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“My mother's afraid of the subway
It's a living bad dream

I hold her hand as the doors close

And she pales and stifles a scream

Ali's afraid of Ad-libbing
Of improvising at jams
She is not very happy right now

And spends all her money on grams

[..]

There is usually one thing that keeps
Us off track

It is fear, it is fear, it is fear”

Sia: “Fear”
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Zusammenfassung

Laut der Weltgesundheitsorganisation (World Health Organisation, WHO) litten 2015
weltweit ca. 264 Milionen Menschen an einer Angststérung. Aktuelle
Behandlungsmoglichkeiten umfassen vor allem kognitive Verhaltenstherapien. Um
diese in ihrer Effektivitat zu unterstutzen, werden bereits verschiedene Medikamente
eingesetzt. FUr eine gezielte supportive Therapie ist jedoch ein genaueres
Verstandnis der neurobiochemischen Mechanismen und Interaktionsprozesse der
kognitiven Angstkontrolle erforderlich. Das Monoamin Dopamin, welches als
Botenstoff in den fur die Furchtakquisition, -expression und -extinktion essentiellen
Hirnstrukturen vorkommt, scheint hierbei besonders interessant. Eine Vielzahl von
Studien legt nahe, dass der Botenstoff mit seinen verschiedenen Rezeptoren ein
wichtiger Neuromodulator fur verschiedene Aspekte des affektiven Lernens und

Gedéachtnisses ist.

Die vorliegende Arbeit beschaftigte sich daher im Mausmodell mit der dopaminergen
Transmission und Funktion im mPFC, welcher bereits mit furchtassoziierten
Verarbeitungsprozessen in Verbindung gebracht wurde. Nach Etablierung eines
geeigneten Verhaltensprotokolls wurden zunachst die Veranderungen der DA-
Konzentration im mPFC bei mannlichen C57BL/6-Mausen wahrend der
Furchtextinktion mittels Mikrodialyse untersucht. Hierbei ergab sich kein Hinweis auf
eine spezifische Beteiligung an Prozessen der Furchtexpression und -extinktion.
Allerdings war bei den Versuchsgruppen ein DA-Anstieg festzustellen, der mit dem
Einsetzen der Lichtprasentation als mdglicher salienter Stimulus assoziiert war.
Somit ist eine modulatorische Funktion auf das Extinktionslernen nicht komplett
auszuschlieBen. In den weiterfihrenden Experimenten erfolgte die Mikroinjektion des
D1-Antagonisten SCH23390 und des D2-Antagonisten Sulpirid (je 0,5 pl mit
0,5 mg/0,5 pl) in den rechten mPFC, um so einen mdoglichen Einfluss der selektiven
D1-Rezeptor- oder D2-Rezeptor-Antagonisierung zu untersuchen. Hier konnte kein

Effekt auf die Furchtextinktion nachgewiesen werden.

Zusammengefasst ergibt sich damit auf Grundlage der dargestellten Versuche kein
Hinweis auf eine spezifische Beteiligung von DA im mPFC an der Furchtextinktion.
Ob und in welchem Ausmald eine modulatorische Wirkung, z.B. i.S. einer
verbesserten Signal-to-Noise Ratio, besteht, kann nicht eindeutig geklart werden und

erfordert weitere Untersuchungen.



1 Einleitung

Angststdérungen zahlen mit einer Lebenszeitpravalenz bis 28,8% zu den haufigsten
psychischen Erkrankungen (Michael et al. 2007). Die verschiedenen Subtypen
werden in den beiden Klassifikationssystemen ICD-10 (World Health Organisation,
WHO, 2017) und DSM-V (American Psychiatric Association, 2013) zusammen-
gefasst. Generell wird zwischen spezifischen und sozialen Phobien, generalisierten
Angststdérungen, Panikstorungen, Agoraphobie (mit und ohne Panikstérung) und
Zwangsstorungen  unterschieden.  Dartber hinaus gehen auch akute
Belastungsreaktionen und posttraumatische Belastungsstérungen (Posttraumatic
Stress Disorder, PTSD) mit Angstsymptomen einher. Gemeinsames Merkmal ist
generell eine Uberexpression der natiirlichen Angst. Betroffene erfahren durch die in
ihrer Intensitat und/oder Dauer unangemessene oder generalisiert auftretende Angst
oft eine tiefgreifende Einschrankung ihres individuellen Lebens. Nicht selten
entwickeln sich physische oder psychische Komorbiditaten.

Mittlerweile gibt es zahlreiche Studien, die sich mit den Ursachen von
Angststorungen beschéftigen. Ahnlich der affektiven Stérungen scheinen dabei
ebenfalls Alterationen in neuronalen Transmittersystemen eine Rolle in der
multifaktoriellen Genese zu spielen. Das genaue Zusammenspiel der beteiligten
Hirnstrukturen und deren Interaktion Uber Neurotransmitter sind jedoch bisher noch
nicht vollends bekannt. Das mesocorticolimbische System mit seinen dopaminergen
Afferenzen zu den Basalganglien und corticalen Strukturen scheint hierbei jedoch

unter anderem eine wichtige Rolle zu spielen.

1.1 Wege aus der Angst

Bei der Therapie der Angsterkrankungen spielen bisher vor allem psycho-
therapeutische Behandlungsstrategien eine Rolle, insbesondere die Expositions-
therapie. Hierbei wird durch wiederholte Konfrontation mit dem Angstausloser eine

Reduktion der Angstreaktion erreicht. Grundlage ist das Extinktionslernen.

1.1.1 Furchtextinktion und Expositionstherapie

Extinktion beschreibt einen Lernprozess, infolge dessen bedingte bzw. instrumentelle
Reaktionen abgeschwacht werden. Im Fall der Furchtextinktion flhrt eine wiederholte

Prasentation eines konditionierten Angststimulus (Conditioned Stimulus, CS) ohne
2



Verbindung zu einem aversiven Reiz (Unconditioned Stimulus, US) zu einer
Reduktion der konditionierten Furchtreaktion (Conditioned Reaction, CR). Dabei
handelt es sich nicht nur um das einfache Ausléschen des urspringlichen
Angstgedéachtnisses, sondern um die Ausbildung einer neuen, inhibierenden
Gedachtnisspur. Wie bei den meisten Lernformen werden dabei drei Phasen

durchlaufen. Diese sind in Abbildung 1 dargestellt:

1) Akquisition — das initiale Lernen, welches sich wéhrend der Sitzung in einer

Abnahme der Angstreaktion zeigt.

2) Konsolidierung — die darauffolgende Ausbildung eines entsprechenden Lang-
zeitgedachtnisses der neuen Extinktionsassoziation Uber verschiedene

physiologische und molekulare Mechanismen.

3) Retrieval — der Abruf des Extinktionsgedachtnisses, infolge dessen es bei
einer erneuten Prasentation des CS zu einer anhaltend abgeschwéchten oder
gar ausbleibenden Angstreaktion kommt. Dabei spricht eine schwache CR fir
ein gutes Extinktionsgedachtnis, eine starke CR hingegen fir ein weniger

suffizientes Extinktionslernen.

o

EXTINKTION |po|

— Konditioniertes
Verhalten (CR)

++ =+ Konditionierungs-
gedachtnis

-------- Extinktions-
gedachtnis

] schlechtes
o Extinktionslernen

I:l gutes
Extinktionslernen

o

Gedachtnisspuren / Angstverhalten

Furcht- Akquisition  Konsolidierung Retrieval |
konditionierung > 24h

Abbildung 1: Schematische Ubersicht der Phasen von Konditionierung und Extinktion.

Mit Bildung des Konditionierungsgedéchtnisses nimmt das konditionierte Verhalten (CR) zu. Die Gedachtnisspur
bleibt auch im weiteren Verlauf bestehen. Wéhrend des Extinktionstrainings bildet sich eine zweite, inhibitorische
Gedachtnisspur (Extinktionsgedéachtnis), die zu einer regredienten Expression der CR fiihrt. Im Retentionstest
wird das Extinktionsgedéachtnis abgerufen (Retrieval). Dadurch lasst sich der Erfolg des Extinktionslernens
Uberprifen.

(Modifiziert nach Quirk und Mueller, 2008)



Auch nach erfolgreichem Extinktionslernen kann es zu einem Wiederauftreten der
Angstreaktion kommen (Abbildung 2). Dies geschieht z.B., wenn die CS-Préasentation
in einer anderen Umgebung als dem urspringlichen Extinktionskontext erfolgt
(Renewal) — Extinktion ist kontextabh&ngig. Der Umgebung wird zumindest eine
modulatorische Komponente im Extinktionslernen zugeschrieben. Weitere
Situationen, die ein Wiederauftreten der CR bedingen, sind das unsignalisierte, also
CS-unabhangige Prasentieren eines US (Reinstatement), sowie die CS-
Konfrontation nach langerer Zeit — das Extinktionsgedachtnis ist nicht permanent
(Spontaneous Recovery). Nicht zuletzt aufgrund dieser Tatsache gilt das
Extinktionslernen als Mechanismus des Neulernens und nicht nur als einfache

Ausléschung der urspriinglichen Angsterinnerung.

Spontaneous Recovery Renewal Reinstatement

w M T

c c c . ,
£ 2 2 v
g 3 S P
£ < = oo
(5] [} o ' !
2 2 2 e
n 2] 0 ' [
(o)) (o)) [®)] ! !
5 g g - f’ -
Zeitintervall neuer Umgebungskontext erneute US-Présentation

Abbildung 2: Wiederauftreten der konditionierten Furchtreaktion (CR).

Da es sich beim Extinktionslernen nicht um ein einfaches Loschen der Gedachtnisspur der zuvor konditionierten
Angstreaktion handelt, sondern um die Ausbildung einer neuen, inhibierenden Gedé&chtnisspur (s. Abb. 1), kann
es unter verschiedenen Bedingungen zu einem Wiederauftreten des konditionierten Verhaltens kommen. Dabei
spielt z.B. der zeitliche Aspekt (Spontaneous Recovery), die Umgebung (Renewal), aber auch die erneute
Prasentation eines aversiven Reizes (Reinstatement) eine Rolle.

(Modifiziert nach Myers und Davis, 2007)

Neben dem beschriebenen assoziativen Lernprozess werden auch nicht-assoziative
Mechanismen wie habituationsahnliche Prozesse oder eine eventuelle reaktive
Inhibition im Sinne einer Antwortermidung diskutiert, einen gewissen Anteil zur
Extinktion konditionierter Furcht beizutragen (Myers und Davis 2007, Kamprath und
Wotjak 2004).

Als weiterer moglicher Therapieansatz kann neben der eigentlichen Extinktion die
Beeintrachtigung der Rekonsolidierung des Angstgedachtnisses genutzt werden —
insbesondere bei der PTSD. Entscheidend ist hierbei der Zeitpunkt der Behandlung.

Fallt diese in den Zeitraum der Rekonsolidierung des Angstgedachtnisses, kann eine
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langanhaltende und stimulusspezifische Reduktion der Angstreaktion beobachtet
werden (Schiller et. al, 2010). Es wird diskutiert, ob dieser Effekt auf der Ausbildung
einer hemmenden Gedachtnisspur beruht, wie sie fur die Extinktion konditionierter
Furcht beschrieben wird, oder ob es in dieser Zeit zu einer Konversion der
urspringlichen Angsterinnerung in eine Sicherheitserinnerung kommt (Monfils,
2009).

Psychopharmaka konnen unterstitzend zur Expositionstherapie angewendet
werden. Ziel ist es dabei, die Behandlung effektiver zu machen — d.h. einen
Therapieerfolg mit weniger Konfrontationssitzungen und langfristig ohne Rickfall zu
erreichen. Zudem koénnen negative Empfindungen durch Medikamente reduziert
werden, um den Leidensdruck der Patienten zu reduzieren (Orsini und Maren 2012,
Singewald et al. 2015).

1.1.2 Beteiligte Hirnstrukturen

Die Extinktion von Angst ist ein Lernprozess, der verschiedene Hirnstrukturen

involviert. Zu den zentralen Strukturen zahlen u.a. (Johansen et al. 2011):

- Amygdala: Mit seinen basolateralen, lateralen und zentralen Anteil ist der
Mandelkern an der Verarbeitung multipler emotionaler Prozesse beteiligt.
Bezlglich des Furchtgedachtnisses vermittelt er die Kopplung zwischen CS
und impliziertem Gedé&chtnis. Er ist Teil des limbischen Systems und befindet

sich paarig im medialen Temporallappen.

- Hippocampus: Die Hippocampusformation, bestehend aus dem Gyrus
dentatus, dem Cornu Ammonis und dem Subiculum, ist entscheidend an der
Gedachtniskonsolidierung beteiligt. Zudem werden hier kontextspezifische
Informationen integriert. Der Hippocampus ist ebenfalls paarig angelegt und

liegt am jeweils inneren Rand des Temporallappens.

- Préafrontaler Cortex (PFC): Der prafrontale Cortex ist eine der Kernstrukturen
bei Gedachtnis- und Lernprozessen. Lasionen oder Dysfunktionen kénnen zu
schweren Beeintrachtigungen des Lernvermdgens fuhren (Puig et al. 2014).
Das bilateralsymmetrische, corticale Areal im Bereich des Frontalhirns kann
anatomisch in verschiedene Subregionen eingeteilt werden — bei Menschen in
den orbitofrontalen, den dorsolateralen, den ventrolateralen und den medialen

PFC (Ko 2017). Teil des medialen Anteils ist zudem der anteriore cingulére
5



Cortex (ACC) als transitorische Region zwischen corticalen und limbischen
Strukturen (Perry et al. 2011). Die Unterteilung bei Nagetieren erfolgt aufgrund
der vollstdndig agranularen Zytoarchitektur anhand der Afferenzen und
Efferenzen. Generell kann zwischen einem medialen und orbitalen
Netzwerksystem unterschieden werden. Der mPFC besteht aus
verschiedenen Subregionen, welche in Abbildung 3 dargestellt sind. Die
neuronale Struktur wird u.a. mit Vorgangen des Extinktionslernen (Peters et al.
2009) in Verbindung gebracht, aber v.a. auch mit Funktionen kognitiver

Kontrolle und Prozessen des Arbeitsgedachtnisses.

‘ L FIGURE 15 Aca anteriore Commissura anterior

AcbC  Nucleus accumbens Core

AcbSh Nucleus accumbens Shell

AID Agranulérer insuléarer Cortex dorsal

AlV Agranulérer insulérer Cortex ventral

Cgl Cingularer Cortex Areal 1 = ACC
(anteriorer cingularer Cortex)

Cl Claustrum

CpU Caudate Putamen

DEn Dorsaler endopiriformer Nucleus

Interaual 5,74 DI Dysgranularer insularer Cortex

DP Dorsaler peduncularer Cortex
= fmi Forceps minor (Corpus callosum)
0 IL Infralimbischer Cortex

LO Lateraler Orbital Cortex
LV Lateraler Ventrikel
M1 Priméarer motorischer Cortex
M2 Sekundéarer motorischer Cortex
Pir Piriformer Cortex
PrL Pralimbischer Cortex
S1 Primérer somatosensorischer Cortex
SL Nucleus semilunaris

Abbildung 3: Anatomie des mPFC der Maus.

Der dorsale mPFC der Maus setzt sich aus dem IL und dem PrL zusammen. Beide sind an der Furchtextinktion
beteiligt — der IL wird dabei mit einer verminderten, der PrL mit einer vermehrten Angstreaktion in Verbindung
gebracht. Das cingulare Cortexareal 1 (Cgl) entspricht dem humanen ACC und wird ebenfalls zum mPFC
gezahilt.

(Modifiziert nach Paxinos und Franklin, 2001)



- Nucleus accumbens (Acb): Der Nucleus accumbens ist ein Teil des basalen
Vorderhirns und umfasst anterior-striatale und erweitere Amygdala-Territorien.
Innerhalb der zwei Hauptkomponenten, dem medioventral gelegenem Core
und dem dorsolateralen Shell, lassen sich anatomisch und funktionell weitere
Subregionen unterscheiden. Als wichtiger Bestandteil des mesocortico-
limbischen Systems ist der Acb an neuronalen Prozessen im Zusammenhang
mit Belohnung und Motivation beteiligt. Darlber hinaus lassen sich aber auch
Hinweise auf das Mitwirken an der Verarbeitung aversiver Stimuli und
adaptiver Verhaltensweisen finden, moglicherweise als Prozessionsort des
Prediction Errors (PE), welcher bzgl. des Extinktionslernens durch Ausbleiben
eines erwarteten aversiven Stimulus die neuronalen Vorgénge der Furcht-

extinktion ausldosen konnte.

Neben den genannten neuronalen Strukturen sind auch weitere corticale
Hirnregionen wie z.B. der sensorische Cortex oder das zentrale Hohlengrau an der

Extinktion konditionierter Furcht beteiligt.

1.1.3 Neurotransmitter und Einsatz modulierender Medikamente in der

Therapie

Ebenso vielfaltig wie die beteiligten Hirnstrukturen sind die an der Furchtextinktion
mitwirkenden Neurotransmitter und -modulatoren. Zu den bedeutsamsten zé&hlen
Glutamat, dessen exzitatorische Wirkung tUber NMDA-Rezeptoren vermittelt wird,
und GABA als wichtigster inhibitorischer Botenstoff. Aber auch fir die endogenen
Opioide und Cannabinoide sowie das ,Stresshormon® Cortisol und Noradrenalin
konnte eine relevante Beteiligung an der Furchtextinktion gezeigt werden. Dopamin
(DA) st in groRRer Variation in Gedachtnis- und Lernprozesse involviert und findet
sich ebenfalls in den an der Furchtextinktion beteiligten neuronalen Netzwerken. Der
Botenstoff gilt als modulierendes Agens und kann je nach aktiviertem Rezeptortyp

stimulierend oder inhibierend auf seine Zielstruktur wirken.

Unterstitzend zu der psychotherapeutischen Behandlung kommen mitunter
verschiedene pharmakologische Substanzen zum Einsatz. Bei Panikstérungen,
sozialen Phobien und PTSD werden beispielsweise selektive Serotonin-
Wiederaufnahmehemmer (SSRI) verwendet. Temporar kdnnen auch Benzodiazepine

zur Angstreduktion verabreicht werden. In Kombination mit einer Expositionstherapie
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kommen diese jedoch nicht infrage, da dies nachweislich das Extinktionslernen
beeintrachtigt und damit zu einem unzureichenden Therapieerfolg fihrt (Le&o et al.
2016, Singewald et al. 2015). Zur PTSD-Behandlung kommt zudem auch die Gabe
von Betablockern in Frage. Patienten mit einer starken adrenergen Reaktion zeigen
ein erhohtes Risiko fur die Entwicklung einer PTSD. Die pharmakologische
Reduktion der adrenergen Reaktion soll die Ausbildung einer emotional starken
Erinnerung an das traumatische Ereignis verhindern und damit der Ausbildung einer
PTSD entgegenwirken (Pitman et al. 2002, Vaiva et al. 2003). Aktuellere Studien
konnten den Effekt aber nicht hinreichend belegen (Wood et al. 2015).

Neuere experimentelle Anséatze zielen auf die Konsolidierung des Extinktions-
gedachtnisses ab und versuchen diese zu unterstiitzen. Von besonderer Bedeutung
dabei ist die Aktivierung von NMDA-Rezeptoren und spannungsabhangiger
Calciumkanale, um die entsprechenden intrazellularen Prozesse (z.B. CREB-
Aktivierung) auszulésen. Fur partielle NMDA-Rezeptor-Agonisten, wie z.B. D-
Cycloserin (DCS), wurde in verschiedenen tierexperimentellen Studien gezeigt, dass
diese die Extinktion erleichtern kénnen (u.a Walker et al. 2002). Die Substanzen sind
dabei nicht selbst anxiolytisch und missen in Verbindung mit einer entsprechenden
Expositionstherapie eingesetzt werden. Ein positiver Effekt konnte bereits auch in
Studien am Menschen beobachtet werden (Davis et al. 2006, Klass et al. 2017).
Weitere pharmakologische Substanzen, die Gegenstand der Forschung zur
Furchtextinktion sind und supportiv wirken kénnten, sind z.B. Yohimbine (alpha-2-
Rezeptor-Antagonist) und Cannabinoide sowie Calcium-Kanal-Agonisten (L-type
VCCG-Agonisten) (Garakani et al. 2006, Fitzgerald 2014).

1.2 Das dopaminerge System

Auch fur DA ist ein Einfluss auf die Furchtextinktion bekannt (Abraham et al. 2014).
Dabei sind der genaue Wirkort und die Funktion des Botenstoffes nicht vollstandig
aufgeklart. Pharmakologische Studien weisen jedoch darauf hin, dass ein erhéhter
dopaminerger Tonus durch eine entsprechende Medikation eine weitere
Therapieoption fur die supportive Behandlung von Angsterkrankungen darstellen
kénnte (Whittle et al. 2016).



1.2.1 Neurotransmitter Dopamin — Synthese, Funktion, Elimination

DA gehort zu den biogenen Aminen und entsteht durch Hydroxylierung (durch das
Enyzym Tyrosinhydroxylase) und nachfolgende Decarboxylierung (durch die
Aromatische L-Amino-Decarboxylase) aus der Aminosaure Tyrosin. Im Gehirn stellt
es einen wichtigen Neurotransmitter dar, der u.a. maf3geblich an der Kontrolle der

Willkirmotorik, aber auch an emotionalen Verarbeitungsprozessen beteiligt ist.

Aulerhalb des Gehirns wird DA als Zwischenstufe bei der Synthese von Adrenalin
und Noradrenalin im Nebennierenmark und in postganglionaren sympathischen
Nervenzellen gebildet. Als Katecholamin wirkt es, wie seine beiden
katecholaminergen Folgeprodukte, dosisabhangig sympathogen und findet als
synthetisch hergestelltes Sympathomimetikum z.T. auch heute noch Klinische

Anwendung in der Intensivmedizin.

Nach der Synthese wird DA in synaptischen Vesikeln dopaminerger Neurone
gespeichert und calciumabhéngig bei Depolarisierung freigesetzt. Die Inaktivierung
erfolgt durch Wiederaufnahme Uber spezifische Dopamintransporter (DAT) und
anschlieBenden enzymatischen Abbau oder Wiederauffillung der synaptischen
Vesikel. Fir den Abbau von DA sind im Wesentlichen zwei Enzyme von Bedeutung:
die Catechol-O-Methyltransferase (COMT) und die Monoaminooxidase (MAO), von
der zwei Subtypen (MAO-A und -B) existieren. Die MAO findet sich in vielen
verschiedenen Zellen in der auf3eren Mitochondrienmembran — Typ A kommt sowohl
im zentralen Nervensystem als auch in sympathischen Ganglienzellen vor sowie in
intestinalen und plazentaren Mukosazellen, Typ B hingegen nur im zentralen
Nervensystem sowie in Thrombo- und Lymphozyten. Die COMT ist ubiquitar und
grofdtenteils im Zytoplasma der Zellen zu finden, nicht jedoch in katecholaminergen
Neuronen. Prasynaptisch erfolgt der enzymatische Abbau damit nur durch die MAO,
wahrend postsynaptisch zuséatzlich die COMT zur Verfigung steht. Beim Abbau von
Dopamin entstehen die beiden Hauptmetabolite Homovanillinsaure (HVA) und 3,4-
Dihydroxyphenylessigsaure (DOPAC). HVA wird als Endprodukt tber den Urin
ausgeschieden. In Abbildung 4 ist die Synthese und der Abbau von DA schematisch

Zusam mengefasst.
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Abbildung 4: Ubersicht iiber die Synthese und den Abbau von Dopamin.

(Modifiziert nach Laatikainen et al., 2013)

1.2.2 Dopaminrezeptoren

DA-Rezeptoren bestehen aus sieben membrandurchspannenden Peptidketten
(Alpha-Helices) und wirken Uber G-Protein-gekoppelte Mechanismen. Bisher sind
funf verschiedene Subtypen (D1 bis D5) bekannt. Anhand ihrer Transduktions-
mechanismen und pharmakologischen Eigenschaften lassen sie sich in zwei

Gruppen unterteilen.

Zur D1-Gruppe gehoéren der D1- und D5-Rezeptor. Bei Bindung von Dopamin erfolgt
die Aktivierung eines stimulatorischen G-Proteins, wodurch das membranstandige
Enzym Adenylatcyclase zur Bildung von cyclischen Adenosinmonophosphat (CAMP)
angeregt wird. Der sekundéare Botenstoff CAMP wiederum bedingt eine Aktivierung

von Proteinkinasen und kann dadurch verschiedene intrazellulare Prozesse initiieren.

Die Rezeptorsubtypen D2-D4 werden zur D2-Gruppe gezahlt. Sie bewirken die
Aktivierung eines inhibitorischen G-Proteins, welches zur Inaktivierung der
Adenylatcyclase fuhrt. Durch die reduzierte cAMP-Synthese wird der entsprechende
Signalweg gehemmt.

DA kann somit auf unterschiedliche Weise wirksam werden, entscheidend ist die

Expression des jeweiligen Rezeptortyps an der Zielstruktur.
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1.2.3 Afferente dopaminerge Bahnen und emotionales Verhaltens

Im Gehirn von S&ugetieren existieren im Wesentlichen drei wichtige dopaminerge
Bahnen:

Das nigrostriatale System projiziert Uber dopaminerge Afferenzen aus der Substantia
nigra (Pars compacta) zu neostriatalen Neuronen und tragt Uber das Prinzip der
Disinhibition des Thalamus zur Kontrolle der extrapyramidalen Motorik und
Modulation der Willkirmotorik bei. Klinisch bedingt hier eine Degeneration der
dopaminergen Neuronen das Auftreten der typischen Symptome der

Parkinson'schen Erkrankung.

Uber das tuberoinfundibulare System mit seinen dopaminergen Afferenzen aus dem
Nucleus infundibularis des Hypothalamus wird letztendlich endokrin die

Prolaktinsekretion der Adenohypophyse tonisch gehemmt.

Das mesocorticolimbische System ist an der Modulation emotionalen Verhaltens
beteiligt. Es lasst sich in zwei Subsysteme unterteilen — dem mesolimbischen und
dem mesocorticalen System. Beide Projektionsbahnen haben ihren Ursprung in
dopaminergen Neuronen des ventralen Tegmentums (Ventral Tegmental Area, VTA).
Die mesocorticale Bahn projiziert v.a. in den PFC und scheint fir kognitive
Funktionen (z.B. Aufmerksamkeit, soziales Verhalten) eine Rolle zu spielen. Die
mesolimbischen dopaminergen Neurone der VTA projizieren zu limbischen
Strukturen, v.a. dem Acb. Eine Dysregulation der DA-Transmission im mesocortico-
limbischen System wurde bereits mit verschiedenen pathophysiologischen
Zustanden, z.B. Drogenabhéangigkeit und psychiatrischen Erkrankungen wie der
Schizophrenie, in Verbindung gebracht.

1.2.4 Dopamin und Lernen

Eine viel diskutierte Theorie beziglich der Rolle von DA in Lernprozessen ist die
Funktion in der Vermittlung des PE und dadurch ausgeloster adaptiver
Verhaltensanderungen. In ihren klassischen Versuchen demonstrierten Schultz und
seine Kollegen, dass v.a. die Diskrepanz zwischen dem erwarteten und dem
tatsachlichen Auftreten einer Belohnung die Aktivitat von dopaminergen Neuronen,
vorwiegend der VTA, verdndert (Steinberg 2013, Schultz 1998). Im Sinne einer
bidirektionalen Kodierung wurden dabei eine erhohte Aktivitat bei Ubertreffen der

erwarteten Belohnung (positiver Vorhersagefehler) und eine verminderte Aktivitat bei
11



Ausbleiben der erwarteten Belohnung (negativer Vorhersagefehler) beobachtet.
Diese Veranderungen kdnnen dabei nicht nur von dem belohnenden Substrat selbst,
sondern auch durch konditionierte Stimuli ausgelost werden, wobei das genaue
Antwortmuster der dopaminergen Neurone hierbei davon abhangt, ob, in welchem
Ausmald und in welchem zeitlichen Abstand die Belohnung folgt. Die so veradnderte
DA-Transmission soll assoziative Lernprozesse ausldsen und so zu einer optimierten
Verhaltensantwort fuhren. Das Ausbleiben eines aversiven Reizes kdnnte in diesem
Zusammenhang als Belohnung gewertet werden und DA dadurch als ,Teaching

Signal® theoretisch ebenfalls Lernprozesse i.S. einer Furchtextinktion auslésen.

Die Rolle von DA in Bezug auf furchtassoziierte Lernmechanismen und andere
komplexere Lernformen scheint jedoch vielfaltiger zu sein. Einige dopaminerge
Populationen reagieren nachweislich auch auf saliente und aversive Stimuli sowie
entsprechende aversiv konditionierte Reize. Verschiedene Forschungsgruppen
gehen daher eher von einer modulatorischen Funktion der mesocorticolimbischen
DA-Transmission in der Informationsverarbeitung aus (u. a. Bromberg-Martin et al.
2010). Die zwei gangigsten Theorien hierzu, welche durchaus miteinander vereinbar
erscheinen, beschreiben fir DA zum einen eine Art Taktungsfunktion (Gating)
eintreffender Informationssignale, zum anderen eine Verbesserung der Signal-to-
Noise-Ratio, also einer Unterdriickung hintergrindiger ,Storsignale” zu Gunsten der
relevanten Stimulusinformation. Es wird angenommen, dass zum Zeitpunkt der DA-
Freisetzung aktive synaptische Signale verstarkt werden, indem die Exzitation der
entsprechenden Neurone unterstutzt wird, wahrend nicht relevante neuronale
Aktivitaten gehemmt werden. So kann es zu einer Synchronisation neuronaler

Aktivitaten kommen und die weitere Informationsverarbeitung beeinflusst werden.

1.3 Methoden zur Erforschung lokaler Transmittersysteme

Um die dynamischen Veranderungen in lokalen Transmittersystemen, z.B. der DA-
Freisetzung im mPFC wahrend der Furchtextinktion, zu erfassen, stehen
verschiedene wissenschaftliche Methoden zur Verfliigung. Neben histologischen und
bildgebenden Untersuchungstechniken besteht mit dem Verfahren der Mikrodialyse
oder elektrochemischen Detektionsmethoden wie der Voltammetrie die Mdglichkeit,
Transmitter- und Metabolitkonzentrationen in vivo zu bestimmen. Neben der

Bestimmung von Gewebekonzentrationen ist die lokale Applikation pharmakologisch
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wirksamer Substanzen eine weitere Option, Hirnstrukturen zu untersuchen. Durch
Mikroinjektion von Transmitter-Agonisten oder -Antagonisten kann der Einfluss

bestimmter Botenstoffe in definierten Hirnarealen selektiv untersucht werden.

1.3.1 In vivo-Mikrodialyse

Die Mikrodialyse ist ein etabliertes wissenschaftliches Verfahren, welches u.a. in der
Neurowissenschaft zur Detektion von Neurotransmittern genutzt wird. Der Vorteil
gegenuber anderen Methoden, wie z.B. der postmortalen Hirnsektion und
histologischen Analyse oder PET-Verfahren, besteht in der Mdglichkeit, die
Transmission neuronaler Botenstoffe bestimmter Hirnareale direkt wahrend der
Verhaltensexpression an lebenden, sich frei bewegenden Versuchstieren erfassen
zu konnen. Dazu wird bei den Versuchstieren eine Mikrodialysesonde, eventuell
unter Verwendung einer zuvor implantierten Fuhrungskanile, in die zu
untersuchende Hirnregion eingebracht. Die Sonde besteht aus einem zufiihrenden
und ableitenden Schlauchsystem sowie einer semipermeablen Membran an der
Spitze. Uber das zufiihrende System wird kontinuierlich ein liquides Dialysemedium,
welches in der Zusammensetzung mdoglichst der cerebralen Extrazellularflissigkeit
entspricht, in die Sonde geleitet. Uber die semipermeable Membran kénnen nun je
nach chemisch-physikalischen Eigenschaften Molekile wie z.B. Neurotransmitter
entlang ihres Konzentrationsgradienten in das Perfusionsmedium diffundieren. Uber
das ableitende System gelangt das Dialysat zur Probengewinnung nach auf3en. Zur
anschlieBenden Analyse des Dialysats stehen je nach Fragestellung und zu
detektierenden Substanzen verschiedene Methoden zur Verfiigung, z.B. die High
Performance Liquid Chromatography (HPLC). Dabei ist die zeitliche Auflosung v.a.
durch die zur Analyse notwendige Dialysatmenge und die begrenzte Perfusionsrate

limitiert.

Das Verfahren der In vivo-Mikrodialyse wurde in der neurowissenschaftlichen
Forschung der letzten 30 Jahre bereits sehr erfolgreich und zahlreich an Ratten
durchgefiihrt. Mause hatten sich als Versuchstiere fur diese Methode initial als
weniger praktikabel erwiesen, da diese nach Implantation der Mikrodialysesonde
eine langere Rehabilitationsphase von ca. einer Woche benétigen (Wotjak et al.
2008). Zudem ist die Versuchstechnik aufgrund der kleineren Anatomie zur
Vermeidung interferrierender Gewebeschaden auf groRere Hirnareale beschrankt

gewesen. In den letzten Jahren findet die Methode aber auch bei M&usen
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zunehmende Anwendung zur experimentellen Erforschung neurologischer und
psychiatrischer Krankheitsbilder, bei denen durch Verwendung der Mikrodialyse
Einblicke in die Dynamik von Neurotransmittern wahrend Verhaltensversuchen

gewonnen werden kdnnen.

In der folgenden Abbildung 5 wird die Methode der Mikrodialyse genauer dargestellt.

Abbildung 5: In- vivo-Mikrodialyse bei Mausen: Schematische Darstellung und Fotodokumentation.

a) Uber einen Perfusor (A) wird das Dialysemedium kontinuierlich mit einer definierten Laufgeschwindigkeit in
den zufiihrenden Schenkel (B) des Mikrodialysesystems gepumpt und von dort in die Mikrodialysesonde (C)
geleitet. An deren Spitze befindet sich eine semipermeable Membran, iiber die der Ubertritt von molekularen
Stoffen entsprechend ihres Konzentrationsgradienten vom cerebralem Extrazellularraum in das Medium
erfolgt. Das Dialysat wird anschlieRend Uber den abfiihrenden Schenkel (D) in ein Probengefafly (E)
befordert. Die zeitliche Auflosung héngt dabei von der Dauer der einzelnen Probengewinnung ab.

b)  Versuchstier mit implantierter Mikrodialysesonde. Zu- und abfihrender Schenkel des Mikrodialysesystems
sind mit einer speziellen Vorrichtung an der Schadelkalotte befestigt und jeweils mit einer entsprechenden
Markierung gekennzeichnet.

1.3.2 Intracerebrale Mikroinjektion pharmakologisch wirksamer Substanzen

Durch die Mikroinjektion pharmakologisch wirksamer Substanzen in bestimmte
Hirnareale Uber zuvor implantierte Fuhrungskanilen lassen sich diese, je nach
Expression von Transmitterrezeptoren, gezielt beeinflussen. So kann z.B. durch
Muscimol, einen GABA-Rezeptor-Agonist, eine transiente Inaktivierung erfolgen. Zur
Untersuchung lokaler dopaminerger Systeme bieten sich selektive DA-Agonisten und
-Antagonisten an, z.B. SCH23390 (selektiver D1-Rezeptorantagonist) und Sulpirid
(selektiver D2-Rezeptorantagonist). Injektionen kdnnen dabei abhangig von der

Fragestellung uni- oder bilateral erfolgen.
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1.4 Aufgabenstellung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Zusammenhang zwischen der
dopaminergen Transmission im mPFC und der Extinktion konditionierter Furcht zu
untersuchen. Untersucht werden sollte dabei nicht nur, ob es im Rahmen der
Furchtextinktion zu einer Dopaminfreisetzung im mPFC kommt, sondern auch welche
DA-Rezeptortypen eine Rolle spielen. Dazu wurden verschiedene Verhaltens-
versuche durchgefihrt, die sich im Einzelnen wie folgt darstellen:

1) Etablierung eines geeigneten Extinktionsprotokolls fir die Furchtextinktion im
Heimkafig

2) Messung der DA-Konzentration im mPFC wahrend der Furchtkonditionierung
und -extinktion via Mikrodialyse

3) Untersuchung der Effekte der lokalen Injektion von Sulpirid (D2-Antagonist)
und SCH23390 (D1-Antagonist) in den rechten mPFC auf die Furchtextinktion
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2 Material und Methoden

Im folgenden Abschnitt werden die verwendeten Materialien und Methoden erlautert.
Alle Tierexperimente wurden im Einklang mit den EU-Richtlinien fir den sorgféaltigen
Umgang mit Versuchstieren (86/609/EEC) und nach Genehmigung der zustandigen
Behorde bei der Regierung von Oberbayern durchgefuhrt.

2.1 Tiere und Tierhaltung

Fur die im Rahmen der experimentellen Arbeit durchgefuhrten Versuche wurden
mannliche C57BL/6-M&ause (Charles River, Sulzfeld, Deutschland) verwendet. Die
bei Anlieferung sechs bis acht Wochen alten Tiere wurden direkt nach der Ankunft in
separaten Kafigen (Makrolon Typ IlI) untergebracht, welche mit Einstreu und Nist-
material aus Holzwolle ausgestattet waren. Zudem war den Versuchstieren der
Zugang zu Futter und Leitungswasser uneingeschrankt mdglich. Sowohl in den
Verhaltenslaboren, in denen die Versuche durchgefuhrt wurden, als auch in den
Tierhaltungsrdumen herrschten kontrollierte, konstante Laborbedingungen (inverser
Lichtzyklus, 12h:12h, Licht an um 21:00 Uhr, Ausnahme: Mikrodialyseversuche mit
Licht an um 09:00 Uhr; Raumtemperatur 20 °C * 2 °C, Luftfeuchtigkeit 55 % + 5 %).
Nach einer Eingew6hnungsphase von mindestens einer Woche wurde mit den
Experimenten begonnen. Alle Versuche wurden mit Ausnahme der Mikrodialyse-
experimente in der Aktivitatsphase der Tiere (Dunkelphase, bei inversem Lichtzyklus
09:00 Uhr bis 21:00 Uhr) absolviert.

2.2 Testapparaturen zur Durchfihrung der Konditionierungs- und

Extinktionssitzungen

Die nachfolgend beschriebenen Versuche zur Furchtkonditionierung und Extinktion
konditionierter Furcht wurden in speziell daflr eingerichteten Verhaltenslaboren
durchgefuhrt. Die Versuchstiere wurden mindestens einen Tag vor Beginn der
Experimente in das Verhaltenslabor transportiert. Die Unterbringung zwischen den
einzelnen Versuchssitzungen erfolgte in den jeweiligen Heimkéafigen in speziellen,
platzsparenden Halterungssystemen. Dieser Bereich war von dem Teil des Labors, in
dem sich die Versuchsapparaturen befanden, durch einen schwarzen, licht- und

gerauschundurchlassigen Vorhang raumlich getrennt. Dadurch war es mdglich, mit
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einem Teil der Versuchstiere Verhaltensexperimente durchzufiihren, ohne dass die

restlichen Tiere im Bereich des anderen Raumkompartiments beeintrachtigt wurden.

Beim Mikrodialyseexperiment erfolgte die Unterbringung und Versuchsdurchfiihrung
im Mikrodialyselabor. Die hier stattfindenden Experimente wurden, im Gegensatz zu
den Ubrigen Versuchen, aufgrund der besonderen Komplexitat in der Lichtphase,
also der eigentlichen Inaktivitatsphase der Versuchstiere, durchgefiihrt. Am Tag vor
Beginn des Experiments wurden die Tiere in das Labor transportiert, wo zunachst die
Implantation der Mikrodialysesonde erfolgte. Danach wurden die Tiere in ihren
Heimkafigen bereits in die Versuchsvorrichtungen platziert, so dass an den folgenden
Tagen keine zusatzliche Manipulation durch einen erneuten Transfer erforderlich

war.

Konditionierungskammer

Die Konditionierung der Versuchstiere erfolgte in speziellen Konditionierungs-
kammern fur Mause (ENV-307A, MED Associates). Diese hatten eine rechteckige
Grundflache (19 cm x 14 cm) mit zwei Seitenwanden aus Metall und zwei Seiten-
wanden aus durchsichtigem Plexiglas. Die Hohe der Seitenwande betrug 30 cm. Der
Boden bestand aus einem Metallgitter (ENV-407, MED Associates), Uber das unter
Verwendung eines angeschlossenen Fuldschockgenerators (ENV-414, MED
Associates) die Applikation eines Elektroschocks erfolgte. Darunter befand sich eine
kleine Metallschublade, die wahrend der Versuche mit der gleichen Einstreu wie in
den Heimkafigen beflllt war. Zudem war jede Konditionierungskammer mit einem
Lichtquelle (ca. 10 Lux, ENV-215M, MED Associates) ausgestattet. Nach jedem
Durchgang wurden die Versuchsapparaturen mit Ethanol 70 % gereinigt und die

Metallschublade mit frischer Einstreu befiillt.

Zylinder fir Extinktionstraining und/oder Retentionstest

Die Versuchsapparaturen fur das Extinktionstraining bestanden aus durchsichtigen
Plexiglaszylindern (Durchmesser 15 cm, Hohe 30 cm) mit abnehmbaren Kunststoff-
boden, die wahrend der Versuche ebenfalls mit Einstreu beflllt wurden. Die
Beleuchtung, mit der die Zylinder ausgestattet waren, entsprach der in den
Konditionierungskammern. Die Reinigung der Versuchsapparaturen erfolgte nach
jedem Durchgang mit Essigsaure 1 %, um eine mdgliche olfaktorische Assoziation

zur Konditionierungssituation zu vermeiden.

17



Mikrodialyse-Kéafige

Fur das Mikrodialyseexperiment wurden zur Unterbringung der Versuchstiere
spezielle Kéafige verwendet. Diese hatten ahnlich der Konditionierungskammern eine
guadratische Grundflache (16 cm x 16 cm) und Seitenwande aus Plexiglas (H6he
32 cm). Der abnehmbare Kunststoffbooden war ebenfalls mit Einstreu bedeckt. Futter
und Leitungswasser waren den Tieren auch hier stets zuganglich. Wéahrend der
Durchfihrung der Mikrodialyse wurden neben den Kafigen Haltevorrichtungen
positioniert, Uber welche die Mikrodialyseschlauche so fixiert wurden, dass den
Versuchstieren eine entsprechende Mobilitat in den Kafigen moglich war, ohne sich

in den Schlauchen zu verfangen.

Schallisolierte Versuchsboxen

Zur  Durchfuhrung der  Verhaltensexperimente  wurden die jeweiligen
Konditionierungs- bzw. Versuchsapparaturen in schallisolierten, mit zusatzlichem
Isoliermaterial aus Schaumstoff (Conrad Electronics, Hirschau, Deutschland)
ausgekleideten Boxen (ENV-018M, MED Associates) platziert. An der Decke der
Boxen befanden sich Lautsprecher (DTW 110 NG, Visaton), die mit einem
Tongenerator (ANL-926, MED Associates) verbunden waren. Darlber war das
Einspielen von Tonen unterschiedlicher Qualitat und Dauer moglich. An den
Ruckwéanden der Boxen waren kleine CCD-Kameras (Conrad Electronics, Hirschau,
Deutschland) angebracht, Gber welche die bildliche Dokumentation des Verhaltens
der Versuchstiere erfolgte. Dazu waren diese an DVD-Rekordern (DMR-EH56,
Panasonic) angeschlossen. Zur Koordination des Versuchsablaufes wurde eine
spezielle Software (MED-PC fiur Windows v2.16) verwendet. Dadurch konnte Uber
eine entsprechende Schnittstelle (DIG 715, MED Associates) und Steuereinheit (SG
215, MED Associates) die kontrollierte Licht-, Ton- und ggf. Schockapplikation
gemal des ausgewahlten Computerprotokolls erfolgen. Die Aufzeichnung der
Experimente mittels Kamera und DVD-Rekorder wurde manuell koordiniert.

2.3 Verhaltensanalyse

Die Analyse des Freezingverhaltens der Versuchstiere wahrend der Experimente
wurde anhand der Videodokumentation durchgefiihrt. Dazu wurde das Computer-
programm ,EVENTLOG" (Robert Hendersohn, 1986) verwendet, mit dessen Hilfe die

jeweiligen Freezingzeiten erfasst wurden. Die Zeitmessungen erfolgten dabei durch
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das Betatigen definierter Tasten auf der Computertastatur. Als Freezing oder auch
Angststarre wurde dabei die absolute Immobilitdt des Versuchstieres —
ausgenommen Bewegungen durch Atemexkursionen — definiert. Die so erfassten
Rohdaten wurden mithilfe der Software ,Winrat* (Heinz Barthelmes, MPIP) fur die

endgultige Analyse weiterverarbeitet.

Alle Experimente zur Furchtkonditionierung und deren Extinktion wurden in gleicher
Weise und in Unkenntnis der Versuchsgruppen von derselben Person (Verfasserin
der Arbeit) ausgewertet. Zur Gewahrleistung einer moglichst exakten Analyse des
Freezingverhaltens wurde vor Beginn der Experimente die Genauigkeit der
individuellen Auswertung Uberprift. Dazu wurden ausgewéahlte, bereits von einem
erfahrenen Beobachter ausgewertete Verhaltensdaten erneut analysiert und eine
Korrelation der Ergebnisse der beiden Untersucher erstellt. Die inter- und
intraindividuelle Ubereinstimmung in der Auswertung der Daten lag dabei bei tiber
94 % (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Graphische Darstellung der Korrelation der Verhaltensanalysen.

2.4 Experimente

Es wurden insgesamt vier tierexperimentelle Versuche durchgefuhrt. Im ersten
Experiment wurde ein Verhaltensprotokoll etabliert, auf dessen Grundlage der

darauffolgende Mikrodialyseversuch umgesetzt wurde. In den letzten beiden
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Experimenten erfolgten die Mikroinjektionen von D1-/D2-Rezeptorantagonisten in
den mPFC.

2.4.1 Uberprufung der Furchtextinktion im Heimkafig

Als potentiell problematisch fir die Durchfihrung des Mikrodialyseexperimentes
stellte sich die Anfalligkeit der Methode gegeniber Storfaktoren im Rahmen des
Verhaltensversuches dar, z.B. die Interaktion mit den Versuchstieren beim Umsetzen
der Tiere in die jeweiligen Versuchsapparaturen. Um eine derartige Interaktion
zumindest wahrend des Extinktionstrainings zu vermeiden, wurde in einem
Vorexperiment Uberprift, ob das Extinktionslernen bezlglich konditionierter Furcht
auch im eigenen Heimkafig zu beobachten ist und somit ein Transfer zwischen den
Versuchsapparaturen vermieden werden kann. Eine Ubersicht ber den
Versuchsaufbau ist in Abbildung 7 dargestellt. Das beschriebene Experiment wurde
wie der spatere Mikrodialyseversuch wahrend der Lichtphase durchgefiihrt. Somit
konnte gleichzeitig die Effektivitat des Extinktionslernens wahrend der eigentlichen
Inaktivitatsphase der Versuchstiere Uberpruft werden.

Tag 0 Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4
| ] | | l >
= or or or @— Heimkafig-Extinktionsgruppe
(n=10)
o7 0 o 0 @ Heimkafig-Kontrollgruppe
- - N\ (n=10)
T (O —(OP (P ——(P)— zylinder-Extinkti
- o 9 o o ylinder-Extinktionsgruppe
kIJ @ kf/ & (n=10)
Konditionierung  Extinktionstraining vs. Licht Retentionstest

Abbildung 7: Ubersicht des Versuchsprotokolls zur Untersuchung der Extinktion im Heimkafig.

Nach Konditionierung aller drei Versuchsgruppen in der Konditionierungskammer an Tag O durchliefen nur
Gruppe 1 im Heimkafig und Gruppe 2 im Zylinder ein tagliches Extinktionstraining (EX10D1 bzw. EX10D2 in
alternierender Reihenfolge). An Tag 4 wurden alle Versuchsgruppen im Zylinder getestet (EX10D2).

Konditionierung

Alle Versuchstiere wurden an Tag O entsprechend dem Konditionierungsprotokoll
CO01 mit einem Sinuston (20s, 9 kHz, 80 dB) als CS und einem koterminierten
Ful3schock (2 s, 0,7 mA) als US konditioniert. Dazu wurden die Versuchstiere einzeln

aus dem Nebenraum, in dem die Tiere im experimentfreien Intervall untergebracht
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waren, in das Mikrodialyselabor gebracht und in die dafir vorgesehene
Konditionierungskammer gesetzt. Wie Dbereits beschrieben erfolgte nach einem
Zeitintervall von drei Minuten die Tonprasentation und mit einer Verzégerung von
18 s die Schockapplikation. Danach verblieben die Tiere jeweils eine weitere Minute
ohne weitere Manipulation bei weiterhin eingeschaltetem Licht in der
Konditionierungskammer, bevor sie zurick in ihre Heimkéfige gesetzt und zurtick in

den Tierhaltungsraum gebracht wurden.

Extinktionstraining

Fur die Beurteilung der Furchtextinktion wurden die Versuchstiere anschlie3end in
drei Gruppen eingeteilt. Abgeleitet von dem Standardprotokoll, das in der Arbeits-
gruppe fur das Extinktionslernen konditionierter Furcht verwendet wurde, gab es
primar zwei Gruppen. Gruppe 1 erhielt an den Versuchstagen 1-3 jeweils ein
Extinktionstraining mit je zehn, 20 s andauernden Tonprasentationen im Heimkafig,
wahrend die Versuchstiere der Gruppe 2 taglich eine entsprechende Zeitdauer bei
eingeschaltetem Licht ohne Tonprasentationen in ihren Heimké&figen verbrachten. Als
Heimkafige dienten in Anlehnung an den folgenden Mikrodialyseversuch die
beschriebenen Mikrodialysekafige. Zusatzlich wurde eine dritte Gruppe gegentber-
gestellt, die an den Tagen 1-3 das Extinktionstraining mit je zehn Tonprasentationen

im Plexiglaszylinder erhielt.

Retentionstest

An Tag 4 wurde bei allen Versuchstieren ein Extinktionstraining mit je zehn
Tonprasentationen im Plexiglaszylinder durchgefiihrt, um zu Uberprifen, ob und in
welchem Ausmal3 ein Extinktionslernen stattgefunden hatte.

Extinktionsprotokolle

Bei den Gruppen 1 und 3 wurden an den Tagen 1-3 abwechselnd die Protokolle
-,EX10D1“ und ,EX10D2“ verwendet, welche eine unterschiedliche Abfolge der
Tonsignale enthielten (siehe Abbildung 8). Bei Gruppe 2 wurde an den Tagen 1-3
das Protokoll ,1250seclight” angewandt, welches lediglich die konstante Prasentation
von Licht, nicht aber akustische Signale enthielt. Fir das Extinktionstraining aller
Versuchstiere an Tag 4 wurde entsprechend der alternierenden Reihenfolge das
Protokoll ,EX10D2“ verwendet. Alle genannten Stimulusprotokolle hatten eine

Gesamtdauer von ca. 21 Minuten.
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Ll | L | | | Protokoll ,EX10D1¢

| | | | | | | - Protokoll ,EX10D2"

Abbildung 8: Schematische Darstellung der zwei verwendeten Extinktionsprotokolle.

Uber einen Zeitraum von insgesamt 1250 s wurden jeweils zehn akustische Signale (Sinuston, 9 kHz, 80 dB,
20 s) in unterschiedlichen Abstanden abgespielt, beginnend nach einer Adaptionszeit von 3 Minuten, in welcher
lediglich das Licht in der Versuchseinrichtung eingeschaltet war. In der Abbildung entspricht eine Markierung auf
der X-Achse jeweils einem akustischen Signal.

2.4.2 Dopaminerge Transmission im mPFC wahrend der Furchtextinktion (In-

vivo-Mikrodialyse)

Zur Untersuchung der dopaminergen Transmission im mPFC wahrend der Furcht-
extinktion wurde die Technik der In vivo-Mikrodialyse verwendet. Aufgrund des
besonderen Aufwandes in Kombination mit dem Verhaltensexperiment wurde der
Versuch in mehreren Durchgangen mit jeweils vier Versuchstieren durchgefihrt. Das
Verhaltensprotokoll wurde bei suffizientem Extinktionslernen im Heimkafig innerhalb
von drei Sitzungen im Vgl. zum Vorversuch um einen Tag reduziert, um

Komplikationen in der Probengewinnung zu vermeiden.

Operationen: Implantation der Fiihrungskaniile (Tag -7) und der Mikrodialysesonde
(Tag -1)

Eine Woche vor Beginn des Versuches erfolgte die unilaterale Implantation (rechts)

einer Fuhrungskanule (MAB4.15.IC, Microbiotech/se AB, Schweden), tUiber die spater
die Mikrodialysesonde eingefiihrt wurde. Zur Analgesie wurde den Versuchstieren
ca. 45 bis 60 Minuten vor Operationsbeginn Meloxicam (0,5 mg/kg; Metacam®,
Boehringer Ingelheim, Deutschland) i.p. injiziert. Unter Inhalationsnarkose mit
Isofluran (2 % v/v in O; Abbott, Indien) und nach Feststellung der chirurgischen
Toleranz erfolgte die Platzierung im Stereotakten (TSE Systems Inc., MO, USA). Die
Korpertemperatur wurde wéahrend des Eingriffes kontinuierlich Uber eine rektale
Temperatursonde gemessen und mithilfe eines Heizkissens (Harvard Apparatus, MA,
USA) bei 36 °C gehalten. Durch einen ca. 1 cm grof3en sagittalen Hautschnitt im

Bereich der Mittellinie wurde die Kopfhaut ertffnet. Mithilfe des Stereotakts wurden
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zunachst die Zielkoordinaten (1,9 mm rostral, 0,35 mm lateral; ausgehend von
Bregma) rechtsseitig mit einem feinen Filzschreiber auf der Schadelkallotte markiert.
Abbildung 9 zeigt einen M&useschadel mit den Schadelndhten und entsprechenden

Orientierungspunkten.

Abbildung 9: Darstellung der Schadelndhte am Mauseschéadel.

Insbesondere Bregma, der Schnittpunkt zwischen Sagittalnaht und Frontalnéhten, dient als Orientierungshilfe bei
der Implantation von Fiihrungskaniilen oder Sonden im Rahmen neurowissenschaftlicher Untersuchungen.

(Paxinos und Franklin, 2001)

Diese waren im Vorfeld anhand anatomischer Aufzeichnungen (Paxinos und
Franklin, 2001) ermittelt und durch mehrere Probeingriffe fiur die Versuchstiere
verifiziert worden. AnschlieBend wurde im Bereich der Markierung ein Loch gebohrt
und die Fuhrungskanule eingebracht (1,5 mm ventral). Die Fixierung erfolgte mittels
in den Schadel eingebrachter kleiner Schrauben und Zahnzement (Paladur, Heraeus
Kutzer GmbH, Wehrheim/Ts., Deutschland). Zusatzlich wurde auf Hohe der
Mittellinie einige Millimeter hinter der Fuhrungskanule ein kleines Metallstdbchen mit
einem Loch im oberen Drittel angebracht, welches spater als Fixierung flr einen
Metalldraht dienen sollte, der die Bewegung des Tieres auf ein Rotationssystem
(Swivel) Ubertrug und somit ein Verdrehen der Schlauche verhinderte. Die Kopfhaut
wurde mit zwei bis drei Einzelknopfnahten adaptiert und die Versuchstiere in die

speziellen Mikrodialysekéfige gesetzt. Die Eingriffe dauerten 30 bis 45 Minuten. Zur
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postoperativen Analgesie wurde das Trinkwasser der Tiere fir weitere drei Tage mit
Meloxicam (0,25 mg/100 ml) versetzt, und die Erholungsphase der Tiere téaglich
verfolgt.

Einen Tag vor der Konditionierung (Tag -1) erfolgte die Implantation der
Mikrodialysesonde (MAB4.15.2.Cu., Microbiotech SE, Stockholm, Schweden). Zur
Vorbereitung der Sonde wurde diese bereits zwei Stunden zuvor uber dinne
Kunststoffschlauche mit dem afferenten und efferenten Schenkel an das
Perfusionssystem angeschlossen und mit der Perfusionslosung durchgespult. Als
Perfusionslosung wurde Ringerlésung (Fresenius Kabi GmbH, Bad Homburg,
Deutschland) gewahlt, da diese eine &hnliche lonenzusammensetzung wie die
cerebrale Extrazellularfliissigkeit besitzt und bereits in vorherigen Mikrodialyse-
versuchen der Forschungsgruppe erfolgreich verwendet wurde. Die nur wenige
Minuten dauernde Implantation der Mikrodialysesonde wurde in erneuter
Inhalationsnarkose mit Isofluran durchgefiuihrt. Die Perfusion des Mikrodialyse-
systems wurde mit einer Flussrate von 0,5 pl/min fortgesetzt. Die Versuchstiere
wurden ohne weitere Manipulationen zurick in ihre Mikrodialysekéafige gesetzt.
Wahrend dieser Zeit fand keine Probengewinnung statt. Abbildung 10 zeigt eine

Ubersicht des Mikrodialyseexperiments.

Dialysat-Entnahme

Tag -7 Tag -1 Tag 0 Tag 1 Tag 2 Tag 3
| . | | | | .
orl7 QU
Implantation der Konditionierung Retentionstest
Fihrungskaniile (Konditionierungs- (Zylinder) EX10D1
ind PFC k
indenm ammer) QJ\VS. Q
Implantation der Extinktionstraining
Mikrodialysesonde (Mikrodialysekafig)
EX10D1/D2 vs.

1250seclight

Abbildung 10: Schematische Ubersicht {iber die einzelnen Schritte des Mikrodialyseexperiments.

Eine Woche vor Beginn des kombinierten Mikrodialyse-Verhaltensversuches erfolgte rechtsseitig die Implantation
der Fuhrungskanile (1,9 mm rostral, 0,35 mm lateral, 1,5 mm ventral). Die Implantation der Mikrodialysesonde
wurde am Tag -1 durchgefiihrt. Am Konditionierungstag (Tag 0) wurden zunéchst drei Basalproben pro Tier
entnommen, bevor die CS-US-Konditionierung der Versuchstiere erfolgte. An Tag 0 wurden keine weiteren
Proben gewonnen. An den folgenden drei Versuchstagen wurden 3 Basalproben und nach dem Extinktions-
training bzw. nach dem Retentionstest jeweils sieben ,stimulierte“ Proben asserviert.

24



Probengewinnung:

Zu Beginn des Konditionierungstages (Tag 0) wurde zunéchst die Flussrate auf
2,0 pl/min  gesteigert. Nach zwei Stunden wurde mit der Entnahme der
Dialysatproben begonnen. Um das Totvolumen des abfiihrenden Schenkels mit
entsprechendem englumigen Mikrodialyseschlauch von 20 pul zu kompensieren,
wurde mit der Entnahme der entsprechenden Proben zehn Minuten verzdgert
begonnen. Von jedem Versuchstier wurden am Konditionierungstag drei Basisproben
und an den Versuchstagen 1-3 jeweils zusatzlich sieben ,stimulierte“ Fraktionen im
zeitlichen Abstand von je 20 Minuten gewonnen. Die SammelgefaRe (Vial Plastic
300 ul; CMA/Microdialysis AB, Stockholm, Schweden) befanden sich in einem
automatischen, kihlenden Probeannahmegerat (Univentor 820 Microsampler,
Univentor, Malta). Nach Beendigung der Verhaltensversuche wurde die Perfusor-
Laufrate bis zum Folgetag auf 0,5 pl/min reduziert. Die entnommenen Proben
wurden zunéchst bei -80 °C gelagert und innerhalb der nachsten zwei bis drei
Wochen analysiert. Die Probengewinnung wird in Abbildung 11 detailliert dargestellt.

Basalproben Stimulierte Proben
L1 [ 1T 1 1
—t - — | >
0,5 pl/min = 2,0 pl/min Extinktions- 2,0 pl/min = 0,5 pl/min
training

Abbildung 11: Probengewinnung der Mikrodialyse an den Versuchstagen 1-3.

An der x-Achse sind die Laufgeschwindigkeiten der Perfusoren, Uber welche die Mikrodialysesonden mit
Ringerldsung perfundiert wurden, sowie der Zeitraum des Extinktionstrainings vermerkt. Die Perfusionsrate wurde
zur Probengewinnung zwei Stunden vor Beginn erhdht und nach Gewinnung der letzten Probe wieder auf die
Basislaufgeschwindigkeit reduziert. Die Mikrodialysatproben wurden im zeitlichen Abstand von 20 Minuten
gewonnen. Entsprechend des geschatzten Totvolumens des abfiihrenden Schlauchsystems (ca. 20 pl) wurde mit
dem Verhaltensversuch 10 Minuten vor Sammelbeginn der ersten ,stimulierten“ Probe begonnen, um hier eine
korrekte zeitliche Korrelation zu erreichen. Von den urspringlich 10 gesammelten Dialysaten pro Versuchstier
gingen lediglich die ersten 7 Proben in die statistische Analyse ein, da es vereinzelt zu Probenausfallen kam und
S0 eine statistische Auswertung nicht sinnvoll méglich gewesen wére.

Verhaltensversuch:

Das Verhaltensexperiment wurde simultan zur Mikrodialyse durchgefiihrt. Wie bereits
im Vorversuch wurden die Tiere zuvor in zwei Gruppen eingeteilt, die an den
Versuchstagen 1-3 entweder ein Extinktionstraining mit je zehn Tonprasentationen
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(10 x 20 s Sinuston, 9 kHz, 80 dB; alternierend Protokoll ,EX10D1“ und ,EX10D2%)
oder eine konstante Lichtprasentation (Protokoll ,1250seclight) in ihren Mikrodialyse-

kafigen erhielten.

Probenanalyse:

Die Analyse der gewonnenen Mikrodialysatproben erfolgte mittels HPLC. Dabei

wurden die Konzentrationen von DA elektrochemisch detektiert.

HPLC ist ein chromatographisches Trennverfahren, mit denen Substanzen nicht nur
getrennt, sondern auch Uber Standards identifiziert und quantifiziert werden kénnen.
Die Apparatur besteht aus folgenden Hauptkomponenten: Pumpe, Injektor, Entgaser,
Trennungssaule, Temperaturregler, Detektor und einem Rechnersystem zur Daten-
verarbeitung. AulRerdem wird ein Eluent (mobile Phase) benttigt — eine fllissige

Substanz als Laufmittel.

Die verwendeten Komponenten und Einstellungen sind in Abbildung 12 aufgelistet.
Zur Analyse wurde jeweils ein Injektionsvolumen von 20 pl verwendet. Die
Detektionsgrenze fir DA lag bei 0,02 pg/ul (0,18 nM). Die Retentionszeit betrug
5,5 Minuten.

Pumpe: Sunflow 100 (SunChrom, Germany)

Entgaser: Degasys Populaire

Schwingungsdampfer: SS1 Pulse Damper

Filter: Nylonfilter 0,22 um

Trennsaule: YMC PackPRO C18 (150 mm x 3,3 mm, PartikelgréRe 3 um;

YMC Europe GmbH, Schermbeck, Deutschland)

Detektor: Decade (Antec Leyden, Zoeterwoude, Niederlande)
Detektionspotential: +650 mV gegen Ag/AgCl-Elektrode

Flussrate: 0,6 ml/min

Eluent: 0,09 M Natriumphosphat, 0,05 M Natriumcitrat,

1,7 mM Natriumoctansulfat, 0,05 mM Na2-EDTA,
10 % Acetonitril (v/v), 10 M NaOH pH 3,0

Abbildung 12: Verwendete HPLC-Komponenten und Einstellungen.
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2.4.3 Einfluss einer transienten, pharmakologischen Inaktivierung von D1/D2-

Rezeptoren im mPFC auf die Extinktion konditionierter Furcht

Zur weiteren Untersuchung des Einflusses von Dopamin im mPFC auf die Extinktion
konditionierter Furcht wurden nachfolgend unilaterale Mikroinjektionsversuche mit

SCH-23390-Hydrochlorid und Sulpirid in neuen Gruppen von Tieren durchgefihrt.

Die Stammlésungen (1 mg/ml) wurden bei -20 °C aufbewahrt. Als D2-Rezeptor-
antagonist wurde 1 mg (RS)-(x)-Sulpiride (Tocris Bioscience, United Kingdom) in
10 pl Essigsaure 1 % gelost und spater mit steriler Kochsalzldsung auf die bendétigte
Konzentration verdiinnt. Der D1-Rezeptor-Antagonist R(+)-SCH-23390-Hydrochlorid
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) wurde direkt in Kochsalzlésung gelost.

Operation: unilateral Implantation der Fithrungskanulen (Tag -7)

Die Implantation der Mikroinjektionskanilen erfolgte unter den gleichen Bedingungen
wie die Implantation der Mikrodialysefiihrungskanilen. Dazu wurden durch die
institutseigene Werkstatt silikonisierte, rostbestandige Stahlkantlen angefertigt
(Lange 10 mm, AufRendurchmesser 0,46 mm, Innendurchmesser 0,3 mm), die vor
der Implantation mit 70 %-igem Ethanol desinfiziert wurden. Die Implantation erfolgte
ebenfalls in der rechten Hemisphéare (Koordinaten: 1,9 mm rostral, 0,35 mm lateral,
2,0 mm ventral). Wie auch die Mikrodialysekanilen wurden diese mit Zahnzement
am Schadel fixiert, allerdings entfiel das zusatzliche Anbringen eines
Metallstédbchens zur Fixierung des Metalldrahtes (s.0.). Um Okklusionen vor Beginn
des Verhaltensexperimentes zu vermeiden wurde direkt nach Implantation der
Fuhrungskanile ein passender Stahldraht (Durchmesser 0,2 mm) eingefihrt. Die
Tiere verblieben anschlieRend fur sieben Tage ohne weitere Manipulationen zur
Erholung in ihren Heimkafigen. Zur Analgesie wurde lediglich das Trinkwasser der
Tiere in den ersten drei Tagen mit Metacam (0,25 mg/100 ml) versetzt. Abbildung 13

zeigt eine Ubersicht tiber die einzelnen Schritte des Mikroinjektionsversuches.
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Mikroinjektion vor Sitzung
Tag -7 Tag 0 Tag 1 Tag 2 Tag 3
_———— | | | | >
| | OPvws.Q | ol
Implantation der Extinktionstraining Retentionstest
Fihrungskanile (Heimkafig) (EX10D1 im Zylinder)
in den mPFC oJ i EX10D1/D2 vs.
=0 F 1250seclight
Konditionierung +
(Konditionierungs-  g1,iri/SCH23390 vs.
kammer) NaCl 0,9 %

Abbildung 13: Schematische Ubersicht tiber die einzelnen Schritte der Mikroinjektionsversuche.

Eine Woche vor Beginn des Verhaltensversuches wurde ebenfalls im Bereich der rechten Hemisphéare eine
Fihrungskanule (1,9 mm rostral, 0,35 mm lateral, 2,0 mm ventral) implantiert. An Tag O erfolgte die
Konditionierung aller Versuchstiere, an den Versuchstagen 1 und 2 entsprechend der Randomisierung der
Versuchstiere das Extinktionstraining. 25 bis 30 Minuten vor Beginn der Sitzung wurde den Tieren unilateral ein
Dopaminrezeptorantagonist oder NaCl 0,9 % injiziert.

Versuchsdurchfiihrung: Konditionierung (Tag 0) und Extinktionstraining (Tag 1-2)

Alle Versuchstiere wurden zu Beginn des Verhaltensversuches (Tag 0) mit einem
Sinuston (20's, 9 kHz, 80 dB) als CS und einem koterminierten Fuf3schock (2 s,
0,7 mA) als US konditioniert.

An den folgenden Versuchstagen 1 und 2 erfolgte 25 bis 30 Minuten vor Beginn des
Extinktionstrainings je nach Versuchsgruppe die unilaterale Injektion der DA-
rezeptorantagonistenlosung (0,5 mg/0,5 ul) oder Kochsalzlésung. Fur die zwei bis
drei Minuten andauernde Prozedur wurden die Versuchstiere inhalativ mit Isofluran
sediert. Die Injektion wurde mithilfe einer Mikroliterspritze (65RNR 5,0 ul SYR,
Hamilton Bonaduz AG, Switzerland) durchgefuhrt, welche mittels eines
Schlauchsystems mit der Injektionskanuile (Auf3endurchmesser 0,26 mm) verbunden
war. Diese wurde in die Fiuhrungskanile eingefuhrt. Das Ende der Injektionskanule
reichte dabei 1 mm tiefer in das Gewebe, sodass der mPFC als Zielstruktur erreicht
wurde. Uber 45 bis 60 Sekunden wurden dann 0,5 pl der Injektionslosung manuell
appliziert. Die Injektionskanile wurde anschlieBend fir weitere 60 Sekunden in
dieser Position belassen, um eine vollstdndige Diffusion zu ermdglichen. Die
Versuchstiere wurden zurtck in ihre Heimkéafige gesetzt, wo sie nach ein bis zwei
Minuten wieder zu Bewusstsein kamen.
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Nach Gebrauch wurden die Mikrospritzen sorgfaltig mit Ethanol 70 % und
destillierten Wasser gespult, bevor diese erneut verwendet wurden. Fur die Injektion
der Dopaminrezeptorantagonisten- und der Kochsalzlosung wurden unterschiedliche

Spritzen benutzt.

Nach erfolgter Injektion und kurzer Rehabilitation wurden die Versuchstiere
entsprechend ihrer zuvor erfolgten Randomisierung entweder einem
Extinktionstraining mit Licht- und Tonprasentation (taglich abwechselnd Protokoll
L,EX10D1“ und EX10D2%) unterzogen oder lediglich einer Lichtprasentation von
gleicher Zeitdauer (,1250seclight®). Am letzten Versuchstag (Tag 3) wurde als
Retentionstest das Extinktionsprotokoll ,EX10D1“ bei allen Versuchstieren im
Zylinder ohne vorhergehende Mikroinjektionen durchgefihrt.

2.5 Histologische Kontrolle

Zur Lagekontrolle der Mikrodialysesonden bzw. der Mikroinjektionen wurden nach
Beendigung des entsprechenden Experiments Hirnschnitte angefertigt und
mikroskopisch untersucht. Dazu wurden die Mause nach Abschluss des Versuches
zunachst mit Isofluran tief sediert und dekaptiert. Das Gehirn wurde sorgféltig
prapariert und in gekuhltem 2-Methylbutan schockgefroren. Anschliel3end wurden die
Praparate bei -80 °C gelagert. Die Gehirne wurden im gefrorenen Zustand an einem
Kryostaten geschnitten. Die 40 ym dunnen Koronarschnitte wurden manuell auf
Objekttrager (SuperFrost®Plus; Menzel GmbH & Co KG, Braunschweig,
Deutschland) aufgezogen und anschlieBend mit Kresylviolett angefarbt
(NisslIfarbung). Orientierungshilfe fur die Anfertigung und Sammlung der Hirnschnitte
waren dabei zum einen die makroskopisch sichtbaren Strukturen, zum anderen die

von aul3en erkennbaren Einstichstellen der Fihrungskanulen.

Die Hirnschnitte wurden anschlieBend unter dem Lichtmikroskop untersucht.
Versuchstiere mit nicht korrekt platzierten Fiihrungskantilen oder Mikrodialysesonden
wurden von den weiteren Datenanalysen ausgeschlossen. Beziglich der
Mikrodialysedaten fanden sich keine signifikanten Unterschiede der basalen DA-
Konzentrationen in Abhangigkeit der Sondenposition innerhalb der mPFC-
Subregionen. In Abbildung 14 sind die Positionen der Mikrodialysesonden und

Mikroinjektionskantlen eingezeichnet.
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Position der implantierten Position der implantierten
Mikrodialysesonden Mikroinjektionskaniilen
(beide Injektionsexperimente)

Abbildung 14: Intra-PFC Sonden-/Kanilenposition fur die Mikrodialyse- und Mikroinjektionsversuche.

Dargestellt sind die jeweiligen Positionen der Mikrodialysesonden bzw. der Fuhrungskanilen fir die Mikro-
injektionen in koronaren Schnitten, basierend auf dem Computer-basierten Atlas von Paxinos und Franklin
(2001).

2.6 Statistik

Die statistische Analyse wurde mittels SPSS Software (PC-Version 17.0, SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA) durchgefuhrt. Die Daten wurden als Mittelwerte mit
Standardfehlern der Mittelwerte dargestellt. Als statistisch signifikant wurden

Ergebnisse mit p < 0,05 definiert.

Die originalen HPLC-Daten wurden mittels Clarity Software (Version 2.8.2.648,
DataApex Ltd, Tschechische Republik) ausgewertet. Die Veranderungen der DA-
Basalkonzentrationen wurden mit einer 2-Weg-ANOVA (Analysis of Varience,
Varianzanalyse; Tag, Ton) evaluiert, die assoziiert mit den Extinktionssitzungen
erhobenen DA-Daten wurden standardisiert und als prozentuale Verénderung
ausgehend von dem jeweiligen Grundwert pro Tier und Versuchstag (= 100 %)
dargestellt. Der Grundwert wurde hierbei aus den drei Basalwerten, welche vor den
Extinktionssitzungen ermittelt wurden, berechnet. Da es vereinzelt zu
Probenausféllen kam, wurden die Basalwerte teilweise extrapoliert, d.h. fiur die
fehlenden Messwerte wurde fir die weiteren Analysen ein Wert von 100 %
angenommen. Die Darstellung und statistische Auswertung der DA-Veranderungen
erfolgten als prozentuale Abweichung ausgehend von dem jeweiligen Basalwert des

jeweiligen Versuchungstages.
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Zur Auswertung der Verhaltensdaten der Mikroinjektionsversuche wurde fir die erste
Tonprasentation zur Darstellung der Langzeitextinktion eine 2-Weg-ANOVA
(Behandlung, Protokoll) durchgefuhrt, da diese das eigentliche Extinktionslernen
Uber die verschiedenen Versuchstage (Between-Session-Extinction) ohne Interferenz
mit einer Antwortermidung wahrend des Extinktionstrainings (Within-Session-
Extinction) am besten abbildet (Plendl und Wotjak, 2010).
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3 Ergebnisse

Ziel der durchgefihrten Versuche war es festzustellen, ob und Uber welche
Rezeptoren DA im mPFC an der Extinktion konditionierter Furcht beteiligt ist. Zudem
sollte untersucht werden, ob das Extinktionslernen mit der Auspragung der DA-

Transmission korreliert.

3.1 Extinktion im Heimkéafig

Im Vorfeld der Hauptversuche wurde zur Etablierung eines geeigneten
Extinktionsprotokolls  ein  Verhaltensexperiment durchgefuhrt, welches die
Furchtextinktion im Heimké&fig untersuchte, um herauszufinden, ob in der gewohnten,
vermeintlich sicheren Umgebung auch ein Extinktionslernen erfolgen kann. Hierzu
wurden drei Versuchsgruppen untersucht: zum einen wurde der Heimkafig-
Extinktionsgruppe, welche an den ersten drei Tagen ein Extinktionstraining im
Heimkafig erhielt, eine entsprechende Heimkafig-Kontrollgruppe gegenubergestellt,
welche in diesem Zeitraum lediglich einer Lichtprasentation ausgesetzt war. Um das
Extinktionslernen im Vgl. zu dem dblichen Extinktionsprotokoll, in dem das
Extinktionstraining im Zylinder stattfindet, zu Uberprufen, wurde als drittes die
Zylinder-Extinktionsgruppe eingefuhrt. Mithilfe des vorliegenden Experiments konnte
bewiesen werden, dass die Extinktion konditionierter Furcht bei Mausen auch in der
gewohnten Umgebung mdglich ist. Die beiden Extinktionsgruppen zeigten nach
entsprechender Furchtkonditionierung (Tag 0) eine initial hohe Immobilitatsrate bei
den Tonprasentationen an Versuchstag 1 mit einer darauffolgenden, adaquaten
Abnahme an den folgenden Versuchstagen. Im Vergleich dazu zeigte die
Kontrollgruppe an den ersten drei Versuchstagen ohne Tonprasentationen kaum
Immobilitdt. Beim Retentionstest an Tag 4, der fur alle Versuchsgruppen im Zylinder
stattfand, trat bei diesen Tieren erwartungsgemald ein deutliches Freezingverhalten
auf. Diese Zunahme der Immobilitat konnte bei den anderen zwei Versuchsgruppen,
die an den vorherigen Tagen ein Extinktionstraining erhalten hatten, nicht beobachtet
werden. Die Ergebnisse stellen sich im Detail wie folgt dar und sind graphisch in

Abbildung 15 veranschaulicht:

Am ersten Versuchstag waren mittels 2-Weg-ANOVA ein hochsignifikanter
Unterschied zwischen den Versuchsgruppen (Protokoll: F; 26 = 76,49, p < 0,001) und
eine signifikante Anderung des Immobilitatsverhaltens lber die zehn
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Tonprasentationen (Zeit: Fg23,=5,21, p <0,001) nachweisbar. Eine statistisch
signifikante Protokoll-Zeit-Interaktion bestand nicht (Protokoll x Zeit: Fig234= 0,97,
p = 0,50). Insgesamt zeigten beide Extinktionsgruppen ein erhohtes Immobilitatslevel
mit einer &hnlichen Abnahme Uber den Verlauf der Tonprasentationen (Within-
Session-Extinction). Bei der Kontrollgruppe war keine Immobilitdt zu beobachten.

Ahnliche Ergebnisse zeigten sich auch an den folgenden zwei Versuchstagen. Am
zweiten Versuchstag waren sowohl ein Unterschied zwischen den Gruppen
(Protokoll: F,23=12,73 p<0,001), als auch ein Zeiteffekt (Zeit: Fg207= 2,98,
p = 0,002) statistisch signifikant, am dritten Versuchstag lediglich der Zeiteffekt (Zeit:
Fo243=5,43, p < 0,001; Protokoll: F,27= 3,24, p = 0,055). Im Gegensatz zum ersten
Versuchstag waren die Ergebnisse fir die Protokoll-Zeit-Interaktion an diesen Tagen
statistisch hochsignifikant (Protokoll x Zeit: Tag 2: Fig207= 3,88, p <0,001; Tag 3:
Fis243= 2,65, p<0,001). Bei den beiden Extinktionsgruppen war an diesen
Versuchstagen ein unterschiedlicher Verlauf ihres Immobilitdtsverhaltens mit einer
deutlichen Zunahme in der Heimkafiggruppe zum Ende der Sitzung zu beobachten.
Hierbei handelte es sich jedoch nicht eindeutig um Freezingverhalten. Freezing-
typische Begleitreaktionen wie z.B. intermittierende schreckhafte Bewegungen oder
eine erhdhte Atemfrequenz fehlten und die Immobilitéat bestand auch zwischen den
Tonpréasentationen fort. Aufgrund dessen sind fur dieses Verhalten auch andere
Mechanismen, wie z.B. Habituationsprozesse mit verminderter Wachsamkeit, zu
diskutieren. Das gleiche Verhalten war bei der Kontrollgruppe zum Ende der Sitzung
an Tag 3 zu beobachten. Wie auch in Abbildung 15 ersichtlich, ist eine
Unterscheidung dieser Immobilitdit gegentber dem Freezingverhalten mit der

gewahlten Auswertungsmethode nicht eindeutig mdglich.

Der vierte Versuchstag diente der Uberprifung des Extinktionslernen
(Retentionstest). Sowohl die Verhaltensunterschiede zwischen den Versuchsgruppen
(Protokoll: F,,7=37,65, p<0,001), als auch der Zeiteffekt (Zeit: Fg243= 5,00,
p <0,001) und die Interaktion zwischen Tonprasentationen und Versuchsgruppen
(Protokoll x Zeit: Fig243=5,64, p<0,001) waren statistisch signifikant. Die
Extinktionsgruppen zeigten gemal einem erfolgreichen Extinktionslernen ein ahnlich
geringes Immobilitatsverhalten, wahrend die Kontrollgruppe erwartungsgemaln initial

ein starkes Freezingverhalten mit deutlicher Within-Session-Extinction préasentierte.
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Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4

Extinktionstraining Extinktionstraining Extinktionstraining Retentionstest
(Heimkafig vs. Zylinder) (Heimkaéfig vs. Zylinder) (Heimkafig vs. Zylinder) im Zylinder
vs. Licht (Heimkafig) vs. Licht (Heimkéfig) vs. Licht (Heimkéfig)
100+ -®- Heimkafig-
Extinktionsgruppe

Immobilitat [%]

75 n=10(Tag1l:n=9)
50 iiﬁij’ﬁii - Zylinder-
Extinktionsgruppe
n=10
25
—-O- Heimkafig -
0000000000

Kontrollgruppe

n=10
771 77— bt Retentionstest =
1 3 56 7 9 1 3 656 7 9 13 6§ 7 9 1 3 6§ 7 9 Extinktionssitzung
Tonprisentationen im Zylinder

Abbildung 15: Heimké&figextinktion an den Versuchstagen 1-4 (Within- und Between-Session-Extinction).

Dargestellt sind die Immobilitatsraten der Heimkéfig- und Zylinder-Extinktionsgruppen sowie der Kontrollgruppe
wahrend den einzelnen Ton- und Lichtprésentationen (Heimkafig- und Zylinder-Extinktionsgruppe an den Tagen
1-3, alle Gruppen an Tag 4) bzw. nur der Lichtprésentation (Kontroligruppe an den Tagen 1-3). Die Immobilitat
wurde in Relation zu dem jeweiligen Beobachtungsintervall (20 s) gesetzt (%). Im Retentionstest ist das
erfolgreiche Extinktionslernen deutlich zu sehen: beide Extinktionsgruppen zeigen ein deutlich niedrigeres
Immobilitatslevel als zu Beginn des Experimentes (Between-Session-Extinction), wahrend die Kontrollgruppe eine
hohes Immobilitatslevel mit Abnahme innerhalb der Sitzung (Within-Session-Extinction, vgl. auch
Extinktionsgruppen an Tag 1) aufweist.

(Statistik siehe Text)

Abbildung 16, welche die Immobilitat wahrend der jeweils ersten Tonprasentation an
den verschiedenen Versuchstagen darstellt (Between-Session-Extinction),
verdeutlicht das Extinktionslernen der unterschiedlichen Versuchsgruppen nochmals.
Die statistische Analyse der Verhaltensdaten ergab hierbei signifikante Ergebnisse
fur die Versuchsgruppen (Protokoll: 22,=5,45, p=0,012), den Zeiteffekt
(Fses=11,67, p<0,001) und die Ton-Gruppen-interaktion (Protokoll x Zeit:
Fee6= 12,78, p < 0,001).

Durch das Experiment konnte bewiesen werden, dass ein Extinktionslernen
konditionierter Furcht auch in einer gewohnten Umgebung mdéglich ist und dieses
Versuchsprotokoll somit fur die Folgeversuche verwendet werden konnte.
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Tag 1-3 Tag 4
Extinktionstraining (Heimkéafig vs. Retentionstest
100 Zylinder) vs. Licht (Heimkafig) im Zylinder
-#- Heimkafig-
; Extinktionsgruppe
75 - | n=10(Tag1:n=09)

- Zylinder-
Extinktionsgruppe
n=10

50 —

25

Immobilitat [%]

—-O- Kontrollgruppe
n=10

Retentionstest =
Extinktionssitzung
im Zylinder

I T T T ; T 1
Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4

Erste Tonprasentation

Abbildung 16: Immobilitat wahrend der jeweils ersten Tonpréasentation (Between-Session-Extinction)

Darstellung der Immobilitat als prozentualer Anteil im Beobachtungsintervall (20 s) wahrend der jeweils ersten
Ton-Lichtprasentation (Extinktionsgruppen an den Tagen 1-3, alle Gruppen an Tag 4) bzw. &quivalent der
Lichtprésentation (Kontrollgruppe an den Tagen 1-3). Hier wird das Extinktionslernen bei den Extinktionsgruppen
mit einer schrittweisen Abnahme der Immobilitdt von Tag zu Tag (Between-Session-Extinction) besonders
deutlich.

(Statistik siehe Text)

3.2 Dopamin im mPFC wahrend der Furchtextinktion (In-vivo-Mikrodialyse)

Nachdem im Vorexperiment ein adaquates Extinktionslernen im Heimkafig
nachgewiesen werden konnte, wurde in gleicher Vorgehensweise das
Mikrodialyseexperiment zur Bestimmung der extrazellularen DA-Transmission
wahrend der Furchtextinktion durchgefiihrt. Allerdings wurde bei bereits deutlichem
Extinktionseffekt ab dem zweiten Versuchstag das Protokoll um einen Tag gekurzt,
um Fehlmessungen aufgrund technischer Probleme, wie z.B. bei perifokalen

Narbenbildungen oder Okklusionen, zu vermeiden.

Die Gesamtanalyse der Basisproben ergab, dass die Dopaminkonzentration von Tag
zu Tag sowohl in der Extinktionsgruppe als auch der Kontrollgruppe leicht anstieg.
Die Mittelwerte variierten dabei von 0,38 nM (Tag 0) bis 0,56 nM (Tag 3). Dabei
zeigte sich in der statistischen Analyse mittels 2-Weg-ANOVA kein signifikanter
Unterschied zwischen den Gruppen (Statistik nicht dargestellt). Ausgehend von den
mittleren Basalwerten des jeweiligen Versuchstages wurden die weiteren Analysen

und graphischen Abbildungen als prozentuale Verdnderungen aufgearbeitet.
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Aufgrund fehlender Ergebnisse flr einige Basalproben wurde vereinzelt eine

Extrapolation der Basalwerte fur die weitere Analyse vorgenommen.

Abbildung 17 stellt die prozentualen DA-Veranderungen an den Tagen 1-3 dar. In
beiden Versuchsgruppen gingen die Extinktionssitzungen bzw. die Licht-
prasentationen mit einer extrazellularen Akkumulation von Dopamin einher. Mittels 2-
Weg-ANOVA (Zeit, Gruppe) konnte am ersten Versuchstag eine signifikante
Verédnderung des DA-Levels Uber die Zeit nachgewiesen werden (Zeit: Fgs4= 9,628,
p <0,0001). Die extrazellulare DA-Konzentration stieg dabei direkt wahrend des
Extinktionstrainings um ca. 40 % an, um anschlieBend sukzessive auf das
Ausgangsniveau zurickzukehren. Dieser Effekt war bei beiden Versuchsgruppen zu
beobachten, wobei die DA-Konzentration bei der Kontrollgruppe, die lediglich eine
Lichtprasentation erhielt, fir ca. eine Stunde erhdht blieb und erst dann abfiel.
Statistisch ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen
(Protokoll: F19=0,7433, p=0,4110; Zeit x Protokoll: Fgs4=1,5 p=0,1957). Am
zweiten Versuchstag zeigte sich in beiden Versuchsgruppen lediglich die Tendenz
eines DA-Anstieges wahrend des Extinktionstrainings bzw. der Lichtprasentation
ohne statistische Signifikanz (Zeit: F3z3,=2,189, p=0,0998; Protokoll:
F110=10,08688, p =0,7742; Zeit x Protokoll: Fseo=0,3863, p = 0,8850). Am dritten
Versuchstag war bei beiden Versuchsgruppen wahrend der Tonprasentationen im
Zylinder erneut ein statistisch signifikanter DA-Anstieg (Zeit: F323= 6,156,
p = 0,0024) zu beobachten. Bei der Extinktionsgruppe war dieser mit ca. 60 % etwas
starker ausgepragt als in der Kontrollgruppe, bei der ein leicht verzégerter Anstieg
auf ca. 30% des Basalwertes zu beobachten war. Statistisch signifikante
Unterschiede zwischen den Gruppen konnten jedoch nicht nachgewiesen werden
(Protokoll: F17=0,4537, p = 0,5222; Zeit x Protokoll: Fes 42 = 1,687, p = 0,1480).
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Tag 1 Tag 2 Tag 3
Extinktionstraining Extinktionstraining Retentionstest
vs. Licht im Heimkaéfig vs. Licht im Heimkafig im Zvlinder
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n=4 (Tag 3)
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Lichtprasentation

[% zum Basalwert]
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Dopaminkonzentration
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Probenentnahmen (20 min Zeitintervall)

Abbildung 17: Prozentuale Veranderungen der extrazellularen DA-Konzentration an den Tagen 1-3.

Dopaminkonzentrationen in den Mikrodialysaten aus dem mPFC bezogen auf die mittleren Basalwerte des
jeweiligen Versuchstieres am entsprechenden Versuchstag (gestrichelte Linie). Grau unterlegt sind die jeweiligen
Zeitintervalle der Extinktionssitzungen (Extinktionsgruppe an den Tagen 1-2, beide Gruppen an Tag 3) bzw.
Lichtprésentationen (Kontrollgruppe an den Tagen 1-2). Die Mikrodialyseproben (je ca. 40 pl) wurden jeweils im
Abstand von 20 Minuten fur die spatere Analyse asserviert.

(Statistik siehe Text)

3.3 Intra-mPFC-Sulpirid-Effekt auf die Furchtextinktion

Bei der Auswertung der Verhaltensdaten des Sulprird-Versuches fiel auf, dass die
Tiere, welche an den ersten beiden Versuchstagen ca. 30 Minuten vor Beginn des
Experimentes eine Mikroinjektion mit Sulpirid in den rechten mPFC erhielten, eine
hohe Immobilitdt zeigten — und zwar (v.a. am zweiten Versuchstag) unabhangig von
der Extinktionsbehandlung sowohl bei der Sulpirid-Extinktionsgruppe als auch der
Sulpirid-Kontrollgruppe. Diese Beobachtung ist am ehesten durch einen
unspezifischen Substanzeffekt, welcher generell die Aktivitat der Tiere beeintrachtig
hat, zu werten. Eine eindeutige Differenzierung zwischen Immobilitdt ausgeldst durch
konditionierte Furcht und der Bewegungslosigkeit durch eine eingeschrankte
Lokomotion ist dabei nicht mdglich. Die Beurteilung der Furchtexpression und
Furchtextinktion ist daher unter Sulpirid-Behandlung nicht zuverlassig moglich,

weshalb auf eine statistische Analyse verzichtet wurde.

Am dritten Versuchstag erfolgte ohne vorherige Injektion der Retentionstest im
Zylinder, bei welchem alle Versuchsgruppen gemald dem Extinktionsprotokolls Licht-
und Tonprasentationen erhielten. Hierbei sollte Uberprift werden, ob die

Sulpiridinjektionen an den vorherigen Tagen einen Einfluss auf die Langzeitextinktion
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haben. Beide Extinktionsgruppe zeigten eine im Vgl. zu den Kontrollgruppen
geringere Immobilitdt i.S. einer erfolgreichen Between-Session-Extinction, wobei
zwischen den beiden Extinktionsgruppen und zwischen den Kontrollgruppen jeweils
kein wesentlicher Unterschied zu beobachten war. Bei allen Versuchstieren trat eine
Abnahme der Immobilitdt innerhalb der Extinktionsitzung i.S. einer Within-Session-

Extinction auf. Abbildung 18 spiegelt den detaillierten Verlauf des Immobilitats-
verhaltens wider:

Tag 1
Extinktionstraining/Licht mit
Sulpirid-/NaCl-0,9 %-Injektion

Tag 2
Extinktionstraining/Licht mit
Sulpirid-/NaCl-0,9 %-Injektion

Tag 3
Retentionstest (Extinktions-
sitzung im Zylinder) ohne

Injektion

-e- Sulpirid-
Extinktionsgruppe
(n=6)

- Vehikel-
Extinktionsgruppe
(n=4)

4

v
N

D
N

or v

-0~ Sulpirid-
Kontrollgruppe
(n=5)

-0 Vehikel-
Kontrollgruppe
(n=%)

)
N

i

100 —

54

50

25

Immobilitat [%]

Tonprasentationen

Abbildung 18: Furchtextinktion (Tag 1-3) unter unilateraler intra-mPFC Sulpirid-Injektion (Tag 1 und 2).

Ubersicht tber das Immobilitatsverhalten der Extinktions- und Kontroligruppen wahrend dem Extinktions-
training/der Lichtprasentation unter Sulpirid- bzw. NaCl-0,9 %-Injektion 30 Minuten vor Testbeginn an den Tagen
1 und 2 sowie wahrend des injektionsfreien Retentionstests an Tag 3. Wie bereits zuvor wurde die Immobilitét in
Relation zu dem jeweiligen Beobachtungsintervall (20 s) gesetzt. Aufféllig ist die deutlich erh6hte Immobilitatsrate
beider Sulpiridgruppen an Tag 2. Im Retentionstest zeigten beide Extinktionsgruppen ein suffizientes

Extinktionslernen ohne Hinweis auf eine Beeintrachtigung durch die Substanzinjektion an den vorherigen beiden
Tagen.

(Statistik nicht gezeigt)

Abbildung 19 zeigt das Immobilitatsverhalten wahrend der jeweils ersten

Tonprasentation an den Versuchstagen 1-3. Bezogen auf die erste Freezingantwort
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am Tag des Retentionstests (Between-Session-Extinction) ergab die Analyse mittels
2-Weg-ANOVA am dritten Versuchstag einen statistisch signifikanten Effekt der
Extinktionsbehandlung (Protokoll: F;16=25,620; p <0,001) und keine statistisch
nachweisbare Wirkung der Sulpirid-Injektionen (Behandlung: F; 16 = 0,220, p = 0,645;
Behandlung x Protokoll: F1 16 = 0,026, p = 0,873).

Tag 1-2 Tag 3
Extinktionstraining/Licht mit Retentionstest
Sulpirid-/NaCl-0,9 %-Injektion ohne Injektion

100

_e Sulpirid-Extinktionsgruppe
75 n=6
—m Vehikel-Extinktionsgruppe

n=4
50

o fljlgirid-Kontrollgruppe

Immobilitat [Yo]

25

T+ Vef})ikel-KontroIIgruppe
n=

T T T - T
Tag 1 Tag 2 Tag 3

Erste Tonprasentation

Abbildung 19: Between-Session-Extinction unter intra-mPFC Sulpirid-Injektion (Tag 1 und 2).

Immobilitatsraten wahrend des jeweils ersten Beobachtungsintervalls der Versuchstage 1-3 (Sulpirid bzw. NaCl-
0,9 %-Injektion 30 Minuten vor Testbeginn an den Tagen 1 und 2). Im Retentionstest an Tag 3 zeigt sich keine
Beeintrachtigung der Langzeitextinktion (Between-Session-Extinction) durch die Supilrid-Behandlungen an den
vorhergehenden Versuchstagen.

(Statistik siehe Text)

Die Analyse der Verhaltensdnderungen nach unilateraler intra-mPFC Sulpirid-
Mikroinjektionen legt nahe, dass eine Blockade der D2-Rezeptoren in den rechten
mPFC keinen Einfluss auf die Furchtextinktion hat.

3.4 Intra-mPFC-SCH23390-Effekt auf die Furchtextinktion

Auch nach SCH23390-Injektion zeigte sich eine deutliche Verdnderung des
Immobilitdtsverhaltens der entsprechenden Tiere an den ersten beiden
Versuchstagen. Da sich auch hier v.a. am zweiten Versuchstag kein Unterschied
zwischen der SCH23390-Exinktionsgruppe und der SCH23390-Kontrollgruppe
abbildete, wurde das Verhalten ebenfalls als Folge eines unspezifischen Substanz-

effektes gewertet, ohne eindeutige Hinweise auf eine Auswirkung auf die
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Furchtexpression und -extinktion. Abbildung 20 stellt das Immobilitdtsverhalten der

Versuchstiere an den Tagen 1-3 im Einzelnen dar:

Tag 1
Extinktionstraining/Licht mit
Sulpirid-/NaCl-0,9 %-Injektion

Tag 2
Extinktionstraining/Licht mit
Sulpirid-/NaCl-0,9 %-Injektion

Tag 3
Retentionstest (Extinktions-
sitzung im Zylinder) ohne

Injektion

-~ SCH23390-
Extinktionsgruppe
n=6(Tag3:n=5)

- Vehikel-

Extinktionsgruppe
n=6(Tag3: n=5)

=Y ool ¥

-0- SCH23390-
Kontrollgruppe
n=3(Tag2: n=5)

- Vehikel-
Kontrollgruppe
n=5(Tag2:n=6;
Tag 3:n=4)

o7 ¥ o Y __To or

100+

Immobilitat [%]
n
b

Tonprasentationen

Abbildung 20: Furchtextinktion (Tag 1-3) unter unilateraler intra-mPFC SCH23390-Injektion (Tag 1 und 2).

Ubersicht iiber das Immobilitatsverhalten der Extinktions- und Kontrollgruppen als prozentualer Anteil in Relation
zum Beobachtungsintervall (20 s) wahrend des Extinktionstrainings/der Lichtprasentation; an den Tagen 1 und 2
unter SCH23390- bzw. NaCl-0,9 %-Injektion 30 Minuten vor Testbeginn, am Tag 3 ohne Injektionen. Ahnlich der
mit Suplirid behandelten Tiere im vorherigen Versuch zeigen die Versuchstiere mit SCH23390-Injektion eine
erhdhte Immobilitdt. Im Retentionstest ergibt sich im Vgl. zu den Kontrollgruppen ebenfalls kein eindeutiger
Hinweis auf eine Beeintrachtigung des Extinktionslernens.

(Statistik nicht gezeigt)

Die Analyse (2-Weg-ANOVA) der ersten Tonprésentation am dritten Versuchstag
zeigte lediglich den deutlichen Trend eines Extinktionseffektes knapp unter
Signifikanzniveau (Protokoll: F1 14 = 4,449, p = 0,053) — moglicherweise auch bedingt
durch die geringen Kohortengréf3en — und keine Wirkung der SCH23390-Injektionen
der vorherigen Tage (Behandlung: Fy14= 0,001, p = 0,973). Einen Uberblick Gber die

Between-Session-Extinction bietet die folgende Abbildung 21.
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Extinktionstraining/Licht mit Retentionstest
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Abbildung 21: Between-Session-Extinction unter intra-mPFC SCH23390-Injektion (Tag 1 und 2).

Immobilitatsraten wahrend des jeweils ersten Beobachtungsintervalls der Versuchstage 1-3 (SCH23390- bzw.
NaCl-0,9 %-Injektion 30 Minuten vor Testbeginn an den Tagen 1 und 2). Im Retentionstest an Tag 3 zeigt sich bei
beiden Extinktionsgruppen ein eher schlechtes Extinktionslernen, jedoch ohne wesentlichen Unterschied
zwischen den beiden Gruppen. Somit ergibt sich auch hier kein Hinweis auf eine Beeintrachtigung der
Langzeitextinktion (Between-Session-Extinction) durch die SCH23390-Behandlungen an den vorhergehenden
Versuchstagen.

(Statistik siehe Text)

Insgesamt ergibt sich auch fir gezielte, unilaterale D2-Rezeptorblockade durch
SCH23390 kein Anhalt auf eine Veranderung der Furchtextinktion.
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4 Diskussion

Im Fokus der vorliegenden Arbeit stand die dopaminerge Transmission wahrend der
Extinktion konditionierter Furcht im mPFC, eine der wichtigsten Strukturen kognitiver
Verarbeitungsprozesse. Zudem sollte durch die lokale Applikation von DA-Rezeptor-
antagonisten untersucht werden, ob und wenn ja welche DA-Rezeptoren im mPFC

an Prozessen der Furchtextinktion beteiligt sind.

4.1 Effektivitat der Furchtextinktion im Heimkéfig

Zur Untersuchung der dopaminergen Transmission im mPFC wurde die Methode der
Mikrodialyse gewahlt. Um unnotige Interaktionen mit den Versuchstieren und
entsprechende, allein durch das Handling hervorgerufene Artefakte zu vermeiden,
wurde zunachst an nicht operierten Mausen ein geeignetes Verhaltensprotokoll mit
Durchfuhrung der Extinktionssitzungen im Heimkafig etabliert. Hierdurch konnte
bewiesen werden, dass eine suffiziente Extinktion konditionierter Furcht auch in der
gewohnten Umgebung moglich ist. Auffallig bei dem Versuch war jedoch, dass die
Versuchstiere der Heimkéafiggruppen zum Ende der Sitzungen an den Tagen zwei
und drei eine ansteigende Immobilitatsrate zeigten — ein Phanomen, welches bei den
Tieren, die ein volles Extinktionstraining mit Licht- und Tonprésentation erhielten,
sogar friher zu beobachten war als bei der Kontrollgruppe, die lediglich einer
entsprechenden Lichtprasentation im Heimkéfig ausgesetzt war. Eine Zunahme der
Immobilitdit mit Dauer der Extinktionssitzung hatten auch Cain und Kollegen
beobachtet (Cain et al. 2003), als sie die Effektivitat von zeitlich gehauften CS-
Préasentationen untersuchten, am ehesten als Folge einer Kontexthabituation. Ein
Hinweis darauf ist, dass die betroffenen Versuchstiere in dem beschriebenen
Experiment auch zwischen den Tonprasentationen keine Bewegungen zeigten und
freezingtypische Begleitreaktionen wie z.B. eine erhdhte Atemfrequenz fehlten. Ein
maoglicher begiinstigender Faktor, der im gegebenen Versuchssetting zu einem
vergleichsweise frihen Auftreten der nicht furchtinduzierten Immobilitat gefuhrt
haben konnte, war die Durchfiihrung des Experimentes in der Lichtphase. Obwohl
dies grundséatzlich die Inaktivitatsphase der nachtaktiven Mause ist, wurde diese
gewahlt, um spéater ein komplikationsloses, manuelles Asservieren der Mikrodialyse-
proben zu ermdoglichen. Letztendlich kann das vermeintlich nicht furchtassoziierte

Verharren der Versuchstiere durch die gewahlte Auswertungs-methode objektiv nicht
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eindeutig vom Freezing abgegrenzt werden, weshalb in der Darstellung und

Diskussion der Ergebnisse der allgemeinere Begriff ,Immobilitat” gewahlt wurde.

4.2 Die dopaminerge Transmission im mPFC wahrend der Furchtextinktion

In dem beschriebenen Mikrodialyseversuch war interessanterweise sowohl in der
Extinktionsgruppe als auch in der Kontrollgruppe trotz unterschiedlicher Furcht-
expression und -extinktion ein ahnlicher Verlauf der DA-Transmission zu beobachten.
Bei beiden Versuchsgruppen zeigte sich wahrend der Extinktionssitzung bzw. der
Lichtprasentation ein Anstieg der mittleren DA-Konzentration um 20-60 % ausgehend
von den mittleren Basalwerten des jeweiligen Versuchstages. Diese Ergebnisse
legen nahe, dass das Extinktionslernen bzgl. der konditionierten Furcht nicht durch
ein dopaminerges Signal im mPFC ausgeldst wird. Allerdings deutet der DA-Anstieg
wahrend unseres Experimentes auf Verarbeitungsprozesse im mPFC hin, die durch

DA moduliert werden.

Beide Versuchsgruppen erhielten nach Gewinnung der drei Basalproben als
sensorischen Stimulus eine 20-mindtige Lichtprasentation, die Extinktionsgruppe
zusatzlich 10 Tonprasentationen (Extinktionstraining). Diese Lichtprasentation kénnte
i.S. einer DA-Freisetzung als Reaktion auf einen salienten Reiz zu den beobachteten
DA-Anstieg im mPFC gefuhrt haben und erklart, warum dieser in beiden
Versuchsgruppen beobachtet wurde. Eine dariber hinausgehende, durch die
Tonprasentation als aversiv konditionierten Stimulus ausgeloste DA-Freisetzung war
in der Extinktionsgruppe nicht festzustellen. Dies steht durchaus in Konflikt mit
anderen Studien, die eine solche DA-Freisetzung im mPFC als Antwort auf aversive
Reize berichteten (u.a. Vander Weele et al. 2018, Bromberg-Martin et al. 2010), und
zeigt, wie kontrovers die Rolle der dopaminergen Transmission in furchtassoziierten

und aversiven Lernmechanismen zu diskutieren ist.

Auch wenn der DA-Anstieg in unserem Experiment bei beiden Versuchsgruppen
beobachtet wurde und nicht durch den aversiven CS ausgelost wurde, ist ein
modulierender Effekt auf die Furchtextinktion als Lernprozess nicht ausgeschlossen.
Ubereinstimmend mit der Vorstellung zu Gating-Mechanismen und einer
verbesserten Signal-to-Noise-Ratio (Vander Weele et al. 2019), kénnte die
Verarbeitung eines gleichzeitig eintreffenden aversiven CS-Signals unterstitzt
werden. Eine durch das DA-Signal synchronisierte neuronale Aktivitat und
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Aufrechterhaltung bestimmter Komponenten des Arbeitsgedachtnisses im mPFC

konnten die Furchtextinktion supportiv beeinflussen.

Eine Beteiligung der DA-Transmission an der furchtassoziierten Verhaltens-
expression selbst lasst sich durch unsere Experimente nicht vermuten, da der DA-
Anstieg stets in beiden Versuchsgruppen zu beobachten war. Betrachtet man
insbesondere den letzten Versuchstag, an dem das Retentionstraining zur
Uberprufung der Langzeitextinktion stattfand, und stellt diesen die entsprechenden
Verhaltensdaten des Heimkéfigextinktionsversuches gegeniber, so wird ersichtlich,
dass der DA-Anstieg nicht mit dem Freezingverhalten der Versuchstiere korreliert. Im
Gegenteil, der DA-Konzentrationsanstieg ist hier bei der Extinktionsgruppe sogar
tendentiell hoher als bei der Kontrollgruppe. Auch wenn man dadurch vermuten
kénnte, dass das DA-Signal mit der Expression des Extinktionsgedachtnisses
einhergeht, welches in der Extinktionsgruppe aufgrund der vorhergehenden
Trainingseinheiten stéarker ausgepragt sein sollte, so scheint diese Annahme in
Anbetracht der vorherigen Versuchstage jedoch ebenfalls eher unwahrscheinlich. In
diesem Fall ware zu erwarten gewesen, dass die Extinktionsgruppe von Tag zu Tag
eine Zunahme der DA-Freisetzung zeigt, wahrend bei der Kontrollgruppe keine

wesentlichen Veranderungen der DA-Konzentration zu bemerken sein sollten.

Zusammengefasst ergibt sich aus den Ergebnissen unseres Mikrodialyse-
experimentes kein Hinweis auf eine selektive Beteiligung der DA-Transmission im
mPFC an der Vermittlung der Furchtexpression und -extinktion. Ob und in welchem
Ausmal DA im mPFC Verarbeitungsprozesse moduliert, welche die Furchtextinktion
beeinflussen, kann nicht geschlussfolgert werden.

4.3 Effekte lokal applizierter D1- und D2-Antagonisten im mPFC auf die

Furchtextinktion

Wie genau DA eine Zielstruktur moduliert, hdngt zum einen von der Rezeptor-
verteilung zum anderen aber auch von der Art der DA-Freisetzung ab. Generell kann
zwischen einer phasischen und tonischen DA-Transmission unterschieden werden.
Dabei wird angenommen, dass die durch eine schnelle, transiente, stimulus-
abhangige Aktivitat dopaminerger Neurone ausgel6ste, phasische DA-Freisetzung im
mPFC Aktualisierungs- und Lernprozesse unterstitzt, indem sie die Weiterleitung

und Verarbeitung neuer, relevanter Signale fordert. Sie ist zeitlich begrenzt (100-
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500ms) und wird vorwiegend Uber D2-Rezeptoren vermittelt (Cohen et al. 2002). Die
tonische DA-Transmission wird mit der Stabilisierung neuronaler Netzwerke in
Verbindung gebracht und soll so aktive synaptische Verbindungen aufrechterhalten.
Dadurch kénnten im mPFC z.B. bestimmte Komponenten des Arbeitsgedéachtnisses
in einem aktiven Status gehalten werden. Die Effekte der tonischen DA-Freisetzung

sollen vorwiegend durch D1-Rezeptoren vermittelt werden (D‘Ardenne et al. 2012).

Im PFC sind beide Rezeptorklassen exprimiert, wobei D1-Rezeptoren héaufiger
vorkommen. Um zu untersuchen, ob furchtassoziierte neuronale Prozesse durch die
die Blockade dopaminerger Rezeptoren im mPFC beeinflusst werden, wurden die
beschriebenen Mikroinjektionsversuche durchgefihrt. Hierbei ergaben sich Hinweise,
dass sowohl die unilaterale Blockade von D1- als auch von D2-Rezeptoren die
Verhaltensexpression beeinflusst, wahrend die Langzeitextinktion konditionierter
Furcht keinerlei wesentliche Einschrankung zeigte. Die Immobilititsraten aller
Extinktionsgruppen waren dabei an den ersten beiden Versuchstagen ahnlich hoch
und zeigten keine Within-Session-Extinction. Die fehlende Abnahme der Immobilitat
innerhalb der Versuchssitzungen lasst sich gut durch die Mikroinjektionen ca.
30 Minuten vor Beginn des Verhaltensprotokolls erklaren, welche mutmalilich eine
stressinduzierende Wirkung auf die Versuchstiere hatten und dadurch zu vermehrten
Freezingreaktionen auf die Tonprasentationen gefuhrt haben kdnnten. Bei den
Kontrollgruppen war auffallig, dass sowohl bei den mit Sulpirid, als auch den mit
SCH23390 behandelten Versuchstieren eine erhhte Immobilitdt zu beobachten war
— eine Tatsache, die eher auf eine generelle Substanzwirkung auf die Lokomotion
zuriickzufiihren ist, als auf eine erhdhte Furchtantwort, da keine CS-Prasentation
erfolgte. Das Immobilitdtsverhalten ist, vor allem wenn man die Sulpirid-
Kontrollgruppe an den ersten beiden Versuchstagen betrachtet, nicht konsistent.
Diese Unterschiede lassen sich am ehesten durch verénderte Diffusionsverhaltnisse
erklaren, die mdglicherweise durch lokale Einblutungen und/oder Inflammations-
prozesse auftreten kbnnen und zu einer nicht konsistenten Verteilung und Wirkung
der Substanz gefuhrt haben kdnnten. Wie bereits im Heimkéfigversuch war bei den
anderen, mit Kochsalzl6sung behandelten Kontrollgruppen zum Ende der jeweiligen
Versuchssitzungen an den ersten beiden Tagen ein Anstieg der Immobilitat zu
beobachten, der ebenfalls nicht durch eine erhthte Furchtreaktion, sondern eher

durch eine Kontexthabituation begrindet sein kénnte.
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Aus unseren Mikroinjektionsstudien ergibt sich kein Hinweis darauf, dass die
Behandlung mit D1- oder D2-Antagonisten zu einer veranderten Langzeitextinktion
fuhrt. Offen bleibt, ob eine Kombination beider Antagonisten einen Einfluss haben

konnte.

4.4 Limitationen

Zur Detektion der Furchtantwort in den Verhaltensversuchen sollte das
Freezingverhalten bewertet werden. Als Freezing wurde hierbei die véllige
Bewegungsfreiheit, ausgenommen der Atemexkursionen, definiert. Eine Abgrenzung
von anderen Formen der Immobilitat, wie z.B. ausgeldst durch Habituationsprozesse
oder Substanzwirkungen, konnte dadurch nicht eindeutig getroffen werden.
Aufschluss daruber kdnnte das Verhalten zwischen bzw. vor den Tonprasentationen
geben, welches jedoch nicht quantitativ ausgewertet wurde. Fir die Darstellung der

Ergebnisse wurde daher der Begriff ,Immobilitat” anstatt ,Freezing” verwendet.

Bezlglich der Mikrodialyse ergeben sich verschiedene Probleme: die Methode bietet
nur eine geringe zeitliche Auflésung, da fur ein ausreichendes Probenvolumen
Zeitintervalle von mind. 10-20 Minuten erforderlich sind. Dadurch kdnnen schnelle
Konzentrationsanderungen nicht detektiert werden. Da die Analyse aus dem Dialysat
des Extrazellularraumes erfolgt, konnen zudem intrasynaptisch freigesetzte
Substanzen, welche nicht in den Extrazellularraum diffundieren, nicht detektiert
werden. Bezogen auf die DA-Transmission werden also im Allgemeinen eher nur
tonische, extrazellullare Konzentrationsanderungen erfasst. Im PFC ist es prinzipiell
aber auch mdglich, dass phasische DA-Signale miterfasst werden, da DAT hier kaum
exprimiert sind (Sesack et al. 1998) und die DA-Elimination langsamer als in anderen
Hirnarealen erfolgt (Vander Weele et al. 2018) mit konsekutiv weiterreichender
Diffusion (Garris et al. 1994). Eine Unterscheidung zwischen beiden Formen der DA-
Freisetzung ist durch die Mikrodialyse nicht mdglich. Weitere Schwierigkeiten werden
durch die Invasivitat der Methode bedingt. Sowohl durch die Implantation der
Fuhrungskantle als auch spater der eigentlichen Mikrodialysesonde kommt es zu
Gewebeverletzungen, evtl. auch zu Blutungen, wodurch entziindliche Prozesse
und/oder Narbenbildungen verursacht werden koénnen. Dies kann zu
Beeintrachtigungen der Diffusionsprozesse an der Sonde fuhren oder die Sonde
komplett blockieren und somit die Detektion der zu untersuchenden Substanzen
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storen. In einem vorhergehenden Mikrodialyseexperiment hatten wir beobachtet,
dass die Gewinnung ausreichender Proben mit zunehmender Dauer des
Experimentes weniger zuverlassig moglich war. Aufgrund dieser Erfahrungen hatten
wir das Versuchsprotokoll des in der vorliegenden Arbeit beschriebenen
Mikrodialyseversuchs bei nachgewiesener adaquater Extinktion nach zwei

Versuchstagen um einen Tag gekurzt. Darunter kam es zu weniger Probenausfallen.

Die Problematik der Invasivitat besteht ebenfalls fur intracerebrale
Mikroinjektionsversuche. Auch hier kommt es durch die Implantation der
Fuhrungskanule, spater auch durch die wiederholten Injektionen, zu Gewebe-
verletzungen und/oder Blutungen, die zu lokalen Gewebereaktionen fuhren. Dies
kann die Diffusion der injizierten Substanzen innerhalb des Gewebes beeinflussen
und eine verdnderte Verteilung und entsprechend auch Wirkung bedingen. Die
Invasivitat mit den assoziierten Komplikationen ist einer der Griinde, warum in den
vorliegenden Experimenten nur eine unilaterale Mikroinjektion in den rechten mPFC
vorgenommen wurde. Aufgrund der Lage des mPFC nahe der Mittellinie ist zudem
eine Diffusion auf die kontralaterale Seite moglich, sodass in gewissem Male ein
bilateraler Effekt vermutet werden kann. Inwiefern jedoch die Zielstruktur beidseits

durch die Substanzen erreicht wurde, kann nicht eindeutig festgestellt werden.

Ein interessanter Aspekt, der im Zusammenhang mit cerebralen uni- oder bilateralen
Injektionsversuchen bedacht werden sollte, ist die funktionale Lateralisation. Der
Begriff beschreibt, dass bilateralsymmetrische neuroanatomische Strukturen eine
ungleiche Funktionalitdt aufweisen kdnnen. Diese hemispharische Spezialisierung
wurde auch bei Nagern fir den mPFC und die Kontrolle emotionaler Prozesse
beschrieben. So wurde z.B. der rechte mPFC mit anxiogenen Effekten in Verbindung
gebracht, die Aktivierung des linken mPFC hingegen mit Anxiolyse (Costa et al.
2016). In Hinblick auf unsere Mikroinjektionsstudien konnte es daher interessant
sein, ob bei der linkshemisphéarischen oder bilateralen Anwendung ebenfalls keine
Effekte auf die Furchtexpression und -extinktion zu beobachten sind. Auch in
Mikrodialysestudien wurde teilweise von hemispharischen Unterschieden
monoaminer Transmitter im mPFC berichtet. So hatten beispielsweise Staiti und
Kollegen bei maénnlichen, adulten Ratten hoéhere DA-Basalkonzentrationen
beobachtet (Staiti et al. 2011). Unterschiede fanden sich aber auch abhangig vom
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Alter und Geschlecht der Versuchstiere, was auf zusatzliche hormonelle und

entwicklungsbedingte Faktoren hindeutet.

Die Wahl der Substanzkonzentration ist ein weiterer kritischer Punkt bei der
Durchfiihrung von Mikroinjektionsstudien: bei einer zu gering gewahlten Dosis kann
die Behandlung ohne Wirkung bleiben, bei einer zu hohen Dosis tUberschieRende,
unerwinschte Effekte auftreten. Die Tatsache, dass bei den entsprechend
behandelten Kontrollgruppen Verhaltenseffekte beobachtet wurden, spricht dafur,
dass die injizierte Dosis ausreichend war. Insgesamt konnte kein Einfluss auf die
Langzeitextinktion beobachtet werden. Da jeweils nur ein D1- oder ein D2-Antagonist
injiziert wurde, kann ein Effekt durch eine kombinierte Blockade nicht vollstandig
ausgeschlossen werden. In Zusammenschau der Ergebnisse des vorherigen
Mikrodialyseversuches, in dem weder die Furchtexpression noch die Furchtextinktion
eindeutig und spezifisch mit einem Anstieg der extrazellularen DA-Konzentration im
mPFC in Verbindung gebracht werden konnte, erscheint dies jedoch eher

unwahrscheinlich.

Limitierend fur einen Teil der beschriebenen invasiven Versuche ist sicherlich auch
die Kohortengréf3e. Versuchstiere wurden hier nur in Abhangigkeit der korrekten
Sonden-/Injektionsposition in die Studien eingeschlossen, sodass es hier bereits zu
einer Reduktion der letztlich in die Analysen eingehenden Individuen kam. Bei der
Mikrodialysestudie war es zudem vereinzelt zu Probenausfallen gekommen, was zu
einer weiteren Reduktion der Stichprobengrof3e fihrte. Hier hatte mit einer héheren
Fallzahl unter Umstanden auch am zweiten Versuchstag ein statistisch signifikanter
DA-Anstieg nachgewiesen werden kdnnen.

45 Ausblick

Ein genaues Verstdndnis der neurobiochemischen Mechanismen und
Interaktionsprozesse, die der Furchtextinktion zugrunde liegen, kann die Entwicklung
spezifischer supportiver Therapiemdglichkeiten bei Angsterkrankungen maf3geblich
unterstitzen. Es findet sich daher nach wie vor ein grol3es Interesse an der
Erforschung der beteiligten Hirnstrukturen und  Neurotransmittersysteme,
insbesondere des mesocorticolimbischen DA-System. Pharmakologische Studien,
Verhaltensexperimente  mit Knock-out-Versuchstieren, immunhistochemische

Untersuchungen und funktionelle Bildgebungsverfahren haben bereits umfangreiche
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Einblicke in furchtassoziierte Lernmechanismen geben kénnen. So konnte fur den
mPFC bei PTSD-Patienten eine verminderte Aktivitdt gezeigt werden (Francati et al.
2007, Milad et al. 2009), weshalb dieser u.a. mit aversiven bzw. furchtassoziierten
Lernen in Verbindung gebracht wurde. Die Beteiligung des dopaminergen Systems
im mPFC wird hierbei in der Literatur kontrovers diskutiert. In unseren beschriebenen
Experimenten liel3en sich weder eine eindeutig mit der Furchtexpression und der
Furchtextinktion assoziierte DA-Transmission feststellen, noch konnte ein
Langzeiteffekt unter lokaler D1- oder D2-Antagonisierung im mPFC gezeigt werden.
Die Mikrodialyse als gut etabliertes neurochemisches In-vivo-Verfahren in
Kombination mit dem Furchtextinktionprotokolls bot dabei prinzipiell die Gelegenheit,
dynamische Veranderungen der DA-Konzentration wahrend des
Verhaltensversuches zu erfassen. Wie bereits zuvor erwdhnt, ist die zeitliche
Auflésung des Verfahrens zur Erfassung kurz andauernder Konzentrations-
anderungen allerdings eingeschrankt, sodass z.B. phasische DA-Signale nicht
adaquat erfasst werden konnen. Eine bessere zeitliche Auflosung bieten
elektrochemische Detektionsmethoden, wie z.B. die Fast-scan-cyclic-Voltammetrie,
welche auch Signale im Bereich von 100ms detektieren kénnen und sowohl in vivo
an sich frei bewegenden Versuchstieren als auch in vitro an Hirnschnitten
angewendet werden kénnen. Mithilfe der Ex vivo-Verfahren konnten grundlegende
Erkenntnisse zur DA-Freisetzung, -Diffusion und -Wiederaufnahme/Eliminierung
gewonnen werden. Durch die in vivo Anwendung konnten dynamische
Veranderungen an interagierenden Individuen untersucht werden und so
Ruckschlisse uber mdgliche Funktionen in bestimmten Hirnregionen gezogen
werden, erganzt durch lokale oder systemische pharmakologische Manipulationen
durch  Agonisten und Antagonisten sowie transiente oder irreversible
Inaktivitatsstudien. Die teils widerspruchlichen Ergebnisse machen eine allgemein
gultige Interpretation jedoch schwierig (Singewald et al. 2015).

Neuere Methoden wie die Chemo- (Campbell et al. 2018) und Optogenetik (Guru et
al. 2015) versprechen eine préazisere Modulation spezifischer Neuronenpopulationen.
Nach Implementierung chemo- oder lichtsensibler transmembraner Proteine durch
virale Vektoren kdnnen die entsprechenden Zellen mithilfe chemischer Substanzen
oder Lichteinwirkung in ihrer Aktivitdt vorwiegend aktiviert oder inhibiert werden.
Durch Verwendung transgenetischer Versuchstiere in Kombination mit lokalen

Applikationsmdglichkeiten lasst sich die Wirkung noch genauer auf bestimmte
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Nervenzellareale, neuronale Projektionen und Nervenzelltypen beschranken. Zudem
lassen sich die Verfahren auch mit anderen Methoden, wie beispielsweise
elektrophysiologischen Messungen, kombinieren und kénnen so z.B. Aufschlisse
dariiber geben, inwiefern die Aktivitat efferenter Zielstrukturen der modifizierten
Neuronen beeinflusst werden. Dadurch haben sich in den letzten Jahren neue,
vielversprechende Wege zur Untersuchung der komplexen Interaktionen von
Transmittersystemen und neuronalen Strukturen ergeben. Die Entschlisselung des
exakten Zusammenspiels der multiplen Einflussfaktoren, die sich auf
furchtassoziiertes Verhalten und Lernen auswirken, bleibt jedoch weiterhin schwierig,
da nicht nur verschiedene Hirnstrukturen und Neurotransmittersysteme involviert
sind, sondern auch hormonelle und nutritive Einflisse (Stockhorst et al.2015) sowie
akuter oder chronischer Stress zu einer Veranderung der neuronalen

Verarbeitungsprozesse fiilhren (Refojo et al. 2011).

Auch wenn die genauen neuronalen Interaktionsmechanismen noch nicht im
Einzelnen geklart sind, haben sich fir einen mdglichen supportiven Einsatz von
Medikamenten in der Therapie von Angsterkrankungen doch einige interessante
Erkenntnisse ergeben. Bzgl. des dopaminergen Systems ist vor allem die Arbeit von
Haaker und Kollegen (Haaker et al. 2003) hervorzuheben, in der sich gezeigt hat,
dass ein erhdhter DA-Tonus die Extinktion begunstigt. Versuchspersonen, denen
nach dem Extinktionstraining L-Dopa verabreicht wurde, zeigten im Vgl. zu
unbehandelten Teilnehmern in den spateren Tests weniger Ruckfélle von
Angstreaktionen. In Hinblick darauf, dass L-Dopa bereits zur Therapie der Parkinson-
Erkrankung angewandt wird und somit viele Erfahrungen bzgl. der Vertraglichkeit und
Nebenwirkungen bestehen, bietet diese Behandlungsoption in Bezug auf
Angsterkrankungen ein hohes therapeutisches Potential. Weitere Substanzen
aulBerhalb des DA-Systems, die in Zukunft eine bedeutsame Rolle in der
medikamentésen Behandlung spielen kénnten, sind u.a. der Wirkstoff Yohimbine, fur
den ein positiver Effekt in Kombination mit einer kognitiven Verhaltenstherapie bei
Patienten mit Klaustrophobie und generalisierten Angststérungen gezeigt werden
konnte (Singewald et al. 2015), und DCS, welcher eine verbesserte Extinktions-
konsolidierung und eine Generalisierung des Extinktionseffektes bedingen soll. Bevor
diese Erkenntnisse jedoch auch Einzug in Therapieleitlinien halten, sind noch einige
weiterfihrende Untersuchungen erforderlich, die eine sichere und wirkungsvolle

Anwendung ermaoglichen.
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