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Zitat iii

In einem scheinbaren Widerspruch erhélt [der Organismus] seine Stabi-
litat nur dann aufrecht, wenn er erregbar und imstande ist, sich selbst
entsprechend aulRerer Einflisse zu verdndern und seine Reaktion an den
jeweiligen Einflu3 anzupassen. In diesem Sinne ist er stabil weil er ver-
anderlich ist — die leichte Instabilitat ist eine notwendige Bedingung fir
die wahre Stabilitat des Organismus.

W.B. Cannon

Alles flief3t.
Heraklit
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Zusammenfassung

Bei zwei vorangegangenen qualitativen Studien ergaben sich Hinweise auf Veranderungen der
Innervationsmuster der dopaminergen und der serotoninergen Fasersysteme im prafrontalen
Kortex (PFC) und im Nucleus accumbens (NAC) von Meriones durch die Einwirkung eines
definierten umweltbezogenen und eines pharmakologischen Parameters wahrend der postnatalen
Reifung. Aufgrund dieser Befunde ergab sich die Notwendigkeit, mégliche reaktive Veranderungen
der monoaminergen Innervation quantitativ zu erfassen.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Methode zur computergestiitzten Quantifizierung
neuronaler Strukturen mittels einer modernen Bildanalysesoftware etabliert und zur Anwendung
gebracht. Hierzu wurden die monoaminergen Transmitter Dopamin (DA) und Serotonin (5-HT)
immunhistochemisch geféarbt und die Faserdichten in mehreren Subarealen des PFC sowie des
NAC quantifiziert. Diese Untersuchungen wurden an Tiergruppen durchgefiihrt, die zwei unter-
schiedlichen Aufzuchtbedingungen — restriktiver bzw. seminatirlicher Aufzucht — unterworfen
waren. Die Halfte der Tiere jeder Gruppe erhielt zudem eine einmalige systemische Methamphet-
amininjektion am postnatalen Tag 14. Methamphetamin (MA) wirkt aufgrund neurotoxischer Pro-
zesse als ein pharmakologischer Stressor auf die Reifung von aminergen Fasern im Gehirn ein.

Die Innervationsmuster monoaminerger Faserpopulationen im PFC und im NAC werden
durch restriktive Aufzuchtbedingungen und/oder eine einmalige friihe MA-Intoxikation wahrend der
postnatalen Reifung in folgender Weise verandert:

Die DAerge Innervationsdichte ist im lateral-orbitalen Areal des PFC infolge einer MA-
Intoxikation und restriktiver Aufzucht abgesenkt. Hingegen ist die DAerge Innervation des
agranular-insularen Areals nicht vulnerabel gegen die Versuchsparameter. Die DAerge Faserdichte
im medialen PFC wird unter seminaturlicher Aufzucht durch MA-Einwirkung nicht verandert. Die 5-
HTerge Innervationsdichte des PFC wird bei seminattrlicher Aufzucht durch eine MA-Behandlung
erhoht. Im Vergleich zu seminatlrlicher Aufzucht zeigen Tiere aus restriktiven Aufzuchtbedin-
gungen eine verstarkte Reifung der 5-HTergen Innervation, die MA-Intoxikation ruft bei restriktiver
Aufzucht keine zusatzliche Veranderung der Faserdichte hervor. Die 5-HT-Innervation des
medialen PFC ist lateralisiert, mit einer deutlich héheren Faserdichte in der rechten Hemisphére.

Im NAC fuhrt die MA-Applikation unter seminattrlicher Aufzucht zu einer Absenkung der
DAergen und zu einem Anstieg der 5-HTergen Faserdichte. Die 5-HTerge Innervation ist unter
restriktiven Aufzuchtbedingungen verstérkt gereift, die Einwirkung von MA flihrt zu keinen weiteren
Veranderungen der Faserdichte.

In der Diskussion werden mogliche Mechanismen zur Erklérung der selektiven Wirkung
unterschiedlicher Aufzuchtbedingungen und von MA auf die Reifung monoaminerger Faser-
populationen im PFC und im NAC vorgestellt. Desweiteren wird die Relevanz der Befunde fir die
Atiologie psychomotorischer Stérungen diskutiert. Die beiden hier untersuchten Hirnareale sind
Schnittstellen zweier parallel organisierter funktioneller Netzwerke, des limbokortikalen und des
motorischen Subsystems. Es wird die Mdglichkeit erértert, da auch weitere Areale dieser

Netzwerke von einer aktivitdtsgesteuerten dysfunktionalen Reifung betroffen sind.
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1. Einleitung

In den letzten zwei Jahrzehnten wurde die Plastizitat des Gehirns zu einem der zentralen Themen
der Neurowissenschaften. Sowohl in der neurobiologischen Grundlagenforschung als auch in der
medizinischen Anwendung wird die Bedeutung von plastischen Anpassungen als essentielle
Voraussetzung fir die Funktionsfahigkeit des Gehirns zunehmend deutlicher. Psychische
Erkrankungen des Menschen werden dabei immer ofter mit Stérungen solcher plastischen
Prozesse wahrend der Hirnentwicklung in Zusammenhang gebracht (siehe z.B. Benes et al., 2000).
Der Erforschung der damit zusammenhéngenden grundlegenden Prinzipien aktivititsgesteuerter
Strukturbildung kommt deshalb groRe Bedeutung zu. Speziell die Erhebung von quantitativen
Strukturbefunden ist fir eine angewandte Forschung bedeutsam, stoRt allerdings wegen
aufwendiger MelRverfahren schnell an Grenzen. Aufgrund dieses Umstandes gibt es einen
erheblichen Mangel an Befunden zu entwicklungsbedingten morphologischen Verénderungen.

Der Schwerpunkt unserer Arbeitsgruppe liegt darauf, die Auswirkungen epigenetischer
Faktoren auf die aktivitdtsgesteuerte postnatale Reifung von Saugergehirnen zu untersuchen. In
den letzten Jahren konnte unter anderem die verminderte Reifung der DAergen Innervation des
PFC beschrieben werden, die sowohl durch eine einmalige friihe MA-Behandlung als auch durch
restriktive Aufzuchtbedingungen verursacht wird (Dawirs et al.,, 1994; Neddens et al., 2001;
Winterfeld et al., 1998). Diese morphologischen Befunde korrelieren mit kognitiven Defiziten und
mit motorischen Stérungen (Dawirs et al.,, 1996; Winterfeld et al.,, 1998). Um die Frage zu
beantworten, inwieweit sich epigenetische Einflisse wahrend der aktivititsgesteuerten postnatalen
Hirnentwicklung auf die Struktur monoaminerger Transmittersysteme in unterschiedlichen frontalen
Hirnarealen auswirken, wird das bisherige Spektrum der Untersuchungen durch die hier
vorliegende Studie erweitert. Fur die Auswahl der Untersuchungsgebiete und deren Transmitter-
innervation waren insbesondere folgende Aspekte entscheidend:

Der PFC ist anatomisch und funktionell eng mit dem NAC verbunden (Groenewegen et al.,
1997). Veranderungen der dopaminergen Innervation in dem einen Gebiet sollten demnach
Auswirkungen auf die Physiologie und die Morphologie des anderen Gebietes haben. Weiterhin ist
fur die monoaminergen Transmittersysteme eine wechselseitige Beeinflussung durch Messungen
verschiedener physiologischer Parameter vielfach nachgewiesen (Gobert, 1998; Mendlin et al.,
1999; Pehek, 1996). Umfassende Befunde zu den langfristigen Folgen derartiger Wechsel-
wirkungen auf morphologischer Ebene fehlen jedoch bisher. Die hiesige Forschungsgruppe wurde
wahrend meiner Arbeit mit einem System zur Bildaquirierung und Bildbearbeitung ausgestattet, das
die Erhebung solcher Daten entscheidend erleichtert. Aufgrund meiner wahrend der Diplomarbeit
gesammelten Erfahrungen mit computergestitzten Quantifizierungsmethoden konnte ich Einflu3
auf die Auswahl eines geeigneten Systems nehmen und wurde mit der Entwicklung von
Verfahrensablaufen zur quantitativen Analyse von Transmittersystemen betraut.

Diese Arbeit beschreibt solche Verfahren und deren Anwendung bei Messungen der
DAergen und der 5-HTergen Innervation des PFC und des NAC. Die dabei gewonnenen
Strukturbefunde werden vor dem Hintergrund des in der Arbeitsgruppe etablierten Tiermodells zu
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den Auswirkungen pharmakologischer und umweltbedingter postnataler Reize auf die aktivitats-
gesteuerte Hirnreifung bewertet.

1.1 Der Einsatz computergestutzter Bildanalysesysteme in morphometrischen
neurobiologischen Studien

Der Quantifizierung morphologischer Parameter im Gehirn waren bisher enge methodische
Grenzen gesetzt, da viele Befunde durch arbeitsintensive manuelle Auswertungsverfahren — z.B.
die zeichnerische Darstellung immunoreaktiver Fasern mittels camera lucida — erhoben wurden.
Vergleicht man die Anzahl von publizierten physiologischen mit morphologischen Studien, so wird
ein offenkundiges MiRverhéltnis deutlich. Der Mangel an morphologischen Daten kénnte in den
nachsten Jahren allerdings deutlich abnehmen. Die in jungster Zeit verfugbaren Systeme zur
hochauflésenden Bildaufnahme und zur computergestitzten Bildanalyse erlauben nunmehr die
kurzfristige Erhebung grof3er und aussagekréftiger Datenmengen.

Die speziellen Probleme bei der Analyse neurobiologischer Praparate liegen zum einen in der
generellen morphologischen Variabilitdét zwischen einzelnen Individuen und zum anderen in den
notwendigen (bio)chemischen Nachweismethoden, mittels derer biologische Strukturen Gberhaupt
visuell dargestellt werden kénnen. Selbst bei etablierten Verfahren kommt es zu kaum vermeid-
baren Schwankungen in der Qualitdt von Praparaten. Die Anforderungen an die Bildanalyse
unterscheiden sich dariberhinaus je nach Einsatzzweck, wie z.B. der Art der zu untersuchenden
Strukturen. Die Hersteller von Analysesystemen begegnen diesen wechselnden Anforderungen
zumeist durch den modularen Aufbau von Mel3programmen. Um eine leistungsstarke Methode zur
Faserquantifizierung zu entwickeln, mussen also die fir die jeweilige Aufgabe geeigneten
Funktionen ausgewéhlt und in sinnvoller Weise verknipft werden. Die nun folgende Besprechung
von notwendigen Arbeitsschritten bei der Bildanalyse vollzieht eine solche Abfolge von einzelnen
Operationen nach (vergl. z.B. Kropatsch, 2001; Russ, 1995).

Prinzipien der Bildanalyse

1. Aufnahme: Bilder zu untersuchender Strukturen werden mittels einer Kamera durch das
Mikroskop aufgenommen und digitalisiert. Die Digitalisierung codiert die im Bild enthaltenen
Informationen in zweierlei Hinsicht. Zum ersten werden der Bildflache X- und Y-Koordinaten
zugeordnet, zum zweiten werden die Helligkeits- bzw. Farbwerte dieser Pixel quantisiert. Die zu
bearbeitende Datenmenge steigt also quadratisch zu der Auflosung der Kamera.

2. Standardisierung: Um eine vergleichbare Farbeintensitat zwischen verschiedenen Praparaten zu
gewahrleisten, wird zunachst die Intensitat der unspezifischen Hintergrundféarbung detektiert und
anschlieend rechnerisch aus dem Bild entfernt. Hierzu kann beispielsweise ein Referenzfeld
gemessen oder ein unscharfes Bild des Praparates erzeugt werden. Gleichzeitig wird der
Einflul von Helligkeitsschwankungen der Lichtquelle im Mikroskop minimiert.

Die MeRbereiche in verschiedenen Praparaten bzw. in den aufgenommenen Bildern kdnnen

sich in der GroRe unterscheiden. Die zu messenden Flachen missen also zunachst definiert
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werden. Dies kann beispielsweise durch einfaches manuelles Umfahren mit einem Cursor
geschehen. Eine andere Moglichkeit ist die Diskriminierung von Flachen aufgrund mathe-
matischer Parameter, wie bestimmten Grau- oder Farbwerten bzw. von charakteristischen
Strukturen oder Mustern.

3. Segmentierung: Als nachster Schritt folgt nun die Detektion der interessierenden Strukturen, im
vorliegenden Fall von immunhistochemisch gefarbten neuronalen Fasern. Dieser Segmentie-
rungsprozel? erfolgt auf der Basis spezifischer morphologischer und — durch die Digitalisierung —
letztlich mathematischer Eigenschaften. Generell kann man zwischen lernfahigen Klassifikator-
verfahren und ausschlieRlich das aktuelle Bild beriicksichtigenden Funktionen unterscheiden.
Die letztgenannten Funktionen segmentieren Strukturen beispielsweise mit Hilfe von lokalen
Kontrastunterschieden, unter Einbeziehung jeweils geeigneter Filtermatritzen, z.B. Laplace-,
Gauss- oder Lowpassfilter.

4. Messung: Die so dargestellten Strukturen kédnnen nun in ihrer Gesamtheit ausgewertet werden,
beispielsweise durch die Messung der Flache. Es ist aber auch mdglich, sie als separate
Gebilde quantitativ zu erfassen, etwa hinsichtlich der Anzahl, der Grof3e oder der Form. Die so
gewonnen Werte kénnen anschlieRend in Bezug zu anderen Mel3gréRen — wie der Flache des
urspriinglich aufgenommenen Bildes oder der unter 2. definierten Teilflache — gesetzt werden.
Die Werte kdnnen wieder in andere Rechenoperationen einflieBen oder auch fiir die Steuerung
von Variablen in der Analyse folgender Bilder genutzt werden. In den meisten Fallen werden sie
jedoch direkt als Mel3ergebnisse in eine Datenbankdatei geschrieben, woraus anschlieRend die
statistische Bearbeitung erfolgen kann.

Zusammengefalit ist die Bildanalyse also ein Vorgang, bei dem aus Bildern quantitative Daten
extrahiert und als Datenbankdatei ausgegeben werden. Um aussagekraftige und reproduzierbare
Ergebnisse zu erhalten, missen die Auswahl und die Abfolge geeigneter Analysefunktionen der
jeweiligen Fragestellung und den zu quantifizierenden Strukturen genauestens angepafldt sein.
Mittels dieser neuen Werkzeuge kénnen nunmehr neurobiologische Fragestellungen untersucht
werden, die AufschluR Uber grundlegende Prinzipien der aktivititsgesteuerten Strukturbildung
geben. Es ist zu erwarten, da auf diesem Wege unsere Kenntnis der Vorgdnge wéahrend der
Selbstorganisation reifender Nervennetze betrachtlich erweitert werden kann.

1.2 Adaptive Struktur- und Verhaltensentwicklung in der postnatalen Phase

Das Versuchsparadigma der Aufzucht von Tieren unter restriktiven versus seminatirlichen
Bedingungen ist in unserer Forschungsgruppe seit Jahren etabliert und wird auch in der
vorliegenden Arbeit angewandt. Sucht man in der Literatur nach Studien, die sich mit dem Einflu3
epigenetischer Faktoren — wie den Umweltbedingungen — auf die Morphologie und die Physiologie
des Gehirns oder das Verhalten von Versuchstieren befassen, so ist grundsatzlich zwischen
verschiedenen Ansatzen zu unterscheiden. Die Umwelt kann beispielsweise mehr oder weniger
komplex aufgebaut sein (Gehege < Kafig) oder das soziale Umfeld kann variieren (Gruppe &

Einzeltier). Manchmal finden sich in den Versuchsansatzen auch Kombinationen dieser und
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anderer moglicher Variablen. Ein weiterer entscheidender Faktor ist das Alter von Versuchstieren.
Man kann die Tiere von Beginn an in verschiedenen Umwelten aufwachsen lassen (Aufzucht-
bedingungen) oder sie erst nach dem Erreichen eines bestimmten — adulten — Alters unter-
schiedlich behandeln (Haltungsbedingungen). Zieht man die hohe plastische Potenz des reifenden
Gehirns wahrend der frihen postnatalen Phase in Betracht, liegt es auf der Hand, daf’3 Arbeiten zur
Wirkung von Aufzuchtbedingungen nicht ohne weiteres mit solchen zu Haltungsbedingungen
verglichen werden koénnen. Aus diesem Grund werden im weiteren hauptséchlich Veréffent-
lichungen zur Wirkung von unterschiedlichen Aufzuchtbedingungen angefunhrt.

Zahlreiche Studien belegen, dal restriktive Aufzuchtbedingungen deutliche strukturelle und
funktionelle Veranderungen in vielen Gebieten des Gehirns hervorrufen. So wird beispielsweise die
Zytoarchitektur des Kortex beeinflul3t, indem die Zahl dendritischer Verzweigungen sowie die
Haufigkeit und die Morphologie von Spines herabgesetzt wird (referiert in Greenough und Chang,
1988; Rosenzweig und Bennet, 1996). Daruberhinaus konnten deutliche Veradnderungen der
Innervationsmuster sowie der Stoffwechselintensitdt von Transmittern in verschiedenen Hirn-
gebieten nachgewiesen werden (Hall et al., 1998; Park et al., 1992).

Die monoaminergen Projektionssysteme scheinen besonders vulnerabel gegeniber
Isolationsaufzucht zu sein (Crespi et al., 1992; Fulford und Marsden, 1997, 1998a+b; Jones et al.,
1992). Beispielsweise verandern restriktive Aufzuchtbedingungen den DA-Umsatz im NAC (Hall et
al., 1998) und im Frontallobus (Blanc et al., 1980). Die Wirkung verschiedener Stimulantien, die den
DA-Stoffwechsel beeinflussen, wird ebenfalls verandert. Genauer untersucht wurden z.B. die
Wirkungen von Kokain sowie von Amphetamin und einigen Amphetaminderivaten (Phillips et al.,
1994; Wongwitdecha und Marsden, 1995). Diese Befunde deuten auf umweltbedingte Verande-
rungen der Funktion der DAergen Innervation hin. Wir konnten fir Meriones zeigen, daf3 restriktive
Aufzuchtbedingungen eine verminderte Reifung der DAergen Innervation im PFC hervorrufen
(Neddens et al., 2001; Winterfeld et al., 1998). Zuvor wurde eine vergleichbar verminderte adulte
DA-Innervation des medialen PFC nach juveniler MA-Intoxikation nachgewiesen (Dawirs et al.,
1994), die unter anderem mit einer Hyperinnervation GABAerger Profile im medialen PFC
einhergeht (Nossol et al., 1997).

Uber diese morphologischen und physiologischen Befunde hinaus, haben zahlreiche Studien
veranderte Verhaltensrepertoires nach restriktiven Aufzuchtbedingungen nachgewiesen. Im
einzelnen fanden sich erhdéhte Lokomotion (Paulus et al., 1998), beeintrachtigtes Sozialverhalten
(Van den Berg et al., 1999; Wongwitdecha und Marsden, 1996a), kognitive Defizite (Jones et al.,
1991; Mogensen, 1991; Winterfeld et al., 1998), die Auspragung eines anxiogenen Profils (Wright
et al., 1991) sowie verandertes Explorationsverhalten (Hall et al., 1997a, b; Winterfeld et al., 1998).
Die Tiere zeigen also eine Vielzahl psychomotorischer Stérungen, die sich kaum auf eine einzelne
Ursache zurlckfiihren lassen. Aufgrund der starken Konnektivitat der héheren Hirnstrukturen und
ihres dadurch bedingten funktionalen Zusammenspiels ergibt sich vielmehr eine komplexe Folge
von wechselseitigen Beeinflussungen. Es ist zu erwarten, dald sich aktivitatsbedingt die funktionale

Struktur ganzer Systeme wahrend der Reifung simultan an die epigenetisch wirksamen Reize
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A: Dopamin

B: Serotonin

O

Abb. 1.1: Das Muster der dopaminergen (A) und serotoninergen (B) Innervation bei Meriones.
Die Faserdichte von Frontalschnitten wurde qualitativ am Lichtmikroskop beurteilt und grafisch
dargestellt. Dunklere Graustufen stellen eine dichtere Innervation dar. Faserziige — z.B. Corpus
callosum und Commissura anterior — sind weil3 dargestellt, Ventrikelrdume sind schwarz
eingezeichnet. (A) Dopamin: Zu erkennen ist insbesondere die Laminierung des medialen PFC, mit
starker Innervation der Laminae | und V, sowie deutlichen Projektionsfaserziigen in Lamina VI medial
des Genu corporis callosum. Gebiete mit vielen Terminalien, erkennbar an der starken Verzweigung
der Fasern und einer gro3en Zahl von synaptischen Verdickungen, sind gepunktet eingezeichnet
(veréndert nach Busche, 2000). (B) Serotonin: Man erkennt die deutlich ausgeprégte Laminierung des
Kortex, mit starker Innervation der Laminae | und IV, sowie starken Projektionsfaserziigen in Lamina
VI an der Grenze zum Corpus callosum. Das Bild links unten zeigt die Patch-Bildung im NAC
ventromedial der Commissura anterior (verandert nach Griese, 2000).
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adaptiert. Im Rahmen zweier von mir betreuter Diplomarbeiten (Busche, 2000; Griese, 2000)
wurden immunhistochemische DA- und 5-HT-Préparate von Meriones angefertigt und die
Innervationsdichte frontaler Hirngebiete qualitativ beschrieben (Abb. 1.1). Die Tiere waren
unterschiedlichen Aufzuchtbedingungen unterworfen und erhielten eine frithe MA- bzw. Saline-
Applikation. Beide qualitativen Studien erbrachten erste Hinweise auf lokal unterschiedliche
Faserdichten im Vergleich der vier Versuchsgruppen, beispielsweise im PFC und im NAC.
ZusammengefalRt mehren sich die Hinweise, dal} die Umweltbedingungen — insbesondere
die Komplexitat des Habitats sowie die Mdglichkeit zur sozialen Interaktion mit Artgenossen —
wahrend der postnatalen Reifung des Gehirns umfassende Anpassungen der Struktur und der
Funktion zur Folge haben. Eine Interaktion zwischen unterschiedlichen Aufzuchtbedingungen und
einer frihen MA-Intoxikation in Bezug auf die adulte DA-Faserdichte im PFC und dartiber hinaus in
anderen Hirnarealen wie dem NAC ist wahrscheinlich. Dariiberhinaus wurden Wechselwirkungen
mit anderen Transmittern — z.B. 5-HT — bereits auf physiologischer Ebene nachgewiesen, so dal

auch hier mef3bare Veranderungen der Innervationsmuster zu erwarten sind.

1.3 Der prafrontale Kortex

Der PFC ist im Gegensatz zu posterioren, temporalen und parietalen Regionen des Neokortex nicht
durch spezifische sensorische Afferenzen gekennzeichnet. Vielmehr zeichnet er sich durch eine
Vielzahl von Verbindungen mit unterschiedlichen Teilen des Zentralnervensystems aus. Uber diese
Bahnen erreichen verarbeitete Aktivitdten aus den sensorischen und motorischen Systemen in
konvergenter Weise den PFC, der wiederum divergent viele Bereiche des Gehirns beeinfluf3t.
Aufgrund seiner zahlreichen Verbindungen wird der PFC vor allem als Ubergeordnetes Assozia-
tionsareal angesehen (Kolb und Whishaw, 1990), das die Auswahl, die zeitliche Organisation und
den zusammenhangenden Ablauf von zielgerichtetem Handeln steuert bzw. maf3geblich beeinfluf3t
(Fuster, 1997, Chapter 8; Passingham, 1993).

Verbindungen des PFC

Der PFC umfal3t den kortikalen Bereich rostral des Motor- und des Pramotorkortex. Im Vergleich
verschiedener Saugergruppen ist es schwierig, den PFC nach einem einzelnen morphologischen
oder funktionellen Kriterium zu definieren (Groenewegen et al.,, 1997; Preuss, 1995). Vielmehr
unterscheiden sich als funktionell homolog angenommene prafrontale Areale erheblich in ihrer
Zytoarchitektur und der Konnektivitat mit anderen Hirnstrukturen (Preuss, 1995). Hier wird im
weiteren hauptséachlich auf Befunde aus der Ordnung der Rodentia — insbesondere von Ratten und
Mé&usen — eingegangen.

Der PFC wird definiert als der Bereich, in dem sich die kortikale Projektion des medio-
dorsalen Thalamus und die DAerge Innervation aus der ventralen tegmentalen Area Uberlappen
(Divac et al., 1993; Ray und Price, 1992) (Abb. 1.2.A). Weitere Quellen monoaminerger Transmitter
sind eine DAerge Innervation aus der Substantia nigra, noradrenerge Afferenzen aus dem Locus
coeruleus sowie 5-HTerge Afferenzen aus den medialen und dorsalen Raphekernen (Fallon und
Loughlin, 1987; Lindvall und Bjorklund, 1984). Daneben sind noch umfangreiche Eingénge aus
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Abb. 1.2: Der prafrontale Kortex in der rechten Hirnhemisphare von Meriones.
(A) Lage und spezifische Afferenzen des PFC. (B) Lage und Abgrenzung der medialen und orbitalen
Subareale des PFC.

ca Commissura anterior MRN  Nucleus raphe medialis
DRN Nucleus raphe dorsalis oPFC orbitaler PFC
MD mediodorsaler thalamischer Nucleus VTA  ventrale tegmentale Area

mPFC medialer PFC

anderen Kortexgebieten und aus limbischen Strukturen bekannt (Condé et al., 1995; McDonald,
1991; Reep et al., 1996; Verwer et al., 1997). Der PFC projiziert mit absteigenden Bahnen zu
monoaminergen Zellgruppen im Hypothalamus und im Hirnstamm (Arnsten und Goldman-Rakic,
1984), die wiederum aufsteigend hohere Hirnregionen innervieren. Uber diese indirekten Wege
beeinflussen die prafrontalen Areale die Aktivitat weiter Bereiche des Zentralnervensystems und
befinden sich insofern in einer herausgehobenen Position. Der PFC entsendet weiterhin
Projektionen in viele limbische Areale, wie den NAC (Finch, 1996; Taber und Fibinger, 1995).

Die meisten Verbindungen des PFC sind reziprok, mit der bemerkenswerten Ausnahme von
prafrontalen unidirektionalen Projektionen in subkortikale motorische Bereiche wie die Basal-
ganglien und in einige pontine Kerne (Fuster, 1997, Chapter 2). Diese Verbindungen verdeutlichen
den EinfluR des PFC auf das selektive Zulassen von Bewegungsablaufen, auf die er eine Art

Kontrollfunktion ausiibt. Es besteht weiterhin eine Verbindung mit dem Pramotorkortex, jedoch
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nicht mit dem Motorkortex. Der PFC beeinflu3t also die Planung von Bewegungsfolgen, aber nicht
den Ablauf einzelner Bewegungselemente (Groenewegen et al., 1997).

Die mannigfaltigen reziproken Verbindungen des PFC mit limbischen Arealen sind von
besonderer Bedeutung, binden diese doch den PFC fest in emotionale und motivationale Ablaufe
ein (Groenewegen und Uylings, 2000). Das funktionelle Ensemble aus PFC und limbischen Arealen
wird manchmal unter dem Begriff limboprafrontales System“ zusammengefaldt (Bachevalier, 1990;
Benes et al.,, 1992). Es ist dieser Vielzahl von Verbindungen zuzuschreiben, dafl3 eine zentrale
Beteiligung des PFC an psychischen Erkrankungen allgemein akzeptiert ist (siehe z.B. Sitskoorn et
al., 2000; Swaab et al., 2000).

Subregionen des PFC
Der PFC von Nagern wird anatomisch und funktionell in zwei groRe Bereiche unterteilt, einen
medialen und einen orbitalen Anteil (siehe Abb. 1.2.B).

Der orbitale PFC bildet den ventrolateralen Teil des Frontallobus und umfafit die
verschiedenen orbitalen Kortexareale (medial, ventral, lateral) und den agranularen insularen
Kortex. Eine der Funktionen des orbitalen PFC ist es anscheinend, die Kontinuitat und Integritat von
Handlungsablaufen sicherzustellen, indem konkurrierende Einflisse unterdriickt werden (Fuster,
1997, Chapter 4). Weiterhin ist der orbitale PFC an der Generierung von Emotionen beteiligt. So
konnen L&sionen verschiedener Subareale Euphorie ausldsen (Grafman et al., 1986). Allgemein
hat keine andere Lasion des PFC einen gréReren EinfluR auf die Minderung des Sozialverhaltens
als eine Schédigung des orbitalen Anteils (De Bruin et al., 1983).

Der mediale PFC umfalit die Areae ACy, AC,, PL und IL sowie die medialen Anteile von FR2
und PrCm (Groenewegen und Uylings, 2000). Lasionsstudien des dorsalen medialen PFC (ACy,
FR2 und PrCm), in Kombination mit ,delayed-response-tests” zeigen, dal3 dieses Gebiet fir die
Kontinuitat von zeitlich verzégerten Verhaltensabldufen wichtig ist (Kesner, 1990, 1993; Mogensen
und Holm, 1994). Die ventromedialen préafrontalen Subareale (AC,, PL und IL) spielen fur die
Orientierung im Raum und das Ortsgedéchtnis eine Rolle, sofern der Test wiederum eine zeitliche
Verzogerung beinhaltet (Kesner et al., 1996). Diese Befunde untermauern die Ubergeordnete
Funktion des PFC in der zeitlichen Organisation von Verhalten. Darliberhinaus gibt es eine topische
Anordnung von Projektionen beider medialer Gebiete in den NAC: der dorsale Anteil projiziert
hauptsachlich in die Core-Region und die ventralen Areale in die Shell-Region (Berendse et al.,

1992). Die Bedeutung dieses Befundes wird an anderer Stelle noch eingehender erértert.

Monoaminerge Afferenzen des PFC

Die DAerge Innervation aus dem Mesenzephalon lbt im PFC eine tonische hemmende Wirkung
auf die kortikalen Pyramidenzellen aus (Jay et al., 1995). Dieser Aspekt betont vor allem die
modulatorische Wirkung von DA. Die DAergen Terminalien kénnen jedoch auch eine phasische
Funktion haben. Dieser Aspekt ist insbesondere fir die kurzfristige Aktivierung des PFC bei
Stresseinfliissen nachgewiesen (Deutch und Roth, 1990), hat aber auch bei positiven Stimuli wie

der Nahrungsaufnahme eine Bedeutung (Taber und Fibiger, 1997).
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Wahrend der postnatalen Reifung kommt der DAergen Innervation zudem eine wichtige Funktion
bei Strukturbildungsprozessen im PFC zu. So verandert eine friihe postnatale L&asion der ventralen
tegmentalen Area — dem Ursprungskern der prafrontalen DA-Innervation — die Morphologie von
Pyramidenzellen im PFC (Kalsbeek et al., 1989). Eine solche L&sion fiihrt bei adulten Tieren zu
motorischer Hyperaktivitit sowie zu Hyperreaktivitat (Le Moal et al., 1976). Ahnliche Verhaltens-
effekte wurden auch nach Lasionen des PFC selbst (De Brabander et al., 1991; Van Haaren et al.,
1988), bzw. der lokalen DAergen Terminalien im PFC durch 6-Hydroxydopamin nachgewiesen
(Bubser und Schmidt, 1990; Carter und Pycock, 1980). Demgegenuber fuhrt aber auch ein erhéhter
DA-Umsatz zu Funktionsstérungen PFC-kompetenter Leistungen, etwa indem das Arbeits-
gedachtnis fir die Orientierung im Raum beeintrachtigt wird (Murphy et al., 1996). Die postnatale
Entwicklung der DAergen Innervation des PFC ist also ein kritischer Faktor fur die Leistung dieses
Hirnareals.

Von besonderem Interesse ist weiterhin die DAerge Innervation GABAerger Interneurone
(LeMoine und Gaspar, 1998), da diese Zellen aufgrund ihres dichten inhibitorischen Fasernetzes
eine zentrale Rolle bei der Strukturierung lokaler Neuronenaktivitéaten spielen (Chagnac-Amitai und
Connors, 1989; Gellman und Aghajanian, 1993). Die DA-Terminalien modulieren dadurch —
zusammen mit der noradrenergen und der 5-HTergen Innervation — die Aktivitat des PFC (Arnsten,
1998). Auch 5-HTerge Terminalien Uben eine hemmende Wirkung auf die Aktivitdt von Pyramiden-
zellen im PFC aus (Mantz et al., 1990). Dieser inhibitorische EinfluR wird wiederum zum groRRen Teil
Uber die Aktivierung von GABAergen Interneuronen vermittelt, wahrend die direkte Innervation von
Pyramidenzellen im Vergleich zu anderen Bereichen des Neokortex geringer ist (Smiley und
Goldman-Rakic, 1996). Elektrophysiologische Studien zur lokalen Wirkungsweise von 5-HT-
Agonisten und -Antagonisten deuten zudem auf eine 5-HTerge Innervation DAerger Terminalien hin
(Chen et al., 1992; Pehek, 1996). 5-HT kann also lokal auf mindestens drei Wegen die Aktivitat
prafrontaler Pyramidenzellen beeinflussen: direkt iber axosomatische und axodendritische Synap-
sen, sowie indirekt Uber DAerge Terminalien und Uber GABAerge Neurone. Mittlerweile konnte
aulRerdem gezeigt werden, da3 DAerge und 5-HTerge Terminalien an GABAergen Interneuronen
im PFC von Ratten kolokalisiert sind (Taylor und Benes, 1996). Der Interaktion der drei Transmitter
im PFC sollte deshalb groRe Bedeutung zukommen.

ZusammengefalRt unterstreichen derartige Befunde die Relevanz von aufeinander
angepal3ten aminergen Innervationsmustern fir das normale Funktionieren des PFC. In diesem
Zusammenhang wurden bereits Veranderungen des DA/5-HT-Verhéltnisses wie auch der
GABAergen Innervation im PFC mit kognitiven Stérungen in Verbindung gebracht (Beasley und
Reynolds, 1997; Roth und Meltzer, 1995). Es stellt sich die Frage, welche Regelmechanismen
normalerweise eine ausgewogene Aktivitat gewahrleisten und ob bzw. wie diese durch schlechte
Umweltbedingungen (Isolationsaufzucht) und/oder frihe pharmakologische Stimuli (MA-Applika-

tion) in der postnatalen Reifung beeinflut werden kénnen.
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1.4 Der Nucleus accumbens

Der NAC wird im allgemeinen als der ventrale oder limbische Teil des Striatums bezeichnet,
insbesondere wegen seiner engen funktionalen Verbindungen zu anderen limbischen Strukturen
(Heimer et al.,, 1991). Dem NAC wird eine Schlisselrolle bei der Integration von biologisch
relevanten Informationen sowie der Initiierung und Auswahl von darauf abgestimmten Verhaltens-
weisen und motorischen Programmen zugesprochen. Aufgrund dessen wurde vorgeschlagen, den
NAC als ,functional interface” zwischen dem limbischen System und den motorischen Hirnarealen

anzusehen (Mogenson et al., 1980).

Verbindungen des NAC

Der NAC erhalt Afferenzen aus dem orbitalen und dem medialen PFC, sowie aus den
monoaminergen Kernen des Mesenzephalons (Abb. 1.3.A). Aufgrund seiner Verbindungen besetzt
der NAC eine Schllisselposition, indem ihn emotional/motivational gefarbte Aktivititen aus
verschiedenen limbischen Arealen erreichen (z.B. aus dem ventralen Subiculum der Hippocampus-
formation sowie aus mehreren Kernen des Amygdalakomplexes) und von dort zum ventrolateralen
periaquaduktalen Grau weitergeleitet werden (Groenewegen et al.,, 1993). In diesem groRRen
Kerngebiet des Mesenzephalons flieBen zuséatzlich viszerale Impulse aus dem Hypothalamus ein,
bevor diese Aktivitditen in den pramotorischen Kortex und an motorische Hirnstammkerne
weitergeleitet werden. Diese Befunde gaben Anlal3, den Begriff des ,emotional“ oder ,third motor
system* fur diese Schleife einzufiihren (Alheid und Heimer, 1996). Die absteigenden Projektionen in
Areale des Mesenzephalons sind aber nur ein geringer Teil der Efferenzen des NAC. Die meisten
Projektionen sind Uber das ventrale Pallidum und die ventrale tegmentale Area/Substantia nigra in
den PFC und in das dorsale Striatum gerichtet (Deniau et al., 1994; Groenewegen et al., 1994). Der
NAC kann dber diese Verbindungen nicht nur EinfluB auf motivational getriebenes Verhalten zur
Befriedigung biologischer Grundbedirfnisse nehmen, sondern beeinflut dartber hinaus
verschiedene komplexe kognitive Leistungen des PFC, wie z.B. raumliches Lernen und

kontextbedingte Verhaltensantworten (Pennartz et al., 1994).

Subregionen des NAC
Aufgrund der heterogenen Innervation von Neurotransmittern und von verschiedenen
Neuropeptiden (Jongen-Rélo et al., 1993, 1994), der Verteilung von Rezeptoren und der lokal
unterschiedlichen Verbindungen zu anderen Hirnstrukturen (Zahm and Brog, 1992) unterteilt man
den NAC in die drei Subareale Core, Shell und rostralen Pol (Abb. 1.3.B). Der rostrale Pol wird als
ein Gebiet betrachtet, in dem Core und Shell noch nicht getrennt sind. Aufgrund der jeweils unter-
schiedlichen Verbindungen, sowie der immunhistochemischen und funktionalen Unterschiede
wurde vorgeschlagen, das Core als ventrale Erweiterung des dorsalen Striatums und den Shell als
Ubergangszone zwischen Striatum und ,erweiterter Amygdala“ zu betrachten (Heimer et al., 1991;
Zahm und Brog, 1992).

Uber diese grobe Unterteilung hinaus ist der NAC allgemein eine sehr kleinrdumig

organisierte Struktur. So lassen sich mit Ubersichtsfarbungen zytoarchitektonisch unterschiedliche
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Abb. 1.3: Der Nucleus accumbens in der rechten Hirnhemisphare von Meriones.

(A) Lage und spezifische Afferenzen des NAC. (B) Lage und Abgrenzung der Subareale Core und
Shell des NAC.

ca Commissura anterior PFC Préafrontaler Kortex
cc Corpus callosum SN Substantia nigra
DRN Nucleus raphe dorsalis VTA  Ventrale tegmentale Area

MRN  Nucleus raphe medialis

Areale darstellen. In zellarme Gebiete sind haufig zusammenhangende Zellcluster eingestreut
(Herkenham et al., 1984). Diese Feinstruktur des NAC wird durch Untersuchungen zur Verteilung
von Neuriten und Rezeptoren verschiedener Transmitter untermauert. Gut untersucht sind die
lokale DAerge Innervation (Jansson et al., 1999; Voorn et al., 1986), die Verteilung verschiedener
Neuropeptide (Berendse et al., 1988; Herkenham et al., 1984; Voorn et al., 1989) und das 5-
HTerge Innervationsmuster (Brown und Molliver, 2000; Van Bockstaele und Pickel, 1993). Auch die
Verbindungen mit anderen limbischen Arealen und dem PFC sind kleinraumig strukturiert (Sesack
und Pickel, 1992; Wright und Groenewegen, 1995; Wright et al., 1996). Diese morphologische
Besonderheit scheint demnach eng mit der Funktion des NAC verknlpft zu sein.

Wechselseitige Funktionsbeziige zwischen den Subarealen des PFC und des NAC werden
durch bestimmte physiologische Einfllisse verursacht. Beispielsweise gibt es Hinweise, dafl} die
Konzentration von extrazellularem DA in Core und Shell in unterschiedlichem Mal3e durch externe
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Stimuli beeinflult wird (Deutch and Cameron, 1992). Ein wichtiger Faktor ist Stress, dessen Starke
und Wirkung bei Ratten von der Komplexitat der Haltungsbedingungen beeinflu3t wird (Riege and
Morimoto, 1970). Die wechselseitige Abhangigkeit der Aktivitat frontaler Hirnstrukturen wird in
Befunden zur Auswirkung einer lokalen Lasion der DAergen Innervation des medialen PFC auf den
DA-Umsatz im NAC deutlich. Die ladierten Tiere zeigen unter der Wirkung von akutem Stress
Verénderungen, die sich in den Subarealen Core und Shell eindeutig unterscheiden (King et al.,
1997). Dieser Befund bestatigt zudem die Annahme, daf3 die Teilgebiete des NAC durch aul3ere
Stimuli in divergenter Weise angesprochen werden und zu verschiedenen funktionalen Systemen
gehdren. Darliberhinaus erzeugt die Ausschittung von DA im NAC belohnende Effekte, wenn
kontextspezifisches Verhalten ausgefihrt wird (lkemoto und Panksepp, 1999), was als weitere
Bestatigung der Einbindung des NAC in emotionale Ablaufe angesehen werden kann. Es sind eben
diese kontextorientierten Verhaltensbezige, die bei restriktiv aufgezogenen Tieren teilweise
verloren gehen und zu psychomotorischen Stérungen fiihren. Eine Beteiligung der DAergen

Faserpopulationen des Frontalhirns an der Genese solcher Stérungen steht demnach auf3er Frage.

Monoaminerge Afferenzen des NAC

Die dichte DAerge Innervation des NAC hat ihren Ursprung gréRtenteils in der ventralen
tegmentalen Area, ebenso wie die mesokortikalen Afferenzen des medialen und des orbitalen PFC.
Einige Untersuchungen legen den Schluf3 nahe, dal} die prafrontale DAerge Faserpopulation die
Aktivitat der subkortikalen DA-Fasern kontrollieren kann. Der zugrunde liegende Mechanismus
umfaldt die tonische Inhibition von Pyramidenzellen im PFC durch DA. Diese Projektionsneurone
wirken wiederum prasynaptisch auf die Transmitterausschittung DAerger Terminalien im NAC,
sowie auf die Aktivitat DAerger Zellen in der ventralen tegmentalen Area ein (King et al., 1997;
Sesack and Pickel, 1992). Im Einklang mit diesem Modell lassen sich Stereotypien pharmako-
logisch leichter auslésen, wenn prafrontale Kortexanteile ladiert sind (Lipska et al., 1995). Unsere
Gruppe konnte dartiberhinaus zeigen, daf3 beide hier verwendeten Versuchsparadigmen — sowohl
die frihe postnatale Gabe von MA als auch restriktive Aufzuchtbedingungen — zu einer Beein-
trachtigung PFC-relevanter Leistungen fihren (Dawirs et al., 1994; Winterfeld et al., 1998).

Die Neurone des NAC sind von einem dichten Netz DAerger und 5-HTerger Neuriten
umgeben. Diese Faserpopulationen sind aber keineswegs homogen, sondern unterscheiden sich
lokal in der Innervationsdichte sowie in der Morphologie (Brown und Molliver, 2000; Voorn et al.,
1986). Weiterhin finden sich Unterschiede in der Verteilung des DA- wie des 5-HT-Transporters
(Nirenberg et al., 1997; Brown und Molliver, 2000). Es gibt Anhaltspunkte fur eine wechselseitige
Beeinflussung der Aktivitdt monoaminerger Transmittersysteme im NAC. Beispielsweise erhoht die
lokale Infusion von 5-HT bzw. 5-HT-Agonisten die Ausschiittung von DA im NAC, welche wiederum
durch die Gabe von 5-HTsz-Antagonisten auf den Kontrollwert zurtickfallt (Chen et al., 1991).
Ahnliche Effekte lassen sich auch durch die elektrische Stimulation der dorsalen Raphe und die
anschlieBende Gabe von 5-HT,-Antagonisten zeigen (De Deurwaerdére und Spampinato, 1999).

Aufgrund dieser Befunde geht man mittlerweile davon aus, dal3 die Aktivitat der mesolimbischen
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DA-Bahn sowohl unter der Kontrolle des PFC als auch unter dem EinflulR des Nucleus raphe
dorsalis steht.

Die Subareale Core und Shell zeigen eine unterschiedliche Vulnerabilitat gegeniber den
neurotoxischen Wirkungen von MA (Broening et al., 1997). Diese Differenzen werden von manchen
Autoren mit der oben erwahnten regional unterschiedlichen Dichte von DA- und 5-HT-Transporter-
proteinen in Verbindung gebracht (Jones et al., 1996; Nirenberg et al., 1997). Hierbei ist zu
beachten, dal3 die meisten Studien sich mit den akuten oder kurzzeitigen Wirkungen einer MA-
Applikation bei adulten Tieren befassen. Die mdogliche Beeintrachtigung der Reifung mono-
aminerger Transmittersysteme im NAC nach einer friilhen postnatalen MA-Intoxikation und den
wahrscheinlich darauf folgenden langfristigen Umorganisationen ist wenig untersucht, obwohl eine
Reaktion dieser Transmittersysteme auf embryonale pharmakologische Stérungen nachgewiesen
werden konnte (Weissman und Caldecott-Hazard, 1993, 1995). Auch zu den morphologischen
Aspekten der Aufzucht juveniler Tiere unter restriktiven Bedingungen ist kaum etwas bekannt.
Einzelne Studien zur Wirkung von lIsolationsaufzucht beziehen sich ausschlie3lich auf physio-
logische Messungen des DA-Umsatzes im NAC (Hall et al., 1998; Phillips et al., 1994), bzw. auf
Verhaltensuntersuchungen (Geyer et al.,, 1994; Sahakian et al., 1977). Um ethologische mit
physiologischen Befunden in einem aussagekraftigen Modell zur Beschreibung der (dys)funktio-
nalen Veranderungen im Gehirn zusammenfassen zu kénnen, ist der Abgleich mit den entspre-
chenden morphologischen Daten zur Dichte der lokalen Innervation einzelner Transmittersysteme
essentiell. Nur auf diesem Wege kénnen Veranderungen des Transmitterstoffwechsels und/oder
der Rezeptoraktivitdit bewertet und in einen sinnvollen Zusammenhang mit ethologischen

Beobachtungen gesetzt werden.

1.5 Ziele der Untersuchung

Methodische Aspekte

Die vorliegende Studie diente zunéchst der Entwicklung und Etablierung einer Methode zur
computergestiitzten Bildanalyse. Hierzu wurden verschiedene Verfahren der Faserdarstellung
erprobt und anhand von Parametern wie der realistischen Darstellung spezifischer Faserstrukturen

sowie der Reproduzierbarkeit der MelRergebnisse beurteilt.

Inhaltliche Aspekte

Um den morphologischen Ursachen psychomotorischer Stérungen nachzugehen, wurde die
postnatale Reifung monoaminerger Transmittersysteme im PFC und im NAC von Meriones
unguiculatus unter dem Einfluld zweier epigenetischer Variablen — restriktiver Aufzucht und einer
frihen MA-Intoxikation — untersucht. Dazu wurden die DAergen und die 5-HTergen Fasern immun-
histochemisch dargestellt und mittels eines geeigneten Verfahrens zur morphometrischen Analyse
neuronaler Strukturen quantifiziert.

Konkret wurde folgenden Fragestellungen nachgegangen:
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1. Inwieweit wird die Reifung der DAergen und/oder der 5-HTergen Innervation durch
unterschiedliche Aufzuchtbedingungen beeinfluf3t?

2. Inwieweit wird die Reifung monoaminerger Transmittersysteme durch eine einmalige hohe MA-
Applikation im frihen postnatalen Alter beeinfluf3t?

3. Verandert sich die Wirkung von MA unter verschiedenen Aufzuchtbedingungen?

4. Welche Schlisse lassen die Ergebnisse zur méglichen Interaktion beider Versuchsparameter im
Hinblick auf die Aussagekraft pharmakologischer Studien an Tiermodellen zu?

5. Ist die 5-HTerge Innervation des PFC lateralisiert?

6. In welcher Beziehung stehen die hier erhobenen Befunde der neurobiologischen Grundlagen
psychomotorischer Stérungen mit den bekannten physiologischen Daten aus der Literatur?
Konnen die bestehenden Modelle verifiziert bzw. verbessert oder erweitert werden?

Zur Beantwortung dieser Fragen wurde die Innervationsdichte DAerger und 5-HTerger Fasern
guantitativ untersucht. Die Messungen wurden in mehreren Subarealen des PFC und des NAC
beider Hirnhemisphé&ren durchgefuhrt. Bei der Interpretation der Befunde wird Uber das Tiermodell
hinaus Wert auf mégliche medizinische Implikationen gelegt, da psychische Erkrankungen des
Menschen zunehmend als Folgeerscheinung von Stérungen der Hirnentwicklung und speziell der
funktionellen Reifung von Transmittersystemen erkannt werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Entwicklung eines Programms zur Faserquantifizierung:

Elemente computerbasierter Bildanalysesysteme

Die vorliegende Arbeit diente unter anderem dazu, moderne computergestitzte MefRsysteme zu
evaluieren und geeignete Verfahren zur Quantifizierung morphologischer Daten in unserer Arbeits-
gruppe zu etablieren. Wahrend der Entwicklung dieser Auswertmethode wurden von mir unter
anderem Proben einer immunhistochemischen Transmitterstudie in der neurobiologischen Arbeits-
gruppe am |Institut fir Anatomie der Universitdt Gottingen quantitativ untersucht. Bei der Ein-
arbeitung in die Methoden der computergestiitzten Strukturquantifizierung konnte ich dort von der
langen Erfahrung von Herrn Dr. Eins profitieren.

Das hier beschriebene MeRverfahren wurde innerhalb eines Bildanalysesystems (KS300,
Carl Zeiss Vision, Hallbergmoos) erarbeitet und in Form eines Makroprogramms angewendet. Die
Beurteilung der Qualitéat der Faserdarstellung erfolgte durch den standigen Abgleich mit den im
Mikroskop sichtbaren immunoreaktiven Strukturen. Hieran waren mehrere Mitarbeiter der Abteilung
Neuroanatomie beteiligt. Die Reproduzierbarkeit der Mef3ergebnisse wurde durch eine mehrfache
Wiederholung von Mefreihen und die Berechnung des Standardfehlers kontrolliert. Die gesamte
Entwicklung der Methode nahm einen Zeitraum von etwa einem Jahr in Anspruch. Anpassungen
der Auswertungsmethode an andere Objekte und Transmittersysteme im Zuge weiterer Studien der

Abteilung wurden und werden fortwahrend von mir durchgefihrt.

Durchfiihrung der Bildanalyse

Die wichtigsten Schritte der Faserquantifizierung sind in Abb. 2.1 auf Seite 19 dargestellt.

1. Aufnahme: Die am Mikroskop (Polyvar, Reichert-Jung, Wien) bei 250-facher VergroRerung
eingestellten Bilder der DAergen und der 5-HTergen Innervation des NAC sowie der 5-HTergen
Fasern im PFC wurden mit einer hochauflésenden digitalen Farbvideokamera aufgenommen
und an einen Rechner (bertragen. Kamera: ProgRes 3008, Jenoptik, Jena; BildgroRRe
1500x2000 Pixel; 120 ms Verschluf3zeit.

2. Standardisierung: Hierbei erfolgte zunachst eine Shading-Korrektur zur Normierung der
Ausleuchtung des Aufnahmebereiches im Mikroskop und der Hintergrundfarbung des
Praparates. Das dazu benétigte unscharfe Referenzbild wurde durch ein Lowpassfilter mit
grofRer Matrix (49x49 Pixel) und 50 Iterationen jeweils aus dem aufgenommenen Bild errechnet.
Die Bildkorrektur fand multiplikativ statt, so da3 der Kontrast des Bildes insofern beeinfluf3t
wurde, als kleine dunkle Strukturen deutlicher gegeniiber dem Hintergrund hervortraten.
AnschlieBend fand eine Flachennormierung statt, indem unscharfe Bildabschnitte sowie
angeschnittene BlutgefédRe und Ventrikelrdume Uber eine Binarbildverarbeitung dargestellt und
graphisch von der Mefflache subtrahiert wurden. Um die spezifische Innervationsdichte in
einzelnen Laminae des Kortex bzw. in verschiedenen Abschnitten von Core und Shell des NAC
getrennt zu erfassen, bestand die Moglichkeit, die Messflache interaktiv in kleinere Bereiche zu

unterteilen.
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Abb. 2.1: Darstellung der wichtigsten Schritte der computergestiitzten Faserquantifizierung am
Beispiel der 5-HTergen Innervation der superfiziellen Laminae I-llla des medialen PFC. (A) Origi-
nalbild. (B) Mit Shading-Korrektur. (C) Darstellung aller segmentierten Fasern. (D) Festlegung der
Messflache (im Beispiel La. Il). (E) Darstellung der Fasern innerhalb der Messflache. (F) Graubild mit
farbig einkopierten Fasern der drei separat quantifizierten Messflachen. Balken = 100um.

Messwerte im Beispiel:

Lamina Messflache (Abb D) Faserflache (Abb E) Faserdichte
I (rot) 63106 um 5118 um 8,11%
I (blau) 83737 pm 5183 um 6,19%

Illa  (violett) 112336 pm 2931 um 2,61%
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C Aufzucht und Behandlung von Meriones

Familie in Mannliche Geschwister

seminatlrlichen als Gruppe in

Gehegen seminatlrlichen Gehegen
d14: Saline

d0: Geburt oder 50 d30: Entwéhnung d60: Geschlechtsreife d90: Adultus

mg/kg MA

Familie in Mannliche Geschwister

Laborkafigen einzeln in Labork&figen

0 30 60 90

Alter [d]

Abb. 2.2: Aufzuchtbedingungen und Behandlungsschema der Versuchstiere.
Darstellung von (A) Gehege- und (B) Kafighaltung (verdndert nach Teuchert-Noodt, Unterrichts-
material). (C) Schematischer Uberblick des Zeitraumes zwischen Geburt und Perfusion.

MA Methamphetamin d postnataler Tag.

3. Segmentierung: Die geféarbten Fasern wurden mittels der Valleys-Funktion erfafdt. Diese
Funktion ist eine Kombination aus Gauss-Filter und Gerig-Operator. Der Gauss-Filter glattet vor
allem Grauwertschwankungen des Hintergrundes, die Grof3e der Filtermatrix ist einstellbar. Der
Gerig-Operator ist geeignet, schmale linienférmige Bereiche mit dunklen Grauwerten zu
erfassen. Die Valleys-Funktion detektiert also im Ubertragenen Sinne Grauwerttéler vor hellerem
Hintergrund. Der Grenzwert fir die notwendige Krimmung an der Talsohle kann interaktiv
reguliert werden. Die Einstellung der Glattung und der Krimmung erlauben die Anpassung
dieser Funktion an die Besonderheiten der jeweiligen Farbung und des zu untersuchenden
Hirngebietes. Nach der Segmentierung der Fasern konnen die dargestellten Strukturen bei
Bedarf interaktiv nachbearbeitet werden, um z.B. Artefakte zu entfernen.
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4. Messung: Der prozentuale Flachenanteil der Fasern an der definierten Flache des neuronalen
Gewebes wurde ermittelt nach
Flachenanteil [%] = Faserflache x 100 / Mel3flache.
Alle drei angegebenen Werte wurden in eine Datenbank geschrieben und anschlieRend

statistisch ausgewertet.

2.2 Versuchstiere: Aufzuchtbedingungen und pharmakologische Behandlung

Far alle Versuchsreihen wurden ausschlieBlich mannliche Wustenrennméuse (Meriones
unguiculatus) verwendet. Die Tiere erhielten Futter und Wasser ad libitum und wuchsen unter den
nattrlichen Tag/Nachtbedingungen wéhrend des Sommerhalbjahres auf.

Ein Teil der Mause wuchs unter lblichen Laborbedingungen auf. Sie wurden in Makrolon-
kéfigen von 30 x 40 cm geboren und verblieben dort im Familienverband bis zur Entwdhnung.
AnschlieRend wurden sie in Makrolonkafigen (20x30 cm) vereinzelt, wo sie bis zur Untersuchung
lebten. Die Kéfige hatten auler dem Zugang zu Futter und Wasser keine weitere Ausstattung.
Diese Art der Aufzucht wird im Weiteren als restriktiv, und die Gruppe als Kéfigtiere bezeichnet
(Abb. 2.2.A). Die anderen Versuchstiere wuchsen im Familienverband in Gehegen von 1x1 m
Grole auf, die mit vielfaltigen Versteck- und Wihiméglichkeiten ausgestattet waren. Ab dem 30.
Tag erfolgte die Aufzucht der ménnlichen Geschwister als Gruppe von drei bis funf Tieren in einem
eigenen Gehege bis zur Untersuchung im jung adulten Alter ab 90 Tagen. Diese Art der Aufzucht
wird in der vorliegenden Arbeit als reizreich oder seminatirlich, die Versuchsgruppe als
Gehegetiere bezeichnet (Abb. 2.2.B).

Jeweils die Hélfte der Tiere (siehe Tabellen 2.1 und 2.2) aus beiden Versuchsgruppen erhielt
am 14. postnatalen Tag eine einmalige Injektion von 50 mg/kg MA oder 0,9%iger Kochsalzlésung
intraperitoneal. Die MA-Applikation wurde von einem Mitarbeiter mit Tierversuchsgenehmigung
durchgefiihrt.

2.3 Versuchsdurchfiihrung

Perfusion
Das Tier wurde zundchst mit einer intraperitonealen Injektion von 1,7 g/kg Chloralhydrat in
physiologischer Kochsalzlosung betdubt. Nach kurzer Wartezeit wurden die Extremitaten mit
Nadeln fixiert, die Bauchhaut transversal durchtrennt und der Thorax geoffnet. Die Perfusions-
kanule (Durchmesser 0,7 mm) wurde in den linken Herzventrikel eingefuhrt. Der AbfluR fand durch
einen Schnitt am rechten Atrium Uber die Vena cava statt. Der Blutaustausch erfolgte mittels
Vorspulpuffer, gefolgt von Fixanz. Die Perfusionsldsungen wurden mit einer Schlauchpumpe
(Desaga, Heidelberg) bei einem Druck von 70 mm Hg durch das Gefal3system gepumpt.

Die Praparation des Tieres soll nach der Narkose zligig vonstatten gehen, da der Erfolg der
Perfusion entscheidend davon abhéngt, ob das Herz wahrend der Einleitung der Perfusionslésung

noch schlagt und so die Verteilung der Losung im Gefal3system unterstutzt. Die Dauer der
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Perfusion betrug etwa 30 Minuten. Nach Beendigung wurde das Tier dekapitiert, die Schadelkalotte
von dorsal ged6ffnet und das fixierte Gehirn herausprépariert. AnschlielRend wurde es in Fixanz

aufgefangen und nach etwa 30 Minuten (DA) bzw. 90 Minuten (5-HT) weiterverarbeitet.

2.3.1 Versuchsansatz Dopamin

Die Tiere wurden ausschlie3lich von mir perfundiert, um Abweichungen in der Durchfiihrung
dieses sensiblen Aufarbeitungsschrittes zu vermeiden. Das Anfertigen der Gehirnschnitte
und die immunhistochemische Aufarbeitung der Préparate erfolgte zusammen mit A. Busche
im Rahmen der von mir betreuten Diplomarbeit zur qualitativen Bewertung der DA-
Innervation des PFC von Meriones (siehe S. 81). Die Kéfigtiere wurden zeitlich getrennt von
den Gehegetieren aufgearbeitet (vergl. Tabelle 2.1). Die beiden Versuchsgruppen dirfen
deshalb nicht direkt miteinander verglichen werden. Insgesamt wurden ca. 6.000 Serien-
schnitte gefarbt. Fur die vorliegende Arbeit wurden etwa 450 Schnitte aus 37 Versuchstieren
berlcksichtigt (Tabelle 2.1). Die Auswertung weiterer Praparate im Rahmen von
Folgestudien findet zur Zeit statt.

Die Methode der immunhistochemischen DA-Darstellung wurde von mir gegeniiber
den zuvor in unserer Arbeitsgruppe angewendeten Verfahren modifiziert. So wurde die Dauer
der Perfusion halbiert und auf den Einsatz einer Postfix-Lésung verzichtet. Die
Immunhistochemie wurde von der PAP- auf die Biotin-Avidin-Methode umgestellt. Durch
diese Anderungen konnte die DA-Darstellung verbessert werden und war besser repro-
duzierbar. Weiterhin wurde durch die Angleichung der Methoden die parallele Féarbung von
DA und GABA mdglich.

Perfusionslésungen
60 ml Vorspllpuffer (pH 6,2: 0,05 mol Phosphatpuffer in A. dest.)
500 ml Fixanz (pH 7,5: 0,1 mol Phosphatpuffer, 5% Glutardialdehyd in A. dest.). Beide

Lésungen enthielten zusatzlich 1% Natriummetabisulfit als Oxidationsschutz.

Schnitt-Technik
Das Gehirn wurde zundchst medial geteilt. Die zu bearbeitende Hemisphéare wurde auf die
mediale Schnittkante gedreht und der olfaktorische Bulb entfernt. AnschlieRend wurde der
rostrale Teil in Hohe des Chiasma opticum rechtwinklig zur medialen Seite mit einer
Rasierklinge abgetrennt. Die Schnittkante wurde kurz trockengetupft und das Praparat mit
Cyanoacrylat so auf einem Metallblock befestigt, da’ der rostrale Pol nach oben zeigte. Um
ein Trockenfallen des Gewebes zu vermeiden, wurde das Préparat anschlieBRend in
eisgekihltem Waschpuffer (pH 7,5: 0,05 mol Trispuffer — TBS —, 0,9 % NacCl, 1% Natrium-
metabisulfit in A. dest.) an einem Vibratom (Model G, Campden Instruments, Oxford, UK)
geschnitten.

Die Dicke der Frontalschnitte betrug 50 um. Zunéchst wurde der rostrale Pol

geschnitten und verworfen. Ab einem Durchmesser von etwa 2 mm (Fig. 4 in Paxinos und
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Nummer Alter [d] Gruppe Nummer Alter [d] Gruppe
1 92 K-Kontr 20 93 K-Kontr
2 92 K-Kontr 21 95 G-Kontr
3 95 K-Kontr 22 92 G-MA
4 91 K-Kontr 23 95 G-MA
5 87 K-MA 24 95 G-MA
6 92 K-Kontr 25 93 G-MA
7 93 K-Kontr 26 92 G-MA
8 94 K-Kontr 27 92 G-MA
9 89 K-MA 28 97 G-MA

10 93 K-MA 29 98 G-MA
11 94 K-MA 30 90 G-MA
12 95 K-MA 31 91 G-MA
13 91 K-MA 32 88 G-Kontr
14 92 K-MA 33 89 G-Kontr
15 91 K-MA 34 90 G-Kontr
16 92 K-MA 35 91 G-Kontr
17 90 K-Kontr 36 93 G-Kontr
18 89 K-Kontr 37 94 G-Kontr
19 87 K-Kontr

Tabelle 2.1: Versuchstiere Dopamin

Das Alter der Tiere liegt zwischen 87 und 97 Tagen. Zwischen den Versuchsgruppen finden
sich keine signifikanten Unterschiede in der Verteilung und den Mittelwerten der Perfusions-
tage (F-Test, t-Test).

K-Kontr Kéfig-Kontrolle n=11 d 87-95 (91,64 £ 2,29)
K-MA Kafig-Methamphetamin n=9 d 87-95 (91,56 + 2,46)
G-Kontr Gehege-Kontrolle n=7 d 88-95 (91,43 £ 2,64)
G-MA Gehege-Methamphetamin n=10 d 90-97 (93,50 £ 2,64)

Watson, 1986) wurde jeder dritte Schnitt fir den DA-Ansatz aufgefangen und unter
Beachtung der Schnittfolge in eisgekihlten Waschpuffer Gberfihrt. Die né&chstfolgenden
Schnitte wurden verworfen bzw. dienten als Reserve fur mi3lungene Schnitte und zur
Kontrolle. Die Serie endete, nachdem die Commissura anterior den lateralen Ventrikel
erreicht hatte und der NAC komplett geschnitten war (Fig. 17 in Paxinos und Watson, 1986),
typischerweise nach etwa 70-75 Schnitten, so daf? pro Versuchstier jeweils etwa 24
Frontalschnitte pro Seite fur die immunhistologische DA-Darstellung zur Verfligung standen.

Immunbhistologische Zellfarbung (1. Antikérper)

Die Schnitte wurden zunachst dreimal je 10 Minuten bei 4°C in frischen Waschpuffer
Uberfuihrt. Es folgte die Préinkubation in NGS (normal goat serum, Sigma, Deisenhofen),
Verdinnung 1:10 in Waschpuffer mit 0,3% Triton X100 (Sigma) fir 30 Minuten bei
Raumtemperatur. NGS dient der Absattigung unspezifischer Bindungsstellen der folgenden
Antikorper.

Die Schnitte wurden anschlieBend direkt in das 1. Antiserum (polyclonal rabbit-anti-
dopamine, DiaSorin, Stillwater, USA) lberfihrt. Die Bindungsstellen der Antikérper sind
gegen Glutardialdehyd-konjugiertes DA gerichtet, das wéahrend der Perfusion mit Fixanz im
Gewebe entsteht. Die Verdiinnung betrug 1:600 in Waschpuffer mit 0,3% Triton X100 und
1% NGS. Die Inkubationszeit war 40 Stunden bei 4°C.
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Nummer Alter [d] Gruppe Nummer Alter [d] Gruppe
1 113 G-Kontr 25 112 G-MA
2 113 G-Kontr 26 112 G-MA
3 104 K-Kontr 27 109 K-Kontr
4 104 K-Kontr 28 109 K-Kontr
5 105 K-MA 29 110 K-Kontr
6 103 K-MA 30 110 K-Kontr
7 104 K-MA 31 111 K-Kontr
8 104 K-Kontr 32 109 K-Kontr
9 105 K-MA 33 104 G-Kontr
10 108 K-MA 34 104 G-Kontr
11 108 G-Kontr 35 106 G-Kontr
12 109 G-Kontr 36 106 G-Kontr
13 103 K-Kontr 37 111 K-Kontr
14 103 K-Kontr 38 105 G-Kontr
15 104 K-Kontr 39 106 G-Kontr
16 114 K-Kontr 40 106 G-Kontr
17 114 K-Kontr 41 109 K-MA
18 106 G-MA 42 106 K-MA
19 107 G-MA 43 109 G-MA
20 106 G-MA 44 105 G-MA
21 108 G-MA 45 105 G-MA
22 107 G-MA 46 107 G-MA
23 110 G-MA 47 108 K-MA
24 111 G-MA 48 109 K-MA

Tabelle 2.2: Versuchstiere Serotonin

Das Alter der Tiere liegt zwischen 103 und 114 Tagen. Zwischen den Versuchsgruppen finden
sich keine signifikanten Unterschiede in der Verteilung und den Mittelwerten der Perfusions-
tage (F-Test, t-Test).

K-Kontr Kéfig-Kontrolle n=15 d 103-114 (107,93 = 3,92)
K-MA Kafig-Methamphetamin n=9 d 103-109 (106,33 + 2,24)
G-Kontr Gehege-Kontrolle n=11 d 104-113 (107,27 * 3,20)
G-MA Gehege-Methamphetamin n=13 d 105-112 (107,92 + 2,47)

2.3.2 Versuchsansatz Serotonin

Die Tiere wurden ausschlie3lich von mir perfundiert, um Abweichungen in der Durchfiihrung
dieses sensiblen Aufarbeitungsschrittes zu vermeiden. Das Anfertigen der Gehirnschnitte
und die immunhistochemische Aufarbeitung der Tiere erfolgte zusammen mit A. Busche. An
der Aufarbeitung einzelner Félle waren weiterhin C. Dinter, M.-T. Falke, B. Griese und |I.
Maschmann im Rahmen der von mir betreuten Diplom- und Examensarbeiten beteiligt (siehe
S. 81f). Insgesamt wurden ca. 10.000 Serienschnitte gefarbt. Fir die vorliegende Arbeit
wurden etwa 850 Schnitte aus 48 Versuchstieren bertcksichtigt (Tabelle 2.2). Die Aus-
wertung weiterer Praparate im Rahmen von Folgestudien findet zu Zeit statt. Die immun-
histochemische Methode der 5-HT-Darstellung wurde von mir in unserer Arbeitsgruppe
etabliert. Dabei wurde das Protokoll dahingehend modifiziert, dal} Parallelfarbungen mit

anderen Methoden (z.B. Biocytin) mdglich sind.

Perfusionslésungen

60 ml Vorspilpuffer (pH 7,2: 0,1 mol Phosphatpuffer in A. dest.)
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500 ml Fixanz (pH 7,4: 0,1 mol Phosphatpuffer, 4% Paraformaldehyd in A. dest.)

Schnitt-Technik

Das Gehirn wurde zundchst medial geteilt. Die zu bearbeitende Hemisphare wurde auf die
mediale Schnittkante gedreht und der olfaktorische Bulb entfernt. AnschlieRend wurde der
rostrale Teil in Hohe der Fimbria hippocampi vom caudalen Teil getrennt. Das Préaparat
wurde mit dieser Schnittkante nach unten aufgefroren (Einbettung: Tissue-Tek, Sakura,
Tokyo). An einem Gefriermikrotom (Frigocut 2700, Reichert-Jung, Wien) wurden dann 20 um
dicke Frontalschnitte angefertigt, von denen jeder dritte in eisgekihltem Waschpuffer (pH
7,4: 0,1 mol Phosphatpuffer, 0,9 % NaCl in A. dest.) aufgefangen wurde. War ein Schnitt
miRlungen, so wurde statt dessen der nachstfolgende genommen. Weitere Schnitte dienten
als Kontrollen. Der rostro-caudale Umfang des geschnittenen Gebietes ist identisch mit der

DA-Darstellung (s.0.). Pro Versuchstier und Seite wurden etwa 60 Schnitte aufgefangen.

Immunhistologische Zellfarbung (1. Antikdrper)

Die Schnitte wurden zuné&chst dreimal je 10 Minuten bei 4°C in frischen Waschpuffer
Uberfuhrt. Danach erfolgte eine zehnminutige Behandlung mit 1% H,O, in Waschpuffer bei
4<°C. Im Anschluf3 an drei erneute Waschgéange folgte die Prainkubation in NGS (normal goat
serum, Sigma), Verdunnung 1:10 in Waschpuffer mit 0,3% Triton X100 (Sigma) fur 30
Minuten bei Raumtemperatur.

Die Schnitte wurden anschlieBend direkt in das 1. Antiserum (polyclonal rabbit-anti-
serotonin, DiaSorin, Stillwater, USA) uberfuhrt. Die Bindungsstellen der Antikdrper sind
gegen Formaldehyd-konjugiertes 5-HT gerichtet, das wahrend der Perfusion mit Fixanz im
Gewebe entsteht. Die Verdiunnung betrug 1:20.000 in Waschpuffer mit 0,3% Triton X100 und
1% NGS. Die Inkubationszeit war 18 Stunden bei 4<C.

Immunhistologische Zellfarbung (ABC-Methode)

Die folgenden Schritte sind fir beide dargestellten Transmitter identisch. Der immunhistologische
Transmitter-Nachweis wurde mit polyklonalen Antikdrpern nach der ABC-Methode (Avidin-Biotin-
Complex) weitergefiihrt. Zunachst erfolgte die Inkubation im biotinylierten 2. Antikdrper (goat-anti-
rabbit, Sigma), dann in Avidin-Peroxidase (Sigma). Die Verdunnung betrug jeweils 1:20 in TBS
(0,05 mol Trispuffer, 0,9% NaCl, pH 7,6) mit 1% NGS. Inkubiert wurde fiir 30 Minuten bei
Raumtemperatur. Nach jedem Schritt wurden die Schnitte je dreimal 10 Minuten in TBS bei
Raumtemperatur gewaschen.

Als Farbereagenz diente eine Lésung von 0,05 % Diaminobenzidin (DAB, Sigma) in TBS mit
0,01% H,0,. Hierbei wird H,O, durch die Peroxidase in H,O und Sauerstoffradikale — welche das
DAB oxidieren und zur Ausfallung von Farbstoffkomplexen fiihren — gespalten. Das oxidierte DAB
hat eine braun-schwarze Farbe und farbt somit immunoreaktive Zellen und deren Neuropil an. Die
Schnitte wurden dann nochmals dreimal 10 Minuten in TBS gewaschen und unter Beachtung der
Schnittfolge anschlieBend auf gelatinebeschichtete Objekttrager aufgezogen und ber Nacht bei

30<C getrocknet. Die Entwasserung erfolgte durch je zehnminltige Tauchbader in einer Reihe von
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Abb. 2.3: Ausgewertete Schnittebenen im prafrontalen Kortex.
Der ausgewertete Bereich umfasst die rostral des Corpus callosum gelegenen Anteile des PFC. Mit
dem Erreichen des Forceps minor des Corpus callosum (unterer Schnitt) endete die Serie.

Ethanol/Wasser-Gemischen mit steigenden Alkoholkonzentrationen von 40%, 70%, 80%, 90%,
96% und 100%, gefolgt von dreimal 10 Minuten in reinem Xylol. AbschlieRend wurden die Pra-
parate in DePeX (Serva, Heidelberg) unter Deckglaschen eingebettet, getrocknet und im Dunkeln
aufbewabhrt.

Zu allen Versuchen wurden Kontrollen angefertigt. Die Kontrollschnitte wurden wie die
anderen Préparate behandelt, wobei der 1. Antikdrper in der Inkubationslésung fehlte oder
zunéachst mit einem DA- bzw. 5-HT-Rinderserumalbumin-Konjugat (Sigma, Deisenhofen) pré-
inkubiert wurde. Die Kontrollschnitte zeigten keine immunoreaktiven Strukturen.

2.4 Untersuchte Bereiche

Prafrontaler Kortex

Die untersuchten Ebenen sind die pragenualen Anteile des PFC. Anhand anatomischer Markie-
rungspunkte wurden zwei Schnittebenen definiert, innerhalb derer jeweils drei aufeinander folgende
Schnitte ausgewahlt wurden. Die rostrale Ebene wurde durch die Tiefe des Sulcus rhinalis definiert,
der entlang der dorsoventralen Achse bis genau Uber die intrabulbdre Commissura anterior reichen
sollte (siehe Abb. 2.3). In diesen Schnitten wurde ein medialer Messbereich in den pralimbischen
Kortex gelegt, indem die Strecke zwischen der Verlangerung der Fissura rhinalis zur medialen
Kante und dem Beginn der mediodorsalen Konvexitdt halbiert wurde. Dorsal dieses Punktes

wurden zwei Bilder der Laminae des pralimbischen Kortex so aufgenommen, daf3 die schmale
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Abb. 2.4: Die ausgewerteten Frontalschnitte des rechten prafrontalen Kortex.

Reprasentative Schnitte der beiden pracallosalen Schnittebenen. (A) Rostrale Ebene. (B) Caudale
Ebene. Die zur DA-Quantifizierung mittels Camera lucida gezeichneten Areale im medialen und orbi-
talen PFC sind grau unterlegt. Die eingesetzten Rechtecke im PFC umrei3en die fir die computer-
gestutzte Quantifizierung 5-HTerger Fasern aufgenommenen Bilder. (verandert nach Figs. 6/7 und 8
aus Paxinos und Watson, 1986).

ACd Cingulérer Kortex, dorsal LO Lateral orbitaler Kortex

Al Agranularer insularer Kortex ON Nucleus olfactorius

ca Commissura anterior PC Piriformer Kortex

fmi Forceps minor corpus callosum PL Pralimbischer Kortex

Fri1 Frontaler Kortex Area 1 PrCm Pracentral medialer Kortex
Fr2 Frontaler Kortex Area 2 VLO Ventrolateral orbitaler Kortex
Fr3 Frontaler Kortex Area 3 VO Ventral orbitaler Kortex

IL Infralimbischer Kortex

Bildkante parallel zur medialen Kante des PFC verlief. Das erste Bild umfasste die superfiziellen
Laminae I-llla, das zweite Bild die tiefen Schichten IlIb-V (siehe Abb. 2.4.A).

Die caudale Ebene wurde durch das Erreichen des Forceps minor des Corpus callosum
definiert. Diese Faserstruktur zeichnet sich als helles Areal in der Mitte der prafrontalen Koronar-
schnitte ab und beendete die prafrontale Schnittserie. Die drei letzten Schnitte dieser Serie wurden
quantifiziert. Die Definition der Lage der Messfenster folgte dem oben beschriebenen Schema,
jedoch lagen diese nun ventral des Mittelpunktes der medialen Kante. Es wurden zwei Bilder der
Laminae des pralimbischen Kortex so aufgenommen, dafl die schmale Bildkante parallel zur
medialen Kante des PFC verlief. Das erste Bild umfasste die superfiziellen Laminae I-llla, das
zweite Bild die tiefen Schichten llIb-V. Ein drittes Bild lag parallel zum Genu corporis callosum in der
Lamina VI und dem Beginn des Marklagers (siehe Abb. 2.4.B).
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Abb. 2.5: Ausgewertete Schnittebenen im rechten Nucleus accumbens.

Die monoaminerge Innervationsdichte wurde in insgesamt acht aufeinander folgenden Schnitten im
NAC gemessen. Beginn der Serie war mit der vollstandigen Offnung der sichelférmigen Capsula
externa und der Auspragung des darin liegenden dorsalen Striatums (oben). Die Serie endete, wenn
die Commissura anterior den Seitenventrikel erreicht hatte (unten).

Nucleus accumbens

Die untersuchten Ebenen umfassen den gréf3ten Teil der rostrocaudalen Ausdehnung des NAC,
innerhalb dessen die Subareale Core und Shell deutlich voneinander unterschieden werden kénnen
(Abb. 2.5). Der sogenannte rostrale Pol, ein Gebiet in dem die Subareale ineinander verschachtelt
auftreten, wurde nicht beriicksichtigt. Die vier Messfenster im Shell lagen direkt untereinander
ventromedial des Seitenventrikels in der ,Cone“-Region des medialen NAC. Die zwei Messfenster
im Core wurden untereinander liegend medial der Commissura anterior im zentralen NAC
aufgenommen (siehe Abb. 2.6). Innerhalb der rostrocaudalen Abfolge der Schnitte wird der Abstand

zwischen Commissura anterior und dem Seitenventrikel kleiner, so daf3 die Messfenster im Core
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Abb. 2.6: Ausgewertete Frontalschnitte des rechten Nucleus accumbens.

Reprasentative Schnitte zweier Ebenen des NAC. (A) Rostrale Ebene. (B) Caudale Ebene. Die ein-
gesetzten Rechtecke im NAC geben die Lage der fur die computergestiitzte Quantifizierung 5-HTerger
und DAerger Fasern aufgenommen Bilder wieder. (verandert nach Figs. 11 und 13 aus Paxinos und
Watson, 1986).

ACq  Anterior cingularer Kortex, dorsal fmi Forceps minor corpus callosum
AC, Anterior cingularer Kortex, ventral OTu  Olfaktorischer Tuberkel

Al Agranular insularer Kortex ParC Parietaler Kortex

ca Commissura anterior PC Piriformer Kortex

cc Corpus callosum Sep  Septum

Co NAC Core Sh NAC Shell

CPu  Caudatus/Putamen VP Ventrales Pallidum

DI Dysgranular insulérer Kortex

auf den zwei caudalsten Schnitten nebeneinander liegend ventral der Commissura anterior

aufgenommen wurden.

2.5 Auswertung

Alle im folgenden beschriebenen Auswertungen wurden als Blindstudien durchgefihrt.

Mikroskopie

Die Bereitstellung von Bildern fir die quantitative Analyse erfolgte an einem Durchlichtmikroskop
(Polyvar, Reichert-Jung, Wien) im Hellfeld bei 250-facher VergréRerung. Zur Kontrastverstarkung
wurden die Praparate durch ein Grinfilter beleuchtet. Bei den 50 um dicken Schnitten ergaben sich,

bedingt durch die Penetrationstiefe der Antikdrper von etwa 10 pm, zwei gefarbte Bereiche an den
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Abb. 2.7: Zeichnerische Darstellung dopaminerger Fasern im orbitalen prafrontalen Kortex.
(A) Gescannte Originalzeichnung mit Hilfslinien. (B) Bearbeitete Zeichnung: Die Messflache ist weil3
unterlegt, die quantifizierten Fasern sind farbig und die nicht gemessenen Hilfslinien sind schwarz

dargestellt.
Al Agranuléar insularer Kortex LO Lateral orbitaler Kortex

beiden Schnittflachen. Ausgewertet wurde jeweils die oben liegende Schnittflache — d.h. die rostrale

bei den Frontalschnitten aus PFC und NAC.

Zeichnerische Faserdarstellung

DA-immunoreaktive Fasern aus dem medialen und orbitalen PFC wurden am Durchlichtmikroskop
(Polyvar, s.0.) bei 250-facher VergréRerung mittels einer Camera lucida von U. Schroder
gezeichnet. Hierbei wurden alle detektierbaren Fasern in beiden Scharfenebenen mittels eines
technischen Zeichenstiftes dargestellt. Die Zeichnungen wurden anschlie3end eingescannt (Hewlett
Packard ScanJet 4C/T, Auflésung 300 dpi). Es schlof3 sich eine Nachbearbeitung zur Korrektur von
Zeichenartefakten und Verschmutzungen an. Die Festlegung der Melflachen erfolgte anhand
eingezeichneter Markierungslinien (siehe Abb. 2.7.A), wobei diese Linien anschlieBend gel6scht
wurden, so daR sie nicht als DAerge Fasern in die Messung eingingen (siehe Abb. 2.7.B). Die
beschriebenen Schritte und letztendlich die Messung des Faseranteils an der Gesamtflache wurden
mit einer Bildanalysesoftware (KS300) und einem darin laufenden — von mir geschriebenen —
Makroprogramm durchgefiihrt. Die Faserdiskriminierung vor dem weiRen Papierhintergrund

erfolgte hierbei problemlos mittels einer einfachen Grauwertschwelle.

Computergestutzte Faserquantifizierung

Die am Mikroskop (Polyvar, s.0.) bei 250-facher VergréRerung eingestellten Bilder der DAergen
und der 5-HTergen Innervation des NAC sowie der 5-HTergen Fasern im PFC wurden mit einer
hochauflésenden digitalen Videokamera (ProgRes 3008, s.0.) an einen Rechner Ubertragen und
mittels eines Bildanalyseprogramms (KS300, s.0.) bearbeitet. Das dabei benutzte und von mir fir

diese Aufgabe entwickelte Makroprogramm folgt dem in Abschnitt 2.1 besprochenen Beispiel.
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Statistik
Zur grundlegenden Analyse der gewonnen Daten wurden die zu vergleichenden Daten mit dem F-
Test auf gleiche oder unterschiedliche Varianzen geprift. Anschlielend wurde der jeweils
geeignete t-Test eingesetzt. Bei umfassenden Datenséatzen, wie der Untersuchung der 5-HTergen
Laminierung des PFC oder der Wechselwirkung zwischen dem rostrocaudalen Gradienten und den
Versuchsvariablen im NAC, wurde zusétzlich eine Varianzanalyse (ANOVA) durchgefiihrt. Die im
Einzelfall benutzten Tests sind bei der graphischen Prasentation der Daten in Abschnitt 3
angegeben. Alle statistischen Tests wurden mit zweiseitiger Fragestellung durchgefuhrt.

Die Statistik wurde mittels des Programms Statistica 97 berechnet, die Graphiken im

Ergebnisteil wurden in Excel 97 erstellt und anschlieBend nachbearbeitet.

2.6 Dokumentation

Zur Darstellung von Innervationsdichten und -verlaufen bei 250-facher Vergrof3erung wurden Bilder
verwendet, die fiir die Messung (s.0.) aufgenommen worden sind. Lediglich Ubersichtsaufnahmen
sowie Detailbilder mit 400-facher VergréRerung wurden extra fir den Ergebnisteil erstellt. Die
Aufnahmen sind unbearbeitet, mit der Ausnahme der durchgefiihrten Shading-Korrektur, die durch
die Hintergrundnormierung zu einer kontrastreicheren Darstellung dinner Fasern und damit zu
einer Verbesserung der Druckergebnisse fuhrt.

Die Aufnahmegerate und -bedingungen sind identisch mit den oben beschriebenen.
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3. Ergebnisse

3.1. Qualitative Befunde

Die immunhistochemische Darstellung dopaminhaltiger Neurone (Abb. 3.1) zeigt die aus der
Literatur bekannte Lage der Somata in den Kernen der Substantia nigra pars compacta (A9) und
der ventralen tegmentalen Area (A10) des Mesenzephalons. Die Somata sind durchgehend stark
angefarbt und lassen sich eindeutig von nicht immunoreaktiven Zellen unterscheiden. Die kortikale
Verteilung der DAergen Neuriten (Abb. 3.2) entspricht den dazu bekannten Befunden (Descarries
et al., 1987). Eine hohe korticale Faserdichte findet sich im medialen PFC.

Die Faserdarstellung im NAC ist kontrastreich und zeigt qualitative Unterschiede der
Innervation von Core und Shell (Abb. 3.3), wiederum im Einklang zur Literaturlage (Voorn et al.,
1986). Die Fasern im Core tragen weniger und kleinere Varikositaten, die Faserdichte und die
Verzweigung der Fasern ist geringer. Im Gegensatz dazu sind die immunonegativen Somata im
Shell dicht von korbartig angeordneten geférbten Terminalien umgeben und zeichnen sich deutlich
als Licken im dichten Fasergeflecht ab. Allgemein lassen sich die DAergen Strukturen von
Meriones mit der eingesetzten Methode gut darstellen. Es kommt zu einer leichten unspezifischen
Anfarbung von Zellsomata im Kortex und im NAC, die schwarz gefarbten DAergen Neuriten lassen
sich jedoch gut davon unterscheiden.

Die Lokalisation der gefarbten serotoninhaltigen Somata entspricht den aus der Ratte
bekannten Befunden (Steinbusch, 1984). Im Hirnstamm (Abb. 3.1) lassen sich die Nuclei raphe
dorsalis (B7) und medialis (B8) lokalisieren. Die Neurone sind deutlich schwarz angeférbt, wahrend
keinerlei unspezifische Markierung anderer Zellkdrper gefunden wurde. Die Innervation des
Neokortex (Abb. 3.2) weist einen rostrocaudalen Gradienten auf: eine sehr massive Innervation
aller Laminae findet sich im PFC, eine laminare und weniger kompakte in parietalen Arealen. Der
Neokortex zeigt eine deutlich unterschiedliche Innervationsdichte der Laminae, mit vielen Fasern in
Lamina | — auRerhalb des PFC auch in Lamina IV —, sowie unmittelbar am Corpus callosum. Diese
Laminierung ist an den Schnittpréparaten bereits mit bloRem Auge zu sehen. Im PFC sind in
Ubereinstimmung mit der Literatur (Mamounas et al., 1991) zwei morphologisch unterschiedliche
Fasertypen zu erkennen (Abb. 3.2). d-Fasern tragen wenige und kleine fusiforme Varikositaten und
sind in allen Laminae zu finden. m-Fasern haben einen dichten Besatz mit teilweise sehr groRen
sphéarischen Varikositaten. Diese Fasern kommen hauptsachlich in den oberflichennahen Laminae
I-11l vor.

In den Subarealen des NAC (Abb. 3.3) ist die 5-HTerge Innervation wiederum morpho-
logisch unterschiedlich. Die Faserdichte im Core ist geringer als im Shell. Die Neuriten im Core
sind wenig verzweigt und entsprechen der fir d-Fasern beschriebenen Morphologie, wéahrend die

Innervation des Shell starker verzweigt ist und dem m-Fasertyp entspricht.
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Abb. 3.1: Darstellung der dopaminergen und der serotoninergen Kern-
rostral gebiete im Mesenzephalon der rechten Hirnhalfte.

. (A) Das Kerngebiet der ventralen tegmentalen Area. Rechts unten im Bild sind
medial Q lateral medial gelegene DAerge Somata der Substantia nigra pars compacta zu erken-
nen (Pfeilspitzen). (B) Uberblick des Nucleus raphe medialis an der Schnittkan-
te zwischen den beiden Hirnhalften.

(C+D) sind Ausschnitte der oberen Bilder bei hoher VergrofRerung. Man beachte die GroRenverhalt-
nisse zwischen den angeschnittenen Dendriten der Projektionsneurone und den dazwischen liegenden
immunoreaktiven Neuriten. Die Zellen beider Transmittersysteme sind durchgéngig schwarz gefarbt,
was auf einen hohen Gehalt an DA (C) bzw. 5-HT (D) schlieBen lait. Insbesondere die DAergen
Somata zeigen die typische spindelférmige Gestalt vieler monoaminerger Projektionsneurone des
Mesenzephalons.

Balken = 100um (A, B), 500 um (C, D).

caudal
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Abb. 3.2: Die dopaminerge und die serotoninerge Innervation des
dorsal medialen prafrontalen Kortex.
(A) Die Laminae des pralimbischen Kortex in der DA-Farbung. Die Faser-
medial {:} lateral verteilung ist ahnlich wie bei 5-HT: die hochste Innervationsdichte findet sich in
den Laminae | und Il sowie in Lamina VI. Die unteren Bilder sind VergréRe-
ventral rungen der Laminae Il und Il (B) sowie der Grenze von Lamina VI und der
weilRen Substanz (C).
(D) Uberblick der 5-HTergen Innervation aller Laminae des pralimbischen Areals im medialen PFC.
Man erkennt die hohe Faserdichte in den superfiziellen Laminae | und Il, sowie in Lamina VI und dem
Beginn der weiRen Substanz. Die dazwischen liegenden Pyramidenzellschichten Il und V fallen
demgegenuber deutlich ab. (E) Ausschnitt von (D) an der Grenze der Laminae Il und IIl bei hoher
VergroRerung. (F) Ausschnitt von (D) in Lamina VI und weiRer Substanz. Zwei 5-HTerge Fasertypen
kénnen unterschieden werden: m-Fasern mit gro3en, sphérischen Varikositéaten (Pfeilspitzen) und d-
Fasern mit kleinen, fusiformen Varikositaten (Pfeile).
Balken = 300um (A, D), 100um (B, C, E, F).
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f nicht gefarbte Somata
W~ immunoreaktive Fasern

A: Dopamin im Shell

B: Dopamin im Core

C: Serotonin im Shell

D: Serotonin im Core

E: Ubersicht des ventralen
Frontalhirns von Meriones

ac Commissura anterior
lv Seitenventrikel

dorsal

medial {:} lateral

ventral

Abb. 3.3: Die dopaminerge und die serotoninerge Innervation der Subregionen Shell und Core
des Nucleus accumbens.

Die Bilder A-D sind vergroRerte Ausschnitte der Ubersichtsaufnahme des ventralen Vorderhirns (E).
Die Lage der Ausschnitte wird durch die eingesetzten Rechtecke in (E) symbolisiert. Bei beiden
Transmittern ist die Faserdichte im Shell erkennbar héher (A+C). Die Innervation des Shell weist viele
und teilweise groRe Varikositaten auf (Pfeilspitzen). Fasern im Core (B+D) wirken hingegen glatt mit
wenigen Varikositaten und Verzweigungen. Die DAerge Innervation des Shell ist derart engmaschig,
daR die immunonegativen Somata von korbartigen Faserstrukturen eng umgeben sind und sich
deutlich abzeichnen (Pfeile).

Balken = 200um (A-D), 1000um (E).
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3.2 Quantitative Befunde

Befunde im prafrontalen Kortex

Die dopaminerge Faserdichte im pralimbischen Areal des rechten medialen PFC (Abb. 3.4) zeigt
bei Tieren aus Gehegeaufzucht im Vergleich zwischen der Kontroll- und der MA-Gruppe in keinem
der beiden kortikalen MeRbereiche signifikante Unterschiede. Die kortikale Innervationsdichte ist in
den tiefen Laminae V/VI um 25% geringer als in den superfiziellen Laminae I/Il. Dieser Unterschied
tritt bei Kontrolltieren und bei MA-behandelten Tieren gleichermaf3en auf.

In Abb. 3.5 sind die MelRergebnisse der DAergen Innervationsdichten in zwei Subarealen
des rechten orbitalen PFC dargestellt. Die Praparate der beiden Haltungsbedingungen wurden
zeitlich getrennt aufgearbeitet und kénnen deshalb nicht direkt miteinander verglichen werden
(vergl. Material und Methoden, S. 20f.). Die im agranuléren insuldren Kortex der rostralen Mel3-
ebene von Kontrollen beider Aufzuchtbedingungen gemessenen Werte werden deshalb jeweils mit
einem Faktor X multipliziert und gleich 100 gesetzt. Mit diesem Faktor werden die Ubrigen
MeRwerte einer Untersuchungsgruppe geeicht. Die Faserdichte von MA-behandelten Ké&figtieren
ist gegentiber der Kontrollgruppe im lateral-orbitalen Subareal beider Schnittebenen verringert. Die
Unterschiede betragen 37% in der rostralen und 24% in der caudalen MeRebene. Auch die Inner-

vation des agranular-insularen Kortex zeigt diese Tendenz, jedoch wird hier nicht das Signifikanz-

Dopamin im rechten medialen PFC

Vergleich aller Werte
-25%
10 *

-25% |
= | *k*k

6 O Gehege-Kontr
B Gehege-MA

Faserdichte [%]

11} ViVi

Abb. 3.4: Vergleich der dopaminergen Innervation superfizieller und tiefer Laminae des
medialen prafrontalen Kortex bei Gehegetieren.

Die Grafik zeigt den EinfluB von MA auf die DAerge Faserdichte im pralimbischen Subareal des
medialen PFC von Gehegetieren. Der Vergleich der Kontrollen mit den pharmakologisch behandelten
Tieren ergab keine signifikanten Unterschiede. Beide Versuchsgruppen zeigen eine um etwa 25%

geringere Innervationsdichte in den Laminae V und VI im Vergleich mit den Laminae | und Il. t-Test; O
p<0,05; 000 p<0,001.
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Dopamin im rechten orbitalen PFC: Vergleich aller Werte
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Abb. 3.5: Die dopaminerge Innervation der Subareale des rechten orbitalen prafrontalen Kortex.
Bei Gehegeaufzucht findet sich nach MA-Behandlung in der rostralen Ebene eine signifikant héhere
Faserdichte im lateral-orbitalen Kortex (LO) gegentuiber dem agranular-insularen Kortex (Al). Generell
ist bei den MA-behandelten Gehegtieren eine geringere Innervationsdichte in Al und eine hdhere
Dichte in LO festzustellen, die aber bei allen Vergleichen die Signifikanzgrenze verfehlt. Bei Kafig-
aufzucht fuhrt die MA-Behandlung zu einer generellen Absenkung der Faserdichte, die in LO
signifikant ist, aber in Al die Signifikanzgrenze knapp verfehlt. t-Test; 00 p<0,05.
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niveau erreicht. Bei der Gehege-MA-Gruppe tritt ein Unterschied in der Faserdichte zwischen
beiden orbitalen Kortexarealen auf. Die Innervationsdichte des lateral-orbitalen Kortex liegt rostral
um 43% Uber dem Wert der Faserdichte des agranular-insuldren Kortex. Im Gegensatz zu den
Kéfigtieren zeigen Gehegetiere keine Unterschiede zwischen der Kontroll- und der MA-Gruppe.

Der Vergleich der serotoninergen Innervation des medialen PFC (Abb. 3.6) von Gehege-
tieren zeigt signifikante Unterschiede zwischen MA-behandelten Tieren und Kontrolltieren in der
caudalen Ebene. Die Faserdichte der pharmakologisch behandelten Tiere ist in der linken
Hemisphare um 53% und in der rechten Hemisphéare um 56% signifikant erhdht. In der rostralen
Ebene finden sich keine signifikanten Unterschiede innerhalb der Gehegegruppe. Bei Kéfigtieren
ruft die MA-Behandlung in keinem untersuchten Gebiet eine signifikante Verédnderung der
Faserdichte hervor. Vergleicht man die Innervationsdichten aus den unterschiedlichen Aufzucht-
bedingungen, so findet man eine signifikant hthere Faserdichte (+31%) bei Kafig-Kontrolltieren in
der rostralen Ebene der rechten Hemisphéare. Alle anderen Vergleiche der Aufzuchtbedingungen
erreichen nicht das Signifikanzniveau.

In Abb. 3.7 ist die Innervation des medialen PFC im Vergleich beider Hirnhemisphéaren
dargestellt. Die Faserdichte rechts liegt signifikant Uber den Werten fur die linke Seite; durch-
schnittlich ist die Innervation der rechten Hemisphére etwa doppelt so stark. Die Seitenunter-
schiede sind in der caudalen MeRRebene (110% - 188%) deutlicher als in der rostralen MefRebene
(43% - 104%).

Aufgrund der gefundenen Lateralisierung der 5-HTergen Innervation wurde die statistische
Untersuchung der Faserdichte in den einzelnen Laminae des medialen PFC fir beide Seiten
getrennt durchgefiihrt (Abbn. 3.8 und 3.9). Wiederum finden sich unterschiedliche Effekte in beiden
MeRebenen. In der rostralen Ebene der rechten Hemisphéare liegen die MeRwerte der Kafigtiere
Uber den Werten der Gehegetiere. Diese Unterschiede sind in allen Laminae aufer Lamina V
signifikant und liegen bei 19% in Lamina | und zwischen 35% und 39% in den mittleren kortikalen
Schichten. In der rostralen linken Ebene ist kein konsistenter Unterschied zwischen den Aufzucht-
bedingungen zu finden. Hier ist nur die Faserdichte der Laminae IlI/V bei Ké&figtieren um 30%
signifikant hoher.

In der caudalen Ebene beider Hirnhemispharen sind die Innervationsdichten von Gehege-
Kontrollen- und Gehege-MA-Tieren signifikant unterschiedlich. Die Faserdichte der MA-behan-
delten Gruppe ist generell hdher als bei den Kontrollen. Die einzigen nicht signifikanten Werte-
paare sind Lamina VI links und Lamina | rechts. Die Unterschiede liegen links zwischen 39% und
238% und rechts zwischen 55% und 92%. Die grofiten Unterschiede finden sich jeweils in Lamina
Illa. Die Ké&figtiere zeigen dagegen keine Unterschiede zwischen der Kontroll- und der MA-Gruppe.
Im Vergleich der Aufzuchtbedingungen haben die Kéfig-Kontrollen links eine hdhere Faserdichte
gegeniiber Gehege-Kontrollen. Die Unterschiede in den MeRwerten liegen zwischen 35% in
Lamina | und 216% in Lamina llla. Nur in den Laminae llIb/V und VI wird nicht das Signifikanz-
niveau erreicht. MA-behandelte Tiere aus den beiden Aufzuchtbedingungen unterscheiden sich

signifikant nur bei einem Wertepaar. In Lamina V der rechten Hemisphare liegt die Faserdichte von
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Serotonin im medialen PFC: Gruppenvergleich
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Abb. 3.6: Die serotoninerge Faserdichte im medialen prafrontalen Kortex im Gruppenvergleich.

Die Grafik zeigt die Innervationsdichte 5-HTerger Fasern im pralimbischen Subareal des medialen
PFC. Gehegetiere haben nach MA-Behandlung gegeniiber Kontrollen eine signifikant héhere Faser-
dichte. Dieser Befund tritt in beiden Hirnhemisphéren in der caudalen Ebene auf. Kéfigtiere zeigen
keine Veradnderungen. Beim Vergleich der Gehege- mit der Kafigaufzucht ist die Innervation des

rechten frontalen MeRfeldes bei Kéfigtieren signifikant hoher. t-Test; O p<0,05; 0O p<0,01; OO0
p<0,001.
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Serotonin im medialen PFC: Seitenvergleich
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Abb. 3.7: Die Innervation des medialen prafrontalen Kortex im links/rechts-Vergleich.

Die Ergebnisse des Vergleiches zeigen einen signifikanten Unterschied aller vier Tiergruppen zwi-
schen der 5-HTergen Innervationsdichte im pralimbischen Areal des medialen PFC beider Hirnhemi-
sphéren. Hierbei sind die Unterschiede in der caudalen Ebene starker ausgeprégt als im rostralen
Bereich. Uber alle Werte betrachtet, ist die Faserdichte rechts etwa doppelt so hoch wie links. t-Test; O
p<0,05; 00 p<0,01; OO0 p<0,001.
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Serotonin im medialen PFC: Laminierung links
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Abb. 3.8: Die serotoninerge Faserdichte in den einzelnen Laminae des linken medialen
prafrontalen Kortex.

Die Grafik zeigt signifikante Unterschiede hauptséachlich in der caudalen Ebene. Es findet sich eine
starkere Innervationsdichte nach MA-Behandlung in allen apikalen und mittleren Laminae bei Gehege-
tieren. Der linke PFC von Kafigtieren ist gegeniiber Gehegetieren starker innerviert. Die gro3ten Unter-
schiede treten in Lamina llla auf. t-Test; 0 p<0,05; 00O p<0,01; 00O p<0,001.
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Serotonin im medialen PFC: Laminierung rechts
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Abb. 3.9: Die serotoninerge Faserdichte in den einzelnen Laminae des rechten medialen
prafrontalen Kortex.

Die Grafik zeigt in der rostralen Ebene eine héhere Innervationsdichte bei Kafigtieren im Vergleich zu
Gehegetieren. Mit der Ausnahme der Lamina V wird Uberall die Signifikanzgrenze erreicht. In der
caudalen MelRebene gibt es signifikante Unterschiede zwischen der Kontroll- und der MA-Gruppe aus
Gehegeaufzucht. Die MA-Gruppe weist eine Zunahme der Faserdichte in den Laminae II-VI auf. Der
gréRte Unterschied tritt in Lamina llla auf. t-Test; O p<0,05; 000 p<0,001.
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Serotonin im medialen PFC: Lamindre Gradienten
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Abb. 3.10: Die Gradienten der serotoninergen Faserdichte Gber die gemessenen Laminae.

Die Grafik zeigt den Verlauf der 5-HTergen Innervationsdichte Uber die Laminae des medialen
prafrontalen Kortex. Generell liegen die MeRBwerte der Gehege-Kontrollen am niedrigsten und die
Werte der Gehege-MA-Gruppe am hdchsten. Die Werte der beiden Kéfiggruppen sind sich sehr &hn-
lich. Beide Beobachtungen treffen nicht auf die rostrale Ebene der linken Hemisphére zu.

Zu beachten ist, dal? in den Teilgrafiken der Schnittpunkt von Abszisse und Ordinate bei unter-

schiedlichen Werten liegt, sowie die voneinander abweichenden Skalierungen der Abszisse. ANOVA;
0 p<0,05; 00O p<0,01; 00O p<0,001.

Kafig-MA-Tieren um 32% unter dem Vergleichswert. Die anderen Vergleiche bleiben knapp unter
dem Signifikanzniveau. Bei allen vier Versuchsgruppen ist die Faserdichte in Lamina | am
hdchsten und nimmt Gber Lamina Il und Illa ab, in denen die geringste Faserdichte erreicht wird.
Bei einigen Gruppen steigt sie in Lamina V wieder leicht an. Dieser Gradient Uiber die Laminae des
medialen PFC ist vor allem in der caudalen Schnittebene beider Hemispharen deutlich.

Die unterschiedliche Auspragung der laminéren Innervationsdichte im Kortex (Abb. 3.10) wurde
mittels ANOVA weiter untersucht. Die Gradienten der kortikalen Faserdichte und die unterschied-

lichen Verlaufe zwischen den Gruppen werden mittels Regressionsgeraden durch die MeRwerte in
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Serotonin im rechten orbitalen PFC: Vergleich aller Werte

rostral
6 i

5,

O Gehege-Kontr
+27% B Gehege-MA
O Kafig-Kontr

5. [ (*—l T ]_ O Kafig-MA

Faserdichte [%]
w

0
Al LO
caudal
6 -
5 4
= o +2f% O Gehege-Kontr
Q
% B Gehege-MA
= 3
T +40% O Kafig-Kontr
e *% :
8, ]- [ [ 1 O Kafig-MA
|
1 4
0
Al LO

Abb. 3.11: Die serotoninerge Innervation des rechten orbitalen prafrontalen Kortex.

Im orbitalen PFC finden sich Unterschiede in der 5-HTergen Faserdichte im lateral-orbitalen Subareal
(LO), wahrend im agranular-insularen Kortex (Al) keine signifikanten Differenzen auftreten. MA-
behandelte Gehegetiere zeigen gegeniber der Kontrollgruppe eine erhohte Faserdichte in beiden
Ebenen. Weiterhin besteht in LO, aber nicht in Al, der caudalen MeRRebene ein signifikanter Unter-
schied zwischen Kontrollen aus beiden Aufzuchtbedingungen. t-Test; 00 p<0,05; 00 p<0,01.
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Dopamin im rechten NAC
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Abb 3.12: Die dopaminerge Innervation des rechten Nucleus accumbens von Gehegetieren.
Die DAerge Faserdichte ist bei den MA-behandelten Tieren in beiden Subarealen des NAC etwa halb
so grof3 wie bei den Kontrollen. ANOVA,; 0 p<0,05; 000 p<0,001.

den einzelnen Laminae dargestellt. Die eingetragenen Signifikanzen beziehen sich auf die
Wechselwirkung zwischen den Streuungsursachen Mittelwert und Gradient. Mit Ausnahme der
linken rostralen MelRRebene ist bei allen Vergleichen zwischen den beiden Gehegegruppen ein
signifikanter Unterschied festzustellen. In dieser linken rostralen MeRebene findet sich wiederum
der einzige signifikante Unterschied zwischen den beiden Kéfiggruppen. Die Vergleiche zwischen
den Aufzuchtbedingungen zeigen Unterschiede in allen MelRebenen aul3er der linken caudalen
Ebene. Betrachtet man die angegebenen Geradengleichungen, so ist festzustellen, daf die
Steigung bei Kontrolltieren aus beiden Aufzuchtbedingungen im Vergleich mit den MA-behandelten
Gruppen in den meisten Fallen flacher ist. Die Laminierung weist also bei den Kontrollgruppen
geringere Abweichungen zwischen apikalen und tiefen Laminae des medialen PFC auf.

Im rechten orbitalen PFC (Abb. 3.11) von Gehegetieren ist die 5-HTerge Faserdichte bei der
pharmakologisch behandelten Gruppe gegeniiber den Kontrolltieren signifikant erhéht. Dieser
Unterschied tritt nur im lateral-orbitalen Kortex auf und betragt 27% in der rostralen Ebene sowie
40% in der caudalen Ebene. Die Tiere aus Kafigaufzucht zeigen keinerlei signifikante Unter-
schiede. Vergleicht man die Innervation zwischen beiden Aufzuchtbedingungen, so findet sich in
der caudalen Ebene im lateral-orbitalen Kortex von Kafig-Kontrolltieren eine um 25% hdohere
Faserdichte gegeniiber Gehege-Kontrolltieren. Die Werte in den anderen Mel3gebieten weichen
nicht signifikant voneinander ab. Alle signifikanten Unterschiede beschranken sich auf das lateral-

orbitale Areal. Generell ist die Innervationsdichte bei MA-behandelten Tieren aus Gehegeaufzucht
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Abb. 3.13: Die serotoninerge Innervation in Core und Shell des rechten Nucleus accumbens.

Im Vergleich der Aufzuchtbedingungen liegt die Faserdichte im NAC von Kaéfigtieren in beiden Sub-
arealen signifikant Uber der von Gehegetieren. Eine MA-Behandlung erhéht die Faserdichte in Core
und Shell von Gehegetieren. Im Shell wird die Signifikanzgrenze erreicht. ANOVA; 0 p<0,05; OO
p<0,01.

gegenuber den Kontrollen hoher. Kafig-MA-Tiere zeigen demgegenuber eher eine Tendenz zu

einer geringeren Faserdichte.

Befunde im Nucleus accumbens

Die dopaminerge Faserdichte im NAC (Abb. 3.12) wurde bei Tieren aus Gehegeaufzucht unter-
sucht. Eine MA-Gabe hat die Absenkung der Innervationsdichte auf etwa die Hélfte gegentiber der
Kontrollgruppe zur Folge. Dieser Unterschied tritt in beiden Arealen des NAC gleichermal3en auf,
ist allerdings im Core nur schwach signifikant, im Shell hingegen hochsignifikant.

Die serotoninerge Innervationsdichte im NAC (Abb. 3.13) ist bei Kafigtieren signifikant
gegeniuber Gehegetieren erhdht. Die Unterschiede betragen 73% im Core und 70% im Shell, sind
also in beiden Subarealen etwa gleich stark. Generell ist zu beobachten, dall der pharma-
kologische Eingriff bei Kéafigaufzucht zu einer leichten Absenkung der Faserdichte fuhrt, wahrend
bei Gehegetieren ein Anstieg in beiden Arealen festzustellen ist. Die Signifikanzgrenze wird
allerdings nur im Shell von Gehegetieren erreicht. Dort kommt es nach MA-Behandlung zu einem

Anstieg der Faserdichte von 41% gegeniiber der Kontrollgruppe.
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4. Diskussion

4.1 Methodische Aspekte

Immunhistochemie
Die Darstellung von Transmittern mittels immunhistochemischer Anfarbung ist seit Uber zwei
Jahrzehnten Standard in ungezahlten Laboratorien. Die von den Firmen angebotenen Agenzien
durfen daher als ausgereift gelten. Trotzdem wurden sténdige Kontrollen der Spezifitdt der
Antikorper durchgefiihrt und langere Testreihen vor die eigentlichen Versuche gelegt, in denen die
Parameter der Versuchsvorschriften (z.B. Zusammensetzung der Perfusionslésungen, Inkubations-
zeiten und -temperaturen, Pufferkonzentrationen) dem verwendeten Material angepaldt wurden.
Die letztlich durchgefuhrten Versuche unterscheiden sich somit in mehreren Punkten von den
Versuchsprotokollen der Hersteller. Aufgrund dieser Anpassungen an die Charakteristika des
Schnittmaterials konnte die Darstellung der immunoreaktiven Fasern verbessert werden. Dariiber-
hinaus wurde die Hintergrundfarbung minimiert, dies gelang insbesondere beim 5-HT-Nachweis.
Als starkster Einflul3faktor fur die Qualitét der Praparate erwies sich die Perfusion. Von einem
vollstdéndigen Blutaustausch und der Fixierung des ganzen Hirngewebes hangt sowohl der Erfolg
des Schneidens — vor allem am Vibratom — als auch der Immunhistochemie ab, da erst durch die
chemische Reaktion des Fixiermittels mit den Transmittermolekilen das spezifische Antigen im
Gewebe entsteht (Geffard et al., 1984; Steinbusch et al., 1978).

Die angefarbten Strukturen beider Transmitter sind generell im Einklang mit den an Ratten
erhobenen Befunden (Steinbusch, 1987). Ein Uberblick der Innervationsmuster von DA und 5-HT
im Frontalhirn von Meriones findet sich in den dazu unter meiner Betreuung angefertigten Diplom-

und Examensarbeiten (siehe Einleitung, Abb. 1.1).

Zeichnerische Faserquantifizierung

Die zeichnerische Quantifizierung immunoreaktiver Fasern bietet einige Vorteile gegeniber der
Auswertung zweidimensionaler digitaler Bilder. Zunachst ist das menschliche Auge in der Lage,
auch schwach gefarbte Strukturen vor unruhigem Hintergrund zu detektieren. In Anbetracht der
lokal sehr unterschiedlichen Hintergrundfarbung bietet dieser Umstand einige Vorteile. Weiterhin
kénnen die vorhandenen Praparate mit geringem technischen Aufwand sehr griindlich untersucht
werden, indem die vorhandenen Fasern durch Fokussieren in ihrem ganzen Verlauf zeichnerisch
darstellbar sind. Dadurch ergibt sich die Méglichkeit, eventuelle Vorzugsrichtungen zu erkennen
und statistisch auszuwerten. Diese Ergebnisse lassen sich auf anderem Wege nur Uber die
arbeitsintensive Aufnahme von Serienbildern gewinnen oder erfordern einen hohen apparativen
Aufwand, wie eine automatische Serienbildaufnahme oder die konfokale Mikroskopie.

Die Nachteile dieser Methode sind Subjektivitat, eine lange Einarbeitungszeit bis zum
Erreichen reproduzierbarer Ergebnisse, sowie die Notwendigkeit, sich auf eine kleine Messflache
zu beschranken. Der letzte Faktor produziert aufgrund der geringen StichprobengroRe starke
Schwankungen zwischen den untersuchten Individuen und damit eine hohe Standardabweichung,

die eventuelle Unterschiede zwischen den untersuchten Arealen und Gruppen verdecken kann.
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Aufgrund dieser Nachteile wurde die zeichnerische Faserdarstellung im Zuge dieser Arbeit nur in
begrenztem Umfang eingesetzt.

Computergestuitzte Faserquantifizierung
Die Auswertung der monoaminergen Innervationsdichte erfolgte mit einem N&herungsverfahren,
dessen Grundlagen zunéchst kurz besprochen werden sollen. Die Aufgabenstellung dieser Arbeit
war die Messung der Faserdichte im neuronalen Gewebe von Meriones, angegeben in Prozent.
Gefragt war also nach dem prozentualen Volumenanteil immunoreaktiver Fasern (Vi) am
untersuchten Gesamtvolumen (V). Das Gesamtvolumen sollte zuvor normiert werden (Viom),
indem man Blutgefalle und Ventrikelrdume entfernt (siehe Abschnitt 2.4, Material und Methoden).
Dies laRt sich ausdriicken als:

{Vir 1100} / Vnorm
Die Messungen wurden aber an oberflachlich gefarbten Schnittpraparaten durchgefiihrt. Zudem
muf3te die Bildaufnahme im Mikroskop bei starker Vergréerung erfolgen, um eine geniigend hohe
Aufldsung zu garantieren. Dies bedingt eine geringe Tiefenscharfe der aufgenommenen Bilder, so
daf3 tatséchlich der Flachenanteil der geférbten Fasern (A;) an der normierten Gesamtflache
(Anorm) der Bilder von Schnittpraparaten gemessen wurde:

{Ai; 0100} / Anorm
Der in Material und Methoden genannte Algorithmus (Gerig-Operator) stellte sich nach langerer
Testphase als am besten geeignet heraus, um mdglichst viele immunoreaktive Strukturen vor
wechselndem Hintergrund méglichst genau und reproduzierbar zu erfassen. Durch die Anwendung
dieser Funktion werden Strukturen leicht verschiedener Breite auf ein einheitliches Mal3 normiert.
Dies hat zur Folge, dal3 unterschiedlich dicke Fasern in gleichem Mafle in den MeRRwert eingehen.
Letztendlich wird also der prozentuale Fléachenanteil der normierten immunoreaktiven Fasern an
der normierten Gesamtflache gemessen:

{Air norm 01100} / Anorm
Anders ausgedrickt, ist fur den gefundenen Wert weniger die Form als vielmehr die Lange und die
Anzahl der gefarbten Fasern entscheidend. Aus diesem Grund wird im Text der Terminus
Faserdichte und nicht etwa Faseranteil benutzt. Der MeRBwert in Prozent (M [%]) resultiert also aus
dem Produkt der Faserlange (L) sowie der normierten Faserbreite (W,om) in Relation zu der
normierten Gesamtflache A,om Nach:
M [%] = {Lir OWnorm 0100} / Anorm

Die vorgenommene Normierung der Mef3flache erhdht die Aussagekraft der MeRwerte, indem z.B.
grofRe BlutgeféRe oder unscharfe Anteile eines Bildes in denen keine Fasern vorkommen oder
erkennbar sind, nicht in die Messung eingehen. Die Flachennormierung schafft damit vergleichbare
Oberflachen in morphologisch sehr unterschiedlichen Arealen. Mittels dieser Funktion kann auch in
qualitativ schlechten Praparaten meist noch eine ausreichende grofRe und aussagekraftige Flache
definiert werden. Wie in Abschnitt 2.1 erwahnt, wurde die MeRflache eines Bildes in kleinere

Bereiche unterteilt, um die spezifische Innervationsdichte in einzelnen Laminae des Kortex bzw. in
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verschiedenen Abschnitten von Core und Shell des NAC getrennt erfassen zu kdnnen. Die
Teilflachen eines aufgenommenen Bildes konnten so einzeln vermessen werden, ohne daf3
Unterschiede aufgrund differierender Bildqualitat auftreten konnten. Weiterhin sind die
gemessenen Werte aufgrund des standardisierten Melverfahrens weniger abhéngig von
subjektiven Beurteilungskriterien, so dald insgesamt die Reproduzierbarkeit der Auswertung
gesteigert werden sollte.

Die hier verwendete Methode hat sowohl Vor- als auch Nachteile. So gehen zweifelsohne
Informationen zur Morphologie der Fasern verloren, die wichtige Unterschiede in der Funktion der
afferenten Innervation aufzeigen kdnnten. Beispielsweise kann nicht mehr zwischen 5-HTergen m-
Fasern und d-Fasern unterschieden werden, die funktionell und anatomisch verschiedenen
Subsystemen zugerechnet werden (Kosofsky und Molliver, 1987). Andererseits sind die gefun-
denen Werte sowohl besser reproduzierbar als auch vergleichbarer in Bezug auf die reine Dichte
der Innervation (d.h. Lange und Anzahl der Fasern), da sie weniger von anderen Variablen, wie der
Menge des niedergeschlagenen Farbstoffs oder dem Ursprungskern der jeweiligen Fasern,
abhangen.

Die gestellte Aufgabe — Quantifizierung der monoaminergen Innervationsdichte — |af3t sich
mit der entwickelten Methode gut erfillen. Die damit erhobenen Daten bieten die Mdglichkeit,
Studien zur Rezeptordichte oder des Transmitterumsatzes neu zu bewerten. Es sind nun besser
begriindete Aussagen dartber mdoglich, ob die Aktivitat einzelner Fasern eines Transmitters
verandert ist oder ob sich die lokale Faserpopulation auf morphologischer Ebene (z.B. durch
homotypisches Sprouten) an funktionellen Anpassungen beteiligt. Aufgrund der nun vorhandenen
Méglichkeiten zur schnellen Quantifizierung immunhistologischer Transmitterpraparate kann die
Forschungsarbeit der Abteilung Neuroanatomie tber die bisher untersuchten Bereiche hinaus auf
weitere Areale des limboprafrontalen Systems ausgedehnt werden, um umweltbedingte Wechsel-
wirkungen zwischen verschiedenen Hirnregionen wéahrend der postnatalen Reifung besser
beschreiben zu kdnnen. Die ersten mittels dieses Analysesystems erhobenen Daten werden
bereits veroffentlicht (Lehmann et al., 2002; Neddens et al., 2002).

4.2 Zur dopaminergen und serotoninergen Innervationsdichte
im prafrontalen Kortex

Mittels der in dieser Arbeit vorgenommenen quantitativen Analyse der monoaminergen Faserdichte
werden die bisher in unserer Arbeitsgruppe vorliegenden Daten zur adaptiven Reifung der
DAergen Innervation des PFC um Befunde zur Gehegeaufzucht erganzt. Darliberhinaus werden
guantitative Daten prasentiert, die die aktivitdtsgesteuerte Reifung der 5-HTergen Innervation des
PFC unter dem Einflu3 zweier epigenetischer Faktoren — unterschiedlichen Aufzuchtbedingungen
und einer friihen MA-Applikation — beschreiben.

Die Reifung der dopaminergen Innervation des medialen PFC wird bei Gehegetieren durch
die Gabe von MA nicht verdndert. Dieser Befund steht im deutlichen Gegensatz zu den

Ergebnissen von Kafigtieren, bei denen die Reifung der DA-Fasern durch eine MA-Intoxikation
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massiv beeintrachtigt wird (Dawirs et al., 1994). Ein ahnlicher Befund ergibt sich im orbitalen PFC.
Auch dort konnte kein substanzieller Unterschied zwischen den Gehegegruppen festgestellt
werden. Bei Kafigtieren hingegen ist die DAerge Faserdichte nach MA-Behandlung im lateral-
orbitalen Kortex signifikant gegentiber der Kontrollgruppe verringert; im agranular-insularen Kortex
wird die Signifikanzgrenze nur knapp verfehlt. Die Aufzuchtbedingungen wirken sich also insofern
auf die Reifung der DAergen Innervation des PFC aus, als einwachsende Fasern bei Kafigtieren
vulnerabel gegeniber einer frihen MA-Intoxikation sind, der pharmakologische Eingriff bei
Gehegetieren aber keine deutlichen Folgen hat. Wie friihere Studien gezeigt haben, geht die
erhohte Vulnerabilitdét der DAergen Innervation fiir pharmakologische Stimuli bei Kéafigtieren mit
einer gegenliber Gehegetieren generell verminderten Reifung dieser Faserpopulation im PFC
einher (Neddens et al., 2001; Winterfeld et al., 1998).

Die vorliegende Untersuchung liefert die ersten quantitativen Daten zur Dichte der DAergen
Innervation in verschiedenen Laminae des medialen PFC von Meriones. Die Faserdichte liegt in
apikalen Schichten des pragenualen PFC signifikant Gber den Werten der tiefen Schichten. Mit
dem Erreichen des Corpus callosum ziehen starke DAerge Faserbiindel durch die Lamina VI
tangential zum Corpus callosum (Busche, 2000; nicht quantifiziert). Diese Faserverteilung ent-
spricht dem préafrontalen Innervationsmuster von Ratten (Lindvall und Bjorklund, 1984; Van Eden et
al., 1987). Der Befund ist insofern von Bedeutung, als Pyramidenzellen in verschiedenen Laminae
des PFC zu unterschiedlichen Zielregionen — beispielsweise in Core und Shell des NAC —
projizieren (Groenewegen et al., 1997) und anscheinend mehr oder weniger stark durch DAerge
Aktivitaten aus dem Mesenzephalon moduliert werden. Die topischen Beziige der préafrontalen
Projektionen zum NAC werden spater noch eingehender im Rahmen limboprafrontaler Netzwerke
diskutiert.

Die Messung der serotoninergen Faserdichte im medialen PFC ergibt in allen vier
Versuchsgruppen die héchsten Werte in Lamina |, eine deutlich abnehmende Innervation in den
Laminae Il und Il und einen erneuten leichten Anstieg in den tiefen Schichten des PFC. Dieser
Befund steht im Einklang mit Untersuchungen zur 5-HTergen Innervation von Ratten (Audet et al.,
1989; Azmitia und Segal, 1978; Steinbusch, 1984). Die Verteilung der 5-HTergen Fasern ber die
Laminae gleicht insofern dem DAergen Innervationsmuster (vgl. Abb. 1.1, S. 6), wenngleich die
absolute Faserdichte bei 5-HT deutlich héher ist. Aufgrund dieser Uberlappenden Faserpopula-
tionen ist eine lokale wechselseitige Beeinflussung der monoaminergen Terminalien im PFC zu
erwarten, die auch in mehreren Studien dokumentiert wurde (Mendlin et al., 1999; Pehek 1996).

Im direkten Vergleich der Aufzuchtbedingungen ist die 5-HTerge Faserdichte bei Kéafigtieren
im medialen und im orbitalen PFC gegenliber Gehegetieren erhdht, wenngleich nicht bei allen
Tests das Signifikanzniveau erreicht wird. Die DAerge Innervation des medialen und des orbitalen
PFC reagiert demgegenuber auf restriktive Aufzucht mit einer Verringerung der Innervationsdichte
(Neddens et al., 2001; Winterfeld et al., 1998). Wahrend der postnatalen Reifung kommt es also in
Abhangigkeit der Aufzuchtbedingungen zu einer simultanen Verschiebung der Faserdichten

beider monoaminerger Projektionen in den PFC:
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1. Die DAerge Innervation ist bei Kafigtieren gegentiber Gehegetieren verringert gereift.

2. Die 5-HTerge Innervation ist bei Kéafigtieren gegenuber Gehegetieren verstarkt gereift.

Diese Korrelation kdnnte mit zwei unterschiedlichen Prinzipien der aktivitdtsgesteuerten Struktur-
bildung kausal in Verbindung stehen, zum einen der Kompensation verringerter Faserdichten eines
Transmitters durch heterotypisches Sprouten eines anderen Transmitters, zum anderen der

kompetetiven Reifung zweier Transmittersysteme.

Der Vergleich der Mittelwerte der 5-HTergen Innervation des medialen PFC unter dem Einflu3
einer einmaligen frithen MA-Applikation ergibt, da es nur bei Gehegetieren zu einer signifikanten
Erhdhung der Faserdichte kommt, bei Ké&figtieren jedoch kein Unterschied festzustellen ist. Diese
Befunde treffen ebenso auf das lateral-orbitale Areal im orbitalen PFC zu, stehen jedoch den DA-
Befunden entgegen. Die durch Methamphetamin hervorgerufenen Veranderungen beider mono-
aminerger Faserdichten im PFC sind also nicht miteinander korreliert:
3. Die DAerge Innervation reift bei Kafig-MA-Tieren verringert, bei Gehegetieren ist kein
signifikanter Unterschied festzustellen.
4. Die 5-HTerge Innervation ist bei Kafig-MA-Tieren nicht signifikant verandert, aber reift bei
Gehegetieren verstarkt.
Es gilt also festzuhalten, daR MA in Abhangigkeit der Aufzuchtbedingungen zu einer selektiven
Veranderung jeweils unterschiedlicher Transmittersysteme fiihrt. Dies bedeutet, daR3 die Spatfolgen
einer fruhen MA-Intoxikation fur die strukturelle Reifung des Gehirns nur unter Einbeziehung der
Komplexitdt der Umwelt bewertet werden konnen. Sollte sich dieser Befund in weiteren
Untersuchungen verifizieren lassen, hatte dies weitreichende Folgen fir die Interpretation
pharmakologischer Studien, da in der pharmazeutischen Forschung weitestgehend mit Versuchs-
tieren aus restriktiver Aufzucht gearbeitet wird. Es besteht die Mdéglichkeit, da3 solche Studien im
Zusammenhang mit der angestrebten Ubertragung der Ergebnisse auf den Menschen zu

Jfalschen” bzw. irrefihrenden SchluR3folgerungen fihren kénnen.

Betrachtet man die Daten fur die 5-HTerge Innervation der einzelnen Laminae des PFC genauer,
finden sich bei den Vergleichen von sowohl Gehege- zu Kéfigaufzucht als auch von Kontroll-
gegen MA-Gruppen die grofdten Unterschiede jeweils in der Lamina lll. Dieser Befund ist von
besonderer Bedeutung, da die Afferenzen aus anderen Kortexarealen zum grof3en Teil in dieser
Schicht terminieren und die Laminae | und Il zudem die Hauptzielgebiete der mediodorsalen
thalamischen Afferenz des PFC darstellen (Krettek und Price, 1977; Kuroda et al., 1995). Die
exzitatorische Wirkung der mediodorsalen thalamischen Afferenz wird zudem durch 5-HT moduliert
(Mantz et al.,, 1990). Es hat also den Anschein, als ob insbesondere die Innervation dieser
prafrontalen Eingangsinstanz durch die Versuchsparameter betroffen wurde. Dieses Resultat
deutet auf aktivititsgesteuerte Veréanderungen der Einbindung afferenter préfrontaler Verbin-
dungen wahrend der postnatalen Reifung hin und hat insofern grundlegende Bedeutung fir
mdogliche funktionelle Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen. Hierbei muf3 allerdings

bertcksichtigt werden, daR Lamina Il zugleich die geringste 5-HTerge Faserdichte aller Laminae
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des Isokortex aufweist und sich bereits eine Differenz von wenigen Fasern stark auf die Messung

der relativen Innervationsdichte auswirken kann.

Zur Lateralisierung der serotoninergen prafrontalen Innervation

Die 5-HTerge Innervation des medialen PFC ist lateralisiert. Die vorliegende Studie liefert die
ersten Daten, die zwischen den Hirnhemisphé&ren einen Unterschied in der Transmitterinnervation
auf morphologischer Ebene nachweisen. Die Faserdichte in der rechten Hemisphéare ist im
Vergleich zur linken Seite etwa doppelt so hoch; die Unterschiede sind in der caudalen Ebene
deutlicher. Dieses Ergebnis ftrifft auf alle vier Versuchsgruppen zu. Dem Verdacht, bei der
immunhistochemischen Aufarbeitung der Praparate oder bei der Quantifizierung der neokortikalen
Faserdichten konnte ein systematischer Fehler aufgetreten sein, kann aufgrund folgender
Beobachtung entgegengetreten werden: an Praparaten der identischen Versuchstiere wurde auch
eine Quantifizierung der 5-HTergen Innervationsdichte des hippocampalen Kortex beider Hirn-
hemispharen durchgefuhrt (Dinter, 2002). Die Faserdichten in den Hippocampusformationen der
beiden Hemispharen unterscheiden sich nicht. Die MeRergebnisse in beiden Studien wurden
parallel mittels der gleichen Methode erhoben.

Die Interpretation des Befundes zur unterschiedlichen 5-HTergen Faserdichte im medialen
PFC beider Hemispharen ist schwierig, da am Tiermodell bisher noch sehr wenig Uber die
Lateralisierung kortikaler Funktionen bekannt ist. Dies trifft insbesondere auf Nager zu. Eine Studie
zur Lateralisierung des DA-Umsatzes bei Pfotenpraferenz von Mausen fand zwar eine signifikante
Erhohung im ipsilateralen NAC, aber keinen Unterschied im frontalen Kortex (Cabib et al., 1995).
Im PFC von Ratten wurde dagegen linkshemispharisch eine etwa 15% (Carlson et al., 1996) bzw.
40% (Slopsema et al., 1982) hohere DA-Konzentration als rechts gemessen. Darlberhinaus
berichtet eine weitere Studie Uber die Lateralisierung der phasischen DA-Ausschittung infolge
eines akuten Stressors (Sullivan und Gratton, 1998). Die Zeitfenster der Darbietung eines
Stressreizes und des Anstieges der extrazellularen DA-Konzentration sind nur im rechten PFC
signifikant korreliert. Die Lateralisierung von 5-HT ist im Vergleich zu DA noch weniger untersucht.
Allerdings gibt es einen interessanten Bericht Gber die Wirkung von seitenspezifischen 5-HT-
Injektionen in den Nucleus raphe dorsalis von Ratten (Crespi und Jouvet, 1984). Die Amplituden
der simultan abgeleiteten Aktionspotentiale in den Striata beider Hemisphdren wurden bei
linksseitigen Injektionen kleiner und bei rechtsseitigen Injektionen gréRer. Da die 5-HTerge
Innervation des Kortex gréRtenteils aus diesem Kern stammt, kdnnte ein struktureller Laterali-
sierungseffekt durch die unterschiedliche funktionelle Einbindung dieser Fasern verursacht werden.
Dies gilt umso mehr, als die 5-HTergen Neurone der dorsalen Raphe hauptsachlich in den
ipsilateralen Kortex projizieren (Kéhler und Steinbusch, 1982; Waterhouse et al., 1986).

Ein weiterer Lateralisierungseffekt wird deutlich, wenn man die Gradienten der 5-HTergen
Innervation Uber alle Laminae innerhalb der untersuchten MeRebenen des medialen PFC
vergleicht (Abb. 3.10, S. 41). Die Innervation der linken rostralen Ebene weicht in zweierlei Hinsicht
von den anderen untersuchten Gebieten im medialen PFC ab: zum einen sind die Mittelwerte der

beiden Gehegegruppen praktisch identisch, zum anderen unterscheidet sich der laminare Gradient
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der Kafig-Kontrollgruppe aufgrund der geringen Steigung hochsignifikant sowohl von der MA- als
auch von der Gehegegruppe. Diese Befunde geben zu der Vermutung Anlal3, dal es im
pragenualen PFC von Nagern tatséchlich funktionelle Unterschiede zwischen den Hemispharen
gibt, die beispielsweise auf eine préafrontale Hemisphérendominaz fir bestimmte Aufgaben
hindeuten kdnnten. Die hier beschriebenen Auffélligkeiten im 5-HTergen Innervationsmuster
mifRten mit weitergehenden Untersuchungen zur Physiologie dieser Fasern, sowie zur Innervation
anderer Transmittersysteme unterlegt werden.

Zusammengefallt zeigen die Tiere aus den beiden Aufzuchtbedingungen im Vergleich
untereinander vielfaltige regionale Unterschiede, sowohl zwischen den Saline-behandelten
Kontrollen als auch in Bezug auf die Auswirkungen einer einmaligen postnatalen MA-Applikation.
Die Ergebnisse belegen zudem eine deutliche Lateralisierung der 5-HTergen Innervation des
medialen PFC, sowie lateralisierte Effekte in Bezug auf die Wirkung beider Versuchsparadigmata
wahrend der postnatalen Reifung monoaminerger Faserpopulationen. Insgesamt scheint das Urtell
gerechtfertigt, dal3 es durch restriktive Aufzuchtbedingungen oder eine friihe pharmakologische
Stoérung zu einer deutlichen Veranderung der prafrontalen Kortexarchitektur kommt. Wie kénnen
diese Befunde vor dem Hintergrund bislang vorliegender Erkenntnisse zur Funktion des PFC und

der monoaminergen Transmittersysteme interpretiert werden?

Adaptive Reifung der Kortexarchitektur

Der PFC ist speziesubergreifend der letzte neokortikale Bereich, der die strukturelle und
funktionelle Reife wahrend der Ontogenese erreicht (Stuss, 1992). Beispielsweise wird bei Ratten
die Proliferation von Neuronen erst zum Zeitpunkt der Geburt abgeschlossen und die
Strukturierung der Laminae dauert bis zum 15. postnatalen Tag (Van Eden, 1985). Die DAerge
Innervation aus der ventralen tegmentalen Area ist bei Meriones erst mit dem Eintritt in die
Adoleszenz am postnatalen Tag 90 voll ausgepragt, lange nach dem Erreichen der Geschlechts-
reife am 60. Tag (Dawirs et al., 1993). Der mediale PFC bendtigt generell eine noch langere
Reifungsphase als der orbitale PFC. Diese Bewertung wird sowohl durch Befunde zur Ontogenese
der Zytoarchitektur von Primaten (Orzekhovskaia, 1975) und Ratten (Van Eden et al., 1990), als
auch fur das Einwachsen DAerger Fasern bei Meriones gestutzt (Dawirs et al., 1993), scheint also
eine Ubergreifende Eigenschaft des PFC zu sein.

Ausreifende Neuronenverbande gelten generell als besonders vulnerabel gegeniber
extrinsischen Einflissen (Jacobson, 1991). Es ist gut dokumentiert, daf3 die DAerge und die 5-
HTerge Innervation bis weit in die postnatale Phase in den PFC einwachsen und maf3geblich an
strukturbildenden Prozessen beteiligt sind (referiert in: Benes et al., 2000). Aufgrund dieser
Tatsache, wie auch der Erkenntnis, daf3 sowohl eine deutliche Interaktion beider Transmitter-
systeme stattfindet, als auch die meisten zur Behandlung psychokognitiver Stérungen eingesetzten
Pharmaka auf diese Transmitter wirken, werden psychopathologische Zustédnde zunehmend als
Folge friher Stoérungen der Hirnentwicklung, insbesondere der monoaminergen Transmitter-
systeme, verstanden (ebd.). Der Schlul’ liegt nahe, restriktive Umweltbedingungen kénnten

wahrend kritischer Phasen der Gehirnentwicklung — also im Falle des Zeitraumes zwischen Geburt
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und Adoleszenz insbesondere der Entwicklung des PFC — eine Art von ,Fehlverdrahtung”

(,miswiring“) hervorrufen, die sich aufRerlich in Form von Verhaltensauffalligkeiten manifestiert. Das

in unserer Abteilung etablierte Versuchsparadigma, die Kombination von restriktiven Aufzucht-

bedingungen und einer einmaligen systemischen MA-Applikation, ist geeignet, solche Stérungen
hervorzurufen und einer quantitativen Strukturanalyse zuganglich zu machen. Wie unsere Gruppe

in den letzten Jahren belegen konnte, ruft eine einmalige MA-Behandlung am postnatalen Tag 14

Neurotoxizitat selektiv im PFC hervor (Teuchert-Noodt und Dawirs, 1991) und hat dartberhinaus

umfangreiche morphologische Anpassungen wahrend der postnatalen Reifung des PFC zur Folge:

1. Es kommt zu einer signifikanten Verringerung der DAergen Faserdichte (Dawirs et al., 1994).

2. Die Spinedichte auf den apikalen Dendriten von Pyramidenzellen adulter Tiere ist chronisch um
50% erhoht. Die Dendritendste sind langer und es zeigt sich ein verandertes Verzweigungs-
muster des apikalen Stammdendriten (Blaesing et al., 2001).

3. Die Haufigkeit GABAerger Boutons ist erhdht (Nossol et al., 1997).

In Korrelation mit diesen morphologischen Veranderungen sind PFC-relevante Verhaltensweisen

gestort (Dawirs et al., 1996). Ahnliche Verhaltensauffalligkeiten lassen sich auch nach der Aufzucht

von Tieren unter restriktiven Bedingungen nachweisen, die wiederum mit einer deutlich
verminderten DAergen Faserdichte im medialen (Winterfeld et al., 1998) und im orbitalen PFC
einhergehen (Neddens et al, 2001). Die mesoprafrontalen DAergen Fasern kontaktieren
dendritische Spines der kortikalen Pyramidenzellen und modulieren — durch die sténdige Abgabe
geringer Transmittermengen — tonisch inhibierend deren funktionellen Zustand (Ferron et al.,

1984). Die phasische Aktivitat der DAergen Afferenz spielt hingegen vor allem im Rahmen von

Stressantworten eine Rolle, wenn der PFC durch eine massive DA-Auschittung aktiviert wird und

es auf diesem Weg zu einer Erh6hung des Wachheitsgrades (,arousal“) kommt (Abercrombie et

al., 1989; Penit-Soria et al., 1987). Wird die Reifung der DAergen Innervation infolge einer frihen

MA-Intoxikation geschéadigt, kommt es vermutlich zu einem Mangel an inhibitorischer Aktivitat, der

durch die lokale Zunahme GABAerger Terminalien im PFC ausgeglichen wird (Dawirs et al., 1997).

Aufgrund der hier erhobenen Befunde zur aktivititsgesteuerten Reifung der 5-HTergen

Afferenzen des PFC, kann dieses Modell nun erweitert werden. Dazu muf3 zunéchst auf die

Spezifitdt der 5-HTergen Fasern eingegangen werden. Die apikalen Laminae | und Il werden

hauptsachlich aus der Zellgruppe B8 der medialen Raphe innerviert (Mamounas et al., 1992).

Diese Afferenz Uberlappt mit 5-HTergen Fasern aus der Gruppe B7 der dorsalen Raphe. In den

tieferen Schichten ist hingegen eine gemischte Faserpopulation aus der Zellgruppe B7 der

dorsalen Raphe sowie aus B9 im medialen Lemniscus zu finden (O’Hearn und Molliver, 1984). Die
5-HTergen Projektionen in den PFC sind insofern als funktionell heterogen zu beurteilen (Kosofsky
und Molliver, 1987; Mamounas et al.,, 1992) und weisen eine unterschiedliche Vulnerabilitat
gegeniber einer MA-Behandlung auf (Mamounas et al.,, 1991). Insbesondere die aufsteigenden
Fasern aus der dorsalen Raphe werden durch neurotoxische Dosen von MA massiv geschadigt
(Zhou und Bledsoe, 1996); sie tragen deshalb vermutlich zu der akuten Deafferentierung der

prafrontalen Pyramidenzellen bei. Im Gegensatz zu anderen Transmittern zeichnet sich das 5-HT-
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System des Gehirns jedoch durch eine enorme Fahigkeit zur Regeneration aus, die sogar in eine
reaktive Hyperinnervation umschlagen kann (Frankfurt und Azmitia, 1984; Sotelo, 1991; Zhou und
Azmitia, 1986). Diese Besonderheit wird durch die vorliegende Untersuchung bestatigt: die MA-
Intoxikation fuhrt bei Kéafigaufzucht zu keiner Verminderung der Reifung, bei Gehegeaufzucht
kommt es hingegen sogar zu einer verstarkten Innervation prafrontaler Gebiete.

Es ist zu fordern, daR die regenerierenden 5-HTergen Fasern an der Regulation eines neuen
Erregungs/Hemmungsgleichgewichtes nach partieller kortikaler Deafferentierung teilnehmen. Der
Netzeffekt der 5-HTergen Innervation des PFC ist inhibitorisch (Mantz et al., 1990). Diese Wirkung
wird sowohl durch direkte Kontakte zu den Pyramidenzellen, die Modulation der DA-Freisetzung,
sowie die Aktivierung GABAerger Interneurone vermittelt (Abi-Saab et al., 1999; Marek und
Aghajanian, 1998; Pehek, 1996). Das Phé&nomen der entwicklungsbedingten ,Fehlverdrahtung"
ware demnach durch eine verminderte Reifung der DAergen Afferenz, durch ein vermehrtes
Einwachsen 5-HTerger Fasern und die Verstarkung der lokalen GABAergen Hemmung gekenn-
zeichnet. Die Leistung des PFC ist insofern massiv beeintrachtigt, als ein auf die Aktivitaten aus
dem Mesenzephalon abgestimmter funktioneller Status nicht oder nur in eingeschrankter Weise

erreicht wird.

4.3 Zur dopaminergen und serotoninergen Innervationsdichte

im Nucleus accumbens
In dieser Arbeit werden die ersten quantitativen Daten zum chronischen Einflu epigenetischer
Faktoren auf die adaptive Reifung der DAergen und der 5-HTergen Innervation des NAC
prasentiert. Die hier erhobenen DA-Befunde wurden bereits zusammen mit weiteren Daten aus
einer Diplomarbeit (Lesting, 2001) publiziert (Neddens et al., 2002).

Eine frlthe MA-Intoxikation fihrt bei Gehegeaufzucht zu einer verminderten Reifung der
dopaminergen Innervation des NAC. Die Faserdichte liegt im Core und im Shell gleichermal3en
um 54% unter den Werten der Kontrollgruppe. Der Befund zur Beeintrachtigung der accumbalen
DA-Reifung nach MA-Applikation steht einer parallel durchgefiihrten Studie bei Kafigtieren
gegenuber (zusammengefaldt in Abb. 4.1), bei der eine Beeintrachtigung der DAergen Reifung nur
im Core festgestellt wurde, sich im Shell aber keine signifikante Veranderung zeigte (Lesting,
2001). Die Aufzuchtbedingungen veréndern also die Vulnerabilitdt der DAergen Fasern im Core
gegenuber MA. Die serotoninerge Innervation des NAC zeigt infolge einer MA-Gabe eine
Erhéhung der Faserdichte bei Gehegetieren, die aber nur im Shell signifikant ist. Die
Innervationsdichte bei Kéfigtieren unterscheidet sich in keinem der beiden Subareale. Der Einflu3
der Aufzuchtbedingungen auf die Reifung der 5-HTergen Innervation ist im NAC generell hoéher
einzuschatzen. Kafig-Kontrolltiere haben in beiden Subarealen eine um mindestens 70% hohere
Faserdichte gegeniiber Gehege-Kontrolltieren.

Zusammengefalit liefert die Analyse der monoaminergen Innervationsdichten des NAC fur
die beiden untersuchten Transmitter kontrére Ergebnisse. Die Reifung der DAergen Innervation ist
durch MA deutlich beeintrachtigt. Die 5-HTerge Faserdichte wird hingegen sowohl durch die
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Abb. 4.1: Die dopaminerge Innervation des rechten Nucleus accumbens (verdandert nach
Neddens et al., 2002).

Die einmalige MA-Applikation fihrt bei Gehegetieren zu einer verminderten Reifung der DAergen
Fasern in beiden Subarealen des NAC. Die Faserdichte liegt in Core und Shell um jeweils 54% unter
der Faserdichte der Kontrollgruppe. Bei Tieren aus Kafigaufzucht wird infolge der MA-Behandlung eine
vergleichbar verminderte Reifung im Core gemessen (-43%). Im Shell hingegen laf3t sich kein MA-
bedingter signifikanter EinfluR auf die DAerge Innervationsdichte nachweisen. ANOVA ; 0 p<0,05; 0O
p<0,01; OO0 p<0,001.

Einwirkung von MA als auch durch restriktive Aufzuchtbedingungen erhdht. Wie sind diese
Ergebnisse im Hinblick auf die Funktion des NAC und der lokalen monoaminergen Innervation zu

bewerten?

Die monoaminergen Afferenzen des NAC

Die accumbalen Subareale Core und Shell unterscheiden sich nicht nur in morphologischer
Hinsicht, sondern insbesondere aufgrund ihrer Einbindung in unterschiedliche Funktionskreise. Der
Core wird unter anderem wegen der engen Anbindung an das dorsale Striatum als der Motorik
zugehorig betrachtet, der Shell ist mehr in limbische Funktionen eingebunden (Groenewegen et al.,
1996). Diese Trennung kann aber teilweise wieder in Zweifel gezogen werden, da beide Subareale
Afferenzen aus dem PFC, der Amygdala und der Hippocampusformation erhalten, die allerdings
einer unterschiedlichen regionenspezifischen topischen Zuordnung unterliegen (ebd.). Auf diese
Zusammenhange wird in Abschnitt 4.4 im Rahmen der Diskussion limbischer Netzwerke néher
eingegangen.

Die limbischen Afferenzen konvergieren nach neuen Untersuchungen jeweils auf definierten
kleinen Zellgruppen (ensembles) im NAC. Nur mittels gleichzeitiger Aktivitat zweier glutamaterger
Afferenzen kénnen Aktionspotentiale in den accumbalen Ausgangsneuronen, den ,medium spiny
cells*, ausgeldst werden (diskutiert in: O"Donnell, 1999). Die Zielneurone werden durch die eine
Afferenz (z.B. aus dem Subiculum) fur etwa 0,3 Sekunden tonisch vordepolarisiert. Auf dieses

aktivierte postsynaptische Membranpotential wird durch die andere Afferenz (z.B. aus dem PFC)
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ein phasisches Signal im Millisekundenbereich aufmoduliert, so daB in den Zielzellen einzelne
Aktionspotentiale ausgeltst werden (ensemble coding). Diese physiologischen Vorgéange konnten
fur konvergierende Afferenzen aus dem Subiculum und dem PFC bereits nachgewiesen werden
(O'Donnell und Grace, 1995) und werden fiir andere afferente Projektionen postuliert. Die
Anordnung von konvergierenden Afferenzen auf assoziierte lokale Zellgruppen kénnte auch die
kleinrdumig organisierte Struktur des NAC erklaren (siehe Abschnitt 1.4, Einleitung).

Die DAergen Afferenzen haben nach diesem Modell die Funktion einer selektiven Signal-
verstarkung (=Signalfilterung). Diese Funktion wird gewahrleistet, indem es zu einer DA-
Ausschuttung im NAC kommt, wenn die eingehenden glutamatergen Aktivititen aus dem PFC, der
Amygdala und dem ventralen Subiculum entweder Neuheitswert besitzen oder mit bekannten
positiven Stimuli assoziiert sind (Mirenowicz und Schultz, 1996; Rebec et al., 1997; Yoshida et al.,
1992). Die gerade aktiven Ensembles werden durch die DA-Ausschittung in diesem funktionellen
Zustand gehalten und verstarkt, aktuell inaktive Ensembles werden hingegen weiter gehemmt. In
diesem Sinne kann die Wirkung von DA im NAC als ,state stabilizer” interpretiert werden (Nicola et
al., 2000; O'Donnell, 1999).

Die 5-HTerge Innervation des NAC bildet zu 75% axo-axonische Terminalien, der spezifi-
sche Anteil der 5-HT/DA-Kontakte betrégt tber 20% (Van Bockstaele und Pickel, 1993). 5-HT
bewirkt vor allem die Modulation der accumbalen DAergen Terminalien. Die Stimulation der
dorsalen Raphe fiihrt Uber den 5-HTs-Rezeptor (Chen et al., 1991) und den 5-HT,5-Rezeptor zu
einem Anstieg der phasischen DA-Auschittung; Uber den 5-HT,c-Rezeptor wird der DA-Umsatz
hingegen tonisch gehemmt (De Deurwardére und Spampinato, 1999). Dariliber hinaus werden viele
exzitatorische Terminalien 5-HTerg innerviert (Van Bockstaele und Pickel, 1993). Diese exzita-
torischen — vor allem glutamatergen — Afferenzen dirften zum groRen Teil aus den limbokortikalen
Arealen, wie der Hippocampusformation, der Amygdala und dem PFC, stammen. Die 5-HTerge
Innervation hatte damit groRen Einfluld auf die Verarbeitung emotional/motivational geféarbter
konvergierender Aktivitaten im NAC. Die axo-dendritischen 5-HTergen Terminalien finden sich
groRtenteils an den proximalen Dendritenabschnitten der accumbalen ,medium spiny cells“, wo ein
starker elektrophysiologischer EinfluB auf das Soma und auf die Generierung von Aktions-
potentialen mdoglich ist (Vu und Krasne, 1992). Ein wichtiger funktioneller Aspekt betrifft die
Verteilung von symmetrischen und asymmetrischen 5-HTergen Synapsen. Etwa zwei Drittel der
axo-dendritischen Synapsen im Core sind exzitatorisch, gegeniber einem Anteil von nur einem
Funftel im Shell (Broderick und Phelix, 1997). Die 5-HTergen Fasern kdnnten also in Core und
Shell unterschiedliche Wirkungen in Relation zur DAergen Innervation ausiiben: im Core eine
antagonistische Wirkung, indem die DAerge Hemmung der ,medium spiny cells* durch phasische
5-HT-Auschittung Uberlagert wird und im Shell eine synergistische Verstarkung der DAergen
Hemmung. Die 5-HTerge Innervation ware demnach in der Lage, den physiologischen Effekt einer
DA-Auschiittung im NAC entscheidend zu beeinflussen.

Die DAerge Innervation des Core stammt neben dem lateralen Teil der ventralen

tegmentalen Area vor allem aus der Pars compacta der Substantia nigra (Brog et al., 1993). Der



4. Diskussion Seite 56

Shell wird hingegen DAerg aus dem medialen Teil der ventralen tegmentalen Area innerviert
(ebd.). Die 5-HTergen Fasern wurden von mehreren Autoren in zwei Klassen eingeteilt, die d-
Fasern aus der Raphe dorsalis und die m-Fasern aus der Raphe medialis (Kosofsky und Molliver,
1987). Auch bei Meriones kénnen zwei morphologisch differente Fasertypen unterschieden
werden, die zudem teilweise voneinander abweichende Innervationsgebiete haben (Griese, 2000):
die glatten, wenig verzweigten d-Fasern innervieren vor allem den Core, die gewundenen und dicht
mit Varikositaten besetzten m-Fasern hingegen terminieren hauptsachlich im Shell. Die Unter-
scheidung der lokalen monoaminergen Faserpopulationen ist funktionell von Bedeutung. Sowohl
die DAerge (Nirenberg et al., 1997) als auch die 5-HTerge (Axt et al., 1995) Innervation des Core
ist mit Transporterproteinen ausgestattet, die die Wiederaufnahme von ausgeschutteten Trans-
mittermolekilen in die Prasynapse — also ein molekulares Recycling — ermdglichen. Im Gegensatz
dazu tragen die monoaminergen Afferenzen des Shell keine Membrantransporter, sondern
verfigen Uber hohe Synthesekapazitaten, um den standigen Bedarf an Botenstoffen zu
gewabhrleisten. Aufgrund dieser Unterschiede der Transmitterstoffwechsel ergeben sich fir
psychoaktive Substanzen, wie dem hier eingesetzten MA, spezifische Angriffspunkte an Sub-
populationen der DAergen und der 5-HT-ergen Innervation des NAC.

Im NAC finden sich Cluster mit Unterschieden in der Dichte von D;- und D,-Rezeptoren
(Jansson et al., 1999) sowie verschiedener 5-HT-Rezeptoren (Barnes et al., 1990; Jakeman et al.,
1994; Khawaja, 1995; Mengod et al., 1990). Diese Befunde deuten auf die Auspragung Kleiner
funktioneller Einheiten im NAC hin, vermutlich den bereits angesprochenen ,ensembles”. Da
Gebiete mit hoher D;-Rezeptordichte von wenigen Fasern direkt innerviert, aber von einer Vielzahl
DAerger Terminalien umgeben sind (Jansson et al., 1999), bietet sich als Erklarung das Konzept
der ,volume transmission“ an (Agnati et al., 1995). Demnach wirde DA am Rande dieser Gebiete
ausgeschiittet und per Diffusion an den Wirkort gelangen; d.h. der Transmitter befindet sich fir

langere Zeit im extrazellularen Raum.

Die spezifische Wirkung von Methamphetamin im NAC

Die Prinzipien der neurotoxischen Wirkung von MA auf monoaminerge Terminalien sind im
Nervensystem grundsatzlich gleich. Allerdings gibt es in den Subarealen des NAC unterschiedliche
topische Zuordnungen, die zu spezifischen Wechselwirkungen der monoaminergen Fasern
untereinander fhren und insofern EinfluR auf die lokale neurotoxische Potenz einer MA-Dosis
nehmen. Diese Mechanismen verdienen eine genauere Betrachtung.

Amphetamin und einige seiner Derivate bewirken, dal DA mittels des DA-Transporters
durch die Membran in den extrazellularen Raum ausgeschiittet wird (Sulzer et al., 1995). Der
normale DA-Wiederaufnahmemechanismus mit der Transportrichtung ins Zellinnere verlauft unter
diesen Bedingungen umgekehrt. Dieser Effekt verursacht eine hohe Transmitterkonzentration im
extrazellularen Raum (Carboni et al., 1989) und hat die Akkumulation der auf nichtenzymatischem
Wege gebildeten neurotoxischen Verbindung 6-Hydroxydopamin zur Folge, die zur selektiven
Schadigung DAerger Terminalien fihrt (Seiden and Vosmer, 1984). Der Mechanismus der revers

arbeitenden Transporterproteine kénnte die in Core und Shell unterschiedlichen Effekte einer MA-
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Applikation auf die DAerge Faserdichte bei Kafigtieren erklaren, da der DA-Transporter im Core in
deutlich hoherer Konzentration vorkommt als im Shell (Jansson et al., 1999; Nirenberg et al.,
1997). Die Uberlegung paft zu einer Untersuchung, in der ebenfall an Kafigtieren gezeigt wurde,
dafl? DAerge Axone im NAC unterschiedlich vulnerabel gegenlber einer MA-Behandlung sind, mit
starker Faserdegeneration im Core und vergleichsweise geringen Verdnderungen im Shell
(Broening et al., 1997). Allerdings ist die neurotoxische Wirkung von MA nicht ausschlie3lich an die
Funktion des DA-Transporters gekoppelt, sondern es werden auch weitere Zellbestandteile gestort,
die mit dem DA-Stoffwechsel assoziiert sind (Seiden und Vosmer, 1984). Diese Effekte,
beispielsweise die Hemmung des DA-metabolisierenden Enzyms Monoaminooxidase, sollten eine
MA-induzierte Schadigung der DAergen Innervation des PFC (Wahnschaffe und Esslen, 1985)
erklaren, wo der DA-Transporter im Gegensatz zum dorsalen und ventralen Striatum praktisch
nicht exprimiert wird (Lehmann et al., 2002).

Bemerkenswert ist der Befund, dald — im Gegensatz zu Kafigtieren — die MA-induzierte
verminderte Reifung der DAergen Innervation bei Gehegetieren die Subareale Core und Shell
gleichermaRen betrifft (Neddens et al., 2002). Die DAerge Innervation des NAC erreicht erst am
60. postnatalen Tag eine adulte Faserdichte (Tarazi et al., 1998; Voorn et al., 1988). Geht man
davon aus, daR3 die unterschiedlichen Aufzuchtbedingungen zum Zeitpunkt der MA-Applikation am
postnatalen Tag 14 noch keinen entscheidenden Einflu3 auf die Hirnreifung haben (z.B. sind die
Augen noch geschlossen und die motorische Aktivitat ist stark eingeschrénkt), so muf der Befund
zur Wirkung unterschiedlicher Aufzuchtbedingungen als Ergebnis der spateren aktivitats-
gesteuerten Reifung interpretiert werden. Die MA-bedingte Schadigung der reifenden DAergen
Afferenzen des NAC wird also wahrend der juvenilen Phase abhangig von den Aufzucht-
bedingungen in unterschiedlicher Weise kompensiert. Die Mechanismen, Uber die eine solche
Reaktion im Einzelnen vermittelt werden kann, bleiben unklar. Jedoch konnte eine unterschiedliche
Einbindung der DAergen Innervation des NAC infolge der Aufzucht in verschiedenen Umwelten vor
kurzem experimentell grundsatzlich nachgewiesen werden: adulte Gehegetiere reagieren auf eine
akute Amphetamin-Injektion mit einer starkeren DA-Auschittung im NAC im Vergleich zu
Kéfigtieren und weisen eine héhere Konzentration des DA-Transporters auf (Bardo et al., 1999).

Uber die Befunde zur DAergen Innervation hinaus konnte gezeigt werden, daR verschiedene
Amphetaminderivate eine Degeneration von 5-HTergen Fasern im NAC und in anderen Hirn-
strukturen verursachen kénnen (Axt und Molliver, 1991; Mamounas et al., 1991). Die neurotoxische
Wirkung wird bei 5-HTergen Terminalien auf vergleichbare Weise wie bei DA-Fasern verursacht.
Durch die reverse Aktivierung des 5-HT-Transporters wird 5-HT Uber die Membran in den
Extrazellularraum ausgeschittet, wo es auf nichtenzymatischem Wege zur Bildung des
Neurotoxins 5,7-Dihydroxytryptamin kommt (De Vito und Wagner, 1989). Wird diese Verbindung
als ,falscher Transmitter* in die Prasynapsen aufgenommen, kommt es zur Zerstérung der
betroffenen Terminalien. Wechselwirkungen infolge der simultanen Schadigung beider
monoaminerger Fasersysteme sind deshalb zu erwarten (Schmidt und Fadayel, 1995). Brown und

Molliver (2000) haben einen Mechanismus vorgeschlagen, der aufgrund einer durch MA
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verursachten Koaktivierung DAerger und 5-HTerger Terminalien zu einer extrem erhohten
extrazellularen DA-Konzentration im Core des NAC fuhrt. Die DAergen Prasynapsen werden
hierbei durch axo-axonische 5-HTerge Terminalien zusétzlich zur Auschittung von DA angeregt,
so daB sich im extrazellularen Raum eine hohe 6-Hydroxydopamin-Konzentration aufbauen kann.
Eine derartige Koaktivierung beider Fasersysteme im NAC konnte bereits experimentell durch die
lokale Applikation des 5-HT3-Receptor-Agonisten 1-Phenylbiguanid erzeugt werden (Chen et al.,
1991).

Die belohnenden Effekte vieler Stimulantien wurden lange Zeit ausschlie3lich mit der DA-
ergen Innervation des NAC in Verbindung gebracht. Neuerdings konnte allerdings gezeigt werden,
daf3 auch transgene Mause ohne funktionell aktiven DA-Transporter eine Selbststimulation mittels
Kokaininjektion ausfiuihren. Dieser Befund fihrte zu der Interpretation, daf? 5-HT zu den belohnen-
den Effekten von Drogen beitragt, indem die DA-Ausschuttung im NAC verstarkt wird (Rocha et al.,
1998). Dies kann als weiterer indirekter Hinweis fiir eine Koaktivierung der monoaminergen
Transmittersysteme des NAC gelten.

Im Einklang mit Untersuchungen zur physiologischen Wechselwirkung von DA und 5-HT und
den hier prasentierten Befunden steht ein Bericht, wonach eine einmalige Amphetamin-Applikation
neuroplastische Prozesse auslost, die innerhalb von drei Wochen zu einer Hyperreaktivitat der
accumbalen DAergen Innervation fiihren (Vanderschuren et al., 1999). Es ist zu vermuten, daf3 die
Amphetamin-Intoxikation akute Schaden an der monoaminergen Innervation des NAC hervorruft.
Die Dichte des DAergen Fasernetzes wird anschlielend nicht wieder hergestellt, stattdessen
erhéhen die DAergen Terminalien die phasische DA-Ausschiittung. Das 5-HTerge Transmitter-
system ist hingegen im Laufe einiger Wochen zu einer vollstdandigen Regeneration imstande
(Azmitia et al., 1978; Zhou et al., 1995); es kann sogar zu einer Hyperinnervation des NAC
kommen (Fischer et al., 1995). Die DAerge Innervation des NAC kdnnte aber innerhalb sehr langer
Zeitraume dennoch deutliche Regenerationsféahigkeiten haben. Es wird berichtet, dafl die
kalziumabhé&ngige Ausschittung, die extrazellulare Konzentration und die Abbau- bzw. Wieder-
aufnahmerate von DA im NAC nach einer akuten MA-Intoxikation deutlich verandert sind (Cass
und Manning, 1999). Die Werte sind auch nach 6 Monaten noch unterschiedlich gegentber der
Kontrollgruppe; erst nach 12 Monaten finden sich keine signifikanten Abweichungen mehr.
Mdglicherweise unterscheiden sich die DAergen und die 5-HTergen Faserpopulationen weniger in
der grundsatzlichen Fahigkeit zur Regeneration, als vielmehr in der dazu bendtigten
Geschwindigkeit.

Es sind also mehrere physiologische Mechanismen denkbar, die bei monoaminergen Fasern
im NAC eine regional unterschiedliche Vulnerabilitit gegen eine einmalige MA-Intoxikation
vermitteln kénnen. Allerdings sind Uber die regionalen Prozesse hinaus die vielfaltigen
Verbindungen der limboprafrontalen Gebiete untereinander von Bedeutung, ermdglichen diese
doch erst den wechselseitigen Austausch von Aktivitdten, die bei adaptiven Reifungsvorgangen
strukturierend auf die lokalen neuronalen Netze einwirken. Im nachsten Abschnitt wird deshalb auf

die Organisation der limboprafrontalen Netzwerke eingegangen.
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Abb. 4.2: Kerngebiete und Verbindungen der limboprafrontalen und der motorischen
werke.

Netz-

(A) Motorische Bahnen. Dargestellt sind die dorsale thalamische, sowie die mesenzephale motorische
Schleife, die durch die DAerge mesostridare Projektion in der CPu konvergieren. (B) Limbopréfrontale
Bahnen. Die frontale Schleife fuhrt Gber das basale Vorderhirn zum mediodorsalen Thalamus zurtick in
den PFC. Die mesenzephale Schleife konvergiert tber die DAerge Innervation des Shell und des PFC
mit der frontalen Schleife. (C) Gesamtdarstellung der beiden Subsysteme mit der monoaminergen
Innervation der untersuchten Gebiete PFC und NAC (Kreise). Zu beachten sind die prafrontalen
Projektionen ins Mesenzephalon und die 5-HTergen Afferenzen der DAergen Kerne (ndhere

Erlauterungen finden sich im Text).

CPu  Caudatus/Putamen SN Substantia nigra

DRN  Nucleus raphe dorsalis VL Thalamus, ventolateral
GP Globus pallidus VP Ventrales Pallidum

MD Thalamus, mediodorsal VTA  Ventrale tegmentale area

MRN  Nucleus raphe medialis

4.4 Zur Beeintrachtigung der Funktion limboprafrontaler Netzwerke

Wir vermuten aufgrund der vielféltigen Verbindungen des PFC und des NAC, dal3 epigenetisch

induzierte Modifikationen der morphologischen und der physiologischen Parameter nicht auf diese

beiden Gebiete beschrankt sind. Vielmehr ist zu erwarten, daf sich die Struktur

ganzer
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Funktionssysteme wahrend der postnatalen aktivitdtsgesteuerten Reifung an extrinsische Einfliisse
adaptiert und Stérungen dauerhaft in die funktionellen Verknupfungen der betroffenen neuronalen
Netze ,eingeschrieben* werden. An dieser Stelle bietet sich ein Angriffspunkt fir die Umwelt, im
engeren Wortsinn substanziell auf das Gehirn einzuwirken. Deshalb werden die Befunde zur
Faserdichte der 5-HTergen und der DAergen Innervation nun im direkten Zusammenhang mit der
Konnektivitat des PFC und des NAC diskutiert. Hierzu wird in Abb. 4.2 ein Uberblick der

Verbindungen limbischer und motorischer Areale prasentiert.

Funktionelle Verbindungen des PFC
In unserer Arbeitsgruppe erhobene Befunde erbringen den Nachweis, da3 die Dichte und die
Anordnung von prafrontalen Projektionen in den parietalen Kortex (Bagorda et al., 2001) und in das
dorsale Striatum (Lehmann, 2001) in Abh&ngigkeit von den Aufzuchtbedingungen und der
Einwirkung einer frihen MA-Intoxikation gestort sind. Mit dieser Beeintrachtigung der efferenten
Verbindungen des PFC gehen Veranderungen der prafrontalen DAergen (Dawirs et al., 1994;
Neddens et al., 2001; Winterfeld et al., 1998) und der GABAergen (Nossol et al., 1997) Innervation
einher. Dariliberhinaus ist die 5-HTerge Innervationsdichte im PFC und im NAC (vorliegende
Arbeit), sowie im parietalen Kortex (Bagorda et al., 2001) und im dorsalen Striatum (Lehmann,
2001) verandert. Dies ist ein Hinweis auf funktionelle Stérungen der adaptiven Reifung des Kortex,
die mittels der prafrontalen Projektionen tUber den PFC hinaus weitere Gebiete erfassen kénnen.
Der veranderten Verteilung der 5-HTergen Fasern auf die Laminae des PFC kdnnte hierbei ein
entscheidender EinfluR zukommen, da der Aktivitatsfluss durch die vertikalen Kolumnen des PFC
héchstwahrscheinlich deutlich verzerrt wird und die Signalcodierung der efferenten Pyramiden-
zellen in dysfunktionaler Weise verandert sein sollte. Dies trifft insbesondere auf Lamina Il zu, wo
5-HT dariberhinaus den exzitatorischen Einfluld der afferenten thalamischen Terminalien aus dem
mediodorsalen Nucleus moduliert (Mantz et al., 1990). Dieser Kern wird auch als ,limbischer
Thalamus“ bezeichnet, da er konvergierende Afferenzen aus dem piriformen Kortex, der
basolateralen Amygdala, dem entorhinalen Kortex, dem ventralen Pallidum und dem ventralen
PFC erhélt (Groenewegen, 1988; Kuroda und Price, 1991; Ray und Price, 1992). Die Veranderung
des Einflusses dieser Sammelstation auf die Signalverarbeitung im PFC kdnnte bedeuten, dal
prafrontale Aktivitaten nicht hinreichend mit den Vorgangen in anderen Hirnarealen koordiniert
sind.

Der PFC besitzt direkte Projektionen zur ventralen tegmentalen Area (Lewis und Sesack,
1997; Sesack und Pickel, 1992), die wiederum mittels GABAerger und DAerger Projektionen
inhibitorisch auf den PFC einwirkt (Pirot et al., 1992). Neuere elektronenmikroskopische Analysen
zeigen, dal3 die DAerge Zellpopulation selektiv prafrontale Afferenzen erhalt (Carr und Sesack,
1999). Es werden gezielt Neurone innerviert, die zurtick zum PFC sowie zum NAC projizieren (Carr
und Sesack, 2000). Der ventrale PFC verfligt auch Uber Projektionen zu den medialen und
dorsalen Raphekernen (Hajos et al., 1998; Sesack et al., 1989; Van Bockstaele et al., 1993) und
weist die gréRte 5-HTerge Faser- und Rezeptordichte sowie den héchsten 5-HT-Umsatz aller

neokortikalen Bereiche auf (Bengel et al., 1997; Hoyer et al., 1994). Es ergeben sich also direkte
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mesoprafrontale Ruckkopplungsschleifen flr beide monoaminergen Transmittersysteme (Abb.
4.2.C). Der PFC ist damit in einer Position, nicht nur die Aktivitit der eigenen aminergen
Innervation zu beeinflussen, sondern dartber hinaus die Ausschittung von 5-HT und DA in
weiteren kortikalen und subkortikalen Arealen des Telenzephalons zu modulieren. Besonders
ausgepragt ist der Einflud auf die aminerge Innervation von Teilen der Basalganglien, wie dem
NAC und der Substantia nigra. Von Bedeutung ist in diesem Zusammenhang, dal’ die Substantia
nigra zu den am starksten 5-HTerg innervierten Hirngebieten zahlt. Diese Afferenz stammt
hauptsachlich aus der Zellgruppe B7 der dorsalen Raphe (Vertes, 1991). Der PFC kann also
sowohl auf direktem wie auf indirektem Wege Einflu3 auf die Aktivitat motorischer Areale und damit
auf das beobachtbare Verhalten nehmen. Insofern besteht wiederum die Mdglichkeit, dal3 ein
dysfunktional eingebundener PFC die Koordination von Aktivitaten in motorischen Hirngebieten
stort.

Im Gegensatz zu anderen kortikalen Gebieten fiihrt die Implantation von Elektroden im PFC
zu intracranialer Selbststimulation tber die Aktivierung belohnender Bahnen (Rolls und Cooper,
1973; Routtenberg und Sloan, 1972). Fir diesen Effekt kdnnte die reziproke Verbindung orbitaler
prafrontaler Areale mit dem Hypothalamus verantwortlich sein, der von keinem anderen
Kortexbereich innerviert wird (Buchanan et al., 1994) und in dem es bekanntermaf3en zu massiver
Selbststimulation kommt (Olds und Milner, 1954). Uber diese Verbindung nimmt der PFC EinfluR
auf die Steuerung der Homdoostase und die Aktivitdt des vegetativen Nervensystems, was fur
physiologische Funktionen — z.B. im Rahmen von Stressantworten — entscheidend ist. Der PFC
kann also aktiv in die Steuerung von autonomen Reaktionen des Korpers eingreifen, die wiederum
auf das gesamte Zentralnervensystem zuriickwirken (Saper, 2000; Van Eden und Buijs, 2000) und
dort weitere Reaktionen auslésen kdnnen. Die Fahigkeit, angemessen auf Stress zu reagieren,
hangt aulBerdem von einer intakten Katecholamin-Innervation des PFC ab (Anisman und Sklar,
1979; Arnsten, 1998). Somit besteht die Mdglichkeit, dal durch die beschriebene Verzerrung der
monoaminergen Innervation des PFC eine Art Teufelskreis erreicht wird und Tiere mit einer daraus
resultierenden funktionellen Lasion des PFC sogar die Standardlaborhaltung als Stress empfinden
kénnten (King et al., 1997).

Funktionelle Verbindungen des NAC

Die Befunde zur Wirkung epigenetischer Faktoren auf die Dichte der monoaminergen Innervation
des NAC legen den Schiuf3 nahe, dal} bestimmte Faserpopulationen in ihrer postnatalen Reifung
gestort werden konnen und andere Fasern infolgedessen mit einer Hyperinnervation reagieren.
Eine solche Reaktion ist vor allem nach einer MA-Intoxikation zu erwarten, da selektiv Transporter-
tragende DAerge Fasern aus der Substantia nigra und 5-HTerge Fasern aus der dorsalen Raphe
geschadigt werden. Die hier vorgelegten Ergebnisse legen den Schluf3 nahe, daf3 es im Zuge eines
aktivitatsgesteuerten Umbaus der lokalen neuronalen Verknlpfungen zu einer 5-HTergen
Hyperinnervation des NAC durch Fasern aus der medialen Raphe kommt. Wie ist dieses

veranderte Innervationsmuster funktional zu bewerten?
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Abb. 4.3: Modell der aktivitadtsgesteuerten Veranderungen des limboprafrontalen Netzwerkes im
Zuge der postnatalen Reifung.

(A) Verbindungen und monoaminerge Innervation des PFC und des NAC bei seminatiirlicher Aufzucht.
(B) Infolge einer frilhen pharmakologischen Intervention oder restriktiver Aufzucht kommt es zu einer
Verzerrung der Struktur der limbopréafrontalen Verbindungen. Die monoaminergen Faserpopulationen
aus der VTA (grin) und der dorsalen Raphe (dunkelblau) sind vermindert gereift, die 5-HTerge
Innervation aus der medialen Raphe (hellblau) reagiert mit einer Erhéhung der Faserdichte. Der PFC
wird in seiner Funktion geschadigt, mit der Folge, daR die Aktivitat der Basalganglien der prafrontalen
Kontrolle (orange und violett) entgleitet.

NAC Core
Shel

Die Subareale des NAC werden durch topisch angeordnete Projektionen aus verschiedenen
Hirngebieten erreicht, deren konvergierende Aktivitdten simultan verarbeitet und in motorische
Handlungen umgesetzt werden. Dem NAC kommt insofern insgesamt eine assoziative Funktion zu
(Pierce und Kalivas, 1997). Fur ein tieferes Verstandnis der Bedeutung der hier erhobenen
Befunde bietet es sich allerdings an, die Verbindungen der Subareale zun&chst noch einmal
getrennt zu betrachten. Der Core erhélt Afferenzen aus dem dorsalen PFC (Hajos et al., 1998) und
der dorsalen Hippocampusformation (Brog et al., 1993), sowie aus der basolateralen Amygdala
und dem lateralen Hypothalamus (Otake und Nakamura, 2000). Bidirektionale Verbindungen
bestehen mit der Substantia nigra pars compacta und starke efferente Projektionen werden zum
ventralen Pallidum entsandt (Heimer et al., 1991). Der Shell erhalt Afferenzen aus dem ventralen
PFC und der ventralen Hippocampusformation (Brog et al., 1993). Es besteht eine reziproke
Verbindung mit der ventralen tegmentalen Area, desweiteren sind unidirektionale Projektionen zum
lateralen Hypothalamus und zum ventralen Pallidum beschrieben (Otake und Nakamura, 2000).
Bei genauerer Analyse der topischen Zuordnungen dieses ,limbomotorischen* Netzwerkes
ist festzustellen, dal Verbindungen hauptsachlich zwischen funktionell &ahnlichen Arealen
bestehen. Beispielsweise projiziert das motorische Subareal des NAC — der Core — in die
Substantia nigra pars compacta, dem Ursprungskern der DAergen Innervation des dorsalen
Striatums. Der dorsale PFC hat unidirektionale Verbindungen sowohl in den Core als auch in den
pramotorischen Kortex. Der Shell hingegen projiziert zur ventralen tegmentalen Area und erhélt
konvergierende Afferenzen aus den ventralen Bereichen des PFC und der Hippocampusformation,

die in enger Verbindung zu limbischen Arealen wie der Amygdala und dem piriformen Kortex
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stehen. Diese Zuordnung von miteinander verbundenen Bereichen legt den Schlu3 nahe, daR die
hier angesprochenen Hirnareale in zwei parallelen Netzwerken organisiert sind (Abb. 4.2), die in
einigen Bereichen miteinander in Wechselwirkung treten (vergl. Price et al., 1996). Auch die
Projektion des 5-HTergen Transmittersystems folgt diesem Schema. Am Beispiel der Innervation
des PFC und des NAC wurde bereits nachgewiesen, dal? Gebiete mit funktionell &hnlichen
Einbindungen durch Kollaterale der gleichen 5-HTergen Projektionsneurone innerviert werden (Van
Bockstaele et al., 1993).

Zu den Schnittstellen dieser parallel organisierten motorischen und limbischen Netzwerke
gehort der NAC. Der Core wird durch Transporter-tragende monoaminerge Fasern innerviert, die
durch einen hohen Transmitterumsatz und phasische Aktivitéat gekennzeichnet sind. Der Shell wird
hingegen von Fasern mit einer deutlich geringeren Umsatzrate innerviert, die die ,medium spiny
cells" und ihre Afferenzen tonisch modulieren. Kommt es nun zu einer Verzerrung der
monoaminergen Innervationsmuster, infolge des Einflusses von MA oder restriktiven Aufzucht-
bedingungen, so wird die phasische Aktivitat im Core deutlich beeintrachtigt (Jones et al., 1992).
Desweiteren ist zu vermuten, dall die Modulation afferenter glutamaterger Fasern aus der
basolateralen Amygdala, der Hippocampusformation und dem PFC gestort ist (Abb. 4.3) (Burns et
al., 1996). Funktionell geschadigten Tieren fehlt insofern die Mdglichkeit, angemessen auf Stress
zu reagieren (referiert in: Cabib und Puglisi-Allegra, 1996). Weitere Folgen kdnnen erhéhte

Angstlichkeit und die Generierung stereotypen Verhaltens sein (Alheid und Heimer, 1996).

4.5 Fazit

Die vorliegende Arbeit liefert deutliche Anhaltspunkte fiir die adaptive Reifung der monoaminergen

Faserpopulationen in limbomotorischen Hirngebieten, die in wechselseitiger Beeinflussung

aktivitatsgesteuert zu unterschiedlich strukturierten neuronalen Netzwerken fiihrt. Die dabei

gewonnenen Erkenntnisse und vor allem das Prinzip der umweltabhéngigen Wirkung von psycho-
aktiven Substanzen bedirfen der Verifizierung und des Ausbaus. Es erscheint mir insbesondere
aus zweierlei Grinden dringend erforderlich, diese Forschungsrichtung zu intensivieren:

1. Eine verminderte DA-Aktivitét bei gleichzeitiger Erh6hung des 5-HT-Umsatzes im PFC wurde
im Zusammenhang mit kognitiven Defiziten bei Schizophreniekranken bereits vor Jahren
postuliert (Roth und Meltzer, 1995). Die einmalige MA-Applikation verursacht eine solche
Veranderung des DA/5-HT-Verhéltnisses im PFC und im NAC und bietet sich daher als
experimentell zugangliches Arbeitsmodell zur Untersuchung wichtiger Aspekte psychotischer
Erkrankungen an.

2. Das Studium der plastischen Vorgédnge im Nervensystem — insbesondere der wechselseitigen
Beeinflussungen der monoaminergen Transmittersysteme wahrend langer Zeitabschnitte — ist
von grundlegender Bedeutung fur das Versténdnis héherer Hirnfunktionen. In der vorliegenden
Arbeit lag der Fokus auf der neuronalen Dynamik wahrend der juvenilen Phase. Diese
Forschung sollte auf das adulte Gehirn ausgedehnt werden, um am hier etablierten Tiermodell

zu untersuchen, ob sich die neuronalen Netzwerke auf dem erkannten pathologischen Niveau
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stabilisieren oder sich vielmehr im alternden Gehirn weiter fortschreitend destabilisieren und
letztlich zur Genese neurologischer Erkrankungen fuhren kdnnen. Diese Erkenntnis aus der
Grundlagenforschung wéare in mehreren Zusammenhangen von groBem Wert fir die medi-
zinische Praxis, beispielsweise fiir das Verstandnis der Atiologie verschiedener neurologischer
Stoérungen — etwa der Parkinson’schen Krankheit — oder der individuellen Pradisposition fur
Suchterkrankungen.
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5. Statistische Daten

5.1 Prafrontaler Kortex

MeRwerte, Gehege

Kontr I/Il
MA I/l
Kontr V/VI
MA V/VI

i

VIVI

Kontrolle

MA

Tests: Kontrolle gegen MA

Mittelwert + Standardabweichung
Mittelwert + Standardabweichung
Mittelwert + Standardabweichung
Mittelwert + Standardabweichung

F-Test
t-Test
F-Test
t-Test

Tests: Laminae I/l gegen Laminae V/VI

F-Test
t-Test
F-Test
t-Test

7,37 +1,16
6,63 +1,38
5,62 +1,32
4,99 +1,33

p=0,7912
p = 0,3240
p =0,9187
p = 0,4863

p = 0,8048
p = 0,0189
p =0,9196
p = 0,0006

n=>5
n=10
n=>5
n=10

n.s.
n.s.
n.s.
n.s.

n.s.
g
n.s.
ood

Tabelle zur Abb. 3.4: Vergleich der dopaminergen Innervation superfizieller und tiefer Laminae

des medialen prafrontalen Kortex bei Gehegetieren: MeRwerte und statistische Tests.

Tests, rostral: links gegen rechts

Gehege Kontr
Gehege MA
Kéfig Kontr

Kafig MA

F-Test
t-Test (abhangige Stichproben)
F-Test
t-Test (abhéangige Stichproben)
F-Test
t-Test (abhéngige Stichproben)
F-Test
t-Test (abhangige Stichproben)

Tests, caudal: links gegen rechts

Gehege Kontr
Gehege MA
Kafig Kontr

Kafig MA

F-Test
t-Test (abhéangige Stichproben)
F-Test
t-Test (abhéngige Stichproben)
F-Test
t-Test (abhangige Stichproben)
F-Test
t-Test (abhangige Stichproben)

p = 0,4829
p =0,0132
p = 0,0041
p = 0,0046
p = 0,6367
p = 0,0001
p = 0,4289
p=0,0175

p = 0,0006
p = 0,0007
p = 0,0001
p = 0,0005
p =.0,0128
p = 0,0007
p = 0,0925
p=0,0111

n.s.

g
ogd
n.s.
ood
n.s.

ooo

ooo

ooo

ooo
go

oo
n.s

g

Tabelle zur Abb. 3.7: Die serotoninerge Innervation des medialen prafrontalen Kortex im
rechts/links-Vergleich: Statistische Tests.
Mittelwerte und Standardabweichungen: siehe Tabelle zur Abb. 3.6, Seite 53.



5. Statistische Daten Seite 66
MeRwerte, rostral: Al
Gehege Kontr Al Mittelwert + Standardabweichung 100,0 +£31,91 n=5
Gehege MA Al Mittelwert + Standardabweichung 77,49 £ 14,05 n=9
Kafig Kontr Al Mittelwert + Standardabweichung 100,0 + 31,99 n=8
Kafig MA Al Mittelwert + Standardabweichung 69,34 + 28,54 n=9
MeRwerte, rostral: LO
Gehege Kontr LO Mittelwert + Standardabweichung 87,15 £ 24,59 n=5
Gehege MA LO Mittelwert + Standardabweichung 106,37 + 36,4 n=9
Kafig Kontr LO Mittelwert + Standardabweichung 118,98 +43,81 n=8
Kafig MA LO Mittelwert + Standardabweichung 68,38 + 23,19 n=9
MeRwerte, caudal: Al
Gehege Kontr Al Mittelwert + Standardabweichung 109,89 + 26,54 n=>5
Gehege MA Al Mittelwert + Standardabweichung 92,32 £23,81 n=9
Kafig Kontr Al Mittelwert + Standardabweichung 90,32 + 28,16 n=8
Kafig MA Al Mittelwert + Standardabweichung 70,94 + 21,27 n=9
MeRwerte, caudal: LO
Gehege Kontr LO Mittelwert + Standardabweichung 90,08 £19,91 n=>5
Gehege MA LO Mittelwert + Standardabweichung 113,79 £ 29,96 n=9
Kafig Kontr LO Mittelwert + Standardabweichung 96,84 + 24,64 n=8
Kafig MA LO Mittelwert + Standardabweichung 72,62 +£16,93 n=9
Tests, rostral: Al gegen LO
Gehege Kontr F-Test p =0,6269 n.s.
t-Test (abhéangige Stichproben) p =0,2522 n.s.
Gehege MA F-Test p =0,0145 ad
t-Test (abhangige Stichproben) p =0,0416 ad
Kafig Kontr: Al gegen LO F-Test p =0,4652 n.s.
t-Test (abhangige Stichproben) p=0,1322 n.s.
Kéfig MA: Al / LO F-Test p =0,5978 n.s.
t-Test (abhangige Stichproben) p=0,9177 n.s.
Tests, rostral: Kontrolle gegen MA
Gehege Al F-Test p =0,0477 ad
t-Test (unabhangige Stichproben) p =0,1954 n.s.
Kéfig Al F-Test p =0,7503 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p = 0,0541 n.s.
Gehege LO F-Test p = 0,4696 n.s.
t-Test (unabhéngige Stichproben) p =0,3168 n.s.
Kafig LO F-Test p=0,1152 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p=0,0119 ad
Tests, caudal: Al gegen LO
Gehege Kontr F-Test p = 0,5953 n.s.
t-Test (abhangige Stichproben) p = 0,2055 n.s.
Gehege MA F-Test p =0,5301 n.s.
t-Test (abhangige Stichproben) p =0,0887 n.s.
Kafig Kontr F-Test p =0,6992 n.s.
t-Test (abhangige Stichproben) p =0,7547 n.s.
Kafig MA F-Test p =0,5293 n.s.
t-Test (abhangige Stichproben) p=0,8728 n.s.
Tests, caudal: Kontrolle gegen MA
Gehege Al F-Test p=0,7316 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p =0,2989 n.s.
Kafig Al F-Test p =0,4491 n.s
t-Test (unabhangige Stichproben) p=0,1284 n.s
Gehege LO F-Test p = 0,4528 n.s.
t-Test (unabhéngige Stichproben) p =0,1410" n.s.
Kéfig LO F-Test p = 0,3066 n.s
t-Test (unabhangige Stichproben) p = 0,0269 O

Tabelle zur Abb. 3.5: Die dopaminerge Innervation der Subareale des rechten orbitalen pra-
frontalen Kortex: MeRRwerte und statistische Tests.
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MeRwerte, rostral: links
Gehege Kontr Mittelwert + Standardabweichung 1,52 £ 0,56 n=9
Gehege MA Mittelwert + Standardabweichung 1,49 £ 0,39 n=28
Kafig Kontr Mittelwert + Standardabweichung 1,70+0,45 n=9
Kafig MA Mittelwert + Standardabweichung 1,68 +£0,76 n=7
MeRwerte, rostral: rechts
Gehege Kontr Mittelwert + Standardabweichung 2,17 +0,44 n=9
Gehege MA Mittelwert + Standardabweichung 3,03+1,21 n=28
Kafig Kontr Mittelwert + Standardabweichung 2,84 +0,54 n=9
Kafig MA Mittelwert + Standardabweichung 3,04 £1,07 n=7
MeRwerte, caudal: links
Gehege Kontr Mittelwert + Standardabweichung 0,95+0,24 n=9
Gehege MA Mittelwert + Standardabweichung 1,45 +0,28 n=28
Kafig Kontr Mittelwert + Standardabweichung 1,30 £0,52 n=9
Kafig MA Mittelwert + Standardabweichung 1,41 +£0,41 n=7
MeRwerte, caudal: rechts
Gehege Kontr Mittelwert + Standardabweichung 2,67 £1,09 n=9
Gehege MA Mittelwert + Standardabweichung 4,17 £1,29 n=28
Kafig Kontr Mittelwert + Standardabweichung 3,18 £1,32 n=9
Kafig MA Mittelwert + Standardabweichung 2,96 +1,04 n=7
Tests, rostral: Kontrolle gegen MA
Gehege, links F-Test p =0,3122 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p = 0,9050 n.s.
Kafig, links F-Test p =0,1655 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p =0,9335 n.s.
Gehege, rechts F-Test p = 0,0066 aoo
t-Test (unabhangige Stichproben) p =0,0708 n.s.
Kéfig, rechts F-Test p = 0,0602 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p =0,0612 n.s.
Tests, rostral: Gehege- gegen Kafigaufzucht
Kontr, links F-Test p =0,5288 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p = 0,4559 n.s.
MA, links F-Test p =0,0812 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p =0,5245 n.s.
Kontr, rechts F-Test p =0,5870 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p = 0,0069 oo
MA, rechts F-Test p =0,7860 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p =0,9932 n.s.
Tests, caudal: Kontrolle gegen MA
Gehege, links F-Test p =0,6815 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p = 0,0009 oo
Kéfig, links F-Test p = 0,6859 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p =0,6981 n.s.
Gehege, rechts F-Test p =0,6320 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p =0,0166 ad
Kéfig, rechts F-Test p=0,5793 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p =0,7108 n.s.
Tests, caudal: Gehege- gegen Kéfigaufzucht
Kontr, links F-Test p =0,0538 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p = 0,0960 n.s.
MA, links F-Test p=0,3122 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p =0,8277 n.s.
Kontr, rechts F-Test p=0,5727 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p =0,3369 n.s.
MA, rechts F-Test p =0,6251 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p = 0,0696 n.s.

Tabelle zur Abb. 3.6: Die serotoninerge Innervation des medialen préafrontalen Kortex beider
Hirnhemisphéaren: MeR3werte und statistische Tests.
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MeRwerte, rostral

La I: Gehege Kontr Mittelwert + Standardabweichung 2,33+0,93 n=9
La I: Gehege MA Mittelwert + Standardabweichung 2,18 +0,37 n=28
La I: Kafig Kontr Mittelwert + Standardabweichung 1,84 £0,58 n=9
La I: Kafig MA Mittelwert + Standardabweichung 2,55 +0,88 n=7
La Il: Gehege Kontr Mittelwert + Standardabweichung 1,81 +0,71 n=9
La Il: Gehege MA Mittelwert + Standardabweichung 1,76 +£0,39 n=28
La Il: Kafig Kontr Mittelwert + Standardabweichung 1,83 +0,60 n=9
La Il: Kafig MA Mittelwert + Standardabweichung 1,96 £ 0,93 n=7
La llla: Gehege Kontr Mittelwert + Standardabweichung 1,21 £0,55 n=9
La llla: Gehege MA Mittelwert + Standardabweichung 1,23+0,75 n=28
La llla: Kafig Kontr Mittelwert + Standardabweichung 1,72 +£0,48 n=9
La llla: Kafig MA Mittelwert + Standardabweichung 1,35+0,81 n=7
Lae llIb/V: Gehege Kontr Mittelwert + Standardabweichung 1,18 +£0,34 n=9
Lae llIb/V: Gehege MA Mittelwert + Standardabweichung 1,35+0,30 n=28
Lae lllb/V: Kéfig Kontr Mittelwert + Standardabweichung 1,75 +0,49 n=9
Lae llb/V: Kéfig MA Mittelwert + Standardabweichung 1,51 +0,59 n=7
La V: Gehege Kontr Mittelwert + Standardabweichung 1,06 £ 0,42 n=9
La V: Gehege MA Mittelwert + Standardabweichung 0,92 +£0,48 n=28
La V: Kafig Kontr Mittelwert + Standardabweichung 1,38 £ 0,40 n=9
La V: Kafig MA Mittelwert + Standardabweichung 1,02 +£0,71 n=7
MeRwerte, caudal

La I: Gehege Kontr Mittelwert + Standardabweichung 1,49 £ 0,46 n=9
La I: Gehege MA Mittelwert + Standardabweichung 2,43 +0,36 n=28
La I: Kafig Kontr Mittelwert + Standardabweichung 2,01 +0,39 n=9
La I: Kafig MA Mittelwert + Standardabweichung 2,21+0,71 n=7
La Il: Gehege Kontr Mittelwert + Standardabweichung 1,02 £0,37 n=9
La Il: Gehege MA Mittelwert + Standardabweichung 1,58 +0,37 n=28
La Il: Kafig Kontr Mittelwert + Standardabweichung 1,54 £0,53 n=9
La Il: Kafig MA Mittelwert + Standardabweichung 1,50 £ 0,54 n=7
La llla: Gehege Kontr Mittelwert + Standardabweichung 0,31 £0,27 n=9
La llla: Gehege MA Mittelwert + Standardabweichung 1,03 +£0,56 n=8
La llla: Kafig Kontr Mittelwert + Standardabweichung 0,98 £0,63 n=9
La llla: Kafig MA Mittelwert + Standardabweichung 0,98 £0,59 n=7
Lae lllb/V: Gehege Kontr Mittelwert + Standardabweichung 0,91 +£0,29 n=9
Lae llIb/V: Gehege MA Mittelwert + Standardabweichung 1,27 £0,32 n=28
Lae lllb/V: Kéfig Kontr Mittelwert + Standardabweichung 1,20 £ 0,60 n=9
Lae llb/V: Kéfig MA Mittelwert + Standardabweichung 1,17 £0,33 n=7
La V: Gehege Kontr Mittelwert + Standardabweichung 0,94 £0,23 n=9
La V: Gehege MA Mittelwert + Standardabweichung 1,28 £ 0,30 n=8
La V: Kafig Kontr Mittelwert + Standardabweichung 1,37 £0,50 n=9
La V: Kafig MA Mittelwert + Standardabweichung 1,20 £0,20 n=7
La VI: Gehege Kontr Mittelwert + Standardabweichung 1,01 £0,29 n=9
La VI: Gehege MA Mittelwert + Standardabweichung 1,21 +£0,28 n=28
La VI: Kafig Kontr Mittelwert + Standardabweichung 1,51+1,63 n=9
La VI: Kafig MA Mittelwert + Standardabweichung 1,40 +£0,38 n=7

Tabelle 1 zur Abb. 3.8: Die serotoninerge Innervation der Laminae des rostralen medialen pra-

frontalen Kortex der linken Hemisphare: Mittelwerte und Standardabweichungen.
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Tests, rostral: Kontrolle gegen MA
La I: Gehege F-Test p=0,0178 ad
t-Test (unabhangige Stichproben) p =0,6830 n.s.
La I: Kafig F-Test p =0,2609 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p =0,0715 n.s.
La Il: Gehege F-Test p=0,1138 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p =0,8544 n.s.
La Il: Ké&fig F-Test p =0,2597 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p=0,7368 n.s.
La llla: Gehege F-Test p =0,4282 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p =0,9434 n.s.
La llla: Kafig F-Test p=0,1751 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p =0,2683 n.s.
Lae IlIb/V: Gehege F-Test p =0,7340 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p =0,2840 n.s.
Lae IlIb/V: Kéafig F-Test p =0,5962 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p =0,3876 n.s.
La V: Gehege F-Test p =0,7499 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p =0,5469 n.s.
La V: Kéafig F-Test p=0,1328 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p =0,2170 n.s.
Tests, caudal: Kontrolle gegen MA
La I: Gehege F-Test p=0,4783 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p = 0,0003 aao
La I: Kafig F-Test p = 0,1440 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p =0,4994 n.s.
La ll: Gehege F-Test p=0,8372 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p = 0,0054 oo
La Il: Ké&fig F-Test p =0,8807 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p =0,8880 n.s.
La llla: Gehege F-Test p = 0,0890 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p =0,0028 oo
La llla: Kafig F-Test p =0,9689 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p = 0,9896 n.s.
Lae llIb/V: Gehege F-Test p =0,9683 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p =0,0297 O
Lae IlIb/V: Kéfig F-Test p =0,2688 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p = 0,9050 n.s.
La V: Gehege F-Test p=0,4618 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p =0,0304 ad
La V: Kéafig F-Test p=0,1051 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p=0,4873 n.s.
La VI: Gehege F-Test p=0,7771 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p =0,1642 n.s.
La VI: Kafig F-Test p =0,3409 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p=0,7178 n.s.

Tabelle 2 zur Abb. 3.8: Statistische Tests zur serotoninergen Innervation des medialen préa-
frontalen Kortex der linken Hirnhemisphére: Kontrolle gegen Methamphetamin.
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Tests, rostral: Gehege- gegen Kéfigaufzucht
La I: Kontr F-Test p =0,2012 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p=0,2071 n.s.
Lal: MA F-Test p =0,0270 a
t-Test (unabhangige Stichproben) p=0,3291 n.s.
La Il: Kontr F-Test p = 0,6408 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p = 0,9550 n.s.
Lall: MA F-Test p = 0,0296 O
t-Test (unabhangige Stichproben) p =0,6063 n.s.
La Illa: Kontr F-Test p =0,6997 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p =0,0561 n.s.
La Illla: MA F-Test p =0,8288 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p=0,7601 n.s.
Lae llIb/V: Kontr F-Test p = 0,3655 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p =0,0151 g
Lae llIb/V: MA F-Test p = 0,0845 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p =0,5091 n.s.
La V: Kontr F-Test p =0,8427 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p=0,1253 n.s.
LaV: MA F-Test p=0,3111 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p = 0,7406 n.s.
Tests, caudal: Gehege- gegen Kafigaufzucht
La I: Kontr F-Test p =0,6613 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p =0,0231 ad
Lal: MA F-Test p =0,0828 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p =0,5289 n.s.
La II: Kontr F-Test p=0,3730 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p =0,0337 O
La ll: MA F-Test p =0,2542 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p=0,7761 n.s.
La llla: Kontr F-Test p =0,0363 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p =0,0138 ad
La llla: MA F-Test p =0,7040 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p =0,8553 n.s.
Lae lllb/V: Kontr F-Test p =0,0759 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p =0,2359 n.s.
Lae llIb/V: MA F-Test p=0,7394 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p =0,6299 n.s.
La V: Kontr F-Test p =0,0533 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p =0,0413 ad
LaV: MA F-Test p=0,4716 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p =0,9297 n.s.
La VI Kontr F-Test p =0,5353 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p =0,0624 n.s.
La VI: MA F-Test p=0,3672 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p=0,2713 n.s.

Tabelle 3 zur Abb. 3.8: Statistische Tests zur serotoninergen Innervation des medialen préa-
frontalen Kortex der linken Hirnhemisphére: Gehege- gegen Kafigaufzucht.
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Werte, rostral

La I: Gehege Kontr Mittelwert + Standardabweichung 2,68 +0,46 n=9
La I: Gehege MA Mittelwert + Standardabweichung 4,02+1,73 n=28
La I: Kafig Kontr Mittelwert + Standardabweichung 3,30+£0,73 n=9
La I: Kafig MA Mittelwert + Standardabweichung 4,06 £1,59 n=7
La Il: Gehege Kontr Mittelwert + Standardabweichung 2,37 £0,57 n=9
La Il: Gehege MA Mittelwert + Standardabweichung 3,26 +£1,34 n=28
La Il: Kafig Kontr Mittelwert + Standardabweichung 3,30 £0,45 n=9
La Il: Kafig MA Mittelwert + Standardabweichung 3,25+1,37 n=7
La llla: Gehege Kontr Mittelwert + Standardabweichung 2,02 +0,45 n=9
La llla: Gehege MA Mittelwert + Standardabweichung 2,65 +1,04 n=28
La llla: Kafig Kontr Mittelwert + Standardabweichung 2,81 +0,63 n=9
La llla: Kafig MA Mittelwert + Standardabweichung 2,79 £0,83 n=7
Lae llIb/V: Gehege Kontr Mittelwert + Standardabweichung 1,93 +0,53 n=9
Lae llIb/V: Gehege MA Mittelwert + Standardabweichung 2,74, £1,11 n=28
Lae lllb/V: Kéfig Kontr Mittelwert + Standardabweichung 2,61 +0,56 n=9
Lae llb/V: Kéfig MA Mittelwert + Standardabweichung 2,55 +0,96 n=7
La V: Gehege Kontr Mittelwert + Standardabweichung 1,87 £0,42 n=9
La V: Gehege MA Mittelwert + Standardabweichung 2,51 +0,99 n=28
La V: Kafig Kontr Mittelwert + Standardabweichung 2,20+ 0,63 n=9
La V: Kafig MA Mittelwert + Standardabweichung 2,56 +1,00 n=7
Werte, caudal

La I: Gehege Kontr Mittelwert + Standardabweichung 4,14 +£1,48 n=9
La I: Gehege MA Mittelwert + Standardabweichung 5,06 £1,51 n=28
La I: Kafig Kontr Mittelwert + Standardabweichung 3,83+£1,93 n=9
La I: Kafig MA Mittelwert + Standardabweichung 4,17 £1,78 n=7
La Il: Gehege Kontr Mittelwert + Standardabweichung 3,18 +1,04 n=9
La Il: Gehege MA Mittelwert + Standardabweichung 491 +£1,56 n=28
La Il: Kafig Kontr Mittelwert + Standardabweichung 4,02+1,49 n=9
La Il: Kafig MA Mittelwert + Standardabweichung 3,34 £1,35 n=7
La llla: Gehege Kontr Mittelwert + Standardabweichung 2,00+£0,72 n=9
La llla: Gehege MA Mittelwert + Standardabweichung 3,83+1,16 n=8
La llla: Kafig Kontr Mittelwert + Standardabweichung 2,85+1,19 n=9
La llla: Kafig MA Mittelwert + Standardabweichung 2,62 +1,00 n=7
Lae llIb/V: Gehege Kontr Mittelwert + Standardabweichung 2,06 +1,18 n=9
Lae llIb/V: Gehege MA Mittelwert + Standardabweichung 3,60+1,41 n=28
Lae lllb/V: Kéfig Kontr Mittelwert + Standardabweichung 2,65+1,12 n=9
Lae lllb/V: Kéfig MA Mittelwert + Standardabweichung 2,34 +£1,08 n=7
La V: Gehege Kontr Mittelwert + Standardabweichung 2,24 +1,18 n=9
La V: Gehege MA Mittelwert + Standardabweichung 3,71+£1,13 n=8
La V: Kafig Kontr Mittelwert + Standardabweichung 2,76 +£1,26 n=9
La V: Kafig MA Mittelwert + Standardabweichung 2,51+0,72 n=7
La VI: Gehege Kontr Mittelwert + Standardabweichung 241+1,21 n=9
La VI: Gehege MA Mittelwert + Standardabweichung 3,90+£1,25 n=28
La VI: Kafig Kontr Mittelwert + Standardabweichung 2,95 +1,47 n=9
La VI: Kafig MA Mittelwert + Standardabweichung 2,78 +0,91 n=7

Tabelle 1 zur Abb. 3.9: Die serotoninerge Innervation des rostralen medialen préafrontalen
Kortex der rechten Hirnhemisphéare. Mittelwerte und Standardabweichungen.
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Tests, rostral: Kontr gegen MA
La I: Gehege F-Test p = 0,0006 aoo
t-Test (unabhangige Stichproben) p =0,0515 n.s.
La I: Kafig F-Test p =0,0378 ad
t-Test (unabhangige Stichproben) p=0,2716 n.s.
La Il: Gehege F-Test p =0,0185 oo
t-Test (unabhangige Stichproben) p =0,0931 n.s.
La Il: Ké&fig F-Test p =0,0153 ad
t-Test (unabhangige Stichproben) p =0,9089 n.s.
La llla: Gehege F-Test p =0,0203 oo
t-Test (unabhangige Stichproben) p =0,1249 n.s.
La llla: Kafig F-Test p=0,5791 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p = 0,9856 n.s.
Lae IlIb/V: Gehege F-Test p = 0,0415 O
t-Test (unabhangige Stichproben) p =0,0710 n.s.
Lae IlIb/V: Kéafig F-Test p = 0,1467 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p=0,8711 n.s.
La V: Gehege F-Test p = 0,0207 oo
t-Test (unabhangige Stichproben) p=0,1014 n.s.
La V: Kéafig F-Test p = 0,2007 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p = 0,3684 n.s.
Tests, caudal: Kontr gegen MA
La I: Gehege F-Test p =0,9430 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p =0,2135 n.s.
La I: Kafig F-Test p =0,8804 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p =0,7076 n.s.
La ll: Gehege F-Test p =0,2570 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p =0,0122 g
La Il: Ké&fig F-Test p = 0,8507 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p =0,3283 n.s.
La llla: Gehege F-Test p=0,1795 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p = 0,0008 aao
La llla: Kafig F-Test p =0,7048 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p=0,6614 n.s.
Lae llIb/V: Gehege F-Test p =0,5052 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p =0,0195 O
Lae IlIb/V: Kéfig F-Test p =0,9934 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p =0,5599 n.s.
La V: Gehege F-Test p =0,9289 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p =0,0167 ad
La V: Kéafig F-Test p=0,1784 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p =0,6369 n.s.
La VI: Gehege F-Test p =0,9102 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p =0,0208 g
La VI: Kafig F-Test p = 0,2456 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p=0,7796 n.s.

Tabelle 2 zur Abb. 3.9: Die serotoninerge Innervation des caudalen medialen prafrontalen Kor-
tex der rechten Hirnhemisphare: Statistische Tests.
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Tests, rostral: Gehege- gegen Kéfigaufzucht
La I: Kontr F-Test p =0,1846 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p =0,0375 ad
Lal: MA F-Test p =0,8587 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p =0,9639 n.s.
La Il: Kontr F-Test p =0,9012 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p =0,0014 go
La ll: MA F-Test p =0,9393 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p =0,9822 n.s.
La Illa: Kontr F-Test p =0,2215 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p = 0,0089 oo
La Illla: MA F-Test p =0,5924 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p=0,7776 n.s.
Lae llIb/V: Kontr F-Test p =0,8757 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p =0,0119 g
Lae llIb/V: MA F-Test p =0,7367 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p=0,7284 n.s.
La V: Kontr F-Test p =0,2642 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p=0,1917 n.s.
LaV: MA F-Test p =0,9499 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p =0,9217 n.s.
Tests, caudal: Gehege- gegen Kafigaufzucht
La I: Kontr F-Test p =0,4336 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p=0,6791 n.s.
Lal: MA F-Test p=0,6717 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p=0,3118 n.s.
La II: Kontr F-Test p =0,2895 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p =0,1420 n.s.
La ll: MA F-Test p=0,7382 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p =0,0591 n.s.
La llla: Kontr F-Test p =0,1379 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p = 0,0568 n.s.
La llla: MA F-Test p=0,7339 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p = 0,0508 n.s.
Lae lllb/V: Kontr F-Test p=0,9763 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p =0,2215 n.s.
Lae llIb/V: MA F-Test p =0,5357 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p=0,0774 n.s.
La V: Kontr F-Test p =0,8594 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p =0,3237 n.s.
LaV: MA F-Test p =0,2927 a
t-Test (unabhangige Stichproben) p =0,0319 n.s.
La VI Kontr F-Test p =0,5685 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p =0,3537 n.s.
La VI: MA F-Test p = 0,4555 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p=0,0712 n.s.

Tabelle 3 zur Abb. 3.9: Statistische Tests zur serotoninergen Innervation des medialen préa-
frontalen Kortex der rechten Hirnhemisphéare: Gehege- gegen Kéafigaufzucht.



5. Statistische Daten Seite 74
Tests, rostral: Gehege- gegen Kéfigaufzucht
Kontr ANOVA
Stichproben p = 0,4559 n.s.
Gradienten p=421E-11 aoo
Wechselwirkung p=111E-5 aoo
MA ANOVA
Stichproben p = 0,5245 n.s.
Gradienten p = 4,56E-18 0ad
Wechselwirkung p =0,7266 n.s.
Tests, rostral: Kontr gegen MA
Gehege ANOVA
Stichproben p = 0,9050 n.s.
Gradienten p=9,21E-17 0ad
Wechselwirkung p =0,5934 n.s.
Kéfig ANOVA
Stichproben p =0,9335 ad
Gradienten p=2,74E-13 aoo
Wechselwirkung p =9,78E-7 aoo
Tests, caudal: Gehege- gegen Kafigaufzucht
Kontr ANOVA
Stichproben p =0,0192 ad
Gradienten p = 8,64E-16 aoo
Wechselwirkung p = 0,4985 n.s.
MA ANOVA
Stichproben p =0,8277 n.s.
Gradienten p = 1,40E-18 0ad
Wechselwirkung p =0,6150 n.s.
Tests, caudal: Kontr gegen MA
Gehege ANOVA
Stichproben p = 0,0009 oano
Gradienten p = 5,30E-23 0ad
Wechselwirkung p = 0,0003 oano
Kafig ANOVA
Stichproben p=0,9168 n.s.
Gradienten p=2,92E-12 aao
Wechselwirkung p=0,7166 n.s.

Tabelle 1 zur Abb. 3.10: Statistische Tests zur serotoninergen Innervation des linken medialen

prafrontalen Kortex.

Mittelwerte und Standardabweichungen: siehe Tabelle 1 zur Abb. 3.8, Seite 69.
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Tests, rostral: Gehege- gegen Kéfigaufzucht
Kontr ANOVA
Stichproben p = 0,0069 oo
Gradienten p = 7,56E-15 aoo
Wechselwirkung p = 0,0544 n.s.
MA ANOVA
Stichproben p =0,9932 n.s.
Gradienten p=1,88E-11 0ad
Wechselwirkung p =0,9262 n.s.
Tests, rostral: Kontr gegen MA
Gehege ANOVA
Stichproben p = 0,0498 ad
Gradienten p =1,89E-15 0ad
Wechselwirkung p =0,0219 ad
Kéfig ANOVA
Stichproben p=0,6117 n.s.
Gradienten p=747E-11 aoo
Wechselwirkung p = 0,0589 n.s.
Tests, caudal: Gehege- gegen Kafigaufzucht
Kontr ANOVA
Stichproben p =0,3369 n.s.
Gradienten p = 1,29E-22 aoo
Wechselwirkung p = 0,0037 oo
MA ANOVA
Stichproben p = 0,0696 n.s.
Gradienten p = 3,75E-13 0ad
Wechselwirkung p=0,6703 n.s.
Tests, caudal: Kontr gegen MA
Gehege ANOVA
Stichproben p =0,0166 ad
Gradienten p = 5,48E-25 0ad
Wechselwirkung p = 0,0252 O
Kafig ANOVA
Stichproben p=0,7101 n.s.
Gradienten p=1,39E-12 aao
Wechselwirkung p=0,2783 n.s.

Tabelle 2 zur Abb. 3.10: Statistische Tests zur serotoninergen Innervation des rechten medialen

prafrontalen Kortex.

Mittelwerte und Standardabweichungen: siehe Tabelle 1 zur Abb. 3.9, Seite 72.
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MeRwerte, rostral: Al
Gehege Kontr Al Mittelwert + Standardabweichung 1,71 +£0,45 =9
Gehege MA Al Mittelwert + Standardabweichung 1,82 £0,55 n=11
Kafig Kontr Al Mittelwert + Standardabweichung 1,53 +£0,27 n=10
Kafig MA Al Mittelwert + Standardabweichung 1,34 £0,87 n=7
MeRwerte, rostral: LO
Gehege Kontr LO Mittelwert + Standardabweichung 1,54 £0,33 =9
Gehege MA LO Mittelwert + Standardabweichung 1,95+0,43 n=11
Kafig Kontr LO Mittelwert + Standardabweichung 1,86 £0,43 n=10
Kafig MA LO Mittelwert + Standardabweichung 1,81 +0,82 n=7
MeRwerte, caudal: Al
Gehege Kontr Al Mittelwert + Standardabweichung 1,51 +0,50 n=9
Gehege MA Al Mittelwert + Standardabweichung 1,89 +£0,43 n=11
Kafig Kontr Al Mittelwert + Standardabweichung 1,70 £ 0,59 n=10
Kafig MA Al Mittelwert + Standardabweichung 1,43 +£0,87 n=7
MeRwerte, caudal: LO
Gehege Kontr LO Mittelwert + Standardabweichung 1,14 £ 0,21 n=9
Gehege MA LO Mittelwert + Standardabweichung 1,59 £ 0,36 n=11
Kafig Kontr LO Mittelwert + Standardabweichung 1,42 £0,31 n=10
Kafig MA LO Mittelwert + Standardabweichung 1,39 +£0,35 n=7
Tests, rostral: Gehege- gegen Kéfigaufzucht
Al: Kontr F-Test p =0,1677 n.s.
t-Test (abhangige Stichproben) p =0,2298 n.s.
Al: MA F-Test p=0,1714 n.s.
t-Test (abhangige Stichproben) p =0,1563 n.s.
LO: Kontr F-Test p =0,5630 n.s.
t-Test (abhangige Stichproben) p =0,0883 n.s.
LO: MA F-Test p =0,0611 n.s.
t-Test (abhangige Stichproben) p =0,6097 n.s.
Tests, rostral: Kontrolle gegen MA
Gehege Al F-Test p=0,5763 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p =0,6300 n.s.
Kafig Al F-Test p = 0,0029 0od
t-Test (unabhangige Stichproben) p = 0,6002 n.s.
Gehege LO F-Test p =0,4522 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p = 0,0250 g
Kafig LO F-Test p =0,0795 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p=0,8751 n.s.
Tests, caudal: Gehege- gegen Kéafigaufzucht
Al: Kontr F-Test p =0,6501 n.s.
t-Test (abhangige Stichproben) p =0,4518 n.s.
Al: MA F-Test p = 0,0539 n.s.
t-Test (abhangige Stichproben) p =0,1609 n.s.
LO: Kontr F-Test p =0,9940 n.s.
t-Test (abhangige Stichproben) p =0,0376 ad
LO: MA F-Test p =0,9660 n.s.
t-Test (abhangige Stichproben) p =0,2834 n.s.
Tests, caudal: Kontrolle gegen MA
Gehege Al F-Test p =0,6519 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p =0,0827 n.s.
Kafig Al F-Test p =0,2537 n.s
t-Test (unabhangige Stichproben) p =0,4518 n.s
Gehege LO F-Test p=0,1414 n.s.
t-Test (unabhangige Stichproben) p = 0,0036 oo
Kéfig LO F-Test p=0,7213 n.s
t-Test (unabhangige Stichproben) p=0,8718 n.s.

Tabelle zur Abb. 3.11: Die serotoninerge Innervation der Subareale des rechten orbitalen pra-
frontalen Kortex: MelRwerte und statistische Tests.
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5.2 Nucleus accumbens
MeRwerte, Kontr: Core
Schnitt 1 Mittelwert + Standardabweichung 2,88+2,16 n=5
Schnitt 2 Mittelwert + Standardabweichung 3,94 £2,35 n=>5
Schnitt 3 Mittelwert + Standardabweichung 3,20+1,49 n=>5
Schnitt 4 Mittelwert + Standardabweichung 2,37 £1,69 n=>5
Schnitt 5 Mittelwert + Standardabweichung 2,34 +1,42 n=>5
Schnitt 6 Mittelwert + Standardabweichung 2,69+2,01 n=5
MeRwerte, Kontr: Shell
Schnitt 1 Mittelwert + Standardabweichung 4,77 = 3,05 n=>5
Schnitt 2 Mittelwert + Standardabweichung 5,30+ 3,38 n=>5
Schnitt 3 Mittelwert + Standardabweichung 5,10 = 2,06 n=>5
Schnitt 4 Mittelwert + Standardabweichung 5,54 +2,08 n=>5
Schnitt 5 Mittelwert + Standardabweichung 6,14 + 2,75 n=5
Schnitt 6 Mittelwert + Standardabweichung 6,21 +1,64 n=5
MeRwerte, MA: Core
Schnitt 1 Mittelwert + Standardabweichung 1,52 £0,90 n=>5
Schnitt 2 Mittelwert + Standardabweichung 1,38 £0,94 n=>5
Schnitt 3 Mittelwert + Standardabweichung 1,41 +1,13 n=5
Schnitt 4 Mittelwert + Standardabweichung 1,08 +1,15 n=5
Schnitt 5 Mittelwert + Standardabweichung 1,25 +0,90 n=5
Schnitt 6 Mittelwert + Standardabweichung 1,35+1,07 n=5
MeRwerte, MA: Shell
Schnitt 1 Mittelwert + Standardabweichung 2,50 £0,99 n=>5
Schnitt 2 Mittelwert + Standardabweichung 2,20 £ 0,64 n=5
Schnitt 3 Mittelwert + Standardabweichung 2,46 +1,37 n=5
Schnitt 4 Mittelwert + Standardabweichung 2,39+1,48 n=5
Schnitt 5 Mittelwert + Standardabweichung 2,87 +1,36 n=5
Schnitt 6 Mittelwert + Standardabweichung 282121 n=>5
Tests: Kontr gegen MA
Core ANOVA
Stichproben p =0,0137 ad
Gradienten p = 0,0069 oo
Wechselwirkung p = 0,0807 n.s.
Shell ANOVA
Stichproben p = 0,0008 0ogd
Gradienten p = 0,0028 0d
Wechselwirkung p =0,1950 n.s.

Tabelle zur Abb. 3.12: Vergleich der dopaminergen Innervation des rechten Nucleus accumbens
bei Gehegetieren: MeRwerte und statistische Tests.
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MeRwerte, Gehege-Kontr: Core

Schnitt 1 Mittelwert + Standardabweichung 1,81+0,44 n=10
Schnitt 2 Mittelwert + Standardabweichung 1,84 £0,58 n=10
Schnitt 3 Mittelwert + Standardabweichung 2,00 £ 0,88 n=10
Schnitt 4 Mittelwert + Standardabweichung 2,10+1,00 n=10
Schnitt 5 Mittelwert + Standardabweichung 2,10 +0,78 n=10
Schnitt 6 Mittelwert + Standardabweichung 2,32 +0,90 n=10
MeRwerte, Gehege-Kontr: Shell

Schnitt 1 Mittelwert + Standardabweichung 2,02 +£0,56 n=10
Schnitt 2 Mittelwert + Standardabweichung 2,07 £0,54 n=10
Schnitt 3 Mittelwert + Standardabweichung 2,30 +£0,70 n=10
Schnitt 4 Mittelwert + Standardabweichung 2,34 +0,84 n=10
Schnitt 5 Mittelwert + Standardabweichung 2,18 +0,63 n=10
Schnitt 6 Mittelwert + Standardabweichung 2,42 +0,94 n=10
MeRwerte, Gehege-MA: Core

Schnitt 1 Mittelwert + Standardabweichung 2,21 +1,33 n=12
Schnitt 2 Mittelwert + Standardabweichung 2,41 +1,19 n=12
Schnitt 3 Mittelwert + Standardabweichung 2,31+1,24 n=12
Schnitt 4 Mittelwert + Standardabweichung 2,55+1,16 n=12
Schnitt 5 Mittelwert + Standardabweichung 2,90+1,30 n=12
Schnitt 6 Mittelwert + Standardabweichung 2,95+1,25 n=12
MeRwerte, Gehege-MA: Shell

Schnitt 1 Mittelwert + Standardabweichung 2,78 £0,96 n=12
Schnitt 2 Mittelwert + Standardabweichung 2,91 +£0,98 n=12
Schnitt 3 Mittelwert + Standardabweichung 3,03+1,10 n=12
Schnitt 4 Mittelwert + Standardabweichung 3,39+1,14 n=12
Schnitt 5 Mittelwert + Standardabweichung 3,29+1,23 n=12
Schnitt 6 Mittelwert + Standardabweichung 3,35+1,33 n=12
MeRwerte, Kéfig-Kontr: Core

Schnitt 1 Mittelwert + Standardabweichung 3,58 +1,68 n=10
Schnitt 2 Mittelwert + Standardabweichung 3,37 +£1,25 n=10
Schnitt 3 Mittelwert + Standardabweichung 3,67 £1,65 n=10
Schnitt 4 Mittelwert + Standardabweichung 2,80+0,81 n=10
Schnitt 5 Mittelwert + Standardabweichung 3,30 £1,07 n=10
Schnitt 6 Mittelwert + Standardabweichung 4,38 £1,50 n=10
MeRwerte, Kéfig-Kontr: Shell

Schnitt 1 Mittelwert + Standardabweichung 3,59+1,29 n=10
Schnitt 2 Mittelwert + Standardabweichung 3,80+£1,10 n=10
Schnitt 3 Mittelwert + Standardabweichung 3,74 £1,40 n=10
Schnitt 4 Mittelwert + Standardabweichung 3,30+£1,19 n=10
Schnitt 5 Mittelwert + Standardabweichung 3,69+1,50 n=10
Schnitt 6 Mittelwert + Standardabweichung 4,46 +£1,60 n=10
MeRwerte, Kafig-MA: Core

Schnitt 1 Mittelwert + Standardabweichung 2,94 +1,16 n=9
Schnitt 2 Mittelwert + Standardabweichung 2,80 +1,54 n=9
Schnitt 3 Mittelwert + Standardabweichung 3,01+£1,36 n=9
Schnitt 4 Mittelwert + Standardabweichung 3,27 £1,69 n=9
Schnitt 5 Mittelwert + Standardabweichung 3,46 £ 1,65 n=9
Schnitt 6 Mittelwert + Standardabweichung 3,65+1,46 n=9
MeRwerte, Kafig-MA: Shell

Schnitt 1 Mittelwert + Standardabweichung 3,03+£0,89 n=9
Schnitt 2 Mittelwert + Standardabweichung 3,03+1,24 n=9
Schnitt 3 Mittelwert + Standardabweichung 3,09+1,04 n=9
Schnitt 4 Mittelwert + Standardabweichung 2,98 +1,20 n=9
Schnitt 5 Mittelwert + Standardabweichung 3,33+1,08 n=9
Schnitt 6 Mittelwert + Standardabweichung 3,31+1,64 n=9

Tabelle 1 zur Abb. 3.13: Vergleich der serotoninergen Innervation des rechten Nucleus
accumbens: Mittelwerte und Standardabweichungen.
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Tests, Core: Gehege- gegen Kéafigaufzucht
Kontr ANOVA
Stichproben p =0,0021 oo
Gradienten p =0,0019 oo
Wechselwirkung p =0,0386 ad
MA ANOVA
Stichproben p =0,2442 n.s.
Gradienten p =0,0018 0o
Wechselwirkung p =0,9618 n.s.
Tests, Core: Kontr gegen MA
Gehege ANOVA
Stichproben p=0,1977 n.s.
Gradienten p = 0,0057 0o
Wechselwirkung p=0,7919 n.s.
Kéfig ANOVA
Stichproben p =0,5702 n.s.
Gradienten p =0,0031 oo
Wechselwirkung p =0,0814 n.s.
Tests, Shell: Gehege- gegen Kéafigaufzucht
Kontr ANOVA
Stichproben p = 0,0020 oo
Gradienten p = 0,0067 oo
Wechselwirkung p =0,0814 n.s.
MA ANOVA
Stichproben p =0,9928 n.s.
Gradienten p=0,1269 n.s.
Wechselwirkung p =0,6185 n.s.
Tests, Shell: Kontr gegen MA
Gehege ANOVA
Stichproben p =0,0219 O
Gradienten p = 0,0089 0o
Wechselwirkung p=0,7779 n.s.
Kafig ANOVA
Stichproben p = 0,2409 n.s.
Gradienten p =0,0251 ad
Wechselwirkung p=0,4119 n.s.

Tabelle 2 zur Abb. 3.13: Vergleich der serotoninergen Innervation des rechten Nucleus

accumbens: Statistische Tests.
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