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Zusammenfassung

Frithere Studien unserer Arbeitsgruppe haben gezeigt, dass die restriktive Kéfigaufzucht
von Gerbils zu einer verminderten Reifung dopaminerger Fasern in den préfrontalen
Kortex (PFC) fiihrt. Es gilt nun zu untersuchen, wie sich eine restriktive Aufzucht auf
die Innervationsdichte limbischer Areale auswirkt. Dies soll in der vorliegenden Studie
an der Amygdala untersucht werden. Hierzu wurde die dopaminerge und serotoninerge
Innervationsdichte des lateralen, basolateralen und zentralen Kerns der Amygdala
quantifiziert. Als weiterer Faktor wurde die Auswirkung einer einmaligen
Methamphetamin-Intoxikation am Tag 14 auf die Innervationsdichte der Amygdala
untersucht. Um einen moglichen Einfluss der restriktive Kéfigaufzucht auf das
Verhalten der Tiere zu tiberpriifen, wurde das Verhalten mit Hilfe des open fields, des

elevated plus-maze und der Vermeidungskonditionierung quantitativ untersucht.

e Die restriktive Kéfigaufzucht fiihrt zu einem Anstieg der dopaminergen und
serotoninergen Faserdichte im basolateralen Kern der Amygdala. Im zentralen
Kern sinkt die dopaminergen Faserdichte jedoch ab, die serotoninergen
Faserdichte steigt hingegen an. Im lateralen Kern treten keine signifikanten
Unterschiede auf.

e Die Methamphetamin-Intoxikation hat keinen signifikanten Einfluss auf die
sertoninerge  Faserdichte der untersuchten Bereiche. Hingegen fiihrt
Methamphetamin zu einem Anstieg der dopaminergen Faserdichte. Bei den
Tieren aus restriktiver Kafigaufzucht tritt dieser Effekt deutlicher zu Tage als bei
reizreich aufgezogenen Tieren. Signifikante Unterschiede treten nur im lateralen
und basolateralen Kern der Amygdala auf.

e In den Verhaltenstests zeigte sich, dass Tiere aus isolierter Kéfigaufzucht
angstlicher reagieren und eine erhohte Lokomotion aufweisen so wie Defizite

bei der Furchtbewaltigung besitzen.

Die Befunde werden im Kontext mit fritheren Studien der Arbeitsgruppe diskutiert.
Dabei wird besonderer Wert auf die Einbindung der Amygdala in das limboprifrontale
System gelegt. Das Zusammenspiel des PFC mit der Amygdala bei der Generierung und
Bewiltigung von Furcht wird beschrieben. Das Verhalten der Tiere wird auf der

Grundlage des verdnderten Innervationsmusters der Amygdala diskutiert.
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1 Einleitung

Die wissenschaftliche Erforschung der Emotionen, als biologische Funktionen des
Nervensystems, ist gegenwartig ein bedeutender Teil der Hirnforschung. Dabei spielt
die Untersuchung der physiologischen und anatomischen Grundlagen von Angst und
Furcht eine zentrale Rolle. Die Fahigkeit des Gehirns Angst hervorzubringen, hat sich
als ein entscheidender Vorteil in der Evolution erwiesen, denn die Vermeidung von
Gefahren und Furcht ausldsenden Reizen sichert das Uberleben und erhdht so

langfristig den Fortpflanzungserfolg.

Aber das Vermdgen Angst zu empfinden, kann auch zu einer schweren Biirde werden.
Angsterkrankungen gehoren mit einer Lebenszeitprdvalenz von insgesamt 15% zu den
haufigsten psychischen Stérungen (Berger, 1999). Generalisierte Angst, das
Paniksyndrom und die Phobie sind einige der am haufigsten auftretenden Stérungen in
Zusammenhang mit der Angst. Sie alle fiihren zu erheblichen EinbuBen in der
Lebensqualitit der Betroffenen und stellen eine grofe Belastung des familidren und
sozialen Umfeldes dar. Da Angststorungen in unserer Gesellschaft zu einem haufigen
Krankheitssymptom geworden sind, verursacht die hohe Inanspruchnahme von
medizinischer ~ Versorgung  und  Arbeitsausfallzeiten = auch  betrichtliche

sozialwirtschaftliche Kosten (Berger, 1999).

Der neurobiologischen Grundlagenforschung kommt eine tragende Rolle fiir das
Verstindnis der gesunden und pathologischen Angstreaktion zu, da nur das Verstdandnis
der hirnphysiologischen Vorgénge und anatomischen Zusammenhénge die Entwicklung
von effektiven Psychopharmaka und TherapiemaBBnahmen ermoglicht. Eine zentrale
Frage ist, welche Umweltfaktoren die Entstehung von Angsterkrankungen veranlassen

und fordern.

Die Erforschung von affektiven Erkrankungen und die Entwicklung entsprechender
Pharmaka findet in unserem wie in anderen neurobiologischen Laboratorien am
Tiermodell statt. Die Frage, inwieweit Tiere zu emotionalen Erfahrungen fahig sind,
kann heute von Ethologen und Neurophysiologen schon relativ konkret beantwortet
werden. Es ist bekannt, dass beengte Haltungsbedingungen zu Stereotypien, Reduktion

von Komfort- und Explorationsverhalten bis hin zur Apathie fiihren. Diese
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Verhaltensauffilligkeiten werden als ethologische Kriterien fiir erhebliches Leiden
angefiihrt, die das Tierschutzgesetz nach § 2 Nr. 1 und § 2 Nr. 2 verbietet (Baum et al.,
1998; Teuchert-Noodt and Lehmann, 2004). Aus der Emotionsforschung ergeben sich
somit auch Konsequenzen fiir Transport, Haltung sowie Aufzucht von Labor- und
Nutztieren. Betrachtet man die neuronalen Grundlagen von Emotionen, sollte auch die
Unfihigkeit Angste abzubauen, erhebliches Leiden verursachen (Buchholtz et al.,
2000).

Auf der Suche nach dem neuronalen Korrelat von Furcht und Angst hat man schon friith
Regionen 1im Temporallappen in Betracht gezogen. Die Bedeutung des
Temporallappens fiir das emotionale Verhalten geht auf die Experimente von Kliiver
und Bucy im Jahre 1939 zuriick. Sie beobachteten bei Primaten nach einer
Temporallappenektomie den Verlust der Furcht vor angeborenen furchtauslosenden
Reizen (Kliiver and Bucy, 1939). Die Unfdhigkeit der Tiere, trotz intaktem visuellen
System, emotional auf gefdhrliche Reize zu reagieren, wurde von den Autoren als
»Seelenblindheit bezeichnet und sollte spiter als ,Kliiver-Bucy-Syndrom* in die
Literatur Einzug halten. In den darauffolgenden Jahren wurde ndher untersucht, welche
Teile des Temporallappens essentiell fiir die Auslosung des Kliiver-Bucy-Syndroms
sind. Weiskrantz gelang es 1956 mit Hilfe der Vermeidungskonditionierung den
Nachweis zu erbringen, dass die Amygdala entscheidend dafiir ist, furchtauslosenden
Reizen eine emotionale Bedeutung zu verleihen (Weisenkranz, 1956).

Aufbauend auf diesen Studien haben wir heute durch eine umfangreiche Forschung und
neue Techniken die Moglichkeit, einen tieferen Einblick in den Aufbau und die
Reizverarbeitung in der Amygdala zu erlangen. Als zentraler Aspekt der hier
vorliegenden Studie, wird die Amygdala nun néher beschrieben. Dabei soll vor allem
auf die Interaktion der Amygdala mit anderen Hirngebieten eingegangen werden. Denn
erst das komplexe Zusammenspiel von Hirnstrukturen vermag Emotionen

hervorzubringen.

1.1 Die Amygdala

Die Amygdala (Corpus amygdaloideum = Mandelkern) ist eine phylogenetisch ,,alte
Struktur® des Gehirns. Thr Name leitet sich von der mandelférmigen Gestalt einer

grauen Substanz ab, die im Frontalschnitt durch den Temporallappen des menschlichen
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Gehirns sichtbar wird. Heute fasst man unter dem Begriff Amygdala einen
Kernkomplex zusammen, der aus 13 Kernen besteht und im dorsomedialen Pol des
Temporallappen vor dem Unterhorn des Seitenventrikels liegt (Akert, 1994;Pitkanen,
2000). Die einzelnen Kerne lassen sich nach ihrem cytoarchitektonischem Aufbau drei
Gruppen zuordnen: den tiefen Kernen (deep nuclei), den oberflichen/dufleren Kernen
(superficial nuclei) und den iibrigen Kernen (other nuclei) (Pitkanen, 2000; Swanson
and Petrovich, 1998). Von diesen 13 Kernen der Amygdala spielen bei der
Furchtverarbeitung und Verhaltenssteuerung drei Kerne eine besondere Rolle (LeDoux,
1996). Dies sind: der laterale Kern (LA), der basolaterale Kern (BLA) und der zentrale
Kern (CEA) der Amygdala (siche Abb.1.1). Der LA und der BLA werden auch unter
dem Begriff basolateraler Komplex zusammengefasst und gehdren zur Gruppe der
tiefen Kerne. Der CEA wird hingegen zu der Gruppe der iibrigen Kerne gezéhlt. In
ihrem cytoarchitektonischem Aufbau &hneln der LA und der BLA dem Klaustrum und
der CEA dem angrenzenden Striatum (Swanson and Petrovich, 1998).

Im weiteren soll auf die anatomischen Eigenschaften und die Funktion der einzelnen
Kerne eingegangen werden, hierbei erfolgt die strukturelle Einteilung der Kerne nach

der Nomenklatur von Swanson (Swanson and Petrovich, 1998).

Corpus Callosum

B e Hippocampus
@\\\ \\

Striatum

Kerne der Amygdala

Optischer Trakt

Abb.1.1: Frontalschnitt auf der Hohe der Amygdala. Die untersuchten Kerne
sind farbig markiert: lateraler Kern (LA) rot, basolateraler Kern (BLA) gelb
und zentraler Kern (CEA) griin. Verdndert nach Paxinos & Watson 1986.
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1.1.1 Der laterale Kern

Der laterale Kern (LA) liegt im dorsalen Teil der Amygdala, medial zur Capsula externa
und lateral zum zentralen Kern. Ventral grenzt er an den basolateralen Kern (Pitkanen,
2000). Der LA lisst sich in drei Gebiete einteilen: dem dorsolateralen, ventrolateralen
und medialen Teil. Die einzelnen Gebiete sind unidirektional miteinander verbunden, so
dass der Informationsfluss in nur eine Richtung lauft (Pitkanen et al., 1997). Innerhalb
der Amygdala erhilt der LA reziproke Afferenzen vom basalen, akzessorisch basalen
und medialen Kern so wie vom periamygdaloiden Kortex. Diese Projektionen
terminieren hauptsdchlich im ventrolateralen und medialen Teil. Unidirektional
projiziert der LA auf den CEA. Er erhdlt keine Fasern aus der kontralateralen
Amygdala, noch projiziert er zu dieser.

Der LA erhilt die stirksten Eingdnge aus sensorischen Kortexarealen. Diese
gustatorischen, viszeralen, somatosensorischen (rostral) so wie auditiven und visuellen
(caudal) Afferenzen sind somatotopisch organisiert (Pitkanen, 2000). Die
Hippocampusformation, vor allem der entorhinale Kortex und das Subiculum, besitzen
dichte, reziproke Faserziige zum LA (Pikkarainen et al., 1999; Pitkanen et al., 2000).
Thalamus und Hypothalamus sowie die dorsale Raphe, Produktionsstétte fiir Serotonin,
senden prominente Afferenzen, moderate Eingéinge stammen hingegen aus der VTA
und der Substantia nigra, Produktionsstitte fiir Dopamin (Fallon and Ciofi, 1992;
Pitkanen, 2000).

Der LA unterhilt auch reziproke Verbindungen zum Préifrontalkortex (PFC), jedoch
sind diese nicht so ausgeprigt wie zwischen PFC und BLA (McDonald et al., 1996;
Pitkanen, 2000).

1.1.2 Der basolaterale Kern

Der basolaterale Kern (BLA) liegt rostral zum LA und medial zur externen Kapsel. Er
wird in drei Bereiche unterteilt, die anteriore BLA (aBLA) mit groflen Zellkorpern, die
posteriore BLA (pBLA) mit kleinen Zellkérpern und den intermedidren Bereich
(Pitkanen, 2000). Im Gegensatz zum LA ist der Informationsfluss nicht unidirektional,
innerhalb eines Gebietes bestehen iiber die rostrocaudale Achse und zwischen den
Gebieten zahlreiche Verbindungen (Pitkanen et al., 1997). Innerhalb der Amygdala
schickt der BLA Afferenzen zum ipsilateralen LA und CEA, so wie zum kontralateralen

BLA und CEA. Der BLA erhilt die starksten Afferenzen von dem LA.
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Die Afferenzen aus den kortikalen Gebieten stammen anndhernd aus den selben
Kortexarealen wie die Afferenzen zum LA, nur ist die Innervationsdichte geringer
(Pitkanen, 2000). Im Gegensatz dazu stehen die prominenten, reziproken Verbindungen
mit dem PFC, welche die dichtesten in der Amygdala sind (McDonald et al., 1996;
Pitkanen, 2000). Gleiches trifft auf die Projektionen aus der Hippocampusformation zu,
hier liefern der entorhinale Kortex und das Subiculum die prominentesten Eingidnge
zum BLA (Pitkanen et al., 2000). Der Thalamus schickt ebenfalls starke Efferenzen in
den BLA. Neben den reziproken Verbindungen zum PFC, der Hippocampusformation
und dem Thalamus liefert der BLA den gréften Output zum Nucleus accumbens und
Caudatus-Putamen (Pitkanen, 2000), zwei Strukturen, die mit der motorischen

Reizverarbeitung in engstem Zusammenhang stehen.

1.1.3 Der zentrale Kern

Der zentrale Kern der Amygdala (CEA) befindet sich im dorsomedialen Teil der
rostralen Amygdala. Er liegt medial zum LA und BLA, so wie lateral zur Stria
terminalis und endet kaudal mit dem Auftauchen des Seitenventrikels. Wie der LA und
BLA erhdlt der CEA  Afferenzen aus sensiblen Kortexarealen, der
Hippoccampusformation, dem PFC und dem Thalamus (Pitkanen, 2000). Im Vergleich
zu den anderen beiden Kernen sind diese Eingénge aber von geringerer Anzahl und es
ist zu beachten, dass der CEA nicht in die kortikalen Gebiete zuriick projiziert (Pitkanen
et al., 1997). Hingegen liefert der ,,Hypothalamus* und vor allem der Hirnstamm starke
Eingénge. Im Gegenzug schickt der CEA starke Efferenzen zu diesen Gebieten. Anhand
dieser Verbindungen ist der CEA befdhigt autonome Verhaltensreaktionen auszulésen

(Pitkanen et al., 1997; Pitkanen, 2000).

Zusammenfassend lédsst sich festhalten, dass LA und BLA die Eingangsinstanzen der
Amygdala bilden. Der CEA ist hingegen als die Ausgangsinstanz der Amygdala zu
betrachten, welche die verarbeiteten Informationen aus LA und BLA erhilt, und iiber
seine Projektionen in den Hirnstamm Verhaltensreaktionen auslost. Die folgende
Abbildung (Abb.1.1.3) gibt einen vereinfachten Uberblick iiber die Afferenzen und
Efferenzen so wie den Weg des Signalflusses zwischen den beschriebenen Kernen der

Amygdala.
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Afferenzen Efferenzen

Thalamus,
Somatosensorscherkortex,
PFC, Entorhinaler Cortex

Entorhinaler Cortex
PFC

PFC

Accumbens
Hippocampus
Strigtum
Entorhincler Cortex

PFC, Entorhinaler Cortex,
SomatosensorischerCortex

VTA, Sub.nigra

Hypothalamus VTA, Sub. nigra
Cortex Himstamm
Thalamus Hypothalamus

PFC
Entorhinaler Cortex
Sublculum

Abb.1.1.3: Vereinfachte Darstellung der Afferenzen und
Efferenzen des LA, BLA und CEA.

Am Beispiel der Furchtkonditionierung soll das Zusammenspiel von LA, BLA und

CEA verdeutlicht werden.

1.1.4 Die Rolle der Amygdala bei der Furchtkonditionierung

Die Furchtkonditionierung spielt heute bei der Erforschung von emotionalen Prozessen
im Gehirn eine bedeutende Rolle (LeDoux, 1996). Man

unterscheidet die klassische Konditionierung nach Iwan Ao Soin
Pawlow  (1849-1936) wund die instrumentelle
Konditionierung. Bei der Pawlowschen Furcht-
konditionierung wird ein neutraler Reiz (conditional
stimulus, CS), z.B. ein Ton, mit einem aversiven Reiz
(unconditional  stimulus, = UCS), meist ein

Elektroschock, gekoppelt. Wichtig hierbei ist die

Kontingenz der Reizabfolge. Bereits nach wenigen

Kopplungen von Ton und Schock, zeigt das Tier ein Himstarnm
angeborenes Furchtverhalten allein auf den Ton

(conditional response, CR) (LeDoux, 1996). Dieses Abb.1.1.4.1: Thalamischer und

corticaler =~ Weg  akustischer

halt ist nicht erlernt i i
Verhalten ist nicht erlernt, sondern ein Spezies Reize in die Amygdala

typisches automatisches Antwortverhalten, das auf eine
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Gefahr hingerichtet ist (Pellow et al., 2004). Der Weg der Reizleitung konnte von Le
Doux und Mitarbeitern weitgehend aufgedeckt werden. Die akustischen Signale laufen
tiber das Mittelhirn zum auditorischen Thalamus und von dort in den Kortex.

Der LA erhilt Efferenzen aus dem auditorischen Thalamus und dem auditorischen
Kortex (siche Abb.1.1.4.1) (LeDoux et al., 1990; LeDoux, Farb et al., 1990; Romanski
and LeDoux, 1992). Das heif}t, es gibt zwei Wege der akustischen Informationsleitung
in die Amygdala. Der thalamische Weg liefert einen ungenaueren dafiir aber schnelleren

Informationsfluss als der polysynaptische Weg

.. . .1 . Auditorischer Sensorischer
tiber den Kortex. Dieser zeitliche Vorsprung ist Thalamus Thalamus
ein entscheidender Vorteil fiir das Uberleben, da I {LAE ‘[

er dem Organismus in Gefahrensituationen eine

Ton [BLA Schock
schnelle Reaktion ermoglicht (LeDoux, 1996). In

r

entsprechender Weise verlaufen die iiber den CEA
Elektroschock vermittelten sensorischen Reize

iiber den Thalamus und den Kortex zur
Amygdala. Im LA  konvergieren beide Furchtreaktion

Modalititen (sieche Abb.1.1.4.2) auf spezifischen Abb.1.1.4.2: Reizleitung in  der
Amygdala  bei der  klassischen

Neuronen (Romanski et al., 2004). Konditionierung

Diese Neuronenpopulation im LA bildet die neuronale Grundlage fiir die assoziative
Verkniipfung von Ton und Schock, bei der die Langzeitpotenzierung (LTP) eine
wichtige Rolle spielt (Walker and Davis, 2002). Durch Efferenzen vom LA iiber CEA
werden Hirnstammzentren erreicht und aktiviert, welche die Angstreaktion ausldsen
(Davis, 1992; LeDoux, 1995). Der BLA ist an der klassischen Konditionierung nicht
beteiligt, denn eine Lésion in diesem Kern hat keine Auswirkung auf die

Konditionierung (Amorapanth et al., 2000).

Bei der instrumentellen Konditionierung lernt das Tier beim Auftreten des neutralen
Reizes (Ton) ein Verhalten auszufiihren, dass das Erscheinen des unkonditionierten
Stimulus (Schock) unterbindet. Ein oft verwendeter Versuchsaufbau besteht darin, dass
das Tier beim Horen des Tons einen Hebel driicken muss, um dem drohenden
Stromschlag zu entgehen. Der Unterschied zur klassischen Konditionierung besteht also
darin, dass ein aktives Verhalten des Tieres notwendig ist. Es stellt sich die Frage, ob

die Verarbeitung in der Amygdala bei der instrumentellen Konditionierung auf dem
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selben Wege stattfindet wie bei der klassischen

Auditorisch Sensorischer e .
m[q::u:r T?\qloigus Konditionierung, ist doch der CS und der UCS

bei beiden Varianten der Konditionierung

9

identisch. Amorapanth und Mitarbeiter konnten

in einem eleganten Versuch nachweisen, dass
instrumentelle und klassische Konditionierung
tiber verschiedene Kerne der Amygdala (siche
Abb.1.1.4.3) vermittelt werden (Amorapanth et
al., 2000). Die instrumentelle Konditionierung
Furchtakfion .

wird auch nach der Zerstérung des CEA gelernt
Abb.1.1.4.3: Reizleitung in der Amygdala (Amorapanth et al.,, 2000)! Der fiir die

bei der instrumentellen Konditionierung. . L .
klassische Konditionierung essentielle Kern
spielt bei der instrumentellen Konditionierung also keine entscheidende Rolle. Wird
aber der BLA geschédigt, ist die instrumentelle Konditionierung gestort (Amorapanth et
al., 2000). Nur eine Lision des LA unterbindet beide Formen der Konditionierung, was

noch einmal die Funktion des LA als generelle Eingangsinstanz der Amygdala

unterstreicht (Amorapanth et al., 2000).

Klassische und instrumentelle Konditionierung zeigen, wie differenziert  die
Verarbeitung in der Amygdala stattfindet. Nun lernt ein Tier bei der
Furchtkonditionierung nicht nur auf den konditionierten Stimulus zu reagieren.
Vielmehr zeigt das Versuchstier nach einigen Wiederholungen bereits furchtsames
Verhalten bevor der konditionierte Reiz auftritt. Das Tier lernt somit auch den Kontext,
in dem es den unkonditionierten Reiz erfahren hat. Bei wiederholter Darbietung ohne
folgenden UCS verschwindet hingegen die Reaktion auf den Kontext und den CS. Man

spricht in diesem Fall von der Léschung der Konditionierung.

Mit den bisher beschriebenen Strukturen der Amygdala ldsst sich die Reaktion auf den
Kontext und die Loschung der Konditionierung nicht hinreichend erkldren. Das gezeigte
Verhalten wird erst verstandlich, wenn die Amygdala zusammen mit den Hirngebieten
betrachtet wird, mit denen sie prominente Verbindungen unterhélt. Dies sind vor allem
der prifrontale Kortex und der Hippocampus, die zusammen mit der Amygdala das

limbopréfrontale System bilden.
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1.2 Die Einbindung der Amygdala in das limboprafrontale
System

Das limboprifrontale System (Bachevalier, 1990; Benes et al., 1992) besteht aus dem
prafrontalen Kortex (PFC), dem Hippocampus und der Amygdala. Der PFC wird als das
hochste assoziative und integrative Zentrum des Gehirns angesehen (Kolb and
Whishaw, 1990). Er spielt eine zentrale Rolle fiir die Bildung von Arbeitsgeddchtnis
und Sozialverhalten (Tucker et al., 1995) sowie die Verarbeitung von Emotionen
(Bertolucci-D'Angio et al., 1990; Groenewegen and Uylings, 2000). Der PFC liegt
rostral des Motorkortex und ist als Bereich definiert, in dem sich die Projektionen aus
dem mediodorsalen Thalamus und der VTA iiberlappen (Divac et al., 1993; Ray and
Price, 1992). Besondere Bedeutung kommt der prolongierten Reifung des PFC zu,
dessen neuronale Strukturen, bei der Ratte wie beim Menschen, erst im
Erwachsenenalter ausgereift sind (Huttenlocher, 1979; Kaslsbeek 1988). Verursacht
wird dies durch die verzogerte Reifung der aufsteigenden mesoprifrontalen
Dopaminbahn (Kaslsbeek 1988, Dawirs et al., 1993). Eine lange Reifungsphase
bedeutet eine anhaltend hohe plastische Potenz der prifrontalen Nervennetze, adaptiv

auf Umweltreize zu reagieren (Dawirs et al., 1994; Winterfeld et al., 1998).

Die Amygdala, vor allem der BLA, erhilt glutamaterge Afferenzen aus dem medialen
PFC (McDonald et al., 1996) und schickt glutamaterge Efferenzen an diesen zuriick
(Pitkanen, 2000). Die Interaktion von PFC und Amygdala ist von entscheidender
Bedeutung fiir die Bildung emotionalen Verhaltens (Bertolucci-D'Angio et al. 1990;
Morgan et al., 1993; Rosenkranz and Grace, 2001). Dabei libernimmt der PFC die
tibergeordnete Kontrollfunktion, fehlt diese Kontrolle, kann der Organismus nicht mehr

addquat auf ungefédhrliche Reize reagieren (Morgan et al.,1993; Zahrt et al., 1997).

Der Hippocampus liegt im Schldfenlappen des GroBhirns am Boden des
Seitenventrikelunterhorns. Der Hippocampus wird dem Telencephalon zugeordnet,
unterscheidet sich aber von diesem dadurch, dass er phylogenetisch alter ist und nur
eine dreischichtige Struktur besitzt (Trepel, 1999). Makroskopisch erkennt man die
Formatio Hippocampi als eine C-formige Struktur, die sich in ihrer Léngsachse vom
Nucleus septalis des basalen Vorderhirns iiber das Diencephalon hinweg nach
caudoventral in den Temporallappen erstreckt (Amaral and Witter, 1995). Das

hippocampale System ldsst sich in drei Strukturen einteilen, den Hippocampus proper,
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auch als Cornu amonis (Ammonshorn) bezeichnet, den Gyrus dentatus (Fascia dentata)
sowie das Subiculum (Akert, 1994). Aufgrund der funktionalen Verbindungen zwischen
dem entorhinalen Cortex (Area entorhinalis), dem Prd- und Parasubiculum und dem
Hippocampus werden diese zusammen als Hippocampusformation bezeichnet (Amaral
and Witter, 1995). Als zentrale Struktur des limbischen Systems besitzt der
Hippocampus eine Schliisselstellung im Kontext von Verhalten, Lernen, Motivation und
Gedichtnis (Akert, 1994; Kandel et al., 1996; Sinz, 1979). Die Amygdala unterhélt
zahlreiche  reziproke  und  topografisch  geordnete = Verbindungen  zur
Hippocampusformation (Pikkarainen et al., 1999; Pitkanen et al., 2000; Pitkanen, 2000).
Vor allem der LA und der BLA projizieren zur Hippocampusformation (Pikkarainen et
al., 1999; Pitkanen et al., 2000) und erhalten ihrerseits die starksten Efferenzen aus dem
Hippocampus (Pikkarainen et al., 1999; Pitkanen et al. 2000). Allein der Gyrus
Dentatus, welcher eine prominente Substruktur im Hippocampus bildet, erhélt keine

Efferenzen aus der Amygdala (Pikkarainen et al., 1999).

Der Hippocampus ist von Bedeutung fiir die Einbindung des Kontextes in die von der
Amygdala gesteuerten Furchtreaktion. Bei Experimenten zur Furchtkonditionierung
konnte nachgewiesen werden, dass das Tier nach erfolgreicher Konditionierung schon
allein auf den Kaéfig, in dem es den Stromschlag erhalten hat, mit Furcht reagiert
(Phillips and LeDoux, 1992). Eine Léasion des Hippocampus verhindert die
Konditionierung auf den Kontext (Phillips and LeDoux, 1992). Die Amygdala ihrerseits
kann durch ihre Efferenzen Einfluss auf die Informationsverarbeitung im Hippocampus
nehmen und so die Langzeitgedichtnisbildung beeinflussen (Pikkarainen et al., 1999;
Cahill and McGaugh, 1998). In der folgenden Abbildung ist die Einbindung der
Amygdala in das limbopréfrontale System vereinfacht dargestellt (Abb.1.2).



Einleitung 12

Hippocampus

Dopaminbahn

Serotoninbahn

Abb.1.2: Vereinfachte Darstellung der Interaktion der Amygdala mit dem PFC und
dem Hippocampus so wie die Innervation der Amygdala durch die mesolimbische
Dopaminbahn (griin) und Serotoninbahn (blau).

Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass PFC, Hippocampus und Amygdala die drei
zentralen Strukturen des limboprifrontalen Systems sind, welche iiber reziproke
Verbindungen die Furchtreaktion und Furchtkontrolle steuern und die darauf gerichtete
Gedédchtnisbildung veranlassen. Diese ganzheitliche Betrachtung soll der Diskussion
iber die hier vorgestellten Befunde zur adaptiven Reifung von Transmittern unter dem
Einfluss von Umweltfaktoren zugrunde gelegt werden. Untersucht wurden die
Katecholamine Dopamin (DA) und Serotonin (5-HT), die eine Schliisselrolle im
limbopréfrontalen System einnehmen. Die Bedeutung von DA und 5-HT soll im

Folgenden néher erldutert werden.

1.3 Das dopaminerge System

Die Dopamin (DA) Innervation des Gehirns unterscheidet sich von der anderer
Neurotransmitter durch die spezifische und eng abgegrenzte Innervation einzelner
Hirngebiete. Sie hat ihren Ursprung in der ventralen tegmentalen area (VTA) und der
Substanitia nigra (SN). Von dort ziehen die DAergen Axone in definierten Bahnen zu
thren Zielgebieten. Die Amygdala ist eines der Hauptzielgebiete der mesolimbischen
Dopaminbahn (Fallon and Ciofi, 1992). Die DA Innervation der Amygdala stammt aus
der Substantia nigra (A9 und A8) und besonders aus der VTA (A10) (Fallon and Ciofi,
1992). Die DAergen Axone ziechen iiber das ventrale Vorderhirnbiindel und die

amygdalofugale Bahn zur Amygdala. Dort terminieren sie vor allem in dem lateralen
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Teil des CEA und den intercalated cell masses (Asan, 1998). Eine moderate Innervation
weist der BLA auf, gefolgt vom LA (Asan, 1998; Brinley-Reed and McDonald, 1999;
Fallon and Ciofi, 1992). Ultrastrukturelle immunohistochemische Studien des BLA
haben gezeigt, dass die Hauptziele der DAergen Fasern die Schifte von Dendriten und
Spines sind (Asan, 1998). Bei einer geringen Zahl von Neuronen konnte iiberdies ein
dichter dopaminerger Plexus an den Perikarien und proximalen Dendriten nachgewiesen
werden (Asan, 1998; Brinley-Reed and McDonald, 1999; Fallon et al., 1978). Diesen
dicht innervierten Neuronen sollte eine besondere Rolle bei der dopamingesteuerten
Aktivitdit der Amygdala zukommen (Brinley-Reed and McDonald, 1999). Weitere
Studien ergaben, dass es sich bei diesen dicht innervierten Neuronen vor allem um
GABAerge Interneurone um Pyramidenzellen handelt (Brinley-Reed and McDonald,
1999). Das heifit, im BLA wird die DAerge Wirkung zum Teil {iber hemmende
Interneurone vermittelt, die ihrerseits perisomatische Synapsen an den benachbarten
Pyramidenzellen unterhalten (Sorvari et al., 1996). Somit erhdlt DA eine modulierende
Rolle, vergleichbar mit seiner Funktion im Kortex (Pikkarainen et al., 1999; Rosenkranz

and Grace, 1999).

1.4 Das serotoninerge System

Ahnlich dem DAergen System bilden nur relativ wenige Neurone den Ursprung der
Serotonin (5-HT) Fasern. Die serotoninergen Somata befinden sich in den Raphekernen
im Hirnstamm und werden in neun (B1-B9) Gruppen unterteilt (Jacobs and Azmitia,
1992). Ein wesentlicher Unterschied zum zuvor beschriebenen DAergen System ist die
ubiquitdre Verteilung von 5-HT im Gehirn, so dass davon ausgegangen wird, dass fast

jede Zelle im Kortex mit 5-HTergen Fasern in Kontakt steht (Lidov et al., 1980).

Von den neun Raphekernen senden zwei Gruppen Axone in die hoheren Hirngebiete,
dies sind der Nucleus raphe dorsalis (DRN, B7+B9) und der Nucleus raphe medialis
(MRN, B5+B8) (Jacobs and Azmitia, 1992). Die Fasern der DRN und MRN
unterscheiden sich in ihrer Morphologie, so sind Efferenzen aus der DRN sehr diinn mit
kleinen Varikosititen, die Fasern aus der MRN hingegen von variabeler Dicke mit
groflen, kugelformigen Varikosititen (Kosofsky and Molliver, 1987). Die Amygdala
wird zum groBiten Teil von Fasern der dorsalen Raphe innerviert (Ma et al., 1991;

Sadikot and Parent, 1990; Fallon and Ciofi, 1992). Die gesamte Amygdala der Ratte ist
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5-HTerg innerviert, die hochste Innervationsdichte in der Amygdala findet sich im BLA
(Fallon and Ciofi, 1992).

5-HT entfaltet seine modulatorische Wirkung iiber eine Vielzahl von Rezeptoren, wobei
in der Amygdala hauptsidchlich 5-HAT Rezeptoren der Klassen 5-HTa, 5-HT,, 5-HT;,
5-HT4 und 5-HT¢ zu finden sind (Pralong et al., 2002). Jedoch sind in den einzelnen
Kernen die verschiedenen Rezeptoren nicht gleich vertreten. In dem BLA sind vor
allem 5-HT, 5-HT; und 5-HTs anzutreffen, hingegen sind in der zentralen Amygdala
fast nur 5-HT ;o Rezeptoren nachweisbar (Rainnie, 1999). Die Aktivierung von 5-HT;
Rezeptoren in dem BLA bewirkt eine Depolarisation von GABAergen Interneuronen,
die einen hemmenden Einfluss auf die benachbarten Pyramidenzellen ausiiben (Rainnie,
1999). 5-HT Ausschiittung fithrt im LA und BLA zu einer verminderten Reizbarkeit der
Projektionsneurone durch glutamaterge kortikale Efferenzen (Rainnie, 1999; Stutzmann

et al., 1998).

1.5 Der Einfluss der Umwelt

Die Umwelt nimmt entscheidend Einfluss auf die Reifung des Gehirns. Die
grundlegenden Arbeiten von Hubel und Wiesel an jungen Katzen und Primaten zeigten,
dass eine visuelle Deprivation der Tiere Anomalien im visuellen Kortex verursacht
(zusammengefasst in Wiesel 1983). Hierfiir ist das Alter der Versuchstiere von
entscheidender Bedeutung, denn je frither die Deprivation einsetzte, desto ausgeprigter
waren die Verdnderungen im Kortex. Setzte die Deprivation erst im Erwachsenenalter
der Tiere ein, traten keine Anomalien im Kortex auf. Hubel und Wiesel schlossen
daraus, dass es kritische Phasen fiir die Reifung des visuellen Systems gibt, in denen die
Umwelt Einfluss auf die Hirnentwicklung nehmen kann (Wiesel 1983). Im
frithkindlichen Alter geniigen bereits wenige Stunden visueller Deprivation, um
Veranderungen in der Zellaktivitidt im visuellen Kortex zu bewirken (Blakemore and

Mitchell 1973).

In unserem Labor hat sich zur Erforschung der Umwelteinfliisse am Tiermodell ein
Ansatz mit zwei Aufzuchtsbedingungen etabliert. Gerbils eignen sich dafiir besonders
gut, da sie in ihrer Domestikation noch nicht weit fortgeschritten sind. Sie werden erst

seit den fiinfziger Jahren geziichtet und zeigen daher mehr Merkmale der Wildform als
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Maiuse oder Ratten (Rosenzweig and Bennett, 1969). Die restriktive Isolationsaufzucht
ist dadurch gekennzeichnet, dass die Tiere einzeln ohne Versteck- oder
Spielmoglichkeiten in Standard Laborkéfigen gehalten werden. Dem steht die reizreiche
Aufzucht gleichgeschlechtlicher Gruppen in Gehegen mit zahlreichen Versteck- und

Spielangeboten gegeniiber.

Die isolierte Haltung fiihrt bei Ratten und Mausen zur Ausbildung des ,,Social isolation
syndrome* (Heidbreder et al., 2000). Dieses Syndrom ist durch eine Reihe von
Verdnderungen im Verhalten und im Hirnstoffwechsel der Tiere gekennzeichnet. Sozial
isoliert aufgewachsene Tiere sind hyperaktiv, dies gilt besonders, wenn sie einer neuen
Umgebung ausgesetzt werden. Unter isolierten Bedingungen entwickeln die Tiere
Stereotypien, fiir Gerbils sind dies vor allem das Stangenbeillen an den Gitterstdben und
das Scharren mit den Vorderbeinen an den Ecken des Kéfigs (Wiedenmayer, 1997).
Diese motorischen Auffilligkeiten sind nur der duBlere Ausdruck einer umfassenden
psychoneuralen Storung, die verschiedene Systeme des Gehirns betrifft (Lehmann,

2001).

Neben diesen Auffilligkeiten im Verhalten restriktiv aufgezogener Tiere, wurden bei
Ratten auch tiefgreifende Verdnderungen in der Kortexarchitektur nachgewiesen (Hall,
1998; Rosenzweig and Bennett, 1996; Heidbreder, et al., 2000; Lapiz et al., 2003).

In unserer Arbeitsgruppe konnte erstmals fiir Gerbils gezeigt werden, dass besonders
der PFC durch restriktive Isolationsaufzucht geschéddigt wird (Winterfeld et al., 1998).
Als Folge dieser adaptiven Verdnderungen zeigen Tiere aus restriktiver Kafigaufzucht
in stirnhirnabhingigen Verhaltenstests signifikante Defizite (Winterfeld et al., 1998).
Die Verdnderungen beschrinken sich aber nicht nur auf den PFC. Untersuchungen von
dorsalem Srtiatum und Nucleus accumbens haben gezeigt, dass auch diese Gebiete bei
restriktiver Aufzucht Umgestaltungen in der Innervationsdichte dopaminerger und
serotoninerger Fasern zeigen (Lehmann et al., 2003), was sich ebenfalls im Verhalten

niederschlagen sollte.

Transmittersysteme reagieren auf restriktive Umweltbedingungen auch mit ihrer
Aktivitit. So ist bei isolierten Tieren die Umsatzrate von Dopamin im PFC vermindert,
aber in der Amygdala erhoht (Heidbreder et al., 2000; Blanc, et al., 1980; Robbins, et

al., 1996). Das serotoninerge System hingegen weist eine Absenkung der Umsatzrate in
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der Amygdala auf (Hall, 1998). Generell zeigen reizarm gehaltene Tiere eine erhohte
Furchtsamkeit (Wiedenmayer, 1997) und einen erhdhten Stresshormonspiegel (Lapiz et
al., 2003). Aufgrund dieser Verinderungen und deren Ubereinstimmung mit
Ergebnissen aus der Humanmedizin, hat sich die isolierte Aufzucht von Versuchtieren

als Tiermodell fiir affektive Erkrankungen etabliert (Lapiz, et al., 2003).

Als ein weiterer Umweltfaktor, der auf die Hirnentwicklung Einfluss nimmt, hat sich in
unserem Labor die einmalige Gabe des Psychostimulantiums Methamphetamin (MA)
etabliert. Die friihkindliche Gabe von MA wirkt wie eine traumatische Belastung. Die
neurochemische Wirkung von MA liegt in einer iiberstarken Aktivierung des
dopaminergen und serotoninergen Systems begriindet. MA erzwingt die Ausschiittung
von groflen Mengen Transmitter aus der Prdsynapse und hemmt zusdtzlich deren
Wiederaufnahme (Seiden and Sabol, 1996); durch nicht enzymatische Abbauprozesse
der Transmitter kommt es zur Bildung von Hydroxyradikalen, die zu einer Zerstérung
der Nervenendigungen fiihren (Seiden and Sabol, 1996). Bereits die einmalige Gabe
von MA verursacht im Gehirn des Tieres Schiadigungen (Dawirs et al., 1991), die bei
chronischer Vergabe als Amphetamin-Psychose beschrieben werden (Dawirs et al.
1991; Robinson and Becker, 1986; Vanderschuren et al., 1999). In unserer Abteilung
konnte gezeigt werden, dass auch eine MA-Intoxikation zu suppressiver Anpassung der
dopaminergen Innervationsdichte im PFC und im Nucleus accumbens fiihrt (Neddens et

al. 2002; Dawirs et al., 1994).

Aus den bisherigen Studien wird deutlich, dass frontale Gebiete sensibel auf
Umwelteinfliisse reagieren. Es stellt sich nun die Frage, wie sich eine restriktive
Aufzucht und die einmalige MA-Intoxikation auf die dopaminerge und serotoninerge
Innervationsdichte limbischer Areale auswirkt. Dies soll in der vorliegenden Arbeit am

Beispiel der Amygdala untersucht werden.
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1.6 Zielsetzung der Arbeit

Die vorliegende Arbeit untersucht den Einfluss einer reizreichen bzw. reizarmen
Aufzuchtsbedingung sowie einer frithkindlichen MA-Intoxikation auf die Reifung der
dopaminergen und serotoninergen Innervation im lateralen, basolateralen und zentralen

Kern der Amygdala.

Im Detail sind folgende Fragen zu stellen:

1. Gibt es einen signifikanten Einfluss der Aufzuchtsbedingungen auf die
dopaminerge und serotoninerge Innervation der Amygdala?

2. Gibt es einen signifikanten Einfluss einer einmaligen MA Applikation auf die
dopaminerge und serotoninerge Innervation der Amygdala unter einer oder
beiden Aufzuchtsbedingungen?

3. Sind diese Effekte lateralisiert?

Diese Fragen werden auf der Grundlage einer quantitativen Bildauswertung von

immunhistochemischen Serienschnitten durch die Amygdala untersucht.

4. Wird das Verhalten der Tiere durch eine restriktive Aufzucht beeinflusst? Dieser
Frage soll mit Hilfe des open fields, dem elevated plus-maze und der aktiven

Vermeidungskonditionierung nachgegangen werden.
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2 Material und Methode

2.1 Versuchstiere

Die vorliegende Studie wurde ausschlieBlich an minnlichen Gerbils der Art Meriones
unguiculatus, der Mongolischen = Wiistenrennmaus, durchgefithrt.  Meriones
unguiculatus gehort zu der Sdugetierordnung der Rodentia (Nagetiere) und ldsst sich der
Unterordnung Myomorpha (Méuseverwandte), der Familie Cricetidae (Wiihler) und der
Unterfamilie Gerbillinae (Rennméuse) zuordnen (Petzsch, 1992; Remane et al., 1980).
Die Rennméiuse stehen verwandtschaftlich den Hamstern am néchsten. Meriones
unguiculatus lebt im Familienverband in den Steppen der Mongolei (Agren et al.,
1989a). Die Tiere graben ein Tunnelsystem, welches bis zu einem Meter in den Boden
reicht und Schlaf sowie Vorratskammern enthilt. Die erwachsenen Tiere sind territorial
und verteidigen ihr Gebiet gegen Eindringlinge (Agren et al., 1989b). Unter natiirlichen
Lichtbedingungen zeigt Meriones unguiculatus, einen bimodalen, crepuskulidren
Aktivitatsrhythmus, mit einer Hauptaktivitat in der Dammerungszeit (Pietrewicz et al.,

1982).

2.2 Aufzuchtbedingungen

Die in dieser Studie verwendeten Wiistenrennméiuse wurden unter zwei
unterschiedlichen Haltungsbedingungen aufgezogen. Die als Kdfigtiere bezeichnete
Gruppe wurde in Makrolonkidfigen des Typ 2 (30 x 40 cm Bodenfldache) geboren. Die
Tiere blieben bis zur Entwéhnung am Tag 30 im Familienverband und wurden dann
einzeln in Makrolonkéfige mit einer Bodenfliche von 20 x 30 cm umgesetzt. Die
Kifige enthielten keine Versteckmdglichkeiten oder Spielobjekte (sieche Abb.2.2.b).
Dem gegeniiber wurden die Gehegetiere in Gehegen von 100 x 100 cm Grofle geboren.
Die Gehege waren mit Asten und Rohren ausgestattet, die den Tieren
Versteckmoglichkeiten boten (sieche Abb.2.2.a). Nach der Entwohnung wurden die
minnlichen Geschwistertiere zusammen in ein neues Gehege mit gleicher Ausstattung
umgesetzt. Die Tiere beider Versuchsgruppen wurden auf Kleintiereinstreu unter
natiirlichen Tag/Nachtbedingungen gehalten, Futter und Wasser stand ihnen ad libitum

zur Verfiigung.
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Abb.2.2.a: Gehegeaufzucht Abb.2.2.b: Kéfigaufzucht

2.3 Pharmakologische Behandlung

Am 14. Lebenstag erhielten die Tiere beider Versuchsgruppen je eine interperitoneale
Injektion von 50 mg/kg MA oder 0,9%iger Kochsalzlosung. MA behandelte Kéfigtiere
werden im Folgenden als Kaéfig-MA-Tiere und dementsprechend behandelte
Gehegetiere als Gehege-MA-Tiere bezeichnet. Die MA Applikation wurde von einem
Mitarbeiter mit Tierversuchsgenehmigung durchgefiihrt.

Fiir die vorliegende Untersuchung der Dopamin (DA) und Serotonin (5-HT) Faserdichte
standen somit vier Versuchsgruppen zur Verfiigung, deren Anzahl in der nachfolgenden

Tabelle aufgefiihrt wird:

Tabelle 2.3: Anzahl der Tiere fiir die immunhistochemische Untersuchung

Gehegetiere Gehege-MA-Tiere Kiifigtiere | Kifig-MA-Tiere

DA 6 6 8 8

5-HT 11 17 10 9
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2.4 Immunhistochemische Aufarbeitung der Gehirne

2.4.1 Dopamin

Die Tiere wurden mit einer intraperitonealen Injektion von 1,7 g/kg Chloralhydrat in
physiologischer Kochsalzlosung betdubt und mit einem Vorspiilpuffer (pH 6,2: 0,05
mol Phosphatpuffer in A. dest.) und der Fixanz (pH 7,5: 0,1 mol Phosphatpuffer, 5%
Glutardialdehyd in A. dest.) perfundiert. AnschlieBend wurde das fixierte Gehirn
herausprépariert. Am Vibratom wurden Frontalschnitte von 50 pm erstellt und in
Waschpuffer (pH 7,5: 0,05 mol Trispuffer, 0,9 % NaCl, 1% Natriummetabisulfit in A.
dest.) aufgefangen. Nach dreimaligen Waschen in Waschpuffer folgte die Absittigung
unspezifischer Bindungsstellen mittels NGS (Normal Goat Serum, Sigma, Deisenhofen;
Verdiinnung 1:10 in Waschpuffer mit 0,3% Triton X 100 (Sigma)) fiir 30 Minuten bei
Raumtemperatur. Anschlieend erfolgte iiber 40 Stunden die Inkubation im ersten
Antiserum (polyclonal rabbit-antidopamine, DiaSorin, Stillwater, USA, Verdiinnung
1:600 in Waschpuffer mit 0,3% Triton X 100 und 1% NGS) bei 4 °C. Wiederum folgte
ein Waschgang von 30 Minuten. Darauf erfolgte bei Raumtemperatur die 30 miniitige
Inkubation im biotinylierten 2. Antikdrper (goat-antirabbit, Sigma; Verdiinnung 1:20 in
TBS (0,05 mol Trispuffer, 0,9% NaCl, pH 7,6) mit 1% NGS). Nach dreimaligen
Waschen fiir je 10 Minuten in Waschpuffer wurden die Schnitte fiir 30 Minuten der
Avidin-Peroxidase (Sigma) ausgesetzt, Verdiinnung 1:20 in TBS mit 1% NGS. Geférbt
wurde mit einer Losung von 0,05% Diaminobenzidin (DAB, Sigma) in TBS mit 0,01%
H,0,. Nach viermaligem waschen wurden die Schnitte in rostro-kaudaler Reihenfolge
auf gelantinebeschichtete Objekttrager aufgezogen und bei 30°C iiber Nacht getrocknet.
Am nichsten Tag folgte die Entwisserung mit Hilfe einer Alkoholreihe 40%, 70%,
80%, 90%, 96%,100% (Ethanol) fiir je 10 Minuten und abschlieBend dreimal 10
Minuten in reinem Xylol. Zu letzt wurden die Praparate mit DePeX (Serva, Heidelberg)

eingedeckelt.

2.4.2 Serotonin

Die Perfusion erfolgte entsprechend der Dopamindarstellung mit folgend
abgewandelten Zusammensetzung:

Vorspiilpuffer 60 ml (pH 7,2: 0,1 mol Phosphatpuffer in A. dest.).

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



Material und Methode 21

Mit einem Gefriermikrotom (Frigocut 2700, Reichert-Jung, Wien) wurden 20 um dicke
Frontalschnitte angefertigt und in eisgekiihltem Waschpuffer (pH 7.,4: 0,1 mol
Phosphatpuffer, 0,9 % NaCl in A. dest.) aufgefangen. Es folgten drei Waschginge je 10
Minuten bei 4°C in frischem Waschpuffer. AnschlieBend wurden die Schnitte einer
Behandlung mit 1% HO, in Waschpuffer unterzogen und darauf wiederum dreimal
gewaschen. Im Anschluss erfolgte bei Raumtemperatur fiir 30 Minuten die
Priinkubation in NGS (Sigma), Verdiinnung 1:10 in Waschpuffer mit 0,3% Triton
X100 (Sigma). Sofort danach wurden die Schnitte in das 1. Antiserum (polyclonal
rabbit-antiserotonin, DiaSorin, Stillwater, USA; Verdiinnung 1:20.000 in Waschpuffer
mit 0,3% Triton X100 und 1% NGS) iiberfiithrt und bei 4°C fiir 18 Stunden inkubiert.
Die weiteren Arbeitsschritte der immunhistochemischen Darstellung entsprechen der

Dopamindarstellung.

2.5 Versuchsauswertung

2.5.1 Computerbasierte Bildanalyse

Die Erhebung der Daten erfolgte mit dem Bildanalysesystem KS 300 der Firma Zeiss.
Uber eine am Mikroskop (Polyvar, Reichert-Jung, Wien) angeschlossenen
Farbvideokamera (ProgRes 3008, JenOptik Jena) wurden die Bilder bei einer 200fachen
Vergroflerung mit einer Auflosung von 700x600 Pixel an das Bildanalyseprogramm
tibertragen. Aufgrund der unterschiedlichen Innervationsdichte der Amygdalakerne
erfolgte die Quantifizierung der serotonergen und dopaminergen Fasern mit zwei
unterschiedlichen Messmethoden. In den leicht bis moderat innervierten Kernen wurde
die Faserdichte mit Hilfe der ,,direkten‘ Faserdetektion erfasst, in den dicht innervierten
Kernen wurde mit der densitometrischen Messmethode gearbeitet. Beide Methoden
wurden automatisch von einem Makro, welches von Herrn Dr. Konrad Lehmann
programmiert wurde, ausgefiihrt. Im Folgenden sollen kurz die Prinzipien der beiden
Messmethoden dargestellt werden. Die Auswertung der Fille erfolgte in

zufallsgenerierter Reihenfolge und ohne die Kenntnis der Versuchsgruppe.

Nach der Bildaufnahme folgte die Erfassung der Fasern mittels der Valleys-Funktion,
die eine Kombination aus Gauss-Filter und Gerig-Operator ist. Der Gauss-Filter glittet,

bei einstellbarer Filtermatrix, vor allem Grauwertschwankungen des Hintergrundes. Der
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Gerig-Operator ist geeignet, schmale linienformige Bereiche mit dunklen Grauwerten
zu erfassen. Die Valleys-Funktion detektiert also im iibertragenen Sinne Grauwerttiler
vor hellerem Hintergrund. Der Grenzwert flir die notwendige Kriimmung an der
Talsohle kann interaktiv reguliert werden. Die Einstellung der Gléittung und der
Krimmung erlauben die Anpassung dieser Funktion an die Besonderheiten der
jeweiligen Féarbung.

Blutgefdle und Risse in den Schnitten wurden durch die Funktion Region Growing
markiert und von der Messfliche subtrahiert, so dass schlieBlich der prozentuale

Flachenanteil der DAergen und 5-HTergen Fasern errechnet werden konnte:

Faserdichte [%] = Faserfldche x 100 / Messtlidche

Da in den sehr dicht innervierten Kernen mittels der Valleys-Funktion keine
verldssliche Fasererkennung durchgefiihrt werden konnte, wurde fiir die Auswertung
des CEA (bei DA) sowie fiir den BLA (bei 5-HT) die Innervationsdichte tiber den
mittleren Grauwert der Gewebefldche erfasst (densitometrische Messung). Hierzu
wurde ein Referenzbild ohne die bereits erkannten Fasern erstellt und ein automatischer
Helligkeitsabgleich durchgefiihrt, um Unterschiede in der Farbung und der Schnittdicke
zu beriicksichtigen. Der fiir jeden Schnitt neu bestimmte Referenzgrauwert des

Gewebes wurde von dem Grauwert des jeweiligen Messfeldes subtrahiert:

Faserdichte [ Grauwert] = Grauwert des Messfeldes — Referenzgrau

Die so gewonnenen Daten wurden in eine Datenbank geschrieben und anschlieend

statistisch ausgewertet.

2.5.2 Messfelder

Begonnen wurde mit der Auswertung, wenn der optische Trakt von ventral in das

Vorderhirn hineinzieht und der CEA sich deutlich vom Striatum abgrenzen l&sst.
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CEA
QBLA
PBLA

rostral
Abb.2.5.2: rostrocaudale Ausdehnung der Amygdala und Lage der Messfelder. LA rot;

BLA gelb; CEA griin

Caudal reicht der optische Trakt bis auf die Hohe des CEA. Ausgewertet wurden 7
Schnitte in Folge bei 200facher VergroBerung (Polyvar, Reichert-Jung, Wien). In den
CEA und den LA wurde je ein Messfeld gelegt, in den BLA eins in die aBLA und eins
in die pBLA. Bei der 5-HT Studie wurde nur die aBLA quantifiziert (siche Abb.2.5.2).

2.5.3 Datenanalyse

Ziel der Analyse war es festzustellen, ob es einen signifikanten Unterschied in der
dopaminergen und serotonergen Innervationsdichte der Amygdala zwischen den vier
untersuchten Gruppen gibt. Dazu wurden aus den Daten innerhalb einer Tiergruppe die
arithmetischen Mittelwerte berechnet. Mit dem F-Test nach Fisher wurden die
normalverteilten Messwerte auf die Homogenitit ihrer Varianzen iiberpriift. Der
anschlieBende t-Test prift die Mittelwerte der gesammelten Daten auf einen

signifikanten Unterschied (Bortz, 1999).
Die Datenanalyse erfolgte mit Hilfe des Computerprogramms ,,Statistica 5/97%. Alle
Diagramme wurden mit dem Programm ,,Excel 2000 der Firma Microsoft erstellt. Die

einzelnen Signifikanzniveaus sind wie folgt definiert:

Nicht signifikant: p > 0,05 (n.s.)
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Schwach signifikant: p < 0,05 (*)
Signifikant: p < 0,01 (**)
Hoch signifikant: p < 0,001 (***)

2.6 Verhaltenstest

2.6.1 Versuchstiere

Fiir die Verhaltensversuche wurden wiederum nur ménnliche Wiistenrennméuse aus der
Gehege bzw. Kéfigaufzucht verwendet. Mit den Versuchen wurde begonnen, wenn die
Versuchstiere das Alter von 90 Tagen erreicht hatten. Alle Tiere wurden vor
Versuchsbeginn an drei Tagen fiir je 5 Minuten gehidndelt. Es wurden zwei Gruppen
von Tieren fiir die Verhaltensversuche benutzt. Die erste Gruppe absolvierte
ausschlieBlich den elevated plus-maze Test. Die Tiere der zweiten Gruppe durchliefen
den open field Test und wurden nach einer Ruhezeit von zwei Tagen der
Vermeidungskonditionierung unterzogen. Die Anzahl der Versuchstiere wird in der

nachfolgenden Tabelle aufgefiihrt:

Tabelle 2.6.1: Anzahl der Tiere fiir die Verhaltensstudie

Gehegeaufzucht Kafigaufzucht
Elevated plus-maze 9 8
Open field 8 8
Konditionierung 8 8

Die Tiere wurden nach einer zufallsgenerierten Reihenfolge getestet. Nach jedem
Durchgang wurde die jeweilige Versuchsapparatur mit Alkohol (90%) gesdubert. Die
Versuche fanden in einem abgedunkelten Raum statt und begannen jeweils um 10:00

morgens.
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2.6.2 Elevated plus-maze

Versuchsanlage:

Das elevated plus-maze (EPM) ist ein + formiges Labyrinth mit zwei offenen und zwei
an den Seiten geschlossenen Armen. Die Arme sind je 65 cm lang und 10 cm breit. Die
offenen Arme besitzen eine Stolperkante von 2 cm Hohe. Die Seitenwédnde der
geschlossenen Arme sind 24 cm hoch. Die gesamte Apparatur ruht auf einem Sténder
40 cm iiber dem Boden. Das Tier wurde einmal fiir 5 Minuten in das Labyrinth gesetzt
und sein Verhalten mit dem ,,VideoMot“-System der Firma TSE-Systems (Bad
Homburg) erfasst.

Offener Arm 3
- :
e
< Geschlossener
Arm
A B.

Abb.2.6.2: (A) Schematische Darstellung der Versuchsanlage und (B) Sicht der Videokamera

zur Erfassung der Messparameter .

Es wurden folgende Parameter gemessen:
1. Das Verhiltnis von offenen zu geschlossenen Armbesuchen.
2. Die Aufenthaltszeit auf den offenen Armen.

3. Die gesamte Laufstrecke des Tieres.

2.6.3 Open field

Versuchsanlage:

Die open field Arena besteht aus einem 100B x 100T x 50H cm grofen PVC
beschichteten Sperrholz Rechteck. Mittels einer iiber der Arena angebrachten CCD
Videokamera (ca. 170cm) wurde das Verhalten der Tiere wiederum mit dem
,»VideoMot“-System der Firma TSE-Systems ausgewertet. Dazu wurde die Bodenfldche

der open field Arena am Computer in ein Gitter aus 9 gleich groflen Rechtecken



Material und Methode 26

aufgeteilt. Die Randbereiche gelten als dullere Felder, dass mittlere Rechteck wurde als
inneres Feld definiert. Als Besuch eines Feldes wurde gewertet, wenn der Schwerpunkt

des Versuchstieres die Begrenzungslinien des jeweiligen Rechtecks iiberschreitet.

< AuBeres Feld

< Inneres Feld

A. B.
Abb.2.6.3: (A) Schematische Darstellung der Versuchsanlage und (B) Sicht der Videokamera

zur Erfassung der Messparameter

Verhalten im open-field:

Die Tiere wurden fiir je zehn Minuten in der Versuchsarena getestet. Hierzu wurden die
Tiere in die Mitte der Arena gesetzt und nach drei Sekunden die computergestiitzte
Aufzeichnung des Verhaltens gestartet. Die aufgezeichneten Aktivitdten wurden nach
folgenden Kriterien ausgewertet:

1. Die gesamte Laufstrecke des Tieres.

2. Anzahl der Besuche des inneren Feldes.

3. Aufenthaltszeit im inneren Feld

2.6.4 Vermeidungskonditionierung

Die Tiere aus dem open field Test wurden nach einer Ruhezeit von zwei Tagen fiir den
Konditionierungsversuch verwendet. Hierbei wurde die Reihenfolge aus dem open field
Versuch beibehalten. Die Apparatur besteht aus einer schallisolierten Box mit den
Mafen 25cm Linge, 27cm Breite und 41cm Hohe. Die Grundfliache bildet ein Gitter
(Stdibe 4mm Durchmesser, 4mm Abstand ) liber die ein Stromschlag von 0,6mA
verabreicht werden kann. Auf dem Gitterboden steht eine Bank aus nicht leitenden

Kunststoff (25cm Lénge, 7cm Breite, Scm Hohe). Ein in die Apparatur integrierter
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Lautsprecher lieferte den konditionierten Reiz (Ton von -30dB, 3150 Hz). Das

Verhalten des Tieres wurde mit einer Videokamera aufgezeichnet und ausgewertet.

Isolierte
Bank

Schock-
gitter

| _— =¥ ._--'j‘_'-* 7"
A. B. i

Abb.2.6.4: (A) Schematische Darstellung der Versuchsanlage und (B) Sicht der Videokamera

zur Erfassung der Messparameter

Konditionierung:

Die Konditionierung auf den Ton fand nach folgendem Schema statt:

Das Tier wurde in die Apparatur gesetzt und konnte diese fiir zwei Minuten frei
erkunden. Nach dieser Zeit wurde fiir die maximale Dauer von 15 Sekunden der Ton
eingeschaltet, nach 5 Sekunden erfolgte der Stromschlag bis zu einer Dauer von 10
Sekunden, d.h. Ton und Schock liefen 10 sekundenlang parallel. Sowohl Ton als auch
Schock wurden sofort beendet, wenn die Maus auf die isolierte Bank sprang. Bis zur
ndchsten Ton/Stromschlag Gabe erfolgt eine Pause von 60 Sekunden. Als Fehler wurde

gewertet, wenn das Tier nach Einsetzen des Tons nicht auf die Bank sprang.

Zeitlicher Verlauf der Konditionierung:
Die Konditionierung erfolgte an drei Tagen. Am ersten Tag wurden zwei Durchgiinge
mit je fiinf Kopplungen von Ton und Schock in einem Abstand von 4 Stunden

durchgefiihrt. Am zweiten und dritten Tag erfolgte jeweils ein Versuchsdurchgang.

Tag 1: Trial 1: Ton — Schock 5 Kopplungen; Trial 2: Ton — Schock je 5 Kopplungen
Tag 2: Trial 3: Ton — Schock je 5 Kopplungen

Tag 3: Pause

Tag 4: Trial 4: Ton — Schock je 5 Kopplungen

Ausgewertet wurde die Anzahl der Fehler
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Loschungsphase:

Am vierten Tag folgte vier Stunden nach Trial vier die Loschung der Konditionierung.
Hierzu wurde die isolierte Bank aus der Apparatur entfernt. Nach einer zweiminiitigen
Habituationsphase wurde dem Tier in einem Abstand von je 60 Sekunden fiir zehnmal
fiinf sekundenlang der Ton vorgespielt. Wéahrend dieser Versuchsphase erfolgte kein

Stromschlag.

Uberpriifung der Loschung:

Hierzu wurde am fiinften Tag das Tier in die Apparatur gesetzt, die nun wieder mit der
isolierten Bank ausgestattet war. Nach zwei Minuten wurde dem Tier entsprechend den
Abstinden der Konditionierungsphase der Ton je zehnmal vorgespielt. Als Fehler
wurde gewertet, wenn das Tier nach Einsetzten des Tons auf die isolierte Bank sprang.

Ausgewertet wurden die Anzahl der Fehler.
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3 Ergebnisse

3.1 Qualitative Ergebnisse

3.1.1 Dopamininnervation

Die DA Innervation der Amygdala bei Meriones unguiculatus dhnelt der flir die Ratte
beschriebenen Innervation (Asan, 1998). In der Amygdala zeigt der CEA das dichteste
Fasernetz (Abb.3.1.1.E), eine moderate Faserdichte findet sich in dem BLA
(Abb.3.1.1.D) und das geringste Innervationsmuster weist der LA auf (Abb.3.1.1.C).

Abb.3.1.1: (A) zeigt einen Frontalschnitt auf der Hohe der Amygdala (x2; Balken

2mm). In (B) sind die drei untersuchten Kerne vergroBert dargestellt (x10; Balken
200um). Detailaufnahmen der Kerne (C): LA, (D): BLA und (E): CEA (x200; Balken
100pum).
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3.1.2 Serotonininnervation

Die 5-HT Innervation des CEA ist sehr gering ausgeprigt (Abb.3.1.2.E). Hingegen ist
der BLA so dicht innerviert, dass man ihn bereits mit bloBem Auge erkennen kann

(Abb.3.1.2.A+D). Der LA besitzt eine moderate Innervationsdichte (Abb.3.1.2.C).

Abb.3.1.2: Bild (A) zeigt einen Frontalschnitt auf der Hohe der Amygdala (x2; Balken
= 2mm). In (B) sind die drei untersuchten Kerne vergroBert dargestellt (x10; Balken =
200um). Detailaufnahmen der Kerne (C): LA, (D): BLA und (E): CEA (x200; Balken =
100 pm).
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3.2 Quantitative Ergebnisse

3.2.1 DA Innervation

Die Ergebnisse der Faserquantifizierung werden zusammengefasst dargestellt. Die
Darstellung der einzelnen Ergebnisse in grafischer und tabellarischer Form erfolgt

jeweils auf den anschlieBenden Seiten.

1. Lateralisierung:

Im Vergleich von linker und rechter Amygdala konnte bei keiner Versuchsgruppe ein
signifikanter Unterschied in der DA Innervation gefunden werden (Abb.3.2.1.1; Tabelle
3.2.1.1- 3.2.1.4) Somit ist die DA Innervation der untersuchten Amygdalakerne nicht
lateralisiert. Jedoch treten bei der Bewertung zwischen den Gruppen Gehege-/
Kéfigaufzucht / MA-Intoxikation Unterschiede in der Innervationsdichte der rechten

und linken Amygdala auf (siehe unten).

2. Einfluss der Aufzuchtsbedingungen:

Die restriktive Kédfigaufzucht fiihrt zu einem Anstieg (p<0,01) der DA Faserdichte in
der linken pBLA um +31,58% und rechten pBLA um +36,74% (p<0,001)
(Abb.3.2.1.2.C und Abb.3.2.1.3.C; Tabelle 3.2.1.7 und Tabelle 3.2.1.11). In der linken
CEA verringert sich die Faserdichte der restriktiv aufgezogenen Tiere um -13,62%
(p<0,5) (Abb.3.2.1.2.D; Tabelle 3.2.1.8) Die LA zeigt keine signifikanten
Verianderungen (Abb.3.2.1.2.A und Abb.3.2.1.3.A; Tabelle 3.2.1.5 und Tabelle 3.2.1.9).

3. Einfluss von Methamphetamin:

Die Intoxikation mit dem Pharmakon Methamphetamin fiihrt bei Meriones unguiculatus
generell zu einem Anstieg der DA Faserdichte. Bei den Tieren aus restriktiver
Kiéfigaufzucht tritt dieser Effekt deutlicher zu Tage als bei reizreich aufgezogenen
Tieren. Ein signifikanter Unterschied tritt in der LA und BLA auf. Die LA zeigt bei MA
behandelten Kéfigtieren auf der linken Seite einen Faserzuwachs von +21,73% (p<0,5)
(Abb.3.2.1.2.A; Tabelle 3.2.1.5) und rechts von +25,82% (p<0,01) (Abb.3.2.1.3.A;
Tabelle 3.2.1.9;), so wie in der linken aBLA eine um +35,26% (p<0,001)
(Abb.3.2.1.2.B; Tabelle 3.2.1.6) und in der rechten aBLA um +25,87% (p<0,05)
(Abb.3.2.1.3.B; Tabelle 3.2.1.10) erhohte DA Innervation. Bei reizreich aufgezogenen
Tieren verursacht die MA Intoxikation nur in der rechten pBLA einen Anstieg der

Faserdichte um +42,94% (p<0,05) (Abb.3.2.1.3.C; Tabelle 3.2.1.11).
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Abb.3.2.1.1: Die dopaminerge Faserdichte im links/rechts Vergleich A, B, C, D zeigen die gepoolten

Mittelwerte der Tiere einer Gruppe fiir linke (li) und rechte (re) Amygdala und die Standardabweichung.

Der Mittelwertvergleich zeigt in keinem der Amygdalakerne einen signifikanten Unterschied.
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DA Innervation linke Amygdala
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Abb.3.2.1.2.: i)ie dopaminerge Faserdichte im Vergleich A, B, C, D zeigen die gepoolten

Mittelwerte der Tiere je Gruppe und die Standardabweichung. Der Mittelwertvergleich zeigt
signifikante Unterschiede in (A) der LA zwischen Kifig- / Kidfig-MA-Tieren (p<0,5); in (B) der
aBLA zwischen Kifig- / Kifig-MA-Tieren (p<0,001); in (C) der pBLA zwischen Gehege- /
Kiéfigaufzuchten (p<0,01); und in (D) der CEA zwischen Gehege- / Kifigaufzuchten (p<0,5).
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Abb.3.2.1.3: D

ie dopaminerge Faserdichte im Vergleich A, B, C, D zeigen die gepoolten

Mittelwerte der Tiere je Gruppe und die Standardabweichung. Der Mittelwertvergleich zeigt
signifikante Unterschiede in (A) der LA zwischen Kéfig- / Kéfig-MA-Tieren (p<0,01); in (B)
der aBLA zwischen Kiéfig- / Kéfig-MA-Tieren (p<0,05); in (C) der pPBLA zwischen Gehege- /
Kaéfigaufzuchten (p<0,001) und Gehege- / Gehege-MA-Tieren (p<0,5).
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Links/rechts Vergleich
Tabelle 3.2.1.1: laterale Amygdala
Gehege Gehege MA Kiifig Kiifig MA
links | rechts | links | rechts | links | rechts | links | rechts
X 2,0293 | 2,1959 | 2,2445 | 2,2799 | 2,2804 | 2,3302 | 2,7755 | 2,9315
s 0,4301 | 0,2178 | 0,332 | 0,4390 | 0,4543 | 0,4145 | 0,2618 | 0,3015
n 6 6 6 6 8 8 7 7
F-Test 0,0819 0,2774 0,4075 0,3704
t-Test 0,4169 0,87808 0,8221 0,3218
Tabelle 3.2.1.2: anteriore basolaterale Amygdala
Gehege Gehege MA Kifig Kifig MA
links | rechts | links | rechts | links | rechts | links | rechts
X 1,9431 | 1,9300 | 1,9090 | 2,1964 | 1,8741 | 1,991 | 2,5347 | 2,506
s 0,3441 | 0,3574 | 0,2306 | 0,5721 | 0,1831 | 0,3190 | 0,1579 | 0,3823
n 6 6 6 6 8 8 7 8
F-Test 0,4679 0,0339 0,0831 0,0308
t-Test 0,9497 0,2913 0,3829 0,8367
Tabelle 3.2.1.3: posteriore basolaterale Amygdala
Gehege Gehege MA Kiifig Kiifig MA
links | rechts | links | rechts | links | rechts | links | rechts
X 2,7483 | 2,7414 | 3,3262 | 3,9182 | 3,6159 | 3,7489 | 3,9612 | 4,0723
s 0,4092 | 0,4964 | 0,5760 | 0,8123 | 0,3620 | 0,3049 | 0,2334 | 0,4461
n 6 6 6 6 8 8 7 8
F-Test 0,3410 0,2340 0,3311 0,0681
t-Test 0,9795 0,1760 0,43994 0,5651
Tabelle 3.2.1.4: zentrale Amygdala
Gehege Gehege MA Kifig Kifig MA
links rechts links rechts links rechts links rechts
X 135,7371]128,3783130,5112|119,1139]117,2543|117,9748 | 130,8423 | 120,9967
S 11,6989 | 4,6431 | 12,5243 | 16,3433 | 13,4093 | 19,3892 | 20,5068 | 20,4538
n 6 6 6 6 8 8 8 8
F-Test 0,0318 0,2867 0,1758 0,4974
t-Test 0,1952 0,2050 0,9323 0,3526
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Vergleich der DAergen Innervation zwischen den Gruppen:

a. Linke Amygdala:

Tabelle 3.2.1.5: linke laterale Amygdala

Gehege Kiifig Gehege | Gehege MA | Kiifig | Kiifig MA
X 2,0293 2,2804 2,0293 2,2445 2,2804 2,7755
s 0,4301 0,4543 0,4301 0,332 0,4543 0,2618
n 6 8 6 6 8 7
F-Test 0,4683 0,2920 0,1003
t-Test 0,3161 0,3547 0,0250 *

Tabelle 3.2.1.6: linke anteriore basolaterale Amygdala

Gehege Kiifig Gehege | Gehege MA | Kiifig | Kiifig MA
X 1,9431 1,8741 1,9431 1,9090 1,8741 2,5347
s 0,3441 0,1831 0,3441 0,2306 0,1831 0,1579
n 6 8 6 6 8 7
F-Test 0,0652 0,2002 0,3669
t-Test 0,6353 0,8445 5,02265E-06 ***

Tabelle 3.2.1.7: linke posteriore basolaterale Amygdala

Gehege Kiifig Gehege | Gehege MA | Kiifig | Kiifig MA
X 2,7483 3,6159 2,7483 3,3262 3,6159 3,9612
s 0,4092 0,3620 0,4092 0,5760 0,3620 0,2334
n 6 8 6 6 8 7
F-Test 0,3699 0,2356 0,1532
t-Test 0,00123 ** 0,0730 0,0504

Tabelle 3.2.1.8: linke zentrale Amygdala

Gehege Kifig Gehege | Gehege MA | Kifig | Kiifig MA
X 135,7371 | 117,2543 | 135,7371 130,5112  |117,2543 | 130,8423
s 11,6989 13,4093 11,6989 12,5243 13,4093 | 20,5068
n 6 8 6 6 8 8
F-Test 0,3950 0,4424 0,1424
t-Test 0,0197 * 0,4723 0,1391
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b. Rechte Amygdala:

Tabelle 3.2.1.9: rechte laterale Amygdala

Gehege Kiifig Gehege | Gehege MA | Kiifig | Kiifig MA
X 2,1959 2,3302 2,1959 2,2799 2,3302 2,9315
s 0,2178 0,4145 0,2178 0,4390 0,4145 0,3015
n 6 8 6 6 8 7
F-Test 0,0879 0,0751 0,2779
t-Test 0,4868 0,6836 0,0074 **

Tabelle 3.2.1.10: rechte anteriore baolaterale Amygdala

Gehege Kifig Gehege | Gehege MA | Kiifig | Kifig MA
X 1,9300 1,991 1,9300 2,1964 1,991 2,506
s 0,3574 0,3190 0,3574 0,5721 0,3190 0,3823
n 6 8 6 6 8 8
F-Test 0,3777 0,1625 0,3222
t-Test 0,7412 0,3561 0,0110 *

Tabelle 3.2.1.11: rechte posteriore basolaterale Amygdala

Gehege Kifig Gehege | Gehege MA | Kiifig | Kifig MA
X 2,7414 3,748 2,7414 3,9182 3,7489 4,0723
s 0,4964 0,304 0,4964 0,8123 0,3049 0,4461
n 6 8 6 6 8 8
F-Test 0,1182 0,1517 0,1684
t-Test 0,0005 *** 0,0127 * 0,1126

Tabelle 3.2.1.12: rechte zentrale Amygdala

Gehege Kifig Gehege | Gehege MA | Kiifig | Kifig MA

X 128,3783 | 117,9748 | 128,3783 | 119,1139 |117,9748| 120,9967

s 4,6431 19,3892 | 4,6431 16,3433 | 19,3892 | 20,4538
n 6 8 6 6 8 8
F-Test 0,0031 0,0076 0,4458

t-Test 0,1817 0,2301 0,7661
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3.2.2 5-HT Innervation

Die Ergebnisse der Faserquantifizierung werden zusammengefasst dargestellt. Die
Darstellung der einzelnen Ergebnisse in grafischer und tabellarischer Form erfolgt

jeweils auf den anschlieenden Seiten.

1. Lateralisierung:

Im Vergleich von linker und rechter Amygdala konnte bei keiner Versuchsgruppe ein
signifikanter Unterschied in der 5-HT Innervation gefunden werden (Abb.3.2.2.1;
Tabelle 3.2.2.1.-3.2.2.3). Somit ist die 5-HT Innervation der untersuchten
Amygdalakerne nicht lateralisiert. Jedoch treten bei der Bewertung zwischen den
Gruppen Gehege-/ Kéfigaufzucht Unterschiede in der Innervationsdichte der rechten

und linken Amygdala auf (siehe unten).

2. Einfluss der Aufzuchtsbedingungen:

Die Tiere aus restriktiver Kéfigaufzucht weisen gegeniiber den reizreich aufgezogenen
Tieren eine signifikant hohere 5-HT Faserdichte auf. In der rechten Amygdala zeigt die
aBLA einen Anstieg der Faserdichte um +10,67% (p<0,05) (Abb.3.2.2.3.B; Tabelle
3.2.2.8) und in der CEA um +30,51% (p<0,01) (Abb.3.2.2.3.C; Tabelle 3.2.2.9). Die
linke aBLA weist eine Erh6éhung der 5-HT Innervation um +15,9% (p<0,001) auf
(Abb.3.2.2.2.B; Tabelle 3.2.2.5) In der LA konnte kein Einfluss der
Haltungsbedingungen auf die 5-HT Faserdichte beobachtet werden (Abb,3.2.2.2.A und
Abb.3.2.2.3.A; Tabelle 3.2.2.4 und 3.2.2.7).

3. Einfluss von Methamphetamin:
Die MA Intoxikation zeigte keinen signifikanten Einfluss auf die untersuchten Kerne

der Amygdala (Tabelle 3.2.2.4 - 3.2.2.9; Abb. .3.2.2.2 und Abb. .3.2.2.3).
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Abb.3.2.2.1: Die 5-HT Faserdichte im links/rechts Vergleich A, B, C, D zeigen die gepoolten

Mittelwerte der Tiere einer Gruppe fiir linke (li) und rechte (re) Amygdala und die
Standardabweichung. Der Mittelwertvergleich zeigt in keinem der Amygdalakerne einen

signifikanten Unterschied.
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Abb.3.2.2.2: A, B, C zeigen die gepoolten Mittelwerte der Tiere pro Gruppe und die

Standardabweichung. Der Mittelwertvergleich ergibt einen hochsignifikanten Unterschied

zwischen Gehege- und Kéfigaufzuchten in der aBLA (p<0,001).
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Abb.3.2.2.3: A, B, C zeigen die gepoolten Mittelwerte der Tiere pro Gruppe und die
Standardabweichung. Der Mittelwertvergleich ergibt einen schwach signifikanten Unterschied
zwischen Gehege- und Kéfig Tieren in der aBLA (p<0,05) und einen signifikanten Unterschied
in der zentralen Amygdala (p<0,01).
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1. Serotonin links/rechts Vergleich:
Tabelle 3.2.2.1: laterale Amygdala
Gehege Gehege MA Kifig Kifig MA
links | rechts | links rechts links | rechts links rechts
X 7,8730 | 8,090 | 7,6123 | 8,3492 9,0726 | 8,9931 7,5058 7,4576
S 2,0692 | 2,5256 | 1,3862 | 1,3227 1,8189 | 1,3059 1,9701 1,7537
n 11 10 15 17 9 9 8 8
F-Test 0,2712 0,4247 0,1839 0,3833
t-Test 0,8311 0,1346 0,9165 0,9592
Tabelle 3.2.2.2: anteriore basolaterale Amygdala
Gehege Gehege MA Kifig Kifig MA
links rechts links rechts links rechts links rechts
X 117,3303 | 123,7927 | 124,2011 | 128,5351 | 136,0026 | 137,0150 | 120,5031 | 132,8135
s 7,3808 9,730 14,3605 12,3396 12,8324 [14,6315 [20,7012 [12,1521
n 11 10 16 17 9 10 9 9
F-Test 0,2008 0,2767 0,3610 0,0765
t-Test 0,1007 0,3587 0,8751 0,1435
Tabelle 3.2.2.3: zentrale Amygdala
Gehege Gehege MA Kiifig Kiifig MA
links | rechts | links | rechts | links | rechts | links | rechts
X 5,1584 | 5,0419 | 5,1100 | 5,2316 | 5,6528 | 6,5803 | 5,6840 | 5,5173
s 0,9712 | 0,7650 | 0,6703 | 0,7229 | 1,2207 | 1,4370 | 2,2971 | 1,9267
n 11 10 16 17 9 10 9 9
F-Test 0,2420 0,3872 0,3282 0,3153
t-Test 0,7650 0,6206 0,1502 0,8696
2. Vergleich der serotoninergen Innervation zwischen den Gruppen:
a. Linke Amygdala:
Tabelle 3.2.2.4: linke laterale Amygdala
Gehege Kifig Gehege | Gehege MA | Kiifig | Kifig MA
X 7,8730 9,0726 7,8730 7,6123 9,0726 7,5058
S 2,0692 1,8189 2,0692 1,3862 1,8189 1,9701
n 11 9 11 15 9 8
F-Test 0,3645 0,0830 0,4099
t-Test 0,1905 0,7034 0,1088




Ergebnisse 43

Tabelle 3.2.2.5: linke anteriore basolaterale Amygdala

Gehege Kiifig Gehege | Gehege MA | Kiifig | Kiifig MA
X 117,3303 | 136,0026 | 117,3303 124,2011 | 136,0026| 120,5031
s 7,3808 12,8324 7,3808 14,3605 12,8324 | 20,7012
n 11 9 11 16 9 9
F-Test 0,0523 0,0195 0,0989
t-Test 0,00069 *** 0,1169 0,0743

Tabelle 3.2.2.6: linke zentrale Amygdala

Gehege Kiifig Gehege | Gehege MA | Kiifig | Kiifig MA
X 5,1584 5,6528 5,1584 5,1100 5,6528 5,6840
S 0,9712 1,2207 0,9712 0,6703 1,2207 2,2971
n 11 9 11 16 9 9
F-Test 0,2449 0,0942 0,0463
t-Test 0,3260 0,8791 0,9718

b. Rechte Amygdala:

Tabelle 3.2.2.7: rechte laterale Amygdala

Gehege Kifig Gehege | Gehege MA | Kiifig | Kiifig MA
X 8,090 8,9931 8,090 8,3492 8,9931 7,4576
S 2,5256 1,3059 2,5256 1,3227 1,3059 1,7537
n 10 9 10 17 9 8
F-Test 0,0384 0,0118 0,2132
t-Test 0,3377 0,7685 0,0568

Tabelle 3.2.2.8: rechte anteriore basolaterale Amygdala

Gehege Kifig Gehege | Gehege MA | Kifig | Kifig MA
X 123,7927 | 137,0150 | 123,7927 128,5351 |137,0150| 132,8135
s 9,730 14,6315 9,730 12,3396 14,6315 | 12,1521
n 10 10 10 17 10 9
F-Test 0,1200 0,2374 0,3060
t-Test 0,0286 * 0,3094 0,5080

Tabelle 3.2.2.9: rechte zentrale Amygdala

Gehege Kiifig Gehege | Gehege MA | Kiifig | Kiifig MA
X 5,0419 6,5803 5,0419 5,2316 6,5803 5,5173
s 0,7650 1,4370 0,7650 0,7229 1,4370 1,9267
n 10 10 10 17 10 9
F-Test 0,0370 0,4041 0,2001

t-Test 0,0098 ** 0,5249 0,1876
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3.3 Verhaltenstests

Tiere aus restriktiver Kéfigaufzucht zeigen sowohl im open field (+26,82%, p<0,5) als
auch im elevated plus-maze (+41,54%, p<0,05) eine signifikant erhohte Laufstrecke
(Abb.3.3.1.C und Abb.3.3.2.C; Tabelle 3.3.1.3 und 3.3.2.1) Zudem halten sich die Tiere
kiirzere Zeit in den offenen Bereichen der Versuchsapparaturen auf (-12,22%, p<0,05)
(Abb.3.3.1.B; Tabelle 3.3.1.2). Bei der Konditionierung zeigen beide Versuchsgruppen
einen Lernerfolg (Abb.3.3.3.1; Tabelle 3.3.3.1), dabei haben die Aufzuchtsbedingungen
keinen signifikanten Einfluss auf die Konditionierbarkeit der Tiere (Tabelle 3.3.3.1).
Nach der versuchten Loschung der Konditionierung zeigt sich allerdings ein
hochsignifikanten Unterschied (p<0,001) zwischen Gehege- und Kéfigaufzuchten, die
Fehlerzahl der Kifigaufzuchten ist um +320% erhoht (Abb.3.3.4.1; Tabelle 3.3.4.1).
Auf den folgenden Seiten werden die Ergebnisse in grafischer und tabellarischer Form

dargestellt.
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Abb.3.3.1: A, B, C =zeigen die gepoolten Mittelwerte der Tiere pro Gruppe und die
Standardabweichung. Der Mittelwertvergleich (A) ergibt keinen signifikanten Unterschied
zwischen den Gehege- und Kéfigaufzuchten beziiglich der Besuche der offenen Arme. Abbildung
(B) zeigt einen schwach signifikanten Unterschied in der Zeit, die auf den offenen Armen
verbracht wurde (p<0,05). Abbildung (C) zeigt einen signifikanten Unterschied in der gesamten
Laufstrecke (p<0,01).
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Abb.3.3.2: A, B, C zeigen die gepoolten Mittelwerte der Tiere pro Gruppe und die
Standardabweichung. Der Mittelwertvergleich (A) ergibt keinen signifikanten Unterschied
zwischen den Gehege- und Kifigaufzuchten beziiglich der Besuche des inneren Feldes.
Abbildung (B) zeigt keinen Unterschied in der Zeit, die auf den offenen Armen verbracht
wurde. Abbildung (C) zeigt einen schwach signifikanten Unterschied in der gesamten

Laufstrecke (p<0,05).
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1. Elevated plus-maze:

In den folgenden Tabellen sind die statistischen Daten des elevated plus-maze Tests

zusammengefasst dargestellt.

Tab. 3.3.1.1: Besuche der offenen Arme: Tab. 3.3.1.2: Zeit auf offenen Armen:
Gehege Kiifig Gehege Kiifig
X 53,7310 54,5913 X 61,9020 54,335
s 6,5145 7,0733 S 6,2634 7,0235
n 9 8 n 9 8
F-Test 0,4074 F-Test 0,3745
t-Test 0,7976 n.s. t-Test 0,0329 *

Tabelle 3.3.1.3: Gesamte Laufstrecke:

Gehege Kifig
X 22,1322 31,3262
S 4,1519 5,9748
n 9 8
F-Test 0,1645
t-Test 0,0020 **

2. Open field:

In den folgenden Tabellen sind die statistischen Daten des open field Tests

zusammengefasst dargestellt.

Tabelle 3.3.2.1: Gesamte Laufstrecke: Tab. 3.3.2.2: Zeit im inneren Feld
Gehege Kifig Gehege Kifig
X 10951,8930| 13889,6725 X 5,860 3,7075
s 1973,5820 | 2160,9269 S 2,3024 1,9019
n 8 8 n 8 8
F-Test 0,4085 F-Test 0,3133
t-Test 0,0131 * t-Test 0,0608 n.s.

Tabelle 3.3.2.3: Anzahl der Besuche des inneren Feldes:

Gehege Kiifig
X 30,3750 26,8750
s 11,8796 8,8388
n 8 8
F-Test 0,2267
t-Test 0,5146 n.s.
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3. Konditionierung:

Die zweifaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) zeigt keinen signifikanten Unterschied
zwischen den Versuchsgruppen (Streuungsursache Stichprobe A: p > 0,5). Ein
hochsignifikanter Unterschied zeigt sich iiber die Versuchstage (Streuungsursache

Spalte (B): p<0,001), d.h. beide Gruppen zeigen einen Lernerfolg.

Tabelle 3.3.3.1: Statistische Daten zur Konditionierung
Konditionierung

Mittelwerte und Standardabweichungen

Gehege x =0,5417 s=0,5882

Kifig x =0,6667 s=10,8165

Zweifaktorielle Varianzanalyse

Streuungsursache Stichprobe (A): 0,1069 n.s.
Streuungsursache Spalte (B): 2,27206E-14 ***

Streuungsursache Wechselwirkung (AxB): 0,5478 n.s.

Fehler tGiber Trials

Gehege
—a— Kéfig

Fehleranzahl
N

Trials

Abb.3.3.3.1: Dargestellt sind die gepoolten Mittelwerte der Tiere pro Gruppe und die
Standardabweichung. Die Abbildung zeigt die Fehlerzahl iiber die Trials.
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4. Loschungsiiberpriifung:

Tabelle 3.3.4.1: Statistische Daten

der Loschungsiiberpriifung

Gehege Kiifig
X 1,25 5,25
S 1,2817 2,1213
n 8 8
F-Test 0,1035
t-Test 0,00044 ***
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Abb.3.3.4.1: Dargestellt sind die gepooltenMittelwerte der Tiere pro Gruppe und die
Standardabweichung. Die Abbildung zeigt die Fehlerzahl der Tiere.
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4 Diskussion

4.1 Zur katecholaminergen Innervation der Amygdala

Ziel der Untersuchung war es herauszufinden, welchen Einfluss restriktive
Isolationsaufzucht und die friihkindliche Intoxikation mittels Methamphetamin (MA)
auf die Reifung der dopaminergen (DA) und serotoninergen (5-HT) Innervation der
Amygdala ausiibt. Damit sollte gepriift werden, inwiefern die beiden Katecholamine zu
den schwerwiegenden Verhaltensstorungen beitragen, die durch solche Interventionen

auslosbar sind und in welchem Maf3e die Amygdala daran beteiligt ist.

Durch den immunhistochemischen Nachweis und die quantitative computergestiitzte
Auswertung konnte belegt werden, dass die DA Innervation der Amygdala sowohl
durch die Aufzuchtsbedingungen als auch durch die MA-Intoxikation signifikant
beeinflusst wird, die 5-HT Innervation durch die Aufzuchtsbedingungen -eine
signifikante Verdnderung erfahrt, jedoch nicht durch MA-Intoxikation beeinflusst wird.
Es zeigte sich ferner, dass die untersuchten Kerne der Amygdala nicht gleichformig auf

die experimentellen Bedingungen reagieren:

In dem lateralen Kern (LA) der Amygdala traten nur nach MA-Intoxikation signifikante
Unterschiede in der DA Faserdichte auf. In dem basolateralen Kern (BLA) der
Amygdala zeigte sich bei Kifigaufzuchten eine erhohte DA und 5-HT Faserdichte. Im
zentralen Kern (CEA) nahm bei Kifigaufzuchten die DA Faserdichte ab, die 5-HT

Innervation stieg jedoch an.

Die Heterogenitit der Ergebnisse spiegelt den komplexen Aufbau der Amygdala wieder
und zeigt, dass nicht von der DA und 5-HT Innervation ,,der Amygdala®“ gesprochen
werden kann. Vielmehr miissen die Kerne einzeln und in ihrem funktionellen Gefiige
betrachtet werden (Swanson and Petrovich, 1998). Deswegen soll in der folgenden
Diskussion besonderer Wert auf die funktionalen Besonderheiten der einzelnen Kerne

sowie auf ihre Einbindung in iibergeordnete Funktionsbeziige gelegt werden.
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4.1.1 Zur dopaminergen Innervation der Amygdala

Es steht heute auBler Frage, dass Umweltbedingungen die Entwicklung von Transmittern
im Gehirn mafigeblich beeinflussen. Besonders sensibel reagiert das DAerge System auf
exogene Faktoren. Ein wesentlicher Grund hierfiir ist die prolongierte Reifung der den
PFC innervierenden mesopréfrontalen Dopaminbahn, die erst nach der Geschlechtsreife
der Tiere vollstindig ausgebildet ist (Kalsbeek et al., 1988). In unserer Labor wurde
dies fiir Gerbils ebenfalls belegt: Meriones unguiculatus erreicht bereits am Tag 60 die
Geschlechtsreife, die Reifung der mesoprifrontalen Dopaminbahn dauert hingegen bis
zum Tag 90 an (Dawirs et al. 1993). Die Umwelt kann in diesem Zeitfenster besonders
auf das sich entwickelnde DAerge Innervationsmuster Einfluss nehmen: Die restriktive
Aufzucht von Meriones unguiculatus fithrte zu einer um 56% verminderten Reifung der
mesopréfrontalen Dopaminfasern im medialen PFC (Winterfeld et al., 1998) und zu
einer um 38% verringerten Reifung im orbitalen PFC (Neddens et al., 2001).

Die den PFC innervierenden Fasern haben ihren Ursprung in der VTA, das ist dieselbe
Region im Mesencephalon, aus der auch die Amygdala ihre stirksten DAergen
Afferenzen erhélt (Fallon and Ciofi, 1992). Der PFC wiederum ist mit der VT A und mit
der Amygdala reziprok verbunden (McDonald et al. 1996). Eine verdnderte Aktivitét
des PFC, hervorgerufen durch restriktive Bedingungen bzw. Applikation von MA, sollte
sich auch auf die Zielgebiete der PFC-Efferenzen auswirken. Es ist bekannt, dass bei
einer Lasion von DAergen Fasern im PFC eine verstirkte Aktivitit in limbischen
Gebieten beobachtet werden kann (Carter and Pycock, 1978). Es stellt sich nunmehr die
Frage, wie eine Reduktion der DAergen Faserdichte in frontalen Gebieten zum Anstieg
der Faserdichte in limbischen Gebieten, speziell der Amygdala, fiihrt. Fiir dieses

Problem bieten sich zwei Erkldrungsansétze an:

1. Das DAerge System sollte in dhnlicher Weise reagieren wie das 5-HT System, denn
MA wirkt ebenfalls neurotoxisch auf DAerge Synapsen und fiihrt zu einem Verlust der
Terminalien (Seiden and Sabol, 1996). Fiir die Neurotansmitter 5-HT und Noradrenalin
(NA) konnte gezeigt werden, dass ein friihkindlicher, neurotoxischer Eingriff eine
dauerhafte Verdnderung der Transmittersysteme im Erwachsenenalter bewirkt; die
Faserdichte in Gebieten die distal zu den 5-HT / NA-Kerngebieten liegen nimmt ab,
hingegen tritt in proximalen Regionen eine Hyperinnervation auf (Jonsson and Hallman,
1982). Als Erklarung hierfiir wird der ,pruning effekt“ angefiihrt, der zu einem

verstarkten aussprossen der intakten axonalen Verzweigungen fiihrt (Jonsson and
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Hallman, 1982). In unserer Arbeitsgruppe konnte fiir Meriones unguiculatus gezeigt
werden, dass die einmalige Gabe von MA am Tag 14 eine selektive Zerstdrung der
Dopaminfasern im PFC verursacht und eine suppressive Reifung der mesopréfrontalen
Dopaminprojektion bewirkt (Dawirs et al., 1994). Aber auch die restriktive Umwelt
allein fiihrt zu einer verminderten DAergen innervation des PFC (Winterfeld et al.,
1998; Neddens et al., 2001). Eine reduzierte Faserdichte im PFC konnte demnach eine
erhohte Faserdichte in der Amygdala durch einen ,,pruning effect” nach sich ziehen, d.h.
die ungeschidigten Fasern reifen verstirkt in DA Somata nahe Gebiete wie die
Amygdala. Diese These wird dadurch bestéirkt, dass durch die MA-Inoxikation bei
Gehege wie Kifigtieren die DAerge Innervation in dem BLA signifikant erhoht ist und
im Gehege/Kifig Vergleich die Kéfigtiere eine hohere DA-Faserdichte in der Amygdala

aufweisen.

Es muss jedoch festgehalten werden, dass diese Effekte nur in dem BLA auftreten. Im
CEA zeigt sich hingegen ein gegenldufiges Ergebnis. Dort ist bei Kéfigtieren die
DAerge Innervation geringer als bei Gehegetieren. Dies steht in Einklang mit den
Ergebnissen der Arbeitsgruppe Thoa, die bei isolierten Tieren eine erniedrigte
Dopaminkonzentration im CEA gefunden haben (Thoa et al., 1977), was auf eine
spezifische DAerge Innervation der einzelnen Amygdalakerne schlieen lésst, die nicht
gleichformig auf die experimentellen Bedingungen reagiert (Kilts et al., 1988). So
unterscheiden sich die einzelnen Amygdalakerne nicht nur in der Innervationsdichte,
sondern auch in der Umsatzrate und Impulsaktivitidt. Der am dichtesten innervierte CEA
besitzt die langsamste Umsatzrate und geringste Impulsaktivitit in der Amygdala (Kilts
et al., 1988). Dies mag auch die unterschiedliche Einbindung des CEA gegeniiber dem
basolateralen Komplexes wiederspiegeln, ist der CEA funktional doch eng mit dem
Hirnstamm verkniipft, LA und BLA hingegen mit kortikalen Arealen.

Ein weiteres Indiz fiir die spezifische Innervation ist die unterschiedliche
Dopaminrezeptorverteilung in den einzelnen Kernen der Amygdala. D, Rezeptoren
finden sich hauptsidchlich im LA und CEA, D; Rezeptoren in dem BLA. Uber die
genauen Wirkungsmechanismus von DA in der Amygdala ist bis heute nur sehr wenig

bekannt (Pralong et al., 2002).

2. Unter funktionellen Gesichtspunkten gesehen ist es auffillig, dass BLA und PFC am

stiarksten auf Umwelteinfliisse und Methamphetamin reagieren. Ein wesentlicher Punkt
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mag in der hohen reziproken Konnektivitidt der beiden Strukturen liegen. Betrachtet
man den Reifungsverlauf der DAergen Fasern in frontale und limbische Gebiete, so fallt
auf, dass sie zu unterschiedlichen Zeiten ausgereift sind. Die Amygdala innervierende
mesolimbische Dopaminbahn erreicht bereits am postnatalen Tag 14 ihre Zielgebiete
und bildet innerhalb der nédchsten 60 Tage durch Reduktion der Fasern das adulte
Innervationsmuster aus (Verney et al., 1985). Die mesoprifrontale Dopaminbahn
hingegen reift iiber das Alter der Geschlechtsreife der Tiere hinaus (Dawirs et al., 1993;
Kalsbeek et al., 1988; Winterfeld et al. 1998; Neddens et al 2001). Da sowohl restriktive
Aufzuchtsbedingungen und MA-Intoxikation eine dysfunktionale Entwicklung des PFC
verursachen (Dawirs et al., 1991;Dawirs et al., 1994), liegt es nahe, dass mit dem PFC
verbundene limbische Gebiete sensibel auf den verénderten Output des PFC reagieren.
Weil die Reifung von Neurotransmittern aktivitdtsabhingig ist (Mattson, 1988), konnte
die Hyperinnervation der BLA auch auf einer ungeniigenden Reduktion der DA-Fasern
wiéhrend der Entwicklung beruhen, die durch einen verdnderten Output des PFC
hervorgerufen wird (Busche et al., 2004). In der folgenden Abbildung sind diese
Gedanken zusammenfassend dargestellt (Abb.4.1.1).

Dopaminbahn Dopaminbahn

Abb.4.1.1: Strukturelle Folgen der isolierten Aufzucht. (A) =zeigt die Situation bei
Gehegeaufzucht, (B) bei isolierter Kéfigaufzucht. In (B) ist die DAerge Innervation der
Amygdala erhoht, die mesopridfrontale DA Bahn (griin) hingegen suprimiert gereift. Der PFC

zeigt einen verdnderten Output zur Amygdala.

Eine gegenseitige Beeinflussung zwischen PFC, Amygdala und der VTA kann nicht
ausgeschlossen werden, da alle Strukturen untereinander reziprok verbunden sind
(Kalivas, 1993; McDonald et al., 1996; Pitkanen, 2000; Sesack and Pickel, 1992). So
belegen neueste Untersuchungen, dass die den medialen PFC innervierenden

glutamatergen Fasern aus der pBLA bis ins jungerwachsene Alter in den medialen PFC
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einwachsen (Cunningham et al., 2002). Da diese Fasern wiederum den Output des PFC
zur Amygdala und VTA modulieren, ergibt sich ein komplexes Netzwerk von

Interaktionen.

4.1.2 Zur serotoninergen Innervation der Amygdala

Die restriktive Kéfigaufzucht fiihrt zu einer 5-HT Hyperinnervation in dem BLA und
dem CEA. Die einmalige MA-Intoxikation am Tag 14 zeigt dagegen keinen
signifikanten Einfluss auf die Faserdichte. Dies ist insofern interessant, als das die 5-
HTergen Fasern aus der dorsalen Raphe eine besonders hohe Anfilligkeit fiir die
toxische Wirkung von MA besitzen sollen (Zhou, 1996). Man wiirde also eher einen
Riickgang der 5-HTergen Faserdichte vermuten. Nun ist jedoch auch bekannt, dass
gerade das 5-HT System in der Lage ist, hochplastisch auf Storungen zu reagieren. 5-
HT ist in der Lage, sein eigenes Wachstum anzuregen. Eine Verringerung der 5-
HTergen Faserdichte, z.B. hervorgerufen durch MA-Intoxikation, bewirkt eine
Steigerung der Aktivitdt der verbliebenen Neurone (Kempf et al.,, 1984). Die hohe
Aktivitdt verursacht die Freisetzung des Wachstumsfaktors S-100g aus der Astroglia,
der selektiv das Wachstum von 5-HTergen Fasern fordert (Whitaker-Azmitia et al.,
1990; Azmitia et al., 1990). Die Reinnervation geschidigter Gebiete geht sogar so weit,
dass eine Hyperinnervation auftreten kann (Frankfurt and Azmitia, 1984; Sotelo, 1991;
Zhou and Azmitia, 1986). Es ist also durchaus moglich, dass die MA-Intoxikation durch
die plastischen Potenzen des 5-HT Systems ausgeglichen werden konnte. Hierfiir
spricht auch, dass zum Zeitpunkt der Applikation von MA (Tag 14) das 5-HTerge
Innervationsmuster der Amygdala bereits ausgereift war, denn die Amygdala ist bereits
am postnatalen Tag 3 vollstindig innerviert (Lidov and Molliver, 1982). So trifft die
MA-Intoxikation auf ein ausgereiftes System, welches generell weniger anfillig fiir
Stérungen ist als ein noch reifendes (Jacobson M, 1991). Um diese Uberlegung zu
bestétigen, sind allerdings Verlaufstudien iiber die 5-HT Reifung noétig, die in unserm

Labor gerade begonnen werden.

Die MA-Intoxikation stellt eine einmalige Belastung fiir das Versuchstier dar. Die
restriktive Isolationsaufzucht ist hingegen als chronische Belastung zu sehen. Auch die
chronische Belastung durch die restriktive Isolationsaufzucht fiihrt in dieser Studie zu

einer Erhdhung der 5-HT Faserdichte in der Amygdala. Uber welchen Mechanismus
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konnte eine restriktive Aufzucht die Erhohung der 5-HT Faserdichte in der Amygdala

verursachen?

Es ist aus der Literatur bekannt, dass Ratten aus sozial isolierter Aufzucht eine stirkere
Stressantwort und einen erhdhten Stresshormonspiegel als in Gruppen aufgezogene
Artgenossen besitzen (Heidbreder et al., 2000). Messungen an gestressten Tieren haben
ergeben, dass es gerade in der Amygdala bei Stress zu einer erhohten 5-HT
Ausschiittung kommt (Kawahara et al., 1993). Wie bereits erwédhnt, bewirkt eine hohe
Aktivitit 5-HTerger Neurone die Freisetzung des Wachstumsfaktors S-100g aus der
Astroglia, der wiederum selektiv das Wachstum von 5-HTergen Fasern fordert
(Whitaker-Azmitia, et al., 1990). Eine chronische Belastung durch restriktive
Isolationsaufzucht konnte somit eine erhohte 5-HT Ausschiittung zur Folge haben,
welche ein verstirktes Einwachsen von 5-HT Fasern in die Amygdala bewirkt.

Restriktiv gehaltene Tiere haben einen geringeren 5-HT Umsatz als reizreich gehaltene
Tiere (Hall, 1998). Wie passt nun die beobachtete erhohte Faserdichte bei restriktiv
aufgezogenen Rennmiusen zu diesen Ergebnissen? Jonsson fand nach chemischer
Lasion eine 5-HT Hyperinnervation bei gleichzeitig geringerer Umsatzrate (Jonsson and
Hallman, 1982). Das bedeutet, dass die beobachtete Hyperinnervation bei Kifigtieren
ebenfalls mit einem geringeren 5-HT Umsatz einhergehen sollte. Dies wiirde den
geringen 5-HT turnover bei adulten isolierten Tieren erkldren (Kempf et al., 1984).
Endgiiltige Klarheit auch zu diesen Problem wird erst eine Studie ergeben, die
Umsatzrate und Faserdichte fiir Meriones unguiculatus gemeinsam untersucht (unsere

Abteilung hat dies in Kooperation mit der Universitit Dresden gerade begonnen.)

5-HT tbernimmt in der Amygdala eine Filter- und Modulatorfunktion. Eine erhohte 5-
HT Ausschiittung bei Stress fiihrt zu einer Dampfung der Eingédnge in die Amygdala
(Kawahara et al., 1993), so dass nur noch starke Reize weitergeleitet werden
(Stutzmann et al., 1998). Dies wird dadurch erreicht, dass 5-HT die glutamatergen
Efferenzen aus dem Kortex iiber Interneurone schwicht (Stutzmann et al. 1998).
Verstarkt wird dieser Effekt dadurch, dass 5-HT in dem BLA auch GABAerge
Interneurone iiber 5-HT, Rezeptoren aktiviert, die benachbarte Projektionsneurone
hemmen (Rainnie, 1999). Es wird vermutet, dass Anxiolytika wie die selektiven 5-HT
re-uptake Hemmer (SSRI) an dieser Stelle ihre Angst mildernde Wirkung entfalten, da

sie den Serotoninspiegel erhdhen und so die Aktivitit der hemmenden Interneurone
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steigern (Gorman et al., 2000). Die Folge dieser verstirkten Hemmung ist letztendlich,
dass der CEA weniger erregenden Input aus dem basolateralen Komplex erhélt und so
seinerseits in geringerem Umfang Furchtreaktionen auslosen kann (Cheng et al., 1998).
5-HT ist auch in der Lage, im CEA selbst iiber 5-HT;sn Rezeptoren die
Projektionsneurone zu hemmen. Bei Kaifigtieren sollte weniger 5-HT zu einer
verminderten Hemmung des Outputs der CEA fithren und so ein &ngstlicheres
Verhalten nach sich ziehen. Hier erhebt sich die Frage, ob sich furchtmotiviertes

Verhalten bei den Tieren dieser Studie nachweisen lasst?

4.2 Zum Einfluss auf das Verhalten

Um den Einfluss einer restriktiven Aufzucht auf das Verhalten der Tiere quantitativ zu
erfassen, wurden drei Verhaltensversuche durchgefiihrt. Dies sind das elevated plus-
maze, das open field und die aktive Vermeidungskonditionierung. Alle drei Versuche
iiberpriifen die Emotionalitit der Tiere, besonders deren furchtmotiviertes Verhalten.

Die einzelnen Tests sollen nun kurz zur Diskussion gestellt werden.

4.2.1 Zum elevated plus-maze und open field

Als ethologischer Test zur Erforschung von furchtmotiviertem Verhalten hat sich die
Kombination von elevated plus-maze (EPM) und open field (OF) bewidhrt (Schmitt and
Hiemke, 1998; Lister, 1990; Paylor, 2001). Beide Tests sind explorationsbasiert und
beruhen auf dem aktiven Verhalten des Versuchstieres. Im OF wird das Verhalten durch
den Konflikt zwischen Exploration und der Aversion vor offenen Flichen bestimmt
(Schmitt and Hiemke, 1998). Im EPM kommt zusitzlich die Abneigung der Tiere vor
der Hohe hinzu (Lister, 1987; Pellow et al., 2004).

Im EPM konnte zwischen Gehegetieren und restriktiv aufgezogenen Tieren kein
signifikanter Unterschied in der Haufigkeit der Besuche der offenen Arme festgestellt
werden. Die Gehegetiere verbrachten jedoch signifikant mehr Zeit auf den offenen
Armen des Labyrinths. Ein ldngerer Aufenthalt auf den offenen Armen des EPM deutet
auf eine geringere Furcht des Tieres hin (Lister, 1987; Pellow et al., 2004). Vergleicht
man die insgesamt zuriickgelegte Laufstrecke der beiden Gruppen, so wird deutlich,
dass die Kaifigtiere eine signifikant erhdhte motorische Aktivitit besitzen. Trotz

erhohter Lokomotion liegt die Aufenthaltszeit der Kéfigtiere auf den offenen Armen
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aber unter den Gehegetieren. Das heillit, die Kifigtiere bewegen sich mehr in den
geschlossenen Armen der Versuchsapparatur.

Im OF zeigten die Kifigtiere ebenfalls eine signifikant hohere Laufstrecke. Eine
gesteigerte Lokomotion wird als furchtmotiviertes Verhalten gedeutet (Halliday, 1967;
Welker, 1957; Vallee et al., 1997). Es konnte jedoch kein signifikanter Unterschied in
der Anzahl der Besuche des zentralen Feldes gefunden werden. Allerdings zeigt die
Aufenthaltszeit im zentralen Feld (p=0,06) im Trend eine lingere Aufenthaltsdauer fiir

die Gehegetiere, was auf eine geringere Furcht der Tiere vor offenen Fldchen hindeutet.

Betrachtet man das Verhalten der Tiere im EPM und OF gemeinsam, so fallt auf, dass
in beiden Tests die Kifigtiere eine erhohte motorische Aktivitidt zeigen und die
ungeschiitzten Bereiche der Versuchsapparaturen meiden. Hieraus lésst sich ableiten,
dass restriktiv aufgezogene Wiistenrennméuse in einer fiir sie fremden Umgebung ein

stiarker furchtmotiviertes Verhalten zeigen als reizreich aufgezogene Artgenossen.

Die Ergebnisse der Verhaltensversuche stehen im Einklang mit der Literatur zu isoliert
aufgezogene Ratten und Méausen, welche gleichfalls die ungeschiitzte Flichen des EPM
meiden (Prior and Sachser, 1994; Wright et al., 1990) und eine hohere motorische
Aktivitit zeigen (Heidbreder et al., 2000; Lapiz et al., 2003). Die restriktiv gehaltenen
Tiere dieser Studie zeigen also die typischen Verhaltensweisen des ,,social isolation

syndrome*.

Die Faserquantifizierung hat uns gezeigt, dass bei restriktiv aufgezogenen Gerbils die
DAerge und 5-HTerge Innervation der Amygdala signifikante Verdnderungen erfahrt.
Es liegt also bei diesen Tieren ein anderes neuronales Nervennetz-Korrelat vor. Da
Verhalten immer auf neuronalen Prozessen im Gehirn beruht, sollte das &dngstliche
Verhalten der Kifigtiere mit der DA- und 5-HT Faserdichte in einem Zusammenhang

stehen.

Betrachtet man die Wirkung von Barbituraten auf das Verhalten im EPM, so zeigt sich,
dass behandelte Tiere mehr Zeit auf den offenen Armen verbringen (Lister, 1987;
Pellow et al., 2004). Dieser anxiolytische Effekt mag in der verstiarkten Ansprache von
GABAergen Neuronen in der Amygdala begriindet sein, denn die verstirkte Ansprache

GABAerger Interneurone in dem LA bewirkt eine hohere Exploration der offenen Arme
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des EPM (Yilmazer-Hanke et al., 2002; Pesold and Treit, 1995; Davis, 1997; Pesold and
Treit, 1995). Nun ist bekannt, dass auch Serotonin GABAerge Interneurone in der
Amygdala aktivieren kann (Rainnie, 1999). Das dichtere Netz 5-HTerger Fasern bei den
Kifigtieren sollte mit einer verminderten Umsatzrate einhergehen (Jonsson and
Hallman, 1982), so dass weniger Transmitter ausgeschiittet wird und hemmende
Interneurone in geringerem Umfang aktiviert werden sollten. Dies hitte zur Folge, dass
die thalamischen und kortikalen Eingénge weniger geddmpft werden und Furcht
auslosende Reize stirkere Aktivitdit im CEA auslosen, liber den die Angstreaktionen

letztlich vermittelt werden (Stutzmann et al., 1998; Stutzmann and LeDoux, 1999).

Eine besondere Rolle bei der Verarbeitung von stress- und furchtauslosenden Reizen
besitzen die Corticotropin-Releasing-Faktor (CRF) produzierenden Neurone. Sie finden
sich vor allem in dem CEA (Gray and Bingaman, 1996) und projizieren in den
Hirnstamm und den Hypothalamus (Gray 1991; Koegler-Muly et al., 1993). CRF ist ein
wichtiger Neuromodulator, der selbst tiber DA moduliert wird (Gray and Bingaman,
1996). In dem CEA werden die CRF produzierenden Neurone von einem dichten
Fasernetz DAerger Axone umsponnen, die Synapsen mit CRF Somata ausbilden (Eliava
et al., 2003). Damit sind die DAergen Afferenzen in der Lage, signifikanten Einfluss auf
das CRF System in der Amygdala zu nehmen (Eliava et al., 2003). Im EPM ruft die
Gabe von CRF Antagonisten eine langere Exploration der offenen Arme des Labyrinths
hervor, hingegen verursacht die Injektion von CRF eine verringerte Exploration der
offenen Arme (Rassnick et al., 1993; Yilmazer-Hanke et al., 2002). Im OF bewirkt die
Administration von CRF ebenfalls ein dngstliches Verhalten der Tiere (Owens and
Nemeroff 1993). Die geringere DA Innervation des CEA bei Gerbils aus der
Kafigaufzucht sollte daher zu einer Enthemmung der CRF Neurone im CEA fiihren und
damit eine geringere Exploration im EPM und OF bewirken.

Bei Ratten, die eine geringe Emotionalitit zeigen, konnte eine um 50% verminderte
CRF Neuronenanzahl in dem CEA nachgewiesen werden (Yilmazer-Hanke et al.,
2002). In weiteren Studien sollte an unserem Tiermodell untersucht werden, ob sich die
CRF Neuronenzahl in der Amygdala zwischen Gehege- und Kifigaufzuchten
unterscheidet, denn auch eine geringere Anzahl an CRF Neuronen sollte eine
verminderte Emotionalitdt nach sich ziehen.

Wie entscheidend der frithkindliche Einfluss der Umwelt auf die Reifung des Gehirns

und gleichzeitig auf das spdtere Verhalten des Tieres ist, konnte Wright und Mitarbeiter
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fir die Ratte zeigen (Wright et al.,, 1991). Werden Ratten, die sozial isoliert
aufwuchsen, in eine reizreiche Umgebung transferiert, so bleibt trotzdem das dngstliche
Verhalten im EPM erhalten. Die Tiere meiden weiterhin die offenen Arme der
Apparatur (Wright et al.,, 1991). Werden die Tiere hingegen von Geburt an in der
Gruppe aufgezogen, verhalten sie sich auch nach einer Isolierung im EPM ,,mutig®, sie
halten sich langere Zeit auf den offenen Armen des Labyrinths auf (Wright et al., 1991).
Zudem zeigen Lisionen der Amygdala eine stirkere Auswirkung auf das Sozial- und
Explorationsverhalten im erwachsenen Alter, je frither sie induziert werden (Wolterink
et al., 2001). Auch hier duflert sich dies im OF mit einer gesteigerten Lokomotion und

einer Praferenz fiir die dulleren Bereiche der Arena (Wolterink et al., 2001).

Aber nicht erst im frithkindlichen Alter nimmt die Umwelt Einfluss auf das Gehirn.
Immer mehr Studien belegen, dass bereits vor der Geburt die Hirnentwicklung in
Abhingigkeit von der Umwelt stattfindet (Avishai-Eliner et al., 2002). So verdndert der
vorgeburtliche Einfluss von Stress die Aktivitit der Hypothalamus-Hypohysen-
Nebennierenrinden-Achse (hypothalamo-pituitary-adrenal axis, HPA) und damit die
Corticosteron Sekretion mit andauernder Wirkung bis ins Erwachsenenalter (Vallee et
al., 1997). Adulte, pranatal gestresste Ratten zeigen dngstliches Verhalten im EPM, eine
gesteigerte Lokomotion im OF und einen erhdhten Corticosteronspiegel (Vallee et al.,
1997). Die restriktiv aufgezogenen Tiere dieser Studie zeigen ein &dhnliches
Verhaltensprofil. Da die HPA-Achse iiber die Amygdala aktiviert wird, sollte eine
geringere Hemmung der Amygdala, hervorgerufen durch eine verdanderte DAerge und
5-HTerge Innervationsdichte, zu einer stirkeren Aktivierung der HPA-Achse fithren
und so eine erhohte Corticosteron Ausschiittung verursachen, wie sie bei isoliert

aufgezogenen Ratten zu finden ist (Gamallo et al., 1986; Heidbreder et al., 2000).
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4.2.2 Zur Konditionierung und deren Loschung

Das Meiden von akuten Gefahrensituationen

beruht auf einem Lernvorgang, bei dem die A““‘::fm';“ s?hﬁ:s;:r
Amygdala  eine  prominente  Stellung /m\

einnimmt. Das aktive Vermeidungslernen in i

der Schockbox setzt sich aus zwei
Komponenten zusammen. Zuerst findet eine @

klassische Konditionierung statt, bei der das

Tier lernt, den Ton (CS) mit dem Schock [ Himstomm | [ Striatum |

(UCS) zu assoziieren (Amorapanth et al., Sl v s
2000). Danach lernt das Tier beim Auftreten

des CS ein Verhalten, welches den UCS Abb.4.2.2: Signalfluss beim Konditio-
unterbindet. In unserem Fall ist dies der nierungslernen in der Schockbox
Sprung auf die isolierte Bank, um dem Elektroschock durch den Gitterboden zu
entgehen. Dieser Teil ist eine instrumentelle Konditionierung. Demnach sind bei der
aktiven Vermeidungs-konditionierung LA, BLA und CEA beteiligt (siche Abb.4.2.2).
Der Ton wird iiber thalamische und kortikale Afferenzen der LA vermittelt und
konvergiert dort mit somatosensilblen Inputs des Schocks (Romanski et al. 2004). Der
LA leitet diese Information an den BLA und an den CEA. Der BLA steuert iiber

Verbindungen zum Striatum das Verhalten, um dem Schock zu entgehen. Der CEA ist

fiir die Merkmale der Furchtreaktion wie erstarren und Blutdrucksteigerung zustiandig.

Trotz der Unterschiede in der DA- und 5-HT Innervation gibt es keinen signifikanten
Unterschied zwischen Gehege- und Kéfigaufzuchten in der Konditionierungsphase. Das
ist erstaunlich, denn DA spielt in der Amygdala bei der Konditionierung eine wichtige
Rolle. Die DA Ausschiittung steigt beim Erlernen der Konditionierung stark an, daher
konnten die Kéfigaufzuchten auf Grund ihrer hoheren DA Faserdichte hier sogar besser
Lernen als Tiere aus Gehegeaufzucht (Phillips et al., 2002).

Beide Gruppen machen iiber die Wiederholungen signifikant weniger Fehler. Dieses
Ergebnis steht in Einklang mit fritheren Ergebnissen unserer Arbeitsgruppe (Winterfeld
et al.,, 1998). In der Trainingsphase zum Zeitverzogerungstest, die ebenso wie die
Trainingsphase im Schockboxversuches eine Konditionierung darstellt, schnitten Kéfig-
wie Gehegetiere gleich gut ab (Winterfeld et al., 1998). Bei der stirnhirnabhidngigen

Loschung der Konditionierung zeigt sich hingegen ein hochsignifikanter Unterschied
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zwischen den Gruppen. Die Kifigtiere springen beim Ertonen des CS weiterhin auf die
isolierte Bank. Sie konnen nicht adidquat auf die verdnderten Bedingungen reagieren.
Wie beim Zeitverzogerungstest sind die Kifigtiere bei stirnhirnabhingigen Leistungen

schlechter (Winterfeld et al., 1998).

Der PFC ist als hochstes assoziatives Zentrum wesentlich an der Kontrolle iiber die
Amygdala und im besonderen an der Furchtbewéltigung beteiligt (Morgan et al., 1993).
Wie der PFC seine Kontrolle liber die Amygdala ausiibt, erklért sich folgendermafen:
Durch die Erregung GABAerger Interneurone in der Amygdala ist der PFC in der Lage,
die kortikalen und thalamischen Eingénge in die Amygdala zu hemmen und so die
Aktivitdt der Amygdala zu ddmpfen (Morgan et al., 1993; Rosenkranz and Grace, 1999;
Rosenkranz and Grace, 2001; Rosenkranz and Grace, 2002). Der Gegenspieler des PFC
stellt die aus der VTA stammende DAerge Innervation des basolateralen Komplexes da.
Durch die DA Ausschiittung in dem BLA werden die glutamatergen Efferenzen des
PFC prasynaptisch gehemmt (Rosenkranz and Grace, 2001), d.h. der hemmende und
kontrollierende Einfluss des PFC gemindert.

Die bei Kéfigaufzuchten erhdhte DA Faserdichte in der Amygdala sollte mit einer
verstirkten DA Ausschiittung einhergehen, wie sie auch bei sozial isolierten Ratten
gefunden wurde (Lapiz et al., 2003). Eine starke DA Ausschiittung diirfte eine stirkere
Hemmung der prifrontalen Efferenzen bewirken. Dies bedeutet, dass bei den
Kéfigaufzuchten die fiir die Dampfung der Einginge notwendigen hemmenden
Interneurone in geringerem Umfang aktiviert werden und dadurch die Loschung der
Konditionierung gestort ist. Da gerade bei Furcht und Stress die DA Ausschiittung in
der Amygdala stark ansteigt (Inglis and Moghaddam, 1999), wird bei der akuten
Stresssituation in der Schockbox der kontrollierende Einfluss des PFC am stédrksten
geschwicht. Ein weiterer Grund fiir die gestorte Loschung ist im PFC selbst zu suchen,
denn bei Kiéfigtieren ist die DA Faserdichte im medialen PFC um tiber 50% verringert
(Winterfeld et al., 1998). Es liegt nahe, dass dadurch auch der Output des PFC veridndert
sein sollte. Dies sollte zu einer verminderten Kontrolle des PFC iiber die Amygdala

fiihren, was wiederum die Loschung der Konditionierung beeintrachtigen miisste (siehe

Abb.4.2.2).
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Abb.4.2.2: Vereinfachte Darstellung der Interaktion PFC und VTA in der LA. Bild (A) zeigt
die Situation bei Gehegeaufzucht und (B) bei Kéfigaufzucht. In (B) sind glutamaterge PFC
Efferenzen reduziert und DAerge VTA Efferenzen erhoht. Dies fithrt zu einer verminderten
Ansprache der GABAergen Interneurone (gelb) und so zur Enthemmung der Pyramidenzellen

(schwarz).

Zusammengefasst bedeutet dies, dass Tiere aus restriktiver Isolationsaufzucht eine
mangelhafte Inhibition der Amygdala besitzen. Restriktiv aufgezogene Tiere haben
demnach nicht nur eine Stérung préfrontaler kognitiver Funktionen (Arbeitsgedédchtnis,
Vermeidungsstrategiebildung), sondern gleichzeitig auch eine strukturelle und
funktionelle Storung limbischer Aspekte, was sich in einer gestdrten Angstbewailtigung

aullert.
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5 Fazit

Der Einfluss der Umwelt stellt einen nicht zu unterschétzenden Faktor in der Reifung
des Gehirns dar. Die vorliegende Studie zeigt, dass gerade solche Hirnstrukturen
besonders sensibel auf Umweltfaktoren reagieren, die entscheidend an der
Emotionsverarbeitung beteiligt sind. So wirkt sich eine restriktive Aufzucht, wie frithere
Studien unserer Arbeitgruppe gezeigt haben, nicht nur auf den préfrontale Kortex,
sondern auch auf subkortikale limbische Strukturen aus. Da fiir die Verarbeitung von
Furcht und Angst das Zusammenspiel des priafrontalen Kortex mit den spezifischen
Kernen der Amygdala entscheidende Bedeutung hat, sollten diese Strukturen des
Gehirns im Rahmen einer funktionellen Bewertung von emotionalen Verhalten stets
einer ganzheitlichen Betrachtung unterliegen. Sieht man die Ergebnisse der
vorliegenden Studie vor dem Hintergrund der klinischen Relevanz fiir
Angsterkrankungen, so ergeben sich konkrete Forderungen. Die psychotherapeutische-
und pharmakologische Behandlung von Angsterkrankungen konnen als eine
Verstirkung der Hemmung auf die Amygdala erkldrt werden (Gorman et al., 2000).
Wie die vorliegende Studie zeigt, sollten neben einer genetischen Pridisposition die
Umwelteinfliisse wihrend der Entwicklung einen erheblichen Beitrag zur Ausbildung
einer Vulnerabilitét leisten. Hier ist vor allem die extrem langsame Dopaminreifung im
Kindesalter als eine kritische Phase zu betrachten, da in dieser Zeit die betreffenden

Hirngebiete auf Grund ihrer hoch plastischen Potenzen besonders storanfillig sind.

Da sich die Aufzuchtsbedingungen so gravierend auf Gehirn und Verhalten auswirken,
miissen die Ergebnisse dieser Studie auch vor dem Hintergrund der Tierhaltung kritisch
betrachtet werden. Vor allem die Labor- und Nutztierhaltung findet meist unter
restriktiven Bedingungen statt. Das Tierschutzgesetz verbietet eine Haltung, die dem
Tier ,,erhebliches Leiden* zufiigt. Unser Tiermodell 146t die SchluBfolgerung zu, dass
restriktiv aufgezogene Tiere unfihig sein sollten, ihre Angste zu bewiltigen. Diese
Tiere sollten einem erheblichen Leiden ausgesetzt sein. Es darf nicht mehr davon
ausgegangen werden, dass in eine restriktive Umwelt geboren werden Tiere nicht
leiden, sondern sie gerade deswegen zeitlebens einem erheblichen Leiden ausgesetzt

sein sollten.
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