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Kurzreferat

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss der Brain-derived neurotrophic factor (BDNF)-
Proteinexpression in drei verschiedenen Gehirnregionen auf die Bildung und Modifikation des
Furchtgedédchtnisses von Méausen untersucht. Anhand der Lernmodelle zur Konditionierung
und Extinktion von Furcht wurden Wildtypmé&use Verhaltensversuchen unterzogen und grup-
penweise im zeitlichen Abstand von 0 bis 120 Minuten nach dem Training Gewebeproben
aus der Amygdala, dem dorsalen Hippocampus und dem Préfrontalkortex entnommen. Die
Proben wurden mittels ELISA auf den BDNF-Proteingehalt hin untersucht. Obwohl BDNF-
Signalwege in der Amygdala bekanntermafien bei der Ausbildung des Furchtgeddchtnisses
beteiligt sind, lieB sich nach der Furchtkonditionierung in der Amygdala {iberraschender-
weise keine signifikante Anderung der BDNF-Proteinkonzentration nachweisen. Sowohl im
Hippocampus als auch im Préfrontalkortex zeigten sich ebenfalls keine signifikanten Verén-
derungen der BDNF-Konzentration im Vergleich zu naiven Mé&usen. Nach dem Furchtextink-
tionstraining konnte in der Amygdala hingegen 60 min nach dem Training eine signifikante
Erhohung von BDNF um 12 % gemessen werden. Im Prafrontalkortex liefl sich zu diesem
Zeitpunkt ebenfalls ein beginnender Anstieg von BDNF feststellen, der 90 min nach dem Ex-
tinktionstraining weiter zunahm und zu einer signifikanten Erhohung von 30 % im Vergleich
zur Kontrollgruppe fithrte. Die nicht signifikanten Verdnderungen im dorsalen Hippocampus
nach der Furchtextinktion legen dagegen eine unterschiedliche Einbindung des dorsalen und
ventralen Hippocampus in die Modifikation des Furchtgeddchtnisses nahe. Somit konnten
unsere Experimente die lerninduzierte BDNF-Proteinexpression, die erfolgreichem Furcht-
extinktionslernen zugrunde liegt, weiter aufkldren, einen entsprechenden BDNF-Anstieg in
der Amygdala bestédtigen und erstmals einen signifikanten Anstieg im Préafrontalkortex nach

90 min nachweisen.

Schliisselworter
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1. Einfiihrung

1.1. Posttraumatische Belastungsstorungen

Menschen werden im Laufe ihres Lebens héufig mit belastenden Lebensereignissen konfron-
tiert. Opfer von Krieg, Folter oder Missbrauch, deren Erlebnisse sich durch eine besondere
Schwere auszeichnen, kénnen im Rahmen einer unvollstdndigen Bewaltigung voriibergehen-
de oder sogar bleibende Krankheitsbilder entwickeln. Zu der zweiten Kategorie gehort die
posttraumatische Belastungsstorung (PTBS), die per Definition meist mehr als sechs Mona-
te nach dem Ereignis auftritt und héufig einer langwierigen Therapie bedarf. In Deutschland
liegt die 12-Monatsprévalenz dieser Erkrankung bei 2,3 % mit einer deutlichen Verschiebung
in Richtung des weiblichen Geschlechts (Jacobi et al., 2014).

Kennzeichnend fiir die PTBS sind sogenannte Flashbacks, die die betroffenen Personen im-
mer wieder in die belastenden Situationen zuriickversetzen. Haufig wird dies durch Ereignisse
ausgelost, die in bestimmten Teilen dem urspriinglich belastenden Erlebnis dhneln und so-
mit im weiteren Verlauf von den Betroffenen gezielt vermieden werden. Die wiederkehrenden
Erinnerungen auf solche Triggerreize werden als fehlerhafter Lernprozess gewertet (Andero
und Ressler, 2012), bei dem der entsprechende Reiz nicht mehr als ungefahrlich eingestuft
werden kann, sondern dauerhaft mit dem belastenden Erlebnis assoziiert bleibt. Im Rahmen
der experimentellen Verhaltensforschung wird die klassische Konditionierung als ein Modell
fiir die Assoziation zwischen dem traumatischen Erlebnis und dem vormals unspezifischen
Reiz betrachtet. In diesem Modell stellen dementsprechend die wiederkehrenden Flashbacks
die Unfahigkeit des Individuums zur Extinktion des erlernten Verhaltens (z. B. Vermeidungs-
verhalten, aber auch vegetative Verdinderungen) dar. Mit dem Begriff der Extinktion wird
hier die Abschwéichung bzw. Hemmung der Verkniipfung von Trauma und Triggerreizen be-
schrieben, die in der Theorie beim PTBS gestort ist und somit als eine mogliche Ursache fiir
eine Belastungsstorung angesehen wird (Milad et al., 2009).

Ziel aktueller Forschungsuntersuchungen ist es, die Mechanismen, die der Extinktion dieses
Furchtverhaltens zugrunde liegen, genauer zu verstehen und im zweiten Schritt diese Extink-
tionsmechanismen gezielt zu verstiarken, um langfristig eine effektivere extinktionsbasierte

Therapie der betroffenen Patienten zu ermdéglichen.



1.2. Konditionierung und Extinktion im Rahmen des

Furchtlernens

1.2.1. Furchtkonditionierung und beteiligte Gehirnareale

Die klassische Konditionierung wurde erstmals 1905 durch Iwan Pavlov beschrieben. Der rus-
sische Physiologe présentierte dazu Hunden wiederholt kurz vor der Futtergabe einen Tonreiz,
sodass diese nach einiger Zeit schon allein beim Hoéren des Tonreizes eine ausgepréigte Spei-
chelproduktion zeigten. Im Rahmen der klassischen Konditionierung wird ein sogenannter
unkonditionierter Stimulus (US), der eine ungelernte, d.h. unkonditionierte Reaktion (UR)
hervorruft, mit einem neutralen nicht in Verbindung zum US stehenden Stimulus wiederholt
kombiniert. Dadurch wird aus dem neutralen Reiz ein konditionierter Stimulus (CS), dessen
alleinige Présentation dann die konditionierte Reaktion (CR) auslosen kann. In Pavlovs ur-
springlichen Versuchen entspricht die Futtergabe dem US, der die Speichelproduktion als UR
auslost. Durch die gleichzeitige Prasentation des Tonreizes mit der Futtergabe wird dieser zum
CS, der dann alleine die Speichelproduktion als CR anregen kann. Da diese Form der Kondi-
tionierung von einem Stimulus bzw. einem Signal (engl. cue) abhéngig ist, wird im Weiteren
der gebrauchliche Ausdruck der cue-Konditionierung verwendet. Alternative Bezeichnungen,
die ebenfalls hdufig in der Literatur verwendet werden, sind delay- und Ton-Konditionierung.

Die neuronalen Prozesse, die der Konditionierung im Speziellen und der Gedachtnisbildung
ganz allgemein zugrunde liegen, kénnen in mehrere Abschnitte unterteilt werden, die aller-
dings nicht zwingend sequenziell, sondern auch parallel und in verschiedenen Gehirnarealen
ablaufen knnen. Am Anfang steht die Gedachtnisakquisition, die zu initialen Verénderungen
auf molekularer Ebene fiihrt, gefolgt von der zuséatzlich auf zelluldarer Ebene sichtbaren Kon-
solidierung der Information, die bereits nach wenigen Minuten beginnt und unterschiedlich
lange anhalten kann. Die Konsolidierung muss dabei nicht unbedingt im gleichen neuronalen
Netzwerk ablaufen, in dem auch die Akquisition erfolgte. Hiufig kommt es sogar im Rahmen
der Konsolidierung zu einer Verschiebung der Information in andere Gehirnabschnitte, die
initial nicht am Lernprozess beteiligt waren. Insofern miissen Gedéachtnisbildung, Gedéacht-
nisstabilisierung sowie der Abruf der Gedéachtnisinhalte, der je nach zeitlichem Abstand zur
initialen Gedéachtnisbildung unterschiedliche Gehirnregionen mit einbeziehen kann, vonein-
ander abgegrenzt werden (siehe z. B. Purves et al., 2012). Der Frage, wie der Organismus die
gebildeten Gedéchtnisinhalte modifizieren und neu verkniipfen kann, soll im néchsten Kapitel
(Kap. 1.2.2) ab S. 10 nachgegangen werden.

Eine viel untersuchte und haufig genutzte Anwendung der klassischen Konditionierung ist
die Furchtkonditionierung, deren zugrundeliegenden neuronalen Verschaltungen phylogene-
tisch sehr alt und hochgradig konserviert sind, wodurch das Verhalten der Versuchstiere und
die zugrundeliegenden neurophysiologischen Prozesse in diesen Situationen speziesiibergrei-
fend relativ einheitlich sind (Pape und Pare, 2010). Aus diesem Grund kénnen Furchtkon-

ditionierung und Furchtextinktion — wenn auch mit Einschrankungen — als translationales



Tiermodell fiir die Erforschung und die Therapieoptimierung von Angststérungen beim Men-

schen herangezogen werden (Maren, 2011; Andero und Ressler, 2012).

Amygdala

Als eine zentrale Instanz fiir das Furchtlernen hat sich die Amygdala herauskristallisiert
(zusammengefasst in Maren, 2011). Die auch als Mandelkern bezeichnete Hirnregion lasst sich
in diverse Subareale unterteilen, die in Abbildung 1.1 aufgefiihrt sind, um Missverstédndnisse
aufgrund der teilweise divergierenden Nomenklatur auszuschliefen. Im Folgenden soll wegen
der Komplexitat des amygdaldren Netzwerkes zuerst der grobe Informationsfluss wahrend des
Furchtlernens dargestellt und daraufthin die Funktion der fiir diese Arbeit wichtigen Kerne

genauer betrachtet werden.

Abbildung 1.1. Coronarer Hirnschnitt bei Bregma -1,46 mm. Dargestellt ist die rechte Amyg-
dala mit ihrem basolateralen Kernkomplex, der sich aus lateraler Amygda-
la (LA) (1), basolateraler Amygdala (BLA) (2) und basomedialer Amygdala
(BMA) (3) zusammensetzt, sowie den zentralen Strukturen, die sich verein-
facht in lateralen (CeL) (4) und medialen Teil der zentralen Amygdala (CeM)
(5) unterteilen lassen. Region 2 und 3 werden zudem zur basalen Amygdala
(BA) zusammengefasst. Nicht dargestellt sind die interkalierten Zellen (ITC),
die um mehrere Kernbereiche herum gelagert sind. Abgewandelt aus Franklin
und Paxinos (2007)



Gemeinhin wird der laterale Kern der Amygdala (LA, Region 1 in Abb. 1.1) als Eingangs-
gebiet angesehen, in das die Afferenzen von kortikalen und thalamischen Neuronen projizie-
ren (Rogan et al., 1997). Dazu gehoren einerseits Anteile simtlicher sensorischer Systeme,
die die Amygdala tiber den Thalamus und die Assoziationscortices erreichen, als auch einige
Fasern aus dem Hippocampus und entorhinalen Cortex, wodurch es zu einer Konvergenz ver-
schiedenster Systeme kommt, die wiederum fiir die weiter unten dargestellten Lernprozesse
entscheidend ist.

Die Efferenzen der Amygdala entspringen vorwiegend dem medialen Anteil des zentralen
Kerngebietes (CeM, Region 5 in Abb. 1.1). Diese ziehen zu nachgeschalteten Bereichen im
Hirnstamm und basalen Vorderhirn, die fiir die unterschiedlichen Reaktionen wie Freezing,
Stress und Vermeidungsverhalten auf das Furchterleben verantwortlich sind. Das in dieser
Arbeit fiir die Graduierung der Furchtexpression herangezogene Freezingverhalten, unter dem
man das Erstarren wéhrend und nach der CS-Présentation versteht, wird z. B. durch eine
Aktivierung des ventralen periaquiduktalen Graus hervorgerufen, wobei anzumerken ist, dass
das periaquidduktale Grau ebenso iiber Projektionen in die Amygdala verfiigt (Johansen et
al., 2010; Kim et al., 2013; Groessl et al., 2018) und somit nicht nur die Funktion einer rein
nachgeschalteten Region einnimmt.

LA und CeM werden iiber eine Reihe zwischengeschalteter Kernbereiche verbunden, die
wiederum untereinander, aber auch mit anderen Hirnregionen kommunizieren (zusammenge-
fasst in Pare und Duvarci, 2012). Von der LA ziehen glutamaterge Verbindungen zur basalen
Amygdala (BA, Region 2 und 3 in Abb. 1.1) und zum lateralen Teil der zentralen Amyg-
dala (CeL, Region 4 in Abb. 1.1), wobei letztere iiber GABAerge Verbindungen zum CeM
eine Rolle bei der Modulation des Furchtverhaltens sowohl nach Konditionierung als auch
nach Extinktion spielt (Haubensak et al., 2010). Die BA ist iiber Verbindungen zum Hip-
pocampus und pralimbischen Kortex allerdings mehr als nur eine Umschaltstation zwischen
LA und CeM. Sie lasst sich noch in einen lateralen Teil (BLA), auf den sich die Forschung
bisher hauptséchlich konzentriert hat, und einen medialen Teil (BMA), iiber dessen Einbin-
dung in die Furchtverarbeitung bisher nur wenig bekannt ist, unterteilen. Gegenstand neuerer
Forschungsarbeiten ist die Funktion einer weiteren Gruppe von GABAergen Neuronen, den
sogenannten interkalierten Zellen (ITC), die fiir die Netzwerkregulation innerhalb der Amyg-
dala von grofler Bedeutung zu sein scheinen und im Abschnitt zur Furchtextinktion weiter
behandelt werden (fiir eine Zusammenfassung siehe Ehrlich et al., 2009).

Bei der cue-abhéngigen Furchtkonditionierung wird die Weiterleitung der Information von
der LA iiber die BA zum CeM als Hauptverarbeitungsweg angesehen. Wenn nun die Présen-
tation eines Stromimpulses, der hier als US dient und zu einer Aktivierung von Neuronen
in der LA fiihrt, mit z. B. einem Sinuston gekoppelt wird, so kommt es zu molekularen und
zelluldren Verdnderungen, die in diesem Fall die Verbindung von auditorischem Kortex bzw.
Corpus geniculatum mediale und den Zielzellen in der LA so verdndern, dass in Zukunft be-

reits die alleinige Tonprésentation fiir eine Aktivierung der LA ausreichend ist — der Ton ist



im Modell der Furchtkonditionierung zum CS geworden (LeDoux, 2000). Die Arbeitsgruppe
von Prof. LeDoux konnte so zum Beispiel durch die Implantation von Elektroden in die LA
in vivo wahrend des Furchtlernens Signale ableiten, die d&hnliche Verdnderungen zeigen, wie
sie bei der Langzeitpotenzierung zu beobachten sind (Rogan et al., 1997) und somit auf Ge-
déchtnisbildungsprozesse in der Amygdala hindeuten. Weitere Arbeiten konnten nachweisen,
dass die Gedéchtnisbildung von der Proteinsynthese in der LA abhéngig ist (Maren et al.,
2003) und durch die Applikation eines NMDA-Rezeptor-Antagonisten gehemmt werden kann
(Miserendino et al., 1990). Die glutamatergen Rezeptoren scheinen dariiber hinaus eine grofle
Rolle bei der Furchtexpression zu spielen, da die Injektion des entsprechenden Antagonisten
in die LA das konditionierte Freezing aufhebt (Fendt, 2001). Zusammengefasst spielt die LA
im Rahmen des Furchtverhaltens nicht nur bei der Gedéchtnisakquisition, sondern auch beim
Gedéchtnisabruf eine entscheidende Rolle.

Der néchste Kern, der nach der Konvergenz von US und CS in der LA aktiviert wird,
ist die BA, die sich, wie bereits erwéhnt, aus BLA und BMA zusammensetzt. Sie ist fir
einen Grofteil der reziproken Verbindungen zum Hippocampus (Pitkdnen et al., 2000) und
zum prélimbischen Kortex (Gabbott et al., 2006) verantwortlich. Es ist naheliegend, dass
die Bildung und Konsolidierung des Furchtgedachtnisses durch diese Vernetzungen weiter
modifiziert werden kann. Jedoch sind diese Verbindungen zur BA zumindest fiir die Furcht-
akquisition anscheinend genauso wenig zwingend notwendig wie die Funktion des Kerns an
sich: So fiihrt eine Inaktivierung der BA vor der Furchtkonditionierung bei intakter LA zu
keinen Einschrankungen der Gedéchtnisbildung (Nader et al., 2001). Deshalb sind in Zu-
sammenschau mit den Erkenntnissen zur LA alternative Verarbeitungswege innerhalb der
Amygdala wahrscheinlich, die genutzt werden, sobald der bevorzugte Weg iiber die BA nicht
mehr zur Verfiigung steht. Speziell innerhalb des BLA wurden auflerdem zwei Untergruppen
von Neuronen gefunden, deren Aktivitdt davon abhéngig war, ob das Versuchstier gerade
eine Furchtkonditionierung oder -extinktion durchlief (Herry et al., 2008). Interessanterweise
gehen Anderungen in der Aktivitit der jeweiligen Neuronengruppe Verinderungen im Verhal-
ten zeitlich voraus. Ferner kamen Herry und Kollegen zu dem Ergebnis, dass eine transiente
Inaktivierung der BLA die Furchtexpression nicht beeinflusst. Wurde jedoch die gesamte BA
nach dem Training inaktiviert, so scheint dieser Kern fiir den Gedéchtnisabruf unverzichtbar
zu sein (Anglada-Figueroa und Quirk, 2005). Diesem vermeintlichen Widerspruch zwischen
den Ergebnissen von Herry und Kollegen sowie Anglada-Figueroa ging die Arbeitsgruppe
von Denis Paré weiter nach: Sie konnte zeigen, dass BLA und BMA redundante Funktio-
nen ausiiben, da die Inaktivierung eines einzelnen Kerns zu keinen Verdnderungen wahrend
des Gedéchtnisabrufes fithrte (Amano et al., 2011). In der gleichen Arbeit wurden durch die
Ableitung von Feldpotentialen aber auch Unterschiede in der Aktivitit der beiden Teilker-
ne festgestellt. So bleiben einige Neurone in der BMA iiber das Ende der CS-Préasentation
hinaus aktiv, weshalb dieser Kern mehr als eine einfache Relaisstation zu sein scheint. Die

Bedeutung, die der lateralen und basalen Amygdala bei der langfristigen Speicherung des



Furchtgedichtnisses zukommt, wird durch eine Studie deutlich, in der nach Ausschaltung der
beiden Kernbereiche selbst nach einem Intervall von 16 Monaten zur Furchtkonditionierung
noch eine massive Verschlechterung des Gedachtnisabrufes festgestellt wurde (Gale et al.,
2004).

Von der BA aus erfolgt die Informationsweiterleitung {iber exzitatorische Neurone zum
CeM, der zusétzlich noch hemmende Afferenzen vom CeL und interkalierten Zellen erhélt.
Zunichst war unklar, wie sich die GABAergen Neurone im CeM nach der cue-Konditionierung
gegeniiber dem CS verhalten. Inzwischen konnte aber gezeigt werden, dass sie ihren inhibi-
torischen Einfluss auf die nachgeschalteten Strukturen in anderen Gehirnbereichen bei einer
erneuten Présentation des konditionierten Stimulus verstirken (Duvarci et al., 2011). Das
exprimierte Furchtverhalten des Versuchstieres hingt somit ausgesprochen stark von der Ak-
tivitdt des CeM ab.

Hippocampus

Neben der Amygdala wurden in der vorliegenden Arbeit Proben aus dem Hippocampus
gewonnen, der iiber seine herausragenden Rolle wiahrend der expliziten Gedéchtniskonso-
lidierung Gegenstand zahlreicher Forschungsarbeiten war und ist. Insbesondere dient der
Hippocampus als Untersuchungsobjekt fiir die wiahrend der Gedéchtnisbildung ablaufenden
molekularen Prozesse und das darauf aufbauende Modell der Langzeitpotenzierung. Auf
die einzelnen anatomischen Substrukturen wie Gyrus dentatus oder Cornu ammonis soll
hier nicht weiter eingegangen werden, allerdings lasst sich der Hippocampus funktional in
einen ventralen und einen dorsalen Abschnitt unterteilen (Details in Fanselow und Dong,
2010). Dem dorsalen Teil wird so z.B. eine groflere Rolle beim rdumlichen Lernen zuge-
schrieben, wihrend der ventrale Hippocampus iiber ausgepréigte Verbindungen zur Amyg-
dala (insbesondere der BLA) und zum infralimbischen Kortex stérker in die der Furcht-
verarbeitung zugrundeliegenden Netzwerke eingebunden sein soll (Pitkdnen et al., 2000;
Godsil et al., 2013) und dabei fiir die Integration komplexer (zeitlicher) Abldufe verant-
wortlich ist (Cox et al., 2013).

Der dorsale Hippocampus scheint wéhrend der cue-abhédngigen Furchtkonditionierung eher
eine untergeordnete Rolle zu spielen und ,,nur® fiir die Verarbeitung der Kontextinformationen
zustandig zu sein. Eine Inaktivierung des dorsalen Teils fithrte so zwar zu einem Gedéchtnis-
defizit nach kontextabhéingiger Furchtkonditionierung, bei der die Umgebung im Vordergrund
steht; das Verhalten nach cue-Konditionierung blieb jedoch unbeeinflusst (Kim und Fanse-
low, 1992; Phillips und LeDoux, 1992). Die Beteiligung des ventralen Hippocampus bei der
cue-Konditionierung ist dagegen noch nicht abschliefend gekldart. Eine Reihe von Studien
konnte zeigen, dass eine Inaktivierung vor der cue-Konditionierung die Furchtakquisition er-
schwert bzw. verhindert hat (Bast et al., 2001; Maren und Holt, 2004). In der letztgenannten
Untersuchung kamen Maren und Holt auBerdem zu dem Ergebnis, dass eine Ausschaltung

des ventralen Hippocampus kurz vor dem Gedéchtnisabruf keinen Einfluss auf das Furcht-



verhalten nach cue-Konditionierung hat — im Gegensatz zur Arbeitsgruppe von Prof. Quirk
(Sierra-Mercado et al., 2011), laut der die Hemmung des ventralen Hippocampus vor dem
Gedachtnisabruf zu einem geringeren Freezingverhalten fithrt. Wahrend die Rolle dieser Ge-
hirnregion beim Gedéchtnisabruf demnach noch nicht eindeutig geklart scheint, gibt es erste
Studien, die eine wichtige Funktion bei der weiteren Konsolidierung des Furchtgedédchtnisses
zeigen (Maren und Holt, 2004; Raza et al., 2017).

Medialer Prafrontalkortex

Die dritte Gehirnregion, die wiahrend des Furchtlernens eine wichtige Rolle spielt, ist der
mediale Préfrontalkortex (mPFC). Er liegt bei Nagern weit rostral und verfiigt gerade im
ventralen Teil {iber eine Reihe von Verbindungen zum Hippocampus und zu Kerngebieten
der Amygdala. Die an der Furchtverarbeitung besonders beteiligten pralimbischen (PL) und
infralimbischen Areale (IL) des mPFC erhalten ihre Afferenzen unter anderem vom Hippo-
campus und dem basalen Amygdalakern (Hoover und Vertes, 2007). Die Efferenzen des mPFC
wiederum enden in Abhéngigkeit von der jeweiligen Funktion in unterschiedlichen Kernge-
bieten der Amygdala. In frithen Studien zur Beteiligung am Furchtgedéchtnis wurde hiufig
jedoch keine Unterscheidung zwischen IL und PL vorgenommen, weswegen es zu teilweise
widerspriichlichen Ergebnissen kam. Es gilt heute als gesichert, dass beide Subareale voll-
kommen unterschiedliche Aufgaben bei der Verarbeitung von Furchtsignalen wahrnehmen:
Der PL des mPFC scheint im Allgemeinen eine furchtverstiarkende Wirkung zu haben, wéh-
rend der IL des mPFC bei der Furchtextinktion vonndoten ist. Deshalb soll im Folgenden die
Rolle des PL beschrieben und der IL im Zusammenhang mit der Furchtextinktion in Kapitel
1.2.2 behandelt werden.

Der PL des mPFC wird bei der Furchtverarbeitung zum einen fiir den Gedéachtnisabruf
bendtigt, solange wihrend der Gedéchtnisakquisition keine héheren kognitiven Funktionen
wie z. B. das Erkennen von zeitlichen Zusammenhéngen vonnéten sind (Runyan et al., 2004;
Corcoran und Quirk, 2007). Die Arbeitsgruppe von Prof. Ressler hat aulerdem zwei Arbeiten
verdffentlicht, die zeigen, dass der PL. des mPFC fiir die Konsolidierung des Furchtgedéacht-
nisses benotigt wird (Choi et al., 2010; Choi et al., 2012). In einer weiteren Studie zeigten
Ratten wahrend und einen Tag nach einer Stimulation des PL iiber Mikroelektroden, die mit
einer CS-Prasentation kombiniert wurde, ein relativ hohes Freezing, woraus zusammenfas-
send gefolgert wird, dass der PL das Furchtgedéchtnis stabilisiert und das Extinktionslernen
behindert (Vidal-Gonzalez et al., 2006). Das erscheint insofern nachvollziehbar, da direkte
Efferenzen des PL zum basolateralen Kern der Amygdala bekannt sind (Vertes, 2004). Gera-
de fiir die klinische Intervention diirfte eine Studie von Stern und Kollegen interessant sein,
die zu dem Ergebnis kam, dass der PL im Préafrontalkortex fiir die Rekonsolidierung, die die
erneute Verarbeitung der Information nach ihrem Abruf beschreibt, von grofiler Bedeutung
ist. Inaktiviert man die Region kurz nach dem Abruf des Furchtgedéchtnisses, so zeigen die

Tiere eine deutlich abgeschwéchte Reaktion auf die CS-Prasentation, die im Gegensatz zur



Extinktion auch tiber einen lingeren Zeitraum auf einem niedrigen Niveau verbleibt und so-
mit nicht den unerwiinschten Eigenschaften der Extinktion (s. Kapitel 1.2.2) unterliegt (Stern
et al., 2014).

1.2.2. Furchtextinktion und beteiligte Gehirnareale

Da der Organismus auf verdnderte Umgebungsbedingungen reagieren kénnen muss, stellt sich
nunmehr die Frage, wie die wiahrend der Furchtkonditionierung erworbenen Gedéachtnisinhal-
te modifiziert werden konnen. Bereits Pavlov hatte festgestellt, dass sich die konditionierte
Reaktion von Tieren auf einen konditionierten Stimulus (CS) nach und nach abschwécht,
wenn er oft genug ohne den US présentiert wurde. Dieses Phidnomen wird als Extinktion be-
zeichnet, auch wenn der Name etwas ungliicklich gewahlt wurde, denn inzwischen weify man,
dass das Furchtgedédchtnis bei der Extinktion im Allgemeinen eben nicht geldscht, sondern
von anderen Gedéchtnisinhalten gehemmt und modifiziert wird. Anhand der folgenden drei

Phénomene kann man das sehr gut erkennen (Myers und Davis, 2007):

o Wiedereinsetzen (engl. reinstatement): Wird das Versuchstier nach der Extinktion er-
neut nur dem US ausgesetzt, so kommt es bei der nachfolgenden CS-Prasentation in

der gleichen Umgebung zu einer verstarkten Furchtreaktion.

o Erneuerung (engl. renewal): Wird das Versuchstier nach einer erfolgreichen Extinktion,
die in Kontext A stattfand, in einem anderen Kontext (Kontext B) erneut dem CS

ausgesetzt, ist das furchtspezifische Verhalten ausgeprégter als in Kontext A.

» Spontanerholung/spontane Wiederkehr (engl. spontaneous recovery): Wenn der CS nach
einer ldngeren Zeit nach der Extinktion erneut prisentiert wird, so kommt es wieder
zu einer verstirkten Furchtreaktion. Das Furchtgedédchtnis scheint demnach deutlich

stabiler zu sein als das Extinktionsgedéchtnis.

Durch das Ubertragen dieser Phiinomene auf Menschen, die an einer Angststérung oder PTBS
leiden, bietet sich ein Erklarungsansatz, warum die Therapie der genannten Erkrankungen so
langwierig und mit zahlreichen Rezidiven verbunden ist. So erfolgt die Behandlung oftmals
in einem spezifischen Kontext, in dem das Individuum vielleicht lernt, mit der Erkrankung
umzugehen. Allerdings geniigt dann ein Triggerreiz in einer anderen Umgebung, um die Sym-
ptome wiederkehren zu lassen.

Wie bereits beim Modell fiir die Furchtkonditionierung so wird auch fiir das Modell der Ex-
tinktion die Beteiligung mehrerer Gehirnregionen postuliert (Ubersicht in Quirk und Mueller,
2008). Die Regionen, die fiir das Extinktionslernen von besonderer Bedeutung sind, sind die
Amygdala, der Hippocampus und der mediale Préfrontalkortex, deren Rolle deshalb in den

folgenden Abschnitten néher erldutert werden soll.
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Hippocampus

Im Kapitel zur Furchtkonditionierung wurde bereits geschildert, dass vor allem der ventrale
Anteil des Hippocampus iiber seine Verbindungen zur Amygdala in die Bildung des Furchtge-
déchtnisses involviert ist. Demgegeniiber existieren einige &dltere Studien zum dorsalen Anteil
des Hippocampus, die zu dem Ergebnis kamen, dass dieser Teil im Rahmen des Extinkti-
onslernens eine Rolle spielen muss. So konnten Corcoran und Kollegen (2005) zeigen, dass
eine Inaktivierung dieser Gehirnregion die Furchtextinktion behindert. Allerdings scheint der
dorsale Hippocampus vor allem fiir die Integration von Kontextinformationen zustdndig zu
sein. Neuere Arbeiten konzentrieren sich somit verstiarkt auf den ventralen Hippocampus und
dessen Beteiligung an der Extinktion von Furcht.

Beim Extinktionslernen steht jedoch nicht die Verbindung vom ventralen Hippocampus
zur Amygdala, sondern zum IL. des mPFC im Vordergrund. Diese Efferenzen des Hippocam-
pus scheinen die molekularen Prozesse, die wiahrend des Extinktionslernens im IL ablaufen,
deutlich zu verstirken (Peters et al., 2010).

In einer weiteren Untersuchung der Arbeitsgruppe von Prof. Quirk (Sierra-Mercado et al.,
2011) wurde dabei deutlich, dass der ventrale Hippocampus an der Akquisition des Extink-
tionsgedédchtnisses beteiligt sein muss und dass die molekularen Prozesse, die fiir die weitere

Konsolidierung verantwortlich sind, bereits wihrend des Extinktionstrainings beginnen.

Medialer Prafrontalkortex

Wie bereits im vorherigen Kapitel auf Seite 9 beschrieben, wurden die einzelnen Bereiche im
medialen Préfrontalkortex in den Experimenten lange Zeit nicht differenziert, was auch fiir
die Forschung zur Furchtextinktion zutrifft. Nach und nach wurde der infralimbische Kortex
(IL) als der Bereich des mPFC identifiziert, der an der Furchtextinktion beteiligt ist und
somit einen funktionellen Gegenpart zum PL bildet (erste Ergebnisse siehe z.B. Quirk et
al., 2000). Neben den hippocampalen Afferenzen, die insbesondere Umgebungsinformationen
tibermitteln, projizieren auch Neurone der BA von der Amygdala in den IL (Hoover und
Vertes, 2007). Vom IL aus projizieren wiederum zahlreiche Neurone in die Amygdala und
enden dort insbesondere in der BA und den ITC (Vertes, 2004).

Dabei scheint der IL im Préfrontalkortex von besonderer Bedeutung fir das Extinkti-
onslernen zu sein, auch wenn verschiedene Arbeiten — wahrscheinlich durch unterschiedliche
Methoden — im Detail zu unterschiedlichen Ergebnissen kommen: Sierra-Mercado und Kol-
legen (2011) konnten z. B. nachweisen, dass eine voriibergehende Hemmung des IL wéihrend
des Extinktionstrainings das unmittelbare Extinktionslernen deutlich reduziert. Wird da-
gegen eine dauerhafte Lésion erzeugt, so kann zwar wahrend des Extinktionstrainings ein
abnehmendes Freezing beobachtet werden, allerdings wird die langfristige Speicherung des
Extinktionsgeddchtnisses unterbunden (Milad und Quirk, 2002). Es scheint demnach kaum

alternative Verarbeitungswege zu geben, da Sierra-Mercado und Kollegen das reduzierte Ex-
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tinktionsverhalten Tage spéter ebenfalls nachweisen konnten. Besonders interessant ist dabei
noch ein Experiment aus der bereits erwdhnten Arbeit von Milad und Quirk, bei dem eine
elektrische Stimulation des IL wéhrend einer CS-Présentation ein langfristiges Extinktions-
verhalten ausloste (Milad und Quirk, 2002). Zusammengefasst muss der IL eine entscheidende

Rolle bei der Konsolidierung des Extinktionsgedéchtnisses spielen.

Amygdala

Es wurde bereits erwidhnt, dass die Amygdala fiir die Langzeitspeicherung des Furchtgedacht-
nisses von essentieller Bedeutung ist (Gale et al., 2004), woraus gefolgert werden kann, dass
eine Modifikation desselben wahrscheinlich ebenfalls die Amygdala mit einbezieht. Obwohl
wahrend der Extinktion ein Grofteil der Informationen aus dem Hippocampus und dem
mPFC erst in der BA und nachgeschalteten Strukturen der Amygdala integriert wird, zeig-
ten einige Studien, dass bereits in der LA Verdnderungen stattfinden. Beispielsweise konnte
nachgewiesen werden, dass Neurone in der LA, bei denen die Furchtkonditionierung zu einer
gesteigerten Antwort auf den CS fithrte, durch die Extinktion zumindest teilweise wieder in
ihrer Aktivitdat abfallen (Hobin et al., 2003; An et al., 2012).

Die BA ist wie schon bei der Furchtkonditionierung von besonderem Interesse. Wie im vor-
herigen Kapitel erwéahnt, fiilhrt eine Inaktivierung der BA nach Furchtkonditionierung kurz
vor der erneuten CS-Prisentation zu einer verringerten Furchtexpression. Allerdings wird
damit auch das Extinktionslernen gehemmt, da Versuchstiere beim Test des Extinktionsge-
déchtnisses am Folgetag ein deutlich erhohtes Freezing zeigten (Sierra-Mercado et al., 2011).
Dabei manifestiert sich sogar ein Lerndefizit, wenn lediglich einer der beiden Teilkerne inhi-
biert wird (Amano et al., 2011). Diese Studien verdeutlichen, dass die BA bei der Akquisition
des Extinktionsgeddchtnisses unverzichtbar ist und anscheinend keine hinreichend effektiven
sekundéren Verarbeitungswege existieren, die dhnlich der Furchtkonditionierung ein Defizit
ausgleichen kénnten.

Analog zur Furchtkonditionierung konnten innerhalb der BLA und BMA eine Neuronen-
population nachgewiesen werden, die dauerhaft ihre Aktivitdt bei der Présentation eines
bereits extingierten CS erhoht (Herry et al., 2008; Amano et al., 2011). Fiir die BLA konn-
te nachgewiesen werden, dass diese Zellen im Vergleich zu den bei Furchtexpression aktiven
Neuronen iiber eine abweichende Verteilung der Verbindungen zu anderen Hirnregionen ver-
fiigen: Sie erhalten Afferenzen und bilden Efferenzen zum mPFC, zeigen allerdings keinerlei
Verbindung zum Hippocampus (Herry et al., 2008). Bislang ist allerdings unklar, ob sich die
Zielneurone auch in ihrer rdumlichen Dissemination unterscheiden, sich also z. B. die mit den
Extinktionsneuronen in der BA verbundenen Nervenzellen des mPFC im IL konzentrieren
oder gleichméfig verteilt sind.

Der zweite Kern der Amygdala, der mit dem Extinktionslernen in Zusammenhang gebracht
wird, gehort zum Netzwerk der interkalierten Zellen (ITC). Das relevante Gebiet liegt zwi-
schen BA und CeM und erhélt Afferenzen vom IL und von der BA (Berretta et al., 2005;
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Marowsky et al., 2005) und inhibiert iiber GABAerge Synapsen unter anderem den CeM.
Im Rahmen des Furchtextinktionslernens werden die Afferenzen von der BA durch die Affe-
renzen vom IL potenziert (Berretta et al., 2005), sodass die inhibitorische Wirkung der ITC
verstirkt wird. Dadurch kommt es letztlich im CeM zu einer Unterdriickung des Furchtver-
haltens (Likhtik et al., 2008).

1.3. BDNF als Protein der synaptischen Plastizitat

Das Protein Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) gehort zu einer Gruppe struktu-
rell dhnlicher neuronaler Wachstumsfaktoren, auch Neurotrophine genannt. Weitere bekann-
te Vertreter dieser Gruppe sind Neurotrophin 4/5 und der Nervenwachstumsfaktor (NGF).
Seit vielen Jahren ist BDNF bereits Gegenstand intensiver Forschung und konnte im Ge-
hirn mit verschiedenen Effekten, die letztlich zu strukturellen und funktionellen Anderungen
fiihren, in Verbindung gebracht werden (Ubersicht z.B. in Edelmann et al., 2014). Dazu
gehort zum einen die neuronale Differenzierung im Rahmen der Hirnentwicklung. Wah-
rend dieser Zeit unterstiitzt BDNF auch das Zellwachstum und verhindert, insbesonde-
re im Zusammenhang mit einer Verstirkung der synaptischen Ubertragung, die Apopto-
se von Nervenzellen (McAllister et al., 1995; Hu et al., 2005). Ahnliche Prozesse finden
an adulten Neuronen statt und bilden einen Teil der bei der Langzeitpotenzierung (LTP)
ablaufenden Mechanismen (Korte et al., 1995 bzw. zusammengefasst in Gottmann et al.,
2009). Unter LTP werden dabei sidmtliche Vorgénge zusammengefasst, die Synapsen lang-
fristig so verindern, dass eine Ubertragung von Axon auf Dendrit effektiver wird und so-
mit die synaptische Ubertragung verstirkt wird. Die Langzeitpotenzierung wird als ein ent-
scheidendes molekulares Korrelat des Lernens angesehen. Initial wurde LTP an hippocam-
palen Neuronen erforscht, allerdings konnten die Mechanismen der LTP inzwischen auch
in der Amygdala nachgewiesen werden (Maren und Fanselow, 1995; Rogan et al., 1997;
Meis et al., 2012).

Das zunédchst synthetisierte Vorlauferprotein preproBDNF wird {iber mehrere Modifika-
tionsstufen in BDNF umgewandelt. Ein entscheidender Schritt ist dabei die Abspaltung
der pro-Doméne durch Endopeptidasen, durch die proBDNF in reifes BDNF umgewan-
delt wird (Zusammenfassung in Lessmann und Brigadski, 2009). Wahrend BDNF vornehm-
lich an Tropomyosin-related-Kinase B (TrkB, alternativ Tyrosin-Kinase-Rezeptor B) bindet,
geschieht die Signalweiterleitung des Vorlauferproteins proBDNF vor allem tber den p75-
Neurotrophin-Rezeptor (p75NTR). Uber TrkB kénnen dabei prinzipiell drei Signalkaskaden
ausgelost werden (MAP-Kinase, PI-3-Kinase und PLC«), die z. B. in der Arbeit von Se-
gal (2003) ndher beschrieben sind. Fiir zwei dieser Signalwege (PI-3-Kinase, PLCy) wurde
eine unterschiedliche Rolle wihrend der Akquisition und der Konsolidierung von Furchtge-
déchtnisinhalten nachgewiesen (Musumeci et al., 2009). Letztlich fithrt die TrkB-Aktivierung

sowohl zu schnellen posttranslationalen (z. B. Rezeptorphosphorylierung (Levine et al., 1995))
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und langfristigen (auf Genexpressionsebene (Alder et al., 2003)) Anderungen. Wihrend eine
Aktivierung des TrkB iiber die genannten Signalwege vereinfacht gesagt zu Zellwachstum,
neuronaler Differenzierung und LTP fiihrt, hat eine Aktivierung des p75NTR entgegenge-
setzte Effekte und fithrt z. B. zum Zelltod und Langzeitdepression (LTD) (Cowansage et al.,
2010). Da proBDNF im Vergleich zu BDNF eine wesentlich hohere Affinitdt zum p75NTR
besitzt (Teng et al., 2005), erklirt sich die Bedeutung der oben beschriebenen Spaltung des
Vorlduferproteins und ihrer Regulation.

Wihrend der Furchtkonditionierung und -extinktion ist BDNF scheinbar das einzige Neuro-
trophin, das in relevantem Mafle an der Konsolidierung der neuen Gedéchtnisinhalte beteiligt
ist (Rattiner et al., 2004). Eine (genetisch) bedingte globale verringerte Synthese von BDNF
hat somit drastische Auswirkungen auf die dabei ablaufenden Prozesse und reduziert in der
Folge die Féhigkeit zur Gedéchtniskonsolidierung (Endres und Lessmann, 2012; Psotta et
al., 2013; Meis et al., 2018). Dabei sind insbesondere &ltere Tiere betroffen, die gegeniiber
Jungtieren eine nochmals verringerte BDNF-Synthese aufweisen.

Fiir die BA der Maus konnte bereits gezeigt werden, dass das Furchtlernen von der lokalen
BDNF-Synthese und -Expression abhéngig ist und eine entsprechende Hemmung zum Verlust
der Konsolidierung des Furchtgedéchtnisses fithrt (Heldt et al., 2014). Bereits vorher hatten
dies Ou und Kollegen (2010) an einem Rattenmodell fiir die gesamte Amygdala nachweisen
konnen, ohne allerdings eine Differenzierung zwischen LA und BA vorzunehmen. Dabei fan-
den sie einen zweigipfligen Verlauf der BDNF-Konzentration mit Spitzen bei einer und 12
Stunden nach der Furchtkonditionierung, wobei beide Zeitpunkte fiir die Konsolidierung des
Furchtgedéchtnisses von Bedeutung waren.

Es wurde bereits geschildert, dass die Bedeutung des Hippocampus bei der cue-abhéngigen
Furchtkonditionierung nicht eindeutig ist. So gibt es Arbeiten, die bei Ratten keine Ande-
rung der BDNF-mRNA-Konzentration im dorsalen Hippocampus fanden (Rattiner et al.,
2004) bzw. als Korrelat einer Stressreaktion sogar einen Abfall der BDNF-mRNA nachweisen
konnten. Anders sieht es im Préafrontalkortex aus: Hier hatte bereits die im Kapitel 1.2.1 er-
wahnte Arbeit von Choi und Kollegen (2010) anhand eines Mausmodells gezeigt, dass BDNF
im PL fiir die Konsolidierung des Furchtgedéchtnisses vonnéten ist. An dieser Stelle sei expli-
zit daraufhingewiesen, dass in der Arbeit von Choi und Kollegen die Aktivierung des TrkB-
Rezeptors (auch BDNF-unabhéngig) der entscheidende Faktor fiir das Furchtlernen war. Die
Aktivierung des TrkB-Rezeptors erfolgt in wvivo aber bereits durch das in Vesikeln vorge-
haltene BDNF, wihrend die gesteigerte Transkription und Translation von BDNF (sprich,
erhohte BDNF-mRNA- und BDNF-Proteinkonzentrationen) Ausdruck von Gedéchtniskon-
solidierungsprozessen sein diirfte.

Die molekularen Prozesse, die in der Amygdala und insbesondere in der BA fiir die Kon-
solidierung des Extinktionslernen verantwortlich zeichnen, beruhen nach Chhatwal (2006)
ebenfalls auf einer verstirkten BDNF-Expression. So konnten sie bei Ratten zum einen ei-
ne erhohte BDNF-mRNA-Expression nach der Extinktion von Furcht nachweisen. Auf der
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anderen Seite wiesen Tiere, bei denen der BDNF-TrkB-Signalweg gehemmt wurde, iiber meh-
rere Tage hinweg ein wesentlich stérker ausgeprigtes Furchtverhalten auf. Die priméire Ge-
déchtnisakquisition lduft dabei BDNF-unabhéngig ab und wurde bei den Experimenten von
Chhatwal und Kollegen nicht beeintrichtigt. Neben dem BDNF-TrkB-Signalweg scheint auch
der proBDNF-p75NTR-Signalweg eine wichtige Rolle beim Extinktionslernen zu spielen. Un-
sere Arbeitsgruppe konnte dabei nachweisen, dass nicht nur die Konsolidierung, sondern auch
die Akquisition des Extinktionsgedéchtnisses von der Sekretion des BDNF-Vorlauferproteins
abhéngig ist (Ma et al., 2022).

Die entscheidende Rolle des Neurotrophins BDNF im Hippocampus wéahrend der Furcht-
extinktion hatten bereits Heldt und Kollegen (2007) bei Méusen aufgezeigt. In ihren Experi-
menten kamen sie aulerdem wie die Arbeitsgruppe um Prof. Ressler (2004) zu dem Ergebnis,
dass fiir die Furchtkonditionierung eine BDNF-abhéingige synaptische Plastizitdt im Hippo-
campus nicht notwendig ist. Besonders erwéhnenswert erscheint in diesem Zusammenhang
die Arbeit von Peters und Kollegen (2010). Sie konnten bei Ratten, die ein effektiveres Ex-
tinktionslernen aufwiesen, auch signifikant hohere BDNF-Konzentrationen im Hippocampus
nachweisen. In weiteren Experimenten der Arbeitsgruppe gelang es, durch die alleinige Infusi-
on von BDNF in den Hippocampus Extinktionslernen auslosen. Dieser Effekt wurde wiederum
unterbunden, wenn zeitgleich ein BDNF-Antikérper in den IL des medialen Préafrontalkortex
eingebracht wurde, woraus geschlussfolgert wurde, dass BDNF aus dem Hippocampus seinen
Effekt hauptsédchlich iiber Efferenzen zum IL entfaltet.

Obwohl die Rolle des infralimbischen Kortex bei der Furchtextinktion eindeutig belegt ist,
riickte die Bedeutung von BDNF in dieser Region erst in den letzten Jahren in den Fokus.
So verwundert es nicht, dass es beziiglich der Rolle von BDNF teilweise widerspriichliche
Ergebnisse gibt. Unsere Arbeitsgruppe konnte anhand eines Mausmodells zeigen, dass eine
global reduzierte BDNF-Konzentration im mPFC mit einem geringeren Extinktionslernen
assoziiert ist (Psotta et al., 2013). Bredy und Kollegen (2007) konnten zudem an einem
Mausmodell auf RNA-Ebene nach zwei Stunden einen Anstieg im IL beobachten, wiahrend
die Arbeitsgruppe von Prof. Quirk (Rosas-Vidal et al., 2014) bei Ratten auf Proteinebene
keine Anderung feststellte. In letztgenannter Arbeit wurde aber gleichzeitig durch die Appli-
kation eines BDNF-Antikérpers in den IL die Konsolidierung des Extinktionsgedéchtnisses
beeintrachtigt, womit die Bedeutung des Neurotrophins in dieser Gehirnregion wahrend der
Extinktion von Furcht unterstrichen wird.

Wihrend die Bedeutung von BDNF fiir das Extinktionslernen in der Amygdala und im
Hippocampus somit recht eindeutig ist und hier insbesondere Detailfragen zum zeitlichen
Verlauf interessant erscheinen, sind die Ergebnisse der bisherigen Studien zum IL teilweise

widerspriichlich.
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1.4. Ziele der Arbeit

Wie in den vorangegangenen Kapiteln dargestellt, wurden in den vergangenen Jahren zahlrei-
che Studien durchgefiihrt, die sich mit einzelnen Aspekten der Bedeutung von BDNF fiir das
Furchtgedédchtnis beschéftigt haben. Dabei kamen unterschiedlichste Methoden zum Einsatz,
sodass sich insbesondere im Hinblick auf die verwendeten Versuchstiere die Ergebnisse unter
Umstédnden nicht iibertragen lassen. In dieser Arbeit sollten deswegen bereits vorhandene
Erkenntnisse an einem Wildtypmausmodell iiberpriift und in einem zweiten Schritt erweitert
werden.

Im Einzelnen sollte fiir die Furchtkonditionierung ein Versuchsprotokoll entwickelt werden,
das zu einer vornehmlich tonreizspezifischen Konditionierung fithrt und nicht den Kontext in
den Vordergrund stellt. Mithilfe dieses Protokolls wurden im Anschluss die Versuchstiere trai-
niert, um die entsprechenden Lernvorgénge in Gang zu setzen. In dieser Arbeit war dabei der
zeitliche Ablauf der frithen Lernvorgénge von besonderem Interesse. Als Markerprotein diente
dabei BDNF, da es — wie weiter oben dargelegt — von entscheidender Bedeutung fir die sy-
naptische Plastizitat ist. Es wurde in drei fiir das Furchtgedéchtnis und die Furchtextinktion
besonders wichtigen Gehirnregionen die BDNF-Konzentration zu vordefinierten Zeitpunkten
mit dem Ziel bestimmt, einen spezifischen Verlauf nachweisen zu kénnen. Wir erwarteten im
Rahmen der Furchtkonditionierung auf der Grundlage fritherer Forschungsergebnisse zumin-
dest in der Amygdala und im Préafrontalkortex einen Anstieg der BDNF-Konzentration im
Zeitfenster 30 bis 120 Minuten nach dem Verhaltenstraining.

Im zweiten Teil der Arbeit sollte die Beteiligung mehrerer Gehirnregionen an der Furcht-
extinktion untersucht werden. Dafiir musste zuerst ein Versuchsprotokoll entwickelt werden,
das zu einer stabilen Extinktion widhrend des einmaligen Verhaltenstrainings fithrte. Von
den so trainierten Versuchsméusen sollten in zeitlich vorgegebenen Abstdnden Proben aus
dem Hippocampus, dem Préafrontalkortex und der Amygdala gewonnen und fiir die BDNF-
Proteinbestimmung verwendet werden. Bisherige Arbeiten zur Furchtextinktion haben sich in
den meisten Féllen auf Ratten bezogen und lieferten, wie in den vorherigen Kapiteln dargelegt
wurde, teilweise widerspriichliche Resultate in Bezug auf die Beteiligung der erwdhnten Ge-
hirnareale. Insbesondere dem zeitlicher Verlauf der BDNF-Proteinkonzentration wurde bisher
kaum Beachtung geschenkt. Dariiber hinaus lagen die Untersuchungsintervalle héufig im Be-
reich von mehreren Stunden bis Tagen, sodass der zeitliche Rahmen, in dem zielgerichtete
Interventionen sinnvoll erscheinen wiirden, momentan unklar ist. Diese Widerspriiche und

Liicken sollten mit der vorliegenden Arbeit aufgeklart werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Versuchstiere

Im Rahmen dieser Arbeit wurden fiir simtliche Versuchsreihen ménnliche Tiere des Wildtyp-
mausstammes C57BL/6J (Fa. Charles River, Sulzfeld) verwendet, die drei Monate alt waren.
Der C57BL/6J-Stamm ist ein weit verbreiteter und genetisch gut untersuchter Mausstamm,
der sich u.a. durch ein gutes Lernverhalten auszeichnet.

Die Haltung erfolgte in Typ II Kéfigen in Gruppen von 3 bis 4 Tieren in einem klimatisierten
Raum (22°C, 50 % relative Luftfeuchtigkeit) mit einem kiinstlichen Tag-Nacht-Zyklus von 12
Stunden (Licht an um 7 Uhr). Dariiber hinaus standen den Madusen Wasser und Futter ad
libitum zur Verfiigung. Die Durchfiihrung der Tierversuche erfolgte unter dem Aktenzeichen
42502-2-1191 UniMD.

Die Tiere wurden vor den Verhaltensversuchen in die folgenden vier Gruppen eingeteilt:
Konditionierung, Extinktion, Kontrollgruppe fiir die Konditionierung und Kontrollgruppe fiir
die Extinktion. Innerhalb dieser Gruppen wurden die Tiere verschiedenen Préaparationszeit-
punkten zugeordnet, an denen die Tiere nach Abschluss der Verhaltensversuche prapariert
werden sollten. Dabei wurde darauf geachtet, dass die Tiere eines Kéfigs (also sehr eng ver-
wandte Méuse) auf moglichst unterschiedliche Praparationszeitpunkte aufgeteilt wurden. Fiir
die Gruppen der Konditionierung und Extinktion waren dies die fiinf Zeitpunkte 0, 30, 60, 90
und 120 Minuten nach dem entsprechenden Verhaltensexperiment, fiir die jeweils mindestens

finf Versuchstiere vorbereitet wurden.
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2.2. Verhaltensversuche

2.2.1. Furchtkonditionierungssystem

Fir die Durchfithrung der Verhaltensversuche wurde das Conditioning System der Fa. TSE
(TSE-Systems, Bad Homburg) mit der Software TSE Fear Conditioning System 9.02 einge-

setzt. Die verwendeten Versuchsparameter sind in Tabelle 2.1 angegeben.

Tabelle 2.1. FCS-Parameter

pulsierender E-Reiz (Fufl) 0,40 mA
Tonintensitat 80dB
Tonhohe 8kHz
Tondauer 30s
Freezingschwelle > 4s

Das System besteht aus einer Steuereinheit und einer verschlie$baren schallisolierten Box,
in der sich 24 eng zusammenliegende und parallel verlaufende Metallstreben befinden, tiber
die ein Stromreiz appliziert werden kann. Begrenzt werden die Metallstreben von einem Licht-
schrankensystem mit einem Innendurchmesser von 24 x 24 cm?, das die Registrierung der Ak-
tivitdt der Versuchstiere in allen drei Ebenen erlaubt. Wahrend der Versuche wurde zusétzlich
ein zum Boden und nach oben hin offener Kunststoffbehélter im Innenbereich aufgestellt, um
ein Entflichen der Mause zu unterbinden. Dadurch ergab sich ein effektiver Versuchsbereich
von 23 x 23 cm?. Das System ist beispielhaft in Abbildung 2.1 dargestellt.

Da die Tiere wéahrend der Verhaltensversuche neben dem Ton auch Kontextinformatio-
nen verarbeiten (Maren, 2001; Maren et al., 2013), in der vorliegenden Arbeit aber speziell
das cue-abhéngige Furchtlernen untersucht werden sollte, wurde der Ton sehr laut présen-
tiert um etwaige Kontextinformationen méglichst in den Hintergrund zu riicken. Wenn ein
Versuchstier mehrfach in das Conditioning System verbracht wurde (z.B. bei den Extink-
tionsversuchen mit vorheriger Konditionierung), wurde die Umgebung so weit wie moglich
verandert. Dazu standen ein schwarzer und ein durchsichtiger Kunststoffbehalter zur Verfi-
gung. Zusatzlich konnte die Lichtintensitdat und das verwendete Reinigungsmittel und somit
der Umgebungsduft beeinflusst werden. Auflerdem konnte in diesem Zusammenhang auf die
Metallstreben eine ebene Kunststoffplatte gelegt werden. Durch diese Mafinahmen sollte ge-
wahrleistet werden, dass der Sinuston von den Versuchstieren als alleiniger Hinweis (CS) auf

den moglicherweise bevorstehenden Stromreiz verwendet wird.

2.2.2. Furchtkonditionierung
Konditionierungsgruppe

Die Verhaltensversuche wurden nach dem Grundgedanken der klassischen Konditionierung

durchgefiihrt, wobei als unbedingter Reiz (US) ein gepulster elektrischer Reiz mit 0,40 mA
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Abbildung 2.1. Dargestellt ist das Konditionierungssystem. Im unteren Bildbereich sind die
Lichtschranken und die Metallstreben erkennbar. Auflerdem wurde der durch-
sichtige Kunststoffbehélter eingesetzt.

und als bedingter Reiz (CS) ein 8-kHz-Sinuston mit einer Lautstéirke von etwa 80 dB gewéhlt
wurden. Wéhrend der Konditionierung erfolgte die fiinfmalige Darbietung des Sinustons iiber
jeweils 30 Sekunden, an dessen Ende fiir eine Sekunde die parallele Applikation des Stromrei-
zes stand. Zwischen den Reizpaarungen befanden sich unterschiedlich lange reizfreie Intervalle
von ein bis zwei Minuten. Der genaue Aufbau des insgesamt 12,5 Minuten langen Protokolls
ist in der Tabelle A.1 auf Seite 70 im Anhang dargestellt. Zur Veranschaulichung kann die
Abbildung 2.2 herangezogen werden.

Nachfolgend wurden die Tiere fiir eine vorher festgelegte Zeitspanne in ihre Heimatkéfige
zuriickgesetzt, um dann zum entsprechenden Zeitpunkt prapariert zu werden (siche Abschnitt
Praparation und Gewinnung der Gehirnproben auf S. 22).

Die Reinigung sdmtlicher Oberflichen, mit denen die Tiere in Kontakt kamen, erfolgte mit
70%igem Alkohol. Als weitere Umgebungsvariable wurde das Licht am Conditioning System
yhell“ (11 Lux) eingestellt und der durchsichtige Kunststoffbehélter verwendet.
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Abbildung 2.2. Furchtkonditionierung: Nach einer zweiminiitigen Habituationsphase wurde
(verteilt tiber 10,5 Minuten) ein Tonreiz fiinfmal fiir jeweils 30 Sekunden pré-
sentiert, an dessen Ende fiir eine Sekunde ein Stromreiz appliziert wurde.
Anschlieflend wurden die Versuchstiere fiir einen vorher definierten Zeitraum
(Angaben in Minuten) in die Heimatkifige zurtickgesetzt und nachfolgend pré-
pariert.

Kontrollgruppe fiir die Konditionierung

Die Kontrollgruppe wurde aus naiven Tieren gebildet. Sie absolvierten keinerlei Verhal-
tensversuche, wurden aber nochmals in zwei Gruppen aufgeteilt, um etwaige tageszeitliche
Schwankungen in der BDNF-Konzentration zu untersuchen, wie sie bereits teilweise bei Rat-
ten nachgewiesen werden konnten (Schaaf et al., 2000; Ou et al., 2010). Fiir die Zuordnung
zur jeweiligen Versuchsgruppe war die Tageszeit der Praparation entscheidend: Bei der ersten
Gruppe entspricht die Priaparationszeit dem Beginn der Verhaltensversuche bei den kondi-
tionierten Tieren (frither Vormittag, 8:00-9:00), wohingegen die zweite Gruppe zu dem Zeit-
punkt prapariert wurde, zu dem auch die konditionierten Tiere prépariert wurden (spéter
Vormittag und Mittagszeit, 12:00-13:00).

2.2.3. Furchtextinktion
Extinktionsgruppe

Um die Frage nach der Anderung der BDNF-Konzentration in verschiedenen Gehirnarealen
nach dem Extinktionslernen zu beantworten, wurde eine Versuchsgruppe gebildet, deren Trai-
ning iiber zwei Tage erfolgte (s. Abbildung 2.3): Am ersten Tag wurden die M&use einer
klassischen Furchtkonditionierung unterzogen. Die genutzten Parameter und Kontextbedin-
gungen entsprachen jenen in Kapitel 2.2.2. Nach dem Training wurden die Tiere jedoch bis
zum néchsten Tag in die Ausgangskéifige zuriickgesetzt. Am Folgetag erfolgte dann das Ex-
tinktionstraining. Sie wurden dazu nach einem Extinktionsprotokoll (Anhang Tabelle A.2
S. 71) insgesamt 30-mal dem CS ausgesetzt, ohne aber einen weiteren Stromreiz zu erhalten.
Auch hier wurden die Tiere fiir einen bestimmten Zeitraum wieder in ihre Kéfige zuriickge-
setzt und zum jeweiligen Zeitpunkt prapariert.

Fiir den Versuchsabschnitt am zweiten Tag wurde ein anderer Kontext gewéhlt, um kon-
textabhéingige FEinfllisse im Rahmen der Extinktion der cue-abhéngigen Furcht zu minimieren.
Dazu wurde das Licht abgedunkelt (7,7 Lux) sowie Descosept AF (Dr. Schumacher GmbH)
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Abbildung 2.3. Furchtextinktion: Nach einer zweiminiitigen Habituationsphase wurde (ver-
teilt iiber 10,5 Minuten) ein Tonreiz fiinfmal fiir jeweils 30 Sekunden pra-
sentiert, an dessen Ende fiir eine Sekunde ein Stromreiz appliziert wurde.
Anschlieflend wurden die Versuchstiere fiir 24 Stunden in die Kiéfige zuriick-
gesetzt. Am 2. Tag wurde in einem vollstdndig verdnderten Kontext innerhalb
von 19,5 Minuten 30-mal der Ton présentiert und die Tiere nach einer vorher
definierten Wartenzeit (Angabe in min) préapariert.

als Reinigungsmittel, ein schwarzer Kunststoffbehélter und eine plane Kunststoffplatte zur

Abdeckung des Bodengitters verwendet.

Kontrollgruppe fiir die Extinktion

Diese Gruppe diente zur Uberpriifung der Ergebnisse der extingierten Tiere. Dabei ging es
um den Nachweis, dass Veranderungen der BDNF-Konzentration in der Verumgruppe allein
durch das Extinktionstraining hervorgerufen werden, weswegen die Versuchstiere wie in der
Extinktionsgruppe am ersten Tag eine normale Konditionierung durchliefen (siehe Furchtkon-
ditionierung auf S. 18), am zweiten Tag jedoch kein Extinktionstraining absolvierten. Statt-
dessen wurden die Kontrolltiere fiir einen vergleichbaren Zeitraum lediglich dem Kontext der
Extinktion ausgesetzt, ohne dabei den konditionierten Reiz zu préasentieren. Um die Zahl der
Versuchstiere moglichst gering zu halten, wurde diese Kontrollgruppe erst erstellt, als die
ersten Ergebnisse der Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)-Messungen der Extink-
tionsgruppe vorlagen. Die Kontrolltiere wurden dann nur zu den Zeitpunkten 30, 60 und 90
Minuten prépariert, da es bei ihnen Hinweise auf Verénderungen in der BDNF-Konzentration

gab.
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Abbildung 2.4. Mithilfe der Gehirnmatrize wurden die Schnittebenen fiir die jeweiligen Ge-
hirnregionen festgelegt und sind hier beispielhaft markiert (1 = mPFC, 2 =
Amygdala und Hippocampus).

2.3. Praparation und Gewinnung der Gehirnproben

Nach Abschluss der Verhaltensversuche wurden die Tiere fiir den jeweils vorher festgeleg-
ten Zeitraum — also 0 bis 120 Minuten — zuriick in die Heimatkéfige gesetzt. Anschlieflend
wurden sie einzeln in einem separaten Raum prépariert. Dazu wurden die Mé&use mittels
Isofluran in einem Glasbehélter anésthesiert und unter der Narkose decapitiert. Im néchs-
ten Schritt wurde die dorsale Schideldecke vorsichtig entfernt, sodass das Gehirn von dieser
Seite aus herausgelost werden konnte, wozu meistens noch die Durchtrennung des N. opticus
mithilfe einer anatomischen Pinzette notwendig war. Der entnommene Gehirnteil bestand
aus Cerebrum, Cerebellum und Teilen des Hirnstamms. Das gewonnene Gewebe wurde zur
Verminderung von Abbauprozessen mit einer eisgekiihlten ACSF-Lésung umspiilt und in eine
gekiihlte Gehirnmatrize (Fa. AgnTho’s, Lidingd/Schweden, Abb. 2.4) gelegt. Die Gehirn-
matrize ist ein Metallblock mit vorgeformter Vertiefung fiir das mit der dorsalen Seite nach
unten hineingelegte Gehirn und Schnittmarkierungen am Rand.

Leicht kaudal des Chiasma opticum etwa in Hohe Bregma -0,7 mm erfolgte dann durch
eine Matrizenklinge der erste coronale Gehirnschnitt, von dem aus 2,5mm weiter kaudal
ein zweiter Schnitt durchgefithrt wurde, womit der Gehirnabschnitt, in dem sich Amygda-
la und Hippocampus befinden, getrennt werden konnte. Ahnlich erfolgte im Anschluss die
Praparation des Préfrontalcortex: Dazu wurden zwei Klingen ca. 1,8 bzw. 2,8 mm weiter
rostral eingebracht. Beide Hirnschnitte wurden entnommen und — nach Betrachtung unter
einem Binokularmikroskop zur Uberpriifung der Schnittlokalisation und -qualitit — auf ei-
nem Aluminiumblock angefroren. Um aus den gefrorenen Gehirnschnitten den lateralen Teil

der Amygdala (bilateral), den dorsalen Hippocampus (bilateral) und infralimbischen bzw.
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préalimbischen Cortex (median) zu entnehmen, wurde ein Biopsiestanzer (Fa. Zivic Instru-
ments, Pittsburgh, USA) mit einem Innendurchmesser von 1,0 mm genutzt, mit dem in den
in Abbildung 2.5 und 2.6 markierten Regionen Proben entnommen wurden. Diese wurden
in Eppendorf-Reaktionsgefdflen aufgefangen und abgewogen. Dabei lag das {ibliche Proben-
gewicht fiir Gewebe aus der Amygdala bei ca. 1,4mg und aus dem Hippocampus bei ca.
1,5mg. Wiesen die beiden Proben einer Gehirnregion bei einem Tier eine Gewichtsdifferenz
von > 25% auf, wurde die entsprechende Probe verworfen. Auflerdem wurden die Gehirn-
schnitte nach dem Ausstanzen nochmals unter dem Binokularmikroskop kontrolliert. Ergaben
sich dabei deutliche Abweichungen von der Zielregion, erfolgte ebenfalls ein Ausschluss. Auf-
grund der geringeren Schichtdicke fielen die Proben aus dem Préfrontalcortex mit etwa 0,6 mg
leichter aus. Eine Fehlstanzung im Prafrontalkortex fiihrte analog zu den anderen beiden Ge-
hirnregionen ebenfalls zum Ausschluss. Nach dem Abwiegen wurden die Proben in fliissigem
Stickstoff schockgefroren. Die dauerhafte Lagerung bis zur weiteren Verwendung erfolgte bei
-80°C.
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Coronaler Hirnschnitt bei Bregma -0,7 mm. Dargestellt sind die Regionen, in
denen Proben mithilfe des Biopsielochers in rostrocaudaler Richtung entnom-
men wurden (1 = Amygdala, 2 = Hippocampus). Nach Franklin und Paxinos
(2007)
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Abbildung 2.6. Coronaler Schnitt bei Bregma 2,1 mm mit Markierung der Regionen, in denen
Proben nach Konditionierung (1) und Extinktion (2) gewonnen wurden. Nach
Franklin und Paxinos (2007)

2.4. Bestimmung der BDNF-Konzentration im ELISA

Die quantitative Bestimmung der BDNF-Konzentration in den gewonnenen Gehirnproben
wurde mit Hilfe des free-BDNF-Sandwich-ELISA-Kits der Fa. R&D-Systems (Wiesbaden)
nach den Herstellerangaben durchgefiihrt. In Vorbereitung fiir die ELISA-Messung wurde
das Probenmaterial zuerst mithilfe eines Lysepuffers lysiert, sodass die Zellen aufgeschlossen
wurden und das intrazellulire BDNF fiir die Messung verfiigbar wurde. Anschlielend wur-
de das Lysat zentrifugiert. Fiir den Sandwich-ELISA wurde der Probeniiberstand auf eine
mit monoklonalen Antikérpern, die in diesem Fall das BDNF-Protein binden und fixieren,
beschichtete Platte gegeben. Im zweiten Schritt wurde ein weiterer monoklonaler BDNF-
spezifischer Antikorper zugefiigt, der eine Meerrettich-Peroxidase tragt. Nach dem Entfernen
nicht gebundener Antikérper wurde Tetramethylbenzidin hinzugegeben, das mit Wasserstoff-
peroxid durch die antikdrpergebundene Peroxidase reduziert wird. Dabei kommt es zu einem
Farbumschlag, der proportional zum vorhandenen BDNF in der Probenlésung ist und so-
mit iiber eine Absorptionsmessung dessen Quantifizierung erlaubt. Fir die Erstellung der
Standardkurve wurde rekombinantes humanes BDNF verwendet.

Die Absorptionsmessung erfolgte in einem Infinite F200 Plattenlesegeréit der Fa. Tecan
Deutschland (Crailsheim), der die Lichtabsorption jeweils bei 450 nm und bei 570 nm gemes-

sen hat. Der zweite Messwert diente dabei der Verringerung von Storeinfliisssen durch die
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ELISA-Platte selbst und wurde dazu von den Absorptionswerten bei 450 nm subtrahiert.
Samtliche Proben wurden in einer Doppelbestimmung gemessen, von der dann der Mittel-
wert gebildet wurde. Sollten sich bei der Doppelbestimmung Abweichungen von mehr als 10 %
zum Mittelwert aus der Doppelbestimmung ergeben, wurde das jeweilige Ergebnis verworfen.
In diesem Fall konnte zumindest bei den Proben aus dem Hippocampus und der Amygdala
auf die kontralaterale Seite zuriickgegriffen werden. Bei den Messungen fiir die beiden Hirn-
regionen wurde auflerdem darauf geachtet, dass die ausgewédhlten Proben moglichst gleich-
méfig aus beiden Hemisphéren stammten. Die gemessenen BDNF-Konzentrationen wurden

abschliefend zur besseren Darstellung auf das Probengewicht bezogen.
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2.5. Chemikalien

Fir die Verhaltensversuche und die Préparation wurden die in Tabelle 2.2 aufgefiihrten

Chemikalien genutzt.

Tabelle 2.2. Verwendete Chemikalien

96%iger Alkohol (auf 70 % verdiinnt) Otto Fischer GmbH, Saarbriicken
Descosept AF  Fa. Dr. Schumacher GmbH,
Malsfeld-Beiseforth
Isofluran Fa. Baxter Deutschland GmbH,
Unterschleilheim

Die fertige ACSF-Losung, die wéhrend der Prédparation eine etwaige Degeneration der
Neurone verringern sollte, wurde aus einer Stocklésung und weiteren Substanzen hergestellt.

Die genaue Zusammensetzung ist in Tabelle 2.3 dargestellt.

Tabelle 2.3. ACSF-Zusammmensetzung

Stocklosung 10-fach 125 mM NaCl
2,5mM KCI
0,8 mM NaHgPO4

weitere Substanzen 26 mM Glukose
1mM CaClg
1mM MgCly

versetzt mit Carbogen 95% O, 5% CO»

Der Lysepuffer, der vor der ELISA-Bestimmung genutzt wurde, um die Zellen in den Ge-
webeproben zu lysieren und damit das intrazellurare BDNF freizusetzen, setzte sich aus den

in Tabelle 2.4 genannten Chemikalien zusammen.

Tabelle 2.4. Lysepuffer-Zusammmensetzung

NP-40
1M NaCl
0,5M Tris-HCI
80%iges Glycerol
200 mM PMSF
0,2%iges Aprotinin
0,1%iges Leupeptin
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2.6. Statistische Auswertung

Die gewonnenen Daten wurden mit der Software R (The R Foundation for Statistical Com-
puting, Wien/Osterreich) in Version 4.2 analysiert. Fiir den statistischen Vergleich von zwei
Gruppen wurde ein zweiseitiger T-Test verwendet. Fiir den Vergleich mehrerer Gruppen
wurde eine Varianzanalyse (ANOVA) durchgefiihrt. Auflerdem wurde bei der Auswertung
mehrerer trainierter Gruppen im Vergleich zu einer Kontrollgruppe ein Post-hoc-Dunnett-
Test durchgefiihrt. Ein Ergebnis wurde dann als statistisch signifikant angenommen, wenn
P < 0,05 war. Die Darstellung der Daten erfolgt als Mittelwert + Standardfehler des Mit-
telwertes (SEM).
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3. Ergebnisse

In diesem Abschnitt sollen zunéchst die Ergebnisse der Tiere dargestellt werden, bei denen die
BDNF-Proteinexpression nach der Furchtkonditionierung bestimmt wurde. Im zweiten Teil
werden dann die Ergebnisse der BDNF-Proteinbestimmungen nach dem Extinktionstraining
von Furcht dargestellt. Es werden jeweils zuerst die Verhaltensdaten genauer betrachtet, um
im Anschluss ndher auf die BDNF-Proteinbestimmung in den einzelnen Gehirnarealen unter
Einbeziehung naiver Kontrolltiere einzugehen. Sdmtliche Konzentrationsangaben wurden im

Anhang in den Tabellen A.4 und A.5 zusammengefasst.

3.1. Furchtkonditionierung

3.1.1. Verhaltensversuche

Fir die Auswertung der Verhaltensdaten, die wihrend der Furchtkonditionierung gewonnen
wurden, kénnen mehrere Parameter herangezogen werden, die allesamt automatisiert erfasst
worden sind. Um zu iiberpriifen, ob ein Stromreiz erfolgreich appliziert wurde, kénnen z. B.
die Anzahl der Spriinge sowie Verdnderungen in der Bewegungsgeschwindigkeit untersucht
werden. Auflerdem ist zu erwarten, dass die Versuchstiere im Verlaufe des Konditionierungs-
trainings ein zunehmendes Freezingverhalten zeigen. Tiere, die dieses Verhalten nur unzurei-
chend zeigten, wurden von der Proteinbestimmung mittels ELISA ausgeschlossen.

Insgesamt wurden 44 Versuchstiere fiir die Gruppe der Furchtkonditionierung trainiert,
wovon 7 von der weiteren Proteinbestimmung ausgeschlossen wurden: Bei sechs nachein-
ander trainierten Tieren zeigte sich eine deutlich erniedrigte Anzahl an Spriingen wahrend
und nach der US-Reizapplikation sowie ein niedriges Freezingniveau (Freezing wihrend CS-
Prasentation 4 und 5 < 20%), sodass hier eine Fehlfunktion der Konditionierungsappara-
tur wahrscheinlich erscheint. Beim siebten Tier erfolgte eine falsche Gruppenzuordnung. Die
37 ausgewdhlten Tiere zeigten wiahrend der zweiminiitigen Habituationsphase kein Freezing.
Im Rahmen des Verhaltenstrainings nahm dieser Wert auf durchschnittlich 38,1 % + 3,8 %
wahrend der letzten beiden jeweils 30-sekiindigen Tonpréasentationen zu. Dem detaillierten
zeitlichen Verlauf in Abbildung 3.1 kann auflerdem entnommen werden, dass das Free-
zing innerhalb der Pausenzeiten auf ein vergleichbares Niveau wie bei der CS-Présentation
ansteigt.

Die Furchtkonditionierung sollte als standardisiertes Protokoll iiber alle Versuchstiere und

damit alle Gruppen hinweg zu &hnlichen Freezingraten fithren. Um etwaige Unterschiede
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Abbildung 3.1. Dargestellt ist das Verhalten der Konditionierungsgruppe wéhrend der Furcht-
konditionierung mit insgesamt 5 Ton-US-Présentationen. Zu erkennen ist eine
deutliche Zunahme des Freezings im Laufe des Experimentes. Die schwarzen
Flédchen kennzeichnen die insgesamt 5 Tonprésentationen, an deren Ende der
US fiir eine Sekunde appliziert wurde. Das Freezing wird als Prozentanteil
bezogen auf die Gesamtdauer des jeweiligen Abschnittes angegeben.

zwischen den den jeweiligen Zeitpunkten der Proteinbestimmung zugeordneten Gruppen auf-
zudecken, wurde eine zweifaktorielle ANOVA durchgefithrt. Sie ergab fiir die Interaktion
von Zeitpunkt der BDNF-Bestimmung und Freezingdauer wéahrend der letzten beiden CS-
Prasentationen keinen signifikanten Unterschied (F| (4,32) = 1,88, p = 0,14) und stiitzt somit

die vorangegangenen Uberlegungen.

3.1.2. Einfluss des Praparationszeitpunktes auf die BDNF-
Proteinkonzentration bei naiven Versuchstieren

Wie bereits im Methodenteil dargestellt, sollte mit zwei naiven Gruppen getestet werden,
inwieweit die BDNF-Proteinkonzentration in den jeweiligen Gehirnregionen vom Praparati-
onszeitpunkt abhingt. In der Amygdala zeigte sich zwischen den beiden Gruppen zu acht
bzw. fiinf Tieren kein signifikanter Unterschied (t(;;) = 0,81, p = 0,43), der auf eine groBere
Anderung der BDNF-Proteinkonzentration am Vormittag hingewiesen hitte. Der BDNF-
Proteingehalt lag somit in der Gruppe mit den gegen 8:00 préparierten naiven Tieren mit
106,5 £+ 2,6 ng/g nur unwesentlich hoher als in der Gruppe mit den spéter im Tagesverlauf
(ca. 12:00) praparierten Tieren naivsps: (cgpyr = 103,1 £ 3,4ng/g).

Bei der Betrachtung der Ergebnisse fiir den Hippocampus zeigte sich ebenfalls, dass die
BDNF-Proteinkonzentration zwischen den frither (n = 7) und den spéter priaparierten Tiere
(n = 5) nicht signifikant verschieden ist (cgpyr = 132,9 &+ 14,0ng/g vs. 142,6 + 1,1ng/g,
to) = 0,74, p = 0,47).

Fiir die Untersuchung des mPFC standen sieben Tiere fiir die frith und fiinf fiir die spé-
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ter praparierte Kontrollgruppe zur Verfiigung. Wie schon in den anderen Regionen ergab
sich hinsichtlich der BDNF-Proteinkonzentration zwischen den beiden Kontrollgruppen kein
signifikanter Unterschied (cgpnr = 53,4+1,8ng/g vs. 49,5+ 3,9ng/g, t(109) = 0,99, p = 0,34).

Zusammenfassend konnte somit bei der genutzten Gruppengriéfie keine statistisch signifi-
kante Verdnderung der BDNF-Proteinkonzentration fiir den Zeitraum vom frithen Vormittag

bis zum Mittag nachgewiesen werden.

3.1.3. BDNF-Proteinkonzentration in den untersuchten Gehirnregionen zu
verschiedenen Zeitpunkten wiahrend des Furchtlernens

Amygdala

Fir die Proteinbestimmung im ELISA standen Proben von insgesamt 27 konditionierten
Tieren zur Verfiigung. Dabei entfielen 5 Tiere auf die Gruppe, die sofort nach dem Training
prapariert wurde. Weitere 5 Tiere standen jeweils fiir die Zeitpunkte 30 und 120 Minuten
zur Verfiigung. Jeweils 6 Tiere konnten fiir die Messpunkte 60 und 90 genutzt werden. Hinzu
kamen fiinf Tiere fiir die Kontrollgruppe mit naiven Wildtypmé&usen. Das Probengewicht lag
im Bereich von 1,1 bis 1,9 mg, allerdings wurden von vornherein schlecht lokalisierte oder vom
Gewicht her deutlich abweichende (m < 0,9mg oder m > 2,0mg) Proben ausgeschlossen.

Zur besseren Darstellung des zeitlichen Verlaufes wurden die Konzentrationsangaben aller
konditionierten Tiere zu den jeweiligen Testzeitpunkten auf das Ergebnis der naiven M&use
(naivgpst) bezogen. Hier zeigt sich ein im zeitlichen Verlauf gleichméfBiger Abfall der BDNF-
Proteinkonzentration auf schliefllich 86 % (s. Abbildung 3.2). Eine signifikante generelle
Verdnderung der BDNF-Konzentration ist mit einer ANOVA nicht nachweisbar, es zeigte
sich allerdings eine Tendenz (F5 96 = 2,11, p = 0,10). Aufgrund dieser statistischen Tendenz
wurde dennoch ein Dunnett post-hoc-Test gerechnet, um auf signifikante Verdnderungen im
Vergleich zur naiven Kontrollgruppe hin zu testen.

Wird der Dunnett-Test — unter Beachtung des nicht signifikanten Ergebnisses der ANOVA —
durchgefiihrt, so ergibt sich ein signifikanter Unterschied zwischen den naiven Tieren und den
Tieren zum Zeitpunkt 90 min nach dem Training (P = 0,04). Bei den anderen Testgruppen

zeigten sich hierbei keine signifikanten Unterschiede zur naiven Kontrollgruppe.

Hippocampus

Analog zum Vorgehen bei der Amygdala konnten fiir den Hippocampus Proben von 35 Ver-
suchstieren und fiinf naiven Kontrollméusen verwendet werden. Bei den konditionierten Tie-
ren standen 7 Méuse fiir den Zeitpunkt 0, jeweils 6 fiir die Zeitpunkte 30 und 60, 7 fiir den
Zeitpunkt 90 und 9 fiir den Zeitpunkt 120 nach der Konditionierung fiir die finale Auswertung
zur Verfiigung. Auch hier wurden Proben ausgeschlossen, deren Gewicht nicht im Bereich von

0,9 mg bis 2,0mg lag.
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Abbildung 3.2. Dargestellt ist der Verlauf der BDNF-Proteinkonzentration in der Amygdala
zu den verschiedenen Zeitpunkten nach der Furchtkonditionierung. Die Daten
wurden dabei auf die naiven Kontrolltiere normiert. Eine signifikante Verdn-
derung der BDNF-Konzentration war mit einer ANOVA nicht nachweisbar,
es zeigte sich lediglich eine Tendenz (p = 0,10).
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Abbildung 3.3. Dargestellt ist der Verlauf der BDNF-Proteinkonzentration im Hippocampus
zu den verschiedenen Zeitpunkten nach der Furchtkonditionierung. Die Daten
wurden dabei auf die naiven Kontrolltiere normiert. Es ergaben sich keine
signifikanten Verdnderungen (p = 0,65).

Wie schon bei den naiven Kontrolltieren zeigten sich zu den jeweiligen Praparationszei-

ten teilweise groBere Schwankungen der BDNF-Proteinkonzentration bei den einzelnen Pro-

ben ohne deutliche Mittelwertverdnderungen. Dementsprechend ergab die Varianzanalyse kei-
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Abbildung 3.4. Dargestellt ist der Verlauf der BDNF-Proteinkonzentration im mPFC zu den
verschiedenen Zeitpunkten nach der Furchtkonditionierung. Die Daten wurden
dabei auf die naiven Kontrolltiere normiert. In der Varianzanalyse konnte kein
signifikanter Unterschied nachgewiesen werden (p = 0,16).

ne Hinweise auf signifikante Anderungen der BDNF-Proteinkonzentration im Hippocampus
(F(5,34y = 0,67, p = 0,65). Der genaue zeitliche Verlauf ist in Abbildung 3.3 dargestellt.

Medialer Prafrontalkortex

Fiir den mPFC waren bedingt durch die geringere Schichtdicke und eines damit einhergehen-
den geringeren Probengewichtes nur Proben eingeschlossen worden, deren Gewicht zwischen
0,3mg und 1,0 mg lag. Im Gegensatz zum Hippocampus und der Amygdala konnte im mPFC
pro Tier jeweils nur eine Probe gewonnen werden, womit etwaige Préparationsfehler zum
Ausschluss des Tieres fihrten. Durch die Eingrenzung des Probengewichtes entfielen primar
nur zwei Proben, allerdings gestaltete sich die Préaparation und noch mehr die korrekte Loka-
lisation im Préfrontalkortex deutlich schwieriger als in den anderen beiden Gehirnregionen,
sodass die Proben von fiinf weiteren Tieren ausgeschlossen werden mussten, da sie nicht exakt
die Zielregion enthielten. Fiir den mPCF standen schlief8lich die Proben von wiederum fiinf
Kontrolltieren und 30 konditionierten Tieren zur Verfiigung. Die finale Gruppengréfle lag bei
ng =17, ngg = 6, ngg = 5, Ngg = 5, N1z9 = 7.

Bei der Betrachtung der Daten der konditionierten Tiere fillt auf, dass die BDNF-Protein-
konzentration bereits direkt nach dem Verhaltenstraining (also zum Zeitpunkt 0) um 17 %
ansteigt und in den weiteren Testreihen bis zum Zeitpunkt 60 in etwa auf diesem Niveau
bleibt. Wie der Abbildung 3.4 entnommen werden kann, beginnt sie danach langsam wie-
der abzufallen. Insgesamt bleiben die Verdnderungen der BDNF-Konzentration unterhalb der
Signifikanzschwelle (F{529) = 1,74, p = 0,16).
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3.2. Furchtextinktion

3.2.1. Verhaltensversuche
Furchtkonditionierung der Extinktionsgruppe

Die Versuchstiere fiir die Extinktionsgruppe wurden in einem zweitdgigen Versuchsaufbau
zuerst nach dem bereits verwendeten Konditionierungsprotokoll (Tab. A.1) trainiert und am
Folgetag einer Furchtextinktion unterzogen. Das Konditionierungstraining wurde insgesamt
an 98 Tieren (22 davon fiir die Kontrollgruppe) durchgefiihrt. Im Unterschied zu den Tieren
der Furchtkonditionierungsgruppe (siehe 3.1.1) konnte bei diesen Tieren aber im Rahmen
des Extinktionstrainings der Lernerfolg der Konditionierung iiberpriift werden. Dies erlaubte
es, die Tiere auszuschlieflen, bei denen kein langfristiges Furchtlernen stattfand. Das genaue
Verfahren fiir die Auswahl der Versuchstiere wird im Abschnitt zur Furchtextinktion auf Seite
35 beschrieben.

In die Extinktionsgruppe flossen nach der finalen Auswertung schliefilich die Verhaltens-
daten von 51 Tieren ein. Bei der Kontrollgruppe wurden drei der 22 Versuchstiere ausge-
schlossen, wobei eine Maus keinerlei Freezing wahrend der Konditionierung zeigte und die
beiden anderen Tiere wihrend der nachfolgenden Exposition im neuen Kontext (s. 2.2.3) ein
dauerhaft hohes Freezing zeigten.

Fiir die Extinktionsgruppe wurde das Freezing der Tiere wiahrend des Konditionierungs-
trainings in Abb. 3.5 aufgetragen. Dabei nimmt das Freezing wiahrend des Trainings kon-
tinuierlich auf durchschnittlich 26,7 % + 2,7 % wéhrend der 4. und 5. Tonprasentation zu.
Abschlieflend soll noch eine Betrachtung der einzelnen Préparationsgruppen innerhalb der
Extinktionsgruppe folgen, um statistische Abweichungen auszuschlieflen: Dazu wurde ana-
log zur Konditionierungsgruppe eine zweifaktorielle ANOVA zur Interaktion des Freezings
wéhrend der CS-Prisentation 4/5 mit dem spateren Praparationszeitpunkt durchgefithrt. Im
Endeffekt ergibt sich ein knapp nicht signifikantes Ergebniss (F| (4,46) = 2,42, p = 0,06).

Die Tiere der Kontrollgruppe zeigten wéihrend der Furchtkonditionierung prinzipiell ein
dhnliches Verhalten, allerdings war das absolute Freezing im zeitlichen Verlauf deutlich nied-
riger. Mit 12,0% =+ 4,0 % wahrend der letzten beiden CS-Présentationen lag es signifikant
(t(ﬁg) = 2,89, p = 0,005) unter den Werten der Extinktionsgruppe. Es sei bereits an dieser
Stelle darauf hingewiesen, dass sich statistisch kein Zusammenhang zwischen dem Verhal-
ten wihrend der Konditionierung und dem Lernerfolg im Rahmen des Extinktioinstrainings
nachweisen ldsst. Weitere Ausfithrungen dazu finden sich im néchsten Kapitel. Da die Free-
zingwerte der Kontrollgruppe iiber den gesamten Trainingszeitraum hinweg unter den Werten
der Extinktionsgruppe lagen (s. Abb. 3.5), stellt sich zumindest die Frage, ob die Tiere der
Kontrollgruppe durch einen unbekannten Einflussfaktor generell ein hoheres Bewegungsni-
veau aufweisen.

Der Parameter Freezing ist jedoch ein Ausdruck von Furcht und dementsprechend nicht
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Abbildung 3.5. Dargestellt ist das Verhalten der Extinktions- und der zugehérigen Kon-
trollgruppe wéhrend der Furchtkonditionierung mit insgesamt 5 Ton-US-
Présentationen. Zu erkennen ist eine deutliche Zunahme des Freezings in
der Extinktionsgruppe. Im Vergleich dazu stieg die Freezingdauer in der
Kontrollgruppe innerhalb des Experimentes langsamer an und lag wahrend
der letzten beiden Tonprésentationen signifikant unter der Extinktionsgruppe
(p = 0,005). Die schwarzen Flédchen kennzeichnen die 5 Tonpréasentationen, an
deren Ende der US fiir eine Sekunde appliziert wurde. Das Freezing wird als
Prozentanteil bezogen auf die Gesamtdauer des jeweiligen Abschnittes ange-
geben.

geeignet, das Bewegungsverhalten wihrend der Exploration einer (neuen) Umgebung zu er-
fassen, das als Maf fiir die Grundaktivitdt der Tiere herangezogen werden kann. Die Er-
kundung findet natiirlich vor allem in der zweiminitigen Habituationsphase am Anfang der
Furchtkonditionierung statt und kann tiber die zuriickgelegte Strecke bzw. die daraus errech-
nete Durchschnittsgeschwindigkeit untersucht werden. Bei Durchschnittsgeschwindigkeiten
VO Vg gtinktion = 15,1 £0,4cm/s gegeniiber v ontrone = 15,3+ 0,6 cm/s war kein signifikanter
Unterschied nachweisbar ((gg) = —0,24, p = 0,81).

FEin weiterer Vorteil der Betrachtung der Bewegungsgeschwindigkeit in den einzelnen Trai-
ningsphasen besteht darin, dass iiber einen deutlichen Anstieg wéihrend der Stromreizappli-
kation iiberpriift werden kann, ob sowohl der Ton als auch der US vom Versuchstier re-
gistriert wurden und damit die Voraussetzungen fiir Furchtlernen gegeben sind. Statistisch
gesehen ergibt sich fiir den Parameter Durchschnittsgeschwindigkeit wéhrend der fiinf US-
Prasentationen kein Hinweis fiir einen Unterschied zwischen den verschiedenen Versuchs-
gruppen (F(27104) = 0,35, p = 0,71), wobei der Vollstdndigkeit halber auch noch die Daten
der Furchtkonditionierungsgruppe aus Kap. 3.1.1 mit ausgewertet wurden. Der Verlauf der
Durchschnittsgeschwindigkeit wurde fiir alle relevanten Gruppen in der Abbildung 3.6 auf-

getragen.
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Abbildung 3.6. Dargestellt sind die Durchschnittsgeschwindigkeiten wédhrend des Konditio-
nierungstrainings fiir die Tiere der Konditionierungs- und Extinktionsgruppe
sowie der Kontrollgruppe der Extinktionsgruppe. Es wird deutlich, dass die
Tiere im Durchschnitt keine unterschiedliche Grundaktivitdt zu Beginn des
Experimentes aufweisen und die Reaktion auf die Stromreizapplikation grup-
pentibergreifend sehr dhnlich ausfillt. Auf die Angabe von Fehlerbalken wur-
de aus Ubersichtsgriinden verzichtet. Die kleinen schwarzen Flichen geben die
Phasen der Tonpréasentation und die grofien schwarzen Flachen die der Strom-
reizapplikation an.

Furchtextinktion der Extinktionsgruppe

Einen Tag nach der Konditionierung erfolgte das Extinktionstraining, an dessen Anschluss
die Gehirnproben zu den vorher festgelegten Zeitpunkten gewonnen wurden. Im vorherigen
Kapitel wurde bereits erwdhnt, dass ein gewisser Anteil der trainierten Tiere nach Aus-
wertung der Extinktionsdaten von der BDNF-Proteinbestimmung im ELISA ausgeschlossen
wurde. Grundgedanke war dabei, dass nur bei den Tieren eine lernrelevante Anderung in der
BDNF-Proteinkonzentration zu erwarten war, die ein Extinktionslernen wiahrend des Trai-
nings zeigten — im Verlaufe der wiederholten CS-Présentation also ein abnehmendes Freezing
aufwiesen. In der Regel zeigte sich wéhrend der ersten drei CS-Présentationen ein hohes
Freezing, welches im weiteren Verlauf abnahm und nach etwa 10 Tonprasentationen in ei-
ne Plateauphase tiberging. Somit wurde der Mittelwert der Freezingzeiten zwischen der 10.
und 21. Tonprasentation ermittelt und anschliefend vom Mittelwert wahrend der ersten bis
dritten CS-Présentation subtrahiert. Es wurden nur die Tiere eingeschlossen, deren Freezing
absolut gesehen um mehr als 10 % abnahm (entspricht einem A Freezing > 4 Sekunden).
Durch diese Selektion blieben 51 Tiere iibrig, deren Verhaltensdaten in Abb. 3.7 aufge-
tragen sind. Wahrend der zweiminiitigen Habituationsphase ist in der neuen Umgebung so
gut wie kein Freezing nachweisbar, das dann wéihrend der ersten drei Tonprésentationen auf
durchschnittlich iiber 40 % ansteigt. Nach der achten CS-Présentation verbleibt ein Rest-
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Abbildung 3.7. Dargestellt ist das Verhalten der Extinktionsgruppe wéhrend der Furchtex-
tinktion beginnend mit der zweiminiitigen Habituationsphase und den Mittel-
werten von jeweils drei CS-Blécken & 30s. Tonfreie Intervalle wurden ent-
fernt. Dabei zeigt sich ein ausgeprdgtes Freezing wéahrend der ersten CS-
Présentationen und ein deutlicher Abfall im weiteren Verlauf. Zusétzlich sind
die Verhaltensdaten der Kontrollgruppe im neuen Kontext eingefiigt, die ver-
deutlichen, dass das Freezing in der Extinktionsgruppe spezifisch aufgrund der
Tonpréasentation erfolgte. Das Freezing wird als Prozentanteil bezogen auf die
Gesamtdauer des jeweiligen Abschnittes angegeben.

Freezing von ca. 10 %.

Die einzelnen Gruppen der spéater zu unterschiedlichen Zeitpunkten préaparierten Méause
zeigten dabei ein dhnliches Extinktionsverhalten. Eine ANOVA konnte mit F(4 46) = 1,09, p =
0,38 keinen signifikanten Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen nachweisen.

Wie zuvor erwdhnt, entspricht der Beginn des Extinktionstrainings einem Gedéchtnisab-
ruf, weswegen sich in der sehr umfangreichen Extinktionsgruppe die Frage stellt, ob ein Zu-
sammenhang zwischen dem Freezingverhalten am Ende der Furchtkonditionierung und dem
Freezing zu Beginn des Extinktionstrainings besteht. Der Korrelationskoeffizient nach Pear-
son liegt bei r = 0,36. Das ergibt im T-Test einen signifikanten Unterschied (t(49) = 2,66, p =
0,01), woraus geschlussfolgert werden kann, dass Tiere, die wihrend der Furchtkonditionie-
rung ein hoéheres Freezingverhalten zeigen, auch beim Gedéchtnisabruf ein stérkeres Freezing
prasentieren (s. auch Abb. A.1 im Anhang). Interessanterweise lasst das Freezingverhalten
am Ende der Furchtkonditionierung aber keine Riickschliisse auf das eigentliche Extinktions-
lernen zu (r = 0,22, taagy = 1,61, p = 0,11). Letztgenannte Daten wurden zusétzlich zur
Veranschaulichung in Abb. A.2 aufgetragen.

Anhand dieser Ergebnisse konnte postuliert werden, dass in der Kontrollgruppe aufgrund
des geringeren Freezingverhaltens wahrend der Konditionierung eine weniger effektive Furcht-
konditionierung erfolgte. Im vorherigen Kapitel wurde allerdings anhand der gemessenen Be-

wegungsgeschwindigkeit nachgewiesen, dass die Tiere in allen trainierten Gruppen den Strom-
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reiz, der am Ende der Tonprésentation appliziert wurde, &hnlich wahrgenommen haben. Da-
mit ist die Kontingenz als wichtige Voraussetzung fiir das Konditionierungslernen gegeben,
weswegen postuliert werden kann, dass auch in der Kontrollgruppe aufgrund der phylogene-
tisch konservierten Gedéchtnisstrukturen ein Furchtgeddchtnis angelegt werden miisste.

Fiir das Extinktionsexperiment ist nun vor allem das Verhalten der Tiere am 2. Tag des
Versuchsaufbaus relevant, ndmlich die Diskrimination der unterschiedlichen Umgebungen. Die
Tiere der Kontrollgruppe wurden an diesem Tag tber die gleiche Zeitspanne nur dem neuen
Kontext, jedoch nicht dem CS ausgesetzt. Dabei zeigten zwei Versuchstiere schon wéahrend der
Habituationsphase mit fast 15 % ein hohes Freezing, das tiber den gesamten Trainingszeitraum
anhielt und folglich zum Ausschluss fiihrte. Erwartungsgeméaf zeigten die restlichen Tiere der
Kontrollgruppe iiber den gesamten Trainingsabschnitt hinweg aber nahezu kein Freezing. Der
Unterschied zur Extinktionsgruppe ldsst sich in Abb. 3.7 gut erkennen. Somit scheint eine
ausreichende Diskrimination zwischen dem jeweiligen Kontext wihrend der Konditionierung
und Extinktion gegeben zu sein, sodass das Verhalten der Extinktionsgruppen spezifisch fiir

die Tonpréasentation zu sein scheint.

3.2.2. BDNF-Proteinkonzentration in den untersuchten Gehirnregionen zu
verschiedenen Zeitpunkten wiahrend des Furchtextinktionslernens

Amygdala

Von den Proben der 51 Tiere, die nach Auswertung der Furchtextinktionsdaten eingeschlos-
sen wurden, mussten die Proben von 9 Tieren verworfen werden, da sie entweder ein nicht
plausibles Probengewicht aufwiesen (analog zu den im Abschnitt 3.1.3 beschriebenen Aus-
schlusskriterien fir die Konditionierungsgruppe) oder die Doppelbestimmungen im ELISA zu
stark voneinander abwichen (> 10 % Abweichung vom Mittelwert der Doppelbestimmung).
Letztlich wurden die Proben von 42 Méusen in die finale Auswertung eingeschlossen (5 fur
Zeitpunkt 0, 15 fiir Zeitpunkt 30, je 7 fir die Zeitpunkte 60 und 90, 8 fiir den Zeitpunkt 120).
Hinzu kamen die Proben von 19 Kontrolltieren, die zu den Zeitpunkten 30 (7 Tiere), 60 (7
Tiere) und 90 Minuten (5 Tiere) nach dem Verhaltenstraining prapariert wurden. Wéhrend
bei der BDNF-Proteinbestimmung nach dem Furchtlernen in Kap. 3.1 die Verumgruppe mit
einer naiven Kontrollgruppe verglichen wurde, wurde bei den Experimenten zur Furchtex-
tinktion eine spezielle Kontrollgruppe gebildet, die genau wie die Verumgruppe am ersten
Tag des Experimentes eine Furchtkonditionierung durchlief. Am zweiten Tag des Experimen-
tes wurden die Kontrolltiere dem neuen Kontext des Extinktionsexperimentes ausgesetzt und
dann zeitlich passend zur Verumgruppe prapariert. Der Grund fiir dieses Vorgehen liegt in
den nicht vollstdndig geklarten Prozessen, die bei den Kontrolltieren in diesem Zeitraum noch
ablaufen konnten.

Die Gruppe der zum Zeitpunkt 30 préaparierten Tiere ist besonders umfangreich, da eine

erste Auswertung der ELISA-Daten eine mogliche Tendenz zeigte, weswegen die Testgruppe
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Abbildung 3.8. Dargestellt ist der Verlauf der BDNF-Proteinkonzentration in der Amygdala
zu den verschiedenen Zeitpunkten nach der Furchtextinktion zusammen mit
den Ergebnissen der Kontrollgruppe. Die Daten wurden dabei auf die Werte
der Tiere, die direkt nach dem Training prapariert wurden, normiert. Im T-
Test ergab sich zum Zeitpunkt 60 ein signifikanter Unterschied im Vergleich
zur Kontrollgruppe (p = 0,01).

vergroflert und eine Kontrollgruppe erstellt wurden. Der Anstieg der BDNF-Konzentration zu
diesem Zeitpunkt erwies sich im Vergleich mit der Kontrollgruppe jedoch als nicht signifikant.
Dies ergibt sich erst bei der Messung 30 Minuten spéter (Zeitpunkt 60: ta2) =297, p= 0,01),
wobei der absolute Effekt eher gering erscheint, zumal die Kontrollgruppe hier eine niedrigere
Proteinkonzentration aufweist als zu den anderen Préparationszeiten (s. Abb. 3.8). Zum
Zeitpunkt 90 ist der Effekt bereits nicht mehr signifikant. Wie in der Abbildung dargestellt,
fallt weiterhin mit zunehmenden Zeitabstand zum Extinktionstraining die gemessene BDNF-
Konzentration recht gleichméfig von 92,6 + 8,0ng/g direkt nach dem Training auf 82,7 +
4,5ng/g zum Zeitpunkt 120 ab.

Hippocampus

Bei der Préaparation des Hippocampus mussten immer wieder Proben verworfen werden, da
sich bei der Lokalisation der Hirnschnitte unter dem Binokularmikroskop zu grofle Abweichun-
gen von den Vorgaben zeigten. Das lésst sich wahrscheinlich durch die Préaparationstechnik
erkldren: Die Zielregion liegt hierbei vom priméren Orientierungspunkt fiir die Schnittebenen
— dem Chiasma opticum — aus betrachtet auf der gegeniiberliegenden Seite des Gehirns. Ein
leicht schrég erfolgter Schnitt durch das Gehirn kann somit zu relevanten Abweichungen im
Hippocampusgebiet fithren. Nach Auswertung der Daten wurden die Messergebnisse von 37
trainierten Tieren eingeschlossen ng = 8, n3g = 7, ngo = 7, ngg = 8, ni29 = 7. Allerdings wur-

de von vornherein nur fiir die Zeitpunkte 60 und 90 Minuten nach dem Extinktionstraining
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Abbildung 3.9. Dargestellt ist der Verlauf der BDNF-Proteinkonzentration im Hippocampus
zu den verschiedenen Zeitpunkten nach der Furchtextinktion zusammen mit
den Ergebnissen der Kontrollgruppe, die hier allergings nur die Zeitpunkte
60 und 90 umfasst. Die Daten wurden dabei auf die Werte der Tiere, die
direkt nach dem Training prapariert wurden, normiert. Es fanden sich keine
signifikanten Unterschiede zwischen den extingierten Tieren und der jeweiligen
Kontrollgruppe (p = 0,41 und 0,98).

eine Kontrollgruppe gebildet, die somit nur 11 Tiere (6 + 5 Méuse) umfasst.

Die BDNF-Konzentration liegt direkt nach dem Extinktionstraining bei 100,0+4,8 ng/g. Sie
steigt bis zum Zeitpunkt 90 leicht auf 105,5+11,7 ng/g an, um danach auf 86,3+10,5ng/g ab-
zufallen. Der zeitliche Verlauf ist in Abbildung 3.9 aufgetragen — zusammen mit den beiden
Kontrollgruppen. Dabei ist unter anderem zu erkennen, dass innerhalb der Kontrollgruppen
ebenfalls relativ hohe Streuungen auftraten, sodass letztlich zu den Zeitpunkten 60 und 90
kein signifikanter Unterschied bei der BDNF-Konzentration zwischen den extingierten Tieren
und der jeweiligen Kontrollgruppe besteht (Zeitpunkt 60: ¢(;1) = —0,86, p = 0,41, Zeitpunkt
90: t(11) = 0,02, p = 0,98).

Medialer Prafrontalkortex

Wie schon bei den Tieren, die nach der Furchtkonditionierung prapariert wurden, gestalte-
te sich die Probengewinnung aus dem Prafrontalkortex schwierig. Insbesondere die geringe
Schichtdicke der Gehirnschnitte, aus denen die Proben ausgestanzt wurden, fithrte sowohl
zu Fehlern beim Ausstanzen als auch zu gréferen Schwankungen des Probengewichtes. Das
Problem betraf Testgruppe und Kontrollgruppe gleichermafien. In der Extinktionsgruppe
konnten folgende Tiere eingeschlossen werden: ng = 9, n3g = 6, ngo = 7, ngo = 7, n1z9 = 9.
Somit stehen hier insgesamt 38 Proben zur Verfiigung. Eine Kontrollgruppe wurde jeweils fiir
die Zeitpunkte 60 (n = 6) und 90 Minuten (ng = 5) gebildet.
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Abbildung 3.10. Dargestellt ist der Verlauf der BDNF-Proteinkonzentration im mPFC zu
den verschiedenen Zeitpunkten nach der Furchtextinktion zusammen mit
den Ergebnissen der Kontrollgruppe, die hier zu den Zeitpunkten 60 und 90
gebildet wurde. Die Daten wurden dabei auf die Werte der Tiere, die direkt
nach dem Training prépariert wurden, normiert. Im T-Test ergab sich zum
Zeitpunkt 90 ein signifikanter Unterschied im Vergleich zur Kontrollgruppe
(p = 0,000).

Auch im Préfrontalkortex kommt es nach dem Extinktionstraining bis zu 90 Minuten
nach dem Training zu einem Anstieg der BDNF-Konzentration von 58,5 + 4,5ng/g auf
65,6 + 3,7ng/g. Bei der letzten Messung zeigt sich die Proteinkonzentration mit 54,9 +
2,2ng/g wieder deutlich niedriger. Aufféllig ist der Verlauf in Zusammenschau mit der BDNF-
Konzentration in der Kontrollgruppe: Wahrend sich 60 Minuten nach dem Training statistisch
noch kein Unterschied (t(n) = 1,11, p = 0,29) nachweisen lasst, wird dies zum Zeitpunkt 90
mit £(10) = 3,52, p = 0,006 signifikant (siche Abb. 3.10). Fiir diesen Zeitpunkt liegen au-
erdem die BDNF-Konzentrationen von drei Tieren vor, die das Extinktionstraining durch-
liefen, dabei aber nur einen ungeniigenden Abfall der Freezingzeiten wéhrend des Trainings
und damit keinen Lernerfolg zeigten und deshalb in der Extinktionsgruppe nicht weiter be-
riicksichtigt wurden (siehe auch 3.2.1). Diese Daten sind in Abb. 3.11 mit den Ergebnissen
der BDNF-Bestimmung fiir die Extinktionsgruppe und die Kontrollgruppe gegeniibergestellt.
Mit p = 0,03 (t(s) = —2,55) zeigt sich ein signifikanter Unterschied zu den Tieren, die eine
Verédnderung im Furchtverhalten wihrend des Extinktionstrainings aufwiesen und unterstiitzt
somit die Theorie, dass ein erfolgreiches Furchtextinktionslernen 90 Minuten spéter zu einem

Anstieg der BDNF-Proteinkonzentration im medialen Prafrontalkortex fiihrt.
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Dargestellt ist die BDNF-Proteinkonzentration im mPFC 90 Minuten nach
Extinktionstraining (Extinktion), nach Kontrollexperiment (Kontrolle) und
fiir die Tiere, die wahrend des Extinktionstrainings kein ausreichendes Ex-
tinktionslernen zeigten (Unzureichendes Extinktionslernen). Die Daten wur-
den dabei auf die Werte der Tiere, die direkt nach dem Extinktionstraining
préapariert wurden, normiert. Die Tiere, die das Extinktionslernen erfolgreich
durchliefen, zeigten signifikant h6here BDNF-Werte im Vergleich zu den an-
deren Gruppen.
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4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit sollten anhand eines Wildtypmausmodells die frithen Lernvor-
gange, die nach der Konditionierung und Extinktion von Furcht einsetzen, ndher untersucht
werden. Als Markerprotein diente dabei BDNF, das fiir seine zentrale Rolle bei der synap-
tischen Plastizitdt gut untersucht ist, wie bereits in der Einleitung n&her dargelegt wurde.
Die BDNF-Proteinkonzentration wurde in Proben aus Gehirnregionen, fiir die eine Beteili-
gung am Furchtlernen bekannt ist, zu unterschiedlichen Zeitpunkten kurz nach dem jewei-
ligen Verhaltenstraining gemessen. Dabei lieflen sich nach der Furchtkonditionierung in der
Amygdala, im Hippocampus und im medialen Prafrontalkortex keine signifikanten BDNF-
Konzentrationsanstiege nachweisen. Im Unterschied dazu zeigten sich nach den Extinktions-
experimenten signifikante Unterschiede im Vergleich zu einer Kontrollgruppe: So konnten
in der Amygdala 60 Minuten nach dem Ende des Extinktionstrainings und im medialen
Prafrontalkortex zum Zeitpunkt 90 signifikante Anstiege der BDNF-Proteinkonzentration
nachgewiesen werden.

In den folgenden Abschnitten werden zuerst die Ergebnisse der Verhaltensversuche disku-
tiert. Anschlieffend folgt eine kritische Auseinandersetzung mit der verwendeten Methode zur
BDNF-Bestimmung und danach sollen die Ergebnisse der BDNF-Proteinbestimmung geson-

dert fiir die verschiedenen Gehirnregionen diskutiert werden.

4.1. Ergebnisse Verhaltensversuche

4.1.1. Furchtlernen

In der vorliegenden Arbeit wurden zur Untersuchung der BDNF-Proteinkonzentration wéh-
rend des Furchtlernens die Tiere furchtkonditioniert und anschlieend zu verschiedenen Zeit-
punkten getétet und Proben der Gehirngebiete zur spateren BDNF-Proteinbestimmung mit-
tels ELISA entnommen. Fiir die Furchtkonditionierung wurde ein in unserer Arbeitsgruppe
etabliertes Protokoll verwendet (Endres und Lessmann, 2012), das in dhnlicher Form auch
in vielen anderen Arbeitsgruppen genutzt wird (z.B. Sartori et al., 2016; Whittle et al.,
2021) und zu einem stabilen Furchtgeddchtnis fiihrt. Durch die gesetzte Fragestellung mit
dem daraus folgenden zeitlichen Ablauf des Experimentes konnte der Erfolg des Furchtler-
nens bei den trainierten Tieren nicht tiberpriift werden, da jedes Abrufen des Furchtgedécht-
nisses in Abwesenheit des US zu Extinktionsprozessen fithrt (Rescorla und Wagner, 1972)

und dadurch direkt die Proteinexpression beeinflussen kann. Daher konnte das Furchtlernen
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nur anhand indirekter Parameter sichergestellt werden. Hierzu wurde die Verdnderung der
Durchschnittsgeschwindigkeit wiahrend der Stromreizapplikation, die am Ende der Tonpréa-
sentationen stand, tiberpriift, da das zeitgleiche Registrieren von US und CS eine Grundvor-
aussetzung fiir das Furchtlernen darstellt. Dabei zeigten die Tiere aller Versuchsgruppen, die
einer Furchtkonditionierung unterzogen wurden, ein sehr dhnliches Verhalten. Als weiteres
Maf fiir das Furchtlernen wurde die Zunahme des Freezings analysiert. Hier zeigte sich bei
den Tieren der Konditionierungsgruppe und der Extinktionsgruppe ein deutlicher Anstieg
des Freezings bei der 4. und 5. Tonpréasentation.

Einschrankend muss erwahnt werden, dass sich eine Zunahme des Freezings wahrend der
Furchtkonditionierung nicht klar der unkonditionierten oder konditionierten Reaktion zu-
ordnen l&sst. Insofern ist das Verhalten der Extinktionsgruppe zu Beginn des Extinktions-
lernens interessant, da dieser Teil des Experimentes einem Gedéachtnisabruf gleichkommt.
Dabei zeigte sich dann auch eine direkte Korrelation zwischen dem Freezing am Ende des
Konditionierungsexperimentes und dem Gedéchtnisabruf am Folgetag, wie ihn schon andere

Arbeitsgruppen nachweisen konnten (Ponder et al., 2007; Kreutzmann et al., 2021).

4.1.2. Furchtextinktionslernen

Zur Bestimmung der BDNF-Proteinkonzentration nach der Extinktion des Furchtgedécht-
nisses wurden in der vorliegenden Arbeit Wildtypméuse zunéchst einer Furchtkonditionie-
rung unterzogen. Am darauffolgenden Tag erfolgte die Furchtextinktion, in deren Nachgang
die Gehirnproben entnommen wurden. Das dafiir genutzte Protokoll wurde in leicht abge-
wandelter Form bereits in unserer Arbeitsgruppe genutzt (Psotta et al., 2013; Ma et al.,
2022). Andere Arbeitsgruppen nutzen grundsétzlich einen &hnlichen Versuchsaufbau, wenn
auch teilweise mit einer abweichenden Anzahl an CS-Présentationen (Choi et al., 2010;
Whittle et al., 2021).

Beziiglich des Extinktionstrainings zeigten die fir die vorliegende Arbeit genutzten Tie-
re ein vergleichbares Lernverhalten wie in anderen Veroffentlichungen (Choi et al., 2010;
Ma et al., 2022). Das erhohte Freezing-Verhalten der Tiere zu Beginn des Extinktionstrai-
nings lasst darauf schliefen, dass ein effektives und spezifisches Furchtlernen erfolgte: Wéah-
rend der ersten 3 Tonprasentation im Extinktionstraining lag der Anteil des Freezings wie in
den Arbeiten von Choi (2010) oder Psotta und Kollegen (2013) bei ca. 40 %. Wéhrend der
vorangegangenen Habituationsphase trat nahezu kein Freezingverhalten auf, sodass das nach-
folgende Furchtverhalten spezifisch fiir den Tonreiz sein muss. Da in der vorliegenden Arbeit
die Gehirnproben umgehend nach dem Extinktionstraining gewonnen werden mussten, konn-
te keine Uberpriifung des Extinktionsgediichtnisses stattfinden. Die beiden oben genannten
Arbeiten konnten aber zeigen, dass das Verhalten beim Abruf des Extinktionsgedachtnisses
(meist einen Tag nach dem Extinktionslernen getestet) mit dem Lernerfolg wahrend des Ex-
tinktionsexperimentes zusammenhéngt. Deshalb wurde in dieser Arbeit als Parameter fiir die

unmittelbare Gedédchtnisakquisition auf den Abfall des Freezings wiahrend des Extinktionsex-
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perimentes zuriickgegriffen und Tiere mit einer unzureichenden Lernleistung ausgeschlossen.

Im Ergebnisteil wurde im Kapitel 3.2.1 bereits darauf hingewiesen, dass die Kontrollgruppe
fiir das Extinktionsexperiment im Vergleich zu den anderen konditionierten Gruppen am Ende
der Furchtkonditionierung ein signifikant geringeres Freezing zeigte, das nicht auf eine insge-
samt erhohte Grundaktivitdt zuriickzufithren war. Die Analyse der Bewegungsgeschwindigkeit
als Surrogatparameter fiir die Stromreizwahrnehmung hat jedoch ergeben, dass die Tiere der
Kontrollgruppe auf den Stromreiz unmittelbar die gleiche Reaktion zeigten wie die anderen
Gruppen. Zudem fillt bei der Betrachtung der gemessenen BDNF-Proteinkonzentrationen
auf, dass die Werte der Kontrollgruppe in der Amygdala und im Hippocampus unter den
Konzentrationen liegen, die bei den naiven Tieren gemessen wurden. Da die Werte der Ex-
tinktionsgruppe eine dhnliche Tendenz aufweisen, kénnte dies als Hinweis auf Lernprozesse
in der Kontrollgruppe gewertet werden. Auf der anderen Seite konnte in der eigenen Ar-
beit die Kontrollgruppe natiirlich keiner Testung des Furchtgedéchtnisses unterzogen wer-
den, wie dies am Anfang des Extinktionstrainings bei der Extinktionsgruppe moglich war. Es
konnten (und wurden) lediglich die Tiere ausgeschlossen, die ein inaddquates generalisiertes
Furchtverhalten zeigten. Dadurch wére theoretisch eine Verzerrung der gemessenen BDNF-
Konzentrationen in der Kontrollgruppe moglich, die sich aber in den Daten aufgrund der
sehr geringen Streuung (s. Tabelle A.5) nicht erkennen lasst. Insgesamt konnte somit zwar
ein statistischer Unterschied im Freezing-Verhalten der Extinktionsgruppe und der entspre-
chenden Kontrollgruppe nachgewiesen werden, allerdings diirfte dies keinen Einfluss auf die

weitere BDNF-Bestimmung gehabt haben.

4.2. Vergleich verschiedener Verfahren zur BDNF-

Bestimmung

In dieser Arbeit wurde fiir die BDNF-Messung ein ELISA verwendet, mit dem die BDNF-
Proteinkonzentration direkt bestimmt werden konnte. Im Gegensatz dazu bauen viele friithere
Experimente auf einer In-situ-Hybridisierung und damit der Bestimmung der BDNF-mRNA
auf (Rasmusson et al., 2002; Chhatwal et al., 2006; Heldt et al., 2007). Im Vergleich der beiden
Methoden misst die In-situ-Hybridisierung die Menge der vorhandenen BDNF-mRNA in
Soma und Dendriten (Colliva und Tongiorgi, 2021), wéhrend iiber den ELISA Verénderungen
der BDNF-Proteinexpression in der gesamten Zelle und am Wirkort (und damit am Ort
synaptischer Plastizitdt) erfasst werden konnen. Letzteres gilt ebenso fiir den Western Blot
(Choi et al., 2010; Ou et al., 2010) und die Immunfluoreszenz (Ou et al., 2010; Chou et al.,
2014), die ebenfalls in einigen Verdffentlichungen genutzt wurden.

Bei der Bestimmung der BDNF-mRNA mittels In-situ-Hybridisierung kann nicht mit letz-
ter Sicherheit auf die tatsdchlich gebildete Menge an maturem BDNF-Protein geschlossen
werden. Zum einen ist unklar, inwieweit die gebildete mRNA tatséichlich zur Translation

genutzt wird bzw. vorher Abbauprozesse greifen. Zum anderen ruft das Vorlduferprotein
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proBDNF, wie in der Einleitung auf S. 13 ndher dargelegt, iiber den p75NTR génzlich ande-
re Effekte als das mature BDNF hervor (Cowansage et al., 2010). Zusammengefasst konnen
sich dadurch unterschiedliche rdumliche und zeitliche Verteilungsmuster zwischen den Mes-
sungen auf mRNA- und Proteinebene ergeben.

In der Regel erfolgt bei der Proteinbestimmung mittels ELISA oder Western Blot die Mes-
sung in lysierten Gewebeproben, sodass die gemessene BDNF-Konzentration vor allem vom
intrazellurdren Anteil bestimmt wird, wahrend das extrazellular lokalisierte BDNF einen
deutlich geringeren Anteil ausmacht, da nur ein Bruchteil des synthetisierten BDNF aus-
geschiittet wird (Edelmann et al., 2014). Gleichzeitig kann mittels ELISA der Anteil des
prasynaptischen Bereiches an der BDNF-Proteinexpression nicht differenziert werden. So ist
inzwischen bekannt, dass die Wirkung von BDNF im infralimbischen Kortex von der BDNF-
Proteinexpression hippocampaler Neurone abhéngt, die iiber in der Einleitung auf Seite 11
dargestellte Efferenzen mit dem mPFC in Verbindung stehen (vergleiche Peters et al., 2010).

Ein weiterer Punkt betrifft den Einfluss des BDNF-Rezeptors TrkB auf die BDNF-Pro-
teinmessung. An den Rezeptor gebundenes BDNF sollte in der vorliegenden Arbeit zwar
durch den Lysepuffer gelost worden sein, allerdings gibt der Hersteller des ELISA-Kits R&D-
Systems an, dass die Gegenwart des TrkB-Rezeptors zu einer dosisabhiangigen Reduktion der
gemessenen BDNF-Proteinmenge fiihrt. Dadurch kénnte theoretisch ein Abfall der BDNF-
Proteinkonzentration gemessen werden, obwohl tatséchlich eine Aktivierung des BDNF-Si-
gnalweges stattgefunden hat. In einigen Studien wurde deswegen zusdtzlich die Menge des
phosphorylierten (und damit aktivierten) TrkB bestimmt. Rattiner und Kollegen konnten
in ihrer Arbeit zeigen, dass ein Anstieg der BDNF-mRNA mit einer vermehrten TrkB-
Phosphorylierung einhergeht (Rattiner et al., 2004), wihrend Ou und Gean diesen Zusam-
menhang auf der Proteinebene zeigen konnten (Ou und Gean, 2005). In der vorliegenden
Arbeit liegt die durch die Zelllyse verfiighare Menge an BDNF-Protein vermutlich deutlich
iiber der Konzentration des TrkB-Rezeptors, sodass der Einfluss gering ausfallen diirfte.

Das fiir diese Arbeit genutzte ELISA-Kit der Firma R&D-Systems weist zudem eine ho-
he Spezifitit fiir das mature BDNF-Protein auf. Andere Neurotrophine fithren zu keiner
signifikanten Interferenz und selbst das Vorlauferprotein proBDNF fiihrt laut Hersteller nur
zu einer Kreuzreaktion von 13 %. Eine experimentelle Untersuchung von Lim und Kollegen
(2015) wies fur dieses ELISA-Kit allerdings eine Kreuzreaktivitit gegeniiber proBDNF von
30 % nach, wobei andere kommerziell erhiltliche ELISA-Kits 1t. den Autoren mit iiber 90 %
Kreuzreaktivitdat deutlich hohere Werte aufweisen und damit nicht zwischen BDNF und sei-
nem Vorlauferprotein unterscheiden kénnen. Auch das haufig verwendete Chemikine-BDNF-
Sandwich-ELISA-Kit der Fa. Millipore wird nach dieser Arbeit durch eine Kreuzreaktivitat
von iiber 50 % durch die Gegenwart von proBDNF stark beeinflusst. Der Hersteller selbst hat
zu dieser Problematik interessanterweise keine Daten veroffentlicht.

Somit wird die durch den ELISA gemessene BDNF-Konzentration mafigeblich vom Verhélt-
nis proBDNF : matures BDNF beeinflusst. Wahrend bei Ratten proBDNF iiberwiegt (Lim
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et al., 2015), so scheint das Verhéltnis bei Mausen zugunsten des maturen BDNF verschoben
zu sein: Altere Arbeiten fanden im Hippocampus ein Verhiltnis von 1:10 (Matsumoto et al.,
2008), wéhrend unsere Arbeitsgruppe fiir Proben aus dem gesamten Gehirn ein Verhéltnis
von 1:2 ermitteln konnte (Leschik et al., 2019). Unter Beriicksichtigung der verschiedenen
Angaben zur Kreuzreaktivitit gegeniiber proBDNF lag der proBDNF-Anteil am gemessenen
BDNF in der vorliegenden Arbeit im gilinstigsten Fall demnach bei 1 % und im ungiinstigsten
Fall bei 13 %.

Aufgrund der genannten Diskussionspunkte erscheint die Kombination verschiedener Mess-
methoden interessant, um sowohl Synthese- als auch Wirkort bewerten zu kénnen sowie Aus-
sagen zu gebundenem als auch freiem BDNF treffen zu kénnen. Das fiir die Experimente ge-
nutzte BDNF-ELISA-Kit erscheint in Bezug auf die Kreuzreaktivitdt zu proBDNF durchaus
verbesserungsfihig, besitzt aber im Vergleich mit anderen kommerziell verfiigbaren ELISA-

Kits eine gute Sensitivitdt und Spezifitat.

4.3. BDNF-Konzentrationsianderungen im Tagesverlauf

Vor der BDNF-Messung im Rahmen der Lernexperimente stand die Frage nach einer tages-
zeitlichen Schwankung der Expression dieses Neurotrophins. Aufgrund der unterschiedlichen
Dauer der einzelnen Verhaltensexperimente, der Entnahmezeitpunkte der Proben sowie auf-
grund der studienbegleitenden Arbeit konnten fir die Lernexperimente nicht alle Probenent-
nahmen zum gleichen Tageszeitpunkt erfolgen, weshalb wir ein Kontrollexperiment mit der
Frage nach tageszeitlichen Schwankungen durchfiihrten.

Dabei zeigte sich zwischen den Tieren, die am Vormittag (8:00-9:00) préapariert wurden
und den Tieren, die um die Mittagszeit (12:00-13:00) prapariert wurden, in allen drei Ge-
hirnregionen ein leichter Abfall der BDNF-Konzentration. Diese Differenz war jedoch in
keinem Areal signifikant. In der Literatur finden sich einige Vergleichsarbeiten, die aller-
dings an Ratten durchgefiihrt wurden. Dabei ldsst sich zunédchst festhalten, dass der Verlauf
der BDNF-Konzentration vom Tag-Nacht-Verhalten der Versuchstiere abhingt: Tagaktive
Ratten weisen einen anderen Verlauf auf als ihre nachtaktiven Verwandten (Martin-Fairey
und Nunez, 2014). Die fir die Arbeit genutzten Wildtypméuse sind zumeist nachtaktiv,
haben aber auch einige tagaktive Phasen, weswegen Vergleichsarbeiten herangezogen wur-
den, die nachtaktive Ratten verwendeten. Zumindest fiir den Hippocampus ist die circa-
diane Rhythmik der BDNF-Proteinkonzentration inzwischen gut belegt (Bova et al., 1998;
Schaaf et al., 2000) und wird vor allem auf die tageszeitabhingige Kortikosteronausschiittung
zuriickgefuhrt (Smith et al., 1995).

Die Gruppe um Schaaf (2000) hatte dabei Proben aus verschiedenen Regionen des Hip-
pocampus gewonnen. Sie konnten eine circadiane Rhythmik letztlich nur im Gyrus dentatus
nachweisen, wobei sich eine signifikante Erhohung der BDNF-mRNA um die Mittagszeit fand,

wahrend die mRNA-Konzentration insbesondere in den Abendstunden deutlich niedriger lag.
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In der vorliegenden Arbeit erfolgte methodenbedingt keine Unterscheidung in die einzelnen
Regionen des Hippocampus. Somit wéire es moglich, dass z. B. die tageszeitlichen Schwankun-
gen im Gyrus dentatus nicht grofl genug sind, um den BDNF-Gehalt im gesamten Hippocam-
pus signifikant zu beeinflussen. In der Arbeit von Ou (2010), die im néchsten Kapitel noch
genauer besprochen werden soll, wurden tageszeitliche Verdnderungen von BDNF im basa-
len und lateralen Kerngebiet der Amygdala untersucht. Dabei wurde mittels ELISA-Testung
ein signifikanter Abfall der BDNF-Konzentration vom Vormittag zum Nachmittag gemessen,
wobei bedacht werden muss, dass die dabei getesteten Ratten einem gering abweichenden
Tag-Nacht-Rhythmus unterworfen waren (Tagesbeginn bereits um 6:00). Die Anderung der
Proteinkonzentration lag dabei in einer Grofenordnung von 20 %. Daten zur Mittagszeit lie-
gen indes nicht vor, sodass nur spekuliert werden kann, ob zu diesem Zeitpunkt bereits ein
Abfall der BDNF-Konzentration begonnen hat. Die Arbeit von Ou und Kollegen steht somit
nicht im Widerspruch zu den Ergebnissen dieser Arbeit und verdeutlicht die Bedeutung des
Praparationszeitpunktes.

Fiir die Untersuchung zu den tageszeitlichen Schwankungen im Préfrontalkortex wurde
in dieser Arbeit keine explizite Unterscheidung in die einzelnen Subareale getroffen. Dazu
existiert eine Vergleichsstudie, die den mPFC ebenfalls als Ganzes betrachtete. In der Arbeit
von Coria-Lucero (2016) wurde dabei ein zweigipfliger Verlauf der BDNF-mRNA mit je einem
Maximum am Nachmittag und einem in der zweiten Nachthalfte nachgewiesen. Im Gegensatz
dazu lag die Konzentration der BDNF-mRNA besonders am Morgen deutlich niedriger — ein
Ergebnis, das sichtlich von den eigenen Messungen in dieser Arbeit abweicht. Allerdings stellt
sich die Frage, wie weit beide Experimente vergleichbar sind, da die Arbeitsgruppe um Coria-
Lucero Ratten nutzten, die keinem Tag-Nacht-Rhythmus unterworfen waren, sondern in einer
rein dunklen Umgebung gehalten wurden.

Zusammengefasst sind die tageszeitlichen Schwankungen der BDNF-Konzentration in dem
Zeitraum, in dem die Verhaltensexperimente fiir die vorliegende Arbeit stattfanden, den eige-
nen Messungen nach statistisch nicht relevant. Bei Betrachtung der oben genannten Studien
hétten sich wahrscheinlich erst gegen Nachmittag bzw. Abend signifikante Konzentrations-

abfille gezeigt.

4.4. BDNF-Konzentrationsianderungen wahrend des

Furchtlernens in verschiedenen Gehirnarealen

Amygdala

Die BDNF-Proteinbestimmung innerhalb der ersten zwei Stunden nach der Furchtkonditio-
nierung erbrachte fiir die Amygdala mit LA und BLA als Zielgebiet keine signifikanten Ande-
rungen. Dieses Ergebnis steht augenscheinlich im Widerspruch zu mehreren Arbeiten, die eine

BDNF-Messung bei Ratten vorgenommen haben. Bereits 2004 konnten Rattiner und Kolle-
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gen (2004) zwei Stunden nach der Furchtkonditionierung einen Anstieg der BDNF-mRNA
vornehmlich im basolateralen Teil der Amygdala messen. Die Autoren hatten dabei die Frage
aufgeworfen, ob der Anstieg der mRNA einem Anstieg der BDNF-Proteinmenge vorausgeht
oder aber Ausdruck eines erhéhten BDNF-Umsatzes ist — sprich, nach der BDNF-Bindung
an seinen Rezeptor stattfindet.

Direkte Messungen der BDNF-Proteinmenge mittels ELISA und Western Blot ergaben
dann, dass die maximale BDNF-Konzentration mit einem Anstieg um ca. 60 % schon nach ei-
ner Stunde erreicht wird (Ou und Gean, 2005). Die Frage, ob die BDNF-Proteinkonzentration
somit vor der BDNF-mRNA ansteigt, ldsst sich damit allerdings nicht sicher beantworten, da
in der Arbeit von Rattiner (2004) keine Vergleichsmessungen eine Stunde nach dem Training
durchgefithrt wurden. Die Arbeitsgruppe um Ou und Gean fand interessanterweise noch einen
zweiten Gipfel bei der BDNF-Proteinkonzentration, der 12 Stunden nach dem Training lag
(Ou et al., 2010). Fiir ihre Arbeiten nutzten Ou und Gean primér das Chemikine-ELISA-Kit,
verifizierten die auffélligen Zeitpunkte aber mittels Western-Blot-Messungen, die jeweils kon-
kordante Ergebnisse lieferten. Die abweichenden Effekte zwischen den genannten Studien und
der hier vorliegenden Arbeit kénnten zum einen auf Speziesunterschiede zwischen Méusen und
Ratten beruhen, sind aber vermutlich eher Ausdruck unterschiedlicher Praparationstechniken.
Wiéhrend LA und BLA aufgrund der Gréfle bei Ratten recht genau entnommen werden kon-
nen, kénnte die Probengewinnung mittels Biopsiestanzer bei Médusen nicht spezifisch genug
fiir diese Kerngebiete sein und umliegende Gehirnareale leicht miterfassen, wodurch Ande-
rungen der BDNF-Konzentration in der Zielregion nicht mehr zu signifikanten Anderungen
der BDNF-Proteinkonzentration in der gesamten Probe (Zielgebiet und umliegendes Gewebe)
fiihren.

Chou und Kollegen (2014) veroffentlichten 2014 eine Arbeit, die sich im Gegensatz zu
vielen anderen Studien mit der BDNF-Proteinexpression bei Mausen befasste. Dabei wurde
ein signifikanter Anstieg der BDNF-Konzentration in der basolateralen Amygdala auf bis zu
170 % eine Stunde nach dem Verhaltenstraining nachgewiesen. Einschrankend muss erwihnt
werden, dass die zeitlichen Veranderungen in Anbetracht der Ergebnisse bei Ratten zwar
plausibel erscheinen, jedoch die Proteinbestimmung mithilfe des Chemikine-ELISA-Kits er-
folgte, das nur eine eingeschrinkte Spezifitat aufweist (s. Kapitel 4.2). AuBerdem wurde das
genaue Vorgehen zur Probengewinnung aus den Zielstrukturen nicht beschrieben, sodass un-
klar bleibt, wie weit u. U. einzelne Kernbereiche der Amygdala fiir die Konzentrationsinde-
rungen verantwortlich sind. Interessanterweise haben Chou und Kollegen die Méuse anhand
ihres Verhaltens in sozialen Stresssituationen in zwei Gruppen unterteilt und konnten dabei
zeigen, dass die Tiere, die ein dngstlicheres Verhalten aufwiesen, nach der Furchtkonditionie-
rung eine wesentlich hohere BDNF-Proteinkonzentration entwickelten. Da die Tiere, die fiir
diese Arbeit verwendet wurden, nicht auf diese Eigenschaft hin untersucht (sondern blind
getestet) wurden, konnte dies ebenfalls dazu beigetragen haben, dass Veranderungen in der

BDNF-Proteinkonzentration wesentlich geringer ausfielen und nicht die Signifikanzschwelle
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erreichten.

Weitere, bisher noch nicht verdffentlichte Experimente aus unserer Arbeitsgruppe unter-
stiitzen die These, dass auch in Mausen ca. 60 min nach der Furchtkonditionierung eine Akti-
vierung des BDNF-TrkB-Signalweges zur Konsolidierung des Furchtgedéchtnisses notwendig
ist. Dazu wurde um diesen Zeitpunkt herum ein Antagonist des Signalweges tiber Mikrokanii-
len in die Amygdala eingebracht und im Anschluss das Furchtverhalten tiberpriift, wobei die
Verumgruppe ein signifikant geringeres Freezing aufwies.

Zusammenfassend existieren mehrere Arbeiten, die nachweisen konnten, dass ca. eine Stun-
de nach der Furchtkonditionierung die BDNF-Proteinkonzentration in der Amygdala (und
speziell in der LA und BLA) ansteigt. Aus den weiter oben diskutierten moglichen Griinden,

konnten diese Effekte in der vorliegenden Arbeit nicht reproduziert werden.

Hippocampus

In der Einleitung wurde bereits dargelegt, dass der dorsale Teil des Hippocampus wahrschein-
lich keine grofiere Bedeutung wahrend der cue-abhéngigen Furchtkonditionierung hat. Pas-
send dazu zeigte die BDNF-Proteinmessung in dieser Arbeit keine signifikanten Anderungen
innerhalb der ersten zwei Stunden nach dem Verhaltenstraining.

Erste Arbeiten, die sich mit BDNF-Anderungen im Hippocampus nach cue-abhingiger
Furchtkonditionierung beschéftigen, wurden bereits 2002 veréffentlicht und wiesen fiir den
Gyrus dentatus (vermutlich im dorsalen Hippocampus, aber nicht explizit ausgefiihrt) einen
Abfall der BDNF-mRNA nach (Rasmusson et al., 2002). Rattiner und Kollegen (2004) fanden
dagegen keine Verdnderungen der BDNF-mRNA bei Ratten, hatten sich aber im Gegensatz
zur zuvor genannten Arbeit mit dem dorsalen Hippocampus als Ganzes beschéftigt. Da be-
kannt ist, dass Stress — insbesondere vermittelt iiber die Ausschiittung von Glukokortikoiden
— die BDNF-mRNA im Gyrus dentatus stark reduziert (Smith et al., 1995), konnten die
Ergebnisse von Rasmusson (2002) somit auch als Stressantwort interpretiert werden.

Detaillierte Untersuchungen zum zeitlichen Verlauf der BDNF-Proteinkonzentration mit-
tels ELISA- und Western-Blot-Messungen finden sich erneut bei der Arbeitsgruppe von Ou
und Gean: Dabei konnten sie zundchst zeigen, dass es im Hippocampus bis 2 Stunden nach
der Furchtkonditionierung zu keinem Anstieg — wenn nicht sogar einem tendenziellen Abfall —
kommt (Ou und Gean, 2005). Spéter konnten sie auflerdem nachweisen, dass auch 12 Stunden
nach dem Training keine erhohten BDNF-Werte auftreten (Ou et al., 2010). Einschréankend
muss erwahnt werden, dass in beiden Arbeiten keine Differenzierung zwischen dem ventra-
len und dorsalen Hippocampus vorgenommen wurde bzw. keine genaue Beschreibung zur
Probengewinnung aus dieser Gehirnregion vorliegt.

Die bereits im vorherigen Kapitel besprochene Arbeit von Chou (2014) konnte fiir die ver-
wendeten C57BL/6J-Méause ebenfalls keine Verdnderung der BDNF-Konzentration im Hip-
pocampus nachweisen. Leider sind auch in dieser Arbeit keinerlei Aussagen zur Zielregion im

Hippocampus enthalten.
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Die hier durchgefiihrten BDNF-Messungen stiitzen somit die These, dass der dorsale Hip-
pocampus im Rahmen der cue-abhidngigen Furchtkonditionierung nicht an der Gedéchtnis-

konsolidierung beteiligt ist.

Medialer Prafrontalkortex

Die Neuronen des medialen Prafrontalkortex, die in das Furchtlernen eingebunden sind, lie-
gen vor allem im pralimbische Kortex (s. Einleitung Seite 9). Deshalb wurde bei der Proben-
gewinnung primér der PL anvisiert, allerdings ist aufgrund der kleinen Zielstruktur davon
auszugehen, dass in relevantem Mafle Anteile des IL miterfasst wurden. Dennoch soll im
folgenden Abschnitt — auch zur besseren Differenzierung — vom PL gesprochen werden.

Die Messungen der BDNF-Konzentration im prélimbischen Kortex zeigten zwar einen An-
stieg nach der Furchtkonditionierung, allerdings ohne statistische Signifikanz. Dabei wurde
bereits in der Einleitung dargelegt, dass der PL. im Rahmen der cue-abhiangigen Furchtkon-
ditionierung sowohl an der Konsolidierung des Furchtgedachtnisses als auch am Gedéchtnis-
abruf beteiligt ist. Choi und Kollegen (2010) konnten in ihrer Arbeit nachweisen, dass der
Verlust von BDNF im Préfrontalkortex zwar nicht die unmittelbare Akquisition des Furcht-
gedéchtnisses behindert, die Tiere aber eine und 24 Stunden nach dem Training ein deutlich
gemindertes Freezing beim Gedéchtnisabruf aufwiesen. Dies konnte ein Hinweis sein, dass
bereits kurz nach dem Verhaltenstraining der BDNF-Signalweg aktiviert wird.

In einer weiteren Veroffentlichung wurde explizit die unterschiedliche Beteiligung des PL
im Rahmen der delayed- (als gebrduchlichste Form der cue-Konditionierung) als auch trace-
Furchtkonditionierung untersucht (Runyan et al., 2004). Bei der trace-Konditionierung wird
der US erst nach einer kurzen Pause (in der Arbeit von Runyan 20s) nach dem CS appliziert
und somit eine zeitliche Information hinzugefiigt. Die trace-Furchtkonditionierung stellt damit
eine seltener genutzte Form der cue-Konditionierung dar. Runyan und Kollegen konnten mit
ihren Experimenten zeigen, dass es direkt nach der trace-Konditionierung zu einer Aktivierung
von ERK kommt, die Teil der Mitogen-activated Protein (MAP)-Signalkaskade ist, die unter
anderem durch BDNF aktiviert wird und zur Gedéchtniskonsolidierung beitriagt (Schafe et
al., 2000). Diese ERK-Aktivierung war bei den Versuchstieren, die nach einem &hnlichen
Protokoll wie in der eigenen Arbeit konditioniert wurden, nicht zu beobachten.

In den eigenen Daten lésst sich eine unterschwellige und im Vergleich zu den anderen
beiden Gehirnregionen gegensétzliche Tendenz zur leichten BDNF-Erhchung in den ersten
90 Minuten nach dem Training beobachten. Nach den oben genannten Arbeiten wiirde ein
Anstieg von BDNF in diesem Zeitraum durchaus plausibel erscheinen. Dies konnte ein Hinweis
sein, dass bei der Probenpréparation nur eine unzureichende Differenzierung zwischen PL und

IL gelang und dadurch der Effekt die Signifikanzschwelle nicht erreicht.
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4.5. BDNF-Konzentrationsanderungen wahrend des

Extinktionslernens in verschiedenen Gehirnarealen

Amygdala

Die BDNF-Proteinmessung nach der Furchtextinktion zeigte in der Amygdala nach 60 Mi-
nuten eine signifikante Erhéhung im Vergleich zur Kontrollgruppe. Allerdings fiel der Effekt
mit knapp iiber 10 % relativ klein aus und wurde durch einen Abfall des BDNF-Gehaltes in
der Kontrollgruppe begiinstigt. Werden die absolut gemessenen Werte betrachtet, lag 30 min
nach dem Training sogar eine leicht hohere BDNF-Konzentration vor als zum Zeitpunkt 60.

Wie bei den Untersuchungen zur Furchtkonditionierung stiitzten sich erste Arbeiten auf
die Messung der BDNF-mRNA. So konnte die Arbeitsgruppe von Prof. Ressler (Chhatwal et
al., 2006) nachweisen, dass es zwei Stunden nach dem Extinktionstraining zu einem Anstieg
im basolateralen Kerngebiet der Amygdala kommt. Diese Verdnderung war sowohl 30 min als
auch 4 Stunden nach dem Verhaltenstraining nicht nachweisbar. Direkte Messungen in Bezug
auf die BDNF-Proteinverdnderungen wurden 2014 durch die Arbeitsgruppe von Prof. Quirk
veroffentlicht (Rosas-Vidal et al., 2014). Dabei konnte speziell fiir die BA gezeigt werden,
dass es 2h nach Furchtextinktion zu einem BDNF-Anstieg kommt. Die Messpunkte wurden
allerdings relativ grob gewéhlt (1 und 2 Stunden nach dem Training) und erfolgten mittels
Immunfluoreszenz. Experimente zur BDNF-Proteinbestimmung kurz nach dem Extinktions-
training tiber Verfahren wie ELISA oder Western Blot wurden bisher nicht durchgefiihrt.

Allerdings finden sich zwei Verdffentlichungen, die den BDNF-Proteingehalt 48 Stunden
nach den Verhaltensversuchen untersucht und dabei zusétzlich noch Proben aus Hippocam-
pus und teilweise Prafrontalkortex gewonnen haben (Yee et al., 2007; Peters et al., 2010).
Beide Arbeiten nutzten dazu den Promega-Emax-ELISA, kamen dabei aber im Detail zu teils
abweichenden Ergebnissen. So konnten Peters und Kollegen in der Amygdala keine Verén-
derungen der BDNF-Proteinkonzentration nachweisen, haben die untersuchten Kerngebiete
der Amygdala aber nicht spezifiziert.

Fiir die Untersuchung von Yee (2007) wurde im Gegensatz zu den anderen genannten Arbei-
ten auf C57BL/6J-Méuse zuriickgegriffen, die eine Furchtkonditionierung durchliefen und an-
schlieflend {iber drei Tage fiir jeweils acht Minuten kontinuierlich dem CS ausgesetzt wurden,
sodass von einem Extinktionslernen ausgegangen werden kann. Fiir die ELISA-Messungen
wurde die gesamte Amygdala herauspréipariert. Die angegebenen absoluten BDNF-Protein-
werte liegen dabei eine Groflenordnung unter den Messwerten dieser Arbeit und diirften auf
das verwendete ELISA-Kit der Firma Promega zuriickzufiihren sein (Lim et al., 2015). Ins-
gesamt zeigte sich in der Arbeit von Yee (2007) ein linearer Zusammenhang zwischen der
Freezingdauer wihrend des Extinktionstrainings und der gemessenen BDNF-Konzentration.
Dieses Ergebnis ist insofern iiberraschend, als dass ein hohes Freezingniveau {iber das gesamte
Extinktionstraining eher auf ein eingeschrinktes Extinktionslernen hinweist.

Die Arbeiten von Yee und Peters zeigen zusammenfassend keinen sicheren Anstieg der
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BDNF-Proteinkonzentration zwei Tage nach der Furchtextinktion. Allerdings weist die Ar-
beit von Ou (2010) im Rahmen der Furchtkonditionierung (s. vorheriges Kapitel auf S. 47)
darauf hin, dass ein spater Anstieg des BDNF-Proteins zeitlich eng umschrieben sein kénnte,
weswegen an dieser Stelle weitere Studien mit einem feineren Testraster notwendig sind.
Der in dieser Arbeit gemessene BDNF-Anstieg nach 60 min, der bereits nach 30 min zu
beginnen scheint, tritt im Vergleich zur Arbeit von Rosas-Vidal (2014) etwas frither auf. An-
dererseits liegt dieser Studie aber eine andere Messmethode zugrunde. Wie in der Einleitung
dargelegt wurde, verfiigt insbesondere die BA iiber eine Reihe von reziproken Verbindungen
zum IL. Somit deuten unsere Daten darauf hin, dass dieser Teil der Amygdala gegeniiber
dem infralimbischen Kortex als vorgeschaltete Struktur fungiert. Dort treten diese Effekte
erst 60 bis 120 min nach der Furchtextinktion auf, wie im tibernéchsten Abschnitt detailliert
erldutert wird. Die aktuell nur gering nachweisbaren Verdnderungen im Zeitfenster 30 bis 60
Minuten nach dem Training kénnten auf dhnlichen Problemen beruhen, die bereits im Kapitel

zu BDNF-Veridnderungen in der Amygdala nach Furchtkonditionierung diskutiert wurden.

Hippocampus

Die BDNF-Proteinmessungen erbrachten im dorsalen Hippocampus in der Verum- und der
Kontrollgruppe grofle interindividuelle Schwankungen, womit sich keine signifikanten Unter-
schiede ergaben (s. auch Tabelle A.5 im Anhang).

Bereits in der Einleitung wurde erwahnt (s. S. 11), dass zwar einige Arbeiten zur Rol-
le des dorsalen Hippocampus wihrend der Furchtextinktion existieren, in neuen Arbeiten
aber der ventrale Hippocampus im Fokus steht. Die fehlende Fahigkeit zur Furchtextinkti-
on nach Inaktivierung des dorsalen Hippocampus in der Arbeit von Corcoran (2005) und
der BDNF-Proteinanstieg 48 Stunden nach Extinktionstraining in der Verdffentlichung von
Peters (2010) deuten an, dass in dieser Gehirnregion auch kurzfristige Verdnderungen, die
in einem BDNF-Anstieg resultieren, ablaufen kénnten. Peters und Kollegen haben in ihrer
Arbeit zwar nicht die Zielregion im Hippocampus genannt, allerdings wurden fiir Infusions-
experimente Kaniilen im dorsalen Bereich platziert, weswegen davon auszugehen ist, dass
die BDNF-ELISA-Messungen ebenfalls in diesem Teil des Hippocampus stattfanden. Auf der
anderen Seite konnten Yee und Kollegen (2007) im Gegensatz zur Amygdala keinen Zusam-
menhang zwischen Freezingdauer wahrend der Furchtextinktion und BDNF-Level zwei Tage
spater nachweisen.

In der bereits vorher erwiahnten Studie der Arbeitsgruppe von Prof. Quirk (Rosas-Vidal et
al., 2014) wurde dann der Verlauf der BDNF-Proteinexpression im ventralen Hippocampus
und im Speziellen in der Region CA1 mittels Immunzytochemie untersucht. Dabei konn-
ten die Autoren mittels Immunfluoreszenz nachweisen, dass der BDNF-Gehalt eine und zwei
Stunden nach dem Training erhéht ist. Problematisch erscheinen in der Arbeit die grofien
Schwankungen der gemessenen BDNF-Werte, die in der Kontrollgruppe in mehreren Gehirn-

arealen auftreten, sowie die geringe zeitliche Diskrimination, da nur zu zwei Zeitpunkten
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Messungen erfolgten. Dennoch ist gerade der BDNF-Anstieg nach einer Stunde schliissig, da
im IL, dem der Hippocampus im Rahmen des Extinktionslernens iiber unidirektionale Ver-
bindungen vorgeschaltet ist, Verdnderungen der BDNF-Konzentration erst zu einem spéateren
Zeitpunkt auftreten. In diesem Zusammenhang ist auflerdem interessant, dass Peters und Kol-
legen mit ihrer Arbeit zeigen konnten, dass das im Hippocampus gebildete BDNF letztlich im
IL wirkt, d. h. dort zur BDNF-Ausschiittung fithrt und dieser Effekt fiir die Furchtextinktion
notwendig ist (Peters et al., 2010).

Die Rolle und die zeitliche Ausschiittung von BDNF im ventralen Hippocampus ist damit
nicht abschlieend gekléart und es sind weitere detailliertere BDNF-Proteinmessungen mittels
ELISA oder Western Blot notwendig, die bisher aber von keiner Arbeitsgruppe veréffentlicht
wurden. Ahnliche Probleme betreffen den dorsalen Hippocampus, zumal hier eine Unter-
scheidung in die einzelnen anatomischen Abschnitte interessant wére, da nach Rosas-Vidal
die BDNF-Konzentration im ventralen Hippocampus vor allem in der Region CA1l ansteigt.
Theoretisch kénnten im dorsalen Bereich die Veranderungen der BDNF-Konzentration auch
nur auf eine Subregion zuriickzufithren sein. Uber kleine Abweichungen wihrend der Pra-
paration und Probengewinnung kénnte dadurch auch die grofle Streuung der gemessenen

BDNF-Proteinkonzentrationen in den eigenen Experimenten erklart werden.

Medialer Prafrontalkortex

In dieser Arbeit wurden erstmals BDNF-Proteinbestimmungen mit hoher zeitlicher Auflo-
sung nach der Extinktion von Furcht im infralimbischen Kortex durchgefithrt. Es zeigte sich
dabei 90 min nach dem Extinktionstraining ein signifikanter Anstieg des BDNF-Proteins. Im
Vergleich zur Kontrollgruppe lag die Konzentration ca. 30 % hoher und war im Vergleich zum
Ausgangslevel immerhin noch um 10% erhoht. Besonders plausibel erscheint dieser zeitli-
che Verlauf in Anbetracht der signifikant niedrigeren BDNF-Werte bei den Tieren, die ein
unzureichendes Extinktionslernen aufwiesen (s. Abb. 3.11).

Erste BDNF-Proteinmessungen wurden in der Arbeit von Peters (2010) vorgestellt. Die
mittels Promega-ELISA erhobenen Werte wurden allerdings 48 Stunden nach dem Extink-
tionstraining erhoben, zeigten dabei keine Verdnderungen im Vergleich zur Kontrollgruppe
und lassen auch keine Riickschliisse auf BDNF-Effekte zu fritheren Zeitpunkten zu. Damit
bleibt unklar, ob im IL spéite Konsolidierungseffekte stattfinden, wie sie fiir den Hippocampus
als auch die Amygdala (hier allerdings nach Furchtkonditionierung) bereits gezeigt werden
konnten (Ou et al., 2010; Peters et al., 2010).

Die bereits mehrfach erwéhnte Studie von Rosas-Vidal und Kollegen (2014) hat mittels
Immunfluoreszenzmessungen den Zeitraum kurz nach dem Extinktionstraining untersucht.
Dabei konnten sie zu allen beiden untersuchten Zeitpunkten (60 und 120 Minuten) keine Ver-
dnderungen von BDNF im mPFC feststellen. Die Autoren merken selbst an, dass sie mit ihrer
Methode nur intrazellulares BDNF nachweisen kénnen. Extrazelluldre Verdnderungen oder

an den TrkB-Rezeptor gebundenes BDNF wurden bei der Immunfluoreszenz nicht erfasst,
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wobei der Anteil des intrazelluliar gespeicherten BDNF deutlich tiberwiegen diifte. In einer
anderen Arbeit konnten Messungen zur BDNF-mRNA fiir den Zeitpunkt 2 Stunden nach dem
Extinktionslernen einen deutlichen Anstieg nachweisen (Bredy et al., 2007). Allerdings sind
detaillierte Aussagen iiber den zeitlichen Verlauf aus der Arbeit von Bredy nicht méglich, da
nur fiir diesen einen Zeitpunkt Messungen durchgefithrt wurden.

Die negativen Ergebnisse der Studie von Rosas-Vidal kénnten auf deren geringe zeitliche
Auflésung zuriickgefiihrt werden, denn der BDNF-Peak, der in der eigenen Arbeit beobachtet
wurde, trat 90 min nach dem Training auf. Zum Zeitpunkt 60 lag lediglich eine leichte, nicht
signifikante Erhohung an BDNF-Protein vor, womit der Anstieg zeitlich eng umschrieben
war. Dieser Effekt kénnte somit in der Arbeit von Rosas-Vidal gar nicht erfasst worden sein.

Die in dieser Arbeit vorgelegten Messungen sind somit die ersten Daten, die ein detaillier-
tes Bild der BDNF-Proteinexpression im IL kurz nach der Extinktion von Furcht zeichnen.
Die anderen genannten Veroffentlichungen stiitzen diese Ergebnisse in einigen Aspekten oder
koénnen sie zumindest nicht widerlegen. Auflerdem konkretisieren die Ergebnisse die Erkennt-
nis, dass die Aktivitdt von BDNF im IL fiir das Extinktionslernen zwingend notwendig ist
(Rosas-Vidal et al., 2014). Zur weiteren Validierung kénnten nun Experimente erfolgen, die
zu den interessanten Messzeitpunkten antiBDNF-Antikérper in den mPFC einbringen und

dann eine mogliche Einschrankung des Extinktionslernens iiberpriifen.
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit sollte die Frage geklért werden, in wie weit und in welcher zeit-
lichen Abfolge die BDNF-Proteinexpression in bestimmten Gehirnregionen bei der Furcht-
konditionierung und der Extinktion des Furchtgedéchtnisses stattfindet. Dazu wurden zuerst
fir C57BL/6J-Wildtypméause verschiedene Versuchsprotokolle entwickelt, in denen zunéchst
ein Sinuston mit einem iiber Metallstreben applizierten aversiven Stromreiz gekoppelt wur-
de. Nach fiinfmaliger Darbietung der beiden Reize konnte bei der iiberwiegenden Anzahl der
Tiere ein Furchtverhalten — messbar als Freezing — induziert werden. Ein Teil der so trainier-
ten Tiere wurden einen Tag spéter einer wiederholten Darbietung des Sinustones unterzogen,
wodurch ein Extinktionslernen einsetzte.

Fiir den zweiten Teil der Arbeit wurden einmal bei naiven Tieren sowie im Abstand von
0 bis 120 min nach dem entsprechenden Trainingsabschnitt Proben aus der Amygdala, dem
dorsalen Hippocampus sowie dem prélimbischen (nach Konditionierung) und dem infralim-
bischen (nach Extinktion) Préfrontalkortex gewonnen. In den Proben wurde mittels ELISA
die Konzentration des neuronalen Wachstumsfaktors BDNF gemessen. Bei den naiven Tie-
ren ergaben sich Werte von ca. 100ng/g (Amygdala), 140ng/g (Hippocampus) und 50 ng/g
(mPFC). Im Vergleich mit diesen naiven Tieren konnten nach der Furchtkonditionierung in
der Amygdala und im PL keine signifikanten Anderungen der BDNF-Konzentration gemessen
werden. Andere Arbeiten an Ratten konnten in der Amygdala nach 60 min einen deutlichen
Anstieg feststellen, wiahrend fiir den PL einige Arbeiten existieren, die eine Aktivierung des
BDNF-Signalweges erwarten lassen. Die Differenzen zu diesen Untersuchungen sind am ehes-
ten auf methodische Einschrénkungen und mogliche Speziesunterschiede zuriickzufiithren. Der
konstante BDNF-Spiegel im Hippocampus bestéiitigt dagegen Uberlegungen, dass die Region
bei frithen Konsolidierungsprozessen des Furchtgedachtnisses keine Rolle spielt.

In der dritten Versuchsreihe wurden die BDNF-Konzentrationen nach dem Extinktionsler-
nen gemessen. Dabei konnte fiir den IL erstmals ein BDNF-Anstieg nach der Furchtextinktion
gezeigt werden, der nach 90 min auftritt und zudem zeitlich sehr eng umgrenzt ist. Dieses Er-
gebnis kann als Grundlage fiir weitere Experimente dienen, die gezielt zu diesem Zeitpunkt
in den BDNF-TrkB-Signalweg eingreifen. Auflerdem wurde nach 60min in der Amygdala
ein geringer Anstieg im Vergleich zur Kontrollgruppe festgestellt. Hier sind weitere Arbeiten
notwendig, die dann starker auf die unterschiedlichen Kernbereiche der Amygdala eingehen

sollten, da die bisher vertffentlichten Studien noch kein einheitliches Bild ergeben.
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Der Lebenslauf ist in der Version aus Datenschutzgriinden nicht enthalten.
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A. Anlagen

A.1. Versuchsprotokolle

Tabelle A.1. Protokoll fiir die Konditionierung: Sinuston = 8 kHz mit der Intensitdt 80, Strom-
reiz = 0,40 mA

Abschnitt Dauer in s Stimulus

1 30 kein

2 30 kein

3 30 kein

4 30 kein

) 29 Sinuston

6 1 Sinuston + Stromreiz
7 30 kein

8 30 kein

9 30 kein

10 29 Sinuston

11 1 Sinuston + Stromreiz
12 30 kein

13 30 kein

14 29 Sinuston

15 1 Sinuston + Stromreiz
16 30 kein

17 30 kein

18 30 kein

19 30 kein

20 29 Sinuston

21 1 Sinuston + Stromreiz
22 30 kein

23 30 kein

24 30 kein

25 29 Sinuston

26 1 Sinuston + Stromreiz
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Fortsetzung Tabelle A.1

Abschnitt Dauer in s Stimulus

27 30 kein
28 30 kein
29 30 kein
30 30 kein

Tabelle A.2. Protokoll fiir die Extinktion nach vorheriger Konditionierung: Sinuston = 8kHz
mit der Intensitat 80

Abschnitt Dauer in s Stimulus

1 30 kein
2 30 kein
3 30 kein
4 30 kein
5 30 Sinuston
6 ) kein
7 30 Sinuston
8 ) kein
9 30 Sinuston
10 5 kein
11 30 Sinuston
12 5 kein
13 30 Sinuston
14 5 kein
15 30 Sinuston
16 5 kein
17 30 Sinuston
18 5 kein
19 30 Sinuston
20 5 kein
21 30 Sinuston
22 5 kein
23 30 Sinuston
24 5 kein
25 30 Sinuston
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Fortsetzung Tabelle A.2

Abschnitt Dauer in s  Stimulus
26 5 kein
27 30 Sinuston
28 5 kein
29 30 Sinuston
30 5 kein
31 30 Sinuston
32 5 kein
33 30 Sinuston
34 5 kein
35 30 Sinuston
36 ) kein
37 30 Sinuston
38 5 kein
39 30 Sinuston
40 5 kein
41 30 Sinuston
42 5 kein
43 30 Sinuston
44 5 kein
45 30 Sinuston
46 5 kein
47 30 Sinuston
48 5 kein
49 30 Sinuston
50 5 kein
51 30 Sinuston
52 5 kein
53 30 Sinuston
54 5 kein
55 30 Sinuston
56 5 kein
57 30 Sinuston
58 5 kein
59 30 Sinuston
60 5 kein
61 30 Sinuston
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Fortsetzung Tabelle A.2

Abschnitt Dauer in s Stimulus

62 5 kein
63 30 Sinuston
64 5 kein

Tabelle A.3. Protokoll fiir die Kontrollgruppe der Extinktion: kein Sinuston, kein Stromreiz

Abschnitt Dauer in s  Stimulus

1 30 kein
2 30 kein
3 30 kein
4 30 kein
5 30 kein
6 5 kein
7 30 kein
8 5 kein
9 30 kein
10 5 kein
11 30 kein
12 5 kein
13 30 kein
14 5 kein
15 30 kein
16 5 kein
17 30 kein
18 5 kein
19 30 kein
20 5 kein
21 30 kein
22 5 kein
23 30 kein
24 5 kein
25 30 kein
26 5 kein
27 30 kein
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Fortsetzung Tabelle A.3

Abschnitt Dauer in s Stimulus

28 5 kein
29 30 kein
30 5 kein
31 30 kein
32 5 kein
33 30 kein
34 5 kein
35 30 kein
36 5 kein
37 30 kein
38 5 kein
39 30 kein
40 5 kein
41 30 kein
42 5 kein
43 30 kein
44 5 kein
45 30 kein
46 5 kein
47 30 kein
48 5 kein
49 30 kein
50 5 kein
51 30 kein
52 5 kein
53 30 kein
54 5 kein
55 30 kein
56 5 kein
57 30 kein
58 5 kein
59 30 kein
60 5 kein
61 30 kein
62 5 kein
63 30 kein
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Fortsetzung Tabelle A.3

Abschnitt Dauer in s Stimulus

64 5 kein
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A.2. Abbildungen
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Schwache Korrelation zwischen der Freezingdauer wiahrend der 4. und 5. Ton-
prasentation wahrend der Furchtkonditionierung und zu Beginn des Extink-
tionstrainings fiir die Tiere der Extinktionsgruppe (r = 0,36, p = 0,01). Der
Abschnitt zu Beginn des Extinktionstrainings kommt dabei einem Gedécht-
nisabruf gleich. Die Freezingdauer wurde jeweils prozentual auf einen 30-s-
Block bezogen.

Extinktionsgruppe

Abbildung A.2.
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Verhéltnis der Freezingdauer wahrend der 4. und 5. Tonpréasentation wahrend
der Furchtkonditionierung und der Abnahme des Freezingverhaltens wéahrend
des Extinktionstrainings (Differenz des durchschnittlichen Freezings bei CS-
Présentation 1-3 und CS-Présentation 10-21) fiir die Tiere der Extinktions-
gruppe (r = 0,22, p = 0,11). Die Freezingdauer wurde jeweils prozentual auf
einen 30-s-Block bezogen.
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A.3. Tabellarische Darstellung der BDNF-Konzentrationen

Tabelle A.4. Tabellarische Darstellung der BDNF-Konzentration nach Furchtkonditionierung
sowie in der Kontrollgruppe. Die Angabe erfolgt in ng/g + Standardfehler.
Zeitpunkt Amygdala Hippocampus mPFC
naiviin 106,52 + 2,63 142,63 + 1,07 53,37 £+ 1,81
naivgpst 103,07 £ 3,35 132,88 £ 13,98 49,54 + 3,86
ZP 0 99,561 £ 2,10 130,36 &£ 8,81 57,92 + 3,13
ZP 30 95,89 £ 6,36 105,77 £ 16,46 58,29 + 2,29
ZP 60 93,38 £ 5,656 117,66 & 8,58 60,10 + 3,35
ZP 90 86,25 £ 1,85 119,47 £ 15,08 57,35 + 2,03
ZP 120 89,01 + 4,71 128,68 + 8,59 54,26 + 1,39

Tabelle A.5. Tabellarische Darstellung der BDNF-Konzentration nach Furchtextinktion und

nach Kontrollexperiment. Die Angabe erfolgt in ng/g + Standardfehler.

Zeitpunkt

Amygdala

Hippocampus

mPFC

ZP 0
ZP 30
ZP 60
ZP 90
ZP 120

Kontrollesg
Kontrollegg
Kontrollegq

92,60 + 8,04
96,89 + 4,06
94,80 + 3,06
91,06 + 5,54
82,71 + 4,47

91,56 + 4,81
84,13 + 1,88
88,88 + 4,11

100,01 + 4,83
96,27 + 8,07
101,62 & 9,17

105,54 + 11,67
86,31 + 10,50

111,71 + 6,72
105,21 + 6,83

58,52 & 4,54
57,82 + 4,36
61,62 + 6,71
65,57 + 3,69
54,91 & 2,17

53,29 £ 1,90
49,61 + 1,15
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