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1 ALLGEMEINE EINLEITUNG

Die Methode der funktionellen Magnetresonanztomographie (fMRI, functional magnetic
resonance imaging) wurde bereits kurz nach ihrer Einfiihrung Anfang der neunziger Jahre
auch zur Darstellung von Anderungen der Hirnaktivitit nach Gabe pharmakologischer
Substanzen eingesetzt (Q. Chen et al. 1995a; Y. 1. Chen et al. 1995b; Cuenod et al. 1993;
Silva et al. 1995). Ein Durchbruch in der methodischen Validierung des sog. phMRI
(pharmakologisches fMRI) wurde 1997 von Chen at al. in einer Tierstudie erreicht. Die
Autoren konnten zeigen, dal Amphetamin und 2[B-carbomethoxy-3[3-(4-fluoropheny)tropan
(CFT), zwei Substanzen, die die Konzentration des Neurotransmitters Dopamin im
synaptischen Spalt erhohen, eine Erhohung des fMRI-Signals bewirken, die mit der
mikrodialytisch gemessenen Konzentration extrazelluldren Dopamins korreliert. Wurden
dopaminerge Zellen selektiv durch ein Neurotoxin zerstort, konnte in ihrem Projektionsgebiet
keine Signalerh6hung mehr beobachtet werden. Seither findet das phMRI eine zunehmende
Anwendung in Human- wie in Tiermodellen. Dabei wurde die Wirkung solch
unterschiedlicher Substanzen wie Kokain (Breiter et al. 1997; Marota et al. 2000), die
Dopaminrezeptor-Agonisten Apomorphin (Nguyen et al. 2000; Zhang et al. 2000) und
Bromocriptin (Hagino et al. 1998), der Dopamin-Antagonist Haloperidol (Hagino et al. 1998),
Heroin (Xu et al. 2000), Nikotin (Stein et al. 1998) und der GABA s-Rezeptor-Antagonist
Bicucullin (Miiggler et al. 2001; Reese et al. 2000) untersucht.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Wirkung des Anxiolytikums Diazepam auf die
Hirnaktivitit zweier Rattenlinien, die sich in ihrem angeborenen Angstverhalten
unterscheiden, zu vergleichen. Es waren dies die Linien HAB (high anxiety-related behavior)
und ihr Gegenstiick LAB (low anxiety-related behavior), die durch selektive Ziichtung nach
einem Angstkriterium aus Wistarratten hervorgegangen sind (Liebsch et al. 1998b). Diazepam
wirkt bei HAB-Ratten wesentlich stirker anxiolytisch als bei LAB-Ratten (Liebsch et al.
1998a). Man kann daraus folgern, da3 Diazepam differentiell auf Hirnregionen wirken mubB,
die Angstverhalten steuern. In umgekehrter Logik sollte eine Region, fiir die gezeigt werden
kann, dal} sie von Diazepam unterschiedlich angesprochen wird, eine Rolle in der extrem
unterschiedlichen Regulation des Angstverhaltens bei den beiden Linien spielen. phMRI sollte
also als ein Werkzeug eingesetzt werden, die neuroanatomischen Substrate individueller

Unterschiede in der Angstlichkeit zu identifizieren.



Anders als iiber die Schaltkreise, die akutes Angstverhalten steuern, ist iiber die
Hirnstrukturen, die die Auspragung solcher ,,Personlichkeitsmerkmale beeinflussen, wenig
bekannt. Das HAB-Tiermodell und die hier vorgelegte Studie mochten zum besseren
Verstindnis individueller Unterschiede auch im menschlichen Verhalten und insbesondere zur
Aufklirung der Ursachen pathologischer Angstlichkeit, wie sie in der Klinik beobachtet
werden, beitragen.

Um zu einer fiir Untersuchungen des Nagerhirns ausreichenden rdumlichen Auflsung
zu gelangen, wurde fiir diese Studie phMRI erstmals bei einer magnetischen Feldstdrke von 7
Tesla etabliert. Im Zuge der Etablierung wurden technische Herausforderungen durch die
Besonderheiten des Hochfeldes gelost und physiologische Storgroen des phMRI-Signals
identifiziert und kontrolliert. Teil I schildert den EinfluB von Anderungen des systemischen
Blutdrucks, wie sie beispielsweise im Rahmen pharmakologischer Stimulierung auftreten
konnen, auf das phMRI-Signal. In diesem Zusammenhang wird auch eine allgemeine
Einfiihrung in die Methodik des phMRI gegeben. Der zweite Teil der Arbeit beschreibt die
Anwendung des phMRI auf das Tiermodell der angeborenen Angst.

Anm.: Alle Werte sind als Mittelwertt+Standardabweichung angegeben.
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2 TEIL I: Der Einflufl von Blutdruckverinderungen auf das BOLD-Signal

2.1 Einleitung

2.1.1 Der BOLD-Kontrast

Der sogenannte blood oxygenation level-dependent (Blutoxygenierungs-abhingige) oder
BOLD-Kontrast ist heute die am weitesten verbreitete Methode zur funktionellen Bildgebung
des Gehirns sowohl im Menschen wie auch beim Tier.

Magnetresonanztomographische MeBsequenzen, die empfindlich fiir den BOLD-
Kontrast sind, erfassen Verdnderungen in den Transversalrelaxations-Konstanten T2 oder T2*
von Protonenspins, deren Hauptquelle das Wasser in Blut und Gewebe ist (fiir eine kurze
Einfiihrung in die Grundbegriffe der Magnetresonanztomographie — auch Kernspintomo-
graphie oder kurz MR - s. Anhang). Aufgrund seiner paramagnetischen Natur ruft
desoxygeniertes Hamoglobin (dHb) mikroskopische Verzerrungen des Magnetfeldes hervor,
die in verkiirzten transversalen Relaxationszeiten resultieren (Ogawa et al. 1993b; Thulborn et
al. 1982). Neuronale Aktivierung erhoht die lokale dHb-Produktion durch eine Steigerung des
zerebralen Sauerstoffverbrauchs (CMRO,, cerebral metabolic rate of oxygen), 16st jedoch
auch einen Anstieg des lokalen zerebralen Blutflusses (CBF, cerebral blood flow) aus. Ein
Anstieg des CBF verringert iiber eine beschleunigte Auswaschung die dHb-Konzentration,
wirkt also dem Effekt des erhohten Sauerstoffverbrauchs entgegen. In den meisten
Aktivierungparadigmata findet man einen Anstieg von T2 oder T2*, was damit erklédrt wird,
daf3 die dHb-Auswaschung die dHb-Produktion iibertrifft (Villringer 1999).

Auch das zerebrale Blutvolumen (CBV, cerebral blood volume) erhoht sich bei
neuronaler Aktivierung (Mandeville et al. 1998), ein Effekt der wahrscheinlich in erster Linie
durch einen Anstieg des vendsen Blutvolumens bedingt ist (Weisskoff 1999). Da vendses Blut
verhéltnisméfBig desoxygeniert ist, werden dadurch T2 oder T2* im Gewebe verkiirzt. Wie
genau das komplexe Zusammenspiel zwischen Hirnmetabolismus und —hdmodynamik die

GrofBBe der BOLD-Antwort bestimmt, ist bis heute noch nicht vollig verstanden.



2.1.2 Die Verwendung des BOLD-Kontrastes in der pharmakologischen

Magnetresonanztomographie

Die pharmakologische Magnetresonanztomographie (phMRI, pharmacologic magnetic
resonance  imaging) ist eine  besondere = Anwendung der  funktionellen
Magnetresonanztomographie (fMRI, functional magnetic resonance imaging), die den
BOLD-Kontrast dazu verwendet, um pharmakologische Effekte auf die Hirnaktivitét rdumlich
und zeitlich zu charakterisieren. In diesem speziellen Falle ist es denkbar, daf die zerebrale
Hémodynamik nicht nur eine Funktion der lokalen neuronalen Aktivitdt ist, sondern auch
durch systemische kardiovaskuldre oder respiratorische sowie durch direkte vasomotorische
Wirkungen eines Pharmakons beeinflult werden kann. Auch kann nicht ausgeschlossen
werden, dall Neurotransmitter, deren lokale extrazellulire Konzentrationen durch das
Pharmakon verandert werden, Auswirkungen auf den Vasotonus haben.

Um einen neuronalen Substanzeffekt rdumlich und zeitlich korrekt zu beschreiben, ist
die Kontrolle dieser potentiellen konfundierenden Variablen erforderlich. In der vorliegenden
Studie wurden die Auswirkungen von Verdnderungen des mittleren arteriellen Blutdrucks,
kurz BP, auf das BOLD-Signal untersucht, da in diesem Labor wiederholt Ahnlichkeiten
zwischen dem BOLD-Signal und BP-Zeitkurven im Ruhezustand (Elbel et al. 2000) und nach

pharmakologischer Stimulation (Kalisch et al. 2000) beobachtet worden waren.

2.1.3 Blutdruck und BOLD-Kontrast

Der EinfluB des BP auf den BOLD-Kontrast wurde erstmals von Zaharchuk et al.
(1999) an der anisthesierten Ratte untersucht. Ein allméhliches Absinken des BP von —1
mmHg/min, hervorgerufen durch eine kontinuierliche arterielle Blutabnahme, bewirkte
innerhalb der Grenzen maximaler Autoregulation keine signifikanten Anderungen des BOLD-
Signals. Es mufl jedoch darauf hingewiesen werden, das BP-Verdnderungen nach
Substanzgabe héufig abrupt auftreten. Beispielsweise steigerte Amphetamin in der ersten
Tier-phMRI-Studie (Y. C. Chen et al. 1997) den BP innerhalb von vier Minuten um 20
mmHg.

In der vorliegenden Studie wurde daher versucht, den Zusammenhang zwischen BOLD-
Signal und plétzlichen BP-Anderungen zu beschreiben. Dazu wurde ein himorrhagisches
Hypotensionsmodell an der Ratte benutzt, bei dem der BP durch schnelle Abnahme

verschiedener arterieller Blutvolumina manipuliert wurde. Dies fiihrte zu BP-Anderungen von
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durchschnittlich —7,844,7 mmHg/min und von unterschiedlicher Amplitude. Gleichzeitig
wurde das BOLD-Signal mit Hilfe einer weitgehend T2-empfindlichen Spin-Echo Echoplanar
Imaging-Sequenz (SE-EPI) bei einer Feldstdrke von 7 Tesla gemessen. Um zu iiberpriifen, ob
ein moglicher Effekt des BP auf das BOLD-Signal von einem bestimmten
Narkosehintergrund abhédngt, wurden drei verschiedene handelsiibliche Anésthetika

(Isofluran, Halothan und Propofol) eingesetzt.

2.2 Material und Methoden

2.2.1 Operationsmethoden und physiologische Uberwachung

Alle angewendeten Verfahren waren nach dem Tierschutzgesetz und lokalen Richtlinien
genehmigt (TVA-Nr. 211-2531-15/99). Die Studie wurde an neun minnlichen Wistarratten
von Charles River (Deutschland) durchgefiihrt, die je nach Anésthesieform drei Gruppen mit
n=3 zugeordnet wurden: Isofluran (Tiere I1 bis 13, 412 bis 457 g), Halothan (Tiere H1 bis H3,
399 bis 421 g) und Propofol (Tiere P1 bis P3, 411 bis 437 g).

Vorebereitung und Andsthesie erfolgten nach einem Standardprotokoll (Elbel et al.
2000): Die Tiere wurden nach einer 45miniitigen Gewohnungszeit im MR-Labor mit
Halothan anésthesiert, oral intubiert und mechanisch bei einer Frequenz von 50 Atemziigen
pro Minute und einem Ein- zu Ausatemverhiltnis von 40:60 mit 1,9% Isofluran in 40% O,
und 60% N, beatmet. Als Respirator wurde ein RUS-1301/s (Féhr Medical Instruments,
Deutschland) verwendet. Die Luft wurde angefeuchtet. Der Austrocknung von Schleimhéduten
und Augen wurde durch Aufbringung von Salbe (Bepanthen, Roche, Schweiz) auf Zunge und
Augen begegnet. Intubationsbesteck und -aufbau sowie Vorgehensweise sind in Abb. 1
dargestellt. Eine - oder in der Propofolgruppe zwei - Schwanzvenen, die Schwanzarterie und
eine Femoralarterie wurden katheterisiert. Hierzu wurde ein Polyethylenschlauch von einem
Innendurchmesser von 0,4 mm und einem AufBendurchmesser von 0,8 mm (SIMS Portex,
Grof3britannien) verwendet, der am Anfang leicht ausgezogen und am Ende in eine Brauniile
eingebracht war. Die Tiere wurden dann in einem im Hause gefertigten Rattenbett mit
eingebauter Kopfhalterung und Wasserheizung fixiert (Abb. 2). Das Bett besall weiter eine
Halterung fiir eine speziell fiir Rattenkopfe gefertigte Empfangs-Oberfldchenspule (M.
Neumeier, Boehringer Ingelheim, Deutschland). Die Korpertemperatur wurde mit einer
Rektalsonde (Datex, Finnland) erfa3t und manuell bei 38+0,5 °C gehalten. Zur Messung der
arteriellen Sauerstoffséttigung (SpO;) und der Herzfrequenz (HF) wurde ein fiberoptisches
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Pulsoxymeter (Nonin, USA) am linken Hinterlauf befestigt. Die HF wurde aus dem Rohsignal
mit Hilfe speziell angepaliter, LabView-basierter Software berechnet. Die Atemgase (O,
CO,), die Konzentration der gasformigen Anisthetika und der Atemwegsdruck (P,) wurden
durch einen Datex AS/3-Anisthesiemonitor iiberwacht. Der Monitor, der fiir die klinische
Anwendung gebaut ist, bendtigt ein Probenvolumen von ca. 200 ml/min, das im Bereich des
Atemminutenvolumens der Ratte liegt. Dadurch wird die Messung des endexspiratorischen
CO; (EtCO,) systematisch verfalscht. Durch eine Reduzierung der Atemfrequenz von 50 auf
15/min tiber drei bis vier Zyklen kann das EtCO; jedoch hinreichend genau bestimmt werden,
indem man die Differenz der EtCO,-Werte bei beiden Frequenzen bildet und diese als
additiven Korrekturterm einsetzt (Elbel et al. 2000). Eine derartige Kalibration wurde
wiederholt wéihrend der Operation und kurz vor der Messung durchgefiihrt, wodurch EtCO,
im Verlaufe der Untersuchung bei 35 bis 40 mmHg gehalten werden konnte. Insbesondere
wurde EtCO, wihrend des phMRI-Experiments so reguliert, da3 es nicht mehr als £1 mmHg
vom Anfangswert abwich. Der BP wurde kontinuierlich iiber einen an den Anisthesiemonitor
angeschlossenen Druck-Transducer (ST33, pvb, Deutschland) gemessen. Die physiologischen
Daten wurden alle 20 s auf einem PC gespeichert. Am Ende der Untersuchung wurden die

Tiere mit i.v. KCI euthanasiert.

2.2.2 Experimenteller Ablauf

Nach Lagerung des Tiers im Tomographen wurde die Narkose auf 1.1% Isofluran, 0.9%
Halothan bzw. 0.475 mg/kg/min iv. Propofol umgestellt. Die Dosierung beider
Inhalationsnarkotika entspricht 0.8 MAC bei der Ratte (Flecknell 1996); bei Propofol werden
in der Literatur fiir eine chirurgische Langzeitnarkose 0,5 — 1 mg/kg/min empfohlen
(Flecknell 1996). In den Tieren I1 bis 13, H1 und P1 wurde unmittelbar vor und nach jedem
MR-Experiment eine Blutgasanalyse auf einem Ciba Corning-Mefisystem (Deutschland)
durchgefiihrt. Um die experimentellen Bedingungen einer phMRI-Messung nachzuahmen,
wurde wihrend des Versuches zehn Minuten vor der ersten Hadmorrhagie mit 2 mg/kg
Pancuroniumbromid (CuraMed, Deutschland) eine Muskelrelaxation induziert. Dann wurden
wiederholt Blutvolumina von 0,2 bis zu 4 ml aus der Femoralarterie abgenommen. Dies
geschah jeweils innerhalb von ein bis zwei Minuten und bewirkte so schnelle BP-Abfille
unterschiedlicher Amplitude. Nach jeder Abnahme wurde das heparinisierte Blut reinfundiert,

um eine ldngere Hypovoldmie zu vermeiden. Zwischen aufeinanderfolgenden Eingriffen



Abb. 1 Intubation einer Ratte. A Intubationsbesteck bestehend aus Kinder-Laryngoskop (1),
Mandrin aus Kupferdraht (2), Tubus, gefertigt aus einem Zentralvendsen Katheter mit
flexiblem Mittelteil aus Silikonschlauch (3), und Pinzette (4). B Die Ratte wird nach
Vornarkotisierung im Halothan-Topf in Riickenlage an den Vorderzdhnen aufgehidngt. C Die
Zunge wird zuriickgezogen und das Laryngoskop eingefiihrt, um unter Sicht der Stimmritze
intubieren zu konnen. D Intubierte Ratte, Tubus (1) und Konnektor zu Beatmungsschlduchen

).



Abb. 2 Lagerung und Uberwachung einer beatmeten Ratte. A Lagerung in Rattenbett mit
Kopffixierung bestehend aus Ohrstiften (1), Beiflschiene (2) und Sicherheitsbiigel (3). Die
Wunde am Riicken (4) ist bei der Entfernung des Transponders entstanden. B Gelagerte Ratte
an der Vorder6ffnung des Tomographen (1) in Gradientenrohr (2) mit Oberflachenspule (3)
und Beatmungsschlduchen (4). C Beatmungs- und Anisthesieiiberwachungseinheit mit
Kontrollbildschirm fiir Atem- und Narkosegase, Atemwegsdruck, Blutdruck und
Korpertemperatur (1), Anidsthesiemonitor (2), Respirator (3), Pulsoxymeter (4),
Narkosegasverdampfer (5) und abgeschirmtem Penetrationspanel (6) fiir Beatmungsschlduche
und Kabelleitungen in den eigentlichen Scanner-Raum (m. frndl. Genehm. Dr. G.-K. Elbel).
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lagen mindestens fiinf Minuten. Die Messungen wurden fiinf Minuten vor der Pancuronium-

Injektion begonnen und dauerten zwischen 60 und 90 Minuten.

2.2.3 Magnetresonanztomographie

Alle Versuche wurden auf einem Bruker 7 Tesla Avance Biospec 70/30-Scanner
(Bruker, Deutschland) durchgefiihrt. Fiir anatomische Aufnahmen wurde eine RARE-Sequenz
mit TR=5000 ms, TE=6,9 ms, RARE-Faktor 16 und einer rdumlichen Auflésung von
0,25x0,25x1 mm’ verwendet. Die BOLD-Experimente erfolgten mit einer vierfach
segmentierten SE-EPI mit TR=5000 ms, TE=34,7 ms, einer zeitlichen Auflésung von 3
Bildern pro min und einer rdumlichen Auflosung, die der der anatomischen Bilder entsprach.
Dazu wurde mit Hilfe eines Rattenhirnatlanten (Paxinos und Watson 1998) eine axiale
Schicht iiber frontoparietalem Kortex und Caudatoputamen 1 mm rostral des Bregmas
positioniert (Abb. 3). Die weitgehend T2-
sensitive Spin-Echo-Sequenz wurde an
Stelle einer T2*-empfindlichen Gradienten-
Echo-Sequenz eingesetzt, um Inflow-
Effekte (Gao et al. 1996; Turner 1997) und
den Beitrag groBler Gefialle (Boxerman et al.

1995; Kennan et al. 1994) gering zu halten.

Abb. 3 Schnittfiihrung und Definierung der
Zielregionen ,,gesamte Schicht“ (1) und
LHatriata® (2, 3). Sequenz: SE-EPI (s. Text).

2.2.4 Datenanalyse

Die BOLD-Zeitkurven und die entsprechenden Verlaufe von BP, HF, EtO, und EtCO,
wurden zunichst visuell begutachtet. Dabei zeigte der BP die auffilligsten Ahnlichkeiten mit
den BOLD-Zeitkurven. Die weitere Analyse wurde daher auf den BP eingeschrankt.

Um unabhingig von einer unmittelbaren zeitlichen Beziehung zu Blutabnahmen oder -
reinfusionen schnelle BP-Anderungen identifizieren zu konnen, wurden die Steigungen der

iiber drei Zeitpunkte geglitteten BP-Kurven betrachtet. Als ,,Ereignisse® wurden diejenigen
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BP-Verianderungen definiert, die in zwei aufeinanderfolgenden Zeitpunkten eine Steigung von
> 1 mmHg pro Zeitpunkt, d.h. pro 20 s aufwiesen. Auf diese Weise konnte die Variation in
den BP-Zeitkurven maximal ausgenutzt werden. Startpunkt ty, und Maximum tp.x eines
Ereignisses waren durch die Anderung des Vorzeichens der Steigung bestimmt. Die
Amplitude (in mmHg) eines Ereignisses wurde als die Differenz ungeglétteter BP-Werte
zwischen ty, und t..x festgelegt. Die Steigung eines Ereignisses war der Quotient aus
Amplitude und Dauer. Jegliches Ereignis, das innerhalb der ersten 15 min des Versuchs, also
vor der ersten Blutabnahme, stattfand, wurde verworfen.

Zielregionen wurden nach Mallgabe des Rattenhirnatlanten (Paxinos und Watson 1998)
mit der FUNTool-Software (Bruker, Deutschland) in die EPI-Bilder eingezeichnet (Abb. 3)
und mittlere BOLD-Zeitkurven extrahiert.

Fiir jedes negative Ereignis wurde — beginnend fiinf Minuten vor und endend 10
Minuten nach t, - der Kreuzkorrelationskoeffizient (KK) zwischen BOLD- und synchronem
BP-Verlauf berechnet. Da die niedrige Abtastrate u.U. Verschiebungen der beiden Zeitkurven
bedingen konnte, wurden die KKSs {iber 1 Zeitpunkt optimiert. Dabei blieben alle Zeitkurven
ungefiltert.

Die Nullhypothese, daB es keine Korrelation zwischen BP und BOLD gebe, wurde mit
einem Einstichproben-Mediantest nach Wilcoxon iiberpriift. Der Test wurde zunéchst iiber
alle Ereignisse in allen Tieren durchgefiihrt, um die allgemeine Abhingigkeit von BP und
BOLD zu ermitteln. In einem zweiten Schritt wurden die Anésthesiegruppen getrennt getestet.
Die Datenanalyse wurde mit Excel 97 und SPSS 9.0 vorgenommen.

Zur Beschreibung des rdumlichen Musters der BP-BOLD-Korrelationen wurden KK-
Karten erzeugt. Die Berechnung erfolgte pixelweise unter Verwendung gleitender BOLD-
Mittelwerte (zeitliche Glittung +1 Zeitpunkt, rdumliche Glittung in einem 3x3-Kernel) mit
FUNTool. Darauthin wurden erneut Mediantests iiber alle Tiere durchgefiihrt, um die
Beziehung zwischen BP und BOLD im rechten und linken Caudatoputamen zu ermitteln
(Abb. 3). Diese Zielregionen wurden ausgewdhlt, da sie ausschlieBlich parenchymales

Gewebe ohne groBere, oberflichliche Gefalle enthalten.
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2.3 Ergebnisse
2.3.1 Durch Blutabnahme und —reinfusion induzierte Blutdruckdnderungen

Zehn Minuten nach der Pancuronium-Injektion war der BP erhoht, jedoch stabil. Die
darauffolgenden Blutabnahmen und -reinfusionen verursachten BP-Anderungen, die
entweder unmittelbar auf einen Eingriff folgten oder ,spontan® auftraten, d.h. einige Zeit,
nachdem die Eingriffe bereits eine BP-Antwort verursacht hatten. Beispielsweise erholte sich
in einigen Féllen der BP selbsttétig und beinahe vollstindig innerhalb weniger Minuten nach
einer Blutabnahme. In diesen Fillen wurde die Reinfusion erst vorgenommen, nachdem sich
der BP stabilisiert hatte, um auf einem hoheren BP-Niveau ein zusétzliches positives BP-
Ereignis zu erzeugen. Dies fiihrte jedoch nur selten zu einem deutlichen zusitzlichen BP-
Anstieg. Zwei Tiere (I1 und H3) gerieten nach einigen Eingriffen in einen Zustand
anhaltender BP-Instabilitdt, der durch oszillatorisches BP-Verhalten gekennzeichnet war;

diese Ereignisse wurden aus der Analyse ausgeschlossen.

Abb. 4 zeigt den mittleren Zeitverlauf Negative BP-Ereignisse

negativer BP-Ereignisse. Die mittlere Steigung 10

der BP-Abfille war 7,844,7 mmHg/min; die 105 ] —BP—BOLD |,

Amplituden reichten von —2,8 bis —82,6 mmHg. 100 |

In Abb. 5 sind die mittleren Zeitverldufe = o1 _

negativer ~ BP-Ereignisse in  den  drei E o0 f §
& o

Anisthesiegruppen dargestellt. Die mittleren 8 |

Steigungen lagen bei —6,6+4,2 mmHg/min unter 80 T

Isofluran, -7,0+4,3 mmHg/min unter Halothan By

70

und —10,3+5,5 mmHg/min unter Propofol (Tab.
1). Zeit [min]

Abb. 4 Durch arterielle Blutabnahme hervorgerufene, iiber alle negativen Blutdruck(BP)-
Ereignisse gemittelte BP-Zeitverliufe und zugehorige, gemittelte BOLD-Signalverlaufe
(Skalierung bezogen auf die fiinf Minuten vor dem Ereignis). Zahl der Ereignisse: 32. Zahl
der Tiere: 9. Zielregion: gesamte Schicht. Zur Mittelung wurde der Startpunkt ty der BP-
Abfille als Zeitpunkt 0 gesetzt. Die BOLD-Werte wurden bezogen auf die ersten 5 min
skaliert. Alle gemittelten und dargestellten Zeitkurven sind ungegléttet.
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Abb. 5 Durch arterielle Blutabnahme hervorgerufene, iiber negative Blutdruck(BP)-
Ereignisse gemittelte BP-Zeitverldufe und zugehdrige, gemittelte BOLD-Signalverldufe in
den drei Anisthesiegruppen. Die Zahl der gemittelten Ereignisse war 12 unter Isofluran (A),
11 unter Halothan (B) und 9 unter Propofol (C). Zahl der Tiere: 3 pro Gruppe.

Es stellte sich als schwierig heraus, unter Propofol kleinere oder mittlere BP-Abfille von —10

bis —50 mmHg zu erzeugen. Daher lagen die durchschnittlichen BP-Abfille unter den

gasformigen Narkotika bei —20 mmHg, jedoch unter Propofol bei —50 mmHg. Zudem stellte

sich heraus, da3 die Zahl positiver Ereignisse aus einer stabilen BP-Lage heraus zu klein war,

um sinnvolle Aussagen treffen zu konnen (Daten nicht gezeigt). Im folgenden werden daher

nur negative Ereignisse berticksichtigt.

[Hb] fiel von 14,1+1,1 vor auf 11,5+0,8 g/dl nach der MR-Messung. Weitere

physiologische Daten beziiglich der negativen Ereignisse finden sich in Tab. 1.

Anasthetikum Isofluran Halothan Propofol
Mittlerer BP 10 min nach 103.2+4.9 111.648.1 133.3+12.3
Pancuronium [mmHg]
_Abgenommene Blutvolumina [ml] 0.2 bis 3.5 0.5 bis 4 0.5 bis 3
Negative BP-Ereignisse:
Gesamtzahl 12 11 9
Amplituden [mmHg] -2.8 bis -61.7 | -8.1 bis -46.1 -4 bis -82.6
Max. BP bei t, [mmHg] 110.5 117.9 144.9
Min. BP bei tx [MmHg] 46.6 58.6 471
Mittlere Steigung [mmHg/min] -6.614.2 -7.0+4.3 -10.315.5

Tab. 1 Negative Blutdruck(BP)-Ereignisse.
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2.3.2 Korrelationen zwischen Blutdruck und BOLD

Die Kreuzkorrelationen (KKs) zwischen BP- und BOLD-Zeitkurven wihrend der
negativen BP-Ereignisse wichen in der Gesamtgruppe aller neun Tiere signifikant von Null ab
(Median 0,41, p<0,01, Zielregion: gesamte Schicht, s. Tab. 2). Die gemittelten BP- und
BOLD-Zeitkurven zeigt Abb. 4. Dieser Effekt lie sich nicht durch ein besonderes
Anisthesieverfahren erkldren, da alle drei Anésthesiegruppen signifikante KKs aufwiesen

(Isofluran: 0,54, p<0,01; Halothan: 0,28, p<0,01; Propofol: 0,56, p<0,01, Tab. 2, Abb. 5).

Getestete Gruppe Median p Ereignisse | Tiere
(Zielregion gesamte Schicht) der KKs

Alle Tiere 0.41 <0.01 32 9
Isoflurangruppe 0.54 <0.01 12 3
Halothangruppe 0.28 <0.01 11 3
Propofolgruppe 0.56 <0.01 9 3

Tab. 2 Korrelationen zwischen BP und BOLD. KK: Kreuzkorrelation.

2.3.3 Raumliche Beziehung zwischen Blutdruck und BOLD

Zur Beantwortung der Frage nach der rdumlichen Homogenitit der beobachteten BP-
BOLD-Korrelationen wurden KK-Karten unter Verwendung des BP als Referenzvektor
berechnet. Abb. 6 zeigt eine reprasentative Karte fiir ein BP-Ereignis. Es zeigte sich, dal} die
Hohe der Korrelation regional unterschiedlich war. In Regionen mit groferen Geféllen wie der
Kortexoberfldche, dem Sinus sagittalis und einer dreieckigen, basal gelegenen Region, die die
vorderen Hirnarterien und —venen sowie das Organum vasculosum laminae terminalis enthélt,
fanden sich positive Korrelationen >0,5 und negative Korrelationen <-0,5. Im Hirnparenchym
wurden positive Korrelationen im Kortex und — in Form verhdltnismédBig symmetrisch
verteilter kleinerer Flecken oder Cluster — auch im subkortikalen Gewebe beobachtet. Dariiber
hinaus gab es auch einige Orte negativer Korrelation. Asymmetrien im Kortex mégen mit B;-
Inhomogenititen der verwendeten Oberflachenspule zusammenhéngen.

Um auszuschlieBen, da die gemessene Gesamtkorrelation lediglich durch hohe
Korrelationen an der Hirnoberfldche, also wahrscheinlich durch grof3e oberfldchliche Gefale,
zustande kommt, wurden — analog einer hdufig angewandten Auswertungspraxis zur Analyse
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regionaler Zeitkurven aus einem phMRI-Experiment — eine linke und eine rechte striatéire
Zielregion definiert (Abb. 3). Auch hier waren BP und BOLD signifikant, wenngleich
weniger stark korreliert (rechtes Striatum: Median 0,2, p<0,01; linkes Striatum: Median 0,14,
p<0,01; n = je 32 Ereignisse; Analyse iiber alle Tiere).

Abb. 6 Karte der Kreuzkorrelation zwischen Blutdruck- und BOLD-Signalzeitverldufen
wiéhrend einer fiinfzehnminiitigen, experimentell induzierten BP-Verdnderung in einem
Isofluran-narkotisierten Tier (I3). A positive Korrelationen. B negative Korrelationen. Die
Farbtabelle bezeichnet Kreuzkorrelationsschwellen.

2.4 Diskussion

In der vorliegenden Studie wurden durch wiederholte Abnahme verschiedener Volumina
arteriellen Blutes negative Anderungen des BP von verschiedener Héhe und Steigung erzeugt.
Das BOLD-Signal, das wihrend dieser Eingriffe gemessen wurde, war signifikant mit dem
mittleren arteriellen Blutdruck korreliert. Die beobachteten Korrelationen waren rdumlich
heterogen, wobei hohere Korrelationen in grolen Oberflichengefdlen gefunden wurden.
Dennoch wies auch das Parenchym signifikante Korrelationen zwischen BP- und BOLD-
Zeitkurven auf. Diese Beziehung galt fiir alle drei Narkosebedingungen.

Letzteres legt nahe, daB BP-induzierte BOLD-Anderungen nicht auf eine bestimmte
Anisthesie zuriickzufiihren sind, sondern in der Tat ein allgemeines Phidnomem fiir
andsthesierte Ratten zumindest bei hoher Feldstirke darstellen. Angesichts der geringen
GruppengroBBen und der Erzeugung mehrerer und somit nicht-unabhingiger Ereignisse pro
Tier wire es nicht statthaft, Unterschiede zwischen den verwendeten Narkotika zu
untersuchen, was im Rahmen dieser Studie auch nicht beabsichtigt war. Auch kann aus den

vorhandenen Daten nicht auf den wachen Zustand geschlossen werden.
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2.4.1 Methodische Beschrankungen der Blutabnahme- und Reinfusionstechnik

Die Blutabnahme- und Reinfusionsmethode hat ihre eigenen Beschrinkungen.
Zuvorderst gelang es nur selten, grolere BP-Anstiege aus einer normotensiven Ruhelage
heraus zu generieren. Beinahe jedes positive BP-Ereignis in dieser Studie folgte direkt auf
einen mehr oder weniger starken BP-Abfall. Die positiven BP-Ereignisse entstanden somit in
einer unstabilen physiologischen Situation, die anders als diejenige der negativen Ereignisse
war und dariiber hinaus kaum mit der Situation in einem phMRI-Experiment verglichen
werden kann, wo der BP-Anstieg pharmakologisch von einem normalen Niveau aus induziert
wird.

Um Komplikationen vergleichbar einem hédmorrhagischen Schock zu vermeiden,
wurden die Hypovoldmieperioden durch die Blutreinfusionen begrenzt und zudem niemals
mehr als 10 mg/kg Blut pro Eingriff abgenommen. Bei Hunden konnte 15 Minuten nach
einem Blutverlust von 10 ml/kg mit einer radioaktiven Kontrastmittelmethode keine
signifikante Anderung des CBF festgestellt werden (R. Y. Chen et al. 1984). Auch konnte ein
typisches Zeichen des himorrhagischen Schocks — ein HF-Anstieg bei dauerhaft erniedrigtem
BP (Kirkeby et al. 1997; Mittmann et al. 1976) — in keinem der Experimente beobachtet
werden. Dennoch ist nicht vollig auszuschlieBen, daB durch einige der groBeren
Blutabnahmen dem Schock verwandte physiologische Antworten ausgelost wurden wie
beispielsweise die Freisetzung vasoaktiver Substanzen oder eine bedeutende und lang
anhaltende Verringerung des Herzausstoes und des Schlagvolumens, begleitet von einer
Reduzierung des CBF und der zerebralen O,-Versorgung und einem Anstieg der O,-
Extraktion (R. Y. Chen et al. 1984; Mittmann et al. 1976; Schmoker et al. 1992). All diese
Verdnderungen wiirden jedoch zu einem starken, dauerhaften Abfall des BOLD-Signales
fiihren. Im Gegensatz dazu stieg in dieser Studie das BOLD-Signal wieder an, sobald der BP
anstieg.

Eine andere mogliche Komplikation bestand in der unvermeidlichen Verringerung des
[Hb]. Obwohl durch die Reinfusionen versucht wurde, einen bleibenden Blutverlust zu
verhindern, mufiten die Pancuronium-Injektion und der Gebrauch NaCl-gefiillter Katheter bei
der Reinfusion notwendigerweise zu einer gewissen Hamodilution fiihren. Dies sollte jedoch
keine entscheidenden Auswirkungen auf die dargelegten Schluflfolgerungen zum Einfluf3
akuter BP-Verdnderungen auf das BOLD-Signal haben, da es als unwahrscheinlich betrachtet
werden muf3, dafl in den kurzen Zeiten der Hypovoldmie zwischen Abnahme und Reinfusion

eine relevante Fliissigkeitsverschiebung vom extra- ins intravaskuldre Kompartiment
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stattfinden konnte. Eher muf3 davon ausgegangen werden, dal3 der schnelle Wiederanstieg des
BP dieser Fliissigkeitsverschiebung entgegengewirkt haben sollte (Mittmann et al. 1976).
Hinzu kommt, daf3 der mikrovaskuldare Hamatokrit vermutlich auch dann konstant bleibt,
wenn der arterielle stark reduziert wird (Hudetz et al. 1999).

Die geschilderten Beschriankungen und Einschrdnkungen hétten durch eine Strategie
pharmakologischer BP-Modulierung vermieden werden konnen. Dies hitte jedoch
unweigerlich andere Nachteile mit sich gebracht. Insbesondere wire es schwierig gewesen,

mogliche substanzvermittelte neuronale oder direkt-zerebrovaskuldre Effekte auszuschlieBen.

2.4.3 CBF, CBV und BOLD wiéhrend Blutdruckverdnderungen

Jegliche Diskussion des BP-Effektes auf das BOLD-Signal mul den Mechanismus der
zerebralen Autoregulation berilicksichtigen. Die zerebrale Autoregulation palit den
Durchmesser arterieller und arterioldrer Gefille so an, dal der CBF auch bei Schwankungen
des systemischen BP konstant bleibt. Allgemein gesagt flihrt ein Anstieg des systemischen BP
zu zerebraler Vasokonstriktion, ein Abfall zu Vasodilation (Kuschinsky 1999). Die
Geschwindigkeit, mit der BP-Anderungen auftreten, hat wahrscheinlich groBen EinfluB
darauf, inwieweit der CBF konstant gehalten werden kann. So haben Barzo ef al. (1993) mit
Hilfe der Laser-Doppler-FluBmessung gezeigt, dal der CBF in Urethan-andsthesierten Ratten
unverindert bleibt, solange eine Hypotension mit weniger als 24 mmHg/min ausgeldst wird.

Um die Autoregulation weitest moglich zu erhalten und auch um den Verhéltnissen in
Tier-phMRI-Studien moglichst nahe zu kommen, wurden hier verhdltnisméfBig niedrige
Narkosedosen verwendet. Zudem wurde darauf geachtet, da3 der BP wihrend der Eingriffe
nicht deutlich unter 50 mmHg fiel. Dieser Wert wird als die Untergrenze vollstindig intakter
Autoregulation angesehen (Kuschinsky 1999). Der Literatur nach zu urteilen, ist die
Autoregulation bei den gewidhlten Dosen durch Propofol nicht (Werner et al. 1993) und durch
Isofluran und Halothan nur teilweise beeintrdchtigt (Hoffman et al. 1991; Lee et al. 1994;
Morita et al. 1977). Da die BP-Anderungsgeschwindigkeiten deutlich unter der von Barzo et
al. (1993) vorgeschlagenen kritischen Grenze von 24 mmHg/min blieben, kann davon
ausgegangen werden, daB3 der CBF und damit die dHb-Auswaschung und die Sauerstoft-
Extraktionsfraktion durch die BP-Verdnderungen nicht wesentlich beeinfluflt wurden.

Zur Erkldarung der BOLD-Signal-Verringerungen wéhrend der BP-Abfille bietet sich die
Hypothese eines Anstiegs des CBV an. Wenn sich als Reaktion auf einen Abfall des
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Perfusionsdruckes die zerebralen Widerstandsgefafle 6ffnen, muf} dies einen Anstieg des CBV
nach sich fiihren.

Arterien und Arteriolen werden iiblicherweise als Hauptregulatoren des CBF betrachtet.
Eine VergroBerung des Durchmessers pialer Arterien wahrend eines Absinkens des BP ist
wiederholt beschrieben worden (s. z.B. Auer et al. 1987a; Kontos et al. 1978). Wenn
Bildvoxel in der grauen Substanz mehr frisches, oxygeniertes Blut erhalten, sollte dies zu
einem Anstieg des T2 fiihren. Da jedoch Arteriolen weniger als 15% des Blutvolumens eines
typischen kortikalen Voxels ausmachen (Weisskoff 1999) und das arterielle T2 bei 7 Tesla
(50 ms (Ogawa et al. 1993a)) nur geringfiigig ldnger als das Gewebe-T2 ist (42 bis 48 ms
(Cremillieux et al. 1998)), diirfte dieser Effekt weniger bedeutsam sein. Hingegen konnte
wihrend Hypotension auch eine Erweiterung von Venen beobachtet werden (Auer et al.
1987b). Dabei ist wichtig zu bedenken, dal auch nur méBige Venodilation einen
betridchtlichen CBV-Anstieg bewirken diirfte, da das vendse Kompartiment mehr als 40% des
Blutvolumens eines kortikalen Voxels ausmacht (Weisskoff 1999). Das venose T2 liegt bei 7
T nur bei 15 bis 20 ms (Ogawa et al. 1993a), und dies konnte die Ursache der beobachteten
BOLD-Signal-Reduktionen sein.

In einer Studie mit allmdhlicher BP-Absenkung von —1 mmHg/min bei 4,7 T fanden
Zaharchuk et al. (1999) BOLD-Signal-Verdnderungen weder mit einer T2- noch mit T2*-
sensitiven Sequenz. Interessanterweise fanden sie auch eine lediglich nicht-signifikante CBV-
Zunahme innerhalb des Rahmens intakter Autoregulation. Diesen scheinbaren Widerspruch
zur herrschenden Auffassung der Autoregulation erkldren die Autoren mit einer Begrenzung
der Vasodilation auf das arterielle und arterioldre Kompartiment. Unter dieser Annahme ist
nur folgerichtig, daB BOLD nicht absank (das arterielle T2 ist ca. 100 ms, das T2 des
Gewebes hingegen ca. 50 ms bei 4,7 T (Meyer et al. 1995; van Zijl et al. 1998)). Dennoch
mag eine abruptere BP-Verdnderung, die vendse Dilation hervorruft, bei einem vendsen T2
von =22 ms (Meyer et al. 1995) bei 4,7 T sehr wohl das T2 der grauen Substanz verkiirzen
und damit das BOLD-Signal beeinflussen.

Die zunehmende Angleichung von vendsem und Gewebe-T2 bei abnehmender
Feldstirke sollte zu einem geringeren EinfluB von BP-Anderungen bei niedrigeren
Feldstirken fithren. Entsprechend wurden nur geringe BOLD-Verinderungen nach Steigerung
des BP mit Kokainmethiodid bei 3 T gefunden (F. Luo, Wisconsin, personliche Mitteilung).
Hingegen hatte Noradrenalin bei 9,4 T einen sehr ausgepréigten Effekt auf das BOLD-Signal
(U.I. Tuor, Winnipeg, personliche Mitteilung). Der Effekt ist also wahrscheinlich
feldstirkenabhéngig.
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Bei Erzeugung abrupter BP-Verdnderungen wiirde der Ansatz von Zaharchuk et al.
(1999), CBF, CBV und BOLD unter dem selben Paradigma zu messen, erlauben, den
genauen physiologischen Mechanismus, der den BP-induzierten BOLD-Anderungen
unterliegt, besser zu charakterisieren und die vorgeschlagene Hypothese konstanten CBFs und
erhohten CBVs zu testen. Um die negativen Korrelationen im Sinus sagittalis zu verstehen,

missen moglicherweise FluBgeschwindigkeits-Effekte mitberiicksichtigt werden.

2.4.4 Bedeutung der Ergebnisse fiir das phMRI

Die vorgestellten Daten legen nahe, da3 durch kardiovaskuldre Nebenwirkungen eines
Pharmakons ausgeloste Verdnderungen des BP zu Verdnderungen des BOLD-Signals
beitragen und damit eine mogliche konfundierende Variable im phMRI darstellen. Die
Eliminierung dieser Konfundierenden wird dadurch erschwert, daBl das Muster der
Signaldnderungen nicht global uniform ist. Um jedoch den BOLD-Kontrast zur quantitativen
Messung der pharmakologischen (De-)Aktivierung von Hirnregionen einsetzen zu kdnnen, ist
es zwingend erforderlich, neuronale BOLD-Effekte von mdglichen systemischen,

physiologischen Konfundierenden zu trennen.

2.4.5 Losungsansitze

Eine Trennung neuronaler von systemischen Effekten mag durch Beriicksichtigung ihrer
zeitlichen Dynamik gelingen, falls diese unterschiedlich ist. Hierzu existieren adaptive
statistische Methoden (Bloom et al. 1999; Gdssl et al. 2001).

Alternativ konnte ein systematischer Vergleich verschiedener Anésthetika und
Anisthesietiefen zur Identifikation einer optimalen Narkose mit geringstmoglichem Artefakt
fiihren, wenngleich bedacht werden sollte, daf in dieser Studie BP-BOLD-Korrelationen unter
allen drei Narkotika beobachtet wurden. Ein solch systematischer Ansatz kdnnte auch helfen,
kritische Amplituden und Geschwindigkeiten von BP-Anderungen zu definieren. In jedem
Fall wiirde dies jedoch experimentelle Einschrankungen mit sich bringen.

Eine andere Losung konnte in einer kontinuierlich angepaliten Infusion eines systemisch
vasoaktiven Agens wie Phenylephrin liegen, mit dem der BP wéhrend der Wirkungsdauer des
interessierenden Pharmakons konstant gehalten werden kann. Dies ist in den Abb. 7 und 8

dargestellt.
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In Teil II dieser Doktorarbeit lieBen Vorexperimente vermuten, dal nach Gabe von
Diazepam-Lipuro (B.Braun, Deutschland) der BP als Folge des verwendeten Vehikels leicht
anstieg und das BOLD-Signal abfiel. (Hingegen rief Diazepam in alkoholischer Losung einen
zeitlich dhnlichen Abfall sowohl von BP als auch von BOLD hervor, der keine Separierung
der beiden Grofien erlaubte (Daten nicht gezeigt)). Zudem schienen bei Diazepam-Lipuro die
Amplituden von BP-Anstieg und BOLD-Abfall nicht miteinander korreliert zu sein, so daf3
unter den spezifischen experimentellen Bedingungen BP und BOLD entkoppelt zu sein
schienen. Wie in Teil II berichtet, stellten sich die BP-Verdanderungen nach Diazepam jedoch
im Gruppenmittel selten als signifikant von Null verschieden heraus und waren zwischen den
experimentellen Gruppen nicht zu unterscheiden. Die in Teil I beschriebene BP-BOLD-

Problematik entfiel also hier.

2.4.6 Human-phMRI

BOLD-phMRI ist aufgrund seiner Nicht-Invasivitit eine attraktive Methode,
pharmakologische Effekte am wachen Menschen zu untersuchen. Es ist daher nun von
besonderem Interesse, den Einfluff des BP auf BOLD am Menschen und bei niederen
Feldstiarken zu ermitteln. Die bisher einzige Studie zu diesem Thema (Harper et al. 2000)
verwendete das Valsalva-Mandver (Atmen gegen die geschlossene Glottis), Eintauchen der
Hand in kaltes Wasser u.a. Methoden und erreichte damit BP-Steigerungen von 30-40 mmHg
innerhalb von zwei Minuten. Das beobachtete weit verteilte Muster von T2*-Zunahmen
wurde von den Autoren als Karte BP-regulatorischer Regionen interpretiert. Angesichts der
hier gezeigten Ergebnisse ist nicht auszuschlieBen, da3 autoregulatorische Phinomene zu dem
Muster beigetragen haben. Lediglich eine detaillierte Analyse der Zeitkurven sollte hier

Aufschlul3 geben kdnnen, welche der beiden Hypothesen zutrifft.
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Abb. 7 Die Beobachtung,
daB  positive  (durch
Phenylephrin induzierte)
Blutdruck(BP)-
Verdnderungen ebenfalls
das BOLD-Signal
beeinflussen, ist eine
zusitzliche  Validierung
der Studie.

In dem Experiment wurde
eine 446 g schwere,
mannliche LAB-Ratte (s.
Teil 1) mit 0.8%
Halothan anésthesiert und
nach einer zehnminiitigen
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Ruhephase tiber 25 Minuten mit kontinuierlich zwischen 5 und 40 ml/h angepal3ten Volumina
des a-adrenergen Agonisten Phenylephrin i.v. infundiert (Losung: 2,5 pg/ml in NaCl). Dieser
periphere Vasokonstriktor iiberschreitet nicht die Blut-Hirn-Schranke, seine Effekte auf das
BOLD-Signal sind also hochstwahrscheinlich nicht neuronal vermittelt. Zielregion: gesamte
Schicht. Sequenz: RARE (s. Teil II). Skalierung der BOLD-Werte bezogen auf Ruhephase.

Abb. 8 Kontrolle des

Blutdrucks mit
Phenylephrin wihrend
phMRI. Die
Phenylephrin-Methode
konnte eine
Losungsmoglichkeit  fiir
das beschriebene
,.Blutdruck-Problem® im
phMRI darstellen.

In dem Experiment wurde
eine 371 g schwere,
ménnliche LAB-Ratte mit
0.8% Halothan
andsthesiert, bevor ihr
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Blutdruck mit einer kontinuierlich angepal3ten Phenylephrin-Infusion (s. Abb. 7) auf ca. 120
mmHg eingeregelt wurde. Nach einer zehnminiitigen Ruhephase wurden 1 mg/kg des
Benzodiazepins Diazepam ({) und zehn Minuten spiter 20 mg/kg des Benzodiazepin-
Antagonisten Pentylentetrazol (PTZ, T) i.v. verabreicht. Die gegensinnigen Auswirkungen auf
das BOLD-Signal entsprechen der theoretisch zu erwartenden neuronal-hemmenden bzw.
erregenden Funktion der Substanzen. Da der Blutdruck dank der Phenylephrin-Infusion
konstant bleibt, kann er nicht zu Erklirung der BOLD-Antworten herangezogen werden.

Weiteres s. Abb. 7.
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2.4.7 SchluBbemerkung

Es konnte gezeigt werden, dall systemische Verringerungen des arteriellen Blutdrucks in
andsthesierten Ratten bei 7 Tesla rdumlich heterogene, negative BOLD-Signal-Anderungen
hervorrufen. Diese Beziehung zwischen BP und BOLD erschwert die Analyse
pharmakologischer Wirkungen auf die Hirnaktivitit mit BOLD-Kontrast-basierten
Bildgebungsverfahren und sollte das Augenmerk auf autoregulatorisch bedingte BOLD-

Effekte lenken, die die neurovaskulidre Kopplung im phMRI {iberlagern konnen.
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3 TEIL II: Diazepam-phMRI an einem Rattenmodell angeborener Angst

Ziel der hier vorgestellten Studie war es, zur Identifikation der neuronalen Substrate
iibersteigerter Angstlichkeit beizutragen. Sie bediente sich eines Tiermodells, welches den
Anspruch erhebt, extreme trait anxiety aufzuweisen und dadurch ein wesentliches Merkmal
der Angststorungen zu modellieren (Liebsch et al. 1998b). Hierbei handelt es sich um die
Rattenlinie HAB (high anxiety-related behavior) und ihr Gegenstiick LAB (low anxiety-
related behavior), die durch selektive Ziichtung nach dem Kriterium ihres Angstverhaltens im
Elevated Plus Maze (EPM), einem klassischen Test nicht erlernter Angst bei Nagern, aus
Wistarratten hervorgegangen sind (Liebsch et al. 1998b).

Die Studie machte sich zunutze, dal Diazepam in einer Dosis von 1 mg/kg bei HAB-
Ratten wesentlich stirker anxiolytisch wirkt als bei LAB-Ratten (Liebsch et al. 1998a). Wie
bereits in der Allgemeinen Einleitung dargelegt kann daraus gefolgert werden, dafl Diazepam
differentiell auf Hirnregionen wirken muf, die Angstverhalten steuern. In umgekehrter Logik
sollte eine Region, fiir die gezeigt werden kann, daB3 sie von Diazepam unterschiedlich
angesprochen wird, eine Rolle in der extrem unterschiedlichen Regulation des

Angstverhaltens bei den beiden Linien spielen.

3.1 Einfiihrung

3.1.1 Begriffskldarungen

Zum besseren Verstindnis des Untersuchungsgegenstandes scheinen zunichst einige
Begriffsklarungen angebracht. Damasio hat eine Unterscheidung in Emotion und Gefiihl
vorgeschlagen (Damasio 1999). Demnach bezeichnet Emotion die Gesamtheit der
biologischen Reaktionen auf ein dufleres oder inneres Ereignis, welches die Homdostase
bedroht, mit dem Ziel, diese aufrecht zu erhalten. Eine Emotion beinhaltet somit kognitive,
muskuloskeletale, viszerale, endokrine und autonome Komponenten. Zumindest beim
Menschen sind Emotionen des weiteren von einer affektiven Komponente begleitet, die wir
allgemein als Gefiihl bezeichnen. Wir wissen nicht, inwieweit Tiere zu Gefiihlen in der Lage
sind. Eine Modellierung von Gefiihlen ist daher in der tierexperimentellen Forschung

unmdglich. Die folgende Arbeit beschriankt sich folgerichtig auf die Neurobiologie der Angst.
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Es erscheint weiter hilfreich, Angst von Furcht abzugrenzen. Nach allgemeingiiltiger
Definition im deutschen wie im englischen Sprachraum bezeichnet Furcht eine negative
Emotion gegeniiber einem konkreten Objekt, wohingegen Angst ungerichtet ist (Fowler und
Fowler 1964; Wahrig 1968). Dementsprechend unterscheiden die Blanchards in ihrer
Ethologie des Nagerverhaltens zwischen Furcht vor einer tatsdchlich und Angst vor einer nur
potentiell vorhandenen Gefahr (R. J. Blanchard et al. 1993). Das Unterscheidungskriterium ist
hier die Vermeidungsdistanz. In sehr dhnlicher Weise trennen Gray und McNaughton (2000)
zwischen Furcht bei der Entfernung von und Angst bei der Anndherung an eine
Gefahrenquelle, wobei das Unterscheidungskriterium die Vermeidungsrichtung ist. In den
meisten Féllen fallen beide Definitionen zusammen. Fliichtet beispielsweise eine Ratte, so
kann man von einer tatsdchlich vorhandenen Gefahr in unmittelbarer Ndhe ausgehen (Furcht);
zeigt eine Ratte vorsichtiges Erkundungsverhalten ihrer Umgebung, so ist anzunehmen, das
sie einen Ortswechsel beabsichtigt, bei dem sie moglicherweise einer Gefahrenquelle
begegnen konnte (Angst).

Das hier verwendete Tiermodell weist eine generelle, ungerichtete Angstlichkeit auf, die
sich beispielsweise im Verhalten der Ratten auf dem EPM oder auch im Open Field (OF)
duBert (Henniger et al. 2000; Liebsch et al. 1998b). Furchtreaktionen wurden bisher nicht
untersucht. Im weiteren wird daher lediglich das Angstsystem betrachtet und das
Furchtsystem nur der Vollstidndigkeit oder des besseren Verstdndnisses halber erwéhnt.

Zuletzt muB} trait von state anxiety abgegrenzt werden. Unter state anxiety versteht man
die zu einem gegebenen Augenblick vorherrschende Emotion; hingegen bezeichnet trait
anxiety die Pradisposition eines Individuums, in den Zustand der Angst zu geraten. HAB-
Ratten zeigen genetisch determiniert eine starke Priadisposition zu Angstverhalten (Wigger et
al. 2001), und die vorgestellte Studie versuchte, die neuroanatomischen Effektoren dieser

Préadisposition zu finden.

3.1.2 Klinische Relevanz

Ein hohes und schwer kontrollierbares Mall an ungerichteter Angst, die iiber lingere
Zeit immer wieder auftritt, sowie unangemessen sorgenvolle Zukunkftserwartung sind
Hauptmerkmale der Generalisierten Angststorung (GAD, Generalized Anxiety Disorder,
DSMIV, American Association of Psychiatry 1994). Die Ein-Jahres-Pravalenz der GAD liegt
bei 3%, die Lebenszeit-Privalenz bei 5% (Am. Ass. Psychiatry 1994). GAD ist eine

chronische Erkrankung, die mit einer starken Beeintrachtigung des alltdglichen Lebens

23



verbunden ist. Auch tritt pathologische Angstlichkeit hiufig im Rahmen anderer
psychiatrischer Erkrankungen - wie z.B. anderer Angsterkrankungen oder Depression - auf
(Brawman-Mintzer et al. 1993). Weitere, hdufige Symptome der GAD sind Ruhelosigkeit,
Reizbarkeit, Muskelspannungen, Konzentrationsschwierigkeiten, leichte Ermiidbarkeit und
Schlafstérungen (Am. Ass. Psychiatry 1994).

Angesichts der grolen Unterschiede zwischen den Spezies ist es sicher unzuldssig,
HAB-Ratten als Modell einer spezifischen menschlichen Angsterkrankung anzusehen. GAD
soll hier lediglich — aber in Analogie zum extremen Phédnotyp der HAB-Ratten - als Beispiel
einer extremen Ausprigung der Angstlichkeit betrachtet werden. Tatsdchlich ist die
Unterscheidung zwischen normaler und pathologischer Angst hdufig schwer zu treffen,
weshalb beispielsweise Rosen und Schulkin (1998) Angst ausdriicklich als Kontinuum
betrachten. Neurobiologische Besonderheiten, wie sie bei GAD gefunden wurden, mdgen also
lediglich die duBerste Ausformung eines Phinotyps darstellen, der in abgemilderter Form
auch bei subklinischer Angstlichkeit auftreten mag. Der folgende Uberblick iiber die
Neurobiologie der GAD soll daher als Einstieg in eine Diskussion der ,,Neurobiologie der
Angstlichkeit* und als Motivation fiir die nachfolgend beschriebene Studie an HAB- und

LAB-Ratten verstanden werden.

3.1.3 Die Neurobiologie der Generalisierten Angststorung

Uber die neurobiologischen Korrelate der GAD ist bisher wenig bekannt. Klinische
Studien haben Hinweise auf Storungen in mehreren Neurotransmitter- und
Neuropeptidsystemen ergeben. So sind mdoglicherweise die Zahl und/oder die Sensitivitit
zentraler Benzodiazepin (BZP)-Rezeptoren reduziert (Weizman et al. 1987; Ferrarese et al.
1990; Rocca et al. 1991); selbiges mag fiir den o2-adrenergen Rezeptor gelten (Abelson et al.
1991; Cameron et al. 1990; Charney et al. 1989), verbunden mit erhohten Plasma-
Noradrenalin(NA)-Konzentrationen (Sevy et al. 1989). Die Befunde zum serotonergen
System sind inkonsistent. Es wurden Hinweise sowohl auf erhohtes (Garvey et al. 1993, 1995)
als auch erniedrigtes (Iny et al. 1994) Serotonin (5-HT) gefunden. GAD-Patienten sind
auBergewohnlich sensitiv fiir die anxiogenen Effekte des gemischten Rezeptoragonisten/-
antagonisten m-Chlorophenylpiperazin (mCPP, Germine et al. 1992). Eine Hypersensivitit
auf Rezeptorliganden (hier Pentagastrin) wurde ebenfalls im Cholezystokinin(CCK)-System
gefunden (Brawman-Mintzer et al. 1997).
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In Ubereinstimmung mit einer mdglichen Rolle der GABAergen, serotonergen und
noradrenergen Systeme sind BZPe, das Azapiron Buspiron (ein 5-HT;s-Agonist) und der 5-
HT- und NA-Wiederaufnahmehemmer (SNRI, serotonin and norepinephrine reuptake
inhibitor) Venlafaxin effektive Therapeutika (Ballenger 2001). Dariiber hinaus héufen sich
Hinweise zur Effektivitit selektiver Serotonin-Wiederaufnahmehemmer (SSRIs, selective
serotonin reuptake inhibitors, Rocca et al. 1997). Unldngst wurden Monoaminoxidase-
Inhibitoren (MAOIs), Trizyklische Antidepressiva (TCAs) wie Imipramin und das
Antidepressivum Nefazodon (ein 5-HT-Rezeptor-Antagonist, SSRI und adrenerger
Antagonist) in die Diskussion gebracht.

Zwei Studien (Avery et al. 1985; Tiller et al. 1988) legen eine Ubererregbarkeit der
Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse =~ (HPA-Achse,  hypothalamus-pituitary-
adrenal gland) nahe, ein Ergebnis, das im Widerspruch zu einer Arbeit von Rosenbaum et al.
(1983) steht. Neben endokrinen wurden autonome Abnormalitdten berichtet (Hoehn-Saric et
al. 1989). Demnach hatten GAD-Patienten unter StreB3, nicht jedoch in Ruhe, reduzierte
Hautleitfahigkeit, Atemfrequenz, Blutdruck und Herzfrequenzvariabilitit. Die Reaktion von
GAD-Patienten auf Stre3 und Beanspruchung miissen also als gestort bezeichnet werden.

Auf Bildgebungsebene wurden erhohter Ruhemetabolismus im okzipitalen, temporalen
und frontalen Kortex relativ zum Gesamthirn und eine absolute Verringerung des
Ruhemetabolismus in den Stammganglien beschrieben (Wu et al. 1991). Eine Clorazepat-
Therapie verringerte global den Ruhemetabolismus, erhdhte ihn jedoch im medialen frontalen
Kortex relativ zu den anderen Regionen. Die BZP-Rezeptordichte ist im linken Temporalpol
bei GAD-Patienten niedriger; auch ist der BZP-Rezeptor homogener tliber das Hirn verteilt als
bei Gesunden (Tiihonen et al. 1997).

Jeder Versuch, die aufgefiihrten Daten sinnvoll zu interpretieren, verdeutlicht die
Notwendigkeit, Neuroanatomie, Neuropharmakologie und Neuroendokrinologie des normalen
Angstverhaltens zu verstehen. Erst seine eingehende Erforschung kann den theoretischen
Rahmen schaffen, innerhalb dessen Abweichungen von der Norm erkldart werden kdnnen.
Gliicklicherweise wurden in den letzten Jahrzehnten enorme Fortschritte in der Erforschung
der Mechanismen des normalen Angstverhaltens gemacht. Das folgende Kapitel enthilt daher
eine kurze Zusammenfassung des gegenwirtigen Wissens und wird als Basis fiir die

Interpretation der in der daran anschlieBenden phMRI-Studie erzielten Ergebnisse dienen.
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3.1.4 Theorien der Angst

3.1.4.1 Ethologie

Die wohl umfassendste Theorie der Angst wurde von Gray und McNaughton (2000)
vorgestellt. Wie oben bereits angedeutet unterscheiden die Autoren auf Verhaltensebene
zwischen aktiver Vermeidung einer konkreten Gefahr, z.B. durch Flucht oder Angriff
(Furcht), und passiver Vermeidung einer nicht klar als solche identifizierbaren Gefahr, z.B.
durch bewegungsloses, aber wachsames Verharren oder vorsichtige Erkundung der
Umgebung (Angst). Kennzeichnend fiir das passive Vermeidungsverhalten ist eine
motivationaler Konflikt zwischen Vermeidung einer potentiellen Bedrohung und Erreichung
eines anderen Zieles, die eine Anndherung an die potentielle Gefahrenquelle erforderlich

macht. Dahingegen besteht beim aktiven Vermeidungsverhalten kein Zielkonflikt (mehr).

3.1.4.2 Neuroanatomie

Das neurale Substrat beider Formen des Vermeidungsverhaltens wird von Gray und
McNaughton (2000) hinsichtlich der Komplexitit und Flexibilitit des gesteuerten Verhaltens
hierarchisch gegliedert, wobei hohere Ebenen nicht nur zunehmend vielféltigere
Verhaltensformen steuern, sondern auch modulierend auf niedrigere Ebenen einwirken. Vor
allem basierend auf pharmakologischen, Lisions- und Stimulationsstudien an Nagern wird

folgendes Bild entworfen:

a) Aktives Vermeidungsverhalten (Furcht)

Im Rahmen des aktiven Vermeidungsverhaltens wird die Flight-or-Fight-Reaktion, die
bei unmittelbarer Bedrohung zu panikartigem Angriff oder ungerichteter Flucht fiihrt, im
Zentralen Hohlengrau (PAG, periaqueductal gray) angesiedelt. Dem iibergeordnet ist ein
Gebiet im Medialen Hypothalamus (MHT), in dem eine gerichtete Flucht ausgeldst werden
kann und das die Ausfithrung des ungerichteten Flight-or-Fight-Programmes im PAG hemmt.
Auch konnen hier verschiedene autonome Reaktionen wie Tachykardie, Blutdruckerhéhung,
Pupillenerweiterung etc. ausgeldst werden. Diesen Zentren libergeordnet ist wiederum der
zentrale Kern der Amygdala (CEA). Er hat aufler zu den beiden genannten Angstzentren

weitreichende Projektionen zu endokrinen (Nucleus paraventricularis hypothalami, PVN
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Aktives Passives

Vermeidungsverhalten Vermeidungsverhalten
(Furcht) Vermeidungs- (Angst)
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Abb. 9 Aktives und passives Vermeidungssystem. Abgewandelt nach LeDoux (1994) und
Gray und McNaughton (2000). SHS: Septo-Hippokampales System. Erlduterungen s.Text.

(paraventricular nucleus)), autonomen (Nucleus parabrachialis, Nucleus ambiguus, dorsaler
Motorkern des Vagus), gesichtsmotorischen (Nervus trigeminalis, Nervus facialis) und
aktivitits- und aufmerksamkeitssteuernden (Area tegmentalis ventralis, Locus coeruleus,
basales Vorderhirn) Effektorregionen, die er koordiniert.

Als hochstes Integrationszentrum betrachten Gray und McNaughton (2000) das vordere
Zingulum (ACC, anterior cingulate cortex), welches komplexes Vermeidungsverhalten

steuern soll.

b) Passives Vermeidungsverhalten (Angst)

Dem aktiven Vermeidungssystem stehen die Schaltkreise fiir passive Vermeidung (oder
Angst) gegeniiber, dessen zentralen Bestandteil das sog. Septohippokampale System (SHS)
darstellt, bestehend aus Septum, Hippokampus (HC), Gyrus dentatus, Entorhinalem Kortex,
Subikulum und Hinterem Zingulum (PCC, posterior cingulate cortex). Das SHS erkennt
Zielkonflikte (z.B. zwischen der Durst-motivierten Anndherung an eine Wasserquelle und der
Vermeidung von Riubern, die sich dort mdglicherweise aufhalten) und verleiht dann

negativen  Stimuli eine  stirkere = Wertung, wodurch eine Verlagerung zu
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Vermeidungsverhalten bewirkt wird. Die Aktivierung dieses Behavioral Inhibition System
(BIS, Abb. 10) unterbricht iiber Projektionen vom Subikulum zu Nucleus accumbens (NAc)
und von dort zur Substantia nigra (SN) (wodurch aufsteigende Eingéinge ins Caudatoputamen
(CPu) beeinfluBt werden konnen) und zum ventralen Pallidum (welches iiber den
mediodorsalen Thalamus (MD) zu PFC und ACC weiterprojiziert) laufende
Bewegungsprogramme oder stimuliert exploratives Verhalten. Uber pallidire Ausgiinge zum
retikuldren Thalamus und damit indirekt zum gesamten Kortex wird die Wahrnehmung der
Umgebung verstdrkt. Die vigilanz- und aufmerksamkeitssteigernde Funktion des BIS (mit
ihren autonomen ,,Nebenwirkungen‘) wird zudem {iiber die Amygdala vermittelt. Abb. 9 zeigt
weiterhin, dal der PCC hinsichtlich der Komplexitit des von ihm gesteuerten Verhaltens die

hierarchisch hochste Stellung im passiven Vermeidungssystem einnimmt.

Umwelt Gehirn Verhalten

Gefahr

% @ Allg. Inhibierung
K(*IKT:> B.S. [} =) wachheit

% S

Anziehung

Aufmerksamkeit

Abb. 10 Funktionen des Behavioral Inhibition System (BIS). Abgewandelt nach Gray und
McNaughton (2000). Erlduterungen s.Text.

¢) Gemeinsamkeiten

Sowohl fiir das Furcht- wie auch fiir das Angstsystem gilt, da3 hierarchisch hdhere
Ebenen bei zunehmender Entfernung vom Gefahrenstimulus eingeschaltet werden (Abb. 9).
Nach LeDoux (1994) besitzt das Gehirn Notfallsysteme, die eine Art , quick and dirty“-
Modus bereitstellen, und hohere Zentren, die ihre Arbeit , slowly and sophisticatedly*

verrichten, wenn eine feiner abgestimmte Vermeidungsantwort vorteilhaft ist.
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Abb. 9 zeigt auch — beispielhaft fiir das auditorische System -, da} die sensorischen
Eingénge beider Systeme zunéchst identisch und ebenfalls hierarchisch gegliedert sind.
Hohere Ebenen leisten eine zunehmend feinere  Stimulusprozessierung. Die
Bedrohungsinformation kann dabei direkter und schneller (quick and dirty) ohne
Einbeziehung des Kortex oder langsamer, aber besser verarbeitet (slow and sophisticated)
iiber den Kortex zu den ausfiihrenden Zentren gelangen. Die Effektorregionen erhalten diese
Eingéinge zu jeder Zeit unabhingig von ihrer hierarchischen Position und sind somit zu
,»selbstaindigem® Handeln in der Lage, das erst unterbrochen wird, wenn sich hohere Zentren
hemmend einschalten. Als wichtige Eingangswege des Furchtsystems seien hier nur kurz die
lateralen (LA) und basolateralen (BLA) Amygdalakerne, die Afferenzen von Thalamus,
Kortex und HC erhalten (letzterer vermittelt eher den ,,Alarm* des Angsstsystems als einen
spezifisch sensorischen Input) und zum CEA projizieren. Ein wichtiger Eingangsweg des
Angstsystems ist der Entorhinale Kortex, den man als sensorischen Kortex des SHS
bezeichnen konnte. Er ist neben dem thalamokortikalen perzeptiven System verbunden mit
dem PFC und den Basalganglien (Ziele und ablaufende motorische Programme), den
(emotionalen) Gedéchtnisnetzwerken des Temporallappens und BLA und Hypothalamus
(konkrete Gefahrenmeldungen).

Es wird deutlich, dal aktives und passives Vermeidungssystem eng miteinander

verkniipft sind.

d) Abweichende Theorien

Der wichtigste Unterschied zwischen der Gray-McNaughtonschen Theorie und den
Theorien von Graeff (1994) und LeDoux (1996) besteht darin, dal} letztere von einem
einheitlichen Angstsystem ausgehen. Die Trennung zwischen Furcht und Angst ist in der
Natur der Stimuli zu suchen, die mehr oder weniger konkret sein konnen. Nach LeDoux
(1996) werden konkrete Stimuli in der Amygdala verarbeitet, die auch fiir die Assoziation
zwischen unkonditionierten und konditionierten Reizen zustindig ist; komplexere Stimuli,
wie beispielsweise iiber den Kontext, werden vom HC behandelt. Der HC ist bei LeDoux
(1994) die hochste Ebene der Gefahrenanalyse, die in der Hierarchie noch iiber dem
polysensorischen Kortex angesiedelt ist und die in der Lage ist, komplexe Situationen zu
analysieren. Entsprechend kodiert der HC komplexe, erlernte Vermeidungsverhaltensweisen,
insbesondere inhibitorisches Vermeidungsverhalten. Letztere Einschidtzung ist vor allem

Experimenten der Gruppe um McGaugh und Cahill (z.B. Parent et al. 1995) zu verdanken, die
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zeigen konnten, dal die Amygdala in inhibitorischen Vermeidungsparadigmata nur
modulierend eingreift. Graeffs (1994) Vorstellungen decken sich hiermit weitgehend. Er
betont jedoch die dem HC noch {iibergeordnete Rolle des Zingulums bei komplexem,
diskriminatorischem Vermeidungsverhalten. Weiterhin wird auf eine zentrale Rolle des HC
bei der Bildung und der hippokampalen Kortizes bei der Speicherung emotionaler
Gedichtnisinhalte hingewiesen (z.B. Cahill und McGaugh 1998).

Eine weitere Meinung wird von der Gruppe um Davis vertreten: Der Bed Nucleus der
Stria terminalis (BNST) stellt zytoarchitektonisch und konnektivititsbedingt eine Fortsetzung
des ,,motorischen CEA dar. Es konnte gezeigt werden, da3 der CEA durch konkrete, der
BNST durch weniger konkrete oder Kontextstimuli aktiviert wird (Davis 1998). Davis hat
daher vorgeschlagen, den CEA als Effektorregion fiir Furcht- und den BNST als

Effektorregion fiir Angstverhalten zu betrachten.

e) Hohere Zentren

Wie bereits erwdhnt, wird in der Theorie von Gray und McNaughton (2000) dem
vorderen Zingulum eine libergeordnete Rolle im aktiven und dem Hinteren Zingulum im
passiven Vermeidungssystem zugeschrieben. Aufgrund seines Afferenzmusters (s.u.) soll sich
das Zingulum dabei in erster Linie mit internen Ereignissen wie viszeralen, propriozeptiven
oder Schmerzsignalen beschéftigen. Fiir &ulere Ereignisse und Erinnerungen an dieselben ist
der PFC ,zustindig”“. Eine besondere Bedeutung hat er beim Menschen durch die
Verarbeitung verbal enkodierter Gefahrensignale erhalten (Gray und McNaughton 2000). Wie
ebenfalls bereits erwidhnt, weisen Graeff und LeDoux hohere Funktionen eher dem HC zu,
ohne jedoch eine Beteiligung prifrontaler oder zinguldrer Areale am Angstverhalten
auszuschliefen.

Ein Charakteristikum der geschilderten Theorien ist, da3 ihre Aussagen umso weniger
spezifisch werden, je hoher die Strukturen in der neuroanatomischen Hierarchie stehen bzw.
je komplexer ihre Aufgaben werden - eine Problematik, die durch die schlechte
Ubertragbarkeit experimenteller Daten zwischen Nagern, nicht-menschlichen Primaten und
Menschen verstarkt wird. Letzteres ist nicht nur der Unterschiedlichkeit insbesondere in
komplexeren Verhaltensformen, sondern auch in der Anatomie von PFC und Zingulum
zwischen den unterschiedlichen Modellorganismen geschuldet. Da es in dem hier
verwendeten Tiermodell bisher keine Hinweise auf Stérungen einfacher, d.h. weitgehend

standardisierter, von niederen Zentren gesteuerter Verhaltensprogramme gibt (s.u.), ist es

30



jedoch naheliegend, Unterschiede zwischen HAB- und LAB-Ratten eher in héheren Zentren,
d.h. auf einer iibergeordneten Regulationsebene zu suchen. Es sei daher ein kurzer Uberblick

iiber Anatomie und Funktion von PFC und Zingulum gegeben.

Prdfrontaler Kortex. Mit kleineren Einschrankungen kann man den PFC als
Projektionskortex des Nucleus mediodorsalis thalami (MD) definieren, iiber den er limbische,
viszerale, olfaktorische und stammgangliondre Informationen erhélt (Groenewegen und
Uylings 2000). Wihrend die verschiedenen Areale des PFC direkt oder indirekt {iber den MD
von beinahe allen anderen Hirnregionen Einginge erhalten, féllt auf, dal er weder direkte
Afferenzen von den primdren sensorischen Kortizes noch direkte Efferenzen zu
skeletomotorischen Neuronen besitzt; wohl aber erhilt er bedeutende direkte Eingéinge von
den temporalen und parietalen Assoziationskortizes und vom Priamotorischen Kortex. Er
projiziert direkt zu den Basalganglien, iiber die er in das motorische Geschehen eingreift,
auBBerdem meist reziprok zu den genannten Eingangsarealen. Er kann also beispielsweise iiber
limbische (Amygdala, HC, Hypothalamus) und Hirnstammareale (PAG, Motorkern des
Vagus...) nicht-skeletomotorische Reaktionen beeinflussen (Groenewegen und Uylings 2000).

Aus dem Gesagten geht hervor, dal der PFC v.a. hoch prozessierte Informationen
verarbeitet und das Verhalten eher indirekt beeinflusst. Entsprechend haben PFC-Lésionen
selten unmittelbar aufféllige perzeptive oder exekutive Konsequenzen. Da der PFC zudem den
phylogenetisch jlingsten Teil des Neokortex darstellt, wird er als die hochste hierarchische
Ebene des Gehirns aufgefallt, die v.a. eine integrative Rolle in der Planung und zeitlichen
Koordinierung des Verhaltens hat (Fuster 2001). Uber seine Projektionen zu den
Basalganglien, die ihrerseits zum MD und damit indirekt wieder zum PFC projizieren, ist der
PFC in eine Reihe paralleler Schleifen eingebunden, die unterschiedliche Funktionen
kognitiver, sensorimotorischer, emotional-sozialer oder viszeraler Natur ausiiben (Alexander
et al. 1986). Zudem kann das Limbische System tliber Verbindungen zum MD die Funktion
dieser Schleifen modulieren (Groenewegen und Uylings 2000). Grob kann man sagen, daf}
beim Primaten die dorsolateralen Areale eher mit kognitiven Aufgaben betreut sind — sie
erhalten die stirksten temporal- und parietal-kortikalen Afferenzen und projizieren v.a. zu den
dorsalen Stammganglien, wihrend die orbitomedialen Gebiete eher viszeral-emotionale
Funktionen haben — sie erhalten starke Eingidnge von den olfaktorischen, gustatorischen und
viszeralen Assoziationskortizes, aus dem Limbischen System (v.a. BLA und HC), vom HT,
vom Hirnstamm und von den monoaminergen und cholinergen Zellgruppen (Groenewegen

und Uylings 2000).
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Dorsolateraler PFC €4—» Pramotorischer Kortex
Assoziationskortizes (somatosens., visuell, auditorisch)

alganglien (dorsale)

Amygdala
Cholinerge Zellgruppen
l Monoaminerge Zellgruppen

v Hirnstamm
Ruckenmark

Orbitemedialer PFC «— Pramotorischer Kortex
Assoziationskortizes (somatosens., visuell, auditorisch)
MD Assoziationskortizes (olfaktorisch, gustatorisch, viszeral)

asalganglien (ventrale)

Amygdala, Hippokampus
Cholinerge Zellgruppen
Monoaminerge Zellgruppen
Hypothalamus
v Hirnstamm
Ruckenmark

Abb. 11 Schema der Verbindungen von dorsolateralem und orbitomedialem Kortex.
Abgewandelt nach Groenewegen und Uylings (2000). MD: Nucleus mediodorsalis thalami.

Erléuterungen s. Text.

Gray und McNaughton (2000) betonen die Ahnlichkeit der Auswirkungen
orbitomedialer Lasionen beim Menschen und beim Affen und septo-hippokampaler Lésionen

bei der Ratte. Typischerweise kommt es hierbei zu einer Verhaltensdisinhibition, weshalb

dem orbitomedialen PFC allgemein hemmende Eigenschaften zugeschrieben werden.

Bei der Ratte kann der PFC nach zytoarchitektonischen Kriterien in drei Subdivisionen

- orbitaler, lateraler und medialer PFC (oPFC, mPFC, IPFC) — unterteilt werden
(Groenewegen und Uylings 2000). Der oPFC enthilt, der Nomenklatur von Paxinos und
Watson (Paxinos und Watson 1998) folgend, die Areale MO, VO, LO und DLO, der mPFC
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die Areale Cgl (Zingulum 1), PrL (Prdlimbischer Kortex) und IL (Infralimbischer Kortex),
der IPFC besteht aus dem Agranuldren Insuliren Kortex (AIV und AID, s. Abb. 12).
Groenewegen und Uylings (2000) haben eine funktionelle Unterteilung &hnlich der bei
Primaten versucht, wobei sie dem ,.kognitiven PFC* lediglich die dorsorostralen Anteile der

Cgl-Region und méglicherweise Gebiete im Frontalpol zuordnen.

Fi |GURE]

‘ ‘ BREGMA | 4. 211

Abb. 12 Lokalisierung der Subareale
des prifrontalen Kortex (PFC) mit
Hilfe eines Rattenatlas nach Paxinos
und Watson (1998).

Orbitaler PFC (oPFC): MO, VO, LO,
DLO.

Medialer PFC (mPFC): PRL, IL.
Lateraler PFC (IPFC): AIV, AID.
Vorderes Zingulum (ACC): CG1.
Abkiirzungen s. Anhang.

Zingulum. Das Zingulum erhélt tiber den Nucleus anterior thalami bedeutende
Afferenzen aus den Corpora mammillaria des HT (Papez 1937). Es wurde daher schon von
diesem Autor — beim Menschen - als eine ,,rezeptive Region flir die Erfahrung von Emotion*
vorgeschlagen. Da das Zingulum &hnlich dem PFC wichtige sensorischen Eingédnge indirekt
iiber den Thalamus erreichen, stellen Gray und McNaughton (2000) beide auf dieselbe

hierarchische Stufe — das Zingulum als Haupt eines interozeptiven, den PFC als Haupt eines
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eher exterozeptiven und gedédchtnisgesteuerten Systems, eine Einteilung, die jedoch
angesichts der vielen interozeptiven Afferenzen des PFC sicher weiterer Verfeinerung bedarf.

Die hierarchische ,,Gleichstellung® von PFC und Zingulum erscheint insbesondere im
Falle des vorderen Zingulums (ACC) gerechtfertigt, das in motorische, pramotorische und
priafrontale Areale des Fontalkortex libergeht und dessen rostrale Anteile wie der PFC in
basalgangliondr-mediothalamische Schleifen eingebunden sind (Alexander et al. 1986). Dies
wird noch dadurch unterstrichen, da3 zumindest bei der Ratte eine klare Trennung zwischen
mPFC und ACC kaum vorgenommen werden. Die Region Cgl ist dort wie auch PrL und IL
eng mit Limbischem System und Hirnstamm verbunden (Groenewegen und Uylings 2000).
Somit stellt sich auch die Frage, ob die Gray-McNaughtonsche Unterscheidung zwischen
einem orbitomedialen PFC-System mit BIS-dhnlichen Eigenschaften und einem
furchtbezogenen ACC-System zumindest bei der Ratte aufrecht erhalten werden kann. Die
elektrophysiologische und Lisionsliteratur hat denn auch dem mPFC/ACC der Ratte
Funktionen sowohl im Angst- als auch im Furchtverhalten zugesprochen, wobei der
mPFC/ACC generell hemmend zu wirken scheint (al Maskati und Zbrozyna 1989; Holson
1986; Holson und Walker 1986; Jinks und McGregor 1997; Markowska und Lukaszewska
1980; Morgan et al. 1993; Morgan und LeDoux 1995; Nonneman et al. 1974; Quirk et al.
2000, s. jedoch auch Frysztak und Neafsey 1991; Gewirtz et al. 1997).

Das Hintere Zingulum (PCC) erhdlt anders als der ACC keine mediodorsalen
thalamischen Afferenzen, ist dafiir aber sehr eng mit dem hippokampalen System und den
benachbarten Kortizes verbunden (Wyss und Van Groen 1992). Entsprechend ist es am Water
Maze-Lernen, einem klassischem Test hippokampaler Funktion, beteiligt (Riekkinen et al.
1995). Der PCC mag daher fiir den HC eine &hnlich iibergeordnet-exekutive Rolle spielen wie
der Frontale Kortex fiir den sensorischen. Er besitzt Ausginge zum PFC, zum PAG und zu
den Oberen Hiigeln, v.a. aber zum Nucleus caudatus (Gray und McNaughton 2000). Dies setzt
ihn in eine Position, die Aktion des septo-hippokampalen Inhibitionssystems zu iiberwachen
und zu steuern. Die Einschitzung des PCC als hochste Instanz des passiven
Vermeidungssystems durch Gray und McNaughton (2000) beruht bisher allerdings
weitgehend auf diesen konnektivistischen Schluf3folgerungen.

Abschlieend kann gesagt werden, dal3 die genaue Funktion prafrontaler und zingularer

Areale im Angstverhalten der Ratte noch weitgehend unerforscht ist.
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3.1.4.3 Neurochemie

Um zu verstehen, wie unser Gehirn Gefahrensignale verarbeitet und in eine emotionale
Reaktion umsetzt, miissen Erkenntnisse tiber die Schaltkreise der Angst mit dem Wissen iiber
die beteiligten Neurotransmitter- und Neuropeptidsysteme in Verbindung gebracht werden.

Es liegt nahe, eine Rolle von Transmittersystemen, die Angriffspunkte fiir die
Pharmakotherapie der Angststorung darstellen (s. 3.1.3), auch in der normalen Regulation des
Angstverhaltens zu anzunehmen. Eine ausfiihrliche Diskussion dieser Systeme wiirde den
Rahmen dieser Arbeit sprengen. Es sei daher nur kurz auf Gray und McNaughtons und
Graeffs Vorstellungen zu den serotonergen und noradrenergen Systemen sowie auf das im
zuriickliegenden Jahrzehnt in den Mittelpunkt des Interesses geriickte CRH-System
(corticotropin releasing hormone) — und in diesem Zusammenhang die HPA-Achse -
verwiesen. Umfassender wird lediglich das GABAerge System behandelt, welches das

Zielsystem in der hier vorgestellten Studie war.

a) Serotonin und Noradrenalin

Das SHS steht unter dem EinfluB serotonerger Fasern aus den Raphé-Kernen und
noradrenerger Fasern aus dem Locus coeruleus (LC), die bei Stref verstirkt Neurotransmitter
ausschiitten. Klassische Anxiolytika verringern nicht die basale, jedoch die stre-induzierte 5-
HT- und NA-Freisetzung (Fuxe et al. 1975). Zudem haben Lisionen der monoaminergen
Faserbiindel &hnlich wie Lisionen des SHS anxiolytische Verhaltenseffekte (Gray und
McNaughton 2000). Gray und McNaughton (2000) glauben, da 5-HT und NA die
Informationsverarbeitung des SHS verbessern, indem sie das synchrone Feuern septo-
hippokampaler Neurone (den sog. Theta-Rhythmus), begiinstigen. Es mufl jedoch darauf
hingewiesen werden, dall weite Teile des Vorderhirns, u.a die Amygdala, unter dem Einfluf3
der monoaminergen Transmittersysteme stehen und deren Léasionseffekte daher keinen
Beweis fiir eine Steuerung der Angst durch das SHS darstellen.

Die postulierte anxiogene Wirkung von 5-HT und NA steht in Gegensatz zu der
zunehmend berichteten anxiolytischen Wirkung von SSRIs und SNRIs in der Klinik
(Ballenger 2001; Rocca et al. 1997). Die Annahme einer anxiogenen Wirkung insbesondere
von 5-HT stammt vor allem aus Konfliktexperimenten in Nagern, in denen eine Verringerung
der serotonergen Aktivitdt zu einer Verstirkung durch Bestrafung unterdriickten Verhaltens

fiihrt (Graeff et al. 1997). Da die Injektion von 5-HT-Rezeptor-Antagonisten in die BLA
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anxiolytisch und von 5-HT-Rezeptor-Agonisten anxiogen wirkt, vermuten Graeff et al. (1997)
— anders als Gray und McNaughton - die Amygdala als Hauptort der 5-HT-vermittelten
Anxiogenese. Andererseits reduziert 5-HT Verteidigungsverhalten, das durch elektrische
Stimulation des PAG ausgelost wird. Graeff et al. (1997) schlagen daher eine Unterdriickung
ungerichteter, panikartiger Verteidigungsprogramme im PAG und eine Forderung flexiblerer,
z.T. erlernter Verteidungungsprogramme in MHT und Amygdala durch 5-HT vor, also
gewissermallen eine Verlagerung von Panik zu Angst/Furcht. Dies stimmt mit dem
offensichtlichen Erfolg der SSRIs bei Panikerkrankungen iiberein und kdnnte gleichzeitig
akute, anxiogene Effekte dieser Substanzklasse erkldaren (Westenberg und Den Boer 1993).
Die Komplexitét insbesondere des 5-HT-Systems mit seiner Vielzahl von Rezeptortypen und
—subtypen, die zudem eine anatomisch unterschiedliche Verteilung aufweisen, haben ein

besseres Verstdndis seiner Funktion im Angstverhalten bisher verhindert.

b) CRH, AVP und HPA-Achse

CRH (Corticotropin releasing hormone) wird von Neuronen im PVN bei Strel3
sezerniert, gelangt ins Portalblut und 16st im Hypophysen-Vorderlappen die Freisetzung von
Adrenokortikotropem Hormon (ACTH) aus, welches die Freisetzung von Glukokortikoiden
(Kortisol, in der Ratte Kortikosteron (CORT)) aus der Nebennierenrinde bewirkt (Berne und
Levy 1992). Ein weiteres hypothalamisches ACTH-Sekretagog ist Arginin-Vasopression
(AVP, Gibbs 1986), das insbesondere bei starkem systemischen Stre3 wie Hdmorrhagie,
Hypoglykdmie oder Schmerz hinzutritt (Giuffre et al. 1988; Plotsky et al. 1985a, b). Uber
einen negativen Riickkopplungsmechanismus hemmt das StreBhormon CORT die CRH-
Freisetzung im PVN (Berne und Levy 1992). AuBlerdem moduliert es iiber zerebrale
Rezeptoren, die besonders im HC und im PFC (hier v.a. im mPFC) eine hohe Dichte
aufweisen (McEwen et al. 1986), die Regulation der Verhaltensantwort auf Stref3 (Korte
2001).

CRHerge Neurone befinden sich nicht nur im PVN, sondern auch u.a. in Amygdala,
BNST, Locus coeruleus und Kortex; Septum, Kortex, Kleinhirn, Hypothalamus und andere
Regionen exprimieren den CRH-Rezeptor (CRHR1, Koob 1999). Tatsdchlich kann man ein
hypothalamisches und ein zerebrales CRH-System unterscheiden. Letzteres spielt eine direkte
Rolle bei der Verhaltensantwort auf Stre3 (Pich et al. 1993) und wird — anders als ersteres -
durch CORT-Freisetzung aktiviert (Schulkin et al. 1998). Mehrere Blut-Hirn-Schranken-
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gingige CRHR1-Antagonisten befinden sich zur Zeit in klinischer Testung (s. z.B. Zobel et al.
2000).

c) GABA

GABA ist der wichtigste, ubiquitdr vorkommende inhibitorische Neurotransmitter im
Gehirn. Er vermittelt seine hemmende Wirkung weitgehend {iber den ionotropen GABA-
Rezeptor, der an einen Chloridionen-Kanal gekoppelt ist; des weiteren iiber den metabotropen
GABAg-Rezeptor und den ionotropen GABAc-Rezeptor, der nur in der Retina vorkommt
(zusammengefallt in Barnard et al. 1998). Die klassischen Anxiolytika der Substanzklassen
Barbiturate und Benzodiazepine (BZPe) binden an den GABAAa-Rezeptor-lonenkanal-
Komplex. Dieser besteht aus fiinf membranstindigen Untereinheiten. Unterschiedliche
Kombinationen von mindestens sieben bisher bekannten Typen von Untereinheiten - o, B, v,
0, &, m, p - setzen den Komplex zusammen, wobei die meisten dieser Typen Subtypen
besitzen. Die anatomische Verteilung verschiedener Typ-Subtyp-Kombinationen ist duBerst
komplex (Barnard et al. 1998).

Barbiturate verldangern durch Bindung an den sog. Picrotoxin-Rezeptor, der Bestandteil
des Komplexes ist, die Offnungsintervalle des Ionenkanals (Berne und Levy 1992). BZPe
erhohen durch Bindung an den BZP-Rezeptor, der sich auf den Subtypen o, o, 03 und o
befindet, die Affinitdt von GABA zu seinem Rezeptor und verstirken dadurch die GABAerge
Neurotransmission (Berne und Levy 1992).

Interessanterweise sind BZPe bei der Behandlung der Spezifischen Phobien, die
gewissermallen eine Reinform von Stérungen des Furchtsystems darstellen, ineffektiv
(Fredrikson et al. 1995). Die verhdltnismiBig selektive Wirkung der BZPe auf das
Angstsystem hat sich in verhaltenspharmakologischen Tierstudien bestétigt (D. C. Blanchard
et al. 1989; D. C. Blanchard et al. 1990).

Hinderlich fiir eine ,,GABA-Hypothese der Angst* ist die erwéhnte ubiquitire, nicht auf
Angstregionen beschridnkte Verteilung des Rezeptors und die Beobachtung sedativ-
hypnotischer Nebenwirkungen der klassischen Anxiolytika bei hoheren Dosen. Es ist nicht
klar, weshalb Substanzen, die eine ubiquitire, inhibitorische Neurotransmission simulieren
oder verstirken, bei niederen Dosen bevorzugt Angst, weniger jedoch Furcht oder
lokomotorische Aktivitdt dimpfen.

Die Arbeiten von Rudolph et al. (1999) und Low et al. (2000) er6ffnen Wege zu einer
Losung des Dilemmas. Den Autoren gelang es, durch Einflihrung einer Punktmutation in den
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BZP-Rezeptor diesen fiir seinen Liganden insensitiv zu machen, ohne ansonsten den GABA -
Rezeptor-lonenkanal-Komplex in seiner Funktion zu beeintrachtigen. Transgene Maiuse, die
diese mutierten BZP-Rezeptoren exprimierten, waren in ihrem Verhalten vollig normal,
reagierten jedoch nicht mehr auf das BZP Diazepam (Low et al. 2000; Rudolph et al. 1999).
Je nachdem, welche o-Untereinheit mutiert war, waren die Tiere fiir unterschiedliche
Wirkungen des Diazepam unempfindlich. Es stellte sich heraus, dafl die anxiolytische
Wirkung des BZP von der Untereinheit o, vermittelt wird, die die vorherrschende
Untereinheit im Limbischen System, im Kortex und in den Basalganglien darstellt (Low et al.
2000). Es darf also spekuliert werden, dall Diazepam zuerst die o-Bindungsstellen abséttigt
und dadurch vorrangig Systeme inhibiert, die Angst vermitteln. Die weitrdumige Verteilung
der op-Untereinheit erlaubt noch nicht, eine bestimmte Struktur als Kernregion des
Angstsystems zu benennen oder zu erkldren, warum Furcht und Lokomotion weniger
angesprochen werden. Die genaue Untersuchung der regionalen Expressionsmuster von
Subtypkombinationen und ihrer BZP-Affinitdten kann hierauf aufbauend jedoch helfen, die
Anzahl méglicher Hypothesen einzuschrianken.

Gray und McNaughton (2000) postulieren das SHS als Substrat der GABA-vermittelten
Anxiolyse. Diese Hypothese beruht auf der Ahnlichkeit der Verhaltenseffekte von SHS-
Lisionen, nicht jedoch Amygdala-Lisionen, und der Gabe klassischer Anxiolytika. Ahnlich
wie anxiolytisch wirkende Lasionen der monoaminergen Eingidnge in das SHS reduzieren die
klassischen Anxiolytika zudem den hippokampalen Theta-Rhythmus (McNaughton et al.
1986), was als ein Zeichen beeintrichtigter Informationsverarbeitung im SHS betrachtet wird

(s. 3.1.4.3a).

3.1.4.4 Personlichkeitsunterschiede

Auffilligkeiten, wie sie beispielsweise die GAD charakterisieren (3.1.3), werden also
tatsdchlich in den Systemen angetroffen, die an normalem Angstverhalten beteiligt sind,
wenngleich die Forschung noch weit davon entfernt ist, die genauen Ursache-Wirkungs-
Beziehungen zwischen neurobiologischen Storungen und Pathologie zu verstehen. Die in den
vorangegangenen Abschnitten geschilderten Ergebnisse und Theorien schaffen aber eine gute
Basis fiir die weitergehende Erforschung individueller Unterschiede im Angstverhalten.

Zwischen normaler Angstlichkeit und der extremen Ausformung der Angst, wie sie z.B.
in der GAD, aber auch anderen Angsterkrankungen angetroffen werden, mag, wie bereits

diskutiert (3.1.2), ein unscharfer Ubergangsbereich liegen, dessen sich die
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Personlichkeitsforschung annimmt. Es sollte erwartet werden, dal3 biologische Parameter, die
subklinisch dngstliche Typen kennzeichnen, stiarker ausgepragt in Angstpatienten anzutreffen
sind.

Die Personlichkeitsforschung am Menschen hat bisher im wesentlichen zwei Resultate
hervorgebracht: Eine starke Asymmetrie der basalen Aktivitit des PFC — mit deutlich
stiarkerer rechts- als linksseitiger Aktivierung — korreliert mit der Neigung zu negativen
affektiven Reaktionen (Davidson und Tomarken 1989). Prifrontale Asymmetrie ist eine
zeitlich stabile GroBe (Tomarken et al. 1992), mul also als eine frait-Variable aufgefaf3t
werden. Sie tritt bereits bei Neugeborenen auf und ist dort verbunden mit einer stark
emotionalen Reaktionen auf Trennung von der Mutter (Davidson und Fox 1989). Sie wurde
im Zusammenhang mit Angst- und Depressionserkrankungen beobachtet (Davidson 1995).

Als zweite Hirnregion, die an der Ausprigung individueller Unterschiede im
Angstverhalten beteiligt sein konnte, wurde wiederholt die Amygdala diskutiert. Thre
Reaktivitit auf negative Reize ist bei Gesunden mit der Disposition zu negativem Affekt
korreliert (Irwin et al. 1997). Entsprechend zeigen Phobiker eine Uberaktivierung der
Amygdala auf phobische Stimuli (Birbaumer et al. 1998), und bei Depressiven sind
Ruhemetabolismus der Amygdala und negativer Affekt eng miteinander verkniipft
(Abercrombie et al. 1998).

Davidson (2000) hat basierend auf diesen Daten und den in den obigen Kapiteln
dargelegten Erkenntnissen ein Modell vorgeschlagen, nach dem die individuelle Auspragung
des Angstverhaltens von der Aktivitit der Amygdala und der Stirke der vom mPFC
ausgehenden Hemmung der Amygdala abhingt. Die Ergebnisse von Wu et al. (1991), die eine
relative Zunahme des mPFC-Ruhemetabolismus nach Pharmakotherapie der GAD beobachtet

hatten, fligen sich hervorragend in dieses Modell ein.

3.1.5 HAB- und LAB-Ratten als Angstmodell

3.1.5.1 Zuchtstrategie

Die selektive Ziichtung von Nagern erlaubt es, Individuen mit extremen
Verhaltensweisen zu produzieren und so die Auffindung biologischer Korrelate dieser
Verhaltensweisen zu erleichtern. Sie stellt gewissermassen ein Pendant zur
Personlichkeitsforschung am Menschen dar. Ein Anwendungsbeispiel dieser Strategie in der

Angstforschung sind die Maudsley-Rattenlinien, die anhand ihrer Defakationshaufigkeit im
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Open Field (OF) selektiert wurden (Broadhurst 1962). Es stellte sich heraus, dafl Ratten, die
im OF héaufiger defékierten, auch in anderen Angsttests wie dem Elevated Plus Maze (EPM)
oder dem punished drinking-Paradigma emotionaler reagierten (Broadhurst und Levine 1963;
Commissaris et al. 1986; Overstreet et al. 1992, s. jedoch auch Paterson et al. 2001).
Weiterhin zeigten sie eine besonders geringe Aktivierbarkeit des sympathischen
Nervensystems bei Stre3 (Harrington und Hanlon 1966). Die Entdeckung, da} vor allem
solche Angstparameter verdndert waren, die stark mit der Aktivierung des sympathischen
Nervensystems korrelierten, schrinkte die Bedeutung dieser Zuchtlinie fiir die
Angstforschung jedoch ein. Dennoch postulieren Gray und McNaughton (2000), dal in den
emotionaleren Tieren sowohl das aktive als auch das passive Vermeidungssystem verdandert
seien und fiihren hierfiir Unterschiede im hippokampalen Theta-Rhythmus, im noradrenergen
System, im PAG und in der Amygdala an.

Der EPM ist ein anderer weit verbreiteter Test fiir unkonditionierte Angst bei Ratten und
Maiusen. Er besteht aus einer kreuzformigen, erhohten Plattform, bei der zwei
(gegeniiberliegende) Arme offen und zwei durch Seitenwidnde geschiitzt sind (s. Abb. 13).
Nager halten sich bevorzugt in den geschlossenen Armen auf, wahrscheinlich, da sie in einem
offenen Raum eher mit dem Angriff eines Fre3feindes rechnen miissen (Treit et al. 1993). Es
wird angenommen, dafl sich ein Tier im EPM in einem Zielkonflikt zwischen Erkundung
einer neuen Umgebung (Neugier) und Vermeidung einer moglichen Bedrohung (Angst)
befindet (Montgomery 1955), eine Situation, die die Voraussetzungen fiir die Aktivierung des
Behavioral Inhibition System nach Gray erfiillt. Eine abweichende Meinung vertritt die
Gruppe um File, die eine Sensitivitit des EPM fiir panikolytische Agenzien berichtet hat
(Johnston und File 1988). Es ist jedoch aus Griinden der face validity schwer ersichtlich,
inwieweit ,,EPM-Angst* spezifisch Panik darstellen soll. Zudem werden im EPM
Verhaltensweisen der vorsichtigen Umgebungserkundung (risk assessment), jedoch keine
fight or flight-Reaktionen beobachtet.

Die Dauer des Aufenthaltes in den offenen Armen sowie die Anzahl der Eintritte kann
als negatives MaB der Angstlichkeit eines Individuums und damit als Zuchtkriterium
verwendet werden. Neben der ethologischen oder Konstruktvaliditit ist der EPM als
Angstmodell pharmakologisch sehr gut abgesichert: BZPe, nicht jedoch Antidepressiva,
erhohen dosisabhingig die Zahl und Dauer der Aufenthalte in den offenen Armen (Briley et
al. 1986; Handley und McBlane 1993; Treit et al. 1993). Zudem bietet er den Vorteil, dal3
Verdnderungen des lokomotorischen Verhaltens anhand der Anzahl der Eintritte in die

geschlossenen Arme von Verdnderungen des emotionalen Verhaltens unterschieden werden
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konnen (Rodgers und Dalvi 1997, s. jedoch auch Weiss et al. 1998 fiir den Fall von
Psychostimulantien).

Anhand ihres Verhaltens im EPM werden von der Arbeitsgruppe von Rainer Landgraf
am Max-Planck-Institut fiir Psychiatrie seit iiber zehn Jahren die sog. HAB- und LAB-Ratten
(high and low anxiety-related behavior) selektiv geziichtet. Grundlage der Zucht sind

Wistarratten.

Abb. 13 Schematische Darstellung eines Elevated Plus Maze (EPM) mit (todes-)mutiger
Ratte (aus Max-Planck-Forschung 1999).

3.1.5.2 Verhalten

AuBer im EPM sind HAB-Ratten auch in anderen Tests unkonditionierter Angst, dem
Open Field und der Black-White Box, wesentlich dngstlicher als LAB-Ratten (Henniger et al.
2000; Liebsch et al. 1998b). Nach Trennung von ihrer Mutter stoBen neugeborene HAB-
Ratten mehr Ultraschallschreie aus als LAB-Ratten (Wigger et al. 2001), ein Mal3 der Angst,
das unabhéngig von der Lokomotion ist (Tornatzky und Miczek 1994).

Individuell gehaltene HAB- und LAB-Ratten unterscheiden sich nicht in ihrer basalen
Korpertemperatur, Futter- und Wasseraufnahme oder lokomotorischen Aktivitit. Unter Stref3
jedoch zeigen LAB-Ratten einen stirkeren Anstieg der Korpertemperatur und der Lokomotion
(Liebsch et al. 1998a). Die genannten Unterschiede im Vokalisierungsverhalten sowie die

Moglichkeit, im EPM lokomotorische Aktivitdit von Angst zu trennen, machen es jedoch
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unwahrscheinlich, daf3 die beobachteten Unterschiede im Angstverhalten auf lokomotorische
Unterschiede zuriickzufiihren sind.

Eher mogen unterschiedliche Strebewéltigungsstrategien den lokomotorischen
Unterschieden zugrunde liegen. HAB-Ratten zeigen im Forced Swim-Test ein weniger aktives
Verhalten, d.h. sie lassen sich friither treiben als LAB-Ratten, ein Verhalten, das hiufig als
depressionsdhnlich interpretiert wird (Liebsch et al. 1998b).

Dariiberhinaus besitzen HAB-Ratten ein besseres olfaktorisches Kurzzeitgedichtnis
(Landgraf und Wigger 2002) und ein besseres deklaratives Geddchtnis (Ohl et al. 2001).
Zumindest in letzterem Falle mag dies zum Teil auf die genannten Aktivitdtsunterschiede
zuriickzufiihren sein (Landgraf und Wigger 2002). Auch ist gezeigt worden, dal3 akuter Stref3
die deklarative Gedichtnisleistung verbessert (Cahill und McGaugh 1998; McGaugh et al.
1996), was als Argument fiir eine Ursédchlichkeit emotionaler flir kognitive
Verhaltensunterschiede bei HAB- und LAB-Ratten angefiihrt werden kann. Dennoch ist nicht
auszuschlieBen, daB3 hier eine weitere, unabhingige Verhaltensdimension koselektiert wurde.
Da die emotionalen Unterschiede zwischen den beiden Linien in Tests nicht-konditionierter
Angst gemessen wurden, ist eine Ursdchlichkeit kognitiver fiir emotionale Unterschiede
jedoch wenig wahrscheinlich.

Wie durch Aufzucht bei Adoptivmiittern der jeweils anderen Linie gezeigt werden
konnte, sind die genannten Unterschiede im Angstverhalten angeboren (Wigger et al. 2001).
Die extreme Angstlichkeit stellt damit ein #rait-Merkmal von HAB-Ratten dar, das sich in
erhohter Reaktivitdt in potentiell bedrohlichen Situationen &ufert. Der entscheidende Vorteil
von HAB- und LAB-Ratten gegeniiber anderen Zuchtlinien liegt in der Abwesenheit von
Unterschieden in physiologischen Parametern, die direkt oder indirekt das Angstverhalten

beeinflussen konnten (Liebsch et al. 1998a; Liebsch et al. 1998b).

3.1.5.3 Neurobiologie

Die Untersuchung neurobiologischer Unterschiede zwischen HAB- und LAB-Ratten hat
sich bisher im wesentlichen auf die HPA-Achse und das CRH-, das serotonerge und das
GABAerge System konzentriert.

HAB-Ratten reagieren auf Strel mit einer deutlich stirkeren Aktivierung der HPA-
Achse (M. E. Keck et al. 2002; Liebsch et al. 1998a), ein Merkmal, dal — gemessen mit Hilfe
des Dexamethason/CRH-Tests - auch bei den meisten depressiven (Holsboer-Trachsler et al.

1991) und ca. 30% der GAD-Patienten (Avery et al. 1985; Tiller et al. 1988) auftritt. Wihrend
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keine Unterschiede der CRH-mRNA-Expression und —Freisetzung im PVN gefunden werden
konnten, wird das zweite ACTH-Sekretagog AVP im PVN von HAB-Ratten basal und unter
StreB3 signifikant stirker exprimiert und freigesetzt (A. Wigger, personliche Mitteliung).
Tatséchlich konnte gezeigt werden, da3 die Hyperaktivierung der HPA-Achse in HAB-Ratten
von AVP vermittelt wird (M. E. Keck et al. 2002). Ein AVP-V1-Rezeptorantagonist wirkt in
den Tieren anxiolytisch (A. Wigger, personliche Mitteliung). In der Promoterregion des AVP-
Gens, nicht jedoch der CRH-, Oxytozingene oder der jeweiligen Rezeptorgene wurde eine
Punktmutation entdeckt, die bei 100% der HAB-Ratten und bei 0% der LAB-Ratten auftritt
und deren funktionelle Bedeutung noch unklar ist (A. Wigger, personliche Mitteliung).
Vermutlich {iber nicht-hypothalamische Mechanismen wirkt der CRH-Rezeptor-Antagonist
R121919 bei HAB-Ratten auf dem EPM wesentlich stirker anxiolytisch als bei LAB-Ratten
(M. E. Keck et al. 2001).

Weder im PVN noch im dorsalen HC findet sich zwischen den beiden Linien ein
Unterschied in der 5-HT-Freisetzung unter basalen Bedingungen; hingegen setzen HAB-
Ratten im Forced-Swim-Test mehr 5-HT im PVN frei als LAB-Ratten. Diese wiederum
weisen hohere hippokampale 5-HT-Konzentrationen nach Forced-Swim- sowie OF-Test auf
(Umriukhin et al., in Begutachtung). Ersteres kann mit einer HPA-aktivierenden Funktion von
5-HT in Einklang gebracht werden (Bagdy et al. 1989; Calogero et al. 1989). Letzteres steht
im Widerspruch zur Theorie einer anxiogenen Wirkung des 5-HT im HC nach Gray und
McNaughton (2000). Demgegeniiber schlagen Takahashi et al. (2000) eine Rolle
hippokampalen SHTs bei der Kontrolle der lokomotorischen Aktivitdt vor. Die erhéhte SHT-
Freisetzung im HC von LAB-Ratten konnte also auch ein Korrelat einer aktiveren
StreBbewiltigungsstrategie dieser Linie sein (s. 3.1.5.2).

Ahnlich wie der CRH-Antagonist R121919 wirkt Diazepam (1 mg/kg) auf dem EPM bei
HAB-Ratten etwa 10fach stirker anxiolytisch als bei LAB-Ratten (Liebsch et al. 1998a).
Trotz dieses erheblichen Unterschieds konnten keine Unterschiede in der Dichte oder Affinitét
von GABA-Rezeptoren im kortikalen Homogenisat von HAB und LAB gefunden werden
(Hermann et al. 2000). Aufgrund der geringen rdumlichen Auflésung der verwendeten
Technik kann dieses Ergebnis regionale Unterschiede nicht ausschlieBen. Andere mogliche
Unterschiede in der GABAergen Neurotransmission (wie beispielsweise unterschiedliche
Konzentrationen oder Freisetzungsmuster des Transmitters oder anderer endogener Liganden

oder Unterschiede in Rezeptorstruktur und —funktion) wurden bisher nicht untersucht.
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3.2 Diazepam-phMRI bei HAB- und LAB-Ratten

3.2.1 Einleitung

Die in 3.1.5.3 genannten Unterschiede in der anxiolytischen Wirkung des Diazepam bei
HAB- und LAB-Ratten lassen die Schluflfolgerung zu, dal Diazepam einen differentiellen
Effekt auf Hirnregionen hat, die mit der Regulation des Angstverhaltens befalit und die
insbesondere flir Unterschiede im Angstverhalten zwischen HAB und LAB verantwortlich
sind. D.h. umgekehrt: Jede Region, deren neuronale Aktivitidt durch Diazepam bei HAB und
LAB unterschiedlich beeinfluf3t wird, ist ein Kandidat fiir die unterschiedliche Regulation des
Angstverhaltens bei HAB und LAB und — weitergehend - fiir die Regulation des

Angstverhaltens als solche.

3.2.1.1 Methodische Vorbemerkungen

Zur Erstellung eines ,,Fingerabdrucks® der Diazepam-Wirkung bietet sich das phMRI
an. Da der BOLD-Effekt neuronale Aktivitit nur indirekt miit und durch Verdnderung
systemischer physiologischer Parameter beeinflult werden kann, macht — wie in Teil I
ausfiihrlich begriindet — erst eine Kontrolle dieser Parameter die Erstellung von Diazepam-
Karten mit phMRI moglich.

Der hier verfolgte Ansatz, eine differentielle Diazepam-Wirkung im Verhalten und im
phMRI aufeinander zu beziehen, setzt implizit ein grundsédtzlich &dhnliches
Hirnaktivierungsmuster in dem Strefl und Angst auslosenden Verhaltensexperiment und dem
aversiven phMRI-Experiment (Anisthesie, maschinelle Beatmung, mechanische
Immobilisierung des Kopfes, postoperativer Stref3, Lairmbelastung) voraus. Da der Zwang zur
Immobilisierung der Tiere eine parallele Erfassung des Verhaltens unter phMRI-Bedingungen
verhindert, konnen im phMRI gefundene Unterschiede jedoch nicht als Beweis der
Beteiligung einer gefundenen Region an dem interessierenden Verhalten gewertet werden.

Vielmehr mull das phMRI vor allem als hypothesengenerierender Ansatz aufgefal3t
werden. Generierte Hypothesen konnen in einem zweiten Schritt durch Anwendung invasiver
Methoden wie Elektrophysiologie, Lasion, Mikrodialyse oder lokale Substanzapplikation
parallel zur Verhaltenserfassung getestet werden. Diese invasiven Methoden machen in jedem
Falle die Vorauswahl einer oder einiger weniger Kandidatenregionen erforderlich. Gegeniiber

einer theoriegesteuerten Auswahl der Zielregionen hat das phMRI den Vorteil, zumindest bei
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entsprechendem statistischen und methodischen Ansatz keine Region zu bevorzugen, also
gewissermallen neutraler als ein vorinformierter Experimentator zu sein. Dies kann zur
Entdeckung bisher nicht beriicksichtigter Regionen fiihren.

Die konkrete technische Ausfiihrung im Rahmen des hier verwendeten Versuchsaufbaus
relativierte diesen Vorteil jedoch zum Teil: Die zur Erzielung eines ausreichenden Signal-zu-
Rausch-Verhiltnisses (SNR, signal-to-noise ratio) notwendige Oberflichenspule leuchtete
das Hirn inhomogen aus. Die mit der Entfernung zu Spule abnehmende SNR fiihrte
insbesondere zu einer ungeniigenden Ausleuchtung basaler und weit kaudaler Regionen. Sie
verhinderte beispielsweise einen Vergleich der Diazepam-Wirkung in Amygdala und
ventralem HC bei einer verniinftigen Anzahl an Versuchstieren. Damit konnte hier keine
Aussage liber diese beiden fiir die Theorie der Angst hoch interessanten Gebiete getroffen
werden. Hingegen waren der gesamte PFC, weite Teile des restlichen Kortex, die Striata, der
dorsale Thalamus, der dorsale HC und die Hiigelplatte der Analyse zuginglich.

Eine weitere Einschrinkung muflite fiir unmittelbar an die Kortexoberfliche oder die
Ventrikel angrenzenden Voxel gemacht werden, die - wie die vorausgehende Studie gezeigt
hat - hdufig schwer interpretierbare Signaldnderungen aufweisen (s. Abb. 6). Dem wurde in
der hier vorgestellten Untersuchung durch eine Nichtberlicksichtigung solcher Voxel bei der
Definition von Zielregionen sowie bei der Interpretation der Diazepam-Karten Rechnung

getragen.

3.2.1.2 Studiendesign

Ziel der Studie war es nicht, die Dosis-Wirkungs-Beziehung zwischen Diazepam und
der Verdnderung der Hirnaktivitit systematisch zu beschreiben. Vielmehr stand die
Identifikation regionaler Linienunterschiede in der Diazepam-Wirkung im Vordergrund.
Hierzu wurden bei (n=6 vs. 6) HAB- und LAB-Ratten eine niedrige Dosis von 0,2 mg/kg und
bei (n=6 vs. 6) weiteren Tieren eine hohere Dosis von 1 mg/kg Diazepam appliziert und die
Effekte in jeder Dosisgruppe zwischen den Linien verglichen. Durch den Vergleich HAB (1
mg minus 0,2 mg) vs. LAB (1 mg minus 0,2 mg) konnten nicht Diazepam-spezifische Effekte,
wie z.B. Vehikeleffekte, ausgeschlossen werden.

Bei LAB-Ratten, die zu diesem Zeitpunkt in groBerem Malle zur Verfligung standen,
wurde zur zusitzlichen Absicherung eine Vehikelbedingung eingefiihrt (n=5), die erlaubte,

die Dosisabhéngigkeit der zerebralen BOLD-Antwort auf Diazepam zu demonstrieren.
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3.2.2 Material und Methoden

3.2.2.1 Tiere

Alle angewendeten Verfahren waren nach dem Tierschutzgesetz und lokalen Richtlinien
genehmigt (TVA-Nr. 211-2531-25/98). Es wurden ausschlieBlich ménnliche Auszuchtratten
der Zuchtlinien HAB und LAB (Liebsch et al. 1998b) verwendet, die im Alter von neun
Wochen auf dem EPM auf die Erhaltung der Zuchtmerkmale gepriift worden waren. Im Alter
von drei Wochen wurden die Tiere mit einem Transponder ausgestattet. Die Tiere wurden
konventionell in Gruppen bis zu fiinf Tieren bei einem Lichtzyklus von 6 bis 18 Uhr gehalten
und hatten freien Zugang zu Wasser und Futter (Alleinfuttermittel 1314, Altromin,
Deutschland).

Am Tag des Experiments wurden das Experimentaltier um 9 Uhr in einen mit Wasser
und Futter ausgestatteten Kifig umgesetzt und in den Operationsraum im MR-Labor gebracht.
Dort wurde es bis 12 Uhr gelassen. Wenn ein Tier einzeln im Gruppenkéfig zuriickblieb,
wurde es am néchsten Tag ins Experiment genommen.

Je 6 altersmidBig angeglichene HAB- und LAB-Tiere erhielten 0,2 oder 1 mg/kg
Diazepam, 5 LAB-Tiere erhielten Vehikel. Ein Tier zeigte unmittelbar vor der Diazepam-
Injektion einen abrupten BP-Anstieg von 103 auf 110 mmHg, der sich direkt auf das BOLD-
Signal auswirkte und eine sinnvolle Bestimmung der Diazepam-Antwortamplitude unmdglich
machte. Die Messung wurde an einem anderen Tier &hnlichen Gewichts wiederholt.

Durchschnittliches Alter und Gewicht der Gruppen zeigt Tab. 3 (s. Ergebnisteil).

3.2.2.2 Operationsmethoden und physiologische Uberwachung

Um 12 Uhr wurden die Tiere wie unter 2.2.1 beschrieben anisthesiert und dann
kontrolliert beatmet. Der Transponder wurde durch einen oberflichlichen Schnitt im
Nackenbereich entfernt, die Wunde vernéht und mit Lidocain (Xylocain, Astra, Deutschland)
bestrichen. Eine Schwanzvene und eine Schwanzarterie wurden katheterisiert. Halterung und
physiologische Uberwachung (Temperatur, O,, CO,, Anisthesiegas, Paw, BP, HF, SpO,)
waren identisch zu 2.2.1. Auch wurde auf eine Konstanthaltung des EtCO, (£1 mmHg) und
der Korpertemperatur (38+0,5°C) geachtet. Die physiologischen Daten wurden alle 30 s auf
PC gespeichert. Wiahrend der Operation wurde eine Halothandosis von 1,5% verwendet, nach
Einlagerung im Tomographen wurde diese auf 0.8% reduziert.
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3.2.2.3 Magnetresonanztomographie

Die Experimente wurden in einem Bruker 7 Tesla Avance Biospec 70/30-Scanner
(Bruker, Deutschland) mit der beschriebenen Empfangs-Oberflichenspule durchgefiihrt
(s.2.2.1). Zur Festlegung der Schnittfiihrung wurden zunichst mit Hilfe mehrerer schneller
T2-gewichteter RARE-Aufnahmen (TR=1561 ms, TR.#=75,4 ms, RARE-Faktor 16, Matrix
192x192, FOV 5 mm? 2 Wiederholungen) die drei orthogonalen Raumebenen relativ zum
Rattenhirn bestimmt. Die sagittale Aufnahme erlaubte dann, eine reproduzierbare, axiale
Schnittfiihrung mit 13 Schichten von 1 mm Dicke zu definieren, die den gréften Teil des
Gehirns abdeckte (Abb. 14). Dies und die Benutzung eines Schichtabstandes, der fiir jedes
Tier individuell an die Entfernung zwischen rostraler und kaudaler Schnittbegrenzung
angepalit wurde (Abb. 14), ermoglichten spiter die einfache Normalisierung der Hirne mit
SPM99 (s.u.).

Abb. 14 Axiale Schnittfithrung von 13
Schichten a 1 mm. Der Schichtabstand
wurde so angepallt, das die vorderste
Schicht am Bulbus olfactorius endete
und die Mitte der letzten Schicht den
% ventralsten Punkt einer Senke am
unteren Rand des Kleinhirns durchlief.
Ergebnis s. Abb. 16.

kaudales Ende
des Bulbus

Nach Abschlu3 der Vorbereitungen und ca. 20 bis 30 min vor dem phMRI wurden in
einer Untergruppe von Tieren (n=3 HAB, n=9 LAB) 650 ul Blut aus der Arterie abgenommen
und mit 300 pl NaCl substituiert. 630 ul wurden auf Eis mit 70 ul Aprotinin (Trasylol, Bayer,
Deutschland), einem Proteasechemmer, in EDTA-beschichteten Reaktionsgefilen gemischt
und bei 4°C und 4000 rpm fiir 15 min zentrifugiert. 80 ul des Uberstandes wurden fiir die
ACTH-Bestimmung bei —80°C, 50 ul fiir die CORT-Bestimmung bei —20°C tiefgefroren. Der
restliche Uberstand wurde fiir andere Messungen aufbewahrt. Die Bestimmung erfolgte per
Radioimmunassay (ICN Biomedicals, Costa Mesa, USA).

Die funktionellen Aufnahmen erfolgten mit einer gemischt T1/T2-gewichteten RARE-
Sequenz mit TR=1875 ms, TE.#~19,5 ms, RARE-Faktor 6, einer Matrix von 96x96, einem
FOV von 3,5 mm? (rdumliche Auflosung 0,356x0,356x1 mm3), einer zeitlichen Auflésung
von 2 Bildern/min, 32 Dummy Scans (entspricht 1 min) und 80 Wiederholungen (entspricht

40 min). Als T2-sensitive Sequenz ist die RARE weniger empfindlich fiir den BOLD-Kontrast
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als eine T2*-sensitive Gradienten-Echo-Sequenz. Gradienten-Echo-Sequenten haben jedoch
den Nachteil, fiir Suszeptibilitdtsunterschiede im Gewebe wesentlich empfindlicher zu sein.
Wie Abb. 15 zeigt, fiihrt dies zu bedeutenden Verzerrungen im Bereich des Innenohrs, die
eine Darstellung von beispielsweise der Amygdala oder des ventralen HC unmoglich macht.
Zudem sind T2*-Sequenzen empfindlicher fiir Inflow-Effekte (Gao et al. 1996; Turner 1997)
und den Beitrag groBler GefdBe (Boxerman et al. 1995; Kennan et al. 1994). Die T2-
Gewichtung erlaubt also, Signalverinderungen spezifischer zu werten. Die T1-Gewichtung

entstand durch die Wahl eines verhdltnisméBig kurzen TE, wodurch innerhalb von 30 s 13

Schichten aufgenommen werden konnten.

Abb. 15 Vergleich einer T2*-sensitiven Gradienten-Echo-Sequenz (FLASH), einer
hauptsidchlich T2-sensitiven Spin-Echo-Sequenz (SE-EPI) und einer gemischt T1/T2-
sensitiven Spin-Echo-Sequenz (RARE). Die Suszeptibilititsartefakte an der Grenze zwischen
luftgefiilltem Innenohr und Schéddel verhindern in den BOLD-Kontrast-empfindlicheren
FLASH- und SE-EPI-Aufnahmen die Darstellung beispielsweise der Amygdala (). Die
weniger BOLD-sensitive RARE-Aufnahme wurde daher fiir das hypothesenfreie Screening
des gesamten Hirns bevorzugt (zur Erklérung technischer Begriffe s. Anhang).

Vor Beginn der Messung wurde mit 4 ml/kg einer 2 mg/ml-Lésung Vecuroniumbromid
(Norcuron, Organon Teknika, Deutschland, innerhalb einer Stunde vor Benutzung in NaCl
gelost) eine Muskelrelaxation durchgefiihrt, die ca. eine Stunde anhielt. Die phMRI-Messung
wurde erst gestartet, nachdem sich der BP stabilisiert hatte (etwa 15 min). Zehn Minuten nach
MeBbeginn wurde mit einer Geschwindigkeit von 0,4 ml/min 0,2 oder 1 mg/kg Diazepam
(Diazepam-Lipuro, B.Braun, Deutschland) oder ein identisches Volumen Vehikel (Lipofundin
MCT 20%, B.Braun) i.v. infundiert. Die niedrige Dosis war hierbei mit Vehikel aufgestockt,
so daf} ein Tier von 400 g stets 0,08 ml erhielt. Da der Katheter mit einer Venenverweilkaniile
mit Injektionsventil abgeschlossen war, muBte zur Uberwindung des Totraumes im
Injektionsventil zusétzlich 0,1 ml gegeben werden. Der Katheter wurde dann bei derselben

Geschwindigkeit mit 0,35 ml NaCl iiber den Hauptweg nachgespiilt.
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Nach Abschlufl des phMRI wurden anatomische Aufnahmen mit 96x96er (TR=5090 ms,
TR=48,2 ms, RARE-Faktor 8, 4 Wiederholungen RARE) und mit 256x256er-Matrix
(identische Parameter) in exakt derselben Schnittfithrung wie das phMRI vorgenommen.
Offensichtliche anatomische Unterschiede wurden dabei zwischen den Gruppen nicht
gefunden (Abb. 16).

Am Ende der Untersuchung wurden die Tiere euthanasiert.

Abb. 16 A Morphologie des Gehirns einer HAB-Ratte (408 g) in der in Abb. 14 erlduterten
Schnittfiihrung. Die letzte Schicht ist nicht dargestellt. Sequenz: RARE mit 256x256 Matrix
(s. Text). B (umseitig) LAB-Ratte (424 g). Auffillige morphometrische Unterschiede konnten
bei den beiden Linien nicht festgestellt werden.

3.2.2.4 Datenanalyse

Die statistische Analyse der Datensdtze erfolgte mit SPM99 (statistical parametric
mapping, Wellcome Department, GroB3britannien, Frackowiak et al. 1997).
Die Hirne wurden in den anatomischen Aufnahmen mit Hilfe des region growing-
Algorithmus des FUNTool-Software-Pakets (Bruker, Deutschland) maskiert und die Masken
49



auf die auf 256x256 Pixel extrapolierten phMRI-Datensétze libertragen. Diese wurden auf 15

Schichten erweitert, indem die erste und die letzte Schicht eines jeden Aufnahmezeitpunkts

verdoppelt wurden. Dies erlaubte in der darauffolgenden Normalisierung die Beibehaltung der
ersten (nicht jedoch der letzten Schicht), so daB schlieBlich die Schichten 1 bis 12 ausgewertet
werden konnten. Beim Import der Bilder in SPM99 wurde der Schichtabstand aller Tiere auf
1,2 mm angeglichen. Aufgrund der festen Einspannung der Tiere in die Kopfhalterung erwies
sich eine Bewegungskorrektur als unnétig; die mit Hilfe der SPM-Bewegungskorrektur
ermittelten translationellen und rotationellen Bewegungen der Hirne {iber 80
Aufnahmezeitpunkte liberschritten nicht 6% der Kantenldnge eines Voxels. Zur Erstellung
einer Normalisierungsvorlage (template) wurden in einem ersten Schritt flinf HAB- und fiinf
LAB-Hirne aus der Studie (mittleres Gewicht der Tiere 423 g) auf ein identisch
vorbehandeltes und auf 0,4x0,4x1,2 mm’> geglittetes Hirn einer 400 g schweren, ménnlichen
Wistarratte normalisiert. Normalisierungsparameter waren: 12 Iterationen, 7x8x7
Basisfunktionen, very heavy regularization, nearest neighbour-Interpolation. Die
normalisierten HAB- und LAB-Hirne wurden auf 0,4x0,4x1,2 mm’ geglittet und gemittelt.

Das Mittelbild wurde dann als Normalisierungsvorlage fiir alle HAB- und LAB-Hirne der
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Studie verwendet. Nach erfolgter Normalisierung wurden die Hirne auf 0,8x0,8x1,2 mm’
geglittet.

Der Diazepam-Effekt (Zeitpunkte 20 bis 80) wurde datengestiitzt durch eine
Gammafunktion (f(x) = (x*'e™*)/(I'(a)b®), x>0, Formparameter a=2, b=10) modelliert, die den
Wiederanstieg des Signals in den ersten 15 bis 20 min nach Diazepam-Gabe hinreichend gut
nachvollzog (s. Abb. 27, Ergebnisteil). Entsprechend iiblicher Praxis wurden regelhaft
auftretende Drifts durch einen HochpaBfilter mit einer Periode von 4800 s (doppelte Scan-
Dauer) beseitigt. Bei zwei Tieren, bei denen die Messung durch technisches Versagen nach 72
bzw. 48 Wiederholungen abbrach, wurde mit einer Periodenldnge von 4320 bzw. 2880 s
gefiltert. Die Inferenz basierte auf einem fixed-effects-Modell, da ein random-effects-Modell
bei der geringen Gruppengrofle nicht sinnvoll anwendbar war. Dementsprechend miissen alle
Ergebnisse mit  Vorsicht — im  Sinne nicht konfirmatorischer, = sondern
hypothesengenerierender Analyse — interpretiert werden. Die Korrektur flir multiple
Vergleiche wurde nach der GauBlschen Feldtheorie durchgefiihrt. Statistische Schwelle war
p<0,05.

Zur beispielhaften Darstellung regionaler Signalverldufe wurden post hoc zwei
Zielregionen, der linke mPFC (in dem sich ein maximaler HAB-LAB-Unterschied fand, s.u.)
und der linke primirmotorische Kortex (MCI, in dem sich die beiden Linien kaum
unterschieden), ausgewéhlt. Die Zielregion mPFC bestand aus einem Rechteck der
Ausdehnung 0,6/2,4/1,2 mm in x/y/z-Richtung um den Mittelpunkt -5/12/-60 mm und
umfafite 85 Voxel (s. Abb. 25, Ergebnisteil). Die Zielregion MC1 bestand aus einer Kugel mit
Radius 0,3 mm um den Mittelpunkt -30/22/-60 mm und umfafite 109 Voxel (s. Abb. 26,
Ergebnisteil). Beide Regionen wurden so in das femplate eingezeichnet, daB} die
Kortexoberfliche nicht beriihrt wurde. Dies geschah aufgrund der in Teil I beobachteten
schwer interpretierbaren Zeitverldufe in oberflichlichen Voxeln. Um in die Mittelung der
Zeitkurven alle Voxel in den Zielregionen einzubeziehen, wurde der F-Kontrast ,,effects of
interest“ mit einer unkorrigierten Schwelle von p<0,99 verwendet. Die Kurven waren
hochpalBigefiltert. Zur Darstellung von FEinzelvoxel-Zeitkurven wurden ebenfalls
hochpaBgefilterte Kurven herangezogen. Die weitere Auswertung der Zeitverldufe erfolgte
mit Excel97.

Zur Beschreibung der Diazepam-induzierten BP-Verdnderungen wurde die Differenz
der Mittelwerte vor (Zeitpunkte 1 bis 22) und nach Diazepam (Zeitpunkte 23 bis 80 fiir
»BP3omin"* bzw. Zeitpunkte 23 bis 50 fiir ,,BP;sy,in*) gebildet.
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3.2.3 Ergebnisse
3.2.3.1 Physiologische Parameter

Tab. 3 zeigt Alter, Gewicht, BP- und HF-Werte der Tiere. Keiner der Basalwerte
unterschied sich signifikant zwischen den Linien, weder im Vergleich aller Tiere noch im
dosisspezifischen Vergleich. Der BP stieg jeweils leicht an, was ein Effekt des hier
verwendeten Vehikels war. Signifikant >0 war der Anstieg jedoch nur in der LAB-Vehikel-
Gruppe (BP3pmin und BPjsyin) und in der HAB-0,2mg-Gruppe (BPismin). Unterschiede
zwischen den Linien waren nicht signifikant. Physiologische Unterschiede kénnen also nicht
ursichlich fiir Unterschiede in der BOLD-Antwort gewesen sein.

Die ACTH-Plasma-Konzentrationen der Tiere vor Beginn des phMRI lagen bei
307£116 pg/ml, die CORT-Konzentrationen bei 1038+1034 ng/ml. Typische basale Werte bei
nicht-anisthesierten HAB- und LAB-Ratten sind <30 pg/ml bzw. < 100 ng/ml; eine EPM-
Exposition, die als schwacher emotionaler Stref3 eingestuft werden kann, fiihrt akut (nach 5
min) zu ACTH-Werten von 150 - 350 pg/ml und CORT-Werten von 200 — 250 ng/ml.
Ahnliche Effekte hat ein kombinierter emotionaler und physikalischer StreB wie der Forced

Swim-Test (Liebsch et al. 1998a). Die MR-Situation mul3 also als sehr starker Stressor

betrachtet werden.

(o}
T = o) S o
£ 4 =2 @ _ T @ .
5 2 E & | &% 2 2 P
o NS 5 B 3 E S 8E 2°E
© 2 2 P2
5 88 |c % 4] @ E, s & &5 E &5 E
HAB 0,2 | 6 132429 450+39 94+23 313420 (n=5) 25425 3,94+2,3*
1 6 107+17 422+41 100+9 31547 (n=4) 0,745 2,5+3,2
LAB 0 5 126425 419449 96+11 310+14 (n=3) 5,7+4,3* 8,6+4,2*
0,2 | 6 125+17 409+31 114435 331420 (n=5) 1,916,8 68,1
1 6 114418 393435 10517 326427 (n=4) 3+8,6 8,1+6,4
§ BP-Anstieg in 30 min nach DIA (Mittel der Zeitpunkte 23 bis 80 minus Mittel der Zeitpunkte 1 bis 22)
# BP-Anstieg in 30 min nach DIA (Mittel der Zeitpunkte 23 bis 50 minus Mittel der Zeitpunkte 1 bis 22)
* signifikanter Anstieg (p<0,05, t-Test)

Tab. 3 Physiologische Werte.
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3.2.3.2 BOLD-Signal

a) Karten

Abbildungen 17 bis 21 zeigen die BOLD-Signalverdnderungen in den fiinf Gruppen
HAB-0,2 mg, HAB-1 mg, LAB—Vehikel, LAB-0,2 mg und LAB-1 mg. Blaue Voxel
kennzeichnen einen signifikanten Signalabfall, rote einen Signalanstieg nach Diazepam- bzw.
Vehikelgabe. Rote Voxel sind in allen Gruppen auf Ventrikel, Hohlrdume, die
Kortexoberflichen sowie Orte grofler Gefdlle (wie z.B. eine trianguldre basale Region in den
Schichten 1 bis 3, die die vorderen Hirnarterien und —venen enthélt) beschrinkt und stellen
somit keine parenchymalen Substanzeffekte dar. Sie werden daher im weiteren nicht
diskutiert. Die parenchymale Diazepam-Antwort bestand ausschlieBlich in Signalreduktionen.
Basierend auf der Annahme, da3 dies durch eine erhdhte lokale dHb-Konzentration aufgrund
verrinerter neuronaler Aktivitdt bedingt war (s. Teil I), werden Diazepam-bedingte
Signalreduktionen im folgenden auch als ,,Deaktivierung® bezeichnet.

Das Vehikel selbst induzierte v.a. kortikal Signalreduktionen (Abb. 19). Der Effekt des
Diazepam war jedoch stirker und wies eine Dosisabhingigkeit auf (vgl. Abb. 19 bis 22). Bei
der hohen Dosis war der Diazepam-Effekt entsprechend der ubiquitdren Rezeptorverteilung
und den Ergebnissen von metabolischen und CBF-Kartierungsstudien (de Wit et al. 1991;
Eintrei et al. 1999; Kelly et al. 1986; Laurie und Pratt 1989; Mathew et al. 1985; Mathew und
Wilson 1991; Nehlig et al. 1987) global und verhiltnismafig homogen (Abb.n 18 und 21).
Wie einleitend erwéhnt (3.2.1.1) wiesen basale und kaudale Gebiete ein zu schlechtes SNR
auf, um die Substanzeffekte hinreichend abzubilden. Der Vergleich der Abbildungen 18 und
21 scheint auf eine global stirkere Deaktivierung bei LAB-Ratten hinzuweisen.

Den direkten Vergleich zwischen HAB- und LAB-Ratten bei den beiden Dosen zeigen
die Abbildungen 22 und 23. Der Unterschied war bei der niedrigen Dosis (Abb. 22) marginal
und weitgehend auf Ventrikel, Hohlraume und Oberflichen beschrinkt. (In blau kodierten
Voxeln ist hier die Diazepam-Antwort der LAB-Ratten kleiner als die der HAB-Ratten, d.h.
positive Signalverdnderungen sind geringer und/oder negative Signalverdnderungen stérker
ausgepragt. Da in nicht-parenchymalen Voxeln stets nur positive Signalverdnderungen
auftraten (s.0.), bedeutet dies, dal LAB-Ratten in blau kodierten nicht-parenchymalen Voxeln
einen weniger starken Signalanstieg auf Diazepam hin aufwiesen.) MutmaBlich parenchymale
Unterschiede fanden sich lediglich in Schicht 1 (rot, unklar, ob oPFC oder Nucleus olfactorius

oder auch Oberfliche zwischen den beiden) und in den Schichten 3, 4 und 7 (blau,
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Basalganglien und HC). Da in parenchymalen Voxeln stets nur negative Signalverdnderungen
(Deaktivierungen) auftraten (s.o0.), bedeutet dies, dal LAB-Ratten hier in rot kodierten
parenchymalen Voxeln einen geringeren und in blau kodierten parenchymalen Voxeln einen
starkeren Signalabfall nach Diazepam zeigten. (Die Diazepam-Antwort war bei LAB-Ratten
blauen Voxeln sozusagen ,,stiarker*.)

Bei der hohen Dosis (Abb. 23) unterschieden sich HAB- und LAB-Ratten hingegen
deutlich. Alle roten Voxel fanden sich wieder lediglich in nicht-parenchymalen Regionen, in
denen folglich LAB-Ratten einen stirkeren Signalanstieg nach Diazepam hatten. Der
Vergleich demonstiert, dal} die stirkere (stirker negative, ,,blaue*) parenchymale Diazepam-
Antwort der LAB-Ratten keinewegs global homogen, sondern im mPFC, im Zingulum, in den
Basalganglien, im Thalamus und in einigen Kortexbereichen zu lokalisieren ist. Hingegen
sind weite rostrale Kortexareale und der grofite Teil des HC ausgespart. LAB-Ratten
reagierten also nicht einfach global stirker auf Diazepam (was angesichts des stirkeren
anxiolytischen Verhaltenseffekts auf HAB-Ratten auch eher kontraintuitiv gewesen wire),
sondern in ,,ausgewéhlten* Regionen.

Erst der Vergleich HAB (1 mg minus 0,2 mg) vs. LAB (1 mg minus 0,2 mg) erlaubte
jedoch die Identifikation von Unterschieden zwischen HAB- und LAB-Ratten in der Anwort
auf 1 mg/kg Diazepam unter sicherem Ausschlul von Vehikeleffekten (Abb. 24). Alle rot
kodierten Voxeln konnten aufgrund ihrer nicht-parenchymalen Lage von der Benennung von
Kandidatenregionen fiir die unterschiedliche Regulation des Angstverhaltens in HAB- und
LAB-Ratten ausgeschlossen werden. Das aufféllige blaue Cluster in den Schichten 1 bis 5
umfaBt den ventro- und medioorbitalen PFC (Paxinos-Region VO, MO, Schicht 1), den
medialen PFC (PrL, evtl. IL, Schichten 1, 2), den ACC (Cgl, Cg2, Schichten 1 bis 5) sowie
Anteile des sekunddrmotorischen Kortex (M2, Schichten 1 bis 4) und wird im folgenden kurz
als mPFC/ACC bezeichnet. Im Falle des rechts basal sich anschlieBenden Clusters in Schicht
2 kann nicht eindeutig bestimmt werden, ob es sich um kaudale Anteile des VO, rostrale
Bereiche des Caudatomputamen (CPu) oder den Nucleus accumbens (NAc, Paxinos: Acb)
handelt.

Kleinere, vereinzelte blaue Cluster erhalten dort Glaubwiirdigkeit, wo sie eindeutig
parenchymal liegen und zudem in der weniger stringent berechneten Abbildung 23 Teil
groferer Cluster sind. Es sind dies die Basalganglien (CPu, Schichten 3 bis 5) mit einem
Schwerpunkt moglicherweise im lateralen Globus pallidus (LGP, Schicht 4); die linken
primdrmotorischen und primirsensorischen Kortizes (M1, S1, Schichten 5 und 6); der

mediodorsale und zentromediane Thalamus (MD, CM, Schicht 6); die Habenula (Hb, Schicht
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8), der rechte dorsale laterale Kniehdcker (DLG, Schichten 8 und 9); das Hintere Zingulum
(retrosplenialer Kortex, RS, Schichten 8 bis 11); die Colliculi superiores (u.a. SuG, Schicht
10); das rechte Subikulum/CAl (S, CAl, Schicht 10) und die rechten primiren und
sekundiren visuellen Kortizes (V1, V2, Schicht 11, Tab. 4).

Es sei jedoch angemerkt, da3 morphologische Abweichungen der einzelnen Tiere in den
hinteren Schichten i.A. am stirksten waren und die Normalisierung dort erschwerten. Dies
stellt oberflaichennahe Regionen wie den Kniehdcker, die Colliculi und die visuellen Kortizes
als Kandidatenregionen in Frage. Angesichts seiner medianen, d. h. gefiinahen Lage sollte
auch die Einstufung des Hinteren Zingulums (PCC) als Kandidatenregion nur unter Vorbehalt
geschehen. Des weiteren ist jede anatomische Zuordnung kleiner Cluster angesichts von
Glattungs- und Normalisierungsschritten, die zur Berechnung der Karten notwendig sind,
zwangsldufig mit Unsicherheit behaftet. SchlieBlich koénnen Rechts-Links-Unterschiede
angesichts der bereits in Teil I festgestellten nicht vollig homogenen Ausleuchtung der

Oberfldchenspule kaum interpretiert werden. Sie werden daher im folgenden nicht diskutiert.

Schicht Paxinos- Kandidatenregion T-Wert#|Z-Wert# | Koordinaten#
Nomenklatur* [mm]
1 PrL, VO, MO mPFC/ACC 8,24 oo -5/11/-60
2 Cg1, PrL, (IL), M2
3 Cg1, Cg2, M2
4 Cg1, Cg2, M2
5 Cg1, Cg2
2 VO, CPu oder Acb? ?
(rechts)
3 CPu Basalganglien 6,21 6,18 -23/-23/-36
4 CPu, LGP
5 CPu
5 M1, S1 (links) Priméarer motorischer und | 8,09 o0 -16/34/-24
6 M1, S1 (links) somatosensorischer
Kortex
6 MD, CM Thalamus 6,24 6,23 3/-25/-12
8 Hb Habenula 5,56 5,59 18/-1/12
8 DLG (rechts) Lateraler Kniehocker 6,82 6,78 27/-3/24
9 DLG (rechts)
8 RS Hinteres Zingulum 7,54 7,48 -11/23/48
9 RS
10 RS
11 RS
10 SuG u.a. Colliculi superiores 8,64 oo 1/5/36
10 S, CA1 (rechts) Hippokampus 6,34 6,3 51/-1/36
11 V1, V2 Primérer und sekundarer | 4,71 4,69 33/23/48
(rechts) visueller Kortex

* nach Paxinos und Watson (1998)
# im Maximum des Clusters

Tab. 4 Kandidatenregionen fiir die unterschiedliche Regulation des Angstverhaltens in HAB-
und LAB-Ratten.
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b) Zeitkurven

Abb. 25 zeigt mittlere BOLD- und BP-Zeitverldufe aus dem linken mPFC/ACC. Der
deutlich ausgeprigte Antwortunterschied bei der hohen Dosis wird sofort ersichtlich. Er
duBert sich sowohl in Amplitude als auch in Dauer der Antwort. In HAB-Ratten ist die
Diazepam-Gabe gar von einem unmittelbaren, ca. fiinf Minuten anhaltenden Signalanstieg
gefolgt. Dieser ist auller in der LAB-1mg-Gruppe auch in allen anderen Gruppen zu finden
und ist somit nicht mit Sicherheit von einem Vehikeleffekt zu trennen. (Der Verdacht eines
kurzzeitigen, nur in der LAB 1 mg-Gruppe von der starken Diazepam-Antwort maskierten
BP-Effektes, konnte nach Inspektion von BP- und BOLD-Zeitkurven der einzelnen Tiere
nicht bestitigt werden.)

Abb. 26 zeigt Zeitkurven aus einer Vergleichsregion ohne HAB-LAB-Unterschiede
(linker primérmotorischer Kortex). Der Vergleich mit dieser Region macht die Stirke der
Diazepam-Antwort im mPFC/ACC der LAB-Ratten (Abb. 25) deutlich. Der fiir HAB-Ratten
im mPFC/ACC typische initiale Signalanstieg war im primdrmotorischen Kortex nicht zu
finden.

BOLD-Signal-Verldufe und Fits aus dem Einzelvoxel mit dem hdochsten

Antwortunterschied im mPFC/ACC (Koordinaten —5/11/-60 in Schicht 2) zeigt Abb. 27.
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Abh. 18 Diazepam-Effekt 1n HAB-Eaten (1 mghkg) p<005 korrigiert EBlaue Voxel:
mignal abfall nach Diazepam. Eote Voxel: Signalanstieg.

58



Abb. 19 Vehikel-Effelt in LAB-Ratten. p<0.05 komgiert. Blaue WVoxel: Signalabfall nach

WVehikel Eote Voxel: Hignalanstieg







Abb. 21 Diazepam-Effekt in LAB-Ratten {1 mg'kg) p<005 korngert EBlaue Voxel:
signalabtall nach Diazepam. Eote Voxel: Signalanstieg.
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Abb. 23 Vergleich des Diazepam-Effekt in HAB- vs. LAB-ERatten bet 1 mghkg p<0.05
korngert. Fir Definition blaver und roter Voxel 3. Abb 22 und Text.




Abb. 24V

niederen

22 und Text.
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Abhb. 25 Zielregion linker medialer PFC Mittlere BOLD-Gignalverlaufe (schwarz) und
Blutdruck-Verlaufe (BP, rof) m den funf experimentellen Gruppen. Diazepam oder Wehikel
wurden nach 10 tin 1v gespritzt (\I/j. Daz Insert zeigt die Lokalisierung der Zieltegion in
Schicht 2 aus Abb 24, LAR Ratten zeigen in Ubereinstimmoung mit der SPM-Auswertung bei 1
mefke sowohl 1n Amplitude als auch Daver eine starkere Diazepam-Antwort Der (nicht
signifikante) BP-Anstieg 1st offensichtlich durch das Vehikel bedingt Der Trend zu einer
statkeren BP-Antwort bet LAB-Eatten hielt statistischer Testung nicht stand (p=00%, t+Test),
kénnte jedoch im Zusammenhang mit der autonomen Eegulationsfunktion des mPFC won
Interesse sem. Der mitiale Anstieg in HAB-Eatten bei 1 mg 146t sich nicht vom Vehikeleffelkt

unterscheiden.
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Primarmotorischer Kortex

HAE 1 mg
z 120
15 L 4 L 11s
1 1 110
0,5 | 1os
£ o
o
= s
B -1
1,5
-z | | =0
z.5 5
i} L] 10 15 20 5 a0 35 40
Zeit [min]
HAEO,Zmg
z 18
1.5 1 ¢ 1 110
14 | 1os
0.5 _l',\“ 1 1oo
E- o i th' ot 55
= s ] % 50
[+]
3 1 W i
1.5 | =
-z 1=
z.5 0
0 f 10 15 20 5 a0 35 40
Zeit [min]

EP [m m Hg]

EP [mmHg]

LAE 1 rmg
2 125
| 1zo
| 115
. | 110
& £
o | 10sE
B SRLLES
| as
-z 1 =0
B =5
1] 5 10 15 20 25 0 et 40
Zeit [min]
LAEB O 2 mg
2 135
1.5 | ¢ 1 1ao
il 1 1z2=
os 4 //_\\,\\ 1120 _,
£ oo [ . 118 &
|:I T T T T T E
= 05 | 4 110 £
B -1 1 1os @
1,5 ] 1 1oo
B 1as
2,5 =0
1] i 0 15 20 24 a0 3540
Zait [rin]
LAE Yehikel
25 120
o 4 115
i5 | 110
1] 105 _
s (=]
CR Y | 100 :
o
o o %"\fﬁ; Il H b Fir '!'\.r-‘l'*"n" L .f'; 55 E
E -0.5 | M\/JWW \Iv"’ W__ =1 ;
-1 ] E
15 | =0
z 75
1] h 10 15 20 25 3D 35 40
Zait [rnim]

Abb. 26 Eontrollregion Imker primarmotorischer Kortexr. Weder die SPM-Auswertung noch der
Eurwvenvergleich ergeben offensichtliche Unterschiede zwischen HAB -und LAB-Eatten.
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Abb. 27 BOLD-Zeithkurven und Fits (blau) aus dem Vozxel mit dem héchsten t-Wert (héchsten
Tnterschied zwischen HAB- und LAB-Eatten) 1m mPFC/ACT 1n Abb 24 Auferund des
inittalen BOLD-Anstiegs bet HAB-E atten, 15t der Fit in HAB-Eatten schlechter. 4 Diazepam.
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3.2.4 Diskussion

Wesentliches Ergebnis des phMRI-Screens auf Kandidatenregionen, die in die
unterschiedliche Regulation des Angstverhaltens bei hyperéngstlichen HAB- und
hypoédngstlichen LAB-Ratten involviert sein konnten, war die Identifikation einer
zusammenhédngenden Region im medianen frontalen Kortex (mPFC/ACC). Angesichts von
Amplitude und rdumlicher Ausdehnung des Effekts erscheinen alle anderen
Kandidatenregionen als zweitrangig.

Da die Unterschiede trotz Anédsthesie und einer maximalen Aktivierung der HPA-Achse,
die eine Nivellierung bestehender emotionaler Differenzen vermuten lassen, gefunden
wurden, diirfen sie zudem als sehr robust betrachtet werden. Sie sollten sicher nicht als
,LAbbildung® emotionaler Unterschiede, sondern eher als Ausdruck zugrunde liegender
biologischer Differenzen (etwa im Rezeptorbesatz) zwischen den beiden Linien verstanden

werden.

3.2.4.1 Biologisches Korrelat der BOLD-Antwort

a) Mogliche nicht-neuronale Korrelate

Angesichts des indirekten Zusammenhangs zwischen Hirnaktivitdt und BOLD (s. Teil I)
muf} begriindet werden, dal die beobachtete Signalabschwichung nach Diazepam nicht
artifiziell zustande gekommen ist, sondern tatsdchlich das Korrelat einer neuronalen
Deaktivierung ist. Ein Blutdruckartefakt konnte ausgeschlossen werden. Wiederholt wurde in
der Literatur ein direkter zerebrovasokonstriktorischer Effekt von Diazepam vermutet (Baldy-
Moulinier et al. 1977; Carlsson et al. 1976; Nugent et al. 1982; Renou et al. 1977, s. jedoch
auch Lasbennes und Seylaz 1986; Roald et al. 1986; Vernhiet et al. 1978). Dies kdnnte
ebenfalls eine Signalabschwéchung hervorrufen. Andererseits konnte in der Literatur kein
Beleg fiir GABA-Rezeptoren auf HirngefiBlen gefunden werden. Zudem waren die
gefundenen Unterschiede zwischen HAB- und LAB-Ratten nicht global, sondern auf einzelne
Regionen beschriankt. Es ist jedoch nicht vollig auszuschlieBen, dal3 sich ein potentieller
vasokonstriktorischer Effekt regional heterogen auswirkt, wenn tonische regionale
Perfusionsunterschiede (und damit Unterschiede in der Anflutung der Substanz) bestehen.

Solche pharmakokinetischen Effekte konnten neben potentiell vasokonstriktorisch (iiber

GefaBirezeptoren) vermittelten Unterschieden auch neuronal (iiber Rezeptoren auf Neuronen)
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vermittelte Unterschiede hervorrufen. Da Perfusionsunterschiede wahrscheinlich Ausdruck
unterschiedlicher regionaler Hirnaktivitdt sind (s. 2.1.1), werden diese Moglichkeit und ihre
Implikationen erst im folgenden Abschnitt weiter diskutiert. Es sei hier erwéhnt, daf3 derzeit in
einem Folgeprojekt die Moglichkeit von Perfusionsunterschieden im mPFC/ACC {iberpriift
wird.

Unterschiedliche Parenchymvolumina wiirden sich ebenfalls auf die Stirke der BOLD-
Antwort auswirken. Beispielsweise konnte die schwichere Diazepam-Antwort im
mPFC/ACC der HAB-Ratten mit einer geringeren Kortexdicke erkldrt werden. Abb. 25 zeigt
jedoch, daB die Antwort-Amplitude in HAB-Ratten (1 mg) etwa 2,5 mal kleiner ist als in
LAB-Ratten. Die Bestimmung einer Flache unter der Kurve wiirde wahrscheinlich einen noch
groeren Faktor liefern. Angesichts der Abwesenheit offensichtlicher morphologischer
Unterschiede zwischen HAB- und LAB-Tieren (Abb. 16) kann mit an Sicherheit grenzender
Wahrscheinlichkeit — ausgeschlossen  werden, dal ein  wesentlicher Anteil der
Antwortunterschiede morphologisch bedingt ist. Angesichts des unldngst berichteten
Zusammenhangs zwischen Angst und HC-Volumen bei Depressiven (Rusch et al. 2001) wird

sich dennoch ein Folgeprojekt mit Morphometrie bei HAB- und LAB-Ratten befassen.

b) Mégliche neuronale Korrelate

Durch welchen neuronalen Mechanismus lassen sich Unterschiede in der Antwort auf
Diazepam erkldren? Die naheliegendste Hypothese ist ein Unterschied in Vorkommen oder
Funktion des neuronalen BZP-Rezeptors. So konnte der Rezeptor in den betroffenen
Regionen unterschiedlich dicht verteilt sein oder unterschiedliche Affinitit zu Diazepam
haben. Die bisher bekannten Daten zum Diazepam-Rezeptor in HAB- und LAB-Ratten —
keine Unterschiede in Konzentration und Bindungseigenschaften im Kortexhomogenisat
(Hermann et al. 2000) — lassen keine Entscheidung iiber diese Hypothese zu. Hingegen wurde
in einer anderen Rattenlinie mit erhohter Emotionalitit (Maudsley reactive) eine (globale)
Reduktion der BZP-Bindung gefunden (Robertson et al. 1978), ein Ergebnis, das mit der
schwiécheren Diazepam-Antwort von HAB-Ratten im mPFC/ACC gut iibereinstimmen wiirde.
Tiere, die durch postnatalen Stre3 als Erwachsene hyperdngstlich sind, haben ebenfalls
reduzierte BZP-Rezeptorbindung (im frontalen Kortex, Caldji et al. 2000). Weiter zeigen
Miuse mit verringerter synaptischer GABAa-Rezeptorzahl in Kortex und HC verstirkte
Angst (Crestani et al. 1999). SchlieBlich konnten Tiithonen et al. (1997) eine temporopolare
Verringerung der BZP-Bindung in GAD-Patienten und Malizia et al. (1998) eine globale, v.a.
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aber orbitofrontale und insuldre, Verringerung der BZP-Bindung in Panikpatienten
demonstrieren. Eine niedrigere BZP-Bindung im mPFC/ACC von HAB-Ratten (zumindest
unter den experimentellen Bedingungen starken Stresses, damit wahrscheinlich aber auch im
Ruhezustand) erscheint also als eine attraktive Hypothese und wird z.Zt. autoradiographisch
iiberpriift.

An dieser Stelle sei angemerkt, dafl etwaige Unterschiede in der Diazepam-Bindung fiir
das Verhalten im naiven Zustand zundchst bedeutungslos sind. Beispielsweise konnten ein
Austausch BZP-sensitiver gegen BZP-insensitive o-Untereinheiten oder auf den BZP-
Rezeptor beschriankte Mutationen oder post-translationelle oder allosterische Modifikationen
die Diazepam-Bindung verringern, die normale GABAerge Transmission aber mehr oder
weniger unberiihrt lassen. Um Unterschiede in der Diazepam-Bindung, wie sie die
Autoradiographie identifizieren konnte, als verhaltensphysiologisch bedeutsam interpretieren
zu konnen, miissen dariiber hinaus die Bindung endogener Liganden des GABA/BZP-
Rezeptorkomplexes  (inklusive ~GABA  selbst, dies geschieht z. Zt. ebenfalls
autoradiographisch) und (mit zellphysiologischen Methoden) die molekulare Antwort des
Rezeptors auf dieselben untersucht werden.

Endogene BZP-Liganden selbst konnten die Affinitdt des Rezeptors und damit die
Diazepam-Antwort beeinflussen. Dabei wére zu beriicksichtigen, ob der Ligand agonistisch,
antagonistisch oder invers agonistisch wirkt. Die Verdringung eines Agonisten &hnlicher
Stdarke oder eines Antagonisten durch Diazepam sollte die GABAerge Transmission nicht
wesentlich verdndern, die Verdringung eines inversen Agonisten hingegen sollte einen
doppelt positiven (die inhibitorische Transmission doppelt verstdrkenden) Effekt haben. In
den letzten Jahren wurden das DBI (diazepam binding inhibitor) und das Tribulin als
endogene inverse Agonisten am BZP-Rezeptor vorgeschlagen (Costa und Guidotti 1991;
Elsworth et al. 1986). Es wire interessant festzustellen, ob LAB-Ratten (unter
StreBbedingungen) im mPFC/ACC eine hohere Konzentration dieser putativen inversen
Agonisten aufweisen. Dies wiirde bedeuten, dall der Tonus der inhibitorischen Transmission
im mPFC/ACC bei hypoédngstlichen Ratten (unter den experimentellen Bedingungen)
schwécher ist.

Die bisher erorterten moglichen Korrelate gehen von einer unterschiedlichen
Verstarkung der inhibitorischen Neurotransmission aus. Diese findet ohne wesentlichen
zusétzlichen Energieverbrauch, d.h. ohne vermehrte Freisetzung und Recycling von GABA,
statt. Die dem negativen BOLD-Effekt zugrunde liegende Abnahme des neuronalen

Energieverbrauchs kommt durch die sekundéire Reduktion der exzitatorischen Transmission
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zustande. Exzitatorische, glutamaterge Zellen sind fiir 80 — 90% des kortikalen
Glukoseverbrauchs verantwortlich und ca. 85% der von ihnen verbrauchten Glukose werden
fiir das Recycling des freigesetzten Transmitters iiber benachbarte Astrozyten zuriick in die
Prasynapse bendtigt (Sibson et al. 1998). Es kann vermutet werden, dall das Ausgangsniveau
der exzitatorischen Transmission einen EinfluB auf das AusmaBl der durch Diazepam
ausgelosten BOLD-Signalabschwéchung hat: Bei einem sehr hohen Ausgangsniveau konnte
der Effekt stirker sein als bei einem sehr niedrigen. Nach dieser Logik wiirde die deutliche
Diazepam-Antwort des mPFC/ACC der LAB-Ratten auf eine besonders starke Aktivitdt
dieser Region in den hypoédngstlichen Tieren unter den speziellen Strebedingungen des
Experiments hindeuten.

Tonische Aktivitdtsunterschiede konnen sich auf die Perfusion einer Region und damit
auch auf die Anflutung einer Substanz auswirken (s. Abschnitt a). Eine mdgliche tonisch
stirkere Aktivitit des mPFC/ACC in LAB-Ratten konnte dann auf diesem Weg indirekt
ebenfalls die stirkere Diazepam-Antwort verschulden bzw. verstirken. Wie erwidhnt wird
diese Hypothese derzeit durch lokale Perfusionsmessungen iiberpriift; vorlaufige Ergebnisse
liefern keinen Hinweis auf lokale Perfusionsunterschiede (Daten nicht gezeigt).

Aus den obigen Uberlegungen wird ersichtlich, daB die schwichere phMRI-Antwort des
mPFC/ACC der HAB-Ratten je nach zugrunde gelegtem neuronalen Mechanismus entweder
als Hinweis auf eine stirkere oder schwichere (streBbedingte) Aktivitit verstanden werden
kann. Insbesondere konnte eine geringere BZP-Rezeptordichte — die zunéchst als
augenscheinliches Argument fiir eine erniedrigte inhibitorische Transmission gedeutet werden
mag - auch die kompensatorische Konsequenz lédngerfristig erhohter GABA-Konzentrationen
sein. Eine solche Herunterregulierung wird durch Experimente in Zellkultur nahegelegt
(Maloteaux et al. 1987). Dementsprechend fand eine spektroskopische Studie (Grachev und
Apkarian 2000) Hinweise auf eine erhohte GABA-Konzentration im orbitofrontalen Kortex
angstlicher Menschen. Zudem mufl eine hohe inhibitorische Transmission nicht mit
Funktionseinschrankung einer Region gleichbedeutend sein. Alternativ konnte das SNR bei
der Verarbeitung relevanter Informationen durch verstirkte Unterdriickung irrelevanter
Informationen verbessert werden, was wiederum eine verbesserte Funktionalitidt zur Folge
hitte.

Aus dieser kurzen Darlegung geht hervor, dal phMRI allein nicht in der Lage ist,
Aufschlul tiiber die genauen Rezeptorverhiltnisse oder iiber die verhaltensrelevanten

Aktivitdtsverhéltnisse zu geben. phMRI wie hier angewandt erlaubte lediglich, Regionen zu
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identifizieren, die — in welcher Form auch immer - mit groer Wahrscheinlichkeit an der

unterschiedlichen Regulation des Angstverhaltens beteiligt sind.

3.2.4.2 Schaltkreise iibersteigerter Angstlichkeit — medioprifrontale Hypoaktivititshypothese

Das Muster der im phMRI identifizierten Kandidatenregionen wird hier mit
bestehendem Wissen {iber die verhaltensbiologischen Wirkungen des Diazepam, die
Schaltkreise der Angst und die neurobiologischen Korrelate von Personlichkeitsunterschieden
zu einer Hypothese der Hypoaktivitit des mPFC/ACC als Stref3- oder Angst-hemmender
Region in HAB-Ratten unter StreBbedingungen vereint.

Ausgangspunkt der Hypothese ist die Uberlegung, daB die wesentlich stirkere, im
Verhaltensexperiment sichtbare anxiolytische Wirkung des Diazepam bei HAB-Ratten
ursdchlich mit der schwicheren, im phMRI beobachteten Deaktivierung des mPFC/ACC
durch Diazepam zusammenhdngen muf. Dies scheint zundchst kontraintuitiv, lieBe sich
jedoch verstehen, wenn der mPFC/ACC Angst-hemmende Funktion hat. Die starke
anxiolytische Diazepam-Wirkung in HAB-Ratten wire dann die Konsequenz einer
Deaktivierung vornehmlich Angst-fordernder Zentren (hier moéglicherweise aufgrund des
schlechten basalen SNR nicht dargestellt), wohingegen in LAB-Ratten neben Angst-
fordernden Zentren auch besonders der Angst-hemmende mPFC/ACC deaktiviert wird, so da3
in hypoédngstlichen Tieren summarisch eine geringere Anxiolyse resultiert.

Anders ausgedriickt erkldrt die Hypothese die differentielle Diazepam-Wirkung
dadurch, dal LAB-Ratten ihren mPFC/ACC in einer anxiogenen oder StreBsituation
wesentlich stirker ,benutzen als HAB-Ratten - was ihre geringe Angstlichkeit bedingt; bei
einer solchermafen erhohten exzitatorischen Transmission wird Diazepam wesentlich stérker
deaktivierend wirken (s. 3.1.4.1), also eine Angst-hemmende Region besonders hemmen - und
somit letztlich weniger anxiolytisch wirken als in HAB-Ratten. Diese Erklarung der
differentiellen Diazepam-Wirkung schliefit, wie oben diskutiert, nicht die Moglichkeit einer
hoheren BZP-Rezeptordichte/-affinitdt im mPFC/ACC von LAB-Ratten als weiteren
Erklarungsansatz aus. Es wire im Gegenteil sogar intuitiv verstdndlich, dall eine stirker
benutzte Region auch iiber stirkere, sichernde Mechanismen der inhibitorischen Kontrolle —
im Sinne eines hoheren GABA/BZP-Rezeptorbesatzes — verfiigt.

Die Entscheidung fiir die Hypothese der Hypoaktivitit des mPFC/ACC in HAB-Ratten
und zuungunsten einer auf der Basis der phMRI-Daten ebenfalls denkbaren

Hyperaktivitiatshypothese (3.2.4.1) beruht weiterhin auf einer Vielzahl verhaltensbiologischer
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Studien an Nagern. In diesen wurde nach Lision des medialen PFC konsistent eine Zunahme
unkonditionierter Angst beobachtet (Holson 1986; Holson und Walker 1986; Jinks und
McGregor 1997; Markowska und Lukaszewska 1980; Nonneman et al. 1974). Stimulation
dieser Region hemmte Verteidigungsreaktionen, die durch Reizung in Amygdala oder
Hypothalamus ausgelost werden (al Maskati und Zbrozyna 1989). Demnach koénnte der
mPFC/ACC eine iibergeordnete, hemmende Rolle im Angstsystem spielen. (Wie bereits unter
3.2.4.2e erwihnt scheint diese Region auch Furcht zu hemmen. Es erhebt sich daher die
Frage, inwieweit die Gray-McNaughtonsche Unterscheidung zwischen orbitomedialem PFC,
der dem Angstsystem iibergeordnet sei, und vorderem Zingulum, das dem Furchtsystem
iibergeordnet sei, aufrecht zu erhalten ist.) Ferner konnte in cFos-Studien gezeigt werden, dal3
einige Anxiolytika (der partielle Glyzin/NMDA-Rezeptoragonist R(+)HA-966, der o,-
Agonist Guanfacine) die strefinduzierte Aktivitdt des PrL noch verstirken (Morrow et al.
2000).

Auch in Humanstudien wurden mPFC und ACC mit Angst (sowohl als mit Furcht) in
Zusammenhang gebracht, ohne die Entscheidung zugunsten einer eher Angst-fordernden oder
Angst-hemmenden Funktion treffen zu konnen (s. beipsielsweise Brody et al. 2001; Chua et
al. 1999; Osuch et al. 2000; Phelps et al. 2001; Ploghaus et al. 1999; Tashiro et al. 2001;
Gottschalk et al. 1992; eine Ubersicht verschiedener PET-Studien zur Furchtprovokation gibt
Malizia 1999). Besonders interessant erscheint in diesem Zusammenhang der Befund von Wu
et al. (1991) einer relativen Zunahme des mPFC-Ruhemetabolismus nach Pharmakotherapie
bei GAD-Patienten. Es ist demnach attraktiv zu spekulieren, da3 auch Angstpatienten ihren
mPFC/ACC nicht hinreichend ,,gebrauchen. Der zu den Tierstudien scheinbar
widerspriichliche anxiolytische Effekt der Zingulotomie (Long et al. 1978) sollte unter
Beriicksichtigung der extremen, therapieresistenten Ausgangspathologie und der starken
anatomischen und funktionellen Ausdifferenzierung des humanen Frontalkortex gesehen
werden.

SchlieBlich palit sich die Hypoaktivititshypothese gut in Davidsons (2000)
Personlichkeitsmodell ein, wonach das Ausmal3 der tonischen Amygdalaaktivitit und ihrer
mediopréfrontalen Hemmung iiber die Disposition zu negativem Affekt entscheidet (3.1.4.4).
Hinweise auf inhibitorische Efferenzen des oPFC und mPFC zur Amygdala wurden von
Amaral et al. (1992) und Rosenkranz und Grace (2001) gefunden. (Interessanterweise
inhibiert die Amygdala ihrerseits den mPFC wihrend einer konditionierten Furchtantwort

(Garcia et al. 1999).)
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Eine Hypoaktivitit des mPFC/ACC unter anxiogenen oder StreBbedingungen konnte
dariiber hinaus helfen, die streBbedingte Uberaktivierung der HPA-Achse bei HAB-Ratten zu
verstehen (3.1.5.3). Der mPFC besitzt eine hohe Dichte an Glukokortikoidrezeptoren (GR,
McEwen et al. 1986) und ist wahrscheinlich an der negativen Riickkopplung des HPA-
Systems durch CORT beteiligt (Diorio et al. 1993, s. jedoch Sullivan und Gratton 1999), eine
Funktion, die folglich in HAB-Ratten beeintrachtigt sein konnte. Tatsédchlich ist die frontale
GR-Bindung in Tieren reduziert, die postnatal StreB ausgesetzt wurden und als Erwachsene
hyperemotional und mit erhohter HPA-Achsen-Aktivitdt auf Stref3 reagieren (Meaney et al.
1996). Umgekehrt kann nicht ausgeschlossen werden, dal3 sich iiber einen langen Zeitraum
streBbedingt iiberhohte CORT-Konzentrationen (dhnlich wie im Falle des HC vielfach
diskutiert, s. neuere Ubersichtsarbeiten z.B. von Fuchs et al. 2001; Kim und Yoon 1998)
nachteilig auf die Funktionalitit des mPFC auswirken und damit ursdchlich zu seiner
Hypoaktivitét beitragen.

Wihrend die eindeutige Identifizierung von sowohl medioorbitalem und medialem PFC
als auch ACC als wichtigster und zusammenhéngender Kandidatenregion fiir die
unterschiedliche Regulation des Angstverhaltens in HAB- und LAB-Ratten die Gray-
McNaughtonsche Unterteilung in Angst- und Furchtsystem (mit orbitomedialem PFC
einerseits und ACC andererseits als iibergeordneten Regionen) eher nicht unterstiitzt, so steht
doch eine Reihe der weiteren gefundenen Region in Ubereinstimmung mit anderen Aspekten
dieser Theorie. So wurde eingangs erwihnt (3.1.4.2b), dafl das Septohippokampale System
(SHS) seine Funktion als Behavioral Inhibition System (BIS) iiber multisynaptische
Ausgangsrouten ausiibt, die vom Subikulum zundchst den NAc und weiterhin
Projektionsbahnen ins CPu, iiber Pallidum und MD aber auch PFC und ACC erreichen. Die
mogliche Rolle des PCC im Angstsystem wurde ebenfalls angesprochen (3.1.4.2¢). Es wire
allerdings nach der hier vertretenen Interpretation der phMRI-Effekte nicht unmittelbar
verstdndlich, warum diese Regionen bei hypodngstlichen Ratten von Diazepam stirker
deaktiviert werden sollten.

Alternativ konnte die Beteiligung von Basalganglien und MD im Sinne einer
unterschiedlichen Funktion prifrontal-subkortikal-prafrontaler Schleifen verstanden werden,
iber die der PFC - in diesem Falle der mPFC/ACC - die Ausfilhrung von
Verhaltensprogrammen  beeinfluBt (3.1.4.2¢). Hierzu palit der Befund einer
stammgangliondren Verringerung des Ruhemetabolismus bei GAD-Patienten (Wu et al.
1991). Der Nucleus centromedialis des Thalamus (CM), ein unspezifischer Thalamuskern,

erhélt Afferenzen aus Kleinhirn, Formatio reticularis und Pallidum und projiziert zum CPu
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(Carpenter 1989; Kahle et al. 1991), mag also ebenfalls an der moglicherweise
unterschiedlichen Funktionsweise der Basalganglien in den beiden Linien beteiligt sein.

Die Habenula sendet GABAerge Efferenzen zum PAG und zu den dorsalen medianen
Raphé-Kernen (Murphy et al. 1996). Lision dieser Efferenzen verstirkt Angstverhalten im
EPM und OF (Murphy et al. 1996). Auch die beschriebene Aktivierung der Habenula nach
i.c.v. CRH-Applikation (Imaki et al. 1993) macht diese Struktur zu einer plausiblen weiteren
Kandidatenregion.

Andererseits ist die Habenula Teil des olfaktorischen Systems mit Verbindungen zu den
Oberen Hiigeln (Kahle et al. 1991). Diese Beobachtung scheint in Analogie mit der
Identifikation von Teilen des visuellen (Obere Hiigel, rechten lateraler Kniehdcker, visuelle
Kortizes) und des somatosensorischen Systems (primérer somatosensorischer Kortex) zu
stehen. Zudem zeigte auch der primdre motorische Kortex in LAB-Ratten eine stirkere
Diazepam-Antwort. Dies mag assoziiert sein mit den eher subtilen Unterschieden zwischen
HAB- und LAB-Ratten in anderen als den Angstsystemen (z.B. Motorik, Gedichtnis, s.
3.1.5.2). AuBer bis auf den Vergleich des olfaktorischen Gedichtnisses, das in HAB-Ratten
besser funktioniert (Landgraf und Wigger 2002), wurden die perzeptiven Systeme allerdings
bisher nicht in die Charakterisierung der Linien aufgenommen. Auch wurde in letzterem Fall
nicht zwischen perzeptiven oder kognitiven Grundlagen der Gedichtnisunterschiede gefragt.
Ebenso wurde die Wirkung von Benzodiazepinen auf diese Systeme in HAB- und LAB-
Ratten bisher nicht untersucht. Die im phMRI eher gering ausgepridgten Unterschiede in
diesen Regionen sprechen jedoch dhnlich wie die bisherigen Verhaltensstudien eher gegen
eine wesentliche Rolle dieser Systeme bei dem unterschiedlichen emotionalen Verhalten der
beiden Linien. Auch sollte hier noch einmal an die unter 3.2.3.2 a) gedullerten Vorbehalte
gegen die Glaubwiirdigkeit und die anatomische Zuordnung kleinerer Kandidatenregionen

erinnert werden.

3.2.4.3 Weiterfilhrende Arbeiten

Die vorgeschlagene Hypothese der Hypoaktivitit des mPFC/ACC in hyperdangstlichen
Individuen kann durch Lasion sowie elektrophysiologisch getestet werden. Die Analyse des
Ruhezustandes wiirde zudem Aufschlul geben, ob das postulierte Aktivitdtsmuster
streBspezifisch ist oder auch basal auftritt. Hierzu konnten auch die autoradiographische
Messungen von CBF (mit lodoantipyridin) oder Glukoseverbrauch (mit 2-Deoxyglukose)

oder die Bestimmung der immediate early gene-Immunreaktivitét (cFos...) eingesetzt werden.
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Um den =zugrundeliegenden neurobiologischen Mechanismus der postulierten
Hypoaktivitit aufzukldren, miillte eine detaillierte strukturelle, neurochemische und
elektrophysiologische Untersuchung des Areals und verbundener Areale (beispielsweise mit
Quantifizierung von Zelldichte, Volumen und Konnektivitdt, mit Rezeptorautoradiographie,
Mikrodialyse, Spektroskopie oder Ableitung am wachen Tier) vorgenommen werden.
Spannend erscheint zudem die Frage, inwieweit eine Hypoaktivitidt mit Unterschieden in der
Genexpression korreliert ist. Zu diesem Zweck wird gegenwirtig eine DNA-Microarray-
Analyse der Region vorgenommen.

Die hier vorgestellte Studie 6ffnet auch den Weg zu einer gezielten Untersuchung von
Angstpatienten. Angesichts der Ahnlichkeiten des humanen und des HAB-Phinotyps 148t sich
eine Hypoaktivititshypothese beispielweise auch fiir die GAD formulieren. Im Falle einer
Bestitigung der Hypothese konnten HAB-Ratten weit iiber die phinotypische Ahnlichkeit
hinaus als hochwertiges Modell der Angsterkrankungen betrachtet werden. In einem weiteren
Schritt lieBe sich — mit Hilfe bildgebender Verfahren und in Ausweitung der wegweisenden
Arbeiten von Wu et al. (1991) - fragen, ob Therapieeffekte an dieser Region ansetzen und ob
die Effektivitét einer Therapie mit ihrem Einflul auf die Aktivitit des mPFC/ACC korreliert.
Die Therapieforschung konnte dann auf Tier- wie auf Humanebene von einem neuen

Surrogatmarker profitieren.
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3.3 Schlu3bemerkung

Zusammenfassend sei noch einmal ausdriicklich darauf hingewiesen, da8 die im phMRI
eindeutigsten und am stirksten ausgeprdgten Unterschiede zwischen hyper- und
hypoéngstlichen Ratten nicht in den (technisch sichtbaren) Anteilen des Septohippokampalen
Systems oder anderer ,,primérer® Angstregionen, sondern in Arealen gefunden wurden, fiir die
eine libergeordnet-modulierene Rolle im Angstverhalten bereits beschrieben wurde. Unter
Beriicksichtigung der beschrinkten Aussagekraft des phMRI darf daher die Vermutung
geduBBert werden, daB individuelle Unterschiede im Angstverhalten weniger durch die
unmittelbare, instinktive Antwort auf anxiogene Situationen als vielmehr durch die Regulation
derselben bestimmt sind. Ubertragen auf die menschliche Situation wiirde dies bedeuten, daB
Patienten mit iibersteigerter generalisierter Angst vor allem unter einer Fehlfunktion oder
Fehlbenutzung ihrer Angst-hemmenden Kontrollregionen leiden. Diese wéren dann die
natiirlichen Zielregionen einer Pharmako- oder Psychotherapie. Eine besonders interessante,
sich aus der vorgestellten Studie ergebende Richtung flir weitere Arbeiten wére daher die
Erforschung der ,,Machtposition“ des mPFC/ACC im Konzert der vielen Mitspieler im
Angstsystem wahrend Krankheit und Heilungsprozess. Methoden des Biofeedback, an dessen
Implementierung auf der Grundlage von Echtzeit-fMRI-Aktivierung z. Zt. gearbeitet wird,
mogen in der Zukunft einen weiteren therapeutischen Hebel zur ,,Wiedereinsetzung“des

mPFC/ACC in seine angestammte, ,,konigliche* Rolle bieten.
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4 ALLGEMEINE DISKUSSION

In Teil I der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dal abrupte Bludruckverdnderungen
einen Einflul auf die Hohe der BOLD-Antwort eines Pharmakons haben konnen, ein
Artefakt, das mit gewisser Wahrscheinlichkeit ein Spezifikum des BOLD-phMRI bei hohen
magnetischen Feldstdrken darstellt. Es wurden weiterhin Wege zur Eliminierung dieses
Artefakts skizziert.

Die Vorarbeiten erlaubten in Teil II der Arbeit die Durchfiihrung einer phMRI-Studie an
einem Rattenmodell der angeborenen Angst. Es wurden dabei trotz der erforderlichen
Narkotisierung der Versuchstiere deutliche BOLD-Signalreduktionen nach Diazepam
beobachtet. In einer Studie am wachen Menschen bei einer Feldstirke von 2 Tesla konnten
Kleinschmidt et al. (1999) keine signifikanten Signalverdnderungen durch Diazepam
nachweisen. Dies unterstreicht den immensen Nutzen hoher Feldstirken fiir die
pharmakologische Bildgebung.

Bei der vorgelegten Studie wurden zum ersten Mal die Effekte eines Pharmakons auf
zwei Tierlinien quantitativ miteinander verglichen wurden. Zur Durchfithrung des
quantitativen Vergleichs wurde — zum ersten Mal am Rattenhirn — die Methode des statistical
parametric mapping (SPM) eingesetzt. Zudem wurde fiir ein weiteres Spezifikum hoher
Feldstirken — die Problematik zunehmender Suszeptibilititsartefakte — mit der erfolgreichen
Verwendung einer RARE-Sequenz eine attraktive Losung angeboten. Zusammenfassend 1483t
sich also sagen, daB3 in der vorliegenden Arbeit BOLD-phMRI als Methode der Kartierung
pharmakologisch induzierter Hirnaktivierungsverdnderungen bei hohen magnetischen
Feldstéirken erfolgreich etabliert und validiert werden konnte.

Die mit Hilfe der Methode erzielten Ergebnisse erdffneten neue Einsichten in die
neurobiologischen Mechanismen individueller Unterschiede im emotionalen Verhalten und
zeigten insbesondere auf, dafl der mediane prifrontale Kortex und das vordere Zingulum mit
grofler Wahrscheinlichkeit eine entscheidende Rolle bei der Disposition eines Individuums zu

negativem Affektverhalten spielen.
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5-Hydroxytryptamin, Serotonin

Nucleus accumbens*

Anterior Cingulate Cortex, vorderes Zingulum
Adrenokortikotropes Hormon

Insula anterior dorsalis™

Insula anterior ventralis*

Analysis of variance, Varianzanalyse
Arginin-Vasopressin

AVP-Rezeptor 1

Behavioral Inhibition System

Nucleus basolateralis amygdalae*

Bed nucleus der Stria terminalis*

Blood oxygenation level dependent, Blutoxygenierungsabhéingig
Blood pressure, Blutdruck
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Elevated Plus Maze
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Functional magnetic resonance imaging, funktionelle
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Subikulum

Primérer somatosensorischer Kortex*

Spin echo echoplanar imaging

Septohippokampales System
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Statistical parametric mapping
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Trizyklisches Antidepressivum
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Primérer visueller Kortex*

Sekundirer visueller Kortex*

Ventraler Orbitofrontaler Kortex*
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* Definition nach Paxinos und Watson 1998
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Kleine Einfiihrung in die Physik der Magnetresonanztomographie

Atomkerne mit ,,Kernspin“ haben die Eigenschaft, sich in einem Magnetfeld wie ein
kleiner Stabmagnet zu verhalten, d.h. sich an dem duBeren Magnetfeld auszurichten. In der
Summe werden sich stets ein wenig mehr dieser kleinen Magneten parallel als antiparallel zur
Achse eines Magnetfeldes ausrichten, wodurch eine Nettomagnetisierung resultiert, die als
Vektor parallel zur Hauptmagnetfeldachse beschrieben werden kann. Héufigster im Gewebe
vorkommender Kern mit ,,Spin‘“ ist der Wasserstoftkern (Proton).

In der Magnetresonanztomographie werden die Spins durch kurze Einstrahlung von
selektiven Radiofrequenzpulsen auf ein hoheres Energieniveau gehoben; dies entspricht einer
Auslenkung des Magnetisierungsvektors transversal zur Hauptmagnetfeldachse. Er féngt
daraufhin an, um die Hauptmagnetfeldachse zu prazedieren, wobei er in einer Empfangerspule
eine Spannung induziert, die proportional zur Hohe der anfanglichen Nettomagnetisierung ist.
Je mehr Protonen das Gewebe enthélt, desto hoher ist die Nettomagnetisierung und damit die
induzierte Spannung. In der einfachsten Form der Bildgebung wird dieser sog.
Protonendichte-Kontrast zur Unterscheidung verschiedener Gewebetypen benutzt. Auch
steigt die Nettomagnetisierung mit der Stirke des dulleren Magnetfeldes, da zunehmend mehr
parallel als antiparallel ausgerichtete Kerne anzutreffen sind. Dies ist der Hintergrund fiir den
zunehmenden Einsatz von Hochfeld-Geridten in der biomedizinischen Forschung.

Die Dynamik der Wiederherstellung der Nettomagnetisierung ldngs der Hauptachse
wird durch die Longitudinalrelaxations-Konstante T1 beschrieben. Je kiirzer nach einer
Auslenkung der Magnetisierungsvektor erneut ausgelenkt wird, desto weniger hat sich die
longitudinale Magnetisierungskomponente erholt und steht fiir eine erneute Auslenkung zur
Verfligung. Entsprechend geringer wird die induzierte Spannung im néchsten
Préazessionsprozel3 sein. Da die Relaxationseigenschaften (d.h. T1) eines Gewebes von den
magnetischen Eigenschaften ihrer Umgebung abhidngen, konnen durch geeignete Wahl der
Zeitabstinde zwischen den Auslenkungen (Repetitionszeit TR) unterschiedliche
Gewebetypen differenziert werden. Der sog. T1-Kontrast dient folglich wie der
Protonendichte-Kontrast in erster Linie zur anatomischen Bildgebung.

Unmittelbar nach der Auslenkung sind zunidchst alle Spins in Phase. Durch
Wechselwirkung untereinander biilen sie an Phasenkohirenz ein, wodurch es zu einer
Verringerung der Nettomagnetisierung kommt. Der dadurch hervorgerufene Signalzerfall
wird durch die Transversalrelaxations-Konstante T2 beschricben. Andere Quellen des

Phasenkohdrenzverlustes sind lokale Magnetfeldinhomogenititen wie die Gradienten des
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duBeren Magnetfeldes oder paramagnetische Effekte an Gewebegrenzen (die sog.
Suszeptibilititseffekte). Diese lokalen Inhomogenititsquellen sind zeitlich konstante Grof3en
und konnen daher durch den Einsatz einer sog. Spin-Echo(SE)-Sequenz anstelle einer
konventionellen  Gradienten-Echo(GE)-Sequenz  herausgemittelt werden. In  SE-
Experimenten ist der Signalzerfall also verlangsamt (T2 ist ldnger). Die Zeitkonstante des
schnelleren Zerfalls in GE-Experimenten bezeichnet man zur Unterscheidung auch als T2*.

In der funktionellen Bildbegung macht man sich eine weitere Inhomogenitétsquelle —
das paramagnetische Deoxy-Hdmoglobin (dHb) in den Blutgefien - zu nutze. Seine
Konzentration ist dort erniedrigt, wo neuronale Aktvierung stattfindet (s. 2.1.1), so dal} T2*
(in geringerem Mafle T2) in aktivierten Hirnregionen ldanger ist. Durch geeignete Wahl des
Aufnahmezeitpunktes nach der Auslenkung (Echozeit TE) konnen dadurch nicht aktivierte
Regionen, in denen das Signal schon stark abgeklungen ist, von aktivierten, ,helleren*
Regionen unterschieden werden.

Zur weiterfithrenden Lektiire insbesondere beziiglich der Grundlagen der funktionellen
Magnetresonanztomographie sei der Band Functional MRI (Moonen und Bandettini 1999)

empfohlen.

94



Lebenslauf

Name: Raffael Kalisch
Geburtsort: Offenburg
Geburtsdatum: 1.8.1972
Nationalitét: deutsch

1979-1983 Besuch der Grundschule Heilbronn-Horkheim

1983-1992 Besuch des Justinus-Kerner-Gymnasium Heilbronn

1992 Schulabschluf3 Abitur

1992-1993 Zivildienst am Stidtischen Krankenhaus Heilbronn

1993-1996 Studium der Humanbiologie an der Universitidt Marburg (6
Semester)

1995 Vordiplom

1996-1997 Gaststudent im Studiengang "Maitrise de Biologie cellulaire et
Physiologie, option Physiologie" an der Universitit Paris VII (2
Semester)

1997-1998 Abschluf3 des Studiums der Humanbiologie an der Universitét
Marburg (2 Semester)
Externe Diplomarbeit bei Herrn Dr. Antoine Triller, INSERM
U497, Ecole Normale Supérieure, Paris

1998 Diplompriifungen in Physiologie (Hauptfach), Zellbiologie und
Molekularbiologie

22.9.1998 Erlangung des Diploms der Humanbiologie

seit 1.11.98 Doktorand am Max-Planck-Institut fiir Psychiatrie, Miinchen unter

SS 1999-WS2001/02

Anleitung von Frau Dr. Dorothee Auer und Herrn Prof. Dr.
Landgraf (Doktorvater)

Promotionsstudent an der Ludwig-Maximilians-Universitit
Miinchen

95



	Daten aus Teil I wurden unter dem Titel
	Raffael Kalisch, Gregor-Konstantin Elbel, Christoff Gössl, Michael Czisch und Dorothee P. Auer. Blood pressure changes induced by arterial blood withdrawal influence BOLD signal in anesthesized rats at 7 Tesla: implications for pharmacologic MRI. Neuroim
	Für Hilke
	
	5 LITERATURVERZEICHNIS	 79
	6 VERÖFFENTLICHUNG	 89
	7 ANHANG	 98


	1 ALLGEMEINE EINLEITUNG	   1
	2 TEIL I: Der Einfluß von Blutdruckveränderungen auf das BOLD-Signal        	   3
	2.1 	Einleitung	   3
	
	3 TEIL II: Diazepam-phMRI an einem Rattenmodell angeborener Angst	 22
	4 ALLGEMEINE DISKUSSION	 78
	5 LITERATURVERZEICHNIS	 79
	6 ANHANG	 89



	1
	1 ALLGEMEINE EINLEITUNG
	2.1 Einleitung
	
	3 TEIL II: Diazepam-phMRI an einem Rattenmodell angeborener Angst
	4 ALLGEMEINE DISKUSSION
	5 LITERATURVERZEICHNIS
	6 ANHANG


	Abkürzungverzeichnis
	Kleine Einführung in die Physik der Magnetresonanztomographie

