Aus der Klinik fiir Psychiatrie und Psychotherapie
der Medizinischen Fakultidt Charité — Universitiatsmedizin Berlin

DISSERTATION

Untersuchung der Auswirkungen eines Polymorphismus im PDYN-Gen
(rs1997794) auf die Furchtakquisition und -extinktion in einer fMRT-Studie
unter Einbezug von Hautleitfahigkeitsverdnderungen

zur Erlangung des akademischen Grades
Doctor medicinae (Dr. med.)

vorgelegt der Medizinischen Fakultét
Charité — Universitiatsmedizin Berlin

von

Jonas Alexander Leppig

aus Lima, Peru

Datum der Promotion: 21.06.2020



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis I
Abkiirzungsverzeichnis 111
Abbildungsverzeichnis VI
Tabellenverzeichnis VI
Zusammenfassung / Abstract VII/ X

1. Einleitung 1

2. Grundlagen 3
2.1. Neurophysiologie und Neuroanatomie der Furchtakquisition und —extinktion 3
2.2. Dynorphine 5
2.3. PDYN-Gen und Einzelnukleotid-Polymorphismus bei rs1997794 9
2.4. Imaging Genetics 13
2.5. Hypothesen 15

3. Material und Methodik 17
3.1. Experimentelles Design und Versuchsablauf 17

3.2. Psychologische Diagnostik, neuropsychologische Testung und Fragebdgen 19

3.3. Rekrutierung, Ein- und Ausschlusskriterien 20
3.4. Funktionelle Magnetresonanztomographie 22
3.4.1. Datenerhebung 22

3.4.2. Datenvorverarbeitung und —analyse 23

3.4.3. Statistik 23

3.5. Hautleitfdhigkeitsmessung 24
3.5.1. Ablauf 24

3.5.2. Datenanalyse 25

3.5.3. Statistik 25

3.6. Elektrische Stimulation 26
3.7. DNA-Extraktion und Genotypisierung 26

4. Ergebnisse 27
4.1. Stichprobencharakteristika 27
4.2. Ergebnisse der fMRT-Analysen 30
4.3. Ergebnisse der SCR-Analysen 35

5. Diskussion 40



5.1. Diskussion der fMRT-Ergebnisse
5.2. Diskussion der SCR-Ergebnisse
5.3. Allgemeine Probleme und Kritik
5.4. Schlussfolgerung und Ausblick

. Literaturverzeichnis

Eidesstattliche Versicherung
Lebenslauf

Danksagung

II

40
42
43
44
45



Abkiirzungsverzeichnis

ACC Anteriorer Cinguldrer Cortex

ACQ Akquisition

ANOVA Varianzanalyse

BA basaler Nucleus der Amygdala

BCAN Berlin Center for Advanced Neuroimaging

BDI-II Beck-Depressionsinventar 11

BDNF Abkiirzung fiir engl. brain-derived neurotrophic factor
BLA basolaterale Amygdala

BOLD Abkiirzung fiir engl. blood oxygen level dependent
CACNAIC Alpha 1C Untereinheit des spannungsabhingigen L-Typ Calciumkanals
cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat

CCM Charité Campus Mitte

CE zentraler Nucleus der Amygdala

COMT Catechol-O-Methyltransferase

CP Abkiirzung fiir engl. caudate putamen

CPA Abkiirzung fiir engl. conditioned place aversion
CR konditionierte Reaktion

CRF Abkiirzung fiir engl. corticotropin releasing factor
CS konditionierter Stimulus

D-MEQ Morningness-Eveningness-Questionnaire

D2 Aufmerksamkeits-Belastungs-Test d2

DASS Depression Anxiety Stress Scale

dB Dezibel

DISC1 Abkiirzung fiir engl. Disrupted in Schizophrenia 1
DNA Desoxyribonukleinsdure

DRN dorsaler Raphe-Kern

DSM-IV Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders-IV
EDTA Ethylendiamintetraacetat

EHI Edinburgh Handedness Inventory

EPI Abkiirzung fiir engl. echo planar imaging

ERK extrazelluldre signal-regulierte Kinasen

EX1 frithe Extinktion

III



EX2 spéte Extinktion

fMRT funktionelle Magnetresonanztomographie

FOV Abkiirzung fiir engl. field of view

FWE Abkiirzung fiir engl. family wise error

FWHM Abkiirzung fiir engl. full-width at half-maximum
G-Protein Guanosintriphosphat-bindendes Protein

GABA Gamma-Amino-Buttersdure

GDP Guanosindiphosphat

Gi/o-Protein inhibitorisches Guanosintriphosphat-bindendes Protein
GIRK Abkiirzung fiir engl. G-protein gated inwardly rectifying potassium channel
GRK3 G-protein-gekoppelte Rezeptor Kinase 3

GSR Abkiirzung fiir engl. Galvanic Skin Response

GTP Guanosintriphosphat

GWAS Abkiirzung fiir engl. genome-wide association study
HIPPO Hippocampus

HYPO Hypothalamus

HPA-Achse Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse
ICA Abkiirzung fiir engl. independent component analysis
IL infralimbischer Cortex

ISI Interstimulusintervall

JNK c-Jun N-terminale Kinase

kHz Kilohertz

Kir3 Abkiirzung fiir engl. G protein-coupled inwardly-rectifying potassium channel 3
KOR K-Opiod-Rezeptor

LA laterale Amygdala

LC locus coeruleus

LTP Langzeitpotenzierung

uS mikroSiemens

MAPK mitogen-aktivierte Protein-Kinase

mCG medialer Corpus geniculatum

MHC Abkiirzung fiir engl. major histocompatibility complex
mPFC medialer prafrontaler Cortex

mV Millivolt

MWT-B Mehrfachwahl-Wortschatz-Intelligenztest

v



NAc
NaCl
NEO-FFI
NMDA
nor-BNI
NS

NST
OST
p38
PDYN
PFC
PIN
PSRS-23
PTBS
ROI
RS-25
rs1997794
SC

SCR
SKID-I
SN

SNP
SPM 8
SPSS
SRRS
SSCS
STAI
TE

TR

UCS
UR
VAS
VLMT
VMPFC

Nucleus accumbens

Kochsalz
NEO-Five-Factor-Inventory
N-Methyl-D-Aspartat
nor-Binaltorphimin

neutraler Stimulus

Nucleus Striae terminalis

Abkiirzung fiir engl. one-sample t-test
p38 mitogen-aktivierte Protein Kinase
Prodynorphin

prafrontaler Cortex

posteriorer intralaminarer Nucleus des Thalamus

Perceived Stress Reactivity Scale
Posttraumatische Belastungsstorung
Abkiirzung fiir engl. region of interest

Resilienzskala 25

Einzelnukleotid-Polymorphismus im Prodynorphin-Gen

sublimbischer Cortex

Hautleitfahigkeitsreaktion

Strukturiertes Klinisches Interview fiir DSM-IV (Achse-I)

substantia nigra

Abkiirzung fiir engl. single nucleotide polymorphism

Statistical Parametric Mapping 8

Statistical Package for the Social Sciences

Social Readjustment Rating Scale
Screening Scale Chronic Stress
State-Trait Anxiety Inventory
Abkiirzung fiir engl. time of echo
Abkiirzung fiir engl. time of repetition
unkonditionierter Stimulus
unbedingte Reaktion

Visuelle Analogskala

Verbaler Lern- und Merkféhigkeitstest

ventromedialer Priafrontaler Cortex



VTA
WIE-MAT
ZNF804A

Abkiirzung fiir engl. ventral tegmental area
Wechsler-Intelligenztest fiir Erwachsene

Zinc finger protein 804A

Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1

Abbildung 2

Abbildung 3
Abbildung 4

Abbildung 5
Abbildung 6

Abbildung 7
Abbildung 8
Abbildung 9

KOR-System: Signalling, neuronale Verschaltungen und Verhalten (Shalini
Dogra et al. 2015)

Gene, intermediédrer Phénotyp und psychiatrische Erkrankung (4bb. modifiziert in
Anlehnung an Hashimoto et. al, 2015)

Imaging Genetics (4bb. modifiziert in Anlehnung an Hashimoto et. al, 2015)
Exemplarischer Ablauf der Versuchsbedingungen ACQ, EX] und EX2 in der
fMRT

Amygdala-ROI und VMPFC-ROI

Aktivierung der Schmerzmatrix fiir CS+ vs. CS- (FWE < 0.05 whole brain
korrigiert)

Aktivierung der Amygdalae fiir CS+ vs. CS-

Aktivierung der VMPFC fiir CS+ vs. CS-

Effekt des PDYN-Polymorphismus auf GriinExpo EX2

Abbildung 10 Korrelation zwischen VMPFC-Aktivierung bei GriinExpo EX2 und STAI-S (nach

EX2)

Abbildung 11 SCR bei CS+ und CS- (unterteilt nach Genotypen) wiahrend ACQ, EX1 und EX2
Abbildung 12 Streudiagramm der SCR-Mittelwerte von CS+ bei EX2 und des Summenscores

von STAI-S (nach ACQ)

VI



Tabellenverzeichnis

Tabelle 1
Tabelle 2
Tabelle 3

Tabelle 4

Tabelle 5

Tabelle 6

Tabelle 7

Tabelle 8

Tabelle 9
Tabelle 10

Ubersicht iiber Fragebdgen und neuropsychologische Tests

Ubersicht {iber Probandenausschluss

Mittelwertvergleich demographischer Variablen der fMRT-Versuchsgruppen mit
ANOVA

Mittelwertvergleich demographischer Variablen der fMRT-Versuchsgruppen mit
Chi-Quadrat-Test fiir nominale Variablen

Mittelwertvergleich demographischer Variablen der SCR-Versuchsgruppen mit
ANOVA

Mittelwertvergleich demographischer Variablen der SCR-Versuchsgruppen mit
Chi-Quadrat-Test fiir nominale Variable

Test der Innersubjekteffekte bei SCR (Faktoren: Bedingung x Messzeitpunkt)
Test der Zwischensubjekteffekte bei SCR (Faktor: Schockintensitit)

Test der Zwischensubjekteffekte bei SCR (Faktor: STAI-S (nach ACQ))

Test der Zwischensubjekteffekte bei SCR (Faktor: PDYN)

VII



Zusammenfassung

Hintergrund: Untersuchungen der Vorgingerstudie von Bilkei-Gorzo et al. (2012) ergeben
Hinweise, dass Prodynorphin (PDYN) einen wesentlichen Einfluss auf Akquisition und
Extinktion von schmerzinduziertem Verhalten ausiibt. Beim Menschen zeigt sich ein relevanter
Einzelnukleotid-Polymorphismus bei rs/997794 (Promotorregion des PDYN-Gens), wobei
homozygote T-Alleltrédger bei Schmerzreizen eine verstirkte Akquisitions- und eine verringerte
Extinktionsleistung der Amygdala im Vergleich zu C-Alleltrdgern erkennen lassen. Ziel der
vorliegenden Arbeit ist es, die humanexperimentellen Anteile der Vorgéngerstudie mit grof3erer
Stichprobe zu replizieren und PDYN-Effekte in der funktionellen Magnetresonanztomographie
(fMRT) und Hautleitfahigkeitsmessung (engl. Skin Conductance Response, SCR) zu

untersuchen.

Methodik: Untersucht wird eine Stichprobe von 104 gesunden Erwachsenen (60 Frauen;
Durchschnittsalter: 28,17 Jahre) mittels des von Bilkei-Gorzo et al. (2012) verwendeten fMRT-
Paradigmas: Der dreiteilige Versuchsaufbau besteht aus Akquisition (4CQ), frither (EX7) und
spéter Extinktion (EX2). Als unkonditionierter Reiz (UCS) dient ein Schmerzreiz, der in ACQ
zeitlich mit dem Erscheinen griiner Quadrate (CS+) gekoppelt wird. Bei blauen Quadraten (CS-)
sowie in beiden Extinktionsphasen erfolgt kein Schmerzreiz. Anhand der Auspragung des
rs1997794-Polymorphismus werden drei Gruppen gebildet (TT vs. CT vs. CC) und in der fMRT
sowie Hautleitfahigkeitsmessung miteinander verglichen. PDYN-Effekte in der fMRT werden
mit SPMS und einer multiplen Regressionsanalyse untersucht (Regions of interest, ROIs:
Amygdala und Ventromedialer Prifrontaler Cortex (VMPFC)). PDYN-Effekte in der
Hautleitfahigkeitsmessung werden in SPSS 22 mit einer Varianzanalyse (ANOVA) mit

Messwiederholungen analysiert.

Ergebnisse: In der f/MRT-Auswertung mittels multipler Regressionsanalyse kdnnen keine
PDYN-Effekte auf die Amygdala-Aktivierung in den Extinktionsphasen festgestellt werden.
Allerdings zeigt sich ein PDYN-Effekt auf die VMPFC-Aktivitét in EX2. Die exponentiell
ansteigende Aktivitit des VMPFC wird wahrend CS+ (GriinExpo EX2) mit steigender Anzahl an
T-Allelen (TT > CT > CC) verstirkt. Dariiber hinaus korreliert die VMPFC-Aktivitit bei
GriinExpo EX2 signifikant mit dem Summenscore des State-Trait-Anxiety Inventory-S (STAI-S;
Fragebogen fiir Angstlichkeit) nach EX2. In keiner der Subtasks zeigt sich ein PDYN-Effekt auf
die Hautleitfahigkeitsmessung.
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Schlussfolgerung: Die Ergebnisse von Bilkei-Gorzo et al. (2012) kdnnen nicht repliziert
werden. Spekuliert werden darf allerdings, ob T-Alleltrdger generell eine Pradisposition zu
verstiarkter Amygdala-Aktivitdt bei CS+ besitzen, die sich jedoch nur bei der TT-Subgruppe der
Vorgéngerstudie manifestiert. In der vorliegenden Replikationsstudie konnte eine vermehrte
Amygdala-Aktivitit durch den VMPFC supprimiert werden, was sowohl die fehlenden
Geneffekte auf die Amygdala-Aktivitit als auch den Zusammenhang zwischen VMPFC-
Aktivitdt und T-Allelen zu erkldren vermag. Natiirlich ldsst sich die Nicht-Replizierbarkeit des
Geneffektes auch als allgemeine Problematik von Imaging-Genetics-Studien (geringe Einzelgen-
Effektstirken und kleine Stichproben) deuten. Zur weiteren Investigation sind Studien mit

groferen Stichproben notwendig.
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Abstract

Background: Experimental studies from Bilkei-Gorzo et al. (2012) suggest a major impact of
prodynorphine (PDYN) on acquisition and extinction of pain-induced behavior. In humans, a
corresponding single-nucleotid-polymorphism can be detected at rs/997794 (PDYN-promoter-
region). T-allele-homozygotes at 751997794 show increased pain-induced fear acquisition and
extinction capabilities compared to C-allele-carriers. The objective of this study is to replicate
the human experimental part of the precursor study from Bilkei-Gorzo et al. (2012) in a larger
sample and further, to analyze PDYN-effects on functional Magnetic Resonance Imaging (fMRI)
and Skin Conductance Responses (SCR).

Methods: A sample of 104 healthy adults (60 women; mean age: 28,17 years) is to be examined
using the fMRI-paradigm from Bilkei-Gorzo et al. (2012): The experimental set-up consists of
acquisition (4CQ), early (EX1) and late extinction (EX?2). A painful stimulus serves as
unconditioned stimulus (UCS), timed with the appearance of green squares (CS+) during ACQ.
During the extinction phases and during the presentation of blue squares (CS-) no painful
stimulus is applied. On the basis of rs/997794-characteristics three groups (TT vs. CT vs. CC)
are established and compared using fMRI and SCR. PDYN-effects in fMRI are investigated with
SPM&8 and multiple regressions analyses (regions of interest (ROIs): amygdala and ventromedial
prefrontal cortex (VMPFC)). PDYN-effects in SCR are analysed in SPSS 22 with an analyses of

variance (ANOVA) with multiple measures.

Results: According to the evaluation of fMRI-results of multiple regression analyses no PDYN-
effects on amygdala activity in extinction phases can be detected. Nevertheless, a PDYN-effect
on VMPFC activity during EX2 becomes apparent. The exponentially increasing VMPFC
activity at the time of CS+ (green expo EX2) is enhanced with an increasing number of T-alleles
(TT > CT > CC). Furthermore, VMPFC activity in green expo EX2 correlates significantly with
the State-Trait-Anxiety Inventory-S (STAI-S)-score after-EX2. A PDYN-effect on Skin

Conductance Responses cannot be demonstrated in any subtask.

Conclusion: The results from Bilkei-Gorzo A. et al. (2012) cannot be replicated. Nonetheless,
allowing for speculation, T-allele-carriers might bear a general predisposition to higher
amygdala activity at the time of CS+, manifesting itself in the TT-subgroup only. In the present
replication study an increased amygdala activity might be suppressed by the VMPFC, explaining



the lack of PDYN-effects on amygdala activity and the correlation between VMPFC activity and
T-alleles. However, the non-replicability of the PDYN-effects could also be interpreted as a

general problem in imaging genetics studies (low single-gene-power and small samples). Large-

sample-studies are required for further investigation.
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1. Einleitung

Als evolutionéres Erbe sind wir Menschen mit der Fiahigkeit ausgestattet, durch verschiedene
Anpassungs- und Lernprozesse auf eine sich stetig verdndernde Umwelt zu reagieren, ihr aktiv
und passiv, bewusst und unbewusst, gewollt und ungewollt zu entgegnen und sich auf die
jeweiligen Umweltbedingungen einzustellen. Unter den unspezifischen und weitgefassten
Begrifflichkeiten von Lern- und Adaptationsprozessen stellt die Klassische Konditionierung
nach Pavlov ein etabliertes Modell aus dem Bereich der behavioralen Lerntheorie dar.
Grundidee der Klassischen Konditionierung ist die Kopplung eines unkonditionierten Stimulus
(UCS), z.B. eines aversiven Reizes, an eine unkonditionierte (angeborene) Reaktion (UR)
behavioristischer oder physiologischer Art, z.B. vermehrtes Schwitzen oder das Wegziehen des
Armes in Folge eines Schmerzreizes. Wird nun ein initial neutraler Stimulus (NS), z.B. ein
akustisches oder visuelles Signal, welches alleinig keine spezifische Reaktion auslost, zeitlich
oder situativ mit einem UCS gekoppelt, so wird der ehemals NS zu einem konditionierten
Stimulus (CS) transformiert. Im beschriebenen Beispiel bedeutet dies, dass nun das akustische
oder visuelle Signal alleine ausreicht, um das Wegziehen des Armes auszuldsen. Aus der UR ist
damit eine konditionierte Reaktion (CR) geworden.

Auch die Furchtakquisition ist ein Lernprozess nach dem Prinzip der Klassischen
Konditionierung nach Pavlov. Dieser Anpassungsprozess ist notwendig, um sich auf eine
dynamische Umwelt einzustellen sowie durch Verhaltensadaptation antizipatorisch auf aversive
Reize zu reagieren und potentielle Gefdhrdungen abzuwenden. Umsténde und Situationen, die
eine Vorhersagekraft fiir einen faktisch oder potenziell noxischen Reiz besitzen, werden erkannt
und Anpassungsreaktionen praventiv eingeleitet. Furchtakquisition ist demnach ein sinnvolles
Phianomen, welches effektiv unmittelbaren Schaden von uns abwenden kann. Threr Bedeutung
als protektivem Mechanismus geschuldet, besitzt die Furchtakquisition das Charakteristikum
sich schnell und zugleich langanhaltend zu konsolidieren. Je nach Intensitdt des aversiven Reizes
kann eine einmalige Exposition geniigen, um einen bestindigen Lerneffekt zu erzielen.!

Trotz der beschriebenen Wichtigkeit der Furchtakquisition zieht eine sich verdndernde Umwelt
die Notwendigkeit nach sich, eine erlernte Reiz-Reaktions-Kette jederzeit modifizieren zu
konnen, sollte der erwartete Effekt eines CS nicht deckungsgleich mit dem tatsichlich
eintretenden Effekt sein. Es besteht demnach die Moglichkeit der Extinktion einer erworbenen
Furchtreaktion, die sich in totaler oder partieller Uberschreibung der furchtassoziierten
Gedidchtnisinhalte widerspiegelt. Bleibt ein aversiver Stimulus langerfristig aus, so verliert eine

priaventive Reaktion nicht nur ihren origindren Nutzen, sondern kann auch kontraproduktiv bzw.



schédlich sein. Die Furchtextinktion ist ein langsamer und komplexer inhibitorischer
Lernprozess, der typischerweise eine mehrmalige Exposition von CS ohne gekoppelten
aversiven Reiz voraussetzt. Auch dieses Charakteristikum ist evolutiondr sinnvoll, wenn man
bedenkt, dass in gewissen Situationen das protektive Ausmal der Furchtakquisition ihr mittel-
oder langfristig schadliches Potential bei weitem tibersteigen kann.!

Beispielhaft fiir eine klinisch relevante, pathologisch eingeschriankte Extinktionsleistung ist die
Posttraumatische Belastungsstorung (PTBS) zu erwéhnen. Bei der PTBS kann eine
konditionierte Angstreaktion nicht ausreichend extingiert werden, sodass auch noch Monate und
Jahre nach einem traumatischen Ereignis eine durch entsprechende Trigger induzierbare,
pathologische Angstreaktion ausldsbar bleibt. Die S3-Leitlinie ,,Posttraumatische
Belastungsstorung* (2011; ICD 10: F 43.1) definiert die PTBS folgendermafien: ,,Die
Posttraumatische Belastungsstorung ist eine mogliche Folgereaktion eines oder mehrerer
traumatischer Ereignisse [...], die an der eigenen Person, aber auch an fremden Personen erlebt
werden konnen. In vielen Fillen kommt es zum Gefiihl von Hilflosigkeit und durch das
traumatische Erleben zu einer Erschiitterung des Selbst- und Weltverstidndnisses. [...] z.B.
Erleben von korperlicher und sexualisierter Gewalt, auch in der Kindheit (sogenannter sexueller
Missbrauch), Vergewaltigung, gewalttitige Angriffe auf die eigene Person, Entflihrung,
Geiselnahme, Terroranschlag, Krieg, Kriegsgefangenschaft, politische Haft, Folterung,
Gefangenschaft in einem Konzentrationslager, Natur- oder durch Menschen verursachte
Katastrophen, Unfille oder die Diagnose einer lebensbedrohlichen Krankheit.” Die Privalenz
einer PTBS variierte je nach Art des Traumas von 10-25% bei Opfern von Verkehrsunfillen,
schweren Organerkrankungen und Gewaltverbrechen bis zu 50% bei Vergewaltigung, Krieg,

Vertreibung und Folter.!-



2. Grundlagen

2.1. Neurophysiologie und Neuroanatomie der Furchtakquisition und -extinktion

Die deutsche S3-Leitlinie ,,Behandlung von Angststorungen‘ definiert Furcht bzw. Angst als
,.-..eine Reaktion auf Gefahrenreize, die sich in korperlichen Reaktionen wie Herzrasen,
Schwitzen und anderen Symptomen sowie in psychischen Symptomen wie Unwohlsein oder
Unruhe zeigt, wobei der Betroffene versucht, die Gefahrenquelle auszuschalten oder ihr zu
entkommen. Angst vor realen Bedrohungen ist sinnvoll, denn die korperlichen Ausdrucksformen
der Angst sollen den Kdorper auf eine Kampf- oder Fluchtreaktion vorbereiten, wahrend die
psychischen Ausdrucksformen das Individuum schiitzen, indem Gefahrensituationen vermieden
oder mit erhohter Vigilanz gemeistert werden. Bei pathologischer Angst kommt es zu
iibertriebenen, unrealistischen oder auch grundlosen Reaktionen. Trotz ausgearbeiteter
Klassifikationskriterien ist es nicht einfach, eine genaue Grenze zwischen angemessener und
pathologischer Angst zu ziehen. 3*

Auf neuronaler Ebene stellt die Amygdala das anatomische Korrelat der Angst und der aus ihr
abgeleiteten Angstreaktionen dar. Die Amygdala ist die zentrale Schaltstation des sogenannten
Furchtgedéchtnisses und moduliert die Gedéchtnisbildung auf verschiedene Arten. So gibt es
Hinweise, dass insbesondere die basolaterale Amygdala (BLA), ein Subareal der Amygdala, die
Gedéchtnis-modulierenden Wirkungen adrenerger Stresshormone und weiterer Neurotransmitter
vermittelt. Durch Efferenzen zu verschiedenen Hirnregionen, u.a. Nucleus caudatus, Nucleus
accumbens und kortikalen Regionen, scheint die BLA einen Einfluss auf die Konsolidierung von
Gedidchtnisinhalten auszuiiben. Auch bei der Akquisition und der Expression der klassischen
Furchtreaktion nach Pavlov stellt die Amygdala die zentrale, zerebrale Struktur dar.>-¢
Furchtakquisitions-assoziierte Anderungen der neuronalen Aktivitit in der lateralen Amygdala
(LA) korrelieren mit der Expression von akquiriertem Furchtverhalten. Neben der akquirierten
Furcht kodieren die Neuronen der LA auch fiir extingierte Furcht.*’

Eine pharmakologische Inaktivierung der BLA mit Muscimol (GABAAa-Agonist) resultiert
beispielsweise in einer Inhibition sowohl der Furchtakquisition als auch der Ausbildung eines
Furchtgedichtnises!'®!!. Bei Furchtakquisitionsparadigmen im Tierexperiment mit Ratten mittels
akustischen UCS zeigen sich direkte Projektionen des medialen Corpus Geniculatum (mCG) und
des posterioren intralaminaren Nucleus des Thalamus (PIN) in die BLA, die wiederum iiber den

basalen Nucleus (BA) in den zentralen Nucleus (CE) der Amygdala projiziert'>!”. Bereits



kleinere Lésionen der beteiligten Strukturen (LA, PIN und mCG) verhindern eine erfolgreiche
Akquisition von Furcht!®1°,

Vergleichbar mit anderen Lern- und Gedéchtnisprozessen basiert auch die Furchtakquisition
samt Furchtgedéchtnis neurophysiologisch auf Modifikationen der synaptischen Transmission.
Innerhalb der LA und in thalamo-amygdaldren Projektionen ist besonders die
Langzeitpotenzierung (engl. long-term potentiation, LTP) iiber NMDA-Rezeptoren (N-Methyl-
D-Aspartat, Subtyp ionotroper Glutamat-Rezeptoren) ein wichtiger, zugrundeliegender
Mechanismus.?*->2

Neben der Akquisition spielt die Amygdala auch eine wichtige Rolle bei der Extinktion
furchtassoziierter Geddchtnisinhalte*. Wie bereits erwihnt ist Extinktion eine Form des
inhibitorischen Lernens. Prozesse der Extinktion kdnnen durch eine aktive Suppression
exzitatorischer Prozesse der Furchtakquisition charakterisiert werden?®. Eine pharmakologische
Blockade der Plastizititsprozesse bzw. der neuronalen Aktivitét innerhalb der Amygdala
inhibiert die Extinktion von Furcht.?42

Da furchtkonditionierte Gedachtnisinhalte von Extinktionsprozessen aktiv supprimiert werden
miissen, findet keine ,,Loschung* der furchtakquirierten Lerninhalte im eigentlichen Wortsinn
statt*. Neuronale FuBabdriicke der akquirierten Furcht persistieren und sind dariiber hinaus nur
bedingt dauerhaft supprimierbar, da die erlernte Extinktion kurzlebig und kontextgebunden ist*.
Trotz wiederholten Extinktionstrainings im Sinne der Therapie bei Angststérungen, vermag eine
einmal akquirierte Furcht jederzeit wieder aufzuflammen. Parallel zur Furchtakquisition spielt
auch bei der Furchtextinktion die LA eine Schliisselrolle, indem sie die Kontextabhdngigkeit der
inhibitorischen Lernprozesse moduliert und durch erfolgreiche Extinktion in ihrer assoziativen
Plastizitét gehemmt wird.*26-27

Neben der Amygdala spielen auch der mediale Préafrontale Cortex (mPFC) und der
Hippocampus, durch ihre inhibitorische Kontrolle iiber die Amygdala, eine entscheidende Rolle
bei der Furchtextinktion. Neuronen des mPFC zeigen nur marginale Aktivitidt wahrend der
Akquisition, jedoch erhohte neuronale Feuerraten bei Konfrontation mit einem CS im Rahmen
einer erfolgreichen Extinktion?®, Insbesondere die infralimbische Region (IL) des medialen PFC
hat inhibitorische (feed-forward) Kontrolle auf CE und LA, die IL hat nach der Extinktion eine
erhohte Aktivitit!. Eine elektrische Stimulation des mPFC bei Sdugern fiihrt zur Inhibition von
CE und LA. Dies erfolgt vermutlich durch inhibitorische Interneuronen innerhalb der genannten

Kerne der Amygdala.?*-*0



Essenziell ist der mPFC vor allem bei der spiten Extinktion nach 24h. Eine friihe Extinktion
unmittelbar nach Akquisition ist trotz ldsioniertem mPFC moglich, eine spite Extinktion ist
jedoch nicht mehr erfolgreich durchfiihrbar.3!-3?

Der Hippocampus besitzt ebenfalls eine regulatorische Funktion auf Extinktionsprozesse und
scheint das neuroanatomische Korrelat der Kontextspezifitit der Furchtextinktion zu sein. So
verhindert bei Ratten eine pharmakologische Inhibition des dorsalen Hippocampus die
kontextgebundene Extinktion®. Moglicherweise geschieht diese kontextgebundene Extinktion

liber eine feed-forward Inhibition des Hippocampus auf den IL und die LA.*

2.2. Dynorphine

Im Kontext der Furchtextinktion nimmt das endogene Opioidsystem eine besondere Rolle ein.
Im Folgenden soll insbesondere die Wirkung der Dynorphine erldutert und ihre Bedeutung in
Bezug auf Stress herausgearbeitet werden.

Dynorphine gehdren neben Endorphinen und Enkephalinen zu den endogenen Opioiden. Der
gemeinsame Vorldufer Prodynorphin (PDYN) bildet verschiedene Dynorphin-Subtypen. Mit
hoher Affinitét binden Dynorphine an k-Opiod-Rezeptoren (KOR). Eine KOR-Aktivierung
vermittelt Anésthesie, Sedierung, Dysphorie und Anhedonie. Die dysphorische Wirkung ist
charakteristisch fiir Dynorphine und steht dem durch 6- und p-Opiod-Rezeptor-Aktivierung
vermittelten euphorisierenden Effekt entgegen.3”40

KOR sind im peripheren und zentralen Nervensystem lokalisiert*!. Eine selektive KOR-
Agonisierung besitzt u.a. anxiogene Effekte.*?

Dynorphine werden wie alle endogenen Opioide in akuten Belastungs- und Stresssituationen
ausgeschiittet. Aus evolutionsbiologischer Sicht wird angenommen, dass eine Dynorphin-
vermittelte Analgesie und Dysphorie in akuten Stresssituationen die physische
Leistungsfahigkeit und die Motivation steigern kann*’. Dauerhafte KOR-Aktivierung durch
chronische Stressexposition kann allerdings zu depressionsidhnlichen Verhaltensanderungen
fiihren***3, Im Tiermodell mit Nagetieren mildert eine KOR-Antagonisierung stressinduzierte,
depressionsihnliche Verhaltensweisen ab*#, Besonders stark ist dieser antidepressive Effekt
nach wiederholten Stressexpositionen*®. Es ist demnach denkbar, dass bei stressinduzierten
Depressionen, KOR-Antagonisten eine zukiinftige therapeutische Alternative bzw. Ergéinzung zu
den etablierten Antidepressiva darstellen wiirden.

Als Neuropeptide, werden Dynorphine im Gegensatz zu klassischen Neurotransmittern sowohl

synaptisch als auch extrasynaptisch als Folge andauernder erhohter neuronaler Aktivitét



sezerniert. Wie alle Neuropeptide unterliegen Dynorphine langsamen Degradationsprozessen
durch Peptidasen, die eine zeitlich prolongierte Wirkung ermdglichen sowie durch grofere
Diffusionsstrecken nicht nur zwischen Einzelneuronen, sondern in komplexeren neuronalen
Netzwerken agieren konnen. %47

Dynorphine werden aus /arge dense core-Vesikeln sezerniert und fithren hauptsidchlich zu KOR-
Aktivierungen, die iiber sogenannte G-Proteine (GTP-bindende Proteine) an intrazelluldre
Second-Messenger-Systeme vermittelt. G-Proteine sind rezeptorgekoppelte Proteinkomplexe,
die stets aus einer ai-, - und y-Untereinheit bestehen. Im inaktiven Zustand bindet ein GDP
(Guanosindiphosphat)-Molekiil an die ai-Untereinheit. Bindet ein Agonist, in diesem Fall
Dynorphin, an den KOR, so spaltet sich das GDP von der ai-Untereinheit ab und ein GTP
(Guanosintriphosphat)-Molekiil bindet an die freigewordene Bindungsstelle. Der Komplex aus
ai-Untereinheit und GTP 16st sich nun vom urspriinglichen ai-f-y-Komplex ab und entfaltet
intrazelluldr zahlreiche Wirkungen. Auf Grund der inhibitorischen Wirkung wird die aktivierte
ai-Untereinheit, die mit dem KOR assoziiert ist, auch als inhibitorisches G-Protein (Gi/o-
Protein) bezeichnet. Die Hauptwirkungen dieses Gi/o-Proteins im Falle von Dynorphin sind die
Inhibition der Adenylatzyklase mit konsekutiver Drosselung der cAMP (zyklischen
Adenosinmonophosphat)-Produktion, die Inhibition spannungsabhéngiger Calciumkanéle und
die Aktivierung spannungsabhédngiger Kaliumkanéle mit daraus resultierender Hemmung der
synaptischen Aktivitét (4bb 1).48->*

Moglicherweise kann durch priasynaptische KOR-Aktivierung auch direkt eine Vesikelfusion
inhibiert werden. Dariiber hinaus sind KOR in der Lage iiber Signaltransduktionskaskaden

Transkriptionsfaktoren zu aktivieren und so die Genexpression zu beeinflussen.>>->6
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Die Ubersicht und Teile der Beschriftung wurden von Shalini Dogra et al. 2015
iibernommen. Sie zeigt die Verteilung von KOR in verschiedenen Hirnregionen, deren
Verschaltung sowie die intrazelluldre Signalkaskade bei Rezeptorbindung im NAC
zusammen mit der Auswirkung auf Psyche und Verhalten.

Das KOR/Dynorphin-System beeinflusst Transmittersysteme in unterschiedlichen
Hirnarealen und entfaltet seine inhibitorische Wirkung im serotonergen (DRN),
dopaminergen (¥7A4 und SN) und noradrenergen System (LC). Durch Ligandenbindung 16st
sich der Gai-B-y-Komplex in eine f-y- und eine ai-Untereinheit auf. Letztere inhibiert die
Adenylatzyklase. Die ebenfalls freigewordene B-y-Untereinheit aktiviert einen Kaliumkanal,
den sogenannten GIRK (G-protein gated inwardly rectifying potassium channel), der eine
Membranhyperpolarisation und eine Inhibition der spannungsgesteuerten Kalziumkanéle
bewirkt und letztlich zu einer Hyperpolarisation der Neuronen fiihrt. Des Weiteren resultiert
eine KOR-Aktivierung mithilfe von GRK3 und B-Arrestin in einer Phosporylierung des
jeweiligen Rezeptors. KOR-Aktivierung fiihrt auBerdem zu einer Phosphorylierung von
ERK und JNK. Es wird angenommen, dass die G-Protein vermittelten Signalkaskaden fiir

Analgesie und Aversion verantwortlich sind, wohingegen B-Arrestin vermittelte



Signalkaskaden in Sedierung, Anhedonie, Lustlosigkeit und Koordinationsstdrungen
resultieren.

CP=caudate putamen, CPA=conditioned place aversion, HIPPO=Hippocampus,
HYPO=hypothalamus, DRN=dorsal raphe nucleus, KOR=kappa opioid receptor, LC=locus
coeruleus, NAC=nucleus accumbens, PFC=prefrontal cortex, SN=substantia nigra,

VTA=ventral tegmental area >’

Es gibt zunehmend Hinweise, dass die Dynorphinausschiittung einen Weg der neuronalen
Autoregulation darstellt. Hippocampus und Hypothalamus beispielsweise sezernieren
Dynorphine, um exzitatorische Afferenzen durch retrograde Aktivierung prasynaptischer KOR
zu neutralisieren. Diese Selbstregulationsmechanismen konnten fiir weitere Regionen gelten, in
denen KOR exprimiert werden,47:49-5%-3859

Die Expression von KOR und Dynorphin ist in vielen Strukturen des limbischen Systems,
sowohl im mesolimbischen, dopaminergen'’, als auch im serotonergen und noradrenergen'
System nachweisbar (4bb. 1). Das limbische System ist maf3geblich an der Entstehung von
Emotionen beteiligt, so wird ihm eine zentrale Rolle bei der Pathophysiologie von affektiven
Storungen zugeschrieben. KOR sind beteiligt an der Regulation der dopaminergen, serotonergen
und noradrenergen Systeme,*0-77:39:37:40,60-69,70

Dariiber hinaus besteht eine komplexe Interaktion und wechselseitige Regulation zwischen
KOR-System und HPA-Achse (engl. hypothalamic-pituitary-adrenal axis, HPA). KOR-
Agonisierung fiihrt beim Menschen und im Tiermodell mit Ratten zu einer hypothalamischen
CRF-Sekretion (engl. corticotropin releasing factor, CRF), mit folgendem Cortisol- bzw.
Corticosteron-Anstieg im Serum. KOR-Antagonisierung bei wild-typ Méusen als auch
Messungen bei PDYN -/- Mausen zeigen erniedrigte CRF-Spiegel in Teilen der Amygdala und
des Hypothalamus, eine Erniedrigung des Serum-Corticosterons sowie eine Inhibition der CRF-
Wirkung’®. Jedoch existieren auch andersartige Ergebnisse, nach denen PDYN -/- Miuse eine
unverinderte oder gar prolongierte Stressantwort aufweisen. Spiegelbildlich dazu scheint auch

die HPA-Achse, das KOR-System stimulieren zu konnen.*0-71-75

CRF bewirkt eine Sekretion von Dynorphin im Hypothalamus sowie eine KOR-Aktivierung in

i ventrales Tegmentum (VTA), Nucleus Accumbens (NAc) und PFC

il dorsale Raphe-Kerne, Locus Coeruleus, erweiterte Amygdala (extended Amygdala; beinhaltet
den CE, den Nucleus Striae terminalis (NST) und die Schalenregion des NAc (NAc shell), die
basolaterale Amygdala, den Hippocampus (HIPPO) und den Hypothalamus).



Teilen der Amygdala und des Hippocampus, die mit Angst- und Furchtverarbeitung assoziiert
sind.””"?

Auch wenn die Interaktion zwischen HPA-Achse und KOR-System noch nicht im Detail
verstanden sind, scheint erwiesen, dass wechselseitige Steuerungs- und
Feinregulationsmechanismen bestehen. AuBBerdem gibt es Anzeichen, dass die beschriebene
Interaktion zwischen HPA-Achse und KOR-System innerhalb der erweiterten Amygdala eine
entscheidende Rolle bei der Ausbildung der aversiven und anxiogenen Stresskomponenten
spielt. Trotz der beschriebenen Interaktionen sind sowohl die HPA-Achse als auch das KOR-
System auch unabhingig voneinander in der Lage, ihre Funktion auszuiiben. So findet
beispielsweise trotz KOR-Antagonisierung bei wild-typ Mausen sowie bei PDYN -/- Méusen
eine stressbedingte HPA-Achsen-Aktivierung statt,**-7%-80

In der Zusammenschau hat das KOR-System somit viele Angriffspunkte, um

neuromodulatorisch wirksam zu sein und Einfluss auf Emotionen und Verhalten zu haben.

2.3. PDYN-Gen und Einzelnukleotid-Polymorphismus bei rs1997794

Das PDYN-Gen liegt auf dem kleinen Arm des Chromosom 20 (Position: 20p13) und kodiert fiir
Prodynorphin, ein opioides Vorldufermolekiil, welches proteolytisch gespalten wird und Beta-
Neoendorphin, Dynorphin, Leu-Enkephalin, Rimorphin und Leumorphin als sezernierbare
Opioide bildet. In der Promotorregion des PDYN-Gens ist ein funktionell relevanter
Einzelnukleotid-Polymorphismus (single nucleotide polymorphism, SNP) bei 51997794
bekannt. Die Vermutung liegt nahe, dass die spezielle Position des SNPs in der Promotorregion
einen Einfluss auf die Expression von Prodynorphin hat. Bisher konnte allerdings noch keine
direkte Beeinflussung der Genexpression oder des Spleilens durch den SNP in 151997794
nachgewiesen werden. SNPs in 757997794 sind jedoch u.a. mit einem gesteigerten Risiko einer
Alkoholabhéngigkeit assoziiert sowie mit einer erhohten Anfélligkeit fiir eine Opiatabhéngigkeit
bei Frauen. Des Weiteren zeigte sich eine Assoziation von rs/997794 SNPs mit dem
episodischen Gedichtnis bei dlteren Menschen.?!-%7

Im Folgenden wird nun die Studie von Bilkei-Gorzo et al. (2012) (basierend u.a. auf den
Erkenntnissen von Bilkei-Gorzo et al. (2007)) ausfiihrlicher dargestellt, da sie eine zentrale Rolle
des SNPs bei 51997794 sowie des KOR-Systems in Bezug auf die Akquisition und die
Extinktion von Furcht im Zusammenhang mit der Applikation von Schmerzreizen belegt 8388,
Die Studie besteht aus Paradigmen im Tierexperiment und im Versuch am Menschen. Im ersten

Paradigma werden Miuse als Versuchstiere verwendet und an ihnen die Auswirkungen einer



pharmakologischen KOR-Blockade sowie eines genetischen KOR-Knockouts in Bezug auf
Furchtakquisition und —extinktion untersucht. Das Tierexperiment wird an mannlichen PDYN -/-
Nullmutant-Mausen sowie an wild-typ Mausen durchgefiihrt. Zur pharmakologischen Blockade
des KOR wird nor-Binaltorphimin (nor-BNI) eingesetzt. In einer Kontext-abhdngigen
Versuchsanordnung werden die Versuchstiere an Tag 1 fiir Smin in ein offenes Areal mit einem
Gitterboden ausgesetzt und die Zeit gemessen, in der sie ein sogenanntes freezing-Verhalten
zeigen. Freezing bezeichnet bei Mdusen eine Art motorische Schockstarre, die sie bei Angst und
Furcht zeigen. Unmittelbar im Anschluss findet eine Phase der Furchtakquisition statt, in der die
Versuchstiere 10 unausweichliche Stromstdfe am Ful3 appliziert bekommen, jeweils mit einer
Dauer von 2sec und einer Intensitidt von 0,5mV mit einer Pause von 30sec zwischen 2
StromstoBen. Nach 24h, 48h, 72h und 96h erfolgt eine Phase der Furchtextinktion, in der die
Versuchstiere fiir Smin am gleichen Ort platziert werden. Abermals wird nun die Zeit gemessen,
in der die Méuse mit freezing-Verhalten reagieren. In den Extinktionsphasen wird kein
Stromstof3 appliziert. Um die zeitliche Dimension der pharmakologischen KOR-Blockade der
wild-typ Méuse zu untersuchen, werden die Versuchstiere in 3 Gruppen aufgeteilt. Bei Gruppe A
erfolgt die Injektion 30min vor der Furchtakquisition, bei Gruppe B direkt nach der
Furchtakquisition und bei Gruppe C direkt nach der Furchtextinktion. Verabreicht wird entweder
nor-BNI per intraperitonealer Injektion oder eine NaCl-Injektion als Placebo. Fiir ein weiteres
Signal-abhingiges Furchtakquisitions- und

-extinktionsparadigma werden die Versuchstiere in einen Kéfig aus Plexiglas und Drahtgitter
platziert. Metallstangen befinden sich auf dem Boden des Kifigs auf einer vibrationssensitiven
Plattform, welche die Schreckreaktion detektieren kann. Die Kéfige stehen jeweils in einer
beliifteten, schall- und lichtisolierten Kammer. In einer Gewdhnungsphase von Smin vor Beginn
der Furchtakquisition wird die freezing-Zeit und —Frequenz gemessen. Als freezing gilt ein
Intervall von mehr als 3sec, in dem keine Bewegung detektiert wird. Nach der
Gewohnungsphase ertont ein Signalton (9kHz, 80dB, 20sec), der zeitgleich mit einem Stromstof3
am Fuf} endet (1sec, 0,5mV). Dieser Signalton ertont insgesamt 10 Mal in der
Akquisitionsphase, jeweils gekoppelt an einen Stromstofl und mit einem Intervall von 30sec
zwischen den Ereignissen. In der Extinktionsphase 24h und 6 Tage nach der Akquisition werden
die Méuse auf den gleichen Bewegungsdetektor platziert, mit dem Unterschied, dass dieses Mal
ein Glaszylinder (6cm Durchmesser) den Kéfig ersetzt. Nach einer Gewohnungsphase von 5Smin
ohne Ereignis ertont der Signalton fiir 3min ohne Applikation eines Stromstof3es. Berechnet

werden Mittelwert und Standardfehler der Zeit, welche die Miuse mit freezing verbringen.
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Sowohl wild-typ als auch PDYN -/- Méuse zeigen im Kontext-abhiingigen Paradigma ein
signifikant vermehrtes freezing in der Phase der Akquisition, welche mit Schmerzreizen
einhergeht. In den folgenden Extinktionsphasen, die in Intervallen von 24h stattfinden, zeigt sich
bei PDYN -+/+ (wild-typ) ein gradueller Riickgang des freezing-Verhaltens, das sich dem
Ausgangsniveau, vor Beginn der Akquisition, annédhert. Dieser Prozess entspricht einer
Furchtextinktion. Bei PDYN -/- Méusen bleibt das fireezing-Verhalten auf einem konstant hohen
Niveau. Bei den Nullmutanten findet demnach eine normale Furchtakquisition, jedoch eine
auffallend inhibierte Extinktion der akquirierten Schreckreaktion statt.

Beim Signal-abhidngigen Paradigma, in welchem der schmerzhafte Stromstof3 mit einem
akustischen Signal assoziiert ist, finden sich Gruppenunterschiede, die denen des Kontext-
abhéngigen Paradigmas &hneln. Die Zeit, die mit freezing verbracht wird, ist bei wild-typ
Maiusen in der frithen Extinktionsphase nach 24h signifikant erhoht. In der spéten
Extinktionsphase nach 6 Tagen kehren die Werte jedoch wieder auf dasselbe Ausgangsniveau
zuriick wie vor Beginn der Akquisition. Im Gegensatz dazu verbleibt das freezing-Verhalten bei
PDYN -/- Médusen in beiden Extinktionsphasen auf einem gleichbleibend hohen Niveau. Auch
zeigen die Nullmutanten {iber den gesamten Versuch hinweg mehr freezing.

Weitere interessante Erkenntnisse liefert das Paradigma, in dem der KOR von wild-typ Méusen
zu verschiedenen Zeitpunkten pharmakologisch mittels intraperitonealer nor-BNI Injektion
blockiert wird. Erfolgt die nor-BNI Injektion vor oder unmittelbar nach der Furchtakquisition, so
zeigt sich kein Effekt auf die Ausbildung eines Furchtgedéchtnisses oder seiner Extinktion. In
der Subgruppe mit pharmakologischer KOR-Blockade nach der Phase der Extinktion, wird die
Extinktion des Furchtgeddchtnisses inhibiert.®?

In dem Versuch von Bilkei-Gorzo et al. (2012) ein entsprechendes Paradigma beim Menschen zu
schaffen werden 33 gesunde, deutsche Probanden europiischer Abstammung in Bonn rekrutiert.
Im Einzelnukleotid-Polymorphismus 757997794 sind 8 CC homozygot, 13 CT heterozygot und
12 TT homozygot. Alle Probanden haben eine blande Eigen- oder Familienanamnese beziiglich
affektiver Storungen. Es bestehen keine Gruppenunterschiede in Bezug auf Alter und
Geschlecht. Der Versuchsautbau findet in der fMRT statt. Als CS dienen griine und blaue
Quadrate, UCS ist ein mittelstarker Schmerzreiz durch Laserapplikation am Fuf3. Die CS
erscheinen jeweils fiir 4sec. Zwischen den CS erfolgt ein reizfreies Interstimulusintervall (ISI)
von 12sec. Die griinen Quadrate fungieren als CS+ und sind zeitlich mit einem UCS assoziiert.
Die blauen Quadrate dienen als CS- und damit als Vergleichsbedingung ohne UCS. Alle

Ereignisse erfolgen in pseudorandomisierter Reihenfolge.
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Die Studie wird an zwei aufeinanderfolgenden Tagen durchgefiihrt und besteht aus drei
Subtasks: Akquisition (ACQ) und frithe Extinktion (EX7) finden am ersten Versuchstag statt.
Hierbei folgt EX7 unmittelbar auf ACQ. Die spéte Extinktion (£X2) findet etwa 24h zeitversetzt
am zweiten Versuchstag statt. 4CQ beinhaltet insgesamt 50 hintereinander gezeigte Quadrate
(20 blaue Quadrate, 20 griine Quadrate ohne Schmerzreiz, 10 griine Quadrate mit Schmerzreiz).
EXI besteht aus je 20, EX2 aus je 22 griinen und blauen Quadraten. Wahrend der
Extinktionsphasen werden keine Schmerzreize appliziert. Die Teilexperimente unterscheiden
sich durch die unterschiedliche Anzahl an Quadraten leicht in der Gesamtdauer: ACQ ~ 14min,
EXI ~ 11min und EX2 ~ 12min. Jeweils vor Beginn einer Subtask wird den Probanden
mitgeteilt, dass sie blaue und griine Quadrate sehen und moglicherweise bei den griinen
Quadraten einen Schmerzreiz erhalten wiirden.

Neben den fMRT-Messungen wird die Hautleitfahigkeit (engl. skin conductance responses,
SCR) per Elektrode auf dem FuBBspann abgeleitet. Eine erhohte SCR kann als Hinweis auf ein
durch sympathikogene Schweillsekretion gesteigertes Stress- bzw. Angstniveau gedeutet werden.
Homozygote Triger des T-Allels zeigen hierbei eine im Vergleich zu Trigern des C-Allels (CT
und CC) signifikant verstirkte Aktivierung der rechten Amygdala wihrend ACQ und EX2 als
Reaktion auf den CS+. Bei EX/ hingegen werden keine Effekte des rs/997794-Polymorphismus
gefunden.®’

Trager des T-Allels an 51997794 zeigen dariiber hinaus eine reduzierte funktionelle
Konnektivitit zwischen Amygdala und ventromedialem Prifrontalen Cortex (VMPFC)33. Der
VMPEFC stellt eine Struktur dar, die bekanntermallen an der Extinktion von furchtkonditionierten
Gedichtnisinhalten beteiligt ist 8. Wiahrend der Extinktion ist die Aktivitit im PFC erhéht,
welche inhibitorisch auf die Amygdala wirkt und somit die Furchtreaktivitét aktiv verringert
348990 Eine reduzierte Konnektivitét zwischen VMPFC und Amygdala konnte demnach einer
Disinhibition der Amygdala gleichkommen und eine Erklérung fiir die mangelhafte Extinktion
der Furcht bieten. Mdglicherweise konnte das T-Allel mit geringeren Dynorphinspiegeln im
entsprechenden Organismus einhergehen, da bei Triagern des T-Allels dhnliche furchtassoziierte
Verhaltensweisen und neuronale Aktivitdtsverdnderungen entdeckt wurden, wie sie PDYN -/-
Miuse zeigen.®?

Beziiglich der SCR als Indikator fiir eine stress- oder angstbedingte Sympathikus-Aktivierung
zeigen die homozygoten Triger des T-Allels eine im Vergleich zu Triagern des C-Allels
signifikant verstarkte Reaktion in £X2, welche hinweisend auf eine verldangerte und/oder
verstédrkte Stressreaktivitdt sein konnte. Bei ACQ und EX/ gibt es keine signifikanten Geneffekte
in der SCR.%
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Die beschriebenen neuronalen Aktivitatsdifferenzen zwischen den Tragern der rs1997794-
Polymorphismen basieren nicht auf Faktoren, welche die Schmerzwahrnehmung verdndern
konnten, z.B. Depressionen oder Angstlichkeit. So gibt es Hinweise, dass eine Depression die
Schmerzwahrnehmung beeinflusst, dergestalt, dass sie die Schwelle der Schmerzwahrnehmung
und die Schmerztoleranz herabsetzt. Jedoch existieren auch widerspriichliche Ergebnisse, die
eine reduzierte Schmerzsensitivitét bei depressiven Individuen feststellen, eventuell einem
depressionsassoziierten, verringerten Level an Aufmerksamkeit geschuldet. Auch Angstlichkeit
vermag die Schmerzwahrnehmung zu beeinflussen. So scheint zwar die Schwelle der
Schmerzempfindung nicht durch Angstlichkeit modifizierbar, allerdings vermag eine erhdhte
Angstlichkeit zu einer verstirkten subjektiven Schmerzempfindung zu fiihren. Der rs1997794-
Polymorphismen hat keinen Einfluss auf subjektive Schmerzempfindung, Depressions- und

Angstskalen 8392-94

2.4. Imaging Genetics

Imaging Genetics bezeichnet eine Forschungsmethode, die Neuroimaging mit Genetik
kombiniert, um die Auswirkungen von genetischen Variationen auf die zerebrale Struktur und
Funktion zu untersuchen. Die Vorgédngerstudie von Bilkei-Gorzo et al. (2012) sowie die
vorliegende Replikationsstudie verbinden eine genetische Fragestellung mit einer funktionellen
neuronalen Bildgebung und lassen sich daher als Imaging-Genetics-Studien bezeichnen.

Im Allgemeinen unterscheidet man zwei grundlegende Ansétze: Zum einen besteht die
Moglichkeit des genomweiten Screenings nach Risikogenen (GWAS, engl. Genome-wide
association study), die mit einer gegebenen Erkrankung assoziiert sind. Auf der anderen Seite
konnen mogliche Effekte von bereits identifizierten genetischen Risikovarianten auf neuronale
Strukturen und Funktionen ausfindig gemacht werden (4bb. 3).

Die ersten Imaging-Genetics-Studien untersuchten die Zusammenhénge von Hirnmorphologie
und Polymorphismen in zahlreichen, bekannten SNPs wie COMT (Catechol-O-
Methyltransferase), BDNF (Brain-derived neurotrophic factor) oder DISC1 (Disrupted in
Schizophrenia 1). GWAS fanden weitere Genloci, die mit psychiatrischen Erkrankungen
assoziiert sind (u.a. ZNF804A, Neurogranin, MHC-Region). Die biologische Funktion dieser
Kandidatengene war jedoch oftmals noch unbekannt und so diente Imaging Genetics in erster
Linie dazu, durch Analyse des sogenannten intermedidren Phéanotyps, Hinweise auf die
Wirkungsweise der Gene zu finden. Der intermediédre Phénotyp stellt eine Art Zwischenstufe

zwischen Genetik und klinischer Manifestation einer psychiatrischen Erkrankung dar (4bb. 2).
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Auch dank der Etablierung des intermedidren Phinotyps erfreut sich Imaging Genetics
wachsenden Interesses in der psychiatrischen Forschungsgemeinschaft. Notwendige
Voraussetzung fiir die Erforschung psychiatrischer Erkrankungen mittels Imaging Genetics ist es
jedoch, dass der intermedidre Phinotyp vererbbar, psychometrisch erfassbar, zeitlich konsistent,
mit der Erkrankung assoziiert und zudem auch bei nicht-betroffenen Verwandten detektierbar ist.
Der intermedidre Phénotyp bezeichnet demnach eine Struktur und Funktionsweise des Gehirns,

welche eine psychiatrische Erkrankung besser abzubilden vermag als die alleinige Betrachtung
der Genetik.”

/ \

- .

Zusammenhang von Genen, intermedidrem Phéanotyp und psychiatrischer Erkrankung (4bb.

Abb. 2.

modifiziert in Anlehnung an Hashimoto et. al, 2015)

Intermediiirer Phinotyp als Grundl

I neuer genetischer V.

ariante als Grundlage fiir die
der neuronalen Funktion

S

Abb. 3.
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Zwei Ansitze von Imaging Genetics (4bb. modifiziert in Anlehnung an Hashimoto et. al,

2015) %

Problematisch sind allerdings die meist geringen StichprobengroBen der Imaging-Genetics-
Studien. Die Effektstirke einzelner Gene ist oftmals sehr gering und eine Replikation
identifizierter Geneffekte gelingt in vielen Fillen nicht. Die Notwendigkeit groBBerer
StichprobengrdBen flihrte zur Errichtung grof3 angelegter, kollaborativer Konsortien wie
ENIGMA, CHARGE oder IMAGEN, mit denen man sich erhoffte, auch Risikogene mit sehr
geringer Effektstérke identifizieren zu konnen. Ebenso kdnnen aufwendigere statistische
Methoden, wie z.B. die Unabhéingigkeitsanalyse (engl. independent component analysis, ICA)

oder polygenetische Analysen, die statistische Power erhohen.”

2.5. Hypothesen

Ausgehend von den Ergebnissen der Vorgangerstudie von Bilkei-Gorzo et al. (2012) werden fiir

die vorliegende erweiterte Replikationsstudie folgende Hypothesen aufgestellt:

I.  Zu erwarten ist eine Replikation der Hauptergebnisse von Bilkei-Gorzo et al. (2012) in
Bezug auf den rs1997794-Polymorphismus. Demnach wird mit einem Geneffekt des PDYN-
Polymorphismus auf EX2 bei der fMRT gerechnet. Konkret bedeutet dies einen negativen
Effekt der Anzahl der T-Allele (TT>CT>CC) auf die Extinktionsleistung furchtassoziierter
Gedidchtnisinhalte, messbar durch eine gesteigerte Amygdala-Aktivitit in der fMRT bei EX2.
Konkret bedeutet das: Je mehr T-Allele, desto schwicher die erwartete Extinktionsleistung

und stirker die Amygdala-Aktivitit.

II.  Parallel zu den fMRT-Hypothesen erwarten wir bei der SCR einen dhnlichen negativen
Effekt der Anzahl der T-Allele auf die Extinktionsleistung furchtassoziierter
Gedidchtnisinhalte, die sich bei steigender Anzahl an T-Allelen in kréftigeren SCR-
Ausschldgen bei CS+ wihrend EX2 manifestiert.

III.  Wir erwarten, dass die Stirke des Schmerzreizes (Schockintensitit) und die subjektive
Bewertung (visuelle Analogskala) auch unabhingig vom Genotyp sowohl die neuronale
Aktivitét in der fMRT als auch in der Hohe der SCR-Ausschlidge bei CS+ jeweils in allen
Subtasks beeinflusst.
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IV.

Im Rahmen explorativer Analysen werden neuropsychologische Fragebogen (siehe 3.2.
Psychologische Diagnostik, Neuropsychologische Testung und Fragebdgen) durchgefiihrt,
die eine Reihe, im Kontext von Angst und Schmerz, relevanter Parameter ergeben. Hier
erwarten wir, dass erhdhte Werte in Fragebdgen der Themengebiete ,, Angstlichkeit*,
,Depressivitit™ und ,,Stress* eine verstirkte Furchtreaktion bedingen. In der fMRT konnte
sich eine verstarkte Furchtreaktion durch erh6hte Amygdala-Aktivitét und in der SCR durch
kraftigere Ausschldge bei CS+ in EX/ und EX2 manifestieren.
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3. Material und Methodik
3.1. Experimentelles Design und Versuchsablauf

Das Studiendesign entspricht der 2012 in The Journal of Neuroscience publizierten fMRT-Studie
von Bilkei-Gorzo A. et al. Grundlage des Experiments ist die Klassische Konditionierung nach
Pavlov. Als konditionierte Stimuli dienen blaue (CS-) und griine (CS+) Quadrate. Der Proband
kann diese Quadrate im MRT liegend auf einem am Kopfende befindlichen Bildschirm iiber
einen an der Kopfspule montierten Spiegel einsehen. Das Experiment gliedert sich in drei
Subtasks: ACQ, EXI und EX2. An Tag | erfolgt ACQ (t=0), etwa 15 min spater £X/ (t~15min).
An Tag 2 erfolgt EX2 (t~24h). Die blauen und griinen Quadrate erscheinen in allen Subtasks in
pseudorandomisierter Reihenfolge. Die farbliche Abfolge dndert sich zwischen den Subtasks, ist
jedoch innerhalb einer Subtask konstant, um eine interindividuelle Vergleichbarkeit zu
ermOglichen. Die Quadrate erscheinen jeweils fiir 4 sec. Zwischen den Quadraten erfolgt ein

reizfreies Interstimulusintervall (ISI) von 12 sec. 839697

CSs-
ACQ (=0)
CSs- CSs-

EX1 (t~15min)

CS+
EX2 (t~24h)

Abb. 4.
Exemplarischer Ablauf der Versuchsbedingungen in der fMRT. ACQ und EXT finden an
Tag 1, EX2 an Tag 2 statt. Abfolge der farbigen Quadrate erfolgt stets in
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pseudorandomisierter Reihenfolge. Bei ACQ wird bei einem Teil der griinen Quadrate ein
Schmerzreiz (Blitzsymbol) appliziert. Bei EXI und EX2 wird kein Schmerzreiz abgegeben.

Blaue Quadrate sind niemals mit einem Schmerzreiz assoziiert. (eigene Graphik)

Der UCS ist ein moderater Schmerzreiz, der als elektrischer Reiz iiber eine Elektrode in der
Mitte des linken Fullspannes appliziert wird. Die Applikation des elektrischen Reizes erfolgt
ohne Zeitverzogerung mit Erscheinen des Farbquadrates. Die Kopplung von griinem Quadrat
und Schmerzreiz in ACQ erfolgt ebenfalls pseudorandomisiert und ohne fiir den Probanden
erkennbares Muster (siehe Abb. 4).

Vor Beginn des Experimentes an Tag 1 wird die Stirke des elektrischen Reizes vom jeweiligen
Probanden eigens determiniert. Vom Versuchsleiter wird hierbei als subjektive Zielgrof3e
vorgegeben, dass eine Intensitét erreicht werden soll, die vom Probanden als ,,unangenehm bis
sehr unangenehm* empfunden werde, sie aber auch ,,nicht quélen oder leiden lassen® diirfe,
damit der Proband keinen Schaden davontrage. Begonnen wird stets mit einer unter- bis
niederschwelligen Reizstirke von 70mV. Zusammen mit dem Probanden wird die Stromstérke
sukzessive in kleinen Schritten erhoht, bis die gewiinschte Toleranzgrenze erreicht ist. Der
erzielte Wert wird im Laufe des Experimentes nicht mehr veridndert.

ACQ beinhaltet insgesamt 50 hintereinander gezeigte Quadrate (20 blaue Quadrate, 20 griine
Quadrate ohne Schmerzreiz, 10 griine Quadrate mit Schmerzreiz). EX1 besteht aus je 20, EX2
aus je 22 griinen und blauen Quadraten. Wihrend der frithen (EX7) und der spéten Extinktion
(EX2) werden keine Schmerzreize appliziert. Die Subtasks unterscheiden sich durch die
unterschiedliche Anzahl an Quadraten geringgradig in der Gesamtdauer: ACQ ~ 14min, EX] ~
11min und EX2 ~ 12min. Vor Beginn jeder Subtask erfolgt eine vom Versuchsleiter verlesene
Instruktion, gemdf derer nach griinen Quadraten ein Schmerzreiz in der vor Versuchsbeginn
vom Probanden festgelegten Intensitét erfolgen kdnne, nach blauen Quadraten jedoch niemals
ein Schmerzreiz abgegeben wiirde sowie die Abfolge der Quadrate nach dem Zufallsprinzip
erfolge. Eventuellen Nachfragen seitens der Probanden - besonders nach dem Ausbleiben von
Schmerzreizen in EX7 und EX2 - wird stets gleichformig entgegnet, dass die Abfolge der
Quadrate und die Abgabe von Schmerzreizen zufillig von Statten gehe und der Versuchsleiter
darauf keinen Einfluss habe. Die Messungen erfolgen zwischen 12-14Uhr (frither Messslot) oder
14-16Uhr (spéter Messslot). Zwischen ACQ und EX1 an Tag 1 und EX2 an Tag 2 liegen stets
~24h. Aus diesem Grund wird ein Proband an beiden Messtagen jeweils im gleichen Messslot

gemessen. Unmittelbar nach Beendigung von ACQ wird der Proband gebeten, auf einer
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Analogskala von 0 bis 10 (O=kein Schmerz, 10=unertrdglicher Schmerz) den empfundenen

Schmerz einzuordnen.

3.2. Psychologische Diagnostik, neuropsychologische Testung und Fragebdgen

Fiir jeden Probanden findet an einem gesonderten Termin eine einstiindige psychologische
Diagnostik statt, die insbesondere ein Strukturiertes Klinisches Interview (SKID-I) zur
Diagnostik von Achse-I Stérungen nach DSM-IV (Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders-IV) sowie den SKID-II (Fragebogen mit nachfolgendem Kurzinterview) zur Erfassung
von Achse-II-Stérungen (Personlichkeitsstérungen) umfasst.”®

Da die vorliegende Arbeit zu Furchtakquisition und —extinktion eine Teilstudie im Kontext einer
groBeren Hauptstudie zum Thema Depression und Bipolarer Storung darstellt, werden zahlreiche
demographische'l und biometrische!™ Daten erhoben, schmerzrelevante Parameter” erfasst sowie
psychometrische Fragebdgen*! durchgefiihrt, die auch fiir die vorliegende Studie von Relevanz
sind. Auch wenn diese Parameter mehrheitlich keinen direkten Einfluss auf Furchtakquisition
und —extinktion haben, so sind diese Kennwerte Ausdruck der neuropsychiatrischen
Grundsituation der Probanden und kdnnten somit indirekt das Verhalten wihrend des
Experimentes beeinflussen.

Die Fragebogen werden im Rahmen der psychologischen Diagnostik'i oder im Anschluss an den
MRT Tag 1Viii erhoben. Der STAI-S™* wird jeweils nach ACQ und EX2 an beiden MRT
Messtagen durchgefiihrt, um den Grad der Angstlichkeit zum Zeitpunkt der Befragung zu

erheben. Samtliche Fragebdgen und neuropsychologische Tests sind in 7ab. 1 aufgefiihrt.

it Alter oder Geschlecht

¥ Geburtsgewicht

V Intensitdt des Schocks und subjektives Schmerzempfinden

vi Fragebogen im Themenspektrum von Depressivitit, Angstlichkeit, Stress und Stressreaktivitit,
Resilienz, Personlichkeit, Chronotyp, Gedichtnis, Hindigkeit, Konzentrationsfiahigkeit und
Bildung

vii 2, MWT-B, VLMT, WIE-MAT und SRRS

viit SSCS, PSRS-23, RS-25, BDI-1I, D-MEQ, NEO-FFI, DASS, EHI und STAI-T

X Der STAI-S erfasst einen Zustand der Angstlichkeit zum Zeitpunkt der Erhebung. Im
Gegensatz dazu bildet der STAI-T das Angstlichkeitsniveau als bestindiges

Personlichkeitsmerkmal ab.
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Tab. 1. Ubersicht iiber Fragebdgen und neuropsychologische Tests

Fragebogen / Test Kiirzel Thema / Interpretation

Social Readjustment Rating Scale® SRRS Stressreiche Erfahrungen in den vergangenen zwei
Jahren

Screening Scale Chronic Stress!'® SSCS Erlebter Stress der vergangenen drei Monate

Perceived Stress Reactivity Scale!?! PSRS-23 Stressreaktivitit auf Misserfolge, soziale Konflikte,

Arbeitsiiberbelastung und sozialer Bewertung

Resilienzskala 25102103 RS-25 Resilienz

State-Trait Anxiety Inventory'% STAI-S bzw. momentane Angstlichkeit (STAI-S); allgemeine
STAI-T Angstlichkeit (STAI-T)

Beck-Depressionsinventar 1'% BDI-II Depressivitit in den letzten zwei Wochen

Morningness-Eveningness- D-MEQ Chronotyp

Questionnaire!%6:107

NEO-Five-Factor-Inventory!%1% NEO-FFI Personlichkeit

Depression Anxiety Stress Scale!!%!!! DASS Depressivitit, Angstlichkeit, Stress

Edinburgh Handedness Inventory!!2 EHI Hindigkeit

Verbaler Lern- und VLMT Episodisches Gedachtnis

Merkfahigkeitstest'!*; Subskalen: Interpretation:

1. Summe Durchgang 1 bis 5 -Sum-Dgl-5 1.  Lernen bzw. Datenakquisition

2. Differenz Durchgang 5 - 6 -Diff-Dg5-6  2./3. Konsolidierung ins Langzeitgeddchitnis

3. Differenz Durchgang 5 - 7 -Diff-Dg5-7

4. Korr. Wiedererkennungsleistung -Diff-W-F 4. Wiedererkennungsleistung

Aufmerksamkeits-Belastungs-Test D2 Konzentrationsfahigkeit

D2'"#: Subskalen:

1. Gesamtzahl -GZ

2. Gesamtzahl abziiglich Fehler -GZ-F

3. Konzentrationsleistung -KL

Mehrfachwahl-Wortschatz- MWT-B Kristalline Intelligenz bzw. Bildung

Intelligenztest'!®
Wechsler-Intelligenztest fiir Erwachsene ~ WIE-MAT Fluide Intelligenz
(Subtest: Matrizentest)!!'

3.3. Rekrutierung, Ein- und Ausschlusskriterien

Die Probanden werden zwischen Januar 2013 und Februar 2014 in Berlin rekrutiert und
gemessen. Alle Probanden sind mitteleuropdischer Abstammung (Eltern, GrofBeltern,
UrgroBeltern). Keiner der Probanden hat eine affektive Storung in der Vorgeschichte oder leidet

zum Zeitpunkt der Datenerhebung an einer psychiatrischen Erkrankung. Ebenso wenig weisen
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die eingeschlossenen Probanden eine relevante, familiédre, psychiatrische Belastung auf. So
werden Probanden ausgeschlossen, sofern bei Verwandten 1. Grades eine DSM-IV Achse 1-
Storung!!'7-!18 oder bei Verwandten 2. Grades eine bipolare oder psychotische Storung vorliegt.
DSM-IV Achse 1-Storungen umfassen psychische Storungen, die mit einer Beeintrachtigung des
Soziallebens und der Lebensqualitét einhergehen, wie z.B. affektive Stérungen, Schizophrenie,
Angststorungen, Schlafstérungen, Essstorungen und substanzinduzierte Storungen.

Alle Probanden werden zuerst in einem ausfiihrlichen Telefoninterview auf ihre Eignung
gepriift. Erfragt werden hierbei insbesondere sicherheitsrelevante Aspekte wie Metallfreiheit und
Absenz elektronischer Gerite (Herzschrittmacher etc.) sowie psychiatrische Anamnese,
allgemeine Anamnese (internistisch, neurologisch, chirurgisch, onkologisch), psychiatrische und
allgemeine Familienanamnese, Drogen- und Genussmittelanamnese, Medikamentenanamnese,
ophthalmologische Anamnese, Sozialanamnese, Abstammung, Bildungsstand, Schlafverhalten,
Geburtskomplikationen, Handigkeit, Allergien und Schmerzen.

Des Weiteren erfolgt eine miindliche und schriftliche Aufkldrung zu Studienablauf,
Studienzweck und zur Verwendung der erhobenen Daten. Die Probanden geben eine schriftliche
Einverstandniserkldrung zur Studienteilnahme. Die Aufwandsentschidigung betrégt 8€ pro
Stunde. MATLAB-basierte Qualititschecks stellen sicher, dass beispielsweise die Amygdala bei
jedem Einzelprobanden beidseitig in der fMRT komplett erfasst wird (Amygdala-ROI Checks)
oder detektiert abrupte Kopfbewegungen von >2mm (Art Repair Skript).

Weitere Ausschlussfaktoren sind Artefakte, mangelhafte fMRT-Bildqualitét, fehlerhafte fMRT-
Schichtfiihrung, technische Probleme bei der Furchtkonditionierung, Dropouts, zerebrale
Strukturanomalien (Parenchymstorung), fehlendes Blutmaterial zur genetischen Testung, SCR-
Datenfehler und technische Probleme bei der fMRT. Eine detaillierte Ubersicht iiber die
Ausschliisse ist in 7ab. 2 aufgefiihrt.
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Tab. 2. Ubersicht iiber Probandenausschluss
Ausschlussgrund SCR fMRT

ACQ |EX1 |EX2 |komplett | ACQ | EX1 |EX2 |komplett
Mangelhafte fMRT-Bildqualitét 2 3
Bewegungsartefakte 2 1 1
fMRT-Schichtfithrungsfehler 1 1
Technische Probleme bei Furchtkonditionierung 7 7
Dropout 1 1
ZNS-Parenchymstorung 1
fehlendes Blutmaterial zur genetischen Testung 1 1
Amygdala nicht komplett erfasst 1
SCR-Datenfehler 1 1 8
Technische Probleme in der fMRT 1

3.4. Funktionelle Magnetresonanztomographie

3.4.1.Datenerhebung

Die fMRT-Datenerhebung erfolgt mit einem SIEMENS MAGNETOM TrioTim syngo MR B17
(3 Tesla) im Berlin Center for Advanced Neuroimaging (BCAN), Campus Charité¢ Mitte (CCM),
Berlin. Fiir die Subtasks ACQ, EX1 und EX2 werden die im Folgenden beschriebenen Scanner-
Einstellungen gewihlt. Die fMRT-Messungen erfolgen mit Hilfe einer echo planar imaging
(EPI)-Sequenz. Um die interessierenden Bereiche des Gehirns zu erfassen, wird ein
quaderformiges Messvolumen benutzt, das den Messbereich markiert. Um auch die basalen
Hirnstrukturen zu erfassen, wird dieses dreidimensionale Messvolumen nach dorsal gekippt und
so platziert, dass beide Amygdalae sowie inferiore prifrontale Strukturen innerhalb des
Messbereichs liegen. Das Messvolumen besteht aus 36 nach dorsal gekippten Schichten
(Schichtdicke= 2,4 mm; Sichtfeld (FOV) 192 mm; Wiederholungszeit (TR)= 1960 ms; Echozeit
(TE)= 25 ms; VoxelgroBe= 3,0 x 3,0 x 2,4 mm?, flip angle= 80°).
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3.4.2. Datenvorverarbeitung und -analyse

Samtliche Vorverarbeitungsschritte werden mit Statistical Parametric Mapping 8 (SPMS8)
(http://www.fil.ion.ucl.ac.uk/spm/software/spm8/; accessed 28 November, 2013) in MATLAB

2012a durchgefiihrt und beinhalten Bewegungskorrektur (realignment), Akquisitionskorrektur
(slice timing), riumliche Normalisierung auf ein Standard-EPI (echo planar imaging)-Template,
d.h. auf ein standardisiertes dreidimensionales Gehirn. Des Weiteren findet eine Glédttung
(smoothing) der Rohdaten mit einem FWHM (full-width at half-maximum) GauB-Filter statt.
Die gesamten fMRT-Datenanalysen werden, wie auch schon die Vorverarbeitung, mit Hilfe von
SPM8 und MATLAB 2012a vollzogen. Zu Beginn erfolgen die statistischen Analysen auf
Einzelprobandenebene.

Das Regressionsmodell umfasst zwei (EX1 und EX2: blaue Quadrate (CS-), griine Quadrate
(CS+)) bzw. drei (ACQ: blaue Quadrate (CS-), grilne Quadrate (CS+) und griine Quadrate mit
Schmerzreiz (UCS)) Regressoren, welche den durchblutungsbedingten BOLD-Effekt (blood
oxygen level dependent, BOLD) erfassen. Weitere sechs Regressoren beschreiben Rotations-
und Translationsbewegungen (je drei).

Fiir jeden Probanden wird in allen Subtasks der Kontrast griine Quadrate vs. blaue Quadrate
(CS+ vs. CS-) errechnet. Bei ACQ kommt zusitzlich der Kontrast griine Quadrate mit
Schmerzreiz vs. blaue Quadrate (UCS vs. CS-) hinzu.

Dariiber hinaus werden fiir EX7 und EX2 Analysen fiir einen linearen (GriinDecay EXI und
GriinDecay EX2), sowie fiir EX2 eine zusétzliche Analyse fiir einen exponentiellen Abfall
(GriinExpo EX2) der zerebralen Aktivitit bei CS+ {iber die Zeit durchgefiihrt.

Die Gruppenanalysen entsprechen im Wesentlichen der Analyse auf Einzelprobandenebene. Hier
werden die auf Einzelprobandenebene errechneten Kontraste auf Gruppenebene betrachtet.
Folgende Kontraste werden untersucht: griine Quadrate vs. blaue Quadrate (CS+ vs. CS-) bei
ACQ, EXI und EX2, griine Quadrate mit Schmerzreiz vs. blaue Quadrate (UCS vs. CS-) bei
ACQ, GriinDecay bei EXI und EX2 sowie GriinExpo bei EX2.

3.4.3. Statistik

Zur Testung der fMRT-Haupteffekte der Faktorenanalyse auf Gruppenebene wird mit SPMS8 ein

One-Sample T-Test (OST) durchgefiihrt. Genetische Gruppeneffekte in der fMRT (CC > CT >

TT) werden mit SPMS8 mittels einer multiplen Regressionsanalyse untersucht. In der fMRT
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werden PDYN-Effekte mit einem Signifikanzniveau von p<0,05 mit FWE-Korrektur* (family
wise errors) innerhalb der ROI (region of interest, ROI) analysiert!!”.

Samtliche ROIs werden dem Pick Atlas der Wake Forest University entnommen bzw. aus den
vorhandenen ROIs konstruiert (http:/fmri.wfubmc.edu/software/PickAtlas; accessed 28
November, 2013).

Folgende ROIs werden verwendet: beidseitige Amygdala-ROl, beidseitige Schmerzmatrix-ROI
(Insula + Thalamus + Anteriores Cingulum) und beidseitige VMPFC-ROI (Rectus + Midorb).
Die Untersuchung der Schmerzmatrix dient der Bestétigung, dass die Schmerzreize addquat und
mit ausreichender Intensitét appliziert werden und sind somit ein Beleg fiir eine korrekte
Versuchsdurchfithrung. Alle fMRT-Analysen werden mit den Kovariaten Geschlecht, Alter,

Schockintensitdt, Schmerzempfinden durchgefiihrt, um potentielle Storfaktoren zu vermeiden.

Abb. 5.
Amygdala-ROI (blau) und VMPFC-ROI (rot) (Konstruktion mittels Pick Atlas der Wake Forest
University (http://fmri.wfubmc.edu/software/PickAtlas))

3.5. Hautleitfahigkeitsmessung

3.5.1. Ablauf

Die Messung der Hautleitfiahigkeit (SCR) und deren Verdnderungen wird mit dem BrainVision
GSR (Galvanic Skin Response)-MR-Modul wihrend der fMRT-Messungen durchgefiihrt
(Signalaufnahme, -verstarkung und -Output). Hierbei werden die GSR-MR Elektroden
(klassische Ag/AgCl Elektroden) auf die palmare Hautfldche der intermedialen Phalangen des

* Korrektur von multiplen Testungen
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linken Zeige- und Mittelfingers aufgeklebt. Die Ansicht und Aufnahme des digitalisierten SCR-
Signals erfolgt mit Hilfe des Brain Vision Recorders (Sampling Rate=5000 Hz).

3.5.2. Datenanalyse

Die Analyse der Hautleitfahigkeitsdaten erfolgt mit dem BrainVision Analyzer 2. Ein zuvor mit
MATLAB erstelltes Markerfile, welches die Zeitmarker fiir die Stimuli (Quadrate) enthilt, wird
auf die SCR-Rohdaten iibertragen. Die SCR-Daten werden auf eine Sampling Rate von 5 Hz
umgestellt, um eine bessere Glattung der Daten, ohne Verlust relevanter Informationen, zu
erreichen. Mit dem Beginn der Stimuli (Quadrate) als Referenzpunkt (t=0 sec) werden
Segmentierungen von t=-2 sec (pra-Stimulus) bis t=+10 sec (post-Stimulus) durchgefiihrt.
Hierbei wird der Mittelwert des Zeitintervalls von t=-2 sec bis t=0 sec als Baseline definiert.
Alle Baselines werden auf dasselbe Niveau korrigiert (Baseline Correction), so dass alle
Baselines aller Einzelsegmente auf 0 uS (mikroSiemens) determiniert waren. Zwischen
Zeitpunkten t=0 sec und t=10 sec der Segmente werden die Maxima der SCR-Ausschlige
bestimmt und ausgelesen. Die Maxima sind demnach relative Werte (Differenz zwischen
Baseline und Maxima) und enthalten keinerlei Information iiber die zugrundeliegenden

absoluten Werte.

3.5.3. Statistik

Zur Analyse von Haupt- und Gruppeneffekten wird mit SPSS 22 fiir jede Subtask eine
Varianzanalyse (ANOVA) mit Messwiederholungen durchgefiihrt (Innersubjektfaktoren:
Bedingung (CS+ und CS-) und Messzeitpunkt, Zwischensubjektfaktor: Genotyp (PDYN; 3
Versuchsgruppen: CC, CT und TT)). In den SCR-Analysen wird das Signifikanzniveau auf
p<0,001 festgelegt. Parallel zu den fMRT-Analysen werden auch die genetischen Analysen der
SCR (PDYN als Zwischensubjektfaktor) mit den Kovariaten Geschlecht, Alter, Schockintensitdt,
Schmerzempfinden durchgefiihrt. Auch hier soll sichergestellt werden, dass keine potentiellen

Storfaktoren den alleinigen Geneffekt des PDYN-Polymorphismus verfélschen.
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3.6. Elektrische Stimulation

Die elektrische Stimulation erfolgt in der Mitte des linken FufBriickens auf halber Strecke
zwischen Zehen und Malleolengabel. Befestigt wird die Elektrode mit Leukotape und méBigem
Anpressdruck.

3.7. DNA-Extraktion und Genotypisierung

Die vendse Blutentnahme von 3 x 10 ml EDTA-Blut erfolgt im Anschluss an Tag 2 der fMRT-
Messung. Die DNA-Extraktion und Genotypisierung des SNPs bei rs1/997794 erfolgen in

Kooperation mit dem Institut fiir Humangenetik der Universitétsklinik Bonn.
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4. Ergebnisse

4.1. Stichprobencharakteristika

Die anfanglich 104 Probanden reduzieren sich durch nachtrégliche, komplette Ausschliisse oder
Ausschliisse aus Teilanalysen (siehe 7Tab. 2) auf 90 Probanden fiir die fMRT Analysen und 87
Probanden fiir die SCR Analysen. Fiir die Teilanalysen der fMRT stehen bei ACQ 85 Probanden,
bei £XI und EX2 je 88 Probanden zur Verfiigung. Bei Analysen mit der Schockintensitét als
Kovariate muss ein weiterer Proband aufgrund fehlender Dokumentation des Parameters
ausgeschlossen werden.

Von den 90 in die fMRT Analysen eingeschlossenen Probanden sind 11 rs/997794 CC
homozygot, 36 CT heterozygot und 43 TT homozygot. In der fMRT-Stichprobe herrschen
demnach Allelfrequenzen von C=0,322 und T=0,678. Die Allelfrequenzen sind im Hardy-
Weinberg Gleichgewicht (x?=0,02, p=0,990).

Fiir die Teilanalysen der SCR stehen bei ACQ 86, bei EX7 87 und bei EX2 86 Probanden zur
Verfiigung (jeweils abziiglich eines Probandens bei Analysen mit der Kovariate
Schockintensitdt). Von den 87 in die SCR Analysen eingeschlossenen Probanden sind 11 CC
homozygot, 34 CT heterozygot und 42 TT homozygot fiir rs/997794. In der SCR-Stichprobe
herrschen demnach Allelfrequenzen von C=0,322 und T=0,678. Auch diese Allelfrequenzen sind
im Hardy-Weinberg Gleichgewicht (x*=0,02, p=0,990). In 7ab. 3-6 sind demographische,
psychometrische und biometrische Daten sowie schmerzrelevante Parameter der Subgruppen

CC, CT und TT dargestellt. Es finden sich keine statistisch signifikanten Gruppenunterschiede.
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Tab. 3. Vergleich der fMRT-Versuchsgruppen (Mittelwerte mit Standardabweichung; ANOVA)

Variable

Alter (in Jahren)
Schockintensitét (in mV)
Schmerzempfinden (VAS)
Geburtsgewicht (in Gramm)
NEO-FFI-N

PSRS-23

RS-25

SSCS

STAI-T

BDI-II

SRRS

DASS

STAI-S (nach ACQ)
STAI-S (nach EX2)
D-MEQ

D2-GZ

D2-GZ-F

D2-KL

VLMT- Sum-Dgl-5
VLMT- Diff-Dg5-6
VLMT- Diff-Dg5-7
VLMT- Diff-W-F
WIE-MAT

MWT-B

TT (n=43)

27,14 +/- 6,06
781,38 +/- 970,77
6,21 +/- 1,77

3288,06 +/- 426,81

14,56 +/- 6,24
18,76 +/- 6,01
137,79 +/- 17,46
12,27 +/- 1,70
32,98 +/- 6,52
3,71 +/- 4,14
273,32 +/- 150,80
7,48 +/- 7,38
36,36 +/- 7,05
32,63 +/- 5,45
50,90 +/- 8,91
519,65 +/- 55,31
503,26 +/- 59,25
205,35 +/- 35,09
66,47 +/- 6,31
0,63 +/- 1,11
0,53 +/- 1,14
14,70 +/- 0,71
22,53 +/-2,27
31,09 +/- 2,19

CT (n=36)

28,31 +/- 7,01
696,19 +/- 645,31
6,60 +/- 1,28

3470,72 +/- 467,68

14,58 +/- 6,09
17,06 +/- 6,45
139,36 +/- 16,00
12,09 +/- 7,85
32,94 +/-7,77
5,40 +/- 5,59
241,66 +/- 148,10
8,36 +/- 8,52
34,42 +/- 7,67
31,33 +/- 6,20
49,29 +/- 9,30
510,33 +/- 73,18
494,11 +/- 74,41
202,56 +/- 40,90
65,72 +/- 6,03
0,25 +/- 1,18
0,47 +/- 1,98
14,67 +/- 0,72
21,75 +/- 2,14
31,39 +/- 2,49

CC (n=11)
29,64 +/- 9,43
655,00 +/- 441,74
6,09 +/- 1,28

3582,86 +/- 608,87

11,36 +/- 6,59
16,82 +/- 6,69
147,45 +/- 15,77
10,82 +/- 4,22
30,55 +/- 5,15
3,55 +/- 3,75
335,73 +/- 170,93
6,91 +/- 5,65
39,09 +/- 13,55
35,18 +/- 13,52
51,64 +/- 5,56
549,27 +/- 70,12
529,82 +/- 77,10
218,91 +/- 42,25
66,64 +/- 3,91
0,00 +/- 0,89
-0,09 +/- 0,83
14,91 +/- 0,30
22,91 +/- 2,51
32,55 +/- 2,51

Tab. 4. Vergleich der fMRT-Versuchsgruppen (Chi-Quadrat-Test fiir nominale Variablen)

Variable TT (n=43) CT (n=36) CC (n=11)
Geschlecht 183,259 143,229 63,59
Messslot 25 frith, 18 spat 15 frith, 21 spat 6 friih, 5 spét
EHI (re-/li-/beidhdndig)  40/1/2 35/0/1 10/1/0
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Chi-Quadrat-Wert

nach Pearson
0,851
2,187
3,815

p-Wert
0,518
0,847
0,451
0,171
0,283
0,418
0,235
0,846
0,558
0,250
0,202
0,814
0,245
0,293
0,633
0,224
0,316
0,465
0,830
0,153
0,466
0,576
0,188
0,194

p-
Wert
0,653
0,335
0,432



Tab. 5. Vergleich der SCR-Versuchsgruppen (Mittelwerte mit Standardabweichung; ANOVA)

Variable
Alter (in Jahren)

Schockintensitét (in mV)
Schmerzempfinden (VAS)
Geburtsgewicht (in Gramm)
NEO-FFI-N

PSRS-23

RS-25

SSCS

STAI-T

BDI-II

SRRS

DASS

STAI-S (nach ACQ)
STAI-S (nach EX2)
D-MEQ

D2-GZ

D2-GZ-F

D2-KL

VLMT- Sum-Dgl-5
VLMT- Diff-Dg5-6
VLMT- Diff-Dg5-7
VLMT- Diff-W-F
WIE-MAT

MWT-B

TT (n=42)
26,88 +/- 5,21
787,63 +/- 981,53
6,24 +/- 1,78
3310,42 +/- 428,31
14,63 +/- 6,33
18,73 +/- 5,81
137,59 +/- 17,62
12,28 +/- 7.40
33,15 +/- 6,54
3,80 +/- 4,15
262,36 +/- 144,15
7,49 +/-7,37
36,58 +/- 6,94
32,73 +/- 5,41
50,60 +/- 8,87
520,02 +/- 55,87
504,43 +/- 59,85
206,38 +/- 35,16
66,14 +/- 6,40
0,60 +/- 1,15

0,52 +/- 1,17
14,67 +/- 0,72
22,45 +/- 2,30
31,07 +/-2,12

CT (n=34)

28,38 +/-7,18
754,41 +/- 684,70
6,47 +/- 1,20
3464,32 +/- 463,78
15,18 +/- 5,36
17,06 +/- 6,04
136,53 +/- 15,52
12,56 +/- 7,44
33,62 +/- 6,62
5,21 +/- 5,33
222,42 +/- 121,53
8,21 +/- 7,94
34,71 +/- 8,01
31,76 +/- 6,28
48,06 +/- 8,50
500,56 +/- 69,49
485,12 +/- 71,42
198,26 +/- 39,15
65,41 +/- 5,99
0,21 +/- 1,18

0,18 +/- 1,31
14,68 +/- 0,68
21,82 +/- 2,01
31,35 +/- 2,53

CC (n=11)

29,64 +/- 9,43
655,00 +/- 441,74
6,09 +/- 1,28
3582,86 +/- 608,87
11,36 +/- 6,59
16,82 +/- 6,69
147,45 +/- 15,77
10,82 +/- 4,22
30,55 +/- 5,15
3,55 +/-3,75
335,73 +/- 170,93
6,91 +/- 5,68
39,09 +/- 13,56
35,18 +/- 13,52
51,64 +/- 5,56
549,27 +/- 70,12
529,82 +/- 77,10
218,91 +/-42,25
66,64 +/- 3,91
0,00 +/- 0,89
-0,09 +/- 0,83
14,91 +/- 0,30
22,91 +/- 2,51
32,55 +/- 2,51

Tab. 6. Vergleich der SCR-Versuchsgruppen (Chi-Quadrat-Test fiir nominale Variablen)

Variable TT (n=42) CT (n=34) CC (n=11)
Geschlecht 183,24 Q 143,20 Q 63,59
Messslot 24 frith, 18 spat 15 frith, 19 spat 6 friih, 5 spét
EHI (re-/li-/beidhdndig)  39/1/2 32/1/1 10/1/0
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Chi-Quadrat-Wert

nach Pearson
0,626
1,317
1,804

p-Wert

0,389
0,893
0,705
0,252
0,184
0,412
0,156
0,777
0,383
0,361
0,067
0,854
0,305
0,397
0,313
0,079
0,137
0,272
0,795
0,176
0,229
0,546
0,281
0,183

p-
Wert
0,731
0,518
0,772



4.2. Ergebnisse der fMRT-Analysen

Als Indiz fiir eine erfolgreiche Furchtkonditionierung iiber alle Versuchsgruppen hinweg konnen
in ACQ, EXI und EX2 signifikante Aktivierungen der Schmerzmatrix (4bb. 6) (bestehend aus
Insula, anteriorem Cingulum (ACC) und Thalamus), der beidseitigen Amygdalae (4bb.7) sowie
des VMPFC (4bb. 8) fiir die Analyse griine Quadrate > blaue Quadrate (CS+ > CS-)
festgestellt werden.

Bei weiteren Untersuchungen der Amygdalae in der fMRT zeigt sich bei CS+ eine in Abb. 7
illustrierte, statistisch signifikante, linear abfallende Aktivitét bei EX1 (GriinDecay EXT) und
exponentiell abfallende Aktivitit bei EX2 (GriinExpo EX2) beim gesamten Probandenkollektiv.
AuBerdem zeigen Analysen des VMPFC eine linear ansteigende Aktivitit bei EXI (GriinDecay
EXT)und eine exponentiell zunehmende Aktivitit bei EX2 (GriinExpo EX2), die in Abb. 8
dargestellt wird.

Es kann ein signifikanter Geneffekt des PDYN-Polymorphismus auf die fMRT-Aktivitét des
VMPFC wihrend CS+ bei GriinExpo EX2 nachgewiesen werden. Hierbei zeigt sich ein
Zusammenhang der VMPFC-Aktivitdt mit der Anzahl der vorliegenden T-Allele in der PDYN-
Promotorregion rs1997794. Je mehr T-Allele in 51997794 vorliegen (TT>CT>CC), desto
starker fallt die VMPFC-Aktivitdt in der Analyse GriinExpo EX2 aus (multiple
Regressionsanalyse in SPM 8: CC=0, CT=1, TT=2, p<0,05; FWE korrigiert innerhalb der ROI;
Kovariaten: Geschlecht, Alter, Schockintensitit, Schmerzempfinden; Peak in 0/54/-18, T=3,76)
(4bb. 9). Beziiglich der VMPFC-Aktivitét in EX/ zeigt sich kein PDYN-Geneffekt.

Es konnen keine signifikanten Geneffekte des rs/997794-Polymorphismus auf die Amygdala-
Aktivitdt in ACQ sowie in den Extinktionsphasen EX/ und EX2 nachgewiesen werden.

Des Weiteren ergeben Analysen eine signifikante Korrelation zwischen VMPFC-Aktivitit bei
GriinExpo EX2 und dem Summenscore des STAI-S (nach £X2) (bivariate Korrelationsanalyse
mit SPSS, einseitige Testung, Pearsonscher Korrelationskoeffizient: r=-0,194, p=0,038). Hohere
Werte im STAI-S gehen hierbei mit einer geringeren VMPFC-AKktivitit einher. Der signifikante
Effekt ist insbesondere durch die Subgruppe der CC-Alleltrdger bedingt (4bb. 10).
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EX1 EX1

EX2

Abb. 6.

Aktivierung der Schmerzmatrix fiir griine Quadrate vs. blaue '
Quadrate (CS+ vs. CS-) bei ACQ, EXI und EX2; FWE < 0,05

whole brain korrigiert, maskiert innerhalb der ROI. Links die "
Schnittebene von Insula und ACC. Rechts die Schnittebene von .
Thalamus. Auf die Angabe von Peaks wird hier verzichtet. Der
Balkenplot zeigt die Effektstirke an (T-Wert). o
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ACQ GriinTime EX1

EX1 GriinDecay EX2

EX2

Abb. 7.

Linke Spalte: Amygdala-Aktivierung fiir griine Quadrate vs. blaue Quadrate (CS+ vs.
CS-) bei ACQ, EXI1 und EX2; FWE < 0,05 korrigiert innerhalb der ROI. Peaks in ACQ:
20/0/-12, T=4,23; in EX1: 20/0/-12, T=4,86 und in EX2: -16/-2/-12, T=5,15.

Rechte Spalte: Linearer Abfall der Amygdala-Aktivierung bei EX/ (GriinTime EX1) und
exponentieller Abfall bei EX2 (GriinDecay EX2), FWE < 0,05 korrigiert innerhalb der ROI.
Peaks in GriinTime EX1: 20/-2/12, T=4,23 und GriinDecay EX2: 20/0/-12, T=4,66. Der
Balkenplot zeigt die Effektstarke an (T-Wert).
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ACQ GriinTime EX1

EX1 GriinExpo EX2

EX2

Abb. 8.

Linke Spalte: VMPFC-Aktivierung fiir griine Quadrate vs. blaue Quadrate (CS+ vs. CS-)
bei ACQ, EXI und EX2; FWE < 0,05 korrigiert innerhalb der ROI. Peaks in ACQ: 22/14/-
14, T=4,99; in EX1: 22/14/-14, T=6,10 und in EX2: 22/14/-14-, T=4,26.

Rechte Spalte: Linearer Anstieg der VMPFC-Aktivierung bei EXI (GriinTime EX1) und
exponentieller Anstieg bei EX2 (GriinExpo EX2), FWE < 0,05 korrigiert innerhalb der ROI.
Peaks in GriinTime EX1: -4/30/-18, T=5,26 und GriinExpo EX2: -6/28/-18, T=3,82. Der
Balkenplot zeigt die Effektstarke an (T-Wert).

33



Genotyp
4000 - @cc
B @cT
®1T
8
2000 ~
z : :
. ° 8
s g i
- . s
=2 ~ 2] e
% . . :
@ 1 8 .
w
= -2000- P
©
o °
wv =3
@
L
~4000- o
=
-6000 T T T
cc cT 1T
Genotyp
2
2
1
: 0
GriinExpo EX2
Abb. 9.

Oben: Streuplot der VMPFC-Aktivitdt (Peak in 0/54/-18) bei GriinExpo EX2. Aufteilung nach
Genotyp (CC=griin, CT=blau, TT=rot). Jeder Punkt entspricht einem Probanden.

Unten: Effekt des PDYN-Polymorphismus auf die VMPFC-Aktivitit bei GriinExpo EX2. Die
VMPFC-Aktivitit bei GriinExpo EX2 nimmt mit der Anzahl an T-Allelen bei rs1997794 zu.
Multiple Regressionsanalyse in SPM8: CC=0, CT=1, TT=2, p<0,05; FWE korrigiert innerhalb
der ROI; Kovariate: Geschlecht, Alter, Schockintensitdt, Schmerzempfinden; Peak in 0/54/-18,
T=3,76. Der Balkenplot zeigt die Effektstirke an (T-Wert).
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Abb. 10.

Streudiagramm zur Visualisierung der Korrelation zwischen VMPFC-Aktivierung bei
GriinExpo EX2 und Summenscore von STAI-S (nach EX2). Jeder Punkt entspricht einem
Probanden. Farbe der Punkte nach Genotyp (CC=blau, CT=griin, TT=rot).
Anpassungslinien fiir die Gesamtkorrelation (alle Genotypen; schwarz) und die einzelnen
Genotypen (blau, griin, rot). Bivariate Korrelationsanalyse der Gesamtkorrelation mit SPSS,

einseitige Testung, Pearsonscher Korrelationskoeffizient: r=-0,194, p=0,038.

4.3. Ergebnisse der SCR-Analysen

Die Analyse der Haupteftekte iiber alle Versuchsgruppen hinweg zeigt bei ACQ, EXI und EX2
signifikante Effekte der Bedingung (CS+ und CS-) und des Messzeitpunktes (20
Messwiederholungen bei ACQ und EXI bzw. 22 bei EX2) (Tab.7 und Abb. 11). Zudem finden
sich signifikante Interaktionseffekte zwischen Bedingung und Messzeitpunkt in ACQ, EXI und
EX2 (Tab. 7).
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In ACQ, EXI und EX2 liegt eine Verletzung der Sphirizititsannahme*!, sowohl in Bezug auf die
Bedingung als auch auf den Messzeitpunkt, vor. Die Ablehnung der Sphérizititsannahme
bedeutet, dass die Varianzen der einzelnen Faktorstufen (Messwiederholungen) und auch die
Korrelationen zwischen ihnen inhomogen sind. Da die Sphérizitdt eine Voraussetzung fiir die
Realisierung einer ANOVA mit Messwiederholungen darstellt, muss bei fehlender Sphérizitit
eine Anpassung der Freiheitsgrade durchgefiihrt werden. Daraufthin wird eine Korrektur der
Freiheitsgrade nach Greenhouse-Geisser angewandt (ANOVA mit Messwiederholungen, Test
der Innersubjekteffekte; Innersubjektfaktoren: Bedingung und Messzeitpunkt; Tab. 7).

Im Vergleich der Versuchsgruppen (CC vs. CT vs. TT) zeigt sich jeweils kein signifikanter
PDYN-Geneffekt auf die SCR bei CS+ wihrend ACQ, EXI und EX2 (ANOVA mit
Messwiederholungen, Bedingung: CS+ und CS-, Test der Zwischensubjekteffekte, PDYN x
jeweilige Subtask, Kovariate: Alter, Geschlecht, Schockintensitéit und subjektives
Schmerzempfinden; Tab. 10 und Abb. 11).

Die Schockintensitit beeinflusst signifikant die SCR bei CS+ wihrend 4CQ und EX/, nicht
jedoch wihrend EX2. Bei zunehmender Schockintensitit wihrend ACQ zeigen sich auch in ACQ
und EXI bei CS+ stiarkere SCR-Anstiege (ANOV A mit Messwiederholungen, Bedingung: CS+
und CS-, Test der Zwischensubjekteffekte, Schockintensitit x Subtask; 7Tab. 8).

Zwischen Summenscore im STAI-S (nach ACQ) und SCR bei CS+ wihrend EX2 zeigt sich eine
signifikante Interaktion (ANOVA mit Messwiederholungen, Test der Zwischensubjekteffekte,
STAI-S (nach ACQ) x Subtask, Tab. 9).

Zur genaueren Untersuchung in welcher Weise die Summenscores im STAI-S (nach ACQ) und
die SCR bei CS+ wihrend EX?2 interagieren, werden die Mittelwerte der SCR bei CS+ wihrend
EX2 gebildet und diese mit den Summenscores der STAI-S (nach 4CQ) in einem Streudiagramm
aufgetragen (4bb. 12). Eine bivariate Korrelationsanalyse (Summenscores im STAI-S (nach
ACQ) x SCR bei CS+ wihrend EX2) erbringt kein signifikantes Ergebnis (Daten nicht
dargestellt).

Weitere Faktoren wie Geschlecht, Alter, subjektives Schmerzempfinden (Schmerzskala) und
STAI-S (nach EX2) haben keinen signifikanten Einfluss auf die SCR bei den Bedingungen UCS
in ACQ und CS+ in allen Subtasks (ANOVA mit Messwiederholungen, Test der
Zwischensubjekteffekte; Faktor x Subtask; Daten nicht dargestellt).

*i signifikanter Mauchly-Test auf Sphirizitét
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Abb. 11.

Linke Spalte: SCR bei Griin (CS+) und Blau (CS-) wihrend 4ACQ (obere Reihe), EX1
(mittlere Reihe) und ACQ (untere Reihe).

Rechte Spalte: SCR bei Griin (CS+) wihrend ACQ (obere Reihe), EX1 (mittlere Reihe)
und ACQ (untere Reihe), jeweils unterteilt nach Genotypen.
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Streudiagramm der SCR-Mittelwerte von CS+ bei EX2 und der Summenscores von STAI-S

(nach ACQ). Jeder Punkt entspricht einem Probanden. Anpassungslinie fiir die Korrelation.
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Tab. 7. Test der Innersubjekteffekte bei SCR. Faktoren: Bedingung (CS+ und CS-) und Messzeitpunkt (20
Messwiederholungen bei ACQ und EXI bzw 22 bei EX2) in den Subtasks ACQ, EX] und EX2. ANOVA mit

Messwiederholungen.

Faktor Task F-Werti Signifikanz (p)
Bedingung ACQ 26,86 (1:83) <0,001
Messzeitpunkt ACQ 9,82 (6,58;544,26) <0,001
Bedingung x Messzeitpunkt ACQ 3,84 (6,58:545,87) 0,001
Bedingung EX1 11,26 (183 0,001
Messzeitpunkt EX1 4,87 (6,13:508,79) <0,001
Bedingung x Messzeitpunkt EX1 6,58 (6,12:507,62) <0,001
Bedingung EX2 45,42 (1:85) <0,001
Messzeitpunkt EX2 17,87 3,65:310,01) <0,001
Bedingung x Messzeitpunkt EX2 19,89 (4,65:395.31) <0,001

Tab. 8. Test der Zwischensubjekteffekte bei SCR. Faktor: Schockintensitét in den Subtasks ACQ, EXI und EX2. ANOVA
mit Messwiederholungen. Bedingungen: CS+ und CS-.

Faktor Task F-Wert Signifikanz (p)
Schockintensitét ACQ 5,93 (46:39) <0,001
Schockintensitét EX1 5,56 (46:39) <0,001
Schockintensitit EX2 2,00 (44,42 0,013

Tab. 9. Test der Zwischensubjekteffekte bei SCR. Faktor: STAI-S (nach ACQ) in der Subtask £X2. ANOVA mit
Messwiederholungen. Bedingungen: CS+ und CS-.
Faktor Task F-Wert Signifikanz (p)

STAI-S (nach ACQ) EX2 3,58 (28:31) <0,001

Tab. 10. Test der Zwischensubjekteffekte bei SCR. Faktor: PDYN in den Subtasks ACQ, EXI und EX2. ANOVA mit
Messwiederholungen. Bedingungen: CS+ und CS-.

Faktor Task F-Wert Signifikanz (p)
PDYN xii ACQ 0,39 2.78) 0,677
PDYN'™ EX1 0,26 (2;73) 0,769
PDYN'™ EX2 111 278 0,336

xii Freiheitsgrade korrigiert nach Greenhouse-Geiser

xiii K ovariaten: Alter, Geschlecht, Schockintensitit und subjektives Schmerzempfinden
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5. Diskussion

5.1. Diskussion der fMRT-Ergebnisse

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie weichen von den Hypothesen ab, die auf der Basis
der Vorgingerstudie von Bilkei-Gorzo et al. (2012) aufgestellt wurden. Trotz groBerer
Versuchsgruppe konnen deren Hauptergebnisse zum PDYN-Polymorphismus nicht repliziert
werden®. Insbesondere ldsst sich der Effekt des rs1997794-Polymorphismus auf die
Amygdala-Aktivitdt in EX2 nicht replizieren.

Die Annahme, dass eine steigende Anzahl an T-Allelen mit einer geringeren exponentiellen
Aktivititssteigerung des VMPFC (GriinExpo) einhergehe, kann nicht bestétigt werden.
Interessanterweise konnen jedoch PDYN-Geneffekte auf die VMPFC-Aktivitit
nachgewiesen werden, die in dieser Form in der Vorgéingerstudie nicht beschrieben wurden.
So zeigt sich eine unter 4.2. Ergebnisse der fMRT-Analysen beschriebene, mit der Anzahl an
T-Allelen (TT>CT>CC) stiarker werdende VMPFC-Aktivierung bei GriinExpo EX2.

In der Literatur gibt es Hinweise (u.a. auch in der Vorgingerstudie angedeutet), dass eine
VMPFC-Aktivierung eine inhibitorische Wirkung auf die Amygdala-Aktivitdt haben konnte
und somit die Angstreaktion supprimieren konnte**3. So darf spekuliert werden, ob die mit
der Anzahl an T-Allelen in Verbindung stehende, verstarkte VMPFC-Aktivitit bei GriinExpo
EX2 ein Ausdruck der Inhibition der Amygdala ist.

In der Vorgingerstudie von Bilkei-Gorzo et al. (2012) weisen TT-Alleltrédger eine verstérkte
Amygdala-Aktivitit bei CS+ wihrend EX2 auf. Mdglichweise konnte sowohl bei den T-
Alleltragern unserer Replikationsstudie, als auch bei den TT-Alleltrdgern der
Vorgéngerstudie eine Pradisposition zu verstiarkter Amygdala-Aktivitt vorliegen, die sich
bemerkenswerterweise nur in der Vorgingerstudie manifestiert. In der vorliegenden
Replikationsstudie hingegen konnte diese Pradisposition zu erhdhter Amygdala-Aktivitét
ebenfalls latent vorhanden sein, durch die supprimierende VMPFC-Aktivitét jedoch daran
gehindert werden, sich zu manifestieren.

Dieser Interpretationsansatz konnte sowohl den Zusammenhang zwischen VMPFC-Aktivitat
und steigender Anzahl an T-Allelen (TT>CT>CC) erkldren, als auch das Fehlen signifikanter
Geneffekte auf die Amygdala-Aktivitdt. Demnach wéren die Geneffekte auf die Amygdala-
Aktivitdt durchaus latent vorhanden, jedoch nur in den Féllen nachweisbar, in denen die

inhibitorische Wirkung der VMPFC-Aktivitét nicht ausreiche, um die Amygdala vollstindig
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Zu supprimieren.

Die Inkongruenz der Ergebnisse der Vorgénger- und der Replikationsstudie lasst nach wie
vor keine eindeutige Aussage zum PDYN-Polymorphismus zu. Es ist zu vermuten, dass der
PDYN-Polymorphismus mit weiteren genetischen und neurobiologischen Faktoren
interagiert und erst in deren Zusammenspiel seine vielfdltigen Wirkungen entfaltet.
Ebenfalls interessant erscheint der Nachweis der negativen Korrelation zwischen VMPFC-
Aktivitét in GriinExpo EX2 und Summenscore des STAI-S (nach £X2). Hohe Werte im
STAI-S gehen demnach tendenziell mit niedriger VMPFC-Aktivitdt einher. Die Subgruppe
der CC-Alleltrager ist hierbei hauptverantwortlich flir den beschriebenen Geneffekt.

Ein hoher Summenscore im STAI-S (nach EX2) spiegelt eine ausgeprigte Angstlichkeit
wihrend und nach EX2 wider.

Setzt man den zuvor beschriebenen Gedankengang fort, kann davon ausgegangen werden,
dass der VMPFC die Amygdala in gewissem MalBe inhibiert, wie dies auch aus
tierexperimentellen Studien bekannt ist*. Eine gesteigerte Angstlichkeit, reflektiert durch
hohe STAI-S Werte, konnte durch geringere VMPFC-Aktivitdt verursacht oder begiinstigt
werden und auf diese Weise zu einer Disinhibition der Amygdala fiihren.

Priadisponierte Probanden kdnnten demnach nur unzureichend befdhigt sein diesen Zustand
der Angstlichkeit durch VMPFC-Aktivitiit zu kompensieren und indirekt {iber eine Inhibition
der Amygdala zu nivellieren. Die VMPFC-Aktivitit konnte demnach als ,,Stellgroe*
fungieren, um die Aktivitit der Amygdala feinzujustieren.

C-Allele werden seit der Vorgangerstudie von Bilkei-Gorzo et al. (2012) als ,,protektive*
Variante des PDYN-Polymorphismus betrachtet®’. Es wird die These aufgestellt, dass bei C-
Alleltrdgern eine geringere, inhibitorische VMPFC-Aktivitét auf die Amygdala notwendig
sei, um bei anxiogenen Reizen das Niveau der Amygdala-Aktivitdt konstant zu halten.
Ebengenanntes Phanomen konnte somit erkldren, dass auch bei hohen Summenscores im
STAI-S (nach EX2) C-Alleltrager eine geringere VMPFC-Aktivitit ,,bendtigen®, um die
Amygdala gleichermafen zu inhibieren. TT-Alleltrdger hingegen zeigen in GriinExpo EX2
eine mit steigender Angstlichkeit hdhere VMPFC-Aktivierung. Dies lésst sich sinnvoll
begriinden durch die Annahme, dass TT-Alleltrédger mit einer Priadisposition fiir verstirkte
Angstreaktivitit ausgestattet sind und somit bei stirkerer Angstlichkeit eine erhohte
inhibitorische VMPFC-Aktivitit ,,aufwenden* miissen, um die Aktivitit der Amygdala
kompensatorisch zu drosseln. CT-Tréger konnten hier eine Mittelstellung zwischen TT- und

CC-Alleltragern einnehmen. Selbstverstindlich sind diese Interpretationen noch spekulativ
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und konnen nur durch weitere Untersuchungen bestitigt oder widerlegt werden.

5.2. Diskussion der SCR-Ergebnisse

In den Analysen zur SCR konnen entgegen der Erwartungen keine Geneffekte nachgewiesen
werden. Denkbar wére, dass auch in den SCR Analysen weitere bisher unbekannte Faktoren
Einfluss auf die phdnotypische Manifestation des PDYN-Polymorphismus nehmen. Hier
wiren insbesondere genetische Unterschiede im Bereich der fiir das Opiatsystem und andere
Transmittersysteme kodierenden DNA-Abschnitte denkbar.

Die Schockintensitét beeinflusst die SCR bei CS+ wihrend ACQ und EX1 signifikant. Diese
Interaktion der Schockintensitdt und der SCR ist in der EX2 nicht mehr nachweisbar.
Begriindet werden konnte dieser Umstand damit, dass ACQ und EX/ an Tag 1 der
Versuchsanordnung stattfindet und die Intensitdt des Schocks durch die zeitnahe Abfolge
noch nachwirkt. EX2 wird an Tag 2 durchgefiihrt und konnte somit aullerhalb des relevanten
Zeitfensters liegen.

Erwiahnenswert ist, dass die Stirke des elektrischen Reizes wie unter 3. 1. Experimentelles
Design und Versuchsablauf beschrieben vom jeweiligen Probanden vor Beginn des
Experimentes selbst festgelegt wird und sich allein nach der subjektiven ZielgroBe
,unangenehm bis sehr unangenehm* richtet. Hiermit bestétigt sich somit die allgemein
bekannte Problematik der ,,Unschirfe* subjektiver ZielgroBen. Die Korrelation zwischen
Schockintensitdt und SCR-Ausschldgen bekréftigt die Annahme, dass der absolute,
numerische Wert der Schockintensitét ein besserer Indikator wére und letztlich eine bessere
Vergleichbarkeit der Probanden untereinander bzw. deren Versuchsergebnisse ermdglichen
konnte. Zur Optimierung der Versuchsanordnung kénnte in Zukunft ein einheitlicher
Absolutwert fiir die Schockintensitét gewéhlt werden. Problematisch ist hierbei natiirlich die,
durch den verdnderten Versuchsaufbau, kompromittierte Vergleichbarkeit mit der
Vorgingerstudie.

Ein interessanter Nebenbefund ist die signifikante Interaktion zwischen Summenscore im
STAI-S (nach ACQ) und der SCR bei CS+ wihrend EX2 (Tab. 9). Die Visualisierung der
Summenscores im STAI-S (nach ACQ) und der SCR bei CS+ wéhrend EX2 (Abb. 12) lésst
eine leichtgradige Tendenz erkennen, nach der héhere Summenscores des STAI-S (nach
ACQ) mit stirkeren SCR-Ausschldgen bei CS+ wihrend EX2 einhergehen. Verdeutlicht wird

die Komplexitét der Analyse durch die in Abb. 11 visualisierte anndhernd exponentielle
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Abnahme der SCR-Werte bei CS+ im Verlauf von EX2.

Eine ergiinzende bivariate Korrelationsanalyse bleibt ohne signifikantes Ergebnis
(Korrelationsanalyse mit Mittelwerten der SCR bei CS+ wéhrend EX2; Abb. 11). Hier ist
jedoch anzumerken, dass die Bildung der reinen Mittelwerte der SCR, als Versuch der
Simplifizierung, eine gewisse Verfalschung der zu Grunde liegenden Daten in sich birgt und

somit als statistische Analyse nur eine eingeschrinkte Aussagekraft hat.

5.3. Allgemeine Probleme und Kritik

Die Dimension der Studie bringt bereits diverse Schwierigkeiten mit sich, die potenziell die
Ergebnisse mitbeeinflussen. So fiihrt das im Abschnitt Material und Methodik beschriebene
Telefonscreening aus multiplen Griinden zu einen Nichteinschluss in die Studie.
Beispielsweise ist es nicht moglich, Probanden mit gefirbten Haaren in die Studie zu
integrieren, da dies die - in anderen Teiluntersuchungen der Forschungsgruppe relevante -
Messung des Cortisolspiegels im Haupthaar beeinflusst, obgleich diese Probanden fiir die
fMRT- und die SCR-Untersuchungen durchaus geeignet wiren. Durch dieses und weitere
Ausschlusskriterien ergibt sich ein Selektionsbias, der sich von jenem der Vorgingerstudie
unterscheidet. Bei Bilkei-Gorzo et al. (2012) werden beispielsweise keine Haarproben
entnommen, welches zu differenten Einschlusskriterien fiihrt. Auch weitere Merkmale wie
z.B. Alter und Geschlechterverteilung der Stichproben unterscheiden sich, wenn auch
geringfiigig, zwischen Vorgingerstudie und Replikationsstudie.

Eine weitere Schwierigkeit ist die Grofe der Stichprobe. Zwar wurde die Zahl der
eingeschlossenen Probanden im Vergleich zur Vorgéngerstudie nahezu verdreifacht
(Vorgéngerstudie n=33, Replikationsstudie n=90 bei fMRT bzw. n=87 bei SCR), trotzdem
bleibt die GruppengrofBe auch in der Replikationsstudie vergleichsweise klein.
Moglicherweise sind groBere Versuchsgruppen notwendig, um stabile und reproduzierbare
Effekte zu finden.

Wie bereits in 2.4. Imaging Genetics ausgefiihrt, weisen Fragestellungen im Bereich der
Imaging Genetics Besonderheiten auf, welche die Replizierbarkeit von Ergebnissen
erschweren. Problematisch sind hier insbesondere die oftmals kleinen Gruppengroflen der
Imaging-Genetics-Studien sowie die geringe Effektstirke von Einzelgenen.

Dariiber hinaus erwdahnenswert ist der Umstand, dass die SCR eine sehr sensible

Untersuchungsmethode mit einer Vielzahl an potentiellen Storfaktoren darstellt. So
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erschweren beispielsweise unterschiedliche Fingerdicken und Hautbeschaffenheit sowie
interindividuelle Schwankungen der Hautfeuchtigkeit die Anbringung der Elektroden.
Optimale Vergleichsbedingungen konnen durch die fehlende Gewihrleistung eines
konstanten, bei allen Probanden identischen Anpressdruckes nicht garantiert werden.

Eine interindividuell variable Aufmerksamkeit ist ein weiterer Storfaktor fiir die SCR- und
fMRT-Messungen, welcher allerdings fiir die Vorgidnger- und Replikationsstudie
gleichermallen gilt. Hier kdnnten insbesondere die fehlenden Schmerzreize in EX7 und EX2
bei einem Teil der Probanden zu Aufmerksamkeitsdefiziten fithren. Die konsekutiv
mangelnde Angstauslosung konnte somit auch angstbedingte SCR- und fMRT-

Verénderungen verhindern.

5.4. Schlussfolgerung und Ausblick

Die Studienlage zum PDYN-Polymorphismus bei rs/997794 im Kontext der
Furchtkonditionierung und -extinktion ist zurzeit noch spérlich. Die Vorgiangerstudie bringt
in Zusammenschau mit der aktuellen, von uns durchgefiihrten Studie bestenfalls Hinweise
auf die moglichen Auswirkungen der verschiedenen Genotypen. Die divergierenden
Resultate beider Studien erfordern Replikationsstudien mit grof8eren Kohorten, die der
Fragestellung und damit der Bedeutung des PDYN-Polymorphismus weiter auf den Grund
gehen. Erst mit einer grofleren Anzahl an Studien ist eine valide wissenschaftliche Aussage
moglich.

Gegebenenfalls konnte es sinnvoll sein, die Fragestellung auf Kombinationseffekte von
PDYN-Polymorphismen mit weiteren in diesem Kontext relevanten Genloci auszuweiten,
z.B. dem CACNA1C-Polymorphismus, um Interaktionseffekte zu untersuchen. Mutationen
in der Alpha 1C Untereinheit des spannungsabhingigen L-Typ Calciumkanals (CACNA1C)
spielen u.a. eine Rolle in adaptiver Stressregulation und kdnnten somit in Interaktion mit dem
PDYN-Polymorphismus zu nachweisbaren Effekten in Bezug auf Angst- und
Stressreaktionen fiihren und auf diese Weise in unserem Versuchsaufbau neue Hinweise zur

Wirkungsweise beider Systeme liefern 20,
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