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ZUSAMENFASSUNG

Generelle Angstlichkeit und konditionierte Furcht
bei Mausen mit heterozygoter genetischer Defizienz von Glutamat-Decarboxylase 65.
Eine kombinierte Verhaltens- und elektrophysiologische Studie.

Veismann, Anne

Entstehung und AuBerung von genereller Angstlichkeit und Furcht sind unter anderem abhingig
von y-Aminobuttersdure (GABA), dem wichtigsten inhibitorischen Neurotransmitter im ZNS,

der mithilfe der Glutamat-Decarboxylase (GAD, 65kDa und 67kDa Isoform) synthetisiert wird.

In dieser Arbeit wurden generelle Angstlichkeit, Furchtgedichtnis und neuronale Aktivititen
vor und wihrend der Furchtkonditionierung bei GAD65 defizienten Miusen (GAD65™,
GAD65"", GAD65™) analysiert und mit C57B/6J-Kontrollmiusen verglichen.

Es stellte sich vor allem die Frage, inwiefern sich bei heterozygot defizienten GAD65 Mausen
die Aktivitdt des intakten Allels auf das Gesamtgenprodukt und somit auf das Verhalten dieser
Tiere auswirkt.

Ein Light-Dark- / Dark-Light-Test und ein Elevated-Plus-Maze Test dienten der Beurteilung
und dem Vergleich der generellen Angstlichkeit der Tiere. Die Ausprigung von
Konsolidierung, Furchtgedidchtnis-Abruf (Retrieval) und Extinktion wurde mithilfe der
Furchtkonditionierung ermittelt. Im elektrophysiologischen Teil dieser Arbeit, wurden mithilfe
von implantierten Elektroden in der lateralen Amygdala (LA), der CAl-Region des
Hippocampus (CA1) und dem prifrontalem Kortex (PFC), spontane Feldpotentialaktivititen

wihrend des Retrievals und der Extinktion, 24 Stunden nach Furchtkonditionierung, analysiert.

Die Ergebnisse der Verhaltenstests, der Furcht-Konditionierung und der Analyse der neuronalen
Aktivititen der GAD65”" Miuse zeigten, dass der Mangel an GAD65 bei GAD65™" Miusen
durchaus relevant ist. Beziiglich der neuronalen Aktivititen scheint heterozygote genetische
Defizienz von GAD65 zu anderen Verdnderungen zu fithren als das komplette Fehlen von
GADG6S.

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen die Relevanz des GAD65-Enzymmangels und damit

indirekt die Bedeutung von GABA fiir die Ausprigung von Angstlichkeit und erlernter Furcht.

Die Tierexperimente wurden genehmigt durch die Bezirksregierung Munster; Aktenzeichen: 50.0835.1.0 (G 53/2005)
Tag der miindlichen Priifung: 17.11.2010



Wiire unser Gehirn so einfach, dass wir es verstehen
konnten, wiren wir so einfmk, dAss wir es nicht verstehen

konnten.

(Emerson M. ?ugk, 1977)
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EINLEITUNG

1 Einleitung

Angste und Phobien bestimmen den Alltag vieler Menschen. Epidemiologischen
Untersuchungen zufolge sind Angsterkrankungen mit einer Lebenszeitprdvalenz von ca. 28,8%
neben den depressiven Storungen die hdufigsten psychischen Erkrankungen. Frauen sind dabei
doppelt so hiufig betroffen wie Manner (Kessler et al., 2005). Doch was bedeutet iiberhaupt
,LAngst’? ,Angst’ ist ein unangenehm empfundener, eine Bedrohung oder Gefahr
signalisierender emotionaler Gefiihlszustand mit Anstieg von Puls- und Atemfrequenz,
verstirkter Darm- und Blasentitigkeit, Ubelkeit, Zittern und SchweiBausbruch (Pschyrembel,
2004). Laut ICD-10 (International Classifikation of Diseases and Related Health Problems)
kann man Angststorungen in zwei Kategorien einteilen: ,phobische Stérungen’ (ICD10-F40)
und ,andere Angststérungen’ (ICD10-F41). Bei den ,phobischen Storungen’ werden Angste
durch im Allgemeinen ungeféhrliche Situationen bzw. Objekte auBerhalb der betreffenden
Person hervorgerufen. Zu den ,phobischen Stérungen’ zdhlen die ,Agoraphobie’, die
,Sozialphobie’ und ,spezifische Phobien’ (z.B. die ,Tierphobie’). Bei den ,anderen
Angststorungen’ erscheint die Angst unabhingig von Umgebungssituationen. Sie tritt fiir die
Betroffenen spontan in verschiedenen Situationen auf. Hierzu gehdren ,Panikstérungen’ und
,generalisierte Angststorungen’.

Die Begriffe ,Angst’ und ,Furcht’ werden hiufig synonym verwendet. Genau genommen ist
die Furcht allerdings rational begriindbar und somit eine objektbezogene Angst, die sich z.B. als
Reaktion auf eine konkrete Bedrohung bzw. Gefahr einstellt. Sie wird deshalb auch als
,Realangst’ bezeichnet (Pschyrembel, 2004).

Innovationen der Therapie fiir Angstpatienten bediirfen genauesten Verstindnisses aller
physiologischen, neuronalen und molekularen Vorgénge, die sich hinter einem gestorten
Angstverhalten verbergen.

Betrachtet man die Atiologie der Angsterkrankungen spielen neben der genetischen
Pridisposition und psychosozialen Faktoren besonders neurobiologische Faktoren eine grofe
Rolle. Die Regulation der Angst durch verschiedene Neurotransmitter wie Serotonin,
Noradrenalin, Adenosin und y-Aminobuttersdure (GABA) ist von besonderer Wichtigkeit
(Zwanzger und Deckert, 2007). Die Erforschung aller Einzelheiten in diesem Zusammenhang
erfordert noch sehr viele Studien, bei denen Tierexperimente vorab unerlésslich sind.
Verhaltenstests wie der Light-Dark-Test und der Elevated-Plus-Maze-Test iiberpriifen dabei die
,generelle’ Angstlichkeit der Tiere, wihrend die Furcht-Konditionierung konditioniertes

Furchtverhalten’ als Teil des Furcht-Gedéachtnisses testet.
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Diese Arbeit soll die Forschung im Bereich des Angst- und Furchtverhalten beziiglich der
Beteiligung des GABAergen Systems ein Stiick voranbringen.

1.1 y-Aminobuttersiure (GABA) und die Glutamat-Decarboxylase (GAD)

y-Aminobuttersdure (GABA) ist der wichtigste inhibitorische Neurotransmitter im
Zentralnervensystem. Seine Effekte werden groftenteils iiber GABA, Rezeptoren vermittelt.
GABA, Rezeptoren sind pentamere Chlorid-Kanile, welche aus Kombinationen von 18
Untereinheiten zusammengesetzt sind. Die Bindung von GABA an den Rezeptor hat eine
erhohte Chlorid-Leitfdhigkeit zur Folge, was zur Hyperpolarisation und somit zur reduzierten
Erregbarkeit der Zelle fiihrt (Rudolph et al., 2001). Im Gegensatz zu dem ionotropen GABA4
Rezeptor ist der GABAp Rezeptor metabotrop und G-Protein-gekoppelt an Kalium- und
Calcium-Kanéle (Bowery et al., 2002).

Entstehung und AuBerung des Furcht-Gedichtnisses sind abhingig von GABA-Funktionen,
besonders in der Amygdala (Obata, 1977). In der basolateralen Amygdala (BLA) existiert eine
tonische GABAerge Hemmung (Sanders und Shekhar, 1995; Shekhar et al., 2003). Durch
lokale Verabreichung von GABA Rezeptor - Agonisten (z.B. Muscimol) in die Amygdala wird
die Furcht-Konditionierung unterdriickt und durch GABA, Rezeptor — Antagonisten (z.B.
Bicuculline) noch verstirkt (Fanselow und Kim, 1992; Muller et al., 1997).

Synthetisiert wird GABA durch a-Decarboxylierung von Glutamat mithilfe des Enzyms
Glutamat-Decarboxylase (GAD). Von dieser existieren eine 65kDa und eine 67kDa Isoform, die
auf zwei voneinander unabhingigen Genen kodiert werden (Erlander, 1991). GAD67 ist vor
allem im Zytoplasma des Zellkérpers zu finden, GADG65 ist hauptsidchlich in den
Axonterminalen lokalisiert und reversibel an die Membranen der synaptischen Vesikel
gebunden (Reetz et al.,, 1991). Pyridoxal 5’-Phosphat (PLP) gilt als Kofaktor der GAD.
Mindestens 50% der GAD im Gehimn sind PLP-freie-Apoenzyme und koénnen bei Bedarf
aktiviert werden (Itoh et al., 1981), wobei GADG65 hier den gréferen Anteil einnimmt. Die
Mehrheit der GADG67 ist mit PLP gesittigt. Man geht davon aus, dass GAD67 mit einem
90%igen Produktionsanteil von GABA stets fiir ein basales GABA-Level zustindig ist,
wiahrend GADG65 vor allem bei gesteigertem Verbrauch zum Einsatz kommt und somit fiir die

Feinabstimmungen zustdndig ist (Martin et al., 1991).
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1.1.1 Genetische Defizienz von GAD

Die gezielte Deaktivierung von bestimmten Genen zur Herstellung von Mausen mit genetisch
determinierten Defizienzen ist eine ectablierte Methode, um die Funktion der Gene im
Zusammenhang des Gesamtorganismus zu untersuchen. Es wird unterschieden zwischen
homozygot defizienten Miausen, bei denen ein bestimmtes Gen auf seinen beiden Allelen
ausgeschaltet wurde, und heterozygot defizienten Méausen, bei denen das Gen nur auf einem
Allel deaktiviert wurde. Heterozygot defiziente Méuse geben somit Aufschluss {iber das Mal3
fiir die Stiarke der Wirkung des noch intakten, verbliebenen Allels.

Da viele menschliche Krankheiten auf eine gestérte Genfunktion zuriickzufiihren sind, stellen
diese so genannten ,Knockout-Méuse’ ein ideales Krankheitsmodell dar, welches hilft Aussagen
iiber die Rolle bestimmter Gene bei Krankheiten und ihren Behandlungen machen zu kénnen.
Auch in der Forschung im Bereich des Angst- und Furchtverhaltens spielen Miuse mit
genetischer Defizienz eine grof3e Rolle.

Bei GAD67” bzw. GAD65” Miusen sind die Gene fiir die Glutamat-Decarboxylase auf beiden
Allelen ,ausgeknockt” worden.

GADG67 ist besonders in sehr frilhen Entwicklungsphasen entscheidend. GAD67 defiziente
Maiuse besitzen daher eine Gaumenspalte und sind aufgrund der Unterentwicklung ihrer Lungen
nicht lebensfahig (Asada et al., 1997).

GADG65 scheint vor allem bei der GABA-Synthese in der spateren Entwicklung des ZNS eine
zentrale Rolle einzunehmen. GADG65 defiziente Miause sind lebensfahig und zeigen keine
morphologischen Verdnderungen. Die basale GABA-Konzentration ist zunichst ebenfalls nicht
verdndert, allerdings besitzen sie im Vergleich zu Wildtyp-Méausen 50% weniger PLP-freie-
Apoenzyme. Nach der Geburt bleibt bei den GAD65 defizienten Mausen ein GABA-Anstieg,
der bei Wildtyp-Méusen zu beobachten ist, aus. Somit ergeben sich GABA-Defizite vor allem
in Amygdala und Hypothalamus (Stork et al., 2000). Die homozygoten GAD65 defizienten
Mause zeichnen sich durch verdndertes Angstverhalten aus: Bei ihnen ist das ,Freezing’ als
Ausdruck der Angst reduziert und das Fluchtverhalten stirker ausgeprigt (Stork et al., 2000).
Bei der Furchtkonditionierung zeigten ~GADG65 Miuse einen  ausgeprigten

+ .
“* Méusen

Generalisierungseffekt beziiglich ihres Furchtgedédchtnisses im Vergleich zu GAD65
(Bergado-Acosta et al. 2008).

Beziiglich neuronaler Aktivititen beobachtete man bei den homozygoten GAD65 defizienten
Mausen eine erhohte Sterberate aufgrund vermehrt auftretender spontaner epileptischer Anfalle
(Kash et al., 1997).

Bei heterozygoten GAD65 Maiusen ist nur ein Allel des GAD65 Gens ,ausgeknockt’. Sie

zeigten ebenfalls einen leicht reduzierten GABA-Spiegel in der Amygdala, allerdings nur in den
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ersten 2-3 Lebensmonaten (Stork et al., 2000). Zum Angst- und Furchtverhalten bei GAD65 ™
Maiusen gibt es bis dato noch wenig explizite, verwertbare Ergebnisse. In den wenigen
untersuchten Féllen, zeigten sie auBler einem reduziertem aggressivem Verhalten keine weiteren

Verhaltensauffalligkeiten (Stork et al., 2000).

1.2 Verhaltenstests

Spezifische Verhaltenstests wie der Elevated-Plus-Maze-Test (EPM) oder der Light-Dark-Test
dienen der Beurteilung des generellen Angstverhaltens bei Kleinnagern. Sie basieren auf einem
Konflikt zwischen Explorationsverhalten und natiirlicher Furcht vor offenen bzw. hellen
Gebieten. Solche Tests sind wichtig, um die Gesundheit, die Beweglichkeit und die
sensorischen Funktionen der einzelnen Tiere beurteilen zu koénnen. Durch das geschickte
Kombinieren von verschiedenen Verhaltenstests kann das Risiko fiir falsch negative und falsch
positive Ergebnisse verringert werden (Karl et al., 2003).

Diese speziellen Verhaltenstests beziiglich des generellen Angstverhaltens eignen sich
insbesondere sehr gut fiir die Beurteilung und den Vergleich von verschiedenen Genotypen,

deren Neurotransmitterhaushalt unterschiedlich stark beeintréchtigt ist.

1.3 Furcht-Konditionierung

Um Angst- und Furchtverhalten ndher zu untersuchen und zu beurteilen, hat sich die Furcht-
konditionierung, eine Form der klassischen Konditionierung, begriindet von dem russischen
Physiologen Pawlow (* 14. September 1849; T 27. Februar 1936), bewihrt.

Eines der bekanntesten Forschungsobjekte Pawlows war der ,Pawlowsche Hund’. Hierbei
lautete Pawlow jedes Mal kurz bevor er seinen Hund fiitterte eine Glocke. Schon bald
beobachtete er, dass sich die Speichelsekretion, die normalerweise erst beim Anblick der
Nahrung eintrat, schon durch das Lauten der Glocke auslosen lie8. Der Hund hatte gelernt das
Lauten der Glocke mit der Nahrungsaufnahme zu assoziieren.

Das Prinzip Pawlows wurde insbesondere im Forschungsbereich der Angst iibernommen:
Einem natiirlichen, meist angeborenen Reflex wird ein neuer, bedingter Reflex hinzugefiigt. Ein
konditionierender Stimulus (CS; z.B. ein Ton) wird mit einem unkonditionierten, aversiven
Stimulus (UCS; z.B. elektrischer FuBBschock) gepaart, so dass das Tier nach der Konditionierung
schon beim Présentieren des CS Furchtverhalten, zum Beispiel in Form der ,Furchtstarre’ oder
,Schreckstarre’  (=,Freezing” = komplette Bewegungsstarre mit Ausnahme von

Atembewegungen), zeigt.
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Wird nachfolgend ein CS wiederholt ohne einen aversiven Reiz dargeboten, sinkt die Angst vor
diesem Signal. Diesen hemmenden Lernprozess nennt man auch Extinktion. Hierbei
kompetitieren die hemmenden Erinnerungen, die wéhrend der Extinktion erlernt werden mit den
exzitatorischen Erinnerungen der vorangegangenen Konditionierungsprozesse (Bouton et al.,
1993). Obwohl die Furcht nach der Extinktion sinkt, ist das Furcht-Gedéchtnis nicht geldscht.
Die Extinktion ist relativ kurzlebig und kontextabhingig (Quirk, 2002).

Tritt im Laufe eines Extinktionsvorgangs plotzlich wieder die eine starke Reaktion beziiglich
des CS auf, spricht man von einem ,Recovery’ bzw. einer ,spontanen Erholung’ (Mietzel 1998).
Unter ,Reinstatement’ versteht man eine erneute, unerwartete Darbietung des CS in
Kombination mit dem aversiven Reiz nach wiederholten Extinktionstrainings. Das
Furchtgedichtnis wird hierdurch wieder aufgefrischt.

Die Extinktion hat besonders im Umgang mit traumatisierten Patienten auch im klinischen
Alltag eine grofe Bedeutung. Durch ein verbessertes Verstindnis der exakten Abldufe der
Extinktion konnte diesen Patienten auf Dauer effizienter geholfen werden.

Die Furcht-Konditionierung dient somit zum einen néhere Erkenntnisse im Zusammenhang von
Emotionen und Verhalten zu erlangen, und zum anderen die Mechanismen, die das Lernen und
Gedichtnis unterstiitzen, weiterhin zu erforschen und beeinflussen zu konnen (Fendt und

Fanselow, 1999).

1.4 Das limbische System

Der Term ,limbisches System* leitet sich vom lateinischen limbus (= Rand, Saum) ab. Schon
1664 beschrieb Willis rein deskriptiv anhand der Lokalisation einiger archikortikaler Strukturen
ein Hirnareal, welches sich zwischen Hirnstamm und Neokortex wie ein Saum um das Corpus
callosum legt, als den Limbus. 1937 wurde von James W. Papez der ,Papez-Kreis’, bestehend
aus Hippocampus, Fornix, Corpora mamillaria, Gyrus cinguli und dem entorhinalen Kortex, als
neuronale Grundlage von Emotionen beschrieben. Der Begriff des ,Limbischen Systems’
entstand durch die Ausgestaltung des Papez-Modells durch Paul MacLean Mitte des 20.
Jahrhunderts. MacLean erkannte den Zusammenhang zwischen den Elementen des Papez’schen
Kreises und denen des Broca’schen Lobus limbicus und beschrieb das limbische System als ,das
Netzwerk des emotionalen Geddchtnisses’, da es nun eine funktionelle Einheit bildete.

Gefithle wie die Angst finden demnach ihren Ursprung im limbischen System. Neuesten
Erkenntnissen zu Folge werden heutzutage neben Amygdala, Hypothalamus, Hippocampus,
Hirnstamm, Gyrus cinguli, Nucleus accumbens und dem Septum ebenfalls Teile des

Assoziationskortex und der prafrontale Kortex zum limbischen System gezéhlt (Verwer et al.,
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1996; Pape, 2004a). Das Zusammenspiel zwischen Amygdala, Hypothalamus, Hirnstamm und
autonomem Nervensystem auf der einen Seite und Amygdala, frontalem und limbischem
Kortex auf der anderen Seite bildet die Grundlage fiir die Wahrnehmung und Verarbeitung von

emotionalen Erlebnissen (Kandel et al., 1996).

/7— Assoziationskortex
-— | ’ ﬂ“\\

Gyrus cinguli

préafrontaler

Kortex
Nucleus Hippokampus
anterior thalami - Nucleus dorsomedialis thalami
Hypothalamus Corpus mamillare
Amygdala Cortex peri-, entorhinalis

Abbildung 1: Erweitertes Konzept des limbischen Systems. Schema der Wechselwirkungen
limbischer Schlisselstrukturen mit dem préafrontalen Kortex und dem Assoziationskortex. (Pape,
2004a)

In dieser Arbeit stehen vor allem drei Strukturen des limbischen Systems im Vordergrund:
Amygdala, Hippocampus und prifrontaler Kortex. Als die drei zentralen Strukturen des
limboprifrontalen Systems stehen sie in enger reziproker Verbindung zueinander und steuern
Furchtreaktion, Furchtkontrolle und Furchtgedichtnis. Im Nachfolgenden werden diese
Strukturen, ihre Verbindungen untereinander und ihre jeweilige Rolle bei der Frucht-

Konditionierung detailliert beschrieben.

1.4.1 Amygdala

Die Amygdala stellt ein Kerngebiet im medialen Temporallappen dar und wurde 1819 von dem
Anatomen Burdach (* 12. Juni 1776; T 16. Juli 1847) zuerst beschrieben. Thre mandelférmige
Zellmasse gab der Amygdala ihren Namen: ,Amygdala’ leitet sich aus dem Griechischem ab
und bedeutet ,Mandelkern’. Die Amygdala ist die wichtigste Struktur des limbischen Systems in
Verbindung mit der Verarbeitung emotionaler Einfliisse, dem Angstverhalten und der Frucht-

Konditionierung.
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Hinweise, dass die Amygdala eine Schliisselrolle bei emotionalem und sozialem Verhalten
einnimmt, erbrachte die bilaterale Resektion des Temporallappens beim Affen: das so genannte
,Kliiver-Bucy-Syndrom’ ist charakterisiert durch Angstreduktion und Anderungen beziiglich
des Sexual- und Essverhaltens (Kliiver und Bucy, 1934, 1937).

Lésionsstudien der Amygdala zeigten, dass Einschrinkungen der Amygdala den Erwerb bzw.
die Expression von vielen Aspekten der Furchtantwort blockieren (File et al., 1998). Eine
elektrische Stimulation der Amygdala ruft hingegen Verhaltensmuster hervor, welche jenen
dhneln, die durch Stress oder furchtvolle Stimuli produziert werden (Chapman et al., 1954;
Feindel und Penfield, 1954).

Beim Menschen wurden Amygdalaldsionen auch mit der Verminderung des Gedéichtnisses fiir
Gesichter und Defiziten in der Erkennung von Emotionen auf Gesichtern assoziiert (Adolphs et
al., 1999).

Anatomisch und funktionell besteht die Amygdala aus 13 unterschiedlichen Nuklei. Die
einzelnen Kerne lassen sich nach ihrem cytoarchitektonischem Aufbau drei Gruppen zuordnen:
den tiefen Kernen, den oberflachlichen Kernen und den iibrigen Kernen (Pitkénen, 2000). Eine
Ubersicht der wichtigsten Kerne gibt der dargestellte Nissl-gefirbte Querschnitt durch den
temporalen Pol eines Mausegehirns in Abbildung 2.

Von den 13 Kernen der Amygdala sind bei der Furchtverarbeitung und Verhaltenssteuerung
drei Kerne von besonderer Bedeutung: der laterale Kern (LA), der basolaterale Kern (BLA) und
der zentrale Kern (CE) der Amygdala (LeDoux, 1996). Die laterale Amygdala und der BLA
werden auch unter dem Begriff basolateraler Komplex zusammengefasst und gehdren zur

Gruppe der tiefen Kerne. Der zentrale Kern wird zu den {ibrigen Kernen gezahlt.

Abbildung 2: Amygdala der Maus. Dargestellt ist ein Nissl-gefarbter Frontalschnitt durch den
temporalen Pol eines Mausegehirn. LA =Lateraler Nukleus, BLA = basolateraler Nukleus, BM
= Basomedialer Nukleus, CoA =Cortikale Nuklei, MeA =medialer Nukleus, CeA = zentraler
Nukleus. (modifiziert nach Paxinos und Franklin, 2001)
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Die LA spielt bei Angst- und Furchtverhalten eine zentrale Rolle und bildet die primire
sensorische Zwischenstation der Amygdala, in der Afferenzen von subkortikalen und kortikalen
sensorischen Regionen konvergieren. Der Hippocampus, vor allem der entorhinale Kortex und
das Subiculum, besitzt dichte reziproke Verbindungen zur LA ebenso wie der préfrontale
Kortex, dessen Verbindungen mit der BLA allerdings noch ausgeprégter sind (Pitkénen et al.,
2000).

Die LA ist direkt und, iiber den basolateralen und basomedialen Nukleus, indirekt mit dem
Nucleus centralis (CE) verbunden, der als ,Output-Region’ bezeichnet wird (Pitkdnen et al.,
2000; Sah et al., 2003). Der CE erhélt ebenfalls Afferenzen aus sensiblen Kortexarealen, der
Hippocampusformation und dem prifrontalen Kortex, projiziert aber nicht in die kortikalen
Gebiete zuriick (Pitkdnen et al., 1997). Er stellt eine wichtige Zwischenstation bei der
Expression von emotionalem Verhalten dar, da er zu Zielgebieten im Hypothalamus und
Hirnstamm projiziert, welche direkt bei der Generierung von Furchtantworten involviert sind.
Hauptneuronentypen in der LA sind Projektionsneurone und Interneurone. Der Transmitter der
pyramidenformigen Projektionsneurone ist Glutamat. Die Interneurone sind fiir die Vorwarts-
bzw. Riickwirts-Hemmung der Projektionsneurone verantwortlich und benutzen GABA als
Transmitter (McDonald, 1992). Projektionen des medialen préifrontalen Kortex (mPFC) zu
GABAergen Zellen der LA fithren beispielsweise nach der Extinktion zu einer erhéhten
Aktivitdt in GABAergen Zellen und damit zu einer Reduktion der Zellaktivititen in anderen

Teilen der Amygdala (Rosenkranz et al., 2003; Quirk et al., 2003).
1.4.1.1 Die Rolle der Amygdala bei der Furcht-Konditionierung

Bei der Furcht-Konditionierung stellt die Amygdala den zentralen Verschaltungsort dar: Die
Informationen iiber den akustischen Reiz des CS gelangen von den Sinneszellen des Corti-
Organs iiber den Hirnstamm zum auditorischen Thalamus. Von hier werden die Informationen
auf zwei Wegen zur Amygdala geleitet. Zum einen monosynaptisch auf direktem Weg zur LA
(Doron und LeDoux, 1999), wodurch die schnelle Reaktion auf potentiell geféhrliche Stimuli
ermdglicht wird (LeDoux, 1998). Zum anderen tonotopisch geordnet iiber kortikale Strukturen,
deren Efferenzen aus dem auditorischen Assoziationskortex zur LA gelangen (Romanski und
LeDoux, 1993). Die Informationen des FuBschocks (UCS) gelangen zum somatosensorischen
Thalamus und von hier ebenfalls direkt und indirekt {iber thalamo-amygdaldre bzw. thalamo-
kortikale und kortiko-amygdalédre Strukturen zur LA (siche Abb. 3). Es ist entscheidend, dass
die Informationen von CS und UCS in der LA konvergieren. Bei Schadigung der LA ist die
Furcht-Konditionierung stark eingeschriankt (LeDoux et al., 2004). Der CS fiihrt in den Zellen

der LA zur Ausschiittung von Glutamat aus der Prisynapse, welches an verschiedene
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Rezeptoren der Postsynapse bindet. Neben dem o-Amino-3-hydroxy-5-methyl-
isoaxazolpropionsdure (AMPA) Rezeptor spielt hier vor allem der N-methyl-d-aspartate
(NMDA) Rezeptor eine wichtige Rolle. Es handelt sich dabei um einen Glutamat-Rezeptor, der
durch Magnesium moduliert wird. Er 6ffnet nur wenn Glutamat wéhrend einer Depolarisation
bindet (Mayer et al., 1984). So wurde z.B. gezeigt, dass die Infusion von 2-amino-5-
phosphonovaleric acid (AP5), einem NMDA- Rezeptor Antagonisten, in die BLA zur Blockade
des Lernvorganges fiihrt, solange es vor dem Training appliziert wird (Maren et al., 1996).
Durch den UCS werden die Zellen depolarisiert, wihrend Glutamat an den NMDA-Rezeptoren
gebunden ist, was neben Natrium- und Kalium- vor allem auch einen Calcium- (Ca*") Einstrom
durch die NMDA-Rezeptor-Kanile ermoglicht. Durch die Erhohung des intrazelluliren Ca*" -
Stroms wird eine Second-Messenger-Kaskade aktiviert. Diese beinhaltet u.a. die Aktivierung
der Calcium-Calmodulin-abhingigen Kinasen und mitogen-aktivierende Proteinkinasen
(MAPK), die dann wiederum zum einen andere Glutamatrezeptoren phosphorylieren und
dadurch deren Sensitivitdt fiir Glutamat erh6hen und zum anderen Transkriptionsfaktoren, wie
z.B. das CREB (cyclic adenosine monosphosphate response element binding protein),
aktivieren, welches zu entscheidenden Modulationen der Genexpression fiihrt (Silva et al.,
1998).

Fir das Langzeitgeddchtnis ist ein weiterer Ca’’-Einstrom iiber spannungsabhingige Ca®'-
Kénale (VGCCs; voltage-gated calcium channel) nétig. Die Applikation von Verapamil, einem
VGCC-Antagonisten, in die LA blockiert das Langzeitgeddchtnis, wéhrend das
Kurzzeitgedichtnis unbeeintrachtigt bleibt (Bauer et al., 2002).

Der CE erhilt direkt und, iiber den basolateralen und basomedialen Nukleus, indirekt
Informationen aus der LA und reguliert seinerseits mit Projektionen zu anderen Hirnarealen,
wie das zentrale Grau und den lateralen und paraventriculdren Hypothalamus, Furchtantworten
wie die Schreckstarre sowie Anstieg von Blutdruck und Herzfrequenz. So fiihrt eine Lésion des
CE zur Behinderung aller Expressionen der Furchtantworten (Gentile et al, 1986), wihrend eine
Lésion eines Zielgebiets des CE sich selektiv auf die Expression von einzelnen Antworten
auswirkt. Stérungen im lateralen Hypothalamus beeinflussen beispielsweise nur den Blutdruck
und nicht das ,Freezing’ (LeDoux et al., 1988).

Abbildung 3 zeigt die Beteiligung der verschiedenen Hirnstrukturen bei der Furcht-

Konditionierung mit der Amygdala als zentralen Verschaltungsort.
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Abbildung 3: Beteiligung von verschiedenen Hirnstrukturen bei der Furcht-Konditionierung.
Die Abbildung zeigt die Amygdala als zentralen Verschaltungsort.

Die Informationen des konditionierten Stimulus (CS, auditorischer Stimulus) und des
unkonditionierten Stimulus (UCS, FulRschock) konvergieren als Afferenzen aus Thalamus und
Kortex in der lateralen Amygdala (LA). Der Nucleus lateralis ist u.a. direkt und indirekt mit
dem Nucleus centralis (CE) der Amygdala verbunden. Von hier aus kdnnen (ber das zentrale
Grau (CG), den lateralen Hypothalamus (LH) und den paraventricularen Hypothalamus (PVN)
Furchtantworten wie das ,Freezing’ und Anstieg von Blutdruck und Herzfrequenz reguliert
werden. (modifiziert nach Medina et al., 2002)

Wihrend die Furcht-Konditionierung bei den Neuronen der LA zu erhohten Zellaktivitdten fiihrt
(Quirk 1995, Paré und Collins, 2000), beobachtet man nach der Extinktion in den meisten
Neuronen der LA eine Reduktion der Zellaktivititen (s. Abb. 4), was somit zu einer
verminderten Furchtantwort fithrt (Maren und Quirk, 2004). Diese Reduktion ist auf eine
Hemmung des CE durch Projektionen des medialen préifrontalen Kortex (mPFC) zu

GABAergen Zellen der LA zuriickzufiihren (Rosenkranz et al., 2003; Quirk et al., 2003).
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Abbildung 4: Neuronale Aktivitaten in der Amygdala wéahrend der Konditionierung und nach
der Extinktion. Zu beobachten ist die deutliche Abnahme der Zellaktivitat (,Spikes’).
(modifiziert nach Maren und Quirk, 2004)

Dass die Amygdala wéhrend der Extinktion ebenfalls eine entscheidende Rolle spielt, zeigt auch
die lokale Infusion von AP5 in die Amygdala, da dies die Extinktion verhindert (Falls et al.,
1992). D-Cycloserin (DCS), ein NMDA-Rezeptor Agonist, beschleunigt hingegen die
Extinktion bei Ratten (Walker et al., 2002). Die Anwendung von DCS zeigt in einer Pilotstudie
auch bei phobischen Angstpatienten erste Erfolge (Ressler et al., 2004).

11
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1.4.2 Hippocampus

Der Hippocampus liegt im Temporallappen, wo er die mediale Wand des Seitenventrikels
bildet. Mit seinem Endstiick formt er dort eine tatzendhnliche Struktur, den Pes hippocampi.
Die gebogene Form des Hippocampus gab ihm seinen Namen: ,Hippocampus’ leitet sich aus
dem Griechischen ab und bedeutet Seepferdchen.

Der Hippocampus iibernimmt im Bereich Emotionen, Lernen und Gedéchtnis sehr vielféltige
Aufgaben. Als Teil des Papez-Kreis, den er mit Fornix, Corpora mamillaria, Gyrus cinguli und
dem entorhinalen Kortex bildet, wurde er schon friih als limbische Schliisselstruktur erkannt.
Der Hippocampus spielt insbesondere beim deklarativen Gedichtnis und dem rdumlichen
Vorstellungsvermodgen eine wichtige Rolle (Squire, 1992). Im Hippocampus flieBen
Informationen verschiedener sensorischer Systeme zusammen, die verarbeitet und von dort zum
Kortex zuriickgesandt werden. Damit ist er unabdingbar fiir die Gedachtniskonsolidierung, der
Uberfithrung von Gedichtnisinhalten aus dem Kurzzeit- in das Langzeitgedichtnis. Menschen
mit Hippocampuslidsionen konnen keine neuen Erinnerungen formen und weisen somit eine
anterograde Amnesie auf. Detaillierte Informationen iiber die Morphologie des Hippocampus
bieten Amaral und Witter (1989), Bernard und Wheal (1994) sowie Patton und McNaughton
(1995).

Die drei Hauptregionen des Hippocampus sind der Gyrus dentatus, das Cornu ammonis
(=Ammonshorn, CA), welches man in CAl, CA2 und CA3 unterteilt, und das Subiculum
(Kandel et al., 2000).

Der Gyrus dentatus stellt eine der wichtigsten Eingangsstationen des Hippocampus dar. Seine
erregenden, glutamatergen Kornerzellen erhalten wichtige Informationen {iber den so genannten
Tractus perforans. Die Axone der Kornerzellen verlaufen als Moosfasern zur CA3.
Abzweigungen von Axonen von Pyramidenzellen verkniipfen von hier aus die Kette weiter bis
in die CA1-Region, von wo aus Efferenzen zum anterioren olfaktorischen Nukleus, zum basalen
Nukleus der Amygdala sowie zu anterioren und dorsomedialen hypothalamischen Arealen und
zum préfrontalen Kortex ziehen. Entorhinaler Kortex, Gyrus Dentatus, CA3 und CAl bilden
somit durch den Tractus perforans, die Mossfasern und die Schaffer-Kollateralen eine
exzitatorische trisynaptische Kaskade (s. Abb. 5).

Neben den Pyramiden- und Kornerzellen beherbergt der Hippocampus mehrere Klassen
inhibitorischer Neurone, welche GABA als Neurotransmitter nutzen und durch Vorwirts- und

Riickwiértshemmung das hippocampale Netzwerk modulieren.

12
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Abbildung 5: Schematische Darstellung eines hippocampalen Transversalschnittes mit seinen
wichtigsten neuronalen Elementen und intrinsischen Verschaltungen. Tractus perforans,
Moosfasern und Schaffer-Kollateralen bilden eine exzitatorische trisynaptische Kaskade (1-3).

1.4.2.1 Die Rolle des Hippocampus bei der Furcht-Konditionierung

Die Rolle des Hippocampus bei der Furcht-Konditionierung ist sehr vielféltig. Eine mdgliche
rein sensorische Rolle des Hippocampus konnte ausgeschlossen werden, da Lasionen, die einige
Zeit mnach dem  Training der Furcht-Konditionierung  gesetzt  wurden, den
Konditionierungsvorgang nicht beeintrachtigten (Kim und Fanselow, 1992; Maren et al., 1997).
Eine entscheidende Rolle spielt der Hippocampus vor allem bei der kontextabhingigen
Konditionierung. Im Gegensatz zur Konditionierung mit einem spezifischen Hinweisreiz (hier
Ton), nimmt bei der kontextabhingigen Konditionierung die Umgebung wihrend der
Konditionierung die Rolle des CS ein. Eine tonabhéngige Konditionierung kann allerdings auch
kontextabhéngig sein, solange Training und Abruf des Furchtgedichtnisses im gleichen Kontext
stattfinden. Léasionsstudien des Hippocampus zeigten eine Storung der kontextabhidngigen
Konditionierung, wihrend die tonabhéngige Konditionierung unbeeintrichtigt blieb (Phillips
und LeDoux, 1992; Kim und Fanselow, 1992). Zum gleichen Ergebnis fiihrte die lokale
hippocampale Infusion von AP5, einem NMDA-Rezeptor Antagonisten (Young et al., 1994).
Der Hippocampus bearbeitet die Informationen des Kontexts und sendet sie an die Amygdala
weiter, wo sie dann mit dem UCS (z.B. FuBBschock) assoziiert werden (Rudy et al., 2004).

Die Gedichtnisrolle des Hippocampus bei der kontextabhédngigen Konditionierung scheint

13
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allerdings zeitlimitierend zu sein. So zeigten Lésionen, die lange Zeit nach dem Training der
Konditionierung durchgefiihrt wurden, im Gegensatz zu Léisionen kurz nach dem Training,
keinen Einfluss auf das kontextabhingige Verhalten von Ratten. Die Rolle des Hippocampus
wird somit eher auf die Formation und Konsolidierung des kontextabhingigen Gedichtnisses
beschrinkt (Anagnostaras et al., 1999). Weiterhin wird vermutet, dass der Hippocampus in
seiner Funktion durch den Neokortex ersetzt werden kann, solange die Lésion vor dem Training
durchgefiihrt wurde (Fanselow, 2000).

Bei der Extinktion ist die Rolle des Hippocampus noch nicht ganz geklért. Diskutiert wird er als
ein moglicher Modulator des mPFC, der bei der Extinktion eine entscheidende Rolle einnimmt.
Voriibergehende Inaktivierung des Hippocampus mit Muscimol, einem GABA, Rezeptor -
Agonisten, vermindert die Erneuerung der Furcht als Antwort auf einen geldschten CS (Maren
et al., 2001). Elektrische Stimulationen des Hippocampus filhren zu explosionsartigen
Entladungen der Zellen im ventro-medialem PFC (vmPFC) (Tierney et al., 2004) und
modulieren die Antwort der vmPFC Neurone zur BLA (Ishikawa und Nakamura, 2003).

14
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1.4.3 Prifrontaler Kortex (PFC)

Der prifrontale Kortex (PFC) ist ein Teil des Frontallappens der GroBhirnrinde.

Durch seine direkte Verbindung mit der Amygdala wird der PFC nach neusten Theorien
ebenfalls zum (erweiterten) limbischen System gezahlt (Verwer et al., 1996).

Der prifrontale Kortex lédsst sich in 3 Hauptgebiete einteilen. Das erste Gebiet, der mediale
Bereich des PFC, besteht dorsal aus prdzentralem Kortex (PrC) und anteriorem cingulidrem
Kortex (ACC), und ventral aus pralimbischem (PrL), infralimbischem (IL) und medial-
orbitalem Kortex (MO). Das zweite Gebiet, der orbitale Bereich, umfasst die dorsale und
ventrale agranuldre Insular (AID, AIV) sowie den lateralen orbitalen Kortex (LO). Das dritte
Gebiet setzt sich aus dem ventral-orbitalem (VO) und dem ventral-lateral-orbitalem (VLO)
Kortex zusammen (Dalley et al., 2004).

Klinische Untersuchungen und Lisionsstudien ergaben eine funktionelle Beteiligung des PFC
bei der zeitlichen Strukturierung von Verhaltensweisen und Lernvorgidngen (Kolb, 1984).
Ebenso wird ihm eine Schliisselrolle beim Arbeitsgedédchtnis, das eine besondere Form des
Kurzzeitgedédchtnisses darstellt und sowohl fiir die Bildung als auch fiir den Abruf von
Informationen, vor allem des deklarativen Gedichtnisses, erforderlich ist, zugeschrieben
(Kesner, 2000).

Anatomisch ist der prifrontale Kortex hoch organisiert und erhdlt Informationen von
subkortikalen ~Strukturen wie Amygdala, Hippocampus, Substantia nigra, ventralem
Tegmentum, lateralem Hypothalamus und kortikalen Strukturen wie dem posteriorem
Parietalcortex sowie kortikalen sensorischen Gebieten (Groenewegen et al., 1997). Ebenso
sendet er zu all diesen Strukturen auch Efferenzen. Weitere Ziele des PFC sind noradrenerge
Zellen des zentralen Grau, dopaminerge Neurone im ventralen Tegmentum, serotinerge
Neurone der Raphé-Kerne und cholinerge Neurone im Vorderhirn (Guldin et al., 1981;

Groenewegen et al., 1997).

1.4.3.1 Die Rolle des PFC bei der Furcht-Konditionierung

Im Bezug auf das Thema Furcht nimmt der priafrontale Kortex, insbesondere die Region des IL,
bei der Extinktion eine Schliisselrolle ein. Die Stimulationen des medialen PFC (mPFC) fiihrt
zur Abschwichung der Zellaktivitdten im Nucleus centralis (CE) der Amygdala, welcher fiir die
furchtabhéngigen Verhaltenséinderungen zustindig ist (Quirk et al., 2003) und bewirkt somit
z.B. eine Verminderung der Schreckstarre (Milad und Quirk, 2002). Ebenso wurde bei Ratten

mit einer mPFC Lision eine erhdhte Resistenz gegeniiber der Extinktion beobachtet (Morgan et
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al., 1993). Inzwischen ist bekannt, dass diec Neurone des mPFC, durch die exzitatorischen
Projektionen zu GABAergen Zellen der basolateralen Amygdala (BLA), hemmenden Einfluss
auf den CE der Amygdala zeigen (Rosenkranz et al., 2003; Quirk et al., 2003; Likhtik et al.,
2005). 24 Stunden nach der Extinktion zeigt der mPFC daher erhohte Zellaktivitit (Milad et al.,
2002; Maren und Quirk, 2004).

Konditionierung Extinktion

Spikes

0 0 1 2

Zeit (=) Zait ()

Abbildung 6: Neuronale Aktivitaten im medialen préafrontalen Kortex (mPFC) wahrend der
Konditionierung und der Extinktion. Zu beobachten ist die deutliche Zunahme der Zellaktivitat
(,Spikes’) wahrend der Extinktion. (modifiziert nach Maren und Quirk, 2004)

Neuste Studien zeigen weitere Erkenntnisse beziiglich der NMDA-Rezeptor-abhéngigen
Konsolidierung der Extinktion im mPFC. Die Infusion von 3,2-Carboxypiperazin-propel-1-
phosphat (CPP), einem NMDA-Rezeptor Antagonisten, in den ventral-medialen PFC (vimPFC)
vor bzw. sofort nach dem Extinktionstraining hat keinen EinfluB} auf das Extinktionstraining
direkt, verhindert jedoch den Abruf des Extinktionsgedidchtnisses 24 Stunden spiter. Weiterhin
wurde durch systemische CPP Injektion eine selektive Abnahme von schnellen, plotzlichen
Entladungssalven (,burst firing”) im vmPFC beobachtet, was dafiir sprechen konnte, dass diese
spezifische Entladung der Zellen fiir die Konsolidierung der Extinktion unabdingbar ist
(Burgos-Robles et al., 2007).

1.5 Feldpotential-Aktivititen

Die Grundlage eines jeden Organismus ist die Kommunikation von Zellen. Die Kommunikation
zwischen einzelnen kortikalen Neuronen wird mithilfe von Synapsen ermdglicht, die den
Neuronen als Kontaktstellen dienen. Unter einem Feldpotential versteht man den
Spannungsabfall am Widerstand des Extrazelluldrraumes (Pape, 2004b). Feldpotentiale werden
von extrazelluldren Stromen erzeugt und kénnen im Zwischenzellraum der Zellen des ZNS
abgeleitet werden. Sie stehen vor allem mit der synaptischen Aktivitit der Zellen des ZNS in

Verbindung und erlauben daher Riickschliisse auf die Kommunikation der Zellen untereinander
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(Speckmann und Walden, 1991). Feldpotential-Aktivititen konnen mit Hilfe von implantierten

Elektroden am freibeweglichen Tier abgeleitet werden.

1.5.1 Feldpotential-Aktivitidten in LA, CA1 und PFC

Extrazelluldr abgeleitete Summenpotentiale von Neuronen oder Neuronengruppen (sog.
Feldpotentiale), die durch erregende und hemmende synaptische Aktivitidten generiert werden,
dienen der Charakterisierung neuronaler Aktivititen spezifischer Hirnregionen.

Wie sich das Furchtverhalten in den neuronalen Aktivititen widerspiegelt, kann am
freibeweglichen Tier durch implantierte Elektroden aufgezeichnet werden.

So wurden konditionierungsabhingige Anderungen in den Feldpotentialen in verschiedenen
Hirnbereichen wie z.B. Amygdala, Thalamus und Kortex festgestellt (Kamikawa et al., 1964,
O’Brien et al., 1969). Man hat beobachtet, dass durch CS hervorgerufene Signale in der LA
nach der CS-UCS Paarung groBer sind als Signale durch ungepaarte CS- bzw. UCS-Darbietung
(Oleson et al., 1975). Furcht-Konditionierung fiihrt beispielsweise zu erhohten auditorisch-
evozierten Feldpotentialen in der LA von Ratten (Rogan et al., 1997).

Im zentralem Nervensystem sind rhythmisch-synchronisierte Aktivititen um 2-15 Hz ein weit
verbreitetes Phédnomen (Klimesch, 1996) und konnen als neuronales Kommunikationselement
zwischen verschiedenen Hirnstrukturen angesehen werden. Diese ,Theta-Frequenzen’ sind in
fast allen Limbischen Strukturen vorherrschend (Alonsa und Llinas, 1989; Klink und Alonsa,
1993; Buzsaki und Draguhn, 2004). Man vermutet, dass durch synchrone neuronale Aktivitdten
verschiedene Hirnregionen spezifische Verhaltensweisen exprimieren und kognitive Prozesse,
wie Lernen und Gedéchtnis generieren (Ventriglia F., 2008; Buzsaki G., 2005).

Mogliche zelluldre Korrelate in der Amygdala stellen die Projektionsneurone der basolateralen
und lateralen Kerne der Amygdala dar, welche 2 Typen langsamer Oszillationen generieren:
Unter niedrigschwelliger Aktivierung sind Frequenzen von ca. 1-3,5 Hz zu beobachten (Pape et
al., 1998). Die Blockade der niedrigschwelligen Schwingungen und Unterdriickung der Na-
Spikes brachte die hochschwelligen Schwingungen mit sich, deren Frequenzen im Mittel
zwischen 2 und 6 Hz liegen. Die Mehrheit dieser Projektionszellen in der LA generiert
langsame Membranpotential-Schwingungen um ca. 2-10 Hz (Pare et al., 1995; Pape et al.,
1998). Wihrend die niedrigschwelligen Schwingungsaktivititen von Natrium- und M-type
Kalium-Stromen moduliert werden, wirken Ca®" -Kanile und Ca®" -abhingige Kalium-Kanile
bei den hochschwelligen Schwingungen mit (Pape und Driesang, 1998; Pape und Stork, 2003).
Im Hippocampus von Kaninchen konnten schon 1938 Jung und Kornmiiller Oszillationen im
Bereich von 5-6 Hz ableiten, welche sie als Theta-Aktivitdten beschrieben. Die CA1-Region des

Hippocampus stellt einen besonders geeigneten Ableitungsort dar, da hier die Frequenz der
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Theta-Schwingungen am regelméBigsten und die Amplitude am hochsten ist (Bullock et al.,
1990). Die Theta-Aktivitdten im Hippocampus sind abhéngig vom Verhalten und werden oft
mit Lernvorgéingen assoziiert, z.B. wenn Ratten eine bestimmte Gegend erkunden (Vanderwolf,
1969). In Abhingigkeit von der Aktivitit der Tiere unterscheidet man: Type-1 Theta mit einer
Frequenz von 8-14 Hz, die bei explorativem Verhalten iiberwiegt, und Type-2 Theta mit einer
Frequenz von 4-8 Hz, die in Ruhe vorherrschend ist (Kemp und Kaada, 1975).

Im PFC unterscheidet man abhdngig von ihrer Aktivitdtsrate drei verschiedene Typen von
Pyramidenzellen: Die ,regular spiking’ (RS), die ,intrinsic (inactivating) bursting’ (IB), und die
,non inactivating bursting’ (NIB) Zellen. Die vorherrschende Frequenz aller Zellen ist
wiederrum die Theta-Frequenz. Bei Aufgaben bezliglich des rdaumlichen Gedichtnisses zeigte
sich eine synchronisierte Theta-Aktivitdt zwischen PFC und Hippocampus (Jones und Wilson,
2005).

Weiterfithrend wurde gezeigt, dass Theta-Aktivitidten zwischen der LA und der CA1 Region des
Hippocampus insbesondere nach der Furcht-Konditionierung wéhrend des ,Freezing’-
Verhaltens hoch korrelieren (Seidenbecher et al., 2003). Dies ldsst darauf schlieBen, dass LA
und CA1l mit ihren Theta-Aktivititen besonders zur synaptischen Modifikation beim
Furchtgedichtnis und der Expression von furchtabhingigem Verhalten beitragen. Im Gegensatz
zum CAI1-LA-Netzwerk bleibt die Theta-Synchronisation im PFC-LA- und im PFC-CAIl-
Netzwerk wiéhrend des Extinktionslernens erhalten (Narayanan et al., 2007a). Der prifrontale
Kortex nimmt folglich innerhalb des LA-PFC-CA1 Netzwerkes eine vermittelnde funktionelle

Rolle wihrend der Furchtgedédchtniskonsolidierung und der Extinktion ein (Pape et al., 2005).
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2 Ziel der Arbeit

y-Aminobuttersdure (GABA) ist als wichtiger inhibitorischer Neurotransmitter des
Zentralnervensystems unabdingbar fiir die Beibehaltung des sensiblen Gleichgewichts aus
Exzitation und Inhibition bei der Entstehung und Expression von Angst und konditionierter
Furcht. GABA wird mithilfe des Enzyms Glutamat-Decarboxylase (GAD) synthetisiert, von
dem zwei Isoformen mit unterschiedlichem Molekulargewicht, GAD65 und GADG67, existieren.
Durch gezielte Deaktivierung des GAD-kodierenden Gens konnen Defizite im Organismus
entstehen, die Riickschliisse auf die Funktion des Enzyms zulassen. Besonders im Bereich des
Angst- und Furchtverhaltens k6nnen durch eine Verdnderung im Stoffwechsel von GABA und
GAD Defizite auftreten. Hier gilt es, die generelle Angstlichkeit und konditionierte Furcht
sowohl auf Verhaltens-, als auch auf elektrophysiologischer Ebene zu untersuchen. Besonders
iiber die Aufgabe der kleineren Isoform der Glutamatdecarboxylase, GAD65, ist noch wenig
bekannt. Die Auswirkung der Deletion des Gens auf nur einem Allel wurde bisher kaum
untersucht. Es stellt sich die Frage, ob heterozygote GAD65 defiziente Tiere das Fehlen des
einen Allels fiir GAD6S5 ausreichend kompensieren konnen oder ob Defizite auftreten, wie sie
von homozygoten GAD65 defizienten Tieren bekannt sind.

Im Hinblick auf die Funktionstiichtigkeit nur eines intakten Allels der GADG65 soll in dieser
Arbeit die Bedeutung von GABA und GADG65 fiir 1.) generelle Angstlichkeit in verschiedenen
Verhaltenstests (Light-Dark-Test, Dark-Light-Test, Elevated-Plus-Maze-Test) 2.) Furchtlernen,
unter besonderer Beriicksichtigung von Furchtgedédchtnis-Abruf (,Retrieval’), Extinktion und
Abruf des Extinktionsgedédchtnisses nach auditorischer Furcht-Konditionierung und 3.)
neuronale Aktivititen (Theta-Synchronisation) im dreiseitigem Netzwerk Amygdala-
Hippocampus-Préfrontaler Kortex wéhrend Retrieval und Extinktion untersucht und analysiert
werden.

Zum Vergleich der heterozygoten GAD65"" Genotypen mit den homozygoten GAD65" bzw.
GAD65""  Genotypen sowie mit C57B/6J-Kontrollmdusen werden  fir  den
elektrophysiologischen Teil dieser Arbeit Ergebnisse aus aktuellen Studien von Dr. S. Sangha

und Dr. R. Narayanan herangezogen.
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3 Material /Methoden

3.1 Tiere

Fiir die Versuche wurden méinnliche GAD65"", GAD65"", GAD65"* u. C57B/6J-Kontrollmiuse
im Alter von 2 — 6 Monaten verwendet.

Aufgezogen wurden die Miuse in Gruppen von 4-6 Méausen in Standardkéfigen (37,5cm x
21,5cm x 18cm). Etwa eine Woche bevor die Untersuchungsreihe begann, wurden sie in
Einzelboxen (22cm x 16cm x 14cm) untergebracht.

Die Méuse erhielten Futter und Wasser ad libitum und unterlagen einem 12/12 Stunden — Tag —
Nacht — Rhythmus. Die Experimente fanden immer zwischen 9 und 17 Uhr statt.

Fiir die Tierversuche lag eine Genehmigung des Veterinédr- und Lebensmitteliiberwachungsamt
Miinster vor (G53/2005; ,Neurophysiologische Korrelate von Furchtverhalten und
Furchtgedichtnis in dem Schaltkreis Amygdala-Hippokampus-Préfrontaler Kortex’).

3.2 Verhaltenstests

Das Verhalten der Maus wurde wihrend der einzelnen Tests grundsétzlich auf Video

aufgezeichnet und diente der Analyse der generellen, natiirlichen Angstlichkeit der Tiere.

3.2.1 Light-Dark-Test / Dark-Light-Test

Die Apparatur des Light-Dark- bzw. Dark-Light-Test besteht aus einem hellen und einem
dunklen Kompartiment. Beide Kompartimente sind jeweils 16cm x 16cm x 16cm grof3 und mit
einem 5cm x Scm Durchgang verbunden (s. Abb. 7).

Das Verhalten der Maus wird {iber einen Zeitraum von fiinf Minuten beobachtet. Zu Beginn
wird das Tier zuerst entweder in das helle (Light-Dark-Test) oder das dunkle Kompartiment
(Dark-Light-Test) gesetzt.

Das ,FCS-Programm’ (Furcht-Konditionierungs-System; Kat.-Nr. 303410, TSE Systems
GmbH, Bad Homburg, Deutschland) misst mithilfe von Lichtschranken, wann sich das Tier wo
aufhilt. Registriert und analysiert wurden: die Aufenthaltsdauer und die lokomotorische
Aktivitit im hellen und im dunklen Kompartiment; die Gesamtaktivitidt beziliglich der

Laufstrecke in cm sowie die Anzahl der Wechsel zwischen den Kompartimenten.
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Abbildung 7: Maus in der Box fur den Light-Dark bzw. Dark-Light Test.

3.2.2 Elevated — Plus — Maze — Test

Die Apparatur des Elevated — Plus — Maze (EPM) besteht aus vier erhdhten Armen, welche in
einem Kreuz 70cm iiber dem Boden angeordnet sind (s. Abb. 8). Zwei der gegeniiberliegenden
Arme besitzen hohe Seitenwinde und werden daher als geschlossene Arme bezeichnet, wihrend
die anderen beiden Arme keine Wéande haben und daher als offene Arme bezeichnet werden (je
Scm x 30cm). In der Mitte befindet sich eine zentrale Plattform, von der aus das Tier in jeden
der vier Arme gelangen kann. Das Verhalten der Maus wurde iiber einen Zeitraum von fiinf
Minuten beobachtet. Registriert und analysiert wurden: Aufenthaltsdauer und Anzahl der
Eintritte in offene und geschlossene Arme, sowie die Gesamtaktivitit der Tiere beziiglich der

Laufstrecke in cm.

Abbildung 8: Die Elevated — Plus — Maze Apparatur.
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3.3 Implantation der Elektroden

Vor der Narkose wurde die Maus gewogen. Fiir die Narkose wurde 0,25mg/kg Narkoren i.p.

injiziert. Die Méuse wurden in Narkose stereotaktisch eingespannt mit horizontaler Lage von

Bregma und Lambda der Schédelkalotte.

|

|

Abbildung 9: Maus in stereotaktischer Apparatur zur Implantation der Elektroden.

Nach der Fixation wurden die Haare der Schideloberfliche und die Kopfhaut in einem
Durchmesser von ca. 1cm entfernt. Mit H,O, wurde die Schédeldecke griindlich gesdubert und
die Koordinaten fiir die Elektrodenpositionen zur Messung spontaner Feldpotential-Aktivitdten
in PFC, LA und CA1 Region des Hippocampus wurden nach dem stereotaktischen Atlas von
Paxinos und Franklin (2001) fiir jede Maus von Bregma ausgehend berechnet (s. Abb. 10).
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FFC: AP 2.0 mm; ML 0,3 mm; Cv: 2,3 mm

LA AP -1, Tmm; ML 3.8 mm; DV 3.0 mm

CAT: AP 1.9 mm; ML 1,2 mim; O 1.2 mm
o ™~

""""""""""" # g \\\“L- ”._.,_ ) i-. l__f{’. \ :
- A / AN : ™ i 4 ..'"

Bregma -1,82 mm

Abbildung 10: Frontal-Schnitte durch das Ma&usegehirn in Hohe von Bregma 1,7mm und
Bregma  -1,82mm. Die  rotumrandeten  Bereiche stellen die  gewinschten
Elektrodenlokalisationen dar: Préafrontaler Kortex, Hippokampus (CA1l) und Laterale
Amygdala. PrL: Pralimbischer Kortex; IL: Infralimbischer Kortex; LaDL: dorsolateraler Teil
der lateralen Amygdala; LaVL: ventrolateraler Teil der lateralen Amygdala. (modifiziert nach
Paxinos und Franklin, 2001)

An den vorbestimmten Punkten wurde mithilfe eines Trepanationsbohrers die Schédeldecke
trepaniert (@ 1mm). Fiir die intracerebralen Messungen wurden Elektroden aus Teflon-
isoliertem Edelstahldraht (@ 125um) der Firma ,Franco Corradi’ verwendet.

Zusatzlich wurden Tepanationen flir die Erdungs- (AP -2,3mm; ML 2,5mm) und die
Referenzelektrode (AP 1,9mm; ML 1,8mm) aus Silberdraht angefertigt.

Nach der Implantation wurden die Elektroden mit Dentalzement fixiert. AnschlieBend wurden
sie durch einen Gummisockel gezogen und erneut mit Dentalzement befestigt.

In der postoperativen Erholungsphase (3-4 Tage) unterlagen die Tiere in Einzelhaltung bei

Zugang zu Futter und Wasser ad libitum einem geordneten Tag-Nacht-Rhythmus (12/12h).
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3.4 Furcht - Konditionierung

3.4.1 Kontext

Zur Kontrolle kontextueller Einfliisse auf das Verhalten wurden zwei unterschiedliche
Kontextbedingungen in jeweils unterschiedlichen R&umen geschaffen (,Schock-Kontext’ s.
Abb. 11; ,neutraler Kontext’ s. Abb. 14). Die Kontexte unterschieden sich beziiglich der
Untergrundbeschaffung (Gitterrost vs. Streu), Kéfiggrofe (21cm x 36cm x 21,5¢cm vs. 22cm x
lé6cm x l4cm), Belichtung (200Lux ,Kifiglicht” vs. 900Lux ,Raumlicht’),
Hintergrundgerduschen (60dB nur im ,Schock-Kontext”) und Geruch (mit Ethanol geséduberter
Kaéfig vs. Streugeruch). Adaptation und Training fanden im ,Schock-Kontext’ statt, wihrend die
Tiere sich bei dem Abruf des Furchtgedédchtnisses (,Retrieval’) und bei der Extinktion im

,neutralem Kontext’ aufhielten.

3.4.2 Adaptation

3-4 Tage nach dem chirurgischen Eingriff begann die Furcht-Konditionierung mit zwei
Adaptationssitzungen zur GewOhnung der Tiere an die Trainingsapparatur. Eine
Adaptationssitzung dauerte sechs Minuten. Sechs 2,5kHz —T6ne (,CS-’, 85dB, je 10s) wurden
im Abstand von 20 Sekunden présentiert. Vor und nach den Tonen verbrachte das Tier 120 bzw.
140 Sekunden in der Trainingsapparatur (s. Abb. 12). Der ,CS-’ —Ton dient als sogenannter
neutraler Reiz, der nicht aversiv konditioniert wird, zur Kontrolle. Im Abstand von drei Stunden

erfolgte eine zweite Adaptationssitzung.

Abbildung 11: Die Trainingsapparatur als ,Schock-Kontext’ fiir die Adaptation und das
Training der Furcht-Konditionierung.
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CS-(10's)
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Abbildung 12: Tonabfolge wahrend der Adaptation. Sechs CS- Téne (2,5kH; 85dB) werden im
Abstand von 20 Sekunden appliziert.

3.4.3 Training

24 Stunden nach der ersten Adaptation folgte ein erstes Training. Hierbei wurden mit einer
Verzogerung von 120 Sekunden im Abstand von 20 Sekunden drei 10kHz-To6ne (,CS+’, 85dB,
je 9s) jeweils mit einem elektrischem FuBreiz (UCS; 0,4mA; 1s) gepaart (s. Abb. 13). Vorher
und nachher verbrachte das Tier 120 bzw. 140 Sekunden in der Trainingsapparatur. Dies wurde
in einem zweiten Training, wiederum 24 Stunden spéter, wiederholt. Der Fulischock wurde {iber

das Bodengitter der Trainingsapparatur gegeben.

UCS (FuBschock 1s, 0.4 mA)

CS+@s)
120s 140's
;g ;o
/ \ ] [

20s

Abbildung 13: Abfolge von Ton und FulRschock wahrend des Trainings. Jeweils drei CS+ Tdne
(10kHz) werden mit einem 0,4mA Fulischock gepaart.

3.4.4 Abruf des Furchtgedichtnisses (,Retrieval’)

24 Stunden nach dem zweiten Training erfolgte das Abrufen des Furchtgedichtnisses
(,Retrieval’) im ,neutralen Kontext’ (s. Abb. 14). Nach 60 Sekunden wurde zunéchst vier Mal
der Kontrollton (,CS-’) mit 20 Sekunden Pause nach jedem Ton prasentiert und nach 40
Sekunden folgte vier Mal der konditionierte Stimulus (,CS+") mit ebenfalls 20 Sekunden Pause

nach jedem Ton. Im Anschluss wurden weitere 60 Sekunden aufgezeichnet (s. Abb. 15).
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Abbildung 14: Maus wahrend des Retrievals. Unter Verwendung eines ,Swivels’ kdnnen
Feldpotential-Aktivitaten in PFC, LA und CAl am freibeweglichem Tier aufgezeichnet werden.

CS-(10s) CS+(10s)

203 403 203

Abbildung 15: Tonabfolge wahrend des Retrievals. Auf vier CS- Tone (2,5kHz) folgen vier CS+
Tone (10kHz).

Das Verhalten wurde beobachtet und mithilfe von folgenden Kategorien registriert:
,Freezing’ = ,Schreckstarre’; komplette Bewegungsstarre mit Ausnahme von
Atembewegungen als Ausdruck starker Furcht;

,Flight’ = schnelle Exploration als Ausdruck eines Fluchtversuches

,Risk-assessment’ = aufmerksames Umherschauen als Zeichen der
Gefahrenabschétzung;

,Exploration’ = Tiere erkunden die Kifigumgebung;

,Rearing’ = Aufrichten auf die Hinterbeine;

,Sleeping/Resting’ = Schlaf bzw. Ruhe
3.4.5 Extinktions-Training

Nach dem ersten Retrieval (R1) wurde die Tonabfolge des Retrievals im Abstand von jeweils

30 Minuten noch fiinf Mal wiederholt (R2-R6 = Extinktions-Training).
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3.4.6 ,Extinktions-Recall’

24 Stunden nach dem ersten Retrieval wurde die gleiche Tonabfolge zwei Mal mit 30 Minuten

Abstand erneut dargeboten, um das Extinktionsgeddchtnis zu tiberpriifen.

3.4.7 Reinstatement
Nach den beiden Durchgéngen des ,Extinktions-Recalls’ und weiteren 30 Minuten Pause
erfolgte ein ,Reinstatement’ durch einen somato-sensiblen Stimulus (mechanische Stimulation

des Méuseschwanzes). Im Anschluss wurden ein letztes Mal die Tone des Retrievals appliziert.

3.5 Ungepaarte Konditionierung

Um sensorisches Antwortverhalten von konditioniertem Antwortverhalten unterscheiden zu
konnen und unspezifische Einfliisse zu differenzieren, wurde eine sogenannte ungepaarte
Konditionierung in einer separaten Gruppe von Mausen durchgefiihrt,

Die Kontrollgruppe durchlief das gleiche Schema wie die konditionierten Miuse, mit dem
Unterschied, dass den Kontroll-M&usen beim Training der FuBBschock (UCS; 0,4mA; 1s) und
der ,CS+’-Ton (10kHz; 85dB; 10s) ohne zeitliche Koinzidenz (,ungepaart’) voneinander
dargeboten wurden (s. Abb. 16). Mit einer Verzogerung von 120 Sekunden wurde zunéchst der
FuB3schock im Abstand von 20 Sekunden drei Mal appliziert und danach folgte mit einer Pause
von 120 Sekunden drei Mal der ,CS+’-Ton ebenfalls im Abstand von je 20 Sekunden. Im

Anschluss verbrachte das Tier weitere 140 Sekunden in der Trainingsapparatur.

UCS (FuBschock 1s, 0.4 mA)

CS+ (10kHz, 850B; 10s)
120s 120s I I I 140's
r’lr -flr ‘ ' r’lr -flr ‘ ' .-’lr .flr

20s 20s

Abbildung 16: Abfolge von Fufschock und ,CS+’- Ton wahrend des Trainings der
Kontrollgruppe. Bei dieser ,ungepaarten Konditionierung” werden Fu3schock und ,CS+’- Ton
zeitlich getrennt von einander dargeboten.
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3.6 Elektrophysiologische Aufnahmen und Analyse

Die Feldpotentiale in den einzelnen Hirnarealen wurden mithilfe eines Differentialverstirkers
(EPMSO07, Science Products GmbH, Hofheim, Deutschland; Filter: 1-30Hz) und einer 1kHz
Sampling Rate erfasst, mit einen A/D-Wandler transformiert (CED Power 1401, Cambridge
Electronics Design limited, Cambridge, UK) und sowohl auf Videoband als auch auf einem
Computer gespeichert. Das Verhalten der Tiere wurde analog dazu genauestens beobachtet und
notiert.

Mithilfe von ,Spike 2’ (Spike2 version 5.06, Cambridge Electronics Design limited, Cambridge,
UK) konnten die gesammelten Daten beziiglich des PFC-LA-CA1 Netzwerkes analysiert und
Kreuzkorrelogramme zwischen LA-CAl, LA-PFC und PFC-CAl erstellt werden. Als
Referenzwert galt jeweils der zweite positive Gipfel im Kreuzkorrelogramm, der als
Korrelationswert abgelesen wurde. Kreuzkorrelogramme wurden mithilfe der Feldpotential-
Aktivitdten jeweils sowohl 10 Sekunden vor der Prédsentation des CS+ (,Baseline’), als auch
wéhrend der 10 Sekunden des CS+ (,Stimulus bezogen’) und wahrend des Freezings (iiber
mindestens 3 Sekunden) erstellt und interpretiert.

Fast-Fourier-Spektrogramme, zur Veranschaulichung des Frequenzbereiches der Feldpotential-
Aktivitaten, wurden mithilfe von ,Matlab’ (Version 6.5.0.180913a Release 13, The MathWorks,
Inc., USA) erstellt. Ein Beispiel zur Datenerfassung und Analyse von Originalspuren zeigt

Abbildung 17.
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Abbildung 17: Neuronale Aktivitaten in LA, PFC und CA1l Region des Hippocampus. (A)
Originalspuren von Feldpotentialen aus LA, PFC und CA1-Region des Hippocampus 10
Sekunden vor dem CS+ (,Baseline”) und wahrend der Prasentation des CS+. (B) Fast-Fourier-
Spektrogramme der Originalspuren in A. Zu erkennen sind Aktivitaten im Theta-Frequenz-
Bereich (der horizontale weilRe Balken steht fir die Dauer der Préasentation des CS+). (C)
Kreuz-Korrelationen zwischen LA-CAl, LA-PFC und PFC-CAL bezogen auf den CS+. (D)
Kreuz-Korrelationen zwischen LA-CAl, LA-PFC und PFC-CAl bezogen auf die Zeit des
Freezings wahrend des CS+. a, ,risk assessment’; f, ,Freezing’ .
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3.7 Histologie

Nach Versuchsende wurden die Miuse durch eine Uberdosis Isofluran getdtet. Zur
Verifizierung der Elektrodenposition (s. Abb. 18) wurden iiber die implantierten Elektroden
elektrolytische (15 x 4mA; 1s) Lasionen gesetzt. AnschlieBend wurde das Hirn entnommen und
fiir 6-7 Tage in einer 4%igen Paraformaldehydldsung (pH 7,4) fixiert. Nach weiteren 3 Tagen in
30%iger Sucroselosung wurde das Gehirn mit einem Gefriermikrotom in 60um Schnitte
aufgearbeitet, auf einen Objekttriger aufgezogen, mit Cresyl Violet (Sigma Chemical Co., St
Louis MO, USA) angeférbt und eingedeckelt.

PFC CAl LA

Abbildung 18: Ausschnitte von Creysl Violet angefarbten Hirnschnitten im Bereich von PFC,
CAL und LA mit markierten Lasionen (Pfeile) an den Stellen, an denen die Elektroden zur
Ableitung der Feldpotential-Aktivitaten gesessen haben.

3.8 Statistik

Die statistische Analyse der Verhaltens- und elektrophysiologischen Daten wurden mithilfe von
GraphPad Prism 4 (Version 4.03) durchgefiihrt. Signifikante Abweichungen wurden mithilfe
des Mann-Whitney und des Students-t-Tests iiberpriift (Signifikanzniveau p<0.05). Getestet
wurden die Ergebnisse der verschiedenen Genotypen untereinander als auch die Ergebnisse
innerhalb der einzelnen Gruppen beziiglich Retrieval, Extinktions-Trainings, Extinktion-Recall
und Reinstatement. Ebenso wurden signifikante Abweichungen beziiglich der synchronisierten
neuronalen Aktivitdten fiir die Baseline (10 Sekunden vor dem CS+) und wéhrend des CS+

iberpriift.
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4 Ergebnisse

4.1 Verhaltenstests

4.1.1 Light-Dark — Test

In diesem Versuch gab es beziiglich der Aufenthaltsdauer im hellen Kompartiment keine
signifikanten Abweichungen zwischen den GADG65-Genotypen (s. Abb. 19). Tendenziell
verbrachten GAD65” Miuse mehr Zeit im hellen Kompartiment, gefolgt von GAD65" und
GAD65™". Im Vergleich zu den C57B/6J-Kontrollmiusen (104,4 + 24,5s) war die
Aufenthaltsdauer im hellen Kompartiment sowohl bei den GAD65™" (144,7 £ 51,6s; p < 0,05)
als auch GAD65” Genotypen (162,0 £ 50,6s; p < 0.05) signifikant linger.
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Abbildung 19: Genotypenvergleich hinsichtlich der Aufenthaltsdauer (Zeit in s) im hellen
Kompartiment wahrend des Light-Dark-Tests (Mittelwerte + SEM; * signifikant abweichend
gegeniiber den C57B/6J-Kontrollm&usen, p < 0.05).

Die lokomotorische Aktivitdt aller GAD65-Miuse, sowohl im Hellen als auch im Dunkeln,
zeigte ebenfalls keine signifikanten Abweichungen (s. Abb. 20/21). Im hellen Kompartiment lag
diese zwischen 31% und 43% der gesamten Beobachtungszeit, wobei sie tendenziell von
GADG65"" nach GAD65” zunahm. Im Dunkeln betrug die lokomotorische Aktivitit im Mittel
zwischen 37% und 43%. Tendenziell nimmt sie von GAD65"" nach GAD65™ ab.

Ein signifikanter Unterschied bestand jeweils bei den GAD65 ™" (38,8 = 11,6% bzw. 41,4 +
13,2%, p<0.05) und GAD65™ (42,7 + 7,8% bzw. 37,2 + 13,9%; p<0.05) Genotypen gegeniiber
den C57B/6J Kontrollmausen (29,7 + 6,8% bzw. 53,2 + 7,0%).
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Lokomotorische Aktivitat
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Abbildung 20: Lokomotorische Aktivitdt im hellen Kompartiment (in % der Gesamtzeit)
wahrend der flinfminitigen Beobachtung im Light-Dark-Test (Mittelwerte + SEM; * signifikant
abweichend gegenliber C57B/6J-Kontrollmausen, p < 0.05).
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Abbildung 21: Lokomotorische Aktivitat im dunklen Kompartiment (in % der Gesamtzeit)
wahrend der flnfminitigen Beobachtung im Light-Dark-Test (Mittelwerte + SEM; * signifikant
abweichend gegenliber C57B/6J-Kontrollmausen, p < 0.05).

In der Gesamtaktivitdt (Laufstrecke in cm; s. Abb. 22) zeigte sich eine signifikante Abweichung
von GAD65™ (8770 + 1183cm; p<0.05) gegeniiber GAD65" (10570 + 1872¢m). Die C57B/6J-
Kontrollmause (10585 + 1148cm; p<0.05) waren ebenfalls signifikant aktiver als die GAD65™

Mause.
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Abbildung 22: Gesamtaktivitat (Laufstrecke in cm) wahrend des Light-Dark-Tests (Mittelwerte

+ SEM, * signifikant abweichend gegeniiber C57B/6J-Kontrollmdusen; # signifikant
abweichend gegeniiber GAD65", p < 0.05).

Das Wechseln von einem Kompartiment in das andere variierte im Mittel zwischen 11 und 13
(s. Abb. 23). Signifikante Abweichungen oder Tendenzen beziiglich der Genotypen wurden
nicht gefunden (C57B/6J, y = 14,3 + 4,4; GAD65™", y = 11,0 = 3,0; GAD65™, y = 13 + 3,8;
GADG65",y =12,7+6,3).
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Abbildung 23: Anzahl der Wechsel von einem in das andere Kompartiment wahrend des Light-
Dark-Tests (Mittelwerte + SEM). Keine signifikanten Abweichungen.
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4.1.2 Dark-Light — Test

Die Ergebnisse des Dark-Light-Tests bestétigten die Tendenzen der Ergebnisse des Light-Dark -
Tests. Beziglich der Zeit, die im hellen Kompartiment verbracht wurde, gab es keine
signifikanten Abweichungen zwischen den GADG65-Genotypen (s. Abb. 24). Tendenziell
verbrachten GAD65” Mause mehr Zeit im hellen Kompartiment, gefolgt von GAD65™ und
GAD65"". Im Vergleich zu den C57B/6J-Kontrollmiusen (91,0 + 31,1s) war die
Aufenthaltsdauer im hellen Kompartiment sowohl bei den GAD65™ (139,3 + 69,6s; p < 0,05)
als auch GAD65™ Genotypen (167,7 + 32,8s; p < 0,05) signifikant linger.
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Abbildung 24: Genotypenvergleich hinsichtlich der Aufenthaltsdauer (Zeit in s) im hellen
Kompartiment wéhrend des Dark-Light-Tests (Mittelwerte + SEM; * signifikant abweichend
gegeniiber C57B/6J-Kontrollméusen, p < 0.05).

Die lokomotorische Aktivitit im Hellen zeigte ebenfalls von GAD65"" nach GAD65™ eine
aufsteigende Tendenz (s. Abb. 25). Im Dunkeln war die Tendenz von GAD65"* nach GAD65™
absteigend.

a) Lokomotorische Aktivitat b) Lokomotorische Aktivitéat
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Abbildung 25: Lokomotorische Aktivitat im hellen (a) und im dunklen (b) Kompartiment (in %
der Gesamtzeit) wahrend der flinfminltigen Beobachtung im Dark-Light-Test (Mittelwerte +
SEM; * signifikant abweichend gegentiber C57B/6J-Kontrollmausen, # signifikant abweichend
gegeniiber GAD65™*, p < 0.05).
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In der Gesamtaktivitdt (Laufstrecke in cm) zeigten sich weder signifikante Abweichung noch

Tendenzen zwischen den GAD65-Genotypen (s. Abb. 26).

GAD65™" (7684,8 £ 1795,9cm; p < 0.05) und GAD65™ (8077,9 = 1367,0cm, p < 0.05) legten
signifikant kiirzere Strecken zuriick als C57B/6J-Kontrollmause (10175,9 £ 1619,0cm).

Laufstrecke (cm)

Gesamtaktivitat

W C57B/6)
. * D capes*
—- = Ccapest”
CGapes™
n=9 n=6 n=21 n=7

Abbildung 26: Gesamtaktivitat (Laufstrecke in cm) wahrend des Dark-Light-Tests (Mittelwerte

+ SEM, * signifikant abweichend gegentiber C57B/6J-Kontrollm&usen, p < 0.05).

Bei der Anzahl der Wechsel von einem in das andere Kompartiment gab es weder Tendenzen

noch signifikante Abweichungen (C57B/6J,y = 12,8 £ 4,1; GAD65™", y=28,0=+32; GAD65",

y=11,5£5,6; GAD65", y=11,0 £ 3,0).
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Abbildung 27: Anzahl der Wechsel von einem in das andere Kompartiment wahrend des Dark-
Light - Tests (Mittelwerte + SEM). Keine signifikanten Abweichungen.
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4.1.3 Elevated-Plus-Maze - Test

Dieser Versuch zeigte beziiglich der Zeit, die auf den offenen Armen verbracht wurde, keine
signifikanten Abweichungen zwischen den GAD65-Genotypen (s. Abb. 28; GAD65™", 24,3 +
19,5s; GAD65™, 21,1 + 19.9s; GAD65™, 34,8 + 18,1s). Alle GAD65-Genotypen verbrachten
signifikant weniger Zeit auf den offenen Armen als C57B/6J-Kontrollméuse (70,0 £ 25,9s; p <
0.05).
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Abbildung 28: Aufenthaltsdauer (Zeit in s) auf den offenen Armen wéhrend des flinfminitigen
Elevated-Plus-Maze-Tests (Mittelwerte + SEM; * signifikant abweichend gegeniiber C57B/6J-
Kontrollméusen, p < 0.05).

Analog dazu verbrachten GAD65™"* (243,9 + 24,14s; p < 0.05) und GAD65"" (250,0 + 22,6s; p
< 0.05) signifikant mehr Zeit auf den geschlossenen Armen als C57B/6J-Kontrollméuse (178,1
+ 49 4s). GAD65” Miuse (221,0 £ 19,7s; p < 0.05) verbrachten signifikant weniger Zeit auf

den geschlossenen Armen als GAD65” Miuse.
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Abbildung 29: Aufenthaltsdauer (Zeit in s) auf den geschlossenen Armen wahrend des
funfminitigen Elevated-Plus-Maze-Tests (Mittelwerte + SEM; * signifikant abweichend
gegeniiber C57B/6J-Kontrollmausen, # signifikant abweichend gegeniiber GAD65"", p < 0.05).
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Die Anzahl der Eintritte in die offenen Arme war bei GAD65"" Miusen (y=3,5+2,0;p<0,05)
signifikant geringer als bei GAD65™" (y = 6,5 £ 1,6) und GAD65” Musen (y = 5,7 + 2,5). Alle
GADG65-Genotypen betraten signifikant (p < 0.05) weniger die offenen Arme im Vergleich zu
C57B/6J-Kontrollmduse (y = 11,1 + 2,5).
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Abbildung 30: Anzahl der Eintritte in die offenen Arme wahrend des finfmindtigen Elevated-
Plus-Maze-Tests (Mittelwerte + SEM; * signifikant abweichend gegenuber C57B/6J-
Kontrollmausen, # signifikant abweichend gegentiber GAD65™* und GAD65™, p < 0,05).

Vergleicht man die Anzahl der Eintritte in die geschlossenen Arme (s. Abb. 31), betraten die
GAD65" Miuse (y = 15,3 + 1,8) diese signifikant hiufiger als die GAD65™ (y = 11,5 + 4,2)
und GAD65 " Miuse (y = 9,0 + 2.,4).
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Abbildung 31: Anzahl der Eintritte in die geschlossenen Arme wahrend des flinfminitigen
Elevated-Plus-Maze-Tests (Mittelwerte + SEM; # signifikant abweichend gegeniiber GAD65"*
und GAD65*", p < 0.05).
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Beziiglich der Gesamtaktivitét der Tiere (Laufstrecke in cm) waren im Elevated-Plus-Maze-Test
die GAD65"" Miuse (1001,0 £ 108,0cm; p < 0.05) die signifikant aktivsten Méuse innerhalb der
GAD65-Genotypen. Tendenziell nahm die zuriickgelegte Strecke von GAD65™ iiber GAD65 ™"
nach GAD65""" ab.

Sowohl GAD65™" (667,1 + 235,2cm; p < 0.05) als auch GAD65™ (747,7 + 190,3cm; p < 0.05)
zeigten eine signifikant niedrigere Gesamtaktivitit als die C57B/6J-Kontrollméuse (899,0 +
148,4cm).
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Abbildung 32: Gesamtaktivitat (Laufstrecke in cm) wahrend des Elevated-Plus-Maze-Tests
(Mittelwerte + SEM; * signifikant abweichend gegeniliber den C57B/6J-Kontrollméausen, #
signifikant abweichend gegeniiber GAD65""* und GAD65*", p < 0.05).
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4.2 Konditioniertes Furchtverhalten

Zunichst wurde die konditionierte Furcht zu der Verhaltensexpression anhand des ,Freezings’
in den unterschiedlichen Gruppen (ungepaarte Konditionierung, Furcht-Konditionierung) und
Sitzungen (Retrieval, Extinktion, Reinstatement) analysiert. In nichsten Schritten wurde das

konditionierte Furchtverhalten in den GAD65-Genotypen vergleichend betrachtet.

4.2.1 Ungepaarte Konditionierung

Die ungepaarte Konditionierung, als Kontrolle der Furcht-Konditionierung, rief bei den
GAD65"" Miusen weder bei der Prisentation der CS-Tone (60.-170. Sekunde) noch bei der
Présentation der CS+ Téne (200.-310. Sekunde) signifikantes Freezingverhalten hervor.
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Abbildung 33: Freezing der GAD65" Mause 24 Stunden nach der ungepaarten
Konditionierung a) wahrend der Prasentation der CS- Tone b) wahrend der Prasentation der
CS+ Tone (Mittelwerte in Prozent + SEM, n=7; R1: Retrieval, R2-5: Extinktions-Training, E1:
Extinktions-,Recall’, Rein: Reinstatement).

4.2.2  Furcht-Konditionierung

Einen Tag nach der Furcht-Konditionierung lag die Dauer der Furchtexpression, gemessen als
,Freezing’, wihrend der Présentation des CS- sowohl wéhrend des Retrievals als auch wahrend
des Extinktions-Trainings immer unter 7% der Gesamtzeit. Wéhrend der Prisentation der CS+
Tone lag der Freezinganteil wihrend des Retrievals bei ca. 40% und sank dann ab auf ca. 15%.

Die erste signifikante Verringerung des Freezinganteils verglichen mit R1 (37,2 + 15,1%) lag
bei RS (17,7 + 21,6%; p < 0.05).
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Abbildung 34: Freezing der GAD65" Mause 24 Stunden nach der gepaarten Konditionierung
(R1: Retrieval, R2-5: Extinktions-Training, E1: Extinktions-,Recall’, Rein: Reinstatement) a)
wahrend der CS- Présentation b) wahrend der CS+ Prasentation (Mittelwerte in Prozent +
SEM, n=13; * signifikant abweichend (p<0.05) gegentiber R1).

Die Dauer des Freezingverhaltens der GAD65"" Miuse wihrend der Prisentation der einzelnen
CS- bzw. CS+ Tone, die jeweils aufeinander folgend vier Mal appliziert wurden, zeigte von R1
bis zum Reinstatement jeweils zwischen dem 1.-4. CS Ton, mit Ausnahme des 1.CS- in El

(16,4 £17,1%; p < 0,05), keine signifikanten Abweichungen (s. Abb. 35a,b).
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Abbildung 35: Freezing der GAD65"" Mause wihrend der Prasentation des 1.-4. CS- und 1.-
4.CS+ (R1: Retrieval, R2-5: Extinktions-Training, E1: Extinktions-,Recall’, Rein:
Reinstatement) a) R1-R6 b) E1-Rein (Mittelwerte in Prozent + SEM, n=13; * signifikant
abweichend (p<0.05) gegentber dem 3. und 4.CS-).

Zum Vergleich der Ergebnisse der Furcht-Konditionierung der GAD65"" Miuse werden an
dieser Stelle Daten aus Versuchsreihen von Dr. S. Sangha und Dr. R. Narayanan beziiglich des
Freezingverhaltens von GAD65"", GAD65” und C57B/6J-Kontrollmiusen hinzugezogen.
Verglichen wird jeweils der prozentuale Freezinganteil wihrend der Prasentation des 1. CS- und
1. CS+ in R1-R6, El1 und Reinstatement (s. Abb. 36). Im Gegensatz zu C57B/6J-
Kontrollmiusen und GAD65"" Miusen zeigten GAD65” Méusen wihrend der Prisentation des
1.CS- ein deutliches Freezingverhalten in R1 (54,6 £ 14,6%), R2 (42,7 = 12,4%), E1 (43,1 £
10,5%) und Reinstatement (21,3 + 15,6%). Die GAD65"" Miuse zeigten nur in El (16,4 +
17,2%; p<0.05) ein signifikantes Freezing gegeniiber dem Reinstatement (0,54 £ 1,9%). Eine
signifikante Verminderung des Freezings wihrend der Priasentation des 1.CS+ Tons zeigte sich
bei den GAD65™* und den C57B/6J-Kontrollmiusen schon in R4 (14,0 £ 5,9%; p<0.05). Bei
den GAD65™ ist dies in R5 (22,8 + 31,3%; p<0.05) der Fall und bei den GAD65" Miusen ist
ein signifikanter Abfall des Freezings erst in R6 (5,7 £ 3,6%; p<0.05) zu verzeichnen. Eine
erneute Zunahme des Freezings in E1 zeigten nur GAD65"" (38,1 + 10,9%:; p < 0.05) und
GAD65™ (75,7 + 2,9%; p < 0.05) signifikant gegeniiber R6. Ein signifikanter Abfall (p < 0.05)
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des Freezings in E1 gegeniiber R1 ist in allen Gruppen, auBer bei den GAD65" Miusen (R1;
56,4 +12,2%; E1; 44,1 + 28%), zu erkennen.
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Abbildung 36: Freezing jeweils wahrend der Prasentation des 1.CS- und 1.CS+ (Mittelwerte in
Prozent + SEM; * signifikant abweichend (p<0.05) gegeniiber R1, # signifikant abweichend
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(p<0,05) gegeniiber R6, ** signifikant abweichend (p<0.05) gegeniiber Reinstatement; R1:
Retrieval, R2-5: Extinktions-Training, E1: Extinktions-,Recall’, Rein: Reinstatement).

Der Freezinganteil der verschiedenen Genotypen jeweils wahrend der Priasentation des 1. CS-
und des 1. CS+, zeigte sich in R1 fiir die GAD65"" Miuse wihrend des 1.CS+ (56,4 £ 12,2%;
p<0.05) im Vergleich zu GAD65"" (77,3 + 4,9%) und GAD65” (84,2 + 2,4%) ein signifikant
geringeres Freezingverhalten (s. Abb. 37).

In R5 war der Freezinganteil der GAD65” Miuse wihrend der Prisentation des CS+ (59,7 +
14,2%; p<0.05) signifikant hoher als bei GAD65™ (22,8 + 31,3%) und bei GAD65"" Miusen
(14,0 + 5,9%). In R6 war der Freezinganteil von den GAD65"" Mausen (27,9 + 29,3%) zwar

sichtbar erhoht, gegeniiber den anderen Genotypen ist dies jedoch nicht signifikant.
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Abbildung 37: Freezing jeweils wahrend der Prasentation des 1.CS- und 1.CS+(R1: Retrieval,
R2-5: Extinktions-Training, E1: Extinktions-,Recall’, Rein: Reinstatement) a) R1-R6 b) E1-Rein
(Mittelwerte in Prozent + SEM; * signifikant abweichend (p < 0,05) gegeniiber GAD65™, #
signifikant abweichend (p < 0.05) gegeniiber GAD65™™).

Die Analyse der vorherrschenden Verhaltensreaktionen der GAD65” Tiere wihrend der
Présentation des 1.CS- und des 1. CS+ (s. Abb. 38) ergab, dass das ,Risk assessment’ wihrend
der Présentation des 1. CS- in R1 (80,7 & 25,3%; p > 0.05) dominierte. Bis R6 (53,2 + 24,4%)
reduzierte es sich allerdings bis fast auf die Halfte und das ,Resting/Sleeping’ (38,3 + 40,3%)
iibernahm ebenfalls eine dominierende Rolle.

Wihrend der Prasentation des 1.CS+ in R1 standen das ,Freezing’ (10,8 + 20,8%) und das ,Risk
assessment’ (80,7 + 25,3%) im Vordergrund. Dariiber hinaus wurde Fluchtverhalten (,Flight”)
in 7 der 13 GAD65"" Miuse beobachtet. Dieses machte zwar mit 5,7 £ 8,8% einen nur kleinen
zeitlichen Teil aus, der allerdings bei kurzer Dauer der Einzelreaktion eine starke aversive
Antwort anzeigt.

In R6 stand wihrend des 1.CS+ Tons das ,Risk assessment’ (53,2 + 24,4%) neben dem
,Freezing’ (27,9 £ 29,3%) und dem ,Resting/Sleeping’ (38,3 &+ 40,3%) im Vordergrund.
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Verhalten der GAD65""
1.CS-und 1.CS+

1.CS- 1.CS+ 1.CS- 1.CS+

100+

FRET R

Abbildung 38: Vorherrschende Verhaltensreaktionen der GAD65™ Mause jeweils wahrend der
Prasentation des 1.CS- und des 1.CS+ in R1 und R6 (Mittelwerte + SEM, n=13; * p<0,05 ,risk
assessment’ vs. ,freezing’, ,rearing’, ,watching’, ,exploration’; # signifikant abweichend
(p<0.05)  gegenuber  ,flight’;  **p<0.05 ,risk  assessment’  vs. ,freezing’,
,flight’,, resting/sleeping’).
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4.3 Elektrophysiologische Aktivititen

Fiir die Analyse der elektrophysiologischen Aktivitdten nach der Furchtkonditionierung wurden
Feldpotentiale in LA, CAl und PFC wihrend der verschiedenen Stadien von
Furchtgedichtnisabruf, Extinktions-Training und Reinstatement registriert. Das Ausmal
korrelierter Aktivitdit wurde mit Hilfe von Kreuz-Korrelogramm-Analysen erfasst. Zur

Quantifizierung wurde der zweite positive Gipfelwert der Kreuz-Korrelogramme verwendet.

In einem ersten Schritt der Analyse wurden die vorherrschenden Frequenzen der korrelierten
Aktivititen ermittelt. In einem zweiten Schritt wurde die korrelierte Aktivitit in Beziehung zur
CS+ Prisentation gesetzt und in einem dritten wurde die korrelierte Aktivitit in Beziehung zum
Reiz (CS+) — induziertem Furchtverhalten gesetzt, das wiederum durch ,Freezing’ angezeigt

wurde.

4.3.1 Frequenzen

Die aus den Kreuzkorrelationen zwischen LA-CA1l, LA-PFC und PFC-CA1l ermittelten
Frequenzen lagen bei den GAD65 ™" Tieren mit 5,5 bis 8Hz im Theta-Frequenz-Bereich (s. Abb.
38). Signifikante Abweichungen gab es lediglich in E2 zwischen LA-PFC (5,5 + 1,8Hz; p<0.05)
und LA-CA1 (7,7 + 1,0Hz).

1o- GAD65""
-G~ LA-CA1
N -8 | A-PFC
T - & PFC-CAL
=
U]
N
c
]
>
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C v v v v v ; ; J v
R1 R2Z R3 R4 R5 R6 E1 E2 Rein

Abbildung 38: Vorherrschende Frequenzen (Hz) korrelierter neuronaler Aktivitat in GAD65""
Tieren (Mittelwerte £ SEM, n=7; *p<0.05; LA-PFC vs. LA-CAL; R1: Retrieval, R2-5:
Extinktions-Training, E1: Extinktions-,Recall’, Rein: Reinstatement).

Die Frequenzen fiir GAD65™" Mause lagen im Durchschnitt zwischen 5,8 und 8,5 Hz und die
Frequenzen fiir die GAD65" Méiuse zwischen 5,4 und 7,7 Hz. Somit gab es hier keine

relevanten Unterschiede zwischen den GAD65- Genotypen.
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43.2 LA-CAl

Die Synchronisation der neuronalen Aktivititen von LA und CAl zeigte bei den GAD65"
Maiusen keine signifikanten Abweichungen wihrend der Prédsentation des 1.CS+ (s. Abb. 39).
Die Korrelationswerte lagen stets zwischen y=0,08 und y=0,13 fiir den zweiten positiven Gipfel.
Ein Vergleich der Korrelationen jeweils in den ersten 10 Sekunden vor dem 1.CS+ (,Baseline’)
erbrachte signifikante Abweichungen in R2 (y = 0,13 £ 0,03; p< 0.05) und R5 (y = 0,14 £ 0,05;
p<0.05). Tendenziell lagen die Korrelationswerte der Baseline deutlich unter den Werten der
Korrelationen wihrend der Prisentation des 1.CS+. Innerhalb der Baseline-Korrelationen lasst
sich eine signifikante Abweichung von R6 (y = 0,13 £ 0,04; p<0.05) gegeniiber RS (y = 0,05 +
0,03) und E1 (y = 0,06 + 0,03) feststellen.

0.3 LA-CAl: 1.CS+
' GAD65+/_ +CS+
* -8 Baseline
S 0.24 * T
<
[
S 0.14
#
OC L] L] L] L] L] ; ; L] -l-.
Rl R2 R3 R4 R5 R6 E1 E2 Rein

Abbildung 39: Synchronisierte neuronale Aktivitaten zwischen LA und CA1 der GAD65™ Tiere
jeweils 10s vor der Prasentation des 1.CS+ (=Baseline) und wahrend der Présentation des
1.CS+ (Mittelwerte £ SEM, n=7; * p<0.05; Baseline vs. CS+; # p<.0.05 R6 Baseline vs. R5
Baseline und E1 Baseline; R1: Retrieval, R2-5: Extinktions-Training, E1: Extinktions-,Recall’,
Rein: Reinstatement).

Im Vergleich zu den Korrelationen der Feldpotential-Aktivititen der GAD65™" und GAD65™
Genotypen, zeigten die Ergebnisse der GAD65™ Genotypen keine signifikanten Abweichungen
(s. Abb. 40). Die Werte fiir die Korrelationen der GAD65"" Genotypen lagen iiberwiegend
zwischen den Werten der anderen Genotypen. Der fallende Trend der Korrelationswerte der
GAD65"" Genotypen von R1 nach R4 ist bei den GAD65™ Tieren nicht zu beobachten.
Innerhalb der Kurve fiir die GAD65"" Genotypen war der Korrelationswert fiir R1 (y = 0,16 +
0,01; p<0.05) signifikant abweichend gegeniiber R2 (y = 0,09 + 0,01), R3 (y = 0,09 £ 0,01), R4
(y=0,08 £0,01) und Reinstatement (y = 0,08 + 0,01).

48



ERGEBNISSE

0.3 LA-CAL: 1.CS+ EEp—
—4— GAD65""
=¥ GAD65™

0.24

o
[E
[l

Korrelation

0.0 T T T T J I T T
R1 R2 R3 R4 R5 R6 E1 E2 Rein

Abbildung 40: Synchronisierte neuronale Aktivitaten zwischen LA und CAl aller GAD65-
Genotypen wahrend der Prasentation des 1.CS+ (Mittelwerte + SEM, n=7; *p<0.05; GAD65*"*
R1 vs. R2, R3, R4 und Rein; R1: Retrieval, R2-5: Extinktions-Training, E1: Extinktions-
,Recall’, Rein: Reinstatement) .

Die korrelierten Feldpotential-Aktivititen in den GAD65"" Tieren innerhalb von R1, R6, El

und Reinstatement wéhrend der Présentation des 1.- 4.CS+ zeigten ebenfalls keine signifikanten

Abweichungen untereinander (s. Abb. 41).
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Abbildung 41: Synchronisierte neuronale Aktivititen zwischen LA und CA1l der GAD65""
Mause wahrend der Prasentation des 1.-4.CS+ in R1, R6, E1 und Rein (Mittelwerte + SEM,
n=7; R1: Retrieval, R6: Extinktions-Training 5 E1: Extinktions-Recall, Rein: Reinstatement).

Die Werte der GAD65™ Tiere fiir die korrelierte Aktivitit innerhalb von R1, R6, E1 und
Reinstatement wihrend der Prisentation des 1.-4- CS+ dhneln den Werten fiir die GAD65™"
und GAD65” Korrelationen wihrend der Prisentation des 1.-4.CS+ in R1, R6, E1 und

Reinstatement (s. Abb. 42). Es ergaben sich keine signifikanten Abweichungen. Tendenziell
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lagen die Werte der GAD65 Genotypen in R1 allerdings ersichtlich unter den Werten fiir
GAD65"" und GAD65™.

—#= GAD65 ™" LA-CA1
o +- .
GADB5 1.CS+ bis 4.CS+
=¥ GAD65 "
0.3 R1 0.37 R6
c
2 =
© =
° <
5 o
g 0.1+ « 0.1 _
0.0 T T T T 0.0 J J 1J 1J
1.CS+ 2.CS+ 3.CS+ 4.CS+ 1.CS+ 2.CS+ 3.CS+ 4.CS+
0.3 E1l 0.3 Rein
§ 02 § 021
8 3
° °
g 0.1 Q 0.1
O-C 1] 1) L L O-C L) L J 4
1.CS+  2.CS+ 3.CS+  4.CS+ 1.CS+  2.CS+  3.CS+  4CS+

Abbildung 42: Synchronisierte neuronale Aktivitaten zwischen LA und CAl aller GAD65-
Genotypen wahrend der Présentation des 1.-4.CS+ in R1, R6, E1 und Rein (Mittelwerte + SEM,
n=7; R1: Retrieval, R6: Extinktions-Training 5 E1: Extinktions-Recall, Rein: Reinstatement).

433 LA-PFC

Die Korrelationen der neuronalen Aktivitdten von LA und PFC (s. Abb. 43) zeigten bei den
GAD65" Genotypen hohe Korrelationswerte vor allem in R2-R6 wihrend der Prisentation des
CS+. Der Korrelationswert beim Abrufen des Extinktionsgeddchtnisses (Extinktions-,Recall’,
El; y=0,1 £ 0,06; p<0.05) und des Reinstatements (y = 0,07 = 0,07; p<0.05) waren hingegen
erheblich niedriger und signifikant abweichend gegeniiber R5 (y = 0,22 + 0.06).

Im Vergleich zu den CS+ Werten waren die Baseline-Werte deutlich niedriger, jedoch aufgrund
der groBen Streuung nicht signifikant abweichend (R1; y = 0,17 £ 0,08; R2; y = 0,1 = 0,06; R3;
y=0,12 £0,05; R4; y=0,13 £ 0,07; R5; y = 0,13 £ 0,07; R6; y = 0,12 £ 0,06; E1; y = 0,08 £
0,04; E2; y = 0,09 + 0,07; Rein; y = 0,06 = 0,06).
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Abbildung 43: Synchronisierte neuronale Aktivititen zwischen LA und PFC der GAD65™" Tiere,
jeweils 10s vor der Prasentation des 1.CS+ (=Baseline) und wahrend der Prasentation des
1.CS+ (Mittelwerte + SEM, n=7; * signifikant abweichend gegeniiber R5; R1: Retrieval, R2-5:
Extinktions-Training, E1: Extinktions-,Recall’, Rein: Reinstatement).

Im Vergleich zu den anderen GAD65 Genotypen gab es beziiglich der GAD65" keine
signifikanten Abweichungen (s. Abb. 44). Der aufsteigende Trend der GAD65” von R1 bis R6

war auch bei den GAD65"" zu erkennen. In R1 waren die Korrelationswerte von GAD65™ (y =

0,24 + 0,01; p<0.05) signifikant héher als die Werte fiir GAD65"* (y = 0,1 £ 0,01).
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Abbildung 44: Synchronisierte neuronale Aktivitaten zwischen LA und PFC aller GADG65-
Genotypen wahrend der Présentation des 1.CS+ (Mittelwerte + SEM, n=7; # p<0.05; GAD65™
vs. GAD65"*; R1: Retrieval, R2-5: Extinktions-Training, E1: Extinktions-,Recall’, Rein:
Reinstatement).

Die LA-PFC Korrelation der GAD65" Tiere in R1, R6, E1 und Reinstatement wihrend der
Présentation des 1.-4.CS+ zeigte keine signifikanten Abweichungen (s. Abb. 45).
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Abbildung 45: Synchronisierte neuronale Aktivitaten zwischen LA und PFC der GAD65™"
Genotypen wahrend der Prasentation des 1.-4.CS+ in R1, R6, E1 und Rein (Mittelwerte + SEM,
n=7; R1: Retrieval, R6: Extinktions-Training 5 E1: Extinktions-Recall, Rein: Reinstatement).

Im Vergleich zu den anderen GAD65 Genotypen waren die Werte der korrelierten Aktivitidten
der GAD65"" zwischen LA und PFC wihrend der Prisentation des 1.-4.CS+ in R1, R6, E1 und
Reinstatement nicht wesentlich verschieden (s. Abb. 46). Tendenziell lagen die Werte fiir
GAD65" in R1 deutlich iiber den Werten der anderen Genotypen. Dies war fiir den 1.CS+ (y =
0,24 + 0,01; p<0,01) signifikant gegeniiber GAD65™" (y =0,1 + 0,01).
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Abbildung 46: Synchronisierte neuronale Aktivitdten zwischen LA und PFC aller GAD65-
Genotypen wahrend der Prasentation des 1.-4.CS+ in R1, R6, E1 und Rein (Mittelwerte + SEM,
n=7; # p<0.05; GAD65"" vs. GAD65"; R1: Retrieval, R6: Extinktions-Training 5 E1:
Extinktions-Recall, Rein: Reinstatement).

4.3.4 PFC-CAl

Die Korrelationen der neuronalen Aktivititen von PFC und CAl zeigten ebenfalls erhdhte
Werte wihrend der Prisentation des 1.CS+ gegeniiber den Baselinewerten (s. Abb. 47). R3 (y =
0,19 £+ 0,06; p<0.05) war gegeniiber E1 (y = 0,09 £ 0.05) signifikant abweichend.
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Abbildung 47: Synchronisierte neuronale Aktivitaten zwischen PFC und CA1 der GAD65™"
Tiere, jeweils 10s vor der Prasentation des 1.CS+ (=Baseline) und wahrend der Présentation
des 1.CS+ (Mittelwerte £ SEM, n=7; *p<0,05; R3 vs. E1; R1: Retrieval, R2-5: Extinktions-
Training, E1: Extinktions-,Recall’, Rein: Reinstatement).

Im Gegensatz zu den GAD65"~ Genotypen lagen die Werte fiir die neuronalen Aktivititen von
PFC und CAl bei den GAD65"" Genotypen fiir die PFC-CA1 Korrelation wihrend der
Prisentation des 1.CS+ von R2 (y = 0,08 = 0,01) bis R5 (y = 0,09 + 0,01) deutlich tiefer und in
El (y = 0,2 + 0,03; p<0.05) signifikant hoher (s. Abb. 48). Die Kurve der GAD65" Werte

dhnelt der Kurve der GAD65™ Werte.
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Abbildung 48: Synchronisierte neuronale Aktivitaten zwischen PFC und CAl aller GAD65-
Genotypen wahrend der Prasentation des 1.CS+ (Mittelwerte + SEM, n=7; # p<0.05; GAD65""
vs. GAD65"" und GAD65"" vs. GAD65""; *p<0,05; GAD65™* vs. GAD65™"; **p<0,05;
GAD65"" R1 vs. GAD65"" R2 und R3; R1: Retrieval, R2-5: Extinktions-Training, E1:
Extinktions-,Recall’, Rein: Reinstatement).

Die synchronisierten neuronalen Aktivitidten zwischen PFC und CA1 wéhrend der Prisentation
des 1.-4.CS+ der GAD65™" Tiere zeigten in R1, R6, E1 und Reinstatement keine signifikanten
Abweichungen (s. Abb. 49).

PFC-CAl1
0.37 1. CS+ bis 4. CS+
GAD65"

E 0.24 és+ 4.
"C-U‘ CS+
o
E_ 0.1+

0.0-

& ® < 5
Q_Q;

Abbildung 49: Synchronisierte neuronale Aktivitaten zwischen PFC und CAl der GAD65""
Genotypen wahrend der Prasentation des 1.-4.CS+ in R1, R6, E1 und Rein (Mittelwerte + SEM,
n=7; R1: Retrieval, R6: Extinktions-Training 5 E1: Extinktions-Recall, Rein: Reinstatement).

Im Vergleich zu den anderen GADG65-Genotypen waren die synchronisierten neuronalen
Aktivititen zwischen PFC und CA1 der GAD65"" Miuse nicht wesentlich verschieden (s. Abb.
50). In R1 waren die Korrelationswerte der GAD65"" wihrend der Prisentation des 2.CS+ (y =
0,1 + 0,004; p<0.05) signifikant niedriger als die Werte fiir GAD65™ (y = 0,18 + 0,05) und
GAD65" (y = 0,16 + 0,01). Im Reinstatement waren die Werte der GAD65” Genotypen
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wihrend der Présentation des 3.CS+ (y = 0,16 + 0,01; p<0,05) signifikant hoher als die Werte
der GAD65™ (y = 0,06 + 0,01) Genotypen.
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Abbildung 50: Synchronisierte neuronale Aktivitaten zwischen PFC und CA1l aller GAD65-
Genotypen wahrend der Prasentation des 1.-4.CS+ in R1, R6, E1 und Rein (Mittelwerte + SEM,
n=7; # p<0.05; GAD65"*vs. GAD65"" und GAD65"*; *p<0,05; GAD65" vs. GAD65""*; R1:
Retrieval, R6: Extinktions-Training 5 E1: Extinktions-Recall, Rein: Reinstatement).

Zusammenfassend stellt Abbildung 51 eine Ubersicht aller synchronen neuronalen Aktivititen
in Beziehung zur CS+ Prisentation sowohl der GAD65-Genotypen als auch der Kontrollméuse
dar.

Auffillig ist vor allem der stetige Abfall der Korrelationswerte fiir die Kontrollmduse im LA-
CA1l Netzwerk im Vergleich zu den stetig niedrigen bleibenden Korrelationswerten aller

GADG65 Genotypen.
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Abbildung 51: Synchronisierte neuronale Aktivitaten zwischen LA und CA1, LA und PFC und
PFC und CALl aller GAD65-defizienten Genotypen und den C57B/6JKontrollméause wahrend
der Prasentation des 1.CS+ (Mittelwerte + SEM, n=7; # p<0,05; GAD65" vs. GAD65"* und
GAD65"" vs. GADB5""; *p<0.05; GAD65"* vs. GADB5™"; **p<0,05; GAD65"* R1 vs.
GAD65" R2 und R3; R1: Retrieval, R2-5: Extinktions-Training, E1: Extinktions-,Recall’,
Rein: Reinstatement).
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4.3.5 Freezing-bezogene Korrelationen

Die Analyse der korrelierten Aktivitdt bezogen auf Reiz (CS+) — induziertem Furchtverhalten,
welches durch ,Freezing’ angezeigt wurde, erwies sich als schwierig, da das Freezingverhalten
im Verlauf der Extinktions-Trainings abnahm und langere Freezingabschnitte zur Analyse der
neuronalen Abschnitte somit nicht mehr zur Verfiigung standen. Lediglich in R1 lieBen sich
somit die jeweiligen Korrelationswerte vergleichen (s. Abb. 52). Die Freezing-bezogenen Werte
der Kreuzkorrelationen zwischen LA-CA1 (C57B/6J; y = 0,30 + 0,02; GAD65™"; y = 0,22 +
0,04; GAD65™; y = 0,15 + 0,08; GAD65™; y = 0,22 + 0,08) LA-PFC (C57B/6J; y = 0,29 +
0,01; GAD65™"; y = 0,20 + 0,08; GAD65™"; y = 0,20 + 0,09; GAD65™; y = 0,25 £ 0,12) und
PFC-CA1 (C57B/6]; y = 0,27 + 0,01; GAD65™"; y = 0,16 + 0,08; GAD65™; y = 0,14 + 0,02;
GADG65™; y = 0,16 + 0,09) waren groBtenteils hoher als die CS+ bezogenen Werte (LA-CA1:
C57B/6J; y = 0,23 + 0,03; GAD65"*; y = 0,17 + 0,00; GAD65 ", y =0,12 £ 0,05; GAD65”; y =
0,16 + 0,00; LA-PFC: C57B/6J; y = 0,17 + 0,01; GAD65™"; y = 0,10 + 0,01; GAD65™; y =
0,13 £ 0,08; GAD65"; y = 0,24 + 0,01; PFC-CA1: C57B/6J; y = 0,21 £ 0,02; GAD65™"; y =
0,17 £0,01; GAD65™; y = 0,11 £ 0,06; GAD65™; y = 0,14 + 0,01). Fiir die Kontrollmiuse war
dieser Unterschied immer signifikant, fiir die GAD65"" Miuse war dies fiir LA-CA1 und LA-
PFC der Fall, fiir GAD65" und GAD65™" zeigten sich groBtenteils nur Tendenzen.

0.4~ LA-CA1 0.4+ PFC-CA1

Korrelation
Korrelation

(&‘“cﬁ" ,‘f‘og q@@“”cf-"' @y”ﬁ

0.4- LA-PFC
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?: 0.2+ %GADBFH

g, Blcapss'-
™ Ceapes™
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Abbildung 52: Freezing-bezogene Korrelationen vs. CS+ bezogene Korrelationen fiir LA-CA1L,
PFC-CA1 und LA-PFC aller GAD65-Genotypen und der C57B/6J Kontrollmduse wahrend R1
(Mittelwerte + SEM, n=7; *p<0.05 Freezing vs. CS+).
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5 Diskussion

Neurotransmitter sind als Botenstoffe Schliisselelemente neurobiologischer Funktionen im
zentralen Nervensystem. Storungen des Gleichgewichts im Haushalt dieser Botenstoffe konnen
zu schweren Angsterkrankungen und Phobien fiihren (Zwanzger und Deckert, 2007). GABA,
der wichtigste inhibitorische Neurotransmitter im zentralen Nervensystem, wird mit Hilfe des
Enzyms Glutamatdecarboxylase (GAD) synthetisiert. Von diesem Enzym existieren zwei
Isoformen, GAD65 und GADG67. Die gezielte Deaktivierung beider Allele des GAD65 Gens in
Miusen fithrt zu homozygoten GAD65 defizienten (GAD65™) Tieren, die ein verindertes
Angstverhalten aufweisen (Stork, 2000, 2003). Die Deaktivierung des Gens auf nur einem Allel
fiihrt zu heterozygoten GAD65 defizienten Miusen (GAD65™). Bei heterozygoter Defizienz
eines Gens wird die Restaktivitit des entsprechenden Genprodukts durch das intakte Allel
entscheidend beeinflusst (Routtenberg, 2002). Die Funktion dieser Restaktivitit eines
Genprodukts kann mit Hilfe verschiedener verhaltensphysiologischer Tests analysiert werden.
Dabei miissen Verhaltenseigenschaften von Méusen mit heterozygoter Defizienz fiir ein
bestimmtes Gen nicht zwangsldufig zwischen homozygot defizienten Maiausen und +/+
(Wildtyp-) Maiusen, bei denen beide Allele des Gens aktiv sind, eingeordnet werden.
Pathologische Alterationen bei heterozygot defizienten Médusen im Gegensatz zu homozygot
defizienten und +/+ Tieren sind durchaus bekannt (z.B. Lin et al., 2005; Frankland et al., 2001).
Ob, bezichungsweise wie sich ein Mangel an GAD65 in GAD65" Miusen phénotypisch
bemerkbar macht, zeigt diese Studie. Thr Ziel ist es insbesondere das Angst- und
Furchtverhalten sowie neuronale Aktivititen in Form von spontanen Feldpotentialen bei

GAD65"" Miusen zu untersuchen und mit GAD65"" und GAD65” Miusen zu vergleichen.

5.1 Generelle Angstlichkeit bei GADG65" Miusen

Ergebnisse beziiglich des generellen Angstverhaltens heterozygoter GAD65 defizienter Méuse
gibt es bis dato nur sehr wenige. GAD65”" Miuse zeigten in friiheren Studien bei verschiedenen
Tests, wie zum Beispiel einem forcierten Schwimm-Test, kein verdndertes Angstverhalten im
Vergleich zu Wildtyp Mausen (Stork et al., 2000).

Zur Beurteilung der generellen Angstlichkeit der Miuse wurden in dieser Arbeit der Light-
Dark-, Dark-Light- und der Elevated-Plus-Maze-Test (EPM) benutzt. Dabei zeigten die
GADG65™ Miuse in abgeschwichter Form das verinderte Angstverhaltens der GAD65™ Tiere.
GAD65" Miuse hielten sich im Light-Dark- und Dark-Light-Test linger im hellen

+/+

Kompartiment auf und waren hier auch aktiver, wihrend GAD65"" Méuse sowohl eine kiirzere

Aufenthaltsdauer als auch eine geringere lokomotorische Aktivitdt im hellen Kompartiment
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zeigten. Eine signifikante Abweichung der GAD65" Miuse gab es lediglich beziiglich einer
geringeren Gesamtaktivitit gegeniiber GAD65" Miusen im Light-Dark-Test. Dies wurde im
Dark-Light-Test allerdings nicht bestétigt.

Im EPM zeigten GAD65 "~ Miuse eine signifikant geringere Anzahl an Eintritten in die offenen
Arme gegeniiber GAD65™" und GAD65™". In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen des Light-
Dark- und des Dark-Light-Tests verbrachten GADG65" Miuse tendenziell, jedoch nicht
signifikant, mehr Zeit auf den offenen Armen als GAD65" und GAD65™". Allerdings betraten
GADG65” Miuse ebenfalls den geschlossenen Arm signifikant hiufiger. Die lokomotorische
Gesamtaktivitit der GAD65” Miuse im EPM war signifikant hoher als die Aktivitdt der
GAD65" und GAD65"" Méuse.

Das Verhalten der Tiere im Light-Dark-Test, Dark-Light-Test und EPM kann als ein Konflikt
zwischen Explorationsbestreben und natiirlicher Angst vor hellen bzw. offenen Gebieten
interpretiert werden. Die Bewertung der generellen Angstlichkeit der Tiere mithilfe dieser Tests
setzt voraus, dass sich dngstliche Méuse weniger in dem hellen Kompartiment des Light-Dark-
Tests beziehungsweise auf dem offenen Arm des EPM aufhalten. Gezeigt wurde dies in
fritheren Studien beispielsweise durch die Verabreichung von Diazepam, einem Benzodiazepin,
durch dessen anxiolytische Wirkung Maiuse sich vermehrt auf den offenen Armen authielten
(Pesold und Treit, 1994). Aufenthaltsdauer und lokomotorische Aktivitdit im hellen
Kompartiment stellen folglich typische Indikatoren der generellen Angstlichkeit dar (Crawley,
1981).

Die Ergebnisse der Verhaltenstests dieser Arbeit lassen daher auf eine verringerte generelle
Angstlichkeit bei GAD65" Miusen und in abgeschwichter Form bei GAD65" Miusen
schlieBen. Dies steht im Gegensatz zu den Ergebnissen friiherer Studien, bei denen die GAD65™
Miuse in Verhaltenstests eine erhdhte Angstlichkeit zeigten (Kash et al., 1999; Stork et al.,
2000).

Die Anzahl der Eintritte in die unterschiedlichen Arme des Elevated Plus Maze kann als
Indikator fiir die generelle Aktivitdt der Versuchstiere angesehen werden (File, 2001). Bei
diesem Test zeigten GAD65” Mausen eine hohe Anzahl an Eintritten in die geschlossenen
Arme, was auf eine erhdhte lokomotorische Gesamtaktivitit schlieBen ldsst. GAD65™ Miuse

* Méiusen. Die

hingegen zeigten keine erhohte Gesamtaktivitit im Vergleich zu GAD65
offenen Arme des EPM betraten die GAD65 ™" Tiere sogar signifikant weniger als GAD65™ und
GADG65"" Miuse.

Erhéhte lokomotorische Aktivititen von GAD65” Miusen wurden schon in friiheren Studien
beschrieben. So beobachtete man bei diesen Tieren sowohl erhohte Schwimm-Aktivititen in

einem forcierten Schwimm-Test als auch erhohte lokomotorische Aktivititen beim Retrieval
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einer Furcht-Konditionierung. Fiir GAD65” Miuse wurden hier keine Auffilligkeiten

verzeichnet (Stork et al., 2000, 2003).

5.1.1 Die Rolle von GABA und GAD65 bei genereller Angstlichkeit

Erklirungsansitze fiir die verringerte generelle Angstlichkeit, die sich bei GAD65™ und auch in
abgeschwichter Form bei GAD65” Miusen zeigte, sowie fiir die erhdhte lokomotorische
Aktivitit der GAD65” Miuse, bietet die genaue Betrachtung der Rolle von GABA und GAD65
in diesem Zusammenhang. Es stellt sich die Frage, inwiefern es Unterschiede zwischen den
einzelnen GADG65 Genotypen gibt, die das unterschiedliche Angstverhalten erklaren kdnnten.
1.) Die Verabreichung von Diazepam, einem allosterischen Modulator des GABA s-Rezeptors,
der normalerweise zu einer Wirkungsverstirkung von GABA fiihrt, zeigt sowohl bei GAD65™
als auch bei GAD65"" Miusen keine Wirkung, wihrend Diazepam bei GAD65”" Tieren
anxiolytische Effekte hervorruft (Stork et al., 2000). 2.) Nach der Geburt bleibt bei GAD65™
Miusen ein GABA-Anstieg, der bei Wildtyp-Mausen zu beobachten ist, aus und es ergeben sich
GABA-Defizite vor allem in Amygdala und Hypothalamus. GAD65"" Miuse zeigen ebenfalls
einen leicht reduzierten GABA-Spiegel in der Amygdala, allerdings nur in den ersten 2-3
Lebensmonaten (Stork et al., 2000). 3.) Die Feinabstimmung der GABA-Freisetzung erfolgt
GADG65-abhéngig (Kash et al., 1999). GAD65 liegt normalerweise zu 50% inaktiv als
Apoenzym vor und kann in Zeiten erhohten Energieverbrauchs aktiviert werden (Martin et al.,
1991). Miuse mit einem Mangel an GAD65 konnten demzufolge Schwierigkeiten haben unter
Stress eine angemessene GABA-Ausschiittung zu gewéhrleisten, was zu einer verminderten
Hemmung der exzitatorischen Impulse und somit zu einer gesteigerten Angstantwort bzw.
erhohter Angstlichkeit fiihren konnte.

Entstehung und AuBerung von genereller Angstlichkeit sind abhéngig von GABA-Funktionen
besonders in der Amygdala (Obata, 1977). Aufgrund der anxiolytischen Wirkung von GABA
lassen sowohl ein niedriger GABA-Spiegel in der Amygdala als auch Schwierigkeiten bei der
Anpassung des GABA-Levels unter Stress, zunichst eine erhohte Angstlichkeit bei GAD65™
Miusen vermuten. Dies wurde auch in fritheren Studien beschrieben, in denen GAD65” Miuse
in verschiedenen Verhaltenstests erhohte Angstlichkeit zeigten (Kash et al., 1999; Stork et al.,
2000).

In den Verhaltenstests dieser Arbeit wurden insbesondere Anderungen des Angstverhaltens bei
GAD65"" Miusen gezeigt. GAD65 spielt postnatal eine wichtige Rolle bei der Synthese von
GABA (Stork et al., 2000). Der voriibergehend niedrige GABA-Spiegel bei GAD65"" Miusen
wihrend der Entwicklung zeigt, dass die Restaktivitit des intakten Allels der GAD6S5 das

ausgeschaltete Allel nicht vollstindig kompensieren kann. Eine reduzierte Gesamtmenge des
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Genprodukts kénnte fiir das verinderte Angstverhalten der GAD65™ Tiere verantwortlich sein.
Allerdings zeigten sowohl GAD65™ als auch in abgeschwichter Form GAD65” Miuse in den
Verhaltenstests dieser Arbeit reduziertes Angstverhalten. Die erhohte lokomotorische Aktivitét
der GAD65" Miuse kann ebenfalls als anxiolytischer Effekt interpretiert werden (Shimada et
al., 1995) und bekriftigt folglich die These des reduzierten Angstverhaltens.

Die zuvor beschriebene Wirkungslosigkeit von Diazepam, die sowohl bei GAD65™ als auch bei
GAD65"" Miusen beobachtet wurde, konnte zum einen ebenfalls durch eine verminderte
GABA-Konzentration erklart werden, da gezeigt wurde, dass Diazepam nur in Anwesenheit von
GABA seine volle Wirkung entfalten kann (Crawley, 1981). Auf der anderen Seite kdnnen
Modulationen an den Rezeptoren nicht ausgeschlossen werden. Eine mdgliche Erklarung des
reduzierten Angstverhaltens wire eine durch vermindertes GABA kompensatorische Anderung
der Dichte von postsynaptischen GABA-Rezeptoren, wodurch ein erhohter GABA-Spiegel
imitiert werden konnte. Fiir GABAa-Rezeptoren konnte dies allerdings bereits widerlegt
werden: Die Dichte postsynaptischer GABAs-Rezeptoren in GAD65” Miusen ist gegeniiber
GADG65"" unveriandert (Kash et al., 1999).

Eine andere Erklirung konnte die kompensatorische Hochregulation verschiedener
Enzymsysteme sein. Neuste Studien zeigen, dass die Fiillung von GABA-Vesikeln an der
Prasynapse GADG65 defizienter Neurone durch eine kompensatorische Hochregulation des
vesikuliren GABA-Transporters (VGAT) gewdhrleistet wird (Wu et al., 2007). Weitere
kompensatorische Hochregulationen sind denkbar und kdnnten so zu einer iibersteigerten
Wirkung von GABA und somit zu anxiolytischen Effekten bei GAD6S5 defizienten Tieren
fiihren.

Unklar bleibt jedoch die Diskrepanz zu den Ergebnissen friiherer Tests, bei denen GAD65™

+/+

Maiuse sich dngstlicher verhielten als GAD65 ™" Tiere. Dies kdnnte Folge von unterschiedlicher
Haltung, Handhabung oder einer anderen Reihenfolge der durchgefiihrten Tests in den anderen

Studien sein.

Ein Unterschied zwischen GAD65"" Mausen und GAD65” Miusen zeigt sich in dieser Arbeit
in Form der erhohten lokomotorischen Aktivitit der GAD65” Miuse. Diese Abweichung kann
verschiedene Ursachen haben.

Erstens ware es moglich, dass die zelluldren Netzwerke, die fiir das Angstverhalten zustindig
sind, sensitiver auf Anderungen der GABAergen Hemmung reagieren als diejenigen, die fiir die
lokomotorische Aktivitidt verantwortlich sind. Die Restaktivitit des intakten Allels bei den
GAD65"" Tieren konnte demnach fiir die lokomotorische Aktivitit ausreichend sein, wihrend

sie im Bezug auf das Angstverhalten zu Verinderungen fithrt. Zweitens sind bei GAD65™
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Miusen im Gegensatz zu GAD65" Mausen hiufig Krampfanfille beobachtet worden (Kash et
al., 1997). Durch diese Krampfanfille konnten Hirnschdden entstehen (z.B. Strafstrom et al.,
1993), die mit einer erhdhte Aktivitdt einhergehen. Drittens kann die Manipulation an einem
einzigen Gen die Aktivitdt von anderen Enzymen beeinflussen (Routtenberg, 2002). So kdnnten
die hier gefundenen Effekte durch kompensatorische Verdnderungen von multiplen Genen

verursacht worden sein, deren Erforschung noch viele weitere Studien bediirfen.

5.1.2  Generelle Angstlichkeit bei GAD65"* und C57B/6J-Kontrollmiusen

Sowohl bei GAD65™" Miusen als auch bei C57B/6J-Kontrollmiusen sind beide Allele des
GAD65 Gens aktiv. Light-Dark- und Dark-Light-Test zeigten GAD65"" und C57B/6]-
Kontrollmiuse als die dngstlicheren Miuse, da sie im Vergleich zu GAD65” und GAD65™
weniger Zeit im hellen Kompartiment verbrachten und ihre lokomotorischen Aktivititen im
Hellen geringer waren.

Die Ergebnisse des EPM zeigen allerdings signifikante Abweichungen zwischen GAD65™
Mausen und C57B/6J-Kontrollmiusen. Die Kontrollméuse verbrachten signifikant mehr Zeit
auf den offenen Armen und betraten diese auch signifikant haufiger als die GAD65 Genotypen.
Das unterschiedliche Verhalten von +/+ ,Knock-out’” Méusen und C57B/6J-Kontrollméusen
konnte auf ihre unterschiedliche Herkunft zuriickgefiihrt werden, da +/+ ,Knock-out’ Méause
durch Kreuzung aus +/- ,Knock-out” Miusen hervorgegangen sind. Schon in anderen Studien
wurde beobachtet, dass die Wahl des genetischen Hintergrundes grofle Auswirkungen auf die
Entwicklung und das spitere Verhalten von Méusen haben kann (Tonegawa et al., 1995; Crusio,
1996; Lipp und Wolfer, 1998).

Anlass zur Diskussion gibt allerdings die Diskrepanz zwischen den Ergebnissen des EPM und
den Ergebnissen von Light-Dark- und Dark-Light-Test fiir Kontrollmiuse und GAD65™"
Miuse. Wihrend die Ergebnisse des EPM die Kontrollméuse im Vergleich zu den GAD65™"
Mausen als signifikant weniger dngstlich herauskristallisierten, wiesen sie im Light-Dark- und
Dark-Light-Test die groBere Angstlichkeit auf.

Hier muss beriicksichtigt werden, dass der Light-Dark-/ Dark-Light- Test und der EPM-Test
nicht exakt das Gleiche messen. Der Light-Dark-/Dark-Light- Test basiert auf einem Konflikt
zwischen Explorationsbestreben und der Furcht vor hellen Gebieten. Der EPM-Test basiert auf
einem Konflikt zwischen Explorationsbestreben und Furcht vor offenen Gebieten. Die
unterschiedlichen Ergebnisse konnten dafiir sprechen, dass man zwischen der Furcht vor hellen
und der Furcht vor offenen Gebieten unterscheiden muss. AuBlerdem wurden zwar alle Tests mit
allen Miusen in gleicher Reihenfolge und mit gleichem zeitlichen Abstand durchgefiihrt, es ist

aber durchaus moglich, dass zum Beispiel die GAD65 Genotypen den Stress der Tests
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schlechter verarbeiten kénnen, was die erhdhte Angstlichkeit gegeniiber den Kontrollméusen im
EPM erkldren wiirde, da Light-Dark- und Dark-Light-Tests immer an den Tagen vor dem EPM-
Test stattgefunden haben. Trotz allem ldsst die Widerspriichlichkeit der Testergebnisse
allerdings Zweifel an der Spezifitit der Tests aufkommen und sollte somit Anlass geben sowohl

die Spezifitét als auch die Sensitivitét der Tests erneut zu erfassen.

5.2 Konditionierte Furcht bei GAD65" Miusen

Im Gegensatz zu den oben beschriebenen Verhaltenstests, die Aufschluss iiber die generelle
Angstlichkeit der Tiere geben, wird die Furcht-Konditionierung genutzt, um Eigenschaften des
Furcht-Gedichtnisses zu untersuchen.

Nach Durchfiihrung der Furcht-Konditionierung reagierten GAD65"" Miuse bei alleiniger
Prasentation des CS+ mit ,Freezing’-Verhalten. Dieses Verhalten als Reaktion auf die
Prasentation des CS+ reduzierte sich im Laufe der Extinktions-Trainings. Das beobachtete
Verhalten der Tiere wihrend der Konditionierung bestitigt somit frithere Studien mit &hnlichem
Versuchsaufbau (z.B. Kamprath und Wotjak, 2004). Bei der ungepaarten Konditionierung
zeigte sich ein Ausbleiben des Freezingverhaltens bei den Kontrolltieren, was die erfolgreiche
gepaarte Konditionierung bestatigt.

Habituation kann definiert werden als das Nachlassen der Reaktion auf einen Stimulus, der
mehrmals hintereinander dargeboten wird (Thompson und Spencer, 1966). Bei der Prisentation
der 4 Stimuli (1. — 4. CS) zeigten die GAD65” Miuse in dieser Studie keine signifikante
Reduktion des Freezingverhaltens. Eine Habituation konnte hier also nicht beobachtet werden.
Generalisierung bei der Furcht-Konditionierung duBert sich in einem Mangel an Differenzierung
zwischen den applizierten Stimuli (Shepard, 1987). Ist der Generalisierungseffekt stark
ausgepragt, filhrt auch die Prisentation der CS- Tone, die nicht mit einem FuBschock gepaart
wurden, zu einer ausgepragten Furchtantwort.

Das Freezingverhalten der GAD65”" Mause im Hinblick auf den Generalisierungsprozess, den
Extinktionsprozess und das Abrufen der Extinktion, ldsst sich erneut zwischen den Ergebnissen
fiir GAD65"" und GAD65™ einordnen.

GADG65"" Miuse zeigten keinen Generalisierungseffekt, wihrend er bei GAD65™" leicht und
bei GAD65™ besonders in R1, R2 und E1 deutlich ausgebildet war.

Im Vergleich zu GAD65"" und GAD65"" Miusen zeigten die GAD65” Miuse deutlich hohere
prozentuale Freezinganteile wiahrend der Prasentation des 1.CS+ insbesondere in R1-R5 und E1,
E2 und Reinstatement. Dies steht im Gegensatz zu dem in anderen Studien beobachteten
Verhalten von GAD65” Miusen, in denen ein verringertes Freezingverhalten nach der Furcht-

Konditionierung beschrieben wurde (Stork et al., 2003).
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Der prozentuale Freezinganteil wihrend des 1.CS+ in R1 war fiir GAD65 ™ signifikant geringer
als fir GAD65” und GAD65”". Um diese Abweichung zu erkliren, wurde das Verhalten der
Tiere wihrend der Zeit, in der die Tiere kein Freezingverhalten zeigten, analysiert. Neben dem
dominierenden Freezingverhalten in R1 wéhrend der Prisentation des 1.CS+ konnte bei den
Maiusen vermehrt ,Risk-assessment’ sowie ,Flight’-Verhalten in 7 der 13 Tiere beobachtet
werden.

Stirker ausgeprigtes Fluchtverhalten wurde schon zuvor bei GAD65” Miusen beschrieben
(Stork et al., 2002) und steht im Einklang mit der in dieser Arbeit beschriebenen erhdhten
lokomotorischen Aktivitit von GAD65”~ Mausen.

++

Wihrend des Extinktionsprozesses zeigten die GAD65
des Freezingverhaltens gegeniiber R1 schon in R4, die GAD65" Miuse in R5 und die GAD65™

Maiuse eine signifikante Reduktion

Miuse erst in R6. Der verlingerte Extinktionsprozess, der bei den GAD65 Tiere zu
beobachten ist, zeigte sich demnach bei den GAD65™" Tieren in abgeschwichter Form.

** Méusen in E1 noch immer

24 Stunden nach dem Extinktions-Training war bei den GAD65
eine signifikante Abschwichung des Freezingverhaltens gegeniiber R1 zu verzeichnen. Dagegen
lag bei GAD65” der Freezinganteil, gemessen an der Gesamtbeobachtungszeit, wieder im

Durchschnitt bei 56% und bei GAD65" sogar bei fast 80%.

5.2.1 Die Rolle von GABA und GADG65 bei konditionierter Furcht

Der ausgeprigte Generalisierungseffekt und der verlingerte Extinktionsprozess, den die GAD™
Miuse vorweisen, zeigte sich bei den GAD65” Miusen in abgeschwichter Form.
Erklarungsansitze hierzu bietet die genaue Betrachtung der Rolle von GABA und GADG65 in
Bezug auf konditionierte Furcht.

Ein entscheidender Einfluss von GABA bei der Furcht-Konditionierung wurde in fritheren
Studien bewiesen: Es konnte gezeigt werden, dass die lokale Verabreichung eines GABA4-
Rezeptor-Agonisten (z.B. Muscimol) in die Amygdala zur Unterdriickung der Furcht-
Konditionierung fithrt, wihrend durch GABA\-Rezeptor-Antagonisten die Furcht-
Konditionierung noch verstéirkt wird (Fanselow und Kim, 1992; Muller et al., 1997).

Eine mogliche Erkldrung fiir den verstirkten Generalisierungseffekt bei Mangel von GAD65
liefert die Betrachtung der neuronalen Verschaltungen, die der Furcht-Konditionierung
zugrunde liegen. Die Information des CS erreicht iiber zwei verschiedene Wege die Amygdala -
zum einen auf direktem Wege vom auditorischen Thalamus, zum anderen indirekt vom
auditorischen Thalamus {iber kortikale Strukturen. Dabei liefert der Weg, der iiber die kortikalen
Strukturen verlauft, weitaus spezifischere und detailliertere Informationen beziiglich des CS

(Doron und LeDoux, 1999; Romanski und LeDoux, 1993). Durch einen Mangel an GAD65
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konnten direkt oder indirekt {iber GABA-Defizite wichtige Wachstumsreize wihrend der
Neuro- und Synaptogenese verdndert sein. Denn wéhrend der Entwicklung stellt GABA — sonst
bekannt als wichtiger inhibitorischer Transmitter — durch exzitatorische Wirkung einen
wichtigen Wachstumsreiz fiir die Entwicklung unreifer Neurone dar (Gozlan und Ben-Ari,
2003; Get et al., 2006; Akerman und Cline, 2007). Dies kdnnte zu einer stirkeren Gewichtung
des direkten, undetaillierten Weges der Information des CS fithren. Dadurch wiirde die
Differenzierung verschiedener Tone erschwert werden, was den Generalisierungseffekt bei
GADG65 defizienten Miusen erklidren konnte. Durch die Restaktivitdt des intakten Allels bei
GADG65" kénnte die abgeschwichte Generalisierung bei diesen Tieren zustande kommen.

Die genauere Betrachtung der neuronalen Verschaltungen, die der Extinktion zugrunde liegen,
konnte die verlingerte Extinktion bei GAD65” und GADG65” Miusen erkldren. Eine
entscheidende Rolle bei der Extinktion spielt der mediale préafrontale Kortex (mPFC): Es konnte
gezeigt werden, dass elektrische Lasionen im infralimbischen Kortex (IL) des mPFC den Abruf
des Extinktionsgedédchtnisses verhindern (Quirk et al., 2000). Stimulationen im mPFC fiihren
zum Abfall von Aktivititen im CE, der ,Output-Region’ der Amygdala (Quirk et al., 2003) und
nach Aktivierung des IL wurde ein reduziertes Freezing-Verhalten beobachtet (Milad et al.,
2004). Die Neurone des mPFC besitzen durch exzitatorische Projektionen zu GABAergen
Zellen der basolateralen Amygdala, hemmenden Einfluss auf den CE der Amygdala. Dieser
wiederum sorgt mit seinen Projektionen fiir eine Verminderung der Furchtantwort (Rosenkranz
et al., 2003; Quirk et al., 2003; Likhtik et al., 2005).

Durch das Fehlen bezichungsweise durch die eingeschrinkte Aktivitdit von GADG65 bei
GAD65" und GAD65™ Miusen konnte eine unzureichende Antwort der GABAergen Zellen,
zum Beispiel in Form einer verminderten GABA-Freisetzung, zur Verlingerung des
Extinktionsvorganges fiihren. Hierdurch konnte auch das erhohte Freezingverhalten von
GAD65" 24 Stunden nach dem Extinktions-Training erklirt werden. Diese Interpretation wird
durch neuste, noch unpublizierte Daten einer Studie von L. Paulukat. (,Funktion GABAerger
Synapsen in der Lateralen Amygdala GADG65 defizienter Mause’, 2008) bekréftigt. Bei der
Untersuchung von inhibitorischen postsynaptischen Stromen (IPSCs) an Projektionsneuronen
als Reaktion auf eine Depolarisation afferenter Interneurone wurde hier gezeigt, dass die
durchschnittliche Spannung, die fiir eine Transmitterfreisetzung bendtigt wird, bei GAD65™

4

Interneuronen fast doppelt so hoch ist wie bei GAD65™" Interneuronen. Die bendtigte Spannung
bei GAD65" Interneuronen war tendenziell ebenfalls erhoht. Ursache konnte eine erhohte
Schwelle zur Freisetzung von Vesikeln bei GAD65” und GAD65™ Interneuronen sein oder
aber die Verdnderung der auf das Projektionsneuron projizierenden inhibitorischen Synapsen,

bedingt durch Verinderungen in der Neuro- oder Synaptogenese.
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Neuste Studien der Furcht-Konditionierung nach Pawlow zeigten Anderungen der Expression
von GABA-assoziierten Genen in der Amygdala bei C57B/6J Maiusen. Wihrend der
Furchtakquisition konnte eine Herunter-Regulation der mRNA von GABA-Rezeptor Subtypen
und GADG67 beobachtet werden, wihrend das Extinktionslernen eine Hoch-Regulation der
mRNA von GABAx-Rezeptor Subtypen und GAD67 induzierte (Heldt und Ressler, 2007). Eine
mogliche Beteiligung von GADG65 ist auch hier nicht auszuschlieBen und konnte ebenfalls die
verlingerte Extinktion bei GAD65” und GAD65" Miusen erklaren.

Bei der Furcht-Konditionierung ist bei GAD65”~ Miusen der Freezinganteil wihrend des 1.CS+
in R1 signifikant geringer ist als bei GAD65” und GAD65™". 7 der 13 GAD65" Miuse zeigten
,Flight’-Verhalten, ein Verhalten, welches auch bei GAD65” Méusen in fritheren Studien
beschrieben wurde. Eine mogliche Erklarung dieses verminderten Freezingverhaltens und des
stirker ausgeprigten Fluchtverhaltens wire eine Disinhibierung von exitatorischen Projektionen
der Amygdala insbesondere zum medialen Hypothalamus und periaquidduktalen zentralen Grau
als Modulatoren der Furchtantwort (Davis et al. 1994; Graeff et al. 1993). Es ist bekannt, dass
durch elektrische Stimulationen des ventrolateralen und dorsalen periaquiaduktalen Grau sowohl
,Freezing’- als auch ,Flight’- Verhalten hervorgerufen werden kann (Vianna et al., 2001).
Hemmung der GABA-Synthese oder Blockade von GABA-Rezeptoren direkt im medialen
Hypothalamus und periaquidduktalen Grau stimulieren demzufolge ,Flight’- und Fluchtverhalten
(Brandao et al., 1986; Graeff et al., 1986). Durch diesen Effekt konnte auch das gesteigerte
Fluchtverhalten von GAD65” und GAD65"" Miusen erklirt werden.

Die Ergebnisse der verhaltensphysiologischen Tests dieser Studie bestitigen, dass GAD65™
Tiere ein verdndertes Angst- und Furchtverhalten aufweisen, was eine nicht ausreichende
Kompensation des Mangels an GAD65 vermuten ldsst. Die Aktivitdt des intakten Allels der
GADG6S5 fiihrt in den determiniert heterozygot defizienten Mausen zu einem unzureichenden
Gesamtgenprodukt, dessen Mangelerscheinungen das Verhalten der GAD65"" Miuse zumeist

als Bindeglied zwischen GAD65"" und GAD65" einordnen lassen.

5.3 Neuronale Aktivititen der GAD65" Miuse

Beobachtungen fritherer Studien zeigen, dass Theta-Aktivdten kortikaler Neurone zumeist mit
synaptischer Plastizitdt verbunden sind (Huerta und Lisman, 1993; Holscher et al., 1997). Dies
wurde inzwischen durch viele Studien vor allem an wichtigen limbischen Strukturen wie LA,
PFC und CAl Region des Hippocampus bestitigt. Insbesondere wéahrend des
Freezingverhaltens nach der Furcht-Konditionierung zeigen sich hohe Theta-Synchronisationen

zwischen LA und CA1. Dies weist auf einen Beitrag von Theta-Aktivititen in LA und CA1 fiir
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die synaptische Modifikation bei der Bildung des Angstgedachtnisses und bei der Expression
von angstabhingigem Verhalten hin (Seidenbecher et al., 2003). Theta-Synchronisationen im
PFC-LA und PFC-CA1 Netzwerk blieben wihrend des Extinktionslernens erhalten, was auf
eine funktionelle Rolle des préfrontalen Kortex bei der Konsolidierung der Extinktion schlieen
lasst (unpublizierte Daten Narayanan et al.).

Auch in dieser Arbeit konnten in LA, PFC und CA1 der GAD65" Miuse Feldpotentiale im
Thetafrequenzbereich abgeleitet werden. Die furchtassoziierten synchronen Aktivititen
zwischen CA1-LA, PFC-CA1 und PFC-LA lagen stets zwischen 5 und 8 Hz.

Aus der Hohe der Korrelation fiir den jeweils zweiten positiven Gipfelwert der erstellten Kreuz-
Korrelogramme lédsst sich auf die Synchronitit der Feldpotentialaktivititen in den beiden
untersuchten Strukturen schlieBen. Hohe Werte sprechen fiir eine starke Interaktion der
Strukturen. Die Korrelationswerte fiir die GAD65”" Miuse in dieser Studie befinden sich mit
0,1-0,2 auf einem sehr niedrigen Niveau. Technische Schwachstellen konnen nicht vollig
ausgeschlossen werden.

Im Vergleich zu der neuronalen Aktivitit der GAD65” Miuse 10 Sekunden vor der
Prasentation des CS+ (,,Baseline®) zeigten sich wihrend der Présentation des CS+ sowohl
zwischen LA und CA1 als auch zwischen LA und PFC und zwischen PFC und CA1 erhohte
Korrelationswerte. Dies zeigt, dass die erhohten Korrelationen nicht per se vorhanden sind,
sondern stimulusbezogen und somit in Verbindung mit konditionierter Furcht hervorgerufen
werden.

Die Korrelationen wihrend der Prisentation des 1.-4. CS+ zeigen keine signifikanten
Abweichungen untereinander. Eine Habituation ist somit, analog zu dem beschriebenen
Verhalten, auch in den neuronalen Aktivititen nicht zu erkennen.

Betrachtet man die neuronalen Aktivititen zwischen LA, CAl und PFC fillt auf, dass die
Korrelationen in R1 sich alle auf einem gleichen, niedrigen Niveau im Bereich von 0,1
befinden. Wéhrend die neuronalen Aktivitdten zwischen LA und CAl iiber den gesamten
Verlauf des Extinktions-Trainings auf diesem Niveau verblieben, nahmen die synchronisierten
Theta-Aktivtiten zwischen PFC-CA1 und insbesondere zwischen LA-PFC zu und verblieben

bis einschliefllich R6 auf einem hoheren Niveau.

Altere Studien mit C57B/6J-Miusen zeigten fiir Korrelationen in R1 zwar ebenfalls gleiche
Ausgangswerte fiir die synchronen Aktivititen aller drei Strukturen, allerdings auf héherem
Niveau bei ca. 0,2. Wihrend die Korrelationen zwischen LA und CA1l iiber den Verlauf des
Extinktions-Trainings dann abnahmen, blieben hohe Korrelationswerte beziiglich des PFC-CA1

und LA-PFC- Netzwerkes bestehen (Narayanan et al., 2007).
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Um die Ergebnisse der neuronalen Aktivititen aller GAD65 Genotypen vergleichen und
interpretieren zu konnen, ist es wichtig, sich die Beziehungen der einzelnen Strukturen
untereinander vor Augen zu fiihren.

Anatomisch zeigen sich enge Verkniipfungen zwischen der lateralen Amygdala und der CAl
Region des Hippocampus (Fendt und Fanselow 1999; Pikkarainen et al. 1999). Die Amygdala
ist dafiir bekannt die Gedéchtnisbildung im Hippocampus zu modulieren (McGaugh et al. 1996;
McGaugh, 2000). AuBlerdem bearbeitet der Hippocampus bei der kontextabhidngigen
Konditionierung Informationen des Kontext und leitet diese an die Amygdala weiter (Rudy et
al., 2004). Die hohe Theta-Phasensynchronisation zwischen LA und CA1 wurde allerdings auch
bei der kontextunabhidngigen Konditionierung gefunden und deutet somit auf ein
Zusammenspiel dieser Strukturen bei der Akquisition von Furcht iiber die kontextabhéngige
Konditionierung hinaus hin. Neuste Studien zeigten, dass die hohen Korrelationen auf das
Abrufen des Furchtgedidchtnisses 24 Stunden nach dem Training beschriankt sind. Direkt nach
dem Training wurden keine erhohten Korrelationen gefunden (Narayanan et al., 2007a). Die
hohen Korrelationen zwischen den neuronalen Aktivititen von LA und CAl scheinen also
spezifisch in den Abruf des Angstgedédchtnisses involviert zu sein und nicht generell mit der
Expression von Furcht einherzugehen.

Die neuronalen Aktivititen zwischen LA und CA1 bei den GAD65™ lassen sich zwischen den
neuronalen Aktivititen von GAD65”" und GAD65” einordnen. Allerdings sind die
Ausgangswerte sowohl bei GAD65™" als auch bei GAD65” Miusen in R1 héher. Wihrend die
Korrelationswerte der GAD65 ™
die Werte fiir GAD65™ bis R4 auf dem héheren Niveau.

Fiir die niedrigen Korrelationswerte zwischen LA und CAl bei GAD65”" Miusen gibt es

dann bereits in R2 auf ein niedriges Niveau abfallen, bleiben

verschiedene Erkldrungsansidtze. Durch den GAD65 Mangel konnte es wihrend der
Entwicklung des Nervensystems zu Verdnderungen der Menge oder des Haushaltes von GABA
kommen, was unter Umstdnden zu Verdnderungen von Anzahl, Art und Verkniipfungen der
Synapsen und Neurone fiihren konnte. Das verinderte Furchtverhalten von GAD65"" Méusen
konnte demnach in Zusammenhang mit verdnderten Beitrdgen zur synaptischen Modifikation
von Furchtgedédchtnis und Expression von angstabhdngigem Verhalten stehen.

Neben dem Freezingverhalten zeigten die GAD65”" Miuse insbesondere in R1 viel Risk-
assessment. Fiir Risk-assessment-assoziierte Theta-Phasensynchronisationen wurden auch in
frilheren Studien niedrige Korrelationswerte gefunden (Seidenbecher et al., 2003). Freezing-
bezogene Korrelationen bei GAD65” Tieren wiesen hohere Korrelationswerte fiir die

neuronalen Aktivitdten zwischen LA und CA1l auf. Das vermehrte Risk-assessment Verhalten
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der GAD65" Miuse konnte folglich die verminderte Theta-Phasensynchronisation wihrend der

Prasentation des CS+ zwischen LA und CA1 erkléren.

Bei den GAD65"" Tieren scheint besonders der PFC eine wichtige Rolle zu spielen. Uber den
Verlauf des Extinktions-Trainings lassen sich sowohl zwischen LA-PFC als auch CA1-PFC
hohere Korrelationen verzeichnen als zwischen LA-CAL.

Die Ergebnisse der neuronalen Aktivititen zwischen LA und PFC fiir GAD65" gleichen in

+/+

ihrem aufsteigendem Trend eher den Ergebnissen der GAD65™ als den Ergebnissen der
GAD65" Miuse. Von der Hohe der Werte dhneln sie allerdings vielmehr den GAD65™
Miusen, denn sowohl GAD65™" als auch GAD65” Miuse zeigten tendenziell einen Anstieg der
Korrelationswerte von R1-R6.

Amygdala und PFC besitzen viele Verbindungen untereinander, insbesondere zwischen
medialen und orbitalen Zonen des PFC und basolateralen Kernen der Amygdala (Amaral,
1986). Von besonderer Wichtigkeit fiir die Furcht-Konditionierung sind die Projektionen des
mPFC zu GABAergen Zellen der BLA, durch die der PFC Aktivitdten in der LA inhibiert und
somit den Extinktionsvorgang unterstiitzt (Rosenkranz et al., 2003; Quirk et al., 2003; Likthik et
al., 2005). Der Einfluss des PFC auf das Extinktionslernen kann nur durch Interaktionen mit der
LA stattfinden. Auch in dieser Arbeit zeigt sich diese Interaktion in den erhohten
synchronisierten Aktivititen zwischen PFC und LA bei den GAD65” Miusen wihrend des
Extinktions-Trainings.

Die Korrelationswerte sind bei GAD65" und GAD65"" Mausen héher als die der GAD65™"
Maiusen. Eine mogliche Erklarung wire eine kompensatorisch erhdhte Kopplung zwischen LA
und PFC, um eine durch GAD65-Mangel verursachte verminderte Antwort GABAerger Zellen
auszugleichen. Dies steht im Einklang mit der beschriebenen erhéhten Stimulationsstirke, die
fiir eine Transmitterausschiittung bei GAD65” und GADG65” Interneuronen benétigt wird

(unpublizierte Daten von L. Paulukat, 2008).

Der Trend der neuronalen Aktivititen zwischen PFC und CAl der GAD65” Méuse gleicht
ebenfalls den GAD65" Mausen. Im Gegensatz zu dem signifikanten Abfall von R1 nach R2 der
neuronalen Aktivititen zwischen PFC und CAl der GAD65”" Miuse, blieb sowohl bei
GAD65" als auch bei GAD65" Miusen die Theta Synchronisation wihrend des
Extinktionslernens erhalten.

PFC und Hippocampus weisen ebenfalls dichte reziproke Verbindungen auf. Ein wichtiger
Faserzug verlauft von der CA1 Region des Hippocampus zum medial-orbitalen PFC (Thierry et
al., 2000). Durch elektrische Stimulationen in der CA1 Region wurde LTP im prélimbischen
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Kortex von Ratten induziert. Monosynaptische Projektionen vom Hippocampus zum PFC
konnen demnach aktivititsabhédngig synaptische Plastizitit bewirken (Jay et al., 1995).
Aufgaben, die im Zusammenhang mit dem rdumlichen Gedéchtnis standen, fiihrten zu
synchronisierten Theta-Aktivititen zwischen PFC und Hippocampus (Jones und Wilson, 2005).
Risk-assessment beinhaltet den Lernprozess neue Informationen aus der Umgebung zu
verarbeiten. Das zunehmende Risk-assessment Verhalten der GAD65"" Miuse in R1 bis R6
konnte demnach mit der erhohten Theta-Phasensynchronisation zwischen PFC und CAl in

Verbindung stehen.

Die Ergebnisse fiir die neuronalen Aktivititen geben Anlass den Mangel an GAD65 bei
GAD65" Miusen durchaus als relevant zu betrachten. Es scheint als fiihre dieser Mangel sogar
zu verdnderten Beitrdgen synaptischer Plastizitdt. Groftenteils standen die Ergebnisse fiir die
GAD65"" Tiere zwischen den Ergebnissen fir GAD65"”" und GAD65™ und konnten keiner der
beiden Gruppen eindeutig zugeordnet werden. Man kann allerdings beziiglich der neuronalen
Aktivititen nicht von einer ,abgeschwichten Form der GAD65” Tiere’ per se sprechen.
Vielmehr scheint der Teilmangel an GAD65 zu anderen Verdnderungen zu fiihren als das

komplette Fehlen von GAD65.
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6 Ausblick

Mit dieser Arbeit soll ein Grundstein zum Verstidndnis des Angst- und Furchtverhaltens sowie
der neuronalen Aktivititen bei GAD65" Tieren gelegt werden. Gleichzeitig erdffnen die hier
erhobenen Befunde neue Fragestellungen, die es in weiteren Arbeiten zu klaren gilt. Zum
Beispiel konnte es sehr interessant sein, altersabhéngige Effekte in GAD65 defizienten Tieren
und insbesondere GAD65”" Mausen zu untersuchen. Aus fritheren Studien ist bekannt, dass ein
postnataler GABA-Anstieg bei GAD65 " Miusen verzogert stattfindet, was ein leichtes GABA-
Defizit in der Amygdala wéhrend der ersten 2-3 Monate zur Folge hat (Stork et al., 2003).

Diese Arbeit liefert neue Erkenntnisse iiber die Beteiligung eines definierten Transmittersystems
(GABA) an der Ausprigung von genereller Angstlichkeit und konditionierter Furcht und leistet
somit einen aktiven Beitrag zum verbesserten Verstdndnis der neuronalen Mechanismen und
Prozesse bei der Steuerung von Furcht. Langfristig konnten diese Erkenntnisse dazu beitragen
therapeutische MaBnahmen fiir Menschen, deren Alltag durch Angste und Phobien bestimmt ist,

zu verbessern.

71



ZUSAMMENFASSUNG

7 Zusammenfassung

Neurotransmitter spielen neben der genetischen Préadisposition und psychosozialen Faktoren
eine wichtige Rolle bei der Atiologie von Angsterkrankungen. Entstehung und AuBerung des
Furcht-Gedéchtnisses sind unter anderem abhingig von y-Aminobuttersdure (GABA), dem
wichtigsten inhibitorischen Neurotransmitter im ZNS. GABA wird mithilfe der Glutamat-
Decarboxylase (GAD), von der eine 65kDa und eine 67kDa Isoform existieren, synthetisiert.

In dieser Arbeit wurde das Angst- und Furchtverhalten sowie die neuronalen Aktivititen
(spontane Feldpotentiale in lateraler Amygdala, CAl-Region des Hippocampus und
préafrontalem Kortex) wihrend des Abrufes des Furchtgedédchtnisses (,Retrieval’) und der
Extinktion insbesondere bei heterozygot defizienten GAD65 Maiusen, bei denen nur ein Allel
des GADG65 Gens deaktiviert wurde, untersucht. Es stellte sich die Frage, inwiefern sich die
Aktivitit des intakten Allels der GAD65 bei diesen GAD65” Miusen auf das
Gesamtgenprodukt und somit auf das Verhalten der Tiere auswirkt.

Im ersten Teil dieser Arbeit wurden ein Light-Dark-Test, ein Dark-Light-Test und ein Elevated-
Plus-Maze Test mit GAD65", GAD65", GAD65" und C57B/6J-Kontrollmiusen
durchgefiihrt, um die generelle Angstlichkeit der Tiere beurteilen und vergleichen zu kénnen.
Die Ausprigung von Konsolidierung, Retrieval und Extinktion von Furcht wurde mithilfe der
Furcht-Konditionierung ermittelt, wobei die Ergebnisse fir die GAD65™ Tiere hierbei mit
Ergebnissen fir GAD65"", GAD65” und C57B/6J-Kontrollméusen aus aktuellen Studien von
Dr. S. Sangha und Dr. R. Narayanan verglichen wurden.

Amygdala, Hippocampus und priafrontaler Kortex sind als zentrale Strukturen des
limbopréafrontalen Systems mafBgeblich an Konsolidierung, Retrieval und Extinktion von Furcht
beteiligt. So wurden in dem elektrophysiologischen Teil dieser Arbeit, mithilfe von
implantierten Elektroden in der lateralen Amygdala (LA), der CAl-Region des Hippocampus
und im préfrontalen Kortex (PFC), Feldpotential-Aktivititen nach der Furcht-Konditionierung
aufgezeichnet, um neuronale Korrelate bei GAD65” Mausen, insbesondere in Bezug auf das
LA-CA1-PFC Netzwerk, zu analysieren.

Die Ergebnisse der Verhaltenstests, der Furcht-Konditionierung und der Analyse der neuronalen
Aktivititen der GAD65"" Miuse zeigten, dass der Mangel an GAD65 bei GAD65” Miusen
durchaus relevant ist. Ein veréndertes Angstverhalten bei den heterozygot GAD65 defizienten
Maiusen lédsst eine nicht ausreichende Kompensation des Mangels an GAD65 vermuten. Dieses
verdnderte Angstverhalten duflerte sich liberwiegend in abgeschwichter Form gegeniiber dem
Verhalten der GAD65" Miuse und ldsst somit das Verhalten der GAD65"" Miuse zumeist als
Bindeglied zwischen dem Verhalten von GAD65"" und GAD65” einordnen. Tendenziell
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erwiesen sich die GAD65" Tiere im Light-Dark-Test, Dark-Light-Test und Elevated-Plus-Maze
Test als die am wenigsten dngstlichen Tiere gefolgt von GAD65™ und schlieflich GAD65™".
Eine erhohte lokomotorische Aktivitit, die bei GAD65" Tieren beobachtet wurde, konnte bei
den GAD65"" Tieren nicht verzeichnet werden.

Als Reaktion auf die Furcht-Konditionierung zeigten die GAD65”" Miuse ein verringertes
Freezingverhalten und ein stirker ausgeprigtes Fluchtverhalten als die GAD65"" Miuse. Der
starke Generalisierungseffekt und der verlingerte Extinktionsprozess, den die GAD65" Mause
vorwiesen, zeigte sich bei den GAD65" Tieren in abgeschwichter Form.

Die Analyse der neuronalen Korrelate (Feldpotential-Aktivitdten) ergab, dass die Werte der
GAD65"" Tiere ebenfalls groBtenteils zwischen den Ergebnissen fir GAD65”" und GAD65™
lagen. Beziiglich der neuronalen Aktivititen kann allerdings nicht eine ,abgeschwéchte Form
der GAD65™ Tiere’ per se geschlussfolgert werden, viel mehr scheint der Teilmangel an
GADG65 zu anderen Verdnderungen zu fiihren als das komplette Fehlen von GAD65. Zuvor
beobachtete synchrone Theta-Aktivititen zwischen LA und CA1l konnten bei den GAD65""
Maiusen nur auf sehr niedrigem Niveau gefunden werden, wiahrend neuronale Aktivitdten
zwischen PFC und CA1 sowie zwischen PFC und LA hohere Korrelationswerte annahmen, was
eine wichtige Rolle beziiglich der Verkniipfungen mit dem PFC bei diesen Tieren vermuten
lasst.

Somit wurde mit dieser Arbeit die Liicke zwischen GAD65”" und GAD65” durch grundlegende
Ergebnisse fiir GAD65" Miuse gefiillt.

Ein besseres Verstindnis der neuronalen Mechanismen und Prozesse von Angstverhalten und
Furchtgedichtnis trigt dazu bei die Steuerung der Angst genauer zu verstehen und somit die
Wirksamkeit therapeutischer Maflnahmen fiir Patienten mit gestértem Angstempfinden und

verdnderter Angstregulation zu verbessern.
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