluri et al., 1998; Follesa & Ticku, 1996b; Snell et al., 1996).
,,Chronische* Alkoholbehandlung ist in diesen Studien definiert als die Applikation sehr
hoher Alkoholdosen {iiber eine oder zwei Wochen. Obwohl dieses Vorgehen im Vergleich
zum Menschen moglicherweise bis zu einem gewissen Ausmall eine schwere
Alkoholdipsomanie iiber einige Tage hinweg widerspiegeln konnte, so befiande sich doch ein
Modell eines langfristigen freiwilligen Konsums niedrigerer Alkoholkonzentrationen néiher an

der humanen Situation.
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In einer fritheren Studie wurde gezeigt, dass der Langzeit-Alkoholkonsum im auch in der
vorliegenden  Arbeit  verwendeten  4-Flaschenmodell der freiwilligen  oralen
Alkoholselbstverabreichung bei Ratten zu einem Anstieg der NR Funktion fiihrte (Darstein e?
al., 1998). Gemessen wurde dies anhand der NMDA-induzierten Freisetzung von [*H]-
Acetylcholin in Schnitten des Striatums. Ziel der vorliegenden Studie war es, auf der
Proteinebene den Einfluss langfristigen freiwilligen Alkoholkonsums auf die Expression der
NR2B-Untereinheiten in verschiedenen Vorderhirnregionen bei Ratten zu untersuchen. Die
Beteiligung der NR2B-Untereinheiten an der Sensitivitit von NR fiir Alkohol wurde in
nativen und rekombinanten NR gezeigt (Lovinger, 1995; Engblom et al., 1997). Zudem
weisen in vivo Experimente auf eine hohe Korrelation der inhibitorischen Effekte von
Alkohol und Ifenprodil, einem selektiven NR2B Antagonisten, hin (Yang et al., 1996). Auf
der Verhaltensebene wurde in einer Studie von Narita er al. (2000) bei Méiusen ein
verringertes Auftreten von Entzugssymptomen nach chronischem (fiinftigigem) forciertem
Alkoholkonsum durch die Gabe von Ifenprodil nachgewiesen.

Die genauere Kenntnis der zelluliren Adaptationen cerebraler Neurone auf den langfristigen
Einfluss von Alkohol eroffnet eventuell die Moglichkeit der Entwicklung wirksamerer
Substanzen = zur  Behandlung  von  Entzugssymptomen sowie effektiverer

Riickfallprophylaktika.

3.2 Versuchsdurchfithrung

In einem Alter von sechs Wochen wurden Martinsrieder Wistar-Ratten in zwei Gruppen
aufgeteilt. Eine Gruppe hatte weiterhin freien Zugang zu Leitungswasser (Wassergruppe;
n=7), die andere Gruppe bekam wie im Kap. 2.3.1 ausfiihrlich beschrieben, in einem
Paradigma der freiwilligen oralen Alkoholselbstverabreichung Zugang zu Wasser und 5%,
10% und 20%-igem Alkohol. Uber eine Zeitspanne von 19 Monaten, iiber die die Tiere

ununterbrochen Zugang zu Alkohol hatten, konsumierten diese durchschnittlich 2 g £ 0,5 g
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reinen Alkohol pro kg Korpergewicht und Tag; die Alkoholpriferenz lag zwischen 30 und 40
Prozent. Nach 19 Monaten dauerhaftem Zugang zu Wasser bzw. Wasser und den drei
Alkohollésungen, startete das eigentliche Experiment. Da die Tiere als Kontrollgruppen in
einem weiteren Experiment verwandt wurden (beziiglich des Einflusses wiederholter
Stresserfahrung auf den freiwilligen  Alkoholkonsum  Langzeit-alkoholerfahrener
Martinsrieder Wistar-Ratten; siehe Kap. 5.3.1.1), wurden alle Ratten einem 15-miniitigen
Restraint-Stress (siehe Kap. 2.4.3) ausgesetzt, unmittelbar bevor sie in Isofluran betdubt und
dekapitiert wurden. Vor und nach dem Restraint wurde Blut entnommen, um die basalen und
Stress-induzierten Konzentrationen von ACTH und Corticosteron, sowie die Blutalkoholwerte
zu bestimmen (siehe Kap. 2.5.2, 2.5.3). Direkt nach dem Restraint wurden die Ratten
dekapitiert, die Hirne wurden ziigig herauspripariert und in Methylbutan auf Trockeneis
gefroren. Die Hirne wurden bei —80°C gelagert, bis sie in die verschiedenen Hirngebiete

dissektiert und fiir die Immunoblotanalyse (siehe Kap. 2.5.1) verwendet wurden.

3.3 Ergebnisse

Chronischer Alkoholkonsum bewirkte einen leichten (7%) aber statistisch signifikanten
Anstieg des NR2B-Polypeptids im frontalen Cortex (P<0.05, Mann-Whitney U-Test). Es
ergab sich kein signifikanter Unterschied in der Menge des NR2B-Polypeptids zwischen
Langzeit-alkoholkonsumierenden und Langzeit-wassertrinkenden Ratten im Nucleus

accumbens, Striatum oder Hippocampus (Abb. 1).
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Abb. 1: Menge des NR2B-Polypeptids in verschiedenen Hirnregionen Langzeit-wassertrinkender Kontrollratten
(n=7) und langzeitig freiwillig Alkohol-konsumierender Ratten (n=5). Dargestellt sind Mittelwerte der
prozentualen NR2B-Expression bezogen auf die auf 100% gesetzte Wassergruppe + Standardfehler. FC =
frontaler Cortex, N.acc. = Nucleus accumbens, Str. = Striatum, Hippo. = Hippocampus. * p<0,05 vs.

Wassergruppe (Mann-Whitney U-Test).

3.4 Diskussion

Der Einfluss langfristigen freiwilligen Alkoholkonsums auf die Expression der NR2B-
Untereinheit in verschiedenen Vorderhirnregionen von Ratten wurde untersucht. Uber 19
Monate hatten die Ratten freien Zugang zu Wasser und Alkohol in drei verschiedenen
Konzentrationen. Sie konsumierten in dieser Zeit durchschnittlich 2 g reinen Alkohol pro kg
Korpergewicht und Tag. Der langfristige Alkoholkonsum fiihrte zu einem leichten, jedoch
statistisch signifikanten Anstieg des NR2B-Polypeptids im frontalen Cortex im Vergleich zur
Langzeit-wasserkonsumierenden Kontrollgruppe. Es wurden keine statistisch signifikanten
Unterschiede im Nucleus accumbens, Striatum oder Hippocampus gefunden.

Ein Anstieg der NR2B-Untereinheit nach ,,chronischer* (fiinf bis 12 Tage) Alkoholexposition
wurde in Zellkulturen cortikaler Neuronen von Miusen und Ratten gezeigt (Follesa & Ticku,
1996b; Chandler et al., 1999). Dagegen fiihrte in einer Studie von Narita et al. (2000)

fiinftagiger forcierter Alkoholkonsum bei Miusen zwar zu einem deutlichen Anstieg der
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NR2B-Untereinheit im limbischen Vorderhirn (mit Nucleus accumbens und olfaktorischem
Tuberkel), jedoch nicht im cerebralen Cortex. Unterschiedliche Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit — verglichen mit anderen Studien, die den Einfluss chronischer Alkoholexposition auf
die Expression von mRNA oder Polypeptid fiir NR2B in verschiedenen Hirngebieten
untersuchten — konnten durch methodische Unterschiede bedingt sein, besonders beziiglich
der Alkoholbehandlung: Erstens konsumierten in der vorliegenden Studie die Ratten den
Alkohol freiwillig und zweitens nahmen sie tdglich eine geringere Alkoholmenge auf, dieses
jedoch iiber eine sehr lange Zeitspanne (nahezu ein gesamtes Rattenleben).

Es wurde bisher eine weitere Studie beschrieben, in der der Ansatz in dem hier verwendeten
Modell der langfristigen freiwilligen oralen Alkoholselbstverabreichung verfolgt wurde. In
dieser Studie wurde eine erhohte NR-Funktion beobachtet, gemessen an der NMDA-
evozierten Freisetzung von [H’]-Acetylcholin in Hirnschnitten des Striatums Langzeit-
alkoholerfahrener Martinsrieder Wistar-Ratten (Darstein et al., 1998). Da in der vorliegenden
Studie im Striatum kein Anstieg der NR2B-Expression gefunden wurde, erscheint die erhohte
NR-Funktion unabhiéngig von einer veridnderten NR2B-Untereinheit zu sein. Alternativ
konnten sich die unterschiedlichen Ergebnisse durch methodische Unterschiede zwischen den
Studien erkldren: Die Zeit des freiwilligen Alkoholkonsums betrug in der vorliegenden Studie
19 Monate, verglichen mit neun Monaten in der Arbeit von Darstein et al. (1998). Folglich
waren die Tiere hier auch 10 Monate ilter. Alterungsbedingte Verdnderungen der NR-
Funktion, wie eine verringerte Bindung von Agonisten und Antagonisten oder eine erniedrigte
elektrophysiologische Antwort nach Applikation von NMDA, wurden beschrieben
(Magnusson, 1998). Weiterhin wurden die Tiere bei Darstein et al. (1998) nach 24-stiindiger
Alkoholdeprivation dekapitiert, wihrend in der vorliegenden Arbeit der Alkohol nicht
entzogen wurde, um eine Beeinflussung der Ergebnisse durch Entzugsstress zu vermeiden.
Wihrend nicht auszuschlieBen ist, dass der Unterschied zwischen den beiden Studien durch

die fehlende Entzugserfahrung der Tiere in der vorliegenden Arbeit bedingt ist, ist es
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unwahrscheinlich, dass er eine Folge akuter Alkoholintoxikation darstellt, da auch hier zum
Zeitpunkt der Hirnentnahme keine messbare Blutalkoholkonzentration vorlag (Daten nicht
gezeigt). Weiterhin ist es sehr unwahrscheinlich, dass die Ergebnisse hier durch den Restraint,
der unmittelbar vor der Dekapitation durchgefiihrt wurde, konfundiert sind, da die 15-
miniitige Zeitspanne der Stressexposition zu kurz ist, um Veridnderungen auf der Proteinebene
zu bewirken. Unabhingig von den genannten Unterschieden zwischen den Studien konnte
durch die hier durchgefiihrte Untersuchung gezeigt werden, dass langfristiger freiwilliger
Alkoholkonsum zu neuronalen Adaptationen in Form einer selektiven Hochregulation des
NR2B im frontalen Cortex fiihrte.

Neuere Ergebnisse aus Forschungen am Menschen, in denen bildgebende Verfahren,
neuropsychologische Tests und weitere Techniken angewandt wurden, zeigten, dass
besonders die Neurone des Frontallappens vulnerabel fiir die akuten und chronischen
Wirkungen von Alkohol sind (sieche Ubersichtsartikel Lyvers, 2000). Zudem wurde in
Bindungsstudien mit Agonisten und Antagonisten verschiedener Glutamatrezeptoren auch in
post-mortem Gewebe chronischer Alkoholiker ein leichter, aber selektiver Anstieg der
Bindung am NMDA-Rezeptor im frontalen Cortex gezeigt (Freund & Anderson, 1996).

Es ist wahrscheinlich, dass die erhohte Expression der NR2B-Untereinheit im frontalen
Cortex, zumindest bei Nagern, eine zelluldre Adaptation an die anhaltende Unterdriickung der
NMDA-Rezeptorfunktion durch den Alkohol darstellt. Diese Annahme wird durch zwei
kiirzlich erschienene Studien unterstiitzt, die einen Anstieg sowohl der mRNA als auch des
Polypeptids des NR2B (nicht jedoch des NR2A) nach chronischer (fiinftidgiger) Exposition
cortikaler Neurone von Mdiusen mit den NMDA-Rezeptor Antagonisten AP5 bzw. CPP
nachwiesen (Follesa & Ticku, 1996a,b).

Zusammenfassend zeigte sich bei langfristig freiwillig Alkohol konsumierenden
Martinsrieder Wistar-Ratten, eventuell als direkte Folge einer Neuroadaptation an die

dauerhafte inhibitorische Wirkung des Alkohols auf den NR, eine leichte, selektive
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Hochregulation des NR2B im frontalen Cortex. Dies macht deutlich, dass die Tiere im 4-
Flaschenmodell der freiwilligen oralen Alkoholselbstverabreichung ausreichende Mengen
konsumierten, um eine nachweisbare neuroadaptive Anpassung an den Langzeit-Einfluss von
Alkohol auf das zentrale Nervensystem zu entwickeln. Da die neuroadaptive Hochregulation
des NR2B eine mogliche Ursache der Entwicklung von Entzugssymptomen sowie der hohen
Riickfallwahrscheinlichkeit nach Absetzen des Alkohols ist, weisen die Ergebnisse der
vorliegenden Studie zudem darauf hin, dass der NR2B ein moglicher Ansatzpunkt einer

wirkungsvollen Behandlung von Alkoholikern sein konnte.

4. Angst und Alkoholkonsum

4.1 Einleitung

Schon vor iiber 2000 Jahren empfahl Hippokrates als Mittel gegen Angstlichkeit eine
Mischung aus Wein und Wasser (zitiert nach Baving & Olbrich, 1996). Der deutsche
Neurologe Westphal, der als erster das Krankheitsbild der Agoraphobie (die Furcht, sich auf
offentlichen Pldtzen aufzuhalten) beschrieb, nannte in seiner Arbeit von 1871 drei Mittel,
diese Phobie zu lindern: einen vertrauten Begleiter, einen Gehstock und den Konsum von
Alkohol (zitiert nach Wilson, 1988 und Baving & Olbrich, 1996). Seither wurde durch
zahlreiche epidemiologische und klinische Studien eine Comorbiditit zwischen
Angsterkrankungen und Alkoholkonsum belegt (siehe Ubersichtsartikel Weissmann, 1988;
Kushner et al., 1990; George et al., 1990; Schuckit & Hesselbrock, 1994; Baving & Olbrich,
1996; Kushner et al., 2000). Typischerweise wurde die Pridvalenz von Angststorungen bei
Patienten, die aufgrund von Alkoholproblemen in Behandlung waren, bzw. das Auftreten von
Alkoholmissbrauch bei Patienten, die wegen Angststorungen behandelt wurden, untersucht.
So wurden bei 16% bis 25% der Patienten mit Angststorungen Alkoholprobleme
diagnostiziert (Winokur & Holemon, 1963; Woodruff et al., 1972). Bei Patienten, die wegen

Alkoholproblemen behandelt wurden, wiesen 23% bis 70% (Weiss & Rosenberg, 1985;
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Mullaney & Trippett, 1979) Angststorungen auf. In beiden Gruppen von Patienten scheint ein
Zusammenhang v.a. zwischen Agoraphobie sowie sozialer Phobie und Alkoholproblemen zu
bestehen. So traten in beiden Patientengruppen Agoraphobie und Alkoholprobleme etwa
doppelt so hédufig zusammen auf, als nach der Prdvalenz in der Gesamtbevolkerung zu
erwarten wire (Kushner et al., 1990). Wihrend aus der Gruppe der Patienten mit
Angststorungen diejenigen, die an einer sozialen Phobie litten, etwa doppelt so oft
Alkoholprobleme hatten als Individuen der Gesamtbevolkerung, wurde in der Gruppe der
Alkoholpatienten sogar etwa neunmal héufiger ein Auftreten einer sozialen Phobie
diagnostiziert, als es der Privalenzrate in der Gesamtbevolkerung entspricht (Kushner et al.,
1990). Hinweise zur Kliarung der Frage, ob eine kausale Beziehung zwischen
Alkoholmissbrauch und Angststorungen vorliegt, kann die Untersuchung der zeitlichen
Abfolge deren Auftretens geben. Die Ergebnisse fritherer Studien wurden bei Kushner et al.
(1990) zusammengefasst. Dabei ergab sich sowohl innerhalb als auch zwischen den
verschiedenen Arten der Angsterkrankungen eine ziemliche Variationsbreite im Zeitpunkt des
Auftretens der beiden Storungen bei Patienten, die sowohl an Angst- als auch an
Alkoholproblemen litten. Allgemein lie sich jedoch sagen, dass v.a. soziale und Agoraphobie
dem Auftreten eines Alkoholproblems vorangingen, wéhrend die generalisierte Angststorung
diesem zeitlich folgte. Fiir Panikstorungen ergab sich kein klarer Trend der zeitlichen
Aufeinanderfolge von Angst- und Alkoholproblemen (Kushner et al., 1990). Zwei Varianten
der Atiologie der Comorbiditit von Angst- und Alkoholstérungen wurden hauptsichlich
diskutiert: (1) das Vorhandensein einer Angststorung begiinstigt sekundér das Auftreten der
Alkoholprobleme und (2) Alkoholmissbrauch zieht die Entstehung von Angststorungen nach
sich. Die erste Annahme geht davon aus, dass Alkohol in einer Art Selbstmedikation
konsumiert wird, um Angstsymptome zu lindern (sieche unten). Dem zweiten
Erklarungsversuch liegt die Beobachtung zugrunde, dass chronischer Alkoholkonsum

Anpassungsprozesse im Zentralnervensystem (v.a. in glutamatergen, GABAergen und
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noradrenergen Neuronen) induziert, die insbesondere im Alkoholentzug Angststorungen
auslosen (siehe Ubersichtsartikel Adinoff e al., 1988; Emmett-Oglesby et al., 1990). Diese
beiden Erkldarungsansitze zusammenfiigend, schlagen Kushner er al. (2000) vor, dass eine
Interaktion anxiolytischer und anxiogener Alkoholeffekte zur Entstehung der Comorbiditit
von Angststorungen und Alkoholproblemen fiihrt. Danach wirkt Alkohol kurzfristig
anxiolytisch, wihrend er lidngerfristig zur Entstehung von Angstsymptomen beitrigt. Um
einer entzugsinduzierten Angstsymptomatik nach einer Phase missbriuchlichen
Alkoholkonsums vorzubeugen, bzw. um tatsdchlich auftretende Angstzustinde nach einer
Verringerung des Alkoholkonsums zu lindern, wird wieder Alkohol getrunken. Da das jedoch
wiederum langfristig die Alkoholprobleme verschlimmert, wird ein circulus vitiosus in Gang
gehalten (Kushner et al., 2000).

In der vorliegenden Studie sollte vorrangig die Hypothese gepriift werden, dass Alkohol
Angst reduziert, und dass diese angstreduzierende Wirkung zum Alkoholkonsum motiviert.
Diese Spannungs- oder Angstreduktionstheorie (7Tension Reduction-Hypothese) wurde
erstmals von Conger (1956) vorgestellt. Trotz einiger bestitigender Resultate aus klinischen
Studien (Lipscomb et al., 1980; Stockwell et al., 1982; Kalodner et al., 1989; Kushner et al.,
1994) ist die Validitit der Tension Reduction-Hypothese stark umstritten (Cappell & Herman,
1972; Young et al., 1990). Klinische Studien unterliegen manchen Einschrinkungen. So
bestehen hidufig grofe Stichprobenunterschiede in Parametern wie z.B. Alter, Geschlecht,
Motivation, soziales Umfeld, Dauer und Schweregrad der Erkrankung. Hiufig sind klinische
Studien retrospektiv, was die Interpretation der Ergebnissse oftmals schwierig macht. Zudem
konnen Studien mit Patienten bzw. Probanden von Erwartungshaltungen, wie z.B. der
Erwartung einer anxiolytischen Alkoholwirkung konfundiert sein (Young et al., 1990; Himle
et al., 1999). Manche dieser Einschrinkungen konnen durch tierexperimentelle Ansitze
umgangen werden. Es wurden einige Tierexperimente zur Tension Reduction-Hypothese

durchgefiihrt. In einer Studie von Spanagel et al. (1995) wurden Wistar-Ratten auf der
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Elevated Plusmaze in #ngstliche und weniger &ngstliche Tiere selektiert und der
Alkoholkonsum dieser Tiere im Heimkéfig gemessen. Es ergab sich eine positive Korrelation
zwischen der Angstlichkeit der Tiere und dem freiwilligem Alkoholkonsum. Dies weist auf
eine Assoziation zwischen Emotionalitdt und Alkoholeinnahmeverhalten hin. Diese Annahme
wird gestiitzt durch eine Studie von Moller ef al. (1997a), in der eine bilaterale Lésion der
zentralen Amygdala sowohl die experimentelle Angstlichkeit als auch den freiwilligen
Alkoholkonsum von Ratten verminderte. Eine weitere Moglichkeit zu untersuchen, ob
Unterschiede in der Emotionalitit Unterschiede im freiwilligen Alkoholkonsum zur Folge
haben, ist die Bestimmung des Alkoholselbstverabreichungsverhaltens von Tieren, die
selektiv auf Unterschiede in der angeborenen Angstlichkeit geziichtet wurden. Bis vor kurzem
war bei Nagern nur eine solche Zucht beschrieben: die Maudsley Reactive und Maudsley
Non-reactive Rattenlinien (Broadhurst, 1975). Diese Rattenlinien wurden selektiv auf
maximale Unterschiede in der Defidkation im Open Field-Paradigma geziichtet, ein Parameter,
der als Mal} der emotionalen Reaktivitit angesehen wird. Untersuchungen, in denen der
Alkoholkonsum zwischen den beiden Linien der Maudsley Ratten verglichen wurde,
erbrachten keine eindeutigen Ergebnisse. FEinige Studien zeigten einen erhohten
Alkoholkonsum der emotionaleren Maudsley Reactive Ratten (Brewster, 1969; Satinder,
1972; Drewek & Broadhurst, 1979; Adams et al., 1991), andere Studien erbrachten das
Gegenteil (Brewster, 1968; Overstreet et al., 1993; Viglinskaya et al., 1995).

In jlingerer Zeit wurden zwei Rattenlinien beschrieben, die selektiv auf maximale
Unterschiede im Angst-bezogenen Verhalten auf der Elevated Plusmaze geziichtet wurden:
die HAB- (high anxiety-related behaviour) mit hoher, sowie die LAB- (low anxiety-related
behaviour) mit niedriger Angstdisposition (Liebsch et al., 1998a,b). Der Unterschied in der
Emotionalitit ist stabil in beiden Geschlechtern und wurde in weiteren Tests auf Angst-
bezogenes Verhalten bestétigt (Henniger, 1998; Henniger et al., 2000; Ohl et al., 2001). Die

HAB/LAB-Rattenlinien stellen daher eine wertvolle Moglichkeit dar, biologische Grundlagen
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der Emotionalitdt, sowie Wirkweisen anxiolytischer Substanzen zu untersuchen (Liebsch et
al., 1998a,b; Landgraf et al., 1999; siehe Ubersichtsartikel Landgraf & Wigger, 2002).

Um den Einfluss angeborener Unterschiede in der Angstlichkeit zu bestimmen, wurde der
freiwillige Alkoholkonsum von HAB/LAB-Ratten im 4-Flaschenmodell der oralen
Alkoholselbstverabreichung im Heimkifig untersucht. Gemill der oben beschriebenen
Annahme, dass eine entscheidende Motivation zum Alkoholkonsum die Selbst-Medikation
darstellt und der Alkohol aufgrund seiner anxiolytischen Wirkung eingenommen wird, wére
ein erhohter Alkoholkonsum der #ngstlicheren HAB- im Vergleich zu den weniger
dngstlichen LAB-Ratten zu erwarten.

Der umgekehrte Weg, den Zusammenhang zwischen Emotionalitit und Alkoholkonsum zu
untersuchen, ist die Bestimmung des Angst-bezogenen Verhaltens von Tieren, die sich
deutlich in ihrem Alkoholeinnahmeverhalten unterscheiden. Zwei Mausstimme, die sich
erheblich in der Menge freiwillig konsumierten Alkoholkonsums unterscheiden, stellen die
alkoholpriferierenden B6- und die den Alkohol eher meidenden D2-Miuse dar (McClearn &
Rodgers, 1959; Fuller, 1964; Schneider et al., 1973; Belknap et al., 1993; siehe
Ubersichtsartikel Phillips & Crabbe, 1991). Die Emotionalitit dieser beiden Mausstamme
wurde in der Dark/Light-Box untersucht. Ahnlich der Elevated Plusmaze stellt die
Dark/Light-Box ein Testparadigma unkonditionierter Angstlichkeit dar, in dem Tiere in eine
Konfliktsituation zwischen Explorationsverhalten und der Aversion gegen exponierte Fldchen
gebracht werden (Crawley & Goodwin, 1980; Crawley, 1981). Als interne pharmakologische
Validierung wurden neben den unbehandelt getesteten Tieren jeweils zwei Gruppen
mitgefiihrt, die mit Vehikel bzw. dem anxiolytisch wirkenden Corticotropin Releasing
Hormon Rezeptorsubtyp 1 (CRHR1)-Antagonisten R121919 (Keck et al., 2001) behandelt
wurden.

Gemil der Tension Reduction-Hypothese wire, verglichen mit den alkoholmeidenden D2-

Miusen, eine erhohte Angstlichkeit der alkoholpriferierenden B6-Tiere zu erwarten.
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Verschiedene Griinde wurden fiir den deutlichen Unterschied im Alkoholkonsumverhalten
von B6- und D2-Miusen diskutiert, u.a. eine dopaminerge Unterfunktion in Neuronen des
Belohnungssystems der B6-Miuse, die auf eine verringerte Belohnungswirkung des Alkohols
hinweist (Ng et al., 1994; George et al., 1995; Brodie & Appel, 2000), und eine
Geschmacksaversion gegeniiber Alkohol bei D2-Méusen (Grahame & Cunningham, 1997).
Als ein weiterer moglicher Grund wurde in der vorliegenden Arbeit der Alkoholmetabolismus

zwischen den Tieren beider Stimme verglichen.

Alkoholdeprivation fiihrt bei alkoholabhingigen Patienten zu einem negativ-affektiven
Zustand. Dieser ist gekennzeichnet durch Dysphorie und das Erleben von Angstsymptomen
(Linnoila, 1989; Koob, 1996). Klinische Studien zeigen, dass entzugsinduzierte
Angstsymptome und Angsterkrankungen die Therapieprognosen von Alkoholikern
verschlechtern und einen Riickfall auslosen konnen (George et al., 1990; LaBounty et al.,
1992; Tomasson & Vaglum, 1996). Erhohtes Angst-bezogenes Verhalten nach
Alkoholdeprivation wurde wiederholt auch im Tiermodell gezeigt (File et al., 1989; Baldwin
et al., 1991; Rassnick et al., 1993; siehe auch Becker, 2000 beziiglich eines Ubersichtsartikels
tiber Tiermodelle des Alkoholentzugs). Noch vier Wochen nach dem Entzug des Alkohols
verhielten sich minnliche Sprague-Dawley Ratten, die zuvor iiber eine Fliissigdidt forciert
Alkohol konsumierten, im Vergleich zur Kontrollgruppe &ngstlicher auf der Elevated
Plusmaze (Rasmussen et al., 2001). Auch im in der vorliegenden Arbeit verwendeten 4-
Flaschenmodell der freiwilligen Alkoholaufnahme bei Ratten fiihrte Alkoholdeprivation zu
einer erhdhten Angstlichkeit auf der Elevated Plusmaze. Dieser Effekt war bei Tieren mit
wiederholter Deprivationserfahrung gegeniiber Ratten, denen der Alkohol zum ersten Mal
entzogen wurde, noch erhoht (Holter et al., 1998).

Unklar ist, ob das riickfallartige Trinken wéhrend des Alkoholdeprivationseffekts (ADE)

durch eine alkoholdeprivationsinduzierte Angstlichkeit bedingt bzw. beeinflusst wird. Ratten,
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die in einem operanten Diskriminationsparadigma trainiert wurden, die anxiogene Substanz
Pentylentetrazol (PTZ) von Saline zu unterscheiden, driickten nach Alkoholentzug den mit
der Gabe von PTZ assoziierten Hebel. Die Tiere verhielten sich somit nach Alkoholentzug
wie nach der Gabe der angstauslosenden Substanz PTZ. Dies weist darauf hin, dass der
Alkoholentzug angststeigernd wirkte. Das Hebeldruckverhalten auf den mit PTZ assoziierten
Hebel konnte durch Applikation von Alkohol oder des Anxiolytikums Diazepam unterbunden
werden (Lal et al., 1988). Dies zeigt, dass Alkohol wihrend des Alkoholentzugs bei Ratten
eine anxiolytische Wirkung besitzt. Alkohol konnte daher in einer Art Selbstmedikation
konsumiert werden, um entzugsinduzierte Angstlichkeit zu 16sen und dies konnte zur
Entstehung des ADE beitragen. Angstlichere Individuen miissten demnach stirker von einer
anxiolytischen Wirkung profitieren als weniger dngstliche. Bei weiblichen HAB/LAB-Ratten
hatte die akute Gabe von Alkohol nur bei den dngstlicheren HAB, nicht jedoch bei den LAB-
Ratten eine Verringerung Angst-bezogenen Verhaltens zur Folge (Henniger, 1998; Henniger
et al., 2002). Zudem wurde beschrieben, dass aus einer heterogenen Gruppe von Wistar-
Ratten nur diejenigen eine durch Alkohol induzierte konditionierte Platzpriferenz zeigten, die
zuvor auf der Elevated Plusmaze als ,angstlich® charakterisiert wurden, wihrend ,normale*
und ,wenig dngstliche® Tiere diese Platzpriferenz nicht zeigten (Blatt & Takahashi, 1999).
Dies weist darauf hin, dass dngstliche Individuen sensitiver fiir die belohnende Wirkung von
Alkohol sind. Auch dies lieBe sich durch eine stirkere anxiolytische Alkoholwirkung bei
angstlicheren Individuen erkldren.

Der Einfluss unterschiedlicher basaler Angstlichkeit auf den ADE wurde bei HAB/LAB-
Ratten bestimmt. Sofern das Erfahren einer anxiolytischen Alkoholwirkung eine
entscheidende Motivation fiir den erhohten Alkoholkonsum wihrend des ADE darstellt, wire
eventuell ein hoherer ADE bei den dngstlicheren HAB-Ratten zu erwarten. In einem weiteren
Experiment wurde der Einfluss des anxiolytisch wirkenden Benzodiazepins Diazepam auf den

ADE von Langzeit-alkoholerfahrenen Wistar-Ratten untersucht. Hier wiirde man, wenn obige

40



Gedankenginge zutrifen, einen erniedrigten ADE bei den Diazepam-behandelten Ratten
erwarten. Um mogliche unspezifische Effekte des Diazepam zu ermitteln, wurde zusétzlich
der basale Alkoholkonsum von nicht-deprivierten Langzeit-alkoholerfahrenen Wistar-Ratten

nach Gabe von Diazepam ermittelt.

4.2 Versuchsdurchfiihrung

Der freiwillige Alkoholkonsum von HAB/LAB-Ratten (n=8 pro Linie) wurde im 4-
Flaschenmodell (siehe Kapitel 2.3.1) untersucht. Zu Beginn der Experimente waren die Tiere
12 Wochen alt und wogen 300-400 g. Die Bestimmung des initialen Alkoholkonsums erfolgte
durch tdgliche Messungen an den ersten 11 Tagen nachdem den Tieren Zugang zu Wasser
und Alkohol gewéhrt wurde. Danach wurde den Tieren der Alkohol fiir zwei Wochen
entzogen. Nach Riickgabe der Flaschen wurde fiir weitere drei Tage gemessen, um das

Auftreten eines ADE zu untersuchen.

Die basale Angstlichkeit von D2- und B6-Miusen, sowie der Einfluss des CRHRI1-
Antagonisten R121919 auf die basale Angstlichkeit wurde in der Dark/Light-Box (siche
Kapitel 2.2.3) untersucht. Die B6- und D2-Maiuse (13 Wochen; 20-28 g) wurden in jeweils
drei Gruppen eingeteilt (n=8-10 pro Gruppe). Eine Gruppe wurde unbehandelt getestet, das
Verhalten der anderen beiden Gruppen wurde 30 Minuten nach Gabe von Wasser bzw.
R121919 (1 mg/kg; i.g.) untersucht. Daraufhin wurde den Tieren wie in Kapitel 2.3.3
beschrieben drei Wasserflaschen gegeben, die nach einer Woche durch eine Wasser und zwei
Alkoholflaschen (5% und 10%) ersetzt wurden. Fiir die Bestimmung des initialen
Alkoholkonsums wurden tidglich die Flaschen gewogen und Alkoholkonsum und -priferenz
bestimmt.

Der Alkoholmetabolismus wurde bei je sechs Alkohol-naiven D2- und B6-Miusen (18

Wochen; 24-32 g) untersucht. Um eine durch unterschiedliche Magenfiille bedingte Varianz
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der Alkoholabsorption zu vermeiden, wurde das Futter von 12 bis 19 Uhr aus den Kéfigen der
Tiere entfernt. An dieses Procedere wurden die Miuse iiber fiinf Tage hinweg habituiert. Am
fiinften Tag ab 19 Uhr, dem Beginn der Aktivitdtsphase der Tiere, wurde diesen iiber eine
Schlundsonde 30%-iger Alkohol entsprechend einer Menge von 4 g reinem Alkohol pro kg
Korpergewicht appliziert. Jeweils 15, 30, 60, 180 und 360 Minuten nach der Alkoholgabe
wurde aus der Schwanzspitze eine geringe Menge Blut entnommen. Das Blut wurde in
EDTA-beschichteten Rohrchen gesammelt und bis zur Bestimmung der Blutalkoholwerte

(siehe Kap. 2.5.3) bei -20 °C aufbewahrt.

Der Einfluss von Diazepam auf den freiwilligen Alkoholkonsum wurde an Wistar-Ratten
untersucht, die zum Zeitpunkt der Experimente mindestens fiinf Monate Alkoholerfahrung im
4-Flaschenmodell der oralen Alkoholselbstverabreichung hatten. Nachdem einer Gruppe von
Ratten (6 Monate; 410-475 g) die Alkoholflaschen fiir zwei Wochen entzogen worden waren,
wurden diese in drei Subgruppen eingeteilt (n=8 pro Subgruppe). Diese wurden 30 Minuten
nach einer akuten Injektion von Diazepam (0, 1 und 2 mg/kg) auf der Elevated Plusmaze
(siehe Kapitel 2.2.2) getestet.

Einer weiteren Gruppe von Ratten (6 Monate; 435-525 g) wurde der Alkohol fiir zwei
Wochen entzogen und der Einfluss wiederholter Diazepam-Applikation auf das Auftreten
eines ADE untersucht. Dabei wurden drei Subgruppen gebildet (0, 1 und 2 mg/kg; n=9-10
pro Subgruppe). Die Diazepam-Gabe erfolgte viermal mit einem Intervall von 12 Stunden; die
erste Injektion erfolgte um 6 Uhr, 30 Minuten vor Riickgabe der Alkoholflaschen.

In einer dritten Gruppe von Ratten (12 Monate; 480-610 g; n=22) wurde der Einfluss einer
akuten Diazepam-Injektion auf das Hebeldruckverhalten im in Kapitel 2.3.2 beschriebenen
Modell der operanten Alkoholselbstverabreichung untersucht. Uber vier Wochen hinweg
bekam jede Ratte jeweils 30 Minuten vor ihrer wochentlichen operanten Sitzung in einem

balancierten Design 0, 0,5, 1 und 2 mg/kg Diazepam appliziert.
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Der FEinfluss wiederholter Diazepam-Behandlung auf den basalen, nicht deprivierten
Alkoholkonsum im Heimkifig wurde in einer vierten Gruppe (7 Monate; 420-510 g)
untersucht. Dabei wurden zwei Subgruppen gebildet (je n=8). Einer Subgruppe wurde viermal
Vehikel, der zweiten Subgruppe viermal Diazepam (2 mg/kg) injiziert. Der Abstand der

Applikationen betrug jeweils 12 Stunden; injiziert wurde um 6 Uhr und 18 Uhr.

4.3 Ergebnisse

4.3.1 Basaler Alkoholkonsum

4.3.1.1 HAB/LAB-Ratten
Initialer Alkoholkonsum
Der initiale freiwillige Alkoholkonsum von minnlichen HAB/LAB-Ratten ist in Abb. 2
dargestellt. LAB-Tiere konsumierten im Vergleich zu HAB-Ratten tendenziell mehr Alkohol.
Eine Zweifaktoren-ANOVA (Linie x Tage) erbrachte jedoch weder im Alkoholkonsum noch

in der Alkoholpriferenz einen signifikanten Unterschied im Faktor Linie.
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Abb. 2: Initialer Alkoholkonsum und Alkoholpriferenz von HAB/LAB-Ratten. Dargestellt sind Mittelwerte +
Standardfehler. HAB = high anxiety-related behaviour (hohe Angstdisposition), LAB = low anxiety-related
behaviour (niedrige Angstdisposition). n=8 pro Gruppe. Die beiden Linien unterschieden sich weder im

Alkoholkonsum noch in der Alkoholpriferenz signifikant voneinander (ANOVA).

4.3.1.2 B6/D2-Mdiuse
Angst-bezogenes Verhalten in der Dark/Light-Box
Die basale Emotionalitit von B6- und D2-Miusen in der Dark/Light-Box, sowie der Einfluss

von R121919 auf Angst-bezogenes Verhalten sind in Abb. 3 dargestellt. Die unbehandelten
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D2-Miuse zeigten im Vergleich zu den unbehandelten B6-Tieren ein signifikant hoheres
Angst-bezogenes Verhalten: sie betraten das helle Kompartiment seltener (t;4=7,3; p<0,001)
und verbrachten weniger Zeit darin (t;4=3,9; p<0,01); zudem war die Latenz bis zum ersten
Eintritt in das helle Kompartiment deutlich ldnger (t,4=3,8; p<0,01). D2- zeigten im Vergleich
zu B6-Miusen eine signifikant niedrigere lokomotorische Aktivitit, gemessen an der Anzahl
der Eintritte in das dunkle Kompartiment (t;4=2,6; p<0,05). In einem separat durchgefiihrten
Test auf lokomotorische Unterschiede im Open Field-Paradigma unterschieden sich B6- und
D2-Mause jedoch nicht signifikant voneinander (Daten nicht gezeigt).

Fiir beide Stimme getrennt wurde mittels Einfaktoren-ANOVA (Faktor Behandlung) der
Einfluss der Gabe von R121919 bzw. Vehikel auf das Verhalten in der Dark/Light-Box
untersucht. In keinem der gemessenen Parameter gab es Unterschiede zwischen den drei
Behandlungsgruppen der B6-Méiuse. Dagegen wurden bei den D2-Tieren signifikante
Unterschiede deutlich. Die Gruppen unterschieden sich in der Anzahl der Eintritte in das helle
Kompartiment (F,,;=4,5; p<0,05), der darin verbrachten Zeit (F,,,=4,52; p<0,05), sowie in
der Latenz bis zum ersten Eintritt in das helle Kompartiment (F,,,=3,7; p<0,05). Auch in der
Anzahl der Eintritte in das dunkle Kompartiment zeigten sich signifikante Unterschiede
(F2.21=4,0; p<0,05). Die Lokalisation der Unterschiede durch post hoc-Analyse zeigte, dass in
keinem der Parameter Unterschiede zwischen der unbehandelten und der Vehikelgruppe
auftraten. Jedoch zeigten die mit R121919 behandelten Tiere signifikant mehr Eintritte —
sowie eine kiirzere Latenz bis zum ersten FEintritt — in das helle Kompartiment und
verbrachten mehr Zeit darin als die basale und die Vehikelgruppe. Die R121919-behandelten
D2-Miuse hatten zudem eine hohere Anzahl der Eintritte in das dunkle Kompartiment als die

basale, nicht jedoch die Vehikelgruppe.

45



(&)
o
|

[ B6 Basal
I B6 Vehikel
I B6 R121919

N
o
1

w
o
|

D2 Basal
1 D2 Vehikel
D2 R121919

_|

Zeit im hellen
Kompartiment [%]

e
o
1

’l‘

50+

40

30 L
20- T
o = B

Eintritte in das helle
Kompartiment [%)]

**

[—

Latenz erster Eintritt
helles Kompartiment [s
Z
1
—

e
(&)}
|

—_
o
|

« L

-

[6)]
|

Eintritte in das dunkle
Kompartiment [#]

0
Abb. 3: Verhaltensparameter von C57BL/6JOlaHsd (B6) und DBA/20laHsd (D2) Méiusen in der Dark/Light-
Box, unbehandelt (Basal) bzw. 30 min nach intragastraler Gabe von Vehikel oder R121919 (1 mg/kg).

Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler. n=8-10 pro Gruppe. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 signifikant
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gegeniiber B6 Basal (Student’s t-Test); © p<0,05 signifikant gegeniiber D2 Basal und D2 Vehikel (Newman-

Keuls-Test); # p<0,05 signifikant gegeniiber D2 Basal (Newman-Keuls-Test).

Initialer Alkoholkonsum

Die ersten sieben Tage der Alkoholexposition der B6- und D2-Méuse ist in Abb. 4 dargestellt.
Eine Zweifaktoren-ANOVA (Stamm x Tage) brachte hochstsignifikante Unterschiede im
initialen Alkoholkonsum der zuvor im Dark/Light-Box Experiment unbehandelten
Basalgruppen hervor: Neben einem deutlich hoherem Alkoholkonsum (Faktor Stamm:
F1.14=69,2; p<0,0001) zeigten die B6-Tiere auch eine klar hohere Alkoholpriferenz (Faktor
Stamm: F, ;4=251,6; p<0,0001). Der Einfluss der Vehikel- bzw. R121919 Behandlung im
vorigen Dark/Light-Box Experiment wurde fiir beide Stimme einzeln durch Einfaktoren-
ANOVA (Faktor Behandlung) ermittelt. Sowohl im Alkoholkonsum, als auch in der
Alkoholpriferenz gab es in keinem der beiden Stimme signifikante Unterschiede zwischen

den Behandlungsgruppen.
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Abb. 4: Initialer Alkoholkonsum und Alkoholpriferenz von C57BL/6JOlaHsd (B6) und DBA/20laHsd (D2)
Maiusen. Die Tiere waren wihrend der vorherigen Untersuchung des Angst-bezogenen Verhaltens in der
Dark/Light-Box unbehandelt (Basal) bzw. bekamen eine intragastrale Applikation von Vehikel oder R121919 (1
mg/kg). Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler. n=8-10 pro Gruppe. Sowohl im Alkoholkonsum als auch
in der Alkoholpriferenz zeigte sich ein hochsignifikanter Unterschied zwischen den ,,Basal“-Gruppen beider
Staimme (p<0,0001); die Behandlung mit Vehikel bzw. R121919 im zuvor durchgefithrten Dark/Light-Box

Experiment hatte keinen Einfluss (ANOVA).

Alkoholmetabolismus
Die Blutalkoholkonzentrationen von B6- und D2-Méusen zu verschiedenen Zeitpunkten nach

intragastraler Alkoholappplikation wurden mittels Zweifaktoren-ANOVA (Stamm x
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Zeitpunkt) verglichen (Abb. 5). Die Blutalkoholwerte der D2-Méuse waren signifikant
niedriger als die der B6-Méuse (Faktor Stamm: F; 10=7,7; p<0,05). Die Interaktion der beiden
Faktoren Stamm und Zeitpunkt verfehlte knapp das Signifikanzniveau (F4 40=2,6; p=0,053).

350+
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Abb. 5: Blutalkoholkonzentrationen von C57BL/6JOlaHsd (B6) und DBA/20laHsd (D2) Miusen, zu
verschiedenen Zeitpunkten nach intragastraler Gabe von Alkohol (4 g/kg). Dargestellt sind Mittelwerte +
Standardfehler. n=6 pro Gruppe. Die Blutalkoholwerte der D2- waren signifikant niedriger als die der B6-Miuse

(p<0,05); die Interaktion der beiden Faktoren Stamm und Zeitpunkt verfehlte knapp das Signifikanzniveau

(p=0,053; ANOVA).

4.3.1.3 Wistar-Ratten

Einfluss von Diazepam auf das Angst-bezogene Verhalten auf der Elevated Plusmaze

Der Einfluss von Diazepam auf das Angst-bezogene Verhalten auf der Elevated Plusmaze ist
in Abb. 6 dargestellt. Das Experiment wurde mit acht Tieren pro Gruppe durchgefiihrt. Da
jedoch wihrend des Tests jeweils zwei Tiere aus der Vehikel- und der mit 1 mg/kg Diazepam
behandelten Gruppe sowie drei Tiere, die mit 2 mg/kg Diazepam behandelt wurden, von der
Elevated Plusmaze fielen, beziehen sich die folgenden Berechnungen auf Gruppengroflen von

5-6 Individuen. Eine FEinfaktoren-ANOVA (Faktor Behandlung) zeigte signifikante
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Unterschiede in den Parametern ,Prozent Zeit auf den offenen Armen‘ (F 16=4,8; p<0,05) und
,vollstandige Eintritte in die offenen Arme* (F; 6=7,2; p<0,01). Post hoc-Analysen ergaben,
dass beide mit Diazepam behandelten Gruppen im Vergleich zur Vehikelgruppe mehr Zeit auf
den offenen Armen verbrachten, bzw. mehr vollstindige FEintritte in die offenen Arme
zeigten. In den Parametern ,,Prozent Eintritte in die offenen Arme* sowie ,,Latenz bis zum
ersten Eintritt in einen offenen Arm* wurde die Signifikanzgrenze knapp verfehlt (F,16=3,2;
p=0,07, bzw. F,16=3,3; p=0,07). Die drei Gruppen unterschieden sich nicht in der

Lokomotion, gemessen an der Anzahl der Eintritte in die geschlossenen Arme.
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Abb. 6: Verhaltensparameter von Martinsrieder Wistar-Ratten auf der Elevated Plusmaze, 30 min nach
intraperitonealer Gabe von Vehikel oder Diazepam (1 bzw. 2 mg/kg). Dargestellt sind Mittelwerte +

Standardfehler. n=5-6 pro Gruppe. * p<0,05 signifikant gegeniiber der Vehikelgruppe (Newman-Keuls-Test).
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Einfluss von Diazepam auf den freiwilligen Alkoholkonsum
Die wiederholte Gabe von Diazepam (2 mg/kg) erbrachte im Vergleich zur
vehikelbehandelten Kontrollgruppe keine Unterschiede im Alkoholkonsum oder der

Alkoholpriferenz (Abb. 7).
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Abb. 7: Alkoholkonsum und Alkoholpriferenz Langzeit-alkoholerfahrener Martinsrieder Wistar-Ratten nach
wiederholter intraperitonealer Gabe von Vehikel bzw. Diazepam (2 mg/kg). Die Tiere bekamen vier
Behandlungen im Abstand von 12 Stunden (erste Injektion um 6 Uhr). Die Messpunkte, die 24 und 48 Stunden
nach der ersten Injektion erhoben wurden, sind hervorgehoben. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler.
n=8-10 pro Gruppe. Diazepam hatte keinen signifikanten Einfluss auf Alkoholkonsum und Alkoholpriferenz

(ANOVA).
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4.3.2 Riickfallartiger Alkoholkonsum

4.3.2.1 HAB/LAB-Ratten

ADE im Heimkdfig

Der Alkoholkonsum im Heimkifig drei Tage vor und drei Tage nach der 14-tdgigen
Alkoholdeprivation wurde mittels Dreifaktoren-ANOVA (Stamm x ADE x Tage) analysiert
(Abb. 8). Die Deprivation hatte signifikant erhohten Alkoholkonsum und erhohte
Alkoholpriferenz zur Folge (Faktor ADE: F;4=7,3; p<0,05 bzw. F;14=5,4; p<0,05).
Lokalisation der Unterschiede durch post hoc-Analyse zeigte, dass nur LAB, nicht aber HAB-
Ratten nach der Deprivation einen signifikant erhohten Alkoholkonsum sowie eine signifikant

erhohte Alkoholpriferenz aufwiesen als an den drei Tagen zuvor.
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Abb. 8: Alkoholkonsum und Alkoholpriferenz von HAB/LAB-Ratten drei Tage vor und drei Tage nach einer
14-tdgigen Alkoholdeprivationsphase (ADP). Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler. HAB = high

anxiety-related behaviour (hohe Angstdisposition), LAB = low anxiety-related behaviour (niedrige

000

Angstdisposition). n=8 pro Gruppe. °° p<0,01, p<0,001 im intraindividuellen Vergleich signifikant

gegeniiber allen drei Tagen vor der ADP (Newman-Keuls-Test).

4.3.2.2 Wistar-Ratten

Einfluss von Diazepam auf den ADE im Heimkdifig

Der Einfluss von Diazepam auf den ADE im 4-Flaschenmodell wurde mit einer Dreifaktoren-
ANOVA (Behandlung x ADE x Tage) analysiert (siche Abb. 9). Die Alkoholdeprivation
fiihrte zu einer signifikanten Erhohung des Alkoholkonsums (Faktor ADE: F»=38,1; p<
0,001) und der Alkoholpriferenz (Faktor ADE: F;=11,3; p<0,01). Durch wiederholte
Diazepam-Gabe wurde der Alkoholkonsum nach der Deprivation verringert (Interaktion
Behandlung x ADE: F;2=6,6; p<0,01). Eine post hoc-Analyse ergab, dass dieser Effekt
dosisabhingig war. In der Alkoholpriferenz ergab sich keine signifikante Interaktion

zwischen den Faktoren Behandlung und ADE.
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Abb. 9: Alkoholkonsum und Alkoholpriferenz Langzeit-alkoholerfahrener Martinsrieder Wistar-Ratten drei
Tage vor und drei Tage nach einer 14-tigigen Alkoholdeprivationsphase (ADP). Die Tiere bekamen vier
intraperitoneale Behandlungen mit Vehikel oder Diazepam (1 bzw. 2 mg/kg) im Abstand von 12 Stunden; die
erste Behandlung erfolgte um 6 Uhr, 30 min vor Riickgabe der Alkoholflaschen. Dargestellt sind Mittelwerte +
Standardfehler. n=9-10 pro Gruppe. ° p<0,05, °° p<0,01, °°° p<0,001 im intraindividuellen Vergleich signifikant

gegeniiber allen drei Tagen vor der ADP (Newman-Keuls-Test).

Einfluss von Diazepam auf den ADE unter operanten Bedingungen

Zweifaktoren-ANOVA (Behandlung x Intervalle) erbrachte weder in der ersten Stunde noch
in der gesamten 23-stiindigen operanten Sitzung signifikante Unterschiede im
Hebeldruckverhalten fiir Wasser bzw. Alkohol, d.h. es war kein Einfluss der

Diazepambehandlung auf den ADE nachzuweisen (Abb. 10). Dies spiegelt sich auch in dem
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Befund wider, dass sich die Behandlungsgruppen weder in Alkoholkonsum und -priferenz

noch in der Gesamthebeldruckaktivitit wihrend der operanten Sitzung unterschieden (Abb.

11).
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10: Hebeldruckverhalten von Langzeit-alkoholerfahrenen Martinsrieder Wistar-Ratten fiir den

Wasserhebel (Wasser) und den Alkoholhebel (EtOH) in operanten Boxen, 30 min nach einmaliger

intraperitonealer Behandlung mit Vehikel oder Diazepam (DZ; 0,5, 1 bzw. 2 mg/kg). Dargestellt sind

Mittelwerte + Standardfehler der akkumulierten Anzahl der Hebeldriicke in der ersten Stunde sowie wihrend der

gesamten 23 Stunden der Boxensitzung. n=22. Die Diazepam-Behandlung hatte weder wihrend der ersten

Stunde, noch wihrend der gesamten Boxensitzung einen signifikanten Einfluss auf das Hebeldruckverhalten fiir

Wasser bzw. Alkohol (ANOVA).
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Abb. 11: Alkoholkonsum, Alkoholpriferenz und Gesamthebeldruckaktivitdt von Langzeit-alkoholerfahrenen
Martinsrieder Wistar-Ratten in operanten Boxen, 30 min nach einmaliger intraperitonealer Behandlung mit
Vehikel oder Diazepam (DZ; 0,5, 1 bzw. 2 mg/kg). Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler iiber die
gesamte Dauer der 23-stiindigen Boxensitzung. n=22. Die Diazepam-Behandlung hatte keinen signifikanten

Einfluss auf Alkoholkonsum, Alkoholpriferenz und die Gesamtanzahl der Hebeldriicke (ANOVA).
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4.4 Diskussion

In klinischen wie tierexperimentellen Studien wurde ein Zusammenhang zwischen
Angststorungen bzw. Emotionalitit und Alkoholkonsum gezeigt. Verschiedene Vorschlige,
diesen Zusammenhang kausal zu erkldren, wurden diskutiert. So wurde von Conger (1956) in
der Tension Reduction-Hypothese postuliert, dass der Konsum von Alkohol Angst reduziert
und dieser anxiolytische Effekt zum Alkoholkonsum motiviert. Gemif3 dieser Hypothese
sollten @ngstlichere Individuen sensitiver fiir die anxiolytische Alkoholwirkung sein und
daher eine erhohte Pridisposition besitzen, Alkohol zu konsumieren. In der vorliegenden
Studie sollte diese Annahme iiberpriift werden.

Zunichst wurde der freiwillige Alkoholkonsum von HAB/LAB-Ratten untersucht. Diese
wurden iiber Generationen hinweg selektiv auf maximale Unterschiede im Angst-bezogenen
Verhalten auf der Elevated Plusmaze geziichtet. In weiteren Tests unkonditionierter
Emotionalitit wurde der stabile Unterschied im Angst-bezogenen Verhalten zwischen den
beiden Linien bestdtigt (Henniger, 1998; Henniger et al., 2000; Ohl et al., 2001). Entgegen
oben genannter Annahme zeigte sich im 4-Flaschenmodell freiwilligen Alkoholkonsums ein
Trend einer erhohten Alkoholaufnahme der weniger #dngstlichen LAB-Ratten. Der
Unterschied war jedoch weder beziiglich des Alkoholkonsums noch der Alkoholpriferenz
signifikant. Dadurch konnten die Ergebnisse einer fritheren Studie des freiwilligen
Alkoholkonsums bei minnlichen HAB/LAB-Ratten bestitigt werden (Henniger, 1998). In
dieser fritheren Studie wurde zusidtzlich zu Minnchen der freiwillige Alkoholkonsum
weiblicher HAB/LAB-Ratten untersucht. Initial konsumierten dort die weniger dngstlichen
LAB-Weibchen signifikant mehr Alkohol als die dngstlicheren HAB-Weibchen (Henniger,
1998; Henniger et al. 2002). Da die Miannchen beider Linien generell deutlich weniger
Alkohol konsumierten als die Weibchen, besteht die Moglichkeit, dass die fehlende
Signifikanz im Unterschied des Alkoholkonsums der Minnchen auf einen Bodeneffekt (floor

effect) zuriickzufiihren ist. Das Phédnomen, dass ménnliche Ratten weniger Alkohol
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konsumieren als weibliche wurde wiederholt in fritheren Studien gezeigt (Li & Lumeng,
1984; Adams et al., 1991; Adams, 1995; Almeida et al., 1998).

Das Ergebnis dieser Studie scheint im Widerspruch zu einer Arbeit von Spanagel et al. (1995)
zu stehen. Dort wurden aus einer ,,normalen®, heterogenen Gruppe von Wistar-Ratten
diejenigen Individuen, die am meisten und diejenigen, die am wenigsten Angst-bezogenes
Verhalten auf der Elevated Plusmaze zeigten, selektiert. Der Alkoholkonsum der
,angstlichen‘ Tiere wurde mit dem der ,nicht dngstlichen‘ Gruppe verglichen. Im Gegensatz
zu dieser Studie tranken dort die ,dngstlichen® Tiere signifikant mehr Alkohol als die ,nicht
angstlichen‘. Die gegensitzlichen Ergebnisse erklidren sich eventuell durch methodische
Unterschiede zwischen den Studien: Wihrend die Ratten in dieser Studie die Wahl zwischen
Wasser, 5%, 10% und 20%-igem Alkohol hatten, hatten die Tiere bei Spanagel et al. (1995)
Zugang zu Wasser und Alkohol in ansteigenden Konzentrationen (2% und 4%-iger Alkohol)
in einem 2-Flaschenparadigma. Das 4-Flaschenmodell besitzt gegeniiber demjenigen mit zwei
Flaschen verschiedene Vorteile. Die Auswahl von vier Losungen ermoglicht es den Tieren
individuell die jeweils bevorzugte Alkoholkonzentration zu konsumieren. Dies fiihrt i.d.R. zu
einem hoheren Alkoholkonsum. Weiterhin konnen die Tiere iiber die Zeit hinweg oder nach
Manipulationen ihre Priferenz zu hoheren Konzentrationen verschieben. Dies ermoglicht eine
vermehrte Einnahme von Alkohol bei unverinderter Menge konsumierter Gesamtfliissigkeit
(Spanagel & Holter, 1999). Es ist in diesem Zusammenhang wichtig festzustellen, dass im 2-
Flaschenmodell mit ansteigenden Alkoholkonzentrationen nur bei niedrigen Konzentrationen
eine positive Korrelation zwischen der Angstlichkeit auf der Elevated Plusmaze und dem
freiwilligen Alkoholkonsum gefunden wurde. In einer Nachfolgestudie korrelierte der
Konsum héherer Alkoholkonzentrationen (8% und 10%) nicht mehr mit der Angstlichkeit
(Spanagel, nicht publiziert). Es ist bekannt, dass Ratten niedrige Alkohollosungen (<6%)
gegeniiber hoherprozentigen Losungen vorziehen (Meisch & Lemaire, 1993). Auch in dieser

Studie hatten die Tiere Zugang zu einer niedrigen Alkoholkonzentration von 5%. Diese ist mit

58



der 4%-igen Konzentration in der Studie von Spanagel et al. (1995) vergleichbar. Sowohl
HAB- als auch LAB-Ratten priferierten die 5%-ige vor der 10% und 20%-igen LOsung.
Wihrend in der Studie von Spanagel et al. (1995) die ,dngstlichen® und ,nicht dngstlichen’
Tiere aus einer ,,normalen®, heterogenen Gruppe von Wistar-Ratten selektiert wurden, wurden
in dieser Studie zwei Rattenlinien verwendet, die iiber Jahre hinweg auf maximale
Unterschiede im Angst-bezogenen Verhalten geziichtet wurden. Infolgedessen stellt die hohe
bzw. niedrige Angstdisposition der HAB- und LAB-Ratten ein klar nachgewiesenes
angeborenes und weiter vererbbares Merkmal (trait) dar (siehe auch Wigger et al., 2001).
Durch die selektive Ziichtung konnte die angeborene Angstlichkeit der HAB-Ratten, im
Vergleich zu den in der Spanagel-Studie verwendeten Tieren, stirker ausgeprigt sein.
Moglicherweise sind freiwilliger Alkoholkonsum und angeborene Angstlichkeit iiber eine
umgekehrte U-Funktion miteinander verkniipft. In diesem Falle wiirde die hohe Angstlichkeit
der HAB-Ratten zu einem Vermeideverhalten gegeniiber den unbekannten Alkohollosungen
und damit, im Vergleich zu den Tieren der Spanagel-Studie, zu einem erniedrigten
Alkoholkonsum fiihren.

Die Bestimmung des Alkoholkonsums von Tieren, die sich in ihrer angeborenen
Angstlichkeit unterscheiden, stellt eine Moglichkeit der Untersuchung des Zusammenhangs
zwischen Emotionalitit und freiwilligem Alkoholkonsum dar. Ein weiterer Ansatz besteht
darin, umgekehrt das Angst-bezogene Verhalten von Tieren zu untersuchen, die sich deutlich
in ihrem Alkoholkonsumverhalten unterscheiden. Es wurden deshalb Emotionalitit und
freiwilliger Alkoholkonsum von B6- und D2-Méiusen untersucht. Frithere Untersuchungen
haben gezeigt, dass B6-Miuse freiwillig grole Mengen an Alkohol konsumieren, wéhrend
D2-Tiere diesen eher meiden (McClearn & Rodgers, 1959; Fuller, 1964; Schneider et al.,
1973; Belknap et al., 1993; siehe Ubersichtsartikel Phillips & Crabbe, 1991). Beziiglich des
Angst-bezogenen Verhaltens wurden in fritheren Studien auf der Elevated Plusmaze

inkonsistente Ergebnisse erzielt: Sowohl eine hohere als auch eine niedrigere Emotionalitit
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der D2- im Vergleich zu B6-Méausen wurde gezeigt (Rogers et al., 1999; Trullas & Skollnik,
1993). In der vorliegenden Studie explorierten unbehandelte D2-Miuse das helle
Kompartiment der Dark/Light-Box deutlich weniger, verhielten sich also dngstlicher als
unbehandelte B6-Tiere. Da die D2-Tiere hier jedoch auch eine niedrigere lokomotorische
Aktivitdt aufwiesen, kann nicht ginzlich ausgeschlossen werden, dass die geringere
Exploration des hellen Kompartiments auch teilweise durch eine niedrigere Gesamtaktivitit
der D2-Miuse bedingt war. In einem separat durchgefiihrten Test auf lokomotorische
Unterschiede im Open Field-Paradigma unterschieden sich B6- und D2-Miuse jedoch nicht
signifikant voneinander. Dies weist darauf hin, dass die in der Dark/Light-Box gefundenen
Unterschiede nicht durch generelle Aktivitdtsunterschiede zwischen den beiden Stimmen
bedingt waren.

Die Dark/Light-Box wurde als Testparadigma auf Unterschiede im Angst-bezogenen
Verhalten extensiv validiert. So wurde gezeigt, dass die Applikation von Anxiolytika die
Exploration des hellen Kompartiments signifikant erhohte (Crawley & Goodwin, 1980;
Crawley, 1981). Auch in der vorliegenden Studie fiihrte der anxiolytisch wirkende CRHR1-
Antagonist R121919 (Keck et al., 2001) zu einer Erniedrigung des Angst-bezogenen
Verhaltens bei D2-Méusen. Der fehlende Einfluss von R121919 auf das Verhalten der B6-
Tiere konnte auf einen Deckeneffekt (ceiling effect) zuriickzufiihren sein. Eine stidrkere
Auswirkung der Gabe von Anxiolytika bei dngstlicheren im Vergleich zu weniger dngstlichen
Tieren wurde wiederholt gezeigt (Liebsch et al., 1998a; Keck et al., 2001).

Im Einklang mit fritheren Studien unterschieden sich die Méuse der beiden Stimme erheblich
im initialen Alkoholkonsum. Wihrend D2-Miuse kaum Alkohol konsumierten, tranken B6-
Tiere tdglich im Durchschnitt ca. 8 g/kg. Die Tiere, die sich in der Dark/Light-Box weniger
dngstlich verhielten, konsumierten somit deutlich mehr Alkohol als diejenigen, die mehr
Angst-bezogenes Verhalten zeigten. Statistische Analysen, in denen die Individuen beider

Stamme zusammen einbezogen wurden, ergaben eine hohe (negative) Korrelation zwischen
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Parametern fiir Angstlichkeit und freiwilligem Alkoholkonsum. Wurden jedoch Angstlichkeit
und Alkoholkonsum der Individuen fiir die B6- und die D2-Miuse jeweils einzeln analysiert,
so ging diese Korrelation verloren (Daten nicht gezeigt). Dies deutet darauf hin, dass der
Zusammenhang zwischen Angstlichkeit und freiwilligem Alkoholkonsum mdoglicherweise
nicht wursdchlich ist. Verschiedene Griinde fiir den deutlichen Unterschied im
Alkoholkonsumverhalten von B6- und D2-Miusen wurden diskutiert (siehe Kap. 4.1). In der
vorliegenden Arbeit wurde als ein weiterer moglicher Erkldrungsansatz fiir das gegensitzliche
Alkoholselbstverabreichungsverhalten der Alkoholmetabolismus von B6- und D2-Méusen
untersucht. Dabei zeigte sich, dass die Blutalkoholwerte der D2-Tiere iiber die gesamte
Untersuchungsdauer von sechs Stunden nach intragastraler Alkoholapplikation niedriger als
bei B6-Miusen lagen. In Anbetracht der Blut-Hirnschrankengingigkeit von Alkohol ist also
davon auszugehen, dass nach dem Konsum einer bestimmten Menge Alkohol bei B6- mehr
davon in das Gehirn gelangte und dort pharmakologisch wirksam werden konnte als bei D2-
Maiusen. Wire der Kontrast im Alkoholkonsumverhalten der beiden Stimme durch
Unterschiede im Metabolismus bedingt, so wiirde man das Gegenteil dieses Befundes

erwarten, d.h. B6- sollten weniger Alkohol konsumieren als D2-Miuse.

Alkoholdeprivation fithrt bei alkoholabhidngigen Patienten zu einem negativ-affektiven
Zustand, gekennzeichnet durch Dysphorie und das Erleben von Angstsymptomen (Linnoila,
1989; Koob, 1996). Auch im Tiermodell wurde wiederholt erhohtes Angst-bezogenes
Verhalten nach Alkoholdeprivation gezeigt (File et al., 1989; Baldwin et al., 1991: Rassnick
et al., 1993).

Es sollte untersucht werden, ob das riickfallartige Trinken wihrend des ADE durch eine
alkoholdeprivationsinduzierte Angstlichkeit bedingt ist, bzw. beeinflusst wird.

Zunichst wurde der Einfluss unterschiedlicher basaler Angstlichkeit auf das Auftreten eines

ADE an HAB/LAB-Ratten untersucht. Den Tieren wurde nach dem initialen 11-tdgigen
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Alkoholkonsum der Alkohol fiir zwei Wochen entzogen. Wie weiter oben ausgefiihrt, wére
ein erhohter Alkoholkonsum nach Deprivation bei den &dngstlicheren und daher fiir eine
anxiolytische Alkoholwirkung sensitiveren HAB-Ratten moglich, sofern das Erfahren einer
anxiolytischen Alkoholwirkung eine treibende Motivation fiir den erhohten Alkoholkonsum
wihrend des ADE darstellt. Es wurde jedoch das gegenteilige Ergebnis erzielt: Ein
ausgepragter Alkoholdeprivationseffekt wurde bei den weniger dngstlichen LAB, nicht aber
bei HAB-Tieren gefunden. In einer fritheren Studie mit weiblichen HAB/LAB-Ratten wurde
eine anxiolytische Wirkung von Alkohol bei weiblichen HAB-Ratten auf der Elevated
Plusmaze gezeigt. Auch dort war ein ausgeprigter ADE jedoch nur bei LAB-Tieren
nachweisbar (Henniger et al., 2002).

Zumindest bei HAB/LAB-Ratten scheint also die anxiolytische Alkoholwirkung nicht zur
Entstehung des ADE beizutragen. Eine mogliche Erkldrung fiir den erhdhten Alkoholkonsum
der LAB- im Vergleich zu den HAB-Tieren nach der Deprivation ist, dass LAB-Ratten eine
aktivere Coping-Strategie besitzen, also mit neuen Situationen (in diesem Falle mit der
Wiederverfiigbarkeit der Alkoholflaschen) aktiver umgehen als HAB-Ratten. Ein aktiveres
Coping-Verhalten der LAB- gegeniiber den HAB-Tieren wurde im Forced Swim-Test gezeigt
(Liebsch et al., 1998b). Dieses Argument wird jedoch durch zwei Befunde entkréftet: Einmal
unterschieden sich die Ménnchen — trotz eines Trends zum erhohten Alkoholkonsum — im
Gegensatz zu den Weibchen (Henniger, 1998; Henniger ef al., 2002) nicht signifikant im
initialen Alkoholeinnahmeverhalten. Zum anderen wurde bei Weibchen gezeigt, dass sich die
beiden Linien nicht generell im Umgang mit neuen Fliissigkeiten zu unterscheiden scheinen,
da in einem 2-Flaschenmodell (0,01% w/v Saccharin-Losung gegen Wasser) HAB- und LAB-
Weibchen gleichermallen die Saccharinlosung priferierten (Henniger, 1998; Henniger et al.,
2002).

Da die 11-tagige Zeit der Alkoholverfiigbarkeit moglicherweise zu kurz war, um einen

robusten ADE in beiden Linien zu induzieren, wurde sieben Monate nach der ersten
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Deprivation, in denen die Tiere dauerhaft Zugang zu Alkohol hatten, der Alkohol ein zweites
mal entzogen. Dabei ergab sich weder bei HAB- noch bei LAB-Ratten ein signifikanter ADE
(Daten nicht gezeigt). Dies ist moglicherweise auf ein — im Vergleich zu Martinsrieder
Wistar-Ratten — niedrigeres basales Alkoholeinnahmeverhalten der HAB/LAB-Ratten
zuriickzufiihren. Deshalb wurde in einem weiteren Experiment der Einfluss des
Anxiolytikums Diazepam auf den ADE in Langzeit-alkoholerfahrenen Wistar-Ratten
untersucht. Zunichst wurde auf der Elevated Plusmaze nachgewiesen, dass die verwendete
Dosis bei diesen Tieren einen anxiolytischen Effekt hatte. Dies zeigte sich darin, dass die
Behandlung mit Diazepam zu einer vermehrten Exploration der offenen Arme fiihrte,
wihrend gleichzeitig die lokomotorische Aktivitit der Tiere unveridndert war. In den
operanten Boxen fiihrte keine der getesteten Dosen zu einer Veridnderung des
Hebeldruckverhaltens fiir Wasser oder Alkohol. Dies weist darauf hin, dass das riickfallartige
Trinken unter operanten Bedingungen nicht durch eine anxiolytische Wirkung des Alkohols
motiviert scheint. Im 4-Flaschenmodell der freiwilligen Alkoholselbstverabreichung im
Heimkifig jedoch reduzierte Diazepam dosisabhingig den ADE an den ersten zwei Tagen
nach Riickgabe der Alkoholflaschen. Tiere, deren Angstlichkeit also durch Gabe des
Anxiolytikums Diazepam pharmakologisch erniedrigt war, zeigten im Heimkifig ein
verringertes riickfallartiges Alkoholkonsumverhalten. Dies ldsst die Interpretation zu, dass
unter Heimkifigbedingungen die Linderung von entzugsinduzierter Angstlichkeit durch den
vermehrten Konsum von Alkohol einen Faktor darstellt, der zur Entstehung des ADE beitragt.
Der erniedrigte Alkoholkonsum wihrend des ADE nach Gabe von Diazepam lisst sich jedoch
eventuell auch alternativ erkldren. Invers zu ihrem verringerten Alkoholkonsum fraen die
mit Diazepam behandelten Ratten mehr Futter als die Tiere der Vehikelgruppe (Daten nicht
gezeigt). In frilheren Studien wurde gezeigt, dass Diazepam bei Ratten einen erhohten
Futterkonsum zur Folge haben kann (Naruse, 1994; Naruse & Ishii, 1995). Wurde aus dem

Futter- und Alkoholkonsum die relative Energieaufnahme der Tiere (in kJ/kg) berechnet, so
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ergab sich kein Unterschied zwischen den Behandlungsgruppen. Méglicherweise folgte der
verringerte Alkoholkonsum sekundir dem hoheren Futterkonsum durch das Bestreben der
Tiere, ihre kalorische Energieaufnahme konstant zu halten. Diese Alternativerkldrung eines
eventuell unspezifischen Einflusses von Diazepam auf den Alkohol- und Futterkonsum wurde
in einer Nachfolgestudie untersucht. Einer weiteren Gruppe von Langzeit-alkoholerfahrenen
Ratten, die nicht alkoholdepriviert wurden, wurde wiederholt Diazepam appliziert. Hier zeigte
die Gabe von Diazepam keinerlei Wirkung, weder auf den Alkohol- noch auf den
Futterkonsum. Dieses Ergebnis entkriftet den alternativen Erkldrungsansatz. Warum
Diazepam den ADE im Heimkéfig, nicht jedoch unter operanten Bedingungen verringerte,

kann momentan nicht erklart werden.

Fasst man die Befunde zu Angstlichkeit und freiwilligem Alkoholkonsum zusammen, so
findet sich bei minnlichen HAB/LAB-Ratten, die auf maximale Unterschiede im Angst-
bezogenen Verhalten auf der Elevated Plusmaze selektiert wurden, trotz eines Trends der
erhohten Alkoholselbstverabreichung der weniger dngstlichen LAB-Ratten kein signifikanter
Unterschied im freiwilligen initialen Alkoholkonsum. Ein signifikanter ADE nach
zweiwoOchigem Alkoholentzug zeigte sich bei LAB-, nicht aber bei HAB-Ratten. Die Gabe
von Diazepam fiihrte bei Langzeit-alkoholerfahrenen Wistar-Ratten zu einer dosisabhingigen
Reduktion des ADE im Heimkéfig, nicht aber unter operanten Bedingungen. Auf das basale,
nicht-depriverte Alkoholeinnahmeverhalten hatte Diazepam keinen Einfluss. Bei zwei
Mausstimmen, die sich deutlich in ihrem Alkoholkonsum unterscheiden, zeigte sich, dass die
Alkohol-priferierenden B6-Miuse in der Dark/Light-Box sich signifikant weniger dngstlich
verhielten als die D2-Tiere, die kaum freiwillig Alkohol zu sich nahmen. In einer Analyse der
Korrelation von Angstlichkeit und freiwilligem Alkoholkonsum der Individuen separat
jeweils innerhalb dieser beiden Stamme, wurde dieser Zusammenhang jedoch nicht mehr

gefunden.
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Die wahrscheinlichste Erkldarung fiir diese Befunde ist, dass — zumindest bei Nagern - die
Faktoren Angstlichkeit und freiwilliger Alkoholkonsum nicht in einem engen kausalen
Zusammenhang stehen. Sie werden deshalb nicht notwendigerweise coselektiert, wenn Tiere
selektiv auf Unterschiede in der Emotionalitit geziichtet werden. Dies scheint auch bei
Mausstimmen, die sich stark in ihrem Alkoholselbstverabreichungsverhalten unterscheiden,
oder bei Rattenlinien, die auf Unterschiede in der Alkoholpriferenz geziichtet wurden,
zuzutreffen. So wurde bei sardischen sP (sardinian alcohol-preferring) und bei Indianapolis P
(preferring) Alkohol-priferierenden gegeniiber nicht priferierenden sNP (sardinian non-
preferring) bzw. NP (non-preferring) Ratten eine erhohte Angstlichkeit gefunden (Colombo
et al., 1995; Richter et al., 2000; Stewart et al., 1993), wihrend finnische Alkohol-
priaferierende AA-Ratten (Alko, Alcohol) in verschiedenen Studien eine erhohte, erniedrigte
oder unverdnderte Emotionalitdit im Vergleich zu nicht-priferierenden ANA- (Alko,
Nonalcohol) Ratten aufwiesen (Fahlke et al., 1993; Moller et al., 1997b; Tuominen et al.,
1990). Diese Interpretation wird gestiitzt durch eine Studie von Overstreet et al. (1997). Dort
wurde eine Faktorenanalyse iiber 18 Verhaltensparameter von neun Paaren Alkohol-
priferierender und nicht-préiferierender Rattenlinien durchgefiihrt. Wihrend zwei Parameter
Angst-bezogenen Verhaltens, ndmlich Ultraschallvokalisation sowie Defikation im Open
Field-Paradigma, in negativer Beziehung zum Faktor ,Alkoholkonsum*‘ standen, gab es
keinen Zusammenhang zwischen diesem Faktor und Parametern, die auf der Elevated
Plusmaze Angstlichkeit reflektieren. Dies wurde bestitigt durch eine Studie von Viglinskaya
et al. (1995), die auch keinen Nachweis einer konsistenten Beziehung zwischen

Verhaltensweisen auf der Elevated Plusmaze und dem freiwilligen Alkoholkonsum fand.

Die Ansicht, dass eine erhthte Angstlichkeit zu einem Anstieg des Alkoholkonsumverhaltens
fiihrt, ist weit verbreitet, jedoch auch stark umstritten (siehe z.B. Ubersichtsartikel Cappel &

Herman, 1972). Tiermodelle konnen helfen, den vermeintlichen Zusammenhang zwischen
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Angstlichkeit und freiwilligem Alkoholkonsum genauer zu beleuchten. In der vorliegenden
Arbeit wurde die Assoziation unkonditionierter Angstlichkeit und Alkoholeinnahmeverhalten
von Ratten und Miusen in verschiedenen Experimenten untersucht. Dabei zeigte sich kein
klarer Zusammenhang zwischen diesen beiden Parametern.

Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass bei einzelnen Individuen ein kausaler
Zusammenhang zwischen der Hohe des Angstniveaus und der Menge konsumierten Alkohols
besteht, bzw. dass eine andere Ausprigung der Emotionalitit als die hier gemessene, z.B.
erlernte (im Gegensatz zu angeborener) Angstlichkeit zu einem erhdhten Alkoholkonsum
fiihrt. Die hier erzielten Ergebnisse — zusammengenommen mit den Resultaten weiterer
Studien — weisen die Tension Reduction-Hypothese in ihrer generellen Aussagekraft jedoch

zuriick.

5. Stress und Alkoholkonsum

5.1 Einleitung

Wie in der Einleitung des vorigen Kapitels beschrieben, wurde schon in der Antike durch
Hippokrates der Konsum von Alkohol als Mittel gegen Angstlichkeit empfohlen. Noch iltere
Quellen belegen die Erkenntnis eines stresslindernden Effekts von Alkohol, z.B. im
Zusammenhang mit Leid. So schrieb der griechische Lyriker Alcaeus von Mytilene vor {iber
2500 Jahren: ,,Wir diirfen nicht unseren Geist der Gram beugen, ... die beste Abwehr ist
geniigend Wein zu mischen und diesen zu trinken®. Ahnlich schrieb Shakespeare in seinem
Stiick ,,Julius Caesar* iiber die stresslindernden Eigenschaften des Alkohols: ,,Sprich nicht
mehr von ihr. Gib mir einen Becher Wein. Darin will ich alle Lieblosigkeit begraben...*
(beide Zitate nach Sayette, 1999). In den 1940-er Jahren zeigten Masserman & Yum (1946)
auf tierexperimenteller Ebene, dass konfliktinduzierter Stress bei Katzen durch die Gabe von
Alkohol reduziert wurde. 1956 wurde von Conger der Einfluss von Alkohol auf das Verhalten

von Ratten in einem Anndherungs-/Vermeidungskonflikt (approach-avoidance conflict)
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gegeniiber einer Futterbelohnung bzw. einem elektrischen FuBBschock untersucht. Es zeigte
sich, dass die Gabe von Alkohol das Verhiltnis zwischen Anndherung und Vermeidung in
Richtung der Annidherung verschob. Die Interpretation dieser Experimente war, dass Alkohol
das durch Furcht bzw. Angstlichkeit motivierte Vermeideverhalten der Tiere reduzierte. Es
wurde daraufhin vorgeschlagen, dass einerseits diese anxiolytische Alkoholwirkung,
andererseits ein positiver Alkoholeffekt auf die Verringerung konfliktinduzierter Anspannung
(tension) zum Konsum von Alkohol motivieren konnte. Nach dieser als Tension Reduction-
Hypothese bekannt gewordenen Theorie wird also Alkohol konsumiert um Angst zu 16sen,
bzw. eine Anspannung oder Stress zu lindern. Seither wurden zahlreiche klinische und
human- bzw. tierexperimentelle Studien sowohl zum Zusammenhang Angst und
Alkoholkonsum (siehe voriges Kapitel) als auch zur Assoziation von Stress und
Alkoholkonsum durchgefiihrt (siehe Ubersichtsartikel Piazza & le Moal, 1998: Pohorecky,
1990, 1991; Sinha, 2001). Stress ist in diesem Zusammenhang definiert als ein die Perzeption,
Interpretation, Antwort und Adaptation beinhaltender Prozess, ausgelost durch ein Ereignis,
das als schédlich oder bedrohlich bewertet wird (Lazarus & Folkman, 1984).

Tiermodelle eines Stress-induzierten Anstiegs des freiwilligen Drogen- bzw. Alkoholkonsums
sind ein wertvolles Mittel, um (neuro-)biologische Grundlagen der Interaktion von Stress und
Drogen-/Alkoholkonsum zu studieren, sowie Moglichkeiten der pharmakologischen
Intervention in der klinischen Situation zu untersuchen. Die bisherige tierexperimentelle
Forschung zum Zusammenhang zwischen Stress und Drogenkonsum fokussierte sich
hauptsédchlich auf Opiate und Psychostimulantien (siehe Piazza & Le Moal, 1998). Es werden
drei Phasen des Drogeneinnahmeverhaltens unterschieden: die Initiation, die
Aufrechterhaltung (maintenance), d.h. das Konsumverhalten iiber lingere Zeit bei freiem
Zugang zur Droge wihrend der Testsituation, und die Wiederaufnahme des
Drogensuchverhaltens (reinstatement) bzw. des Drogenkonsums nach Entzug und einer Zeit

der Drogenfreiheit. Sowohl beziiglich der Opiate und Psychostimulantien als auch gegeniiber

67



Alkohol wurde die tiberwiegende Mehrheit der Studien zur Initiations- und Erhaltungsphase
durchgefiihrt. Stress scheint zu einem erhohtem Konsumverhalten von Opiaten und
Psychostimulantien in der Initiations- und Aufrechterhaltungsphase zu fiihren (siehe Piazza &
Le Moal, 1998), jedoch sind hier die Ergebnisse fiir Alkohol widerspriichlicher. So wurde ein
erhohter (Caplan & Puglisi, 1986; Volpicelli & Ulm, 1990; Hilakivi-Clarke & Lister, 1992;
Nuiez et al., 1999), erniedrigter (Ng Cheong Ton et al., 1983; Sprague & Maickel, 1994; van
Erp & Miczek, 2001) und gleichbleibender (Fidler & Lolordo, 1996) Alkoholkonsum nach
Stressexposition gezeigt.

Ein moglicher Mechanismus, einen Anstieg der Drogenselbstverabreichung nach akutem und
chronischem Stress zu erkldren, wurde von Piazza & Le Moal (1998) vorgeschlagen. Danach
stellt eine Interaktion der Glucocorticoide Corticosteron bzw. Cortisol mit dopaminergen
Neuronen des  Mittelhirns das  neurobiologische = Substrat  eines  erhohten
Drogeneinnahmeverhaltens nach Stressexposition dar (siehe Abb. 12). Die zentrale Rolle der
mesencephalen dopaminergen Neurone — im Speziellen die Freisetzung von Dopamin dieser
Neurone im Nucleus accumbens im Vorderhirn — fiir Belohnungsempfinden, Motivation und
Drogenwirkung wurde wiederholt beschrieben (siehe z.B. Ubersichtsartikel Robinson &
Berridge, 1993; Nevo & Hamon, 1995; Self, 1998; Spanagel & Weiss, 1999; Zieglgidnsberger

& Spanagel, 1999).
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Abb. 12: Mogliche pathophysiologische Mechanismen eines Anstiegs der Drogenselbstverabreichung nach
akutem und chronischem Stress (aus Piazza & Le Moal, 1998). Danach werden unter basalen Bedingungen nur
wenig Glucocorticoide (orange) aus der Nebennierenrinde und Dopamin (rot) aus den mesencephalen Neuronen
freigesetzt; die Sensitivitit fiir Drogen ist gering. Ein akuter Stressor bewirkt einen Anstieg der
Glucocorticoidsekretion, die wiederum eine erhohte Ausschiittung von Dopamin zur Folge hat. Dies bewirkt eine
erhohte Sensitivitit des Individuums fiir die verhaltensverstarkenden Drogenwirkungen und ein gesteigertes
Drogeneinahmeverhalten. Durch die erhohte Glucocorticoidausschiittung wird weiterhin ein negativer
Riickkopplungsmechanismus ausgelost, der ein Wiederabsinken dieser Hormone innerhalb von zwei Stunden
bewirkt. Ein entscheidender Faktor der Aktivierung der negativen Riickkopplung ist dabei die Bindung der
Glucocorticoide an Corticosteroidrezeptoren in der Hippocampusregion des Gehirnes. Durch den durch
wiederholten Stress ausgelosten wiederholt bzw. dauerhaft erhthten Glucocorticoidspiegel im Gehirn schwicht
sich, moglicherweise als Folge einer verringerten Glucocorticoidrezeptordichte im Hippocampus, die negative
Riickkopplung ab. Die verringerte Effektivitit der negativen Riickkopplung wiederum resultiert in einer
langfristig erhdhten Ausschiittung der Glucocorticoide. Dies hat eine vermehrte Aktivierung der dopaminergen
Neurone im Mittelhirn und damit eine erhohte Dopaminausschiittung im Nucleus accumbens zur Folge. Das
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Ergebnis dieser Verinderungen ist eine dauerhaft erhohte Sensitivitit fiir die verhaltensverstirkenden Wirkungen

von Drogen und damit ein gesteigertes Drogeneinnahmeverhalten (Piazza & Le Moal, 1998).

Wie bereits beschrieben, wurden zahlreiche tierexperimentelle Studien zum Einfluss von
Stress auf die Initiationsphase und die Aufrechterhaltung des Alkoholkonsums durchgefiihrt,
mit  unterschiedlichen Ergebnissen. Obwohl in der klinischen Situation die
Riickfallprophylaxe eines der zentralen Probleme der Behandlung alkoholabhingiger
Patienten darstellt, beschiftigten sich ungleich weniger Arbeiten mit dem Einfluss von Stress
auf die Wiederaufnahme von Drogensuch- (drug seeking) bzw. Drogeneinnahmeverhalten
nach einer lingeren Phase der Abstinenz, d.h. auf riickfallartiges Verhalten. Zwei Tiermodelle
fiir riickfallartiges Verhalten wurden in der Literatur beschrieben: das Reinstatement-
Paradigma und der Alkoholdeprivationseffekt (siche Ubersichtsartikel L& & Shaham, 2002).

Im Reinstatement Modell (L€ et al., 1998, 1999; L& & Shaham, 2002) bekommen Ratten
zunichst in einer Limited Access Prozedur im Heimkiéfig zusétzlich zur Wasserflasche tiglich
fiir 30 Minuten eine Flasche mit einer Alkoholldsung. Die Konzentration des Alkohols steigt
an, bis zu einer Endkonzentration von 12% (v/v). Uber mehrere Wochen hinweg werden die
Ratten dann fiir 60 Minuten tédglich trainiert, in operanten Boxen fiir 12%-igen Alkohol einen
Hebel zu driicken. Die Tiere besitzen im Heimkifig freien Zugang zu Wasser und Futter,
Alkohol ist nur in den operanten Boxen verfiigbar. Wihrend der tédglichen einstiindigen
Boxensitzung konsumieren die Ratten ca. 1 — 1,5 g Alkohol pro Kilogramm Korpergewicht.
Nachdem die Tiere ein iiber mehrere operante Sitzungen hinweg stabiles Hebeldruckverhalten
entwickelt haben, beginnt die Phase der Extinktion. Wihrend dieser bleibt ein Hebeldruck fiir
das Tier ohne Folgen, d.h. es wird kein Alkohol mehr dargeboten. Dies fiihrt dazu, dass die
Ratten das Hebeldruckverhalten stark verringern. Nach der Extinktion wird der Einfluss
verschiedener Manipulationen, wie z.B. die Gabe pharmakologisch aktiver Substanzen oder

Stressexposition, auf die Wiederaufnahme des Drogensuchverhaltens (Reinstatement)
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untersucht. Dabei finden die Experimente unter Extinktionsbedingungen statt, d.h. auch
wihrend des eigentlichen Experiments fiihrt ein Hebeldruck nicht zur Freisetzung von
Alkohol. Die Wiederaufnahme des Hebeldruckverhaltens nach der Manipulation wird als
Modell riickfallartigen Verhaltens angesehen. Es wurde gezeigt, dass Alkohol-Priming, d.h.
die Applikation einer geringen Alkoholdosis, eine Wiederaufnahme des Hebeldruckverhaltens
fiir Alkohol ausloste (L& et al., 1998, 1999). Ein erhohtes Verlangen nach bzw. erhohter
Konsum von Alkohol nach Alkohol-Priming wurde auch bei sozialen Trinkern und
Alkoholikern beschrieben (Bigelow et al., 1977; Hodgson et al., 1979; de Wit & Chutuape,
1993). Das durch Priming induzierte riickfallartige Verhalten der Ratten konnte durch die
Gabe des u-Opioidrezeptorantagonisten Naltrexon verringert werden (L& et al., 1999). Dies
ist im Einklang mit klinischen Studien, die bei Alkoholikern eine Verringerung der
Riickfallhdufigkeit durch Naltrexonbehandlung zeigten (O’Malley et al., 1992; Volpicelli et
al., 1992). Das Reinstatement-Paradigma ist daher als Tiermodell riickfallartigen Verhaltens
pharmakologisch gut validiert. Auch der Einfluss von Stress auf das riickfallartige Verhalten
im Reinstatement-Modell wurde beschrieben (L€ ef al., 1998, 1999). Dabei zeigten die Ratten,
nachdem sie einem FuBlschockstress ausgesetzt waren, eine Wiederaufnahme des
Hebeldriickens auf den mit der Alkoholgabe assoziierten Hebel, was als Indikator fiir
Drogensuchverhalten interpretiert wird. Wurde das gleiche Experiment mit einer Saccharose-
anstelle der Alkohollosung durchgefiihrt, so zeigte sich keine Wiederaufnahme des
Hebeldruckverhaltens (L& et al., 1998). Dies deutet darauf hin, dass die pharmakologische
Wirkung einer Substanz entscheidend ist fiir die Wiederaufnahme des Suchverhaltens nach
dieser Substanz. Das riickfallartige Verhalten nach Stressexposition war im Vergleich zum
Priming-induzierten Reinstatement deutlich erhoht. Ahnliche Ergebnisse wurden in Studien
mit Heroin und Kokain in dem gleichen Modell (Erb et al., 1996; Shaham et al., 1996) erzielt.

Diese Forschergruppe untersuchte auch den Einfluss von Corticosteron und Corticotropin
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Releasing Hormon (CRH) auf das Stress-induzierte Reinstatement fiir Heroin bzw. Kokain
(Shaham et al., 1997; Erb et al., 1998).

Corticosteron und CRH stellen integrale Bestandteile der Stressachse dar, einer
Hormonkaskade, die in Reaktion auf einen Stressor aktiviert wird. Dabei fiihrt die Freisetzung
von CRH aus hypothalamischen Neuronen zu einer erhohten Ausschiittung von
Adrenocorticotropem Hormon (ACTH) in der Hypophyse. Dies wiederum hat eine vermehrte
Freisetzung von Glucocorticoiden (Corticosteron bei Nagern bzw. Cortisol beim Menschen)
aus der Nebennierenrinde zur Folge. Die Aktivitit der Stressachse wird iiber einen negativen
Riickkopplungsmechanismus reguliert, indem die freigesetzten Glucocorticoide auf der Ebene
des Hypothalamus sowie der Hypophyse eine verringerte Sekretion von CRH bzw. ACTH
bewirken. Uber die Aktivierung der Stressachse hinaus scheint CRH in
extrahypothalamischen Hirnregionen Stress-induzierte Verhaltensantworten, wie z.B. erhohte
Angstlichkeit, zu vermitteln (Heinrichs et al., 1992; siehe auch Ubersichtsartikel Koob &
Heinrichs, 1999; Krysiak et al., 2000). Als zwei dieser Regionen werden die Amygdala und
der Bed Nucleus der Stria Terminalis (BNST) diskutiert (Walker & Davis, 1997). Bisher
wurden drei CRH-Rezeptorsubtypen mit unterschiedlicher, teilweise iiberlappender regionaler
Expression im zentralen Nervensystem und der Peripherie, beschrieben: CRHR1, CRHR2a
und CRHR2 (Behan et al., 1996; siehe auch Ubersichtsartikel Reul & Holsboer, 2002).

Es wurde gezeigt, dass CRH, nicht jedoch Corticosteron eine zentrale Rolle fiir das Stress-
induzierte Reinstatement spielte. So 10ste eine intracerebroventrikulédre Injektion von CRH bei
Ratten ein Reinstatement des Suchverhaltens fiir Heroin aus (Shaham et al., 1997), wihrend
die Applikation unspezifischer CRH-Rezeptor Antagonisten das Stress-induzierte
Drogensuchverhalten fiir Heroin und Kokain signifikant reduzierte (Shaham et al., 1997; Erb
et al., 1998). In einer Nachfolgestudie wurden CRH bzw. ein unspezifischer CRH-Rezeptor
Antagonist lokal in distinkte Hirnareale injiziert, bevor das Kokainsuchverhalten von Ratten

im Reinstatement-Modell getestet wurde (Erb & Stewart, 1999). Wurden die Substanzen in
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den BNST appliziert, so induzierte CRH ein Reinstatement, wihrend das Stress-induzierte
Drogensuchverhalten nach Gabe eines CRH-Rezeptor Antagonisten verringert wurde.
Injektionen dieser Substanzen in die Amygdala hatten keinen Effekt. Diese Ergebnisse deuten
darauf hin, dass die Aktivierung von CRH-Rezeptoren im BNST, jedoch nicht in der
Amygdala, entscheidend fiir das Fuschock-induzierte riickfallartige Kokainsuchverhalten ist
(Stewart, 2000). Experimentelle Hinweise deuten darauf hin, dass die Freisetzung von CRH
im BNST direkt oder indirekt {iber eine erhohte Aktivitdt noradrenerger Systeme im Gehirn
vermittelt ist (Stewart, 2000). Es bestehen noch keine gesicherten Erkenntnisse dariiber, {iber
welchen Mechanismus, bzw. iiber welche neuronalen Projektionen ein erhohter CRH-Spiegel
im BNST zu einem riickfallartigen Drogensuchverhalten fiihrt (Stewart, 2000). Auch auf das
Reinstatement von Alkoholsuchverhalten wurde der FEinfluss einer Gabe von CRH-
Rezeptorantagonisten untersucht. Wie schon zuvor in den Studien mit Heroin und Kokain
reduzierten die Antagonisten D-Phe-CRH und CP-154,526 gleichermallen die
Wiederaufnahme des Alkoholsuchverhaltens nach FuBlschockexposition (L& & Shaham,
2002). Da D-Phe-CRH unselektiv sowohl an CRHR1 als auch an CRHR2 bindet (Behan et
al., 1996), wihrend CP-154,526 selektiv am CRHR1 bindet (Schulz et al., 1996; Chen et al.,
1997) und beide Antagonisten eine dhnliche Wirkung zeigten, ist davon auszugehen, dass
CRH das Stress-induzierte Reinstatement vorwiegend iiber den CRH-Rezeptorsubtyp 1
beeinflusst (L& & Shaham, 2002).

Das zweite beschriebene = Modell riickfallartigen = Alkoholkonsums  stellt der
Alkoholdeprivationseffekt (ADE) dar. Der ADE ist definiert als voriibergehender Anstieg des
Alkoholkonsums nach einer Deprivationsphase, er wurde in verschiedenen Tierarten - auch
beim Menschen - beschrieben (Sinclair & Senter, 1967; Sinclair, 1971; Burish et al., 1981).
Wie in Kap. 1 erldutert, stellt der ADE ein valides Tiermodell fiir riickfallartigen
Alkoholkonsum dar. Das Reinstatement und der ADE als Modelle riickfallartigen Verhaltens

unterscheiden sich in einigen wesentlichen Aspekten (sieche Ubersichtsartikel L& & Shaham,
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2002): Im Reinstatement-Paradigma haben die Tiere wihrend der Testsituation keinen
Zugang zu Alkohol, wihrend unter ADE-Bedingungen der Alkoholkonsum gerade die
ZielgroBe darstellt. Im ersten Fall wird daher das Drogensuchverhalten der Tiere untersucht,
wihrend im zweiten Fall das Drogeneinnahmeverhalten bestimmt wird. Als Folge stellt ein
eventueller Behandlungseffekt auf den ADE eine Interaktion zwischen der Behandlung und
einer moglichen Alkoholwirkung dar. Dies kann, je nach Sichtweise, als Nachteil oder als
Vorteil gewertet werden: FEinerseits erschwert die Interaktion eine Interpretation der
Ergebnisse, andererseits spiegelt der ADE als Modell riickfallartigen Trinkens eher die
Humansituation wider.

Uber den Einfluss von Stress auf den ADE ist bisher nichts bekannt. Ziel der vorliegenden
Studie war, den Einfluss von akutem und wiederholten Stress auf das riickfallartige Trinken
Langzeit-alkoholerfahrener Ratten wéhrend des ADE im Heimkéfig und unter operanten
Bedingungen zu untersuchen. Die Tiere wurden gestresst, indem sie einem akuten oder
wiederholtem Social Defeat ausgesetzt wurden. Social Defeat stellt einen ethologisch
relevanten Stressor hauptsidchlich psychischer (im Gegensatz zu physischer) Natur dar
(Koolhaas et al., 1997 a). Es wurde wiederholt gezeigt, dass eine einzelne Social Defeat-
Exposition teilweise langanhaltende Verdnderungen in Verhaltens-, endokrinen und weiteren
Parametern zur Folge haben kann (Merlo Pich et al., 1993; Meerlo et al., 1996 ab,c;
Koolhaas et al., 1997b; Berton et al., 1999). Zusitzlich zur Untersuchung des Effekts der
Stressexposition auf riickfallartigen Alkoholkonsum wurde der Einfluss von Stress auf das
basale, nicht deprivierte Konsumverhalten Langzeit-alkoholerfahrener Wistar-Ratten
gemessen. Um zu bestimmen, ob ein Unterschied in der angeborenen Angstlichkeit einen
eventuellen Stresseffekt auf den basalen freiwilligen Alkoholkonsum beeinflusst, wurden
auch die auf hohe und niedrige Angstdisposition geziichteten HAB/LAB-Ratten (Liebsch et
al., 1998 a,b) nach Langzeit-Alkoholerfahrung einem akutem Social Defeat-Stress ausgesetzt

und der Einfluss auf das Trinkverhalten gemessen.
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In Méusen ist der Zusammenhang zwischen Stresserfahrung und freiwilligem Alkoholkonsum
nicht sehr gut untersucht. In einem weiteren Experiment wurden daher alkoholerfahrene B6-
und D2-Miduse einer Serie verschiedener Stressoren ausgesetzt und das nachfolgende
freiwillige Konsumverhalten im Heimkifig untersucht. B6- und D2-Miuse unterscheiden sich
deutlich in ihrem basalen Alkoholkonsum. Wihrend B6-Tiere Alkohol stark priferieren,
meiden D2-Miuse diesen eher (McClearn & Rodgers, 1959; Fuller, 1964; Schneider et al.,
1973; Belknap et al., 1993; siehe Ubersichtsartikel Phillips & Crabbe, 1991). D2-Miuse
trinken zwar freiwillig deutlich weniger Alkohol als B6-Tiere, unterscheiden sich von diesen
jedoch nicht in der Menge intravends selbst-applizierten Alkohols (Grahame & Cunningham,
1997). Zudem sind sie sensitiver fiir Alkoholeffekte beziiglich der Aktivierung dopaminerger
Neurone im Belohnungssystem (Brodie & Appel, 2000), sowie der Sensitivierung
lokomotorischer Stimulation nach wiederholter Alkoholinjektion (Lessov et al., 2001). In
einer Studie von Cabib er al. (2000) wurde der Einfluss einer 12-tigen Phase einer
verringerten Futterzufuhr auf die Sensitivitdt fiir die lokomotorisch stimulierende Wirkung
von Amphetamin sowie der Entwicklung einer konditionierten Platzaversion gegeniiber
Amphetamin von D2- und B6-Miusen untersucht. Unter basalen Umstdnden besitzen D2-
Tiere — im Gegensatz zu B6-Méusen — eine sehr geringe Sensitivitit fiir die lokomotorisch
stimulierende Wirkung von Amphetamin und entwickeln eine Platzaversion gegen
Psychostimulantien. Nach der Phase der Futterverknappung jedoch zeigten die D2-Tiere eine
starke amphetamininduzierte Platzpriferenz und waren sensitiver fiir die stimulierende
Wirkung dieser Droge. Auf das Verhalten der B6-Miuse hatte die Futterverknappung keinen
Einfluss (Cabib et al., 2000). Eine reduzierte Futterversorgung stellt fiir die Tiere eine
Stresssituation dar, und es wurde vorschlagen, dass der unterschiedliche Einfluss auf B6- und
D2-Miuse u.a. iiber eine unterschiedliche Glucocorticoidausschiittung vermittelt wurde
(Cabib et al., 1996, 2000). Die in der Studie von Cabib ef al. (2000) beschriebene

unterschiedliche Reaktivitidt auf die Futterdeprivation fiihrte zu der Annahme, dass B6- und
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D2-Miuse eventuell ein gutes Modell darstellen, um den Einfluss von Umweltfaktoren wie
Stress auf das Drogeneinnahmeverhalten zu untersuchen. Ziel dieses Experiments war es
daher, zu untersuchen, ob Stressexposition das Verhalten von B6- und D2-Midusen auch
beziiglich der freiwilligen Alkoholselbstverabreichung im Heimkéfig beeinflusst. Zunéchst
wurde der Effekt akuten oder wiederholten Social Defeats auf den Alkoholkonsum
festgestellt. Indem die Tiere verschiedenen weiteren Stressoren ausgesetzt wurden, wurde
weiterhin untersucht, ob ein moglicher Stresseffekt stressorspezifisch ist und ob die
Vorhersagbarkeit sowie der Kontext, in dem die Tiere gestresst werden, eine entscheidende
Rolle in der Beeinflussbarkeit freiwilligen Trinkverhaltens spielt. Wie weiter oben ausgefiihrt,
verringerten CRH-Antagonisten (iiber eine Bindung am CRHR1) das Drogensuchverhalten
von Ratten fiir Heroin, Kokain sowie Alkohol im Reinstatement-Paradigma (Shaham et al.,
1997; Erb et al., 1998; Erb & Stewart, 1999; L& & Shaham, 2002). CRH stellt daher —
zumindest fiir die Wiederaufnahme von Drogensuchverhalten bei Ratten — einen bedeutenden
Faktor fiir die Interaktion zwischen Stress und Drogenkonsum bzw. Drogensuchverhalten dar.
Um festzustellen, ob auch eine eventuelle Stress-induzierte Anderung des freiwilligen
Alkoholkonsums der B6- und D2-Maiuse iiber das CRH-System beeinflussbar ist, wurde
einem Teil der Tiere unmittelbar nach jeder Stressexposition der CRHRI1-spezifische
Antagonist R121919 (Keck & Holsboer, 2001) appliziert. Zusitzlich wurde mit Hilfe eines
Trinkometersystems an einer Gruppe alkoholerfahrener B6-Miduse der Einfluss sozialen
Stresses auf das unmittelbare und kurzfristige Trinkmuster beziiglich Wasser und Alkohol

untersucht.

5.2 Versuchsdurchfithrung

Der Einfluss wiederholten Social Defeat-Stresses (siehe Kapitel 2.4.1) auf den basalen
Alkoholkonsum wurde bei Martinsrieder Wistar-Ratten (20 Monate; 480-630 g) untersucht,

die im 4-Flaschenparadigma der freiwilligen Alkoholselbstverabreichung (siehe Kapitel 2.3.1)
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iiber 19 Monate hinweg ununterbrochen freien Zugang zu Wasser und den drei
Alkoholflaschen hatten. Das Alkoholeinnahmeverhalten zweier Gruppen wurde durch
tagliche Messungen untersucht: Eine Gruppe (n=6) wurde an sechs aufeinanderfolgenden
Tagen zu wechselnden Uhrzeiten je einmal einem Social Defeat ausgesetzt. 17 Tage nach der
letzten Stressexposition wurden diese Tiere noch einmal akut durch Social Defeat gestresst.
Eine zweite Gruppe (n=5) diente als Kontrolle und wurde nicht gestresst. Zwei Tage nach der
letzten Social Defeat-Exposition wurden die Tiere beider Gruppen sowie Tiere einer gleich
alten Kontrollgruppe (n=8), die zuvor nie gestresst worden waren und zeitlebens nur Zugang
zu Futter und Wasser hatten, dem in Kap. 2.4.3 beschriebenen Restraint-Stress ausgesetzt. Zu
Beginn des Restraint-Stresses wurde den Ratten aus der duBlersten Schwanzspitze Blut
abgenommen. Unmittelbar nach dem Restraint wurden die Tiere dekapitiert und Rumpfblut
wurde entnommen. Um einen eventuellen Einfluss der wiederholten Stressexposition auf die
Stressachsenfunktion zu bestimmen wurden in dem Blut spiter basale und Stress-induzierte
ACTH- und Corticosteronkonzentrationen bestimmt. Es wurden zudem jeweils beide
Nebennieren herauspripariert und zusammen gewogen.

Der Einfluss von Social Defeat auf den ADE von Martinsrieder Wistar-Ratten im Heimkifig
wurde an Tieren untersucht, die 10 Monate Erfahrung im 4-Flaschenmodell der freiwilligen
Alkoholselbstverabreichung hatten (Alter: 12 Monate; Gewicht: 470-580 g). Das Auftreten
eines ADE nach 14 Tagen Alkoholentzug wurde bei drei Subgruppen untersucht: Die Tiere
der wiederholt gestressten Gruppe (n=8) wurden wihrend der Phase der Alkoholdeprivation
an sechs aufeinanderfolgenden Tagen zu unterschiedlichen Zeiten jeweils einmal einem
Social Defeat-Stress ausgesetzt. Der letzte Social Defeat erfolgte 30 Minuten vor der
Riickgabe der Alkoholflaschen. Die akut gestresste Gruppe (n=7) wurde einmal, 30 Minuten
vor Riickgabe der Alkoholflaschen, einem Social Defeat ausgesetzt. Ratten der
Kontrollgruppe (n=8) wurden nicht gestresst. Nach zwei Wochen weiteren freien Zugangs zu

Wasser und Alkohol wurden die Alkoholflaschen erneut fiir zwei Wochen entzogen, und das
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Experiment wurde mit den selben Tieren in den selben Gruppen wiederholt. Das
Alkoholeinnahmeverhalten wurde fiir weitere acht Tage gemessen, danach wurden die Tiere
aller drei Gruppen dekapitiert. Wie oben beschrieben, wurde dabei basal und nach Restraint-
Stress Blut fiir die spitere Bestimmung von ACTH und Corticosteron genommen, sowie die
Nebennieren herauspripariert und gewogen.

In einer anderen Gruppe von Ratten (13 Monate; 470-580 g) wurde der Einfluss von Social
Defeat auf das riickfallartige Trinken unter operanten Bedingungen (siehe Kap. 2.3.2)
untersucht. Diese hatten 10 Monate Erfahrung im 4-Flaschenmodell der freiwilligen
Alkoholselbstverabreichung im Heimkéfig. Nach zwei Monaten wochentlichen Trainings in
den operanten Boxen wurde das Hebeldruckverhalten dreier Subgruppen untersucht: Die
Tiere der wiederholt gestressten Gruppe (n=7) wurden an sechs aufeinanderfolgenden Tagen
zu unterschiedlichen Zeiten jeweils einmal einem Social Defeat-Stress ausgesetzt. Der letzte
Social Defeat erfolgte 30 Minuten vor Beginn der operanten Boxensitzung. Die akut
gestresste Gruppe (n=8) wurde einmal, 30 Minuten vor Beginn der operanten Boxensitzung,

einem Social Defeat ausgesetzt. Ratten der Kontrollgruppe (n=8) wurden nicht gestresst.

Die langfristige Entwicklung des Konsumverhaltens von HAB/LAB-Ratten (n=8 pro Linie)
im 4-Flaschenparadigma der freiwilligen Alkoholselbstverabreichung wurde durch
wochentliche Messungen iiber 33 Wochen bestimmt. Nach dieser Zeit wurden die Tiere (12
Monate; 420-620 g) zweimal im Abstand von zwei Wochen einem Social Defeat-Stress

ausgesetzt. Durch tdgliche Messungen wurde der Alkoholkonsum bestimmt.

Nach der Bestimmung des initialen Alkoholkonsums und der Emotionalitit (Kapitel 4.3.1.2)
wurde der Einfluss verschiedener Stressoren auf das Alkoholeinnahmeverhalten von D2- und
B6-Miusen im Heimkifig bestimmt. Nach fiinfwochiger Alkoholerfahrung im in Kap 2.3.3

beschriebenen 3-Flaschenmodell der oralen Alkoholselbstverabreichung wurden die Miuse
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(18 Wochen; 24-31 g) in der ersten experimentellen Phase dreimal akut jeweils einem Social
Defeat-Stress (siehe Kap. 2.4.2) ausgesetzt. Zwischen den Stressexpositionen lagen zwei bzw.
drei Wochen.

Drei Wochen nach dem dritten Social Defeat wurden die Miuse einem Beutestress (siehe
Kap. 2.4.5) ausgesetzt.

Nach weiteren zwei Wochen wurde eine repetitive Social Defeat-Prozedur durchgefiihrt, d.h.
die Tiere wurden an drei aufeinanderfolgenden Tagen je einmal gestresst.

Drei Wochen danach wurde an drei aufeinanderfolgenden Tagen je ein Forced Swim- (Kap.
2.4.6), ein Restraint- (Kap. 2.4.4) und ein Social Defeat-Stress durchgefiihrt.

Vier Wochen spiter wurden die Miuse an drei aufeinanderfolgenden Tagen je einem Forced
Swim-Stress ausgesetzt.

Die Stressexpositionen wurden zu unterschiedlichen Tageszeiten durchgefiihrt. Unmittelbar
nach jeder Stresserfahrung wurde den Tieren R121919 (1 mg/kg) bzw. Vehikel intragastral
verabreicht. Die Behandlungsgruppen blieben dabei {iiber die Dauer des gesamten
Experiments gleich, d.h. Tiere, die vor der Bestimmung des Angst-bezogenen Verhaltens in
der Dark/Light-Box (Kapitel 4.3.1.2) R121919 bzw. Vehikel verabreicht bekamen, wurde
unmittelbar nach jeder Stressexposition wiederum R121919 oder Vehikel gegeben. Die im
Dark/Light-Box Experiment unbehandelte Gruppe wurde iiber die Dauer des gesamten
Experiments hinweg weder experimentell gestresst noch einer Behandlung unterzogen.

Der Einfluss sozialen Stresses auf das zeitnahe, detaillierte Trinkmuster wurde an acht
minnlichen B6-Miusen mit einem Gewicht von 22 — 26 g untersucht. Diesen wurde in einem
2-Flaschen-Modell freier Zugang zu Futter, Wasser und 12%-igem Alkohol gewihrt. Nach
zwei Wochen kamen die Tiere in Trinkometer-Gitterkifige. Fiir die Erfassung des
Trinkmusters mit Hilfe des Trinkometers (siehe Kapitel 2.3.4) miissen die Trinkflaschen mit
Metallkappen versehen sein. Da durch die Metallkappen ein relativ hoher Tropffehler entsteht

und deshalb der Alkoholkonsum der Tiere (in g/kg Korpergewicht/Tag) nicht zuverlissig
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ermittelt werden kann, wurde den Tieren im tdglichen Wechsel neben Trinkflaschen mit
Metalldeckeln, Trinkflaschen mit Glasrohrchen (siehe Kapitel 2.3.3) gegeben. Es wurde
folglich tiglich alternierend das Trinkmuster sowie der Alkoholkonsum der Miuse bestimmt.
Nach weiteren zwei Wochen wurde der soziale Stress (siehe Kapitel 2.4.7) zwischen 17 und
18 Uhr, also kurz vor Beginn der Aktivitidtsphase der Tiere durchgefiihrt. Das Trinkmuster
wihrend des Stresses, drei Stunden davor und acht Stunden danach wurde mit Hilfe des
Trinkometersystems aufgezeichnet und die Trinkdauer in Sekunden pro einstiindigem
Aufzeichnungsintervall berechnet. In einer intraindividuellen Gegeniiberstellung wurden
diese Daten verglichen mit den gemittelten Werten der drei Messtage davor, an denen das

Trinkmuster der Miuse bestimmt wurde.

5.3 Ergebnisse

5.3.1 Basaler Alkoholkonsum

5.3.1.1 Wistar-Ratten

Verhalten wdihrend des Social Defeats

Das Verhalten Langzeit-alkoholerfahrener Wistar-Ratten wihrend der wiederholten Social
Defeat-Expositionen ist in Abb. 13 dargestellt. Ein sehr hoher Anteil des Gesamtverhaltens
bestand aus Freezing und Immobilitat. Wihrend eines Grofteils der Zeit zeigten die Tiere
zudem Ultraschallvokalisation. Als Kontrollgruppe wurden Wistar-Ratten im gleichen
zeitlichen Muster, jedoch ohne Prisenz eines Residents in die Social Defeat-Kifige gesetzt.
Diese zeigten keinerlei Freezing oder Ultraschallvokalisation, sondern {iiberwiegend
Explorationsverhalten (Daten nicht gezeigt). Dies zeigt, dass der Social Defeat ein effektiver

Stressor war.
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Abb. 13: Verhaltensweisen von Martinsrieder Wistar-Ratten wihrend wiederholten Social Defeats. Dargestellt
ist die durchschnittliche prozentuale Relation der einzelnen Verhaltensweisen bezogen auf das Gesamtverhalten
wihrend der Social Defeat-Exposition des jeweiligen Tages + Standardfehler. n=6. Als Kontrollgruppe wurden
Wistar-Ratten im gleichen zeitlichen Muster, jedoch ohne Prisenz eines Residents in die Social Defeat-Kifige
gesetzt. Diese zeigten keinerlei Freezing oder Ultraschallvokalisation, sondern iiberwiegend

Explorationsverhalten (Daten nicht gezeigt).

Einfluss von Social Defeat auf den freiwilligen Alkoholkonsum

Abb. 14 zeigt den Einfluss der wiederholten Social Defeat Erfahrung auf den Alkoholkonsum
im Heimkifig. Die Messpunkte der einzelnen Tage wurden gemittelt und zu Intervallen von
5-6 Tagen zusammengefasst. Zweifaktoren-ANOV A (Gruppe x Intervalle) erbrachte keinen

signifikanten Unterschied zwischen den wiederholt gestressten und den ungestressten Tieren.
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Abb. 14: Alkoholkonsum und Alkoholpriferenz Langzeit-alkoholerfahrener Martinsrieder Wistar-Ratten vor
und nach wiederholter Social Defeat (SD) Erfahrung. Jede gestrichelte vertikale Linie stellt eine Social Defeat-
Exposition dar. Die Messpunkte der einzelnen Tage wurden gemittelt und zu Intervallen von 5-6 Tagen
zusammengefasst. Tiere der Gruppe ,,wiederholter Social Defeat* (n=6) wurden zwischen Intervall 2 und 3 je
einmal an sechs aufeinanderfolgenden Tagen sowie nach Intervall 6 einmal akut einem Social Defeat ausgesetzt.
Tiere der Kontrollgruppe (n=5) wurden nicht gestresst. Dargestellt sind iiber die Tiere einer Gruppe und die Tage
eines Intervalls gemittelte Werte + Standardfehler. Wiederholter Social Defeat hatte keinen signifikanten

Einfluss auf Alkoholkonsum und Alkoholpriferenz (ANOVA).

Einfluss von Social Defeat auf die basale und Stress-induzierte Konzentration von ACTH und

Corticosteron und das Gewicht der Nebennieren
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Die Konzentrationen von ACTH und Corticosteron im Blut der Gruppe von Langzeit-
alkoholerfahrenen Wistar-Ratten, die wiederholt Social Defeat ausgesetzt wurden, sowie der
ungestressten Langzeit-alkoholerfahrenen Kontrollgruppe und einer ungestressten Langzeit-
wassertrinkenden Kontrollgruppe, sind in Abb. 15 dargestellt. Zweifaktoren-ANOVA
(Gruppe x Zeitpunkt) erbrachte einen hochsignifikanten Anstieg von ACTH und
Corticosteron nach dem Restraint, verglichen mit davor (Faktor Zeitpunkt ACTH: F; ;5=49.4;
p<0,001; Corticosteron: F; ;5=193,6; p<0,001). Zwischen den Gruppen ergab sich jedoch kein
signifikanter Unterschied. Auch im Gewicht der Nebennieren zeigte sich kein Unterschied

zwischen den Gruppen (Abb. 16).
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Abb. 15: Blutkonzentrationen von ACTH und Corticosteron bei Langzeit-alkoholerfahrenen bzw. Langzeit-
wassertrinkenden Martinsrieder Wistar-Ratten, basal und unmittelbar nach 15-miniitigem Restraint-Stress. Die
Tiere der Gruppe ,,wiederholter Social Defeat” (SD; n=6) wurden einem wiederholtem Social Defeat (an sechs
aufeinanderfolgenden Tagen jeweils eine Exposition) sowie einem akuten Social Defeat ausgesetzt. Tiere der
Alkoholkontrollgruppe (n=5) sowie der Wasserkontrollgruppe (n=8) erfuhren keinen Social Defeat. Dargestellt
sind Mittelwerte + Standardfehler. Restraint-Stress fiihrte zu einem signifikanten Anstieg von ACTH und
Corticosteron (p<0,001); weder basal noch nach Restraint unterschieden sich die drei Behandlungsgruppen

,wiederholter Social Defeat“, ,,Alkoholkontrolle und ,,Wasserkontrolle* signifikant voneinander (ANOVA).

84



0.075+

0.050

0.025+

Gewicht Nebennieren [g]

0.000-

wied. SD Kontrolle Kontrolle

Alkohol Wasser

Abb. 16: Gewicht der Nebennieren Langzeit-alkoholerfahrener bzw. Langzeit-wassertrinkender Martinsrieder
Wistar-Ratten. Die Tiere der Gruppe ,,wiederholter Social Defeat” (SD; n=6) wurden im vorigen Experiment
einem wiederholtem Social Defeat (an sechs aufeinanderfolgenden Tagen jeweils eine Exposition) sowie einem
akuten Social Defeat ausgesetzt. Tiere der Alkoholkontrollgruppe (n=5) sowie der Wasserkontrollgruppe (n=8)
wurden wihrend des vorigen Experiments nicht gestresst. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler.
Zwischen den drei Behandlungsgruppen zeigte sich kein signifikanter Unterschied im Gewicht der Nebennieren

(ANOVA).

5.3.1.2 HAB/LAB-Ratten
Langzeit-Alkoholkonsum
Eine Zweifaktoren-ANOVA (Linie x Wochen) erbrachte keinen signifikanten Unterschied

zwischen HAB- und LAB-Ratten im Alkoholkonsum bzw. der Alkoholpriferenz (Abb. 17).
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Abb. 17: Langzeit-Alkoholkonsum und Alkoholpriferenz von HAB/LAB-Ratten. Dargestellt sind Mittelwerte +
Standardfehler. HAB = high anxiety-related behaviour (hohe Angstdisposition), LAB = low anxiety-related
behaviour (niedrige Angstdisposition). n=8 pro Gruppe. Die beiden Linien unterschieden sich weder im

Alkoholkonsum noch in der Alkoholpriferenz signifikant voneinander (ANOVA).

Verhalten wdihrend des Social Defeats
Das Verhalten der HAB/LAB-Ratten wéhrend des Social Defeats ist in Abb. 18 dargestellt.
Die beiden Linien unterschieden sich nicht in den Parametern Freezing, Exploration,

Korperpflege und Ultraschall-Vokalisation. HAB-Ratten zeigten signifikant weniger soziale
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Investigation als LAB-Tiere (p<0,05; Mann-Whitney U-Test). Die hohere Immobilitit der
HAB-Ratten verfehlte knapp die Signifikanzgrenze (p=0,058). Das Verhalten der Tiere

wihrend des zweiten Social Defeat war dhnlich (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 18: Verhaltensweisen von HAB/LAB-Ratten wihrend Social Defeats. Dargestellt ist der durchschnittliche

I uv

prozentuale Anteil der einzelnen Verhaltensweisen am Gesamtverhalten wéhrend der 15-miniitigen Social
Defeat-Exposition + Standardfehler. HAB = high anxiety-related behaviour (hohe Angstdisposition), LAB = low
anxiety-related behaviour (niedrige Angstdisposition). n=8 pro Gruppe. F = Freezing, I = Immobilitit, S =
Soziale Investigation, E = Exploration, G = Korperpflege (Grooming), UV = Ultraschallvokalisation. * p<0,05

vs. LAB (Mann Whitney U-Test).

Einfluss von Social Defeat auf den freiwilligen Alkoholkonsum

Keine der beiden Social Defeat-Expositionen hatte bei HAB- oder LAB-Ratten einen
zeitnahen signifikanten Einfluss auf den freiwilligen Alkoholkonsum. Exemplarisch sind
Alkoholkonsum und -préferenz drei Tage vor und drei Tage nach dem ersten Social Defeat in
Abb. 19 dargestellt. Auch ldangerfristig wurde das Alkoholeinnahmeverhalten der HAB/LAB-
Ratten nicht durch Social Defeat beeinflusst. Abb. 20 zeigt den durchschnittlichen téglichen

Alkoholkonsum vor und jeweils zwei Wochen nach den beiden Social Defeat-Expositionen.
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Abb. 19: Alkoholkonsum und Alkoholpriferenz Langzeit-alkoholerfahrener HAB/LAB-Ratten drei Tage vor
und drei Tage nach einer Social Defeat-Exposition (gestrichelte Linie). Dargestellt sind Mittelwerte +
Standardfehler. HAB = high anxiety-related behaviour (hohe Angstdisposition), LAB = low anxiety-related
behaviour (niedrige Angstdisposition). n=8 pro Gruppe. Social Defeat hatte keinen zeitnahen signifikanten

Einfluss auf Alkoholkonsum und Alkoholpriferenz von HAB- bzw. LAB-Ratten (ANOVA).
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Abb. 20: Alkoholkonsum und Alkoholpriferenz Langzeit-alkoholerfahrener HAB/LAB-Ratten vor und nach
zweimaliger akuter Social Defeat-Erfahrung. Die gestrichelten Linien stellen die Zeitpunkte der Social Defeat-
Expositionen dar. Die Messpunkte der einzelnen Tage wurden gemittelt und zu Intervallen von sieben Tagen
zusammengefasst. Dargestellt sind iiber die Tiere einer Gruppe und die Tage eines Intervalls gemittelte Werte +
Standardfehler. HAB = high anxiety-related behaviour (hohe Angstdisposition), LAB = low anxiety-related
behaviour (niedrige Angstdisposition). n=8 pro Gruppe. Die Social Defeat-Expositionen hatten keinen

signifikanten Einfluss auf Alkoholkonsum und Alkoholpriferenz von HAB- bzw. LAB-Ratten (ANOVA).

5.3.1.3 B6/D2-Miuse
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Einfluss verschiedener Stressoren auf den freiwilligen Alkoholkonsum

Der freiwillige Alkoholkonsum von B6- und D2-Miusen im Heimkéfig nach dem ersten,
zweiten und dritten akuten Social Defeat ist in Abb. 21, 22 und 23 dargestellt.
Alkoholkonsum und Alkoholpriferenz an den drei Tagen vor und den drei Tagen nach der
Stressexposition wurden fiir jede der beiden Linien einzeln in einer Dreifaktoren-ANOVA
(Behandlung x vor/nach Stress x Tage) untersucht. Keine der drei Stressexpositionen hatte

einen signifikanten Einfluss auf das Alkoholeinnahmeverhalten der B6- oder D2-Miuse.
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Abb. 21: Alkoholkonsum und Alkoholpriferenz von C57BL/6]JOlaHsd (B6) und DBA/20laHsd (D2) Miusen
vor und nach der ersten akuten Social Defeat-Exposition (gestrichelte Linie). Tiere der Gruppen ,,Basal“ blieben

ungestresst, Tieren der Gruppen ,,Vehikel* wurde unmittelbar nach der Stressexposition Vehikel, Tieren der
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Gruppen ,,R121919 der CRHR1-Antagonist R121919 (1 mg/kg, i.g.) appliziert. Dargestellt sind Mittelwerte +
Standardfehler. n=8-10 pro Gruppe. Die Social Defeat-Exposition hatte bei keiner der drei Behandlungsgruppen

der B6- bzw. D2-Miuse einen signifikanten Effekt auf Alkoholkonsum oder Alkoholpriferenz (ANOVA).
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Abb. 22: Alkoholkonsum und Alkoholpriferenz von C57BL/6]JOlaHsd (B6) und DBA/20laHsd (D2) Miusen
vor und nach der zweiten akuten Social Defeat-Exposition (gestrichelte Linie). Tiere der Gruppen ,Basal*
blieben ungestresst, Tieren der Gruppen ,,Vehikel* wurde unmittelbar nach der Stressexposition Vehikel, Tieren
der Gruppen ,,R121919* der CRHR1-Antagonist R121919 (1 mg/kg, i.g.) appliziert. Dargestellt sind Mittelwerte

+ Standardfehler. n=8-10 pro Gruppe. Die Social Defeat-Exposition hatte bei keiner der drei
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Behandlungsgruppen der B6- bzw. D2-Miuse einen signifikanten Effekt auf Alkoholkonsum oder

Alkoholpriferenz (ANOVA).
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Abb. 23: Alkoholkonsum und Alkoholpriferenz von C57BL/6]JOlaHsd (B6) und DBA/20laHsd (D2) Miusen
vor und nach der dritten akuten Social Defeat-Exposition (gestrichelte Linie). Tiere der Gruppen ,,Basal* blieben
ungestresst, Tieren der Gruppen ,,Vehikel” wurde unmittelbar nach der Stressexposition Vehikel, Tieren der
Gruppen ,,R121919 der CRHR1-Antagonist R121919 (1 mg/kg, i.g.) appliziert. Dargestellt sind Mittelwerte +
Standardfehler. n=8-10 pro Gruppe. Die Social Defeat-Exposition hatte bei keiner der drei Behandlungsgruppen

der B6- bzw. D2-Miuse einen signifikanten Effekt auf Alkoholkonsum oder Alkoholpriferenz (ANOVA).
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Auch akuter Beutestress hatte weder bei B6- noch bei D2-Miusen einen signifikanten

Einfluss auf Alkoholkonsum oder -préferenz (Abb. 24).
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Abb. 24: Alkoholkonsum und Alkoholpriferenz von C57BL/6JOlaHsd (B6) und DBA/20laHsd (D2) Méiusen
vor und nach akutem Beutestress (gestrichelte Linie). Tiere der Gruppen ,,Basal“ blieben ungestresst, Tieren der
Gruppen ,,Vehikel“ wurde unmittelbar nach der Stressexposition Vehikel, Tieren der Gruppen , R121919* der
CRHR1-Antagonist R121919 (1 mg/kg, i.g.) appliziert. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler. n=8-10
pro Gruppe. Die Beutestress-Exposition hatte bei keiner der drei Behandlungsgruppen der B6- bzw. D2-Miuse

einen signifikanten Effekt auf Alkoholkonsum oder Alkoholpriferenz (ANOVA).

Bei wiederholten Stressexpositionen wurden die Tiere an drei aufeinanderfolgenden Tagen
jeweils einmal gestresst. Die drei Messpunkte nach der ersten, zweiten und dritten
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Stresserfahrung wurden einzeln fiir beide Linien in einer Zweifaktoren-ANOVA (Behandlung
x Tage) mit den drei Messpunkten vor dem wiederholten Stress verglichen. Wiederholter
Social Defeat hatte in keiner der beiden Linien signifikanten Einfluss auf Alkoholkonsum

oder Alkoholpriferenz (Abb. 25).
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Abb. 25: Alkoholkonsum und Alkoholpriferenz von C57BL/6]JOlaHsd (B6) und DBA/20laHsd (D2) Miusen
vor und nach wiederholtem Social Defeat-Stress. Jede vertikale gestrichelte Linie stellt den Zeitpunkt einer
Stressexposition dar. Tiere der Gruppen ,Basal® blieben ungestresst, Tieren der Gruppen ,,Vehikel* wurde
unmittelbar nach jeder Stressexposition Vehikel, Tieren der Gruppen ,,R121919* der CRHRI1-Antagonist
R121919 (1 mg/kg, i.g.) appliziert. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler. n=8-10 pro Gruppe. Die
wiederholte Social Defeat-Exposition hatte bei keiner der drei Behandlungsgruppen der B6- bzw. D2-Miuse

einen signifikanten Effekt auf Alkoholkonsum oder Alkoholpriferenz (ANOVA).
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Variierter Stress verminderte voriibergehend den Alkoholkonsum von B6-Miusen; die Gabe
von R121919 nach jeder Stressexposition hatte darauf keinen Einfluss (Abb. 26). Dies wird
aus der signifikanten Interaktion der beiden Faktoren Behandlung x Tage einer Zweifaktoren-
ANOVA (F0,125=2,2; p<0,05) und nachgeschalteter Lokalisation der Unterschiede mittels
Newman-Keuls-Test ersichtlich. Die Gesamtalkoholpriferenz der B6-Tiere war nicht
signifikant veridndert. Die genauere Analyse der Daten offenbarte jedoch eine verringerte
Priferenz fiir die 10%-ige Alkohollosung (Daten nicht gezeigt). Alkoholkonsum und -
priaferenz von D2-Miusen wurden durch den wiederholten, unvorhersehbaren Stress nicht

signifikant beeinflusst.
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Abb. 26: Alkoholkonsum und Alkoholpriferenz von C57BL/6]JOlaHsd (B6) und DBA/20laHsd (D2) Miusen
vor und nach variiertem Stress. Jede vertikale gestrichelte Linie stellt den Zeitpunkt einer Stressexposition dar.
Die Reihenfolge der Stressoren war: Social Defeat, Restraint, Forced Swimming. Tiere der Gruppen ,,Basal*
blieben ungestresst, Tieren der Gruppen ,,Vehikel“ wurde unmittelbar nach jeder Stressexposition Vehikel,
Tieren der Gruppen ,,R121919* der CRHR1-Antagonist R121919 (1 mg/kg, i.g.) appliziert. Dargestellt sind
Mittelwerte + Standardfehler. n=8-10 pro Gruppe. ° p<0,05, °° p<0,01, °°° p<0,001 vs. alle drei Tage vor Beginn

der variierten Stressexposition (Newman-Keuls-Test).

Auch wiederholter Forced Swim-Stress verringerte signifikant den Alkoholkonsum von B6-
Mausen (Behandlung x Tage: Fio,125=2,7; p<0,01), nicht aber deren Gesamtalkoholpriferenz.
Wie nach dem variierten Stress war auch hier die Priferenz fiir den 10%-igen Alkohol
erniedrigt (Daten nicht gezeigt). Auf das Alkoholeinnahmeverhalten von D2-Médusen hatte

Forced Swim-Stress keinen Einfluss (Abb. 27).
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Abb. 27: Alkoholkonsum und Alkoholpriferenz von C57BL/6]JOlaHsd (B6) und DBA/20laHsd (D2) Miusen
vor und nach wiederholtem Forced Swim-Stress. Jede vertikale gestrichelte Linie stellt den Zeitpunkt einer
Stressexposition dar. Tiere der Gruppen ,Basal® blieben ungestresst, Tieren der Gruppen ,,Vehikel* wurde
unmittelbar nach jeder Stressexposition Vehikel, Tieren der Gruppen ,,R121919* der CRHRI1-Antagonist
R121919 (1 mg/kg, i.g.) appliziert. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler. n=8-10 pro Gruppe. ° p<0,05,
°° p<0,01, °°° p<0,001 vs. alle drei Tage vor Beginn der wiederholten Forced Swim-Exposition (Newman-

Keuls-Test).

Verhalten wdihrend wiederholtem Forced Swimmings
Abb. 28 zeigt das Verhalten von B6- und D2-Miusen wihrend wiederholter Forced Swim-

Exposition. Als Parameter passiver Coping-Strategie wurde die Verhaltensweise Floating

97



analysiert. Dreifaktoren-ANOVA (Stamm x Behandlung x Durchginge) erbrachte mehr
Floating bei B6- als bei D2-Miusen (Faktor Linie: F;3,=5,4; p<0,05). Das Floating nahm
iiber die drei Durchginge hinweg zu (Faktor Durchgang: F;=29,8; p<0,0001). Wie
beschrieben wurden die Maiuse {iiber das gesamte Experiment hinweg nach jeder
Stressexposition mit R121919 bzw. Vehikel behandelt. Eine nicht signifikante Interaktion der
Faktoren Linie x Behandlung sowie Behandlung x Durchgang deutet darauf hin, dass dabei
R121919 keinen Einfluss auf das Verhalten wéahrend Forced Swimmings hatte. Analysiert
man jedoch beide Stimme einzeln mittels Zweifaktoren-ANOVA (Behandlung x
Durchginge), so findet man bei R121919 behandelten B6-Tieren eine Verringerung des
Floatings (Faktor Behandlung: F;;5=5,0; p<0,05). Bei D2-Mdusen ergab sich keine

Signifikanz im Faktor Behandlung.
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Abb. 28: Verhaltensparameter von C57BL/6JOlaHsd (B6) und DBA/20laHsd (D2) Miusen wihrend
wiederholter Forced Swim-Exposition. Tieren der Gruppen ,,(V)* wurde wihrend des gesamten Experiments

zum Einfluss verschiedener Stressoren auf den freiwilligen Alkoholkonsum unmittelbar nach jeder

13

Stressexposition Vehikel, Tieren der Gruppen ,(R)“ nach jeder Stressexposition der CRHRI-Antagonist

R121919 (1 mg/kg, i.g.) appliziert. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler. n=8-10 pro Gruppe. Als
Parameter passiver Coping-Strategie wurde in einer Dreifaktoren-ANOVA die Verhaltensweise Floating
analysiert. Uber die drei Durchginge hinweg zeigten B6- signifikant mehr Floating als D2-Miuse (p<0,05). Bei
allen Gruppen nahm das Floating im Verlauf der Durchgiinge signifikant zu (p<0,0001). In einer Zweifaktoren-
ANOVA wurde der Einfluss der R121919-Gabe nach jeder Stressexposition auf das Floating-Verhalten
untersucht. Diese Behandlung hatte keinen Einfluss auf das Verhalten der D2-Miuse, wihrend das Floating der

B6-Miuse dadurch signifikant verringert war (p<0,05).

Langzeit-Alkoholkonsum

Der Langzeit-Alkoholkonsum der B6- und D2-Miuse vor und nach den verschiedenen
Stressexpositionen ist in Abb. 29 dargestellt. In einer Zweifaktoren-ANOVA (Linie x
Intervalle) wurden zunichst Alkoholkonsum und Alkoholpriferenz der ungestressten B6- und
D2-Tiere (basal) verglichen. B6-Miuse hatten einen signifikant hoheren Alkoholkonsum
(Faktor Gruppe F;13=89,0; p<0,0001) und eine hohere Alkoholpriferenz F; ;3=216,8;
p<0,0001) als D2-Méuse. Ein Vergleich der drei Behandlungsgruppen innerhalb einer Linie
durch Zweifaktoren-ANOVA (Behandlung x Intervalle) erbrachte weder im Alkoholkonsum

noch in der Alkoholpriferenz signifikante Unterschiede bei B6- oder D2-Miusen.
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Abb. 29: Langzeit-Alkoholkonsum und Alkoholpriferenz von C57BL/6JOlaHsd (B6) und DBA/20laHsd (D2)
Miusen wihrend des Experiments zum Einfluss verschiedener Stressexpositionen auf den freiwilligen
Alkoholkonsum. Jede vertikale gestrichelte Linie stellt den Zeitpunkt einer Stressexposition dar. Die Art und
Reihenfolge der Stressoren ist im Text beschrieben. Tiere der Gruppen ,,Basal“ blieben wihrend des gesamten
Experiments ungestresst, Tieren der Gruppen ,,Vehikel“ wurde unmittelbar nach jeder Stressexposition Vehikel,
Tieren der Gruppen ,,R121919* der CRHR1-Antagonist R121919 (1 mg/kg, i.g.) appliziert. Dargestellt sind
Mittelwerte der wochentlichen Messungen (berechnet auf den Konsum pro Tag) + Standardfehler. n=8-10 pro
Gruppe. Sowohl im Alkoholkonsum als auch in der Alkoholpriferenz zeigte sich ein hochsignifikanter
Unterschied zwischen den ,Basal“-Gruppen beider Stimme (p<0,0001). Der Vergleich der drei

Behandlungsgruppen jeweils innerhalb der beiden Linien erbrachte keine signifikanten Unterschiede (ANOVA).
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Einfluss von sozialem Stress auf das kurzfristige Wasser- und Alkoholtrinkmuster von B6-
Mdiusen

Das Trinkmuster nach sozialem Stress wurde bei B6-Miusen untersucht, die zuvor vier
Wochen freien Zugang zu Wasser und 12%-igem Alkohol hatten. Wihrend dieser Zeit
tranken die Tiere durchschnittlich ca. 14 g/kg tdglich und hatten eine Alkoholpriferenz um
60% (Daten nicht gezeigt). Abb. 30 zeigt die Trinkdauer in einstiindigen Intervallen vor,
wihrend und nach sozialem Stress. Weder auf die Trinkdauer an der Wasserflasche noch an

der Alkoholflasche hatte sozialer Stress einen signifikanten Einfluss.
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Abb. 30: Trinkmuster alkoholerfahrener C57BL/6JOlaHsd Miuse vor, wihrend und nach einer sozialen
Stressexposition. Dargestellt ist die Trinkdauer an der Wasser- und der Alkoholflasche in Sekunden pro
einstiindigem Aufzeichnungsintervall + Standardfehler. Das Trinkmuster wihrend sozialem Stress wurde in
einem intraindividuellen Vergleich verglichen mit den gemittelten Werten derselben Tiere an den drei Messtagen

zuvor (basal). Die Phase der Stressexposition ist durch die Einrahmung hervorgehoben. n=8. Der soziale Stress

hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Trinkdauer an der Wasser- bzw. der Alkoholflasche (ANOVA).

5.3.2 Riickfallartiger Alkoholkonsum

5.3.2.1. Wistar-Ratten

Verhalten wiihrend des Social Defeats
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Das Verhalten der Martinsrieder Wistar-Ratten wéhrend des Social Defeats ist in Abb. 31
dargestellt. Die Tiere verbrachten einen Grofteil der Zeit mit Freezing bzw. Immobilitit und
zeigten einen hohen Anteil an Ultraschallvokalisation. Als Kontrollgruppe wurden Wistar-
Ratten im gleichen zeitlichen Muster, jedoch ohne Prisenz eines Residents in die Social
Defeat-Kifige gesetzt. Diese zeigten keinerlei Freezing oder Ultraschallvokalisation, sondern
tiberwiegend Explorationsverhalten (Daten nicht gezeigt). Dies zeigt, dass der Social Defeat

ein effektiver Stressor war.
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Abb. 31: Verhaltensweisen von Martinsrieder Wistar-Ratten wihrend wiederholten Social Defeats. Dargestellt
ist die durchschnittliche prozentuale Relation der einzelnen Verhaltensweisen bezogen auf das Gesamtverhalten
wihrend der Social Defeat-Exposition des jeweiligen Tages + Standardfehler. n=6. Als Kontrollgruppe wurden

Wistar-Ratten im gleichen zeitlichen Muster, jedoch ohne Présenz eines Residents in die Social Defeat-Kifige
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gesetzt. Diese zeigten keinerlei Freezing oder Ultraschallvokalisation, sondern iiberwiegend

Explorationsverhalten (Daten nicht gezeigt).

Einfluss von Social Defeat-Stress auf den ADE im Heimkdifig

Der Einfluss akuten und wiederholten Social Defeat-Stresses auf den ADE wurde in einer
Dreifaktoren-ANOVA (Gruppe x ADE x Tage) untersucht. Die Alkoholdeprivation hatte
einen signifikanten Anstieg in Alkoholkonsum (Faktor ADE: F; ;9=50,3; p<0,0001) und
Alkoholpriferenz zur Folge (Fj 19=35,2; p<0,0001). Es ergab sich jedoch weder im Faktor
Gruppe noch in der Interaktion der Faktoren Gruppe x ADE ein signifikanter Unterschied.
Weder akuter noch wiederholter Social Defeat beeinflusste also das riickfallartige Trinken
(Abb. 32). Eine Wiederholung dieses Experiments mit den selben Tieren in den selben

Gruppen erbrachte ein dhnliches Ergebnis (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 32: Alkoholkonsum und Alkoholpriferenz Langzeit-alkoholerfahrener Martinsrieder Wistar-Ratten drei
Tage vor und drei Tage nach einer 14-tdgigen Alkoholdeprivationsphase (ADP). Die Tiere der Gruppe ,,akuter
Social Defeat* (SD; n=7) wurden einmal, 30 Minuten vor Riickgabe der Alkoholflaschen einem Social Defeat
ausgesetzt. Die Tiere der Gruppe ,,wiederholter Social Defeat” (n=8) wurden an sechs aufeinanderfolgenden
Tagen jeweils einmal einem Social Defeat-Stress ausgesetzt. Der letzte Social Defeat erfolgte 30 Minuten vor
Riickgabe der Alkoholflaschen. Tiere der Kontrollgruppe (n=8) wurden nicht gestresst. Dargestellt sind
Mittelwerte + Standardfehler. Die ADP hatte einen signifikanten Anstieg in Alkoholkonsum und
Alkoholpriferenz (jeweils p<0,0001) zur Folge. Die Hohe des Anstiegs war durch die akute bzw. wiederholte

Social Defeat-Exposition nicht signifikant beeinflusst (ANOVA).

Einfluss von Social Defeat-Stress auf die basale und Stress-induzierte Konzentration von

ACTH und Corticosteron und das Gewicht der Nebennieren

105



Die Konzentrationen von ACTH und Corticosteron im Blut der drei Gruppen Langzeit-
alkoholerfahrener Wistar-Ratten wurde basal und nach Restraint-Stress untersucht (Abb. 33).
Eine Gruppe wurde dabei zuvor akut, eine Gruppe wiederholt Social Defeat-Stress ausgesetzt.
Die dritte Gruppe diente als zuvor ungestresste Kontrollgruppe (siehe oben). Zweifaktoren-
ANOVA (Gruppe x Zeitpunkt) erbrachte einen hochsignifikanten Anstieg von ACTH und
Corticosteron nach dem Restraint (Faktor Zeitpunkt ACTH: F;,0=149,7; p<0,0001;
Corticosteron: Fj0=306,8; p<0,0001). Zwischen den Gruppen ergab sich jedoch kein
signifikanter Unterschied. Auch im Gewicht der Nebennieren zeigte sich kein Unterschied

zwischen den Gruppen (Abb. 34).
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Abb. 33: Blutkonzentrationen von ACTH und Corticosteron bei Langzeit-alkoholerfahrenen Martinsrieder

Wistar-Ratten, basal und unmittelbar nach 15-miniitigem Restraint-Stress. Die Tiere der Gruppe ,,akuter Social
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Defeat* (SD; n=7) wurden zuvor akut einem Social Defeat ausgesetzt. Die Tiere der Gruppe ,,wiederholter
Social Defeat” (n=8) wurde wiederholtem Social Defeat (an sechs aufeinanderfolgenden Tagen jeweils eine
Exposition) ausgesetzt. Tiere der Kontrollgruppe (n=8) wurden zuvor nicht gestresst. Dargestellt sind
Mittelwerte + Standardfehler. Restraint-Stress fiihrte zu einem signifikanten Anstieg von ACTH und
Corticosteron (jeweils p<0,0001); weder basal noch nach Restraint unterschieden sich die drei
Behandlungsgruppen ,,wiederholter Social Defeat”, ,akuter Social Defeat“ und ,Kontrolle signifikant

voneinander (ANOVA).

2
c
Q
} .
2
c 0.050-
c
Q
o]
Q
Z
< 0.0254
o
3
(O]
0.000

akuter SD wied. SD Kontrolle

Abb. 34: Gewicht der Nebennieren Langzeit-alkoholerfahrener Martinsrieder Wistar-Ratten. Die Tiere der
Gruppe ,.akuter Social Defeat* (SD; n=7) wurden zuvor akut einem Social Defeat ausgesetzt. Die Tiere der
Gruppe ,,wiederholter Social Defeat* (n=8) wurden wiederholtem Social Defeat (an sechs aufeinanderfolgenden
Tagen jeweils eine Exposition) ausgesetzt. Tiere der Kontrollgruppe (n=8) wurden zuvor nicht gestresst.
Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler. Zwischen den drei Behandlungsgruppen zeigte sich kein

signifikanter Unterschied im Gewicht der Nebennieren (ANOVA).

Einfluss von Social Defeat-Stress auf den ADE unter operanten Bedingungen

Mittels Zweifaktoren-ANOVA (Gruppe x Intervalle) bzw. Einfaktoren-ANOVA (Faktor
Gruppe) wurde der Einfluss von Social Defeat-Stress auf das Hebeldruckverhalten in
operanten Boxen untersucht. Die akkumulierte Anzahl der Hebeldriicke iiber die erste Stunde

und iiber die gesamten 23 Stunden der operanten Sitzung ist in Abb. 35 dargestellt. Weder
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akuter noch wiederholter Social Defeat-Stress hatte einen signifikanten Einfluss in der ersten
Stunde oder den gesamten 23 Stunden. Dementsprechend ergab sich kein signifikanter
Unterschied in Alkoholkonsum, Alkoholpriferenz und Gesamthebeldruckaktivitit wihrend

der operanten Sitzung (Abb. 36).
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Abb. 35: Hebeldruckverhalten Langzeit-alkoholerfahrener Martinsrieder Wistar-Ratten fiir den Wasserhebel
und den Alkoholhebel (EtOH) in operanten Boxen. Die Tiere der Gruppe ,akuter Social Defeat” (SD; n=8)
wurden einmal, 30 Minuten vor Beginn der Boxensitzung einem Social Defeat ausgesetzt. Die Tiere der Gruppe
,wiederholter Social Defeat” (n=7) wurden an sechs aufeinanderfolgenden Tagen jeweils einmal einem Social

Defeat-Stress ausgesetzt. Der letzte Social Defeat erfolgte 30 Minuten vor Beginn der Boxensitzung. Tiere der

108



Kontrollgruppe (n=8) wurden nicht gestresst. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler der akkumulierten
Anzahl der Hebeldriicke in der ersten Stunde sowie wihrend der gesamten 23 Stunden der Boxensitzung. Die
drei Behandlungsgruppen unterschieden sich weder wihrend der ersten Stunde, noch wihrend der gesamten

Boxensitzung signifikant im Hebeldruckverhalten fiir Wasser bzw. Alkohol (ANOVA).
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Abb. 36:  Alkoholkonsum, Alkoholpriferenz und Gesamthebeldruckaktivitit Langzeit-alkoholerfahrener
Martinsrieder Wistar-Ratten in operanten Boxen. Die Tiere der Gruppe ,,akuter Social Defeat* (SD; n=8) wurden
einmal, 30 Minuten vor Beginn der Boxensitzung einem Social Defeat ausgesetzt. Die Tiere der Gruppe

,wiederholter Social Defeat” (n=7) wurden an sechs aufeinanderfolgenden Tagen jeweils einmal einem Social
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Defeat-Stress ausgesetzt. Der letzte Social Defeat erfolgte 30 Minuten vor Beginn der Boxensitzung. Tiere der
Kontrollgruppe (n=8) wurden nicht gestresst. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler iiber die gesamte
Dauer der 23-stiindigen Boxensitzung. Die drei Behandlungsgruppen unterschieden sich nicht signifikant in

Alkoholkonsum, Alkoholpriferenz und Gesamtanzahl der Hebeldriicke (ANOVA).

5.4 Diskussion

Alkoholsucht ist wu.a. charakterisiert durch wiederholte Riickfdlle in schédliches
Drogeneinnahmeverhalten, die sehr hédufig selbst nach langer Zeit der Abstinenz auftreten.
Das hauptsidchliche Ziel der klinischen Behandlung von Alkoholismus stellt die
Riickfallprophylaxe dar. Diverse Faktoren, die einen Riickfall nach einer erfolgreichen
Entgiftung auslésen kdnnen, wurden diskutiert. Dazu gehoren konditionierter Entzug (Weiss
et al., 2001), konditioniertes Verlangen nach der Droge (Koob, 2000; Weiss et al., 2001), der
Konsum bzw. die Applikation einer geringen Menge von Alkohol (Bigelow et al., 1977,
Hodgson et al., 1979) sowie das Erleben von Stress (siehe unten). So wurde in verschiedenen
Studien bei Personen, die — v.a. stark bedrohlichem oder chronischem psychosozialem —
Stress ausgesetzt waren, eine hohere Wahrscheinlichkeit einen Riickfall zu erleiden, gezeigt
(Marlatt, 1983; Brown et al., 1990, 1995; Cooper at al., 1992). Die genauen Mechanismen
einer moglichen Kausalitit zwischen Stresserfahrung und Riickfall sind nicht bekannt.

Eine Moglichkeit, diesen Zusammenhang ndher zu beleuchten, ist die Untersuchung
riickfallartigen Verhaltens nach Stressexposition im Tiermodell. Wie in Kap. 1 beschrieben,
stellt der Alkoholdeprivationseffekt (ADE) bei Ratten ein valides Tiermodell des Riickfalls
dar. Fir Miuse wurde bis dato kein valides Modell riickfallartigen Alkoholkonsums
beschrieben. In der vorliegenden Studie wurde der Einfluss von akutem und wiederholtem
Social Defeat-Stress auf den ADE Langzeit-alkoholerfahrener Martinsrieder Wistar-Ratten
untersucht. Wihrend des Stresses zeigten die Intruder sehr viel Freezing-Verhalten und
Immobilitit, sowie ausgeprigte Ultraschallvokalisation. Dies deutet darauf hin, dass die Tiere

durch Social Defeat effektiv gestresst wurden. Jedoch beeinflusste weder akuter noch
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wiederholter Social Defeat das riickfallartige Trinken im Heimkéfig oder unter operanten
Bedingungen. Wiederholter bzw. akuter Social Defeat-Stress hatte weiterhin keinen Einfluss
auf das Dbasale, nicht-alkoholdeprivierte Alkoholeinnahmeverhalten von Langzeit-
alkoholerfahrenen Martinsrieder Wistar-Ratten. Auch bei HAB/LAB-Ratten, die auf
maximale Unterschiede in der Angstdisposition geziichtet wurden (Liebsch ef al., 1998 a,b),
beeinflusste Social Defeat den basalen Alkoholkonsum nicht.

Verschiedene Moglichkeiten konnten den fehlenden Effekt der Stresserfahrung auf den
basalen und riickfallartigen Alkoholkonsum der Tiere erkliren. Trotz des hohen Anteils
stressbezogenen Verhaltens, den die Tiere wihrend der Stressexposition zeigten, kdnnte die
Intensitit der Stresserfahrung zu niedrig gewesen sein, um Anderungen im
Alkoholeinnahmeverhalten zu induzieren. In einer Studie von Zelena et al. (1999) fand sich
bei Wistar-Ratten nach vier 30-miniitigen Konfrontationen mit einem aggressiven Ménnchen
an vier aufeinanderfolgenden Tagen kein Effekt auf endokrinologische Variablen, wie das
Gewicht der Nebennieren und Corticosteronspiegel im Blut, sowie auf Angst-bezogenes
Verhalten auf der Elevated Plusmaze am fiinften Tag des Experiments. In der vorliegenden
Studie wurden die wiederholt gestressten Ratten an sechs aufeinanderfolgenden Tagen jeweils
15 Minuten lang Social Defeat-Stress ausgesetzt. Dies konnte einer dhnlichen Stressintensitit
wie derjenigen in der Studie von Zelena et al. (1999) entsprechen. Auch in der vorliegenden
Studie wurde untersucht, ob die wiederholte Stressexposition zu einem Ungleichgewicht in
der Ausschiittung der Stressachsenhormone fiihrt. In fritheren Arbeiten wurde gezeigt, dass
das wiederholte Erleben physischen und psychischen Stresses (z.B. Restraint) bei Ratten zu
einer erhohten basalen Corticosteronsekretion fithrte, wihrend sich die Ausschiittung von
ACTH als Antwort auf den wiederholten Stressor verringerte. Auf einen neuen Stressor
reagierten die Tiere hingegen mit erhohter ACTH-Sekretion (Aguilera, 1994). In der
vorliegenden Studie fand sich kein Unterschied in der basalen und stressinduzieren

Konzentration von ACTH und Corticosteron im Blut sowie im Gewicht der Nebennieren
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zwischen den Behandlungsgruppen. Da die letzte Social Defeat Episode jedoch hier
mindestens eine Woche zuriicklag, kann dabei die Moglichkeit nicht ginzlich ausgeschlossen
werden, dass sich etwaige Veridnderungen der endokrinologischen Parameter wihrend dieser
Zeit wieder normalisierten.

Der ADE ist definiert als ein voriibergehender Anstieg des Alkoholkonsums und der
Alkoholpriferenz nach, verglichen mit vor einer Deprivation. Es wire moglich, dass man
unter diesen experimentellen Bedingungen an eine Grenze der Alkoholmenge stoft, die die
Tiere freiwillig konsumieren. Ein weiterer Anstieg wire dann durch Manipulationen wie z.B
Stressexposition nicht mehr zu erzielen, es wiirde also ein Deckeneffekt (ceiling effect)
auftreten. Diese Uberlegung wird jedoch durch mehrere Beobachtungen entkriftet. In einer
Studie von Holter et al. (2000) fiihrte chronische Applikation des K-Opioid Agonisten CI-977
im Vergleich zur Kontrollgruppe zu einem starken Anstieg des ADE. Dies zeigt, dass es
moglich ist, den ADE weiter zu steigern. Weiterhin bewirkte wiederholter Social Defeat
sowohl im Heimkéfig, als auch unter operanten Bedingungen — obwohl nicht statistisch
signifikant — eher eine Verringerung als eine Steigerung des ADE. Dies ist in der Richtung
des Effekts vergleichbar mit zwei kiirzlich erschienenen Studien. Dort fithrte wiederholter
Social Defeat zu einer deutlichen Erniedrigung des Alkoholkonsums sowohl in einem
Paradigma der begrenzten Alkoholverfiigbarkeit, als auch wihrend dauerhaftem
Alkoholzugang (van Erp & Miczek, 2001; van Erp ef al., 2001). Zudem hatte in der
vorliegenden Studie wiederholter Social Defeat auch keinen Effekt auf den basalen, nicht
deprivierten Alkoholkonsum im Heimkifig. Dieser stellt eine Situation dar, in der klar eine
Steigerung des Alkoholeinnahmeverhaltens erreicht werden kann. Der Einfluss akuten und
wiederholten Social Defeat-Stresses auf das basale Alkoholeinnahmeverhalten wurde auch bei
alkoholerfahrenen B6- und D2-Miusen untersucht. Auch hier blieb das Konsumverhalten

unbeeinflusst.
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Um Alkohol in einer Art Selbstmedikation einsetzen zu koOnnen, miissen die Tiere
moglicherweise zunichst die Assoziation zwischen dem Stresserlebnis und der potenziell
anxiolytischen bzw. stressddmpfenden Alkoholwirkung herstellen. Da die Ratten bei der
Untersuchung des FEinflusses von Stress auf das riickfallartige Trinken wihrend der
Alkoholdeprivation, also wihrend einer Phase gestresst wurden, in der sie keinen Zugang zu
Alkohol hatten, besteht die Moglichkeit, dass diese Assoziation nicht gekniipft wurde und die
Ratten deshalb nach Riickgabe der Alkoholflaschen bzw. wihrend der operanten Sitzung
keinen vermehrten Konsum zeigten. Um diese Hypothese zu iiberpriifen, wurde die
Untersuchung des Einflusses von akutem und wiederholtem Social Defeat-Stress auf das
riickfallartige Trinken Langzeit-alkoholerfahrener Wistar-Ratten im Heimkifig und unter
operanten Bedingungen mit den selben Tieren in den selben Gruppen wiederholt. Die Tiere
hatten hierbei im ersten Durchgang des Experiments die Moglichkeit, eine potenziell
stresslosende Wirkung von Alkohol nach Stresserlebnis zu erfahren. Die Wiederholung des
Experiments brachte jedoch ein dhnliches Ergebnis, d.h. weder akuter noch wiederholter
Social Defeat-Stress hatte einen signifikanten Effekt auf den ADE.

Der Effekt von Stress auf das Drogeneinnahmeverhalten konnte abhéngig vom Kontext der
Stresserfahrung sein. In einer Studie von Shalev et al. (2000) bewirkte Fullschockstress nur
dann die Wiederaufnahme (Reinstatement) eines Appetenzverhaltens fiir Heroin, wenn der
FuBlschock in der Umgebung appliziert wurde, die mit der Drogenselbstverabreichung
assoziiert war. Fand der FuBlschock auflerhalb dieser Umgebung statt, dann wurde dadurch
kein Reinstatement ausgelost. In der vorliegenden Studie fand die Stresserfahrung der Ratten
im Heimkifig der Residents statt, also auBBerhalb der Umgebung, in der Zugang zu Alkohol
bestand. Um zu iiberpriifen, ob das Erleben von Stress im mit der Alkoholverfiigbarkeit
assoziierten Kontext den freiwilligen Alkoholkonsum beeinflusst und daher evtl. die fehlende
Kontextabhingigkeit der Stressapplikation ausschlaggebend war fiir den fehlenden Effekt auf

das Alkoholeinnahmeverhalten, wurden B6- und D2-Miuse einem Beutestress ausgesetzt.
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Dabei verblieben die Maduse wihrend der Stressexposition in ihrem Heimkifig, in dem sie
Zugang zu Alkohol hatten. Auch hier hatte jedoch die Stresserfahrung keine signifikante
Auswirkung auf den Alkoholkonsum. In einem weiteren Experiment wurde der Einfluss von
sozialem Stress auf das kurzfristige Konsumverhalten alkoholerfahrener B6-Méuse gegeniiber
Wasser und Alkohol bestimmt. Auch hier fand der Stress in der mit dem Alkohol assoziierten
Umgebung statt. Das zeitnahe, detaillierte Trinkmuster (in Sekunden Trinkdauer pro 1-
Stunden Intervall) unmittelbar vor, wihrend und nach dem sozialen Stress wurde mit Hilfe
eines Trinkometersystems aufgezeichnet. Dieses wurde in einem intraindividuellen Vergleich
dem gemittelten Trinkmuster der selben Tiere an den drei Messtagen zuvor gegeniibergestellt.
Auch hier lief sich kein Einfluss der Stresserfahrung auf das Trinkmuster nachweisen. Diese
Ergebnisse deuten darauf hin, dass eine fehlende Kontextabhidngigkeit der Stresserfahrung
alleine keine ausreichende Erkldrung fiir den abwesenden Effekt auf das riickfallartige
Trinken der Wistar-Ratten darstellt.

Obwohl der Social Defeat zu unterschiedlichen Tageszeiten durchgefiihrt wurde, handelte es
sich doch immer um den gleichen Stressor. Die Art der Stresserfahrung war daher in gewisser
Weise fiir die Tiere ,,vorhersagbar®. In einer kiirzlich erschienenen Studie fiihrte chronischer,
variierter und damit unvorhersehbarer Stress bei Ratten zu einem Anstieg Kokain-induzierter
lokomotorischer ~ Aktivitit. Dieser Anstieg war positiv  korreliert mit dem
Blutcorticosteronspiegel der Tiere. Auch die dosisabhiingige Entwicklung einer erhohten bzw.
erniedrigten Platzpriferenz nach Kokaingabe war durch chronischen, unvorhersehbaren Stress
verstarkt. Wurde jedoch wiederholt der gleiche Stressor (Restraint) angewendet, so fand man
diese Verstarkung der Kokainwirkung auf Aktivitit und Platzpriferenz nicht (Haile et al.,
2001). Eventuell hitte die Anwendung verschiedener und daher weniger vorhersehbarer
Stressoren eine groBere Beeinflussung des riickfallartigen Trinkens bewirkt. Der Einfluss
variierter Stressexposition auf das basale Alkoholeinnahmeverhalten im Heimkifig wurde bei

alkoholerfahrenen B6- und D2-Mausen untersucht. Wihrend das Trinkverhalten der D2-Tiere
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unveridndert blieb, bewirkte der variierte Stress bei B6-Miusen eine voriibergehende
Verringerung des Alkoholkonsums, wihrend die Alkoholpriferenz unbeeinflusst war. Das
bedeutet variierter und damit weniger vorhersagbarer Stress fiihrte tatsdchlich zu einer
Verinderung — allerdings einer Verringerung — des freiwilligen Alkoholkonsums. Es konnte
jedoch auch moglich sein, dass weniger die Variation des Stressors, als vielmehr die Art des
Stressors fiir einen Effekt auf das Alkoholeinnahmeverhalten ausschlaggebend war. Um dies
zu untersuchen, wurden die B6- und D2-Miuse wiederholtem Forced Swim-Stress ausgesetzt.
Forced Swimming war wéhrend der zuvor durchgefiihrten variierten Stressreihe bei B6- und
D2-Miusen der erste Stressor. Ahnlich dem variierten Stress hatte wiederholter Forced Swim-
Stress keinen Einfluss auf das Konsumverhalten der D2-Miuse, wihrend bei B6-Tieren eine
voriibergehende Verringerung des Alkoholkonsums bei gleichbleibender Alkoholpriferenz
auftrat. Der verringerte Alkoholkonsum der B6- Miuse nach variiertem Stress sowie nach
wiederholter Forced Swim-Exposition blieb durch die Gabe des CRHRI1-Antagonisten
R121919 nach dem jeweiligen Stressor unbeeinflusst. Eine genauere Analyse des
Konsumverhaltens ergab, dass die B6-Miuse sowohl nach der variierten Stressexposition als
auch nach wiederholtem Forced Swim-Stress weniger 10%-igen Alkohol konsumierten,
wihrend die Priferenz fiir die 5%-ige Alkohollosung leicht anstieg. Der ohnehin sehr geringe
Konsum von Wasser blieb unveridndert. Die Tatsache, dass durch den variierten und den
wiederholten Forced Swim-Stress selektiv weniger 10%-iger Alkohol konsumiert wurde,
macht es unwahrscheinlich, dass dieser Effekt die Folge einer unspezifischen
Verhaltensinhibition darstellt. Ob sich durch die Stressexposition eine voriibergehende
Aversion gegen den 10%-igen Alkohol entwickelte, oder ob sich durch den Stress die
belohnende Wirkung des Alkohols zeitweise verstirkte, muss offen bleiben. Ein moglicher
Mechanismus der stirkeren Belohnungswirkung des Alkohols konnte eine erhohte
Dopaminausschiittung im mesolimbischen Belohnungssystem der Tiere als Folge der Stress-

induzierten Corticosteronausschiittung aus der Nebennierenrinde darstellen. Die hohere

115



Dopaminausschiittung im Belohnungssystem von Nagern nach einer Stressexposition wurde
gezeigt (Rouge-Pont er al., 1988; Takahashi er al., 1998; Wu et al., 1999) und eine
Vermittlung iiber Corticosteron vorgeschlagen (Piazza et al., 1996; Rouge-Pont et al., 1988).
Da sowohl die variierte Stressexposition als auch wiederholter Forced Swim-Stress den
freiwilligen Alkoholkonsum der B6-Miuse verringerte, kann nicht zweifelsfrei festgelegt
werden, ob die Unvorhersehbarkeit der verwendeten Stressoren, oder aber die Art des
Stressors entscheidend fiir die Beeinflussung des Konsumverhaltens der B6-Miause war. Da
der variierte Stress und der wiederholte Forced Swim-Stress die letzten Stressexpositionen in
einer Reihe verschiedener Stressoren darstellten, kann auch nicht ginzlich ausgeschlossen
werden, dass die Anzahl der Stressexpositionen — unabhéngig von der Vorhersagbarkeit und
der Art des Stressors — ausschlaggebend fiir den verringerten freiwilligen Alkoholkonsum der

B6-Miuse war.

Fasst man die Ergebnisse zusammen, so zeigte sich bei Langzeit-alkoholerfahrenen
Martinsrieder Wistar-Ratten und HAB/LAB-Ratten kein FEinfluss von akutem und
wiederholtem Social Defeat-Stress auf den freiwilligen Alkoholkonsum im Heimkifig. Bei
den Alkohol eher meidenden D2-Miusen hatte keiner der verwendeten Stressoren einen
Einfluss auf das freiwillige Alkoholeinnahmeverhalten. Bei Alkohol-priferierenden B6-
Miusen dagegen verringerten variierter Stress und wiederholtes Forced Swimming —
moglicherweise als Folge einer stirker belohnenden Wirkung des Alkohols — voriibergehend
den freiwilligen Alkoholkonsum. Bei Langzeit-alkoholerfahrenen Martinsrieder Wistar-
Ratten hatte weder akuter noch wiederholter Social Defeat-Stress einen Anstieg
riickfallartigen Alkoholkonsums im Heimkéfig oder unter operanten Bedingungen zur Folge.
Dies steht im Gegensatz zu Studien von L& et al. (1998, 1999). Dort fiihrte eine
Stressexposition zu einer Wiederaufnahme des Alkoholsuchverhaltens. Die beiden

Tiermodelle riickfallartigen Verhaltens unterscheiden sich jedoch in mindestens drei
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wesentlichen Elementen. Moglicherweise erklirt sich der unterschiedliche Effekt von Stress
auf das riickfallartige Verhalten in den beiden Tiermodellen durch einen oder mehrere dieser
Unterschiede. Zum ersten wurde in den Studien von L& et al. (1998, 1999) Fu3schock als
Stressor verwandt. In der vorliegenden Studie dagegen wurde mit Blick auf die
Vergleichbarkeit zur Humansituation Wert auf einen ethologisch relevanten Stressor gelegt
und Social Defeat-Stress verwendet. Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit zum
Einfluss verschiedener Stressoren auf den freiwilligen Alkoholkonsum bei B6- und D2-
Mausen zeigte, dass die Art des Stressors durchaus entscheidend dafiir sein kann, ob der
freiwillige Alkoholkonsum dadurch beeinflusst wird (siehe oben). Die Stressexposition
erfolgte zweitens in den Studien von L& und Kollegen (1998, 1999) unmittelbar in der
Kammer, in der die Tiere zuvor Zugang zu Alkohol hatten. Es bestand also im Gegensatz zu
dieser Arbeit, in dem der Stress im Heimkifig des Residents erlebt wurde, eine direkte
Assoziation der Stresserfahrung mit dem Kontext der Drogenselbstverabreichung. In einer
Studie von Shalev et al. (2000) wurde die Wiederaufnahme eines Heroinsuchverhaltens bei
Ratten nur ausgelost, wenn diese unmittelbar in dem zuvor mit der Droge gepaarten Kontext
gestresst wurden. Fand der FuBschock auBerhalb dieser Umgebung statt, so wurde kein
Reinstatement ausgelost. Als dritter und moglicherweise wichtigster Unterschied wird, wie
schon erldutert, im Reinstatement-Modell das Alkoholsuchverhalten beobachtet, wihrend im
in der vorliegenden Arbeit verwendeten ADE als Tiermodell riickfallartigen Alkoholkonsums
das Alkoholeinnahmeverhalten untersucht wird. Ein systematischer Vergleich des Einflusses
von Stress auf das Drogensuch- und das Drogeneinnahmeverhalten wurde nach Kenntnis des

Autors noch nicht durchgefiihrt.

Als ein moglicher Faktor, der zu erhohtem, eventuell schddlichem Alkoholkonsum fiihrt, wird
das Erleben von Stress diskutiert. Tiermodelle ermoglichen es, einerseits diese Annahme zu

iberpriifen, andererseits gegebenenfalls zugrundeliegende biologische Mechanismen sowie
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mogliche pharmakologische Interventionen zu untersuchen. In der vorliegenden Arbeit wurde
daher in verschiedenen Tiermodellen der Einfluss diverser Stressoren auf den freiwilligen
Alkoholkonsum untersucht. Dabei zeigte sich kein oder nur ein sehr milder, den
Alkoholkonsum verringernder Effekt. Dies zeigt, dass — zumindest im Tiermodell — kein
eindeutiger Zusammenhang zwischen dem Erleben von Stress und einer freiwilligen
Alkoholeinnahme besteht. Es sollte jedoch darauf hingewiesen werden, dass in einer kiirzlich
erschienenen Studie bei Mausen, deren CRHR1 durch genetische Manipulation funktionell
ausgeschaltet wurde, wiederholter Social Defeat sowie wiederholter Forced Swim-Stress
jeweils zeitverzogert zu einem signifikanten Anstieg der freiwilligen Alkoholeinnahme
fiihrten. Der Alkoholkonsum der genetisch nicht manipulierten Wildtyp-Méuse blieb dagegen
unbeeinflusst (Sillaber et al., 2002). Dies zeigt, dass — obwohl kein genereller kausaler
Zusammenhang zwischen dem Erleben von Stress und Alkoholkonsum zu bestehen scheint —
Stress in einzelnen Individuen, z.B. als Folge einer gestorten Stressachsenphysiologie, zu
erhohtem Alkoholeinnahmeverhalten fithren kann. Moglicherweise stellen die beschriebenen
CRHR1-Knock Out-Méuse ein neues Tiermodell dar, an dem dieser Zusammenhang sinnvoll

untersucht werden kann.

6. Zusammenfassung

Die berauschende Wirkung von Alkohol ist seit langer Zeit bekannt und wird seitdem vom
Menschen genutzt. Wihrend dabei der grofite Teil der Menschen iiber das gesamte Leben
hinweg einen unschidlichen, genussorientierten Alkoholkonsum beibehilt, fallen einzelne
Individuen in ein schiadliches Konsummuster, indem sie Alkoholmissbrauch bzw. ein
zwanghaftes silichtiges Verhalten entwickeln. Dabei spielen multiple Faktoren wie die
genetische Disposition sowie eine Reihe von Umwelteinfliissen eine Rolle. Tiermodelle
stellen ein wertvolles Instrument dar, die Vielzahl der angeborenen und erfahrenen Faktoren

zu reduzieren und den Einfluss bestimmter Vorraussetzungen bzw. Manipulationen auf
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verschiedene Phasen des Drogeneinnahmeverhaltens zu untersuchen. Ein ausgiebig
charakterisiertes Paradigma des freiwilligen Alkoholkonsums ist das 4-Flaschenmodell der
oralen Alkoholselbstverabreichung bei Ratten (sieche Ubersichtsartikel Spanagel & Holter,
1999, 2000). Dieses Paradigma erméglicht die experimentelle Untersuchung des initialen und
langfristigen  Alkoholkonsums sowie des riickfallartigen Trinkens in Form des
Alkoholdeprivationseffekts (ADE). Der ADE kann dabei im 4-Flaschenmodell im Heimkifig
sowie unter operanten Bedingungen, in denen die Tiere fiir den Alkohol Hebel driicken,
untersucht werden. Eine weitere wertvolle Moglichkeit, den Einfluss ererbter Merkmale
sowie Manipulationen nicht angeborener Parameter auf den freiwilligen Alkoholkonsum zu
untersuchen, stellen zwei Inzucht-Mausstimme dar, die sich erheblich in ihrer angeborenen
Priferenz fiir alkoholische Losungen unterscheiden: den Alkohol eher meidende D2- und

alkoholpriferierende B6-Miuse.

Zuniachst wurde untersucht, ob langfristiger freiwilliger Alkoholkonsum neuroadaptive
Vorginge im Gehirn Martinsrieder Wistar-Ratten auslost (Kap. 3). Diese konsumierten iiber
19 Monate hinweg (nahezu ein gesamtes Rattenleben) kontinuierlich durchschnittlich 2 g
Alkohol pro Tag im 4-Flaschenmodell der oralen Alkoholselbstverabreichung. Nach dieser
Zeit wurden sie dekapitiert, und frontaler Cortex, Nucleus accumbens, Striatum und
Hippocampus wurden dissektiert. Mittels Immunoblotting wurde die relative Menge (bezogen
auf eine gleichaltrige, wassertrinkende Kontrollgruppe) des Polypeptids der NMDA-
Rezeptor-Untereinheit 2B (NR2B) in den verschiedenen Hirngebieten bestimmt. NR2B stellt
eine fiir die inhibitorische Wirkung von Alkohol auf die NMDA-Rezeptorfunktion sensitive
Untereinheit dar, die v.a. in Vorderhirnregionen exprimiert ist. Es zeigte sich bei den
langfristig  freiwillig Alkohol konsumierenden Ratten, eventuell als Folge einer
Neuroadaptation an den dauerhaften inhibitorischen Einfluss des Alkohols auf die NMDA-

Rezeptoren, eine leicht (7%) aber statistisch signifikant erhohte Expression des NR2B-
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Polypeptids im frontalen Cortex, nicht jedoch im Nucleus accumbens, Striatum oder
Hippocampus. Dies steht im Einklang mit klinischer Forschung, die zeigt, dass besonders die
Frontallappen des Gehirns vulnerabel fiir die akuten und chronischen Wirkungen von Alkohol
sind (Lyvers, 2000). Die Ergebnisse zeigen einerseits, dass die Ratten im 4-Flaschenmodell
der freiwilligen Alkoholselbstverabreichung eine ausreichende Menge konsumierten, um
nachweisbare neuronale Adaptationen zu entwickeln, andererseits weisen sie darauf hin, dass

der NR2B ein moglicher Ansatzpunkt in der Behandlung alkoholkranker Patienten darstellt.

In einer weiteren Versuchsreihe wurde der Zusammenhang angeborener sowie durch Gabe
des Anxiolytikums Diazepam induzierter Unterschiede in der basalen Angstlichkeit und dem
freiwilligem Alkoholkonsum untersucht (Kap. 4). Zunéchst wurde der Alkoholkonsum zweier
Rattenlinien, die selektiv auf maximale Unterschiede im Angst-bezogenen Verhalten
geziichtet wurden, im 4-Flaschenmodell bestimmt. Trotz eines Trends der erhohten
Alkoholselbstverabreichung der weniger dngstlichen LAB- (low anxiety-related behaviour)
im Vergleich mit den dngstlicheren HAB- (high anxiety-related behaviour) Ratten zeigte sich
kein signifikanter Unterschied im initialen sowie langfristigen Alkoholkonsum. Ein ADE
wurde nur bei LAB-Ratten nachgewiesen. Die Gabe von Diazepam fiihrte bei Langzeit-
alkoholerfahrenen Wistar-Ratten zu einer dosisabhingigen Reduktion des riickfallartigen
Alkoholkonsums wihrend des ADE im Heimkéfig, nicht jedoch unter operanten
Bedingungen. Auf das basale, nicht deprivierte Alkoholeinnahmeverhalten hatte Diazepam
keinen Einfluss. Bei zwei Mausstimmen, die sich deutlich in ihrem Alkoholkonsum
unterschieden, zeigte sich, dass sich die alkoholpriferierenden B6-Miuse in der Dark/Light-
Box, einem Testparadigma unkonditionierter Emotionalitit, signifikant weniger dngstlich
verhielten als die D2-Tiere, die kaum freiwillig Alkohol zu sich nahmen. Wurden jedoch
Angstlichkeit und Alkoholkonsum der Individuen fiir die B6- und D2-Miuse jeweils einzeln

analysiert, so wurde dieser Zusammenhang des erhohten Alkoholkonsums der weniger
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dngstlichen Tiere nicht mehr gefunden. Eine hohere Angstlichkeit hatte also in den
verschiedenen Experimenten je nach Spezies und basalen oder riickfallartigen Bedingungen
entweder einen erniedrigten oder einen unverdnderten Alkoholkonsum zur Folge. Obwohl in
der klinischen Situation eine Comorbiditidt von Angststorungen und Alkoholmissbrauch wohl
dokumentiert ist, deuten die Ergebnisse der vorliegenden Studie darauf hin, dass — zumindest
bei Nagern — die Faktoren Angstlichkeit und freiwilliger Alkoholkonsum nicht in einem

engen kausalen Zusammenhang stehen.

In einer dritten experimentellen Serie wurde der Einfluss verschiedener Stressexpositionen
auf freiwilligen Alkoholkonsum von Martinsrieder Wistar-Ratten, B6- und D2-Miusen
untersucht (Kap. 5). Weder akuter noch wiederholter Social Defeat-Stress hatte einen Einfluss
auf das basale oder riickfallartige Trinken Langzeit-alkoholerfahrener Martinsrieder Wistar-
Ratten. Auch bei B6-Miusen hatte weder akuter noch wiederholter Social Defeat einen Effekt
auf den freiwilligen Alkoholkonsum im Heimkéfig. Ebenso erzielte hier akuter Beutestress
keine Wirkung. Dagegen verringerten wiederholter variierter Stress sowie wiederholter
Forced Swim-Stress — moglicherweise durch die Interaktion des Stresssystems mit dem
Belohnungssystem und daraus folgend einer stirker belohnenden Wirkung des Alkohols —
voriibergehend die Alkoholeinnahme bei den alkoholpriferierenden B6-Méusen. Auf den
freiwilligen Alkoholkonsum der den Alkohol eher meidenden D2-Miuse hatte keine der
Stressexpositionen einen Effekt. In der vorliegenden Studie wurde somit in unterschiedlichen
Paradigmen der Einfluss diverser Stressoren auf den freiwilligen Alkoholkonsum der zweier
verschiedener Spezies untersucht. Es zeigte sich kein oder nur ein sehr milder, den
Alkoholkonsum verringernder Effekt. Dies weist deutlich darauf hin, dass — zumindest im
Tiermodell mit Nagern — kein klarer Zusammenhang zwischen dem Erleben und den

Auswirkungen von Stress und der freiwilligen Alkoholeinnahme besteht.
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Die Ansicht, dass eine erhohte Angstlichkeit und/oder das Erleben von Stress zu einem
Anstieg des Alkoholeinnahmeverhaltens und damit eventuell zu einem schidlichen,
missbriauchlichen Alkoholkonsum fiihrt, ist weit verbreitet, jedoch auch stark umstritten.
Tiermodelle konnen einerseits helfen, diese Annahmen zu {iberpriifen, andererseits
gegebenenfalls  zugrundeliegende  biologische = Mechanismen  sowie  mogliche
pharmakologische Interventionen zu untersuchen. Daher wurde in der vorliegenden Arbeit der
Einfluss unterschiedlicher Angstlichkeit, sowie die Wirkung verschiedener Stressoren auf den
freiwilligen Alkoholkonsum Langzeit-alkoholerfahrener Ratten und Méause untersucht. Zuvor
wurde bei Ratten gezeigt, dass die Tiere in dem gewéhlten Paradigma der freiwilligen oralen
Alkoholselbstverabreichung ausreichende Mengen konsumieren, um eine nachweisbare
neuroadaptive Anpassung an den Langzeit-Einfluss von Alkohol auf das zentrale
Nervensystem zu entwickeln. Weder in Bezug auf Angstlichkeit, noch auf den Einfluss von
Stress ergab sich ein klarer Zusammenhang zur Menge freiwillig konsumierten Alkohols. Es
kann nicht ausgeschlossen werden, dass bei einzelnen Individuen — z.B. als Folge einer
gestorten Funktion der Stressachse — ein kausaler Zusammenhang zwischen Angstlichkeit
oder Stresserfahrung und dem Alkoholeinnahmeverhalten besteht. Die allgemeine Annahme,
dass erhohte Angstlichkeit bzw. das Erleben von Stress einen erhohten Alkoholkonsum zur

Folge hat, muss jedoch zuriickgewiesen werden.
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