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Kurzreferat

Diese Arbeit untersucht die in der Neurowissenschaft gern eingesetzte Glutamat Decarboxylase 67kD
Isoform (GAD67)-Mauslinie hinsichtlich des rdumlichen Lernverhaltens im Vergleich zu Wildtyp-
Tieren (WT) und fragt nach moglichen Unterschieden in der Aktivierung von Stress-assoziierten
Hirnarealen und der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse. Bei GAD67-Mdausen ist
ein GAD67-Allel durch den Einbau eines GFP-Allels, das unter dem Promoter des GAD67-Gens
exprimiert wird, ausgeknockt. GAD67 ist ein Enzym, das fir die Synthese von GABA, einem sehr
wichtigen inhibitorischen Neurotransmitter, notwendig ist. Durch das Fehlen eines GAD67-Allels
exprimieren die GAD67-Mause weniger GAD67 und synthetisieren im Vergleich zu Wildtyp-Tieren
nur halb so viel GABA. In der vorliegenden Arbeit wurde mittels eines Radial-Arm-Labyrinths
untersucht, ob sich die GAD67-Mause im raumlichen Lernverhalten von ihren WT-Wurfgeschwistern
unterscheiden. Weiterhin wurde ermittelt, ob die Einwirkung von Stress mittels 2,5-dihydro-2,4,5-
trimethylthiazolin (TMT) einen Einfluss auf das Abrufen des rdumlichen Gedachtnisses hat. Mit Hilfe
der quantitativen realtime-PCR erfolgte die Bestimmung der c-Fos und CRF-mRNA-Expression im
ventralen Bulbus olfactorius (vBO), im Bettkern der Stria terminalis (BNST), dem periventrikuldren
Nucleus des Hypothalamus (PVN), Amygdala, Hippocampus und Locus coeruleus (LC). Die
Kortikosteronbestimmung zur Ermittlung des Stresslevels erfolgte aus dem Serum der Tiere. Im
Vergleich zwischen GAD67 und WT-Tieren konnte gezeigt werden: 1) im Lernverhalten gibt es keinen
Unterschied zwischen beiden Mausstimmen, 2) TMT verdndert die rdumliche Gedachtnisleistung
unabhangig von Geschlecht oder Genotyp, 3) es kommt zu einer starkeren Aktivierung des BNST bei
mannlichen GAD67-Tieren und einer geringeren Kortikosteronausschiittung, 4) GAD67-Tiere machen
unter dem Kontrollduft mehr Fehler. Die Ergebnisse zeigen, dass GAD67-Tiere sich mit wenigen
Einschrankungen nicht von den WT unterscheiden und somit ein geeignetes Mausmodell fiir die

Verhaltensforschung darstellen.
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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Allgemeine Einleitung

Der Duftstoff 2,5-dihydro-2,4,5-trimethylthiazoline (TMT) ist ein Bestandteil von Fuchskot. Dieses
TMT wird inzwischen synthetisch hergestellt und haufig eingesetzt um Stress und unkonditionierte
Angst bei Nagetieren auszul6sen. Prasentiert man naiven Mausen diesen Duftstoff TMT, zeigen diese
ein charakteristisches Verhalten wie z. B. Freezing. (Morrow et al., 2000; Hebb, 2002; Fendt et al.,

2003; Buron et al., 2007; Janitzky et al., 2009)

TMT beeinflusst das Lernverhalten sowie Gedachtnisprozesse und aktiviert in spezifischer Art das
limbische System wie die Amygdala, den Bettkern der Stria terminalis (BNST) und den
paraventriculdren Nucleus des Hypothalamus (PVN) sowie die downstream-Ziele im Hirnstamm
(Fendt et al., 2003; Figueiredo et al., 2003; Day, H. E. W. et al., 2004a; Fendt et al., 2005; Myers and
Rinaman, 2005; Mdller and Fendt, 2006; Janitzky et al., 2011; Hacquemand et al., 2012). Es ist
bekannt, dass das MaR an Stress darliber entscheidet, ob das Lernen positiv oder negativ beeinflusst
wird. Jeder war schon einmal in einer stressigen Situation und hat die Erfahrung gemacht, dass er
entweder eine groRartige Leistung abrufen konnte (wie z.B. der Sportler in einem Wettkampf auch
wenn das Training die Tage zuvor miserabel war) oder lGberhaupt nicht leistungsfahig war (z.B. ein
Student in einer Priifung, der vor einem Priifer sitzt, den er flirchtet und ein sogenanntes ,Blackout”

hat).

Kortikosteron spielt bei diesen Prozessen eine bedeutende Rolle. Es gibt jedoch Hinweise, dass auch
Corticotropin Releasing Factor (CRF) bei der Beeinflussung der Gedachtnisleistung bedeutsam ist
(Hsu et al., 1998; Ferry et al., 1999; Park et al., 2008; Wang et al., 2011; Chen et al., 2012; Lozano et
al., 2013; Lucas et al., 2013). CRF ist ein Neuropeptid, das die physiologische Antwort und das
Verhalten auf Stress koordiniert. Dies geschieht durch die Aktivierung limbischer Strukturen, die mit
Angst und Furcht in Verbindung gebracht werden wie die Amygdala und den BNST. Der BNST ist eine
komplexe und heterogene Struktur, die in die Kontrolle der Hypothalamus-Hypophysen-
Nebennierenrinden-Achse (HPAA) und das Angstverhalten involviert ist. Nagetiere, die dem Duftstoff
TMT ausgesetzt werden, zeigen eine gesteigerte neuronale Aktivierung des BNST, was durch das
immediate-early-gene c-Fos angezeigt wird. Der BNST erhalt Projektionen von der Amygdala,
genauer gesagt aus dem zentralen Nucleus der Amygdala (CeA). Die Neurone in der CeA exprimieren
sowohl GABA als auch CRF. Die Bedeutung von CRF im BNST und fiir das Angstverhalten ist bereits

teilweise bekannt. CRF-Neurone im BNST sind vornehmlich GABAerg und exprimieren auch die
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Glutamat-Decarboxylase 67kD Isoform (GAD67). Neurone aus dem BNST haben inhibitorische
Projektionen zum PVN, sodass erhohte CRF-Level im BNST wahrscheinlich wichtig sind fir die Stress-
induzierte Modulation der HPAA (Champagne et al., 1998; Kudo et al., 2012; Dabrowska et al., 2013;
Sink et al., 2013). Bei Zustanden wie Angst und Furcht scheint der GABAerge und CRF-Input zum
BNST entscheidend fiir die Funktion des Nucleus und die Art des BNST-Outputs verantwortlich zu
sein. Bei akutem Stress wird die Expression von GAD67 induziert, sodass angenommen werden kann,
dass Veranderungen im GAD67-Gen zu einer Beeinflussung der komplexen Interaktion der GABA-
und CRF-exprimierenden Neurone in der CeA, dem BNST und dem PVN fiihrt und somit das

Angstverhalten verdndert.

In dieser Untersuchung beschaftigte ich mich mit der Auswirkung von durch TMT ausgel6sten Stress
auf das rdumliche Lernen von Mausen. Duftstoffe natlrlicher Feinde sind als moderate
Stressfaktoren geeignet, da sie eine angeborene Furchtreaktion hervorrufen und somit gut
reproduzierbar sind. Diese Untersuchungen wurden an einer genetisch verdanderten Mauslinie
durchgefiihrt. In diesen Mausen ist im Allel der GAD67 ein Gen fir ein griin fluoreszierendes Protein
(GFP) eingebaut, das unter Kontrolle des GAD67-Promotors steht und markiert somit alle GABAergen
Neurone (Tamamaki et al., 2003). Als Kontrolle wurden C57BI/6 (WT) Geschwisterm&use verwendet.
Die GAD67-Tiere exprimieren jedoch nur halb so viel GAD67 wie die Wildtyp-Tiere. Diese GAD67-
knockout Mause werden in verschiedenen Untersuchungen einschlieflich in der Verhaltensforschung
eingesetzt. Doch bislang gibt es nur wenige Untersuchungen zu mdoglichen Unterschieden zu WT-

Tieren.

Neben der Untersuchung des Verhaltens wurde die mRNA-Expression von c-Fos, einem immediate-
early-gene, und CRF in Hirnregionen bestimmt, welche fiir die olfaktorische Reizverarbeitung und fiir
die Verarbeitung von Stress notwendig sind. Dies erfolgte mit Hilfe der quantitativen RT-PCR. Es
wurden hier mannliche und weibliche Tiere untersucht, um mogliche Geschlechtsunterschiede im
Verhalten und der Genexpression zu ermitteln. Um das Stresslevel der Tiere einschatzen zu kénnen,
wurde die Kortikosteron-Konzentration im Serum bestimmt. Es ist bekannt, dass GABA regulatorisch
auf die CRF-Ausschittung im PVN wirkt. Somit wurde ebenfalls untersucht, ob sich Wildtyp- und
transgene Mause bezlglich des Stresslevels unter TMT-induziertem Stress unterscheiden. Da bei den
transgenen Méausen ein GAD-Allel fur die GABA-Produktion ausgeknockt ist, konnten sich diese Tiere

bezliglich der CRF-Ausschiittung und konsekutiven Stressantwort von WT-Tieren unterscheiden.
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1.2. Lernen und Gedichtnis

Das Gedachtnis ist eine Grundvoraussetzung fiir das Lernen. Gedachtnis kann als Merk- und
Erinnerungsfahigkeit auf Grundlage von Engrammbildung beschrieben werden. Lernen wird definiert
als Vermehrung individuellen Wissens mit anhaltender positiver oder negativer Verhaltensanderung
(Pschyrembel, 2007). Die Plastizitdt der synaptischen Verbindungen bildet dabei eine entscheidende

Grundlage fiir die Gedachtnisbildung und somit fir das Lernen.

Das Gedachtnis wird unterteilt in ein sensorisches Gedachtnis, das in den Sinnesorganen entsteht;
das Kurzzeitgedachtnis, das nach derzeitiger Erkenntnis im Hippocampus reprasentiert ist; und das
Langzeitgedachtnis, das in den Assoziationscortices abgebildet wird (Klinke et al., 2005). Dabei ist das
sensorische Gedachtnis das kurzlebigste mit einer Dauer von <1s. Es handelt sich um den
Informationsgehalt, den das Sinnesorgan ungefiltert aufnimmt und unter anderem an den
Hippocampus und die Amygdala weiterleitet. Dort findet eine Selektion der Information nach
Relevanz statt. Diese gefilterte Information gelangt in das Kurzzeitgedachtnis, das eine zeitliche
Kapazitat von einigen Sekunden bis Minuten hat. Eine Unterform des Kurzzeitgedachtnisses ist das
Arbeitsgedachtnis, bei dem der prafrontale Kortex eine bedeutende Funktion hat. Es gibt dem
Organismus die Moglichkeit, sich den individuellen Gegebenheiten der Situation anzupassen (Klinke
et al., 2005). Beim Ubergang von Wissen aus dem Kurzzeit- in das Langzeitgedichtnis gibt es die
Modelle der Langzeitpotenzierung (LTP) und der Langzeitdepression (LTD), die beschreiben, welche
Vorgange dazu fihren, dass Wissen konsolidiert wird. Das Langzeitgedachtnis hat einen Bestand von
Stunden, Tagen, Jahren bis hin zum lebenslanglichen Wissen. Qualitativ lasst sich das Gedachtnis
unterscheiden in Faktenwissen (explizit, deklarativ), welches sich in ein semantisches (Weltwissen,
von der Person unabhéngiges Wissen) und ein episodisches (Tatsachen aus dem eigenen Leben wie
Geburtsdatum und —ort) unterteilt. Zum anderen in das Fahigkeitswissen (implizit, nicht-deklarativ),
das haufig unbewusst abgerufen wird und wiederum unterteilt werden kann. Man unterscheidet das
prozedurale Gedéachtnis (automatisierte Handlungsabldufe, wie Fahrradfahren), die Bahnung
(Ergdnzung unvollstandiger Objekte oder Worter), nicht assoziatives Lernen (Habituation) und

assoziatives Lernen (Pawlow’sche Konditionierung).

Inzwischen konnte nachgewiesen werden, dass die Schaltkreise des expliziten und impliziten
Gedachtnisses weitgehend unabhangig voneinander fungieren. Dabei konnte gezeigt werden, dass
Faktenwissen vorwiegend Uber Hippocampus, ento- und perirhinalen Kortex, prafrontalen Kortex,
Gyrus cinguli und Ncll. anteriores et dorsomedialis thalami vermittelt wird. Wohingegen das

Fahigkeitswissen iber Amygdala und Corpus striatum realisiert wird (Baddeley, 2003; Klinke et al.,
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2005). Um das raumliche Lernen zu untersuchen, wurden im Laufe der Zeit verschiedene
Verhaltensmodelle entwickelt. Die bekanntesten sind das Radial-Arm-Labyrinth (RAM) und das

Morris watermaze.

1.2.1. Radial Arm Labyrinth

Das Radial-Arm-Labyrinth (RAM) wurde 1976 von Olton und Samuelson entwickelt, um das raumliche
Lernen und die Fahigkeit zur Gedachtnisbildung bei Ratten zu untersuchen (Olton and Samuelson,
1976). Der urspriingliche Aufbau hatte 8 gleich gebaute Arme, die von einer zentralen Plattform
ausgingen (siehe Abb. 1). Am Ende eines jeden Armes war Futter versteckt. Nach jedem Besuch eines
Armes musste das Tier zunachst zur zentralen Plattform zuriick, um sich dann fir einen neuen Arm
zu entscheiden. Inzwischen wurden auch RAM-Versuche durchgefiihrt mit drei bis hin zu 48 Armen
(Cole and Chappell-Stephenson, 2003; Dubreuil et al., 2003). Daneben gibt es Versuchsvariationen,
die nicht jeden Arm belohnen, sondern nur bestimmte Arme (z.B. nur jeden zweiten). Auf diese
Weise lernen die Tiere bestimmte Arme zu ignorieren (Jarrard, 1978). Neben dem RAM gibt es noch

verschiedene andere Versuchsaufbauten, um Lernleistungen von Ratten und Mé&usen zu testen:

e Llashley Ill Maze — untersucht wird rdumliches Lernen (Blizard et al., 2006; Bressler et al.,
2010)

e Passiv Avoidance - untersucht wird das assoziative Lernen (Nategh et al., 2016; Shiga et al.,
2016)

e Spatial Water Maze - diese Versuchsanordnung setzt die Schwimmfahigkeit der Tiere voraus.
Auch hier wird das raumliche Lernen untersucht (Bensalem et al., 2016; Tong et al., 2016).

e Konditionierung nach Pawlow

e Open Field Test of Exploration - je nach Versuchsanordnung kann hiermit das Angstverhalten

oder assoziatives Lernen untersucht werden (Pavlova and Rysakova, 2015).

War das RAM zunachst nur fiir Ratten entwickelt und getestet worden, weil man annahm, dass
Mduse derartige Zusammenhdnge nicht lernen kdnnten, so wurde 1983 ein RAM fir Mause
entwickelt und gezeigt, dass auch Mause mit einigen Abweichungen derartige Lernleistungen
erbringen konnen (Pick and Yanai, 1983; Matzel et al., 2003; Tarragon et al., 2012). Vorteil des RAM
ist, dass ein natirliches Suchverhalten der Tiere ausgenutzt wird. Im Gegensatz dazu sind
Versuchsanordnungen wie das Morris Water Maze unnatirlich, da Ratten und besonders Mause

Angst vor Wasser haben und dieses in der freien Wildbahn meiden.
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Abbildung 1
Schematische Darstellung des Radial-Arm-Labyrinthes nach Olton. Abbildung aus Terragon et al. 2012

In einigen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die Tiere verschiedene Mechanismen
entwickeln, um das Labyrinth zu absolvieren. Haufig fand sich ein Ablaufen des Labyrinthes im oder
gegen den Uhrzeigersinn (Crusio and Schwegler, 2005). Des Weiteren fand sich das Ablaufen nach
einer bestimmten Sequenz (z.B. immer den gegeniberliegenden Arm oder immer vom selben Arm
aus startend) (Mandolesi et al., 2009). Die Orientierung an Umweltstimuli in der Umgebung ist
moglich, was in meinen Experimenten beim rdaumlichen Lernen eingesetzt wurde. Zuletzt konnte
auch gezeigt werden, dass Tiere eine ,mapping-Strategie” entwickelten, bei der eine internale
Reprasentation der Umwelt erstellt wird (Packard et al., 1989; Jarrard, 1993; Stupien et al., 2003).

Dabei spielen sogenannte , place”-Zellen im Hippocampus eine Rolle.

1.2.2. Hippocampus

Als eine wichtige Region fiir das Lernen soll hier der Hippocampus nadher beschrieben werden. Der
Hippocampus ist ein Teil des Limbischen Systems, welches aus verschiedenen Kortexarealen,
Kerngebieten und Fasersystemen besteht, die saumformig um das Dienzephalon angeordnet sind
und daher auch seinen Namen hat (lat. Limbus = Saum). Der Name des Hippocampus leitet sich vom
Seepferdchen ab, da er in der Form einem Seepferdchen &hnelt. Der Hippocampus ist
entwicklungsgeschichtlich ein dlterer Gehirnabschnitt, der als Allocortex bezeichnet wird und einen
spezifischen histologischen Aufbau aufweist (Stratum moleculare, Stratum radiatum, Stratum
lucidum, Stratum pyramidale und Stratum oriens). Der Gyrus dentatus zeigt einen etwas
modifizierten Aufbau mit Stratum moleculare, Stratum granulare und Stratum multiforme.

Man kann den Hippokampus in rostro-kaudaler Richtung topographisch in 3 Abschnitte unterteilen.
Dabei unterscheidet man einen ventralen, intermedidren und einen dorsalen Abschnitt, wobei die
exakte anatomische Begrenzung bislang nicht genau definiert werden konnte (Fanselow and Dong,
2010). So konnte in Untersuchungen gezeigt werden, dass der dorsale Hippocampus mehr fir

kognitive Aspekte von Angst und Gedachtnisbildung eine Rolle zu spielen scheint, wahrenddessen
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der ventrale Hippocampus die emotionalen und im Zusammenhang mit diesem Ereignis stehenden
Aspekte verarbeitet. (Fanselow and Dong, 2010; Miiller et al., 2012)

Der Hippocampus erhalt unterschiedliche Afferenzen, vorwiegend glutamaterg, iberwiegend Uber
den Tractus perforans mit Axonen aus dem entorhinalen Kortex. Uber den Tractus perforans
erreichen die Afferenzen die Dendriten der Kérnerzellen in der Molekularschicht des Gyrus dentatus.
Diese unipolaren Kornerzellen besitzen wiederum Afferenzen, die als Moosfasern bezeichnet
werden, die in CA3 glutamaterg die Dendriten der Pyramidenzellen im Stratum lucidum erreichen.
Die Axone der Pyramidenzellen erreichen zum einen als Efferenzen (iber die Fimbria hippocampi die
nachgeschalteten Zentren: Kortex, Hypothalamus, Amygdala und die Corpora mamillaria. Ein
anderer, groRerer Teil erreicht als Schafferkollateralen die Dendriten der Pyramidenzellen in CA1l
und Subiculum, die nun wiederum Uber Synapsen auf den Axonen des Tr. perforans modulierend
wirken. Aufgrund dieser trisynaptischen, kettenartigen Verschaltung wird auch von einem
unidirektionalen Schaltkreis gesprochen.

Eine entscheidende Rolle spielt der Hippocampus fir das Arbeits- und Langzeitgedachtnis (Duarte-
Guterman et al., 2015). Im Hinblick auf das raumliche Gedachtnis konnte gezeigt werden, dass die
Neurogenese im Gyrus dentatus maBgebend ist (Winocur et al., 2006). Im Hinblick auf die Regulation
der Gedachtniskonsolidierung konnte gezeigt werden, dass die Amygdala stark involviert ist, indem
sie die neuronale Plastizitdt vor allem im Hippocampus beeinflusst (Ferry et al., 1999). Wie bereits
bekannt ist, ist die Amygdala unabdingbar fiir die Entstehung von Emotionen. Die bestehende
Beeinflussung durch die Amygdala unterstiitzt die Theorie, dass die Stiarke einer Erinnerung im

Verhéltnis zu ihrer emotionalen Signifikanz reguliert wird (Ferry et al., 1999).

1.2.3. Amygdala

Die Amygdala ist eine entscheidende Region fiir das olfaktorische Gedachtnis und Teil des limbischen
Systems. Die Amygdala wurde als erstes von Burdach im friihen 19.Jahrhundert entdeckt und
beschrieben. Sie befindet sich im ventralen, anteriomedialen Teil des Temporallappens und besteht
aus mehreren Kerngruppen. Derzeit sind 13 Kerngebiete bekannt, die nochmals in Untergruppen
unterteilt werden und innerhalb der Untergruppen selbst als auch zwischen den Kerngruppen
vielfaltige Verbindungen aufweisen (Swanson and Petrovich, 1998; Sah et al., 2003; Gross and
Canteras, 2012). Die Kerngruppen und Unterkerne werden unterteilt nach Zytoarchitektur,
Histochemie und Verbindungen zu anderen Kerngebieten. (Swanson and Petrovich, 1998; Sah et al.,

2003)

Im Folgenden werden einige wichtige Kerne fiir diese Arbeit vorgestellt. Diese Regionen sind die

phylogenetisch alte kortikomediale Gruppe und die jlingere basolaterale Gruppe (BLA). Die
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kortikomediale Gruppe kann nochmals in eine oberflachliche Gruppe von Nuclei unterteilt werden
und in eine centromediale Kerngruppe. Die centromediale besteht aus einem zentralen (CeA), einem
medialen (CeM) und dem amygdaloiden Teil des BNST. (Sah et al., 2003) Die zentromediale Gruppe
erhdlt Efferenzen aus dem Bulbus olfactorius und ist selbst Ursprung der Stria terminalis. Die
basolaterale Gruppe hat Verbindungen zum prapiriformen und entorhinalen Cortex und damit Input
u.a. aus dem optischen und akustischen System. Uber die Stria terminalis (vorwiegend peptiderg) ist
die Amygdala mit den Septumkernen, der Regio praeoptica und weiteren Kernen des Hypothalamus
verbunden. Durch Verbindung der Stria terminalis mit der Stria medullaris besteht zudem

Verbindung zu den Habenulakernen.

Die Neurone in der BLA bestehen zum Uberwiegenden Teil (ca. 80%) aus glutamatergen Neuronen.
Die restlichen Neurone sind GABAerge Interneurone. Die zentrale Amygdala (CeA) wird in einen
medialen (CeM) und einen lateralen (Cel) Teil unterteilt und enthalt ebenfalls GABAerge Neurone.
Immunhistochemisch zeigt sich das als Band aus GABAergen Neuronen, das ununterbrochen durch
das Striatum lauft. Die CeA ist der primare Output der Amygdala von der aus durch Efferenzen zum
prafrontalen Kortex die Antwort auf Angst und Furcht beeinflusst wird. Die CeA erhalt Afferenzen
von Thalamus und kortikalen Regionen (Sah et al., 2003). Die BLA hat Projektionen zur Cel. Diese ist
wiederum reziprok mit der CeM verbunden, welche Uber Verbindungen zu Hypothalamus und
Hirnstamm ebenfalls die vegetative Antwort auf Angst mitbewirkt. Zwischen BLA und CeA befinden
sich GABAerge Neurone, die als Interneurone fungieren und in der CeA im Sinne einer feedforward-
Inhibition wirken. Es konnte gezeigt werden, dass es in der CeA ,,ON“-Zellen und ,OFF“-Zellen gibt.
Projektionen aus der BLA aktivieren die ,,ON“-Zellen, die dann wiederum die tonisch aktiven , OFF“-
Zellen inhibieren. Bei den ,OFF“-Zellen handelt es sich um GABAerge Zellen. Die ,OFF“-Zellen
projizieren zur CeM, sodass bei einer Aktivierung aus der BLA eine Disinhibition in der CeM entsteht.
Der CeA fungiert als output-Nucleus, Uber ihn gibt es Verbindungen zu Hypothalamus, zentralem

Grau und dem dorsalen Nucleus des N.vagus (Rodrigues et al., 2009).

Die Amygdala ist maligeblich an der Erzeugung von Emotionen, besonders von Angst und Furcht
beteiligt. Es gibt derzeit jedoch mehr Arbeiten, die sich mit der Beteiligung der Amygdala an der
Erzeugung von Angst beschéftigen, als mit ihren anderen Funktionen, wie z.B. ihrem Einfluss auf
Aggression, Sexualverhalten und Nahrungsaufnahme (LeDoux, 2012). Eindrlicklich zeigt dies das
sogenannte Kliver-Bucy-Syndrom, bei dem eine bilaterale Schadigung des Temporallappens mit
Beteiligung der Amygdala vorliegt. Rhesusaffen, die einen solchen Schaden aufweisen, zeigen ein
charakteristisches Verhaltensmuster: sie sind ungehemmt in ihrem Sexualtrieb, explorieren alles mit
dem Mund, wobei diese Gegenstidnde auch ungezielt gefressen werden, sie zeigen eine erhohte

Ablenkbarkeit durch visuelle Reize sowie ein fehlendes Angst- und Furchtverhalten. Eine besondere
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Rolle bei der Angstkonditionierung scheint die laterale Amygdala (LA) zu spielen. So konnte gezeigt
werden, dass molekulare Veranderungen in der LA zur Konsolidierung des Angstgedachtnisses fiihrt
und eine Verletzung der LA zu einer fehlenden Angstkonditionierung (Bahar et al., 2004; Dudai, 2004;
Rodrigues et al., 2004; Rodrigues et al., 2009).

Im Alltag werden die Begriffe Angst und Furcht oft synonym gebraucht. In der Wissenschaft
hingegen muss zwischen diesen beiden Begriffen unterschieden werden. So handelt es sich bei Angst
um ein nicht-objektbezogenes, irrationales Gefiihl des Bedroht-seins, wohingegen Furcht ein
objektbezogenes, rationales Gefihl ist. In der Psychologie wird Angst als ein Zustand definiert, der
dazu fiihren soll, dass die Situation, die zur Angst fiihrt, beendet wird. Zudem wird hier
unterschieden in Angst als irrationalen Zustand und Furcht als rationalen Zustand. So ist der Zustand,
der einen vor dem Tiger im Urwald davon laufen ldsst Furcht. Kann hingegen kein konkretes Ereignis
oder ein Gegenstand benannt werden (z.B. bei einem Gewitter oder der Urwald allgemein ohne
Tiger), so spricht man von Angst (Adolphs, 2013; LeDoux, 2013). Es laRt sich weiterhin die
angeborene und erlernte Angst unterscheiden. Angeborene Angst vor Fressfeinden bringt einen
Uberlebensvorteil fiir eine Spezies. Erlernte Angste sind z.B. rdumliche Assoziationen mit einem
Fressfeind. Einige Untersuchungen konnten inzwischen zeigen, dass es verschiedene Schaltkreise fir
unterschiedliche Arten von Angst gibt; der Angst vor Schmerzen, Angst vor Fressfeinden und Angst
vor Aggression von Artgenossen (Gross and Canteras, 2012). In Abb. 2 sind die verschiedenen

Schaltkreise dargestellt.
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Abbildung 2 (modifiziert nach Gross und Canteras, 2012)

Dargestellt sind die parallel verlaufenden Verschaltungen, die die verschiedenen Qualitaten der Angst vermitteln. Es erfolgt
eine jeweils unabhangig voneinander verlaufende Verarbeitung. Involviert sind verschiedene Nuclei der Amygdala, der
Hypothalamus sowie das periaquaduktale Grau (PAG).

Beteiligte Strukturen in der Amygdala: laterale Amygdala (LA), posteriorer Teil der basomedialen Amygdala (pBMA),
posteroventraler Teil des medialen Amygdala (pvMEA), posterodorsaler Teil der medialen Amygdala (pdMEA), zentrale
Amygdala (CEA)

Beteiligte Strukturen im Hypothalamus: ventromedialer Hypothalamus (VMH), dorsomedialer Teil der VMH (dmVHM),
ventrolateraler VMH (vIVMH), ventrolateraler Teil der PMD (vIPMD), dorsomedialer PMD (dmPMD)

Beteiligte Strukturen im PAG: dorsomedialer Teil des PAG (dmPAG), ventrolateraler Teil des PAG (VIPAG)

Uber eine direkte Verbindung zwischen Thalamus und Amygdala werden schnelle und ungefilterte
Informationen (iber einen angstauslosenden Stimulus direkt an die Amygdala geleitet, die sich der
bewussten Kontrolle entziehen (LeDoux, 1992, 2000). Uber cortico-amygdalire Verbindungen erhilt

die Amygdala langsamere, jedoch detailliertere Informationen (Rodrigues et al., 2009).

1.3. GABA

GABAerge Neurone spielen eine entscheidende Rolle im zentralen Nervensystem, indem sie
inhibitorisch und damit regulierend auf andere Neurone wirken. Sie sind von entscheidender
Funktion in der Informationsverarbeitung. Erst vor kurzem konnte gezeigt werden, dass GABA im
Laufe der neocorticalen Gehirnentwicklung in neonatalen Mausen eine exzitatorische
(depolarisierende) und dennoch dampfende Funktion Gbernimmt (Kirmse et al., 2015). Wohingegen
es im weiteren Verlauf der Entwicklung nur noch eine inhibitorische Wirkung entfaltet. Aber nicht
nur auf neuronaler Ebene spielt GABA eine wichtige Rolle, auch auf endokriner Ebene ist es ein
wichtiger Mitspieler. Es wirkt z.B. hemmend auf die Glucagonsekretion bei der Ausschittung von

Insulin (Erd6 and Wolff, 1990) als auch auf die Somatostatin-Sezernierung (Robbins and Landon,
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1983; Sorenson et al., 1991). Da GABerge Neurone konventionell histochemisch mittels markierten
Antikorpern (z.B. gegen GAD67, GAD65 oder Kalziumbindende Proteine wie Calbindin und Calretinin)
dargestellt werden und sich anschlielend haufig Beschrankungen fir weitere histochemische
Untersuchungen desselben Materials ergeben, stellte Tamamaki mit seinen Mitarbeitern 2003 ein
genetisch verdndertes Mausmodell (heterozygote knock-in-Tiere) her, dessen GABAerge Neurone
das Protein GFP produzierten und damit fluoreszenzmikroskopisch dargestellt werden kdnnen. Dabei
unterliegt GFP dem endogenen GAD67-Promoter, so dass Zellen, die GABA exprimieren auch GFP

produzieren und somit alle GABAergen Neurone vormarkiert sind.

Durch die GAD wird Glutamat zu GABA umgewandelt. Beim Menschen, Mausen und anderen
Saugetieren sind zwei Gene bekannt, die fiir eine solche Decarboxylase codieren, GAD1 und GAD2
(Erlander et al., 1991). Diese Gene codieren zum einen fiir GAD65 und zum anderen fiir GAD67.
GADG65 und 67 unterscheiden sich nicht nur durch ihr Molekulargewicht (65K Dalton vs. 67K Dalton),
sondern auch in Aminosauresequenz, Ladung, Antigenitdt und Vorkommen. Im Hirn werden GAD65
und 67 in den gleichen Arealen exprimiert, jedoch in unterschiedlich starkem Ausmal (Erlander et
al., 1991). Es konnte gezeigt werden, dass GAD65 den grofRten Teil des apo-GAD Reservoirs im Hirn
ausmacht, wohingegen GAD67 fast vollstindig gesattigt mit Pyridoxalphosphat (PLP) vorliegt
(Kaufman et al., 1991). Unter depolarisierenden Bedingungen verbindet sich PLP mit apo-GAD womit
die GABA-Synthese unter neuronaler Aktivitdt zuzunehmen scheint (Miller and Walters, 1979; Kass et
al., 2014; Modi et al., 2015). Die Verteilung von GAD65 und 67 ist in den Neuronen unterschiedlich.
GADG65 konnte eher in den Axonen nachgewiesen werden, GAD67 hingegen in Zellkérpern und
Dendriten (Erlander et al., 1991). Dabei kommt GAD65 membrangebunden vor, wohingegen GAD67

zytosolisch vorliegt (Kass et al., 2014).

In der Amygdala vermitteln GABAerge Interneurone eine feed-forward-Inhibition zwischen BLA und
CeA und inhibieren so den Output der CeA (Royer et al., 1999). Aus der genauen Klarung des
Mechanismus verspricht man sich einen Therapieansatz fiir Angststérungen (Marek et al., 2013). Die
GABAerge Transmission spielt aber auch eine wichtige Rolle in der Regulation limbischer Strukturen
und des PVN. So konnte gezeigt werden, dass es bei chronischem Stress zu einer Hochregulierung
von GAD65 im PVN kommt (Ziegler and Herman, 2002b). Dies scheint jedoch von der Art des
Stressors abhédngig zu sein. So konnten unterschiedliche Effekte in der Regulierung von GAD65 und

GADG67 im Hippocampus, der Amygdala und dem BNST gezeigt werden (Mdller et al., 2015).
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1.4. Stress

Stress ist definiert als die Reaktion eines Organismus auf verschiedene unspezifische Reize
(Pschyrembel, 2007). Ganz allgemein unterscheidet man zwei Formen des Stresses, den Eustress und
den Disstress. Eustress wird dabei als eher positiv fir den Organismus gesehen und stellt somit die
Stressform dar, an die sich der Organismus anpassen kann und somit leistungssteigernd wirkt. Als
Disstress wird jene Stressform bezeichnet, an die sich der Organismus nicht anpassen kann und so zu

Uberforderung des Organismus fiihrt.

Hans Selye war der erste Wissenschaftler, der sich mit dem Zusammenhang zwischen Stress und
Gesundheit beschiftigte (Szabo et al.,, 2012). Aus Lasionsuntersuchungen bei Tieren weil man
inzwischen, dass unterschiedliche Stressoren unterschiedlich verarbeitet werden. So lieR sich
nachweisen, dass Stressoren wie eine neue Umgebung, Einschrankung beim Futter oder im
Lebensraum sowie bei der klassischen Angstkonditionierung, abhangig sind vom limbischen System.
Dagegen konnte man zeigen, dass Stressoren, die aus unmittelbarem physischen Stress bestehen
(wie Hypoxamie oder Ether) unabhdngig vom limbischen System verarbeitet werden. Solche
Stressoren haben (iber viszerale Efferenzen eine direkte Verbindung zum PVN (Herman and Cullinan,

1997).

Als Stressoren bezeichnet man stressauslosende Stimuli, die sehr unterschiedlich sein kdnnen, wie
z.B. Hitze, Kalte, chemische Noxen, Lirm, Gerliche, psychosoziale Faktoren (u.a.). Was vom
Organismus als Eu- und Disstress empfunden wird ist individuell sehr verschieden. Unter
Laborbedingungen wird Stress bei Mausen durch Fressfeindgeriiche, Fullschocks, erzwungenes
Schwimmen, kalte Temperaturen, Kochsalzinjektionen und rdumliche Beschrankungen ausgel6st.
Dabei wird eine Unterscheidung in akuten, andauernden und chronischen Stress in Abhangigkeit von

der Dauer der Stresseinwirkung getroffen.

Experimentell lasst sich Stress durch verschiedene Modelle untersuchen. Eine Méglichkeit dafiir
ware, dass ein Versuchstier zwar durch eine Scheibe getrennt aber zumindest sichtbar mit einem
Fressfeind konfrontiert wird (Wallace and Rosen, 2000; Belzung et al., 2001; Apfelbach et al., 2005;
Rosen et al., 2005). Eine andere Moglichkeit ist, mittels olfaktorischer Stimuli dem Versuchstier das
Vorhandensein eines Fressfeindes vorzutauschen (Dielenberg et al., 2001; Hebb, 2002; Dias Soares et
al., 2003; Hebb, A. L. O. et al., 2003; Day, H. E. W. et al., 2004a; Hebb, A. L. O. et al., 2004; Li et al.,
2004; Fendt et al., 2005; Laska et al., 2005; Buron et al., 2007; Endres and Fendt, 2007, 2008, 2009;
Janitzky et al., 2009; Horii et al., 2010; Mackenzie et al., 2010; Fitzpatrick et al., 2011; Janitzky et al.,
2011; Matsukawa et al., 2011; Kessler et al., 2012; Asok et al., 2013). Ratten und Mause sind in der

Lage, bestimmte Duftstoffe ihrer Fressfeinde zu erkennen und darauf zu reagieren. In natirlicher
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Umgebung vermeiden sie diese Areale. Unter Laborbedingungen, in denen man die Tiere kontrolliert
diesen Duftstoffen aussetzen kann, reagieren die Tiere mit Aktivierung der Stressachse (Dielenberg et
al., 2001; Dias Soares et al., 2003; Matsukawa et al., 2011) sowie mit Verhaltensianderungen wie
freezing (Erstarren) oder avoidance (Vermeidungsverhalten) (Belzung et al., 2001; Endres et al., 2005;
Buron et al., 2007; Endres and Fendt, 2009; Fitzpatrick et al., 2011). Es gibt verschiedene Duftstoffe,
bei denen bekannt ist, dass sie eine derartige Stressreaktion hervorrufen kénnen. Dieses sind:
Katzengeruch aus Urin oder Fell (Dielenberg et al., 2001; Staples et al., 2008; Staples et al., 2009;
Staples, 2010), Frettchengeruch, Uringeruch von Predatoren und TMT aus Fuchskot — um nur einige

ZU nennen.

1.41. TMT

2,5-dihydro-2,4,5-trimethylthiazoline (TMT) ist ein Duftstoff, der sowohl bei Flichsen als auch bei
Mardern in den Analdrisen gebildet, sezerniert und mit dem Kot ausgeschieden wird. Das TMT kann
chemisch hergestellt werden und bietet somit optimale Bedingungen, um ihn kontrolliert und
reproduzierbar einzusetzen. Mause und Ratten zeigen eine angeborene Angst darauf. Ratten und
Mause reagieren auf die Wahrnehmung von TMT mit meidendem Verhalten oder mit freezing. So
konnte in einigen Untersuchungen gezeigt werden, dass TMT ein spezifisches Muster des limbischen
Systems aktiviert mit der Amygdala, dem BNST, dem PVN im Hypothalamus sowie dessen Zielgebiete
im Hirnstamm (Fendt et al., 2003; Day, H. E. W. et al., 2004a; Fendt et al., 2005; Janitzky et al., 2009).
Wird eine dieser Strukturen in ihrer Funktion blockiert, so bleibt das typische Verhalten (avoidance
oder freezing) aus (Endres and Fendt, 2008). Alternative Duftstoffe zur Induzierung von Angst sind

Phenylethylalkohol (PEA) oder Urin von Predatoren.

1.4.2. Riechbahn

Die angstauslosenden Duftstoffe wie TMT oder PEA werden (ber das olfaktorische System
verarbeitet. Die Duftmolekiile gelangen zunachst mit der Atemluft in die Nasenhaupthdhle und von
dort in die mit Riechepithel ausgekleidete Regio olfa