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Zusammenfassung

Zusammenfassung

In diesem Dissertationsmpjekt wurde ein etabliertes Rattenmodellfur "Sgn- und GoalTracking"
untersucht Bei dieser pawlowschen Aufgabe zeigen Ratten individuelle Unterschiede in der
EmpfindlichkeigegeniibedembedingtenAnreizstimulusSogenannte Sigind GoalTrackereagieren
nicht nur unterschiedlichauf die Prasentationeines Hinweissignal fir die Belohnungbzw. der
Belohnungselbst sondernverhaltensichauchunterschiedlichbei Erwartungsverletzungedurcheine
Extinktion.DieKlassifizierungasiertaufihnrem Annaherungsverhalteantwederan dasSignalwelches
die Belohnungvorhersagt,oder an die Belohnung, dagielselbst.Friihere Studiemabengezeigtdass
dasdopaminerge Systeran der Expression dieses Verhaltdoeteiligt ist. Vor allem lag ein groRRes
Interesse ander Ermittlung desaffektiven Zustansd der Subjekte wahrend der Ausfihrg der
Aufgabe. Im Rahmen der vorliegenden Dissertationssahlitifde untersuchtob, welche Art und in
welcher Haufigkeit Ultraschallvokalisationen@dSV)wahrend der Aufgabe emittiert werden und
inwiefern diese mit demSigrr und GoalVerhalten zusammenhdngeZudem wurdein diesem
Zusammenhang geschaut, akine Mutation auf demCacnalésen das Verhalten in diesem
Paradigmabeeinflusst Das Cacnalésen, das fir die b mUntereinheit des spannungsgesteuerten
Kalziumkanalsvom L-Typ Cal.2 codiert, gilt als eines der Vulnerabilititsgene furverschiedene
Stoérungen, insbesondere depressive StorungAutismusSpektrumStérung, bipolare Stérung und
Schizophrenie Friihere Arbeiten deuten darauf hin, dassdie Verhaltenséanderungewon Cacnale
haploinsuffizienterRattenzumindesteilweisedurchVeranderungerm dopaminergerSystenbedingt
sind. Das i und GoalParadigmawurde auf dasgenetischveranderten CacnaleRattenmodell
angewandtund haploinsuffiziente Rattemit ihren wildtyp Wurfgeschwisterrverglichen Die Subjekte
emittierten 50-kHz USV wéahrend der Aufgaligies weist auf einen affektiven Zustand himotz der
starken interindividudén Variabilitat in der Rufratevaren diese Uber die Paradigmen und Extinktion
hinweg intraindividuell stahilZudem zeigen sowohl die haploinsufizienten Ratten als auch ihre
Wurfgeschwister eine klare Tendenz zum GoackingVerhalten. Die individuelle Rufrate wawsitiv mit
dem Sig-Tracking und negativ mit Geéitackingassoziiert Dies deutet auf eine zusammenhangende
Persdnlichkeitsdisposition hin. Bab einen Genotypuntersctden der Rufrate. Die reduzierten $(Hz
Rufe bei denCacnaldaploinsuffizientenSubjekten konnten aufeinen verringerten Affektzustand
durch die Haploinsuffizienz hinweisemd stehenim Einklang mit der Annahme einer verénderten
DopaminSignalisierung bei diesen Ratten. Das ist ein Ergebnis, das ihre Anwendbarkeit in Modellen

fur psychische Storungen erstutzt.




Summary

Summary
In this dissertation project, an established rat model for "sagwl goaltracking” was investigated. In

this Pavlovian task, rats show individual differences in sensitivity to the conditional incentive stimulus.
Socalled signand goaktracker not only respond differently to the presentation of a cue signalling a
reward or the reward itself, but also behave differently when expectations are violdtethg
extinction. Classification is based on their approach behavior to eithesigimal predicting the reward

or to the reward itself. Previous studies have shown that the dopaminergic system is involved in the
expression of this behavior. In particular, there has been considerable interest in determining the
affective state of subjestduring task performance. It was investigated whether, what kind and in what
frequency ultrasonic vocalizations are emitted during the task and to what extentwkey related

to sign and goalbehavior. In addition, we tested if a mutation on t@acnat gene, alters behavior

in this paradigm. Interactions between genetic and environmental risk factors play an important role
in the development of mental disorders. This particular gene, which encodédlthsubunit of the L

type voltagegated calcium chanel C&l.2, is considered to be one of the vulnerability genes for the
development of several disorders, among them depressive disgraitism spectrum disordey
bipolar disordes, and schizophrenia. Previous work suggests that the behavioral chaegesn
Cacnaldaploinsufficient rats are at least partly due to changes in the dopaminergic system. We
applied this Pavlovian conditionintask in this geneticallyaltered rat model and compared

haploinsufficient rats with their wildype littermates.

Sibjects emitted appetetive 58Hz USV during the task. Despite strong interindividual variability in
call rate, these were intraindividually stable across paradigms and extinction. Moreover, both the
haploinsufficient rats and their littermates showed aariéendency toward godracking behavior.
Individual calling rate was positively associated with-tigoking and negatively associated with goal
tracking. This suggests an associated personality disposition. There was a genotype difference in call
rate. The reduced 5&Hz calls in th€acnaldaploinsufficientsubjects may indicate a reduced affect

state due to haploinsufficiency and is consistent with the assumption of altered dopamine signaling in

Cacnalcats. This finding supportbe applicabilityof this modelin mental disorders.




Anreizsalienz

. Anreizsalienz

Menschen machen individuelle Erfahrungen und haben daher entsprechend subjektive Empfindungen
zu durchlebten Erfahrungen, die ihr Verhalten und Entscheidungen unterbewusistern gewissen

Grad beeinflusserfChildress et al., 2008 ohanssoret al., 200§. Der Lernprozess, bei dem ein
bestimmter Stimulus eirbevorstehendes Ereignis vorhersagt, ist pdsvlowsche oder klassische
Konditionierung bekanniwan Pawlow wies 1927 nlacdass die Prasentation einer Glo¢kss engl.
aO2y RA A 2y, 8iRReind Befowstziendd Futteeferung ankiindigte, bei Hunden Speichelfluss
ausloste, selbswenn kein Futter vorhandenwad8Sy 3f ®© a dzy O2 y RAniAgenfehén & ( A Y dz
kann zwischen appetitiver Konditionierung, einem positiven Ereignis, da¥&ilangen oder einen
Appetit befriedigt Domjanet al, 1986) und aversivakonditionierung(Dudaiet al, 1976 Estes &
Skinner, 1941 unterscheden werden Bei letzterem wird gelernt, die Folgen eines erwarteten
negativen Ereignisses zu antizipierenyetmeiden und zu minimieren. Bei der Verkniipfung eld&s

mit einem vorhersagenden Reizsigfiatiet ein Lernprozess staifaunders &obinson, 2013 Durch

die wiederholte Koplung einesHinweissignalsder normalerwése ein neutraler Reiz ist uralner
Belohnung vorausgeht, mit einemnkonditionierten beltinenden Reiz erwirbt das neutrale
Hinweissignalselbst belohnende Eigenschaften. Auf diéskise wird der neutrale Reiz iein
attraktives WunschSignalumgewandelt Diesesalleine genligt das Verhalten der Individuen zu
motivieren(Berridge, 2001; Bindra, 1978; Laj&i®indra 1976; Rescorla, 1988uchin Abwesenheit

einer Belohnungeicht derzuvorneutrale jedoch durchdie Kopplung nun konditioniert8timulusaus,

um eine Reaktiorhervorzurufen. Dieser Prozess wird als Anreizsalienz bezeichnet (Berridge, 2001;
Bindra, 1978; Lajoi& Bindra 1976; Rescorla, 1988). Es gibt jedoch groRRe individuelle Unterschiede bei
der Zustreibung von Anreizsalienz (fiir Ubersichten siehe Robinsaln 2014 Saunders &obinson,

2013.

Die Theorieder Anreizsensibilisierungurde 1993 von Terry Robinson und K&atrridge entwickelt

und besagt, dassdie wiederholte Einnahme von Suchtmitte zu einer Sensibilisierung des
mesolimbischerBelohnungsystemsund zu einer Steigerung des "Anreizwerts" siigichtmittels

fuhrt. Die zugrunddiegenden Mechanismen undneurobiologischenVerdnderungen bei der
Sensibilisierungbzw. die individuelle Veranlagung zur Uberempfindlichkeit gegeniiber den
motivierencen Effekten von drogenassoziierten Reizen bestimmen also die potenzielle
Wahrgheinlichkeit, ein suchtartigegerhalten zu entwickelifRobinson und Berridge, 199%)iese
Theorie istgewisermalfien ubrtragbar auf motivierende Belohnungsstimuin nachsten Abschnitt

wird das Paradigma vorgestellt, welches im Rahmen dieser Dissertation untersucht wurde.




Anreizsalienz

I.  Sign und GoalParadigma

Die Anreizsalienz kann bei Laborratten mit dén2 3 Sy | y y-luBdyGoadt{N& DY Ay 3d t I NI R
untersuchtwerden (Flagel et al., 2009piese Methodeermdglicht es, den pradiktiven Wert vom
motivierenden Werteiner Belohnungsaufgabe zu trennen. Bei diegawlowsch@& Aufgabe der
konditioniertenAnnaheung PCAgengl.aPavlovian Conditioned Approajlzeigen Ratten individuelle
Unterschiede in der Empfindlicak gegeniber denCS(Hagel et al., 2009; RobinsonRagel, 2009).
DieEinteilung in sogenannte Sigimd GoalTrackeST; GThasiert auf ihremAnnaherungsverhalten,

entwederan das Signg$ Yy 3sigit), welcheslie Belohnung vorhersagt, oderandas Z&eM(3f @), a3 2 | f &
die Belohnungselbst (Fitzpick & Morrow, 2016).In dem Paradigma wird mit einem sonst
inoperablen Hebel eine Futterlieferuracht Sekunden vorher angekindigivahrend einige Ratten

dazu neigen, siciwdhrend der Phasenehr mit dem CS zu beschéftigen, zeigen andere ein gréReres
Interesse an der mdglichen Belohnusejbst(Flagel et al., 2009). Dies ist ihbddung 1dargestellt ST

schreiben den CSs eine hohere Anreizwirkun@Rolbinson &lagel, 2009)Dies macht die CSs zu einer
effektiveren Verstarkung furTm Vergleich zu G(Flagel et al., 2007, 2008s iswichtig zu verstehen,

dass eine Belohnung unabhdngig vom Vdemldes Individuumsgewahrt wird. Es ist keine
instrumentelle aber klassischeKanditionierung. Dennochzeigen ST eine instrumentenghnliche

Reaktion, allerdings einernicht-instrumentalen AufgabeEs wird diskutiert, obiese Tenden, den
Belohnungeeizeneine Anreizalienzzuzuschreibenein Personlichkeitsmerkmal widgiegelt(Hagel

et al., 2009; Robinson &lagel, 200p Diese Annahme basiert a@fefunden friiherer Studien die

gezeigt haben dass das dopaminerg&ystem bei der Reaktion aufdie Prasentdon eines

Hinweissignalsder einerBelohnung in unterschiedlicher Weise beteiligt ist (Flagal.e2007; Flagel

et al., 2011Haight et al., 207; Sarter &hillips, 2018).

Abbildung 1: Sign (links) und GoalTracker (rechts)wéahrend der Ankindigung einer Futterlieferung duminen sonst
inoperablen Hebel (ibernommen von Flaggedl., 2009).
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ii.  Andere Verhaltensmerkmale de®ign und GoaiTracker

Wie bereits erwdhnt, zeigen die Tiere individuelle Unterschiedéarer Empfindlichkeit gegentber
dem CS, welcheals Charakterzug angesehen werdeamtk (Hagel et al., 2009; Robinson Rlagel,
2009. Nichtsdesttrotz unterscheiden siclsTund GI' nicht nur in denpawlowsh-konditionierten
Anraherungparadigmaselbst, sodern zeigen auch andere EigenschafierB. in Bezug auf Loschung
oder Anderungen der Reaktionsund Ergebnikontingenz ST reagieren emghdlicher auf
Veranderungen vorHinweissignale, wahrend de Devaluationvon Belohnungensich stark und
selektiv auf die GTs auskt (Meyer et al., 2012; YagerRobinson, 2010)Ratten untescheiden sich
in ihrer Neigungsich mit dem CS (STs) oder einer mdglichen Belohnung (GTs) zu bgsch&flis
reagieren wenigerempfindlich auf Erwartngsverletzungen, da sie ihre Aufmerksaibkauf
signalisierende Hinweig@chten, die eine starke miivierende Eigenschaft erhaltamd nicht auf die
tatsachlichen Ergebniss@udem wird oft dieTendenz, mit dem Hinwssignal der die Belohnung
vorhersagt zu interagieen, mit Impulsivitat (Flagel etl., 2010; Lovic et al., 2011) und suchtigem
Verhalten in Verbindug gebracht $aunders &obinson, 2013Tomieet al., 2008. ST schreiben nicht
nur dem Futter soncern auchdrogenassoziierten Stimudiinen ehdhten motivierendenWert zu
(Saunders &obinson, 2011 Paherwird das $ sogar haufig als Verhaltemsrker fur die Anfalligkeit
fur Drogenabhangigkeit angesehen (Flaggehl., 2009; Flage& Robinson, 2017Zudem weiserSTs
im Vergleich zuGTs ein relativ geringes MaRognitiver Kontrollfahigkeit begleitet mit
Aufmerksamkeitdefizitenauf (Kimet al.,2016 Paolone et al., 2013

lii. Umgebunge®inflisse auf den Sigrund GoatPhanotyp

Studien haben gezeigt, dass frilhe Entwicklungserfahrungere dBereitschaft beeinflussen,
belohnungsbezogenen Reizen einardizsignifikanz zuzuschreibeivahrend Ratten die ohne
regelmaflige soziale Interaktion aufgezogen wurddatterbezogenen Reizen eingrofere
Anreizwirkung zuschreiberst diesbei Tieren dievon der Mutteraufgezogerwurden, nicht der Fall
(Lomanowska et al., 20).1In vorherigen Kapiteburde beschrieben, wie dag-¥erhaltenoft mit der
Entwicklungvon Suchtverhalterassoziiert wird(Saunders &Robinson, 2013Tomie et al., 2008
Studen haben gezeigt, dassdie Anreicherung derUmgebung vor der Anfélligkeitund dem
Fortbestehen von suchtdhnlicherderhalten schitzt (Stairs &rado, 2009 Aul3erdemist die
Wahrscheinlichkeifiir die Selbstverabreichung von Drogeei angereichertgehaltenenindividuen
geringer als bei isoliedgehaltenerRatten (Gipson et al., 201 Dies gilt ach fiir die Bereitschaft dafiir
zu arbeiten (Brdo et al., 2001 Green et al, 2002) Dieser positive Effekt durch die

Umgebungsareicherungauf missbrauckéhnlichesverhalten flhrt zu der Frage, welchen Effdidser
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Faktor auf die Zuschreibung von Anreizsaliemz belohnungsassoziierten Hinweissignalen hat.
Beckman und Bido (2012 fandenheraus, dasslie geringere Anfalligkefiir missbrauchsahnliches
Verhalten mdglicherweise auf den geringeren Anreizwert der mit der Belohnung verbundenen Reize
zurickzufuhren ist. Dartiber hinaus zeigsin hrer Studie, dassolierte Réen vor allem $waren
wahrend die Individuen die eine Umweltanreicherung hattermehr zielgerichtets GT-Verhalten
zeigten. Sie kamen zu dem Schluss, daspabéive Anreicherungin der Umweltdie Bereitschaft
verringert, belohnungsassoziierten Reizen einen Anreizwert zuzuschréleemach verringert die
positive Anreicherung in ddJmwelt den Anreizwert, die mit Belohnung verbunden sind deutet
darauf hin, dasslie Anreicherung voBuchterhalten schitz{Beckmann &rado, 2012)Dies zeigt

wie wichtig die Bdicksichtigung von sozialen undnweltbedingtenEinflissenbei dem Sig- und

GoatVerhaltenist.

Iv. Neurobiologiedes Sigrund GoalVerhaltens

Die Erorterung neuronaler Mechanismen, die solche kogmbtivationalen Verhaltensweisen wid S
und GT vermitteln, ist esseniell, da die Kenmiisse aus dieserKonzepta bei der Erforschung
grundlegender Gehirnfunktionen und Risikofalaorfiir Krankheiten helfen kan@isherige Studien
gehen davon aus, dass es sich belnur@ einen DopamiriDA}abhangiga Prozess handelt, der sich
auf die subkortikalen Schaltkreise des hypothakahthalamischstriatalen Pfads stlitzerfFlagel et
al., 2007 Flagel et al., 2011; Haiglet al.,, 2017; Sarter & hillips, 2018) Wohingegendas @
hauptséachlich durch acdgholinerge(A)-kortikale kognitiveProzesse gesteuert wi@aolone et al.,
2013 Sarter &Philips, 2018) Ein Ungleichgewicht zwischen dieséhK 2 £ A y GoEMBG/uUnda
R2 LJ YAy DfbBh-8ph Prozésen fiihrt zu den Verhaltensphanotypedie bein ST urd GT

auftreten (Sarter &Philips, 2018)Dies wird nun anhand von Ergebnissars Rattenstudien gezeigt.

Es wird angenommen, dass daéfrontale Kortex PFQ eine inhibitorischeKontrolleausiibt, diees
den Individuererlaubt, nur bedeutungsvolle Reize zu beachtemduso zielgerichtetes Verhaltezru
vermitteln (Asplund et al, 2010; Ridderinkhof et al.,2004). Bei GTs findet eine holinerge
Neuromodulation imPFCGtatt, welchedie Aufmerksamkeitskontrollenoduliert (Paolone et al., 2013;
Sarter &Philips, 2018). Paolone et al. (2013) zeigétne geringe cholinerge Modulation if€Dies
weist darauf hin, dass di&Kapazitat fir chatierge Neuromdulation in STs durch neuronale
Cholinrezeptoren (CHT) begrenzt ist, da diesght auf eine Zunahmeed neuronalen Aktivitat
reagieren. Zudem weise®iTs im Vergleich £&iTs ein relativ ganges Malkognitiver Kontrollfahigkeit
auf, wobeiSTs im Vergleich zu GTs bei einer AufmerksamkeitsaufgiagpeoSustained Attention Task

{ ! ¥riedrigere und instabite Trefferquoten aufweisenPaolone et al. (2013) fandeawar keine

10
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Unterschiedezwischen den Gruppen in Bezug auf diechlite ACRhFreisetzung, aber siellten fest,
dass die mit der SAeistung verbundemerhdhte ACH-reisetzung bei GTs hoher w&aolone et al.,
2013).Unterstitzend zu dieser Studie berichten Kim et al. (20183s8Tssich schneller ablenken

lassen was wiederum fir eine schlechte Aufmerksamkeitssteuesprght (Kimet al,, 2016)

Im Gegensatz dazu vermitteln die subkortikastrukturen eher Emotionen wkelohnungund Angst
(Baxter &Murray 2@2; Shin &Libezon, 2@0). Das Verhalten, das bei $dstzustellen istist dass
diese nicht nur mit deridinweissignahteragieren sondern sogar daraarbeiten, diese Hinweise auch
ohne Belohnung zu erreichéBarter &hilips, 2018) Das weist auf eineher subkortikalgesteuerte
bottom-up Kontrollehin (Sarter &Philips, 2018) insbesondere die Aktivitat des mesolimbiscHzi
Systems,die bei den STerhoht ist (Flagel et al., 20QFlagel et al., 2011; Héiget al., 2017; Sarter &
Phillips, 2018)Das frantale DASystem von GTs reagieirh Gegensatz zu Siight aufDrogenstimuli
und unterstlitzt daher kein auf Stimuli ausgerichtetes Verha{tearter& Philips, 2018)ST und GI
zeigen nicht nur unterschiedliche Profile in dek-Beisetzung sondernsind durch unterschiedliche
Aktivitaitsmuster des NucleudccumbengNAc)gekennzeichne(Gilis & Morrison, 2019. AuBerdem
zeigen ST eine reduzierte Tyrosinhydroxyias@®A-Expression imentralen tegmentalen Areal (VTA),
begleitet von einer reduerten D2mRNAExpression inNAc (Flagel et al., 2007). Daruber hinaus
zeigen $erhohte DA- und 3,4Dihydroxyphenylessigsaure (DOP&ewebespiegel im NAc (Tonge
al., 2004) und weisen eir@dhere DAFreisetzung im NAc auf, wenn sie wahrend des-P@iAings
einem nahrungsbezogenddinweis ausgesetzt sind (Flagel et al., 30Dle Ergebnisse der-Bitu-
Hybridisieung von DARezeptoren im NAegeigen eine starkerExpression von DRezeptormRNA in
STs (Flagel et al., 200Djese Befunde belegen, dassdaifVerhalten (ler ventratstriatatphasische

DAReaktioren vermittelt wird (Hagel et al., 2011; SaundersR&binson, 2012).

Anreizalienzwird durch mesokortikolimbische Gehirnsysteme vermitt@elridge, 2007Robinson
und Berridge, 1998 Dererh6hte Corticosteronspiegel b8iTdeutet darauf hin, dass die Aktivitat der
HypahalamusHypophyserNebennieren (HPA)chsean der Attribution von Anreizsalienz beteiligt
ist (Flagel et al. 2009) Die Verringerung der Aktivitdt deHPAAchse durch positive
Umgebungeinfliisse bzw. Anreicherung bietet jedoch dievibglichkeit einer Verringerung der
Anreizsalienz fur belohnungsbezogefignale Das erklardie Verringerung desTsVerhaltensnach
Anreicherung (Beckmann und Brado, 2012). Dies avigth durch andre Studien bestéatigt, die zeigen,
dass ¥ nachAnreicherungerhdhte CorticosteronspiegelHagel et al., 2009; Tomie et,&2004) und
niedrigere basale Corticosteronspi¢ggufweisen (Stairand Brade 2009). Eine weitere Struktur
neben der HP#MAchse, d¢ haufigim Zusammenhang mi&Tund GTdiskuiert wird, sind die DA

Mechanismerinnerhalb der mesokortikolimbischen Bahnen, die ebenfalls durchabmngeinfliisse

11
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verandert werdenkdnnen. So erhoht die Anreicherung einerseits die Gesamtproteinexpresston de
Dopamintransporters (DAT) im NAc (Zakharova et al., 2009) und fuhrt zu einer erhOhten
drogeninduzierten DA&ynthese und einem erhdhten D&offwechsel im NAc und inStriatum
(Bowling et al. 1993; Zhu et al., 2004ndarerseitswird die DAFBindung imStriatum,DATMRNA pro
DANeuron auf Zellebene (Bezard et al., 2008jringert. Des Weiteren, gibt es Hinweise auf eine
geringere DAAufnahme im medialed®PFQZhu et al., 2004), zu einer verringerten EBRAIhktion und
Zelloberflachenexpression iprafrontaen Kotex ohne Veranderung der DEansporter Bindung
(Zhu et al., 2005) und zu eineerringerten DiRezeptorexpression iAFQDel Arco A eal., 2007.
Neben DAund ACh wird die glutamergische Signallbertragung innerhalb des mesokortikolimbischen
Weges auch durch Umebungsinflisse beeinflusst (Melendez RI et al.2004) Eine
Umgebungsanreicherungerursacht einen erhéhten mGluR2rmittelten glutamergischen Tonus im
PFQMelendez RI et a2004) und angereicherte Ratten zeigen im Vergleich zu isolierten Ratten

eine erhohtedrogeninduzierteGlutamafreisetzungm NAc (Rahman Brado, 2008)Diese Ergebnisse
zeigen,wie komplex die Mechanismen sind und welche Vielfalt an genetischen und umweltbedingten
Faktoren das Gleichgewicht der neurobiologischen Maimen, die den$T und GTzugrunde liegen,

verandernund beeinflusserkdnnen.

In diesem Kapitel wurde aufgezeigt, dass mit dem-Siga GoalVerhalten individuelle Unterschiede in

der Empfindlichkeit gegentber dem CS gemessen werden(Kagel et al. 2009; Robinson &lagel,

2009) Dieses subjektdangige Verhalten steht im Zusammenpganit anderen Verhaltensmerkmalen
(Flagel et al., 2009, 2010; FldgeRobinson, 2017; Kim et al., 2016; Lovic et al., 2011; Meyer et al.,
2012;Saunders &obinson, 2011, 2013; Tomie et al., 2008; Paolone et al., 2013; Yager und Robinson,
2010). Neben der Beeinflussung dieses Phanotglwsch Umgebungseinflisskann ahand der
Eroterung der neuronalen Meehismen aufgezeigtwerden dassdas Sign und GoalVerhalten auf
grundlegende Gehirnfunktiondrasiert(Flagel et al., 2007; Flagel et al., 2011; Haaght., 2017; Sarter

& Phillips, 2018; Palone et al., 201Bisher existieren noch keine Studien Uber den affektiven Zustand
der Individuen, wahrend der Atilhrung dieser PGAufgabe. Im Folgenden Kapitel werden die

Ultraschallvokalisationen erlautert, die es erlauben, den Affektzustand zu ermitteln.

Il. Ultraschallekalisation

Nagetiere verfugen Uber die Fahigkdiufe im Ultraschallbereich auszusenden, diegauid hrer
Frequenz Uber 28Hz nicht von Menschen wahrgenommen werden konnditraschallvokalisation
(USV) ist eirhochsensibler Marker, um daseihalten von Nagetieren ztesten Auf diese Weise

kénnendie positiven und negativen Affelf sowie ihre Reaktion disoziale Reize analysieverden
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(Wohr &Schwarting, 2013Pabei ist jedoch zu beachten, dass das Auftreten der versaineeddSY
Klassen nicht nur stakom Geschlecht und Alter der Tieadhéand (Portfors &Perkel, 2014; Wohr &
Schwarting, 2013), sondeauch von den physischen oder psychischen Anforderungen der Umgebung
(Brudzynski, 2013; Wol& Schwarting, 2013Piese Rufe kdnneanter anderemverwendet werden

um Komnmunikationsdefizite bei gychischeStérungen zu messgiVohr & Schwarting, 2013)Bislang
wurden bei Ratten drei verschiedene Klassen von-BEx8\sionemachgewiesen: isolationsinduziert,

interaktionsinduziert und angstinduzie@Voéhr &Schwarting, 2013)

Der isolationsbedingte 8MRuf ist das Ergebnis eines negativen Geflhlszustands und wirdakuch
oPfeifenin der Einsamkeit" oder "Notruf' bezeichnéiVohr et al., 2008)Diese Rufe dedungtiere
treten auf,wenn sie von ihrer Muttezuriickgelasseoder getrenntwerden. Dieseisolationsbedingte
USVYKommunikationsbereich bei Rattenwelpen, @eis einer Notlage resultierkann im Bereich von
~40 kHz gemessen werden (Ehret, 1987; ERrdaak, 1981; Sewell, 1978/6hr et al., 2008).

Basierend auf ihrer Frequenz kénnen WY erwachsenen Tierén 22 und 50kHzUSV unterteilt
werden (Brudzynski, 20132021; Portfors, 2007; Wohr & Schwarting, 201Beide haben eine
kommunikativeFunktion (Seffer et al.,2014; Wéhr, 2018Waohr & Schwarting, 20074nd es wird
angenommen, dass sigen motivationalen und affektiven Ztand des Individuumsviderspiegeln
(Burgdorf et al., 202@rudzynski, 2012021 Knutson et al., 2002/6hr, 2018 W6hr & Schwarting,
2013. Im Gegensatz zu den Jungtieren stol@wachsene Ratten miFrequenzen um 228 kHz
sogenannte "Alarmrufeaus(Brudzynski, 2013 ovngton & Miczek, 2003; Litvigt al., 2007 Wohr &
Schwarting 2007 2013. Wahrend 22kHz Rufe typisch flr aversive Situationen sirkingpp &
Pohorecky, 1995%5ales, 1972; VaredPoel et al., 1989wie z. B. Furcht und Angst (Wo6hr et al., 2005;
Borta et al., 2006), werden S3HzRufe in appetitiven Situationemie beider Paarung (Burgdorf et al.,
2008) beim Spielen (Knutson et al., 1998§er nach Veralmichung von Psychostimulden
(Engelhardet al., 2017pausgestoRerDiesew dzF S a4 A Y R I dzO K bekahrwerndentuicii Sy t | OK
die Interaktion ausgeldosind weisen auf einen positiven affektiven Zustand (efferet al., 2014).
Zudemkdnnendieseaber auch kommunikative Funktionen habenf{&eet al., 2015)Sie kdnnen auch
durch die Erwartung einer Belohnurmgler eines belohnungsbezogenen Hinweises ausgeldst werden
und spiegeln da¥erlangen widerurgdorf et al., 200Brenes &chwarting, 20142015;Knutson et

al., 1998; Pankgp & Burgdorf, 2000 2003). Die Messung dieser Rufann dabeihelfen, einen
Einblick sowohl in den aktuellen emotionalen Zustaider Ratte als auch inchrakteristische
Eigenschaften der Tiere zu gewinnekhiens et al.,2013 Tarata et al.,, 201}, da dieseRufe

interindividuell sehr variabgjedochintraindividuell stabil singSchwarting et al., 2007).
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I.  50-kHz US\Bubtypen

Wahrend dieaversiver22-kHz Rufe flachesirca 3063000 msecdnge Rufe sinkdnnen 56kHz Rufe

mit einer Rufdauebei 20100 msac je nach Charakteristikin Subtypen aufgeteilt werde(Woéhr &
Schwarting2012,2013) Basierend auf strukturellen und akustischen Eigenschaften hat Wright et al.
(2010)einedetaillierteKlassifizierung in 14 Kategorien vestellt. Im Gegensatz zu diesaetaillierten
Klassifikationwverden oft die 56kHz Subtypemuchin vier Kategorien klassifiziert, den sogenannten
flachennicht-frequenzmodulier§ y ¢ Sty13i o0 oawldzF Sy  dzy R F NBKHZESYDieY 2 Rdzf A
FM lassen sich ina { (i-Buféd(stufige) mit mehr als SkHz Unterschied zwischen direkt
aufeinandefolgendenRufen,a ¢ NBufe i ein oder mehreren Kurvelzy R o aRufegéridischt
auftretende Rufeunterteilen (Engelhardt et al., 2017; Kisko et al., 202820; Pereiraet al., 2014;
Wohr et d., 2015. Dies ist in Abbildung dargestellt.Eswird vermutet, dass bestimmte Ruftypen mit
bestimmten Verhaltensmustern assoziigrerden kdnnenBurgdorf et al., 2008ereira et al., 2014
Wright et al., 201 Es wird angenommeéh R | & & -Rufe&im wiedelherstellen von sozialen
KontaktennachTrennung von Artgenossedienen (Wohr et al., 2008; Wright et al., 2018udem

wurde gezeigt, dasEM 50kHz USV positiv mit der Paarung und Spielverhalten assoziiert waren

(Burgdorf et al.,, 2008) undndividuen in der direkten Interaktion miteinander oder nach
Administration von Psychostimulafizy’ K| K S-RiBe vandsibldigébenidie sich durch ihre kurvige
Form auszehnen Pereira et al., 2014)Nright et al., 2010).

Abbildung2: Subtypen der 58Hz Ultraschallvokalisationen. Spektrogramm mit reprasevgatiFlat, Step, Trill und Mixed
Rufe von weiblichen CacnatRatten wahrend des @i-und GoalParadigmas. (Eigene lllustration)

ii.  Neurobiologie der50-kHz USV

Das Zusammenspiel mehrerd8ahnen und unterschiedlicher Areale ist fdre Weiterleitung
emotionaler Erregungsreaktionen verantwortligBurgdorf et al., 2007Brudzynski, 2013, 2014
Brudzynski et al., 2011kemoto, 2007) Zwei Systemdalie in diesem Zusamemhang oft diskutiert

werden sindzum einen das aufsteigende mesolimbistiolinerge Syem durch die Freisetzung von
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AChin mediobasalen Zwischenund Voderhirnregionenpei negativer aversiver Erregung und
Emission von 2RHz Rufen(Brudzynski, 2014Brudzynski et al., 2011lund zum anderen das
aufsteigendemesolimbischeSystem durch die Freisetzung vonADim NAc,bei der Auslésung
belohnender appetitiver emotionaler ErreguriBurgdorf et al., 2007Brudzynski, 2013tkemoto,
2007) Zudem wird inBrudzynski (20072021 die Aktivitat des mesolimbischddAegen Systems als
das verantwortliche limbische Fundament fir die Auslosung voRHS0 US\ldebattiert. Dartber
hinaushaben Studien gezeigt, dass @a-Aktivitatin belohnungsbezanenHirnarealen mit 5&kHz
USV verbunden ist (Burgdorf et al., 2007; Willuhn et al., 2014). Die synaptische FreisetzDAgn/on
der NAc als Ergebnis feuernder VNiduronen (Soferset al, 2009) steht in direktem Zusammenhang
mit der Erzeugung eines pgtigen emotionalen Zustands urdker 50kHz USYProduktion (Brudzynski
2013, 2015). AuBerdem beriaten Willuhn et al. (2014) Ubeaine phasisch®A-Freisetzundgm NAc
als Raktion auf 56kHzUSV. Mehrereandere Studien belegen, dass dié\ergeSignallibetragung
auch mit der Aussendungn50-kHzUSV bei Ratten verbunden igthrens et al., 2013 aracha et al.,
2012; Wdr & Schwarting, 2013 AulRereém werden hohe Raten von $MHz Rufen durch d
Amphetamin ausgelostEngéhardt et al., 2017; Natusch &chwating, 2010; Wo6hr, 2021}Heal et al.
(2013) bericken, dass die Verabreichung dieses Psychostimulans zu einer enorrtreaedléaren
Verfugbarkeit von DA fuhrt, und zwar aufgrund eines erhohten Efflux, exingehemmten
Wiederaufnahme uneines verringerte Abbaus. 5&kHzUSV verstarken die Aktivitat vorAbn NAG
was die Belbnungsverarbeitung stark beeinflusst (Willuhn et al., 2014). AuRerdem flhrt die Injektion
von dAmphetamin nicht nur zu einer Ubermafligen Emission vorkBQUSV (Pereira et ak014),
sondernauch zu einer erhdhten Verfligbarkeit voA [Heal et al., 2013; Wright et al., 2013). Die
wichtigste Hirnstruktur, von der diskutiert wird, dass sie an der dninduzierten Erzeugung von-50
kHzUSV beteiligt ist, ist die Hille dea&Burglorf et al.,2001; Brudzynsket al., 2011Thompson et
al., 2006. Pereira et al. (2014) berichteten, dass didrdphetamininduzierte Zunahme der 5kHz
USVauch mit einer hyperlokomotorischen Aktivitat einhergi@gidem fuhrt die Administration von
Flugentixol, eirem DARezeptor Antagonish, zu geringeren 5&Hz Rufen (Burgdorf et al., 2007
Wohr (2021) erorterte in seindubersichtsarbeit, dass alle drei von ihm verabreichtenmaatiischen
Medikamente (LithiumTamoxifen undMyricitrin) indirektmolekulare Signaltibertragurgn hemmen
(Armani et al., 2014; Meotti et al2006; Zsate & Maniji, 2009), die das D8ystemmodulieren. Dies
konnte zu einerBlockierung der Déxgen Neurotransmission fuhren, die zur Unterdriickung de
medikamenteninduzierten 5@HZUSYV fihrt (Wohr et al., 2021).d3eErkenntnisseleuten darauf hin,
dass die 5&kHzRufe zumindest teilweise durch den mesolimhit Belohnungsweg, insbesondere

DAerge Neuronen, reguliert werden.
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In diesem Hpitel wurde geeigt, dasglie Aufnahme von BVAufschluss Uber den affektiven Zustand
der Ratten gib{Burgdorf et al., 202@rudzynski, 2013, 2021; Knutson et al., 2002; Wohr, 2018; Wohr
& Schwarting, 2013)Dabei deutn die 56kHz Rufe, die wiedem in Subtypen augfetilt werden
konnen auf einen positiven Affektzustand liiingelhardt et al., 2017; Kisko et al., 2018@®ereira

et al., 2014; Wohr et al., 20)15Diese appsativen Rufe, wie auch dag-Qund G-Verhaltenwerden

zum Teil von DArgen Schaltkreisen modert (Heal et al., 2013; Pereira et al., 2014; Willuhn et al.,
2014; Wright et al., 2013)ripi et al. (2017) haben gezeigt, dass sich die-R&ktion auf Kokain
zwischen den Tieren in Abhangigkeit von ihrem Verhalten in derA@fabe stark unterschget.
Aufgrund dieser Zusammenhangad um den affektiven Zustand der Subjekte Hairrchfiihrung der
PCAAufgabezu untersuchenvurde in Stdlie 1 die Vokalrate der Indivién wéahrend des Paradigmas
aufgenommen. Veranderungen des Affektzustandes die Perfrmance in Belohnungsaufgaben
stehen im engen Zusammenhang zu psychischen Stérybgenet al., 2010; Green et al., 2010; Heyes
et al., 2015Lancaster, 2014 Die Kentnisse aus diesen Konzepten und Erforschung des Verhaltens und
der grundlegendemMechnismen kann helfen Risikofaken der Stérungen und ihre Kwrbiditat zu

verstehen. Infolgenden Kapitelvird daher auf psychische Stérungen eingegengen

lll. Psychische Stérungen

Psychische Stdrungelassen sichunterteilen in affektive Stimmungsstérungemie depressive

Storungnd Sy 3t @ a Yl 22 NJ RS LINipoak Stahdgne S§F ANIPS NI X LR 5 5 NI RA
und Entwicklungsstérungen des Nervensystemie AutismusSpektrumStérungend Sy 3 @ o | dzi A
& LIS Ol NHzY R A édéer BdRifopliemig STZ)(3a0 et al., 2010DSMS5; Ferreira et al., 2008;

Green et al., 2010; Moskvina et al., 2009; Nyegaard et al., 2010; Ripke2&X14l,,2014; Sklar et al.,

2008 Splawski et al., 2005, 2004; Witt et al., 2D1&timmung ist definiert als eimnerlich
durchdringender und anhaltender Gefgtdn, dersich auf fast alle Aspekte des Verhaltens einer

Pason in der AuRenwelt auswirkAmadceBoccara et al., 1993ptimmungsstérungen oder affektive

Stérungen werden durch ausgragte Stérungen der Emotionéesdirieben,schwereTiefpunkte die

als Depression bezeichnet werdender Hdepunkte, die als Hypomanieder Manie bezeichnet

werden ODSM5; ICB10; Sekhon &Gupta, 2021) Diesebetreffen weltweit eine groReAnzahl von

Menschen. Studien, die in den letztewed Jahrzehnten Daten erhoben habereigen, dass die

Pravalenz zwischen 14 % (Alonso et al., 2004) und 21 % (Kessler et al., 2005) iegguwiamdeutet,

dass eine von sechs Personen an einer schweren MDDeousBDleiden wird. Frauen haben eine

fast doppelt so hohe Pravalenzrate Wwikinner Rakofsky & Rapaport, 201Richards, 201), walrend
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Manner haufiger an ASIhd SCZ erkrankeAl§el et al.,2010; Eaton et al., 201Ptalladay et al., 2015
Steel ¢ al., 2014.

Die Atiologie ist jedoch nactwie vor nur unzureichenderforscht Es wird diskutiert, dass die
Kombination bestimmter Umweltbedingungen mit dem Vorhandensein Wisikgenen zum
Ausbruch bzw. Auftreten dieser Stérungen fuihrt. Obwohl die neurobiologiskleerelate, die die
Gehirnstruktur und-funktion beeinflussen, noch unklar sind, deutet die hdEmblichkeit auf einen
starken genetischen Einfluss hin. Die Erblichkeit von MDD wird auf etd@ #@eschatztfir BDauf
60-85 %, bei SCZliegt diese bei 8@5 %und bei ASDagar bei 90 %Cannon et al., 1998; Cardno &
Gottesman, 2000Kendler &Prescott, 1999; Kieseppa et al., 20MeGuffin et al.1996,2003;Sandin

et al., 2017;Smoller & Finn, 2003Sullivan et al.,, 2000Nach der Diagnose wird nur ein kleiner
Prozentsat der Betroffenererfolgreich geheilt, ohne dass es zu einem Ruckfall kofGonir@adi et al.,
2017;Ferrari et al., 2016; Lambert et al., 2016ller et al., 2011 Der Ausbruch dieser Stérungen
schrankt dieLebensqualitat der betroffenen Menschen enornm.eihre Existen#iihrt nicht nur zu
einemgrolRen Leidensdruck fur die Betroffensalbst sondern auch fir das soziale UmféRimon,
2003) Neben der hohenwirtschaftlichen und finanziellen Belastung durch Faktoren wie
Arbeitslosigkeit (Fajutrao et aRp09),Praduktivitatsverlust (Goldberg &rnst, 2002) oder Kosten flr
das Gesundheitswesen (Simon, 2088 auch die Unabhéangigkeit, die psychische Stabilitat und die
sozialen Beziehungen bzw. dasnktionieren (Harvey, 2014; Simon, 2003) von Belang extremen
Fallen kann die verminderte Erfahrung des Wohlbefindens der Patienten (Parker et al., 2018) sogar zu
Selbstmord fihrenGhesney et al., 2014; McGrath et al., 2008e etal., 2016.

In Anbetracht der Tatsache, dass Stimmungsstorungah andee psychische Stdérungeginen so
grol3en Prozentsatz daNeltbevolkerung betreffen, ist es erstaunlich, dass diédinterstehenden
Mechanismen noch immemicht vollstandig aufgeklart sind. Das liegt daran, dass es sich um recht
komplexe Krankheiten handeltdie nicht nur durch einen einzigen genetischen Locus verursacht
werden. Der Ausbruch der Krankhéat das Ergebnis des Zusammenspiels mehrerer genetisiciger
umweltbedingter Mechanisme(Uitterlinden, 2016). Die Wdarheit Uiber die Atiologischrankt agh

die Entwicklung neuer Behandlungsmethoden ein. Die meisten deebgdn Behandlungen zielen
eherauf die Symptome als auf die pathophysiologischen Ursachen ab (Bllgt2212). Dies ist auch

einerder Hauptgrinde fur die oben erwahnten hohen Ruttgtaten der Stérungen.

Angesichts der hohen Pravalenz und des immensen Leidens aeihderSeite und des mangelnden
Wissens tber die Atiologie auf der anderen Seite wird deutlich, wie wichtig die Forschung auf diesem
Gebiet ist Die haufigen Uberschnaidgen in den Stérungsbildern waeich die Komorbiditat (Steel et

al., 2014) deuten aigemeinsame grundlegende Mechanismen Eimes der Gene, das immaieder
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im Zusammenhang méffektiven Stérungen, aber auch MiSD und SG¥enannt wid, istCACNA1C
(Dao et al, 2010; Green et al., 201Bteyes et al., 2b). Die vorliegendé\rbeit wird sich auf dieses

Gen konzentrieren.

I. CACNAlC

Im Gegensatz zu MDD, BX3Z und ASBhat et al., 2012Dao et al, 2010;Ferreira et al.2008;Green

et al.,, 2010 Heyes ¢al., 2A.5; Li et al., 2015Ripke et al., 2014; Schizophrenia Psyclig&&nome
Wide AssociationStudy (GWAS) Consortium, 20Mird eine Verstakung der Genaktivitat der
CACNAZI@®utation mit der Entwicklung vom Timoth$yndrom (T$)welchessich durchéhnliche
Symptome wieASD auszeichngassoziierfLiao &Soong, 2010Splavski et al., 2004, 2005Bei MDD,
BD SCZ undS®stehen wr allem Einzelnukleoti®olymorphismen (SNPsS)Y@ACNAL{n Mittelpunkt

der genomweiten Assoziationsstudi€@WAS) (Schipbrenia Psychiatric Genom#&ide Association
Study (GWAS) Consortium, 201Bei Menschen befindet sichad CACNALGen auf Chromosom
12p13.33 und kodiert fur digch -Untereinheitdes LTyp spannungsgesteuerten Katakanals (LTCC)
Ca/l.2 Bhat et al. 2012 Heyes et al., 20)5NebenCal.2 gbt es drei weitere LTCC, {4, Cdl.3
und Cal.4 (Caterall, 2011). GA.2 machtjedoch etwa 80 % und damit die Mehrheiteall-Typ
Kalzumkanéle im Saugetiergehirn a(@inneggeBrauns et al., 2009). Es wirdnallem in neuronalen
Zellkdrpernund proximalen Dendriteexprimiert, wobei die hdochste Expression im Hippocampus,
Kortexund Kleinhirn zu beobachten i&bermair et al., 2008&8chlick et al., 201@&inneyger-Brauns et
al., 2009; Splawski et al., 200Nebendem zentralen NervensystenZ($ sind diese Proteinkanéle
auch in Herzgewebe, glattenudkeln und endokrinen Zellen finden (Casamassima et al., 2010;
Catterall, 2011 Striessnig et al., 20)4Der lonenkanal besteht auger Untereinheiten, wobejede
Untereinheit voneinem anderen Gen kodiert wirgBhat et al., 2012)Die beiden Transmembran
Untereh Y KSAGSY hmO dzy RACNALGzw.dCACNREDE kodietty Die genetische
Information des ifi NI T S {Teii$ lidgi&Biflem CACNB4-Gen und @ des Calmodulifeils auf
dem CaMGen.2 NKNBY R hut I | ardageRReduliefung2dBrdeExpregsion und der
Modulation der allgeeinen Eigenschaften des Kanddsteiligt sind, hangen die funktionellen
Eigenschaften von dér mntereinheit ab, die aus ZBransmembransegmenten aufgebaut Biese
bilden eine Poredurchdie lonen in die Zelle gelangkéinnen (Bhat et al., 2012; Catterall, 2011; Heyes
et al.,, 2015). Dieser Kal dient als wichtigerTransduktor des Membranpotezials an der
Zelloberflache in lokale intrazellulare Ga@ransienten undvermittelt die Depolarisierung der
Zellmembran. Durch die Erhthung ddembrandurchlassigkeit fir delBinstrom vorC&*-lonenund

die Modulation der neuronalen Ergung werden vieleverschiedenephysiologische Ereignisse
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ausgeldst (Sinnegddrauns et &, 2009 Zamponi, 2016 Dies reguliert vielrachgeschaltete Pfade wie
die Genexpression, die Neurogenes®l beeinflusst die synaptisciitastizitat (Ghosh et al., 1994e

et al.,2016;Zamponi et al., 2016; Zuccotti et,&017). EineVeranderung in diesem Gen fuhrt zu einem
Ungleichgewicht der &1.2-Expression. Studien an Ma&ausenhaben gezeigt, dass dieses
Ungleichgewicht zu Herzversagen fihren kann, insbesondere bei homozygo@acnale
DSYRSI { GA @A SNUA &l okl dief deredag Bmdrgbhalstadium nicht (iberleben
(Striessnig et al., 2014). IMI& wird es als Ausloser fir dehanotyp bestimmter neuropsychiatrischer
Stérungen angesehen, unter anderem f@timmungsstérungenkerraira et al., 2008; @en et al.,
2010; Striessnig et al., 20l4Es wird angenommen, dass die bei MDD und BD beobachteten
Phanotypen wie Depression durch P&@ygdalaHippocampusStrukturen vermittelt werdern(Erk et

al., 2010, 2014Kabir et al., 2016). Strukturelle und funktionelle Veranderungen sind hiedenit
rs1006737Allel assoziier{Dietsche et al., 2014; Perrier et,&2011; Wang et al., 2011), welchdess
CACNAl@Risikoallel mit MDD un@®D in Verbindung bringt (Mallas at., 2016). ARerdem ist die
Reaktivitdt deHPAAchse eng mit Stimmungsstérungen verbundiagdiesedurch die LTCCs reguliert
wird (Gunnar et al., 200 Karst et al., 2002). Dartubainaus wurde da€ACNA1&en mitAlterationen

in der Sprachentwicklungnd -funktion in Verbindung gebraclif€asamassima et al., 2Q18plawski et
al., 2004, welcheeberfalls ein zentrales Symptom b8timmungsstérungesind Dennoch sind die
tatséchlichen direkterAuswirkungen von Veranderungé&n Gen noch nicht klar. Diggdt vor allem
daran, dass SNRse rs1006737 Teil eines nickbdierenden Abschnitts des Gens sind und daher ein
direkter Einfluss dustrukturelle und funktionellAspekte des Ga.2-Kanals ausgeschlossen werden
kann. Es wirdgdoch vermutet, dass es hieimeinen Teil des Gens handelt, der an der Transkription
beteiligt ist und daher die Genexpressibeeinflusst (Kabir et al., 204y Diese Idee wird auch durch
Befunde gestitzt, die Uber eineerminderte Expression VOBACNAL@n Gehirn von Patientemit
neuropsychologischen Stérungéerichten (Eckart et al., 201&ershon et al., @L4; Roussos et al.,
2014). In weiteren Studien wurdeerichtet, dass das Risiédlel rs1006737 mit einer erhOhten grauen
Substanz im praéntalen undanterior-cingularerKortex (Kempton et al., 2009; Wang et al., 2011id
einer hoheren Dichte degrauen Substanz in der Amygdala und im Hypothalamus éPetral., 2011)

verbunden ist.

Soziales Verhalten und Kommunikation sindn eschwerwiegendes Merkmalwelche bei
Stimnungsstérungen beeintrachtigtind (Bai et al., 2019; Cattanet al., 2018; DiLalla et a017;
Hirschfeld et al., 2000; O'Donovan & Owen, 2016; Sarklezno et al., 2009). Uber dedirekten
Einfluss des Gh.2-Expressionsniveaus auf den Phanotygn wir bei Stimmungsstérungesehen, ist
wenig bekannt. Die Verwendung von Tiermodellen égt elementarer Vorteil, da sie gezielt

manipuliert werden kénnen, um ihren Einfluss auf das Verhalten besser zu untersundenu
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ergriinden. Miro et al. (2012) und éest al. (2012) haben gezejglass Knochuts dieses Gens in
Nagetiermodellen Phanotypen zeigen, die fir den Menschen aalesind.Untersuchungerf{Ferraira
et al., 2008; Green et al., 2010) zeigen, dass dieses Gen sovktihischen Populationen agsich in

Nagetiermodellen mit affektiven Stoérungen in Verbindung steht.

ii.  CacnaleTiermodelleund Verhaltensveranderungen

Da die DNAequenz von Nagetieren zu-80 % ortholog zum Menschert {§ogil et al.,2019, sind
Nagetiereein kompatiblerKandidat fiir did=orschung. Die Nutzung ein€®rmodellsist notwendig,
da es fir dé Kontrolle von Menschen héheethische Beschrankungen gibt und umgeburegtingte
Faktoren, dieneben der genetischen Variati@ine grol3e Rolle beim Ausbruch der Krarnkbpielen.
Dies kannri Nagetiermodellen kontrolliemerden, da diesenter den gleichen Bedingunggehalten
werden. Die homozygotéblation desCanaleGens ist tddlich (Seisenbenget al., 2000). Daher
basieren die meisten aktuelleBrkenntnisse in i&modellen entweder auf heterozygotekblation
(Cacnalt; Braun et al., 2018, 2019; Kisko et al., 2012®@0der auf regionalspezifischen Ablationen
im Gehirn Jeon et al., 201Kabir et al., 2013). InheterozygotenCacnalt” Nagetiermodellen istlie
Expression von GR2 global eduziert Dao et al., 2010; Lee et al., 2012s muss darauf hingewiesen
werden, dass die Ergebnisse jedoch teglierspriichlich sind, was di€omplexitat dieser Stérungen
zeigt. Nichtsdestotrotz ist die Validitdteser Modelle sehr hoch, da dibeobachteten Phanotypen
denen beim Menschen entsprechen (Kabiakt 2016; Moon et al., 2018).

Funktionsstdrungen des Hippocampus werden mit der Pathogenese von Gemitskrankheiten und
Schizophrenie in Verbindung gebracht undnkien fir die emotionale Instabilitat und die
Gedachtnisstérungen im Hippocampus, die bei beiden Krankheiten beobachtet werden, von
Bedeutung seinBhat et al.,, 2012;Small et al., 2011 Die bedingte Deletion vorCacnalcim
Hippocampus und im Kortex fihzu Hppocampusabhéngigen Verhaltensdnderungen, wie z. B. einer
Beeintrachtigung des rdumlichen Gedachtnisses im MiviasserlabyrintiTest (Moosmang et al.,
2005). Im Gegensatz dazu fand White et @008 nicht einen solchen Effekt im Morfis
Wasserlagrinth, aber berichtet von kognitiven Defiziten im raumlichen Lerneres wurde von
weiteren Studien bestéatigt, digeigen, dass ime Deletion vonCacnaldm Vorderhirn von Mausen

eine Veranderung im raumlichehernen(Dedic et al., 2018Kabir et al.,2017b; Moosmang et aj

2005), in soziale Praferenaufgaben(Dedic et al., 201,8Kabir et al., 2017aundim Umkehrlernen
(Dedic et al.,, 2018)aufweist Auch leterozygoe Ratten zeigtenBeeintrachtigungen beim
Umkehrlernen(Sykes et al., 2019 ndererseis zeigten Studien an heterozygoten Ratten keinen Effekt
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bei der sozialen Praferenzaufgafi@ader et al., 2011; Dedic et al., 2018) und sogar bessere Leistungen
bei der Objelwviedererkennung(Zanot al., 2015).

Andere Studienbelegen dasshaploinsuffizienteNagetiere eine erhde Angstlichkeit aufweisen
(Bader et al., 2011Daoet al., 2010; Lee et al., 201BDie Amygdala spielt eine zentrale Rolle bei der
Regulierung von Angst (Moosmang et al., 2005) bedder allgemeinen Funktion desnbischen
Systems, die bei neuropsychiatrischen Erkrankungen eine Rolle spielt (Krishnan und Nestler, 2010). Es
ist bekannt, dass LTCCs die Funktion der Amygdala sowie die von der Amygdala vermittelten
Verhaltensweisen moduliergiBauer et al., 2002, Langger et al., 2010; Niikura et al., 2004). Mithilfe
eines konditionalen Knoetut-Mausmodells sowie pharmakologischer Methoden konnte gezeigt
werden, dass G&.2 die relevante genetische LTHSGform im ThalamusmygdalaWeg darstellt
(Langwieser et al., ®0). Weitere Studien mit genetisch veranderte Mause weisen aine
entscheidende Rolle der da2-Kanéle bei defFurchtkonditionierunghin (Busquet et al., 2008).
DarlUber hinaus wurde festgestellt, dass die Konzentration dgk.ZRroteins in der Angdda als
Reaktion auf die Furckonditionierung bei Ratten erhdht ist (ShinniGallagher et al., 2003). Qa2-

Kanale spielen auch eine Rolle beim beobachtenBarchternen, wie die Beeintrachtigung des
beobachtenderfFurchternens in einem Mausmodell mitreer selektiven Deletion vo8al1.2-Kanalen

im anterioren cinguléaren Kortexeigt (Jeon et al., 2010). Ein erhéhtes Angstverhalten jeatdch nur

bei einemFunktionsverlust vo@al.2beobachtet. Bei einem FunktionsgewiromCal.2, wie er beim
Timothy-Syndrom beim Menschen zu beobachten ist, kommt es bei Nagmgtiezu keinen
Veranderunger{Bader et al., 2011).

In Bezug auf die Rolle d€&acnaldsens bei wirksamen Stérungeind die Ergebnisse noch nicht
einheitlich.Es wurden nur wenige Studielirchgeftihrt die von einem antidepressivéthanotyp im
Zusammenhang mit deif@amalc-Gen berichten (Dao et al., 2010; Lee et al., 20Dap et al. (2010)

haben gezeigt, dass heterozygdimcnaldMause weniger exploratives Verhait, eine verringerte
Hypetokomation nach dAmphetamineAdministration und antidepresses Verhalterzeigen. Dabei

wurde letzteres untersuchtindem die Sufekte zum Schwimmen gezwungénSy 3f @ o ¥F2 NOSR
G§Sadav dzy RaudeklrziRsBgyduréh A& Aufhdngen mit dem Schwanzine Stange (engl.

all Af ddzaLSyarzy GSadao dzy I uidéng WAh@RDE &ire KZ&awr { (G NB ¢
vertffentlichte Studie von Dao et al. (2010) Hinweise auf einéhelastbaren,
stimmungsstabilisierenden Phanotyp" bei bBmizygoten CacnaleM&ausen &nd, berichtete eine

andere Studie von erhohter Angst inerhéhtenPlusLabyrinth aber nicht von solchen
Verhaltenstendenzen im f@nfeld (Lee et al., 2012). Daher k&em keine Riickschliisse auf einen
spezifischen Phanotyp gezogen werden, der @acnalc assaiiert ist, und es sind weitere

Untersuchungen erforderlich.
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ii. 50-kHz USV ianalcRatten

Mit umfangreich@ Experiment& wurden Verhaltensdnderungen beCacnaldaploinsuffizienten
Ratten untersucht, z. B. in Bezug auf alezinteraktion, Spielverhi@n und Emission von USV (Kisko
et al., 2018202Q Kircher etal., 2019; Reecker et al., 2019Vo6hr et al., 2021)Die Messung der USV
kann Aufschluss uber Beeintrachtigemg der sozialen Interaktion und&ommunikation geben
(Silvermann et al., 2010; Wbl& Scdtoni et al., 2013). Defizite in der Kommunikationsfahigkeit
gehdren zu den Kernsymptomaeter psychischerStérungen(Bai et al., 2019; Cattand al., 2018;
Hirschfeld et al., 2000; Kennedy & Adolphs, 20E&ihere Ergebnisse unterstitzen dies,Gkchale
haploinsuffizienteWeibchen wahrend direkter wechselseitigeozialer Interaktion wenigeb0-kHz
USV vokalisierefRedecker et al., 2019). Andere Befunde mit mannlichen Rdteselben Genotyps
zeigen ahnliche Ergebnisse, diase nicht nureine grinigere Anzahl aRufen wahrenddes Rough
and-TumbleSpiels ausstie3en, sondern sichtade Rufsubtypen unterschiedebieFlat und Mixed-
Rufewarenreduziert(Kisko et al., 2018). DarUber hinaus wachdas sozialénnaherungsverhalten
an 58kHzUSMwvahrend des PlaybaeRaradigmasei haploinsuffizienten Rattereduziert(Kisko et al.,
2018, 2@0). Dieser auffallige Effeltuf die Emission von 5(HzUSV wurde jedoch bei Weibchen im
{ LIA St @SNKI  (-&etunmbl&lyot3If rébht tashgBstiAB(Kisko et al., 20202027). Dennoch
stieRen dieWeibchen im Vergleich zu dekontrolltieren mehiStepRufeaus. Die h6here Anzahl von
Ruen wahrend dieses Spielverhaltens bei den Weibchen ging mit einerstévkten
Hypermaskulinisierunggdhrend despieles bei den haplonisuffighten Weibchen einher. Dies deutet

auf Geschlechtsunterschiede in déacnaleHaploinsuffizienz hin (Wo6hr et al., 2021)

In Studie 2 der vorliegenden Arbeit wurde Eiacnaldrattenmodell verwendet, um die Auswirkungen

des Gens auflas Sigund GoalVerhalten und den Affektzustand mithilfe der Messung von USV

wahrend der Performance zu untersuchen. Da in gewissem Mal3e von einem neurobiologischen

Zusammenhang zwischen allen drei Parametern ausgegangen wird, wird eine gegenseitige

Beenflussung der Korrelate angenommen. Im Hinblick auf die Ubertragung auf den Menschen ist das

Rattenmodell in gewisser Weise vorteilhafter und anwendbarer als das der Maus, da Ratten sehr

soziale Tiersind Ellenbroek & Youn, 2016; Homberg et al., 20Daherwurden Ratten verwendet,

um die zugrunde liegenden neurologischen Schaltkreise auszuarbeiten, die mit der Entwicklung und

Interaktion bei diesen Storungen in Verbindung stehen. Aufgrund der Erkenngusséumanen
Studien, dass Frauen starker voresttiven Storungen betroffen sind ékeuchi et al., 2018Yitt et al.,
2014 und des Wissens uber Geschlechtsunterschiede aufgrun@atmralddaploinsuffizienzBraun
et al., 2018; Kisko et al., 202Bedecker et al., 20)9wurden ausschliel3lich weibliclf&ubjekte in

diesem Dissertationsprojekt untersucht.
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IV. Studiendesign

Ein transgene€acnaldRattenmodelbasierend auf dem SpragtigawleyRattenstammdas mit Hilfe
der Zinkfingernukleas&echnologie erzeugt wurde (fir eine Ubersicht siehe: Geurts e2@09),
wurde vewendet, um heterozygoteCamalc’ Ratten zu ziichtenDie CacnaleéDeletion bei den
Basenpaaren 46064260652 bp des Genoms verursachen drezluktion von 50 % der mRNA, die z
einem globalen Verlust von (a2 fuhrt, wird dann durch die Veaarung heterozygoteCacnale
Méannchen mit wildtypWeibchen von Charles River tbertragéisko et al., 2018, 20). Demnach
weisen die heterozygoten Cacnalt: Nachkommen, im Vergleich zu ihref€acnalt”
Wurfgeschwistern, eine 50-49ge Verringerung des (da2-Proteinspiegels im Gehirn auf (Kisko et al.,

2018) Die Tiere wurden ider Philpps-Universitat Marburggeziichtet.

Substantiell istdass Veranderungedes CamalcGensbisher fast ausschlief3lictbei mannlichen
Tieren untersucht wurde sind(Baderet al.,2011;Dedic et al., 2018abir et al.2017a; Terrillion et
al.,, 2017, waszu einem geschlechtsspezifisch¥erzerrungefekt fuhren kann Beery &Zucker,
20117). Studien haben egeigt, dassveibliche Individen starker von Verdnderungen in debacnalc
bzw. CACNALGen betroffen sindBraun et al., 2018; Kisko et al.,Z®) Redecker et al., 2019;
Takeuchi et al., 2018Vitt et al., 2014. In dieser Studie wurden ausschlieRBetweiblicheCamalc’”
und 38 Cacnald* Wurfgeschwistegetestet

Fur die Bestimmunges Genotypsler Nachkommen wurden zwischen dem postnatalen P
engl.opostnatal dayt 0 N6 cidzy’ 8.3 cm Schwanzbiopsie entnommea.B¥obenaufbereitung fiir

die DNAIsolation erfolgte mit demQiagen DNAeasy Blood 8s3ue Kit (Hilden, Deutschland). Die
Proben wurden zur Kollaboration nach Mannheim fiir die Genotypisierargandt Die verwendeten
Primer fir die Genotypisierung sinGCTGCTGAGCCTTTTATTGG (CacnallcFoBehrd) und
CCTCCTGGATAGCTGCTGAC (CacAhReveesqd. Die Individuen werden direkt bei der Entnahme

an den Pfoten tatowiert fiir die spatere Identifikation. Ab dem PND 21 werden die Jungtiere von der
Mutter getrennt und in Gruppen von@ Geschlechtegetrennten,GenotypgemischterPoly@arbonat
Makrolon Typ IV Kéafen gehalten.Um Stress bei den Experimentaltieren zu vermeiden, wurde mit
allen Tieren vor Beginn der Experimente eeifreitdgige HandlingProzedur durchgefiuhrtDarauf

folgte die Tesdurchfthrung.

ZwischenPND 40und 45 wurde die Ratten flein allgemeines Screenirdes Spontanverhaltenisn
Offenfeld an zwei aufeinanderfolgenden Tagehabituiert und getestet. Die Beobachtung der
Psychomotorik, des Erkundungsverhaltens, der Angstlichkeit usikoRereitschaftsowie der

Aussendung von USRufen koénnte Aufschluss Uber vorprogrammiddtersonlichkeitsigenschaften
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derVersuchsere geben und bei einem eventuellen Vergleich der Testergebnisse von Individuen Gber

verschiedene Paradigmen hinweg hilfreich sein.

Zu Beginn der Testung wurden die Tiere an die Futterpelleterém Heimkéfigen gewdhntDas
darauffolgendePreraining und és PCAaradigma zur Bestimmung des Signd GoalVerhaltens
wurden in einer SkinneBox durchgefihrt, die einesinziehbaren Hebel, einen Pelletspender, ein
Mikrofon und eine Kamera enthélt. Vor Beginn de€ATraining wird ein Shaping’h&dnomen
eingesert, um diegewinschte Reaktion erfolgreich zu verstarken. Wahrend des Shapings, das im
Folgenden als Preraining bezeichnet wird, wird Rer aus dem Pelletspender in die
Konditionierungskammeabgegeben, damit dié¢ndividuendie Assoziation zwischen R#$pender
und Futter erlernenEs ist bekannt, dass Futter eine gute Verstéarkung fir hungrige Tieda idiese
das Bedurfnis des Wiedereintrittes deseignisesverspiren Den Versuchstierewurde jedot kein
Futter vorenthalten Es wurderFutterpelletsmit Bananengeschmackerwendet Da alleSubjektedie
PelletsverzehrtenwurdenkeineRatten vorder Studieausgeschlossen. Nach déreraining wurden
die Tiere an funf aufaander folgenden Tagezwischen PND 4&nd 60 der PCAAufgabe unteragen.
Ein enziehbarer Hebel signalisier8 Sekvorherdie bevorstehende Futteragmbe Esist zu beachten
dass im Gegensatz zur operantKonditionierung, bei der ddsrgebnis von der Reaktion dRatte
abhangt, das Ergebnisdn unabhangig von dem Verhalt@nédsentiert wird. Mit anderen Worten: Das
Futter wird unabhangig von ddReaktion derndividuenauf den Hebel gelieferivahrend des 5
tagigen PCATrainings wurde das Signnd GoalVerhalten gemessetie Extinktion diente dazu, die
erlernte Reaktion aseuldschen, d..Ider Reiz wurde nicht mehr mit dem Ergebnis verknipésin

Abbildung3 dargestellteFlie3diagramm zeigt den Versuchsablauf.
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*Allgemeines Screening des Spontanverhaltens (PND 40-45);

*Aufnahme der Psychomotorik, des Erkundungsverhaltens, der
Offenfeld Angstlichkeit, Risikobereitschaft sowie der Aussendung von USV-

2 Tage Rufen.

*Gewodhnung an die Futterpellets vor dem Training im Heimkéfig.

Pellet
Habituation
1 Tag
Habituation | Gabe von 50 Futterpellets
Pretraining . .. - .
1 Tag 5 min ~30 sec (variiert zufallig zwischen 0 und 60 sec)
25x
A
| |
Habituation| Hebel Presentation & Pellet Gabe| Inter-Trial-Interval
PCA Training | 4 i 8 sec ~90 sec (variiert zufallig
5 Tage zwischen 30 und 150 sec)
25x
A
[ |
Habituation]| Hebel Presentation Inter-Trial-Interval
Extinktion
2 Tage

~90 sec (variiert zufallig
zwischen 30 und 150 sec)

Abbildung3: Studiendesign. Flow Chart mit der Darstellung der Vorgehensweise.
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V. Zidsetzung

In diesem Projekivurde ein etabliertes Rattenmodell fi8igrund GoalTrackingverwendet, um die
Rolle externer und intermeFaktoren und Mechanismeudie diesenPhanotyperzugrunde liegen zu
untersuchenIn den bisher publiziertenTSund GI-Paradigmen wurde nockeine USMwvéhrend des
Testens aufgenommenlie den aktuellen appetitiveZustanddes Subjektewiderspiegeln Auch wenn
bekannt ist, dassRatten in sozialenInteraktionen tendenziell mehr Rufen kann aufgrund des
appetitivenBelohnungparadigmas davoausgegangemwerden, hier auch die 5BHz Rufe zu sehen,
wenn aud nicht in der Haufigkeit wie bebzialerinteraktionen InSudie 1lag das Interessi erster
LinieaufdasVerhalten deRattenbei pawlowscheAnnaherungstinditionieruny. Zudenmwurde in der
Extinktion begutachtetinwiefern dies Auswirkuren auf dasSigrund GoalVerhaltenund auf die USV
hat. Des Weiterersollte untersucht werden, ob es bestimmte Verhaltensmerkmale gibt, die spezifisch
fur das § oder G sprechen aufgrund derer dieses Verhaltgorognostiziertwerden kann In
Anbetracht deseurobiologisch Dérgen Ansatzes ded-Qund GI-Verhaltens wie auch der Akitigt

des mesolimbischen D8ystems bei Belohnung und der Emission von appetitivekHzORufen wird
vermutet, einen positiven Zusammenhang zwischen alieszu beobachten Konkret wird
angenommen, dass die Individuen, die sich mehr mit dem Signal, welches die Belohnung ankiindigt,

beschaftigen, die sogenannten ST auch mehkiB9 Rufe von sich geben

Stude 2 ist eine Folgestudiaufbauend auf der ersterstudie, wobei der Schwerpunkt auf der
genetischen Komponente lagoikret wurde das 9gn- und GoalParaligma auf das genetische
CacnaleRattenmodell angewandiDasCACNAL1Gen wird als Risiigen furdie Entwicklung vieler
psychischerStorungen mit Defiziten in der sozialen Interaktion ukdmmunikationsowie des
affektiven Zustandes diskutie(Dao et al, 2010; Green et al., 2016teyes et al., 2Ib). Zudem ist
bekannt, dass Frauen starker von dewtstion des CACNALGers betroffen sind als Manner
(Takeuchi et al.,, 2038 Hier wurde der Schwerpunktadauf gesetzt inwieweit die Cacnhale
Haploinsuffizienazn WeibchenVerhaltensauffélligkeiten darstellendje sich auf das Sigund Goal
Paradigma auswken. Beruhend aufbekanntenVeranderungen im mesolimbischddA-Systembei
genetischen Veraterungen in Canalc und behavioralen Abweichungn im Sozial und
Kommunikationsverhalten i€@acan1t Rattenwurde auchein Effekt in diesem Paradigma erwartet.
Da in Studie 1 die vidtyp Wurfgeschwister analysiert wurden, dienten diese untersuchten
Wurfgeschwister in Studie 2 zum Vergleich der Phéanotypen wahrend desuBiyGoalParadigmas
und der ExtinktionDes Weitererlag der Schwerpunkt audie Pr&iktion eines solchen Verhaltens
aufgrund von Veraltensnerkmalen wie den USV, die schon vorher in eirfétneeninggemessen
wurden. Es wird prognostiziert eine geringere Anzahl der appetitiven Rufe im Gegensatz zu den zuvor

getestetenCacanl1t* Weibchen, begleiteton einem geringerenTsVerhaltenzu sehen.
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VI. Publikationen

I. Zusammenfassung der Publikationen

Sudie 1 Ultrasonicvocalizations and individual differences in rats performing a Pavlovian
conditioned approach task

Sangarapillai, N., Ellenbergeévl., Wohr,M., Schwarting, R.W. (2021) Ultrasonic vocalizations and
individual differences in rats performing a Pavlovian conditioned approach Baslavioural Brain
Research389 112926. https://doi.org/10.1016/j.brr.2020.112926

Zusammenfassung

Ratten emittiera deutlich unterscheidbare Typen von USV, unter andere#i50Rufe, die vor allem
in appetitiven Situationenauftreten. Es wirdangenommen, dass solche-&BizUSVeinen positiven
affektiven Zusteind reflektieren beispielsweisein Belohnungsantizipation undhit der Dopamin
Sigralisierung zusammenhangem der vorliegenden Studie wurde untectu, ob Ratten wéahrend
der pawlowscherkKonditionieung50-kHz USV aussendeinwieweit diese auf ein Vedtensmerkmal
hinweisen und mit dm Sgn- und GalVerhaltenassoziiert werden kénneres wurdeangenommen
dass die Individuemie sichmehr mit dem Signal, welches die Belohnung ankuindigt, beschéftgen
sogenannten Sigiirackerauch mehr 5&kHz Rufe von sich gebddm dies zu untesuchen wurde bei
34 weibliche Ratten die USVwaéahrend der Ausfiihrungles pawlowscha& Paradigma und der
Extinktion aufgenommerEswurde eine starkesubjektabhangje Variabilitat bei der Rudte von 50
kHzUSV beobachtetDiese waren Uber das Paradigmavéy stabil und deuten somit auf keine
Beeinflussung durch Zustdsunterschiede§ y 3 f d-difter@ricésiin®. Im Allgemeinen zeigten die
getesteten Ratten eine Verschiebung zum Ghralcking. Nichtsdestotroimittierten dieIndividuen
die eine hoherdnteraktion mit dem Signdlatten, welches die Futterbelohnurannonciert auch eine

hohere Anahl appeitiver 50-kHzRufe

Dies stuitzt dielhesedassSignTrackingpostiv mit der Emission von 5kHzUSVassoziiert istEs wird
appelliert der starkensubjektabh&ngigen Variabilitdt in der Emission vorkB@ Rufen spezielle

Aufmerksamkeit in zukinftigen Studien zu widmen.
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Ultrasonic vocalizations and individual differences in rats performing a

Pavlovian conditioned approach task

=

Nivethini Sangarapillai ", Marek Ellenberger ", Markus Wohr *"*, Rainer K,
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ARTICLEINTO ABSTRACT

Keywonls: Tats emit distinet types of ultrasonic voeallzations (USV), Including high frequency 50.kMz USV, which vecur in
S0 ki ultrasonic vocalizatiom appetitive situations. Such 50 kHx USV are thought to reflect positive affective states, for example in case of
Pavlovian conditieaing reward anticipation, and are linked to dopamioe signaling. The present study wis conducted 1o Investigite
m::" whether rats emit 50.-kHx USV during o Paviovian conditioned approach task and whether tralt-like differences In
Gl tracking S50-kHe USV emissbon are associated with sign. versus goal-tracking, We hypothesize that individuals engaging
Dopamine more with o cue predicting o food reward will also eliclt more 50-kiHz USV. In order 1o test this, we [nvestigated
34 female rats and govged USY whille they underwent a Paviovian conditioned approach training and extinetion
poradigm. For one, we found a high subject dependent variabitity in the emission of 50-kHz calls. These were not
lorgely affectod by state differences, since these S50.kHx USY were observed throughout the task, During ik
progress and (n most subjocts, there was o rather complete shift toward goal-tracking, bat subjecty engaging more
with the cue prodicting n rewand nlse emitted higher numbers of appetitive 50-kite calls, This supports the
hypothesia that sign-tracking s positively associated with the emission of 50-kHz USY. The high subject-
dependent vartability in the embwion of 50tz calls warrunts special attention In future appetitive stadies.
1. Introduction in response inhibition [ 4] together with less attentional control [7],

Through repented pairing of a cue with an unconditioned rewarding
stimulus, the cue | 1] sequires rewarding properties itself, a process
known as incentive salience [ 2], This means that the presentation of the
cue ftself (n absence of the reward s sufficlent enough to evoke a
response (1], We used an established Paviovian task, which allows
dissociating the predictive value from the incentive motivational value
of a reward cue. In this Paviovian conditioned approach (PCA) task, rats
show individual differences in the sensitivity to the conditional stimulus:
So-called sign- and goal-trackers not only respond differently to cue va.
reward presentation, but also behave differently to expectation viols-
tons, Le. concerning extinction or changes In response/outcome con-
tingencies [1,4), The clmssification in sign- and goal-trackers is biused on
rats’ approach behavior, either to the sign (lever) predicting the reward
or the goal (food cup) itself [1], Previous studies have shown that sign-
compared to goal-trackers can display enhanced impulsivity and deficits

possibly due to lower levels of cortical acetylcholine [10), In addition,
sign-trackers have un increased activity of bottom-up subcortical control
(11 13), especially In the mesolimbic dopumine system [14], Purther,
sign-trnckens show a higher tendency to develop addiction-like behavior
by preferring a cocaine unconditioned stimulus over a food US [1 5], This
individual varation in thelr behovior, referred ns the tendency to
attribute incentive sallence to reward cues, Is discussed to reflect a
personality trait.

Presentation of cues or rewards evokes different responses in ro-
denty, including the production of ultrasonic vocalizations (USV).
Guuging such USV may help us gaining insight into both, the current
emotional state of a rat as well as the subjects” tralts {10,17). Adult USV
can be clussified (nto two categories based on their frequency: so-called
22 and 50-kHz USV (15 20], Both serve a communicative function and
may also represent the motivationil and affective state of the individual
[10,20,22), While 22-kHz calls, also known as ‘alarm’, “distress' or

* Corresponding author at; Behaviaral Newrosclence, Experimental and Blological Psychology, Millipps-Unlversitit Marburg, Gutenbergstr. 18, 350387, Murburg,

Gormany,
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‘threat’ calls [23,24], are emitted in aversive situations [25 27] and are
associated with fear and unxiety [24,29], 50-kHz calls are typical for
situations with a positive emotional valence and are emitted in appeti-
tive or reinforcing stimulus, e.g. mating [ 0], play [11]. In addition,
50-kHz calls have been proposed to reflect anticipation of reward, and
reward-related cues [ 11 - 36]. At the neurobiological level, the emission
of appetitive 50-kHz USV is associated with dopamine activity in
reward-related brain areas. especially the nuclews accumbens [37,34].

Besides such state-related aspects, several studies have shown stable
individual differences in the emission of 50-kHz USV in rats, often
associated with dopaminergic signaling [16,17,39]. Previous studies
have shown that the dopaminergic system is differentially involved in
animals responding to cue vs. reward presentation [ 1 4]. Tripi et al [40)
have reported a relationship between sign-tracking and 50-kiHz USV,
showing that the vocalization response to cocaine differs strongly be-
tween animals depending on their behavior in the PCA task. To the best
of our knowledge, however, 50-kHz USV have not yet been investigated
in the PCA task itself and to fill this knowledge gap, the present study
was performed.

In this study, rats underwent an initial USV screening procedure
[41], in order 1o investigate whether possible traity seen In the PCA
training can already be identified beforehand on the basis of USV and
overt behavior in an activity box. We assumed to find a positive rela-
tionship, not only between USV and sign-tracking bebavior, but also
locomotion and rearing, since these are also related to the dopaminergic
system [42]. Also, we were interested in gauging USV over the testing
days. We hypothesized that if the dopaminergic reward pathway is more
prominent in rats showing a higher tendency towards the cue and if
50-kHz calls are elicited in response to the activation of the mesolimbic
dopamine neurons, then this behavior should also be accompanied by
the emission of more dopamine-associated 50-kHz USV.

2. Method

2.1, Subjects

The rats of the present study were part of a larger project involving
wildrype Sprague-Dawley and heterozygous Cacnale rats [412)). Out of
these, 34 wildtype female rats were used, which were the offspring of
broeding wildtype females obtained from Charles River (Sulzfeld, Ger-
many) with male heterozygous Cacnalc rats. Breeding was performed in
our own facility. The rats were group-housed in polycarbonate Macrolon
Type IV cages (Teeniplast Deutschiand GmbH, Hohenpeitienberg, Ger-
many), and kept under standard laboratory conditions (22 + 2 °C and
40-70 % humidity) on a 12 h light/dark cycle with ad libitum access to
water and food. The rats were handled for three consecutive days prior

to testing,
2.2, Ethics approval

All procedures were conducted in accordance with the National In-
stitutes of Health Guidelines for the Care and Use of Laboratory Animals
and the relevant local or national rules and regulations of Germany.

2.3. Activity box

Locomotor activity, rearing and center time were measured in an
activity box {40 » 40 cm) on two consecutive days (10 min each, be-
tween postnatal days 40-45) using an automated infrared system (Tru
Scan, Photobeam Sensor E63-22, Coulbourn Instruments, Allentown,
PA, USA). Testing was performed under dim red light (5-6 Lux) and at
icast 3 days before PCA training.

2.4. Paviovian conditioned approach (PCA) treining
Sign- and goal-tracking behavior was analyzed using the PCA
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training paradigm as previously described by Fitzpatrick and Morrow
[1]. The rats, which were not food-deprived, were tested between
postnatal days 45-60 in four conditioning chambers (MED Associates
Inc., St Albans, VT; 20.5 » 24.1 cm floor area, 29.2 cm high). The floor
was constructed from stainless steel rods, The center of one wall was
equipped with a food magazine located 6 cm above the grid and con-
nected to a pellet dispenser. An (lluminated retractable lever was Jocated
9 em above the floor and 2.5 cm to the left of the pellet dispenser. An
infrared photo-beam located Inside the food magazine recorded head
entries into the food cup. Head entries and lever presses were assessed
using the MedAssociates software (version IV). Testing was performed
under dim red light of 5-6 Lux.

Pre-training: Before starting PCA training, rats were familiarized
with the later rewards, Le. banana-flavored pellets (45 mg, Dustless
Precision Pellets, BioServ) In thelr home cages. On the following day,
they were exposed to the conditioning chamber with the lever retracted.
In this pre-training session and after 5 min of habituation, 50 food pellets
where delivered in a variabie time interval of ~30 s, varying randomly
between 1 5 and 60 5. The pre-training session lasted approximately 25
min.

PCA Training: The PCA training was conducted on five consecutive
days with 25 trials in each session. After one min of habituation, the 1%
trial started, where the illuminated lever was presented into the cham-
ber for eight s (CS) and immediately upon lever retraction, a food pellet
(US) was delivered, independent of the rats' response to the lever. The
inter-trial intervals occurred on a variable time window of ~90 s varying
randomly between 30 s and 150 s Each training session lasted
approximately 40 min.

Extinction: Two days of extinction followed on the day after the 5™
day of PCA training. The procedure was identical to that of PCA training
except that no pellet was delivered after lever retraction.

2.5, Ultrasonic recording and analysis

USV were monitored with UltraSoundGate Condenser CM16 Micro-
phones (Avisoft Bioacoustics). In the activity box, the microphone was
mounted 45 cm above the floor, and in the conditioning chamber 18 cm
above the grid. The microphone was connected via an UltraSoundGate
416H USB audio device (Avisoft Bioacoustics) to a personal computer.
The acoustic data were recorded with a sampling rate of 250,000 Hz in
16-bit format (recording range: 0-125 kHz) by Avisoft RECORDER
USGH. For Ister acoustical analysis, recordings were transferred to
DeepSqueak (version 2.5), a deep learning based system for detection
and analysis of USV [44]. There, the recorded file was converted to a
spectrogram and was analyzed with the pretrained sutomated ‘short rat
call network V2. The call detection setting was on “high recall” using an
overlap of 0,01 3 In order 1o also detect noise rather than miss calls. The
automatically detected events were then denoised using a custom
trained network and manually reviewed by an experienced observer
accepting (USV) or rejecting (noise) events, while classifyving USV into
flat, step, trill or mixed calls. For the categorization of the 50-kHz calls
into these four subtypes, we followed previousiy established [45] and
repeatedly applied criteria [46,47].

2.6. Data analysis/ statistics

Activity box: We used the paired t-test to compare rats’ behavior
between both days.

PCA Training: The comparisons between testing days were done with
& repeated measurement ANOVA. The test was corrected with Green-
house and Geisser in case of significance in the Mauchly test. Further,
the lever deflections and magazine entries were measured and used to
calculate the index scores of response blas, latency 1o approach and
probability difference as shown in equation C.1.

29



Publikationen

N. Samgarapillal et of.

[lever presses — magazine entries|

Re -
[lever presses + maguzine entries|

¥

! (s -
1 . ynugazine eniry hmn;v‘ lever presy latency|

Probubility difference: fever press prodabiliry
— magazine entry prodability|

Equation C.1: Formula used to calculate the index scores of response
bias, latency of approach and probability.

This index score ranges between -1 and 1 depending on their
approach behavior to the pellet magazine (- 1) or the lever (1). The PCA
index was computed with the average of these three values [1]. The
scorings on day four and five of PCA training were used to characterize
rats based on their approach behavior, either to the lever (sign-trackers;
PCA index = 1) or to the food cup (goal-tracker; PCA index = 1),

USV: To compare USV, we either used the paired t-test when
comparing two testing days or calculated the ANOVA for repeated
measurements over several days. The ANOVA was corrected with the
Greenhouse and Gelsser test, in case of significance with the Mauchly
test.

Correlations: The Pearson correlation coefficient was calculated be-
tween given behavioral parameters in order to identify their
relationship.

For all measurements, statistical significance was defined as p <
0.05. Data are expressed as means + SEM.

3. Results

3.1. PCA training

To Investigate approach behavior either to the lever (sign) or 1o the
pellet receptacle (goal) during the eight seconds of CS presentation, we
quantified the numbers and latencies of lever presses and magazine
entries over all PCA training and subsequent extinction sessions
(Fig. Al). There was a significant increase in the number of lever presses
over PCA training days (Fy ; = B.914, p = 0.001). This was due to an
increase especially from PCA 2 to PCA 3 (Tyy=-2.222 p = 0.033) and
PCA 410 PCA 5 (Ty3--3.76, p = 0.001), The first extinction session did
not affect the lever pressing rates compared to the preceding PCA ses-
sion, An effect of extinction was seen on extinction 2 where the number
of lever presses decreased compared to extinction 1 (Tg = 2331, p =
0.026). Furthermare, the number of magazine entries changed over PCA
testing days (Fy 4y = 6.986, p < 0.001). There was an Increase on the
second day compared 10 PCA 1 (T3y=-3.478, p = 0.001) and a decrease
on the fourth day compared to PCA 3 (Tx ~ 2,456, p = 0.019). In
addition, a clear extinction effect, i.e., a decrease in magazine entries,
was present already during the first extinction session (Tys = 6.735, p <
0.001), which was even more prominent in the second session (Tyy =
5.389, p < 0.001).

Over the five PCA training sessions, rats approached the lever faster
(Fraor = 11,106, p < 0.001), with shorter latencies on PCA 3 (Ta3 =
2.265, p ~ 0.03) and PCA 5 (T3 ~ 3.696, p ~ 0.004) compared 1o the
respective preceding days (Fig. A1), Similar to the number of lever
presses, extinction had no effect in the first session, but on the second
day (T3y=-2.704, p = 0.011; Fig. AL}

Compared to the previous training day, rats approached the maga.
zine faster on PCA 2 (Taz ~ 3.794, p ~ 0,001) PCA 3 (T3 ~ 2.185,p ~
0.036), which lead to a significant difference over the PCA training days
(Froms = 9.989, p < 0.001). In addition, extinction had a greater effect
on the latency of magazine entries than on the lever presses. Already in
the first extinction session, rats approached the magazine later (Tyq=-
7.361, p < 0,001) than during PCA 5. This effect became even more
prominent on the second extinction day (T33=-6.591, p < 0.001;
Fig. Al),
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The frequencies of responses (response bias), the latencies of
approach either to the lever or the pellet dispenser within the eight
seconds of CS interval (latency score) and the probabilities of approach
were caleulated as an index score, varying between <1 and 1 (Fig. A2).
This index score shows the subject’s eagagement with either the CS
(sign-tracker), where the index score is closer to | or with the eventual
reward itself (goal-tracker), indicated by an index score closer to -1.
While the index score of the response bias increased over the PCA ses-
stons (Fy 77 = 6.116, p = 0.001), primarily from day four to five (Tyy=-
3.452, p ~ 0.002), there was no significant difference in the latency
score and in the probability of approach behavior over the PCA training
days. However, all three parameter showed an increase in the index
score on the first extinction day (response bias: T3y=-2.956, p = 0.006;
Intency score: Ty=-5.795, p < 0.001; probability difference: Tyy=-
5.706, p < 0.001), indicating that animals approached the lever more
than the magazine during extinction, as illustrated in Fig A2

The average of the aforementioned index scores of response bias,
latency score and probability difference was used to further characterize
rats’ tendency of approach towards the cue or the reward (11x A7), This
score can vary between -1 (absolute goal-tracker) and 1 (absolute sign-
tracker) and was calculated over all sessions (113 AY). The index score
did not differ significantly from each other over the PCA training days.
The most prominent effect was seen during extinction, when the index
values were the highest (T33=-5.118, p < 0.001).

When looking more closely at the last two training sessions, Le. PCA
4 and 5, which were used to finally characterize rats as sign- or goal-
trackers, we noticed a shift towards goal-tracking behavior (Fig. A%).
Previous studies [ 1,48,49) characterized subjects as sign-trackers, when
scoring between 0.5 and 1, and as goal-trackers, when scoring between
-0.5 and -1. Based on these criteria, only 2 out of the 34 rats showed
sign-tracking behavior, 11 rats showed goal-tracking behavior, and 21
ruts showed no clear ’

All PCA index scores of the five Paviovian approach training sessions
corredated with each other, except for day one with day two (Table B1),
No correlations were detected between the index scores of the extinction
days and the first two training days. However, the PCA index scores of
the extinction tests correlated positively with the last three PCA scores
and became stronger over days. Also, the score of extinction day one
correlated strongly with that of extinction day two,

3.2, 50kHz USV during PCA training

During testing, we only saw 50-kHz calls and no 22-kHz calls.
Descriptively, call rates were highest in the initial phase of PCA training,
but statistically there was no significant change over days (g A1)

We further conducted a detailed spectrographic analysts and classi-
fied USV into flat, step, trill or mixed calls, as illustrated in the spec-
trogram in Fig A4, Throughout testing, there was a significant
difference between subtypes (Pretraining: Fy g3g = 19.776, p < 0.001;
PCA 11 Fyoq = 10.454, p = 0.002; PCA 2: F) 515 = 15777, p < 0.001;
PCA 3: Fp g9u = 17.934, p < 0.001; PCA 4: F g4y = 20.028, p < 0,001;
PCA 5: Fy ggq = 22.903, p < 0.001; Ext 1: Fy gog = 24.961, p < 0.001; Ext
2:Fp g = 14.226, p ~ 0.001). In general, most were flat calls, followed
by steps (Fig. AS)

In addition, there was no difference in the numbers of call subtypes
emitted over the PCA training days one to five, except for the trills (F; 525
=3.119, p = 0.04). This was due to a decrease of trills on day two (Tyy =
2.294, p = 0.028) and increase on day three (Ty3 = —2.637, p = 0.013)
(Fig. AS), When comparing the pretraining session with the first PCA
training session, there was only a difference in the mixed calls (T2 ~
2.778, p = 0.009). There was no difference in call type numbers between
PCA day five and the extinction sessions. Again, we saw a change in
mixed calls (Fig AS5), which were more frequent oa extinction day two
(Tag = -2.331, p = 0.026).

Moreover, we investigated USV during daily sessions (Fig. A6)
Notably, rats always called more in the beginning of a given session and
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the number of calls decreased over time independent of training day.
While there was & higher fluctuation during the first days, the within-
sesslon patterns became more stable in the subsequent tests.

Finally, we asked whether calling might have been more prominent
during specific test phases, for example during or after the CS presen-
tation. In order to address this question, we counted the number of calls
and their subtypes on the fourth and fifth testing day during three 8 s
periods, namely elther peior to (pee CS), during (CS), and finally, after
CS presentation (post CS; Iy A7). While we found no statistical dif-
ferences in the number of calls and call subtypes on PCA 4, there was a
difference in the number of emitted calls on day 5 (Fy ¢ = 5078, p =
0.012), since call numbers were higher pre CS compared to CS (T3 =
2.242, p = 0.032) and post CS (Tyy = 2.771, p = 0.009). The flat (F; oy
= 3313, p = 0.044) and step (F 1 = 4.412, p = 0.037) USV also
differed between the three phases, because of higher pre CS levels
compared to post CS (flat: Taz = 2,455, p ~ 0.02; step: T2z ~ ~2.42,p ~
0.021).

3.3, Correlational analyses of PCA training

The number of calls were highly correlated with each other over all
cight testing days, except for extinction 1 and 2 with PCA 4 (Table B2),
We further analyzed the relationship between the PCA index score and
the vocalizations. Notably, a positive correlation between PCA index
score and 50-kHz USV emerged over PCA training days. (1ahle H1). We
found no relationship between the PCA index score and the number of
calls emitted during pre CS, CS and post CS (data not shown).

5.4. Activity box

Since we found a relationship between 50-kHz calls during PCA
training and the PCA index score, we next asked whether there is a
situation-independent trait that can be already seen in the emission of
50-kHz USV or in overt behavior recorded in the activity box. There, rats
traveled significantly less on the second day (Tyy = 4.119 p < 0.001),
while rearing and the time spent in the center did not differ between
days (data not shown). The number of 50-kHz USV emitted in the ac-
tivity box remained stable between the two testing days (data not
shown). When correlating the overt behavioral measures with 50-kHz
USV emission, there were no substantial correlations on the first day.
On the second day, rearing behavior was positively correlated with 50-
kHz ultrasonic calling (r = 0.469; data not shown).

3.5. Correlational analyses

Comparing USV rates [n the activity box test with those during PCA
training and extinction (Table 54) showed that the numbers of calls on
day two in the activity box correlated positively with call numbers
during pre-training (r = 0.643), PCA 1 (r = 0.643), PCA 5 (r - 0.347)
and Extinction 1 (r = 0.415).

When further looking into the correlations between USV recorded
during PCA training and behavior in the activity box, we found a posi-
tive relationship between the number of calls during the PCA training
sessions with the time spent in the center on both days of the activity box
(Tabic 85). Furthermore, a negative correlation between the distance
traveled on day two and the number of emitted calls during extinction
was noticeable. The more rats traveled on day two, the less they called
during extinction, Only a few correlations were seen between rearing
and the number of calls. These were only seen on day one of the testing
in the activity box. The number of 50-kHz USV recorded in the activity
box did not correlate with the PCA index score (data not shown),

4. Discussion

The present study was conducted to investigate whether rats emit 50+
kHz USV during the PCA task and whether trait-like differences in 50-kiz
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emission are associated with sign-versus goal-tracking. We expected to
find # relstionship between the emission of 50-kHz USV and the PCA
index score, as both of them are linked to the dopamine system. In gen-
eral, rats emitted ~positive” 50-kkHz USV but no “negative” 22-kHz USV
throughout the PCA task. Also, the animals” behavior was more shifted
towards goal- rather than sign-tracking, as displayed in low PCA index
scores. We found that the 50-kHz USV were positively associated with a
tendency towards sign-tracking, but negatively associated with goal-
tracking. Importantly, there was a high inter-individual variability in
the emission of 50-kHz calls. While the PCA index score stabilized over
the sessions, 50-kHz USV emission was stable over the sessions and there
were no prominent state differences in the emission of 50-kHz calls.

4.1. USV emission was stahle over both testing days in the activity box

A driving reason for investigating the subjects individually was that
there is a high inter-individual variability in 50-kHz USV emission [41],
which might be due to subject-dependent dispositions or traits, related
to differences in specific physiological variables, especially mesolimbic
dopamine [39,50]. In our current experiment, call rates in the activity
box did not habituate with repeated testing as reported before by
Brudzynski and Pniak [51]. Instead, call rates differed substantially
between rats and were highly and positively correlated between testing
days. Such stability over sessions in 50-kHz USV emission was also re-
ported in other test, especially play behavior, open field testing with
different bedding conditions, and during several days of repeated cage
exposure [57]. Thus, our results indicate that such 50-kHz call patterns
were not a response to novelty but are an indicator of a trait.

Only rearing behavior in the activity box was positively correlated
with call rate, which could mean that animals being more curious also
emitted more calls. However, this effect was only seen on the second
day. Possibly, the effect of novelty is o high on the first day to see
correlations between overt behavior and 50-kHz USV.,

4.2, The PCA index score showed a behavioral shift coward goal-tracking
behavior

Previous studies had shown, that the trait of showing either sign-
tracking, goal-tracking or no clear tendency at all is more or less
equally distributed among groups of rats [15,49], meaning that 1/3" of
the tested samples should show one of these traits. Unexpectedly, these
criteria do not fit to our sample, since there was no such 1/3™ distribu-
tion. In fact, we found a stroog shift towards goal-tracking behavior over
days. Differences in the test paradigm cannot account for this discrep-
ancy, since we tried to strictly follow the protocol by Fitzpatrick and
Morrow [ 1]. Also, our choice of females is an unlikely factor, since
Pitchers et al, [53) have reported no sex differences in the expression of
this trait in the PCA paradigm. However, there might be differences be-
tween strains, at least in case of inbred ones (i.e. Lewis and Fischer) [54].
In addition, Fitzpatrick et al. [55] reported variability in sign- and

goal-tracking behavior than those acquired from Harkan, These dissimi-
larities between strains might be due to genetic differences, which lead to
different phenotypes. Our SD rat fine was initially obtained from Charles
River and we continued to breed them in our own facility. One could
therefore assume a genetic drift. However, males used for breeding were
regularly back-crossed and mated with SD females obtained from Charles
River. Therefore, we can exclude a genetic drift in our breeding. This said,
male breeders were haploinsufficient for Cacnale as part of another
ongoing study [43). Although only wildtype offspring was used in the
present study, it is known that Cacnalc haploinsufficient rats display
behavioral alterations and differ in their USV emission from wildtype rats
{56 55]. While male Cocnalc haploinsufficient breeders had no contact
with their offspring, Cacnalc haploinsufficient and wildtype offspring
were kept in the same litters together and this might have affected the
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wildtype animals as well. Purther studies are needed to investigate
possible littermate effects and to determine the degree of genetic or
environmental variables that influence PCA behavior, In general, the
present nature of the shift towards goal-tracking is unclear and requires
further experimental consideration in the future.

4.3. Goal-directed behavior was more affected by extinction than cue-
directed behavior

Trs the last two sessions, namely extinction, the usual food reward was
withheld while the lever together with the tone cue were still presented.
While this omission initially had no effect on lever approach, a signifi-
cant decresse in magazine approach (numbers, latencies) was observed
already in the first extinction session. This effect got even mare promi-
nent in the second extinction session. By then, reward withdrawal also
had an effect on lever pressing behavior. As predicted, this led to an
increase of the PCA index score in the extinction session, indicating more
approach behavior to the lever and s decreased approach behavior to-
wards the peller magazine. This result is similar to previous findings
showing that expectation violations mostly affect outcome in compar-
ison to cue-directed behavior [49,59,60)

4.4 USV durtng the PCA task

Compared to the rather common application of 22-kHz USV mea-
sures in aversive fear conditioning [29,41,61], 50-kHz calls have only
tarely been studied in tasks of apperitive Paviovian or instrumental
conditioning. Our findings further underline the theory that 50-kHz calls
are emitted in affective situations, since we bave not seen any 22-kHz
aversive calls during our PCA paradigm. Other studies have already
shown that rats emit 50-kHz calls not only in response to & reward, but
also to its anticipation [31,59,62,63). Willey and Spear [¢4] reported
increased S0-kHz USV production in anticipation of a rewarding stim-
ulus, However, it is unclear if the 50-kHz USV seen in our study are doe
to reward anticipation. During a given session, the highest calling rate
was always seen in the early phase and declined to 2er0 towards the end
of each training session, which is in line with other evidence [41,51).
Throughout the session, the lever cue was presented in an unpredictable
time, since the inter-trial interval varied randomily between each CS. If
the 50-kHz calls were produced in anticipation of an expecting reward,
we would expect to observe these calls in the CS period throughout the
complete session. Yet this was not the case, since most calls were emitted
in the first minutes of a given session and ceased thereafter. Alterna-
tively, there might be higher general excitement in the beginning of cach
daily session, which then habiruates over its course, resulting in a
decrease of 50-kHz calls over time.

Maost of the calls we recorded were of the flat variety and not the
frequency-modulated one. Previously, it was suggested that frequency-
modulated calls may be “positive social interaction calls’ and that flat
calls serve as ‘non-affective contact calls’, which are emitted in search
for the conspecifics [ 10,55). This would explain why we mainly saw flat
calls, especially in the beginning of the session, when rats were taken
from their group cages and placed in the testing environment. This
would indicate that the 50-kHz calls were not specific to the testing
situation. However, the conditioning chamber may also have served as a
contextual stimulus that elicited USV in the beginning of each session,
Previous studies have already reported more 50-kHz calls during
reward-related cues [ 1] and more appetitive calls in animals showing a
higher sign-tracking behavior in a different paradigm [23]. Although
most of the calls we recorded appeared during the habituation phase in
the beginning, we also found differences between the number of calls
when investigating the pre CS, CS and post CS phases on training day 5.
However, most calls were emitted during pre CS which gradually
decreased over CS and post CS. One could argue that the subjects were
distracted by the lever and magazine during the CS and by the pellet in
the post CS phases, which led to a decreased number of calls.
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4.5. The PCA index score developed over sessions, while USV rates
remained stable

Overall, the correlations of the daily PCA index scores got stronger
over training days indicating strengthening of the expression of the
phenotype over time. Besides, there was 2 substantial stability in USV
emission. This was already seen in our first screening test in the activity
box. Previously, Schwarting et al. [41] have provided evidence for
inter-individual variability and intra-individual stability in 50-kHz USV
emission, which suggests a subject-dependent disposition or trait
Similar findings were found in this study. Overall, high calling animals
stayed as such over training days. These findings provide evidence in
support of our hypothesis that USV are a strong trait marker. Tripi ot al.
[40] have reported strong evidence, that 50-kHz USV in response to
cocaine differ between subjects depending on their performance in the
PCA task, Our study further presents maore insights of the current af-
fective states of the individual subjects while performing the PCA task.
We reason that if the dopaminergic reward pathway is more prominent
in rats showing less interaction with the goal and if 50-kHz calls are
elicited in response to the activation of the mesolimbic dopamine neu-
rons, then more interaction with the sign should be accompanied by the
emission of more dopamine-associated 50-kHz USV. The resuits of this
study confirm this prediction, since we found that the number of 50-kHz
calls correlated with the PCA index score.

The trait argument is also supported by the USV correlations
measured during PCA training with those on the second day In the ac-
tivity box. Furthermore, we noticed, that USV during the PCA was
negatively correlated with center time in the activity box. Such a measure
of center time is often taken as index of anxiety [¢6]; therefore, one can
assume that 50-kHz USV is more likely in rats with a lower disposition for
anxiety, which is in line with evidence from other paradigms [67].

5. Conclusions

To our knowledge, this is the first study investigating 50-kHz USV in
an established PCA task to study sign- and goal-tracking behavior. Fe.
male rats emitted positive 50-kHz USV but no negative 22-kHz USV
during a Paviovian conditioned approach task. Such 50-kHz USV
possibly reflect trait-like socio-affective phenotypes, previously associ-
ated with dopamine signalling. In general subjects showed a higher
tendency toward goal-tracking. The 50-kHz USV were positively asso-
ciated with sign-tracking, and negatively with goal-tracking. Our results
furthermore show that call likelihood seems to be less affected by spe-
cific features of the task, and more by aspects of the individual test
subjects. We recommend that such subject-dependent factors should
receive special attention when investigating 50-kHz USV in PCA, but
also other, conditioning paradigms.
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Appendix A
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Fig. A1, Number of lever presses (A) and magazine entries (B) and Intency of lever presses (C) and magazine entries (D) during the eight seconds of CS presentation.
An ANOVA (#2 p < 0.01; ### p < 0.00]1) was calculated over all five PCA training days and the rtest (* p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001) was calculated to
compare data to the respective previous diy, The red line indicates the change in the training phuse (PCA and extinction).
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Fig. A2. The index scores of the response bias (A), latency score (B) and probability difference (C) over all testing days, An ANOVA (## p < 0.01) was calculated

over ol five PCA training days and the ttest (** p < 0.01; *** p < 0.001) was calculated to compare data to the respective previous day. The red line indicates the

change in the training phase (PCA und extinction),
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A B Fig. A3. The ovemall PCA index scores, calcu-
- 299 T E s lated 23 the sverage of the response bias (RB),
4 1 A 4 - latency score (LS) and probability difference
g v * g . (PD), over all testing days (A). An ANOVA was
5 a3 | T - calculated over all five PCA training days and
{ s . the rtest (**" p < 0.001) was calculated to

% a i i.‘ " compare data to the respective previous doy
> _ = . | : ‘ The red .|-'w indicates the change in the traming
g at - )’ 1 < ' phase (PCA and extinction). The index scores of
N 1.~ o i 1 the individual subjects, calculated as the

! as H ; x ! average of the response bias, latency score and
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Fig. AA. Comparison between the number of 5O-kHz calls during PCA training and estinction in female Sprague Dawley rats (N ~ 34) (A). An ANOVA was calculated
aver all five PCA training d&ays and the ptest was calculatedd 10 compare data to the respective previous day, The red line indicates the change in the training phases
pretraining, PCA and extinction). A USV spectrogram showing flag, step, trill and mixed 50-kiz calls (from left to nght) (B)
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Fig. AS. Number of flat, step, trill and mived calls in the PCA paradigm (A). An ANOVA(# p < 0.05; 2& p < 0.01; #2# p < D.001) was caleulated between the call
day. Number of tr

B) and mived (C) calls over all tramning days. An ANOVA (# p < 0.05) was calculsted over all five PCA training

days and the ptest (* p **p < 001 *** p < 0.001) was caiculated to compare data o the respective previous day. The red line indicates the change in the

training phases (pretruining, PCA and extinction)
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