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Zusammenfassung

Defensive Verhaltensweisen als Reaktionen auf Bedrohungen zeigen ausgepragte Parallelen
Uber verschiedene Sdugetierarten hinweg und werden durch eine bemerkenswert konservierte
neuronale Architektur unterstitzt. Bedrohliche Reize, die fiir die meisten Spezies relevant sind,
sind unter anderem die Gefahr von einem Raubtier oder einem aggressiven Artgenossen
angegriffen zu werden sowie die Bedrohung durch Schmerz. Umfangreiche Studien an
Nagetieren haben die Bedrohung durch Schmerz, Raubtiere und aggressive Artgenossen mit
unterschiedlichen neuronalen Schaltkreisen in Subregionen der Amygdala, des Hypothalamus
und des periaguaduktalen Grau assoziiert. In Anbetracht des betrachtlichen Grades an
evolutionsgeschichtlicher ~ Konservierung  Uber  Siugetierarten  hinweg —  von
Bedrohungsverhalten einerseits wie der Anatomie dieser Regionen andererseits — stellt diese
Arbeit die Hypothese auf, dass eine differentielle Hirnaktivitdt fir die Bedrohung durch
Schmerzen, Raubtiere und aggressive Artgenossen auch in subkortikalen Hirnregionen des
Menschen vorhanden ist. Finfundvierzig gesunde Probandinnen wurden wahrend klassischer
aversiver  Konditionierung einer funktionellen  Magnetresonanztomografie-Messung
unterzogen. In Analogie zu Studien an Nagetieren bestanden die Bedrohungsreize aus
schmerzhaften Elektroschocks, einem kurzen Videoclip eines angreifenden Baren und einem
kurzen Videoclip eines angreifenden aggressiven Mannes. Um den Einfluss konfundierender
Eigenschaften der unterschiedlichen Bedrohungsreize wie sensorischer Modalitat oder
Intensitat zu minimieren und somit Hirnaktivitat Uber verschiedene Bedrohungstypen hinweg
vergleichen zu kdnnen, fokussierten wir die Analyse der Bildgebungsdaten auf den Zeitpunkt
der Prasentation des konditionierten Stimulus (conditioned stimulus, CS). Unsere Ergebnisse

zeigen erstmals differentielle CS-assoziierte Hirnaktivierungen in der menschlichen Amygdala
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und im Hypothalamus fir die Bedrohung durch Schmerz, Raubtiere und aggressive
Artgenossen. Die Daten legen nahe, dass auch im menschlichen Gehirn die bei Nagetieren
identifizierten unterschiedlichen Schaltkreise flr verschiedene Arten von Bedrohung
konserviert sein konnten und haben damit potentiell Implikationen fir das Verstandnis von
Erkrankungen, die durch maladaptives Bedrohungsverhalten gekennzeichnet sind, wie

Angststorungen, Depressionen oder chronische Schmerzsyndrome.



Abstract

Defensive behaviors in response to threats show pronounced parallels across different
mammalian species and are supported by a remarkably conserved neural architecture.
Threatening stimuli relevant to most species include the threat of being attacked by a predator
or an aggressive conspecific as well as the threat of pain. Extensive studies in rodents have
associated the threats of pain, predators and aggressive conspecifics with distinct neural
circuits in subregions of the amygdala, hypothalamus, and periagueductal gray.

Given the considerable degree of evolutionary conservation of both defensive behaviors and
the anatomy of these regions across mammalian species, we hypothesized that distinct brain
activity corresponding to the threats of pain, predators and aggressive conspecifics may also
exist in human subcortical brain regions. Forty-five healthy female subjects underwent
functional magnetic resonance imaging during classical aversive conditioning. In close analogy
to the rodent studies, the threatening stimuli consisted of painful electric shocks, a short video
clip of an attacking bear and a short video clip of an attacking aggressive man. To minimize the
influence of confounding properties of the different threat stimuli, such as sensory modality or
intensity, and thus compare brain activity across different threat types, we focused the analysis
of the imaging data on the time of presentation of the conditioned stimulus (CS). Threat was
thus conceptualized as the expectation of the aversive stimulus during CS-presentation. Our
results demonstrate distinct brain activations in the amygdala and hypothalamus for the
threats of pain, predators and aggressive conspecifics, for the first time showing differential
threat-related brain activity within the human subcortical brain. These results suggest that
threat type-specific circuits identified in rodents might be conserved in the human brain and
have potential implications for the understanding of disorders characterized by maladaptive

responses to threat, such as anxiety disorders, major depression and chronic pain.



1. Einleitung

1.1 Evolutiondre Entwicklung von Bedrohungsverhalten

Defensive Verhaltensweisen als Reaktionen auf Bedrohungen unterliegen einer starken
natirlichen Selektion, indem sie die Uberlebenschancen und damit den Reproduktionserfolg
eines Organismus erhohen (Blanchard und Blanchard, 2008). Auch wenn die spezifischen
Verhaltensweisen vom Kontext und dem Repertoire der jeweiligen Spezies abhangen, sind Gber
verschiedene Saugetierarten hinweg sehr dhnliche Bedrohungsverhalten zu beobachten
(Bakshi et al., 2000). Bei Ratten und Mausen fihren zum Beispiel eindeutige unmittelbare
Bedrohungsreize, wie ein Raubtier, tendenziell zur Flucht, wenn ein Fluchtweg vorhanden ist
und zur Erstarrung (freezing), wenn dies nicht der Fall ist (Blanchard et al., 1989). Ist der
Bedrohungsreiz dagegen nicht eindeutig oder partiell (z.B. der Geruch eines Raubtiers), besteht
die prototypische Reaktion darin, sich auf den Reiz zu orientieren und ihn zu untersuchen (risk
assessment) (Blanchard et al., 2011). Sehr &hnliche Verhaltensmuster sind auch beim
Menschen zu beobachten (Blanchard et al., 2001; Perkins und Corr, 2006; Shuhama et al., 2008;
Low et al., 2015; Bastos et al., 2016). So untersuchten beispielsweise Blanchard et al. (2001) in
schriftlichen Beschreibungen von bedrohlichen Szenarien den Einfluss von situativen Faktoren
wie z.B. der Entfernung oder der Mehrdeutigkeit des Bedrohungsreizes, der Moglichkeit der
Situation zu entkommen oder das Vorhandensein eines Verstecks, auf die Wahl des
Abwehrverhaltens bei menschlichen Probanden. Dabei entsprach die Wahl des menschlichen
Abwehrverhaltens Uberwiegend den Mustern bekanntem tierischen Abwehrverhaltens (z.B.
defensiver Angriff bei unmittelbarer Bedrohung; Risikoabschatzung bei unklarer Bedrohung).

Dieses Ergebnis konnte in mehreren nachfolgenden Studien in verschiedenen kulturellen



Kontexten repliziert werden (Perkins und Corr, 2006; Shuhama et al., 2008; Harrison et al.,
2015).

Darlber hinaus - und kritisch flr diese Arbeit - deutet eine Vielzahl von Studien darauf hin, dass
Bedrohungsverhalten durch eine Uber Spezies hinweg Uberlappende neuronale Architektur
unterstitzt wird, die sich von subkortikalen Schaltkreisen im Hypothalamus und
periagudaduktalen Grau (PAG) Uber die Amygdala, das Striatum und den Hippokampus bis hin
zu kortikalen Bereichen wie dem prafrontalen Kortex und Gyrus cinguli erstreckt (McNaughton
und Corr, 2004; Price, 2005; LeDoux und Daw, 2018).

Sowohl Bedrohungsverhalten als auch die mit der Verarbeitung bedrohlicher Reize assoziierten

Hirnregionen zeigen also einen hohen Grad an phylogenetischer Kontinuitat.

1.2 Differentielle neuronale Korrelate fiir verschiedene Bedrohungsarten in Nagetieren

Obwohl die genauen Quellen von Bedrohung von Spezies zu Spezies variieren, lassen sich
grundlegende Arten von Bedrohungsreizen unterscheiden, die fir die meisten Tiere relevant
sind (Gross und Canteras, 2012). Dazu gehoren die Gefahr von einem Raubtier oder einem
aggressiven Artgenossen angegriffen zu werden, sowie die Bedrohung durch Schmerz, wie z.B.
bei Verletzungen oder Verbrennungen. Eine umfangreiche Reihe von Studien an Nagetieren
hat gezeigt, dass solche verschiedenen Arten von Bedrohungsreizen mit unterschiedlichen
subkortikalen Schaltkreisen assoziiert sind (Dielenberg et al., 2001; Bittencourt et al., 2004;
Cezario et al., 2008; Motta et al., 2009; Martinez et al., 2011; Tovote et al., 2016; Wang et al,,

2019); fur Ubersichtsartikel siehe Gross und Canteras (2012) und Silva et al. (2016).



Diese Studien deuten darauf hin, dass die Bedrohung durch Schmerzen, Raubtierangriffe und
aggressive Artgenossen unterschiedliche neuronale Schaltkreise in Subregionen der Amygdala,
des Hypothalamus und des PAG aktivieren (siehe Abbildung 1). So wurde beispielsweise
gezeigt, dass Bedrohung durch Schmerzen bei Nagetieren bevorzugt die basolaterale Amygdala
(BLA), die laterale Amygdala (LA) und die zentrale Amygdala (CEA) rekrutiert, um Uber das
ventrolaterale PAG (VIPAG) Abwehrreaktionen auf Schmerzreize zu erzeugen. Die Bedrohung
durch ein Raubtier hingegen rekrutiert die LA und die basomediale Amygdala (BMA), den
dorsomedialen Teil des ventromedialen Hypothalamus (dmVMH), den anterioren
hypothalamischen Nukleus (AHN), den ventrolateralen Teil des dorsalen pramamillaren
Nukleus (vIPMD) und das dorsolaterale PAG (dIPAG). Bedrohungen durch einen aggressiven
Artgenossen wurden mit der medialen Amygdala (MEA), dem ventrolateralen Teil des VMH
(VIVMH), dem dorsomedialen PMD (dmPMD), dem medialen prdoptischen Kern (MPN), dem
ventralen pramammillaren Kern (PMV) und dem dorsomedialen PAG (dmPAG) assoziiert, siehe

Abbildung 1.
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Abbildung 1 | Differentielle neuronale Korrelate fiir verschiedene Bedrohungsarten in Nagetieren.
Gross und Canteras (2012) fassen in diesem Modell die Ergebnisse aus einer Reihe von Studien an
Nagetieren zusammen, welche verschiedene Arten von Bedrohungsreizen mit unterschiedlichen
subkortikalen Schaltkreisen assoziiert haben. Nach diesem Modell rekrutieren Reize, die mit Bedrohung
durch Schmerzen assoziiert wurden, die basolaterale Amygdala (BLA), die laterale Amygdala (LA) und
die zentrale Amygdala (CEA), um Uber das ventrolaterale PAG (vIPAG) defensive Reaktionen auf
Schmerzen zu erzeugen. Die Bedrohung durch einen Raubtierangriff ist mit der LA und der
basomedialen Amygdala (BMA), dem dorsomedialen Teil des ventromedialen Hypothalamus (dmVMH),
dem anterioren hypothalamischen Nukleus (AHN), dem ventrolateralen Teil des dorsalen pramamillaren
Nukleus (vIPMD) und dem dorsolateralen PAG (dIPAG) assoziiert. Bedrohung durch einen aggressiven
Artgenossen rekrutiert die mediale Amygdala (MEA), den ventrolateralen Teil des VMH (vIVMH), den
dorsomedialen PMD (dmPMD), den medialen praoptischen Nukleus (MPN), den ventralen
pramammilldren Nukleus (PMV) und das dorsomediale PAG (dmPAG). Adaptiert von Gross und Canteras
(2012).



1.3 Amygdala, Hypothalamus und periaquaduktales Grau

Die Amygdala ist eine heterogene Gruppe von Kernen und kortikalen Regionen, die sich im
medialen Temporallappen rostral der Hippokampusformation befindet (Freese und Amaral,
2009). Die strukturelle Organisation der Amygdala zeigt ausgepragte Parallelen Uber die
Saugetierevolution hinweg (Barton et al., 2003; Pabba, 2013). Funktionell spielt die Amygdala
eine wichtige Rolle beim Erlernen der emotionalen Relevanz eines Reizes (Tottenham et al.,
2009; Cunningham und Brosch, 2012). Im Kontext der Verarbeitung von Bedrohungsreizen
wurde die Hypothese aufgestellt, dass die Amygdala als Ort der Integration fungiert, indem dort
bedrohungsbezogene  Afferenzen von  verschiedenen  sensorischen  Modalitaten
zusammengebracht und entlang verschiedener nachgeordneter Regionen kanalisiert werden,
um ein kontextuell angemessenes Abwehrverhalten zu erzeugen (Feinstein et al., 2011; Pereira
und Moita, 2016).

Der Hypothalamus, eine ebenfalls evolutionar hoch konservierte Region (Xie und Dorsky, 2017)
am Boden des Zwischenhirns, ist in eine Reihe homdoostatischer Prozesse und Verhaltensweisen
wie die Regulation von Warme-, Wasser- und Elektrolythaushalt (Tan et al., 2016; Allen et al.,
2017), Nahrungssuche (Aponte et al., 2011), Schlaf-/Wachrhythmus (Ono und Yamanaka,
2017), sexueller Aktivitdit (Vaughan und Fisher, 1962; Davidson, 1966) und
Verteidigungsverhalten (Kunwar et al., 2015; Mangieri et al., 2019) involviert. In Modellen der
Bedrohungsverarbeitung wird der Hypothalamus der Amygdala nachgeschaltet (Gross und
Canteras, 2012; LeDoux und Daw, 2018) und wird mit den autonomen und endokrinen
Komponenten der Reaktionen auf Bedrohungen, wie beispielsweise einer

Sympathikusaktivierung, und der  gleichzeitigen Unterdrickung nicht  akut



bedrohungsrelevanter Tatigkeiten wie Essen, Trinken und Sexualverhalten assoziiert
(Blanchard et al., 1995; Wang et al., 2015).

Das PAG ist der Teil der ventrikularen grauen Substanz, der den Mittelhirn-Aquadukt umgibt
und kann in vier Kolumnen unterteilt werden: das laterale PAG (IPAG), vIPAG, dIPAG und
dmPAG (Carrive, 1993; Bandler und Shipley, 1994). Neben einer Rolle in der
Schmerzwahrnehmung und -modulierung (Hosobuchi et al., 1977; Porreca et al., 2002) und der
Regulation respiratorischer und kardiovaskularer Prozesse (Subramanian et al., 2008; Dampney
et al., 2013) wird das PAG als Effektorstruktur von Abwehrreaktionen betrachtet (Fanselow,
1994; Gross und Canteras, 2012; LeDoux, 2012). Lasionen im dPAG attenuieren defensive
Reaktionen wie Risikobewertung, Flucht oder Erstarrung in Ratten (Blanchard et al., 1981;
Sukikara et al., 2010) wahrend elektrische, pharmakologische oder optogenetische Stimulation
des PAG bei Ratten, Katzen und Mausen Abwehrreaktionen hervorrufen (Hunsperger, 1956;
Bandler, 1982; Di Scala et al., 1984; Bittencourt et al., 2005; Chen et al., 2015; Deng et al.,
2016). Wie auch bei der Amygdala und dem Hypothalamus findet sich beim PAG ein hoher Grad

an struktureller Konservierung tber die Sdugetierevolution hinweg (Carrive und Morgan, 2012).

1.4 Bisherige Ergebnisse zu neuronalen Korrelaten von Bedrohung beim Menschen

Es ist nicht Uberraschend, dass Studien am Menschen auf die Beteiligung ahnlicher
Hirnstrukturen bei der Verarbeitung von Bedrohungssignalen hindeuten. Eine grolle Anzahl
funktioneller  Bildgebungsstudien impliziert die menschliche Amygdala in der
Furchtkonditionierung mit schmerzhaften Stimuli (z.B. Sehlmeyer et al.,, 2009) sowie in

Reaktionen auf angsterfillte Gesichter von Artgenossen (z.B. Whalen et al., 2004). Mobbs et al.



(2007) zeigten, dass sich mit der Anndherung eines virtuellen Raubtieres die Hirnaktivitat vom
ventromedialen prafrontalen Kortex auf das PAG verlagerte. Elektrische Stimulation des
dorsalen PAG und des ventromedialen Hypothalamus I6sen beim Menschen Panikgefiihle aus
(zusammengefasst in Elias et al., 2020). Eine weitere Bildgebungsstudie verglich Reaktion auf
Bilder einer tatsdchlichen Bedrohung mit denen auf lediglich negative Bilder ohne
Bedrohungscharakter und zeigte, dass die Bedrohungsbilder groRere und frihere neuronale
Aktivierungen in der Amygdala und im PAG hervorriefen als die negativen Bilder (Kveraga et al.,
2015). Eine weitere Studie untersuchte Menschen mit bilateralen Kalzifikationen der BLA sowie
Ratten mit BLA-Ldsionen und fand Hinweise, dass die BLA bei beiden Spezies fiir den Wechsel
von passivem defensivem zu aktivem Fluchtverhalten notwendig ist (Terburg et al., 2018).

Unklar ist jedoch bisher, ob verschiedene Arten von Bedrohungen diese subkortikalen Regionen

im menschlichen Gehirn differentiell rekrutieren.

1.5 Klinische Relevanz — neuropsychiatrische Erkrankungen als Stérungen des

Bedrohungsverhaltens

Eine wichtige Motivation fir die Erforschung defensiver Verhaltensweisen und
zugrundeliegender neuronaler Schaltkreise ist deren mogliche Rolle bei bestimmten
menschlichen Psychopathologien. So ist bei Angststérungen, Depressionen und chronischen
Schmerzen bekannt, dass Verzerrungen in der Aufmerksamkeit gegeniiber bedrohlichen Reizen
eine wichtige Rolle bei der Entwicklung und Aufrechterhaltung der Stérung spielen (Foa et al.,

1996; Bradley et al., 1999; Baliki und Apkarian, 2015; Sylvester et al., 2016).



Medikamente, die bei Menschen klinisch gegen Angststdrungen wirksam sind, modulieren das
Abwehrverhalten von Nagetieren (Blanchard et al., 1991; Griebel et al., 1995; Pinheiro et al.,
2008). Das deutet darauf hin, dass diese Krankheiten mit Veranderungen in Gehirnsystemen
assoziiert sind, die Bedrohung verarbeiten. Diese Hypothese wird durch die Entdeckung
unterstltzt, dass die Auspragung von Vermeidungsverhalten gegenliber bedrohlichen Reizen
beim Menschen durch das Benzodiazepin Lorazepam moduliert wird (Perkins et al., 2009).

Eine methodische Schwierigkeit in der translationalen Erforschung der Rolle von
Bedrohungsverhalten bei neuropsychiatrischen Stoérungen liegt darin, dass in Studien an
nichtmenschlichen Tieren meist physiologische defensive Verhaltensweisen untersucht
werden, wahrend Studien am Menschen sich haufig auf die Psychopathologie konzentrieren.
Versuche, diese Licke zu schliefen, verfolgen hadufig den Ansatz Tiermodelle von
psychopathologischen Zustdanden zu entwickeln (Lezak et al., 2017; Harro, 2018). Eine
alternative Herangehensweise ist die Untersuchung physiologischer Reaktionen gegentber
Bedrohungen bei Menschen, wie in der vorliegenden Arbeit. Die Aufklarung der grundlegenden
neuronalen Mechanismen flr adaptives Bedrohungsverhalten beim Menschen ist grundlegend
flr ein besseres Verstandnis von Storungen, die durch maladaptive Reaktionen auf Bedrohung

gekennzeichnet sind.

1.6 Grundlagen der Magnetresonanztomografie

Die Magnetresonanztomographie (MRT) ist ein bildgebendes Verfahren, das sich den hohen
Anteil von Wasserstoffatomen in Form von Wasser im menschlichen Gewebe zu Nutze macht.

Wasserstoffatome haben einen magnetischen Drehimpuls um die eigene Achse, einen



sogenannten magnetischen Kernspin. Dieser induziert um den Atomkern herum ein kleines
Magnetfeld, das sogenannte magnetische Dipolmoment. Im MR-Tomographen wird nun ein
starkes dulleres Magnetfeld angelegt, durch das die Dipolmomente der Wasserstoffatome
entlang der z-Achse ausgerichtet werden (Langsmagnetisierung). Durch einen Hochfrequenz-
Impuls aus Radiofrequenzspulen werden die Spins daraufhin unter Aufnahme von Energie um
90° in die x-y-Ebene ausgelenkt (transversale Magnetisierung). Nach Abschalten des
Radiofrequenzimpulses kehren die Spins aus der transversalen Lage wieder in ihre Ausrichtung
entlang der z-Achse zurlck (Relaxation). Die zuvor zugefiihrte Energie wird dabei wieder
abgegeben und erzeugt in der Empfangsspule das MR-Signal, d.h. das MR-Signal reprasentiert
Prozesse der transversalen Magnetisierung. Die Relaxation kann durch zwei Vorginge
beschrieben werden: den Wiederaufbau der Ldangsmagnetisierung in der z-Richtung (T1-
Relaxationszeit) sowie die Abnahme des Gesamtmagnetisierungsvektors in der transversalen
Richtung (T2-Relaxationszeit). Der Bildkontrast basiert nun darauf, dass verschiedene
Gewebearten aufgrund ihres verschiedenen Protonengehalts unterschiedliche T1- und T2-
Zeiten aufweisen. Zusatzlich kénnen durch die Variation der Dauer zwischen zwei
Radiofrequenzimpulsen (Repetitionszeit, TR) und der Zeit zwischen Radiofrequenzimpuls und
Messung des Signals (Echozeit, TE) diese intrinsischen Gewebeeigenschaften unterschiedlich

stark gewichtet werden (Weishaupt et al., 2009).

1.7 Funktionelle Magnetresonanztomografie

Funktionelle Magnetresonanztomografie (fMRT) beschreibt die Nutzung von MR-Bildgebung
zur Abbildung von Hirnaktivitat. Die am weitesten verbreitete Methode der funktionellen MR-

Bildgebung basiert auf dem Blood-Oxygen-Level-Dependent(BOLD)-Signal, einem indirekten



Mal fir neuronale Aktivitat, das auf den unterschiedlichen magnetischen Eigenschaften von
oxygeniertem und desoxygeniertem Blut beruht (Ogawa et al.,, 1990). Neuronale Aktivitat
verbraucht Energie, z.B. flr die Aufrechterhaltung und Wiederherstellung von lonengradienten
und den Transport und die Wiederaufnahme von Neurotransmittern (Ames, 2000). Dadurch
steigt der Bedarf an Glucose und Sauerstoff, welche durch eine Zunahme des regionalen
Blutflusses (cerebral blood flow, CBF) bereitgestellt werden. Die Zunahme des regionalen
Blutflusses kann sowohl direkt durch synaptische Aktivitat z.B. Gber die Aktivierung vasoaktiver
Faktoren wie Kalium, Stickstoffmonoxid oder Prostanoide Uber post-synaptische
Glutamatrezeptoren (Drake und ladecola, 2007; Attwell et al., 2010) als auch sekundar durch
den erhohten Energieverbrauch durch den Anfall vasoaktiver Stoffwechselprodukte wie
Adenosin, CO,, H+, oder Laktat (Ko et al., 1990; Freeman und Li, 2016) initiiert werden. Die
verschiedenen Mechanismen im Zusammenspiel zwischen elektrischer und metabolischer
Aktivitat sowie CBF werden als neurovaskuldare bzw. neurometabolische Kopplung bezeichnet.
Der zeitliche Verlauf des regionalen CBF wird in der hdamodynamischen Antwortfunktion
(hemodynamic response function, HRF) beschrieben: dabei steigt der Blutfluss ein bis zwei
Sekunden nach der neuronalen Aktivitdt an und erreicht seinen Hohepunkt nach etwa flinf
Sekunden (Logothetis und Wandell, 2004). Da der Blutfluss starker zunimmt als der
Sauerstoffverbrauch kommt es zu einer relativen Erhéhung von oxygeniertem Hamoglobin im
Verhaltnis zu desoxygeniertem Hamoglobin (Fox und Raichle, 1986; Fox et al.,, 1988).
Oxygeniertes und desoxygeniertes Hamoglobin weisen eine unterschiedliche magnetische
Suszeptibilitat auf: desoxygeniertes Hamoglobin ist paramagnetisch (Pauling und Coryell, 1936)
und verursacht dadurch Magnetfeldinhomogenitaten, die zu einer Abnahme des Signals in T2-
gewichteten Sequenzen fihren (Ogawa et al., 1990). Die relative Abnahme der Konzentration

von desoxygeniertem im Verhaltnis zu oxygeniertem Hamyglobin fUhrt daher zu einem
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Signalanstieg in T2*-gewichteten Sequenzen, sodass durch den BOLD-Kontrast als indirektes
Mal Rickschllsse auf regionale neuronale Aktivitdt gezogen werden kénnen. So kann fMRT
genutzt werden, um Verdnderungen in der Aktivitdt von Gehirnregionen als Reaktion auf
bestimmte Sinnesreize wahrend einer Aufgabe oder auch im Ruhezustand zu messen. Wichtig
ist jedoch, sich vor Augen zu flhren, dass — neben der Beschrankung durch die zeitliche
Auflosung — das Signal eines Datenpunktes durchschnittlich die summierte Aktivitdt von etwa

5 Millionen Neuronen und 50 Milliarden Synapsen reprasentiert (Logothetis, 2008).

1.8 Grundlagen der Furchtkonditionierung

Die Furchtkonditionierung stellt das am besten untersuchte Modellsystem dar, um Reaktionen
auf Bedrohungen zu erforschen (LeDoux, 2000). Basierend auf dem Prinzip der klassischen
Pavlov’schen Konditionierung (Pavlov, 1927) zeichnet diese sich durch eine Assoziation eines
neutralen Stimulus mit einem aversiven unkonditionierten Stimulus (unconditioned stimulus,
US) aus. Der aversive US, beispielsweise ein Schmerzreiz, |6st eine Furchtreaktion aus. Durch
wiederholte gepaarte Darbietung des US mit einem neutralen Stimulus, wie einer bestimmten
Lernumgebung oder einem Ton, der an sich zu keiner Furchtreaktion fihrt, entsteht eine
VerknUpfung (Assoziation) zwischen neutralem Reiz und US. Der neutrale Reiz wird zum
konditionierten Stimulus (conditioned stimulus, CS) und 16st auch ohne nachfolgenden US eine
Furchtreaktion  aus.  Konditionierungsparadigmen  ermoglichen es, Lern- und
Gedachtnisprozesse auf ihre grundlegendsten Komponenten zu reduzieren und somit in einem

kontrolliert-reduktionistischen Modell systematisch zu untersuchen.
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2. Fragestellung und Hypothese

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die neuronalen Korrelate unterschiedlicher
Bedrohungsarten im menschlichen subkortikalen Gehirn zu untersuchen. Umfangreiche
Studien an Nagetieren haben die Bedrohung durch Schmerz, Raubtiere und aggressive
Artgenossen mit unterschiedlichen neuronalen Schaltkreisen in Subregionen der Amygdala,
des Hypothalamus und des PAG assoziiert. In Anbetracht des hohen Grades an
evolutionsgeschichtlicher Konservierung von defensiven Verhaltensweisen sowie von der
Anatomie dieser Regionen, stellt sich die Frage, ob auch im menschlichen Gehirn
unterschiedliche neuronale Schaltkreise fir verschiedene Arten von Bedrohung existieren.
Bislang hat noch keine Studie die neuronalen Korrelate der Bedrohung durch Schmerz,
Raubtiere und aggressive Artgenossen in der menschlichen Amygdala, im Hypothalamus und
im PAG untersucht.

Um dieser Fragestellung nachzugehen, wurde fMRT zur Messung der BOLD-Aktivitat bei 45
gesunden Probandinnen wahrend eines Furchtkonditionierungsexperimentes mit drei
verschiedenen Bedrohungsmodalitaiten verwendet (siehe Abbildung 2). Analog zu den
Nagetierstudien waren die aversiven Stimuli schmerzhafte Elektroschocks (,,Bedrohung durch
Schmerz”), ein kurzer Videoclip eines attackierenden Baren (,,Bedrohung durch ein Raubtier®)
und ein kurzer Videoclip eines aggressiven Mannes (,Bedrohung durch einen aggressiven
Artgenossen”). Wie in vielen friiheren Studien zur Furchtkonditionierung (z.B. Fullana et al.,,
2016) wurden die Reize innerhalb eines klassisch-pavlov’'schen Konditionierungsparadigmas
prasentiert, sodass Bedrohung als Erwartung des aversiven Reizes wahrend der Prasentation
des konditionierten Reizes (CS) konzeptualisiert wurde. Die Analyse der CS-bezogenen Aktivitat

ermoglichte somit einen Vergleich der Hirnaktivierungen Uber verschiedene Bedrohungstypen
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hinweg, indem konfundierende Einflisse durch unterschiedliche Eigenschaften der aversiven
Stimuli, wie sensorische Modalitat oder Intensitdt, minimiert wurden.

Wir stellten die Hypothese auf, dass die Bedingungen Bedrohung durch Schmerz, Bedrohung
durch ein Raubtier und Bedrohung durch einen Artgenossen unterschiedliche CS-bezogene
BOLD-Aktivierungen innerhalb der Amygdala, des Hypothalamus und des PAG der

Probandinnen zeigen wirden.
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Abbildung 2 | Hintergrund und Hypothese der vorliegenden Arbeit. A) Empirischer Hintergrund:
In einer Reihe von immunhistochemischen, elektrophysiologischen und Lasionsstudien an
Nagetieren wurde festgestellt, dass die Bedrohung durch Schmerzen, Raubtierangriffe und
aggressive Artgenossen mit unterschiedlichen neuronalen Schaltkreisen in Subregionen der
Amygdala, des Hypothalamus und des periaqudduktalen Grau (PAG) assoziiert sind. Von links nach
rechts: Vereinfachte Darstellung des experimentellen Aufbaus flr drei verschiedene
Bedrohungstypen, in Anlehnung an Canteras et al. (2008); koronare histologische Schnitte der drei
Regionen, basierend auf dem Allen-Maus-Hirnatlas (2004); Beispiel eines immunhistochemischen
Ergebnisses (c-Fos-exprimierende Zellen im ventromedialen Hypothalamus), basierend auf Wang et
al. (2019) B) Theoretischer Hintergrund: Modell der unterschiedlichen Bedrohungsschaltkreise nach
Gross und Canteras (2012). C) Hypothese: Die vorliegende funktionelle Magnetresonanztomografie
(fMRT)-Studie untersuchte die neuronalen Korrelate von drei analogen Bedrohungstypen bei 45
gesunden menschlichen Probandinnen in einem klassischen aversiven Konditionierungsparadigma.
Wir stellten die Hypothese auf, dass sich flr konditionierte Stimuli (conditioned stimuli, CS) der drei
verschiedenen Bedingungen Bedrohung durch Schmerz, Raubtiere und aggressive Artgenossen
unterschiedliche Blood-Oxygen-Level-Dependent(BOLD)-Aktivierungen innerhalb der Amygdala, des
Hypothalamus und des PAG zeigen wirden.
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3. Methodik

3.1 Probandinnen

Finfundvierzig gesunde Frauen mit einem Durchschnittsalter von 23,6 Jahren
(Standardabweichung = 4,1 Jahre) nahmen an der Studie am Klinikum rechts der Isar der
Technischen Universitat Minchen teil. Alle Probandinnen waren rechtshdandige deutsche
Muttersprachlerinnen mit normalem oder korrigiertem Sehvermdgen ohne Vorgeschichte
psychiatrischer oder neurologischer Erkrankungen und nahmen keine zentral wirksamen
Medikamente ein. Die Daten von funf Teilnehmerinnen wurden aus der Analyse
ausgeschlossen aufgrund exzessiver Kopfbewegung wahrend der MR Messungen (N=1), eines
hohen Scores fir depressive Symptome (22 Punkte im Beck-Depressions-Inventar [Beck et al.,
1961], N=1), starker Schlafrigkeit wahrend des Experiments (N=2) und technischer Fehler
(N=1). Aufgrund vorbekannter Geschlechtsunterschiede in der Emotionsverarbeitung (McRae
et al, 2008; Whittle et al, 2011; Moriguchi et al, 2014), insbesondere in der
Furchtkonditionierung (Jackson et al., 2006; Lebron-Milad et al., 2012) wurden nur weibliche
Probanden in die Studie aufgenommen. Die Studie wurde von der Ethikkommission der
Technischen Universitdt Minchen genehmigt, siehe Anhang. Alle Probandinnen wurden
ausfihrlich aufgeklart, willigten schriftlich in die Teilnahme ein und erhielten eine finanzielle

Entschadigung.
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3.2 Experimentelles Design

Um die neuronalen Korrelate verschiedener Bedrohungsreize im menschlichen Gehirn zu
untersuchen, wurden drei verschiedene aversive Reize innerhalb eines
Konditionierungsparadigmas prasentiert (siehe Abbildung 3). Das Konditionierungsparadigma
wurde gewahlt, da die Fokussierung der Analyse auf den Zeitpunkt der CS-Prasentation es
erlaubte, den Einfluss konfundierender Eigenschaften der aversiven Stimuli wie der
sensorischen Modalitat oder der Intensitat zu minimieren und somit Hirnaktivitat Uber
verschiedene Bedrohungstypen hinweg zu vergleichen. Das Design wurde von zwei vorherigen
Studien adaptiert, welche es auf die Konditionierung mit schmerzhaften Stimuli (Glascher und
Bichel, 2005) und aversiven Bildern (Mulej Bratec et al., 2015) angewandt hatten. Die US in
der aktuellen Studie umfassten schmerzhafte Reize in Form von Elektroschocks (fir die
Bedingung Bedrohung durch Schmerz) sowie zwei audiovisuelle Stimuli mit einer Lange von je
2,5 Sekunden, die den Angriff eines Raubtiers und eines Artgenossen simulierten (fir die
Bedingungen Bedrohung durch ein Raubtier und Bedrohung durch einen Artgenossen). In der
Bedingung Bedrohung durch ein Raubtier bestand der US aus einem Video, welches einen
brillenden Baren zeigt, der mit weit gedffnetem Maul auf den Betrachter zuspringt. Das Video
wurde aus Szenen des Horrorfilmes ,Into the Grizzley Maze” (Hackl, 2015)
zusammengeschnitten. In der Bedingung Bedrohung durch einen Artgenossen zeigte das Video
einen jungen Mann mit einem Messer in der erhobenen Hand, der auf den Betrachter zukommt
und einen Schrei ausstdlt. Die Szene wurde mit Hilfe eines befreundeten Schauspielers und
einer Kamerafrau gedreht. Beide Videoclips wurden mit der Software iMovie (Version 10.0.7.,
Apple Inc.) geschnitten und sind auf Anfrage erhaltlich. Die Elektroschocks wurden mit einem

Konstantspannungsstimulator (STM200, Biopac Systems, Goleta, Vereinigte Staaten) fir eine
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Abbildung 3 | Experimentelles Design: Schematische Abbildung eines Trials aus jeder der drei
Bedrohungsbedingungen. Jedes Trial begann mit einem Fixierungskreuz, gefolgt von einem
konditionierten Stimulus (conditioned stimulus, CS) in Form einer einfachen geometrischen Figur.
Wahrend der ersten drei Sekunden der CS-Prasentation gaben die Teilnehmerinnen per Knopfdruck
eine Vorhersage ab, ob sie glaubten, dass ein unkonditionierter Stimulus (unconditioned stimulus, US)
folgen wiirde oder nicht. Die US unterschieden sich je nach Art der Bedrohung. Schmerz: am rechten
Handrlicken applizierte Elektroschocks; Raubtierangriff: Videoclip eines auf den Betrachter
zuspringenden brillenden Badrens; Aggressiver Artgenosse: Videoclip eines aggressiven Mannes, der mit
einem Messer in der Hand auf den Betrachter zukommt. Wenn kein US folgte, blieb der Bildschirm
schwarz. Danach bewerteten die Probandinnen ihr arousal (Erregung bzw. Aktivierung) auf der Self-
Assessment-Manikin (SAM) Skala. Jedes Trial endete mit einem Inter-Trial-Intervall (ITI) mit variierender
Lange.
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Dauer von einer Sekunde am rechten Handriicken appliziert. Um sicherzustellen, dass die
Intensitat der Schmerzwahrnehmung zwischen den Teilnehmerinnen vergleichbar war, fihrten
wir mit jeder Probandin ein Kalibrierverfahren durch, basierend auf vorherigen Studien zur
Schmerzkonditionierung (Phelps et al., 2004; Schiller et al., 2008; Delgado et al., 2011).

Dabei wurde die Stromstarke zunachst schrittweise erhoht, um ein subjektives Minimum
(Wahrnehmungsschwelle) sowie ein subjektives Maximum (hdchster tolerierbarer Schmerz) zu
definieren. Innerhalb dieses Bereiches wurde dann eine Reihe von Testschocks mit zufallig
ausgewahlten Stromstadrken appliziert und die Teilnehmerinnen wurden gebeten, die Intensitat
jedes Schocks auf einer Skala von 0 (Uberhaupt nicht schmerzhaft) bis 10 (h6chster ertraglicher
Schmerz) zu bewerten. Am Ende wurde flr jede Probandin jeweils die mittlere Stromstarke
gewahlt, die einer Bewertung von 8/10 entsprach.

Das Experiment bestand aus drei Durchlaufen, einem pro Bedrohungstyp, mit jeweils 88 Trials.
In jedem Trial mussten die Teilnehmerinnen vorhersagen, ob auf einen CS, in Form einer
einfachen geometrischen Form, der US oder ein schwarzer Bildschirm folgen wirde, siehe
Abbildung 3. Zur Vermeidung von Gewodhnungseffekten variierte die CS-US-Kontingenz
entsprechend einer Sinusfunktion (Glascher und Blchel, 2005; Mulej Bratec et al., 2015), siehe
Abbildung 4. In jedem Durchlauf gab es zwei verstarkte CS (CS+; in 50 % aller Falle mit dem US
gepaart), die jeweils individuelle Kontingenzfunktionen hatten, aber auf die jeweils der gleiche
US folgte, sowie ein nicht verstarkter CS (CS—; nie mit einem US gepaart), welcher in spateren
Analysen als Baseline diente. Die Reihenfolge der drei Durchlaufe und die Farben und Formen
der CS wurden unter den Probandinnen ausgeglichen (counterbalancing). Am Ende jedes Trials
wurden die Probandinnen gebeten, ihr aktuelles arousal (Erregung bzw. Aktivierung) mit Hilfe
der Self-Assessment-Manikin (SAM) Skala zu bewerten (Bradley und Lang, 1994), siehe

Abbildung 5.
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Abbildung 4 | Experimentelles Design: A) CS-US Kontingenz iiber einen Durchlauf des
Experimentes. Zur Vermeidung von Gewdhnungseffekten variierte die Kontingenz von
konditioniertem Reiz (conditioned stimulus, CS) und unkonditioniertem Reiz (unconditioned stimulus,
US) entsprechend einer Sinusfunktion. In jedem Durchlauf gab es zwei verstdrkte CS (CS+eins UNd
CS+zwei; in 50 % aller Falle mit dem US gepaart), die jeweils individuelle Kontingenzfunktionen hatten,
aber auf die jeweils der gleiche US folgte, sowie ein nicht verstarkter CS (CS—; nie mit einem US
gepaart), welcher in spateren Analysen als Baseline diente. B) Abfolge von CS+cins, CS+.wei Und CS—
iiber einen Durchlauf des Experimentes. Das Experiment bestand aus drei Durchldufen (einer fur
jeden Bedrohungstyp) mit jeweils 88 Trials.
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3.3 Experimenteller Ablauf

Den Probandinnen wurde gesagt, dass das Ziel der Studie die Untersuchung von Hirnaktivitat
wahrend emotionalen Lernens sei und dass das Experiment aversive audiovisuelle Stimuli und
schmerzhafte Elektroschocks enthalten wiirden. Auf die Aufklarung und Einwilligung folgte eine
kurze Ubungssitzung, in der die Teilnehmerinnen das Experiment an einem Laptop auRerhalb
des Scanner-Raums Ubten, bis sie erfolgreich in der Mehrzahl der Falle das Auftreten oder
Nichtauftreten des US vorhersagen konnten. Form und Farbe der CS sowie Inhalt des US
(Videoclip einer vorbeifahrenden StraRenbahn) unterschieden sich vom eigentlichen
Experiment. Im Inneren des Scanners wurden die Probandinnen zundchst gebeten, bei der
Kalibrierung der Elektroschocks zu assistieren. Danach absolvierten sie wahrend der fMRT-

Messungen die drei Durchldufe des Experiments mit einer Dauer von je 24 Minuten.

3.4 Datenerhebung- und Analyse

3.4.1 Verhaltensdaten

Arousal-Bewertungen als Stimulus-Validierung

Die Teilnehmerinnen bewerteten ihren aktuellen Geflihlszustand am Ende jedes Trials mit Hilfe
der SAM-Skala fir arousal, siehe Abbildung 5. Um zu testen, ob die US bei den Probandinnen
erfolgreich eine Bedrohungsreaktion (d.h. eine aversive emotionale Reaktion) induzierten,
fuhrten wir eine 2x3-ANOVA (analysis of variance, Varianzanalyse) der arousal-Werte mit den
Faktoren US-Prasenz (US abwesend, US anwesend) und Bedrohungstyp (Artgenosse, Raubtier,

Schmerz) sowie als post-hoc Tests drei 2x2-ANOVAs und gepaarte t-Tests durch. Fir alle Tests
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wurde ein Signifikanzniveau von a=0,05 festgelegt. Die Effektgroflen wurden als partielles eta-
Quadrat (np?) fur ANOVA und als Cohen's d fur t-Tests geschatzt.

Effekt der Konditionierung fiir jeden Bedrohungstyp

Wahrend der CS-Prasentation mussten die Teilnehmerinnen per Knopfdruck vorhersagen, ob
sie glaubten, dass ein US folgen wiirde oder nicht. Um sicherzustellen, dass die Konditionierung
erfolgreich war, d.h. dass die Teilnehmerinnen den US nach der Prasentation des CS+ haufiger
erwarteten als nach der Prasentation des CS—, wurde der Anteil der "US folgt"-Vorhersagen fir
jede Teilnehmerin berechnet. Dies erfolgte flr jede der drei Bedrohungsarten getrennt. Es
wurden eine 2x3-ANOVA zum Anteil der "US folgt"-Vorhersagen mit den Faktoren CS-Typ (CS+,
CS—) und Bedrohungstyp (Schmerz, Raubtier, Artgenosse) sowie als post-hoc Tests drei 2x2-

ANOVAs und t-Tests durchgefthrt.

Abbildung 5: Experimentelles Design: Self-Assessment-Manikin Skala. Die Probandinnen
bewerteten ihren aktuellen Geflihlszustand am Ende jedes Trials mit Hilfe der nonverbalen

Self-Assessment-Manikin (SAM) Skala. SAM ist eine validierte non-verbale Methode, um die
Dimensionen Freude (pleasure), Erregung/Aktivierung (arousal) und Dominanz (dominance)
affektiver Reaktionen zu erfassen. In der aktuellen Studie wurde die Dimension arousal
abgefragt. Die Skala rangierte von 5 (ganz links; ,stimuliert, aufgeregt, hektisch, nervos,
hellwach, erregt”) bis 1 (ganz rechts; ,komplett entspannt, ruhig, trage, schlafrig, unerregt”).
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3.4.2 Physiologische Daten

Physiologische Parameter wie Herzaktivitdat und Atmung kdnnen einen betrachtlichen Teil der
Varianz des BOLD-Signals ausmachen, insbesondere in den Bereichen nahe des Hirnstamms,
auf die sich unsere Hypothese konzentrierte (Brooks et al, 2013). Um den Einfluss
physiologischer Storfaktoren abschdtzen zu konnen, wurden wahrend des Experimentes
Atmungs- und Pulszyklen gemessen und in ein retrospective image correction (RETROICOR)
Modell eingegeben, implementiert in der PhyslO Toolbox (Kasper et al., 2017). Die daraus
resultierenden Regressoren wurden als Storfaktoren in die Analyse einbezogen (siehe
Abschnitt 3.4.4). Die Atmungsaktivitdit wurde mit einem um den Brustkorb gelegten
Induktionsgurt aufgezeichnet. Die kardiale Phase wurde aus einem
photoplethysmographischen Signal abgeleitet, das mit einem am Ringfinger der linken Hand
befestigten Pulsoxymeter gemessen wurde. Beide Signale wurden mit Hilfe von AcqgKnowledge

Software (Biopac Systems, Goleta, United States) aufgezeichnet.

3.4.3 Bildgebung: Datenerhebung und -verarbeitung

Die MR-Bildgebung wurde auf einem 3-Tesla Philipps Ingenia Scanner mit einer 32-Kanal-
Kopfspule an der Technischen Universitat Minchen durchgefiihrt. T1-gewichtete anatomische
Bilder wurden mit einer magnetization-prepared acquisition gradient echo (MPRAGE) Sequenz
mit einer Aufloésung von 0,67 x 0,67 x 0,70 mm aufgenommen. Die funktionellen Aufnahmen
wurden mittels Multiband-Bildgebung (Faktor 2, interleaved) und einer T2*-gewichteten

Gradienten-Echo-Sequenz mit den folgenden Parametern aufgenommen: TR = 2700 ms, TE =
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26 ms, Flip-Winkel = 90°, Aufnahmematrix = 96 x 94, 64 Schichten, Schichtdicke = 2 mm
(Schichtlicke 0 mm), Auflésung in der Ebene = 2 x 2 mm. Durch die Repetitionszeit von 2,7 s
und die Akquisitionszeit von 24 min ergaben sich also 533 Bildvolumina pro Probandin und
Bedrohungsart. Das Ergebnis war fir jede Probandin ein 4-dimensionaler Datensatz (drei
raumliche Dimensionen und eine zeitliche Dimension).

Audiovisuelle Stimuli wurden mit Hilfe der Software Presentation (Neurobehavioral Systems,
Inc., Berkeley, CA) prasentiert, welche vom Scanner Triggerimpulse zur Synchronisation mit der
MRT-Messung erhielt. Die visuelle Information wurde auf einen Bildschirm am Kopf des
Scanners projiziert, auf welchen die Probandinnen Uber einen verstellbaren Spiegel schauen
konnten. Der Ton wurde Gber MR-kompatible Kopfhorer Gbertragen.

Die Bildverarbeitung und statistische Analyse wurde mit Hilfe von SPM 12 (Wellcome Trust,
London, GroRbritannien), laufend auf MATLAB 2016b (The MathWorks Inc., Natick,
Massachusetts), durchgefihrt. Zunachst wurden die ersten beiden Volumina jedes Datensatzes
aufgrund methodisch bedingter Signalinstabilitdten verworfen. Daraufhin erfolgte eine
zeitliche Korrektur (slice timing), um den unterschiedlichen Aufnahmezeitpunkten der
einzelnen Schichten innerhalb eines Hirnvolumens Rechnung zu tragen. Um Kopfbewegungen
der Probandinnen zu kompensieren, wurde eine Bewegungskorrektur (realignment)
durchgefihrt, wobei jedes der Volumina innerhalb der Zeitserie mittels Rigid-body-
Transformation mit 6 Bewegungsparametern (Translation in den drei Raumrichtungen und
Rotation um die drei Raumachsen) auf das erste Bild der Zeitserie re-orientiert wurde (Friston
et al., 1996). Die Parameter der Bewegungskorrektur wurden aulRerdem als Storregressoren im
folgenden Schritt der Analyse (siehe Abschnitt 3.4.4) einbezogen. Um eine interindividuelle
Vergleichbarkeit zu ermoglichen, erfolgte daraufhin eine raumliche Normalisierung in den

stereotaktischen Standardraum des Montreal Neurological Institute (MNI) (Evans et al., 1993).
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AbschlieBend wurden die fMRT-Bilder mit einer dreidimensionalen GauRR-Funktion mit einer

Halbwertsbreite (Full width at half maximum, FWHM) von 4 mm raumlich geglattet.

3.4.4 Bildgebung: Statistische Auswertung

Grundlage fiur die statistische Auswertung der fMRT-Daten stellt das allgemeine lineare Modell
(general linear model, GLM) (Friston et al.,, 1994) dar, eine Erweiterung der multiplen
Regression, welches auf jedes einzelne Voxel angewandt wird. Daraus resultiert flr jedes Voxel
ein statistischer Parameter, welcher in einer statistical parametric map (SPM) mit den
Parametern aller anderen Voxel zu einem Bild zusammengefasst wird. Die Analyse erfolgt in
zwei Schritten: zunachst fur jede Probandin einzeln (First-Level-Analyse) und in einem zweiten
Schritt auf Gruppenebene (Second-Level-Analyse).

First-Level-Analyse

Flir jede Probandin wurde ein GLM mit folgenden Regressoren geschatzt: Zeitpunkte des
Auftretens von CS+eins, CS+zwei, CS—, US-Anwesendeins, US-Anwesendawe, US-Abwesendeins, US-
Abwesend,wei, US-Abwesendminys Und arousal-Bewertungsskala — nach Konvolution mit einer
kanonischen HRF. Das GLM umfasste auch die folgenden Stor-Regressoren: 1) CS-Regressoren,
parametrisch moduliert mit den arousal-Bewertungen jedes Trials, um flr Unterschiede in
arousal-Bewertung zwischen den Bedrohungsbedingungen zu kontrollieren (signifikant hohere
Bewertung flr die Bedingung Schmerz im Vergleich zu Artgenosse und Raubtier, siehe
Abbildung 6); 2) die Ableitungen erster Ordnung der sechs Bewegungsregressoren, die
wahrend des realignments errechnet wurden (Siegel et al., 2014); 3) 18 Regressoren aus dem

RETROICOR-Modell zur Kontrolle physiologischer Storfaktoren; 4) Zensierende Regressoren
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zum Ausschluss von Volumina mit > 2 mm/Grad Kopfbewegung. Durch diese “Zensur” wurden
Volumina, bei denen die Kopfbewegung 2 mm Translation oder 2° Rotation Uberschritt, aus
dem GLM ausgeschlossen, eine als ,,motion censoring” bekannte Strategie (Siegel et al., 2014).
Sobald dieser Schwellenwert in mehr als drei Fallen pro Durchlauf Gberschritten wurde, wurde
die Probandin von allen Analysen ausgeschlossen (N=1).

Second-Level-Analyse

Die SPMs aller Probandinnen fir die CS-bezogenen Aktivierungen wurden dann in eine 2x3-
ANOVA auf Gruppenebene mit den Faktoren CS-Typ (CS+, CS—) und Bedrohungstyp (Schmerz,
Raubtier, Artgenosse) eingegeben.

Diese Analyse verfolgte drei Ziele: 1) zu bestatigen, dass die Konditionierung sowohl auf der
Ebene der Fokus-Regionen (Amygdala, Hypothalamus, PAG) als auch auf der Ebene des
gesamten Gehirns erfolgreich war - durch Untersuchung des Haupteffekts des Faktors CS-Typ,
2) die Hypothese der differentiellen Aktivitat fir Schmerz, Raubtier und Artgenosse in der
Amygdala, im Hypothalamus und im PAG zu testen - durch Untersuchung des
Interaktionseffekts zwischen den Faktoren CS-Typ und Bedrohungstyp und 3) potentiell
differentielle Aktivitat fir die drei Bedrohungstypen weitergehend zu analysieren —durch post-
hoc gepaarte t-Kontraste zwischen allen Kombinationen der drei Bedrohungstypen.

Mit Ausnahme der zusatzlichen Ganzhirnanalyse fir den Haupteffekt des Faktors des CS-Typ
beschrankten sich alle Analysen auf die drei Fokus-Regionen, die durch das Nagetiermodell
(Gross und Canteras, 2012) definiert wurden: Amygdala, Hypothalamus und PAG. Die Regionen
wurden durch folgende Masken definiert: Amygdala: basierend auf dem histologischen Jilich-
Atlas, implementiert in der SPM Anatomy Toolbox (Amunts et al., 2005); Hypothalamus:
basierend auf dem CIT168-Atlas (Pauli et al.,, 2018); PAG: adaptiert von der

konnektivitatsbasierten Segmentierung von Ezra et al. (2015). Die statistischen Karten wurden
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mit der family-wise-error(FWE)-rate und einem Signifikanzniveau von p < 0,05 fir multiples
Testen korrigiert, basierend auf einem Héhenschwellenwert von p < 0,005. Fir Analysen
innerhalb der Fokus-Regionen wurde die FWE-Korrektur auf dem Voxel-Niveau innerhalb einer
kombinierten Maske aus Amygdala, Hypothalamus und PAG durchgefthrt. Fir die Analyse des
gesamten Gehirns wurde die FWE-Korrektur auf Clusterebene durchgefiihrt. Alle im

Ergebnissteil berichteten Koordinaten beziehen sich auf den MNI-Raum.
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4. Ergebnisse

4.1 Verhaltensdaten

4.1.1 Arousal-Bewertungen fiir die unkonditionierten Stimuli

Um zu validieren, dass die im Experiment verwendeten Stimuli eine emotionale Reaktion
auslosten, wurde eine 2x3-ANOVA der arousal-Werte mit den Faktoren US-Prasenz (US
anwesend, US abwesend) und Bedrohungstyp (Schmerz, Raubtier, Artgenosse) durchgefihrt.
Dabei zeigte sich ein signifikanter Haupteffekt von US-Présenz (F[1,38] = 145,43, p < 0,001, np?
= 0,79), mit Uber die drei Bedingungen hinweg hoéheren Werten fir Trials in denen der US
anwesend war als fir Trials in denen der US abwesend war (siehe Abbildung 6). Post-hoc
gepaarte t-Tests bestatigten, dass in jeder einzelnen Bedrohungsbedingung die Werte fir ,,US
anwesend“-Trials signifikant hoher waren als fir ,US abwesend“-Trials (Schmerz: t[39] = 12,34,
p < 0,001, d = 1,16; Raubtier: t[39] = 8,67, p < 0,001, d = 0,90) Artgenosse: t[39] = 7,68, p <
0,001, d =0,82).

Die ANOVA offenbarte jedoch auch einen signifikanten Haupteffekt des Bedrohungstyps auf
die arousal-Werte (F[1,33,50,56] = 61,61, p < 0,001, np? = 0,619) sowie einen signifikanten
Interaktionseffekt zwischen Bedrohungstyp und US-Prasenz (F[1,49,56,64] = 13,03, p = 0,001,
np? = 0,25; nach Greenhouse-Geisser-Korrektur). Post-hoc-Tests in Form von 2x2-ANOVAs
zeigten, dass die Haupt- und Interaktionseffekte auch dann noch signifikant waren, wenn eine
der beiden Bedingungen Raubtier oder Artgenosse aus der ANOVA herausgenommen wurde
(Haupteffekt Bedrohungstyp [Schmerz, Raubtier]: F[1,39] = 85,72, p < 0,001, np? = 0,69;
Haupteffekt Bedrohungstyp [Schmerz, Artgenosse]: F[1,38] =57,56, p < 0,001, np?=0,60), aber

nicht, wenn die Bedingung Schmerz aus der ANOVA genommen wurde (Haupteffekt
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Bedrohungstyp [Raubtier, Artgenosse]: F[1,38] = 2,09, p = 0,56, np? = 0,05). Das heilkt, die
Probandinnen bewerteten ihr arousal in der Bedingung Schmerz signifikant hoher als in den
anderen beiden Bedingungen (siehe Abbildung 6).

Alles in allem bestatigen diese Ergebnisse, dass alle Bedrohungsarten bei den Teilnehmerinnen
eine aversive emotionale Reaktion hervorriefen, wobei jedoch die schmerzhaften Reize als

intensiver als die beiden anderen Stimuli bewertet wurden.

Raubtier  aggressiver Artgenosse

k% k

4.00

_—

ns

3.00

2.00

Arousal Bewertungen

1.00

0.00

- "US anwesend" Trials
EI "US abwesend" Trials

Abbildung 6 | Arousal-Bewertungen fiir die unkonditionierten Stimuli. In jeder der drei Bedingungen
bewerteten die Probandinnen ihr arousal nach dem Erscheinen des unkonditionierten Stimulus (,US
anwesend”) signifikant hoher als wenn der US nicht erschien (,,US abwesend”). Die arousal-Bewertungen
waren in der Bedingung Schmerz signifikant hoher als in den Bedingungen Raubtier und Artgenosse.
Arousal wurde mit Hilfe der Self-Assessment-Manikin (SAM) Skala bewertet, wobei die Bewertung von 1
(niedrigstes arousal) bis 5 (hochstes arousal) rangierte. Die Analyse basierte auf einer 2x3-ANOVA mit den
Faktoren US-Prdsenz (US anwesend, US abwesend) und Bedrohungstyp (Schmerz, Raubtier, Artgenosse).
*** _p < 0,001, basierend auf gepaarten t-Tests fir jede Bedrohungsart (US anwesend vs. US abwesend)
sowie auf den Haupteffekten von Bedrohungsart in 2x2-ANOVAs fiir Schmerz vs. Artgenosse und Schmerz
vs. Raubtier. ns - nicht signifikant. Die Fehlerbalken stellen den Standardfehler des Mittelwertes dar.
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4.1.2 Effekt der Konditionierung fiir jeden Bedrohungstyp

Als nachstes wurde geprift, ob der Prozess der Konditionierung auf der Verhaltensebene
erfolgreich war. Daflir wurde untersucht, ob die Probandinnen das Auftreten des US signifikant
haufiger wahrend der Prasentation des CS+ als wahrend der Prasentation des CS— erwarteten.
Flir jede Probandin und jeden Bedrohungstyp wurde der prozentuale Anteil an positiven
Vorhersagen (,US folgt”) an allen Vorhersagen errechnet - separat fir CS+ und CS—Trials.

Eine 2x3-ANOVA mit den Faktoren CS-Typ (CS+, CS—) und Bedrohungstyp (Schmerz, Raubtier,
Artgenosse) zeigte einen signifikanten Haupteffekt des CS-Typs (F[1,39] = 1139,01, p < 0,001,
np?=0,97), wobei die Teilnehmerinnen das Auftreten des US signifikant haufiger wahrend CS+
als wahrend CS- Prasentation vorhersagten (siehe Abbildung 7). Post-hoc t-Tests bestatigten,
dass dies fir jeden der drei Bedrohungstypen zutraf (Schmerz: t[39] = 32,29, p < 0,001, d =
7,72; Raubtier: t[39] = 19,50, p < 0,001, d = 5,08; Artgenosse: t[39] = 24,70, p < 0,001, d = 5,83).
Die ANOVA zeigte auch einen kleinen, aber signifikanten, Haupteffekt des Faktors
Bedrohungstyp (F[2,78] = 4,109, p = 0,020, np? = 0,095) sowie einen Interaktionseffekt
zwischen den Faktoren Bedrohungstyp und CS-Typ (F[2,78] = 4,895, p = 0,010, np? = 0,112).
Post-hoc-Tests in Form von 2x2-ANOVAs zeigten, dass die Haupt- und Interaktionseffekte auch
dann noch signifikant waren, wenn eine der beiden Bedingungen Raubtier oder Artgenosse aus
der ANOVA herausgenommen wurde (Haupteffekt Bedrohungstyp [Schmerz, Raubtier]: F[1,39]
= 5,85, p = 0,020, np? = 0,130; Haupteffekt Bedrohungstyp [Schmerz, Artgenosse]: F[1,39] =
4,87, p = 0,033, np? = 0,111), aber nicht, wenn die Bedingung Schmerz ausgeschlossen wurde
(Haupteffekt Bedrohungstyp [Raubtier, Artgenosse]: F[1,39] = 0,087, p = 0,769, np? = 0,002).
Die Teilnehmerinnen erwarteten den US also etwas haufiger in der Bedingung Schmerz als in

den Bedingungen Raubtier und Artgenosse.
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Abbildung 7 | Effekt der Konditionierung fiir jeden Bedrohungstyp. Die Teilnehmerinnen erwarteten
den US nach CS+ Prasentation signifikant haufiger als nach CS- Prasentation, was darauf hindeutet, dass
das Konditionierungsverfahren auf der Verhaltensebene erfolgreich war. In der Bedingung Schmerz
erwarteten die Teilnehmerinnen den US haufiger als in den anderen beiden Bedingungen. Basierend
auf einer 2x3-ANOVA mit den Faktoren CS-Typ (CS+, CS—) und Bedrohungstyp (Schmerz, Raubtier,
Artgenosse). * - p < 0,05, basierend auf den Haupteffekten des Bedrohungstyps in den post-hoc 2x2-
ANOVAs fiir Schmerz vs. Artgenosse und Schmerz vs. Raubtier. *** - p < 0,001, basierend auf gepaarten
t-Tests flr jeden Bedrohungstyp (CS+ vs. CS—). ns - nicht signifikant. Die Fehlerbalken stellen den
Standardfehler des Mittelwertes dar.
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4.2 Bildgebung

4.2.1 Effekt der Konditionierung in den Fokus-Regionen: Haupteffekt des Faktors CS-Typ
(CS+, CS-)

Um zu Uberprifen, dass in den Fokus-Regionen ein neuronales Korrelat der Konditionierung
vorhanden war, wurde der Haupteffekt des Faktors CS-Typ (CS+, CS—) in Amygdala,
Hypothalamus und PAG untersucht. Signifikante Effekte des Faktors CS-Typ wurden in allen drei

Regionen gefunden (siehe Tabelle 1 und Abbildung 7), was darauf hindeutet, dass mit dem

Hypothalamus PAG

Abbildung 8 | Effekt der Konditionierung in den Fokus-Regionen. Signifikante Haupteffekte des Faktors
CS-Typ (CS+, CS-) wurden in allen drei Fokus-Regionen gefunden, was darauf hinweist, dass die
Konditionierung in Amygdala, Hypothalamus und PAG erfolgreich war. Basierend auf einer 2x3-ANOVA
mit den Faktoren CS-Typ (CS+, CS—) und Bedrohungstyp (Schmerz, Raubtier, Artgenosse). FWE-korrigiert
(p <0,05) auf dem Voxel-Niveau innerhalb von Amygdala, Hypothalamus und PAG, basierend auf einer
Hohenschwelle (height threshold) von p < 0,005.

31



bedrohlichen CS+ (d.h. der Erwartung des aversiven Reizes) und dem nicht bedrohlichen CS—
(d.h. der Erwartung eines schwarzen Bildschirms) unterschiedliche Hirnaktivitat assoziiert war
und sich damit ein neuronales Korrelat des Konditionierungsprozesses in den Fokus-Regionen

zeigte.

4.2.2. Effekt der Konditionierung im gesamten Gehirn: Haupteffekt des Faktors CS-Typ
(CS+, CS-)

Zusatzlich wurde der Haupteffekt des Faktors CS-Typ auf der Ebene des gesamten Gehirns
untersucht, um zu testen, ob die kortikalen Aktivierungen mit Regionen zusammenfallen, die
typischerweise mit der Erwartung schmerzhafter und aversiver audiovisueller konditionierter
Stimuli assoziiert werden (siehe Fullana et. al [2016] fir eine Meta-Analyse). Signifikante
Haupteffekte des Faktors CS-Typ (CS+, CS—) wurden in Clustern gefunden, die sich tber die linke
und rechte anteriore und ventrale Insula sowie Uber das frontale Operkulum, den pra- und
postzentralen Gyrus, supplementdar-motorische Areale, den anterioren Gyrus cinguli, das
Kleinhirn, den Thalamus und den Okzipitalpol erstreckten (siehe Tabelle 1 und Abbildung 9).
Diese Ergebnisse decken sich gut mit dem ausgedehnten Netzwerk, das in Studien zur
Furchtkonditionierung identifiziert wurde (Fullana et al., 2016) und stltzen damit die Annahme,

dass die Konditionierung im vorliegenden Experiment erfolgreich war.
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Peak MNI

Koordinaten

Cluster
X y z Peak:z
Region GroBe (FWE-corr)
A) Fokus-Regionen
Hypothalamus (R) 10 4 12 -12 501 0.000
PAG 18 4 -28 -10 4.95 0.000
Hypothalamus (L) 16 -6 -8 -10 456 0.002
PAG 11 2 30 -2 446 0.003
Hypothalamus (L) 17 6 -2 -8  3.94 0.024
Basolaterale Amygdala (L) 19 20 0 -20 3.78 0.042
B) Gesamtes Gehirn
Inselrinde (L), mittlerer frontaler Gyrus (L),
2448 28 26 -2 >8 0.000
inferiorer frontaler Gyrus (L)
Inselrinde (R), mittlerer frontaler Gyrus (R),
1673 34 24 -6 >8 0.000
anteriores Cingulum (R)
Postzentraler Gyrus (L), prazentraler Gyrus (L),
10339 -10 -10 60 >8 0.000
supplementadr-motorisches Areal (R)
Mittlerer frontaler Gyrus (R), inferiorer frontaler
946 38 24 26 7.78 0.000
Gyrus (R)
Mittleres Cingulum (R), Gyrus frontalis superior
422 4 24 42 775 0.000
(R), Cingulum anterior (L)
Cerebellum (R) 202 8 64 -54 761 0.014
Cerebellum (L), Cerebellum (R) 2444  -34 -58 -30 7.18 0.000
Gyrus supramarginalis (R), Gyrus temporalis
273 62 -48 24 7.13 0.002
superior (R), Gyrus angularis (R)
Mittlerer Gyrus temporalis (R), Gyrus temporalis
201 46 -26 -6 6.86 0.014
superior (R), Gyrus temporalis inferior (R)
Fissura calcarina und umgebender Kortex (R),
961 16 -96 -2 6.85 0.000
Gyrus occipitalis inferior (R), Gyrus lingualis (R)
Cerebellum (L), Cerebellum (R) 272 -8 -60 -52 6.69 0.002
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Cuneus (R), Cuneus (L), Fissura calcarina und

192 6 -8 20 6.45 0.019
umliegender Kortex (L)

Thalamus (R), Thalamus (L), Pallidum (L) 1190 20 -28 8 6.42 0.000
Gyrus lingualis (R), Gyrus parahippocampalis (R),

247 24 60 0 5.28 0.004
Fissura calcarina und umgebende Hirnrinde (R)

Tabelle 1 | Effekt der Konditionierung: Haupteffekt des Faktors CS-Typ (CS+, CS-). A) Fokus-
Regionen: FWE-korrigiert (p < 0,05) auf dem Voxel-Niveau innerhalb von Amygdala, Hypothalamus
und PAG, basierend auf einer Hohenschwelle (height threshold) von p < 0,005. B) Gesamtes
Gehirn: FWE-korrigiert (p < 0,05) auf Clusterebene (extent threshold = 144 Voxel), basierend auf
einer Hohenschwelle (height threshold) von p < 0,005. Anatomische Regionen wurden mit dem
Automated Anatomical Labeling (AAL)-Atlas identifiziert; hier genannt sind die ersten drei Regionen
far jedes Cluster (mit der hochsten Anzahl von Voxeln).
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Abbildung 9 | Effekt der Konditionierung im gesamten Gehirn. Auf der Ebene des gesamten Gehirns
decken sich die Regionen mit signifikanten Haupteffekten des Faktors CS-Typ (CS+, CS—) mit dem
ausgedehnten Netzwerk, das in Studien zur Furchtkonditionierung identifiziert wurde. Dieses besteht
unter anderem aus anteriorer Insula, pra- und postzentralem Gyrus, supplementar-motorischem
Kortex und anteriorem Gyrus cinguli. Basierend auf einer 2x3-ANOVA mit den Faktoren CS-Typ (CS+,
CS—) und Bedrohungstyp (Schmerz, Raubtierangriff, Artgenosse). FWE-korrigiert (p < 0,05) auf
Clusterebene (extent threshold = 144 VVoxel), basierend auf einer Hohenschwelle (height threshold) von
p < 0,005.
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4.2.3. Differentielle bedrohungsassoziierte Aktivierungen zwischen den verschiedenen
Bedrohungsarten: Interaktion zwischen CS-Typ (CS+, CS—) und Bedrohungstyp (Schmerz,
Raubtier, Artgenosse)

Um die Hypothese der differentiellen neuronalen Aktivitat fir die Bedrohung durch Schmerz,
Raubtiere und aggressive Artgenossen in der Amygdala, im Hypothalamus und im PAG zu
testen, wurden die Interaktionseffekte zwischen den Faktoren CS-Typ (CS+, CS-) und
Bedrohungstyp (Schmerz, Raubtier, Artgenosse) in diesen drei Regionen untersucht.
Signifikante Interaktionseffekte wurden in der linken und rechten BLA, zentromedialen
Amygdala sowie im linken Hypothalamus gefunden (siehe Tabelle 2 und Abbildung 10).
Innerhalb des PAG wurden keine signifikanten Cluster gefunden. Die Ergebnisse unterstitzen
somit unsere Hypothese einer differentiellen Hirnaktivierung zwischen der Bedrohung durch
Schmerz, Raubtiere und aggressive Artgenossen innerhalb der Amygdala und des

Hypothalamus, nicht aber innerhalb des PAG.
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keine signifikanten Cluster

Abbildung 10 I Differentielle neuronale BOLD-Aktivierungen fiir die Bedingungen Bedrohung durch
Schmerz, Raubtiere und aggressive Artgenossen in den Fokus-Regionen. Signifikante
Interaktionseffekte, basierend auf einer 2x3-ANOVA mit den Faktoren CS-Typ (CS+, CS-) und
Bedrohungstyp (Schmerz, Raubtier, Artgenosse) zeigten sich in der Amygdala und im Hypothalamus,
jedoch nicht im PAG. Basierend auf einer Héhenschwelle (height threshold) von p < 0,005, FWE-
korrigiert (p < 0,05) innerhalb von Amygdala, Hypothalamus und PAG.
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4.2.4. Differentielle bedrohungsassoziierte Aktivierungen zwischen Paaren von

Bedrohungstypen: Post-hoc-gepaarte t-Tests

Um das Muster der differentiellen Aktivitat unter den drei Bedrohungstypen in der Amygdala
und im Hypothalamus weiter zu untersuchen und um sicherzustellen, dass die differentielle
Aktivierung nicht auf einem Bias beruhte (z.B. aufgrund von Unterschieden zwischen nur zwei
und nicht allen drei Bedrohungstypen), wurden flr jeden der drei Bedrohungstypen der
Kontrast CS+ > CS— errechnet und fir alle sechs Kombinationen von paarweisen Kontrasten
zwischen den Bedrohungstypen (z.B. Schmerz > Artgenosse) gepaarte t-Tests durchgefihrt. Die
Bedingung Bedrohung durch Schmerz zeigte eine relative Aktivitatszunahme in der linken BLA
und zentromedialen Amygdala sowie im linken Hypothalamus im Vergleich zur Bedingung
Bedrohung durch einen aggressiven Artgenossen (Schmerz > Artgenosse) sowie eine
Aktivitdtszunahme in der linken zentromedialen Amygdala im Vergleich zur Bedingung
Bedrohung durch ein Raubtier (Schmerz > Raubtier). In der Bedingung Bedrohung durch einen
aggressiven Artgenossen hingegen zeigte sich eine erhohte Aktivitdt in der rechten BLA, sowohl
im Vergleich zur Bedingung Schmerz (Artgenosse > Schmerz) als auch zur Bedingung Raubtier
(Artgenosse > Raubtier). Zuletzt wurde fur die Bedingung Bedrohung durch ein Raubtier eine
erhohte Aktivitat in der Amygdala (linke und rechte BLA, rechte zentromediale Amygdala) und
im Hypothalamus im Vergleich zur Bedingung aggressiver Artgenosse (Raubtier > Artgenosse)
gefunden. Fir den Kontrast Raubtier > Schmerz wurden keine signifikanten Cluster gefunden.
Betrachtet man die drei Paare von Bedrohungstypen, zeigen die Ergebnisse signifikante
Unterschiede zwischen allen drei Bedrohungstyp-Paaren in der Amygdala und Unterschiede
zwischen zwei der drei Bedrohungstyp-Paaren (Schmerz vs. Artgenosse und Raubtier vs.

Artgenosse) im Hypothalamus. Folglich basierte der oben beschriebene Interaktionseffekt nicht
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auf einem Bias durch einen einzigen Bedrohungstyp, sondern es findet sich fir jeden der drei

Bedrohungstypen ein eigenes Aktivitatsmuster in der Amygdala und im Hypothalamus.

Hypothalamus

Schmerz > Artgenosse

Schmerz < Artgenosse

Schmerz > Raubtier

Schmerz < Raubtier

Artgenosse > Raubtier

Artgenosse < Raubtier

Abbildung 11 | Differentielle bedrohungsassoziierte BOLD-Aktivierungen zwischen Paaren von
Bedrohungstypen: Post-hoc gepaarte t-Tests. Paarweise Kontraste fiir CS+ > CS—- zeigten signifikante
Unterschiede zwischen allen drei Bedrohungstyp-Paaren in der Amygdala sowie Unterschiede
zwischen zwei Bedrohungstyp-Paaren (Schmerz vs. Artgenosse und Raubtier vs. Artgenosse) im
Hypothalamus. FWE-korrigiert (p < 0,05) auf dem Voxel-Level innerhalb von Amygdala, Hypothalamus
und PAG, basierend auf einer Hohenschwelle (height threshold) von p < 0,005.



Peak MNI Koordinaten

Cluster

Region GroRe y z Peakz p(FWE-corr)

A) Interaktionseffekt zwischen CS-Typ (CS+, CS—) und Bedrohungstyp (Schmerz,
Raubtier, Artgenosse):

Basolaterale Amygdala (R) 17 30 2 -32 5.45 0.000
Zentromediale & basolaterale

Amygdala (L) 36 -24 -8 -14 4.99 0.000

Hypothalamus (L) 25 -6 -4 -15 4.48 0.004

Zentromediale Amygdala (R) 7 18 -8 -16 4.08 0.017

B) Post-hoc gepaarte t-Tests

Schmerz > Artgenosse

Zentromediale & basolaterale 40 16 10 10 501 0.000

Amygdala (L)

Hypothalamus (L) 34 -2 2 -8 4.16 0.011

Basolaterale Amygdala (L) 23 -28 2 -26 3.79 0.041

Schmerz < Artgenosse

Basolaterale Amygdala (R) 28 30 2 -32 5.77 0.000
Schmerz > Raubtier

Zentromediale Amygdala (L) 11 -24 -8 -14 4.83 0.001
Schmerz < Raubtier

Keine signifikanten Voxel

Artgenosse > Raubtier

Basolaterale 12 30 0 32 449  0.003

Amygdala (L)
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Artgenosse < Raubtier

Hypothalamus (L) 9
Basolaterale Amygdala (R) 20
Basolaterale Amygdala (L) 35
Zentromediale Amygdala (R) 4

22
-28
24

-14
-22
-20
-14

4.95
4.26
4.20
3.84

0.000
0.007
0.012
0.034

Tabelle 2 | Differentielle BOLD-Aktivierungen fiir die drei
Interaktionseffekt zwischen den Faktoren CS-Typ (CS+, CS-) und Bedrohungstyp (Schmerz,
Raubtier, Artgenosse): basierend auf einer Héhenschwelle (height threshold) von p < 0,005, FWE-
korrigiert (p < 0,05) innerhalb von Amygdala, Hypothalamus und PAG. B) Post-hoc gepaarte t-Tests
fiir CS+ > CS— zwischen Paaren von Bedrohungstypen: FWE-korrigiert (p < 0,05) auf dem Voxel-Level
innerhalb der Amygdala, Hypothalamus und PAG, basierend auf einer Hdhenschwelle (height

threshold) von p < 0,005.

Bedrohungsbedingungen. A)
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5. Diskussion

Motiviert durch eine Reihe an Nagetierstudien wurde in dieser Arbeit die Hypothese einer
differentiellen BOLD-Aktivitdat flr verschiedene Bedrohungsarten in der Amygdala, im
Hypothalamus und im PAG gesunder menschlicher Probandinnen wahrend eines
Furchtkonditionierungsexperimentes getestet. Dabei zeigte sich unterschiedliche CS-
abhangige Hirnaktivitat fur die Bedrohung durch Schmerzen, Raubtiere und aggressive
Artgenossen in der Amygdala und im Hypothalamus. Nach unserem besten Wissen stellen diese
Befunde die erste Evidenz fiir eine differentielle Hirnaktivitat flr verschiedene Bedrohungsreize
innerhalb des menschlichen subkortikalen Gehirns dar und weisen damit darauf hin, dass die
Nagetierschaltkreise fiir verschiedene Bedrohungsarten beim Menschen evolutionar

konserviert sein konnten.

5.1 Uberpriifung des Konditionierungserfolges

Um die Validitat des vorliegenden Ansatzes zu Uberprifen, wurden die Daten zunachst auf
Evidenz daflir untersucht, dass die Konditionierung erfolgreich war. Auf der Verhaltensebene
wurde gezeigt, dass die US aller drei Bedrohungsarten eine signifikante aversive Reaktion
hervorriefen und dass die Probandinnen die hohere Wahrscheinlichkeit des Auftretens der US
wahrend CS+ Trials im Vergleich zu CS— Trials korrekt vorhersagen konnten, was auf eine

erfolgreiche Konditionierung hinweist.
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Auf der neuronalen Ebene zeigte sich Evidenz fir eine erfolgreiche Konditionierung in den
signifikanten Haupteffekten des Faktors CS-Typ (CS+, CS-) in allen drei Fokus-Regionen.
Zusatzlich wurden die Haupteffekte des Faktors CS-Typ (CS+, CS—) auf der Ebene des gesamten
Gehirns untersucht. Dabei zeigten sich signifikante Cluster unter anderem in der linken und
rechten anterioren und ventralen Insula sowie dem frontalen Operkulum, den pra- und
postzentralen Gyri, supplementdar-motorischen Arealen und dem anterioren Gyrus cinguli
(siehe Tabelle 1 und Abbildung 9). Diese Areale decken sich gut mit dem Netzwerk, das
wiederholt in Studien zur Konditionierung mit aversiven (hauptsachlich Schmerz-) Reizen,
identifiziert wurde (Fullana et al., 2016), was einen zusatzlichen Hinweis darauf liefert, dass die
Konditionierung in der vorliegenden Untersuchung erfolgreich war. Der Unterschied in den
arousal-Bewertungen zwischen der Bedingung Schmerz und den anderen beiden Bedingungen
(Raubtier und Artgenosse) wurde statistisch kontrolliert, in dem CS-Regressoren, parametrisch

moduliert mit den arousal-Bewertungen jedes Trials, in das GLM einschlossen wurden.

5.2 Differentielle bedrohungsassoziierte Aktivierungen

5.2.1 Amygdala

In der Amygdala bestatigte sich die Hypothese differentieller CS-bezogener neuronaler Aktivitat
fur alle drei Bedrohungstypen (siehe Tabelle 2 sowie Abbildungen 10 und 11). Dieser Befund
steht im Einklang mit einer Reihe von immunhistochemischen, elektrophysiologischen und
Lasionsstudien an Nagetieren, die gezeigt haben, dass die Bedrohungen durch Schmerz,
Raubtiere und aggressive Artgenossen verschiedene Nuklei der Amygdala differentiell

rekrutieren (Kollack-Walker et al., 1999; Dielenberg et al., 2001; Martinez et al., 2011). Die
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Bedrohung durch Raubtiere ist dabei mit der LA und BMA, die Bedrohung durch aggressive
Artgenossen mit der MEA und die Bedrohung durch Schmerzreize mit der BLA, LA und CEA
assoziiert (Gross und Canteras, 2012), siehe Abbildung 1. Obwohl unsere Daten keine
Rickschlisse auf der Ebene einzelner Kerne zulassen, legen die Ergebnisse nahe, dass auch in
der menschlichen Amygdala eine funktionelle Segregation fir die Bedrohungen durch Schmerz,
Raubtiere und aggressive Artgenossen besteht.

Die Amygdala ist eine heterogene Gruppe von Kernen und kortikalen Regionen, die
umfangreiche Afferenzen von neokortikalen Arealen in allen vier Lappen des Gehirns wie auch
subkortikalen thalamischen, hippokampalen und cingularen Arealen erhalt. Sie spielt eine
wichtige Rolle im Erwerb und Ausdruck von einer Reihe erlernter emotionaler Reaktionen
(LeDoux, 2007), wobei die Rolle in Furcht- und Angstverhalten besonders gut untersucht ist.
Lasionsstudien am Menschen nach Entfernung der Amygdala bei Epilepsie-Patienten oder nach
Verkalkung der Amygdala als Folge der Urbach-Wiethe-Krankheit weisen auf Defizite bei der
Erkennung von bedrohlichen Reizen wie angsterfillter Gesichtsausdriicke hin (Adolphs et al,,
1994; Young et al., 1995; Adolphs et al., 1999). Eine grolRe Anzahl von fMRT-Studien impliziert
die menschliche Amygdala in der Furchtkonditionierung mit schmerzhaften Stimuli (z.B.
Sehlmeyer et al., 2009) sowie in Reaktionen auf angsterfillte Gesichter von Artgenossen (z.B.
Whalen et al, 2004). Eine neuere fMRT-Studie verglich Reaktionen auf Bilder einer
tatsachlichen Bedrohung mit denen auf lediglich negative Bilder ohne Bedrohungscharakter
und zeigte, dass die Bedrohungsbilder groBere und frihere BOLD-Aktivierungen in der
Amygdala und im PAG hervorriefen als die negativen Bilder (Kveraga et al., 2015). Wahrend
also zahlreiche Hinweise auf eine zentrale Rolle der Amygdala in Furcht- und
Bedrohungsverhalten beim Menschen existieren, gibt es bislang keine Untersuchungen zu der

Fragestellung ob verschiedene Arten von Bedrohung die Amygdala differentiell rekrutieren. Die
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vorliegenden Ergebnisse stellen damit den ersten Nachweis differentieller Amygdala-Aktivitat
bei verschiedenen Bedrohungsreizen im Menschen dar und sollten in zukinftigen Studien
Uberprift und idealerweise weiter differenziert werden, um Subregionen der Amygdala mit

einzubeziehen.

5.2.2 Hypothalamus

In Ubereinstimmung mit unserer Hypothese fanden wir im linken Hypothalamus signifikante
differentielle CS-bezogene Aktivitat zwischen den Bedrohungstypen Raubtier und aggressiver
Artgenosse (siehe Tabelle 2; Abbildungen 10 und 11). Dies steht im Einklang mit der
Nagetierliteratur, in der Schaltkreise innerhalb des medialen Hypothalamus identifiziert
wurden, die bevorzugt durch Raubtier-assoziierte Bedrohungsreize bzw. Artgenossen-
assoziierte Bedrohungsreize rekrutiert werden (Dielenberg et al., 2001; McGregor et al., 2004;
Motta et al., 2009).

Wahrend in diesen Studien Bedrohungen durch einen Raubtierangriff mit dem dmVMH, AHN
und vIPMD assoziiert wurden, rekrutierten Bedrohungen durch einen aggressiven Artgenossen
praferentiell den vIVMH, dmPMD, MPN sowie PMV, siehe Abbildung 1.

Im Gegensatz zu dem Modell von Gross und Canteras (2012), welches den Hypothalamus nicht
in die Verarbeitung von schmerzbezogenen Reizen einbezieht, fanden wir auch differentielle
CS-bezogene Aktivierungen zwischen den Bedrohungstypen Schmerz und aggressiver
Artgenosse. Dies passt zwar zu neueren Forschungsergebnissen, die den medialen

Hypothalamus in schmerzbezogenes Vermeidungsverhalten implizieren (Kunwar et al., 2015;
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Chiang et al., 2020), doch sind weitere Untersuchungen erforderlich, um unsere Befunde im
menschlichen Gehirn zu erharten.

Der Hypothalamus wird mit den autonomen und endokrinen Komponenten der Reaktionen auf
Bedrohungen und der gleichzeitigen Unterdrickung nicht bedrohungsrelevanter Tatigkeiten
wie Essen, Trinken und Sexualverhalten assoziiert (Blanchard et al., 1995; Wang et al., 2015).
Die Assoziation des Hypothalamus mit defensivem Verhalten geht auf Stimulationsstudien aus
den 1960er Jahren zuriick, in denen entdeckt wurde, dass Stimulationen des Hypothalamus bei
Katzen ,Scheinwut“-Reaktionen (sham rage) auslosten, darunter das Wolben des Rickens, das
Senken der Ohren, Schlag- und Fauchverhalten (Reis und Fuxe, 1969). Lin et al. (2011)
wendeten optogenetische Techniken an, um zu zeigen, dass die Stimulation des
ventromedialen Hypothalamus bei Ratten zu einem Angriff auf Artgenossen sowie auf
unbelebte Objekte flihrte. Beim Menschen existieren Fallberichte nach Tiefenhirnstimulation
bei Patienten mit schweren Depressionen (Jiménez et al.,, 2005), chronischen Cluster-
Kopfschmerzen (Rasche et al., 2006) und Zwangsstorungen (Shapira et al., 2006), wo
elektrische Stimulationen des Hypothalamus zu starken subjektiven Geflhlen der
Beklemmung, Panik und zu kdrperlichen Symptomen wie Hyperventilation, Kurzatmigkeit,
erhohtem Blutdruck und Herzfrequenz fihrten (zusammengefasst in Elias et al., 2020). Eine
Aktivierung des Hypothalamus wurde zudem wiederholt in menschlichen fMRT-Studien mit
bedrohlichen Reizen assoziiert (Mobbs et al., 2009; Fullana et al., 2016). Wie auch bei der
Amygdala gibt es jedoch bislang keine Untersuchungen, die zeigen, ob unterschiedliche Arten
von Bedrohungsreizen den menschlichen Hypothalamus differentiell rekrutieren. Die
vorliegenden Daten deuten damit erstmals daraufhin, dass die unterschiedlichen Nagetier-
Schaltkreise flr Bedrohung durch Schmerz, Raubtiere und aggressive Artgenossen auch im

menschlichen Hypothalamus konserviert sein konnten.
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5.2.3 Periaqudduktales Grau

Unerwarteter Weise wurde trotz signifikanter Konditionierungseffekte im PAG keine
unterschiedliche bedrohungsbezogene Aktivitat zwischen den drei Bedrohungsarten in dieser
Region gefunden (siehe Tabelle 2 und Abbildung 10). Im Gegensatz dazu hat die
Nagetierliteratur das PAG als wesentliche Komponente der Bedrohungsschaltkreise
identifiziert. Es wird davon ausgegangen, dass verschiedene Spalten des PAG unterschiedliche
Bedrohungsreaktionen, wie Risikoabschatzung, Flucht oder Erstarrung, vermitteln (Vianna et
al., 2001; Cezario et al., 2008). Dabei wurde die Bedrohung durch Schmerz praferentiell mit
Aktivierung des vIPAG, die Bedrohung durch ein Raubtier hingegen mit dem dIPAG und die
Bedrohung durch einen aggressiven Artgenossen mit dem dmPAG assoziiert (zusammengefasst
in Gross und Canteras, 2012).

Auch Untersuchungen am Menschen implizieren das PAG in die Verarbeitung von bedrohlichen
Reizen. In einer alteren Studie wurde das dPAG bei 12 Patienten mit chronischen
Schmerzsyndromen elektrisch stimuliert, wobei diese starke Geflihle von Panik angaben
(Nashold et al., 1969). Die bereits erwahnte fMRT-Studie, welche Reaktionen auf Bilder einer
tatsdchlichen Bedrohung mit denen auf lediglich negative Bilder ohne Bedrohungscharakter
verglich, fand groRere und frihere BOLD-Aktivierungen im PAG in Reaktion auf die
Bedrohungsbilder im Vergleich zu den negativen Bildern (Kveraga et al., 2015). Mobbs et al.
(2007) zeigten in einer weiteren fMRT-Studie, dass sich mit der Annaherung eines virtuellen
Raubtieres die Hirnaktivitdat vom ventromedialen prafrontalen Kortex auf das PAG verlagerte.
In einer Modifizierung des Experiments zeigte sich eine Zunahme an PAG-Aktivitat je ndher eine
Tarantel an den FuR der im Scanner liegenden Versuchsperson platziert wurde (Mobbs et al.,

2010). Diese Studien weisen also auf eine Abhangigkeit der PAG Aktivierung von der Nahe bzw.
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Intensitat eines Bedrohungsreizes hin, welche erst bei unmittelbarer Konfrontation mit einem
bedrohlichen Reiz zuzunehmen scheint. Unter dieser Annahme konnte eine mogliche Erklarung
fir die fehlende PAG Involvierung in der vorliegenden Studie sein, dass die Intensitat bzw.
wahrgenommene Nahe der Bedrohung durch die Probandinnen nicht ausreichend fir eine PAG
Aktivierung war. Gegen dieses Argument spricht jedoch, dass damit letztlich nicht das Fehlen
differentieller Aktivierung zwischen den Bedrohungstypen erklart werden kann. Auch wenn wir
im PAG keine differentielle Aktivierung im Sinne eines Interaktionseffektes zwischen den
Faktoren CS-Typ (CS+, CS—) und Bedrohungstyp (Schmerz, Raubtier, Artgenosse) fanden,
zeigten sich jedoch signifikante Haupteffekte des Faktors CS-Typ (CS+, CS—) und damit eine
signifikante bedrohungsassoziierte PAG Aktivierung Uber alle Bedrohungstypen hinweg.
Unabhéangig von der Art der Bedrohung waren die aversiven Reize in der vorliegenden Studie
also mit einer PAG-Aktivierung assoziiert.

Eine alternative Erklarung fir das Fehlen differentieller bedrohungsbezogener Aktivitat im PAG
in dieser Arbeit kdnnte in der oben genannten Funktion des PAG als Effektor-Struktur flr
unterschiedliches Bedrohungsverhalten liegen: im Gegensatz zu den Nagetieren, die sich in
ihren Kafigen frei bewegen und physisch auf verschiedene Bedrohungen unterschiedlich
reagieren konnten, waren die Probandinnen auf den MRT-Scanner beschrdnkt. Zudem
beinhaltete das Studiendesign keine Verhaltensaufgabe, wie die Wahl zwischen verschiedenen
Reaktionen auf die unterschiedlichen Bedrohungsarten. Es ware interessant, diese Erklarung in
zukUnftigen Studien zu testen, indem Probanden die Wahl zwischen verschiedenen virtuellen

Reaktionen, wie Flucht, Angriff oder Erstarren, ermaoglicht wird.
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5.3 Klinische Relevanz

Zusammengenommen deuten unsere Ergebnisse auf die Existenz differentieller neuronaler
Korrelate fir Bedrohungen durch Schmerz, Raubtiere und aggressive Artgenossen in der
menschlichen Amygdala und im Hypothalamus hin.

Die Aufklarung der neuronalen Mechanismen, die adaptives Bedrohungsverhalten
unterstitzen, ist fur unser Verstandnis von maladaptivem Bedrohungsverhalten von
Bedeutung, zumal viele neuropsychiatrische  Stérungen als  Stérungen  des
Bedrohungsverhaltens konzeptualisiert wurden (Gilbert, 1995; Baliki und Apkarian, 2015).
Evolutiondre Theorien der Depression beispielsweise beziehen depressive Symptome auf eine
als ,arrested flight” (Dixon et al., 1989) bezeichnete Abwehrstrategie, bei der Erfahrungen von
sozialer Niederlage oder einer bedrohlichen Umgebung mit protektiven Verhaltensweisen wie
sozialem Rickzug begegnet wird (Gilbert und Allan, 1998; Griffiths et al., 2014). Im Gegensatz
dazu wird bei Angststdrungen davon ausgegangen, dass Hypervigilanz gegenlber
Bedrohungsreizen und Abwehrreaktionen auf nicht vorhandene Bedrohungen eine grol3e Rolle
in der Pathologie spielen, wobei darauffolgendes Vermeidungsverhalten zur Aufrechterhaltung
der Storung beitrdgt (Beck et al., 2005; Mathews und MacLeod, 2005). Ein drittes Beispiel sind
Schmerzen, die durch tatsdchliche oder potenzielle Verletzungen hervorgerufen werden und
zu Vermeidungs- oder Schutzverhalten fihren, welches in Form von chronischen Schmerzen
maladaptiv werden kann (Baliki und Apkarian, 2015). Interessanterweise modulieren
Medikamente, die bei Menschen klinisch gegen Angststorungen wirksam sind, das
Abwehrverhalten von Nagetieren (Blanchard et al., 1991; Griebel et al., 1995; Pinheiro et al.,
2008), was darauf hindeutet, dass diese Erkrankungen mit Veranderungen in Gehirnsystemen

assoziiert sind, die Bedrohung verarbeiten. Diese Hypothese wird durch die Entdeckung
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unterst(tzt, dass die Auspragung von Vermeidungsverhalten gegentber bedrohlichen Reizen
beim Menschen durch das Benzodiazepin Lorazepam moduliert wird (Perkins et al., 2009). Vor
dem Hintergrund dieser Uberlegungen wird es interessant sein zu untersuchen, ob und wie die
subkortikale neuronale Architektur fir verschiedene Arten von bedrohlichen Reizen bei
Patienten mit schweren Depressionen, Angststorungen und chronischen Schmerzen

beeintrachtigt ist.

5.4 Methodologische Uberlegungen und Limitationen

Eine Reihe von Einschrankungen sind zu diskutieren, um die Ergebnisse der vorliegenden Studie
einordnen zu kénnen.

Die Ubertragung des experimentellen Aufbaus der Nagetierstudien auf Humanexperimente
bringt eine Reihe inhdrenter Herausforderungen mit sich. So kénnen - mit Ausnahme der
Schmerzreize - im Gegensatz zu den Tierstudien nur experimentelle Analoge zur unmittelbaren
Erfahrung von Bedrohung untersucht werden, wie zum Beispiel durch audiovisuelle Stimuli.
DarUber hinaus lasst die rdaumliche und zeitliche Auflosung der fMRT-Messung im Gegensatz zu
den Methoden der Nagerstudien (z.B. Lasionsstudien, immunhistochemische oder
elektrophysiologische Untersuchungen) keine Rickschlisse auf der Ebene von Nuklei oder
einzelnen Neuronen zu. Das Signal eines Datenpunktes des BOLD-Signals reprdsentiert
durchschnittlich die summierte Aktivitat von etwa 5 Millionen Neuronen und 50 Milliarden
Synapsen (Logothetis, 2008).

Erschwerend kommt hinzu, dass das BOLD-Signal in den Fokus-Regionen aufgrund der Nahe

zum Hirnstamm in der Umgebung grolSen Arterien und angrenzender Liquorrdume besonders
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anfallig fir Rauschen durch Herz- und Atemphasen ist (Brooks et al., 2013). Der Einfluss von
physiologischen Storfaktoren auf die vorliegenden Daten wurde so weit wie moglich
bericksichtigt, indem Regressoren der kardialen und respiratorischen Phasen in die GLM-
Analyse einbezogen wurden (siehe Abschnitt 3.4.2).

Die vorliegende Arbeit schloss keine periphere physiologische Messung (wie z.B.
elektrodermale Aktivitat) zur Validierung des Konditionierungserfolgs ein. Die Ergebnisse
wurden deshalb auf Verhaltens- und neuronaler Ebene sorgfaltig auf Evidenz flr den
Konditionierungserfolg geprift. Zunachst wurde gezeigt, dass die US aller drei
Bedrohungsarten eine aversive emotionale Reaktion hervorriefen und dass die Probandinnen
die hdhere Wahrscheinlichkeit des Auftretens der US wahrend CS+ Trials im Vergleich zu CS—
Trials korrekt vorhersagen konnten. Auf der neuronalen Ebene fanden wir signifikante
Haupteffekte des Faktors CS-Typ (CS+, CS—) in allen drei Fokus-Regionen sowie auf Ebene des
gesamten  Gehirns, wobei letztere Ergebnisse gut mit dem in  anderen
Schmerzkonditionierungsstudien identifizierten Hirnnetzwerk (Fullana et al., 2016)
Ubereinstimmten.

Die in dieser Studie verwendeten Reize unterschieden sich in Bezug auf die sensorische
Modalitat (audiovisuelle Stimuli fir die Bedingungen Raubtier und aggressiver Artgenosse,
Elektroschocks fir die Bedingung Schmerz) sowie in Bezug auf die berichteten
Erregungsniveaus (hoher fir Schmerz im Vergleich zu den beiden anderen Bedingungen, siehe
Verhaltensergebnisse). Auch wenn wir aus diesem Grund unsere Analyse auf die CS-bezogene
(anstelle der US-bezogenen) Hirnaktivitdt beschrankten und die Erregungsbewertungen der
Probandinnen flir jedes Trial in die GLM-Analyse einbezogen, ist die Moglichkeit nicht

ausgeschlossen, dass einige der Unterschiede zwischen der Bedingung Schmerz und den
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anderen beiden Bedingungen auf Unterschiede in der Reizintensitat oder -modalitat
zurtckzufihren sind.

SchlieRlich schloss unsere Studie aufgrund von zuvor berichteten Geschlechtsunterschieden
bei der Emotionsverarbeitung im Allgemeinen (McRae et al.,, 2008; Whittle et al., 2011;
Moriguchi et al., 2014) und der Furchtkonditionierung im Besonderen (Jackson et al., 2006;
Lebron-Milad et al., 2012; Reichenberger et al., 2019) nur weibliche Probandinnen ein. Somit
sind  zukUnftige  Untersuchungen zu geschlechtsspezifischen  Unterschieden  bei

bedrohungsartabhangigen subkortikalen Hirnaktivierungen notwendig.

5.5 Schlussfolgerung

Unterschiedliche Bedrohungsreize, namlich die Bedrohung durch Schmerzen, Raubtiere und
aggressive Artgenossen sind mit unterschiedlichen BOLD-Aktivierungen in der menschlichen
Amygdala und im Hypothalamus assoziiert. Vor dem Hintergrund der Konzeptualisierung
verschiedener neuropsychiatrischer Erkrankungen als Stoérungen des Bedrohungsverhaltens
wird es interessant sein, zu untersuchen, ob und wie die subkortikale neuronale Architektur fir
verschiedene Arten von bedrohlichen Reizen bei Patienten mit Angststérungen, Depressionen
oder chronischen Schmerzen verandert ist. Weitere Forschung ist notwendig, um die
vorliegenden Erkenntnisse zu Uberprifen und die Untersuchung von neuronalen Schaltkreisen

fr verschiedene Bedrohungsarten im menschlichen Gehirn weiter voranzutreiben.
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