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Zusammenfassung

Menschen unterscheiden sich hinsichtlich ihrer emotionalen und physiologischen
Reaktionen auf ein und den selben angstauslosenden Reiz sowie der Loschung (Extinktion)
einer gelernten Angstreaktion. So liegt es nahe anzunehmen, dass zumindest ein Teil dieser
interindividuellen Variabilitit auf genetische Dispositionen zurtickzuftihren ist.
Angstkonditionierung sowie Angstextinktion sind Mechanismen, die im Zusammenhang
mit der Pathogenese von Angsterkrankungen stehen und als Modelle verwendet werden, um
die emotionalen und physiologischen Reaktionen in angst- oder furchtauslésenden
Situationen zu messen. Weiter kann die Anwendung formaler lerntheoretischer Modelle mit
den Konzepten von Gefahrenerwartung und der Verletzung der Gefahrenerwartung benutzt
werden, um neue Erkenntnisse beziiglich neuronaler Strukturen bei Angstkonditionierung
und -extinktion zu erbringen.

In dieser Arbeit wurde der Einfluss unterschiedlicher funktioneller Polymorphismen auf
Angstkonditionierung (Studie 1) und Angstextinktion (Studie 2) untersucht.

In Studie 1 konnte gezeigt werden, dass Menschen, die Triger des Neuropeptid S Rezeptor
(NPSR1) T-Allels sind, ihre Angstreaktionen stirker auf konditionierte Stimuli bewerten als
AA-Allel-Triager. Auch zeigten T-Triger stirkere neuronale Aktivitit im rostralen
dorsomedialen prifrontalen Kortex (dmPFC). Diese Region wird mit der expliziten,
bewussten Verarbeitung von drohenden Stimuli in Verbindung gebracht. Zudem korrelierte
diese Hirnaktivierung mit den Angstbewertungen der Versuchspersonen. Zusammengefasst
deuten die Ergebnisse auf NPSR1 als neuen genetischen Einflussfaktor und den rostralen
dmPFC als modulierende Gehirnregion bei der Uberinterpretation von Angstreaktionen
hin. Weiter bieten sie eine plausible Erklirung fiir die Assoziation zwischen dem NPSR1 T-
Allel und der Panikstérung.

In Studie 2 wurde tGberpriift, ob in der Angstextinktion das Weglassen des aversiven Reizes
(UCS) als eine Art belohnende Sicherheitsvorhersage angesehen werden konnte. Da bekannt
ist, dass das Belohnungssystem durch das meso-striatale Dopaminsystem moduliert wird,
wurde in dieser Studie angenommen, dass genetische Verinderungen des meso-striatalen
Dopaminsystems auch die Angstextinktion beeinflussen kénnten. So wurde in Studie 2
gezeigt, dass 9-repeat (9R) Allel-Triger des Dopamintransporter Gens DAT1 schneller

wihrend der Extinktion lernen. Auch konnte hohere neurale Aktivitit im ventralen Striatum



wihrend der Extinktion bei 9R-Trigern gefunden werden. Diese Ergebnisse geben einen
ersten Hinweis, dass Extinktion ein appetitiver Lernprozess sein kdnnte und eréffnen somit

Moglichkeiten fiir innovative Therapien.
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1.1 Theoretischer Hintergrund 1

1 Einleitung

In diesem Kapitel werden die Zusammenhinge zwischen Angst, Angsterwerb und
Angstextinktion in Abhingigkeit von genetischen Faktoren niher beleuchtet und der
derzeitige Forschungsstand zusammengefasst. Es werden grundlegende Begriffe wie
Genetik, Angsterkrankungen, Angsterwerb, theoretische Lernmodelle sowie deren

mathematische Implementation erldutert.

1.1 Theoretischer Hintergrund

1.1.1 Grundbegriffe der Genetik
Desoxyribonukleinsdure (DNA)

Die Desoxyribonukleinsiure (DNA) ist ein Molekiil, das in Eukaryonten (alle Organismen
mit einem Zellkern) und Prokaryonten (Bakterien und Viren) vorkommt. Die DNA hat

zwei Funktionen:
- Sie enthilt die Informationen zur Biosynthese von Proteinen.

- Sie besitzt die Fihigkeit sich zu vervielfachen und ihre Information weiterzugeben

(Replikation).

Aufbau der DNA

Das Gertist der DNA setzt sich aus einem Riickgrat von Desoxyribose-Molekiilen'
zusammen, die durch Phosphatbriicken miteinander verkniipft sind. An den Desoxyribose-
Molekiilen befinden sich heterozyklische Basen. Insgesamt kommen in der DNA vier

verschiedene Nukleinsdurebasen vor:

- Adenin (A),
- Thymin (T),
- Guanin (G) und
- Cytosin (C).

! Desoxyribose ist ein Zucker, der aus fiinf Kohlenstoffatomen besteht. Die Kohlenstoffatome der Desoxyribose
werden von 1’ bis 5’ durchnummeriert.
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Die Struktur der DNA ist eine Doppelhelix, die aus zwei antiparallel rechts umeinander
gewundenen  Einzelstringen  besteht.  Die  Einzelstringe = werden  durch
Wasserstoffbriickenverbindungen ~ der  Nukleinsdurebasen = zusammengehalten.  Die

Basenpaarung erfolgt zwischen A und T durch zwei Wasserstoffbriicken und zwischen C

und G durch drei Wasserstoffbriicken.

Chromosomen

Chromosomen bilden die Organisationsstruktur der DNA eukaryotischer Zellen. Ein
Chromosom ist ein langer, kontinuierlicher DNA-Doppelstrang, der um eine Vielzahl von
Kernproteinen herumgewickelt und mehrfach zu einer kompakteren Form spiralisiert ist.
Chromosomen befinden sich im Zellkern, in welchem sie in 23 Chromosomenpaaren fest
aufgewickelt sind. Zwei Chromosomen, von insgesamt 46, sind Geschlechterchromosomen
(XX bei Frauen, XY bei Minnern): Sie werden auch Gonosomen genannt. Die tbrigen
werden als Autosomen bezeichnet und ihrer Gréfle nach von 1 bis 22 durchnummeriert.
Beim Menschen liegen alle Autosomen in zweifacher Ausfithrung vor. Diese werden als
homologe Chromosomen bezeichnet. Alle Chromosomen, die in einem Individuum

vorkommen, bilden zusammen den Karyotyp.

Gen

Der Begrift Gen bezeichnet den Bereich der DNA auf einem Chromosom, der die
Information fir die Proteinbiosynthese trigt. Der Mensch besitzt insgesamt etwa 25000 -
40000 Gene (Human Genome Sequencing Consortium, 2004). Auf identischen Bereichen
der DNA, den Genloki, liegen immer die gleichen Gene vor.

Ein Gen besteht aus einem Promotor, Introns sowie Exons. Introns stellen die nicht
kodierenden Elemente des Gens dar, wohingegen die Exons die kodierenden Elemente
eines Gens sind. Wichtigste Eigenschaft des Promotors ist die spezifische Wechselwirkung

mit bestimmten Proteinen, welche den Start der Proteinbiosynthese des Gens vermitteln.

2 Genloki werden in folgender Weise angegeben: 1) Nummer des Chromosoms, 2) Arm des Chromosoms (p fiir

kurzer Arm, q fiir langer Arm), 3) anfirbbare Bande evtl. 4) Unterbande
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Der genetische Code

In der Basensequenz der Polynukleotidsequenz der DNA liegt der fir nahezu alle
Lebewesen giiltige genetische Code fir die Information zur Proteinbiosynthese. Nach der
von Khorana, Nirenberg und Ochua 1966 vollstindig entschlisselten Regel wird jede der 20
nicht-essentiellen Aminosduren durch einen linearen Zusammenschluss von je drei
Nukleotidbasen, auch Codon genannt, codiert (Nirenberg, 2004). Die einzelnen Basen-
Tripletts werden hintereinander, d.h. kommafrei und nicht tberlappend angeordnet. Das
ergibt fiir vier verschiedene Basen 4° = 64 Code-Maoglichkeiten (siche Abbildung 1). 61 der
64 moglichen Codon-Tripletts stehen fiir 20 bei der Proteinbiosynthese eingebauten
Aminosduren zur Verfiigung. Jede Aminosdure wird durch mehr als ein Triplett kodiert,
den meisten Aminosduren (aufler Methionin und Tryptophan) sind zwei bis drei Codons
zugeordnet. Man spricht von einem entarteten Code. Die restlichen drei der 64 Tripletts
sind sogenannte Nonsens-Tripletts, die als Stopp-Codons zur Terminierung des

Proteinbiosyntheseprozesses oder als Initiationscodon dienen.

Abbildung 1: Die Kodierung der Aminosiuren (aufien) durch die Basen-Tripletts auf der messenger-
RNA (mRNA) ist von innen (5 nach auflen (3') =zu lesen; Quelle:
http://de.wikipedia.org/wiki/Code-Sonne
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Proteinbiosynthese

Durch den Vorgang der Proteinbiosynthese, auch Genexpression genannt, wird die in den
Genen vorliegende Information umgesetzt. Dabei werden Genprodukte gebildet, die aus
Aminosduren bestehen. Die Proteinbiosynthese wird in zwei Prozesse, Transkription und
Translation, sowie dazugehorige Regulationsmechanismen unterteilt, die im Folgenden

kurz beschrieben werden.

Beim ersten Schritt, der Transkription genannt wird, wird eine -einstringige
Ribonukleinsdure (RNA) anhand der DNA als Vorlage synthetisiert. Grundsitzlich wird
zwischen drei Klassen von RNA, der messenger-RNA (mRNA), der transfer-RNA (tRNA)
und der ribosomalen-RNA (rRNA), unterschieden, wobei nur die mRNA die Information

der DNA fiir die Proteinbiosynthese zuginglich macht.

Der Aufbau der mRNA unterscheidet sich in drei Punkten von der DNA: Die mRNA ist
einstringig, sie enthilt das Nukleotid Uracil (U) (anstelle T), sowie Ribose (anstelle von
Dexoxyribose). Die Synthese der mRNA erfolgt an der DNA durch das Enzym RNA-
Polymerase. Nachdem die DNA-Doppelhelix an einer betreffenden Stelle durch Auflésung
der Wasserstoftbriickenverbindungen gedffnet worden ist, bindet die RNA-Polymerase an
den Promoter eines Gens und liest die Teilbereiche des einzelnen DNA Stranges in 5°-3°
Richtung ab, die durch ein Startsignal und ein Endsignal gekennzeichnet sind. Am
kodierenden Strang der DNA lagern sich durch Basenpaarung komplementire
Ribonukleotide an. In Teilprozessen der Transkription, auf die hier nicht niher

eingegangen werden soll, werden die Introns entfernt und die Exons so einanandergefigt,

dass sie ein durchgehendes mRNA-Molekil bilden.

Im zweiten Teil der Proteinbiosynthese, der Translation, wird die mRNA in die
kodierenden Proteine umgesetzt. Wihrend die Transkription im Zellkern stattfindet, ist fiir
die Translation ein Transport der mRNA-Molekiile vom Kern in das Cytoplasma der Zelle
notwendig. Nur dort sind die notwendigen Ribosomen zur Proteinbiosynthese verfiigbar, an
denen die Ubersetzung der Nukleotidsequenz eines mRNA-Molekiils in die
Aminosiuresequenz eines Polypeptids erfolgt. Ribosomen bestehen aus Proteinen sowie
rRNA und setzten sich aus zwei Untereinheiten zusammen. Zur Initilerung der
Proteinbiosynthese  erfolgt die Bindung der Ribosomuntereinheiten an die

Ribosomenbindungsstelle der mRNA. Der eigentliche Beginn der Proteinsynthese erfolgt
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am Initiationscodon der mRNA, der Basenabfolge AUG. Fir die Bildung des Proteins ist
das Enzym Polypeptidtransferase notwendig. Der Abbruch der Synthese einer
Polypeptidkette, die Termination, erfolgt am Stoppcodon, der Basenabfolge UAG, UAA
oder UGA der mRNA.

Da nur ein Bruchteil aller Gene eines Genoms in einer Zelle exprimiert werden, werden
unterschiedliche Mechanismen zur Steuerung der Proteinbiosynthese bendtigt. Diese
Steuerung wird als Genregulation bezeichnet und kann an unterschiedlichen Stellen und
Prozessen der Proteinbiosynthese ansetzen. An der Genregulation kénnen Regulatorgene

sowie andere Proteine beteiligt sein.

Neben biologischen Prozessen kénnen auch Umwelteinfliisse Auswirkungen auf die

Proteinbiosynthese haben.

Genotyp und Phinotyp

Wie bereits beschrieben, besitzt der Mensch zwischen 25000 und 40000 Gene (Human
Genome Sequencing Consortium, 2004). Alle Gene des Genoms sind in jeder Zelle des
menschlichen Organismus enthalten, wobei nur ein sehr geringer Teil (etwa 20%) dieser
Gene von der betreffenden Zelle genutzt wird. So werden nicht alle im Genom enthaltenen
Informationen exprimiert. Nur wenn ein Protein nach dem entsprechenden Bauplan, dem
genetischen Code, synthetisiert wird, wird dieses Gen in einem Merkmal sichtbar. Dieser
Vorgang der Proteinbiosynthese wurde im vorherigen Kapitel erklirt. Das exprimierte
Merkmal wird als phinotypisches Merkmal bezeichnet. Der Phinotyp eines Individuums ist
die Summe seiner phinotypischen Merkmale und kann z.B. durch bestimmte
Verhaltensmerkmale oder Krankheitsdiagnosen definiert werden. Der Phinotyp entsteht
auf Grundlage des Genotyps. Mit dem Begriff Genotyp wird die Gesamtheit der
genetischen Information eines Organismus oder einer Zelle, bzw. im engeren Sinne die
Kombination von DNA-Sequenzen an einem Genlokus bezeichnet. Bei Autosomen
beschreibt der Genotyp, ob eine Variante homozygot (also auf beiden Genkopien) oder

heterozygot (also auf nur einer Genkopie) auftritt.
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Genetische Variation

Das menschliche Genom besteht aus etwa 3,3 Milliarden Basenpaaren (bp), wobei 99,9%

identisch zwischen den Individuen sind. Die restlichen 0,1 % reprisentieren jedoch immer

noch drei Millionen Sequenzunterschiede (McCarthy & Hirschhorn, 2008).

Unterschiedliche Varianten eines Gens an einem bestimmten Lokus auf einem Chromosom
werden als Allel bezeichnet. In der Regel gibt es von jedem Gen viele Allele, die mehr oder
weniger grofle Unterschiede in der DNA-Sequenz aufweisen. Da Menschen einen
doppelten Chromosomensatz haben, kann jeder Mensch auf den beiden homologen
Chromosomen am betreffenden Genlokus entweder zwei unterschiedliche Allele
(heterozygot) eines Gens oder aber zwei gleiche Allele (homozygot) des betreffenden Gens

besitzen.

Sequenzunterschiede, die zu Allelen fihren, kénnen durch Chromosomenmutationen
entstehen. Chromosommutationen sind strukturelle Verinderungen eines Chromosoms, die
wie folgt unterschieden werden: Wihrend bei der Deletion ein Teilstick der DNA verloren
geht, wird bei der Insertion ein Teilstick hinzugefiigt. Bei der Translokation kénnen
Chromosomen auseinanderbrechen und dabei Teilstiicke verlieren, welche an ein anderes
Chromosom angeheftet werden. Bei der Duplikation ist ein Abschnitt des Chromosoms
doppelt vorhanden. Schliefllich kann sich innerhalb eines Chromosoms bei der Inversion
ein Stiuck wieder umgekehrt einfigen (Buselmaier, 1991). Weiter wird unter der
Punktmutation der Austausch, die Addition oder Ersetzung nur eines Nukleotids

verstanden.

Eine Art von genetischer Variation, mit der sich die vorliegende Arbeit beschiftigt, ist der
genetische Polymorphismus. Unter einem genetischen Polymorphismus (aus dem
Griechischen molvpopgionds, ,Vielgestaltigkeit) versteht man das Vorhandensein von
mehr als einer Genvariante (d.h. mindestens eines Allels) innerhalb einer Population. Dabei
muss die Auftretenswahrscheinlichkeit dieser Genvariation grofler als 1% sein, da es sich

sonst um eine Mutation handelt.

Die hiufigsten genetischen Polymorphismen sind die Einzelnukleotidpolymorphismen

(engl.: single nucleotide polymorphism; SNP), bei denen ein einzelnes Nucleotid des DNA-
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Molekils verindert ist, sowie die Variable Number of Tandem Repeats (VNTR). Beide

sollen hier im Detail besprochen werden, da sich meine Arbeit mit diesen beschiftigt.

Einzelnukleotidpolymorphismus (Single Nucleotide Polymorphisms)

Beim Einzelnukleotidpolymorphismus (SNP) ist ein einziges Nukleotid (A, C, G, T) des
DNA-Molekiils durch Punktmutation, Insertion oder Deletion verindert (Wang et al.,
1998). SNPs stellen ca. 90 % aller genetischen Variationen im menschlichen Genom dar (F.
S. Collins, Brooks, & Chakravarti, 1998). Im menschlichen Genom finden sich SNPs im
Durchschnitt etwa alle 200 — 1000 Basenpaare (F. S. Collins et al., 1998). SNPs konnen in

kodierenden sowie nicht kodierenden Bereichen der DNA liegen.

In Studie 1 der vorliegenden Arbeit wurde der NPSR-Polymorphismus, ein SNP, des
Neuropeptid S-Genes auf dem Lokus 7p14.3 untersucht. Dabei handelt es sich um den
Aminosidureaustausch von Asparagin zu Isoleucin, der durch den Basenaustausch von A

nach T an Position 107 des Gens resultiert.

Bei dem in Studie 2 niher untersuchten COMT val"**met Polymorphismus des COMT-
Gens auf dem Lokus 22q11.2 handelt es sich ebenfalls um einen SNP. Bei diesem
Polymorphismus liegt ein Austausch der Base G durch A vor, der in einer Verinderung der

Aminosiure von Valin zu Methionin an Position 158 des Proteinstrangs resultiert.

Variable Number of Tandem Repeats Polymorphismen

Unter den Variable Number of Tandem Repeats Polymorphismen (VNTR) versteht man
DNA-Abschnitte, die tandemartige Wiederholungen einer bestimmten Sequenz aufweisen.
Variabel ist dabei die Anzahl der Wiederholungen. Man unterscheidet weiter in Mini- und
Mikrosateliten. Als Minisateliten werden sich wiederholende Einheiten, die sogenannten
orepeats, von 9-100 Basenpaaren bezeichnet. Als Mikrosateliten bezeichnet man

Wiederholungen von weniger als 10 Basenpaaren.

Bei dem in Studie 2 niher untersuchten Dopamintransporterpolymorphismus (DAT1)

handelt es sich um einen 40 Basenpaare umfassenden VNTR-Polymorphismus in der 3'-
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nicht translatierten Region, wobei ein Allel vorwiegend entweder in 9-facher oder 10-facher

Wiederholung der 40 Basenpaare vorliegt® (Vandenbergh et al., 1992).

1.1.2 Verhaltensgenetik und psychiatrische Genetik

Es ist unumstritten, dass genetische Faktoren das Verhalten beeinflussen. Es ist auch
bekannt, dass genetische Faktoren zur Entwicklung von zahlreichen psychischen
Erkrankungen beitragen, ist bekannt, auch wenn die Forschungsergebnisse teilweise sehr

heterogen sind (Jones, L Kent, & Craddock, 2002; Propping, 1989).

Familienstudien zeigen eine familidre Haufung von psychischen Erkrankungen, Zwillings-
und Adoptionsstudien weisen auf genetische Faktoren als Ursache des familidren Auftretens
hin (Propping, 1989). Die genetische Psychiatrie, ein Teilgebiet der Vehaltensgenetik,
untersucht die genetischen Ursachen fir bestimmte Krankheiten. Bei monogen erblichen
Krankheiten* war die Identifikation der ursichlichen Gene sehr erfolgreich: Es konnten
zahlreiche Krankheiten auf Mutationen in jeweils einem Gen zuriickgefithrt werden
(Nothen, Rietschel, Propping, & Maier, 2004). Psychische Krankheiten gelten jedoch als

sehr komplex und daher nicht als monogene Krankheiten.

Es wird zwischen zwei unterschiedlichen Forschungsstrategien, molekularer und klinischer
Genetik, unterschieden, um menschliche Gene zu identifizieren, die in Beziehung zu

psychischen Erkrankungen stehen kénnten.

Klinische Genetik

Klinisch-genetische Studien ~ werden  in Zwillings-,  Adoptions-,  und

Familienuntersuchungen unterteilt.

In Familienstudien werden die Héufigkeiten bestimmter psychischer Erkrankungen bei
Angehorigen einer Familie und anderer nicht verwandter Familien untersucht und

verglichen.

* Die Wiederholung kann zwischen 3-11 mal vorliegen.
* Monogen erbliche Krankheiten folgen den klassischen Mendelschen Erbgingen und beruhen auf der Mutation

eines einzelnen Gens.
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In Zwillingsstudien wird die Konkordanz® fiir eine Erkrankung bei eineiigen (monozygoten)
im Vergleich zu zweieiigen (dizygoten) Zwillingen untersucht. Je grofer der Unterschied,

desto grofer ist der Beitrag genetischer Faktoren zur Entstehung der Erkrankung.

In Adoptionsstudien wird tberpriift, ob das Erkrankungsrisiko in den biologischen Eltern
oder den Adoptiveltern begriindet liegt. Sie erlauben somit auch eine Aussage Uber die

genetische Komponente bei der Krankheitsentstehung.

Molekulare Genetik

Zur molekularen Genetik zihlen Kopplungs- und Assoziationsstudien. Kopplungsstudien
untersuchen die Kosegregation, d.h. die gemeinsame Vererbung, von genetischen Markern
mit einer Erkrankung innerhalb einer Familie. In der einfachsten Form wird eine Analyse
mit Geschwisterpaaren durchgefithrt. Geschwisterpaare, die gemeinsam an einer
bestimmten Erkrankung leiden, werden genau dann an einem beliebigen chromosomalen
Ort die elterlichen Allele teilen, wenn an diesem Ort ein die Krankheit bedingendes Gen
kodiert wird. Kopplungsanalysen beruhen auf der Tatsache, dass Gene, die auf dem gleichen
Chromosom nahe beieinander lokalisiert sind, auch gemeinsam vererbt werden (,,gekoppelt®
werden). Ein DNA-Marker, der sich in der Nihe eines krankheitserregenden Gens
befindet, kann somit innerhalb der Familie gemeinsam tbertragen werden. Wenn es somit
ein Gen gibt, welches zu einer bestimmten Erkrankung beitrigt, dann sollten
Familienangehorige, die das gleiche Allel am Markerort tragen, mehr phinotypische
Gemeinsamkeiten beziglich dieser Erkrankung aufweisen, als Familienangehorige, die

dieses Allel nicht tragen.

Zur Analyse dienen entweder genomweite Suchen oder die Untersuchung von
Kandidatengenen. Genomweite Suchen sind systematische Analysen des gesamten Genoms
anhand vieler genetischer Marker. Diese Analyse wird dann verwendet, wenn nur
unzureichende Informationen tber die der Erkrankung zugrundeliegenden Prozesse
vorliegen. Ziel des genomweiten Suchens ist somit die Lokalisation von dispositionierenden
Genen innerhalb des Genoms. Gibt es jedoch Hypothesen oder Befunde tber die einer
Erkrankung zugrundeliegenden biologischen Prozesse, so wird der Ansatz der
Kandidatengene angewendet. Hier wird tberpriift, ob ein genetischer Polymorphismus

eines bestimmten Gens mit der Erkrankung der entsprechenden Familien zusammenhingt.

5 Konkordanz meint die Ubereinstimmung von Zwillingen hinsichtlich eines Merkmals
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Kandidatengene sind Gene, von denen aufgrund ihrer physiologischen Funktionen
angenommen wird, dass sie bei der Pathophysiologie der betreffenden Krankheit eine Rolle
spielen. Kandidatengene sind oft Gene, die fiir Proteine bestimmter Rezeptoren, Enzyme

oder Transporter kodieren.

Im Gegensatz zu Kopplungsstudien spielen intrafamiliire Ubertragungsmuster einer
bestimmten Erkrankung bei Assoziationsstudien keine Rolle. Es gibt unterschiedliche
Arten von Assoziationsstudien. Zu ihnen zidhlen Fall-Kontroll-Studien oder aber auch die

genomweiten Assoziationsstudien.

Fall-Kontroll-Studien bedienen sich meistens dem Kandidatengenansatz, mit Hilfe dessen
Uberpriift wird, ob Polymorphismen von einem oder beiden Allelen eines Gens uberzufillig

haufig bei den Erkrankten im Vergleich zu Kontrollen vorkommen.

Studie 1 und Studie 2 der vorliegenden Arbeit stellen Fall-Kontroll-Studien dar, in denen
der Kandidatengenansatz verwendet worden ist. Die hierfiir verwendeten Kandidatengene

werden in Kapitel 1.4.1 und 1.4.2 niher vorgestellt.

1.1.3 Genetik komplexer psychischer Erkrankungen

Die genetische Analyse psychischer Erkrankungen wird erschwert durch die Tatsache, dass
psychische Erkrankungen ,genetisch komplex“ sind, d.h. die betreffende Erkrankung nicht
Ergebnis eines einzelnen isolierten genetischen Mechanismus ist, sondern es tragen zu ihrer
Entwicklung zahlreiche genetische sowie umweltbedingte Mechanismen unabhingig
voneinander oder im Zusammenspiel miteinander bei. Ursache daftir kann sein, dass eine
Reihe unterschiedlicher Gene auf das gleiche phanotypische Merkmal oder umgekehrt auch
ein einzelnes Gen auf mehrere phinotypische Merkmale wirken kann®. So sind viele
Erkrankungen, die klinisch nach ihrem Erscheinungsbild, also ihrem Phinotyp, einheitlich
erscheinen, genetisch heterogen. Zur Komplexitit der Analyse psychischer Erkrankungen
tragen zudem mogliche Gen-Gen-Interaktionen, bei denen z.B. ein bestimmtes Gen die
Aktivitit eines anderen Gens unterdriickt, sowie Gen-Umwelt-Interaktionen bei. So ist es
nicht verwunderlich, dass die Ergebnislage hinsichtlich genetischer Einflisse auf die
meisten psychischen Erkrankungen sehr inkonsistent ist (Domschke & Dannlowski, 2010).

Wieiter zeigen sich in Assoziationsstudien nur kleine Effekte einzelner Polymorphismen auf

¢ Diese Vorginge werden als Polygenie und Pleitropie bezeichnet.
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den komplexen Phinotyp. Assoziationsstudien werden wegen ihrer eingeschrinkten
Aussagekraft, methodischer Probleme und des rein klinisch definierten Phénotyps kritisiert
(Malhotra & Goldman, 1999; Smoller, Block, & Young, 2009). Ein neueres Konzept, das
diese negativen Aspekte umgehen konnte (speziell auch bei Angsterkrankungen und deren
Erforschung), ist der Ansatz der intermedidren Phinotypen, der im folgenden Kapitel niher

beschrieben wird.

Das Konzept der intermedidren Phéinotypen

Aktuell wird viel dartber diskutiert, welche Phidnotypen dem biologischen Substrat
psychischer Erkrankungen am nichsten kommen und so in genetischen Untersuchungen
zur Identifikation relevanter Gene repliziert werden konnten. Angsterkrankungen, die im
Fokus dieser Arbeit stehen, sind kein genau definierter Phinotyp, sondern werden durch
eine Vielzahl von Symptomen definiert, die zudem nicht bei jedem Patienten im gleichen

Mafle auftreten.

Viele  psychische  Erkrankungen  sind  durch  den  neurowissenschaftlichen
Erkenntnisfortschritt als Erkrankungen des Gehirns bekannt (Domschke & Dannlowski,
2010). Es ist anzunehmen, dass diese neurobiologischen Phinotypen weniger von
nichtgenetischen Einflissen moderiert werden als die tber das Erleben und Verhalten
definierten diagnostischen Phinotypen (Flint & Munafo, 2007). So bietet das Konzept der
intermedidren Phinotypen, auch Endotypen gennant, eine alternative Suchstrategie nach
Risikogenen fir psychische Erkrankungen (Gottesman & Gould, 2003). Das Konzept der
intermedidren Phinotypen geht von der Annahme aus, dass psychische Stérungen nicht nur
neurobiologische Korrelate aufweisen, sondern neurobiologisch bedingt sind. Wihrend die
klassischen Phinotypen durch das Erleben und Verhalten definiert sind, reprisentieren die
intermedidren Phianotypen zugrundeliegende Hirnfunktionen oder ihre krankheitsbedingten

Verinderungen.

Intermedidre Phinotypen definieren somit Marker der psychischen Erkrankung, die sich als
Zwischenstufe zwischen Phinotyp (Symptome der Erkrankung) und Genotyp beschreiben
lassen und niher am Genotyp liegen als die klassischen Phinotypen. Die biologischen
Marker miissen dabei fiinf Kriterien erfiillen (Gottesman & Gould, 2003). Der intermediire

Phinotyp muss idealerweise:
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) mit der Erkrankung in der Bevolkerung assoziiert sein,
) erblich sein,
3) unabhingig vom Krankheitsstatus sein,
) Kosegregation mit der Krankheit innerhalb von Familien zeigen,
) sowie in Familien von Erkrankten eine hohere Auftretenswahrscheinlichkeit als in

der Bevolkerung haben.

Zur Messung von intermedidren Phinotypen sind quantitative Methoden aus der
Neurophysiologie, Neuropsychologie oder der Bildgebung besonders geeignet (Gottesmann
& Gould, 2003). Im folgenden Kapitel wird der Ansatz der intermedidren Phinotypen am
Beispiel der Bildgebung (Imaging Genetics) niher erldutert, da meine Arbeit diesen Ansatz

verfolgt hat.

1.1.4 Imaging Genetics

Eine Entwicklung des Konzeptes der intermedidren Phinotypen wurde durch den
Forschungsansatz der ,Imaging Genetics“ erreicht, auf dem meine Arbeit beruht. Dieser
junge Forschungsansatz bedient sich bildgebener Methoden’, um Spuren von Genen auf die
Entwicklung und Funktion von Hirnsystemen darzustellen und diese in einem weiteren

Schritt mit dem Verhalten in Zusammenhang zu bringen.

Bei diesem Ansatz handelt es sich bei dem Genotyp um die individuelle Ausprigung eines
bestimmten genetischen Polymorphismus. Der intermediire Phinotyp wird mittels des
bildgebenen Verfahrens bestimmt. Imaging Genetics-Studien folgen meistens dem im
Kapitel 1.1.2 vorgestellten Kandidatengenansatz, der auf der hypothesengeleiteten
Annahme eines oder mehrerer Kandidatengene beruht. Diese Gene kodieren fur Proteine,
die die Ausprigung eines Bildgebungsphinomens beeinflussen. Solche Phinotypen kénnen
beispielsweise die Grofle eines Hirnareals, das Ausmafl neuronaler Aktivitit oder

Rezeptordichte sein.

7 Hierunter zihlen die voxelbasierte Morphometrie (VBM), funktionelle Magnetresonanztomgraphie (fMRT)
Positronenemissionstomographie (PET), Magnetoenzephalographie (MEG) und Elektroenzephalographie
(EEG) (Lesch et al., 1996).
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1.2 Angst und Angsterkrankungen in der Gesellschaft

Abgeleitet von dem lateinischen Wort ,angustiae“, bedeutet Angst ,Beengtheit‘ bzw.
»2Enge“ und stellt eine natiirliche Reaktion des Menschen auf Gefahren dar. Sie duflert sich

auf drei Ebenen (Morschitzky, 2009):

1) Korperlich  durch  objektiv  messbare  physiologische  Faktoren — wie
Muskelanspannung, Herzrasen, Blutgefifiverinderungen, Blutdrucksteigerung,

Atembeschleunigung, Hautwiderstands- und Gehirnaktivititsverinderungen, etc... .

2) Subjektiv in Gedanken und Gefiihlen durch Bewertungen, Befiirchtungen,
Gedanken der Hilflosigkeit, Angst erzeugende Denkmuster und damit verbundenes

subjektives Angsterleben, etc... .

3) Im Verhalten auf motorischer Ebene durch beobachtbare Verhaltensweisen und
Reaktionen wie ,Starrwerden vor Schreck® bis hin zu Regungslosigkeit, Zittern,

Flucht, Vermeidung Angst erregender Situationen, etc... .

Allgemein kann Angst als natiirliche Anpassungsleistung oder -reaktion des Menschen
betrachtet werden. Andererseits existieren Phinomene, die als Angsterkrankungen bzw.
Angststorungen bezeichnet werden. Bei Angststérungen sind die Angstreaktionen nicht
mehr angemessen und fihren zu erheblichen Beeintrichtigungen und Belastungen der
Betroffenen: Die Angst in objektiv gefihrlichen Situationen ist unangemessen tbersteigert
und fithrt auch zu einer eingeschrinkten Lebensfithrung und zu emotionalen
Folgeproblemen (Alonso & Lepine, 2007). Insgesamt besteht inzwischen wissenschaftlicher
Konsens dartiber, dass alle Angststorungen starke Risikofaktoren fir depressive
Erkrankungen, Substanzmissbrauch oder -abhingigkeit darstellen (Wittchen, Kessler,
Pfister, & Lieb, 2000).

Laut ICD-10 (International Classification of Diseases and Related Health Problems)
konnen Angststorungen in zwei Kategorien eingeteilt werden: Bei den phobischen
Storungen (ICD-10:F40) werden Angste durch allgemein ungefihrliche Situationen bzw.
Objekte auflerhalb der betreffenden Person hervorgerufen. Zu dieser Kategorie werden
Agoraphobie, Sozialphobie und spezifische Phobien (wie z.B. die Tierphobie) gezihlt. Bei
den anderen Angststérungen (ICD-10:F41) erscheint die Angst unabhingig von

Umgebungssituationen. Sie tritt fir die Betroffenen spontan in verschiedenen Situationen
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auf. Hierzu gehoren Panikstérungen und generalisierte Angststorungen. Entsteht die Angst
als verzogerte Reaktion auf ein belastendes Ereignis oder eine Situation auflergewohnlicher
Bedrohung oder katastrophenartigen Ausmafles wird von einer posttraumatischen

Belastungsstorung gesprochen (ICD-10:F43.1).

Angsterkrankungen zihlen zu den hdufigsten psychischen Erkrankungen in Europa sowie
den Vereinigten Staaten von Amerika (Alonso et al., 2004; Kessler et al., 2011). Nach der
1994 veroffentlichten National Comorbidity Survey Studie entwickeln rund 25% der
Bevolkerung im Laufe ihres Lebens eine Angststorung (Wittchen et al., 2011).

Verglichen mit anderen psychisch Erkrankten, besuchen Personen mit Angststérungen
Primirmediziner hiufiger als Spezialisten und belasten somit das Gesundheitssystem stark
(Morschitzky, 2009). Die Gesundheitskosten setzen sich aus psychischen und nicht-
psychischen Behandlungen, Klinikaufenthalten und Medikamentenkosten zusammen
(Gustavsson et al., 2011). Hohe Kosten entstehen aber auch durch Leistungsverminderung
am Arbeitsplatz und Arbeitsunfihigkeit (Gustavsson et al, 2011). Somit sind
Angsterkrankungen mit hohen sozialen, 6konomischen und indirekten Kosten verbunden.
Die Erforschung der Grundlagen von Angst und Angsterkrankungen ist demzufolge

wissenschaftlich sowie klinisch und gesundheitspolitisch von groflem Interesse.

1.2.1 Atiologie der Angsterkrankungen

Ursachen fiir die Entstehung von Angsterkrankungen sind komplex und multifaktoriell. Sie
umfassen im Wesentlichen biologische (dazu zihlen genetische wie neurobiologische

Faktoren) und psychosoziale Faktoren.

Psychosoziale Faktoren

Zu den wichtigsten psychosozialen Faktoren, die Entstehung einer Angststérung
beginstigen oder fordern koénnen, zdhlen unter anderem der Umgang der Eltern mit
Angsten und Sorgen sowie traumatische Lebensereignisse, wie Verlust- und

Trennungserlebnisse (Bandelow, 2002).
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Biologische Faktoren

Es ist unumstritten, dass genetische Faktoren zu der Atiologie der Angsterkrankungen
beitragen. Schon 1964 wurde die individuelle genetische Pridisposition von Klein betont

(Klein, 1964). Im Folgenden sollen die wichtigsten Ergebnisse zusammengefasst werden.

Studien zur klinischen Genetik der Angsterkrankungen weisen eine 2-3-fach hohere
Konkordanzrate bei monozygoten Zwillingen im Vergleich zu dizygoten Zwillingen fir

Panikstérungen sowie generalisierte Angststorungen auf (Hettema, Neale, & Kendler,

2001).

Familienstudien mit einer groflen Anzahl von Patienten zeigten eine 2-3-fach hohere Rate

fiir Panikstérungen und generalisierte Angsterkrankungen unter Verwandten ersten Grades

(Hettema et al., 2001).

Die Heritabilitit (Erblichkeit) fir Panikstorungen liegt bei 48%, flir generalisierte
Angststorungen bei 32%, fir Agoraphobien bei 67%, und fir soziale Phobien bei 51%
(Hettema et al., 2001; Kendler, Karkowski, & Prescott, 1999; Watson & Rayner, 2000).

Kopplungsuntersuchungen molekularer Genetik weisen auf mdégliche Risikoloki auf den
Chromosomen 1q (Gelernter et al., 2001), 2q (Fyer et al., 2006), 7p (Crowe et al., 2001;
Knowles et al., 1998), 9q (Thorgeirsson et al., 2003), 12q (Smoller et al., 2001), 13q
(Hamilton et al., 2003; Weissman et al., 2000), 15q (Fyer et al., 2006), 22q (Hamilton et
al., 2003) bei Panikstorungen hin. Fir soziale Phobien wurden mégliche Risikoloki auf den
Chromosomen 16q und 14p beschrieben (Arnold, Zai, & Richter, 2004).

Fur Panikstérungen konnten mit Hilfe des Kandidatengenansatz replizierte positive
Assoziationen fiir Cholecystokinin (Hattori et al., 2001; Maron, Lang, et al., 2005; Wang et
al., 1998), den Cholezystokinin-B-Rezeptor (CKK-B-Rezeptor) (Hosing et al., 2004;
Kennedy et al., 1999), die Monoaminoxidase A (MAO-A) (Deckert et al., 1999; Maron,
Nikopensius, et al., 2005; Samochowiec et al., 2004), die Catechol-O-methyltransferase
(COMT) (Domschke, Deckert, O'Donovan M, & Glatt, 2007; Woo, Yoon, & Yu, 2002),
den Neuropeptid S Rezeptor (NPSR1) (Domschke et al., 2011; Okamura et al., 2007), den
5-Hydroxytryptaminoa-Rezeptor  (5-HTza-Rezeptor) (Inada et al, 2003; Maron,
Nikopensius, et al., 2005) und den Adenosin 2A-Rezeptor (Deckert et al., 1998; Hamilton

et al, 2002) gefunden werden. Auch fanden sich weitere positive Assoziationen fiir
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zahlreiche weitere Gene. Diese konnten jedoch nicht repliziert werden bzw. die
Replikationen stehen noch aus (Smoller, Gardner-Schuster, & Covino, 2008). Weitaus
weniger positive Assoziationen konnten fiir soziale Phobien gefunden werden. Fir diese
wurden u.a. positive Assoziationen fir COMT (McGrath et al., 2004), MAO-A
(Samochowiec et al., 2004) und den Dopamintransporter (DAT1) (Rowe et al., 1998)
gefunden.

Die zahlreichen Befunde verdeutlichen, dass es noch keinen einheitlichen
wissenschaftlichen Konsens dartiber gibt, welche Rolle die einzelnen genetischen Faktoren

bei der Atiopathogenese von Angsterkrankungen spielen.

Als Grund fiir die uneindeutige Befundlage kann die Tatsache gelten, dass der Phinotyp bei
Angsterkrankungen sehr heterogen sein kann®. Mit dem Konzept der an neurobiologischen
Phinomenen orientierten intermedidren Phinotypen, das in dieser Arbeit verwendet wird,
konnte ein direkterer Weg beschritten werden, der von relevanten Mutationen bis hin zum

Risiko fiir Angsterkrankungen fiihrt.

Neurobiologische Vorstellungen

Weitere Vorstellungen zu neurobiologischen Faktoren der Angsterkrankungen beruhen auf
Ergebnissen von Studien zu molekularen Wirkmechanismen anxiolytischer Medikamente,
oder angstauslosender Substanzen, biochemischen Verinderungen bei Patienten mit
Angsterkrankungen sowie tierexperimentellen Untersuchungen. Durch die Kenntnis von
Wirkmechanismen —anxiolytischer ~Medikamente wie der Benzodiazepine’ und
Antidepressiva® konnten Hypothesen zur Rolle GABAerger und katecholaminerger

Neurotransmittersysteme bei der Entstehung von Angsterkrankungen generiert werden

(Durant, Christmas, & Nutt, 2010).

# bei einheitlichem Genotyp

? Benzodiazepine wirken durch Erhéhung des Chloridioneneinstroms durch den Chloridkanal des GABA-A-
Rezeptors bei gleichzeitiger Bindung von GABA.

10 Antidepressiva wirken durch Hemmung der Wiederaufnahme von Serotonin und Nordrenalin oder durch
Hemmung der Monoaminoxidase A, die die Transmitter katabolisiert.
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1.2.2 Psychologische Erklirungsmodelle der Entstehung von
Angsterkrankungen

Neben neurobiologischen Ansitzen haben sich unterschiedliche psychologische Modelle der
Entstehung und Aufrechterhaltung von Angsterkrankungen etabliert (M.G. Craske, 1999).
In diesem Absatz sollen kurz die lerntheoretisch sowie kognitiv ausgerichteten Modelle
beschrieben werden, da diese relevant fiir die Studien (Studie 1 und Studie 2) der
vorliegenden Arbeit sind. Lerntheoretische Modelle gehen davon aus, dass Angst ein
erlerntes Verhalten ist. Die zentrale These der lerntheoretischen Ansitze besagt, dass (fast)
jedes menschliche Verhalten, und damit auch das dngstliche Verhalten, erlernt ist. Angste
werden nach diesen Modellen durch wiederholte unangenehme Erfahrungen erworben. Der
hier zugrunde liegende Lernprozess wird als ,Konditionierung® bezeichnet und wird

ausfithrlich in Kapitel 1.3 beschrieben.

Auf der anderen Seite zeichnen sich die kognitiv ausgerichteten Modelle durch eine
kognitive Komponente aus, die entscheidend fiir den Erwerb von Angsterkrankungen ist
(D. A. Clark & Beck, 2011): Die Art und Weise wie Situationen oder Erfahrungen
beurteilt werden, kann beruhigend oder angststeigernd wirken. Kognitive Aspekte haben
somit eine grofle Bedeutung fir die Entwicklung von Angstzustinden. Menschen mit
Angststérungen bewerten viele Situationen, die andere nicht als gefihrlich einschitzen, als
bedrohlich. Kognitiv ausgerichtete Modelle werden z.B. bei Panikstérungen als
Erklirungsmodell ~herangezogen wund berticksichtigen korperliche Faktoren —mit.
Panikattacken konnen nach diesem Modell sowohl durch innere (Gedanken und
Vorstellungen sowie Korperempfindungen) als auch durch duflere Auslosereize
(Umweltsituationen) ausgelst werden. Nach Clark bewirken bestimmte duflere oder innere
Reize zunichst eine milde Anspannung, einschliefflich kérperlicher Erregungssymptome
(D. M. Clark, 1986). Die unangemessene Bewertung der wahrgenommenen kérperlichen
Symptome als gefihrlich fithrt zu Angst und einer weiteren, stirkeren Anspannung. Es
kommt zu verstirkten negativen Bewertungen und Angsten. Dieser Teufelskreis fithrt
schlieflich zu einer Panikattacke. Dabei spielt die Fehlinterpretation oder die ubersteigerte
Interpretation von Koérperempfindungen, die auch Katastrophisieren genannt wird, als
Folge der wahrgenommenen Bedrohung eine entscheidende Rolle bei der Auslosung,

Aufrechterhaltung und Stabilisierung von Panikattacken.
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1.2.3 Therapeutische Interventionen bei Angsterkrankungen

Unabhingig von der Vielzahl unterschiedlicher Angsterkrankungen, die sich in
unterschiedlichen Symptomen manifestieren, sind die therapeutischen Interventionen bei
allen Angsterkrankungen sehr dhnlich: Generell werden als Interventionsmoglichkeiten
entweder Pharmakotherapie oder Psychotherapie, oder eine Kombinationstherapie aus

beiden eingesetzt.

Bei der Pharmakotherapie werden iberwiegend zwei Substanzklassen von Medikamenten
fir die Behandlung von Angsterkrankungen verwendet: Es werden entweder Antidepressiva

oder Benzodiazepine verordnet.

Alternativ. zur  Pharmakotherapie =~ wird  Psychotherapie, vorwiegend klassische
Verhaltenstherapie (VT) und kognitive Verhaltenstherapie (KVT), angewendet (M. G.
Craske et al., 2002). Bei der Behandlung von Angsterkrankungen in der VT ist die
Exposition ein wichtiges Kernelement. Es wird eine angstausléosende Situation aufgesucht
oder der Patient wird direkt mit der angstbesetzten Situation oder dem Objekt konfrontiert,
so dass im Laufe der Exposition eine Léschung (Extinktion) der Furcht stattfindet. Die VT
erklirt Verhalten auf Verhaltensebene (Bouton, Mineka, & Barlow, 2001; Wolpe & Rowan,
1988).

Im Gegensatz zu der VT erklirt die KVT Verhalten nicht nur auf Verhaltensebene sondern
auch als Ergebnis von tiberdauernden Vorstellungen (Einstellungen) und Wahrnehmungen.
Insbesondere werden emotionale Reaktionen als Konsequenz von Uberzeugungen,
Gedanken und Annahmen interpretiert. Damit zielt die KVT auf die Beobachtung und
Analyse von Wahrnehmungs- und Denkprozessen. Bei einer psychischen Erkrankung wie
der Panikstérung liegen kognitive Fehleinstellungen vor. Dazu zihlen bei der Panikstérung
dysfunktionale Bewertungen wie die des Katastrophisierens. Beim Katastrophisieren wird
das Eintreffen oder die Bedeutung von internen und dufleren Reizen tberbewertet. In der

KVT wird versucht, die dysfunktionalen Bewertungen zu veridndern.

Insgesamt herrscht wissenschaftlicher Konsens dartiber, dass Angsterkrankungen sich gut
mit Verhaltenstherapie (Norton & Price, 2007) und Pharmakotherapie (Roy-Byrne et al.,
2002) behandeln lassen. Psychotherapie erzielt jedoch nur in 50% der Fille Erfolg (Durham
et al.,, 2005). Die Effektivitit der Pharmakotherapie ist vergleichbar, kann jedoch mit
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starken Nebenwirkungen wie Schwindelanfillen, Erbrechen, sexuellen Dysfunktionen sowie
oft einer geringen Akzeptanz seitens des Patienten verbunden sein (Baldwin &

Polkinghorn, 2005).

Um pharmakologische sowie nicht-medikamentose Interventionen bei Angsterkrankungen
in ihrer Wirksambkeit zu verbessern, ist es notwendig, die zugrunde liegenden Mechanismen
auf unterschiedlichen Ebenen besser zu verstehen. Ein Modell, das sich hervorragend
eignet, um die Mechanismen beim Angsterwerb sowie Angstextinktion besser zu erforschen
ist die klassische Angstkonditionierung (Kim & Jung, 2006; LeDoux, 2000). Im folgenden

Kapitel werden Angstkonditionierung sowie Angstextinktion niher beschrieben.
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1.3 Klassische Angstkonditionierung

Nach der These der lerntheoretischen Modelle ist menschliches Verhalten, und damit auch
das dngstliche Verhalten, erlernt. Angste werden nach diesem Modell durch die wiederholte
Erfahrung unangenehmer Situationen erlernt, ein Vorgang der als klassische

Angstkonditionierung bezeichnet wird und im folgenden niher beschrieben werden soll.

Klassische Konditionierung ist ein Vorgang des assoziativen Lernens (Pavlov, 1927). Ein
urspringlich neutraler Stimulus (CS: conditioned stimulus, z.B. ein Ton oder ein Symbol)
wird zeitlich mit einem unkonditionierten Stimulus (UCS: unconditioned stimulus, z.B.
aversiver Elektroreiz) verkniipft, der eine biologisch vorgegebene, d.h. unkonditionierte
Reaktion (UCR: unconditioned reaction, z.B. Schockstarre oder Zittern) auslost. Nach
mehreren Kopplungen des CS und des UCS bewirkt die alleinige Darbietung des CS eine
konditionierte Reaktion (CR), die oft der UCR ihnlich ist. Bei Menschen duflert sich die
CR z.B. in einer erhohten Hautleitfihigkeit (Orr & Roth, 2000) und/oder einem erhéhten
Schreckreflex (Davis, 1990).

Wird der CS nicht mehr mit dem UCS gepaart, verschwindet die CR allmihlich. Dieser
Lernprozess wird als Extinktion bezeichnet. Allgemein giltig ist, dass die Extinktion kein
Verlernen der zuvor gebildeten Assoziation ist, sondern ein eigener Lernprozess (Bouton,
2002). Diese Annahme wird durch die Phinomene des Erneuerungslernens (renewal), der
Spontanerholung (spontanous recovery) und des Wiedereinsetzens der Reaktion

(reinstatement) gestlitzt, welche im folgenden kurz beschrieben werden.

Von Erneuerungslernen spricht man, wenn eine CS-UCS-Assoziation in einem
bestimmten Kontext (Kontext A) gelernt und in einem anderen Kontext (Kontext B)
extinguiert wird. Die anschliefende alleinige Darbietung des CS (d.h. ungepaart ohne

UCS) 16st im Kontext A, aber auch in einem anderen Kontext eine CR aus.

Die Beobachtung, dass eine extinguierte CR einige Zeit nach der Extinktion wieder

spontan auftritt bezeichnet man als Spontanerholung.

Von Wiedereinsetzen der Reaktion spricht man, wenn nach der Extinktion einer zuvor
gelernten CS-UCS-Assoziation der UCS ungepaart (d.h. ohne CS) dargeboten wird und
dies dazu fithrt, dass bei einer anschliefenden Prisentation des CS dieser die vorher

extinguierte CR auslst.
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Extinktion  konditionierter ~ Angstantworten ist ein anerkanntes Model fur
Expositionstherapie  bei  Angst-, Zwangserkrankungen und  posttraumatischer

Belastungsstorung (Baeyens, Vansteenwegen, Hermans, Vervliet, & Eelen, 2001; Bouton,

Mineka, & Barlow, 2001; Mineka & Ochlberg, 2008).

Ein typisches Paradigma des klassischen Konditionierens ist in Abbildung 2 dargestellt.

Dieses bezieht sich auf Angstkonditionierung und —extinktion im Nagetier.

A Tag 1 Tag 2 Tag 2 24 Std. Pause Tag 3
Habituation Angstkonditionierung Angstextinktion Angstextinktion
(within-session) | | (between-session)
[+
O

T T | G T T
2 4 6 8 2 4 12 14
B
C Keine _[—
Stimulation e 20-30s
ues JL

0,5-1s

Abbildung 2: typisches Angstkonditionierungs- und -extinktionsparadigma beim Tier. In A sind die
einzelnen Phasen (Habituation, Angstkonditionierung, within-session Extinktion und between-
session Extinktion) mit dem typischen Verlauf der CR dargestellt. B zeigt die Ratte, die wihrend der
einzelnen Phasen entweder gar keine Stimuli (Habituation), CS-UCS-Paarungen
(Angstkonditionierung) oder nur CSse prisentiert bekommt (Angstextinktion). C zeigt den
zeitlichen Verlauf von CS und UCS wihrend der einzelnen Phasen.

CR konditionierte Reaktion; CS konditionierte Stimuli; UCS unkonditionierte Stimuli

Das vielleicht bekannteste Beispiel von Angstkonditionierung und der Erlernbarkeit von
Angstreaktionen ist das ,Little-Albert-Experiment von Watson und Rayner aus dem Jahr
1920 (Watson & Rayner, 2000). Der kleine Albert war ein neun Monate altes Baby, dem
zum ersten Mal in seinem Leben eine weifle Ratte, ein Kaninchen, ein Hund, ein Affe,

menschliche Masken mit und ohne Haare, etc. gezeigt wurden. Das Baby zeigte bei keinem
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der Lebewesen oder Objekte Furcht, sondern war neugierig und griff nach diesen. Furcht
zeigte der kleine Albert aber, wenn man hinter seinem Riicken mit einem Hammer auf eine
Eisenstange schlug. Wihrend des Experimentes zeigte man dem kleinen Kind eine weifle
Ratte (CS) und schlug gleichzeitig hinter seinem Riicken mit dem Hammer auf die
Eisenstange (UCS), so dass es erschrak, fiel und weinte (UCR). Bereits nach zweimaliger
Wiederholung wollte der kleine Albert die Ratte nicht mehr anfassen und nach wenigen

Wiederholungen zeigte er massive Angstreaktionen beim bloflen Anblick der Ratte (CR).

1.3.1 Instruierte und uninstruierte Angstkonditionierung und

zugrundeliegende Bewertungsprozesse

Es kann zwischen instruierter und uninstruierter Angstkonditionierung unterschieden
werden, da beiden Konditionierungsarten unterschiedliche Bewertungsprozesse'' des CS

zugrunde liegen konnen (Mechias, Etkin, & Kalisch, 2010).

Wihrend in einem typischen, uninstruierten Angstkonditionierungsexperiment die
Versuchsperson iber wiederholte Durchginge hinweg lernt, dass der CS immer oder oft
von einem UCS gefolgt wird, wird der Versuchsperson in einem instruierten
Angstkonditionierungsexperiment vor Beginn des Experimentes mitgeteilt, dass der CS mit

dem UCS gepaart wird.

Zahlreiche Befunde aus uninstruierten Angstkonditionierungsexperimenten, bei denen der
CS unter der Wahrnehmungsschwelle prisentiert worden ist, bestitigen, dass bei dieser Art
von Konditionierung nicht-bewusste Bewertungsprozesse beteiligt sind, da eine CR
ausgelost wurde (Critchley, Mathias, & Dolan, 2002; Esteves, Parra, Dimberg, & Ohman,
1994; Morris, Ohman, & Dolan, 1998; Ohman, 2005; Olsson & Phelps, 2004).

In instruierten Angstkonditionierungsexperimenten, bei denen die Versuchsperson vor dem
Experiment tber die Assoziation zwischen CS und UCS aufgeklirt worden ist, muss die
erste CR durch bewusste Bewertungsprozesse erfolgen, da die Versuchspersonen nie zuvor
eine solche CS-UCS Assoziation kennengelernt haben (Mechias et al., 2010). Diese These
wird durch Ergebnisse eines instruierten Angstkonditionierungsexperimentes belegt:

Versuchspersonen, die nie zuvor einen UCS verspiirt haben, zeigten eine CR auf einen CS,

1 Es wird eine Unterscheidung zwischen nicht-bewussten, meistens schnellen und weniger elaborierten, sowie
bewussten Bewertungsprozessen, die eine kognitiven Analyse beinhalten, gemacht.
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wenn er tuber der Wahrnehmungsschwelle, aber nicht wenn er wunter der
Wahrnehmungsschwelle prisentiert wurde (Olsson & Phelps, 2004). Das bewusste Wissen
um die Kontingenz zwischen CS-UCS wird somit als Grundlage fiir die Generierung der

CR bei instruierten Angstkonditionierungsexperimenten betrachtet (Mechias et al., 2010).

1.3.2 Rescorla-Wagner-Modell als mathematische Implementierung

klassischer Konditionierung

Das Rescorla-Wagner-Modell, das 1972 von Robert Wagner und Allen Rescorla publiziert
worden ist, stellt ein anerkanntes mathematisches Modell der klassischen Konditionierung

dar (Rescorla, R.A., Wagner, A.R., 1972).

Trotz seiner Einfachheit sagt es nicht nur die gewdhnliche klassische Konditionierung mit
einem oder mehreren konditionierten Reizen, sondern auch die Extinktion korrekt voraus.
Das Rescorla-Wagner-Modell ist durchgangsbasiert (,trial-by-trial learning®) und

beschreibt, wie sich die Starke der CS-UCS-Assoziation iiber die Zeit verandert.

Es geht davon aus, dass in jedem Durchgang, bei dem ein oder mehrere CSe prisentiert

werden, eine Konditionierung oder gar keine Konditionierung stattfinden kann.

Erwartungen kénnen nach dem Rescorla-Wagner-Modell nur auf der Grundlage
vorangegangener Assoziationen zwischen CS und UCS entstehen. Lernen findet laut
Rescorla-Wagner-Modells nur dann statt, wenn die Versuchsperson tberrascht ist, dass
heif’t, wenn eine Diskrepanz zwischen dem tatsichlichen und dem erwarteten Ereignis
vorliegt. Diese Diskrepanz wird als der Vorhersagefehler (,prediction error®) bezeichnet.
Konditionierung bzw. Lernen findet also nur dann statt, wenn der UCS iberraschend ist.
Wenn ein CS verlisslich den UCS vorhersagt, ist der Vorhersagefehler bei Auftreten des
UCS gering oder 0 und die Erwartung beziiglich des UCS muss nicht verindert werden.
Ein Vorhersagefehler (8) fihrt zu einer Anpassung der Erwartung, zum Lernen. Die
wiederholte CS-UCS-Paarung fiihrt so zu einer hohen UCS-Erwartung, wenn der CS

prisentiert wird.

Extinktion hingegen entsteht, wenn der UCS nach der CS-Darbietung tiberraschenderweise
ausbleibt.  Dies fihrt laut Rescorla-Wagner-Modell zu einem umgekehrten

Vorhersagefehler und dadurch zu einem Abfall der UCS-Erwartung.
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Der Wegfall eines aversiven UCS (wie eines unangenchmen Stromreizes, eines zu lauten
Tones, etc.) konnte subjektiv eine angenehme, entlastende Uberraschung darstellen (wie in
meiner Studie 2 angenommen) und einem appetitiven, belohnenden Vorhersagefehler (8,pp)
dhneln. So kénnte die Verminderung der UCS-Vorhersage wihrend der Extinktion auch als
eine belohnungsartige ,Sicherheitsvorhersage“ angesehen werden, welche durch ein

appetitives Lernsystem vermittelt wird.

Allgemein kann laut Rescorla-Wagner-Modell bei jedem Konditionierungsdurchgang die
folgende Gleichung verwendet werden, um die Verinderung der Stirke einer CS-UCS-

Assoziation (d.h. der UCS-Erwartung) zu beschreiben':

Vii=Vi+a(R-V)

Der Buchstabe V wird verwendet, um die konditionierte Stirke der CS-UCS-Assoziation
anzugeben. V.1 bezieht sich dabei auf die Verinderung der Stirke der CS-UCS-Assoziation
fir den folgenden Konditionierungsdurchgang (t+1). Da die Erwartung von Individuen auf
der Gesamtheit aller CS-UCS-Assoziationen beruht, bezieht sich V. in dieser Formel auf
die Summe aller CS-UCS-Assoziationen in diesem Experiment (also aller
vorangegangenen). Die Menge in der Klammer (R — V) bezeichnet die Diskrepanz
zwischen der Stirke des UCS und der Gesamtstirtke der Erwartung eines
Versuchsteilnehmers. Diese Diskrepanz wird auch als Vorhersagefehler & bezeichnet. o ist
in der Fromel die Lernrate und kann definitionsgemifl zwischen 0 und 1 liegen. R gibt in
diesem Modell die Stirke des UCS an. Ist o hoch, so hat die Differenz aus der Stirke des
UCS und der Summe aller CS-UCS-Assoziationen einen groflen Einfluss auf die
Vorhersage, ist er jedoch niedrig, so hat er nur einen geringen Einfluss. Oft wird a als fester

Faktor angenommen.

Folgendes Beispiel (siche Tabelle 1) soll das formale Rescorla-Wagner-Modell bei
Konditionierung (Durchgang 1-4 des Experimentes) und Extinktion (Durchgang 5-9 des
Experimentes) verdeutlichen: Der CS in diesem Beispiel ist ein Kreis, der visuell prisentiert
wird und mit einem Elektroschock (UCS) gepaart werden soll. Zu Beginn des

Experimentes (t0) ist Vi= 0, da noch keine Assoziation zwischen CS und UCS vorliegen

kann. Der Einfachheit halber wird R, die Stirke des UCS, also des Elektroschocks, auf 1

12 jeweils fiir genau diesen Durchgang
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gesetzt. Wird der Schock nicht appliziert, wird R = 0 definiert. Die Lernrate a wird auf 0.5

gesetzt.

Tabelle 1: Beispiel fiir die Anwendung des Rescorla-Wagner-Modells. Durchgang 1-4
Angstkonditionierung; Durchgang 5-8 Angstextinktion

Durchgang V. R Vi

1 0 Schock (R=1) Voi=0+05(1-0)=0.5

2 0.5 Schock (R=1) Vi1 =0.5+0.5(1-0.5) = 0.75
3 0.75 Schock (R=1) Vo1=0.75 +0.5(1-0.75) = 0.88
4 0.88 Schock (R=1) Vo1=0.88 +0.5(1-0.88) = 0.94
5 0.94 kein Schock (R=0) Vir= 094+ 0.5(0-0.94) = 0.47
6 0.47 kein Schock (R=0) Voi=047 +0.5(0-0.47) = 0.23
7 0.23 kein Schock (R=0) Vit =0.23 + 0.5(0-0.23) = 0.12
8 0.12 kein Schock (R=0) Vi1=012 +0.5(0-0.12) = 0.06

Anhand des oben genannten Beispiels wird deutlich, dass die assoziative Stirke in der

Konditionierung stetig ansteigt und in der Extinktion wieder kleiner wird. Implizit wird

angenommen, dass es einen Zusammengang zwischen V und der Stirke der CR gibt.
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1.4 Neurotransmittersysteme

In dieser Arbeit wurden zwei Neurotransmittersysteme, das Neuropeptid S-System (Studie
1) und das Dopaminsystem (Studie 2) niher im Hinblick auf Angstkonditionierung und

Angstextinktion untersucht. Beide werden in diesem Kapitel ausfiihrlich beschrieben.

1.4.1 Neuropeptid S

Neben klassischen Neurotransmittern ricken immer mehr Neuopeptidsysteme in das
Blickfeld der Forschung, seitdem ihre Rolle bei der Modulation von
Informationsiibertragung zwischen Hirnregionen, die mit Angst in Zusammenhang stehen,

bekannt wurde (Jungling et al., 2008).

Eines dieser Neuropeptidsysteme ist das Neuropeptid S (NPS)-System, das in Studie 1 der
vorliegenden Arbeit untersucht wurde. Das Neuropeptidsystem besteht aus NPS sowie
seinem Rezeptor (NPSR) (Reinscheid & Xu, 2005). Aktuelle Forschungsergebnisse aus
dem Tiermodell zeigen, dass das NPS-System in der Regulation von unkonditioniertem
sowie konditioniertem Angstverhalten involviert ist (Jungling et al., 2008; Meis et al., 2008;
Pape, Jungling, Seidenbecher, Lesting, & Reinscheid, 2010; Reinscheid, Xu, & Civelli,
2005; Vitale et al., 2008; Xu et al., 2004): So konnte in einer Studie gezeigt werden, dass
NPS bei Miusen und Ratten anxiolytisch wirkt, sowie die Wachheit der Tiere steigert (Xu

et al., 2004).

Biosynthese und Expression

Das NPS ist ein 20 Aminosduren langes Peptid, das durch die Spaltung eines lingeren

Vorlduferpeptids entsteht und dessen Benennung nach dem Serinrest (S) erfolgte (Xu et al.,
2004).

Im Gehirn von Ratten und Miusen wurde NPS-mRNA in drei Kerngebieten des
Hirnstammes nachgewiesen: Einem Areal zwischen Locus coeruleus und Burringtons’s
Nucleus, einer Region nahe dem Nucleus parabrachalis lateralis, sowie nahe des Nucleus
principalis des trigeminalen sensorischen Nucleus (Xu et al., 2004). NPS wird in Neuronen

exprimiert, die erregende Neurotransmitter wie Glutamat, Acetylcholin oder CRF" bilden

B Corti-cotropine-Releasing Factor
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(Reinscheid & Xu, 2005). Auferhalb des ZNS wird das NPS-Vorliuferpeptid
hauptsichlich in endokrinen Geweben gebildet (Reinscheid & Xu, 2005).

Neuropeptid S Rezeptor

Der Neuropeptid S Rezeptor (NPSR) gehort zur Familie der G-Protein gekoppelten
Rezeptoren (Jungling et al., 2008). Er wird vorwiegend in Hirnarealen der Ratte exprimiert,
welche grundlegend fir die Verarbeitung von furcht- und angstrelevanten Informationen
sind, wie der Amygdala, dem dorsalen medialen prifrontalen Kortex (dmPFC) und in

Kerngebieten des Hypothalamus, sowie in Regionen, denen eine regulierende Rolle im

Wach-Schlaf-Rhythmus zukommt (Xu, Gall, Jackson, Civelli, & Reinscheid, 2007).

Der NPSR kann im Tier durch erst kiirzlich entwickelte chemische Verbindungen (SHA66
und SHAG68) effektiv blockiert werden (Okamura, Habay, Zeng, Chamberlin, &
Reinscheid, 2008).

Die Bindung von NPS an NPSR fiihrt tber ein stimulierendes G-Protein und der
Aktivierung einer Adenylatcyclase intrazellulir zu einer vermehrten Synthese von
cyklischem AMP (cAMP). Des Weiteren fithrt die Aktivierung des NPSR zu einem
Anstieg der intrazelluliren Ca®-Konzentration. Diese Zunahme der Ca*-Konzentration
kann durch Offnen von Kalziumkanilen in der Zellmembran und/oder von Kanilen im

endoplasmatischen Retikulum vermittelt werden (Xu et al., 2004).

NPSR-Gen
Das humane NPSR-Gen (NPSR1) enthilt zehn Exons und ist auf dem kurzen Arm des

Chromosom 7 auf Position 14.3 lokalisiert (Laitinen et al., 2004).

NPSR1 Gen Polymorphismus (rs324981)

Eine Reihe von Polymorphismen des NPSR1 sind bislang bekannt, die den Rezeptor mit
einem erhohten Risiko fiir Asthmaerkrankungen oder Stérungen des zirkadianen Rhythmus
in Zusammenhang bringen (Laitinen et al., 2004).

Ein spezifischer SNP (rs324981), der in Studie 1 niher untersucht worden ist, betrifft den
Aminosdureaustausch von Aperagin (Asn) zu Isoleucin (Ile), bedingt durch den
Basenaustausch von A zu T an Position 107, der zu einer verinderten Wirksamkeit von
NPS am Rezeptor bei unverinderter Bindungsaffinitit in der Maus und im Menschen fiihrt

(Reinscheid, Xu, Okamura, et al., 2005): So zeigen Triger des T Nukleotides (T+-Triger)
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eine im Vergleich zu Trigern des A Nukleoitides (A-Triger) 5- bis 10-fach hohere
Wirksamkeit des Agonisten am Rezeptor, u.a. durch eine héhere intrazellulire Ca®*-

Konzentration.

Bisherige Forschungsergebnisse zu der funktionalen Bedeutung des NPSR1

Polymorphismus

Die klinische Bedeutung des NPSR1 Polymorphismus zeigt ein Vergleich verschiedener
Patientengruppen: Wihrend bei Patienten mit Schizophrenie und Aufmerksamkeitsdefizit-
/Hyperaktivititsstorung (ADHS) A-Triger nicht seltener oder hiufiger vorkamen als T-
Triger, fanden sich bei minnlichen Panikpatienten hiufiger T-Triger (Okamura et al.,
2007). Auch in zwei deutschen weiblichen Subpopulationen (Domschke et al., 2011)
konnte gezeigt werden, dass Patienten mit einer Panikerkrankung signifikant hiufiger das
T-Allel als A-Allel trugen. Lediglich in einer Studie, die unterschiedliche SNPs des NPSR1
untersuchte, konnte die Assoziation nicht repliziert werden (Donner et al., 2010).

Diese Befunde sprechen dafiir, dass der NPSR1 fir die Pathogenese von Angst- und

Panikerkrankungen von Bedeutung sein kénnte.



1.4 Neurotransmittersysteme 29

1.4.2 Dopamin

Der Neurotransmitter Dopamin (DA) wurde 1958 von Arvid Carlsson entdeckt (Carlsson
& Waldeck, 1958) und gehdrt zusammen mit den Neurotransmittern Adrenalin und

Noradrenalin zu der Gruppe der Katecholamine.

DA wird in Neuronen des Gehirns synthetisiert. Es kann die Blut-Hirn-Schranke nicht
passieren. DA-Neuronen finden sich hauptsichlich in Gebieten des Mesencephalons
(Mittelhirn), wie der Substantia Nigra (SN) pars compacta und dem ventralen Tegmentum
(VTA), sowie im Nucleus Arcuatus des Hypothalamus. Diese Neuronen projizieren in
verschiedene Gebiete des Gehirns. Insgesamt sind vier verschiedene dopaminerge Pfade mit

unterschiedlichen Funktionen im Gehirn beschrieben worden:

1) Das meso-striatale System, auch nigro-striatales System genannt, mit seinem
Ursprung in der SN, projiziert zu den Basalganglien, welche vor allem eine Rolle

bei der Bewegungssteuerung spielen.

2) Das meso-limbische System, mit seinem Ursprung im VTA, projiziert vorwiegend
zum limbischen System, zu dem das ventrale Striatum zdhlt mit dem Nucleus
Accumbens. Es ist vor allem an der Vermittlung von Belohnungsreaktionen

beteiligt.

3) Das meso-kortikale System, ebenfalls mit Ursprung im VTA, projiziert zum
prifrontalen (PFC) und orbitofrontalen Kortex (OFC) sowie zum anterioren
Cingulum (ACC) und ist wie das meso-limbische System an Belohnungslernen
beteiligt. Auch wird dem System eine wichtige Rolle bei der Funktion des
Arbeitsgedichtnisses zugeschrieben (Goldman-Rakic, 1999).

4) Das tuberoinfundibulire System mit Neuronen, die im Nucleus Arcuatus des
Hypothalamus entspringen, und dessen Bahnen zum Hypophysenvorderlappen

ziehen. Dort spielt es eine zentrale Rolle bei der Prolactinausschiittung.

Biosynthese von Dopamin

DA ist ein Zwischenprodukt von Noradrenalin und Adrenalin, ausgehend von der

Aminosidure Tyrosin. Tyrosin wird durch Tyrosinhydroxylase (TH) in  L-3,4-
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Dihydroxyphenylalanin  (L-DOPA) und dann wiederum durch aromatische-L-
Aminosiure-Decarboxylase in DA umgewandelt.

Nach der Synthese wird DA in Vesikel verpackt und nach einem in der prisynaptischen
Zelle ankommenden Aktionspotenzial in den synaptischen Spalt ausgeschiittet. Dort kann
sich DA an spezifische DA-Rezeptoren binden, die sich wiederum entweder an der Pri-

oder Postsynapse befinden kénnen.

Dopaminr ezeptor cn

Insgesamt sind finf unterschiedliche DA-Rezeptoren bekannt: D1-, D,-, Ds-, Ds- und Ds-
Rezeptoren. Diese konnen aufgrund ihrer unterschiedlichen Wirkung gegeniiber dem
Enzym Adenylatzyklase in den D1-Subtyp (Di- und Ds- Rezeptor) und den D2-Subtyp
(D2-, Ds- und Ds-Rezeptor) unterteilt werden (Missale, Nash, Robinson, Jaber, & Caron,
1998).

Rezeptoren des D1-Subtyps wirken exzitatorisch und sind fast ausschliefflich an der
postsynaptischen Membran lokalisiert. Nach der Bindung von DA an einen Rezeptor des
D1-Subtyps wird eine second-messenger-Kaskade ausgelost. Uber ein G-Protein wird das
Enzym Adenylatzyklase aktiviert, das ATP in cAMP umwandelt. CAMP-abhingige
Proteinkinasen phosphorylieren Ionenkanile. Dies fiihrt zu einer Aktivierungsinderung der
Kanaile (Jaber, Robinson, Missale, & Caron, 1996).

Rezeptoren des Subtyps D2 wirken im Gegensatz zu D1-Rezeptoren inhibitorisch und
treten sowohl an der pri- als auch an der postsynaptischen Membran auf. Die inhibierende
Wirkung dieses Rezeptortyps besteht in der Hemmung der cAMP-Bildung wie aber auch
in der Offnung der Kalium-Kanile an der postsynaptischen Membran iiber second-
messenger-Kaskaden. Der dadurch vermehrte Kaliumeinstrom in die Zelle fithrt zu einer
Hyperpolarisation der Zelle.

DA-Rezeptoren kommen, wie schon oben beschrieben, pri- wie auch postsynaptisch vor,
wobei die prisynaptischen Rezeptoren als Autorezeptoren bezeichnet werden.

Im Gehirn findet man Di-Rezeptoren in hochster Dichte (absteigend sortiert) in den
Basalganglien, im Nucleus Accumbens sowie im PFC (Beaulieu & Gainetdinov, 2011).

D, —Rezeptoren befinden sich man im Striatum, im Nucleus Accumbens, dem externen
Segment des Pallidums, der SN sowie der VT'A (Beaulieu & Gainetdinov, 2011).

Ds— und Ds—Rezeptoren kommen vorwiegend in limbischen Regionen des Gehirns vor.

Nur einige Ds —Rezeptoren kommen im Hippocampus sowie Hypothalamus vor (Beaulieu
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& Gainetdinov, 2011).

Inaktivierung von ausgeschiittetem Dopamin

Zwei unterschiedliche Mechanismen konnen die Wirkung von ausgeschiittetem DA
autheben. Zum einen kann die Wirkung prisynaptisch durch den DA-Transporter (DATT;
SLC6A3) aufgehoben werden, zum anderen kann DA durch die Enzyme Catechol-O-
Methyltransferase (COMT) oder Monoaminoxidase A (MAO-A) gespalten werden.

Da sich Studie 2 ndher mit genetischen Polymorphismen der Gene beschiftigt, die fur

DAT und COMT kodieren, sollen diese im Folgenden niher beschrieben werden.

Catechol-O-Methyltransferase
Catechol-O-Methyltransferase (COMT) wurde von Axelrod 1957 entdeckt und ist neben
Monoaminoxidase (MAO-A) und Aldehyd-Dehydrogenase ein Enzym, das Katecholamine

spaltet und somit in ihrer Wirkung inaktiviert (Axelrod & Tomchick, 1958).

Das Enzym liegt im menschlichen Korper in zwei Isoformen vor: Zum einen in einer in
Leber, Niere und Blut vorkommenden 16slichen Form (S-COMT) (Tenhunen, Salminen,
Jalanko, Ukkonen, & Ulmanen, 1993), zum anderen in einer in Gehirnneuronen
vorkommenden membrangebundenen Form (MB-COMT), die um 50 Aminosiuren linger
ist (Matsumoto et al., 2003; Tenhunen et al., 1994).

COMT deaktiviert Katecholamine durch die Ubertragung einer Methylgruppe vom S-
Adenosynmethionin auf eine phenolische Hydroxygruppe. Anschliefend wird dieses
Produkt (3-Methoxytyramin) durch MAO-A oder Aldehyd-Dehydrogenase weiter zu
Homovanillinsdure (HVA) umgewandelt. Enzymatischer Abbau durch COMT spielt vor
allem im PFC eine wichtige Rolle, da in dieser Region nur wenige DA-Transporter, im
Gegensatz zum Striatum, vorhanden sind (Tenhunen et al., 1994). Dieser Befund wird
weiter gestitzt durch Befunde von COMT-knockout-Miusen, die erhéhte DA-
Konzentrationen im PFC im Gegensatz zum Striatum hatten (Tunbridge, Harrison, &

Weinberger, 2006).

Das Catechol-O-Methyltransferase Gen
Fir COMT gibt es ein Gen, das fiir beide Proteinisoformen des Enzyms, S-COMT sowie
MB-COMT, kodiert (Lundstrom, Salminen, Jalanko, Savolainen, & Ulmanen, 1991;

Salminen et al., 1990). Das Gen ist lokalisiert auf Chromosom 22 an Position q11.21 —
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q11.23 (Grossman, Emanuel, & Budarf, 1992) und enthilt sechs Exons, von denen Exon 1
und 2 nicht kodierend sind. Es existieren zwei Promotoren, ein proximaler P1 in Exon 3
und ein distaler P2 in Exon1, welche die Transkription von zwei verschiedenen mRNAs fiir
MB-COMT und S-COMT kontrollieren (Tenhunen et al., 1994). In Studie 2 meiner
Arbeit wird die MB-COMT Form niher betrachtet. Die hochste Expression von COMT
mRNA kann im PFC beobachtet werden, wihrend nur geringe Expression von COMT
mRNA im Striatum gefunden wurde (Hong, Shu-Leong, Tao, & Lap-Ping, 1998).

Der Catechol-O-Methyltransferase val"**met Polymorphismus (rs4680)

1 met

Neben zahlreichen weiteren Polymorphismen des COMT Gens wird dem va
Polymorphismus eine wichtige Rolle zugeschrieben (Chen et al., 2004). Dieser funktionelle
SNP besteht aus der Basensubstitution von G zu A im Exon 4, welche einem
Aminosiureaustausch von Valin durch Methonin am Codon 158 entspricht (Lotta et al.,
1995). Die beiden Ausprigungen des COMT Gens', das Valin-Allel (val) und Methonin-
Allel (met), besitzen nachweislich unterschiedliche Enzymaktivititen sowie Stabilititen des
Enzyms bei Korpertemperatur (Chen et al., 2004; Lotta et al., 1995): So zeigt die bei
Korpertemperatur stabilere val-Variante des COMT-Polymorphismus eine 3- bis 4- fach
hohere enzymatische Aktivitit im Vergleich zur met-Variante. Die hohere Aktivitit der val-
Variante hat einen schnelleren DA-Abbau® zur Folge und eine damit einhergehende
niedrigere DA-Konzentration (Egan et al., 2001; Weinshilboum, Otterness, & Szumlanski,
1999).

Da die beiden Genotypen kodominant vererbt werden, kdnnen auch heterozygote Varianten

(val/met) mit einer intermedidren Enzymaktivitit vorkommen (Weinshilboum et al., 1999).

Bisherige Forschungsergebnisse zur funktionalen Bedeutung des val158met

Polymorphismus

Die DA-Ubertragung im PFC ist mafgeblich bei geistigen Funktionen hoherer Ordnung
wie der Planung und Uberwachung von Prozessen, sowie bei der Regulation von Emotionen

beteiligt (Goldman-Rakic, 1998). So wurde in mehren Studien bei Menschen und Tieren

im Folgenden wird von Genotypen gesprochen
5 yor allem im PFC
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gezeigt, dass zu wenig oder zu viel DA im PFC kognitive Leistungen negativ beeinflusst
(Mattay et al., 2003; Vijayraghavan, Wang, Birnbaum, Williams, & Arnsten, 2007).

Die Befundlage von Assoziationsstudien auf kognitive Funktionen mit dem COMT
val®*met Polymorphismus ist bisher uneindeutig: Obwohl einige Assoziationsstudien in
unterschiedlichen Stichprobenzusammensetzungen weniger Perservationsfehler wihrend der
Durchfihrung des Wisconsin-Kartensortiertest (engl.: Wisconsin-Card-Sorting-Test,
WCST) bei met-Trigern (Bruder et al., 2005; Egan et al., 2001; Malhotra et al., 2002;
Mattay et al., 2003) zeigten, konnten die Ergebnisse nicht eindeutig repliziert werden
(Diaz-Asper et al., 2008).

Neben der beschriebenen, jedoch noch nicht vollstindig geklirten Rolle des COMT
val®*met Polymorphismus bei kognitiven Funktionen héherer Ordnung, zeigen mehrere
Studien  eine  Beteiligung  dieses  funktionellen  Polymorphismus  bei  der
Angstkonditionierung und/oder Angstextinktion.

Eine experimentelle Studie zeigt, dass met-Triger im Vergleich zu val-Trigern erlernte
Furchtreaktionen schlechter extinguieren (Lonsdorf et al., 2009). In dieser Studie wurde

jedoch keine Assoziation zwischen dem COMT val®®

met Polymorphismus und
Angstakquisition gefunden.

Neueste Befunde einer klinischen Studie von Lonsdorf et al. zeigen, dass Panikpatienten des
homozygoten met-Genotyps weniger von einer kognitiven Verhaltenstherapie profiteren als
val-Triger (Lonsdorf, Ruck, et al., 2010). Weiter besteht bei met-Trigern ein erhohtes
Risiko, eine posttraumatische Belastungsstorung (PTSD) nach einem Trauma zu
entwickeln (Kolassa, Kolassa, Ertl, Papassotiropoulos, & De Quervain, 2010). In einer
epidemiologischen Untersuchung mit einer relativ geringen Stichprobe konnte zudem
gezeigt werden, dass die Hiufigkeit des met-Allels bei Personen, die eine PTSD nach
einem Trauma entwickelt haben, statistisch hoher war (Valente, Vallada, Cordeiro, Bressan,

et al., 2011). Interessant an dieser Studie war zudem, dass met-Triger eine statistisch

signifikante hohere Symptomschwere beschrieben als nicht met-Triger.

Dopamintransporter
Neben COMT reguliert der DA-Transporter (DAT) DA-Auswirkungen im Gehirn. Er

gehort zur Gruppe der natrium- und chloridionenabhingigen Neurotransmittertransporter

und besteht aus einer zwolf transmembranumfassenden Peptidkette (Giros et al., 1992). DA
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wird durch DAT im Ko-Transport mit jeweils zwei Natrium- und einem Chloridion zurtick
in die Zelle transportiert (Ingram, Prasad, & Amara, 2002). Die dafiir benétigte Energie
wird durch den elektrochemischen Gradienten bereitgestellt. Der DAT spielt eine zentrale
Rolle bei der Regulierung der extrazelluliren DA-Konzentration im Striatum (Jaber et al.,

1996; Piccini, 2003), weniger im PFC (Matsumoto et al., 2003).

Das Dopamintransporter Gen
Das DAT Gen (DAT1, auch bekannt als SLC6A3) befindet sich auf dem kurzen Arm des

Chromosoms 5 in der Region 5p 15.3 (Giros et al., 1992) und setzt sich aus 15 Exons mit
einer Linge etwa 60 kb zusammen (Vandenbergh et al., 1992).

Der Dopamintransporter VNTR-Polymorphismus (rs28363170)

Ein 40 Basenpaare umfassender VN'TR-Polymorphismus in der 3’ untranslatierten Region
des DAT1 Gens ist durch die unterschiedliche Anzahl von Wiederholungen einer
repetitiven Sequenz gekennzeichnet. Dabei sind Allele mit drei bis elf Wiederholungen
bekannt (Vandenbergh et al., 1992). Die Allelfrequenzen sind hoch und liegen bei 45 und
50% (van Dyck et al., 2005).

Der DAT1 Polymorphismus beeinflusst die DAT1 Expression in vitro (VanNess, Owens,
& Kilts, 2005) wie auch in vivo (Heinz et al., 2000). Wissenschaftlich ist jedoch umstritten,
wie der DAT1 Polymorphismus die DAT1 Expression beeinflusst: So wird in einigen
Studien berichtet, dass das 9-Repeat-Allel mit hoherer DAT1 Expression einhergeht
(Jacobsen et al., 2000; Michelhaugh, Fiskerstrand, Lovejoy, Bannon, & Quinn, 2001; G. M.
Miller & Madras, 2002). Andere Studien zeigen jedoch, dass beim 10-Repeat-Allel eine
hohere DAT1 Expression beobachtet werden kann (Fuke et al., 2001; Heinz et al., 2000;
Jacobsen et al., 2000; Mill, Asherson, Browes, D'Souza, & Craig, 2002; VanNess et al.,
2005).

In zwei weiteren Studien konnte kein Expressionsunterschied von DAT1 zwischen dem 10-
Repeat Allel und dem 9-Repeat Allel gefunden werden (Hill, Anney, Gill, & Hawi, 2010;
Mill, Asherson, Craig, & D'Souza, 2005) .

Bisherige Forschungsergebnisse zur funktionalen Bedeutung des DAT1

Polymorphismus
Wiihrend sich die meisten klinischen Studien zum DAT1 Polymorphismus auf mégliche

Assoziationen zu ADHS, dem Tourettesyndrom sowie der bipolaren Storung fokussieren,
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beschreibt eine aktuelle Studie einen moglichen Zusammenhang zwischen dem DAT1 9-
Repeat Allel und der PTSD (Valente, Vallada, Cordeiro, Miguita, et al., 2011). Weiter wird
der DAT1 Polymorphismus in Interaktion mit dem COMT val"**met Polymorphismus
auch mit Belohnungserwartung und Gehirnaktivitit im Striatum in Verbindung gebracht
(Yacubian et al., 2007). Auch wird in einer anderen Studie gezeigt, dass Triger des 9-
Repeat-Allels mehr belohnungsspezifische neuronale Aktivierung im Caudatus und
ventralen Striatum wihrend der Belohnungsantizipation sowie stirkere Aktivierung im
lateralen PFC bei Belohnungsauszahlung hatten (Dreher, Kohn, Kolachana, Weinberger, &
Berman, 2009). Eine weitere Studie zeigt bei Trigern mit DAT1 9-Repeat Allel hohere
neuronale Antworten im ventralen Striatum auf belohnungserwartungs-dhnliche

Situationen (Forbes et al., 2009).
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1.5 Neurobiologische Grundlagen von
Angstkonditionierung und Angstextinktion

Nachdem die fiir die Arbeit wichtigen Neurotransmittersysteme (Neuropeptid S und
Dopamin) niher vorgestellt worden sind, werden in diesem Kapitel die neuroanatomischen
Grundlagen von Angstkonditionierung und -extinktion im Nager und im Menschen

vorgestellt.

Um Angstkonditionierung und —extinktion im Tier ndher zu untersuchen, kénnen
elektrophysiologische =~ Untersuchungen, Lidsionsstudien,  Stimulationsstudien  oder
Infusionsstudien verwendet werden. Im Menschen ist es deutlich aufwendiger, anatomische
Regionen ausfindig zu machen, die bei der Angstkonditionierung und -extinktion eine
Rolle spielen. Nichtsdestotrotz bieten bildgebende Verfahren, wie fMRT oder PET, die
Moglichkeit, einen Einblick in die funktionelle Neuroanatomie von Angstkonditionierung
und -extinktion beim Menschen zu geben. In den ersten PET-Studien wurde der Blutfluss
zwischen der Habituation und Akquisition und/oder Extinktion verglichen (Fredrikson,
Wik, Fischer, & Andersson, 1995; Hugdahl et al., 1995; Logan & Grafton, 1995; Molchan,
Sunderland, McIntosh, Herscovitch, & Schreurs, 1994). Diese Technik bietet jedoch nicht
die ausreichende zeitliche Auflésung, um CSe und UCSe hinreichend voneinander zu
unterscheiden. Im Gegensatz dazu, ist es mittels der fMRT moglich, himodynamische
Signalverinderungen wihrend der Akquisition in Folge des CSes zu untersuchen, welche

nicht durch Signalverinderungen in Folge des UCSes kontaminiert sind (Buchel, Morris,
Dolan, & Friston, 1998).

1.5.1 Angstkonditionierung beim Nagetier

Die Amygdala und der mediale prifrontale Kortex (mPFC) spielen eine wichtige Rolle bei

der Angstkonditionierung im Nager.

Die Amygdala befindet sich im Nager, wie auch im Menschen, im anterioren
Temporallappen und besteht aus einer Anhdufung vieler Zellkerne (Nuclei). Viele dieser
Nuclei werden aufgrund ihrer unterschiedlichen neuronalen Konnektivitit in Subnuclei
unterteilt. Die hier beschriebenen anatomischen Regionen der Amygdala beziehen sich nur

auf Strukturen, die bei der Angstkonditionierung und Angstextinktion eine Rolle spielen.
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Diese Strukturen sind:
- der basolaterale Komplex (BLA), der sich aus
o dem lateralen (LA),
o dem basolateralen (BL) und dem
o basomedialen Nucleus (BM) zusammensetzt.
Oft werden BL und BM als basaler Nucleus (B) zusammengefasst.
- der zentrale Nucleus (CE),
- sowie die interkalierte Zellmasse (ICM).

Im Nager zihlt die Amygdala zur ersten anatomische Struktur, die bei der
Angstkonditionierung genauer untersucht worden ist: So wurde in den ersten Studien
gezeigt, dass Lisionen der Amygdala die Konditionierung verhinderten (Hitchcock &
Davis, 1986; LeDoux, Sakaguchi, & Reis, 1984). Auch konnte bereits frith gezeigt werden,
dass die LA sensorischen Input aus Arealen wie dem Thalamus erhilt (LeDoux, Ruggiero,
& Reis, 1985) und dass es Verbindungen zwischen dem CE und dem Hypothalamus, dem
zentralen Hohlengrau (PAG), dem Pons und anderen Hirnstammregionen gibt, die an der
CR-Expression beteiligt sind (Applegate, Frysinger, Kapp, & Gallagher, 1982; Kapp,
Frysinger, Gallagher, & Haselton, 1979; LeDoux, Iwata, Cicchetti, & Reis, 1988; Pitkanen,
Savander, & LeDoux, 1997; Romanski & LeDoux, 1993). Erst spiter konnte gezeigt
werden, dass CS-UCS-Assoziationen in unterschiedlichen Nuclei der Amygdala gebildet
und verarbeitet werden (Davis & Whalen, 2001; LeDoux, 2000; Maren, 2005; Sigurdsson,
Doyere, Cain, & LeDoux, 2007).

Im gegenwirtig anerkannten Modell (sieche Abbildung 3), konvergieren CS und UCS in der
LA (LeDoux, 2000). Wird in einem folgenden Konditionierungsdurchgang der CS alleine
prisentiert, konnen in der LA erhohte neuronale Antworten auf diesen beobachtet werden
(D. R. Collins & Pare, 2000; Quirk, Repa, & LeDoux, 1995; Repa et al., 2001).
Projektionen von der LA verlaufen zum CE, welcher die Kernstruktur fiir den Output aus
der Amygdala zum Hirnstamm, dem PAG und dem Hypothalamus ist (Davis & Shi, 2000;
Kapp et al., 1979; Krettek & Price, 1978; LeDoux et al., 1988). Diese Regionen generieren
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die spezifischen CRs (Bellgowan & Helmstetter, 1996; Davis & Shi, 2000; LeDoux et al.,
1988).

Hirnstamm
PAG
Hypothalamus

Abbildung 3: Vereinfacht dargestellter Regelkreis der Angstkonditionierung in der Amygdala.

LA lateraler Nucleus; CE zentraler Nucleus; ICM Interkalierte Zellmasse; B basaler Nucleus; PAG
zentrales Hohlengrau; CR konditionierte Reaktion

Neueste Studien heben die Beteiligung des prilimbischen Kortex (PL) bei der Expression
von CRs hervor (Sotres-Bayon & Quirk, 2010) Zunichst soll diese Region und ihre
neuronalen Verbindungen zu der Amygdala beschrieben werden. Anschliefend werden

wissenschaftliche Befunde erldutert, die ihre Rolle bei der Angstkonditionierung statuieren.

In dem Nager zihlt der PL zum medialen prifrontalen Kortex (mPFC). Der mPFC liegt
zusammen mit dem orbitalen (0PFC) und lateralen prifrontalen Kortex (IPFC) innerhalb

des Frontallappens. Zum mPFC gehéren
- das anteriore Cingulum (ACC)
- der infralimbische (IL) sowie
- prilimbische (PL) Kortex.

In der Literatur wird das ACC auch als dorsaler mPFC (dmPFC) bezeichnet. Der
primirmotorische Kortex des Nagers wird oft auch zum dmPFC dazugezihlt. Bei der

Bezeichnung ventromedialer PFC (vmPFC) der Ratte handelt es sich um den IL. Der PL
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wird oft dem dmPFC zugeteilt. Abbildung 4 verdeutlicht die Lage der anatomischen
Teilregionen des mPFC in der Ratte.

Abbildung 4: Schematische Abbildung der Lage der einzelnen anatomischen Regionen des mPFC in
der Ratte; violett schattiert ist der ACC, blau der PL und orange der IL.

ACC anteriorer cingulirer Kortex; PL prilimbischer Kortex; IL infralimbischer Kortex

Der mPFC, insbesondere der IL und PL, sind neuronal mit der Amygdala verbunden
(McDonald, 1998; Russchen, 1982; Sesack, Deutch, Roth, & Bunney, 1989). Die
Projektionen des IL reichen vorwiegend in den ventralen Teil der LA und BA, wohingegen
die Projektionen des PL vorwiegend in die BL reichen (McDonald, 1998; McDonald,
Mascagni, & Guo, 1996; Vertes, 2004). Zusitzlich projiziert der IL in die medialen ITC
und in den CE (Cassell & Wright, 1986; McDonald et al.,, 1996). Der PL projiziert
ebenfalls zu der ITC, jedoch ist diese Verbindung deutlich schwicher als die des IL
(McDonald, 1998; McDonald et al., 1996; Vertes, 2004). Projektionen aus der Amygdala
zum mPFC haben ihren Ursprung in der BLA, vorwiegend der BL, dem posterioren AB
und zu einem geringeren Ausmafl dem ventralen Teil der LA (Cassell & Wright, 1986).
Auch lassen physiologische Studien auf eine exzitatorische bzw. inhibitorische Wirkung des
PL bzw. IL schlieffen: Die elektrische Stimulation des PL fihrt zu einer exzitatorischen
Aktivitit der BLA-Neurone (Likhtik, Pelletier, Paz, & Pare, 2005). Dagegen fiihrt eine IL-
Stimulation zu einer Aktivierung der ITC-Neurone (Amir, Amano, & Pare, 2011), welche
inhibitorisch auf den CE wirken (Royer & Pare, 2002). Diese Befunde werden durch
weitere wissenschaftliche Untersuchungen untermauert (Liang, King, & Zhang, 2012;
Quirk & Gehlert, 2003).
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Nachdem der mPFC, insbesondere der PL, eingefithrt worden sind, soll nun die Rolle

dieser Region bei der Angstkonditionierung niher beleuchtet werden.

In einer elektrophysiologischen Studie bei Ratten konnte gezeigt werden, dass der PL
wihrend der Angstkonditionierung aktiv war (Burgos-Robles, Vidal-Gonzalez, & Quirk,
2009). Eine weitere Studie mit Miusen konnte diesen Befund replizieren (Herry, Vouimba,
& Garcia, 1999). Weiter bewirkt eine chemische Inaktivierung des PL eine verringerte CR-
Expression auf kontextuelle wie auch auditorische Stimuli (Corcoran & Quirk, 2007;
Laurent & Westbrook, 2009). Interessanterweise hat diese Inaktivierung aber keinen Effekt
auf die Expression angeborener Angste (hier vor einer Katze). Zwei weitere
elektrophysiologische Studien belegen, dass PL-Neurone ebenfalls durch CSe aktiviert
werden (Burgos-Robles et al., 2009; Knapska & Maren, 2009). Nennenswert an dieser
Stelle ist, dass PL-Neurone eine mehrere Sekunden lange Aktivitit (Burgos-Robles et al.,
2009) im Vergleich zu der nur einige hunderte Millisekunden langen neuronalen Aktivitit
von LA-Neuronen (Maren & Quirk, 2004) zeigen und somit den CR-Zeitverlauf gut
abbilden. Diese vorgestellten Studien legen die Beteiligung des mPFC, speziell des PL, bei
der CR-Expression nahe. Weiter verstirkt wird diese Annahme durch Studien, bei denen
die PL-Aktivitit bei Ratten, welche Informationen aus dem Extinktionsgedichtnis nicht
abrufen konnten, erhoht ist (Burgos-Robles et al., 2009; Knapska & Maren, 2009). Auch
bewirkt die Gabe pharmakologischer Substanzen, wie Propranolol (Rodriguez-Romaguera,
Sotres-Bayon, Mueller, & Quirk, 2009) und Cannabidol (Lemos, Resstel, & Guimaraes,

2010), welche die Angstexpression reduzieren, eine verminderte PL-Aktivitit.

1.5.2 Angstextinktion beim Nagetier

Wichtig bei der Betrachtung wissenschaftlicher Ergebnisse von Extinktion im Tier, wie
aber auch im Menschen, ist die Unterscheidung zwischen der CR-Reduktion innerhalb des
Extinktionstrainings (,within-session“-Extinktion) und der CR-Reduktion 24 oder mehr

Stunden nach dem Extinktionstraining (,between-session“- Extinktion) (sieche Abbildung
2).

Die Amygdala zihlt, wie auch schon bei der Angstkonditionierung, zu den wichtigsten
Gehirnstrukturen bei der Angstextinktion im Nager. So feuern BLA-Neurone auf
extinguierte Stimuli wihrend der within-session- (Herry et al., 2008) und auch wihrend der

between-session-Extinktion (Herry et al., 2008; Hobin, Goosens, & Maren, 2003). Eine
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Inaktivierung des B vor der within-session-Extinktion oder Lisionen der ICM nach der
within-session-Extinktion beeintrichtigen die within-session-Extinktion bzw. die between-
session-Extinktion (Likhtik, Popa, Apergis-Schoute, Fidacaro, & Pare, 2008). Neben der
Amygdala spielt auch der mPFC eine Rolle bei der Angstextinktion: Zwar nicht im
Nagetier, aber im Affen konnte gezeigt werden, dass eine vmPFC-Lision zu einer eine
verminderten Extinktion fiihrt (Butter, Mishkin, & Rosvold, 1963). In spiteren
wissenschaftlichen Untersuchungen wurde gezeigt, dass Ratten mit vmPFC-Lisionen
normal angstkonditioniert werden konnten, jedoch deutliche Schwierigkeiten bei der
Extinktion hatten (Morgan & LeDoux, 1995; Morgan, Romanski, & LeDoux, 1993). So
zeigten weitere Lisionsstudien des IL, dass der IL notwendig fiir die between-session-
Extinktion ist, nicht aber fiir die within-session-Extinktion (Quirk, Russo, Barron, &
Lebron, 2000): IL-Lisionen beeinflussten die CR-Reduktion wihrend der within-session-
Extinktion nicht. 24 Stunden spiter konnten die Ratten jedoch Informationen aus dem
Extinktionsgedichtnis nicht abrufen (between-session-Extinktion). Mehrere weitere
Lisionsstudien stiitzen den Befund, dass IL-Lisionen den Abruf von Informationen aus
dem Extinktionsgedichtnis, also die between-session-Extinktion, beintrichtigen (Lebron,
Milad, & Quirk, 2004; Morgan, Schulkin, & LeDoux, 2003; Morrow, Elsworth,
Rasmusson, & Roth, 1999; Weible, McEchron, & Disterhoft, 2000).

In Einklang mit den vorgestellten Lisionsstudien konnte in einer elektrophysiologischen
Studie, bei der die Aktivitit von einzelnen Neuronen aufgezeichnet worden ist, gezeigt
werden, dass IL-Neurone nicht auf den CS wihrend der Akquisition oder der Extinktion

reagierten, aber am Folgetag bei dem Abruf von Informationen aus dem

Extinktionsgedichtnis (Milad & Quirk, 2002).

Eine Anzahl wissenschaftlicher Untersuchungen, die den IL pharmakologisch
manipulierten, bestitigt weiter die Rolle des IL bei der Extinktion: IL-Injektionen vor der

Extinktion von

- dem Cannaboid-Rezeptor (CB1) Agonisten WIN 55212-2 (H. C. Lin, Mao, Su, &
Gean, 2009),

- BDNF (Peters, Dieppa-Perea, Melendez, & Quirk, 2010),

- dem Kaliumkanal Blocker XE-991 (Santini & Porter, 2010) und
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- dem GABA Antagonisten Picrotoxin (Chang & Maren, 2011; Thompson et al., 2010)
bewirkten bei Ratten eine verbesserte Extinktionsleistung.

Auf der anderen Seite bewirkten Injektionen

- des CB1-Antagonsiten AM251 (H. C. Lin et al., 2009),

- von Muscimol (Laurent & Westbrook, 2009; Sierra-Mercado, Padilla-Coreano, & Quirk,
2011),

- des D2-Rezeptor Antagonisten Racloprid (Mueller, Bravo-Rivera, & Quirk, 2010) und
- des mGIuRS5 Antagonisten MEP (Fontanez-Nuin, Santini, Quirk, & Porter, 2011)

eine verschlechterte Extinktionsleistung bei Ratten.
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1.5.3 Angstkonditionierung beim Menschen

Bevor  Untersuchungsergebnisse =~ zur  Angstkonditionierung ~ beim  Menschen
zusammengefasst werden, soll zunichst eine wichtige Gehirnregion des Menschen, der

dmPFC/ACC, niher vorgestellt werden.

Dorsomedialer prifrontaler Kortex/Anteriores Cingulum (dmPFC/ACC)

Der dmPFC/ACC zihlt, wie bei der Ratte, zum PFC. Der menschliche mPFC kann, in

unterschiedliche anatomische Bereiche unterteilt werden: Zu diesen zihlt
- der ventromediale PFC (vmPFC),
- der rostrale mPFC (rmPFC) sowie

- der dorsomediale PFC (dmPFC).

Das ACC lisst sich in einen ventralen (anterioren) und dorsalen (midcinguliren) Bereich
(dACC) unterteilen (Etkin, Egner, & Kalisch, 2011; Vogt, Hof, & Vogt, 2004). Der
ventrale Bereich kann weiter in den subgenualen bzw. rostralen (sgACC) und den
pregenualen bzw. caudalen (pgACC) Bereich unterteilt werden. Der dACC kann weiter in
einen anterioren (adACC) und dorsalen (pdACC) Bereich getrennt werden (Etkin, Egner,
& Kalisch, 2011; Vogt, Hof, & Vogt, 2004).

Abbildung 5 verdeutlicht die Lage der Teilbereiche des mPFC und ACC im Menschen.
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Abbildung 5: Teilbereiche des mPFC und ACC im Menschen. Zum mPFC gehéren vmPFC,
rmPFC, dmPFC, SMA/preSMA. Zum ACC gehoren sgACC, adACC, pgACC und pdACC.

vmPFC ventromedialer prifrontaler Kortex; rmPFC rostromedialer prifrontaler Kortex; dmPFC
dorsomedialer prifrontaler Kortex; SMA/preSMA  Supplementir-motorische Rinde; sgACC
subgenuales anteriores Cingulum; pgACC pregenuales anteriores Cingulum; adACC anteriorer
Bereich des dorsalen anterioren Cingulum; pdACC posteriorer Bereich des anterioren Cingulum

Abbildung aus Etkin, Egner & Kalisch (2011). Veréffentlicht mit Genehmigung von Trends in

Cognitive Science.

Untersuchungsergebnisse zur Angstkonditionierung beim Menschen

Nachdem der dmPFC/ACC nun niher erliutert worden sind, werden nun die Befunde zu

Angstkonditionierung im Menschen vorgestellt.

Ergebnisse von fMRT-Untersuchungen zur Angstkonditionierung beim Menschen sind
heterogen. Diese Heterogenitit kann auf die Wahl von unterschiedlichen experimentellen
Designs, der CS-Verstirkungsrate, der UCS-Modalitit (z.B. taktil, auditorisch, visuell oder
olfaktorisch) und nicht zuletzt auf die Tatsache, ob die Versuchspersonen vor der
Angstkonditionierung tber die Assoziation zwischen CS und UCS instruiert worden sind,

zuriickgefiihrt werden.

Bisher sind insgesamt vier Metaanalysen zu Angstkonditionierung und bildgebenen
Verfahren publiziert worden (Etkin & Wager, 2007; LaBar & Cabeza, 2006; Mechias et al.,
2010; Sehlmeyer et al., 2009).
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In der ersten Metaanalyse wurden neun fMRT-Studien zusammengefasst, wobei
methodisch keine Unterscheidung stattfand, ob die Versuchspersonen tber die CS-US
Assoziation vorher instruiert wurden oder nicht (LaBar & Cabeza, 2006). Dabei ist diese
Unterscheidung sehr wichtig, da beiden Paradigmen (die Versuchsperson ist vor dem
Experiment tber die CS-UCS Assoziation instruiert worden vs. die Versuchsperson ist
nicht tber die CS-UCS Assoziation instruiert worden) unterschiedliche kognitive Prozesse
zugrunde liegen koénnen, welche in Kapitel 1.3.1 nidher beschrieben worden sind.
Nichtsdestotrotz zeigt diese Analyse', dass in den Studien die Amygdala, der Thalamus,
der ACC sowie der dmPFC bei Angstkonditionierung aktiv waren (LaBar & Cabeza,
2006).

In der zweiten Metaanalyse wurden insgesamt 10 {MRT-Studien mit 117
Versuchsteilnehmern analysiert, wobei auch hier nicht unterschieden worden ist, ob es sich
um instruierte oder nicht instruierte Versuchsteilnehmer gehandelt hat (Etkin & Wager,
2007). Insgesamt fanden die Autoren Aktivierungen in der Amygdala, dem OFC, der
SN/VTA, dem Putamen, der Insel sowie dem ACC.

Eine weitere quantitative Analyse betrachtete insgesamt 46 fMRT- und 14 PET-Studien
(Sehlmeyer et al., 2009). Methodisch wurden alle Studienergebnisse visuell analysiert ohne
dabei eine statistische Methode zu verwenden. Auch ist aus oben genannten Griinden der
Einbezug von PET Studien bei Angstkonditionierung kritisch. Zudem trennte auch diese
Metaanalyse nicht zwischen instruierten und uninstruierten Paradigmen. Die Autoren
fanden heraus, dass in den meisten Studien die Amygdala, der ACC und die Insel aktiv
waren, wobei sie selbst diskutieren, dass es sich um ein heterogenes Bild handelt (Sehlmeyer

et al., 2009).

Die aktuellste Metaanalyse, die zwischen instruierten (insgesamt 10 Studien mit 162
Versuchsteilnehmern) und uninstruierten Angstkonditionierungsxperimenten (insgesamt 15
Studien mit 198 Versuchsteilnehmern) unterschied, zeigte ein unterschiedliches
Aktivierungsmuster bei beiden Paradigmen (Mechias et al., 2010). Wichtig anzumerken
dabei ist, dass nur eine Region, ndmlich der dmPFC/dACC, sowohl in instruierten wie
uninstruierten Studien aktiv war. Uber die instruierten Angstkonditionierungsstudien

hinweg wurden konsistente Aktivierungen bilateral im dmPFC/dACC (ausgeweitet bis hin

16 Bei dieser Publikation ist zu beachten, dass nicht klar ersichtlich wird, welche mathematische Methode
verwendet worden ist.
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in den prisupplementalmotorischen Kortex (preSMA)), bilateral in der anterioren Insel
(ausgeweitet bis hin in das rechte Putamen) sowie bilateral im Caudatus/Putamen

(ausgeweitet bis hin in den anterioren Thalamus und das rechte Pallidum) gefunden.

Uber die uninstruierten Angstkonditionierungsstudien konnte eine weniger konsistentes
Aktivierungsmuster in der Metaanalyse gefunden werden (Mechias et al., 2010): Bei einem
konservativen Schwellenwert war der dmPFC/ACC tber alle Studien hinweg aktiv. Bei
einem etwas liberaleren Schwellenwert wurden iber die Studien hinweg zusitzlich

konsistente Aktivierungen bilateral in der Amygdala und Insel gefunden.

Mit dem Ergebnis dieser neuesten Metaanalyse scheint der dACC sowie der benachbarte
dmPFC eine wichtige Rolle in dem neuronalen Schaltkreis von Angsterwerb im Menschen

zu spielen (Etkin, Egner, & Kalisch, 2011; Mechias et al., 2010).

In einem aktuellen Ubersichtsartikel wurden alle ACC- und mPFC-Aktivierungen aller
relevanten Angstkonditionierungsstudien visuell dargestellt (Etkin et al., 2011). Hier wurde
deutlich, dass die Aktivierungen nicht einheitlich tiber den ACC und mPFC verteilt waren,
sondern sich in den Regionen des dACC, dmPFC und preSMA hiuften. Die Autoren
vermuten hinter den unterschiedlichen Aktivierungsmustern unterschiedliche kognitive
Prozesse, die wihrend der Angstkonditionierung nacheinander oder parallel ablaufen
konnen (Etkin et al., 2011). Zu diesen Prozessen konnen zum einen die Bewertung des
CSes, die Expression der CR oder aber auch unterschiedliche Lernprozesse zihlen. So geht
z.B. aus Untersuchungen hervor, dass der dACC/dmPFC an der Generierung von CRs, wie
der elektrodermalen Aktivitit (EDA) beteiligt ist (Gentil, Eskandar, Marci, Evans, &
Dougherty, 2009; Milad et al., 2007). Daneben gibt es Hinweise, dass etwas rostraler
gelegene Bereiche des dACC/dmPFC eher bei der bewussten Bewertung von Bedrohung,
aber nicht bei der Generierung von subjektiven oder autonomen konditionierten
Reaktionen, beteiligt sind (Kalisch, Wiech, Critchley, & Dolan, 2006). Dieser Befund
konnte zum einen durch eine Metaanalyse von Studien mit expliziter Bewertung
emotionaler Stimuli oder Reaktionen (Lee & Siegle, 2009) und durch die oben beschriebene
Metaanalyse bei instruierten Angststudien, bei denen Bewertung ein zentraler Teil der
Studien war, unterstiitzt werden (Mechias et al., 2010). Eine weitere Studie zeigt, dass diese
Region nur in Probanden mit Bewusstsein der CS-UCS-Kontingenzen aktiv ist (Klucken,

Kagerer, et al., 2009).
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1.5.4 Angstextinktion beim Menschen

In einem aktuellen Ubersichtsartikel wurden Ergebnisse, die Angstextinktion im Menschen
untersucht haben, visuell dargestellt (Etkin et al., 2011). Dabei wurde zwischen within-
session-Extinktion und between-session-Extinktion unterschieden. Die Ergebnisse des
Ubersichtsartikels weisen auf eine Beteiligung des dACC und des mPFC bei der within-
session-Extinktion sowie des ventralen ACC und mPFC hin. Die Autoren weisen darauf
hin, dass die Aktivierungen des dACC und mPFC, die ja wihrend der
Angstkonditionierung beim Menschen aktiviert sind, eine Art Restaktivierungen der
vorangegangen Angstkonditionierung sein kénnen, da in der frithen Phase der Extinktion
der CS immer noch eine CR (die allerdings im weiteren Verlauf abfillt) erzeugt. So liegt es
nahe anzunehmen, dass der ventrale ACC und der mPFC an der Angstinhibierung

wihrend der Extinktion beteiligt sind.

Neben dem ACC und mPFC ist es aber auch anzunehmen, dass auch weitere anatomische
Regionen an der Angstextinktion beteiligt sein konnten. Das Weglassen eines erwarteten
aversiven UCS in der Extinktion kénnte als appetitiver oder belohnender Vorhersagefehler
(3app) konzeptualisiert werden und die darauffolgende Reduktion der UCS-Vorhersage V.,
als Generierung einer belohnungsartigen Sicherheitsvorhersage V. Aus dieser Perspektive
konnte Angstextinktion durch ein entgegengesetztes appetitives Lernsystem gesteuert

werden.

Belohnungslernen wird mit dem meso-striatalem DA-System, das in Kapitel 1.4.2 ndher
erliutert worden ist, in Verbindung gebracht (Montague, Hyman, & Cohen, 2004;
Pessiglione, Seymour, Flandin, Dolan, & Frith, 2006; Schultz, 2006). Es gibt Belege dafiir,
dass der 8., durch einen phasischen Anstieg der Feuerungsrate DA-erger Neurone mit
Ursprung im VTA und der SN, welche ins ventrale Striatum projizieren, vermittelt wird
(Schultz, 2006). Daher wurde vorgeschlagen, dass die DA-Ausschittung im VS bei der 8.y
Signaltransduktion bei Angstextinktion involviert sein kénnte (Holtzman-Assif, Laurent, &
Westbrook, 2010). Der Befund einer Tierstudie, dass DA-Signaltransduktion via D1
Rezeptoren notwendig fiir die Extinktion ist (El-Ghundi, O'Dowd, & George, 2001),
unterstiitzt weiter die potenzielle Beziehung zwischen Angstextinktion sowie

Belohnungssystem.
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2 Hypothesen

Die in dieser Arbeit vorgestellten Studien versuchen, die Briicke zwischen molekularer

Genetik, Psychophysiologie sowie funktioneller Bildgebung zu schlagen.

Ziel ist es, das Wissen um die genetischen Einflisse auf Angsterwerb und -extinktion mit

Hilfe der Methoden der klassischen Angstkonditionierung und Bildgebung zu erweitern.

Wiihrend in Studie 1 die Wirkungen des Neuropeptid S Rezeptors auf den Angsterwerb

untersucht werden, wird in Studie 2 ein lerntheoretisches Modell implementiert, um den

Einfluss des DAT1 und des COMT val**met Polymorphismus auf Angstextinktion im

Sinne eines appetitiven Lernprozesses zu untersuchen.

In Studie 1 wird genauer untersucht

ob der NPSR1 Gen Polymorphismus (rs324981), der im Vorfeld mit der
Panikstérung assoziiert worden ist, sich auf subjektive Angstbewertungen und/oder
auf objektive physiologische Parameter wie die elektrodermale oder neuronale
Aktivitit bei konditionierten Reizen auswirkt.

Wenn er sich der Polymorphismus auf subjektive Bewertungen auswirken sollte,
wird weiter untersucht, ob erhéhte konditionierte Hirnaktivitit in Regionen, die
mit Bewertung in Verbindung gebracht werden konnten (wie im rostralen dmPFC),
beobachtet werden kann.

Wenn er sich auf objektive physiologische Parameter auswirken sollte
(elektrodermale Aktivitit), ob dann erhohte konditionierte Hirnaktivitit in
Regionen, die mit konditionierten Hautleitfihigkeitsreaktionen in Verbindung
gebracht werden konnten (wie im weiter kaudal gelegenen dmPFC), beobachtet

werden kann.

In Studie 2 wird genauer untersucht

ob Extinktion bei Menschen durch ein appetitives Lernsystem gesteuert wird, in

dem das meso-striatale DA-System appetitive Vorhersagefehler (8.pp) vermittelt.

Da die extrazellulire DA-Konzentration im Striatum vorwiegend durch den DAT1

reguliert wird, wird weiter untersucht, ob das DAT1 9R Allel mit verbesserter
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Extinktion wie auch mit einer erhohten neuronalen Antwort auf den &, im VS

verbunden ist.

Weiter wird durch Bertcksichtigung des COMT Genotyps eine mogliche
Beteiligung von extra-striatalem DA exploriert, da COMT im Gegensatz zu DAT
vorwiegend im PFC vorhanden ist und die extrazellulire Konzentrationen im PFC

reguliert.
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3 Methoden

Da es sich bei Studie 1 und Studie 2 um dasselbe experimentelle Design handelt und sich
die Versuchsteilnehmer in beiden Studien iberlappen (Studie 1 beinhaltet einen Teil der
Versuchsteilnehmer aus Studie 2), sollen in diesem Kapitel die Auswahl der
Versuchsteilnehmer fiir Studie 1 und Studie 2 (“Sreeningprozedur”), das experimentelle
Design beider Studien, sowie die Methoden (SCR, Angstbewertungen und fMRT) niher
erliutert werden. Da die Auswertungen beider Studien teilweise unterschiedlich sind,

werden die studienspezifischen Auswertungen in den einzelnen Studien nidher beschrieben

(siehe 4.2 Methoden Studie 1 und 5.2 Methoden Studie 2).

3.1 Screeningprozedur

Waihrend eines Screeningverfahrens, das Studie 1 und Studie 2 vorbereitet hat, wurden die
Versuchspersonen nach ihrem gegenwirtigem und vergangenen Gesundheitszustand
befragt. Diese Befragung bestand aus einem standardisierten psychiatrischen Interview
(MINI 5.00) (Ackenheil, Stotz, Dietz-Bauer, & Vossen, 1999). Es wurden nur
rechtshindige minnliche Teilnehmer'” zwischen 18 und 50 Jahren' eingeschlossen, die
flieRend deutsch lesen und schreiben konnten. Einnahme von illegalen Drogen und
ibermifiger Alkohol- und Tabakkonsum' waren Ausschlusskriterien. Weitere
Ausschlusskriterien waren ehemalige oder gegenwirtige Erkrankungen von Hirn oder Geist
(psychische, psychiatrische oder neurologische Erkrankungen), Herz oder Kreislauf (inkl.
Bluthochdruck), Blut, Lunge, Leber, Nieren, Schilddrise, Augen (inkl. Glaukom,
Farbenblindheit und Kurzsichtigkeit von mehr als -5 Dioptrien), Haut, Magen-Darm-
Kanal und Stoffwechsel. Dabei war es nicht entscheidend, ob die Erkrankung behandelt
oder unbehandelt, lang- oder kurzfristig war oder weit zurticklag. Davon ausgenommen

waren echemalige Kinderkrankheiten und ehemalige harmlose Erkrankungen wie z.B.

7 Minner haben stirkere konditionierte Angstantworten als Frauen; der Zyklus beeinflusst zudem die
Extinktion (Milad et al., 2006).

18 Das Alter beeinflusst generell die Performance in kognitiven Aufgaben (Hariri, Mattay, Tessitore, Fera, &
Weinberger, 2003). Zudem wurden Effekte des Alters auf die Verfiigbarkeit des DAT-Proteins berichtet (van
Dyck et al., 2002)

¥ Der durchschnittliche Alkoholkonsum sollte weniger als 15 Gliser Wein oder Bier pro Woche betragen,
wobei ein Glas hoherprozentiger Alkoholika wie 2 Gliser Bier zihlte. Der durchschnittliche Zigarettenkonsum
sollte weniger als 20 Zigaretten pro Tag betragen.
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tibliche Magen-Darm-Infektionen, Belastungskopfschmerzen und Schnupfen. Medikation®
zum Zeitpunkt des Screenings und in einem Zeitraum von 2 Monaten vor dem Screening
zihlte als weiteres Ausschlusskriterium. Weitere Ausschlusskriterien waren unentfernbare
metallische Gegenstinde im oder am Korper. Nach Abkliren der Ein- und
Ausschlusskriterien unterschrieben die Versuchsteilnehmer eine Aufklirungsbroschiire und
eine Einwilligungserklirung. Ein anschliefender Urintest (Multi-10-3 Drogen Test,
Diagnostik-Nord, Schwerin, Deutschland) erméglichte Teilnehmer auszuschlieBen, die auf

Drogen positiv gescreent wurden.

Nach der Befragung wurde allen eingeschlossenen Teilnehmern 30ml Blut fiir eine DNA-
Analyse entnommen. Anschliefend nahmen sie an einer computergestiitzten Befragung zur
Personlichkeit teil. Diese Befragung umfasste u.a. Skalen zur sozialen Erwiinschtheit (SDS-
E und SDS-CM) (Lick & Timaeus, 1969), das Trait-Angstinventar (L. Laux, P.
Glanzmann, P. Schaffner, & C.D. Spielberger, 1981), die deutsche Version der "Positive
and Negative Affect Schedule" (PANAS) (H.W. Krohne, B. Egloff, C.-W Kohlmann, &
A. Tausch, 1996) und die Kurzform der Allgemeinen Depressions Skala (ADS-K)
(Hautzinger & Baller, 1993). Nach der computergestiitzten Befragung wurde mit Hilfe von
elektrischen Reizen die individuelle Schmerzschwelle der Teilnehmer tber eine
Stimulationssonde  auf dem  rechten Handriicken bestimmt.  Aufgabe der
Versuchsteilnehmer war es, dabei die unterschiedlich starken Schmerzstimuli auf einer
verbalen ,Schmerzskala® von 0 (keine Wahrnehmung eines Reizes) bis 10 (grofiter
vorstellbarer Schmerz) zu beurteilen. Die Kalibrierung begann mit kleinen Stromstirken,
die schrittweise erhoht wurden, sodass sichergestellt werden konnte, dass die Stirke 10 nie

erreicht wurde. Eine Stromstirke entsprechend einem Wert von 8 wurde gewihlt.

Nur Probanden, die auf den elektrischen Reiz reagierten (schmerzempfindlich waren),
wurden in die folgenden fMRT-Studien eingeschlossen. Zu diesen wurden sie auf Grund
ihres NPSR1 Genotyps (Studie 1) oder ihres DAT1 und COMT Genotyps (Studie 2)
eingeladen. Separate Aufklirungsbroschiren und Einwilligungserklirungen wurden fur

diese Studien verwendet.

2 Unter Medikation wird auch die Einnahme von Medikamenten im Rahmen einer Klinischen Priifung
verstanden. Ausgenommen sind lediglich rezeptfreie Arzneien, wenn deren Einnahme linger als 1 Woche vor
Teilnahme an der Studie zurtickliegt.
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3.2 Genotypisierung

Die Genotypisierung fand durch einen Kooperationspartner in Wiirzburg (Univ.-Prof. Dr.
J. Deckert, Klinik und Poliklinik fiir Psychiatrie, Psychosomatik und Psychotherapie des
Universititsklinikums Wiirzburg) statt. Dabei wurde die DNA aus vendsem Blut mittels
einer Standardprozedur extrahiert (S. A. Miller, Dykes, & Polesky, 1988). Die
Bestimmung der Genotypen erfolgte tber die Vervielfiltigung der genomischen DNA
mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR). Die PCR-Produkte wurden verdaut, wobei
spezifische Fragmente entstanden. Die verdauten PCR-Produkte wurden mittels
Gelelektrophorese aufgetrennt. Die Bestimmung des NPSR1, DAT, COMT, BDNF sowie

Serotonintransporter Genotyps sind im Anhang A niher beschrieben.

3.3 Versuchsdesign

Die Versuchsaufgabe der Teilnehmer in Studie 1 und Studie 2 (es handelte sich um eine
experimentelle Untersuchung) war eine beschleunigte Entscheidungsaufgabe. Bei dieser
sollten sie, sobald das entsprechende Symbol auf dem Bildschirm erscheint, durch
entsprechenden Tastendruck (entweder links oder rechts) mit der rechten Hand
entscheiden, ob sie einen Kreis oder ein Dreieck erkennen. Vorab wussten sie, dass wihrend
des Experimentes Schmerzreize appliziert werden wiirden, jedoch wurden die Bedingungen
oder Voraussetzung, wann diese appliziert werden wiirden, nicht mitgeteilt. Ebenfalls wurde
ihnen von einer moglichen Konditionierung oder Extinktion nichts mitgeteilt. Zunichst
wurden die Versuchsteilnehmer an die Stimuli, die Aufgabe und den Scanner sowie dessen
laute Geridusche gewo6hnt, indem ihnen jeder Stimulus (Kreis und Dreieck) vier mal vor dem

eigentlichen Experiment bei laufendem Scanner dargeboten wurde (,Habituationsphase®).

Das gesamte Experiment bestand aus einer Akquisitions-, einer Extinktions- sowie einer
Reakquisitionsphase, welche ohne Unterbrechung oder Verinderung sofort aufeinander
folgten. Abbildung 5 zeigt schematisch das Versuchsdesign. Alle drei Phasen bestanden aus

jeweils 36 Durchgingen.
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' Akquisition ¢ Extinkion Reakquisition
ucs ucs ucs
Cs+ Cs- | Cs- cs+ Cs- cs- || cs+ cs- cs+ cs- || cs+ Cs-

Abbildung 5: Schematische Darstellung des Versuchsdesigns: CS+ und CS- sind geometrische Figuren, der
UCS ist ein elektrischer Reiz

In jeder der drei Phasen wurde ein konditionierte Reiz (CS+) 18 mal fiir eine Dauer von 5
Sekunden in einer pseudorandomisierten Reihenfolge prisentiert. Wihrend der
Akquisitions- und der Reakquisitionsphase wurde der CS+ 15 mal mit einem
unkonditionierten Reiz (UCS) gekoppelt. Der UCS wurde kurz vor Prisentationsende des
CS+ (bei 4,75 Sekunden) appliziert. 3 mal wurde der CS+ ohne einen UCS in der
Akquisitions- und Reakquisitionsphase prisentiert. Dies entspricht einer Verstirkungsrate
von 80%. Es handelte sich bei diesem Experiment um eine verzégerte Konditionierung, die

auch delay conditioning genannt wird (siche Abbildung 6).

uUcCs ’—l

S
T T T T T T -

Dauer
(Sekunden)

Abbildung 6: Schematische Darstellung der verzogerten Konditioierung (delay conditioning). Der UCS wurde
am Ende des CS+ appliziert.

Waihrend der Extinktion wurde der CS+ nicht mit dem UCS gekoppelt. In dem
Experiment wurde zusitzlich noch ein Kontrollstimulus (CS-) verwendet, welcher nie mit
dem UCS gepaart wurde. Dieser wurde 18 mal wihrend der Akquisition, Extinktion und
Reakquisition dargeboten. Die Stimuli (CS+ und CS-) wurden pseudorandomisiert:

Maximal zwei Durchginge hintereinander durften denselben CS-Typ (CS+ oder CS-)
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beinhalten und in einem Block von 12 Durchgingen musste die Anzahl von CS+ und CS-

gleich sein.

Die Linge des Inter-Stimulus-Intervals (ISI) betrug zwischen 9 und 14 Sekunden, mit

einem Durchschnitt von 11.5 Sekunden.

Die Prisentation des Experimentes erfolgte mit Matlab Version R2007b (Mathworks Inc.,
Natick, USA) sowie Cogent2000 (Wellcome Trust Centre for Neuroimaging, England).

3.4 Stimuli

3.4.1 Konditionierte Reize

Konditionierte Reize (CS) waren ein weifler Kreis und ein weifles Dreieck, die auf einem
schwarzen Hintergrund prisentiert wurden. Entweder war der Kreis der CS+ und das

Dreieck der CS- oder umgekehrt. Dies war zufillig.

3.4.2 Unkonditionierte Reize

Unkonditionierte Reize (UCS) bestanden aus drei dicht aufeinanderfolgenden (0.2 ms
Abstand) schmerzhaften elektrischen Reizen auf dem rechten Handriicken. Die 2ms langen
Reize wurden iber einen elektrischen Stimulator, den Digitimer DS7A (Digitimer Ltd.,
Welwyn Garden City, England), appliziert. Die elektrischen Reize hatte eine Stirke von
0.01 bis 100mA und wurden tber eine Oberflichenelektrode (Clyde’s Polo Kit Supplies,
Bexley, England) appliziert. Die Stirke der Stimulation, also der elektrischen Reize, wurde
individuell adjustiert, um den individuell maximalen tolerierbaren Schmerz zu erreichen.

Die Adjustierung erfolgte wie bei der oben beschriebenen Screeningprozedur.

3.5 Messung und Auswertung der subjektiven
Bewertungen

Zu Beginn des Experimentes und nach je weiteren 12 Durchgingen wurden die
Versuchsteilnehmer gebeten, auf einer visuellen Analogskala (VAS) von 0 (gar kein Stress)
bis 100 (sehr viel Stress) mit Hilfe einer Tastatur zu bewerten, wie viel
Stress/Angst/Anspannung die ihnen prisentierten Symbole hervorrufen. Insgesamt gab es

in den 36 Durchgingen des Experimentes 9 subjektive Bewertungen (jeweils 3 pro Phase).



3.6 Messung und Auswertung der elektrodermalen Aktivitit 55

Die Versuchsteilnehmer hatten 7 Sekunden Zeit, eine Bewertung pro CS abzugeben.

Insgesamt dauerte die Bewertungsphase 14 Sekunden (Bewertung von CS+ und CS-).

Alle Bewertungen wurden fiir die weitere Auswertung normalisiert, indem eine Subtraktion
aller erhobenen Werte auf die Werte nach der Habituationsphase (,Baseline®) erfolgte.
Anschlieflend erfolgten Varianzanalysen mit Meflwiederholung. Die Datenanalyse erfolgte
mit SPSS 17.0 (SPSS, Chicago, Illinois, USA) und Matlab (Mathworks Inc., Natick,
USA).

3.6 Messung und Auswertung der elektrodermalen
Aktivitat

Die Messung der elektrodermalen Aktivitit (EDA) ergibt fiir jeden CS eine ,skin
conductance response®, kurz SCR. Diese ist als Differenz der maximalen EDA in einem
Zeitfenster von 0 bis 5 Sekunden nach Beginn der CS-Darbietung und der EDA zu Beginn
der CS-Darbietung definiert. Zwei Elektroden wurden an der linken Handinnenfliche
angebracht. Die SCR-Messung erfolgte mit einer Aufzeichnungsrate von 1000 Hz. Die
Aufzeichnung erfolgte mit der Hardwarekomponente CED2502-SA (Cambridge
Electronic Design, Cambridge, England) und der dazugehérigen Spike 2 Software (CED).
Die SCR-Daten wurden auf 100 Hz heruntergebrochen (,down-sample“) und visuell auf
Artefakte uberprift. Artefakte, die aufgrund der elektrischen Stimulation entstanden sind,
wurden entfernt und der Zeitverlauf infolgedessen interpoliert. Die Datenanalyse erfolgte
mit SPSS 17.0 (SPSS, Chicago, Illinois, USA) und Matlab (Mathworks, Natick,
Massachusetts, USA).

3.7 Messung und Auswertung der Reaktionszeiten

Die Datenanalyse der Reaktionszeiten der Aufmerksamkeitsaufgabe erfolgte mit Matlab
(Mathworks, Natick, Massachusetts, USA) und mit SPSS 17.0 (SPSS, Chicago, Illinois,
USA).



56 Kapitel 3 Methoden

3.8 Funktionale Magnetresonanztomographie

3.8.1 Einfithrung

Die funktionelle Magnetresonanztomographie (fMRT) ist ein nicht-invasives, relativ junges
Bildgebungsverfahren zur Messung sowie Lokalisation spezifischer Funktionen des
menschlichen Gehirns. Die Hirnfunktionen werden mit hoher ortlicher (1 - 3 mm) jedoch
mit geringer zeitlichen Auflésung (2-5 Sekunden) erfasst. Im weiteren Verlauf soll das

Verfahren niher vorgestellt werden.

3.8.2 Physikalische Grundlagen

Da menschliches lebendiges Gewebe hauptsichlich aus Wasser besteht (60-80%), nutzt die
fMRT den Effekt der Fihigkeit zur magnetischen Ausrichtung von Wasserstoffprotonen

aus.

Woasserstoffatome besitzen als Kern nur ein Teilchen, ein Proton, um welches das Elektron
der Hiille kreist. Das Proton ist positiv und das Elektron ist negativ geladen. Somit ist das
ganze Atom elektrisch neutral. Neben der Eigenschaft, dass das Proton positiv geladen ist,
besitzt es auch die Fahigkeit des sogenannten Spins, einer Grundeigenschaft aller
Elementarteilchen: Das Proton dreht sich um sich selbst wie eine Art Kreisel. Dieser Spin,

auch Eigendrehimpuls, hat zwei Auswirkungen:

1) Da es sich bei diesem Phinomen um rotierende Masse handelt, besitzt es einen
Drehimpuls: Das Proton verhilt sich wie eine Art Kreisel, der die riumliche Lage

der Rotationsachse beibehalten will.

2) Da die rotierende Masse eine elektrische Ladung besitzt, hat sie einen
magnetischen Moment und verhilt sich somit wie ein Magnet. Man spricht davon,
dass die Rotation einen magnetischen Dipolmoment erzeugt. Somit wird das
Proton von Magnetfeldern und elektromagnetischen Wellen beeinflusst. Wenn es

sich bewegt, wird in einer Empfangspule eine Spannung induziert.

Ohne Einwirkungen eines dufleren Magnetfeldes sind die Drehachsen der magnetischen

Dipole zufillig im Raum verteilt.
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Wird ein dufleres starkes Magnetfeld angelegt, so richten sich die Protonen gemify ihrer
magnetischen Dipoleigenschaft entweder parallel oder antiparallel zu den Magnetfeldlinien
aus. Da die parallele Ausrichtung der energetisch glinstigere Zustand ist, wird ein messbarer

magnetisches Summationsmoment parallel zur Magnetfeldlinie (z-Richtung) aufgebaut.

Die magnetische Interaktion zwischen dem eigenen und dufleren Magnetfeld fihrt zu einer
sogenannten Prizessionsbewegung der Protonen um die Magnetfeldlinie, die einer

Bewegung eines Kreisels dhnelt.

Die Prizessionsfrequenz verindert sich dabei proportional zum angelegten Magnetfeld. Die
Prizessionsfrequenz  erfolgt mit einer spezifischen Frequenz, der sogenannten
Lamorfrequenz. Fir Protonen betrigt die Lamorfrequenz 63,9 MHz bei 1,5 Tesla.
Dementsprechend betrigt die Lamorfrequenz bei 3 Tesla 128MHz.

3.8.3 Applikation des Radiofrequenzpulses

Im Grundzustand prizedieren die Spins mit gleicher Frequenz um die Richtung des
Magnetfeldes. Dabei prizedieren sie aber nicht im Gleichklang, sondern aufler Phase.
Somit heben sich ihre Komponenten quer zum Magnetfeld, parallel zur xy-Ebene,
statistisch auf. Indem die Spins durch eine kurze und hochfrequente Magnetwelle,
Hochfrequenz oder HF-Puls genannt, angeregt werden, werden sie aus ihrer Orientierung
gebracht und ihre Phasenlage wird verindert. Voraussetzung dafiir ist jedoch, dass der HF-
Puls in Resonanz mit den Spins sein muss, d.h. dass die Schwingungsfrequenz des HF-
Pulses mit der Lamorfrequenz der Spins tbereinstimmt. Der HF-Puls hat zur Folge, dass
die Magnetisierung umso weiter kippt, je stirker die Energie des anregenden HF-Pulses ist.
Den Endwinkel der Kippung nennt man den Flipwinkel. So kippt ein 80° Winkel, der sehr
oft in Studien verwendet wird, wie auch in Studie 1 und Studie 2 dieser Arbeit, die

Magnetisierung in xy-Ebene.

3.8.4 Entstehung des MR-Signals

Durch einen HF-Puls kippt die Magnetisierung, wie oben beschrieben, und es lassen sich

zwei Effekte beobachten:

1) Zum einen wird der Summenvektor in z-Richtung, also entlang des dufleren

Magnetfeldes kleiner, d.h. die Lingsmagnetisierung Mz, verringert sich.
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2) Zum anderen wird der Summenvekor in xy-Richtung grofer, d.h. die
Quermagnetisierung M, erhoht sich.

Die Quermagnetisierung wirkt wie ein mit Lamorfrequenz rotierender Magnet, in dessen

Feld man eine Spule bringen kann, so dass in dieser elektrische Spannung erzeugt wird.

Dieser zeitliche Verlauf der Spannung ist das MR-Signal. Es ist umso stirker, je grofler die

Quermagnetisierung ist. Auch fillt das MR Signal relativ schnell ab, da die

Quermagnetisierung schnell verloren geht, dieser Prozess wird Relaxation genannt.

3.8.5 Relaxation

Relaxation, also die Wiederkehr des Systems in seinen Originalzustand, kann durch zwei
voneinander unabhingige Prozesse beschrieben werden. Dabei werden Lings- und
Quermagnetisierung separat voneinander betrachtet. Die Quermagnetisierung M,, (mit
einer Zeitkonstante, die als T2 bezeichnet wird) zerfillt schneller als die
Lingsmagnetisierung M, (mit Zeitkonstante T1) sich wieder aufgebaut hat. Beide Prozesse

verlaufen exponentiell.

Lingsrelaxation T'1

Die Zeitkonstante T1 ist gewebsspezifisch. Da verschiedene Gewebetypen unterschiedliche
T1-Relaxationen zeigen, kann die MR-Bildgebung diese Unterschiede als Bildkontrast

darstellen.

Ursache fur die T1-Relaxation sind lokale Magnetfeldschwankungen, die durch die
Molekularbewegung hervorgerufen werden. Am stirksten wirken Magnetfeldschwingungen
im Bereich der Lamorfrequenz. Unter ihrem Einfluss wechseln die Protonen ihren

Spinzustand.

Querrelaxation T2

Wegen unvermeidlicher Wechselwirkungen der Spins untereinander geht die Kohirenz
zwischen den kreisenden Spins verloren. Die Spins geraten aufler Phase, sie dephasieren,
d.h. die Quermagnetisierung nimmt ab, so dass das MR-Signal exponentiell kleiner wird.
Wie auch T1 ist die Zeitkonstante T2 gewebsspezifisch. Wihrend Fettgewebe eine kurze

T2 hat, hat Wasser oder Gehirnflissigkeit (Liquor) eine lingere Relaxationszeit.
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Inhomogenititen des dufleren Magnetfeldes® bewirken eine zusitzliche Dephasierung der
Spins, so dass das Signal nicht mit T2, sondern deutlich schneller mit der Zeitkonstante T2*

zerfallt.

3.8.6 Bildkontrast

Von den Parametern der Protonendichte, der T1- und T2-Zeit eines Gewebes hingt die

Helligkeit im MR-Bild und damit der Bildkontrast im Wesentlichen ab.

1) Die Protonendichte (Anzahl anregbarer Spins pro Volumeneinheit) gibt das
maximale Signal an, das ein Gewebe abgeben kann. Diese kann betont werden,
indem man versucht, den Einfluss von T1 und T2 méglichst gering zu halten. Man
spricht dann von dichtegewichteten Bildern.

2) Die T1-Zeit bestimmt, wie schnell sich die Spins von einer Anregung erholen und
wieder anregbar werden. Damit wird indirekt die Signalintensitit beeinflusst. Der
Einfluss von T1 auf den Bildkontrast kann nach Belieben variiert werden. Bilder,
deren Kontrast hauptsichlich von T1 bestimmt ist, nennt man T1-gewichtete
Bilder.

3) Die T2-Zeit bestimmt, wie schnell das MR-Signal abklingt. Auch diese Zeit kann
beeinflusst werden. Bilder, deren Kontrast vor allem von T2 bestimmt wird, nennt

man T2-gewichtet.

3.8.7 Vom Signal zum Bild

Um ein MR-Bild zu erhalten, muss eine Schicht viele Male hintereinander angeregt und
gemessen werden. Die Zeit zwischen zwei aufeinanderfolgenden Anregungen derselben
Schicht wird als Repetitionszeit (TR) bezeichnet. Diese beeinflusst den T1-Kontrast, denn
sie bestimmt wie lange Spins nach einer Anregung Zeit haben, um wieder in ihren
Ausgangszustand zuriickzukehren. Je linger die TR, desto mehr kippen die Spins zuriick in
z-Richtung und desto mehr Lingsmagnetisierung steht bei der nichsten Anregung zur
Verfiigung. Eine groflere Magnetisierung ergibt ein grofieres Signal nach der nichsten

Anregung.

! Inhomogenititen des duferen Magnetfeldes werden durch den MR-Tomographen selbst erzeugt, sowie auch
durch den Koérper der gemessenen Person.
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Bei einer kurzen TR beeinflusst T1 vorwiegend den Bildkontrast: Gewebe mit kurzer T1,
dazu zdhlt z.B. Fettgewebe, relaxieren schnell und geben nach erneuter Anregung viel
Signal ab (erscheinen hell). Gewebe mit langer T1, z.B. Wasser und Liquor, haben zu
diesem Zeitpunkt weniger relaxiert und haben somit weniger Lingsmagnetisierung und

geben weniger Signal ab. Diese erscheinen dunkel. Ein solches Bild ist T1-gewichtet.

Wenn die TR lang ist, haben alle Gewebe gentigend Zeit, um zu relaxieren und geben
somit dhnlich viel Signal ab, so dass der Einfluss von T1 gering ist und somit die T1-

Gewichtung abgenommen hat.

Auch missen verschiedene Gradientenspulen, die im nichsten Kapitel niher beschrieben
werden, ein- und ausgeschaltet werden, um ein MR-Bild zu erhalten. Durch diese werden
die oben angesprochenen T2- und T2*-Zeitkonstanten weiter verkiirzt. Die Zeit, bis ein
MR Signal wieder hergestellt wird, wird als Echozeit (TE) bezeichnet. TE beeinflusst die
Wirkung von T2 auf den Bildkontrast. Bei einer kurzen TE sind die
Signalintensititsunterschiede der einzelnen Gewebe klein, da die T2-Relaxation erst
begonnen hat. Somit ist die T2-Gewichtung gering. Dahingegen sind die
Signalintensititsunterschiede bei einer lingeren TE deutlich zu erkennen: Gewebe mit
kurzer T2 geben wenig Signal ab (erscheinen dunkel) und Gewebe mit langer T2 geben viel

Signal ab und erscheinen hell. TE bestimmt somit die T2-Gewichtung.

3.8.8 Ortskodierung beim Bildkontrast

Um aus den gewonnen Signalen Voxel im Gehirn zuordnen zu konnen, wird eine
sogenannte Ortskodierung durch Gradientenfelder erzeugt. Gradientenfelder sind linear
ortsabhingige Magnetfelder. Typischerweise werden drei unterschiedliche Gradienten
verwendet  (Schichtungsgradient, Phasenkodiergradient und Auslesegradient), die
zusammen die Kodierung des Signals in allen drei Raumebenen bewirken. Der
Schichtungsgradient stellt sicher, dass nur eine bestimmte Schicht im Korper
Lamorfrequenz besitzt, also nur die Spins in dieser Schicht durch einen HF-Puls angeregt
werden. Der Phasenkodiergradient bewirkt die kontrollierte Dephasierung der Spins, so
dass in jeder Bildzeile die Prizession der Spins eine andere Phasenlage hat. Der
Auslesegradient  sorgt dafiir, dass die Spins jeder Bildspalte eine andere

Prizessionsbewegung haben.
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3.8.9 Der BOLD-Kontrast

Der BOLD-Kontrast (blood oxygenation level dependent) (Ogawa, Lee, Kay, & Tank,
1990) beruht darauf, dass sich die Blutversorgung eines Hirngebietes unter Aktivitit lokal
verindert. Durch Aktivitit eines bestimmten Gebietes wird der Zellstoffwechsel angeregt.
Der fir den Metabolismus notwendige Sauerstoff wird im Blut dber das
Himoglobinmolekiil transportiert. Wichtig in Bezug auf die fMRT sind die
unterschiedlichen magnetischen Eigenschaften von sauerstoffreichen (oxygeniertem) und
sauerstoffarmen (deoxygeniertem) Himoglobin: Deoxyhimoglobin (desoxyHb) besitzt im
Gegensatz zu  Oxyhdmoglobin zwei ungepaarte Eisenelektroden und ist daher
paramagnetisch.  Folglich  bewirkt Deoxyhimoglobin Magnetfeldinhomogenititen,

wohingegen Oxyhdmoglobin magnetisch neutral ist.

Der erhohte Metabolismus fiihrt zu einer Erweiterung der entsprechenden Blutgefifie sowie
zu einem Anstieg des regionalen zerebralen Blutflussses (rCBF) sowie des regionalen
zerebralen Blutvolumen (rCBV) der entsprechenden Hirnareale (Raichle, Grubb, Gado,
Eichling, & Ter-Pogossian, 1976). Entscheidend dabei ist, dass der mit neuronaler
Aktivitit verbundene erhohte Sauerstoftbedarf durch Zufuhr von Oxyhidmoglobin
tberkompensiert wird. Da daraufthin verhiltnismiflig weniger desoxyHb vorhanden ist,
kommt es zu einer Verringerung der Magnetfeldinhomogenititen und zu einer
Verlingerung ~ der  T2*-Relaxationszeit. ~ Die  Verdnderungen  der  lokalen
Feldinhomogenititen konnen im MR-Signal detektiert werden und bewirken so
Signalintensititsverinderungen. Wie stark sich das MR-Signal dndert, ist von der Stirke
des Magnetfeldes BO wie auch von der Stirke der physiologischen Reaktion abhingig. Die
fMRT ist somit vom rCBF abhingig und misst nur indirekt neuronale Aktivitit. Die
physiologischen Ursachen fiir diese Art der neurovaskuliren Kopplung sind zum Teil noch
unverstanden. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass mit BOLD-fMRT tatsichlich
Verinderungen der Neuronenaktivitit gemessen werden (Logothetis, 2002; Logothetis,

Pauls, Augath, Trinath, & Oeltermann, 2001).

Das MR-Signal wird als “hdmodynamische Antwortfunktion” (HRF) bezeichnet (siche
Abbildung 7).

Gemessen wird das BOLD-Signal mittels spezieller Sequenzen, wie der EPI-Sequenz. Die

EPI-Sequenz hat eine kurze Bildakquisitionszeit, da nur ein einziger Anregeimpuls
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gebraucht wird, um alle Schichten zu messen. Jedoch hat diese Sequenz im Vergleich zu
anderen eine schlechtere rdumliche Auflésung und ist empfindlicher gegen
Magnetfeldinhomogenititen, die bereits in vorherigen Kapiteln erwdhnt worden sind.
Dariiber kann die T2* Gewichtung zu Ausléschungen und rdumlichen Verzerrungen

fihren.

Bei der Messung des Gehirns mittels EPI-Sequenz werden z.B. wie in Studie 1 und Studie
2 der vorliegenden Arbeit 34 Schichten in 2.21 Sekunden gemessen. Es entsteht eine
Auflésung innerhalb von einer Schicht von 2mm und einer Schichtdicke von 2mm. Somit

entstehen kubische Wiirfel mit einer Kantenlinge von 2mm.

Eine schnellere Sequenz mit kiirzerer Repetitionszeit hat den Vorteil, dass das BOLD-
Signal in jeder Schicht 6fter gemessen wird und damit feiner abgetastet wird. Dadurch

lassen sich der Verlauf und die Hohe der himodynamischen Antwort besser abschitzen.

Eine Weiterentwicklung dieser Sequenz, die auch in vorliegender Arbeit verwendet worden
ist, ist die parallele Bildgebung. Bei dieser Technik werden mehrere Empfangsspulen
verwendet, die fiir eine schnellere Aufzeichnung und damit eine hoéhere rdumliche und

zeitliche Auflésung sowie weniger Ausléschungsartefakte sorgen.

Hamodynamische Antwortfunktion

0 5 10 15 20 2
Zeit (Sekunden)

Abbildung 7: Himodynamische Antwortfunktion (HRF)
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3.8.10 Bildvorverarbeitung

Bevor die aufgenommenen MR-Bilder statistisch ausgewertet werden konnen, missen sie

vorverarbeitet werden.
Die Vorverarbeitung besteht in der Regel aus den folgenden drei Schritten:

1) Die Bewegungskorrektur (realignment) dient dazu, mogliche Kopfbewegungen des
Patienten durch eine Reihe von Verschiebungen und Drehungen zu korrigieren.
Dazu wird ein EPI-Bild aus der Zeitreihe als Referenz gewihlt, auf das die restliche
Zeitreihe durch die eben erwihnten Transformationen angepasst wird. Diese
Anpassung wird mit der Methode der kleinsten Quadrate durchgefiihrt’>. Das
gewihlte Referenzbild ist meistens, auch in Studie 1 und Studie 2, das erste Bild
der Zeitreihe.

2) In einem weiteren Schritt, der Normalisierung, werden die anatomisch individuell
unterschiedlichen Gehirne auf ein Durchschnittsgehirn durch Drehungen,
Schiebungen und Zerrung transferiert, um Unterschiede zwischen Probanden in der
Anatomie auszugleichen. Dies dient dem Vergleich der Ergebnisse verschiedener
Probanden und erméglicht somit eine Gruppenanalyse.

3) Die Glittung (smoothing), der letzte Schritt der Vorverarbeitung. Beim Smoothen
sollen grofle Signalspriinge innerhalb der Datensitze eliminiert werden. Ziel bei
diesem Vorverarbeitungsschritt ist es, das Signal-Rausch-Verhiltnis zu minimieren.

Dazu werden die Daten raumlich mit einem Filter geglittet. Die Breite des Filters

wird in Full-Width-Half-Maximum (FWHM in mm) der Gausskurve angegeben.

3.8.11 Statistische Auswertung von MRT-Datensitzen

Die Auswertung der vorverarbeiteten fMRT-Daten erfolgt mit Hilfe des allgemeinen
linearen Modells (ALM; englisch GLM fiir general linear model), das Ende der 60er Jahre
aus der multiplen Regressionsanalyse entwickelt worden ist. Allgemein wird bei der
Auswertung die Zeitreihe jedes Voxels mit einem Modell verglichen. Das Modell wird aus
der zeitlichen Abfolge der Stimuli des entsprechenden Experimentes sowie der

theoretischen Antwortfunktion nach einem Stimulus gebildet. Durch die mathematische

22 D.h. die quadrierte Differenz zwischen einem Bild der Zeitreihe und dem Referenzbild wird durch
Manipulation der Transformationen minimiert.
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Verkniipfung der zeitlichen Abfolge der Stimuli und der theoretischen Antwortfunktion

entsteht die Modellfunktion, d.h. der erwartete Zeitverlauf in einem Voxel.

Bei der Auswertung von fMRT-Daten unterscheidet man generell zwischen zwei Ebenen
der Analyse, die beide mittels ALM ausgewertet werden: Zunichst erfolgt die Auswertung
der einzelnen Personen mit den sogenannten First Level-Analysen. Bei einer
Gruppenauswertung folgt auf die First Level-Analyse eine Second Level-Analyse. Beide

werden in folgenden Kapiteln niher erldutert.

First Level-Analyse

Bei der First Level-Analyse, einer multiplen Regression, soll der Zeitverlauf in einem Voxel
durch mehrere Regressoren erklirt werden. Die Regressoren sind hierbei erwartete
himodynamische Antwortfunktionen der verschiedenen experimentellen Bedingungen. Bei
der Modellschitzung wird fiir jeden Regressor ein Reggresionsgewicht, auch S-Gewicht
bezeichnet, berechnet, so dass die Summe der gewichteten Regressoren die Messwerte
moglichst gut vorhersagt. Sie werden dabei so ermittelt, dass die gewichtete
Linearkombination der Regressoren die Summe der Abweichungsquadrate minimiert. Als
Fehlervarianz bezeichnet man den Anteil des Signalverlaufes in einem Voxel, der nach
Schitzung durch das Modell nicht erklirt werden kann. Die Fehlervarianz sollte minimal

sein.

Danach konnen die Regressionsgewichte mittels Kontrastvektoren miteinander verglichen

werden, um Aussagen iber die einzelnen experimentellen Bedingungen machen zu kénnen.

Kontrastvektoren bestehen aus der Multiplikation von Kontrastgewichten mit dem
entsprechenden -Gewicht: Wenn z.B. getestet werden soll, ob Bedingung A zu groflerer

Aktivierung fiihrt als Bedingung B, wiirden die entsprechenden Kontrastvektoren
1 (Bedingung A) und

- 1 (Bedingung B)

sein. Die Multiplikation mit den entsprechenden S-Gewichten wiirde

[17p1+(-1)" 2] = [p1-p2]
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ergeben, so dass die Differenz zwischen beiden Regressionsgewichten berechnet wiirde. Die
Differenz ist der Aktivierungsunterschied zwischen Bedingung A und Bedingung B und
wird in dem sogenannten Kontrastbild gespeichert. Die Differenz wird statistisch auf ihre
Bedeutsamkeit mittels t-Tests tiberprift. Alle t-Werte werden anschliefend in statistische
Wahrscheinlichkeiten umgewandelt. Diese sagen aus, wie wahrscheinlich es ist, dass ein
Unterschied — zwischen zwei Bedingungen  zufillig zustande kommt. Alle
Wabhrscheinlichkeits- oder p- (probability) Werte werden voxelweise, farbskaliert auf ein
Standardgehirn projiziert (sogenannte statistische Karten). Der Schwellenwert (z.b.

p<0,001) kann dabei frei gewihlt werden.

Second Level-Analyse

Die Second Level-Analyse wird verwendet, um Gruppenunterschiede zu berechnen. Als
abhingige Variable, die durch das Modell erklirt werden soll, gehen fir jede
Versuchsperson die in der First Level-Analyse untersuchten Differenzen zwischen den

Bedingungen ein. Diese sind wie oben beschrieben in den Kontrastbildern gespeichert.

Wenn z.B. in der First Level-Analyse Bedingung A und Bedingung B miteinander
verglichen worden sind und das Ergebnis in dem entsprechenden Kontrastbild fiir jede
Versuchsperson gespeichert wurde, kann in der Second Level-Analyse untersucht werden,
in welchen Voxeln diese Aktivierungsdifferenz tber die Versuchspersonen hinweg

signifikant grofler als 0 ist. Die Modellschitzung erfolgt analog zur First Level-Analyse.

3.9 Studienspezifische Messung und Auswertung der
Bildgebung

Ein 3 Tesla MR Scanner (Siemens Trio, Erlangen, Deutschland) mit einer 12-Kanalspule
wurde benutzt, um T2*-gewichtete EPI-Bilder aufzuzeichnen. Die Echozeit TE betrug
30ms, die Repetionszeit TR 2.21s und der Flipwinkel 80°. Die Echozeit konnte mittels
paralleler Aufzeichnungstechnik (engl.: generalized auto-calibrating partially parallel
acquisitions; GRAPPA) minimiert werden. Jedes aufgezeichnete Volumen bestand aus 34
Schichten mit einer Schichtdicke von 2 mm und einer riumlichen Auflssung von 2x2 mm®

Der Abstand zwischen den Schichten betrug 1 mm. Insgesamt wurden 945 Volumina iber
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den Versuch hinweg aufgezeichnet. Nach dem eigentlichen Experiment wurde ein T1-

gewichtetes strukturelles Bild von jedem Teilnehmer aufgezeichnet.

Die  aufgezeichneten = MR-Bilder =~ wurden  mit  der  Software = SPMS5
(www.fil.ion.ucl.ac.uk/spm) vorverarbeitet und ausgewertet. Die ersten funf Bilder
(Dummy-Scans) wurden entfernt, um die T1-Aquilibrierung zu beriicksichtigen. Um
mogliche Kopfbewegungen zu korrigieren, wurden die MR-Bilder auf das 6te Volumen
ausgerichtet (,realignment®). Dann wurden die Bilder auf ein Standardgehirn normalisiert

und mit einem FWHM-Filter mit 4 mm geglittet.
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4 Studie 1: Einfluss des Neuropeptid S
Polymorphismus auf die Interpretation von

Angstreaktionen

4.1 Einleitung

Zahlreiche Tierstudien legen nahe, dass das Neuropeptid S (NPS) und dessen Rezeptor
(NPSR1), die beide niher im Kapitel 1.4.1 vorgestellt worden sind, bei der Modulation von
Angst beteiligt sein konnten: So ruft NPS in Ratten und Miusen ein gesteigertes
Erregungsniveau (Camarda et al., 2009; Duangdao, Clark, Okamura, & Reinscheid, 2009;
Rizzi et al., 2008; Xu et al., 2004) und die zentrale Administration anxiolytische Effekte
hervor (Jungling et al., 2008; Leonard et al., 2008; Vitale et al., 2008; Xu et al., 2004). Auch
wurde in weiteren Tierstudien gezeigt, dass die Administration von NPS die Extinktion von
konditionierten Reaktionen bei Miusen steigert (Jungling et al., 2008) und kontextuelle

Konditionierung modelliert (Meis et al., 2008).

In-vitro Befunde lassen annehmen, dass der funktionelle Einzelnukleotidpolymorphismus
rs324981 des NPSR1-Gens zu Verinderungen des NPS-Systems fihren koénnte: Das T-
Allel des NPSR1-Gens weist eine erhdhte NPSR1-Expression sowie einer zehnfach héhere
Affinitit des Rezeptors im Vergleich zum A-Allel auf (Reinscheid, Xu, Okamura, et al.,
2005).

Beim Menschen zeigen erste klinische Befunde einer minnlichen japanischen Stichprobe
eine positive Assoziation zwischen der Panikstérung und dem T-Allel (Okamura et al.,
2007). Diese Assoziation wird weiter gestiitzt durch eine aktuelle Studie, die das Ergebnis
in zwei weiblichen Stichproben replizieren konnte (Domschke et al., 2011). Lediglich in
einer Studie, die unterschiedliche SNPs untersuchte, konnte der Befund nicht repliziert

werden (Donner et al., 2010).

Wie bereits im Kapitel 1.2.2 beschrieben, haben sich lerntheoretische Ansitze und kognitive
Theorien zur Erklirung der Panikstérungen durchgesetzt. In dieser Studie werden diese
beiden Ansitze gegeneinander getestet. Basierend auf den Ergebnissen, dass

Panikstérungen eine Vererbbarkeit von 48% haben (Hettema et al,, 2001), und den
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gefundenen positiven Assoziation zwischen dem NPSR1 T-Allel und der Panikstorung
(Domschke et al., 2011; Donner et al., 2010; Okamura et al., 2007), ergibt sich die Frage,

- ob ein assoziativer Lernprozess von CS-UCS-Kontingenzen (im Sinne

lerntheoretischer Erkldrungsmodelle) oder

- ob subjektive Bewertungen von CS-assozierten CRs (im Sinne von kognitiven

Erklirungsmodellen)
mit dem NPSR1 Genotyp assoziiert werden konnen.

Zur Klarung der Frage wurden gesunde, minnliche Probanden, entweder homozygot fiir
das A-Allel (LAA“) oder mit einem oder zwei T-Allelen (T'T oder AT, ,T+“) in einem
einfachen uninstruierten Angstkonditionierungs-, Angstextinktions- sowie
Reakquisitionsparadigma miteinander verglichen (siehe Kapitel 3). Die drei unabhingigen

Variablen waren:

1) CS-evozierte elektrodermale Aktivitit (SCR) in Folge von konditionierter Furcht.
SCR ist ein implizites physiologisches Maf}, welches nicht durch subjektive

Faktoren beeintrichtigt wird.

2) Subjektive Bewertungen des/der CS-evozierten Stress/Angst/Anspannung.
Systematische (z.B. genetisch determinierte) individuelle Unterschiede in der

subjektiven Bewertung emotionaler Antworten kénnen entstehen, wenn

a) die bewusst zuginglichen Komponenten emotionaler Antworten (wie
Korperreaktionen oder Gefiihle) zwischen Individuen unterschiedlich sind.

b) Individuen mit einer Tendenz zu sozial erwiinschtem Verhalten nicht den
vollen Umfang ihrer Reaktionen berichten (Weinberger & Singer, 1990)

¢) Individuen ihre Antworten subjektiv unterschiedlich bewerten, d.h. sie unter-
oder tuberschitzen diese systematisch, obwohl sie sich auf einer objektiv
messbaren physiologischen Ebene nicht unterscheiden.

3) Gehirnaktivitit

Es wird angenommen, dass wenn der NPSR1 Genotyp assoziatives Lernen beeinflussen
sollte, Gruppenunterschiede in der Angstkonditionierung (CS+>CS- Unterschiede,

diskriminatives Konditionieren genannt) zwischen AA und T+ Trigern sichtbar werden
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sollten: Bei T-Trigern wirden grofere oder kleinere CS+>CS- Unterschiede in den
subjektiven Angstbewertungen und in der SCR als im Vergleich dazu bei den AA-
Homozygoten erwartet werden. Im Sinne einer potentiellen Beziehung zwischen dem
NPSR1 T-Allel und der Panikstérung wiirden groflere CS+>CS- Unterschiede eine
Ubertriebene (gesteigerte) Angstkonditionierung suggerieren (Bouton, Mineka, & Barlow,
2001; Grillon, Lissek, McDowell, Levenson, & Pine, 2007), wohingegen kleinere CS+>CS-
Unterschiede eher auf eine Ubergeneralisierung hindeuten wiirden (Grillon, Lissek,
McDowell, Levenson, & Pine, 2007; Lissek et al., 2010). Ein solches Ergebnis wiirde

lerntheoretische Erklirungsmodelle unterstitzen.

Wenn aber der NPSR1 Genotyp nur Einfluss auf die subjektiven Bewertungen haben sollte,
sollten T-Triger im Vergleich zu AA-Homozygoten erhohte Angstbewertungen, bei
Abwesenheit von vergleichbaren Unterschieden in der SCR, haben. Ein solches Ergebnis
wiirde suggerieren, dass das NPSR1 T-Allel ein erhohtes Risiko fiir Panikstérungen
darstellen wiirde, da es eine Art von katastrophisierenden (im Sinne von ibersteigerten)
Bewertungsprozessen fordern wiirde (Beck, Emery, & Greenberg, 1985; D. M. Clark, 1986;
Reiss & McNally, 1985). Ein solches Ergebnis wiirde eher die kognitiven

Erklirungsmodelle unterstiitzen.

Zusitzlich zu den Angstbewertungen und der SCR wurde Hirnaktivitit wihrend der
Aufgabe mittels fMRT gemessen. Der dorsale anteriore cingulire Kortex (dACC) und der
benachbarte dmPFC sind sehr wichtige Areale, die Angstverarbeitung vermitteln. Der
dACC/dmPCC ist zudem die einzige Hirnregion, die tiber die meisten
Konditionierungsstudien hinweg aktiv war (Mechias et al., 2010). In Ubereinstimmung mit
Tiermodellen wurde diese Region mit der Generierung autonomer konditionierter
Antworten, vorwiegend der SCR, in Verbindung gebracht (Gentil et al., 2009; Knight,
Nguyen, & Bandettini, 2005; Milad et al., 2007). Es ist die einzige Region in Mechias et al.
(2010), die sowohl in klassischen Konditionierungsaufgaben (bei welchen Lernen durch
Erfahrung vermittelt wird) sowie in instruierten Angstparadigmen (bei welchen Lernen

durch verbale Instruktionen vor der CS Prisentation vermittelt wird) aktiv war.
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Somit wurde uberpriift, ob bei einem Unterschied der NPSR1 Genotypen in der SCR,
dieser auch mit unterschiedlichen CS-evozierten neuronalen Antworten im dACC/dmPFC

verbunden ist.

Eine rostraler gelegene Region des dACC/dmPFC scheint in die bewusste Bewertung von
Bedrohung, aber nicht in die Generierung von sympathischen konditionierten Antworten,
involviert zu sein (Kalisch et al., 2006). Dieses Ergebnis konnte durch eine Metaanalyse mit
Studien, die explizite Evaluationen von emotionalen Stimuli untersucht haben (Lee &
Siegle, 2009), sowie durch eine Metaanalyse instruierter Angststudien, bei welchen die
bewusste Bewertung eine zentrale Rolle spielt (Mechias et al., 2010), bestitigt werden.
Weitere Befunde deuten darauf hin, dass diese Hirnregion nicht am Lernen von CS-UCS-

Kontingenzen beteiligt ist (Klucken, Tabbert, et al., 2009).

Daher soll in dieser Arbeit auch Uberpriift werden, ob bei einem Unterschied in den
subjektiven Angstbewertungen der NPSR1 Genotypgruppen dieser Unterschied auch mit
einer unterschiedlichen CS-evozierten Aktivierung des rostralen dACC/dmPFC

einhergeht.
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4.2 Methoden

Im  generellen ~ Methodenkapitel ~wurden  Screeningprozedur, Genotypisierung,
Versuchsaufgabe sowie die Messung und Auswertung der SCR, subjektiver

Angstbewertungen, Reaktionszeiten und fMRT niher beschrieben.

Im Folgenden werden daher die nur fir Studie 1 spezifischen Methoden sowie die

Vorverarbeitung der Daten und deren Auswertung naher beschrieben.

4.2.1 Versuchsteilnehmer

An der Studie nahmen n=66 gesunde rechtshindige Probanden teil. Von den Teilnehmern
waren 28 homozygot fir das NPSR1 A Allel (AA) (Durchschnittsalter 27.8 Jahre,
Altersspanne 23-40 Jahre). 38 Teilnehmer waren Triger mindestens eines NPSR1 T Allels
(T+). Davon waren 13 homozygot (T'T) und 25 heterozygot (AT). Das Durchschnittalter
aller T+ Teilnehmer war 28.0 Jahre, die Altersspanne betrug 19-42 Jahre. Zudem wurden
alle Teilnehmer fir den BDNF- und SLC6A4-Genotyp genotypisiert, da vorangegangene
Studien die Beteiligung beider Polymorphismen bei der Angstkondionierung oder -
extinktion zeigten (Crisan et al., 2009; Garpenstrand, Annas, Ekblom, Oreland, &
Fredrikson, 2001; Hajcak et al., 2009; Lonsdorf, Weike, et al., 2010; Lonsdorf et al., 2009;
Soliman et al., 2010). Ein Chi-Quadrat Test zeigte, dass nur die BDNF-Allel-Frequenzen
ungleich zwischen den NPSR1 Genotyp Gruppen verteilt waren. Aus diesem Anlass wurde
fir potenzielle BDNF und BDNF*NPSR1 Interaktionen durch deren Einbezug als
Kovariaten in allen beschriebenen Analysen kontrolliert.

Waurden zusitzlich DAT1, COMT und SLC6A4 Genotypen und ihre Interaktionen in die
Analysen miteinbezogen, verinderten sich die Ergebnisse fiir den NPSR1 Polymorphismus
nicht. Tabelle 2 fasst die Verteilungen der Genotypen zusammen. Die Beschreibung der

eingeschlossenen Teilnehmer fiir diese Studie ist in Tabelle 4 zusammengefasst.

4.2.2 Auswertung der Verhaltensdaten

Aufgrund der Tatsache, dass es nur wenige Versuchspersonen mit TT-Genotyp gab (n=66),
wurden diese mit Versuchspersonen, die den AT-Genotyp hatten zu einer Genotypgruppe

zusammengefasst (T+). Entsprechend erfolgte die Auswertung der Daten zunichst mit zwei
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Genotypgruppen (AA und T+). Anschliefend wurde auch eine Auswertung der
Verhaltensdaten mit drei Genotypgruppen durchgefihrt (AA,AT, TT).

Alle berechneten Varianzanalysen (ANOVAs) erfolgten separat pro Phase (Akquisition,
Extinktion und Reakquisition) und enthielten die Intersubjekt-Faktoren Stimulus (CS+,
CS-) sowie Zeit. Bei den SCR-Daten wurde ein Mittelwert von 6 aus insgesamt 18 SCR-
Durchgingen pro Phase und Stimulus gebildet. Insgesamt wurden 3 gemittelte SCR-Daten
pro Phase und Stimulus gebildet. Die Angstbewertungen bestanden aus drei Bewertungen
pro Phase. Alle gemittelten SCR-Daten und Angstbewertungen wurden in der Extinktion

und Reakquisition auf den letzen Wert der Vorphase normiert.

Der Zwischensubjekt-Faktor Genotyp hatte zwei bzw. drei Abstufungen in allen ANOVAs
(AA und T+ bzw. AA und AT und TT). Die Analysen enthielten zudem den BDNF
Genotyp sowie die BDNF*NPSR1-Interaktion als Kovariaten.

SCR

Drei Versuchsteilnehmer zeigten keine SCR auf den UCS und wurden aus der weiteren
SCR-Analyse ausgeschlossen. Auf Grund technischer Problemen konnten bei weiteren acht
Versuchspersonen keine Daten aufgezeichnet werden. Somit konnte insgesamt von n=55
Versuchspersonen (in der AA-Gruppe n=22; in der T+-Gruppe n=33) die SCR ausgewertet

werden.

Angstbewertungen

Aufgrund technischer Probleme konnten Angstbewertungen in vier Versuchsteilnehmern
nicht aufgezeichnet werden. Somit konnten in der AA-Gruppe n=26 und in der T+-Gruppe
n=36 Angstbewertungen ausgewertet werden. Da der Verlust der vier Datensitze nur in
Versuchspersonen mit verwendbaren SCR-Daten auftrat, gab es eine Uberlappung in der
AA-Gruppe bei n=21 Versuchsteilnehmern und in der T+-Gruppe bei n=30, bei welcher

sowohl Angstbewertungen wie auch SCR ausgewertet werden konnten.

Reaktionszeiten

Die Reaktionszeiten der beschleunigten Entscheidungsaufgabe (siche Kapitel 3) konnten in

sieben Versuchsteilnehmern nicht aufgezeichnet werden. Somit konnten in der AA-Gruppe
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n=26 Versuchspersonen und in der T+-Gruppe n=33 Versuchspersonen auf ihre
Reaktionszeiten hin ausgewertet werden. Da es keine signifikanten Effekte des Stimulus,
des zeitlichen Verlaufs oder des Genotyps auf die Reaktionszeiten gab und die Genauigkeit
der Angaben sehr hoch war (nur 22 Auslasser und 21 falsche Antworten in allen
Versuchspersonen insgesamt tiber das gesamte Experiment) wurden die Daten nicht weiter

ausgewertet.

fMRT

Es konnten alle n=66 Versuchspersonen in die fMRT-Analyse eingeschlossen werden. Die
Vorverarbeitung der MR-Bilder wurde im Methodenkapitel ausfiithrlich erldutert (sieche

Kapitel 3).

Tabelle 2: Verteilung der Genotypen

NPSR1 AA NPSR1 T+

Homozygote (AT, TT)
BDNF Genotyp Verteilung (GG, GA, AA)* 29,17 0,15,23
SLC6A4 Genotyp Verteilung (ss, sl, 11)** 4,13,11 4,15,15
DAT1 Genotyp Verteilung (9/9, 9/10, 10/10)*** 0,14,14 2,16,20
COMT Genotyp Verteilung (GG, GA, AA)™™ 9,10,9 9,11,18

*Val/Val, Val/Met, Met/Met Aminosduren an Position 66; ** s: kurzes Allel , I: langes Allel. **, 9: 9-Repeat
Allel, 10: 10-Repeat Allel; *** Val/Val, Val/Met, Met/Met Aminosiuren an Position 158.
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Tabelle 3: Charakterisierung der eingeschlossenen Versuchsteilnehmer?

NPSR1AA NPSR1T Df F P
Homozygote Triger (AT, TT) Gruppen-
(Mittelwert = SD)  (Mittelwert + SD) vergleich
Soziale Erwiinschtheit 12.6+2.7 11.7£3.9 1,57 1.54 0.220
Trait Angst 33.326.0 33.1+6.3 1,57 0.04 0.842
Negativer Affekt 16.1+3.7 16.0£4.6 1,57  0.39 0.827
Positiver Affekt 35.926.0 34.7+5.2 1,57 137 0.247
Depressionswert 7.2+4.8 7.6+4.7 1,57 0 0.952
PANAS: munter 3.6x0.9 3.5:0.8 1,49 0.14 0.710
PANAS: aufmerksam 4.0x0.9 3.8:0.5 1,49 212 0.151
PANAS: aktiv 3.8:0.8 3.7x0.7 1,49 0.28 0.958
Individuelle Schmerzschwelle 3.0£0.8 3.2£3.1 1,62 0.32 0.575
(mA)
Gewihlte UCS Intensitit 33.9+24.1 36.3+27.7 1,62 0.01 0.941
(mA)
erste UCS-SCR (uS) 0.23+0.24 0.23:0.22 1,62 0.05 0.826
Gemittelter UCS-SCR (uS) 0.14:0.13 0.10:0.13 1,51 154 0.221
Post-Habituations CS+ 14.7+16.4 9.1£15.4 1,59 1.44 0.235
Angstbewertung
Post-Habituations CS- 14.5+£14.7 8.6+14.8 1,59 247 0.121
Angstbewertung
Body Mass Index (BMI) 23.3+2.0 23.4:3.4 1,61  0.39 0.532
Alkoholkonsum 3.9+3.5 3.5+3.1 1,62 0.16 0.687
(Gliser/Woche)
Rauchen (Zigaretten/Woche) 1.1£2.7 1.5+3.4 1,62 0.01 0.916
Kannabiskonsum 0.04+0.19 0.03x0.16 1,62 0.03 0.864
(Joints/Monat)
Kaffeekonsum (Tassen/Tag) 1.2£1.1 1.2+1.1 1,62 0.08 0.784
Schulbildung (Jahre) 11.8+0.9 11.9+0.8 1,62 1.25 0.268

2 Alle Tests wurden im Methodenkapitel genannt
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4.2.3 Auswertung der MR-Bilder

Die statistische Auswertung der aufgezeichneten MR-Bilder erfolgte nach
Standardauswerteprozeduren fiir IMRT-Bilder. Dafiir wurden die Bilder zunichst per First
Level-Analyse ausgewertet bevor sie auf Gruppenebene mittels Second Level-Analyse

ausgewertet werden konnten.

Auf der First Level-Ebene wurden CS+ und CS- als 5-Sekunden lange Regressoren und

die Angstbewertungen als 14-Sekunden lange Regressoren modelliert. Zudem wurden der

UCS-Onset und Tastendriicke modelliert.

Fur die Second Level-Analyse wurden die CS+ und CS- Kontrastbilder der einzelnen
Versuchspersonen mit einem 10mm FWHM-Filter geglittet, um interindividuelle
Abweichungen in den exakten Lokalisationen der einzelnen Aktivierungen zu

beriicksichtigen.

Die Designmatrix bestand aus 4 Regressoren (z.B. fiir CS+ und CS- Unterschiede: 1 T+
CS+ und 1 T+ CS- Regressor, 1 AA CS+ Regressor und 1 AA CS- Regressor). Die
Signifikanztestung erfolgte mittels voxelweisem T-Test. Das Modell enthielt zudem eine
Korrektur fiir mogliche Abhingigkeiten der Bedingungen, die sich im Fehlerterm auswirken

(non-sphericity).

Eine Korrektur fir multiple Vergleiche (family-wise error (FWE)) erfolgte in den zwei
»Regionen von Interesse“ (ROI) des dACC/dmPFC. Die rostrale ROI war eine Box mit
den Voxeldimensionen x,y,z = 20,16,16 zentral um die Koordinate 0,38,28 gelegen. Diese
Wahl erfolgte aufgrund einer fritheren Arbeit (Kalisch et al., 2006), bei welcher die
maximale Aktivitit in -8,38,28 festgestellt worden ist. Die Box wurde zentral (bei x=0)

angelegt, um den dACC/dmPFC bilateral analysieren zu konnen.

Die weiter posteriore JACC/dmPFC ROI war eine identisch grofle Box zentral um die
Koordinate 0,32,32 gelegen. Diese entsprach der Mittelung aus dem maximalen Effekt
zweier friherer Studien, welche die Hirnaktivitit mit CS-evozierter SCR wihrend der

Konditionierung korrelierten (Knight et al., 2005; Milad et al., 2007).
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In einer zusitzlichen explorativen Analyse, die das gesamte Gehirn umfasste, wurden die

anatomischen Bezeichnungen mit Hilfe des Gehirnatlas von Durvernoy vorgenommen

(Duvernoy, 1999).
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4.3 Ergebnisse

4.3.1 Verhaltensergebnisse mit zwei Genotypgruppen (AA,T+)

Alle folgenden Verhaltensergebnisse sind nach den einzelnen Phasen Akqusition,

Extinktion und Reakquisation aufgelistet.
Akquisition

SCR
Signifikante Stimulus- (F(1,50)=29.44, p<0.001) und Zeiteffekte (F(1,50)=7.34, p=0.009)
sowie eine signifikante Stimulus*Zeit-Interaktion (F(1,50)=21.19, p<0.001) wiesen auf eine
erfolgreiche Konditionierung hin. Der signifikante Haupteffekt zeigt, dass beim CS+
hohere SCR als beim CS- beobachtet werden konnte. Ein signifikanter Genotypeftekt
(p=0.553) oder eine Interaktion des Genotyp mit anderen Faktoren konnte nicht beobachtet

werden (p>0.362).

Angstbewertungen

Die Angstbewertungen in der Akquisition zeigten signifikante Stimulus- (F(1,58)=202.02,
p<0.001) und Zeiteffekte (F(1,58)=4.43, p=0.04) sowie eine signifikante Stimulus*Zeit-
Interaktion (F(1,58)=12.03, p=0.001). Auch hier zeigt der signifikante Haupteffekt, dass auf
den CS+ hohere Bewertungen als auf den CS- beobachtet werden konnten. Diese

Ergebnisse deuten ebenso auf eine erfolgreiche Konditionierung hin.

Zusitzlich konnte ein signifikanter Genotypeffekt (F(1,58)=8.98, p=0.004) beobachtet
werden, der mit den anderen Faktoren nicht interagierte (p>0.13). Um besser zu verstehen,
wie der NPSR1 Genotyp die Angstbewertungen beeinflusst, wurden drei separate post-hoc
ANOVAs (CS+ Bewertung, CS-Bewertung, CS+>CS- Unterschiede) durchgefiihrt. Diese
Analysen zeigen, wie in Abbildung 8 deutlich wird, dass T+-Triger des NPRS1 Genotyps
ihre konditionierte Antwort auf den CS+ (F(1,59)=5.61, p=0.021) wie auch auf den CS-
(F(1,59)=6.68, p=0.012) signifikant stirker bewerten als AA-Homozygote: So sind die
Mittelwerte fiir den CS+ und den CS- bei den T+-Trigern signifikant hoher. Unterschiede
in der diskriminativen Konditionierung gab es nicht (CS+>CS-: F(1,59)=1.17, p=0.28).
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Abbildung 8: Zeitverliufe der a SCR und b Angstbewertungen fiir die einzelnen Genotypengruppen
tiber das gesamte Experiment hinweg. Die x-Achse stellt die Mittelungen tber je drei Durchginge
(SCR, Abbildung a) bzw. die einzelnen Angstbewertungen (Abbildung b) dar.

Extinktion

SCR
Eine erfolgreiche Extinktion wurde durch den signifikanten Stimuluseffekt (F(1,50)=15.05,
p<0.001) und eine signifikante Stimulus#Zeit-Interaktion (F(1,50)=14.84, p<0.001)
deutlich. Die SCR-Werte sind auf den CS+ hoher als auf den CS- und nehmen tber die

Zeit ab. Alle anderen Effekte waren nicht signifikant (p>0.159).

Angstbewertungen

Subjektive Angstbewertungen zeigten signifikante Stimulus- (F(1,58)=202.02, p<0.001)
und Zeiteffekte (F(1,58)=23.18, p<0.001) sowie eine signifikante Stimulus*Zeit-Interaktion
(F(1,58)=21.16, p=0.001). Diese Ergebnisse bestitigen im Einklang mit der SCR die

erfolgreiche Extinktion.

Es wurde zusitzlich ein signifikanter Genotypeffekt (F(1,58)=6.57, p=0.013) gefunden. Um

diesen weiter zu explorieren, wurde eine post-hoc ANOVA auf den gemittelten CS+
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Bewertungen in der Extinktion gemacht. Diese Analyse zeigte jedoch, dass der signifikante
Genotypeffekt auf den hoheren CS+ Bewertungen der T+-Triger in der vorangegangenen
Konditionierungsphase beruhte (F(1,59)=3.73, p=0.058): Die Bewertung von CS+-
Reaktionen in dieser Gruppe begann nicht nur auf einem héheren Niveau in der
Extinktionsphase (siche Abbildung 8), sondern zeigte auch einen steileren Abfall
(Unterschied zwischen der letzten CS+ Bewertung in der Akqusition und der letzten CS+
Bewertung in der Extinktion mittels post-hoc ANOVA: F(1,59)=4.03, p=0.049). Dieser
Abfall spiegelt sich in dhnlichen Bewertungen am Ende der Extinktion in beiden Gruppen
wieder. Zusammengefasst zeigen beide Genotypgruppen eine dhnlich gute Extinktion ihrer

Angstantworten.
Reakquisition

SCR
In der Reakquisitionsphase zeigte die SCR einen starken Stimulus- (F(1,50)=17.78,
p<0.001), einen trendartigen Zeiteffekt (F(1,50)=3.26, p=0.077) und keine Stimulus*Zeit-

Interaktion (p=0.661). Alle anderen Effekte waren nicht signifikant (p>0.172).

Angstbewertungen

Die Angstbewertungen zeigten einen signifikanten Stimuluseffekt (F(1,58)=202.02,
p<0.001), einen trendartigen Zeiteffekt (F(1,58)=2.69, p=0.091) sowie eine signifikante
Stimulus*Zeit-Interaktion (F(1,58)=12.81, p=0.001).

Auch konnte ein trendartiger Genotypeffekt (F(1,58)=3.31, p=0.074) beobachtet werden,
welcher potenziell an die Unterschiede der CS+ Bewertungen gekoppelt sein konnte (post-

hoc ANOVA: F(1,59)=3.24, p=0.077).
4.3.2 Verhaltensergebnisse mit drei Genotypgruppen (AA,AT,TT)

Um weiter zu explorieren, welchen Effekt das T-Allel auf die Verhaltensmessungen hat und
ob das Allel méglicherweise einen dominanten Effekt haben kénnte, wurden fir die SCR
sowie die Angstbewertungen und jede der drei experimentellen Phasen (Akquisition,
Extinktion und Reakquisition) zusitzliche ANOVAs berechnet. Die Ergebnisse sind in
Tabelle 4 aufgelistet.

Die SCR-Analysen zeigten in allen drei experimentellen Phasen keine signifikanten

Genotypeftekte.
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Signifikante oder trendartige Genotypeffekte konnten nur bei den Angstbewertungen
beobachtet werden: Wurden alle drei Genotypen (AA,AT,TT) in der Analyse der
Akquisitionsphase berlicksichtigt, konnte ein signifikanter Genotypeffekt (p=0.014)
beobachtet werden. Auch konnte ein signifikanter Genotypeffekt in der Akquisitionsphase
beobachtet werden, wenn in die Analyse nur AA- und AT-Triger miteinbezogen wurden
(p=0.008). Wurden jedoch nur AT- und TT-Triger in die Analyse miteinbezogen, war die
Analyse nicht mehr signifikant (p=0.553). In der Extinktion war die Analyse nur mit allen
drei Genotypen (AA,AT,TT) signifikant (p=0.011). In der Reakquisation war nur die
Analyse signifikant, wenn nur AA und AT miteinbezogen wurde (p=0.044). Die Analyse
mit allen drei Genotypen in der Reakquisation zeigte nur trendartige Effekte (p=0.099).

Tabelle 4: Verhaltensergebnisse mit den drei Genotypgruppen (AA,AT, TT)

SCR
A1: AAvs AT vs TT
A2: AAvs AT

A3: AT vs TT

Angstbewertungen
A1: AAvs AT vs TT
A2: AAvs AT

A3: AT vs TT

Akquisition

F(1,49) = 0.25, p = 0.783
F(1,39) = 0.00, p = 0.933

F(1,29) =0.33,p = 0.574

F(1,57) = 4.62, p = 0.014*
F(1,46) = 7.80, p = 0.008*

F(1,32) = 0.36, p = 0.553

4.3.3 fMRT-Ergebnisse

Extinktion

F(1,49) = 0.02, p = 0.982
F(1,39) = 0.02, p = 0.897

F(1,29) = 0.00, p = 0.597

F(1,57) = 4.94, p = 0.011*
F(1,46) = 8.97, p = 0.064

F(1,32) = 0.04, p = 0.850

Reakquisition

F(1,49) = 0.68, p = 0.413
F(1,39) = 1.10, p = 0.301

F(1,29) = 1.01, p = 0.324

F(1,57) = 2.41, p = 0.099
F(1,46)= 4.28, p = 0.044*

F(1,32) = 1.45, p = 0.230

Da der Genotyp in den Verhaltensergebnissen Auswirkungen auf die Akquisitionsphase
hatte, wurde die fMRT-Analyse auf diese Phase fokussiert. Es wurde eine stirkere rostrale
dACC/dmPFC-Aktivitit in T+-Tridgern im Vergleich zu AA-Homozygoten erwartet. Ein
Cluster in der rechten rostralen dACC/dmPFC-ROI zeigte einen signifikanten
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Gruppenunterschied bei Antworten auf CS+ im Sinne einer stirkeren Aktivierung (siche

Abbildung 9 und Abbildung 10).

Abbildung 9: Rostrale dJACC/dmPFC Aktivitit auf den CS+ bei T+ vs AA Trigern;
x,y,z —Koordinaten: 6,46,24; p=0.032 (small volume correction).
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Abbildung 10: Rostrale JACC/dmPFC CS+ und CS- Antworten in allen drei Phasen bei T+ vs AA
Trigern; Fehlerbalken: Standardfehler des Mittelwerts.

CS- Antworten zeigten keinen Effekt des Genotyps auf den dACC/dmPFC.

Die rostrale dACC/dmPFC CS+ Antworten waren zudem iiber alle Probanden signifikant
mit den durchschnittlichen CS+ Angstbewertungen korreliert (R=0.317, p=0.011;
Abbildung 11), auch wenn fiir CS+-SCR kontrolliert wurde (R=0.312, p=0.026).
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Abbildung 11: Korrelation der dmPFC CS+ Antworten mit den Angstbewertungen

Es gab keine vergleichbaren Gruppenunterschiede beziiglich neuronaler Aktivititen im eher

posterioren dACC/dmPFC (p<0.001 unkorrigiert).

In Ubereinstimmung mit unseren Verhaltensergebnissen, die keinen Effekt des NPSR1
Genotyps auf diskriminatives Lernen (CS+>CS-) gezeigt haben, konnten auch keine
Gruppenunterschiede fiir CS+>CS- in anatomischen Regionen gefunden werden (p<0.001

unkorrigiert). Die Ergebnisse dieser explorativen Analyse sind im Anhang dargestellt.
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4.4 Diskussion

Die Auswertung der Verhaltensergebnisse mit zwei Genotypgruppen (AA und T+) zeigt,
dass der NPSR1 Genotyp keine Auswirkungen auf diskriminatives Lernen (CS+>CS-) oder
auf die Generierung physiologischer CRs in allen drei experimentellen Phasen hatte.
Vielmehr scheint er speziell die Gewichtung der CS-evozierten subjektiven Bewertungen
der T+-Triger wihrend der Akquisitionsphase und vielleicht auch der Reakquisitionsphase
zu beeinflussen. So konnte in der Akquisitionsphase gezeigt werden, dass T+-Triger ihre
konditionierte Antworten auf den CS+ und den CS- stirker bewerteten als AA-
Homozygote und dies obwohl sich ihre physiologischen CRs nicht unterschieden. Die
Ergebnisse der Reakquisition sind dhnlich, waren aber in den Analysen nicht signifikant.
Die Reakquisitionsphase scheint daher eine im Vergleich zu der Akquisitionsphase weniger

sensitive Manipulation fir die Aufdeckung von NPSR1 Genotypeftekten zu sein.

Die Splittung der beiden Genotypgruppen (AA,T+) auf  drei Genotypgruppen
(AA,AT,TT) zeigte signifikante oder trendartige Genotyp-Effekte in den Analysen immer
dann, wenn die Analysen mit zwei Genotypgruppen (AA und T+) auch signifikante oder
trendartige Ergebnisse zeigten. Die Ergebnisse der beiden Analysemethoden waren damit
im Einklang. Ein Vergleich der T-Triger (AT, TT) untereinander zeigte keine
signifikanten oder trendartigen Effekte in den Verhaltensdaten. Diese Ergebnisse deuten
auf einen dominanten Effekt des T-Allels hin. Die Validitit dieses Ergebnisses ist jedoch
stark eingeschrinkt aufgrund der Tatsache, dass nur sehr wenige TT-Triger (n=13) in der
Stichprobe waren. Weitere Studien werden bendtigt, um zu tberprifen, ob das T-Allel

tatsichlich einen dominanten Einfluss auf Angstbewertungen hat.

Zusammengefasst weisen die Verhaltensergebnisse also darauf hin, dass der NPSR1
Genotyp einen Einfluss auf die bewusste Bewertung emotionaler Reaktionen auf Stimuli,
die auf Gefahr hinweisen, hat. Versuchsteilnehmer mit dem T-Allel haben
Stress/Angst/Anspannung wihrend der Akquisitionsphase des Experimentes hoher als im

Vergleich dazu die AA-Homozygoten bewertet.

Da sich die autonomen physiologischen Antworten (SCR) zwischen den Gruppen nicht

unterschieden und beide Gruppen eine dhnliche Neigung hatten, sich sozial erwlinscht zu
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verhalten (siche Tabelle 3), manifestieren sich die Gruppenunterschiede lediglich in den
subjektiven Angstbewertungen im Sinne einer generell negativeren Bewertungstendenz in
T-Trigern im Vergleich zu AA-Homozygoten. Die T-Triger bewerteten den CS+ und
CS- wesentlich stirker als im Vergleich dazu die AA-Homozygoten. Dieses Ergebnis
spricht gegen eine Assoziation des NPSR1 Genotyps mit einem assoziativen Lernprozess
bei der Entstehung von Panikstérungen. Eher deutet dieses Ergebnis auf eine kognitive
Erklirung fiir den Einfluss des NPSR1-T-Allels auf die Entstehung von Panikstérungen
hin.

Es konnten in diesem Experiment keine Effekte des Genotyps auf die CS-evozierte
elektrodermale Aktivitit (SCR) beobachtet werden. Gewohnlich wird aber erwartet, dass
korperliche (z.B. SCR) und kognitive konditionierte Antworten (z.B. subjektive
Bewertungen) sich dhnlich verhalten und parallel verlaufen, d.h. je mehr jemand auf
korperlicher Ebene reagiert, um so hoher miusste die Person ihre Reaktion bewerten.
Umgekehrt wiirde man erwarten, dass je mehr eine Person denkt, sie oder er sei verdngstigt
oder bedroht, umso mehr sollte ihr oder sein Koérper darauf reagieren. In der hier
vorgestellten Studie wurde jedoch beobachtet, dass T-Triger keine erhohten SCR-
Antworten im Vergleich zu AA-Homozygoten zeigten, obwohl sie ihre Reaktionen stirker
bewerteten. Dieses Ergebnis scheint nicht intuitiv und im Widerspruch zu kognitiven
Theorien der Panik wie auch zu unzihligen Forschungsergebnissen aus einem

Forschungsfeld, welches den Einfluss von Bewertungsprozessen auf emotionale Antworten

untersucht (Gross, 2002; Scherer, 2001).

Eine Moglichkeit, diesen Widerspruch aufzulésen, wire es anzunehmen, dass unsere
Messung der SCR  eine unzureichende Methode ist, um  physiologische
Genotypenunterschiede aufzudecken. Diese Erklirung ist aber sehr unwahrscheinlich, da
unsere Methode sensitiv genug ist, CS+ vs. CS- Unterschiede sowie deren Extinktion und
Reakquisition aufzudecken. Hinzu kommt die Tatsache, dass T-Triger tendenziell eher
kleinere SCR-Amplituden als AA-Homozygote wihrend Akqusition und Extinktion
hatten. Damit ist es nur schwer méglich, den starken Effekt in der Angstbewertung auf der
Basis eines etwaitigen subtilen, versteckten SCR-Effekts in dieser groflen Stichprobe zu
erkliren. Erst vor kurzem wurde eine dhnliche Dissoziation zwischen bewusster Bewertung

und anderen physiologischen Antworten (Herzrate) in einem anderen Angstparadigma in

gesunden Probanden gefunden (Kalisch et al., 2006).
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Daher bevorzugen wir die alternative Erklirung, dass ein verstirkender Einfluss bewusster
negativer Bewertungen auf korperliche Angstreaktionen so lange eingeschrinkt ist (im
Sinne, dass es keine ,sichtbaren® korperlichen Angstreaktionen gibt), so lange das
Angstlevel moderat ist. Dies mag insbesondere bei gesunden Probanden der Fall sein, wenn
sie einen moderat schmerzvollen Stimulus appliziert bekommen, von dem sie genau wissen,
dass dieser ihnen keinen physischen Schaden zufiigen wird und welchen sie unter Kontrolle
haben, da sie jederzeit das Experiment abbrechen kénnen. Derartige Umstinde erlauben es
den Probanden, kognitive Umbewertungen anzuwenden, von denen erwiesen ist, dass sie
schmerzlinderndes und angstminderndes Potential haben und daher hemmend auf die CR
auswirken konnten (Kalisch et al., 2005). Die bewusste Bewertung miisste somit erst ein
bestimmtes Level des Katastropierens erreichen, um starke steigernde Effekte auf
korperliche Reaktionen zu erzielen und so die Schwelle zum Teufelskreis aus sich

gegenseitig verstirkenden Bewertungen und Koérperreaktionen zu tiberschreiten.

Zusitzlich waren die CS+- Angstbewertungen mit einer erhdhten neuralen Aktivitit des
rostralen dACC/mPFC verbunden, welcher in vorangegangenen Studien mit bewusster
Bewertung von bedrohlichen Stimuli oder Situationen in Verbindung gebracht worden ist
(Kalisch et al., 2006). Weiter bekriftigt wird dieses gefundene Ergebnis durch die
signifikante Korrelation zwischen den dACC/dmPFC CS+ Antworten und den
durchschnittlichen CS+ Angstbewertungen im Experiment. Uberraschenderweise zeigten
die CS- Antworten keinen Effekt des Genotyps auf diese Hirnregion trotz der Unterschiede
in den Verhaltensdaten (Angstbewertung). Eine mégliche Erklirung dafiir konnte sein, dass
Gruppeneffekte in den generell sehr schwachen CS- Antworten durch Rauschen maskiert

worden sein konnten.

Zusammengefasst konnte weder in physiologischen (SCR) noch in subjektiven
(Angstbewertungen) oder neuralen Antworten (Bildgebung) ein Indiz fiir einen Effekt des
NPSR1 Genotyps auf diskriminatives Konditionieren (CS+ vs CS-) gefunden werden, was
stark dafiir spricht, dass der NPSR1 Genotyp assoziatives Lernen wihrend des Paradigmas
nicht beeinflusst hat. Somit kann kein assoziativer Lernprozess von CS-UCS-Kontingenzen
(im Sinne von lerntheoretischen Erklirungsmodellen) mit dem NPSR1 Genotyp assoziiert

werden.

Nichtsdestotrotz erlauben die Daten anzunehmen, dass T-Allel Triger ein erhohtes Risiko
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haben, eine Panikstérung zu entwickeln, weil sie ihre korperliche Erregung auf aversive
Stimuli in einer katastrophisierenden Art und Weise missinterpretieren, da sie die Stimuli
im Experiment deutlich stirker bewerteten als im Vergleich AA-Homozygoten. Diese
Erklirung wiirde zu den kognitiven Entstehungsmodellen der Panik gut passen.
Vorliegende Ergebnisse geben starke Hinweise darauf, durch welche Hirnregion
,Katastrophisieren  (rostraler =~ dACC/dmPFC) vermittelt wird und welches
Neurotransmittersystem (NPS) daran beteiligt sein konnte. Interessant ist in diesem
Zusammenhang, dass der rostrale dACC/dmPFC bei krankheitsrelevanter Stimulation
hyperaktiv ist und dass Reduktion der grauen Substanz in dieser Region bei Patienten mit
einer Panikstorung im Gegensatz zu Gesunden festgestellt werden konnte (Asami et al.,
2008; Boshuisen, Ter Horst, Paans, Reinders, & den Boer, 2002; van den Heuvel et al,,
2005). Auch ist noch zu erwihnen, dass die einzige Teilregion des mPFC in welcher Ratten
eine NPSR1 mRNA-Expression zeigen, der dorsale Teil ist (Xu et al., 2007).

Diese Ergebnisse stiitzen weiter die potentielle Beziehung zwischen dACC/dmPFC
abhingigen Prozessen und der Panikst6rung.

Bemerkenswert ist auch, dass der Austausch negativer durch positive Bewertungen (durch
bewusste Emotionsregulation) in einer angstauslosenden Situation angstbezogene rostrale
dACC/dmPFC-Aktivierung schwicht (Kalisch et al., 2005), wie man es erwarten wiirde,
wenn diese Hirnregion die Bewertung von Bedrohung vermittelt. Zusammengefasst bieten
die hier vorgestellten Ergebnisse wichtige weiterfiihrenden Hypothesen, die in naher
Zukunft weiter erforscht werden sollten. Im Speziellen wiren Studien in Panikpatienten
interessant, welche tberpriifen sollten, ob eine dhnliche genetisch modulierte Dissoziation
zwischen physiologischen konditionierten Antworten wund expliziten subjektiven
Bewertungen auch in Patienten beobachtet werden kann und ob diese, wie in dieser Studie

gezeigt, mit dACC/dmPFC-Aktivierung in  Bedrohungssituationen einhergeht
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5 Studie 2: Einfluss des meso-striatalen

dopaminergen Systems auf Angstextinktion

5.1 Einleitung

Wie im Kapitel 1.3.2 niher beschrieben, erkliren klassische assoziative Lerntheorien
Angstkonditionierung mit Hilfe eines aversiven Vohersagefehlersignals 8ay, welches die

Diskrepanz zwischen erwarteter und tatsdchlich erhaltener negativen Verstirkung
widerspiegelt. Im Verlauf der Konditionierung, d.h. mit zunehmender Anzahl von CS-
UCS-Paarungen, steigt der erwartete, aversive Wert des CS (V.) an, wihrend der
Vorhersagefehler, der zu Beginn grof ist, immer kleiner wird (Rescorla & Wagner, 1972;
Sutton & Barto, 1998).

Wird der UCS tberraschend ausgelassen, wird ein negativer (oder umgekehrter) aversiver
Vorhersagefehler generiert, welcher den Wert von V,, kleiner werden lésst. Dieser Prozess
beschreibt die Extinktion konditionierter Angstantworten (CR) durch wiederholte,
ungepaarte CS-Prisentationen (also ohne UCS) (Rescorla & Wagner, 1972). Extinktion ist
die theoretische Basis der Expositionstherapie, bei welcher ein Patient wiederholt mit dem
Ausléser seiner Angste konfrontiert wird (z.B. konnte der CS bei Agoraphobie ein offener
Platz sein). Der Patient macht wihrend der Exposition die Erfahrung, dass die
vorhergesagte Wirkung des Auslésers nicht mehr vorhanden oder weniger verheerend als
erwartet ist (z.B. kollabiert der Patient nicht) (Rothbaum & Davis, 2003).

Ein hiufig repliziertes Ergebnis ist, dass die CR nach erfolgreicher Extinktion
wiederkommen kann (durch Prozesse der Spontanerholung, Erneuerung und des
Widerinkraftsetzens), was darauf hindeutet, dass die CS-UCS Assoziation (V,,) in der
Extinktionsphase nicht einfach vergessen wird, sondern dass eine vollstindig neue
inhibitorische Assoziation (CS-kein UCS), also ein neuer Lernprozess, diese tUberlagert
(Bouton, 2004; Myers & Davis, 2002; Pavlov, 1927).

Auch gibt es zahlreiche Belege dafiir, dass die neuronalen Systeme von Konditionierung
sowie Extinktion nicht vollstindig tberlappen (Gottfried & Dolan, 2004; Heldt, Stanek,
Chhatwal, & Ressler, 2007; Herry et al., 2008; Jungling et al., 2008; C. H. Lin, Yeh, Lu, &
Gean, 2003; Marsicano et al., 2002).
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Die Annahme, dass Extinktion durch dasselbe Lernsystem vermittelt wird wie
Konditionierung, kann daher nicht aufrecht erhalten werden. Es muss viel mehr
angenommen werden, dass Konditionierung und Extinktion durch z.T. unterschiedliche
Prozesse gesteuert werden.

Alternativ konnte z.B. das Weglassen eines erwarteten aversiven UCS in der Extinktion als
appetitiver oder belohnender Vorhersagefehler (8.,,) konzeptualisiert werden und die darauf
folgende Reduktion der UCS-Vorhersage V., als Generierung einer belohnungsartigen
Sicherheitsvorhersage V.. Aus dieser Perspektive konnte Extinktion durch ein
entgegengesetztes appetitives Lernsystem gesteuert werden. Belohnungslernen wird mit
dem meso-striatalen DA-System, das im Kapitel 1.4.2 nidher erldutert worden ist, in
Verbindung gebracht (Montague, Hyman, & Cohen, 2004; Pessiglione, Seymour, Flandin,
Dolan, & Frith, 2006; Schultz, 2006). Es gibt Belege dafiir, dass der 8., durch einen
phasischen Anstieg der Feuerungsrate DA-erger Neurone mit Ursprung im Ventralen
Tegmentum und der Substatia Nigra (SN), welche ins ventrale Striatum (VS) projizieren,
vermittelt wird (Schultz, 2006). Daher wurde vorgeschlagen, dass die DA-erge
Ausschittung im VS wihrend der 8.y,-Signaltransduktion bei der Angstextinktion involviert
sein konnte (Holtzman-Assif et al., 2010). Der Befund einer Tierstudie, wonach die DA-
Signaltransduktion via D1 Rezeptoren notwendig fiir die Extinktion ist (ElI-Ghundi et al.,
2001), unterstiitzt weiter die potenzielle Beziehung zwischen Angstextinktion und
Belohnungssystem.

Ein Ziel dieser Studie war es daher zu tberpriifen, ob das VS appetitive Vorhersagefehler
(8app) wihrend der Extinktion enkodiert.

Die extrazellulire DA-Konzentration im Striatum wird vorwiegend durch die DA-
Wiederaufnahme durch den Dopamintransporter (DAT1) reguliert (Cragg & Rice, 2004).
Das 9-repeat-Allel (9R) des Dopamintransporterpolymorphismus geht vermutlich mit
geringerer DAT1 Expression einher, als im Vergleich dazu das 10-repeat-Allel, wie in den
meisten Studien berichtet worden ist. Dadurch ist anzunehmen, dass die extrasynaptischen
DA-Konzentrationen im Striatum u.a. wihrend der phasischen DA-Ausschiittung bei 9R-
Trigern erhoht sind (Heinz et al., 2000; Jacobsen et al., 2000).

Wenn angenommen wird, dass das meso-striatale DA-System in die Extinktion involviert
ist, wiirde man erwarten, dass das DAT1 9R-Allel mit verbesserter Extinktion wie auch mit
einer erhdhten neuronalen 8., Signaltransduktion im VS verbunden ist.

Um diese Hypothese zu tberpriifen, wurde ein Experiment mit gesunden Probanden, die
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auf Grundlage ihres DAT1 Genotyps vorselektiert wurden, durchgefihrt. Es wurden 9R-
Triger (9/9 Genotyp und 9/10 Genotyp) mit nicht9R-Trigern (Genotyp 10/10) verglichen.
Die Gruppierung wurde aufgrund eines relativen Mangels an 9R-Trigern und identischer
Vorgehensweise in fritheren Bildgebungsstudien vorgenommen (Heinz et al.,, 2000;
Jacobsen et al., 2000).

Auch wurden inter-individuelle Verinderungen der Catechol-O-Metyltransferase (COMT)
Funktion untersucht. Im Gegensatz zu DAT1 beeinflusst COMT vorwiegend den PFC,
wo sie in den synaptischen Spalt ausgeschiittetes DA spaltet und somit die extrazelluliren
Konzentrationen reguliert (Tunbridge et al., 2006). Der Val”®Met Polymorphismus der
COMT mit der weniger aktiveren met-Variante (Chen et al., 2004) und einer hoheren
DA-Konzentration im PFC wurde im Kapitel 1.4.2 niher beschrieben. Prifrontales DA
scheint in Ratten eine Rolle bei der Extinktion zu spielen (Morrow et al., 1999). Auch
zeigte eine aktuelle Humanstudie, dass Versuchsteilnehmer, die homozygot fiir das COMT
met-Allel waren, in der Extinktionsleistung wesentlich beeintrichtigt waren (Lonsdorf et
al., 2009).

Die Bertcksichtigung des COMT Genotyps im Versuchsdesign erlaubte es, eine mogliche
Beteiligung von extra-striatalem DA bei Extinktion zu explorieren. Da das val- und met-
Allel kodominat sind (Tunbridge et al., 2006), wurden die Versuchsteilnehmer in drei etwa
gleich grofle Genotypengruppen von val/val-, val/met-, und met/met- Trigern unterteilt.

Diese Aufteilung resultierte in einem 2 * 3-faktoriellen Design.
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5.2 Methoden

5.2.1 Versuchsteilnehmer

An der Studie nahmen n=69 gesunde rechtshindige Probanden teil. Das Sample
Uberschneidet sich mit dem Sample aus Studie 1. Die Screeningprozedur sowie
Genotypisierung  wurden im  generellen Methodenteil beschrieben (siche 3.1
Screeningprozedur).  Tabelle 5 zeigt die Charakterisierung dieser Stichprobe. Eine
Varianzanalyse (ANOVA) zeigte keine DAT1 oder COMT Genotypeneftekte auf Trait-
Angst (alle p>0.472), negativen Affekt (p>0.370) oder positiven Affekt (p>0.283),
Depressionswerte (p>0.314), oder die Tendenz, sozial erwiinscht zu antworten (p>0.501).
DAT1 oder COMT Genotypen unterschieden sich auch nicht in der UCS-Reaktivitit
(elektrische Stromstirke bei der individuellen Schmerzschwelle (p>0.528); als UCS
gewihlte Schmerzintensitit (p>0.622); UCS-SCR (p>0.356)). Auch wurden die
Versuchsteilnehmer fiir BDNF-, einen Serotonintransporter (SLC6A4)- sowie den
Neuropeptid S Rezeptor-Polymorphismus genotypisiert, da Forschungsergebnisse zeigten,
dass diese Angstkonditionierung oder Extinktion zu beeinflussen scheinen (Hajcak et al.,
2009; Lonsdorf et al., 2009; Raczka et al., 2010). Die Verteilungen der Genotypen kénnen
ebenfalls der Tabelle 3 entnommen werden. Ein y>-Test zeigte, dass die Verteilung der
einzelnen Genotypen (COMT, BDNF, SLC6A und NPSR1) bei DAT1 9R-Trigern und
DATT1 nicht9R-Trigern gleich war. Wurden diese zusitzlichen Genotypen als Kovariaten
in die Analyse der Personlichkeitswerte oder der konditionierten Antworten miteinbezogen,
verinderten sie die Ergebnisse nicht. Screeningprozedur sowie Genotypisierung wurden im

allgemeinen Methodenkapitel (Kapitel 3) niher erldutert.
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Tabelle 5: Charakterisierung der eingeschlossenen Teilnehmer**

DAT1 DAT1 t P
9R-Triger nicht9R-Triger
(9R/9R, 9R/10R) (10R/10R)

(Mittelwert + SD)  (Mittelwert + SD)

COMT Genotyp Verteilung (GG, GA, AA)* 13,10,10 14,12,10 - -

BDNF Genotyp Verteilung (GG, GA, AA)™ 12,21,0 14,20,2 - -

SLC6A4 Genotyp Verteilung (ss, s, 11)™* 5,11,15 4,17,10 - -

NPSR1 Genotyp Verteilung (AA, AT, TT)**™* 14,11,7 14,14,6 - -

Trait Angst 32.7+5.8 33.8+ 6.5 -0.67 0.505
Negativer Affekt 15.9£3.1 16.1+4.9 -1.11 0.390
Positiver Affekt 34.4+6 35.9+4.8 -1.13 0.264
Depressionswert 8+4.5 6.7+4.6 1.18 0.243
Soziale Erwlinschtheit 12.4£2.7 11.8+3.9 0.71 0.470
Schmerzschwelle (mA) 3+3.6 3.1+2.6 -0.12 0.908
Gewihlte UCS Intensitit (mA) 34.1£25.8 35.4£26.1 -0.21 0.837
Erste UCS-SCR (uS) 0.27+0.24 0.21£0.22 0.98 0.327
Mittlere UCS-SCR (uS) 0.19£0.16 0.20£0.17 -0.33 0.742
Post-habituations CS+ Angstbewertung 13.6£18.3 8.2+11.8 1.42 0.163
Post-habituations CS- Angstbewertung 9.6+13.9 11.9415.8 -0.62 0.540
Body Mass Index (BMI) 22.4+3.4 22.9+2.4 0.82 0.417
Alkoholkonsum (Gliser/Woche) 3.1+2.9 4.5+£3.6 -1.82 0.074
Rauchen (Zigaretten/Woche) 1.7£3.8 1.1£2.2 0.83 0.408
Kannabiskonsum (Joints/Monat) 0.03+0.17 0.03+0.2 0.06 0.951
Kaffeekonsum (Tassen/ Tag) 1.4+1.1 1.2+1.1 047  0.642
Schulbildung (Jahre) 12+0.8 11.920.9 0.57 0.564

*Val/Val, Val/Met, Met/Met Aminosiduren an Position 158; **Val/Val, Val/Met, Met/Met Aminosiuren an
Position 66; *™ s: kurzes Allel , 1: langes Allel; *** Asn/Asn, Asn/Ile, Ile/Ile Aminosiuren an Position 107

2+ Alle Tests wurden im generellen Kapitel gennant



92 Kapitel 5 Studie 2: Einfluss des meso-striatalen dopaminergen Systems auf Angstextinktion

5.2.2 Stimuli und Versuchsaufgabe

Die Stimuli sowie die Versuchsaufgabe entsprachen denen aus Studie 1 und wurden im

allgemeinen Methodenkapitel (Kapitel 3) erldutert.
5.2.3 Datenauswertung
SCR

Da drei Versuchspersonen keine SCR auf den UCS zeigten, wurden diese von der weiteren
SCR-Analyse ausgeschlossen. Bei weiteren neun Versuchsteilnehmern konnte aufgrund
technischer Probleme keine SCR erhoben werden, so dass n=57 Datensitze ausgewertet

werden konnten.

Angstbewertungen

Bei vier Teilnehmern konnten die Bewertungen aufgrund von technischen Problemen nicht
erhoben werden. Insgesamt konnten somit von n=65 Versuchspersonen Angstbewertungen

ausgewertet werden.

Reaktionsgeschwindigkeiten

Reaktionsgeschwindigkeiten konnten aufgrund technischer Probleme bei sieben
Versuchsteilnehmern nicht aufgezeichnet werden, so dass n=62 Datensitze ausgewertet
werden konnten. Da kein signifikanter Stimulus- oder Genotyp-Effekt fir die
Reaktionsgeschwindigkeiten in allen drei Phasen des Experimentes beobachtet werden
konnte (alle p>0.414) und die Treffergenauigkeit sehr hoch war (nur 23 Auslasser und 24
falsche Antworten tber alle Versuchspersonen im ganzen Experiment) werden die Daten

hier nicht weiter berichtet.

5.2.4 Rescorla-Wagner-Modell

Die Verhaltensdaten wurden mit dem im Kapitel 1.3.2 vorgestellten Rescorla-Wagner-

Modell (RW) ausgewertet. Das Auswertungsschema verdeutlicht Abbildung 12.
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Individuelle Bewertungen
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Abbildung 12: Flussdiagramm zur Verdeutlichung der Verarbeitung der Daten fir das Rescorla-
Wagner-Modell.

Zunichst wurden von jedem Versuchsteilnehmer die auf die Baseline normierten CS+ und
CS- Angstbewertungen korrigiert (Bereichskorrektur), indem folgende Formel angewendet

wurde:
Xi,corr,CS+oderCS- = (Xi,CS+oderCS— ‘miﬂ)/(max‘miﬂ)
wobel Xi csrodercs- (i=1,...,10) fiir die fortlaufenden (CS+ oder CS-) Angstbewertungen, min

fir das Gruppen-Minimum aller Angstbewertungen (-58) und max fir das Gruppen-
Maximum (100) aller Angstbewertungen steht.

Diese Berechnung resultierte in individuellen Zeitverldufen, bei welchen die
Angstwertungen zwischen 0 und 1 lagen, aber die interindividuellen Unterschiede in der

Benutzung der Bewertungsskala bewahrt waren (Bereichskorrektur). Die (CS+ und CS-)

Baseline- Bewertungen x1cswdecs- (nach der Habituationsphase und vor der
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Konditionierung), welche per Definition 0 in jedem Versuchsteilnehmer waren, erhielten

somit einen Wert von X1 corr,CS+oderCS-=0.36. Nach dem vollstindigen Lernen schligt sich
das aversive R des UCS in der Aversivitit des CS+ nieder, d.h. in der letzen CS+

Angstbewertung nach der Akquisition (x4,comcs.). Mit ciner teilweisen Verstirkungsrate von
80%, kann das R einer Versuchsperson in CS+ Durchgingen mit x4 comcs+/0.8 angenihert

werden. In CS- Durchgingen (0% Verstirkung) wurde jedes R auf x4 corr,CS- gesetzt. Dieser
Wert wurde auch fir die ungepaarten CS+ Durchginge verwendet. Wie oben erwihnt,
wurde die UCS (Schmerz-) Intensitit individuell kalibriert, um das subjektiv tolerierbare
Maximum eines jeden Versuchsteilnehmers zu erhalten und somit interindividuelle
Unterschiede in der UCS-Verarbeitung zu minimieren. Die berechneten individuellen R-
Werte fir die gepaarten CS+ Durchginge waren entsprechend nicht durch den Genotyp
beeinflusst (DAT1: F(1,64)=1.24, p=0.298; COMT: F(2,64)=0.74, p=0.438; Interaktion:
F(2,64)=0.06, p=0.978). Dennoch haben wir hier individuelle R-Werte in der Analyse
verwendet, um alle potentiellen interindividuellen Lernunterschiede auszuklammern, welche
lediglich aus einem etwaitigen Unterschied in der UCS- Verarbeitung resultieren kénnten.
Vavcs: und Vaycs. wurden separat modelliert und auf 0.36 (=X1,cor,CS+odercs; siche oben) vor
dem Lernen gesetzt.

Basierend auf der Idee dissoziierbarer neuronaler Systeme fiir Akqusition und Extinktion
(sowie Reakquisition) haben wir fiir die Lernrate a drei freie Parameter 0acq, 0Ex und 0RAq
(einer fir jede der drei experimentellen Phase) erlaubt. Eine hohe Lernrate kennzeichnet
eine schnelle Anpassung der Vorhersage und somit schnelles Lernen. Diese wurden
adjustiert, um die Distanz zwischen Verinderungen in Va,cs. und Vacs. und
Verinderungen in den Angstbewertungen Xcorr,cs+ and Xeorr,cs- zu minimieren (Methode der
kleinsten Quadrate). Va,cs. und Vics- wurden zur selben Zeit und im selben Modell
geschitzt. Vi, cs. and Vacs- Zeitverldufe gemittelt tber alle Versuchspersonen werden in

Abbildung 15 gezeigt.
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Abbildung 13: gemittelte Zeitverldufe von V,, fiir CS+ und CS- tber alle Versuchspersonen. Die
Punkte stellen Durchginge dar, bei denen die Versuchspersonen Bewertung hinsichtlich des CS+

sowie CS- machen sollten. Die Linien stellen den modellierten Verlauf des V., (anhand der
Bewertungen) dar.

Die gemittelten kleinsten Quadratsummen wiesen keine Gruppenunterschiede in Bezug auf
den Genotyp auf (DAT1: F(1,64)=0.55, p=0.461; COMT: F(2,64)=0.13, p=0.878;
Interaktion: F(2,64)=0.49, p=0.613). Die Modellfits waren wesentlich schlechter, wenn eine
identische Lernrate tber alle drei Phasen des Experimentes verwendet wurde (nicht
gezeigt).

Zu berticksichtigen ist an dieser Stelle, dass die urspriingliche RW-Formel unterschiedliche
Lernraten fir verstirkte und nicht verstirkte CS-Durchginge vorsieht, aber diese
Unterscheidung nicht kritisch fiir die meisten Modellvorhersagen ist und in bildgebenen
Studien nicht verwendet wurde (McClure, Berns, & Montague, 2003; Menon et al., 2007;
O'Doherty, Dayan, Friston, Critchley, & Dolan, 2003; Petrovic, Kalisch, Pessiglione,
Singer, & Dolan, 2008; Schiller, Levy, Niv, LeDoux, & Phelps, 2008; Seymour, Daw,
Dayan, Singer, & Dolan, 2007). Wenn unterschiedliche Lernraten fir verstirkte und nicht
verstirkte CS-Durchginge verwendet wurden, ergab das Modell einen wesentlich

schlechteren Fit.
5.2.5 Auswertung der MR-Bilder

Die Auswertung der bildgebenen Daten erfolgte nur bei denjenigen 65
Versuchsteilnehmern, bei denen auch Angstbewertungen vorlagen. Die Gruppengrofien fiir

den Vergleich zwischen 9R-Trigern und nicht 9R-Trigern betrugen n=32 und n=33. Der
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Vergleich wurde nur auf DAT1 beschrinkt, da die Verhaltensergebnisse (siche unten)
keinen Hinweis auf einen moglichen Einfluss des COMT-Genotyps zeigten. Um die

Analyse vorzubereiten, wurden die gemittelten geschitzten Lernraten 0Acq=0.16, 0Ext=0.21
and aRAcq=0.19 gewihlt und auf dieser Basis individuelle durchgangsbasierte Vay- sowie

dav-Zeitverlidufe separat fiir Akquisition, Extinktion und Reakquisition errechnet. Frithere

fMRT-Studien haben gezeigt, dass anhand von gemittelten Lernraten geschitzte
komputationale Signale zu robusteren Schitzungen fihren, weswegen dieser Ansatz auch
hier gewihlt wurde.

Ein exemplarischer individueller 8., Zeitverlauf ist in Abbildung 11 dargestellt.
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Abbildung 14: exemplarischer Zeitverlauf fiir 8, die Quadrate stellen die Durchginge dar, bei
denen eine Angstbewertung fiir den CS+ erfolgte. X-Achse : CS+ Durchginge.

Diese Information wurde weiter in der Auswertung der bildgebenen Daten mittels eines
standardisierten Verfahren fir fMRT, das in Kapitel 3 ausfiihrlich erklirt worden ist,
berticksichtigt. Die Analyse fand mit der SPM5 Software statt (www.fil.ion.ucl.ac.uk/spm)
(Friston, Ashburner, Kiebel, Nichols, & Penny, 2006) .

Zunichst wurden fiir jede Versuchsperson Regressoren definiert, die den Zeitverlauf der
experimentellen Bedingungen modellierten. Onsets der CS, unabhingig davon ob sie ein
CS+ oder ein CS- waren, wurden als kategorische ,events“ moduliert. Dieser Regressor
wurde parametrisch mit dem individuellen Va-Zeitverlauf moduliert. Ein anderer
kategorischer ,event“-Regressor modulierte die CS (beide CS+ und CS-) Offsets und wurde
parametrisch durch die individuelle Sequenz der &av Schitzwerte moduliert. Diese

Modellierung erfolgte fur Akquisition, Extinktion sowie Reakquisition separat. CS+ und
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CS- Durchginge wurden in dieser Analyse nicht unterschieden. Dies erfolgte aufgrund der
Idee, dass Vorhersagen V und Vorhersagefehler & quantitative Gréflen sind und keine
qualitativen Unterschiede zwischen den Arten der Stimuli machen. Somit wurden in dieser
Analyse identische neuronale Substrate fir Vorhersagen und Vorhersagefehler fiir CS+ und
CS- angenommen. Zusitzliche kategorische Regressoren modellierten die UCS (events),
Tastendrticke (events) sowie die Durchfihrung der Angstbewertungen (14 Sekunden lange
box car). Jeder Regressor wurde mit einer kanonischen himodynamischen Antwortfunktion
konvolviert. Die Regressoren (Vav,Acq, 8av,Acq, VavExt, Oav,Ext, Vav,RAcq, Oav,RAcq) korrelierten
nicht substantiell mit dem UCS Regressor sowie untereinander, so dass eine stabile
Schitzung moglich war (Pearson’s R fiir die Korrelationen zwischen VavAcq und dav,Acq:
0.01; VavExt und 8av,Ext: -0.21; Vav,RAcq und 8av,RAcq: 0.01; Vav,Acq und UCS: -0.12; dav,Acq
und UCS: -0.43; Vav,Ext und UCS: 0; 8av,Ext und UCS: 0; Vav,RAcq und UCS: -0.12; dav,RAcq
und UCS: -0.41).

Fur die Second Level Analyse wurden die geschitzten Kontrastbilder der dav und Vay

Regressoren geglittet (FWHM 10 mm). DAT1 und COMT Genotypen Effekte wurden
mithilfe des “full factorial” Modells in SPM uberpriift. Das Modell erlaubt eine Korrektur

fiir mogliche Abhingigkeiten der Daten, die sich im Fehlerterm auswirken (non-spherity).
Es wurden jeweils separate Modelle fiir jeden interessanten Effekt (z.B. Vay Acq) berechnet.

Eine Designmatrix bestand aus sechs Regressoren, jeder Regressor fiir eine mdgliche
Genotyp-Kombination (2%3). Die statistische Signifikanz der linearen Kombination dieser
Regressoren (z.B., 111 -1 -1 -1 bei der Frage, welche Voxel groflere Effekte fir die
DAT1 9R-Triger im Vergleich zu den nicht9R-Trigern in einem bestimmten Bedingung
erzielten) wurde mit einseitigen T-Tests Uberpriift. Die Korrektur fir multiple Vergleiche
folgte der Gaussian random field theory (family-wise error (FWE) Methode) bei p<0.05
und wurde angewendet in vordefinierten ,Regionen von Interesse“ (ROIs) im VS.

Linke und rechte ROIs wurden konservativ als Sphiren mit einem Radius von 6mm um die
Koordinaten -27,3,-9 und 27,-9,-9 gewihlt. Diese Koordinaten entstammen der ersten
fMRT Studie, die Belohnungsvorhersagefehler mit Hilfe eines formalen Lernmodells
berechnet hat (O'Doherty et al., 2003). Wo keine anatomischen Hypothesen existierten
(explorative Analyse tiber das gesamte Scanvolumen), wurde eine unkorrigierte Schwelle von

p<0.001 verwendet.
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5.3 Ergebnisse

5.3.1 Verhaltensdaten

Abbildung 15 zeigt den SCR- sowie Angstbewertungszeitverlauf {ber alle
Versuchsteilnehmer. Aus der Abbildung wird deutlich, dass Akquisition, Extinktion und

Reakquisition erfolgreich verliefen.
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Abbildung 15: Verlauf der SCR- sowie Angstbewertungsdaten tber alle Versuchsteilnehmer in
Akquisition, Extinktion und Reakquisation

Ein Versuch die SCR-Daten zu modellieren, scheiterte aufgrund des starken Rauschens in
den Daten.

Nach Modellierung der Angstbewertungen wurden drei separate ANOVAs (eine fiir jede
der drei experimentellen Phasen, jede mit Inter-Subjekt-Faktoren DAT1 und COMT
sowie den Lernraten als abhingige Variable) berechnet. Die Analyse ergab signifikant
hohere Lernraten in den DAT1 9R-Trigern im Vergleich zu den nicht9R-Trigern
wihrend der Extinktion (ap«: DAT1 Haupteffekt F(1,65)=4.57, p=0.037) aber nicht
wihrend der Akquisition (oaq: F(1,65)=0.13, p=0.725) oder Reakquisition (0racq:
F(1,65)=3.27, p=0.075) (siche Abbildung 16).
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Abbildung 16: Lernraten in DAT1 9R und nicht9R Trigern wihrend Akquisition, Extinktion und
Reakquisition. Nur in der Extinktion unterscheiden sich DAT1 9R von DAT1 nicht9R Trigern in
der Lernrate. Die Lernrate ist in den DAT1 9R Trigern wesentlich hoher.

Die Lernraten waren nicht durch den COMT Genotyp beeinflusst (alle p>0.267).
Anzumerken ist, dass es einen signifikanten DAT1* COMT-Interaktionseffekt auf die

Lernraten in der Reakquisitionsphase gab (a«RAkq: F(2,65)=4.48, p=0.015). Ein post hoc
T-Test zeigte, dass DAT1 9R-Triger signifikant hohere Lernraten nur in der COMT

Val/Met Gruppe

im Vergleich zu DAT1 nicht 9R- Triger hatten (9R: 0.42+0.36

(Mittelwert+s.d. vs. nicht9R: 0.09+0.13; t(22)=2.55, p=0.025, zweiseitig) (siche Abbildung

17).
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Abbildung 17: Lernraten in den DAT 9R- und nicht9R-Trigern wihrend der Reakquisation den
einzelnen COMT Genotypen zugeordnet. Der post-hoc T-test zeigte, das sich die Lernraten der

DAT 9R-Triger und DAT nicht9R-Trigern in dem COMT Val/Met Genotyp unterschieden.
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Eine klassische Auswertung der SCR sowie der Angstbewertungen ohne mathematische
Implementierung (d.h. ohne RW-Modell) ergab keine signifikanten Effekte fiir den
Genotyp.

5.3.2 Bildgebung: Alle Versuchspersonen

In allen Versuchspersonen wurde eine exploratorische Analyse der Extinktionsdaten auf ein
du Signal (bei unerwartetem Auslassen des UCS ist der aversive Vorhersagefehler durch
einen phasischen Abfall von Aktivierung gekennzeichnet, sieche zum Vergleich Abbildung
18) durchgefiihrt. Die explorative Analyse ergab keine signifikanten Ergebnisse. Der

vermeintliche appetitive Vorhersagefehler 8app ist mathematisch invers zu &, und ist

charakterisiert durch einen phasischen Anstieg bei unerwartetem Auslassen des UCS (siche

zur Verdeutlichung Abbildung 18).
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Abbildung 18: Schematische Beziehung zwischen day und dapp

Neuronale Aktivitit, die mit Sapp korrelierte, wurde unter anderem in der linken und

weniger in der rechten anterioren Insula, bilateral im anterioren lateralen PFC, dem rechten
ventrolateralen PFC/dem lateralen OFC sowie dem rechten VS (ventrales Pallidum
und/oder Nucleus Accumbens; x,y,z=14,8,-6; z-Wert=3.22; p<0.001 unkorrigiert; siche
Abbildung 19) gefunden.
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Abbildung 19: Neuronale Aktivitit im ventralen Pallidum/Nucleus Accumbens korrelierte mit dem

dapp in der Extinktion

Die VS Aktivierung war jedoch nicht in den konservativ definierten (links oder rechts)

seitigen VS ROIs lokalisiert. Wie fiir den 8av konnten keine schwelleniiberschreitenden

neuronalen Signale fir den Vay (aversiver CS Wert, welcher tber die Extinktion abfillt,
siche Abbildung 18) beobachtet werden. In Kontrast dazu ging der vermeintlich
belohnungsartige Sicherheitswert des CS, der Vapp (mathematisch invers zu dem Vay,

welcher in der Extinktion stetig ansteigt) mit Aktivitit im linken orbitofrontalen Kortex
(OFC)/ventrolateralen PFC (VLPFC), dorsomedialen und lateralem PFC, temporalen
Kortex, linkem Caudatum, Cerebellum und anderen Regionen einher (siche Anhang).
Dieses Ergebnis wiirde dazu passen, dass Extinktion durch einen belohnungsartigen
Lernprozess vermittelt wird. Ergebnisse fir die Akquisitions- sowie Reakquisitionsphase

kénnen dem Anhang entnommen werden.

5.3.3 Bildgebung: Genetische Analyse

In der genetischen Analyse lag der Fokus auf dem Vergleich zwischen den DAT1 9R- und
nicht9R-Trigern, da der COMT-Genotyp keinen Einfluss auf die Lernraten wihrend der
Extinktion in den Verhaltensdaten hatte. 9R-Triger hatten einen signifikant stirkeren
Signalanstieg bei Auslassen des UCS 8app verglichen zu nicht9R-Trigern in der linken VS
ROI (z-Wert=2.99, p=0.03 korrigiert). Die Aktivierung konnte in einem pallidalen Areal

lokalisiert werden, welches sich bis in die anteriore Insula erstreckte (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Stirkere Aktivierung bei Auslassen des UCS 8., bei 9R-Trigern in der Extinktion in
der linken VS-ROI.

Weitere Gruppenergebnisse zeigten Aktivitit in dem linken ACC sowie anderen Regionen
(siche Anhang).

Der Gruppenvergleich der Enkodierung des CS-Wertes (V. oder Vi) zeigte in zwei
frontalen Hirnarealen ein stirkeres Vi, Signal bei den nicht9R-Trigern im Vergleich zu

den 9R-Trigern (siche Anhang).
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5.4 Diskussion

Nach Modellierung der subjektiven Bewertungen konnte ein Unterschied des DAT1
Genotyps auf die Lernraten in der Extinktion beobachtet werden. So waren die Lernraten
der DAT1 9R-Triger signifikant hoher als im Vergleich zu den nicht 9R-Trigern. Dieses
Ergebnis deutet darauf hin, dass DAT1 9R-Triger ein sensitiveres Extinktionslernsystem
haben und unterstiitzt die Idee, dass sich striatales DA auf Extinktionslernen auswirken
konnte. In allen anderen Phasen konnte kein weiterer DAT1 oder COMT Genotypeffekt
beobachtet werden. Lediglich in der Reakquisition konnte ein signifikanter
DAT1«COMT-Interaktionseffekt beobachtet werden, der jedoch nicht weiter diskutiert
werden soll, da keine a-priori Hypothesen beziiglich Reakquisition und einer moglichen
Interaktion zwischen beiden Genotypen vorliegt.

Zusammengefasst suggerieren die Verhaltensanalysen einen signifikanten Beitrag des
DAT1-Genotyps auf die Extinktion. Es wurden keine Anzeichen fiir eine Beteiligung des
COMT-Genotyps auf die Extinktion gefunden. Wie aber in der Einleitung beschrieben,
zeigte Lonsdorf et al. (2009) einen Einfluss von COMT auf die Extinktion. Diese
Ergebnisse konnten in dieser Studie nicht repliziert werden. Der von den Autoren
gefundene COMT-Effekt auf den Schreckreflex in der Extinktion kdénnte zudem durch
eine genetische Modulation der Konsolidierung und damit der Stirke des an Tag vorher

gebildeten Furchtgedichtnisses, und nicht der Extinktion, erklirt werden.

Eine Analyse der bildgebenen Daten zeigte neuronale Aktivitit, die mit dem Japp korrelierte
in der Insula, im anterioren lateralen PFC, dem rechten ventrolateralen PFC, dem lateralen
OFC sowie dem rechten VS. Diese Regionen wurden in friheren bildgebenen Studien mit
dem 8app in Belohnung (O'Doherty, 2004) sowie mit phasischer Aktivierung bei der
Auslassung des UCS wihrend der Angstkonditionierung (Spoormaker et al., 2011) in

Verbindung gebracht. Der belohnungsartige Sicherheitswert des CS, der Vapp, ging in der
Extinktion mit Aktivitit im linken OFC/ VLPFC, dorsomedialen und lateralem PFC,

temporalen Kortex, linkem Caudatum, Cerebellum und anderen Regionen einher.
Dieses Ergebnis wiirde dazu passen, dass Extinktion durch einen belohnungsartigen
Lernprozess vermittelt wird.

Wenn DAT1 9R-Triger die Vorhersagefehler wihrend der Extinktionsphase stirker
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gewichten (im Sinne héherer Lernraten), sollte man annehmen, dass sie auch ein grofleres
neuronales 82y und/oder Sapp Signal wihrend dieser Phase haben. In der Tat konnte ein
solches Ergebnis gefunden werden: 9R-Triger hatten einen signifikant stirkeren
Signalanstieg bei Auslassen des UCS 8app verglichen zu nicht9R-Trigern im linken VS.
Dieses Ergebnis unterstlitzt die Verhaltensanalyse, bei der DAT1 9R-Triger ein

sensitiveres Extinktionslernsystem im Vergleich zu den DAT1 nicht9R-Trigern hatten und
unterstiitzt die Annahme, dass das meso-striatale DA-System an Extinktionslernen beteiligt
ist.

Zusammenfassend zeigte die Kombination der hier vorgestellten Verhaltens- sowie
bildgebenen Daten, dass der Wegfall des UCS wihrend der Extinktion durch die phasische
Ausschiittung von DA im VS, in Analogie zur Beteiligung des meso-striatalen DA-Systems
an Belohnungslernen (Schultz, 2006), vermittelt sein konnte.  Dies wiirde eine
Konzeptualisierung von  Extinktion als belohnungsartigen Sicherheitslernprozess
unterstiitzen (Holtzman-Assif et al., 2010).

Global gesehen konnte eine solche Idee in das Konzept der entgegengestzten aversiven und
appetitiven Systeme integriert werden (McNally, Pigg, & Weidemann, 2004).
Nichtsdestotrotz sollten einige Limitationen dieser Studien erwihnt werden.

1) Zunichst gibt es immer noch Kontroversen beziiglich des Einflusses des DAT1
Genotyps auf die in vivo DA-Funktion sowie die Wiederaufnahme von DA im
Striatum durch den Transporter. Die Bestitigung der Hypothese eines stirkeren
phasischen DA-Signals in 9R Trigern steht noch aus.

2) Eine weitere Einschrinkung dieser Arbeit ist, dass es sich hier um einen
korrelativen Ansatz handelt, d.h. das DA-Signal wurde nicht experimentell
manipuliert.

3) Weiter ist anzumerken, dass die Beteiligung des meso-striatalen DA-System nicht
zwingend beweist, dass Extinktion appetitiv ist, da das DA-erge System nicht
ausschliefflich bei Belohnungslernen involviert ist. An dieser Stelle wire der direkte
Beweis der appetitiven Natur extinguierter CS angebracht. Hier wire ein
interessanter Ansatz der direkte Vergleich zwischen Extinktion und einer
Belohnungsaufgabe bei den selben Versuchsteilnehmern.

4) Es ist zu betonen, dass die hier vorliegenden Ergebnisse einen gleichzeitigen nicht-

appetitiven, d.h. aversiven Lernmechanismus, bei der Extinktion nicht vollkommen
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ausschliefien.

5) Die Versuchsteilnehmer waren hauptsichlich Studenten sowie ausschlieflich
mannlich. Minnliches Geschlecht war Einschlusskriterium, da Effekte des Zyklus
auf Extinktion berichtet worden sind (Milad et al., 2006). Diese Einschrinkungen
erfordern eine Replikation der Ergebisse in anderen Stichproben.

Zusammengefasst heben die Ergebnisse der Studie 2 den Neurotransmitter DA als einen
potentiellen Kandidaten bei der Angstextinktion hervor. Dies eroffnet eine interessante
Perspektive fir die mogliche Verbesserung der Therapie, z.B. durch eine Kombination von

Psychotherapie mit DA-ergen Medikamenten.
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6 Ausblick

Die Entdeckung moglicher dispositionierender Gene bei Angstreagibilitit sowie
Angstextinktion hat erhebliche therapeutische Implikationen, da so zum Verstindnis
biologischer Entstehungsfaktoren der Erkrankung beigetragen wird und sich hieraus
innovative und individuelle Therapieansitze ergeben konnten.

Die Ergebnisse aus Studie 2 deuten darauf hin, dass Extinktion ein belohnungsartiger
Sicherheitslernprozess, der durch den Neurotransmitter DA vermittelt wird, ist. Vorstellbar
wire hier ein individueller Therapieansatz: Dieser bestiinde aus einer Kombination von
Psychotherapie mit DA-ergen Medikamenten, welche die Extinktion verbessern wiirden.
Ein weiterer vielversprechender Ansatz wire auch die Erforschung moglicher Interaktionen
des DA-ergen Systems mit dem endogenen Opioidsystem, da Tierstudien darauf hinweisen,
dass dieses bei der Generierung von Vorhersagefehlern bei der Extinktion beteiligt ist
(McNally et al., 2004; McNally & Westbrook, 2003).

Auch konnten individuelle, d.h. auf eine bestimmte Person zugeschnittene, Therapien
entwickelt werden, wenn der Genotyp eines Patienten zu Beginn der Therapie bekannt
wire: Die Ergebnisse aus Studie 1 deuten darauf hin, dass NPSR1 T-Allel Triger eher dazu
tendieren, bedrohliche Situationen zu tberschitzen. So wire es durchaus denkbar, dass in
Zukunft nach der Diagnosestellung einer Angsterkrankung die komplexe medizinische
Anamnese um eine genetische Diagnostik erginzt wiirde, um aus den Befunden eine
individuelle Therapie abzuleiten. Diese individuelle Therapie wiirde aus pharmakologischen

wie auch psychotherapeutischen Interventionen bestehen.
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8 Anhang

Anhang A: Bestimmung der Genotypen
Bestimmung des NPSR1 Genotyps (rs324981)

Die PCR wurde mit einem Volumen von 25ul durchgefiithrt. Der PCR-Ansatz beinhaltete
25ng genomische DNA und es wurden folgende Primer verwendet: Vorwirts, 5-
TGCTTTGCATTTCCTCAGTG -3% Riickwirts, 5-
TTGTCTCATCACATTTGGAAGG -5. Fir den PCR-Prozess wurden 35 Zyklen mit
einer Denaturierung bei 95°C fiir 45s, einer Primerhybridisierung bei 58°C fiir 45s und einer
Elongation bei 72°C fir 45s, durchgefiihrt. Die PCR-Produkte wurden mit dem Enzym
Asel (New England Biolabs, Frankfurt, Germany) bei 37°C verdaut. Die verdauten PCR-
Produkte wurden uber eine Gelelektrophorese in 4% Agarosegel aufgetrennt, mit
Ethidiumbromid gefirbt und unter UV-Licht sichtbar gemacht. Das Beispiel des
resultierenden gefirbten Agarosegels ist in Abbildung 21 dargestellt.

Abbildung 21: Ethidium-Bromid gefirbtes Agarosegel. Es ist in der ersten Bande die DNA Leiter zu
sehen. Bande 2-4 zeigen NPSR1 rs324981 AA Triger, Bande 5-7 AT Triger und 8-10 TT Triger.

Die Bestimmung des DAT1 Genotyps (rs28363170)

Um den DAT 44-bp VNTR Polymorphismus (rs28363170) zu bestimmen, wurden als
Primer folgende Sequenzen verwendet: -5'-TCC TTG TGG TGT AGG GAA CGG-3
(vorwirts) und 5'-CTG GAG GTC ACG GTC AAG G-3’ (riickwirts). Fiir den PCR-
Prozess wurden 35 Zyklen mit einer Denaturierung bei 96°C fir 30s, einer

Primerhybridisierung bei 64°C fiir 30s und einer Elongation bei 72°C fur 60s, durchgefiihrt.
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Bestimmung des COMT Genotyps (rs4680)

Um den COMT-Polymorphismus Val®*Met zu bestimmen, wurde eine
Polymerasekettenreaktion (PCR) nach einem Protokoll von Egan bestimmt (Egan et al,,
2001). Als Primer wurden folgende Sequenzen verwendet: 5'-GGG

GCC TAC TGT GGC TAC TC-3 (vorwirts) und 5'-TTT TTC CAG
GTC TGA CAA CG-3’ (riickwirts). Die PCR wurde mit einem Reaktionsvolumen von 25
Ml durchgefiihrt, in dem sich circa 50 ng der zu untersuchenden DNA, jeweils 10 pMol der
beiden Primer, 1,5 mM von dNTP, 0,75 mM MgCL2 und eine Einheit der Taq-
Polymerase befanden. Die Annealing Temperatur war bei 58 °C, was 35 Zyklen entspricht.
Die Produkte der PCR wurden mit NIalll angereichert (3 Stunden bei 37 °C;
Fragmentgroflen: Wildtyp G1947, 114 bp; 1947A-Variante: 96 bp und 13 bp) und
daraufhin auf einem 4%-igen Agarosegel dargestellt. G1947 entspricht dem Val158 Allel;
1947A codiert das Met-Allel.

Bestimmung des Wachstumsfaktor BDNF Val®Met Genotyps

Um den BDNF (engl: 'Brain-derived neurotrophic factor’” BDNF) Val®*Met
Polymorphismus zu bestimmen, wurde eine Polymerasekettenreaktion (PCR) durchgefiihrt.
Als Primer wurden folgende Sequenzen verwendet: 5-
AAAGAAGCAAACATCCGAGGACAAG -3° (vorwirts) und 5-
ATTCCTCCAGCAGAAAGAGAAGAGG -3’ (riickwirts). Die PCR wurde mit einem
Reaktionsvolumen von 25 ul durchgefiihrt, in dem sich circa 1 pl der zu untersuchenden
DNA, jeweils 2 pl der beiden Primer, 1 pL Nuk, 2,5 ul von MgCL, und 0,2 pl der Taq-
Polymerase sowie 16,3 pl H?0 befanden. Die Annealing Temperatur war bei 62 °C, was 35
Zyklen entspricht. Die Produkte der PCR wurden mit NlalIl angereichert (2-3 Stunden bei
37 °C; Fragmentgroflen: G/G (Val/Val): 57bp + 217bp; A/A (Met/Met) :57bp + 77bp +
140bp; G/A: 57bp+ 77bp+ 140bp+217bp).
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Bestimmung des Serotonin Transporter (5-HTT) Genotyps (SLC6A4)

Um den Serotonin  Transporter (5-HTT) SNP zu bestimmen, wurde eine
Polymerasekettenreaktion (PCR) durchgefithrt. Als Primer wurden folgende Sequenzen
verwendet: 5 - TGCCGCTCTGAATGCCAGCAC-3" (vorwirts) und 5°-
GGGATTCTGGTG CCACCTAGACG -3’ (riickwirts). Die PCR wurde mit einem
Reaktionsvolumen von 25 ul durchgefiihrt, in dem sich circa 1 pl der zu untersuchenden
DNA, jeweils 1pl der beiden Primer, 1 pL Nuk, 1,0 pl von MgCL; und 0,5 pl der Taq-
Polymerase sowie 17,0 ul H?0 befanden. Die Annealing Temperatur war bei 66,5 °C, was 40
Zyklen entspricht. Die Produkte der PCR wurden mit Msp I angereichert (3 Stunden bei 37
°C; Fragmentgroflen: /l: GG 174 bp + 162 bp + 61 bp + 66 bp; AA 336 bp + 61 bp + 66
bp; AG 336 bp +174bp + 162 bp + 61 bp + 66 bp; s/1: G 292bp + 174bp +162bp
+ 61bp +66bp A 336bp + 292bp + 61bp + 66bp).
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Anhang B: Studie 1
NPSR1-Gruppenaktivierungsunterschiede wihrend der Akquisitionsphase (p<0.001

unkorrigiert). Die anatomische Lokalisation wurde mit Hilfe des Duvernoy Atlas
durchgefiihrt.”® Die anatomischen Bezeichnungen sind englisch.

Cluster-
Region Clustermaximum  z-Wert grosse
x,y,z (MNI) (# Voxel)
CS+, T>AA
L mid-insula, extending into -42, 4, -2 4.28 420
front operculum -62,6, 2 3.70
temp operculum -56, 10, -4 3.26
L ant thalamus, ext. Into -6, -6, 2 4.03 138
med thalamus or ventricle -2,-18,-2 3.24
R mid-insula 38,16, 14 3.89 200
40,12, -4 3.36
L ant insula -34, 26, 6 3.89 213
L middle temp G -58,-8,-30 3.82 70
L med orbit G (OFC) -24,42,-12 3.76 43
R cerebellum 40, -54, -36 3.66 70
L 4% occip G -20, -90, -16 3.65 263
-18, -106, -4 3.61
-26, -96, -18 3.60
L inf middle occip G -54,-72,-10 3.62 23
R med sup front G (dmPFC) 8,50, 22 3.60 135
L inf front G -36, 58,0 3.53 44
L middle temp G -68, -28, -16 3.53 20
L percentral G 36,-12, 62 3.50 35

= Duvernoy HM. The Human Brain: Surface, blood supply, and three-dimensional sectional
anatomy. Springer: Wien, 1999.
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L occip fusiform G

Bilat pregenual/subgenual ant cing G

L supramarginal G

R post middle temp G, ext. into

L inf temp S

R olfactory S (OFC)

L post putamen

L middle temp G

L mid cing G

R fusiform G

L thalamus

R pregenual cing G

R post cing G

R post sup temp G

R med orbit G (OFC)
L sup frontopolar G

L collateral S

L middle frontopolar G
L sup frontopolar G

L supraorbit S (mPFC)
R pregenual cing G

L sup frontopolar G

L sup lingual G (occip C)

R post putamen

R ant insula

Keine signifikanten Voxel tiber dem Schwellenwert

-30, -70, -14
0, 48, -4
-60, -32, 34
68, -22, -20
58, -18, -22
10, 44, -20
-34,-10, -4
-64, -6, -14
-10, 0, 46
18,-36, -14
-18, 18, 2
-10, 40, 4
10, -18, 38
56, -64, 24
18, 48, -12
-10, 68, 28
-22,-52,-2
-14, 64,0
4,66, 30
-16, 56, 2
4, 46,12
16, 68, 22
-22,-58, -6
36, -10, -4

34,28, 2

3.49
3.48
3.48
3.47
3.14
3.47
3.39
3.35
3.32
3.30
3.29
3.27
3.25
3.20
3.19
3.19
3.18
3.18
3.17
3.16
3.16
3.14
3.13
3.11

3.11

8 Anhang

54
32
52
55

15

21

14

12
13
10
15

10
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L angular G

R post hippocampus or ventricle
R post orbit G

L post hippocampus or ventricle
R dors mid/ant insula

L intrapariet S

R post collateral S, extending into

R post sup temp G (horizontal)
bilat post cing G

Rinftemp G

L middle front G

L subcallosal G/nucl accumbens
R post temp S (ascending)

R sup precentral S

R middle temp G

R orbit G

R inf front G/ front operculum
R post inf front S

L post temp G (horizontal)

R post cing S

R inf frontopolar G

L hippocampus

R middle temp G

R fusiform G

R supraorbit S (mPFC)

R post inf temp G

-56, -66, 38
-40, -58, 36
-62, -54, 32
16, -38, 14
42, 36, -20
-16, -46, 16
38, 16, 14
-18, -68, 40
36, -42, -8
50, -46, -8
-2, -34, 40
56, -36, -20
-42, 16, 50
-8, 14, -14
46, -52, 38
32, 4, 40
70, -26, -20
22, 44,-10
-50, 22, -6
-16, 2, 46
-52, -44, 2
14, -18, 44
18,58, -6
-24,-22,-10
64, -8, -30
22, -40, -14
10, 56, -6

54,-62,-16

4.34
3.71
3.36
4.18
411
4.07
4.05
4.02
3.79
3.61
3.66
3.65
3.62
3.62
3.61
3.56
3.54
3.49
3.46
3.45
3.41
3.39
3.30
3.27
3.18
3.12
3.11

3.10

498

76
97
213
82
55

92

109
62
71
28
97
10
33
26
36
14
18

15
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R pons 10, -18, -44 4.08
R pons 10, -20, -26 3.59
L pons -10, -14, -30 3.16

Keine signifikanten Voxel iiber dem Schwellenwert

Keine signifikanten Voxel iiber dem Schwellenwert

8 Anhang

115

DMPFC, dorsomedial prefrontal cortex; G, gyrus; 1, left; LPFC, lateral prefrontal cortex; MNI,
Montreal Neurological Institute; OFC, orbitofrontal cortex; 1, right; S, sulcus; SN/VTA, substantia
nigra/ventral tegmental area; VLPFC, ventrolateral prefrontal cortex; VMPFC, ventromedial

prefrontal cortex; VS, ventral striatum.
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Anhang C: Studie 2

Analyse der Bildgebung iiber das gesamte Experiment.

137

Es werden die Ergebnisse der gesamten Stichprobe fiir die drei experimentellen Phasen
angegeben (p<0.001 unkorrigiert). Die anatomische Lokalisation wurde mit Hilfe des
Duvernoy Atlas durchgefiihrt.”® Die anatomischen Bezeichnungen sind englisch.

Cluster-
p korr.
Region Clustermaximum z-Wert grosse (FWE)
(gesamtes
x,y,z (MNI) (# Voxel) Gehirn)*
AKQUISITION
Aversiver Wert V,,
L mid insula -50 0 6 6.21 1091 <0,001
-32-10-12 4.62
36 -4 -4 439
L posteroventr thalamus, incl.
SN/VTA, -6-20 -2 6.01 1343 <0,001
sup colliculi
LVS -10 2 -2 5.69 0,001
R VS 14-16 -4 4.98 0,016
R mid insula 58 0 8 5.89 616 <0,001
52 6 -2 5.42 0,002
50 -2 10 4.61
L mid cing G -4 8 38 5.82 821 <0,001
R DMPFC/mid cing G 4 256 4.72 0,048
L mid cing G -10 14 38 4.23
R caudate, mid striatum 14 6 2 5.23 249 0,005

26 Duvernoy HM. The Human Brain: Surface, blood supply, and three-dimensional sectional anatomy. Springer:

Wien, 1999.
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R ant insula

L post insula, lateral fissure

L cerebellum
brainstem, pons
L precentr G

R cerebellum

R precentr G
R cerebellum

R post insula/lateral fissure

R subpariet S
cerebellum

L cerebellum

R sup temp S
L cerebellum
L postcentr S
R ant middle temp G

L front pole

R front pole

R cerebellum

34 28 -2
36 16 4
30 24-12
-52-20 20
-56 -32 20
-46 -36 24

-34-48 -32
4-32-46

-46 -10 50
22 -68 -50
32 -54-50
18 -68 -38
44-10 48
32-52-28
56 -30 18
68 -26 22
16 -18 40
2-62-32

-16 -42 -50

-26 -48 -50

-18 -66 -50
46 -20 -10

-50 -40 -42

-34-34 56
60 18 -24
22 70 4
-30 68 10
34 68 2

24 -52 -50

4.99

3.89

3.59

4.83

4.83

3.77

4.83

4.69

4.58

4.44

3.53

3.51

4.3

4.15

413

3.29

3.89

3.84

3.81

3.54

3.43

3.73

3.49

3.46

3.43

3.36

3.17

3.34

3.32

239

609

132

149

240

179

94

97

200

11

112

104

33

20

10

45

12
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0,015

0,03

0,03

0,03
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L ant insula

L centr S

R ventr pallidum
R front pole

L centr S

R post inf front G

L  temp-pariet-occip transition
zone

R sup temp S
L cerebellum

L  temp-pariet-occip transition
zone

Appetitiver Wert V., (invers zu Vo)

L lat OFC/VLPFC (inf front G)

bilat VMPFC

L OFC (H-shaped S)

L VMPFC

Aversiver Vorhersagefehler 8.,
R retrosplenial cortex

L retrosplenial cortex

R retrosplenial cortex

R angular G

R sup temp S, ascending post
segment

L ant hippocampus/rhinal cortex

L collateral S

L middle temp G

-32 26 10
-36 -28 60
18 0 -8
26 70 16
-36 -22 56

60 14 10

-54-62 10
52-26 2

-26 -58 -24

-52-60 8

-50 34-12
-40 40 -14
-36 46 -10

2 54-18
-18 48 -18

-4 40-22

6-54 20
-8-54 16
10-52 12

52-70 36

44 -60 32
-20-14 -22
-18 -4 -26
-28 -6 -32

-56 -14 -24

3.25
3.23
3.19
3.17
3.12

3.11

3.11
3.1

3.1

3.09

3.81
3.77
3.7
3.35
3.19

3.17

53
52
5.01

5.18

3.59
4.66
4.19
4.17

4.31

246

28

1139

278

308

207

139

0,004
0,006
0,015

0,007

0,07
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Bilateral ant dorsomedial sup front

G

L sup front G
L sup front S
L sup front S

R rhinal cortex

L VMPFC
R inf temp S
R middle temp G

R sup temp S, horizontal post
segment

L OFC (G rectus)

-70-10 -24

0 64 36
0 68 28
-12 48 44
-20 28 46
-18 20 50
26 -6 -30
24-18-20
18 -4-26
-2 50 -2
56 2-28

66 2-24

46 -68 22

-4 18 -24

Appetitiver Vorhersagefehler 8., (invers zu 8.,)

L thalamus, internal capsule

R thalamus
R Nucl ruber

SN/VTA

L supramarginal G

R supramarginal/postcentr G

R lateral OFC/VLPFC (inf front
G)

R post cing G

-14-12 4
-12-16 12
-18-12 -4
10-14 8
14-10 -4
-6 -22 -10
-58 -40 30
-60 -28 24
-52-26 26

54-30 30

52 28-14

6-24 32

4.04

4.15

3.5

3.99

3.88

3.35

3.9

3.59

3.29

3.78

3.77

3.65

3.35

3.22

5.43

4.89

3.68

4.38

3.89

4.14

4.09

3.53

3.45

4.05

3.86

3.86

122

131

112

67

68

233

182

109

254

204

45

49
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0,002

0,027
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R mid cing G

L occipit pole

R post middle front G
L middle front G

L mid cing G

R cing S

R mid cing G

R cerebellum

L precentral S

R brainstem/pons

R cerebellum

L ant insula

L ant insula

R post hippocampus
R OFC

L central S

R post insula

Keine signifikanten Voxel iiber

dem Schwellenwert

L lat OFC/VLPFC (inf front G)

L precentr G
L mid temp G

L sup front G

12-26 38
6 0 36
-16 -104 -2
48 -2 48
44 42 24
-10 -4 42
14 4 46
8 4 52
38 -38 -34
28 -38 -34
36 -8 42
10 -28 -28
28 -50 -26
-28 14 16
42 22-12
32-36 -4
26 42-18
-62-24 32

50 -4 8

-42 40 -22
-58 8 46
-60 2-32

-20 50 44

3.6
3.8
3.62
3.57
3.52

3.45

3.28

3.36

3.32

3.16
3.13

3.13

3.09

4.05

3.75
3.72

141
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L caudate or white matter
R mid cing G

R cerebellum

R middle front G
R fusiform G

R post sup temp S
L middle temp G
R cerebellum

R cerebellum

L post DMPFC
L cerebellum

L cerebellum

R cerebellum

R cerebellum

Aversiver Vorhersagefehler 8.,

Keine signifikanten Voxel iiber

dem Schwellenwert

-20 -2 22
8 230
24 -64 -32
36 22 54
36 -42-16
40 -62 32
70 -30 -4
44 -60 -46
8-82-34
-2 18 58
-30 -66 -38
-14 -80 -44
8 -86 -20

48 -76 -34

Appetitiver Vorhersagefehler 8., (invers zu 8.,)

L ant insula

R ant LPFC (middle front G)
L ant LPFC (middle front G)

R lat OFC/VLPFC (inf front G)

L ant insula

R DLPFC (post middle front G)

brainstem

R ant insula

40 14 8
-34 18 -2
-38 22 -8
36 58 10
-42 50 28
44 42 -8
46 8 -8
44 10 58
4-36-34
-4-32-38

36 16 -4

3.64

3.59

3.57

3.56

3.55

3.35

3.35

3.31

3.27

3.2

3.2

3.18

3.16

3.11

4.03

3.73

3.19

3.97

3.78

3.55

3.43

3.42

341

3.19

3.4

27

10

33

49

18

20

13

11

171

114

109

14

37

27
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L ant LPFC (middle front G) -38 50 10 3.33 13
VS (R ventr pallidum) 12 -4-10 331 5
VS (R ventr pallidum or Nucl

accumbens) 14 8 -6 3.22 9
R sup precentr S 48 18 24 3.19 3
R angular G 62 -44 32 3.17 2
R cerebellum 24-60 -44 3.13 1
L mid cing G 2 830 3.1 1

L dors ant/mid cing G 10 12 36 4.89 444 0,018
-10 6 38 439

R dors ant cing G -4 20 30 3.38

R ant insula 34 24 8 481 406 0,027
40 28 0 4.07

R SN/VTA 10 -14-10 456 188

L SN/VTA 6-18 -6 3.98

L ant insula -34 26 0 4.04 260
-36 10 4 3.6

L mid/ventr striatum 12 4 2 3.86 88
24 40 3.46

brainstem/pons 2-30 -42 3.86 138

L mid insula/temp operculum 58 2 4 3.81 79

R mid/ventr striatum 10 6 2 3.72 112
18 2 2 3.6

L front pole 24 70 0 3.56 85

R sub pariet S 16 -24 40 3.44 30

L dorsomed front cortex -4-10 54 3.38 37
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R inf occip G

Appetitiver Wert Vapp (invers zu V.,)

Keine signifikanten Voxel iiber

dem Schwellenwert

Aversiver Vorhersagefehler 8.,
R retrosplenial cortex
L retrosplenial cortex

R retrosplenial cortex

L angular G

R angular G

L sup front S
bilateral VMPFC
L subgenual cing G
L subgenual cing G
L precentral S

L middle temp G
L inf occip G

R inf front S

R cerebellum

L fusiform G

-8-12 46

36 -98 -2

12-52 10
-2 -54 24

8-54 18
-42-70 34
-38-74 28
48 -68 28
42 -64 20
-20 30 46

252 -4
-10 30-12
-2 42 -10
-46 -2 30
-64 -8-18
-50-64 -18
20 30 36
46 -54 -46

-16 -72 -6

Appetitiver Vorhersagefehler 8., (invers zu 8.,)

R putamen
Rinf front G
bilat sup colliculi
L mid insula

L mid insula

30 12 8

38 8 40

4-26 -4

-36 2 4

34 -4 -4

3.29

3.34

5.05

4.61

4.36

4.47

3.64

4.42

3.42

4.19

3.72

3.64

3.49

3.59

3.48

3.38

3.36

3.29

3.26

3.48

3.44

3.32

3.21

3.21

1316

166

346

83

185

30

14

38

20

10
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0,011
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R Nucl ruber 6-20-10 3.17 1
*nur gezeigt, wenn p <0.05

DMPFC, dorsomedial prefrontal cortex; G, gyrus; 1, left; LPFC, lateral prefrontal cortex; MNI,
Montreal Neurological Institute; OFC, orbitofrontal cortex; r, right; S, sulcus; SN/VTA, substantia
nigra/ventral tegmental area; VLPFC, ventrolateral prefrontal cortex; VMPFC, ventromedial
prefrontal cortex; VS, ventral striatum.
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Anhang D: Studie 2

Analyse der Bildgebung tber die Extinktionsphase. Es werden die Ergebnisse der DAT1
Analyse angegeben (p<0.001 unkorrigiert). Die anatomische Lokalisation wurde mit Hilfe
des Duvernoy Atlas durchgefiihrt.”” Die anatomischen Bezeichnungen sind englisch.

Region Clustermaximum  z-Wert Clustergrofie

x,y,z (IMNI) (# Voxel)

L inf front S -32 52 8 3.26 34

L dmPFC -8 270 3.18 3

Keine signifikanten Voxel tber dem
Schwellenwert

L ant cing S -16 40 18 3.67 19
L intrapariet S -16 -62 44 3.45 10
L basal forebrain -2 2-10 3.2 4
L post sup front S -16 2 50 3.15 3

Keine signifikanten Voxel tber dem
Schwellenwert

dmPFC, dorsomedial prefrontal cortex; 1 left; r, right; S sulcus

2z Duvernoy HM. The Human Brain: Surface, blood supply, and three-dimensional sectional anatomy. Springer:
‘Wien, 1999.
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