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Einleitung

2 Einleitung

2.1 Circadiane Rhythmik

Der Begriff der circadianen Rhythmik entstammt dem Wissenschaftsgebiet der
Chronobiologie, einem Teilgebiet der Biologie, das sich unter anderem mit den
zeitlichen und periodischen Lebensvorgdngen auf zellulérer, organbezogener
und gesamtorganischer Ebene befasst. Diese Rhythmik, die endogen im Orga-
nismus reguliert wird, besitzt eine Periodizitat von nahezu 24 Stunden. Daher
wurde der Begriff “circadian® [lat. circa; dies Tag] gepragt, der soviel wie “unge-
fahr ein Tag® bedeutet. Den Menschen ist dieses Phanomen des Zeitgefuhls be-
kannt und wird im allgemeinen Sprachgebrauch als die “Innere Uhr* (Englisch:
endogenous clock), bezeichnet. Wichtige Bedeutung haben diese autonomen
endogenen Oszillationen fir den Organismus hinsichtlich der Koordination von
endokrinen, physiologischen und biochemischen Vorgangen im Organismus .
Ein Beispiel der Manifestation dieser taglich ablaufenden Rhythmik ist der Schlaf-
Wach-Rhythmus. Aber auch unbewusste Vorgange im Kérper, wie die Variatio-
nen der Vitalparameter, z.B. Kérpertemperatur, Herzfrequenz und Blutdruck, zei-
gen einen tageszeitlich oszillierenden Verlauf 2-4. Neben der Tageszeitenuhr sind
weitere Oszillatoren bekannt, die entweder eine langere oder kiirzere Periodizitat
aufweisen, sogenannte infradiane- (langer als die Tagesperiode) und ultradiane-
(kurzer als die Tagesperiode) Rhythmen. Zustandig fur die Steuerung der inneren
Uhr, gewissermal3en das Uhrwerk der Tageszeitenuhr reprasentierend, ist ein
neuronales Netzwerk mit Sitz im Nucleus suprachiasmaticus des Hypothalamus,
dem wichtigsten circadianen Schrittmacher °. Das System der Tageszeitenuhr
unterliegt Einfliissen von auRen und innen . Diese Einfliisse, wie beispielsweise
Licht beim Tag-Nacht-Wechsel, dienen der Synchronisierung der inneren Uhr auf
einen exakten 24-h-Rhythmus der dann als diurnaler Rhythmus bezeichnet wird.
Dieser Mechanismus wird als Entrainment bezeichnet. Wenn kein externer Sti-
mulus erfolgt, und somit keine Synchronisierung, dann spricht man von einer “frei
laufenden® circadianen Rhythmik. Bei Untersuchungen am Menschen in speziel-
len Laboratorien, in denen der Mensch von der auf3eren Umwelt isoliert wird und

wegen der Deprivation von Uhren oder anderen Zeitindikatoren kein exogenes
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Einleitung

Entrainment stattfindet, stellte sich heraus, dass die Innere Uhr beim Menschen
weiterhin einen nahezu konstanten 24-h-Rhythmus besitzt ’. Bei manchen Indi-

viduen jedoch und bei verschiedenen Saugetieren kann der endogene Rhythmus

jedoch deutlich kirzer oder langer als 24h sein &,

11
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2.2 Der Nucleus suprachiasmaticus (SCN)

Der Nucleus suprachiasmaticus (SCN) ist ein paariges Kerngebiet (Nucleus), lo-

kalisiert im vorderen Hypothalamus unmittelbar dorsal der Sehbahnkreuzung

(Chiasma opticum) und lateroventral des 3. Ventrikels (Abb. 2.1).

Abb. 2.1: Lage des Nucleus suprachiasmaticus (SCN) im Koronarschnitt

durch den Hypothalamus mit benachbarten Kerngebieten

Verwendet wurde eine fluoreszierende anti-AVP (Arginin-Vasopressin) Farbung (grin)
und Kernfarbung (blau). Angedeutet in diesem Ubersichtsbild sind die zahlreichen Ver-
bindungen zwischen den Kerngebieten. SCN: Nucleus suprachiasmaticus, 3V: 3.Ven-
trikel, opt: Chiasma opticum, Stern: Nucleus supraopticus, Pfeil: Nucleus paraventricu-

laris. VergroRerung x100
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2.2.1 Zytoarchitektonik des Nucleus suprachiasmaticus

Der Nucleus suprachiasmaticus ist in zwei bilateral symmetrisch angeordnete
Subkerngebiete unterteilt, die jeweils aus ungefahr 10.000 Neuronen bestehen °.
Diese Nervenzellen gehdren zu den kleinsten Neuronen im Gehirnbereich
(Durchmesser der Zellsomata: 7 bis 11um) 81011 Die Subkerngebiete werden
anhand ihrer Lokalisation, Morphologie und Neuronenverteilung in einen vent-
rolateralen (VISCN) und einen dorsomedialen (dmSCN) Nucleus unterteilt . In
der Literatur werden diese zwei Anteile auch als “Shell“ [engl. Schale] und “Core*
[engl. Kern] bezeichnet. Das ventrolaterale Kerngebiet entspricht dem “Core*,
und der dorsomediale Anteil wird der “Shell“ zugeordnet 213, Die Neurone im
Shell-Bereich sind morphologisch kleiner und haben weniger dendritische Ver-
zweigungen, sie finden sich in héherer Anzahl und sind dichter gepackt als die
Neuronenverbande des Core-Bereiches 4. Ein nicht zu vernachlassigender An-
teil im SCN sind die Astrogliazellen, die etwa 1/3 der Gesamt-zellpopulation im
SCN ausmacht!®, Wahrscheinlich spielen die Astrogliazellen ebenfalls eine

Schlusselrolle im lichtabhangigen Entrainment Prozess 1°.

2.2.2 Chemoarchitektur des Nucleus suprachiasmaticus

Nicht nur anhand seiner Morphologie kann der Neuronenkomplex des SCN be-
schrieben werden, sondern auch durch die Verteilung der Neurotransmitter bzw.
Neuropeptide, die im Kerngebiet synthetisiert werden oder im Terminalformatio-
nen des SCN beobachtet werden kénnen. Den grof3ten Anteil unter den intrin-
sisch synthetisierten Peptiden macht das AVP (Arginin-Vasopressin) aus. AVP
kommt in bis zu ca. 37% der Neurone des SCN vor, diese sind hauptsachlich im
dorsomedialen Nucleus (dmSCN) lokalisiert. Viele Neurone im ventrolateralen
SCN exprimieren die Peptide VIP (Vasointestinales Peptid) und PHI (Peptid His-
tidin-lsoleuchin), ihr Anteil betragt bis 24% der Gesamtneuronenpopulation. Ne-
ben den oben genannten Substanzen findet man noch weitere neuroaktive Sub-
stanzen, wie Calretinin, Somatostatin, GRP (Gastrin-releasing Peptid), Enkepha-

lin, Substance P und Neurotensin114.17,

13
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2.2.3 Das suprachiasmatische Arginin-Vasopressin (AVP)- System

Arginin-Vasopressin (ADH; Synonym: Antidiuretisches Hormon) ist ein
Neuropeptid bestehend aus neun Aminosauren und einer Disulfidbriicke als
Ringschluss zwischen Cystein 1 und 6.

Cys—Tyr—Phe—Gln—Asn—Cys—Pro—Arg—GIy—NH2
Abb. 2.2: Primarstruktur von Vasopressin

Cys=Cystein, Tyr=Tyrosin, Phe=Phynylalanin, GIn=Glutamin, Asn=Asparagin,
Pro=Prolin, Arg=Arginin, Gyl=Gycin

Der Name bezieht sich auf seine gefalRverengende Wirkung im Organismus (lat.
Vas = Gefal3, lat. pressus = Druck) nach Gabe von pharmakologisch hohen Do-
sierungen. Es wird von Neuronen im Hypothalamus, insbesondere im Nucleus
supraopticus und Nucleus paraventricularis, gebildet, Gber neuronale Verbindun-
gen zum Hypophysenhinterlappen transportiert und dort in den Blutkreislauf ab-
gegeben. Das Neuropeptid hat - als Folge davon - seine wichtigste Funktion in
der Regulierung des Wasserhaushaltes und des Blutdrucks *. AVP ist auch das
Hauptpeptid des SCN. Seine Konzentration unterliegt hier der circadianen Rhyth-
mik. Die Aufgabe von AVP im SCN ist wahrscheinlich eine Beeinflussung der
Generierung und Aufrechterhaltung der circadianen Rhythmik und der Signalwei-

tergabe vom SCN in vegetative Zentren des Hypothalamus und des Hirnstamms
19
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2.2.4 Verbindung des Nucleus suprachiasmaticus

Das neuronale Netzwerk des Nucleus suprachiasmaticus erhalt eine Vielzahl von
Informationen von zahlreichen Regionen des Gehirns; im Gegenzug verlassen
viele fugale Verbindungen das Kerngebiet. Gleichzeitig sind prominente Verbin-
dungen zwischen den bilateral gelegenen Kernkomplexen des SCN untereinan-

der beschrieben.

2.2.4.1 Afferenten Verbindungen

Exogene Informationen, die zum SCN fuhren, haben die Funktionen modulierend
auf das Kerngebiet einzuwirken und somit das Entrainment, die Synchronisation,
der freilaufenden endogenen Periodizitat im SCN zu induzieren. Unter den zahl-
reichen suprachiasmaticopetalen Verbindungen, werden drei als Hauptafferen-
zen definiert: Die mit Abstand wichtigste Verbindung zum SCN und essentiell fur
das Entrainment ist die Verbindung von der Retina zum SCN. Diese Verbindung
wird als Tractus retinohypothalamicus (RHT) bezeichnet und wurde bereits 1972
erstmals bei Ratten beschrieben?%?!. Diese Faserverbindungen entstammen
speziellen Rezeptoren der Retina und verlaufen entlang des optischen Nervs, um
im Bereich der Sehbahnkreuzung (Chiasma opticum) diesen zu verlassen und
dann hauptsachlich den ventrolateralen Anteil des Nucleus suprachiasmaticus zu
innervieren 22, Weiterhin wird eine optische Verbindung zum SCN beschrieben,
die vom Corpus geniculatum laterale (CGL), hier speziell vom intergenicularen
Blatt (=intergeniculate leaflet = IGL) ausgeht 22. Das IGL ist ein Bestandteil des
Thalamus und besitzt die Aufgabe, bestimmte Komponenten des Seheindrucks
bereits eingangsseitig zu bearbeiten. Es ist eine wichtige Schaltzentrale der op-
tischen Information, die méglicherweise nicht an den visuellen Cortex im Grof3-
hirn weitergeleitet wird, sondern vegetativen Regelmechanismen dient. Diese
Verbindung vom IGL zum SCN wird als Tractus geniculohypothalamicus bezeich-
net und dient in der ersten Linie der Triggerung (Genese und Erhaltung) der cir-
cardianen Rhythmik 4. Die dritte Hauptafferenz - und besonders gut untersucht
- sind Verbindungen aus dem Mittelhirn (Mesencephalon); sie haben ihren Ur-

sprung in den serotonergen Raphe-Kernen®. Weiterhin werden afferente Verbin-
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dung zum SCN beschrieben, die aus dem limbischen System (ventrales Subicu-
lum und infralimbischer Cortex) entstammen ! und ebenfalls Einfluss auf die cir-
cadiane Rhythmik nehmen. Eine weitere, rAumlich relativ nahe Verbindung inner-
halb des Hypothalamus beschreiben Moga et al. (1995) ?°. Sie visualisierten Fa-

serverlaufe aus dem Nucleus paraventricularis (NPV) zum SCN.

Thalamus
GHT 1oL
RHT /
|  Retina #————————9p| SCN
Hypothalamus
S : Nuclei
raphes
Hirnstamm

Abb. 2.3: Die Hauptafferenzen zum SCN

SCN: Nucleus suprachiasmaticus, IGL: Intergeniculares Blatt des Corpus geni-
culatum laterale, RHT: Tractus retinohypothalamicus, GHT: Tractus geniculohy-
pothalamicus
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2.2.4.2 Efferente Verbindungen

Der Nucleus suprachiasmaticus besitzt eine Vielzahl von fortfiihrenden, fugalen
Verbindungen. In der Literatur wurden bisher mindestens 18 dieser Efferenzen
beschrieben, die zu Strukturen in verschiedensten Teilen des Gehirns flhren.
Diese hohe Anzahl unterstreicht nicht nur die zentrale Bedeutung des Kernge-
bietes und dessen Aufgabe, sondern sie verdeutlicht auch, wie sehr der Organis-
mus der circadianen Rhythmik unterworfen ist. Eine besonders wichtige intrahy-
pothalamische suprachiasmaticofugale Projektion ist die Verbindung zwischen
SCN und dem paraventrikularen Kerngebiet (NPV) bzw. den subparaventrikula-
ren Arealen 26, Durch diese Verknupfung wird eine polysynaptische Verbindungs-
kaskade aufgebaut, die auch die Epiphyse (Pinealorgan) einschlie3t (Abb. 2.4)
27, Dabei werden Informationen aus dem SCN in das epithalamische Pinealorgan
gesandt, die ihre Bedeutung in der Steuerung der Ausschittung des Hormons
Melatonin besitzen. Melatonin wiederum hat riickkoppelnde und modulierende
Wirkung auf den SCN 222°, Dies deutet die enge Verknipfung der circardianen
Sekretionsrhythmik im Pinealorgan mit der Aktivitat des zentralen Rhythmusge-
bers an (Abb. 2.4). Enge Verbindungen zu liberin- oder statinsezernierenden
Nervenzellverbanden lassen zahlreiche Einflisse auf das Endokrinium vermuten
30, Die vom SCN ausgehenden fugalen Verbindungen wurden zusammenfassend
von Watts et al. (1987)% beschrieben. Diese efferenten Bahnen zu vielen Berei-
chen des Gehirns sind in Tabelle 1 zusammengestellt und zeigen die Verzah-
nung der circadianen Uhr im SCN mit dem Gesamthirn und deuten letzten Endes
deren Bedeutung fur den Organismus an. Relativ wenig ist Uber Unterschiede im
Verschaltungsmuster des SCN bei Saugetieren bekannt, bei denen bestimmte
Komponenten dieses suprachiasmatischen Verbindungsnetzwerkes fehlen. So
konnen Mausestamme beobachtet werden, die entweder erblindet sind oder de-

nen die pineale Rickmeldung zum SCN Uber Melatonin fehlt.

17
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Abb. 2.4: Der SCN und der Signalweg von Melatonin

Schematische Darstellung der komplexen polysynaptischen Verschaltung vom
SCN im Hypothalamus bis zum Pinealorgan (Epiphyse) des Epithalamus und der

hormonellen Feedbackschleife zurtick zum SCN.
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Tabelle 1: Die Zielgebiete der Efferenzen des Nucl. suprachiasmaticus

Ziel-Kerngebiet Lokalisation im Gehirn

Nucleus septalis . '
. . . Tiefes medianes Telencephalon
intermediolateralis

Epiphyse Epithalamus

Nucl. parataenialis

Corpus geniculatum laterale Thalamus

Nucl. paraventricularis thalami

Area hypothalamica anterior et posterior

Area praeoptia medialis (MPA)

Area praemamillaris (PMA)

Nucl. anteroventralis

periventricularis

Nucl. dorsomedialis

Nucl. paraventricularis hypothalami Hypothalamus
(PVN)

Nucl. supraopticus

Nucl. ventromedialis

Bereich nahe Nucl. arcuatus

Zona incerta (ZI)

Subparaventriculare Zone (SPa)

Nucl. praetectalis Mittelhirn

periaguaduktales Grau Hirnstamm

19
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2.2.4.3 Kommissurale Verbindungen

Zu der grofRen Anzahl der extrinsischen Verbindungen findet man dartber hin-
aus auch Verbindungen zwischen den beiden bilateral angeordneten suprachi-
asmatischen Kernanteilen. Bisher sind wenige Verbindungen zwischen dem lin-
ken und dem rechten Kerngebiet beschrieben. Tracer-Studien zeigten Hinweise
auf eine doppellaufige Verbindung 3223, Aus immunhistologischen Untersuchun-
gen konnte geschlossen werden, dass es sich um AVP- und VIP-haltige Fasern
handelt 3*. Neue elektrophysiologische Untersuchungen haben gezeigt und be-
statigen letztendlich, dass Uber diese bilaterale Verbindung die Erregung eines
Kerngebietes zu einer messbaren synaptisch evozierten Reaktion des kontrala-
teralen Kerngebiets fuhrt. Diese synchronisierende gegenseitige Aktivierung zwi-
schen den beiden Kernanteilen wird hauptséachlich tber den Neurotransmitter
Glutamat vermittelt 3%, Obwohl in der Vergangenheit gezeigt wurde, dass beide
Kerngebiete unabhangig voneinander arbeiten 3¢ und jeder fir sich einen Rhyth-
mus generieren kann ¥, fuhrt eine Schadigung eines der beiden Kernanteile zu

Veranderungen der freilaufenden Periodik 3.

2.2.4.4 Intranukleare Verbindungen

Die beiden anatomischen Untereinheiten Shell und Core konnten bereits anato-
misch beschrieben werden, jedoch sind die Verbindungen innerhalb des SCN
kaum bekannt. Allerdings ist nachgewiesen, dass die beiden genannten Un-
tereinheiten direkt miteinander verknupft sind 3. Diese intrinsische Verkniipfung
ist unabdingbar fir eine regelrechte Synchronisierung der zelluléar erzeugten cir-
cadianen Rhythmik 3940,

Bisher ist, wie durch die vorhergehende Ausfiihrung belegt, das neuronale Ver-
schaltungsmuster des SCN nur in relativ groben Ziigen bekannt. Insbesondere
fehlen Angaben zur suprachiasmatischen Einbindung in die nahe hypothalami-
sche Umgebung und zu dessen intrinsischen Verschaltungen. Die genauere
Analyse dieser Verbindungen scheint daher ein lohnendes Ziel im Hinblick auf

die Wirkungsweise des SCN innerhalb des Hypothalamus zu sein.
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2.3 Fragestellung
Mit dieser Arbeit sollen die nahen fugalen und petalen Verbindungen des Nucleus
suprachiasmaticus anhand von Tracer Untersuchungsverfahren naher charakte-

risiert werden. Dabei sollen insbesondere folgende Fragen geklart werden.

1. Wie sind die efferenten und afferenten Faserverlaufe vom SCN in ihrem
Verlauf organisiert?

2. Bestehen qualitative Unterschiede zwischen den intrinsischen und den na-
hen extrinsischen Faserverlaufen im- und um den SCN?

3. Sind Unterschiede im chemoarchitektonischen Profil im SCN unterschied-

licher Mausestamme erkennbar?
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3 Material und Methoden

3.1 Haltung der Versuchstiere und Kontrolle der Haltungsbedingung

Es wurden insgesamt 10 weibliche nicht trachtige Laboratoriumsméuse (Mus
musculus) vom Typ C3H/HeNCrl und C57BL/6NCrl zu Versuchszwecken ver-
wendet. Die Mause waren zum Zeitpunkt der Lieferung 6 Wochen alt und stamm-
ten vom Zichter Charles River (Sulzfeld, Germany). Die Mause wurden in Grup-
pen zu jeweils 5 Tieren des gleichen Zuchtstamms pro Kéafig (Makrolonkafig) ge-
halten. Die Versuchskammern, in die die K&fige eingestellt wurden, waren kon-
stant auf etwa 20°C Umgebungstemperatur eingestellt. Eine Schaltuhr war zu-
standig fur einen 12 Stunden hell-dunkel Zyklus. Die Zeitgeber-Zeit, zu der das
Licht angeschaltet wurde, war 07:00 Uhr. Futter (Altromin Control diet for
Rats/Mice) wie auch Wasser stand ihnen ad libitum zur Verfigung. Um die Tiere
zu zahmen (Stressvermeidung bei der spateren Materialgewinnung), wurden die
Mause mehrmals taglich aus dem Kafig aufgenommen und vorsichtig gestrei-
chelt.

3.2 Materialgewinnung
3.2.1 Bendtigte Reagenzien fur die Materialgewinnung

3.2.1.1 Natriumchlorid-Losung (NaCl-Ldsung)

Als Trager- und Spilsubstanz wurde eine sterile 0,9%ige Kochsalzlésung (Braun,
Melsungen, Germany) verwendet. Es handelt sich dabei um eine Lésung in der
Zusammensetzung 9g NaCl p.a in 1000 ml Aqua ad iniectabilia (pyrogenfrei).

3.2.1.2 Heparin-Lésung
Jeweils 500ml der 0,9%igen NaCl-Losung wurde mit 5000 Einheiten unfraktio-

niertem Heparin (Ratiopharm, Ulm, Germany) versetzt. Dieser Volumenansatz

war ausreichend fur die Untersuchung an 10 M&ausen.
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Abb. 3.1: Ausschnitt aus der Struktur von Heparin (nach Albert Gossauer
2006)

3.2.1.3 Phosphatpuffer-Losung (PB)

Es wurde eine 0,2 M Pufferstammldsung aus 22,72 g-I'* Na2HPO4 und 5,4 g-I*
KH2POa4 in Aqua dest. hergestellt. Der pH-Wert wurde unter pH-Meter-Kontrolle
durch Zugabe von 0,2 molarer KH2POas- oder NazHPO4-L6sung auf 7,4 einge-

stellt.

3.2.1.4 Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS)

Es wurde eine 0,2 M Pufferstammlésung aus 9 g-I'*t NaCl -, 0,54 g-I't KH2POas-,
22,72 g-I'* Na2HPOa4 und Aqua dest. hergestellt. Der pH-Wert wurde unter pH-
Meter-Kontrolle mit HCL oder NaOH auf 7,4 eingestellt.

3.2.1.5 Paraformaldehyd (PFA)-LAsung

Paraformaldehyd ist ein Polymer aus mehr als zehn manifesten polymerisierten
Formaldehydmolekdilen. Zur Herstellung von 500ml einer 4%igen PFA-LOsung
wurden 20g Paraformaldehyd in 250ml aqua dest. unter stdndigem Ruhren und
bei einer max. Temperatur 60°C aufgeldst. Durch Zugabe weniger Tropfen einer
IN NaOH-L6sung wurde die Depolymerisation beschleunigt. Anschlie3end
wurde die Losung mit 250ml 0,2M PB aufgefillt und abfiltriert. Der pH betrug 7,4.
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3.2.1.6 Isofluran — Narkose

Fur die Gewinnung des Hirnmaterials wurde Isofluran, ein volatiles Anasthetikum
aus der Gruppe der Flurane mit guter hypnotischer, muskelrelaxierender und
analgetischer Wirkung genutzt 41. Dabei wurde das Fertigpraparat Forene (ab-

bVie, Wiesbaden, Deutschland) aus dem Arzneimittelbereich verwendet.
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3.2.2 Benotigte Reagenzien fur die Immunzytochemie
3.2.2.1 Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS)
Es wurde eine 0,02 M Pufferstammlosung aus 9 g-I't NaCl -, 0,54 g-I't KH2POa-,

2,27 g-I'* Na2HPO4 und Aqua dest. hergestellt. Der pH-Wert wurde unter pH-Me-
ter-Kontrolle mit HCL oder NaOH auf 7,4 eingestellt.

3.2.2.2 Blocking-Ldsung

Verwendet wurde eine 5%ige BSA (Bovine-Serumalbumin) —Blocklésung, herge-
stellt aus 0,05 g-ml* BSA in 0,02 M PBS.

3.2.2.3 Priméarantikdrper

Der Primarantikorper Anti-AVP dient dem Nachweis des Neuropeptids Vaso-
pressin (AVP). Der AVP-Antikérper ist ein polyklonaler Antikdrper, der im Kanin-

chen hergestellt wurde.

Tabelle 2: Verwendeter Prim&rantikorper

Antigen ‘ Wirt ‘ Bezugsquelle ‘VerdUnnung

Arginin-Vasopressin (AVP) ‘ Rabbit (rb) ‘ Labor Prof.Niirnberger ‘ 1:1000

3.2.2.4 Sekundarantikorper

Die Sekundarantikorper sind Fluorophor-gekoppelte mono- bzw. polyklonale Im-
munglobuline vom IgG Typ. Sie waren industriell bereits mit Alexa Fluor® 488-
gekoppelt (= Fluoreszein-lsothiocyanat-Konjugat) und konnten durch selektive
Lichtanregung mit einer Wellenl&ange von 480 nm zu Lichtemission angeregt wer-

den. Sie emittierten dabei griines Licht einer Wellenlange von 510 bis 530 nm.
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Tabelle 3: Verwendeter Sekundarantikorper

lgG ‘ Wirt ‘ Bezugsquelle ‘ Verdinnung
Alexa Fluor® 488 Donkey Molecular Probes, _
USA-Oregon 1:200

donkey Anti-rabbit (dy)

3.2.2.5 Kernfarbung

Fur die korrekte Abgrenzung der Kerngebiete, in denen AVP oder Dil-Fasern
markiert waren, wurde eine DAPI-Kernfarbung angeschlossen. DAPI (= 4',6-Dia-
midin-2-phenylindol) ist eine Fluoreszenzfarbe mit der Eigenschatft, spezifisch die
DNA in den Zellkernen anzufarben 42. Die spektrale Eigenschaft dieser Kernfar-
bung besitzt eine Emission im blauen Farbbereich bei 461nm und einem Absorp-
tionsmaximum von 358nm (Abb. 3.11).

HN

H,N NH

IZ

NH»

Abb. 3.2: Strukturformel von 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)
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3.2.2.6 Natriumazid (NaNs) — Lésung

Bei Natriumazid handelt es sich um ein Natriumsalz der Stickstoffwasserstoff-
saure. Natriumazid verhindert das Wachstum von Mikroorganismen, insbeson-
dere das von Bakterien #’. Die biologische Wirkung beruht auf eine Stérung des
Elektronentransports innerhalb der Atmungskette. Die Stammldsung enthielt 15pl

NaNs pro ml des Losungsmittels H20.

N
NN,
NN

Na_‘.
‘N7

Abb. 3.3: Strukturformel von Natriumazid

3.2.2.7 Eindeckmedium

Verwendet wurde ein fluoreszenzgeeignetes Eindeckmedium (Fluorescence
Mounting Medium, DAKO, Germany) mit der Eigenschaft der besseren Visuali-

sierung und des verzdgerten Ausbleichens der Proben 43,
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3.2.3 Raumliche Voraussetzung fiir Materialgewinnung

Die Mause wurden Uber einem Zeitraum von drei aufeinander folgenden Tagen
zur gleichen Mittagszeit getttet. Dabei wurde auf eine strenge rdumliche Tren-
nung zwischen Haltung und Tétung geachtet, um eine olfaktorisch bedingte Be-

einflussung der noch in den Kéafigen gehaltenen Tiere zu vermeiden.

3.2.4 Perfusionsfixierung

Zunachst wurden die Mause individuell in einem raumlichen getrennten Bereich
gebracht und in eine Inhalationskammer mit bereits verdampften Isofluran gelegt
und narkotisiert. Die Exposition in der Kammer dauerte bis zu dem Zeitpunkt des
Einsetzens der Schnappatmung bei den Tieren. Um die Sedierungstiefe der Tiere
zu bewerten, wurde ein mechanisch induzierter Schmerzreiz direkt nach Ent-
nahme aus der Kammer gesetzt. Dabei zeigte sich die erforderliche Sedie-
rungstiefe durch den kompletten Verlust der Abwehrreaktion. Die Tiere wurden
auf einer Arbeitsflache aus Styropor in Rickenlage, also in Bauchseite nach
oben, fixiert. Die weitere Zufuhr von Isofluran erfolgte Giber eine Atemmaske. So-
dann wurde der Thorax mit der stumpfen Branche einer Schere eroffnet. Dies
erfolgte durch einen Querschnitt entlang der unteren Thoraxapertur und zwei
Langsschnitte entlang der Medioclavicularlinien.

Die nun mobilisierte vordere Thoraxwand konnte nach cranial aufgeklappt wer-
den, sodass das Herz exponiert war. Nach Aufsuchen des linken Ventrikels er-
folgte die Insertion einer Venenverweilkanile der Gré3e 21 Gauge (Braun,
Melsungen, Germany) von der Herzspitze aus in die linke Herzkammer. Uber die
Kanule wurde isotonische 0,9%ige Natriumchlorid-Lésung mit 5000 Einheiten
Heparin (s.0.) zugefuhrt. Um die Perfusion zu erméglichen, wurde der rechte Vor-
hof aufgesucht und eréffnet, um das Blut aus dem Kreislauf zu spulen. Diese
genannten Arbeitsschritte erfolgten in weniger als 30 Sekunden.

Die Tropfgeschwindigkeit fur die Perfusion betrug in etwa zwei Tropfen pro Se-
kunde. Das aus dem rechten Vorhof austretende Blut / Perfusat wurde mit einem
Vakuum, erzeugt durch eine elektrische Pumpe, abgesaugt. Sobald die aus dem

rechten Vorhof austretende Flussigkeit nahezu klar erschien, wurde durch Umle-
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gen eines Dreiwegehahns die NaCl/Heparin-Perfusion gestoppt und die Perfu-
sion mit eisgekuhlter 4%iger Paraformaldehyd-LOsung gestartet. Die Tropfge-
schwindigkeit war ebenfalls auf etwa zwei Tropfen pro Sekunde eingestellt. Die

Perfusionsdauer betrug etwa 5 Minuten.

3.2.5 Materialentnahme und Fixierung

Nach erfolgreicher Perfusion folgte das Herauspraparieren des Gehirns aus dem
Schadel. Dabei wurde die Maus zunachst mit einer Schere dekapitiert und an-
schlieBend der hintere Kopfbereich vom Fell befreit. Der Schadel wurde mit einer
kleinen Knochenzange vom Foramen occipitale major aus sukzessiv eréffnet und
die Calvaria entfernt. Nach Freilegung der gesamten Dorsalseite des Gehirns er-
folgte die Praparation der basalen Abschnitte des Gehirns und das Ablésen der
Hirnnerven von der Schéadelbasis. Dabei wurde jeder Hirnnerv einzeln aufge-
sucht und abgetrennt. Die Praparation des frontalen Abschnitts erfolgte mit einer
Pinzettenschere um den Sehnerv bzw. das Chiasma opticum von der Schadel-
basis zu l6sen. Das freigelegte Gehirn wurde dann in einem Glasgefal? mit 30ml
PFA-L6sung (s.0.) aufgefangen und tUber Nacht im Kihlschrank bei 7°C nachfi-

xiert.

3.3 Gewebeaufbereitung

Die in PFA fixierten Gehirne wurden auf eine Arbeitsplatte Gberfiihrt und mit
Stecknadeln so fixiert, dass die Hirnbasis nach oben zeigte (Abb. 3.4). Es folgte
die Inspektion des Praparats auf Fixierungsqualitat wie auch auf Praparations-
schaden. Danach wurde die Sehbahnkreuzung (Chiasma opticum) aufgesucht.
Mit einer Rasierklinge erfolgte ein Schnitt in der Koronarebene durch das zentrale
Chiasma opticum hindurch. Ebenso wurde das hintere Drittel des Gehirns durch
einen Frontalschnitt entfernt um das senkrechte Aufstellen (bezogen auf die
Langsachse des Gehirns) auf der Arbeitsflache zu erméglichen (Abb. 3.5). Die
Inspektion der Schnitte erfolgte unter Lupenvergrof3erung mit einem Operations-
mikroskop (OPMI 1-FR, Carl Zeiss, Germany).
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Abb. 3.4. Gewebeaufbereitung

Die Gehirne wurden auf eine Styroporplatte (Arbeitsplatte) mit zwei Nadeln fixiert.
Dabei erfolgte unter VergroRerung das Aufsuchen des Zielgebietes und das An-
fertigen der Frontalschnitte mit Hilfe einer Rasierklinge.

Abb. 3.5: Hirngewebe nach dem Zuschneiden
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3.4 Neurotracing - Durchfihrung der Studien zur Analyse der

neuronalen Verbindungen
3.4.1 Bendtigte Reagenzien

3.4.1.1 Der Tracer - Dioctadecyl-Tetramethylindocarbocyanil (Dil)

Um die Verlaufe der neuronalen Verbindungen des SCN darzustellen, wurde in
das Hirngewerbe Dil (=1,1'-dioctadecyl-3,3,3'3'-tetramethylindocarbocyanin

perchlorat) appliziert. Bei Dil (Invitrogen, Carlsbad, USA) handelt es sich um eine
extrem lipophile Substanz. Sie hat die Eigenschaft, sowohl in fixiertem als auch
in vitalem neuronalem Gewebe aufgenommen zu werden und innerhalb der Lip-
idphase von Zellmembranen (so entlang von axonalen Fortsatzen) retrograd und
anterograd zu diffundieren 4446, Aufgrund der molekularen Organisation der ent-
haltenen konjugierten Doppelbindungen dieser Substanz emittiert sie ein orange-
rotes Licht mit einer Wellenlange von A=565nm bei einer Anregung mit A=550nm.

H3C CH3 H3C CH3
)— CH=CH-CH
' \
(GHa)7 (CHy)4 5
CH3 CH3
cio,

Abb. 3.6: Strukturformel von Dioctadecyl-Tetramethylindocarbocyanil (Dil)
(Invitrogen 2014)
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3.4.2 Tracer - Applikation

Unter lichtmikroskopischer VergréRerung erfolgte die Applikation des Tracers
entweder in den peri- bzw. paraventrikularen Bereich zum 3. Ventrikel oder direkt
in den SCN (Abb. 3.7). Die Entnahme eines Dil-Kristalls geschah unter Zuhilfe-
nahme einer feinen Punktionsnadel (TeWa®) der Gré3e 30 Gauge. Alle nachfol-
genden Schritte wurde unter Lupenkontrolle (Operationsmikroskop, s.0.) vorge-
nommen. Der Kristall wurde unter leichtem Druck in das Hirngewebe hinein punk-
tiert. Nach der Applikation erfolgte die Inkubation (Dil-Diffusion) im Warme-
schrank bei 37°C. Dazu befand sich jedes Gehirn in einem gesonderten Behélter,
der mit 30ml 0,1M PB-L6sung und 450ul NaNs geflllt war. Die Dauer der Inkuba-
tion betrug unter diesen Bedingungen 3 Wochen bei einer Diffusionsgeschwin-
digkeit des Tracers im lipophilen Gewebe von 0,2 - 0,6 mm -d1 48,

'3V

7 SRS 7 L il X e et S Ll

L d

Abb. 3.7: Applikationsort

Die Applikation erfolgte unter Lupenvergréf3erung in den peri- bzw. paraventrikularen
Bereich des Hypothalamus (rote Raute) oder in eine der bilateralen SCN-Komponenten

(grine Raute). 3V: 3. Ventrikel, opt: Chiasma opticum.
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3.5 Herstellung der Gewebeschnitte

3.5.1 Kryoprotektion

Nach der dreiwtchigen Inkubationsdauer wurden die Hirnpréparate zunachst mit
0,1M PB-L6sung gespult, auf Raumtemperatur gebracht und anschlieRend in
aufsteigender Saccharose-L6sung inkubiert. Beginnend in 30ml einer 10%-Sac-
charose Losung fur zwei Stunden folgte die weitere Inkubation fir 6 Stunden in
30ml einer 20%-Saccharose-Losung und zuletzt fir mindestens 24 Stunden in
30ml einer 30%-Saccharose Losung. Dabei war das Absinken der Préaparate auf
den Boden ein Zeichen fir die vollstandige Infiltration mit Saccharose und flr
hinreichenden Gefrierschutz. Dieser war notwendig, um die Zellstruktur beim Ge-
frieren fur das Kryostatschneiden zu erhalten und nicht durch Bildung grol3erer

Kristalle zu zerstoren.

Tabelle 4: Ansatz fur Saccharose-Ldsung

. Saccharose
Konzentration Gesamtlésung 0,1M PB L6sung
Menge
10% 30mi 39 30ml
20% 30ml 69 30ml
30% 30ml 99 30ml

3.5.2 Schneidetechnik am Kryostaten

Im Anschluss wurden die Praparate mit Trockeneis schockgefroren. Die gefrore-
nen Gewebebldcke wurden mit Tissue-Tek® (O.C.T, USA) auf die kryostatspezi-
fische Probehalter aufgefroren, wobei auf exakte Ausrichtung der Frontalebene
geachtet wurde. Die Praparate wurden hauptséchlich in der Koronarebene mit
dem Kryostat-Mikrotom (CM 3050, Leica, Germany) geschnitten. Die Schnittdi-
cke der Praparate betrug 18um. Dabei zeigte sich mit folgenden Einstellungen

sehr gute Schnittergebnisse:
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Kammertemperatur = -24°C; Objekttemperatur = -22°C bis -23°C. Aufgefangen
wurden die Praparate auf beschichtete Objekttrager (Thermo-Scientific). Die Préa-

parate wurden im Anschluss im Kihlschrank bei -30°C bis zur weiteren Bearbei-

tung gelagert.
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3.6 Immunhistochemie der Gewebeschnitte

Alle Gewebeschnitte wurden unter Nutzung der indirekten Fluoreszenzimmun-
histochemie angeféarbt. Dabei fanden alle Arbeiten in lichtgeschutzten und abge-
dunkelten Raumen statt. Auf die Objekttrager wurden zunéchst spezielle Inkuba-
tionsdeckplatten gezogen (Shandon Coverplate, Thermo Scientific, USA). Die
Kombination aus Objekttrager mit Deckplatte wurde in einem daflr vorgesehe-
nen Halteapparat in einem Auffangbecken eingesteckt. Diese Deckplatten-Me-
thode diente der Einsparung von Reagenzien und der gleichmaRigen Inkubation
der Schnitte. Die hinzu pipettierten Lésungen befanden sich in einem Kapillar-
spalt zwischen Objekttrager, zu farbendem Schnitt und den Inkubationsplatten;
das Volumen dieses Spaltraums umfasste ca. 200pl.

Mit dieser Hilfsplatte konnte eine Antikdrper-sparende gleichmalige Inkubation

Abb. 3.8: Shandon Coverplate

der Praparate erreicht werden.
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3.6.1 Prinzip der Immunhistochemie

Die Analyse der AVP-Verteilung der verschiedenen Kerngebiete, die Dil gefarbte
Faserprofile aufwiesen, erfolgte mit Hilfe immunzytochemischer Methodik. Das
Prinzip der Immunzytochemie basiert auf dem Nachweis von spezifischen Anti-
korperbindungen am peptidergen Antigen im Schnittpraparat 4°. An den Komplex
aus spezifischen Primarantikorper und Peptidantigen wird dann ein zweiter Anti-
korper, welcher gegen das Fc-Ende des Primarantikdrpers gerichtet ist, gebun-
den. Dieser Sekundarantikdrper kann nun wiederum mit einem Farbstoff (direkt
sichtbar oder fluoreszierend), einem Enzym fiur die Katalyse von Farbreaktionen
oder als Briuckenantikorper fur komplexere Farbungssysteme fungieren. In der
vorliegenden Arbeit wurden ausschlie3lich Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelte Se-
kundarantikorper verwendet und der Nachweis erfolgte auf lichtmikroskopischer
Ebene direkt mit dem Fluoreszenzmikroskop oder dem Laser-Scanning Mikro-

skop 0.
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Fluoreszenz-
" marker

Sekundarantikorper

Primarantikérper

Antigen

Gewebe

Abb. 3.9: Prinzip der Immunhistochemie

Alexa Fluor 488

— Sekundéarantikérper
aus Esel

—— Primarantikdrper
aus Kaninchen

Gewebe
Abb. 3.10: Doppelmarkierung mit Arginin-Vasopressin und Dil-Tracer
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3.6.2 Farbeprotokoll

Tabelle 5: Farbeprotokoll fir die Immunfluoreszenz-Darstellung

Schritt Reagenz Zeit
1 Rehydrierung 0,02M PBS 3 x5 min
Blockung unspezifischer Bin-
2 dungsstellen BSA-L6sung 30 min
(200pl / Objekttrager)
3 1. Inkubation mit Primar-AK Priméarantikorper- o4 h
(200ul / Objekttrager) Lésung
4 Waschen 0,02M PBS 3 x5 min
_ ) Sekundarantikor-
2. Inkubation mit Sekundar-AK _
5 ) per- 60 min
(200ul / Objekttrager) )
LOsung
6 Waschen 0,02M PBS 3 x5 min
Kernfarbung .
7 ) DAPI-L6sung 5 min
(200ul / Objekttrager)
Waschen 0,02M PBS 3 x5 min
Eindeckeln DAKO-LOsung
10 | Lagerung im Dunkeln bei 4°C Tage - Wochen
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3.7 Konfokale Mikroskopie

Die Auswertung der Gewebeproben wurde mit einem Laser-Scanning-Mikroskop
(LSM; Olympus Fluorview 1000 mit Software FV10-ASW) durchgefihrt. Die An-
regung der Fluoreszenz erfolgte durch einen Helium-Neon Laser (Wellenlange
543nm), Argon Laser (Wellenlange 458 bis 515nm) und eine near-UV Laser
(Wellenlange 405nm). Somit konnten die Fluorophore Alexa Fluor 488 gekoppel-
ten Sekundarantikdrper, die Dil-Fasern und die DAPI-Kernfarbung angeregt und
deren Emissionslicht digitalisiert werden (Abb. 3.11). Anschlie3end erfolgte die
Nachbearbeitung der Bilder mit dem Bildbearbeitungsprogramm GIMP und Op-
tics Pro 8® (DxO Labs, USA) unter Mac OSX.

DAPI Alexa Fluor 488 Dil
v v

100

75

50

Relative Intensity (%)

251"

300 400 500 600 700
Wavelength (nm)

Abb. 3.11: Emissionsverhalten der verwendeten Fluorophore bei den unter-

schiedlichen Anregungswellenldngen

Grafische Darstellung der Anregungs- (gestrichelte Linien) und Emissionswellenlangen
(durchgezogene Linien) fur die verwendeten Fluorophore.
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4 Ergebnisse

4.1 AVP Verteilung im Hypothalamus

Die vasopressinhaltigen Neurone wurden in den folgenden Kerngebieten und Re-
gionen immunzytochemisch nachgewiesen: Nucleus suprachiasmaticus (Abb.
4.1 D-F, D1-D3), Nucleus supraopticus (Abb. 4.1 G-I), Nucleus paraventricularis
(Abb. 4.1 A; B; C), Nucleus periventricularis (Abb. 4.3 D), Area hypothalamica
lateralis und in wenigen Zellsomata der lateralen Portion des Nucl. paraventricu-
laris, die der Zona incerta gendhertist (Abb. 4.4 A; D). Von diesen Kerngebieten
zeigen sich eine Vielzahl von Projektionen zu den Kerngebieten untereinander
aber auch Verbindungen zu anderen Teilen des Hypothalamus. Nicht fir alle tin-
gierten Fasern konnte die Ursprungsneurone eindeutig bestimmt werden. Eine
Differenzierung zwischen efferenten und afferenten Fasern war nicht maoglich
(Abb. 4.4 A; C).

Die Neurone im Nucleus paraventricularis zeigen eine vergleichsweise diskrete
Verteilung mit komplexen Faserverlaufen zwischen den AVP-positiven Neuronen
innerhalb des Kerngebietes (Abb. 4.1 B-C). Hingegen sind im SCN die AVP-po-
sitiven Neurone eng gepackt, und aufgrund des geringen Kalibers sind die inter-
neuronalen AVP immunreaktiven Verknipfungen innerhalb des Kerngebietes
weniger deutlich (Abb. 4.1 E1-F1). Im lateroventralen Bereich des Hypothalamus
und dorsal des lateralen Chiasma opticum imponiert der Nucleus supraopticus
(Abb. 4.3 G-H). Dessen Neurone sind eng gepackt und aufgrund der teilweise
stark positiven Immunfarbung fir AVP war die Sichtbarkeit der AVP-immunreak-
tiven Fasern innerhalb des Kerngebietes eingeschrankt. Im weiter caudal gele-
genen Abschnitten des Hypothalamus findet sich die Eminentia mediana mit ihrer
zweischichtigen Organisation. Der ventrikelnahe Bereich, die Zona interna (Abb.
4.2 B), besitzt hohe Faserdichte, die ventral gelegene Zona externa dagegen nur
geringe Faserdichte. Beide Schichten stehen tUber AVP-immunreaktive Fasern
miteinander in Verbindung (Abb. 4.2 A-B).

Die Untersuchungen zeigten auch, dass sich dorsolateral des Chiasma opticum
ein Bereich mit vielen eingestreuten Vasopressin-positiven Neuronen befindet

(Abb. 4.3 B), die den Nucleus suprachiasmaticus umgeben (Abb. 4.3 B). Dieses
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Gebiet zahlt zum anterolateralen Teil des Nucleus hypothalamicus (LA) und be-
sitzt ein Netzwerk aus teilweise diffus und kaum verfolgbaren AVP-positiven Fa-
serfortsatzen und Zellsomata. Die Pfeilspitze in Abb. 4.3 A deutet wie bereits in
Abb. 4.1 beschrieben auf den Nucleus supraopticus hin. Weiterhin sehr nah am
dritten Ventrikel (Abb. 4.3 C-D) sind einige wenige magnozellulare AVP-positive
Neurone gelegen, die enge Beziehung zum Ependym besitzen; sie lassen sich
dem Nucleus periventricularis zuordnen. Darin enthaltene Fasern scheinen, wie
auch die Organisation der Neurone, einen strikten periventrikularen Verlauf zu
haben (Abb. 4.3 D). Die Begrenzung des Nucl. periventricularis ist durch gestri-
chelte Umrandung der Abbildung angedeutet. Eine weitere sehr dichte Anhau-
fung von vasopressinhaltigen Neuronen findet man dorsal des Nucleus arcuatus
(Abb. 4.3 E-F). Dieses Kerngebiet ist ventrolateral des dritten Ventrikels lokali-
siert und reicht bis an die Medianlinie. Der Nucleus arcuatus ist im Frontalschnitt
kuppelartig bzw. bogenartig organisiert, wobei die Vasopressin-immunreaktiven
Neurone des Nucl. supraopticus nicht-Vasopressin tingierte Nucl. Arcuatus-Neu-
rone umschlieBen (Abb. 4.3 E). Exemplarisch sind in (Abb. 4.3 F) AVP-positive
Neurone mit einem Pfeil markiert. Die gestrichelte Umrandung zeigt die Grenze
des Nucleus arcuatus. Weit lateral des 3. Ventrikels findet man ein Areal von
weniger dicht gelagerte AVP-immunreaktiven Neuronen, die eine laterale Portion
des Nucleus paraventricularis zuzuordnen sind (Abb. 4.3 H). Eine genaue Be-
trachtung der Faserverbindungen im Hypothalamus (Abb. 4.4 A) zeigt eine deut-
liche Organisation der Faserverlaufe. AVP-positive Fasern vom Nucleus para-
ventricularis projizieren in den lateralen Bereich des Hypothalamus (Abb. 4.4 B)
und bilden ein undurchsichtiges und sehr dichtes Netzwerk aus Fasern im Be-
reich des Hypothalamus lateralis (Abb. 4.4 C). Teilweise finden sich Fasern und
einige wenige Neurone im &ul3eren latero-dorsalen Bereich des Hypothalamus
bzw. im pre-thalamischen Bereich der Zona incerta (Abb. 4.4 D, Pfeil), die als
laterale Portion des Nucleus paraventricularis anzusehen sind. Weiterhin sind im
ventralen Bereich des Hypothalamus viele Fasern nachweisbar, die durch das
retrochiasmale Areal (Abb. 4.4 E) hindurchziehen und mit dem lateralen Hypo-
thalamus im Verbindung stehen; diese tragen zum dichten vasopressinergen

Netzwerk im Hypothalamus lateralis bei.
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Abb. 4.1: AVP-immunreaktive Strukturen im Hypothalamus
A-C Nucl. paraventricularis. D-F Nucl. suprachiasmaticus. D1-F; Vergrof3erung der Inse-
rts aus D-F. G-1 Nucl. supraopticus. Stern= 3.Ventrikel, Dreieck = Chiasma opticum. Ver-
groRerung A-C, D1-F1, G-1=x200, D-F =x100. merge = Superposition von AVP und
DAPI-Farbung
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Abb. 4.2: Vasopressin Immunreaktion in der Eminentia mediana
A-C: Eminentia mediana. ZI = Zona interna. ZE = Zona externa. Stern = 3. Ventrikelzz-
Pfeile = AVP-immunreaktive Fasern, die zwischen ZI und ZE verlaufen. merge = Super-

position von AVP und DAPI-Farbung. VergréRerung: A-C = x200
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Abb. 4.3: Vasopressin-positive Neurone und Fasern im medialen Bereich
des Hypothalamus

A Ubersicht im anterioren Abschnitt des mittleren Hypothalamus. B Ausschnitt aus A mit
Nucl. suprachiasmaticus (SCN). C zentrale Abschnitte des mittleren Hypothalamus. D
Ausschnitt aus C mit Nucl. periventricularis. E posteriorer Abschnitt des mittleren Hypo-
thalamus. F Ausschnitt aus E mit Nucl. arcuatus. G wie E jedoch mit Insert fir Nucl.
paraventricularis. H Nucl. paraventricularis. Stern = 3. Ventrikel. Pfeile = AVP-immunre-
aktive Perikaya. merge = Superposition von AVP und DAPI-Farbung. Vergrdl3erung:
A,C,E,G = x100, B,D,H = x200, F = x400.
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Abb. 4.4: AVP-positive Faserverbindungen im mittleren Hypothalamus

A Ubersicht im posterioren Abschnitt des mittleren Hypothalamus. B Ausschnitt aus A
mit Nucl. paraventricularis. C Ausschnitt aus A mit Darstellung eines komplexen Faser-
netzwerks. D Ausschnitt aus A mit vasopressinergen Fasern und Perikaryen im latero-
dorsalen Bereich des Hypothalamus. E Ausschnitt aus A mit Darstellung von vasopres-
sinergen Fasern im retrochiasmatischen Areal. Stern = 3. Ventrikel, f = fornix. Vergrol3e-
rung A,D=x100, B-C,E = x200
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4.2 AVP Verteilung im Nucleus suprachiasmaticus bei C3H und
C57BL
Vasopressin positive Neurone wurden bereits in der Einleitung als wichtige Ele-
mente des SCN beschrieben. Die immunzytochemische Untersuchung des Kern-
gebietes zeigt den bekannten zytoarchitektonischen Aufbau des SCN, der keinen
wesentlichen Unterschied zwischen den C3H-Mausen und C57BL-M&ausen er-
kennen lasst. Im medialen und medio-ventralen Bereich findet sich eine hohe
Dichte von Vasopressin-immunreaktiven Neuronen, die eng am 3. Ventrikel an-
gelagert sind (Abb. 4.5/ Abb. 4.6). Weiterhin lasst sich im dorso-lateralen Rand-
gebiet des Kerngebietes ebenfalls eine Gruppe von Vasopressin positiven Neu-
ronen beobachten. Diese Gruppe ist weniger dicht gelagert und die Anzahl tin-
gierter Neurone ist weitaus geringer als in der medialen Gruppe. Zwischen bei-
den untersuchten Mausestammen konnten leichte Unterschiede in der Verteilung
von AVP-immunreaktiven-Perikaryen verzeichnet werden. Obwohl sich in beiden
Stammen, im medialen wie auch im lateralen Abschnitt, AVP-Perikaryen nach-
weisen liel3en, zeigte nur der C3H-Stamm eine deutliche Strukturierung in zwei
Neuronengruppen (Abb. 4.5 A1, C). Hingegen waren bei C57BL-Mausen die Va-
sopressin-immunreaktiven-Neurone im Kerngebiet eher diffus verstreut und das
Vasopressin nicht so stark tingiert (Abb. 4.5 B1, D). In beiden Stammen ist der
zentrale Bereich des SCN weitgehend frei von Vasopressin-immunreaktiven

Neuronen.

Abb. 4.5: AVP-Verteilung im SCN von C3H und C57BL-Mausen

A Koronarschnitt durch den ventromedialen Hypothalamus im Bereich des zentralen
SCN (gestrichelter Kreis) bei C3H-Maus. B wie A mit Schnitt durch den SCN (gestrichel-
ter Kreis) bei C57BL-Maus. Al Ausschnitt aus A mit Nucl. suprachiasmaticus der C3H-
Maus. B1 Ausschnitt aus B mit Nucl. suprachiasmaticus der C57BL-Maus. C wie Al nur
mit AVP-Farbung. D wie B1 nur mit AVP-Farbung. Stern = 3. Ventrikel, VergroéRerung:
A-B=x100, A1-B1 und C-D = x400
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Abb. 4.6: Raumliche Beziehung von Vasopressin-Neuronen im SCN

A Ubersichtsaufnahme Hypothalamusbereich mit Darstellung beider SCN. B Ausschnitt
aus A mit Darstellung AVP-IR-Perikaryen in enger Beziehung zueinander im lateralen
Bereich des SCN. C Ausschnitt aus A mit Darstellung AVP-IR-Perikaryen im lateralen
SCN mit bei geringerer Dichte der Perikaryen. Stern = 3. Ventrikel. Pfeil = AVP immun-
reaktive Fasern, die AVP immunreaktive Perikaryen verbinden. VergréRerung: A = x200,
B-C = x600.
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Wie in den Immunfluoreszenzbildern (Abb. 4.6) gezeigt wurde, waren die Forts-
atze der Vasopressin-immunreaktiven Neurone im SCN wenig prominent. Die
Ubersichtsaufnahme (Abb. 4.6 A) vermittelt nochmals einen Eindruck von der
Verteilung der Vasopressin-immunreaktiven Neurone im SCN. In der VergréRRe-
rung (Abb. 4.6 B) des linken SCN sind zwei Neurone zu erkennen, die eine enge
Faserbeziehung aufweisen. Sehr deutlich ist die nahe rdumliche Beziehung der
AVP-immunreaktiven Neurone im Kerngebiet mit nur kleinkalibrigen Faserverbin-

dung in das umgebende Neuropil (Abb. 4.6 C).
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4.3 Extrinsische Verbindungen des Nucleus suprachiasmaticus

Die Tracer-Studien mit Hilfe Dil zeigten, dass Verbindungen aus dem SCN her-
aus ihren Weg hauptsachlich dicht am Ependym des 3. Ventrikels tGiber den peri-
ventrikularen Kernbereich finden (Abb. 4.7 B,C). Dil stellt hier eine markante
Kondensierung der Faserprofile dar. Aul3erdem fanden sich zahlreiche Nach-
weise des Tracers im dorsolateralen Bereich des SCN und vereinzelte Nach-
weise im zentralen Bereich des Kerngebietes (Abb. 4.7 A). AulR3erhalb des Kern-
gebietes ist die Darstellung diskreter, kleinkalibriger Dil-positiver Fasern moglich,
jedoch ist anhand der genutzten Methodik keine Unterscheidung der Afferenzen
oder Efferenzen mdglich. Innerhalb des Kerngebietes war es mdglich, die Struk-

turen darzustellen, die den Farbstoff aufnahmen.
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Abb. 4.7: Dil-Markierung im medialen SCN

A Ubersichtsaufnahme Hypothalamus im zentralen Bereich des SCN; das Chiasma op-
ticum zeigt deutliche Autofluoreszenz. B Ausschnitt aus A mit Darstellung des periventri-
kularen Bereiches. C Ausschnitt wie B mit zusatzlicher AVP-Farbung. opt = Chiasma

opticum. Stern = 3. Ventrikel. Vergrof3erung: A = x200, B-C = x400.

56



Ergebnisse




Ergebnisse

Sofern die Dil-Applikation in den periventrikularen Kern auf der rechten Seite er-
folgte, so zeigte sich das eine grof3e Anzahl der tingierten Fasern im SCN uber
den medialen bzw. periventrikuldaren Schenkel in den SCN verlaufen. Die Tra-
cing-Untersuchungen mit Dil zeigten in gerade diesem Bereich eine hohe Dichte
an Fasern, die im medialen Randbereich des SCN kondensiert sind. Aul3erhalb
des SCN insbesondere im medialen Anteil des Hypothalamus fachern sich diese
Fasern in verschiedenen Richtungen auf (Abb. 4.7 B). Teilweise haben die Fa-

sern ihren Ursprung von den Vasopressin-positiven Neuronen (Abb. 4.7 C).

Abb. 4.8: Dil-Markierung im dorsalen SCN

A Ubersicht des dorsalen SCN mit Darstellung des Grenzbereiches (insbesondere im
rechten SCN deutlich sichtbar) B Ausschnitt aus A mit Darstellung des Grenzbereiches
und Darstellung des mit Dil gefarbten Neuropils im SCN (Pfeil). BI-Bll Ausschnitt wie B
nur mit separater Darstellung der Dil/DAPI- und AVP/DAPI-Féarbung. C Ausschnitt aus A
mit Darstellung des linken SCN mit Nachweis von Dil-positiven Fasern im zentralen
SCN-Bereich. CI-Cll Ausschnitt wie C nur mit separater Darstellung der Dil/DAPI- und
AVP/DAPI-Farbung. Stern = 3. Ventrikel, opt = Chiasma opticum (mit Autofluoreszenz).
VergrofRerung: A = x200, B, BI-BIl = x400, C, CI-Cll = x600
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Erfolgte die Dil-Applikation beidseitig in den periventrikularen Bereich, so zeigte
sich um den SCN herum eine starke Farbung des gesamten umgebenden Grenz-
bereichs. Der Dil-Farbstoff hob die Kernkontur des SCN deutlich hervor. Bei ge-
nauer Betrachtung erkennt man, dass der auf3ere Bereich des SCN keine starre
Abgrenzung hat, sondern multiple Eingange bzw. Ausgénge besitzt (Abb. 4.8 A).
Dil-gefarbte Fasern durchdringen die SCN-Grenze im dorsolateralen Bereich, um
insbesondere die Vasopressin-immunreaktiven-Neurone zu kontaktieren (Abb.
4.8 B). Andere Dil-gefarbte Fasern konnten bis in den zentralen Bereich des SCN

verfolgt werden.

Abb. 4.9: Raumliche Beziehung von AVP-immunreaktiven Elementen und

Dil- markierten Fasern

A Ubersicht des dorsalen SCN (mit Darstellung des Grenzbereiches wie in Abb. 4.8 A).
B Ausschnitt aus A: Faserverdichtung im medialen Bereich des SCN. C Ausschnitt aus
A mit Nachweis Dil-Farbstoff in Perikaryen im medialen Teil des SCN. D Ausschnitt aus
A mit Nachweis vom Dil-Farbstoff im zentralen Bereich des SCN. BI-Bll, CI-Cll und DI-
DIl wie B, C und D mit separater Darstellung der Dil/DAPI- und AVP/DAPI-Féarbung. opt
= Chiasma opticum mit Autofluoreszenz. merge = Superposition DAPI, AVP und Dil Far-
bung. VergrofRerung: A = x200, B, BI-Bll = x600, C, CI-CII = x600, D, DI-DII = x600.
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Die Fasern mit positivem Dil-Nachweis zeigten innerhalb des SCN im medialen
Bereich eine deutliche Faserverdichtung (Abb. 4.9 BII, vgl. auch Abb. 4.7). Die
Mehrzahl dieser Fasern war Vasopressin-immunpositiv (Abb. 4.9 B-BI). Weiter-
hin waren viele Fasern im medialen Randbereich des SCN nachweisbar, die sich
in raumlicher Nahe zu den Vasopressin-immunreaktiven-Neuronen befanden.
Die Fasern waren zumeist nicht tber langere Strecken darstellbar, sondern die
Dil-Markierung war im Zytoplasma bzw. in enger Apposition zu Neuronen zu be-
obachten (Abb. 4.9 C, Pfeil auf Dil-Farbstoff im Zytoplasma bzw. Zellhtille). Auf-
grund der Diffusion zeigte sich der Farbstoff als homogene Hintergrundfarbung
im Neuropil des SCN, jedoch liel3en sich diskrete Faserprofile mit Dil Anfarbung
zahlreich in den Bereichen auffinden, in denen Vasopressin-immunreaktive-Neu-
rone prominent vorkamen. Vereinzelte Dil-positive Fasern waren jedoch auch in
Bereichen nachweisbar, in denen keine Vasopressin-immunreaktive-Neurone lo-

kalisiert waren; dieses Bild bot sich hauptsachlich im zentralen Bereich des SCN.
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4.4 Intrinsische Verbindungen des Nucleus suprachiasmaticus

Zur Darstellung der intrinsischen Verbindungen erfolgte die Applikation eines Dil-
Kristalls in den rechten SCN. Dies fuihrte zur Anfarbung von Fasern innerhalb des
Kerngebietes, aber auch zu Tingierung von Fasern, die aus dem SCN in das
umgebende Neuropil Gbertraten. Eine Darstellung der Fasern innerhalb des ipsi-
lateralen SCN-Kompartiments war kaum maoglich, da dort die hohe Konzentration
von Dil eine genaue Differenzierung der einzelnen Fasern nicht méglich machte.
AulRerhalb des Kerngebietes konnten die Neurone nachgewiesen werden, die
durch den Farbstoff markiert wurden. Die Ergebnisse zeigen, wie bei der Unter-
suchung der extrinsischen Verbindung zuvor, dass der SCN im dorsomedialen
Bereich sowie auch im gesamten dorsalen und lateralen Grenzbereich multiple
Faserpassagen besitzt. Ebenso fanden sich durch Farbung des kontralateralen
SCN, wie auch anderer kontralateraler Kerngebiete (z.B. Nucleus periventricula-
ris) zahlreiche Hinweise auf kommissurale Kommunikationswege zwischen bei-
den SCN-Hemispharen und Verbindungen zwischen Kerngebieten des kontrala-
teralen Hypothalamus und des ipsilateralen SCN (Abb. 4.10 A-Al).
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Abb. 4.10: Darstellung der Faserverbindungen nach Applikation von Dil in den
SCN

A rechter Nucl. suprachiasmaticus nach einseitiger zentraler Dil-Applikation. Al Aus-
schnitt aus A mit Nachweis von Dil Farbung in Perikaryen im kontralateralen Nucl. peri-
ventricularis. B einseitige Dil Applikation in den rechten Nucl. suprachiasmaticus. Bl Aus-
schnitt aus B mit Darstellung dichter Faserverbindung im dorsomedialen Anteil des SCN.
BIl Ausschnitt aus B: Dil-gefarbte Faserverbindung im Grenzbereich des SCN. Blll Aus-
schnitt aus B mit weiteren Nachweisen Dil-gefarbter Faserverbindungen im lateralen
Grenzbereich des SCN. C Einbindung des SCN in den Hypothalamus. Cl Ausschnitt aus
C mit Darstellung Dil gefarbte Perikaryen (Pfeil) im Bereich der Area hypothalamica la-
teralis, Pfeilspitze zeigt auf ein Blutgefal3. Stern = 3. Ventrikel. opt = Chiasma opticum.
VergrofRerung: A-B = x200, C = x100, BI-Blll = x400, CI = x600.
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Erfolgte die Applikation eines Dil-Kristalls in den zentralen Bereich des SCN, so
zeigte sich generell eine starke Farbung des gesamten Kerngebietes (Abb. 4.10
A). Die weitere Analyse ergab, dass der Farbstoff Verbindungen markierte, die
bis zum kontralateralen SCN verliefen. Weitere Dil gefarbte Fasern erreichten
den periventrikularen Bereich (Abb. 4.10 Al). Der Pfeil in dieser Abbildung zeigt
exemplarisch auf ein mit Dil gefarbtes Neuron im Nucl. periventricularis. Weiter-
hin war eine groRe Anzahl von Fasern im dorsomedialen Anteil des SCN kon-
zentriert, die Uber die Begrenzung des Kerngebiets in periventrikularer Richtung
hinausfihrte. Der Pfeil in Abb. 4.10 BI zeigt auf derartige dichte Faserverbindun-
gen, die jedoch nicht in individuelle Faserprofile aufgelést werden konnen. Wei-
tere Dil-gefarbte Faserverbindungen waren im gesamten dorsalen und lateralen
Randbereich wie auch im nahen AulRenbereich des SCN lokalisiert (Abb. 4.10
BII-BIIl). Die Pfeile deuten hier auf die Dil-Farbung in den Neuronen unmittelbar
aul3erhalb des Kerngebietes. Die Ergebnisse der Untersuchung belegen weiter,
dass die Dil-Fasern vom SCN sehr weit in den Hypothalamus hineinziehen. Ihr
Nachweis erfolgte im lateralen Hypothalamus (Abb. 4.10 CI), wo Neurone mit Dil

gefarbten Perikaryen regelmafiiig aufgefunden wurden.
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5 Diskussion

5.1 Kritische Bewertung der Methodik

5.1.1 Farbemethode

Zum Nachweis von Vasopressin wurde die Technik der Immunzytochemie mit
Fluorophor-gekoppeltem Zweitantikdrper-Nachweis verwendet. Die Spezifitat der
Immunfarbung wurde durch die entsprechenden Testverfahren mit Praabsorption
und Puffersubstitution bei allen Reaktionsschritten gepruft. Die Antikdrperfarbung
erfolgte nach den etablierten Regeln und auf der Basis der nach langjahriger Er-
fahrung erstellten Protokolle. Somit wurde eine hohe intra- und interprozedurale
Konstanz erzielt, Kreuzreaktionen waren ausgeschlossen worden. Fur die Tra-
cer-Studien wurde der lipophile und fluoreszierende Dil-Farbstoff gewahlt. Dil-
Farbung bzw. Tracing ist eine einfache Methode um Membranstrukturen in ihrer
gesamten Ausbreitung darzustellen. Das Gewebe muss daflr nicht speziell vor-
bereitet werden, jedoch mussen die Membranen zu Aufnahme des Tracers in die
hydrophobe Innenschicht der Fettsaurephase eroffnet werden. Es bedarf dariber
hinaus vieler Versuche und umfassender Erfahrung, um die genaue Menge an
Kristall zu applizieren. Eine zu groRe Menge bedeutet eine komplette Uberfar-
bung der Praparate und somit eine Uberdeckung der zu untersuchenden Zielre-
gionen. Leider ist es mit den Dil-Tracing nicht mdglich, spezielle Richtungsunter-
suchungen - also gezielt Efferenzen oder Afferenzen - zu unterscheiden. Es han-
delt sich dabei um eine Methode, die alle Fortsatze eines Neurons gleicherma-
Ben farbt und dadurch neuronale Verbindungen zu analysieren ermdglicht. So-
fern Perikaryen gefarbt erscheinen, lasst sich jedoch auch auf die Richtung der
neuronalen Verbindung schliel3en. Fur die vorliegende Arbeit wurde trotz der be-
schriebenen Problemkreise die Dil-Tracing-Methode gewahlt, da sie ohne Prob-
leme post mortem angewendet werden kann. Dies ist vor allem fur Studien mit
generellem Charakter, wie in der vorliegenden Dissertationsarbeit angestrebt,
sehr attraktiv, da kein Tierversuch im Sinne der Tierschutzgesetzgebung mit fur
das Versuchstier einhergehenden postoperativen Beeintrachtigungen durchge-

fuhrt werden muss.
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5.1.2 Applikationsmethode

Bei der Anwendung der Dil-Farbung kommt nicht nur die in 5.1.1 genannte Prob-
lematik zum Tragen, sondern der Erfolg war vom Auffinden des richtigen Zielorts
fur die Applikation bei jedem Praparat abhéangig. Die Applikation erfolgte mit einer
feinen Nadel per Hand unter Lupenkontrolle, somit musste versucht werden,
ohne grol3e Abweichungen die Zielregion aufzufinden. Zudem war es erforder-
lich, die Dil-Applikation so durchzufuhren, dass der Kristall nicht zu tief in das
Gewebe oder gar hindurchgesteckt wurde. Bei der mikroskopischen Auswertung
der Praparate wurde diese Fehlermdglichkeit initial analysiert, und fur die Befun-
derhebung wurden nur die Praparate mit korrekter Applikation verwendet. Den-
noch mussen bei dieser Methode Gewebeschaden in unmittelbarer Umgebung

des Tracer-Applikationsorts toleriert werden.

5.1.2.1 Autofluoreszenz

Naturliche Fluoreszenz (Autofluoreszenz) ist bedingt durch Substanzen wie
Porphyrine oder Flavine. Bei fixierten und somit bereits bearbeiteten Geweben
haben diese Substanzen in der Regel keine Bedeutung. Jedoch zeigt besonders
neuronales Gewebe eine Pradisposition fiur Autofluoreszenz, da dieses Gewebe
einen hohen Anteil an Lipofuszin etc. besitzt und somit Autofluoreszenz begins-
tigen 1. Zu den natirlichen Fluoreszenzen kommen Mdglichkeiten hinzu, Auto-
fluoreszenzen zu induzieren. Speziell bei Gewebefixierung mit Aldehyden kommt
es sehr haufig zu Reaktionen mit Gewebeproteinen und zu einer deutlichen In-
duktion autofluoreszierender Produkte °2. In dieser Arbeit zeigte sich aufgrund
der Fixierung mit Paraformaldehyd eine deutliche Autofluoreszenz der Praparate.
Problematisch ist dartber hinaus, dass sich stark myelinisierte Faserblindel — wie
das Chiasma opticum — leicht mit freiem Dil beladen. Die Myelinscheide wirkt

gewissermal3en wie eine Dil-Falle.
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5.2 Nucleus suprachiasmaticus

Der SCN ist ein bilateral symmetrisches Kerngebiet im Hypothalamus von héhe-
ren Wirbeltieren; seine Neurone generieren die circadiane Rhythmik und somit
ist der SCN Sitz der inneren Tageszeitenuhr. Die nétigen Funktionen zur Erzeu-
gung der circadianen Rhythmik sind in den komplexen neuronalen Verschaltun-
gen innerhalb und au3erhalb des Kerngebietes kodiert, sie bendtigen ein Zusam-
menwirken von zahlreichen Neurotransmittern 8. Zwei Neuropeptide spielen ne-
ben dem intrinsischen Neurotransmitter GABA bei der Ausbildung der circadia-
nen Rhythmik eine wesentliche Rolle: Vasopressin (AVP) und das Vasoaktive-
intestinale-Peptid (VIP) °3. Daher wurde in dieser Arbeit das Expressionsmuster
eines dieser Neuropeptide (AVP) im SCN und im benachbarten Hypothalamus
untersucht. Ein weiteres wichtiges Element fir die circardiane Prozesskontrolle
sind die neuronalen Verbindungen innerhalb des SCN und insbesondere die ein-
bzw. ausgehenden Verbindungen zu anderen vegetativen Regelkernen. Um
diese Untersuchungen durchzufiihren, wurden C3H und C57BL Méause als Ver-
suchstiere gewahlt. Um das Neuropeptid Vasopressin in seiner Reaktivitat zu un-
tersuchen, wurden immunzytochemische Methoden angewandt. Weiterhin wurde
eine Tracer-Studie mit Dil durchgefihrt um die Kommunikationswege nahe zum
SCN wie auch innerhalb des SCN zu analysieren.

Eine Charakterisierung der Verschaltung dient dem Verstandnis, die Funktions-
weise des SCN im Organismus besser zu verstehen und erméglicht somit mog-
licherweise ein Erklarungsmodell fur die Entstehung mancher Krankheitsbilder
wie Schlafstérung, affektive Storung, metabolische Stérung und sogar bestimmte

Krebserkrankungen 5456,
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5.3 AVP im Hypothalamus

Die Vasopressin-positiven Neurone zeigen im Expressionsmuster und ihrer Hau-
figkeit im Hypothalamus keine wesentlichen Unterschiede zwischen den Mause-
stammen C3H und C57BL auf. Die Immunzytochemie erlaubte eine semiquanti-
tative Darstellung der Expressionsmuster. Die Anwendung von Kombination Dil
als Tracer liel3 keine Aussage dartber zu, ob es sich bei den tingierten Dil-Fasern
um afferente oder efferente Projektionsverlaufe handelte. Unabhéngig von den
verschiedenen Mausestdammen entsprach das Expressionsmuster der Zellkdrper
und Fortséatze im Hypothalamus wie auch speziell im SCN den Befunden aus der
rezenten Literatur 2634,

In den Kerngebieten Nucleus paraventricularis und Nucleus supraopticus fand
sich die hdchste Dichte an Vasopressin-positiven Perikaryen. Dies wurde bereits
von Watts und Swanson (1987) beschrieben 2°. Diese Beobachtung erklart sich
aus der Wichtigkeit der beiden Kerngebiete, die im Wesentlichen fir die folgen-
den physiologischen Prozesse verantwortlich sind, fur die Aufrechterhaltung und
Regulierung des Wasserhaushalts, der Korpertemperatur und des Blutdrucks.
Weiterhin besteht nicht nur die bekannte physiologische Verknipfung bei der
Kontrolle der beschriebenen Prozesse, sondern es lassen sich immunzytoche-
misch Faserverbindungen nachweisen, die vom Nucleus paraventricularis aus-
gehen und nach ventrolateral verlaufen um sich dort mit den Fasernbtindeln des
Nucleus supraopticus zu vereinigen und ein dichtes Netzwerk hin zur Eminentia
mediana auszubilden. Gemeinsam projizieren diese Fasern entlang Eminentia
mediana in die Neurohypophyse °’. Dies wird durch die starke Immunreaktivitat
Vasopressin-positiver Axone in der Eminentia mediana bestatigt. Weitere Ner-
venfasern mit positivem Vasopressin-Nachweis fanden sich im Nucleus arcuatus;
sie sollen ihren Ursprung im Nucleus suprachiasmaticus haben334, Diese Ver-
knupfung dient offenbar primar der circadianen Modulation der Nahrungsauf-
nahme und der Gewichtsregulation 585°, Weiterhin fanden sich Vasopressin-po-
sitive Fasern in der Area hypothalamica lateralis (AHL) die teilweise aus dem
SCN und teilweise aus dem Nucleus arcuatus stammen. Im Nucleus arcuatus
befinden sich Neurone, die appetitférdernde Peptide wie das Neuropeptid Y

(NPY) oder das appetithemmende Melanozyten stimulierendes Hormon (MSH)
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enthalten. Diese Peptidhormone wirken auf die AHL ein und haben eine aktivie-
rende oder eine inhibitorische Wirkung 6°. Auf diese Untersuchung basierend
kann postuliert werden, dass eine gestorte circadiane Rhythmik mit einer gestor-
ten Nahrungsaufnahme assoziiert ist, diese wiederum kann ein erhdhtes Risiko
zur Entwicklung von Adipositas, Diabetes und letztendlich fur Herz-Kreislauf-Er-

krankungen bedeuten®%.62,

Nucl
paraventricuiaris

SCN

Area
Nocl. arcuatus > hypothaiamica

aterals

Nahrungsaufnahme |

Abb. 5.1: SCN als zentraler Zeitgeber der neuronalen Regulation der Nahrungs-
aufnahme
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5.4 AVP im Nucleus suprachiasmaticus

Die Verteilung der Vasopressin-positiven Neurone im SCN zeigen eine spezifi-
sche raumliche Organisation innerhalb des Kerngebietes. Es bestatigt sich die
bereits beschriebene Zytoarchitektur mit einer dorsomedialen Kondensation der
Vasopressin Perikaryen 7. Erhebliche Unterschiede zwischen C3H-Mausen und
C57BL-Mausen in Lokalisationsmuster der Perikaryen konnten nicht nachgewie-
sen werden, jedoch war die Neuronendichte, insbesondere diejenige im medialen
Aspekt des SCN (dorsomedial / periventrikular) bei C3H-Mausen deutlich gré3er
als bei den C57BL-Méausen. Die C57BL-Mause haben aufgrund einer Mutation
eine angeborene Melatoninsynthesestérung und somit einen Melatoninmangel.
Die Melatonin Feedback-Schleife hat eine inhibierende Funktion auf den SCN
und somit eine modifizierende Wirkung auf die circadiane Rhythmik 63, Das Neu-
ropeptid Vasopressin im SCN dient vermutlich der Synchronisierung und dadurch
der Aufrechterhaltung des circadianen Rhythmus und dessen Weiterleitung zu
anderen Kerngebieten.

Die Konzentration des Neuropeptids im SCN unterliegt ebenfalls einer circadia-
nen Rhythmik, wobei die Rhythmik des Vasopressins hauptsachlich dem
Hell/Dunkel-Wechsel folgt 1°64, Der generelle Melatoninmangel bei den C57BL-
Mausen konnte das Vasopressindefizit erklaren. Da auch die Melatonin-Syn-
these % vom Hell/Dunkel-Wechsel ¢ abhangig ist, sollte man annehmen, dass
bei C3H-Mausen ebenfalls eine Vasopressinmangel zu erwarten ist. Die C3H-
Mause sind namlich durch gezielte Ziichtung von Geburt an blind, da diese einen
angeborenen Retina-Schaden besitzen. Somit sollten Individuen dieses Mause-
Stammes den Hell/Dunkel-Wechsel nicht wahrnehmen kdnnen, jedoch bestatigte
sich diese Annahme in der Untersuchung nicht. Ein Erklarungsversuch fir dieses
Phanomen kénnte sein, dass vermutlich der Retina-Schaden nicht komplett aus-
gepragt ist und die wenigen retinalen Melanopsin-Ganglienzellen, unter Umstan-
den spezielle PACAP-Neurone, die Informationen tber den retinohypothalami-
schen Trakt an den SCN weiterleiten 2267,

Die Vasopressin-positiven Neurone im SCN stehen mit anderen Entitaten des
Hypothalamus in Verbindung. Dabei zeigt sich, dass der mediale Anteil (dMSCN)
mit dem Nucleus paraventricularis in Verbindung steht. Die Untersuchungen

zeigten, dass diese Fasern den SCN uber den medialen Anteil parallel zum 3.
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Ventrikel verlassen, um polysynaptisch verschaltet Giber den Nucleus periventri-
cularis den weiter dorsal gelegenen Nucleus paraventricularis zu erreichen. In
friheren Tracing-Untersuchungen wurde dieser Weg bereits von Watts &
Swanson (1987) 2 beschrieben. Innerhalb des SCN zeigten sich die Verschal-
tungen der Vasopressin-positiven Neurone aufgrund der engen Nachbarschafts-
beziehung untereinander sehr undeutlich. Dennoch waren einzelne Fasern bei
starker VergroRerung differenzierbar und es zeigte sich, dass die Neurone inner-
halb des Kerngebietes miteinander verschaltet waren. Dies bestétigt die friiheren
Beobachtungen von Van den Pol (1980) 4. Die intrinsische Verschaltung deutet
darauf hin, dass innerhalb des Kerngebietes die individuellen Schrittmacher-Neu-
rone fUr die Erzeugung der generellen circadianen Rhythmik Vasopressin-vermit-

telt gekoppelt sind .

5.5 Extrinsische Verbindungen des Nucleus suprachiasmaticus

Zur Darstellung der Verbindungen im SCN wurden Dil-Kristalle im Gewebe-
schnittkulturen auRerhalb des Kerngebietes appliziert. Dadurch konnten alle af-
ferenten und efferenten Faserverbindungen des SCN sichtbar gemacht werden.
Die gefarbten Fasern zeigten im Kerngebiet eine charakteristische Verteilung in
den Bereichen, in denen auch Vasopressin-positive Perikaryen aufgefunden wer-
den. Zum einen gelang ein prominenter Fluoreszenznachweis des Dil-Tracers im
dorsomedialen Bereich des SCN, aber auch im lateralen Bereich des Kerngebie-
tes. Der dorsomediale Bereich ist charakteristisch fur seine hohe Dichte an Va-
sopressin-immunreaktive-Perikaryen 7. Im Zuge der Untersuchung zeigte sich
nicht nur in diesen Bereichen innerhalb des SCN eine starke Konzentration der
Dil-haltigen Faserverbindungen sondern auch unmittelbar au3erhalb des Kern-
gebietes waren prominente Faserziige zu erkennen. Besonders viele Faserver-
bindungen waren periventrikular nachweisbar, diese wiesen eine facherférmige
Anordnung in dorsaler Richtung auf. Vermutlich handelt es sich dabei um den
Bereich, in dem die meisten Faserverbindungen des SCN gebindelt verlaufen,
und somit durfte diese Bahn die wichtigste Zugangs- und Abgangsstruktur dar-
stellen. Weiterhin zeigt sich, dass der SCN weitere multiple extrinsische Verbin-
dungen besitzt, die in ihrer Faserzahl jedoch deutlich hinter dem periventrikularen
Weg zurickbleiben (s. Abb. 5.2.). Die Vasopressin-positiven Neurone spielen
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eine wesentliche Rolle in der Vernetzung des SCN mit anderen Hypothalamus-
Entitaten. Dass die Kommunikation zwischen dem SCN und anderen Kerngebie-
ten des Hypothalamus nicht nur Gber vasopressinerge Fasersysteme erfolgt und
nicht nur einem abgegrenzten (vasopressinergen-) Areal im Kerngebiet zuzuord-
nen ist, muss aus den vorliegenden Befunden gefolgert werden. Die Neurone,
die extrinsische Verbindungen entsenden oder empfangen, sind tber den ge-
samten SCN verteilt. Der Versuch, die interperikaryellen Verbindungen im SCN
mit Dil zu charakterisieren, scheiterte an der erheblichen Dichte der Neurone im
SCN. Es lieRen sich aufgrund der intensiven generellen Dil-Fluoreszenz keine
eindeutigen intrinsischen Faserverbindungen nachweisen. Stattdessen zeigte
sich eine komplette homogene rote Darstellung des Kerngebietes. Ganz beson-
ders interessant sind die suprachiasmaticusnahen Verbindungen, die sowohl
nach Dil-Applikation innerhalb als auch auf3erhalb des Kerngebietes gefunden
wurden. Zahlreiche Perikaryen in der subparaventrikularen Zone der Area hypo-
thalamica lateralis entsenden ihre Axone in das Kerngebiet. Aus friiheren Studien
ist bekannt, dass die subparaventrikulare Zone besonders reich an limbische
Verknipfungen, speziell an Fasern aus den Septum und aus dem Fornix ist 6869,
Dies deutet ganz eindeutig darauf hin, dass tUber diese Verbindung die innere
Tageszeituhr im SCN Informationen Uber das emotionale Geschehen erhalt.
Dadurch lieRBen sich mdglicherweise biorhythmische Entgleisungen des Vegeta-
tivums, das durch den Hypothalamus kontrolliert wird, erklaren (saisonal-affektive
Stérungen, Stress-amenorrhoe etc.).
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Abb. 5.2: Schematische Darstellung der kernnahen Verbindungen des SCN.

Die Dil-Kristalle wurden au3erhalb des SCN platziert (rote Raute) und es zeigten sich
zwei Gruppen von Faserverbindungen. Die gréf3te Anzahl mit der hochsten Dichte an
Fasern befand sich dorsomedial des SCN und periventrikular (fettgedruckte blaue
Pfeile). Eine zweite Gruppe von Faserverbindungen fiihrte Gber die dorsale und laterale
Begrenzung des SCN (dinngedruckte Pfeile). 3V = 3. Ventrikel, opt = Chiasma opti-
cum, schwarze Punkte = vasopressinerge-Perikaryen, rote Raute = Dil-Applikationsort
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5.6 Intrinsische-/ Kommissurale Verbindungen des Nucleus supra-

chiasmaticus

Zur Darstellung dieser Verbindungen erfolgte die Applikation der Dil-Kristalle in
den zentralen Bereich des SCN. Eine prazise Darstellung der intrinsischen Ver-
bindung des SCN scheiterte bereits wie oben beschrieben aufgrund der hohen
Dichte von Neuronen und Faser im SCN. Jedoch zeigten die Untersuchungen
Faserverbindungen des SCN, die nicht nur den ipsilateralen Hypothalamus errei-
chen, sondern auch Hemisphéren-ubergreifend sind. Es zeigten sich im kontra-
lateralen SCN Dil-gefarbte Fasern und Perikaryen. Auch aul3erhalb des kontra-
lateralen SCN waren viele Fasern und auch Perikaryen zu beobachten. Dies be-
statigt die Ergebnisse von Moore et al. (1999) 3, Pickard (1982) 32 und Michel et
al. (2013) %. Die bereits in friiheren Untersuchungen die kommissuralen Verbin-
dungen nachwiesen. Ein interessanter Aspekt dieser Untersuchung zeigt, dass
sich Faserverbindungen des SCN im kontralateralen Hypothalamus nachwiesen
lie3 und somit hier eine gekreuzte Doppelinnervation des kontralateralen hypo-
thalamischen Systems vorliegt. Jedoch ist aus den Untersuchungen nicht ersicht-
lich ob die Verbindung direkt zwischen dem SCN und dem kontralateralen Hypo-
thalamus besteht oder zuvor eine Umschaltung Uber den kontralateralen SCN
uber Interneurone erfolgt. Mit Sicherheit kann man schlussfolgern, dass zwischen
beiden SCN-Hemispharen und den anderen Kernsystemen im Hypothalamus
eine Verbindung besteht, die im Dienste der Synchronisation der Gesamtheit der
suprachiasmatischen Neurone zu einem, das Individuum steuernden circadianen

Gesamtrhythmus steht.
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.............

Abb. 5.3: Darstellung der kommissuralen Verbindungen des SCN

Die blauen Pfeile zeigen bereits wie in Abb. 5.2 beschrieben die ipsilateralen Verbin-
dungen des SCN mit Faserziigen im dorsomedialen/periventrikularen Bereich (fettge-
druckte blaue Pfeile) . Der durchgezogene rote Pfeil zeigt die kommissuralen Verbin-
dungen zwischen beide SCN. Die Untersuchungen zeigen, dass der ipsilaterale SCN mit
kontralateralen hypothalamischen Kerngebieten im Verbindung steht, besonders mit
dem Nucl. periventricularis. Jedoch geht aus der aktuellen Untersuchung der genaue
Kommunikationsweg nicht hervor. Méglich ist ein direkter Weg zwischen SCN und den
kontralateralen hypothalamischen Kerngebieten (gestrichelter roter Pfeil) oder es be-
stehen Verschaltungen Uber Interneurone im kontralateralen SCN (gestrichelter violet-
ter Pfad). opt = Chiasma opticum, 3V = 3. Ventrikel, Punkte = vasopressinerge-Perika-

ryen, rote Raute = Dil-Applikationsort
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6 Zusammenfassung

Der Nucleus suprachiasmaticus (SCN) ist ein Kerngebiet des Hypothalamus mit
der Funktion des zentralen Taktgebers fir die Generierung der circadianen
Rhythmik. Zahlreiche petale Verbindungen zum SCN dienen der Synchronisie-
rung der circadianen Uhr mit der tatséchlichen Tagesphase. Fugale Verbindun-
gen des SCN dienen der Verteilung der Tageszeiteninformation tber das Gehirn,
insbesondere in vegetativen Zentren. So werden beispielsweise die physiologi-
schen Vorgange des Kreislaufsystems, Hormonausschittung, der Schlaf-Wach-
Zyklus etc. kontrolliert und mit Tag-Nacht-Wechsel synchronisiert. Obwohl viele
dieser Verbindungen verstanden und beschrieben sind, sind die nahen Verbin-
dungen in der unmittelbaren Nahe des SCN und dessen intrinsische Verbindung
nicht genau untersucht. Zur Darstellung dieser nahen Verbindungen wurden Dil-
Tracer-Studien an Gehirnschnitten von Mausen durchgefihrt. Untersucht wurde
parallel zu der Dil-Farbung das Neuropeptid Vasopressin innerhalb und aul3er-
halb des SCN bei Mausen von zwei verschiedenen Mausestammen (C3H und
C57BL); C57BL ist defizient flur das photoperiodische sezernierte Epiphysenhor-
mon Melatonin, C3H-Mause erblinden im friihen Lebensalter. Die immunzytoche-
mische Untersuchung des Vasopressin-Systems belegte einen Unterschied in
der Zytoarchitektur des SCN zwischen den C3H und C57BL Mausen. Obwohl
einige Elemente ahnliche Lokalisations- und Reaktivitatscharakteristika aufwie-
sen z.B. die dorsomediale Verteilung der Vasopressin-Perikaryen im Kerngebiet,
so zeigte sich bei den C57BL-Mausen eine deutlich schwéachere Reaktivitat des
Neuropeptids AVP in diesem Bereich und ferner eine deutliche inhomogenere
Verteilung der Vasopressin-Elemente im gesamten Kerngebiet. Die Tracing Un-
tersuchung zeigte bei beiden Mause-Stammen die gleichen Verbindungswege
des SCN mit der nahen Periphere. Zum einen zeigen die Ergebnisse, dass der
Hauptpassage des SCN im dorsomedialen, also im periventrikularen Bereich lo-
kalisiert ist und das der SCN multiple Zugange an seiner dorsalen und lateralen
Grenze zur subparaventrikularen Zone besitzt. Ferner konnte auch gezeigt wer-
den, dass beide bilateralen SCN-Kerne direkt Uber ausgepragte Kommissurfa-
serverbindungen miteinander kommunizieren. Diese Kommissuren durften daftr
verantwortlich sein, den SCN einer Seite mit dem SCN der kontralateralen Seite
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zu synchronisieren. Obwohl in der vorliegenden Arbeit der Tracer nur einseitig
appliziert wurde, ist dennoch von einer gekreuzten kontralateralen Verbindung
auszugehen. Hier liegen Ansatze fir weitere Untersuchungen. Ein weiterer As-
pekt der Untersuchungen zeigen Faserverbindungen in die Area hypothalamica
lateralis (AHL), die eine wichtige Rolle in der Kontrolle der zentralen Nahrungs-
aufnahme besitzt. Diese Faserverbindungen haben ihren Ursprung im SCN bzw.
Nucl. paraventricularis und dem Nucl. arcuatus. Diese Verbindungen dienen am
ehesten der Modulation der zentralen Regulation der Nahrungsaufnahme und
spielen daher eine besondere Rolle in der Krankheitsentstehung wie Adipositas,
Diabetes und Herz-Kreislauf-Erkrankung bei gestorter circadianen Rhythmik.
Neu ist der Befund einer beachtlichen Anzahl von suprachiasmaticopetalen Fa-
sern aus der subparaventrikularen Zone. Diese kénnten die Einbindung des lim-
bischen Systems in die Modulation der inneren Uhr erklaren, die dariber hinaus
ursachlich fur zahlreiche Pathologien sein kdnnten.
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7 Summary

The suprachiasmatic nucleus (SCN) is a symmetrically arranged core region of
the anterior hypothalamus deciphered as the primary pacemake for the regulation
of circadian rhythms of mammals. Accordingly, the SCN is generally described
as the internal circadian clock. External pathways of the SCN convey information
of the internal day-night-cycle to mainly hypothalamic entities which controll vital
body functions, i.e. endocrine, vegetative nervous processes.

Although many of these pathways are well understood, however the network of
the SCN and the pathways in the close vicinity of the SCN are not yet exactly
discovered. The aim of the present research is to analyze these intrinsic and mar-
gin pathways of the SCN in two mice strains (C3H & C57BL) by using Dil —tracer
and arginine vasopressin (AVP) immunocytochemistry methods. As result of this
investigation, a different cytoarchitectural pattern of the SCN of C3H and C57BL
mice was observed. C57BL mice displayed weaker immunoreactivity in to vaso-
pressin and a distinctly lower number of perikaya which were more dispersedly
distributed inside of the SCN. The Dil tracing studies revealed commissural pro-
jections between the bilateral proportions of the SCN. These commissural con-
nections between the bilateral proportions of the SCN very likely mediate the in-
formation for synchronizing the pacemaker phases to the bilateral compartments.
Pathways found to course from the SCN to the lateral hypothalamic area support
a modulator function for food ingestion control. Dysfunction in the circadian
rhythm, accordingly can cause diabetes, obesity and finally cardio-vascular-dis-
eases. The tracing studies indicate the main communication pathway into and out
of the SCN to be located at the dorso-medial border of the SCN neighboring the
periventricular nucleus. Furthermore there are multiple access opportunities into
the SCN emerging from the subparaventricular zone. These newly discovered
source of neurons located dorsal and lateral of the SCN could mediate limbic
information to the internal clock; these might be responsible for phenomena like

stress amenorrhea or seasonal affective disorders.
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