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Kurzreferat:

Die neuronale Aktivitat der Amygdala ist flr Furchtlernen, auch Furchtkonditionierung genannt, von
entscheidender Bedeutung. Bei Patienten mit Angststérungen wird haufig eine bilaterale Hyperakti-
vitat der Amygdala beobachtet. Diese Hyperaktivitat beglinstigt Furchtkonditionierung und/oder eine
Ubergeneralisierung konditionierter Furcht. Im Gegensatz dazu schwicht eine Hypoaktivitat der
Amygdala, beispielsweise durch pharmakologisches Eingreifen, die Konditionierung von Furcht ab
oder blockiert sie vollig. Bislang ist wenig darliber bekannt, wie verschiedene Aktivitatszustande der
neuronalen Erregbarkeit der Amygdala die Spezifitdt oder Generalisierung von Furcht beeinflussen.
Daher wurde in der vorliegenden Studie durch chronische Hemmung der GABA-Synthese in der
Amygdala die Erregbarkeit dieser gesteigert und die Auswirkungen auf die Spezifitdt von Furchtkon-
ditionierung untersucht. Hierzu wurden Ratten unilateral intrakranielle Kantlen in die Amygdala im-
plantiert. Die Kanlilen waren mit subkutan implantierten osmotischen Minipumpen verbunden, die
entweder den GABA-Synthesehemmer L-Allylglycin oder sein inaktives Enantiomer D-Allylglycin ab-
gaben. Eine Woche spater wurden die Ratten einem diskriminativen Furchtkonditionierungsprotokoll
unterzogen. Darlber hinaus wurde in Light-Dark Box (LDB) Tests angstahnliches Verhalten der Ratten
gemessen. Die erhobenen Daten zeigen, dass chronische unilaterale L-AG-Infusionen in die Amygdala
die Spezifitat konditionierter Furcht verbessern, Safety-Lernen unterstiitzen und Angst sowie die
Generalisierung von Furcht mindern. Folglich legen die Ergebnisse dieser Arbeit also nahe, dass eine
maRige Erhohung der Erregbarkeit der Amygdala sich positiv auf die Spezifitat konditionierter Furcht

auswirken kann und verdeutlichen die potenzielle Anwendung fiir therapeutische Interventionen.

Schliisselworter: Angst, Furcht, Furchtkonditionierung, Furchtgedachtnis, Safety-Lernen, Generalisa-

tion, Amygdala, GABA, Spezifitat.
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1 Einfihrung

Als eine der sechs Basisemotionen wird Furcht von allen Menschen dhnlich erlebt, unabhangig von
kulturellen oder soziologischen Einfllissen (Ekman et al., 1969; Ekman & Friesen, 1971). Sie wird als
unangenehmes und unbehagliches Geflihl empfunden, das auf ein potenziell bedrohliches Ereignis
folgt oder in Erwartung eines solchen empfunden wird. Zusatzlich zu dem Gefiihl der Furcht werden
verschiedene physiologische und verhaltensbezogene Reaktionen ausgeldst, die dazu dienen, solche
bedrohlichen Ereignisse im Ernstfall zu tGberleben. Zu diesen Reaktionen gehoren Flucht-, Versteck-
oder Kampfreaktionen (Ohman, 2007), aber auch die Verstirkung von defensiven Reflexen wie der
Acoustic Startle Response (akustische Schreckreaktion) (Fendt & Koch, 2013; Jovanovic et al., 2020;
Robison-Andrew et al., 2014; Yeomans et al., 2002). Die Startle Response (Schreckreaktion) ist die
Reaktion auf einen Schreckreiz (Startle) und wird Giber Neurone im Hirnstamm ausgelost. Zweck der
Schreckreaktion ist es, besonders verletzliche Korperteile wie bspw. Hals, Nacken und Augen zu
schiitzen und potentielle Verletzungen zu minimieren bzw. abzuwenden. Hierbei kommt es im Zuge
der Schreckreaktion u.a. zur Kontraktion der Nackenmuskulatur, zum Lidschluss sowie zu Reaktio-
nen, die wie oben erwahnt eine Flucht aus der gefidhrlichen Situation beglinstigen (Koch, 1999). Das
vorangestellte Adjektiv Acoustic bezieht sich auf den Charakter des Ausl6sers, der hierbei ein akusti-
scher Reiz ist (Jovanovic et al., 2020; Robison-Andrew et al., 2014; Yeomans et al., 2002). Neben den
oben beschriebenen Reaktionen werden verschiedene korperliche Anpassungsvorgdange wie Pupil-
lenerweiterung, Anstieg von Blutdruck und Herzfrequenz als auch das Freisetzen von Hormonen
ausgeldst, um die oben genannten Verhaltensreaktionen vorzubereiten oder zu optimieren (Elefthe-
riou, 1972; Fendt & Fanselow, 1999; Ohman, 2007). Da diese Reaktionen die Uberlebenswahrschein-
lichkeit in gefahrlichen Situationen erhéhen, hat sich Furcht als Emotion mit den damit verbundenen
vegetativen- und Verhaltensreaktionen evolutionar durchgesetzt (Damasio & Carvalho, 2013). Auch
wenn Furcht ubiquitar dhnlich erlebt wird, sind die Ausléser von Furcht verschieden. Grob kdnnen
sie in angeborene Ausloser, wie z. B. die Anwesenheit eines Raubtiers oder auf Raubtier bezogene
Reize wie bestimmte Gerliche oder Gerdusche und gelernte Ausloser unterteilt werden (Ren & Tao,
2020). Letztere entstehen durch klassische Konditionierung. Der Prozess wird dementsprechend
Furchtkonditionierung genannt und beinhaltet die Assoziation eines zuvor neutralen Reizes mit ei-
nem aversiven Ereignis (Davis, 1989; LeDoux, 1998; Pavlov, 2010). Dies wird beispielsweise erreicht,
indem die Prasentation des aversiven, unkonditionierten Reizes (US) unmittelbar nach Prasentation
des neutralen Reizes erfolgt. Beide Reize werden nach nur wenigen Prasentationen miteinander
assoziiert, sodass das Versuchstier dann Furcht erfahrt, wenn es zu einem spateren Zeitpunkt mit
dem zuvor neutralen Reiz konfrontiert wird. Dieser wird nun als konditionierter Furchtreiz (CS) und

der Prozess als cued fear learning bezeichnet (Davis, 1989; Fendt & Fanselow, 1999). Zusatzlich zu



diesem spezifischen Reiz assoziiert das Versuchstier auch die Umgebung, in der das aversive Ereignis
stattgefunden hat mit diesem. Analog zur Furchtkonditionierung auf einen spezifischen Reiz erfolgt
also gleichzeitig eine Konditionierung auf die Umgebung. Das Versuchstier lernt diese als sogenann-
ten kontextuellen Furchtreiz wahrzunehmen (Cushman & Fanselow, 2012; Gewirtz et al., 2000). Wie
oben beschrieben kann konditionierte Furcht sehr spezifisch sein. Hohe Spezifitat bedeutet in die-
sem Zusammenhang, dass der Reiz, der das aversive Ereignis am besten vorhersagt, die meiste kon-
ditionierte Furcht auslést, wahrend Reize, die das aversive Ereignis nicht entsprechend gut vorhersa-
gen oder sogar dessen Abwesenheit signalisieren, keine konditionierte Furcht auslésen und somit
weniger spezifisch sind. Dem gegeniiber steht die Generalisierung von Furcht. Im Gegensatz zur spe-
zifischen Furcht bedeutet eine Generalisierung, dass andere Stimuli, vor allem solche, die dem ur-
springlich assoziierten Stimuli dhnlich sind, ebenfalls konditionierte Furcht auslésen (Dunsmoor &
Paz, 2015; Jasnow et al., 2017; Shepard, 1987). Typischerweise ist konditionierte Furcht kurz nach
der Konditionierung noch sehr spezifisch, wird aber im Laufe der Zeit immer weiter generalisiert
(Bouton et al., 1999; McAllister & McAllister, 1963; Perkins & Weyant, 1958). Eine solche Verallge-
meinerung von Furcht kann vorteilhaft sein, da ein breiteres Spektrum an potenziell gefdhrlichen
Situationen erkannt werden kann. Es ist jedoch wichtig, dass das Individuum weiterhin in der Lage
ist, zwischen Stimuli, die Gefahr signalisieren und solchen, die ungefahrlich sind, zu unterscheiden,
da dies sowohl fiir das Uberleben als auch fiir die psychische Gesundheit entscheidend ist. Kommt es
zu einer sehr starken Generalisierung, die auch als Ubergeneralisierung bezeichnet wird, kénnen
bedrohliche- und Sicherheit suggerierende Reize nicht mehr ausreichend voneinander differenziert
werden. Die fehlende Fahigkeit, diese zu unterscheiden, ist ein typisches Symptom vieler Angststo-
rungen des Menschen (Dunsmoor & Paz, 2015; Lissek et al., 2010; Lissek, 2012; Lopresto et al., 2016;
Morey et al., 2015). Im Alltag hdufig synonym gebraucht, werden Angst und Furcht in den Neurowis-
senschaften anhand des Focus’ ihrer Ausloser unterschieden. Furcht liegt eine eher konkrete, klar
zuordenbare Bedrohung zugrunde, wahrend Angst ein ungerichtetes, hdufig unbegriindetes Gefihl
der Beunruhigung bspw. auf eine unbekannte Situation ist (Boland, 2021). Entsprechend werden die
Begriffe im Folgenden verwendet. Angststorungen sind die haufigsten psychischen Erkrankungen
des Menschen und die Komorbiditat zu anderen psychischen Erkrankungen wie Depression ist hoch
(Canu et al., 2015; Dattani et al., 2021; Hofmeijer-Sevink et al., 2012). Ein gutes Verstdndnis der
Symptome und der damit verbundenen Veranderungen im Gehirn der Betroffenen ist wichtig, um
bestehende Behandlungsmoglichkeiten zu verbessern und neue zu schaffen (Canu et al., 2015). In
den vergangenen Jahrzehnten wurden die neuronalen Strukturen und Verbindungen, die der
Furchtkonditionierung zugrunde liegen, intensiv untersucht (Davis, 1992; LeDoux, 2000). Beigetra-

gen dazu hat u.a., dass Furchtkonditionierung ein gut zu etablierendes Modell darstellt, an dem sich



Furcht und damit verbundene Prozesse untersuchen lassen. Da auch Hirnfunktionen wie Lernen und
die Bildung des Gedachtnisses an der Konditionierung von Furcht beteiligt sind, fand dieses Modell
in diesen Bereichen der Hirnforschung groRen Anklang, was die intensive Erforschung der Furcht-
konditionierung begiinstigte (Cushman & Fanselow, 2010; Lonsdorf et al., 2017; McDonald & Mott,
2017). Als wichtigste Struktur in diesem Zusammenhang stellte sich die Amygdala heraus, ein Kern-
gebiet im Temporallappen, das aus mehreren Unterkernen besteht. Die laterale Amygdala (LA) ist
das Unterkerngebiet, in dem die Informationen lber den aversiven und den zu assoziierenden Reiz
konvergieren (Davis, 1992; Fendt & Fanselow, 1999; Janak & Tye, 2015; LeDoux, 2000; Sun et al.,
2020). In der basolateralen Amygdala (BLA) finden anschliefend die physiologischen und molekula-
ren Verdnderungen statt, auf denen der Lernprozess beruht (Silva et al., 2016; Sun et al., 2020),
wahrend die zentrale Amygdala (CA) Ausgangsstruktur furchtbedingter Verhaltens- und vegetativer
Veranderungen ist und diese liber Projektionen in das Mittelhirn und den Hirnstamm auslost
(Eleftheriou, 1972; Fendt & Fanselow, 1999; Iwata et al., 1987; LeDoux et al., 1988). Wegen ihrer
zentralen Rolle bei der Verarbeitung von Furcht und Angst erscheint es nicht lberraschend, dass
bereits bei verschiedenen Angststorungen Dysfunktionen der Amygdala beschrieben wurden (Etkin
& Wager, 2007; Godlewska et al., 2012; Rauch et al., 2003). Auch ist eine Dysfunktion héchstwahr-
scheinlich die Ursache dafiir, dass aus einer zunichst spezifischen, konditionierten Furcht eine Uber-
generalisierung entsteht (Cooper et al., 2018; Dunsmoor & Paz, 2015; Lissek & Grillon, 2010). Hierbei
spielt unter anderem der Transmitter GABA eine wichtige Rolle, da Projektionen in und aus der
Amygdala sowie innerhalb und zwischen den verschiedenen Unterkernen tber GABAerge Neurone
erfolgt (Ehrlich et al., 2009; Spampanato et al., 2011; Sun et al., 2020). Ziel der vorliegenden Studie
war es, in die GABA-Transmission einzugreifen und zu untersuchen, wie sich eine erhéhte neuronale
Erregbarkeit in der Amygdala auf die Spezifitdt von Furchtkonditionierung bei Laborratten auswirkt.
Zu diesem Zweck wurde in diesem Versuch ein etablierter Ansatz zur Erhéhung neuronaler Erregbar-
keit adaptiert (Horton et al., 1978; Sajdyk et al., 2008; Shekhar et al., 1996) und Ratten unilateral
eine intrakranielle Kanile, deren Ziel die basolaterale und zentrale Amygdala war, implantiert. Die
Kaniilen waren mit osmotischen Minipumpen verbunden, die entweder L-Allylglycin (L-AG), einen
Inhibitor der GABA-Synthese oder sein inaktives Enantiomer D-Allylglycin (D-AG) enthielten (Or-
lowski et al., 1977). Nach Implantation kommt es durch einen osmotischen Gradienten zwischen
dem Inneren der Pumpe und des die Pumpe umgebenden Gewebes zu einem Flissigkeitseinstrom in
diese, mit konsekutiver Komprimierung des Pumpenreservoirs. Dies flihrt zu einer konstanten For-
derung des Inhalts und bewirkt somit einen gleichmaRigen Anstieg der Konzentration des GAD-
Inhibitors L-AG bzw. seines inaktiven Enantiomers D-AG im Zielgebiet (Theeuwes & Yum, 1976).

Frihere Studien zeigten, dass entsprechende lokale L-AG-Infusionen den GABA-Spiegel im Zielgebiet



senken (Horton et al., 1978; Sajdyk et al., 2008; Shekhar et al., 1996). Hierzu erhobene Daten deuten
darauf hin, dass die unilaterale Infusion nicht direkt zu einer pathologischen Hyperaktivitat der
Amygdala flhrt, sondern zu einem eher moderaten Anstieg neuronaler Erregbarkeit (Johnson &
Shekhar, 2006; Sajdyk et al., 2008). Einige Tage nach Kanilenimplantation wurden die Ratten einem
diskriminativen Furchtkonditionierungsprotokoll unterzogen. Hierbei wird nur ein Reiz klassisch
furchtkonditioniert (CS+), wahrend ein zweiter, prasentierter Reiz neutral bleiben bzw. als Kontroll-

/Safety-Reiz (CS-) als Referenz dienen soll. Dieses Vorgehen ermoglicht es, Aussagen iber die Aus-
wirkungen des Experiments auf die Diskriminationsfahigkeit der Tiere und somit auch tber eine ver-
anderte Spezifitdt des konditionierten Reizes zu treffen (Collins & Paré, 2000; Zhao et al., 2021). Die
Spezifitat der konditionierten Furcht wurde durch Messung der Reaktion auf den konditionierten
Furchtreiz (CS+), den Kontroll-/Safety-Reiz (CS-), deren gleichzeitiger Prasentation (CS+/CS- Com-
pound) und des experimentellen Kontexts (Gewirtz et al., 2000; McNish et al., 1997, 2000) anhand
der Hohe der akustischen Schreckreaktion (ASR) bewertet (Jovanovic et al., 2020; Robison-Andrew
et al., 2014; Yeomans et al., 2002). Eine Erhéhung der urspriinglich gemessenen Schreckreaktion
durch Prasentation des CS+ wird als furchtpotenzierte Schreckreaktion (FPS) bezeichnet und dient
der Quantifizierung der konditionierten Furcht (Davis et al., 1993; Falls, 2010). Zudem wurde anhand
eines Light-Dark Box Tests ermittelt, ob einzelne Komponenten des Versuchs Einfluss auf angstdhnli-
ches Verhalten hatten. Basierend auf Literaturergebnissen, die zeigen, dass eine héhere neuronale
Erregbarkeit die Wahrscheinlichkeit erhéht, dass Neuronen zu einer sogenannten Gedachtnisspur,

d.h. einer vorlibergehenden und/oder langfristigen strukturellen Verdnderung im Gehirn, die Teil
des Gedachtnisses ist, rekrutiert werden (Han et al., 2007; Lau et al., 2020; Yiu et al., 2014), erwarten
wir durch die chronische unilaterale Infusion des GABA-Synthese-Inhibitors ein robusteres und spezi-

fischeres Furchtgedachtnis in der Gruppe der L-AG-behandelten Ratten.



2 Material und Methoden

2.1 Tiere und Haltungsbedingungen
Fiir die Versuche wurden insgesamt 30 mannliche Wistar-Ratten verwendet, welche zum Zeitpunkt

der Operation 300-400 g wogen und acht Wochen alt waren. Die Ratten stammten aus der Zucht der
Tieranlage des Instituts filir Pharmakologie und Toxikologie der Otto-von-Guericke Universitat Mag-
deburg (urspriinglicher Zuchtstamm: Taconic, Ddnemark). Untergebracht wurden die Ratten in
transparenten Makrolon Typ IV Kafigen in Gruppen von drei bis sechs Tieren und unterlagen festen
12:12 Licht-Dunkel- Phasen, mit Beginn der Lichtphase um 6:00 Uhr morgens. Im Haltungsraum
wurde eine Raumtemperatur von (22 + 2 °C) und eine Luftfeuchtigkeit von (50 + 5%) eingehalten.
Die Kifige enthielten Holzspanstreu sowie ein bis zwei Papptunnel. Zugang zu Standardfutter (Ssniff’
R/M-H, V1534-0) und Leitungswasser war durchgangig gewahrleistet. Alle Versuche erfolgten in der
Lichtphase. Sie entsprachen den internationalen Richtlinien fir die Verwendung von Tieren in Versu-
chen (2010/63/EU) und wurden von den 6rtlichen Behérden rechtlich und ethisch genehmigt (Lan-
desverwaltungsamt Sachsen-Anhalt, Az. 42502-2-1309 UniMD).

2.2 Versuchsablauf
An den ersten drei Tagen des Versuchs wurden die Ratten durch Aufenthalte in den Versuchsrau-

men/-gerdten an die Umgebung gewohnt (D1-3, Abb. 1). Dies diente der Reduktion von Stress und
sollte einem Verfalschen der Ergebnisse entgegenwirken. Einen Tag spater wurde der erste Light-
Dark Box (LDB) Test durchgefiihrt. Am 5. und 6. Tag wurden den Ratten in Vollnarkose die intrakra-
niellen Kaniilen sowie die osmotischen Minipumpen implantiert. Aufgrund der GruppengrofRe waren
pro Versuchsdurchlauf zwei Tage fiir die Operationen notig. Es folgte eine vier- bis flinftagige Erho-
lungsphase fir die Ratten, in welcher die osmotischen Minipumpen begannen zu arbeiten. Am 11.
Tag wurde ein zweiter LDB-Test durchgefiihrt. Am folgenden Tag begann die Konditionierungsphase,
zu deren Beginn ein Pretest durchgefiihrt wurde. Dieser sollte Auskunft (iber vorbestehende unkon-
ditionierte Auswirkungen der in der Konditionierung verwendeten Reize auf die Schreckreaktion der
Ratten geben. Es folgten, verteilt auf 2,5 Tage, fiinf Sitzungen zur diskriminativen Furchtkonditionie-
rung nach folgendem Schema: D12 Pretest, Safety; D13 Furcht, Safety; D14 Furcht, Safety (Abb. 1;
Details siehe unten). Zwischen den Sitzungen wurde stets eine Pause von mindestens zwei Stunden
eingehalten. Auf die Konditionierungsphase folgte am 15. Tag der Posttest, der die Auswirkungen
der nun konditionierten Reize auf die Schreckreaktion zeigt. Zur genaueren Auswertung wurden die
Ratten eine Stunde nach Ende des Posttests perfundiert und die Gehirne zur histologischen Untersu-

chung entnommen.



Verhaltensprotokoll
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Abbildung 1: Versuchsablauf

(A) Zeitplan und Verhaltensprotokoll: Nach dreitéigiger Eingewéhnung (D1-3) wurde an Tag vier (D4) ein Light-
Dark Box (LDB) Test durchgefiihrt, um angstéhnliches Verhalten zu messen. Auf diesen folgte ein erster Pretest
(Prel), um die Auswirkungen des kiinftigen CS+ und CS- auf die Schreckreaktionsamplitude zu bewerten. Die
Ratten wurden daraufhin anhand ihrer Schreckreaktionsamplitude und ihres angstédhnlichen Verhaltens je einer
Behandlungsgruppe zugeordnet. Am 5. oder 6. Tag wurden die intrakraniellen Kaniilen und die osmotischen
Minipumpen implantiert. Nach dreitdgiger Erholungsphase (D7-10) von der Operation wurde ein zweiter LDB-
Test durchgefiihrt (D11). Einen Tag spdter, nach einem zweiten Pretest (Pre2), wurden die Ratten Furcht- (CS+)
und Pseudo-/Safety-konditioniert (CS-) (D12-D14). Zuletzt wurde ein Posttest (Post) durchgefiihrt, um die Aus-
wirkungen von CS+, CS- und deren gleichzeitiger Prdsentation (CS+/CS- Compound) auf die Schreckreaktion zu
bewerten (Post, D15). (B) Schematische Darstellung des LDB-Tests, Dauer 10 Min. (C) Platzierung der Kaniile in
der (zentralen, lateralen oder basolateralen) Amygdala mit angeschlossener osmotischer Minipumpe, die ent-
weder D-AG oder L-AG enthdlt. (D) Ablauf des Pre1/2 und Posttests: Nach zehn Schreckreizen zur Habituation
(nicht gezeigt) wurden die Auswirkungen von CS+, CS- und CS+/CS- Compound auf die Schreckreaktions-
amplitude in separaten Blécken gemessen. Im ersten Stimulusblock wurde der als am wenigsten aversiv zu
erwartende Stimulus présentiert (CS-), im ndchsten der CS+/CS- Compound und im letzten Block der als am
aversivsten zu erwartende Stimulus (CS+). In jedem dieser Blécke wurde der Schreckreiz dreimal allein und
flinfmal am Ende des jeweiligen Reizes in einer pseudo-randomisierten Reihenfolge prdsentiert. (E) Pseudo-
/Safety-Konditionierung (CS-): Explizit ungepaarte Darbietung des CS- und des aversiven unkonditionierten
Reizes (US, Blitzsymbol) mit einem minimalen Interstimulusintervall (1SI) von 45 s. (F) Furchtkonditionierung
(CS+): Vorwiirts gepaarte Darbietung von CS+ und US.



2.3 Light-Dark Box Test
Der durchgefiihrte LDB-Test gibt unter anderem Aufschluss iber angstdhnliches Verhalten der getes-

teten Ratten. Die Apparatur (TSE Systems, Bad Homburg, Deutschland) bestand aus vier getrennten
Boxen (49,5 cm x 49,5 cm x 41,5 cm). Jede der Boxen war mittels Plastikwand in zwei Kompartimen-
te geteilt, die durch eine Offnung (8 cm x 6 cm) miteinander verbunden waren. Eines der Komparti-
mente war von transparenten Wanden umgeben und daher gut lichtzugénglich (135-310 Ix), wah-
rend das andere von dunklen Wanden umgeben sowie von oben abgedeckt war und somit nicht
beleuchtet wurde (0,2-1,5 Ix). Dadurch entstand ein Light (135-310 Ix) und ein Dark (0,2-1,5 Ix) Kom-
partiment in jeder Box (Abb. 2). Uber Infrarot-Laser-Sensoren im Rahmen der Boxen (Abstand: 14
mm) konnte der Aufenthaltsort, die verbrachte Zeit und die zurlickgelegte Strecke der Ratten in den
beiden Kompartimenten gemessen werden. Zusatzlich wurde die Latenz, die die Ratten bis zum Ein-
tritt in das Light Kompartiment brauchten und die Frequenz der Wechsel zwischen beiden Kompar-
timenten bestimmt. Sowohl fiir die Analyse als auch fiir die Messung wurde die Software , TSE Phe-
noMaster” fiir Ratten verwendet. Alle Ratten begannen den Versuch im Dark Kompartiment (Abb.
1A: D4, D11; Abb. 1B). Von hier aus konnten sich die Ratten frei bewegen. Der Aufzeichnungszeit-

raum betrug zehn Minuten.

Abbildung 2: Light-Dark Box Apparatur
links Light Kompartiment, rechts Dark Kompartiment



2.4 Operation und pharmakologische Manipulation
Ziel der Operation war die Kantlierung der Amygdala, um diese einer direkten pharmakologischen

Beeinflussung zuganglich zu machen. Hierfiir wurden die Ratten mit einem lIsofluran-Sauerstoff-
Gemisch (5% lsofluran zur Induktion, 2,0-2,5% zur Aufrechterhaltung; Baxter, Deutschland) aus ei-
nem lIsofluranvernebler (Rothacher Medical GmbH, Spisi, Schweiz) narkotisiert. Die Induktion erfolg-
te in einer Anésthesie-Induktionskammer (Rothacher Medical GmbH, Spisi, Schweiz). Zur Aufrecht-
erhaltung der Inhalationsnarkose diente eine Maske. Dann wurden die Ratten mithilfe eines Stere-
otaktischen Apparats (David Kopf Instruments, Tujunga, USA) fixiert und zur Vorbeuge vor Unterkiih-
lung auf einer Heizdecke platziert (Temperature controler CMA/150 Schmidlin Labor & Service AG,
Neuheim, Schweiz). Im Anschluss wurde den Ratten der Schadel bis in den Nacken hinein rasiert. Bei
ausreichender Narkosetiefe erfolgte als nachstes die Er6ffnung der Kopfschwarte mit einer Schere.
Mit Pinzette, Schere und Skalpell wurde nun weiter Unterhaut sowie Sehnenhaube entfernt und die
Schadelkalotte freiprapariert. Zur Entfernung letzter Sehnenreste und zur besseren Darstellung der
Schadelsuturen wurde ein mit Wasserstoffperoxid (10% H,0,) getrankter Wattetupfer verwendet.
Mithilfe eines Mikroskops (M3Z, Leica WILD, Heerbrugg, Schweiz) wurde Bregma bestimmt und von
hier aus die Lage der linksseitigen Amygdala anhand von Koordinaten aus einem Hirnatlas fiir Ratten
(Paxinos & Watson, 2014) stereotaktisch ermittelt. Die Schadelkalotte wurde an dieser Stelle durch-
bohrt (Bohrer Nr. 1050, Nouvag, Goldach, Schweiz) und mit dem Stereotakt unilateral eine Injekti-
onskantile in die linke Amygdala implantiert, wobei folgende Koordinaten verwendet wurden: - 0,26
cm rostral, + 0,46 cm lateral und - 0,82 cm ventral zum Bregma (Paxinos & Watson, 2014). Fixiert
wurde die Injektionskaniile (3300P/SPC OP connector 30 G; Plastics One Inc., Bilaney Consultants,
Disseldorf, Deutschland) mit zwei in die Schadelkalotte eingebrachten Verankerungsschrauben und

Zahnzement (Paladur®, Heraeus Kulzer, Hanau, Deutschland).



Abbildung 3: Operations-Setup
1. Filter; 2. Narkosegeriit (Isofluranvernebler); 3. OP-Lampe; 4. Andisthesie-Induktionskammer; 5. Operations-
mikroskop; 6. Digitale Anzeige der Koordinaten; 7. Stereotaktischer Apparat; 8. Bohrer

Die Injektionskaniile war tber einen Kunststoffschlauch (Lédnge: ca. 5-6 cm; C312VT/PKG, Plastic One
Inc. Bilaney Consultants, Disseldorf, Deutschland) mit einer osmotischen Minipumpe (Modell 2002,
Alzet, Charles River Laboratories, Sulzfeld, Deutschland) (Abb. 4) verbunden, die fiir einen Zeitraum

von maximal 14 Tagen 7,0 nmol/0,5 pl/h freisetzte.
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Abbildung 4: Osmotische Minipumpe mit Kunststoffschlauch und konnektierter Injektionskaniile

1. Kunststoffschlauch; 2. Osmotische Minipumpe; 3.-5. Komponenten der osmotischen Minipumpe von innen
nach aufen: 3. Impermeables Reservoir (mittig, das Reservoir léngs durchziehend, flow moderator (nicht einge-
zeichnet) fiir die kontinuierliche Abgabe des Agens’); 4. Osmotisch wirksame Schicht; 5. Semipermeable Memb-
ran; 6. Injektionskaniile



Die Minipumpen enthielten entweder eine Losung aus 14 mM L-Allylglycin (L-AG, ChemCruz sc-
255236, Santa Cruz Biotechnology Inc., Heidelberg, Deutschland; aufgeldst in 0,9% Kochsalzlosung)
oder 14 mM D-Allylglycin (D-AG, ChemCruz sc-218013, Santa Cruz Biotechnology Inc., Heidelberg,
Deutschland; aufgeldst in 0,9% Kochsalzlosung). L-AG ist ein Inhibitor der Glutamat-Decarboxylase
(GAD) und inhibiert so die GABA-Synthese. D-AG ist das inaktive Enantiomer und beeinflusst die
Aktivitat der GAD nicht (Abb. 5B) (Orlowski et al., 1977). Die verminderte Konzentration des hem-
menden Neurotransmitters GABA im Zielgebiet fiihrt so zu einer Enthemmung der neuronalen Akti-
vitdt (Horton et al., 1978; Sajdyk et al., 2008; Shekhar et al., 1996). Mit einem Skalpell wurde der
Schnitt auf der Schadelkalotte in den Nackenbereich fortgesetzt und mithilfe eines Nadelhalters eine
subkutane Tasche lateral der Wirbelsdule geformt. In dieser wurden Minipumpe und ein Grofteil
des Schlauches platziert (Abb. 5A). Der Wundverschluss erfolgte mit einer Einzelknopfnaht. Zur Pro-
phylaxe postoperativer Schmerzen wurde den Ratten subkutan Carprofen (Rimadyl; 5mg/kg s.c.,
Zoetis, Berlin, Deutschland) injiziert. Nach erfolgreicher Beendigung der Operation wurden die Rat-
ten aus dem Stereotaktischen Apparat befreit und bis zur Wiedererlangung des Bewusstseins tber-
wacht. Den verbleibenden Tag und die folgende Nacht verbrachten die operierten Ratten zum
Schutz der Operationswunde in Einzelkadfigen und wurden am nachsten Morgen, bei entsprechend
gutem Zustand, wieder in den Gemeinschaftskafig gegeben. Im Anschluss an die Operation folgte

eine vier- bis flinftdgige Erholungsphase (D7-D10, Abb. 1).
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Injektionskaniile

CC
4 ~) Osmotische Minipumpe

Synaptisches Vesikel

Prasynapse

GABA-Rezep

Postsynapse

Abbildung 5: Schematische Darstellung neuronaler Prozesse nach Operation

(A) Ratte mit subkutan implantierter osmotischer Minipumpe und in der Amygdala platzierter Injektionskaniile.
(B) GABAerge Synapse nach L-AG- und D-AG-Infusion. Infundiertes L-AG hemmt die Glutamatdecarboxylase
(GAD) und somit die GABA-Synthese.

(Strukturformeln erstellt mit Chemograph Plus (Standard Version 2022), DigiLab Software GmbH, Altenholz,
Deutschland (www.chemograph.de))
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2.5 Diskriminative Furchtkonditionierung

2.5.1 Startleapparatur
Sowohl fiir die Konditionierungen als auch fiir Pre- und Posttest wurde ein Startle-System benutzt

(SR-LAB, San Diego Instruments, USA) (Abb. 6). Das Startle-System bestand aus acht identischen
Kammern (35 cm x 35 cm x 38 cm). Jede der Kammern enthielt eine auf einem Podest befestigte
Plexiglasréhre (9 cm x 16 cm). Uber einen an der Unterseite des Podests befestigten, piezoelektri-
schen Bewegungssensor wurde die Schreckreaktion der Ratten gemessen. Hierzu wurde das AusmaR
(Amplitude) der aufgezeichneten Bewegungen 10-30 ms nach Abgabe des Schreckreizes gemittelt
(Kahl & Fendt, 2016; Kreutzmann et al., 2020; Kreutzmann & Fendt, 2020). Die elektrischen Stimuli
wahrend der Konditionierungen wurden lber ein Bodengitter (sechs Stdbe, 5 mm Durchmesser, 10
mm Abstand) in den Plexiglasrohren verabreicht. Die Kammern verfligten auerdem {iber einen an
der Decke montierten Lautsprecher fiir die Applikation der akustischen Reize (Schreckreiz, Rau-
schen) sowie Uber eine 10-W-Glihlampe fiir die Applikation des Lichtreizes. Bedient, aufgezeichnet

und analysiert wurden Test- und Konditionierungssitzungen mit der SR-LAB Software.
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Abbildung 6: Startleapparatur
1. Lautsprecher; 2. Lichtquelle; 3. Plexiglasréhre; 4. Podest mit piezoelektrischem Bewegungssensor; 5. Boden-
gitter

2.5.2 Konditionierungsprotokoll
Fiir dieses Experiment wurde ein neues Verhaltensprotokoll etabliert. Hierzu wurde ein zuvor neut-

raler akustischer Reiz stets vorwartsgepaart, mit einem aversiven elektrischen Stimulus, prasentiert
(Abb. 1F). In einer separaten Sitzung wurde den Ratten ein zunachst ebenfalls neutraler Lichtreiz,
explizit ungepaart, zu demselben elektrischen Stimulus prasentiert (Abb. 1E). Ziel war es, den akusti-
schen Reiz als Furchtreiz zu konditionieren (CS+), der den unkonditionierten, aversiven Reiz (US)
vorhersagt. Der Lichtreiz sollte hierbei neutral bleiben bzw. Sicherheit (Safety) signalisieren (CS-). Zu

Beginn des Versuchs wurde ein erster Pretest (Prel) (D4, Abb. 1) durchgefiihrt, um eventuell unkon-
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ditionierte Effekte des CS+ (Rauschen: 66 dB SPL, 4,5 s), CS- (Licht: ca. 1000 Ix, 4,5 s) und der gleich-
zeitigen Pradsentation beider Reize (CS+/CS- Compound) auf die Schreckreaktion zu testen. In der
Startleapparatur (Abb. 6) wurden den Ratten hierfiir nach einer flinfminitigen Akklimatisierungs-
phase zehn Schreckreize (40 ms weilles Rauschen, 96 dB SPL; 30 s Interstimulusintervall (ISl)) zur
Habituation der Schreckreaktion prasentiert. AuRerdem wurden die hier ermittelten Werte zur Be-
stimmung der basalen Schreckreaktionsamplitude zur Beurteilung des Kontexteffekts verwendet.
AnschlieRend wurden den Ratten die drei Reize (CS-, CS+/CS- Compound, CS+) in drei getrennten
Blocken dargeboten. Die Reihenfolge der Blocke wurde gewahlt, um eine blockweise Steigerung der
Schreckreaktionsamplitude, nach vorheriger diskriminativer Fruchtkonditionierung, im Posttest zu
erhalten. Deswegen wurde der als am wenigsten aversiv zu erwartende (CS-) zuerst und der als am
aversivsten zu erwartende Block (CS+) zuletzt durchlaufen. Jeder Block enthielt acht Schreckreize.
Drei Schreckreize wurden in jedem Block unabhangig von im Block dargebotenen Stimuli prasentiert
(40 ms weiles Rauschen, 96 dB SPL; 30 s Interstimulusintervall (ISl)). Die librigen finf Schreckreize
pro Block wurden stets 4,5 s nach Beginn entweder des CS-, CS+/CS- oder CS+ prasentiert und been-
deten den Reiz. In allen Trials erfolgte die Datenaufzeichnung fiir die letzten 500 ms, also jeweils mit
Ende des CS-, CS+/CS-, CS+ Reizes und vor Beginn des Schreckreizes. Die Trials in allen drei Blocken
waren pseudorandomisiert, das ITlI betrug 30 s. AnschlieRend wurden die Ratten anhand ihrer
Schreckreaktionen auf die Reize im Pretest (Prel) (Licht, Rauschen, Compound), der gemittelten
Schreckreaktion wahrend der Habituation sowie nach ihrem Verhalten im LDB-Test gematched, um
fir Versuchs- und Kontrollgruppe ahnliche Ausgangsbedingungen zu schaffen. Ein zweiter Pretest
(Pre2) wurde an Tag zwolf durchgefiihrt (Abb. 1 D12), d. h. finf Tage nach der Implantation der os-
motischen Minipumpen. Dieser Test sollte sowohl mogliche Auswirkungen der L-AG- und D-AG-
Injektion auf die Schreckreaktion als auch Auswirkungen der kiinftigen CS+, CS- und des CS+/CS- auf
die Schreckreaktion bewerten. Im Anschluss an den zweiten Pretest (Pre2) erfolgten die Konditionie-
rungen. An 2,5 Tagen (D12-D14, Abb. 1) wurden hierzu, beginnend mit dem CS-, alternierend finf
Konditionierungssitzungen durchgefiihrt. Dementsprechend waren zwei der Sitzungen CS+ (D13,
D14, Abb. 1) und drei CS- Konditionierungen (D12, D13, D14, Abb. 1). Zwischen den Sitzungen gab es
eine Pause von mindestens zwei Stunden. Beide Sitzungstypen begannen mit einer Akklimatisie-
rungszeit von finf Minuten. Dann wurde entweder der CS+ 13- (Rauschen: 66 dB SPL, 5 s) oder der
CS- 15 Mal (Licht: ca. 1000 Ix, 5 s) prasentiert. Zur Furchtkonditionierung wurde am Ende jedes CS+
ein US (0,5 s, 0,8 mA) dargeboten, wihrend in den Sitzungen zur Pseudo-/Safety-Konditionierung
acht US explizit ungepaart zum CS- prasentiert wurden. Zwischen CS+, CS- und US (in der CS- Kondi-

tionierung) wurde ein pseudorandomisiertes ITI von 45-65 s eingehalten. Am Tag nach der letzten
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Konditionierungssitzung (D15, Abb. 1) wurde der Posttest durchgefiihrt. Dieser war identisch zu den

beiden Pretests.

2.6 Histologie
45-60 Minuten nach Ende des Posttests wurde den Ratten 350 mg/kg Chloralhydrat intraperitoneal

zur Anasthesie verabreicht. Anschlieend wurden die Tiere auf dem Riicken liegend auf einer Styro-
porplatte fixiert und die Thoraxhohle freigelegt. Bei schlagendem Herz und intaktem Kreislauf wurde
eine Perfusionsnadel im linken Ventrikel platziert und die Ratten anschlieRend nach Eroffnung des
rechten Atriums zunachst mit phosphatgepufferter physiologischer Kochsalzlésung, gefolgt von 4,0

% Paraformaldehyd mit 0,2 % 0,1 M Pikrinsdureldsung transkardial perfundiert (Abb. 7).

Peristaltische Pumpe

AL

rechtes Atrium . .
. linkes Atrium
Inzisionsstelle

rechter Ventrikel NaCl PFA

Perfusionskandile

linker Ventrikel

Abbildung 7: Schematische Darstellung der transkardialen Perfusion

Links Ratte mit er6ffneter Thoraxhéhle und platzierter Perfusionskaniile; rechts Perfusionslésungen (PFA (Para-
formaldehyd (mit Pikrinséurelésung)), NaCl (Kochsalzlésung (phosphatgepuffert)))

(Teile der Abbildung erstellt mit Chemix (2022) (https://chemix.org))

Die Ratten wurden dekapitiert, die Gehirne entnommen und in einer 30%igen Saccharose- und
4%igen Paraformaldehydlosung fiir mindestens 48 Stunden weiter fixiert. Mit einem Kryostat (CM
3050, Leica Biosystems GmbH, Nussloch, Deutschland) wurden 40 um dicke Hirnschnitte der zu un-
tersuchenden Region angefertigt. Hierflir wurden die Gehirne mit Trockeneis und einem Klebemedi-
um (Leica Tissue Freezing Medium, Leica Biosystems GmbH, Wetzlar, Deutschland) fixiert und gefro-
ren. Eine von vier Schnittserien wurde direkt auf Objekttragern aufgefangen, getrocknet, mit
5%igem Kresylviolett nach Nissl gefarbt (siehe Anlage 1) und mithilfe von DPX mit einem Deckglas-
chen abgedeckt. Anschliefend wurde die Lage der Injektionsstellen mit einem Lichtmikroskop (DMS
1000, Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland) unter Zuhilfenahme eines Hirnatlas flir Rat-

ten (Paxinos & Watson, 2014) bestimmt.
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2.7 Statistische Auswertung
Zur statistischen Auswertung der Daten wurde Prism 8.0 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA)

verwendet. Die Normalverteilung der Daten wurde mit dem Shapiro-Wilk-Test sichergestellt. An-
schlieBend wurden Varianzanalysen mit entsprechenden Post-hoc-Vergleichen durchgefiihrt. Fir alle
Analysen wurde ein Signifikanzniveau von p < 0,05 gewahlt. Fiir nicht normalverteilte Daten wurde
der Mann-Whitney-Test verwendet. Da die Werte der Schreckreaktionsamplituden zwischen und
innerhalb der Gruppen eine grofRe Variabilitdt zeigten und die gemittelte Schreckreaktionsamplitude
aus der Habituationsphase durch den experimentellen Kontext beeinflusst wurde (siehe unten),
wurden zur Bewertung der Effekte von CS+, CS- und des CS+/CS- auf die Schreckreaktionsamplitude
Z-Scores verwendet. Die Z-Scores wurden mit der Formel z = (x - p)/o berechnet. Hierbei ist x jeweils
die Schreckreaktionsamplitude in Anwesenheit des CS+, CS- oder CS+/CS-, u die gemittelte Schreck-
reaktionsamplitude auf die alleinige Prasentation des Schreckreizes und o die Standardabweichung
der Reaktion auf die alleinige Prasentation des Schreckreizes (individuell flr jedes Tier und jeden
Test berechnet). Ein einzelner Z-Score wurde als Ausreiler identifiziert (ROUT-Methode) und von der

Berechnung der gemittelten Z-Scores der betroffenen Ratte ausgeschlossen.
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3 Ergebnisse

3.1 Injektionsstellen
Die histologische Auswertung der Hirnschnitte ergab, dass die Kaniilen bei 23 Ratten (D-AG: n = 11;

L-AG: n = 12) korrekt platziert wurden. Die Injektionsstellen in der lateralen, basolateralen oder
zentralen Amygdala sind in Abb. 8 dargestellt. Insgesamt wurden sechs Ratten von der weiteren
Analyse ausgeschlossen: Vier wegen falscher Kaniilenplatzierung (Putamen caudatum), zwei weitere,
da hier kein Korrelat der Injektionskaniile im histologischen Praparat identifiziert und somit keine

Aussage Uber den Injektionsort getroffen werden konnte. Eine Ratte starb wahrend des Eingriffs.
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Bregma -3,12 mm

Abbildung 8: Hirnschnitt mikroskopisch und schematisch

(A) Exemplarischer, mikroskopischer Hirnschnitt mit Darstellung von Stichkanal und Injektionsstelle in der
Amygdala: Kaniilenverlauf (weif8 gestrichelt), Injektionsstelle (weifSe Ellipse).

(B) Schematischer koronaler Hirnschnitt mit Darstellung der Injektionsstellen: Schwarze Punkte stehen fiir kor-
rekt in der Amygdala platzierte Kaniilenspitzen bei L-AG- und blaue Dreiecke fiir die korrekte Platzierung der
Kaniilen bei D-AG-behandelten Ratten. Abkiirzungen: MA, mediale Amygdala; BMP, basomediale Amygdala,
hinterer Teil; CA, zentrale Amygdala; LA, laterale und basolaterale Amygdala.
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3.2 Verhalten im Light-Dark Box Test
Insgesamt wurden zwei Light-Dark Box Tests durchgefiihrt: Der erste (LBD1) vor und der zweite

(LBD2) funf bis sechs Tage nach Implantation der intrakraniellen Kaniilen und osmotischen Mini-
pumpen. Im LDB1 verbrachten sowohl die Versuchs- als auch die Kontrollgruppe ahnlich viel Zeit im
Lichtkompartiment, was darauf hindeutet, dass sich die Gruppen in Bezug auf ihr Furchtverhalten
nicht unterschieden (Abb. 9A). Im LDB2 verbrachten die D-AG-behandelten Ratten weniger Zeit im
Lichtkompartiment, wahrend die L-AG-behandelten Ratten sich dort langer aufhielten. Die Abnahme
der Aufenthaltsdauer im Lichtkompartiment in der D-AG-Gruppe deutet auf eine Zunahme angst-
dhnlichen Verhaltens hin, die leichte Zunahme in der L-AG-Gruppe hingegen auf eine Abnahme. Dies
geht aus einer ANOVA hervor, die eine signifikante Interaktion zwischen Zeit und Behandlung
(F(1,21) = 15,28, p = 0,0008), aber keine Haupteffekte von Zeit (F(1,21) = 0,37, p = 0,55) und Behand-
lung (F(1,21) = 2,78, p = 0,11) zeigt. Im Anschluss durchgefiihrte Post-hoc-Mehrfachvergleiche nach
Siddak ergeben keine Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen im LDB1 (t = 0,07, p = 0,99),
aber im LDB2 (t = 3,02, p = 0,009). Dariber hinaus konnte, wie oben beschrieben, gezeigt werden,
dass die Ratten aus der D-AG-Gruppe signifikant weniger Zeit im Lichtkompartiment verbrachten als
noch im LDB1 (t = 3,13, p = 0,01), wadhrend die mit L-AG behandelten Ratten tendenziell mehr Zeit im
Lichtkompartiment verbrachten als im LDB1 (t = 2,39, p = 0,052). Hinsichtlich der Frequenz der
Wechsel zwischen hellem und dunklem Kompartiment (Abb. 9B) gab es im LDB2 tendenziell weniger
Wechsel zwischen den Kompartimenten (F(1,21) = 2,94, p = 0,10). Die Behandlung (D-AG, L-AG) hat-
te hierauf jedoch keinen Einfluss (F(1,21) = 0,40, p = 0,53). Auch gab es keine Wechselwirkung zwi-
schen Behandlung und Zeit (F(1,21) = 0,27, p = 0,61). Die gesamte lokomotorische Aktivitat wahrend
der LDB-Tests, der die zurlickgelegte Gesamtdistanz zugrunde liegt (Abb. 9C), wurde weder durch
Zeit, noch Behandlung beeinflusst. Weiter gab es keine Wechselwirkung zwischen Zeit und Behand-

lung (F's < 1,32, ps > 0,26).
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Abbildung 9: Verhalten im Light-Dark Box Test

Balkendiagramm mit Darstellung der (A) prozentualen Zeit, die im Lichtkompartiment verbracht wurde, (B)
Zahl der Wechsel zwischen den Kompartimenten, (C) Gesamtdistanz der zuriickgelegten Strecke. Im zweiten
Test (LDB2) verbrachten die D-AG-behandelten Ratten signifikant weniger Zeit im Lichtkompartiment, wdhrend
L-AG-behandelte Ratten tendenziell mehr Zeit im Lichtkompartiment verbrachten. ** p < 0,01, Post-hoc-
Vergleiche nach signifikanten Effekten in der ANOVA.

3.3 Modulation der Schreckreaktion durch den Kontext
Zu Beginn eines jeden Tests wurde die Schreckreaktionsamplitude der Ratten ohne Prasentation

eines der spater getesteten Stimuli (CS+, CS-, CS+/CS- Compound) gemessen (Habituationsphase).
Veranderungen der Schreckreaktionsamplitude wahrend dieser Testphase erlauben Riickschlisse
Uber die Ausbildung einer kontextuellen Furchtkonditionierung (McNish et al., 1997; Uzuneser &
Fendt, 2020), da hier nur der experimentelle Kontext prasent ist. Um Veranderungen ins Verhiltnis
setzen zu kdnnen, wurden die Schreckreaktionsamplituden aus dieser Testphase zu verschiedenen
Zeitpunkten im Experiment analysiert (Prel, Pre2, Post). Wie in Abb. 10 zu sehen ist, nimmt die
Schreckreaktionsamplitude im Laufe der Zeit zu (F(2,32) = 9,13, p = 0,007). Es zeigen sich allerdings
weder Gruppeneffekte (F(1,21) = 1,14, p = 0,29) noch eine Interaktion zwischen Zeit und Gruppe
(F(2,32) = 0,42, p = 0,66). Auffillig ist ein signifikanter Anstieg der Schreckreaktionsamplitude im
Posttest (post-hoc Tukey's Vergleiche mit Prel und Pre2: ts > 4,38, ps < 0,01), der auf eine erfolgrei-
che Kontext-Furchtkonditionierung hindeutet. In der D-AG-behandelten Gruppe ist der Anstieg der
Schreckreaktionsamplitude sehr robust (ts > 3,28, ps < 0,07), bei den Ratten, die L-AG-Infusionen

erhielten, jedoch weniger ausgepragt (ts > 2,90, ps < 0,12).
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Abbildung 10: Auswirkungen des Kontexts auf die Schreckreaktionsamplitude (Startle magnitude) vor und
nach diskriminativer Furchtkonditionierung

Balkendiagramm mit Darstellung der gemittelten Schreckreaktionsamplitude aus der Habituationsphase. Die
diskriminative Furchtkonditionierung, die zwischen Pre2- und Posttest durchgefiihrt wurde, fiihrte zu einer
signifikanten Erhéhung der Schreckreaktionsamplitude, was auf eine erfolgreiche Kontext-
Furchtkonditionierung hindeutet. Dieser Effekt war bei D-AG-behandelten Ratten stédrker ausgeprdgt. ** p <
0,01, Post-hoc-Vergleich nach signifikanten Effekten in der

ANOVA.

3.4 Modulation der Schreckreaktionsamplitude durch CS+, CS- und deren gleichzeitiger

Prasentation (CS+/CS- Compound)
Im zweiten Teil jedes Tests wurden die Auswirkungen von CS+, CS- und des CS+/CS- Compound auf

die Schreckreaktionsamplitude untersucht. Aufgrund der Variabilitat der Schreckreaktion und der
Veranderungen der basalen Schreckreaktion durch den Kontext (siehe Abb. 10) wurden fir diese
Analysen Z-Scores verwendet. Zunachst wurden die Z-Scores in Hinblick auf den Effekt des CS+ ana-
lysiert. Hier war ein Anstieg von Prel und Pre2 im Vergleich zum Posttest zu sehen, was bedeutet,
dass es zu einer Verstarkung der Schreckreaktion wahrend der Prasentation des CS+ kam (Abb. 11A).
Der als signifikant nachgewiesene Haupteffekt Zeit (F(2,42) = 31,26, p > 0,0001) unterstitzt dies,
wahrend es fir einen Gruppeneffekt (F(1,21) = 3,01, p = 0,098) und eine Interaktion zwischen Zeit
und Gruppe (F(2,42) = 2,50, p = 0,094) Tendenzen gibt. Die im Anschluss durchgefiihrten Post-hoc-
Vergleiche zeigen, signifikant hohere Z-Scores im Posttest als im Prel und Pre2 (ts > 6,74, ps <
0,0001). Dariiber hinaus sind bei L-AG-behandelten Ratten signifikant hohere Z-Scores im Posttest
als bei D-AG-behandelten Ratten zu sehen (t = 2,73, p = 0,02). Dies deutet darauf hin, dass eine
chronische unilaterale Infusion von L-AG in die Amygdala zu einer Erhéhung der furchtpotenzierten
Schreckreaktion (FPS) fiihrt. Auch der Effekt des CS- auf die Schreckreaktionsamplitude verdanderte

sich mit der Zeit (F(2,42) = 10,16, p = 0,003; Abb. 11B), wahrend jedoch kein Gruppeneffekt und kei-
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ne Zeit x Gruppen-Interaktion vorliegen (Fs < 0,42, ps > 0,66). Post-hoc-Vergleiche im Anschluss er-
geben signifikant niedrigere Z-Scores im Pre2 und Posttest im Vergleich zum Prel (ts >2,69, ps <
0,03). Anders verhilt es sich mit den Effekten des CS+/CS- Compound auf die Schreckreaktions-
amplitude. Auch hier ist zwar Zeit als Haupteffekt signifikant (F(2,42) = 26,08, p < 0,0001; Abb. 11C),
der ANOVA folgende Post-hoc-Vergleiche zeigen jedoch einen signifikanten Anstieg vom Prel- und
Pre2 zum Posttest (ts > 5,65, ps < 0,0001). AuBerdem gibt es einen signifikanten Haupteffekt Gruppe
(F(1,21) = 4,38, p = 0,48), aber keine Interaktion zwischen Zeit und Gruppe (F(2,42) =0,11, p = 0,89).

In Abb. 11D sind schlieBlich alle Z-Scores des Posttests zusammengefasst. Anhand dieser lasst sich
ableiten, dass Ratten, die chronische unilaterale L-AG-Infusionen in die Amygdala erhielten, allge-
meinhin hohere Z-Scores aufweisen (F(1,21) = 4,42, p = 0,048). AuRerdem gibt es einen signifikanten
Stimulus Haupteffekt (F(2,42) = 23,71, p < 0,0001), wahrend eine Behandlung x Stimulus-Interaktion
nicht nachgewiesen werden kann (F(2,42) = 1,32, p = 0,22). Post-hoc-Vergleiche zeigen schlieRlich
signifikante Unterschiede zwischen den Effekten des CS+ und CS- in beiden Behandlungsgruppen (ts
> 3,41, ps < 0,003). Bemerkenswert ist, dass der Unterschied zwischen CS+ Effekt und dem des
CS+/CS- Compound nur bei Ratten, die chronische unilaterale L-AG-Infusionen in die Amygdala er-

hielten, signifikant ist (t = 2,37, p = 0,02; D-AG-behandelte Ratten: t = 0,75, p = 0,46).
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Abbildung 11: Auswirkung von CS+, CS- und des CS+/CS- Compound auf die Schreckreaktionsamplitude vor
und nach diskriminativer Furchtkonditionierung

Balkendiagramme mit Darstellung der Z-Scores der Schreckreaktionsamplituden in Reaktion auf die getesteten
Stimuli (Startle Differenzen). (A) Die diskriminative Furchtkonditionierung, die zwischen Pre2 und Posttest
durchgefiihrt wurde, verstdrkte die Schreckreaktion in Reaktion auf den CS+ signifikant. Dies deutet auf eine
erfolgreiche Furchtkonditionierung auf den CS+ hin. Die Z-Scores waren bei L-AG-behandelten Ratten signifi-
kant héher als bei Ratten, die D-AG-Infusionen erhielten. (B) Die Z-Scores der Reaktion auf den CS- nahmen vom
Prel- zum Pre2 ab. Die diskriminative Furchtkonditionierung zwischen Pre2 und Post hatte jedoch keinen weite-
ren Einfluss auf die Abnahme des CS-. (C) Die Z-Scores des CS+/CS- Compound waren nach diskriminativer
Furchtkonditionierung signifikant erh6ht. (D) Vergleiche der Z-Scores im Posttest ergaben signifikant héhere
Werte bei L-AG-behandelten Ratten als bei D-AG-behandelten. In beiden Behandlungsgruppen gab es signifi-
kante Unterschiede zwischen CS+ und CS- Effekten, was auf eine erfolgreiche diskriminative Furchtkonditionie-
rung hindeutet. Der signifikante Unterschied zwischen den Z-Scores des CS+ und CS+/CS- Compound in der L-
AG-behandelten Gruppe deutet darauf hin, dass der CS- nur in dieser Gruppe als konditionierter Inhibitor fun-
giert. * p <0,05, **p < 0,01, Post-hoc-Vergleich nach signifikanten Effekten in der ANOVA.
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3.5 Spezifitat der Furchtreaktion
AbschlieBend wurde die Spezifitat der Furchtreaktion bewertet. Hierzu wurden die individuellen

Mittelwerte der Z-Scores des Kontexteffekts sowie die des CS- Effekts auf die Schreckreaktions-
amplitude von den individuellen Z-Scores des CS+ Effekts auf die Schreckreaktionsamplitude subtra-
hiert. Je groRer diese Differenz ist, desto spezifischer ist die Furchtreaktion auf den CS+ und desto
weniger spezifisch auf den Kontext und/oder den CS-. In Abb. 12 sind diese Z-Score-Unterschiede
dargestellt. Ratten, die chronisch unilaterale L-AG-Infusionen in die Amygdala erhielten, zeigen signi-
fikant héhere Z-Score-Unterschiede als Ratten, die D-AG erhielten (Mann-Whitney-Test: U =32, p =
0,04).

Furchtspezifitat
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Abbildung 12: Unterschiede der Z-Scores zeigen die Spezifitit der konditionierten Furchtreaktion
Whisker-Blot (Median, Quartile, Tukey-Whisker) mit Darstellung der Furchtspezifitét (Furchtspezifitéits-Score).
Die Furchtspezifitit wurde ermittelt, indem die Mittelwerte der Z-Scores des Kontexteffekts und des CS- Effekts
auf die Schreckreaktionsamplitude von den Z-Scores des CS+-Effekts subtrahiert wurden. L-AG-behandelte Rat-
ten zeigten signifikant héhere Z-Score-Unterschiede als D-AG-behandelte Ratten. * p < 0,05, Mann-Whitney-U-
Test.
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4 Diskussion

Ziel dieses Experiments war es, zu untersuchen, wie sich die chronische unilaterale Infusion von L-AG
in die Amygdala auf die Entwicklung von Angst und diskriminative Furchtkonditionierung bei Ratten
auswirkt. L-AG hemmt die Glutamat Decarboxylase (GAD) und fiihrt so nachweislich zu einer Reduk-
tion der GABA-Synthese (Horton et al., 1978; Sajdyk et al., 2008; Shekhar et al., 1996). Eine entspre-
chende Hemmung dieses Enzyms fiihrt in der Folge sowohl zu einer geringeren lokalen Verfligbarkeit
als auch zu einer geringeren Freisetzung von GABA. Ein Defizit des hemmenden Neurotransmitters
|6st eine Enthemmung der neuronalen Aktivitat, d.h. eine héhere Erregbarkeit im Zielgebiet, aus
(Johnson et al., 2013; Johnson & Shekhar, 2006). Neben der Versuchsgruppe, die L-AG erhielt, wur-
den einer Kontrollgruppe Infusionen mit D-AG, dem inaktiven Enantiomer von L-AG, verabreicht
(Orlowski et al., 1977). Die hierzu erhobenen Daten zeigen, dass die chronische unilaterale Infusion
von L-AG in die Amygdala eine Zunahme angstahnlichen Verhaltens im Light-Dark Box Test verhin-
dert und zu einer weniger ausgepragten kontextuellen Furchtkonditionierung fiihrt (Abb. 9, 10).
Zudem verstarkte L-AG die furchtpotenzierte Schreckreaktion (FPS) in Bezug auf den CS+, wahrend
die Behandlung mit L-AG aber weder die Schreckreaktion auf den CS- noch die auf den experimentel-
len Kontext beeinflusste (Abb. 10, 11). Dies bedeutet, dass Furchtkonditionierung in dieser Gruppe
spezifischer wurde (Abb. 12). Auffallig ist, dass nur bei L-AG-, nicht aber bei D-AG-behandelten Rat-
ten der hohe CS+-Effekt durch die gleichzeitige Darbietung mit dem CS- signifikant reduziert werden
konnte, was darauf hindeutet, dass der CS- als Safety-Stimulus gelernt wurde (Abb. 11D). Zusam-
mengenommen legen diese Ergebnisse nahe, dass chronische unilaterale L-AG-Infusionen in die
Amygdala und somit eine erhdhte Erregbarkeit der Amygdala, die Spezifitdt konditionierter Furcht
verbessern, Safety-Lernen beglinstigen und dadurch einer Generalisierung von Furcht und der Ent-

wicklung von unspezifischer Angst entgegenwirken.

Fir die vorliegende Arbeit wurde ein Ansatz gewahlt, der schon seit einigen Jahren auf dem Gebiet
der Panikforschung verwendet wird. Bereits die Shekhar-Gruppe verwendete chronische, unilaterale
L-AG-Infusionen, allerdings in den dorsomedialen Hypothalamus, zur chronischen Inhibition der GA-
BA-Synthese. Auf diese Weise wollte sie die Schwelle fiir panikartige Zustande bei Ratten senken.
Die Gruppe konnte nachweisen, dass L-AG-Infusionen zum einen die Verfiigbarkeit von GABA an der
Infusionsstelle verringert und zum anderen dadurch die Erregbarkeit umliegender Neurone erhéht
wird (Johnson et al., 2013; Johnson & Shekhar, 2006). Weitere Studien dieser, aber auch unserer und
anderer Gruppen zeigten auRerdem, dass eine so durchgefiihrte Steigerung neuronaler Erregbarkeit
auch zur Beeinflussung emotionaler Reaktionen verwendet werden kann. Chronische unilaterale L-
AG-Infusionen in den BNST (bed nucleus of the stria terminalis) verstarkten beispielsweise angstdahn-

liches Verhalten (Sajdyk et al., 2008), wahrend L-AG-Infusionen in den infralimbischen Kortex Safety-
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Lernen erleichterten (Kreutzmann & Fendt, 2020). Dariiber hinaus fiihrten chronische L-AG-
Infusionen in den prafrontalen Kortex zu Aufmerksamkeitsdefiziten, zu einem Impulskontrollverlust
und zu einer erhéhten lokomotorischen Aktivitat (Paine et al., 2015). Molekulare Analysen hierzu
zeigten, dass solch chronische L-AG-Infusionen die Expression von GAD67 erhdéhen, des Enzyms, das
GABA synthetisiert. Daneben werden allerdings die Expression des GABA-Transporters GAT1 und die
der obligaten NMDA-Rezeptor-Untereinheit NR1 nicht beeinflusst (Paine et al., 2015). Die erwahnte
Erhéhung von GAD67 ist vermutlich aber kein direkter Effekt, sondern auf eine kompensatorische

Hochregulation des Enzyms aufgrund des niedrigen GABA-Spiegels zurlickzufiihren.

Basierend auf den bereits in anderen Forschungsgruppen gesammelten Erkenntnissen lautet die
dieser Arbeit zugrundeliegende wissenschaftliche Fragestellung also, inwiefern eine Erhohung der
Erregbarkeit von Neuronen der Amygdala die Spezifitdt von Furchtkonditionierung beeinflusst. Um
dies zu untersuchen wurde der oben beschriebene Ansatz verwendet und Ratten entweder L-AG
oder das inaktive Enantiomer D-AG chronisch in die Amygdala infundiert. Unilaterale Infusionen
wurden gewadhlt, um einen moderaten Anstieg der Erregbarkeit zu erreichen, der nach Méglichkeit
noch im physiologischen Bereich liegt. Bei bilateraler Injektion hingegen war eine zu starke, hochst-
wahrscheinlich unphysiologischen Erhéhung der Erregbarkeit, ahnlich dem Amygdala-Kindling, wel-
ches nachweislich pathologische Folgen wie z.B. Krampfanfille hat, zu befiirchten (Chen et al.,

2016).

Um zu untersuchen, welche Auswirkungen eine chronische unilaterale Infusion von L-AG in die
Amygdala hat, wurden die Ratten einem Protokoll zur diskriminativen Furchtkonditionierung unter-
zogen. Dazu durchliefen sie eine klassische Furchtkonditionierung, bei der der CS+ vorwartsgepaart
mit dem US prasentiert wurde, sowie eine Pseudo-/Safety-Konditionierung, bei der der CS- explizit
ungepaart mit dem US prasentiert wurde. Die jeweilige emotionale Reaktion auf die beiden Reize
sowie auf deren gleichzeitige Prasentation (CS+/CS- Compound) wurde durch die Messung der akus-
tischen Schreckreaktion (ASR) zweimal vor (Prel/Pre2) und einmal nach (Post) der Konditionierung
bestimmt (Jovanovic et al., 2020; Robison-Andrew et al., 2014; Uzuneser & Fendt, 2020). Zusatzlich
wurde die ASR zu Beginn jeder Testsitzung (Habituationsphase) alleine, ohne Zusammenhang zu den
anschlieRend prasentierten Stimuli, bestimmt um den Effekt des Kontexts auf die Schreckreaktions-

amplitude zu messen (Cushman & Fanselow, 2012; Gewirtz et al., 2000; McNish et al., 2000).

Der erste Pretest (Prel) bestéatigte, dass weder der akustische- (CS+) noch der Lichtreiz (CS-) noch
der experimentelle Kontext einen unkonditionierten Effekt auf die Schreckreaktionsamplitude hat-
ten (Abb. 10, 11). Anhand dieser Daten und derer des ersten LDB-Tests (LDB1) (Abb. 9) wurden die

Ratten in zwei Gruppen aufgeteilt. Beide Gruppen sollten moglichst dhnliche Mittelwerte fir die
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Schreckreaktion wahrend der Habituationsphase zeigen, auf die prasentierten Reize (CS+, CS-,
CS+/CS- Compound) mit einer dhnlich hohen Schreckreaktion reagieren sowie vergleichbar angstahn-
liches Verhalten im LDB zeigen. Der zweite LDB-Test (LDB2) wurde vier bis fiinf Tage nach Implanta-
tion der osmotischen Minipumpen durchgefiihrt. Hier konnte ein signifikanter Unterschied zwischen
den Behandlungsgruppen festgestellt werden (Abb. 9): Mit D-AG behandelte Ratten verbrachten
weniger und mit L-AG behandelte Ratten mehr Zeit im Lichtkompartiment als im LDB1, was auf eine
Zunahme angstahnlichen Verhaltens in der D-AG-Gruppe und auf eine Abnahme in der L-AG-Gruppe
hindeutet. Da zu diesem Zeitpunkt noch keine Konditionierungssitzungen durchgefiihrt wurden,
kann dieser Effekt der Behandlung zugeschrieben werden. Das heil3t, dass die unilaterale Infusion
von L-AG in die Amygdala die in der Kontrollgruppe (D-AG) beobachtete Zunahme angstdhnlichen
Verhaltens verhindert hat und sogar zu einer fast signifikanten Abnahme angstahnlichen Verhaltens
fihrte. Grund flur die Zunahme von angstdhnlichem Verhalten in der D-AG-Gruppe konnte Stress
sein, dem die Ratten ausgesetzt waren als die osmotischen Pumpen implantiert wurden. Dieser
Stress konnte auch den Anstieg der Schreckreaktion wahrend der Kontextexposition im zweiten Pre-
test verursacht haben (Abb. 10, Pre2). Anzumerken ist, dass die Schreckreaktion bei der Kontextex-
position im Posttest in beiden Gruppen erhéht war (Abb. 10). Wie oben beschrieben, sind Verande-
rung der Schreckreaktion dieser Art bei kontextueller Furchtkonditionierung Ublich (McNish et al.,
1997; Uzuneser & Fendt, 2020), was bedeutet, dass beide Gruppen dieses Experiments erfolgreich
kontextuell furchtkonditioniert wurden. Dieser Kontexteffekt war allerdings bei den mit L-AG be-
handelten Ratten weniger stark ausgepragt als in der Kontrollgruppe (D-AG) (Abb. 10). Die Auswer-
tung der Effekte von CS+ und CS- auf die Schreckreaktionsamplitude zeigt, dass beide Gruppen er-
folgreich auf den CS+, aber nicht auf den CS- furchtkonditioniert wurden (Abb. 11), was auf eine
erfolgreiche diskriminative Furchtkonditionierung schlieRen lasst. Auffallig ist, dass die L-AG-
behandelten Ratten, obwohl sie sowohl im LDB2 als auch auf den Kontext weniger dngstlich reagier-
ten als die Kontrollgruppe, eine signifikant héhere Schreckreaktion auf den CS+ zeigten als die mit D-
AG behandelten Ratten. Dies ldsst vermuten, dass die durch die chronische unilaterale L-AG-Infusion
erreichte erhohte Erregbarkeit der Amygdala-Neurone die Furchtkonditionierung auf den CS+ er-
leichtert. Dies steht im Einklang mit Ergebnissen friherer Veréffentlichungen, in denen nach teilwei-
sem Amygdala Kindling ebenfalls eine erleichterte Furchtkonditionierung beobachtet wurde (Rosen
et al., 1996). Wie bereits erwahnt, wirkten sich die chronischen unilateralen L-AG-Infusionen in die
Amygdala weder auf die Reaktion auf den CS- noch auf die Reaktion auf den Konditionierungskon-
text aus, was darauf hindeutet, dass dieser Effekt spezifisch fir den CS+ ist. Mit anderen Worten: Die
ermittelten Daten legen nahe, dass die Spezifitat der konditionierten Furchtreaktion durch die L-AG-

Infusionen erhéht wurde. Diese Interpretation wird auch durch die Ergebnisse des erhobenen
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Furchtspezifitats-Scores (Z-Score-Differenz) unterstiitzt, der bei L-AG-behandelten Ratten signifikant

hoher als bei D-AG-behandelten Ratten ist (Abb. 12).

Interessanterweise konnte festgestellt werden, dass bei den mit L-AG behandelten Ratten die Hohe
der Schreckreaktion auf den CS+/CS- Compound im Vergleich zu der auf den CS+ deutlich reduziert
war. Dies deutet darauf hin, dass der CS- in der L-AG-Gruppe die Rolle eines konditionierten Inhi-
bitors einnimmt. Konditionierte Inhibition wiederum wird als essentieller Mechanismus beim Safety-
Lernen diskutiert (Gerber et al., 2014; Kong et al., 2014; Odriozola & Gee, 2021), an dem nachgewie-
senermalen auch die Amygdala beteiligt ist (Sangha et al., 2013). Letzteres wird durch die in dieser

Studie ermittelten Daten unterstitzt.

Offenbar verringert also die chronische unilaterale Infusion von L-AG in die Amygdala Angst und
kontextbezogene Furcht, wihrend die Spezifitdt konditionierter Furcht und von Safety-Lernen zu-
nimmt. Auf den ersten Blick mag dieses Ergebnis liberraschen, da eine erhohte Amygdala-Aktivitat
haufig mit Angst- und Affektstérungen einhergeht (Etkin & Wager, 2007; Godlewska et al., 2012;
Rauch et al., 2003) und da Symptome dieser Stérungen eben gerade eine erleichterte und generali-
sierte Furchtkonditionierung (Cooper et al., 2018; Dunsmoor & Paz, 2015; Lissek & Grillon, 2010),
eine Erhéhung von allgemeinem Angstgefiihl, kontextbezogener Furcht und eines Defizits beim Sa-
fety-Lernen sind (Grillon, 2002; Kennedy et al., 2001; Lissek et al., 2009). Wahrend also eine erleich-
terte Furchtkonditionierung sowohl bei den Ratten (L-AG) der vorliegenden Studie als auch bei Pati-
enten mit Angststérungen beobachtet werden kann, sind die Gbrigen genannten Symptome dieser
Stérungen den in dieser Studie beobachteten Veranderungen gegeniliber mehr oder weniger dia-

metral. Was die Frage aufwirft, wie sich diese Unterschiede erklaren lassen?

Es ist zu vermuten, dass hierfiir entscheidend ist, ob die Aktivitat der Amygdala bi- oder unilateral
verandert wird. Patienten mit Angststorungen zeigen in der Regel eine chronisch bilaterale Hyperak-
tivitat und/oder Hyperreaktivitat der Amygdala (Etkin & Wager, 2007), wahrend Patienten mit chro-
nisch bilateralen Lasionen der Amygdala wiederum nicht in der Lage sind Furcht zu lernen, bzw.
nicht furchtkonditioniert werden kénnen (Amaral, 2002; Feinstein et al., 2011). Liegt hingegen eine
chronisch unilaterale Lasion der Amygdala vor, ist die Fahigkeit zur Furchtkonditionierung nur zum
Teil eingeschrankt oder bleibt sogar komplett erhalten (Izquierdo & Murray, 2004; LaBar & LeDoux,
1996; Peper et al., 2001). Soweit bekannt, wurden zu chronisch unilateraler Stimulation der Amygda-
la bisher keine Studien veroffentlicht. Die vorliegende Arbeit zeigt nun, dass eine solche chronisch
unilaterale Stimulation Furchtkonditionierung férdert und dessen Spezifitdt verbessert. Da eine bila-
terale Aktivierung der Amygdala zu pathologisch verstarkten Furchtreaktionen fiihrt, liegt es nahe,

dass bei unilateraler Stimulation, wie sie in diesem Experiment durchgefiihrt wurde, die Amygdala
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der kontralateralen Hemisphare hochstwahrscheinlich normal funktioniert, was dann fiir eine un-
physiologische, d. h. pathologische Erhéhung der Gesamterregbarkeit nicht ausreicht. Zudem scheint
eine unilaterale Stimulation moéglicherweise ebenfalls nicht auszureichen, um die neuronale Aktivitat
der mit der Amygdala eng verbundenen Hirnareale zu erhdéhen. Eines dieser Areale, das in diesem
Zusammenhang wahrscheinlich eine entscheidende Rolle spielt, ist der Interstitialkern der Stria ter-
minalis (bed nucleus of the stria terminalis (BNST)), ein Teil der erweiterten Amygdala. Wahrend die
Amygdala vorwiegend mit spezifischer Furcht in Verbindung gebracht wird, ist der BNST eher mit
Furchtgeneralisierung, Kontextfurcht und Angst assoziiert (Davis et al., 1997a, 1997b; Davis, 1998;
Sullivan et al., 2004). Die Erhéhung der Erregbarkeit der Amygdala einer Gehirnhélfte hatte also
vermutlich in erster Linie Einfluss auf die durch den spezifischen konditionierten Stimulus (CS+) aus-
geldste Furcht. Da durch diese Art der Stimulation die BNST-Aktivitat hochstwahrscheinlich nicht
beeinflusst wurde, hatte eine solche Manipulation dementsprechend weniger Einfluss auf die Gene-

ralisierung von Furcht, kontextbezogene Furcht sowie die Angstlichkeit der Ratten.

Wie bereits erwahnt, beobachteten wir, dass der CS- in der L-AG-Gruppe als konditionierter Inhibitor
fungierte. Dies deutet auf ein verbessertes Safety-Lernen hin und ist eine direkte Folge der spezifi-
scheren Furchtkonditionierung sowie der geringer ausgepragten Kontextfurcht in der L-AG-Gruppe,
was schlieBlich dazu fiihrt, dass gefédhrliche von sicheren Reizen besser unterschieden werden kon-
nen (Takemoto & Song, 2019). Dariber hinaus férdert die Verringerung von Angst, wie sie in diesem

Experiment bei der L-AG-Gruppe zu sehen ist, ebenfalls Safety-Lernen (llse et al., 2019).

Zu beachten ist, dass anscheinend eine Lateralisation des Gehirns bezlglich der Funktionen der
Amygdala existiert. So ist die linke Amygdala beim Menschen starker an der emotionalen Verarbei-
tung, einschlieBlich Furchtkonditionierung, beteiligt als die rechte (Baas et al., 2004; Killgore & Yur-
gelun-Todd, 2001; Phelps et al., 2001). Bei Ratten scheint hierbei jedoch die rechte Amygdala eine
groRere Rolle zu spielen (Baker & Kim, 2004; Kiyokawa et al., 2016), wahrend eine solche Lateralisie-
rung bezlglich Furchtkonditionierung bei Mausen bisher nicht beschrieben wurde (Orman & Ste-
wart, 2007). Daraus ergibt sich eine erwdhnenswerte Limitation der durchgefiihrten Studie. Da alle
Infusionen in die linke Hemisphare erfolgten, kann keine Aussage dariber getroffen werden, inwie-
weit die beobachteten Effekte exklusiv fir die linke Seite sind und ob linksseitige Infusionen mehr,
weniger oder dhnlich wirksam wie rechtsseitige sind. Darlber hinaus bleibt offen, welche Wirkung
hohere L-AG-Dosen hatten und was die bilaterale Infusion von L-AG auslésen wiirde. Wie oben be-
grindet, ist hierbei anzunehmen, dass dies zu einer bermaRigen und unphysiologisch erhéhten
Erregbarkeit von Amygdala-Neuronen fiihrt, welche sich u.a. in einem maladaptiven Furchtgedacht-

nis dullern und zu Gbergeneralisierter Furcht flihren kdnnte.
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Schlielilich ist zu beachten, dass die Infusionsstellen der durchgefiihrten Studie in verschiedenen
Unterregionen der Amygdala lagen (laterale, basolaterale und zentrale Amygdala). Es gab keinen
Hinweis dafir, dass die verschiedenen Infusionsstellen das gemessene Verhalten in diesem Experi-
ment unterschiedlich beeinflussten. Allerdings war die StichprobengrofRe pro Subregion relativ klein.
Weiter zu beachten ist, dass L-AG-Infusionen den GABA-Spiegel sogar 1 mm von der Infusionsstelle
entfernt beeinflussen (Shekhar et al., 1996), d.h. der verwendete methodische Ansatz ist hochst-
wahrscheinlich nicht sensitiv genug, um den Beitrag der verschiedenen Amygdala-Subregionen zu

den beobachteten Effekten zu bewerten.

Offen bleibt auch, ob ein diesem Experiment ahnlicher Ansatz (milde Aktivierung der Amygdala) eine
Behandlungsoption fiir Patienten mit Angststérungen darstellt, die zu Angstgeneralisierung neigen
und ob mit diesem Ansatz ein Ubergang von Generalisierung zu spezifischer Furcht erreicht werden
kann. Um dieser Frage weiter nachzugehen, miissten Anderungen im Versuchsaufbau vorgenommen
werden. Die Infusion von L-AG und somit auch die Aktivierung der Amygdala fand im vorliegend
beschriebenen Versuch schon vor den Konditionierungssitzungen statt. Die erhobenen Ergebnisse
lassen daher keine direkten Riickschliisse auf die Behandlung von Patienten mit bestehenden Angst-
stérungen zu. Ein Experiment, bei dem die L-AG-Infusionen nach der Konditionierung durchgefiihrt
werden, ware flr diesen Zweck aussagekraftiger. Dennoch lassen die Ergebnisse dieser Studie die
Vermutung zu, dass eine unilaterale chronische Aktivierung der Amygdala einer Generalisierung
vorbeugen kénnte, indem sie die Fahigkeit zur genaueren Diskrimination eingehender Reize erhoht.
Die festgestellte, verbesserte Diskriminationsfahigkeit konnte auf eine Verdnderung des Furchtge-
dachtnisses zuriickzufiihren sein, das durch die, in diesem Fall, nur maRig erhéhte Aktivitdt einen
zuverlassigeren Abruf von Informationen ermdglicht. Eine in diesem MaRe aktivierte Amygdala
konnte also in der Lage sein, Informationen Uber eintreffende Furchtreize kanalisierter abzuspei-
chern und adaptiver zu arbeiten. Dass die Aktivitat der Amygdala nicht nur fiir das Erlernen (Furcht-
konditionierung), sondern auch fir das Verlernen von Furcht von wesentlicher Bedeutung ist, wurde
in Studien zur Amygdala-Inhibition beschrieben. Es konnte sowohl im Tiermodell als auch beim Men-
schen gezeigt werden, dass mit Benzodiazepinen behandelte Patienten mit Angststérungen weniger
erfolgreich ihre Symptome durch eine Konfrontationstherapie verbesserten und auch haufiger zu
Rackfallen nach Ende der Therapie neigten als die Plazebogruppe (Bouton et al., 1990; Marks et al.,
1993). Eine naheliegende Erkldrung hierfiir ist, dass die durch die Benzodiazepine hervorgerufene
Reduktion der Amygdalaaktivitdt sowie deren amnestische Wirkung der Zugriff auf das Furchtge-
dachtnis und somit der Zugang zu den verlernenden Erinnerungen erschwert wird. Basierend hierauf
ware ein moglicher Behandlungsansatz, die Amygdala im Rahmen von Verhaltenstherapiesitzungen

zu stimulieren und zu iiberpriifen, ob positive Effekte, wie ein Ubergang von generalisierter Angst zu
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spezifischer Furcht oder sogar ein Verlernen von angst- und furchtassoziierten Symptomen, erzielt
werden konnen. Im Vorfeld sollten solche Behandlungsansatze durch weitere Versuche in Tiermo-
dellen theoretisch fundiert werden. Zur Verifikation der Ergebnisse dieser Arbeit und um mehr Ein-
blick in die beteiligten Hirnregionen und Unterkerne zu erhalten, erscheinen weitere Untersuchun-
gen wie beispielsweise immunhistochemische Farbungen sinnvoll. Hierbei kénnten u.a. durch den
Nachweis von Immediate Early Genes Riickschliisse auf die neuronale Aktivitat der verschiedenen
Regionen gezogen werden. Letztlich ist fir die Anwendung beim Menschen ein deutlich weniger
invasiver Ansatz erforderlich. Moglichkeiten der weniger invasiven Stimulation von Hirnarealen, die
bereits beim Menschen eingesetzt werden, sind z.B. die transkranielle Magnetstimulation (TMS)
oder die transkranielle Gleichstromstimulation (tDCS) (Nitsche et al., 2008; Raij et al., 2018; Rossini
et al., 2015). Andere Verfahren wie die Optogenetik oder die temporale Interferenz (Tl) werden der-

zeit untersucht (Grossman et al., 2017; Grossman et al., 2018; Polania et al., 2018).
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5 Schlussfolgerung

Insgesamt zeigt die vorliegende Studie, dass die chronische unilaterale Infusion von L-AG in die
Amygdala die Spezifitat konditionierter Furcht verbessert und Safety-Lernen bei Ratten unterstiitzt,
wahrend sie kontextbezogene Furcht und Angst reduziert. Es ist anzunehmen, dass diese Effekte
durch eine moderate und spezifisch die Amygdala betreffende Erhéhung neuronaler Erregbarkeit
hervorgerufen werden und das diese erhohte neuronale Erregbarkeit der Amygdala wiederum dazu
beitrdgt, dass diese Neurone zu einer Gedachtnisspur rekrutiert werden (Han et al., 2007; Lau et al.,
2020; Yiu et al., 2014). Die dieser Arbeit zugrundeliegenden Ergebnisse kdnnten von potentiell gro-
Rer klinischer Relevanz sein, da eine Modulation der Erregbarkeit der Amygdala, z.B. durch pharma-
kologische Interventionen oder nicht-invasive Hirnstimulation wahrend der Reaktivierung des
Furchtgedachtnisses bspw. in der Konfrontationstherapie, dazu beitragen kdnnte, ein tibergenerali-
siertes und maladaptives Furchtgedachtnis in ein spezifischeres und adaptives Furchtgedachtnis
umzuwandeln. Kiinftige Forschungsarbeiten sollten an diese neuen Erkenntnisse anknipfen, um ihr

Potential im Hinblick auf die Erforschung und Therapie von Angsterkrankungen auszuschopfen.
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6 Zusammenfassung

Die neuronale Aktivitat der Amygdala ist flir Furchtlernen, auch Furchtkonditionierung genannt, von
entscheidender Bedeutung. Bei Patienten mit Angststorungen wird haufig eine bilaterale Hyperakti-
vitdt der Amygdala beobachtet. Diese Hyperaktivitdt beglnstigt Furchtkonditionierung und/oder
eine Ubergeneralisierung konditionierter Furcht. Im Gegensatz dazu schwécht eine Hypoaktivitit der
Amygdala, beispielsweise durch pharmakologisches Eingreifen, die Konditionierung von Furcht ab
oder blockiert sie vollig. Bislang ist wenig dariiber bekannt, wie verschiedene Aktivitatszustande der
neuronalen Erregbarkeit der Amygdala die Spezifitdt oder Generalisierung von Furcht beeinflussen.
Daher wurde in der vorliegenden Studie durch chronische Hemmung der GABA-Synthese in der
Amygdala die Erregbarkeit dieser gesteigert und die Auswirkungen auf die Spezifitat von Furchtkon-
ditionierung untersucht. Hierzu wurden Ratten unilateral intrakranielle Kantlen in die Amygdala
implantiert. Die Kanililen waren mit subkutan implantierten osmotischen Minipumpen verbunden,
die entweder den GABA-Synthesehemmer L-Allylglycin oder sein inaktives Enantiomer D-Allylglycin
abgaben. Nach einer Woche chronischer GABA-Synthesemanipulation wurden die Ratten einem
diskriminativen Furchtkonditionierungsprotokoll unterzogen. Dariiber hinaus wurde in Light-Dark
Box (LDB) Tests angstdhnliches Verhalten der Ratten gemessen. Die Ergebnisse hieraus (LDB) zeigen,
dass die unilaterale Infusion von L-AG die in der Kontrollgruppe (D-AG) beobachtete Zunahme angst-
dhnlichen Verhaltens verhinderte. D-AG-behandelte Ratten verbrachten demnach nach der Behand-
lung signifikant weniger Zeit im Lichtkompartiment als davor (t = 3,13, p = 0,01), wahrend die L-AG-
Gruppe dort tendenziell mehr Zeit verbrachte (t = 2,39, p = 0,052). Erhobene Daten zur Kontext-
furcht bestdtigen dies. Weiter zeigten L-AG-behandelte Ratten nach erfolgreicher diskriminativer
Furchtkonditionierung signifikant héhere Schreckreaktionen auf den CS+ als die mit D-AG behandel-
ten (t = 2,73, p = 0,02). L-AG-Infusionen verstadrkten also den FPS auf den CS+. Auch wurde durch L-
AG-Infusionen die Spezifitat der konditionierten Furchtreaktion erhéht (Mann-Whitney-Test: U = 32,
p = 0,04). Zudem beglinstigte die Gabe von L-AG Safety-Lernen, da nur in dieser Gruppe durch die
spezifischere Furchtkonditionierung der CS- als konditionierter Inhibitor gelernt wurde und in der
Lage war die Schreckreaktionsamplitude des CS+ signifikant zu reduzieren (t = 2,37, p = 0,02; D-AG-
behandelte Ratten: t = 0,75, p = 0,46). Die hier ermittelten Daten zeigen, dass chronische unilaterale
L-AG-Infusionen in die Amygdala die Spezifitat konditionierter Furcht verbessern, Safety-Lernen un-
terstltzen und Angst sowie die Generalisierung von Furcht mindern. Die Ergebnisse dieser Arbeit
legen also nahe, dass eine maRige Erhohung der Erregbarkeit der Amygdala sich positiv auf die Spe-
zifitat konditionierter Furcht auswirken kann und verdeutlichen die potenzielle Anwendung fir the-

rapeutische Interventionen.
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Anlagen

Anlage 1

Nissl-/Kresylviolett-Farbung

Materialien

Reagenzien:

Gerate:

- Aqua dest.

- 70% Ethanol

- 96% Ethanol

- 100% Ethanol

- Essigsaure

- Kresylviolett acetat

- Farbeschalen

- Objekttragerschalen
- Stopp-Uhr

- Deckglaser

- Pinzette

Kresylviolett Farbeldsung:

vk W e

5 g Kresylviolett in 100 ml Ethanol (100%) geben

30 min mischen mit Magnetrihrer bei 50 °C
500 ml Aqua dest. hinzugeben

Losung filtern (bis zu 4 h)

In einer dichten Flasche aufbewahren

Durchfiihrung

LN U A WN R

Gefrierschnitte ca. 1h trocknen

2 min 70% Ethanol

1- 2 min 30" Kresylviolett Farbel6sung

2x kurz Aqua dest.

2 min 70% Ethanol

2 min 96% Ethanol + 15 Tropfen Essigsaure
2 min 100% Ethanol

5 min Rothihistol

2 min Rothihistol

10. Einbetten mit DPX
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