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I. Einleitung

1. Neuroendokrinologie

1.1. Historischer Riickblick

Die Erkenntnis, dal} bestimmte Neuronen im Gehirn Hormone produzieren, ge-
hort inzwischen zum Allgemeingut des biomedizinischen Wissens und hat in
den letzten Jahrzehnten zur Entstehung einer neuen, rasant fortschreitenden
Disziplin, der Neuroendokrinologie, beigetragen (SCHARRER and SCHARRER
1963; SCHARRER 1979, 1987). Das sekretorische Neuron vereint in sich die Ei-
genschaften von Drusen- und Nervenzellen und stellt somit ein Bindeglied zwi-
schen dem Zentralnervensystem und dem endokrinen Apparat dar. Noch bis in
die 50er Jahre des vergangenen Jahrhunderts gab es Histologen und Hirnfor-
scher, fur die eine sekretorische Tatigkeit von Nervenzellen unvorstellbar war
(KUHNEL 2001). 1949 war es BARGMANN mit Hilfe einer speziellen Farbung ge-
lungen, die ,neurosekretorische Bahn des Hundes in ihrer ganzen Lange bis in
den Hinterlappen der Hypophyse zu verfolgen“ (BARGMANN 1949). 1950 flgten
sich die Erkenntnisse von Bargmann sowie von E. und B. Scharrer, die als Pio-
niere der Neuroendokrinologie gelten, zu einer gemeinsamen Definition des
Phanomens Neurosekretion zusammen. Es folgte eine schnelle und ausgrei-
fende Weiterentwicklung der Neuroendokrinologie; Methoden wie die Immun-
histochemie und Molekularbiologie tragen bis heute noch dazu bei, fundamen-

tale Erkenntnisse Uber die Physiologie sekretorischer Nervenzellen zu erlangen.

1.2. Oxytocin (OX) und Vasopressin (VP)

Die Hormone Oxytocin (OX) und Vasopressin (VP; Synonyme: Arginin-
Vasopressin, Adiuretin, antidiuretisches Hormon [ADH]) werden in separaten
Populationen magnozellularer Neuronen des Hypothalamus synthetisiert. Die
zugehdrigen Perikaryen liegen im Nucleus paraventricularis hypothalami und im
Nucleus supraopticus, von wo aus die Hormone Uber axonalen Transport in die
Neurohypophyse gelangen und dort in den Korperkreislauf ausgeschuttet wer-
den. Eine geringere Anzahl oxytocinerger und vasopressinerger Neuronen, die

in die Neurohypophyse projizieren, sind im Nucleus commissuralis anterior
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(CoA) lokalisiert; weitere Neuronen liegen in Gruppen zusammen als akzessori-
sche magnozellulare neurosekretorische Neuronen. Teilweise werden diese
Hormone auch in der Peripherie gebildet, wie z.B. im Nebennierenmark und in
den Hoden bzw. Ovarien (VOIGT 1996). Oxytocin und Vasopressin sind jeweils
Nonapeptide, d.h. sie bestehen aus 9 Aminosauren. Die chemische Bezeich-
nung fur Oxytocin lautet: Cys-Try-lle-Glu-Asn-Cys-Pro-Leu-Gly und die fur Va-
sopressin Cys-Try-Phe-Glu-Asn-Cys-Pro-Arg-Gly, d.h. sie unterscheiden sich in
ihrer Zusammensetzung lediglich in zwei Aminosauren. Das Praprohormon be-
steht in beiden Fallen aus einer Signalsequenz, dem jeweiligen Peptidhormon
(OX oder VP) sowie einem grolleren Peptid, welches Neurophysin genannt wird
(VoIGT 1996) (Abb. 1). Neurophysin | wird zusammen mit Oxytocin und Neu-
rophysin Il zusammen mit Vasopressin (Adiuretin) synthetisiert. Das Vasopres-
sin-Praprohormon enthalt zusatzlich noch ein Glykoprotein, welches beim Vor-
laufer des Oxytocinhormons nicht existiert. Eine mdgliche eigenstandige biolo-
gische Bedeutung der Neurophysine und des Glykoproteins sind zur Zeit noch

nicht bekannt.

2 Abb. 1. Struktur von Va-
NH, | ey — COOH  sopressin (Adiuretin) und
-19 g 107 147 Oxytocin und ihrer Prapro-
! hormone. Beide Hormone ha-
ben eine starke Strukturdhn-
e R ey lichkeit (nur 2 Aminosauren
| I: sind unterschiedlich), und ihre
Vorlaufermolokiile sind eben-
Adiuretin Glykoprotein falls ahnlich aufgebaut. Die ak-
tive Hormonsequenz (1-9)
folgt an der aminoterminalen
Seite des Praprohormons un-
mittelbar auf das Signalpeptid.
Prapro-oxytocin enthalt im Un-
terschied zu Adiuretin kein
Glykoprotein. Abbildung modi-
fiziert nach VoIGT (1996).

—_———

Pré&prooxytocin

NH,— — COOH

rmpNeurophysinl

Ox;cin

In der Evolution der Wirbeltiere (Vertebrata) haben sich Oxytocin und Va-
sopressin aus einer gemeinsamen Vorstufe, dem Vasotocin entwickelt (VOIGT
1996), das in dieser Form noch bei Vdgeln, Reptilien, Amphibien und Fischen

vorkommt.
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Die Peptidhormone kénnen auf verschiedenen anatomischen Ebenen wir-
ken (BLAHSER 1982). In der Neurohypophyse und der Pars externa der Eminen-
tia mediana sind die Basallaminae der Kapillaren fenestriert. Die Blut-Hirn
Schranke ist dort unterbrochen. In diesen Kontaktzonen kénnen die Hormone
OX und VP in den Blutkreislauf abgegeben werden und ihre Wirkung entfalten.
Aufgrund der zahlreichen hypothalamischen und extrahypothalamischen pep-
tidhaltigen Faserendigungen konnen die Hormone im ZNS ihre Aufgaben als
Neuromodulatoren oder Neurotransmitter erfullen. Die Regulation zentralnervo-
ser Vorgange durch Oxytocin und Vasopressin beschrankt sich somit nicht auf
die Exozytose dieser Hormone an den terminalen Boutons der Neurohypohyse,
sondern umfaldt eine zusatzliche Freisetzung entlang der Perikaryen, Axone
und Dendriten innerhalb des Hypothalamus (MoRRIS and Pow 1991). Ein zu-
satzlicher Wirkmechanismus uber die Zerebrospinalflissigkeit ist durch die
ependymnahe und piale Lokalisation einzelner Neuronen und ihrer Fortsatze
sowie durch das Vorkommen der genannten Hormone im Liquor wahrschein-
lich.

Zur Funktion von Oxytoxin (OX)

Oxytocin (OX) stimuliert die Kontraktion myoepithelialer Zellen, die fir die Milch-
Ejektion wahrend der Laktationsphase notwendig ist. Dartuber hinaus uber-
nimmt OX bei der Geburt eine bedeutende Rolle. Wahrend des Geburtsvor-
gangs wird die Oxytocin-Sekretion durch nervale Afferenzen vom Uterus und
der Vagina induziert. Oxytocin bewirkt an der glatten Uterusmuskulatur starkste
Kontraktionen (,Wehenhormon®). Bei der Ratte konnte gezeigt werden, dal
Opioide den Geburtsvorgang inhibieren, indem sie die neurohypophysare OX-
Sekretion reduzieren (RUSSELL ET AL. 1995). Neben der gynakologischen Be-
deutung werden in der Literatur fir OX noch weitere Funktionen beschrieben,
so die Natriurese (VERBALIS ET AL. 1991) und Antidiurese, Gedachtnisbildung
(DEWIED 1983) sowie die Beeinflussung von Paarungsverhalten und mdatterli-
chem Verhalten (WITT 1995). Um die reale Bedeutung von Oxytocin in den je-
weiligen Phasen vom Paarungsverhalten bis hin zur Schwangerschaft genauer
beurteilen zu konnen, werden Experimente mit OX-Antagonisten bzw. OX-

Antikdrpern durchgeflhrt oder selektive zerebrale Lasionen gesetzt. Zentral ap-
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pliziertes OX (Injektion in den dorsalen Vagus-Komplex) erhéht bei der Ratte
die Magensauresekretion und vermindert die Magenmotilitat. Diese Effekte ver-
schwinden nach einer Vagotomie (ROGERS and HERMANN 1992). Ob Oxytocin
bei weiteren Spezies eine ahnliche Rolle spielt, bleibt noch zu prifen. Beim
Meerschweinchen beispielsweise sprechen die vagalen Neuronen nicht auf OX
an (TRIBOLLET ET AL. 1992). Neben der Nahrungsaufnahme hemmt zentral appli-
ziertes Oxytocin auch die Aufnahme von NaCl (VERBALIS ET AL. 1993) und senkt
damit effizient die Osmolaritat im Serum.

Die Bedeutung von Oxytocin fur mannliche Individuen ist teilweise noch un-
klar (YOUNG 1992). Mannchen synthetisieren Oxytocin in den gleichen Regio-
nen des Hypothalamus wie die Weibchen. OX kann zusatzlich noch im Hoden
bzw. im Ovar sowie im Nebennierenmark produziert werden. Eine Steigerung
der Oxytocin-Expression erfolgt bei Hyperosmolaritat des Serums sowie durch
Stress (YOUNG 1992). OX induziert bei mannlichen wie bei weiblichen Ratten
die Natriurese und hemmt den ,Salzhunger® (VERBALIS ET AL. 1991). Es gibt
Hinweise darauf, dal OX zusatzlich eine Rolle in der Freisetzung von Prolaktin
spielt (LUMPKIN ET AL. 1983). Wahrend der Ejakulation kann bei Ratten die pul-
satile Freisetzung von Oxytocin nachgewiesen werden. Experimentelle Unter-
suchungen zeigten, dafy Oxytocin den Spermientransport im mannlichen repro-
duktiven System erleichtert sowie die Latenz nach der Ejakulation verkurzt
(ARLETTI ET AL. 1992). Ob die Produktion von Oxytocin und/oder die OX-
Rezeptorexpression beim mannlichen Geschlecht fir das Uberleben oder die
Reproduktion unverzichtbar sind, kann derzeit nicht abschlielend beantwortet
werden (YOUNG 1996). Ahnlich wenig ist (iber die entwicklungsgeschichtliche
Bedeutung von Oxytocin und seinen Vorlauferstufen bekannt (ALTSTEIN ET AL.
1988). Man weil} lediglich, dal} in fetalen Ratten Oxytocin-Rezeptoren friher
nachgewiesen werden konnen als die OX-Expression selbst (TRIBOLLET ET AL.
1989).

Zur Funktion von Vasopressin (VP)

Vasopressin (VP), syn. antidiuretisches Hormon (ADH), férdert in niedrigen
Konzentrationen Uber den Einbau von sog. Aquaporinen in den Sammelrohren

der Niere die Wasserrlckresorption und reguliert Uber diesen Mechanismus
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den Wasserhaushalt sowie den osmotischen Druck im Blut. Sehr hohe Kon-
zentrationen von Vasopressin fuhren zu einer Vasokonstriktion. Um eine va-
sopressorische Wirkung zu erzielen, ist allerdings ungefahr die 40-fache Menge
der antidiuretischen Konzentration notwendig. Physiologischerweise werden
derartig groRe Mengen wahrend einer Hypovolamie bzw. Hypotension ausge-
schuttet. Weniger bekannt ist die bedeutende Rolle des Vasopressins in der
Thermoregulation. Endogen sezerniertes VP wirkt febrilen Entgleisungen ent-
gegen. Zen-tral injiziertes Vasopressin senkt die Korpertemperatur von Kanin-
chen, Meerschweinchen, Ratten, Katzen und Schafen unabhangig davon, ob
eine pyretische Temperaturlage oder eine physiologische basale Korpertempe-
ratur vorliegt (RINAMAN ET AL. 1995).

Bei einer zentralen Stérung in der ADH-Produktion oder ADH-Freisetzung
(zentraler Diabetes insipidus) sinkt aufgrund des ADH-Mangels die Durchlas-
sigkeit der renalen Sammelrohre flir Wasser (geringere Ruckresorption) und
fuhrt beim Menschen zu einem Flussigkeitsverlust von bis zu 15 | taglich. Beim
nephrogenen Diabetes insipidus ist der zentrale ADH-Mechanismus zwar intakt,
hingegen weisen die Zielstrukturen (Sammelrohre) einen Defekt auf. Trotz ho-

her ADH-Spiegel bleibt also eine Harnkonzentrierung aus (VOIGT 1996).

Oxytocin und Vasopressin in der zerebrospinalen Fliissigkeit (ZSF)

Unter physiologischen Bedingungen sind OX und VP in der Zerebrospinalflus-
sigkeit (= Liquor cerebrospinalis, ZSF) in etwas hdoheren Konzentrationen vor-
handen als im Plasma. Die unterschiedlichen OX- und VP-Konzentrationen in
Blut und ZSF werden durch die Blut-Liquor-Schranke aufrechterhalten. Als
intrazerebraler Zirkulationsweg der Hormone wird angenommen, dal3 OX und
VP in die extrazellulare Flussigkeit des Gehirns sezerniert werden und an-
schlieend in die ZSF diffundieren und vice versa (RINAMAN ET AL. 1995). Eine
direkte Sekretion der Hormone in den Liquor cerebrospinalis wird diskutiert und
ist aufgrund der neuroanatomischen Beobachtungen als sehr wahrscheinlich
anzusehen: OX- und VP-immunreaktive (-ir) Fortsatze reichen immer wieder bis
an die ependymale Grenze des dritten Ventrikels. Die Funktion von OX in der

ZSF bleibt unklar, Vasopressin hingegen scheint eine wichtige Rolle in der Re-



Eva Valesky Einleitung 6

gulation des Blutzuflusses zum Plexus choroideus zu spielen und beeinfluf3t

somit die Produktionsrate der ZSF entscheidend (RINAMAN ET AL. 1995).

2. Verhalten und Hormone

(Neuro-)Hormone Uben einen starken Einflul auf das zentrale Nervensystem
aus und sind aktivierend und organisierend an der Steuerung von Verhalten
und Erleben beteiligt. Neuropeptidsysteme eignen sich aufgrund folgender Ei-
genschaften besonders gut zur Regulation von Verhaltensweisen (INSEL and
YOUNG 2000): Erstens sind die meisten Neuropeptide und ihre Rezeptoren in
einzelnen neuronalen Bahnen lokalisiert und nicht wie die monoaminergen und
GABA-ergen Neurotransmitter diffus im gesamten Vorderhirn verteilt. Zweitens
wirken Neuropeptide im allgemeinen als Neuromodulatoren, die zwar einen re-
lativ langsamen, aber daflr anhaltenden Effekt auf neuronale Funktionen zei-
gen. Und drittens zeigen Neuropeptidsysteme eine enorme neuronale Plastizi-
tat. Darunter versteht man die Veranderlichkeit und das Anpassungsvermogen
neuronaler Verbindungen beispielsweise wahrend der Entwicklung oder im
Rahmen physiologischer Veranderungen.

Neben den in dieser Arbeit untersuchten Peptidhormone Oxytocin (OX) und
Vasopressin (VP) modulieren auch Glukokortikoide, Mineralokortikoide und
Schilddrusenhormone Verhaltensweisen (MCKINLEY and OLDFIELD 1998). Die
wechselseitige Beeinflussung zwischen Hormonen und Verhalten wurde in den
vergangenen Jahren am Beispiel von Oxytocin und Vasopressin deutlich: Sozi-
alverhalten, Partnerwahl und Reproduktionsstrategien sind Eigenschaften, die
durch Oxytocin und Vasopressin verandert werden konnen (CARTER 1998,
YOUNG ET AL. 2001). Angesichts ihrer Komplexitat sind diese Verhaltensweisen
wissenschaftlich-neurobiologisch nur schwer zu belegen und schlechter greifbar
als einfache neuronale Verschaltungen wie z.B. Reflexbdgen. Es ware vermes-
sen, diese komplizierten neuronalen Leistungen auf einige wenige Hirnstruktu-
ren zurlickzufihren. Die Uberlappung der jeweiligen Wirkungsspektren ver-
schiedener Neuropeptide erschwert die grundsatzliche Klarung physiologischer
und pathophysiologischer Vorgange zusatzlich und laldt die Zusammenhange

noch komplexer erscheinen. Vergleichende neurobiologische Studien an nah-
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verwandten Spezies kdnnen hier helfen, Zusammenhange zwischen dem zen-
tralen Nervensystem und soziosexuellen Verhaltenweisen aufzuzeigen:

So haben pharmakologische Studien an Wuhimausen (Microtus) gezeigt,
dald die Neuropeptide Oxytocin und Vasopressin solche Verhaltensweisen ent-
scheidend beeinflussen kdénnen, die mit monogamen Familienstrukturen assozi-
iert sind. Die Arbeitsgruppe um LARRY J. YOUNG (Emory University, Atlanta,
U.S.A.) beschaftigt sich besonders intensiv mit zellularen und neuroendokrinen
Mechanismen, welche bei dieser Spezies das Sozial- und Bindungsverhalten zu
beeinflussen scheinen. Wihlmause (Microtus) eignen sich ganz allgemein be-
sonders gut als Tiermodell, um Verhaltensweisen wie die Monogamie bei Sau-
getieren zu untersuchen, da sie trotz der nahen Verwandtschaft einzelner Spe-
zies untereinander in ihrer sozialen Organisation und im Paarungsverhalten
bemerkenswerte artspezifische Unterschiede zeigen. Das Artenspektrum um-
falkt die monogamen Prariewuhimause (Microtus ochrogaster) und Kiefern-
wuhlmause (Microtus pinetorum) sowie die promiskuitiv lebenden Wiesenwuhl-
mause (Microtus pennsylvanicus) und Bergwlhlmause (Microtus montanus)
(CARTERET AL. 1995).

Zentral injiziertes Vasopressin (VP) steigert v.a. bei mannlichen Prarie-
wuhlmausen (Microtus ochrogaster) das Potential an Aggression gegenuber
Eindringlingen; gleichzeitig fordert es ihr Bindungsverhalten gegentber Famili-
enmitgliedern. Im Gegensatz dazu zeigt die Injektion von Vasopressin bei den
promiskuitiv lebenden Bergwihimausen keinen Effekt auf das Aggressionspo-
tential (YOUNG ET AL 1997). Die durch die Peptidhormone induzierten Verhal-
tensweisen variieren also nicht nur mit dem Substrat, sondern auch mit der so-
zialen Organisation der Spezies.

Monogam lebende Mannchen wie auch Weibchen suchen, nachdem sie
verpaart worden sind, immer wieder denselben Partner aus (Partnerpraferenz).
Es wird daruber spekuliert, inwieweit die wahrend der ersten Kopulation freige-
setzten Hormone Oxytocin und Vasopressin an der Ausbildung eines sozialen
Gedachtnisses im Sinne einer endokrinologischen Pragung beteiligt sind (WINs-
Low and INSEL 2004). Zentral injiziertes VP fuhrt bei mannlichen Prariewuhl-
mausen aber auch ohne vorher stattgehabte Paarung zur Ausbildung eines so-
zialen Gedachtnisses mit Partnerpraferenz (WINSLOW ET AL. 1993). Im Gegen-

satz dazu zeigen Prariewihlmause, wenn sie zwar flr einen gewissen Zeitraum
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zusammen gehalten wurden, sich aber nicht verpaaren konnten, keine intensive
Bindung an den Partner (WILLIAMS ET AL. 1992, INSEL ET AL. 1995).

Experimentelle Folgestudien demonstrierten die geschlechtsspezifischen
Wirkungsweisen der Peptidhormone Oxytocin und Vasopressin. Soziosexuelle
Verhaltensanderungen mannlicher Saugetiere korrelieren eher mit dem VP-
Gehalt, wogegen bei weiblichen Saugetieren modulatorische Effekte mit OX er-
zielt werden (WINSLOW ET AL. 1993). Neuroanatomische Untersuchungen an
verschiedenen Spezies zeigen bei Fischen (FORAN and BAss 1998), Amphibien
(MOORE ET AL. 2000), Végeln (KIMURA ET AL. 1999) und Saugetieren (WANG ET
AL.1998), dal} vor allem in hypothalamischen Regionen, die mit reproduktivem
Verhalten assoziiert sind, mannliche Exemplare deutlich mehr Vasopression
(VP) bzw. Vasotocin (VT) exprimieren als Weibchen. Eine mogliche Erklarung
fur diesen sexuellen Dimorphismus ist die Testosteronsensibilitat einiger
VP/VT-ergen Neuronen. Mannliche monogame Prariewlhlmause zeigen nach
Injektion von Vasopressin eine deutliche Partnerpraferenz, ein VP-Antagonist
verhindert trotz Verpaarung dieses Verhalten, wahrend die Gabe von VP bei
Weibchen ohne einen Effekt bleibt. Korrespondierend dazu bahnt die Gabe von
OX (und hemmt ein OX-Antagonist) die Entwicklung einer Partnerpraferenz bei
Weibchen (INSEL and HULIHAN 1995, CUSHING and CARTER 1999b). CHO ET AL.
(1999) hingegen zeigten in einer weiteren experimentellen Arbeit an Prarie-
wihlmausen, dal® hohe intrazerebral applizierte Dosen (~100 ng) von Oxytocin
und Vasopressin bei beiden Geschlechtern mit vermehrten Sozialkontakten und
der Ausbildung einer Partnerpraferenz korrelieren. Daher ist fur die Entwicklung
sozialer Kontakte wahrscheinlich sowohl bei weiblichen als auch mannlichen
Individuen das Zusammenspiel beider Hormone und ihrer Rezeptoren verant-
wortlich. Bei weiblichen Ratten fuhrte die Injektion hoher (allerdings unphysiolo-
gischer) Dosen an VP zur Ausbildung von mutterlichem Verhalten (PEDERSEN ET
AL. 1982).

Im Gegensatz zu den innerhalb einer Art divergierenden und geschlechts-
gebundenen Hormoneffekten konnten zwischen Weibchen und Mannchen bis-
lang keine Unterschiede in der innerartlichen Rezeptorverteilung beobachtet
werden. Vergleicht man hingegen nahe verwandte Arten mit unterschiedlichem
soziosexuellem Verhalten miteinander, so bestehen neben den komplementa-

ren biologischen Effekten der jeweiligen Peptidhormone zusatzlich auch topo-
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graphische Unterschiede in der Rezeptorverteilung (YOUNG 1999). So zeigen
die monogam lebenden Prariewuhimause (Microtus ochrogaster) im Nucleus
accumbens und im limbischen Kortex eine hohe Dichte an Oxytocin-Rezeptoren
(INSEL and SHAPIRO 1992), wogegen bei den promiskuitiv lebenden Spezies von
Wuhlmausen in diesen Hirnregionen keine Rezeptoren nachgewiesen werden
konnten. In einer Serie von Experimenten hat die Arbeitsgruppe um L.J. YOUNG
hat damit begonnen, molekulare Mechanismen, die hinter dem verhaltensbiolo-
gischen Phanomen der Monogamie stehen, zu entschliusseln. Das Vasopres-
sin-Rezeptor (V1a)- Gen sozialer Wihimause (Prarie- und Kiefernwihlmaus) un-
terscheidet sich von dem entsprechenden Gen solitéar lebender Wihimause
(Berg- und Wiesenwuhlmaus). Die sozial und monogam lebenden Wuhlmause
haben eine spezifische, dem Vasopressin-Rezeptor-Gen (V1,) vorgeschaltete
Sequenz. Diese 420 Basenpaare (bp) lange Sequenz fehlt bei den promiskuitiv
lebenden Wihimausen (YOUNG ET AL 1999, INSEL 2003). In Folgeexperimenten
konnte die fur den V1,-Rezeptor kodierende Sequenz und die 420 bp lange vor-
geschaltete Sequenz der sozial und monogam lebenden Wuhimause auf La-
bormause Ubertragen werden. Nach dem Gentransfer war nicht nur die Vi,-
Rezeptorverteilung von monogamen Wuhlmausen und diesen transgenen Mau-
sen identisch, sondern auch das Sozialverhalten der Labormause naherte sich

dem der sozial lebenden WuhIimause an (l.c.).

3. Monogamie und Eusozialitat

Jarvis (1981) beschrieb am Beispiel des Nacktmulls (Gattung: Heterocephalus)
erstmalig das Phanomen der Eusozialitat bei Saugetieren. Bis dato war ein ahn-
liches Sozialgeflge nur in Insektenstaaten wie z.B. bei Hautfliglern (Hymenop-
teren) bekannt, wo innerhalb einer Kolonie nur ein Weibchen (Kdénigin) die Fort-
pflanzung besorgt. HAMILTON (1964) hatte versucht, das Sozialgefige von Bie-
nen, Wespen und Ameisen mit Hilfe ihrer genetischen Verwandtschaft zu erkla-
ren. Bei diesen Insekten entwickeln sich die S6hne (D= Drohnen; haploid) aus
unbefruchteten Eiern der Koénigin (Q= Queen); die Tochter (W= Weibchen;
diploid) aus den vom Mannchen (K= Koénig) befruchteten Eiern der Konigin:
Diese Haplodiploidie hat zur Folge, dal} weibliche Nachkommen untereinander

naher miteinander verwandt sind als mit ihrer Mutter, der Konigin. Die weibli-
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chen Arbeiterinnen erhalten die Halfte ihres Genoms vom haploiden Vater und
die andere Halfte von der diploiden Mutter. Das bedeutet, dal3 alle Arbeiterin-
nen das gesamte (haploide) Genom ihres gemeinsamen Vaters und die Halfte
des Genoms ihrer Mutter tragen (Abb. 2). So erklart sich, dall in haplodiploiden
Organismen die Schwestern miteinander mehr gemeinsames genetisches Ma-
terial teilen als mit ihrer Mutter. Die Theorie der ,Inklusiven Fitness" besagt, dal}
oberstes Ziel von Lebewesen die Weitergabe des eigenen genetischen Materi-
als in héchst moglichem Ausmal} ist (HAMILTON 1993, 1994, GETZ ET AL. 2001).
Aus genetischer Sicht ist es fur die Arbeiterinnen daher von gréRerem Nutzen

sich, um die eigenen Schwestern zu kiimmern als selbst Nachkommen zu pro-

duzieren.
0.5 0.5 0.5 1.0
L1 3 | R 1§
a) b)

Abb. 2: Erbgang bei diploiden (a) und haploiden Organismen (b). a) In diploiden Organis-
men Ubertragt jeder Elternteil ca. 50% seiner genetischen Informationen auf seine gesamte
Nachkommenschaft. Im Durchschnitt teilen die Nachkommen untereinander die Halfte ihres
Genoms mit ihren Geschwistern. b) In haplodiploiden Organismen teilen Schwestern unterein-
ander durchschnittlich mehr gemeinsames genetisches Material (ca. 75%) als mit ihrer Mutter
(ca. 50%).

Mit Hilfe der Haplodiploidie lassen sich mdglicherweise Sozialgeflige wie Insek-
tenstaaten erklaren. Eusozialitat bei Saugetieren als eine spezielle Form der
Monogamie ist mit Hilfe dieser Theorie jedoch nicht begriindbar. Eusozialitat ist
durch die folgenden Kriterien definiert (BURDA ET AL. 2000): a) reproduktiver Al-
truismus*, der die Aufteilung von Reproduktion und elterlicher Brutpflege um-

faldt, letztere als die potentiell vollstandige Aufgabe der eigenen Reproduktions-

* selbstlose Denk- und Handlungsweise, die die eigene Fitness erniedrigt und die Fitness ande-
rer erhoht.
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aktivitat, um anderen Individuen derselben Art (z.B. Geschwistern) zu helfen, b)
Uberschneiden der adulten Generationen innerhalb der GroRfamilie, c) perma-
nente und lebenslange Philopatrie**. Zusatzliche Kriterien wie das Vorhanden-
sein von Kasten, die Grof3e der Kolonie und der soziale Zusammenhalt sind fur
die Definition von Eusozialitat bei Saugetieren weniger bedeutsam. Gemal die-
ser Definition kdnnen einige afrikanische Nagerspezies der Familie Bathyergi-
dae (Sandgraber) als eusozial gelten, wie beispielsweise der Nacktmull (Hete-
rocephalus glaber) (HONEYCUTT 1992) sowie sambische Graumulle (Cryptomys
anselli, C. mechowi, C. damarensis; BURDA and KAWALIKA 1993).

Die bemerkenswerten Anpassungen subterran lebender sambischer Grau-
mulle sowie ihr auRergewohnliches Sozialverhalten wurden bei Cypftomys an-
selli von H. BURDA und Mitarbeitern (Universitat Essen, Deutschland) im Detail
erforscht. Eine Graumullfamilie umfalt im Schnitt 13 Tiere, wobei ein einziges
sich fortpflanzendes Weibchen mit seinem Partner fur die gesamte Nachkom-
menschaft sorgt (BURDA ET AL. 2000). Es werden pro Jahr etwa funf Jungtiere
geboren, die ihr gesamtes Leben bei den Eltern verbringen (lebenslange Philo-
patrie). Nach ihrem Heranwachsen sammeln sie Futter, graben, verteidigen das
Gangsystem, helfen bei der Aufzucht der jingeren Geschwister und sorgen fir
ihre Mutter, ohne dabei (normalerweise) selbst zur Reproduktion zu kommen
(reproduktiver Altruismus). Die durchschnittliche Lebenserwartung eines Grau-
mulls in der Wildnis ist trotz der im Vergleich mit Ratte und Maus viereinhalbfa-
chen Gestationszeit hoch genug, um sechs Wiirfe aufzuziehen (Uberschneiden
der adulten Generationen). Die Evolution der Eusozialitat bei Graumullen ist
Gegenstand vieler Spekulationen und Hypothesen in der Verhaltensdkologie.
Man wird dieses besondere soziale Geflige wohl erst verstehen kénnen, wenn
die folgenden grundlegenden Fragen beantwortet sind (BURDA ET AL. 2000): a)
Welche aulleren Bedingungen mussen vor der Etablierung eines eusozialen
Systems erfullt sein? b) Warum bleibt die Nachkommenschaft bei der Familie,
anstatt sie zu verlassen und sich selbst zu reproduzieren? Okologische Bedin-
gungen wie Trockenheit und Nahrungsknappheit erklaren moglicherweise die
Koloniegrole, sie allein reichen allerdings nicht als Begrindung fur eine euso-

ziale Lebensgemeinschaft aus (BURDA ET AL. 2000).

** Philopatrie= Heimatliebe, Verbleiben am Geburtsort
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Uber die Stabilitdt der o.g. eusozialen Familienstrukturen und die Mecha-
nismen der Fortpflanzungskontrolle gibt es unterschiedliche Vorstellungen. Ei-
nerseits wird vermutet, dal} das aggressive Verhalten der ,Konigin® (reprodukti-
ves Weibchen) und der damit induzierte Stress bei der Nachkommenschaft zu
einer quasi erzwungenen Sterilitat fihren kann (sexuelle Suppression; CLARKE
ET AL. 2001). Dieser Mechanismus trifft auf den Cryptomys nahverwandten
Nacktmull zu (Gattung Heterocephalus; SHERMAN ET AL. 1992, HONEYCUTT
1992, FAULKES ET AL. 1994). Bei Cryptomys anselli gibt es keine Anzeichen ei-
ner sexuellen Suppression von Familienmitgliedern durch das reproduktive
Weibchen. Hier scheinen weder aggressives Verhalten noch Pheromone des
sich fortpflanzenden Weibchens eine Rolle zu spielen (BURDA 1995, BENNETT ET
AL. 1996, CLARKE ET AL. 2001). Die beim Graumull zu beobachtende ,Inzest-
vermeidung“ liegt vielmehr in der Fahigkeit der Familienmitglieder begrindet,
einander individuell zu erkennen (BURDA, pers. Mitt.). Einander fremde Tiere
verpaaren sich innerhalb weniger Minuten. Nach dem Tod des dominanten
Weibchens besteht der Zusammenhalt der Familie noch bis zu einem Jahr wei-
ter, bevor ihr Zerfall droht. Eine Paarung zwischen einem dominanten Mann-
chen und seinen Tochtern findet selbst in solchen Extremsituationen nicht statt.
Ebenso wurden niemals Geschwister bei der Kopulation beobachtet. Tiere in-
nerhalb einer Familie scheinen flreinander sexuell inattraktiv zu sein. Graumul-
le sind weder in ihrer geschlechtlichen Entwicklung retardiert, noch werden sie
durch das sich fortpflanzende Paar in ihrem Reproduktionsverhalten gehemmt.
Die Tiere vermehren sich nicht, weil sie auler ihren Familienangehorigen kei-
nen geeigneten Partner haben und somit im Sinne eines ,Inzesttabus® nicht ko-
pulieren (BURDA 1995; CooONEY and BENNETT 2000). Das verminderte Korper-
wachstum non-reproduktiver Tiere wird eher als eine fehlende Stimulation durch
einen fremden Partner interpretiert als eine Hemmung der geschlechtlichen
Entwicklung, da die Ovarien non-reproduktiver Graumull-Weibchen eine norma-
le follikulare Entwicklung zeigen. Die Grdlie der Ovarien sowie die Anzahl der
Follikel in den jeweiligen Entwicklungsstadien (Primordial-, Primar-, Sekundar-
und Tertiarfollikel) lassen keinen Ruckschlufld auf den reproduktiven Status ei-
nes Tieres zu (WILLINGSTORFER ET AL. 1998). Einziger signifikanter Unterschied
zwischen den reproduktiven und non-reproduktiven Tieren ist, dal® bei letztge-

nannten kein Eisprung nachgewiesen werden kann. Ein echtes Corpus luteum
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als morphologischer Nachweis einer stattgehabten Ovulation fehlt hier. Der
Nachweis zahlreicher nicht-rupturierter, aber luteinisierter Follikel in den Ova-
rien reproduktiver und nicht-reproduktiver Tiere wird als eine taxonomische Be-
sonderheit der Hystricognatha gedeutet (WILLINGSTORFER ET AL. 1998). Das
Fehlen der Ovulation bei non-reproduktiven Cryptomys wurde anfanglich noch
als eine mutmalliche pheromonale Suppression nahverwandter Familienmit-
glieder durch das dominante Weibchen interpretiert (BENNETT ET AL. 1996). In-
zwischen geht man bei Cryptomys anselli von einer durch wiederholte Kopulati-
onen induzierten Ovulation aus und die verhaltensbiologische Theorie der In-
zestvermeidung aufgrund der individuellen Wiedererkennung gilt als allgemein

akzeptiert (COONEY and BENNETT 2000).

4. Der Graumull (Cryptomys anselli)

Einordnung in die biologische Systematik (NOvVAK and PARADISO 1983):

Ordnung: Nagetiere (Rodentia)

Unterordnung: Stachelschweinverwandte (Hystricognatha)
Familie: Sandgraber (Bathyergidae)

Gattung: Graumulle (Cryptomys)

Art: Ansells Graumull (Cryptomys anselli)

Das Verbreitungsgebiet der Graumulle erstreckt sich von den Savannen West-
afrikas Uber Ost- und Zentralafrika bis nach Sudafrika. Die Anzahl der Arten in-
nerhalb der Gattung Cryptomys ist nicht geklart. Von verschiedenen Autoren
werden 3 bis 49 Arten angegeben (HONEYCUTT ET AL. 1992). Die im Rahmen
dieser Arbeit untersuchten Graumulle gehéren zu der vor kurzem beschriebe-
nen neuen Art Cryptomys anselli* an (BURDA ET AL. 1999). Der deutsche Name
Graumull entstand wahrscheinlich durch die ,wértliche* Ubersetzung der friiher
verwendeten englischen Bezeichnung Gray’s mole-rat (nach dem Namen des
Biologen GRAY, der die Gattung beschrieben hat) (BURDA 1994) (Abb. 3).

* In den friiheren Arbeiten von BURDA und Mitarbeitern wird diese Art unter der Bezeichnung
Cryptomys hottentotus gefiihrt.
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Abb. 3. Foto aus dem Familienalbum
der Graumulle: Graumulle sind nicht grau,
sondern eher ocker-braun. Die Augen sind
sehr klein, die Schneidezahne hingegen
sehr prominent. Foto: Prof. Dr. Hynek Bur-
da, Essen.

Diese subterran lebenden Tiere besitzen sehr prominente und starke Schneide-
zahne, welche sie zum Graben in der teilweise sehr trockenen, harten Erde und
zur Beschaffung der ausschlieldlich pflanzlichen Nahrung (Wurzeln, Knollen,
Zwiebeln, etc.) einsetzen. Die Kdérpermasse der erwachsenen reproduktiven
Tiere liegt durchschnittlich bei 110g (95-150g) fur mannliche und bei 75g (65-
90g) fur weibliche Tiere. Die Kopf-Rumpflange betragt 10,5-16,5 cm, die
Schwanzlange 1,2-3,8 cm. Die Fellfarbe ist altersabhangig. Die Sauglinge des
sambischen Graumulls sind grau-schwarz, nach der Entwbéhnung werden sie
braun und alte Tiere sind goldbraun (ocker) gefarbt. Charakteristisch fur diese
Art ist der individuelle weil3e Scheitelfleck (Blesse), dem die Graumulle im Afri-
kaans den Namen Blesmol verdanken (vgl. NAKAMURA 1999). Die Tragzeit ist
mit 98 Tagen fur Nagetiere relativ lang (vgl. Maus/Ratte: ~19 Tage). Die Tiere
leben so gut wie ausschlieBlich in einem unterirdischen Gangsystem in bis zu
2m Tiefe, welches sich Uber einen Radius von mehr als 1000m erstrecken kann
und lange, schnurgerade Abschnitte (runway) enthalt.

Dieser subterrane Lebensraum erfordert spezifische Anpassungen des Or-
ganismus an tagliche Herausforderungen wie die Orientierung und gezielte
Fortbewegung. Neben einem offenbar normal entwickelten Geruchssinn besit-
zen die Tiere ein speziell fur niedrige Frequenzen empfindliches Gehoér (MAR-
HOLD ET AL. 1997). Graumulle besitzen einen ausgepragten Magnetsinn, der bei
der Wahl des Ortes fur den Nestbau in einer bestimmten Polaritdt zum Erd-

magnetfeld deutlich wird (BURDA ET AL. 1990, NEMEC ET AL. 2001, OELSCHLAGER



Eva Valesky Einleitung 15

ET AL. 2002). Das Problem der Lokomotion in den engen Gangsystemen (ein
trachtiges Weibchen kann sich in ihnen kaum fortbewegen) wurde im Laufe der
Evolution durch eine Modifikation der Korperform geldst: der Korper ist dement-
sprechend walzenférmig, mit kurzen Beinen, kurzem Fell und Stummelschwanz
(Abb. 4). Als Grabwerkzeuge dienen die Vorderbeine und die eindrucksvollen
Schneidezahne. Die visuell reizarme Umwelt fuhrte in der Evolution zu einer
starken Verkleinerung der Augen (Mikrophthalmie), die aber offenbar wie bei
normophthalmen Nagern gebaut sind (NAKAMURA 1999, OELSCHLAGER ET AL.
2000).

Abb. 4. Der Graumull im unterirdischen Gangsystem. Foto: Prof. Dr. Hynek Burda, Essen.

5. Die Ratte (Rattus rattus)

Einordnung in die biologische Systematik (NOvVAK and PARADISO 1983):

Ordnung: Nagetiere (Rodentia)

Unterordnung: Mauseverwandte (Myomorpha)

Familie: Mause (Muridae)

Gattung: Ratten (Rattus)

Art: Wanderratte (Rattus norvegicus), Laborratte;

Hausratten, Heimtierratten (Rattus rattus)

Die Ratte ist nach der Maus das am haufigsten verwendete Versuchstier, sie
wird Uberwiegend in der Medizin, der Ernahrungs-, Verhaltens- sowie in der To-
xizitatsforschung eingesetzt. Die Laborratte stammt von der Wanderratte (Rat-
tus norvegicus) ab. Der erste Rattenstamm fur die biomedizinische Forschung

wurde vom Wistar Institute in Philadelphia entwickelt. Viele der Inzuchtstamme,
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die heute eingesetzt werden, stammen von der Albino-Wistar-Ratte ab. 1995
gab es mehr als 400 genetisch definierte Ratteninzucht-Stamme und etwa 50
Auszucht-Stamme (HAVENAAR et al. 1995). Ratten sind deutlich weniger ag-
gressiv als Mause. Daher kdénnen je nach Stamm auch mannliche Ratten pro-
blemlos in Gruppen untergebracht werden. Verschieden alte Gruppen sollten
jedoch nicht zusammengesetzt werden, da dies zu einem gesteigerten Aggres-
sionsverhalten fuhren konnte. Das Gewicht ausgewachsener Mannchen betragt
300-500g, das ausgewachsener Weibchen liegt zwischen 250-300g. Die Tiere
sind ab einem Alter von 6 Wochen geschlechtsreif. Die Ostrusdauer betragt 4
Tage. Nach einer Tragzeit von 19 Tagen werden die Jungen blind und nackt
geboren. Findet eine Verpaarung wahrend des Postpartum-Ostrus statt, kdnnen
Laktation und Trachtigkeit zusammen auftreten. Fur die Zucht werden mono-
game (ein Mannchen mit einem Weibchen) wie auch polygame (ein Mannchen
mit bis zu sechs Weibchen) Verpaarungsstrategien angewendet. Der in der vor-
liegenden Arbeit verwendete Auszucht-Rattenstamm, Sprague-Dawley, wurde
1925 von R. Worthington Dawley entwickelt und von der Sprague-Dawley-Farm
in USA weitergefuhrt (seit 1982 Herkunft aus dem Zentralinstitut fur
Versuchstierzucht in Hannover). Die Sprague-Dawley-Ratte ist eine Albino-
Ratte mit schnellem Wachstum und zeichnet sich durch ein hohes Mal} an
Gelehrigkeit sowie leichte Handhabung aus. Dieser Stamm zeigt ein
ausgepragteres maternales Verhalten als weibliche WISTAR-Ratten; auch téten
mannliche Sprague-Dawley-Ratten Neugeborene wesentlich seltener als

mannliche WISTAR (Auskunft It. Fa. Elevage, Janvier; France).

6. Fragestellung und Zielsetzung

In der aktuellen Literatur wird diskutiert, inwieweit die Neuropeptidhormone
Oxytocin (OX) und Vasopressin (VP) das Verhalten von Saugetieren beeinflus-
sen konnen. Es wird angenommen, dal} diese beiden Hormone im Zentralner-
vensystem Phanomene wie Sozialverhalten, Partnerwahl, Bindungsverhalten,
Aggression etc. modulieren. Der Graumull gilt unter den Saugetieren als Mus-
terbeispiel fur eusoziales Verhalten. Eusozialitat ist bei Saugetieren extrem sel-
ten und gilt v.a. im subterranen Lebensraum als eine Besonderheit, die evoluti-

onsbiologisch noch nicht verstanden ist (BURDA and KAWALIKA 1993). Uber die
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physiologischen Mechanismen, die monogames und moglicherweise eusoziales
Verhalten generieren, ist derzeit wenig bekannt. Dabei ware aus dem Blickwin-
kel der Biomedizin bzw. Psychologie eine naturwissenschaftliche Erklarung die-
ser Phanomene von groliem Interesse. Die Bedeutung von Oxytocin und Va-
sopressin als Paarbindungshormone (,Kuschelhormone®) wurde erstmalig bei
den Prariewuhlmausen (Microtus ochrogaster) nachgewiesen (GETz and
CARTER 1996), die als ein weiteres Beispiel von Monogamie bei Saugetieren be-
trachtet werden konnen (BURDA ET AL. 2000) und deren auf3erordentlich soziales
Verhalten fast schon als eusozial bezeichnet werden kann. Die neuroanatomi-
sche Untersuchung der Hormone OX und VP im Gehirn des Graumulls mit sei-
ner eusozialen Familienstruktur ist nach den bereits an Prariewlihimausen er-
hobenen Befunden von grolRem wissenschaftlichem Interesse.

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Frage, wie sich die beiden
Saugetierspezies Ratte und Graumull hinsichtlich der Transmitterverteilung im
Gehirn unterscheiden und inwieweit sich diese Unterschiede mit dem jeweiligen
Sozialverhalten korrelieren lassen. Der Vergleich von Graumull und Ratte ist vor
allem auch deshalb besonders interessant, da die Ratte als ,Standardorganis-
mus”“ in ihrem Sozialverhalten keinerlei Extremstellung einnimmt. In einem er-
sten Schritt wurden die topographischen Verhaltnisse der fur OX und VP im-
munreaktiven (ir-) Neuronen bei Graumull und Ratte analysiert. Dabei war aller-
dings nicht beabsichtigt, eine ausflhrliche formale Gliederung der jeweiligen
Nuclei in verschiedene Zellpopulationen zu erreichen. Vielmehr sollte vor allem
das unter physiologischen Bedingungen ermittelte Verteilungsmuster der
Transmitter im Gehirn dargestellt und biologisch-ethologisch interpretiert wer-
den. Hierbei war von besonderer Bedeutung, inwieweit der individuelle Status
der Graumulle innerhalb der Familie (reproduktive Weibchen, zugehérige re-
produktive Mannchen, adulte non-reproduktive sowie subadulte, juvenile und
neonate Tiere) mit Unterschieden in der Verteilung und Quantitat der fur das
(Sozial-)Verhalten bedeutsamen Hormone Oxytocin und Vasopressin im Gehirn
korreliert. Ein topographisch-histologischer Unterschied in den Gehirnen der je-
weiligen Graumullgruppen wurde fur die Theorie sprechen, dald es mdglicher-
weise genetisch determinierte Kasten gibt, in die ein neonater Graumull hinein-

geboren wird (BURDA, pers. Mitt.). Aktuelle verhaltensbiologische Studien wider-
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sprechen allerdings dieser Hypothese und gehen nicht von genetisch vorbe-
stimmten Verhaltenweisen innerhalb einer Familie aus (vgl. BURDA ET AL. 2000).
Im folgenden soll fur eine erste Orientierung zunachst der Bau des Hypotha-
lamus allgemein besprochen werden; damit wird eine Grundlage bzw. Referenz
fur die spatere vergleichende Interpretation der hier an Graumull und Ratte er-

hobenen immunhistochemischen Befunde geschaffen.
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Il. Der Hypothalamus

1. Allgemeine Bemerkungen

Zusammen mit dem Subthalamus, dem Metathalamus, dem Thalamus und dem
Epithalamus bildet der Hypothalamus das Zwischenhirn. Wahrend der Thala-
mus funktionell mit dem Neokortex eine Einheit bildet, ist der Hypothalamus eng
mit dem limbischen System verbunden (BIRBAUMER and ScHMIDT 1996). Seine
anatomischen und neurosekretorischen Verbindungen machen den Hypothala-
mus zur ubergeordneten Instanz fur das gesamte endokrine und vegetative
Nervensystem (TREPEL 1999). Der Hypothalamus produziert in mehreren Kern-
gebieten Peptide wie die Nonapeptide Oxytocin und Vasopressin, aber auch
Corticotropin-Releasing Hormone (CRH), Thyrotropin-Releasing Hormone
(TRH) und viele andere Neuropeptide wie Luteinisierendes Hormon-Releasing
Hormon (LHRH), Enkephalin, Dynorphin, Substance P, Pituitary Adenylcyclase
Activating Polypeptide (PACAP), Growth Hormone- Releasing Hormone
(GHRF), Calcitonin-Gene Related Peptide (CGRP) etc. (SwaAB 1997).

Die Perikaryen der verschiedenen Kerngruppen (genaueres s.u.) registrie-
ren sogenannte Ist-Werte der unterschiedlichsten homoostatischen Regelkreise
(wie Durst, Hunger, Korpertemperatur, etc.) und nicht-homdostatischer Triebe
(wie Sexualitat, Aggression, etc.) sowie der Aufmerksamkeit und kognitiver
Funktionen und vergleichen sie mit korrespondierenden Soll-Werten, um dann
uber die Hypophyse gegebenenfalls mit einer adaquaten Hormonsekretion zu
reagieren (BIRBAUMER and ScHMIDT 1996). Dartber hinaus reguliert der Hypo-
thalamus vegetativ-endokrine Vorgange und integriert diese (zusammen mit

dem limbischen System) zu einem sinnvollen Verhalten (KUNzLE 1993).

2. Gliederung des Hypothalamus

Der Hypothalamus bildet das ventrale Drittel des Diencephalon. Rostral grenzt
der Hypothalamus an die Lamina terminalis. Entlang seiner rostro-kaudalen
Ausdehnung wird er dorsal durch den Nucleus reuniens thalami (Re) und die
Zona incerta (ZI) begrenzt, lateral durch den Pedunculus cerebri. Die kaudale

Grenze kann anhand einer imaginaren transversalen (koronalen) Ebene vom
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Hinterrand des Mamillarkdrpers zur Commissura posterior (epithalamica) defi-

niert werden (vgl. Abb. 5 [Parasagittalschnitt]). Medial reicht der Hypothalamus
bis an den dritten Ventrikel (3V) (vgl. Abb. 9-12 [Koronalschnitte]).

Abb. 5. Ubersicht der anatomischen Strukturen (Parasagittalschnitt) im Gehirn der Ratte.
Abkurzungen: 3V, dritter Ventrikel; 4V, vierter Ventrikel; ac, Commissura anterior; AHA, Area
hypothalamica anterior; APit, Adenohypophyse; Arc, Nucleus arcuatus; cc, Corpus callosum;
CoA, Nucleus commissuralis anterior; f, Fornix; fr, Fasciculus retroflexus; MM, Nucleus mamilla-
ris medialis, pars medialis; ML, Nucleus mamillaris medialis, pars lateralis; MPA, Area praeopti-
ca medialis; MPO, Nuceus praeopticus medialis; mt, Tractus mamillothalamicus; ox, Chiasma
opticum; Pa, Nucleus paraventrcularis hypothalami, PAG, Substantia grisea centralis (peri-
aqueductal grey); PPit, Neurohypophyse; PV, Nucleus paraventricularis thalami; Re, Nucleus
reuniens thalami; SCh, Nucleus suprachiasmaticus; scp, Pedunculus cerebellaris superior;
SuM, Nucleus supramamillaris; mtg, Tractus mamillotegmentalis; pc, Commissura posterior;
VMH, Nucleus ventromedialis hypothalami. Zeichnung modifiziert nach PAXINOS and WATSON
(1998).

Der Hypothalamus ist eine sehr heterogene Hirnregion (Abb. 6). Das in die-
ser Arbeit verwendete Schema seiner Einteilung wird im Detail von SWANSON
(1987,1992) beschrieben. Danach erfolgt die klassische Gliederung der Nuclei
primar von innen nach auf3en in drei transversal nebeneinanderliegende Langs-
zonen (periventrikulére, mediale, laterale Zone). Entlang der rostro-kaudalen
Achse wird nochmals eine Unterteilung in je vier hintereinander gelegene Quer-
regionen (préoptische, anteriore, tuberale und mamilldre Region) vorgenom-
men, wobei die Ubergange zwischen den einzelnen Zonen (bzw. Regionen)
und Nuklei flielend sind (Abb. 6).
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Abb. 6. Vereinfachte Aufsicht auf den rechten Hypothalamus mit ausgewahlten Areae und
Nuclei; Nomenklatur modifiziert nach PAXINOS and WATSON (1998). (1)- (6): Reihenfolge der Be-
sprechung der einzelnen Kerngebiete im Text (s.u.). *Der Nucleus supraopticus (SO) gilt nach
PAXINOS (1995) als ein nach lateral verschobener Teilbereich der periventrikularen Zone.
*Strenggenommen ist die mediale praoptische Region telenzephalen Ursprungs (VOOGD ET AL.
1998); da sie aber strukturell und funktionell sehr eng mit dem Hypothalamus verbunden ist,
kann sie ihm zugerechnet und mit ihm zusammen besprochen werden. Abkurzungen: AH, Nu-
cleus anterior hypothalami; AHA, Area hypothalamica anterior; Arc, Nucleus arcuatus (syn. Nu-
cleus infundibularis); CoA, Nucleus commissuralis anterior; DMH, Nucleus dorsomedialis hypo-
thalami; LH, Area hypothalamica lateralis; LM, Nucleus mamillaris lateralis; LPO, Area praeop-
tica lateralis; MM, Nucleus mamillaris medialis, pars medialis; ML, Nucleus mamillaris medialis,
pars lateralis; MnPO, Nucleus praeopticus medianus; MPA, Area praeoptica medialis; MPO,
Nucleus praeopticus medialis; OVLT, Organum vasculosum laminae terminalis; Pa, Nucleus
paraventricularis hypothalami; PeA, Nucleus periventricularis anterior; PeP, Nucleus periven-
tricularis posterior; PePO, Nucleus praeopticus periventricularis; PHA, Area hypothalamica pos-
terior; SCh, Nucleus suprachiasmaticus; SO, Nucleus supraopticus; SuM, Nucleus supramamil-
laris; TU, Nucleus tuberalis; VMH, Nucleus ventromedialis hypothalami.

Allgemein lalkt sich festhalten, dal} die periventrikularen und medialen
Langszonen zellreich und nuklear organisiert sind. Die laterale Zone ist hinge-
gen faserreich und retikular organisiert (KUNzLE 1993).

Ein grol3er Teil der hypothalamischen Axone zieht in der Wand des Infundi-
bulums (Hypophysentrichter, in Abb. 5 nicht sichtbar). Ziel dieser Fasern sind
im wesentlichen zwei Regionen: Die Eminentia mediana (nicht dargestellt), die

am Eingang zum Infundibulum gelegen ist (Tractus tuberoinfundibularis, hypo-
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thalamo-adenohypophyséres System) sowie die Neurohypophyse (Tractus hy-
pothalamohypophysialis, hypothalamo-neurohypophyséres System).

Die diffus verteilten peptidergen Perikaryen des hypothalamo-
adenohypophyséren Systems liegen unmittelbar subependymal in der peri-
ventrikularen Region des Hypothalamus (Abb. 6). Teilweise finden sich derarti-
ge Neuronen auch im Nucleus paraventricularis hypothalami und im Nucleus
arcuatus (= infundibularis) (ZILLES und REHKAMPER 1994). Sie bilden Steuerhor-
mone, die als Releasing-Hormone oder Inhibiting-Hormone in den Axonen bis
zur Eminentia mediana absteigen und die Hormonproduktion in der Adenohy-
pophyse aktivieren bzw. hemmen. Die Freisetzung der Steuerhormone unter-
liegt einer Rhythmik, die uber Efferenzen aus dem Nucleus suprachiasmaticus
als ,Zeitgeber” vermittelt wird (l.c.).

Die magnozellularen Neuronen des hypothalamo-neurohypophyséren Sys-
tems exprimieren die Peptidhormone Oxytocin (OX) und Vasopressin (VP). lhre
Perikaryen liegen hauptsachlich im Nucleus paraventricularis hypothalami (Pa),
im Nucleus supraopticus (SO) und in quantitativ etwas weniger bedeutsamen
Populationen der akzessorischen neurosekretorischen magnozellularen Neuro-
nen/Nuclei (ACC, in Abb. 6 nicht dargestellt). Die Axone des hypothalamo-
neurohypophysaren Systems projizieren Uber den Tractus hypothalamohy-
pophysialis in die Neurohypophyse, wo die beiden Hormone gespeichert (Her-
ring-Kdrper) und je nach Bedarf in den Korperkreislauf abgegeben werden. Ein
kleiner Teil der Axone des hypothalamo-neurohypophysaren Systems endet
zusammen mit den Axonen des hypothalamo-adenohypophysaren Systems an
der Eminentia mediana, um v.a. Vasopressin in den Portalkreislauf abzugeben.
OX und VP sind Effektorhormone, d.h. sie werden nach der Freisetzung direkt
im Blut wirksam. Eine Stimulation der Hypophyse durch Releasing- und Inhibi-
tinghormone wie beim hypothalamo-adenohypophysaren System ist nicht erfor-
derlich. Neben dem oben beschriebenen humoralen Weg der Kommunikation
steht der Hypothalamus Uber zahlreiche neuronale Verbindungen mit dem ubri-
gen Zentralen Nervensystem in Beziehung (BIRBAUMER und SCHMIDT 1996).

Die wichtigsten afferenten und efferenten Fasersysteme des Hypothalamus
sind:

1) Der Fornix verbindet als Teil des Papez-Neuronenkreises (Abb. 7) den

Hippocampus mit dem Corpus mamillare.
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2)

3)

Die Stria terminalis (st), welche die Amygdala und den Hypothalamus
miteinander verbindet.

Die Stria medullaris (sm), welche als heterogenes Faserbundel haupt-
sachlich den praoptischen Hypothalamus mit der Habenula verknupft.
Sie ist Teil der Septum-Amygdala-Hypothalamus-Achse, der eine Bedeu-
tung in der Steuerung vegetativer Vorgange zugeschrieben wird (,visze-
rales Gehirn®) (ZILLES und REHKAMPER 1994).

Das mediale Vorderhirnbiindel (mfb, syn. Fasciculus medialis telen-
cephali), welches ein anatomisch schwer fal3bares Fasersystem darstellt.
Es spielt eine bedeutende Rolle als zentraler Kommunikationsstrang
zwischen Anteilen des Vorderhirns (Septum, Hippocampus, Amygdala,
Hypothalamus) und dem Mittelhirn.

Der Fasciculus longitudinalis dorsalis ScHUTZ verbindet den Hypothala-

mus mit der Formatio reticularis.

l l

Area entorhinalis Praesubiculum Gyrus cinguli

A

A4

Hippocampus

Fornix

A4

Corpus mamillare limbische

Tractus mamillothalamicus

Thalamuskerne

(Vicg-d’Azyr-Biindel)

Abb. 7. Papez-Neuronenkreis. Dieser Neuronenkreis zieht vom Hippocampus tber den Fornix
zum Corpus mamillare, von dort tiber den Tractus mamillothalamicus (Vicq-d Azyr-Blindel) zum
Thalamus (Ncl. anterior) und von dort zum Gyrus cinguli, der tiber Praesubiculum und Area en-
torhinalis wiederum zum Hippocampus projiziert. Das Corpus mamillare ist zusatzlich Gber den
Tractus mamillotegmentalis und den Pedunculus mamillaris reziprok mit limbischen Kerngebie-
ten in der Formatio reticularis des Mesencephalons (Nucleus tegmentalis dorsalis GUDDEN,
Nucleus reticularis tegmenti pontis BECHTEREW) verbunden (nicht abgebildet). Die zusatzlichen
Verbindungen der einzelnen Stationen sind zugunsten der Ubersichtlichkeit nicht aufgefihrt.

Aus den oben genannten Details (1-5) ist ersichtlich, dal® ein Grofteil der hypo-

thalamischen Afferenzen im limbischen System entspringt sowie im Hirnstamm
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(Mittelhirn, Formatio reticularis). Dagegen bestehen kaum direkte Verbindungen
vom und zum Neokortex (mit Ausnahme des prafrontalen Kortex), desgleichen
sind direkte Verbindungen zum spezifischen Thalamus und zu den Basal-

ganglien rar (BIRBAUMER und SCHMIDT 1996).

3. Das magnozelluldre und das parvozellulare System

Im Nucleus supraopticus und vor allem im Nucleus paraventricularis hypotha-
lami existieren Neuronenpopulationen, die aufgrund der GrofRe ihrer Perikaryen
(@ ca. 20um) als magnozellular bezeichnet werden. Die Axonterminalen dieser
magnozellularen neurosekretorischen Neuronen enden wie bereits beschrieben
im Hypophysenhinterlappen (hypothalamo-neurohypophysares System) und
sezernieren dort die Neuropeptide Oxytocin (OX) und Vasopressin (VP) in den
perikapillaren Raum. Diese Hormone wirken Uber die Blutbahn direkt auf die pe-
ripheren Zielorgane. Der Nucleus supraopticus besitzt ausschlief3lich magnozel-
lulare Neuronen, wogegen der Nucleus paraventricularis hypothalami noch zu-
satzlich parvozellulare Neuronenverbande aufweist (ARMSTRONG ET AL. 1980,
ARMSTRONG 1995).

Hypothalamische magnozellulare Neuronen waren in der Vergangenheit
Gegenstand zahlreicher morphologischer Untersuchungen, zunachst um den
Ursprungsort der neurohypophysaren Hormone nachzuweisen, und spater, um
ihre Rolle in der Regulierung der neurohypophysaren Sekretion besser verste-
hen zu kdnnen. Es zeigte sich jedoch, dal} die beiden Peptidhormone (OX, VP)
auch in solchen Fasern des ZNS vorkommen, die bei Saugetieren keine offen-
sichtlichen neuroendokrinen Funktionen besitzen (SOFRONIEW 1990). Man stell-
te sich damals die Frage, ob diese Fasern von den klassischen magnozellula-
ren Neuronen stammen, oder ob es noch andere OX- und VP-produzierende
Neuronen gibt. Tatsachlich wurde im Nucleus paraventricularis hypothalami
(Pa) und im Nucleus suprachiasmaticus (SCh) von nicht mit Colchicin behan-
delten Tieren eine neue Neuronenpopulation entdeckt, die OX und VP expri-
miert, deren Perikaryen allerdings einen deutlich geringeren Durchmesser be-
sitzen als die bisher beschriebenen magnozellularen Neuronen. Im Pa waren
unter den parvozellularen Neuronen oxytocinerge sowie vasopressinerge Zellen

vorhanden; im SCh lief3 sich ausschliellich VP nachweisen (SOFRONIEW 1990).
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Fur die immunhistochemische Visualisierung weiterer parvozellularer Peri-
karyen in anderen oxytocin- und vasopressinergen Regionen wie den Nuclei
striae terminalis (Bettkerne der Stria terminalis) und der medialen Amygdala
war eine Behandlung der untersuchten Tiere mit Colchicin notwendig. Parvozel-
lulare Neuronen enthalten weniger antigenes Material als magnozellulare Neu-
ronen und sind deshalb immunhistologisch schwieriger nachzuweisen. Mit Hilfe
des Mitosespindelgifts Colchicin, welches Uber die Inhibition des schnellen
Axontransports eine Akkumulation des jeweils produzierten Peptids und somit
eine Erhohung der Antigenitat bewirkt, kann somit eine Verstarkung der Neuro-
nenmarkierung erreicht werden. Auf diese invasiven Behandlungen (Scha-
deltrepanation mit anschlieRender intrakranieller Injektion in den lateralen
Ventrikel), die die Gesundheit der Tiere stark beeintrachtigen und den physiolo-
gischen Zustand der Neuronenpopulationen verfalschen kénnten, wurde in der
vorliegenden Arbeit verzichtet (s. Diskussion).

Die parvozellularen Neuronen des Nucleus paraventricularis hypothalami
konnen in Neuronen unterteilt werden, deren Axone zum einen in die auliere
Zone der Eminentia mediana (syn. Infundibulum) projizieren und dort Steuer-
hormone bereitstellen. Die in dieser neurohamalen Zone ins Blut Ubergetrete-
nen Releasing- bzw. Inhibiting-Faktoren kontrollieren die Freisetzung von Hor-
monen aus der Adenohypophyse. Zum anderen projizieren parvozellulare Neu-
ronen Uber absteigende Faserbahnen v.a. in vegetativ autonome Zentren des
Mesencephalon (Ncl. Edinger-Westphal, Substantia grisea centralis), Myelen-
cephalon (Parabrachialregion, Locus coeruleus, Raphekerne, Area postrema,
Ncl. tractus solitarii, Vagus-Ambiguus-Komplex) sowie des Ruckenmarks (Ncl.
intermediolateralis und Lamina |; KUNZLE 1993).

Parvozellulare Neuronen exprimieren neben Vasopressin (VP) und Oxytocin
(OX) noch weitere Neurotransmitter wie Cholecystokinin (CCK), Substanz P
(SP), Neurotensin (NT), Galanin, Enkephalin und den Releasing-Faktor des
Wachstumshormons (GHRF). Eine Besonderheit ist die Co-Lokalisation von
Neurotransmittern und deren veranderte Expression unter pathophysiologi-
schen Bedingungen: Fur primar Corticotropin-Releasing-Hormone (CRH)- halti-
ge parvozellulare Neuronen des Nucleus paraventricularis hypothalami von Rat-
te und Meerschweinchen ist bekannt, dal} sie unter bestimmten pathophysiolo-

gischen Zustanden, (z.B. Fieber, Dehydrierung, Adrenalektomie, Stress) neben
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CRH zusatzlich Vasopressin exprimieren kénnen, welches unter diesen Bedin-
gungen als Releasing-Faktor fur das Adrenocorticotrope Hormon (ACTH) wirkt
(KISS ET AL. 1984).
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4. Topographie, Struktur und Funktion der hypothalamischen Kerngebiete

Im Sinne einer optimalen Transparenz und Verstandlichkeit dieser Arbeit wird
hier jeder der im folgenden Ergebnisteil besprochenen Kernregionen eine Cha-
rakteristik vorangestellt. Die dreidimensionale Darstellung (Abb. 8) des Ratten-
gehirns sowie die vier Ubersichtszeichnungen der anatomischen Strukturen in
Koronalschnitten (Abb. 9-12) sollen helfen, die komplexen topographischen Zu-
sammenhange von rostral nach kaudal nachzuvollziehen. [Die Reihenfolge der
Nuclei orientiert sich am Ergebnisteil.] Die Details gelten primar fur das Ratten-
gehirn, die Afferenzen und Efferenzen sowie die Funktion der Strukturen wur-
den den zitierten Literaturstellen entnommen (ARMSTRONG 1995, SIMERLY 1995,

VOOGD ET AL. 1998 etc.).

Abb. 8. Dreidimensonale Darstellung eines Rattengehirns mit topographischer Rekon-
struktion der Hippocampusformation. Modifiziert nach PAxINOS (1995). Abkilirzungen: cm,
Corpus mamillare; d, dorsal; f, Fornix; h, Hippocampus; k, kaudal; ox, Chiasma opticum; r,
rostral; v, ventral.
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Abb. 9. Rostraler Abschnitt des Hypothalamus; modifiziert nach PAxINOS and WATSON
(1998). Abklrzungen s. Abb. 5 sowie Anhang und Text.

Abb. 10. Mittlerer Abschnitt des Hypothalamus; modifiziert nhach PAXINOS and WATSON
(1998). Abkurzungen s. Abb. 5 sowie Anhang und Text.
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Abb. 11. Kaudaler Abschnitt des Hypothalamus; modifiziert nach PAXINOS and WATSON
(1998). Abkurzungen s. Abb. 5 sowie Anhang und Text.

Abb. 12. Koronalschnitt durch das Corpus mamillare; modifiziert nach PAXINOS and WATSON
(1998). Abkurzungen s. Abb. 5 sowie Anhang und Text.
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4.1. Nucleus paraventricularis hypothalami (Pa)

TOPOGRAPHIE. Als Zentralstruktur im vorderen Hypothalamus flankiert der hypo-
thalamische Nucleus paraventricularis hypothalami (s. Abb. 5, 10; Pa) mit sei-
ner charakteristischen Keilform beiderseits die Seitenwande des 3. Ventrikels
(3V). Der Kern beginnt rostral etwa in Hohe des Nucleus suprachiasmaticus
(SCh), beiderseits des 3.Ventrikels und endet kaudal in Hohe der Eminentia
mediana (s. Abb. 11: PaPo; vgl. Abklrzungsverzeichnis S. 167f.). Die Mehrheit
der magnozellularen Neuronen, die mit ihnren Axonen in die Neurohypophyse
projizieren, ist in zwei Teilgebieten lokalisiert: in der rostromedial gelegenen
medialen magnozellularen Gruppe (PaMM), die hauptsachlich Oxytocin-
Neuronen enthalt und in der dorsolateral gelegenen lateralen magnozellularen
Gruppe (PaLM), die vornehmlich Vasopressin exprimiert (ARMSTRONG 1995; fur
Details vgl. Kapitel V. Ergebnisse).

HINTERGRUND. Der Nucleus paraventricularis hypothalami ist ein zytoarchi-
tektonisch komplexes Gebilde, welches verschiedene Peptide exprimiert und
damit auch unterschiedlichen Funktionen gentgt. In friheren Studien wurde der
Kern anhand seiner magnozellularen und parvozellularen Komponenten unter-
teilt (KRIEG 1932). Spater erfolgte die weitere Aufgliederung des magnozellula-
ren Bereichs in einen dorsolateralen (der spatere PaLM-) und einen medio-
ventralen (der spatere PaMM-) Anteil (ARMSTRONG ET AL. 1980). Der Nucleus
commissuralis anterior (CoA) der Ratte, von PETERSON (1966) als ein vom Nuc-
leus paraventricularis hypothalami raumlich abgesetzter und eigenstandiger
Kern definiert, wird von einigen Autoren lediglich als der rostrale Subnucleus
des Pa bezeichnet (SwAAB ET AL. 1979). Die in der Literatur bevorzugte Auftei-
lung des magnozellularen Bereichs in drei und die des parvozellularen Bereichs
in finf Untereinheiten (SWANSON and KuyPERS 1980) konnte an unserem Mate-
rial und mit den hier eingesetzten Methoden nicht nachvollzogen werden. SwAN-
SON and KuUYPERS (1980) zahlen zum Pa neben den o.g. Subnuclei noch
zusatzlich den Nucleus periventricularis magnocellularis (PeM) und den Nuc-
leus commissuralis anterior (CoA), die gemal PAXINOS (1995) den akzessori-
schen magnozellularen Nuclei zuzuordnen sind.

Die vorliegende Arbeit orientiert sich an den Definitionen von PETERSON

(1966) und der Einteilung von ARMSTRONG (1980), welche beide in das Stan-
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dardwerk von PAXINOS (1995) aufgenommen wurden. Die formale Einteilung der
0.g. Untereinheiten anhand verschiedener Zellpopulationen und deren Zuord-
nung zum magnozellularen bzw. parvozellularen System (was die Hilfe von in-
vasiven experimentellen Methoden voraussetzt) waren bei unserer Untersu-
chung von Ratten und Graumullen nicht beabsichtigt. Entscheidend fur das hier
bearbeitete Thema sind die unter physiologischen Bedingungen erzielte Quali-
tat und Quantitat der Immunreaktivitat von Neuronen, welche bei Ratte und
Graumull vergleichend beschrieben und auf ihre mutmalliche neurobiologische
Bedeutung bei diesen Tieren hin ausgewertet und interpretiert werden sollen.
Die im folgenden aufgefiihrten Afferenzen und Efferenzen beziehen sich auf die
magnozellulare Neuronenpopulation (vgl. Kap. Il. 3: Das magnozellulare und
das parvozellulare System)

AFFERENZEN (s. Tabelle 1). An vasopressinergen Neuronen des Nucleus pa-
raventricularis hypothalami (pars magnocellularis) sowie des Nucleus supraop-
ticus enden afferente Fasern von den Bettkernen der Stria terminalis, vom Nuc-
leus tuberomamillaris (histaminerg) und von der noradrenergen A1-Zellgruppe
der Medulla oblongata, welche ihrerseits kardiovaskulare Informationen (via den
Tractus solitarius) aus den Nuclei der Nervi glossopharyngeus et vagus emp-
fangt (ARMSTRONG 1995).

Oxytocinerge Neuronen beider Kerne (Nucleus paraventricularis hypotha-
lami und Nucleus supraopticus) sind Zielneuronen des parvozellularen Nucleus
arcuatus (= infundibularis), des Nucleus dorsomedialis hypothalami und der se-
rotoninergen Raphekerne (aszendierende Fasern des oralen Raphekern-
komplexes). Zusatzlich hierzu projiziert der Bulbus olfactorius zu oxytocinergen
Neuronen des Nucleus supraopticus (funktionelle Bedeutung fir die Milchsekre-
tion und Milchejektion der Brustdrise).

Vasopressinerge und oxytocinerge Neuronen der beider Kerne erhalten
auch Afferenzen aus dem Septum, dem Nucleus praeopticus medialis und von
den zirkumventrikularen Organen. Diese osmo- und chemosensiblen Organe
registrieren osmotische und hormonelle Veranderungen im Serum und aktivie-
ren z.B. beim Anstieg der Osmolaritat die magnozellularen Neuronen der bei-
den Kerne (via Angiotensin lI-haltige Fasern), die mit einer verstarkten Aus-
schittung von Vasopressin an ihren neurohypophysaren Axonendigungen rea-

gieren.
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EFFERENZEN (s. Tabelle 1). Die gemeinsamen Efferenzen der vasopressi-
nergen und oxytocinergen magnozellularen Neuronen beider Kerne ziehen im
Tractus hypothalamo-hypophysialis in die Neurohypophyse. Ein kleinerer Teil
der Axone endet an der Eminentia mediana, um auch Vasopressin in den Por-
talkreislauf abzugeben.

FUNKTION. Der Nucleus paraventricularis hypothalami ist als heterogenes
Gebilde in vielfaltige physiologische Vorgange involviert. Durch die zentrale La-
ge, seine zahlreichen neuroaktiven Substanzen (neben Oxytocin und Va-
sopressin werden auch Dopamin, Enkephalin, Angiotensin Il, Neurotensin etc.
exprimiert) und durch zahlreiche modulierende Projektionen sowohl in das lim-
bische als auch das autonome System kommt diesem Kern eine grofl3e Bedeu-
tung zu. Die magnozellularen Perikaryen produzieren entweder Vasopressin
und Neurophysin Il (auch zusammen mit Substanz P oder Dynorphin) oder
Oxytocin und Neurophysin | (auch gemeinsam mit met-Enkephalin oder Chole-
cystokinin) (ZILLES 1987).

magnozelluldres System

vasopressinerge Neuronen | oxytocinerge Neuronen
getrennte Afferenzen Ncl. striae terminalis Raphekerne (Serotonin)
zu folgenden Kerngebieten: Ncl. tuberomamillaris Nucleus arcuatus
(Histamin) Ncl. dorsomedialis
Medulla oblongata hypothalami
(Noradrenalin)* Bulbus olfactorius**
gemeinsame Afferenzen Septum
zu folgenden Kerngebieten: Ncl. praeopticus medialis

Organum vasculosum laminae terminalis (OVLT)
(Angiotensin 2)***
Subfornikalorgan (Angiotensin 2)***

gemeinsame Efferenzen zu: Neurohypophyse, (Eminentia mediana, ME)

Tabelle 1. Ubersicht der oxytocin- und vasopressinergen Faserbahnen im Nucleus para-
ventricularis hypothalami (Pa), pars magnocellularis. *Zellgruppe A1: kardiovaskulare In-
formationen vom N. glossopharygeus und N. vagus via Tractus solitarius; **Afferenzen ziehen
nur zum Nucleus supraopticus, funktionelle Bedeutung fir Milchsekretion und —ejektion der
Brustdruse; ***Osmosensible Strukturen, welche die ionale Zusammensetzung des Blutserums
registrieren.

4.2. Nucleus commissuralis anterior (CoA)

TOPOGRAPHIE. Im vorderen dorsalen Hypothalamus, zwischen Commissura an-
terior (Abb. 5: ac) und Nucleus paraventricularis hypothalami (Pa), ist bei der
Ratte ein Kerngebiet lokalisiert welches nach PETERSON (1966) als Nucleus

commissuralis anterior (CoA) bezeichnet wird (Abb. 5, 9). Das rostrale Ende
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des CoA befindet sich ventral der Columna fornicis (f), wo der Kern an die me-
diale praoptische Region (Abb. 5, 6: MPA) wie auch an den Nucleus praeopti-
cus medialis (MPO) grenzt und sich vom Ependym des dritten Ventrikels nach
lateral erstreckt. Die Nervenzellen des CoA werden zur akzessorischen magno-
zellularen neurosekretorischen Neuronenpopulation gezahlt; sie sind hier zum
Nucleus commissuralis anterior verdichtet und exprimieren fast ausschlie3lich
Oxytocin.

HINTERGRUND. Die komplizierte Nomenklatur des Hypothalamus und seiner
Nuclei zeigt sich u.a. am Beispiel des CoA. Neben der Einteilung nach PETER-
SON gibt es Autoren, die dieses Kerngebiet als einen rostralen Anteil des Nuc-
leus paraventricularis hypothalami bezeichnen (Hou-YU ET AL. 1986). In der vor-
liegenden Arbeit wurde die Nomenklatur nach PETERSON (1966) und ARM-
STRONG (1995) Ubernommen, da es sich bei dem CoA der Ratte offenbar um ein
vom Nucleus paraventricularis hypothalami raumlich abgesetztes Kerngebiet
handelt. Die unmittelbar am Ependym des dritten Ventrikels lokalisierten Neu-
ronen des CoA werden von einigen Autoren (HOU-YU ET AL. 1986) auch als die
Pars magnocellularis des Nucleus periventricularis bezeichnet. Im Ergebnisteil
(s.u.) werden die periventrikular gelegenen Neuronen zum CoA gerechnet.
Beim Graumull hingegen scheint ein Nucleus commissuralis anterior nicht zu
existieren (s. Ergebnisse).

AFFERENZEN UND EFFERENZEN. Eigene Faserverbindungen des CoA waren in
der uns zuganglichen Literatur nicht zu finden. Da diesem Nucleus von den
meisten Autoren keine Eigenstandigkeit zugeschrieben wird und er funktionell
gesehen zu demselben neurosekretorischen System gehort wie der Nucleus
paraventricularis hypothalami (Pa), sollten seine Faserverbindungen bei der
Ratte weitestgehend denen des Pa entsprechen (MISELIS 1981).

FUNKTION. Die Gruppe der diffus verbreiteten akzessorischen magnozellula-
ren neurosekretorischen Neuronen sowie ihre Nuclei (inklusive des CoA) pro-
duziert hauptsachlich OX und VP. Die Axone dieser Neuronen terminieren vor-
nehmlich in der Neurohypophyse. Es ist anzunehmen, dal} die Zellen ahnlichen
Input erhalten wie die magnozellularen Neuronen des Nucleus paraventricularis
hypothalami (Pa) und des Nucleus supraopticus (SO). Ob der CoA neben sei-
ner neurosekretorischen Funktion noch weitere Aufgaben erflllt, ist bislang

nicht geklart (ARMSTRONG 1995).
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4.3. Nucleus suprachiasmaticus (SCh)

TOPOGRAPHIE. Der Nucleus suprachiasmaticus (Abb. 5, 9) ist ein kleinzelliger,
unscharf begrenzter ovoider Kern. Er gehdrt zur anterioren/periventrikularen
Zone des Hypothalamus (Abb. 6) und liegt rostroventral vom Pa, lateral des 3.
Ventrikels und dorsal des Chiasma opticum. Nach lateral grenzt der SCh an die
vordere hypothalamische Region (AHA) und nach dorsal an den Nucleus
praeopticus medialis (Abb. 9: MPO). Der rostrale Bereich des Nucleus supra-
chiasmaticus ist im Transversalschnitt dreieckig, weiter kaudal rundet sich der
Kern ab (KUNzLE 1993). In den Ubersichtszeichnungen (Abb. 9-11) sind die to-
pographischen Verhaltnisse der Nuclei suprachiasmaticus, paraventricularis
hypothalami und supraopticus dargestellt.

HINTERGRUND. Der Nucleus suprachiasmaticus besteht aus polymorphen
kleinzelligen (parvozellularen) peptidergen Perikaryen, die mit ihren unter-
schiedlichen Afferenzen und Transmittern die heterogene Struktur des SCh
bestimmen; hier lassen sich bereits in unbehandelten Ratten parvozellulare va-
sopressinerge Neuronen darstellen (SOFRONIEW 1990).

AFFERENZEN. Neben retinalen Afferenzen erhalt der SCh Zuflisse aus dem
supraoptischen Gebiet, dem Nucleus praeopticus medialis, dem Corpus amyda-
loideum, dem Subiculum und von den Raphekernen (SIMERLY 1995). Mit den
Septumkernen und dem ventralen Teil des Corpus geniculatum laterale ist der
SCh reziprok verbunden.

EFFERENZEN. Es bestehen direkte Faserverbindungen zu periventrikularen
Kernen (Nucleus paraventricularis hypothalami, Nuclei dorsomedialis et
ventromedialis hypothalami), zum Mamillarkernkomplex, zum Organum vascu-
losum der Lamina terminalis (OVLT), ins laterale Septum (Uber die Stria medul-
laris thalami) und zum Nucleus habenularis lateralis (SIMERLY 1995).

FUNKTION. Die Besonderheit des Nucleus suprachiasmaticus besteht darin,
dald er u.a. Uber retinohypothalamische Afferenzen Informationen Uber den ta-
geszeitlichen Hell-Dunkel-Wechsel erhalt und bei der Synchronisation zirkadia-
ner und anderer Rhythmen des zentralen neuroendokrinen Systems eine be-
deutende Rolle spielt (Zeitgeber). So werden z.B. die Konzentrationen ver-
schiedener Hormone im Blut durch Hell-Dunkel-Impulse uUber Afferenzen aus

dem visuellen System gesteuert (ZILLES 1987). Die visuelle Information ,hell
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beispielsweise flhrt zu einer Hemmung der Melatoninproduktion im Corpus pi-
neale. Die Ubertragung des exogen (visuell) und endogen (hormonell) induzier-
ten Rhythmus auf andere neuronale Strukturen erfolgt Gber rhythmische Entla-
dungen seiner efferenten Fasern (KUNzLE 1993). Nach experimenteller Zersto-
rung des Nucleus suprachiasmaticus schlafen, wachen und traumen Tiere wei-
ter, aber in chaotischer, nicht rhythmischer Abfolge. Der Nucleus suprachiasma-
ticus ist allerdings nur einer der wichtigen endogenen Taktgeber, der fur die

Etablierung eines Tag-Nacht-Rhythmus notwendig ist.

4.4. Nucleus supraopticus (SO)

ToOPOGRAPHIE. Der Nucleus supraopticus der Ratte (Abb. 9) befindet sich ventral
des dritten Ventrikels an der Hirnbasis und begleitet den Tractus opticus (opt)
uber eine Lange von ca. 2500 ym. Mit Blick auf den Tractus opticus wird der
Kern in einen rostralen, dorsolateral gelegenen (SOr*) und einen retrochiasma-
tischen, ventromedial gelegenen Abschnitt (SOrch) unterteilt. Die rostralen Neu-
ronen grenzen an das Organum vasculosum der Lamina terminalis (OVLT)
(SOFRONIEW 1990), um sich dann kaudalwarts und lateralwarts kappenartig der
Oberflache des Tractus opticus anzulegen. Der retrochiasmatische Anteil
(SOrch) des Kerns imponiert als eine schmale, bandahnliche Struktur; seine
Neuronen lassen sich bis in die Region des Tuber cinereum verfolgen.
AFFERENZEN. Der SO erhalt seine Afferenzen aus dem Subfornikalorgan und
dem Nucleus praeopticus medianus und reguliert Uber die VP-Sekretion den
Wasserhaushalt. Zusatzliche Afferenzen stammen aus dem Nucleus striae ter-
minalis (syn. bed nucleus of stria terminalis, BNST), Nucleus dorsomedialis hy-
pothalami (DMH), der medialen praoptischen Region (MPA), der rostralen peri-
ventrikularen Region und dem Organum vasculosum der Lamina terminalis
(OVLT). Das diagonale Band [Broca] und das laterale Septum Uben einen stark
inhibitorischen Einflul® auf die Neuronen des SO aus. Direkte Projektionen aus
dem Bulbus olfactorius scheinen wahrend der Schwangerschaft und der Lakta-

tion von Bedeutung zu sein (ARMSTRONG 1995).

* Nach PAXINOS (1995) steht die Abkiirzung SO fiir den gesamten Nucleus supraopticus inklu-
sive des rostralen Unterkerns. Um Missverstéandnissen vorzubeugen, wird in dieser Arbeit fir
den rostralen Unterkern die Abkirzung SOr und fir den gesamten Nucleus die Abkirzung SO
verwendet.
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Die EFFERENZEN enden fast exklusiv im Hypophysenhinterlappen (wenige
magnozellulare Zellen projizieren auch ins Infundibulum) und sezernieren hier
Oxytocin und Vasopressin.

FUNKTION. Zur Funktion innerhalb des neurohypophysaren Systems und zu

seiner Verschaltung s. Kap. 4.1. Nucleus paraventricularis hypothalami (Pa).

4.5. Akzessorische magnozellulare neurosekretorische Neuronen (ACC)

Etwa ein Drittel der magnozellularen Neuronen befindet sich auf3erhalb von Pa
und SO als sogenannte akzessorische magnozellulére neurosekretorische Neu-
ronen bzw. Nuclei (ACC) (SoFRONIEW 1983). Aufgrund der Neuronenzahl und -
dichte werden der Nucleus commissuralis anterior (CoA) und der Nucleus peri-
ventricularis magnocellularis (PeM) als akzessorische magnozellulare neuro-
sekretorische Nuclei bezeichnet (ARMSTRONG 1995). Die Ubrigen akzessori-
schen Neuronen sind diffus Uber den gesamten Hypothalamus verstreut und
teilweise schwer einem Kerngebiet zuzuordnen. Es folgt nun die Beschreibung
samtlicher Regionen (Areae und Nuclei) aul3erhalb von Pa, CoA und SO, in de-
nen (akzessorische) oxytocinerge bzw. vasopressinerge Neuronen nachweisbar
sind. Neben ihrer neurosekretorischen Funktion weisen diese Regionen und
Nuclei noch weitere Besonderheiten auf, welche aus Grinden der Vollstandig-

keit hier ebenfalls besprochen werden sollen (von rostral nach kaudal).

Area praeoptica medialis (MPA)

TOPOGRAPHIE. Die Area praeoptica medialis (MPA) als primar telenzephales
Gebiet grenzt an den lateralen Rand des Nucleus praeopticus medialis (MPO)
und ist strenggenommen nicht nuklear gegliedert. Fur die in der vorliegenden
Arbeit durchgefuhrten Analysen war eine derartig genaue Grenzziehung zwi-
schen MPA und MPO nicht méglich (Kontinuum diffus verteilter antigenhaltiger
Neuronen). Aulerdem ist die Nomenklatur nicht einheitlich: SIMERLY (1995)
trennt die MPA deutlich vom MPO ab, wogegen ZILLES (1987) den MPO als ei-
nen Nucleus innerhalb der MPA bezeichnet. Die MPA bildet den rostralen Anteil
der medialen hypothalamischen Langszone (Abb. 6) und befindet sich etwa in
Hoéhe der Lamina terminalis zwischen Nucleus suprachiasmaticus (SCh) bzw.

Nucleus supraopticus (SO) und der Commissura anterior (ac) (s. Abb. 5).
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AFFERENZEN. Der MPO erhalt Zuflisse aus dem Nucleus amygdalae media-
lis, dem Nucleus striae terminalis, dem lateralen Septum und aus Hirnstammre-
gionen wie der Area tegmentalis ventralis, dem Nucleus tractus solitarii und
dem Nucleus parabrachialis (SIMERLY 1995).

Die EFFERENZEN des MPO sind weitreichend und schlieen Regionen ein,
welche u.a. limbische, neuroendokrine, autonome und motorische Funktionen
modulieren: z.B. ziehen Efferenzen ins Corpus amygdaloideum, im medialen
Vorderhirnblndel zu den Septumkernen, zum Tuberculum olfactorium und Nuc-
leus olfactorius anterior, zu den meisten hypothalamischen Kernen und ins Mit-
telhirn (zentrales Hohlengrau, Area tegmentalis ventralis, Formatio reticularis
inklusive Raphekerne) (ZILLES 1987).

FUNKTION. Der Nucleus praeopticus medialis (MPO) als wichtige telenzepha-
lo-dienzephale Schaltstelle ist vollig in den Hypothalamus integriert. Die mediale
praoptische Region (MPA) besitzt weitreichende Verbindungen zwischen Hirn-
stamm und limbischem System, mit modulierendem Einfluss auf reproduktives

und mutterliches Verhalten (SIMERLY 1995, PFAFF ET AL. 1994).

Area hypothalamica anterior (AHA)

TOPOGRAPHIE. Zwischen der Area praeoptica medialis (MPA) und der Area hy-
pothalamica anterior (AHA) Ia3t sich ebenfalls keine eindeutige Grenze ziehen;
entlang der rostro-kaudalen Achse des Gehirns gehen diese beiden Regionen
flieBend ineinander Uber (s. Abb. 5-6, 9-11). Die Area hypothalamica anterior
(AHA) beginnt definitionsgemall dort, wo der Nucleus praeopticus medialis
(MPO) durch den Nucleus anterior hypothalami (AH) abgeldst wird (Abb. 6). Die
quantitative Auswertung dieser Arbeit differenziert nicht zwischen Area hypotha-
lamica anterior (AHA) und Nucleus anterior hypothalami (AH). Ahnlich wie die
praoptische Region stellt die AHA eine diffuse Ansammlung von Neuronen dar
(SIMERLY 1995).

Nucleus anterior hypothalami (AH)

TOPOGRAPHIE. Der Nucleus anterior hypothalami (in Abb. 10, 11 nicht darge-
stellt) liegt unscharf begrenzt im Gebiet zwischen Nucleus supraopticus und

Nucleus paraventricularis hypothalami.
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FUNKTION. Er bildet vor allem eine Schaltstelle zwischen Rindenarealen,
medialen Hypothalamuskernen und Mittelhirnkernen.

AFFERENZEN. Der AH erhalt komplexe Projektionen aus der medialen Zone
des Hypothalamus, sparliche Zuflisse aus der lateralen hypothalamischen Zo-
ne und wenig Input aus telenzephalen Regionen wie dem Subiculum, dem Nuc-
leus striae terminalis (Abb. 9: BNST) und dem Nucleus septalis lateralis (SIMER-
LY 1995).

Die meisten EFFERENZEN ziehen zur medialen hypothalamischen Zone, in
die Regionen der lateralen hypothalamischen Zone und zum Nucleus para-

ventricularis thalami.

Area hypothalamica lateralis (LH)

TOPOGRAPHIE. In der Area hypothalamica lateralis (syn. laterale hypothalami-
sche Region) wird der grofdte Teil des lateralen Randbezirks des Hypothalamus
zusammengefaldt (Abb. 6, 10-12); sie erstreckt sich zwischen der Columna for-
nicis medial und der Capsula interna (ic) lateral. Rostral geht die LH in die Area
praeoptica lateralis (LPO) Uber, kaudal grenzt sie an das Tegmentum (Mittel-
hirn). Durch die Area hypothalamica lateralis zieht als Fasermasse der Fascicu-
lus medialis telencephali (syn. mediales Vorderhirnblindel). Innerhalb der LH
befinden sich dorsal des Tractus opticus mehrere Cluster magnozellularer neu-
rosekretorischer Neuronen, die als Nucleus des medialen Vorderhirnblndels
(nucleus of medial forebrain bundle; NMFB) zusammengefal’t werden (PETER-
SON 1966).

Die Nuclei praeopticus lateralis, tuberalis lateralis sowie tuberomamillaris wer-
den gelegentlich als Kerne der lateralen hypothalamischen Region bezeichnet,
obwohl sie in diesem primar retikular organisierten Gebiet keine klaren Grenzen
aufweisen (ZILLES 1987).

AFFERENZEN erhalt die LH Uber den Fasciculus medialis telencephali (= me-
dialis Vorderhirnbundel, mfb) aus dem Nucleus tegmentalis dorsalis und dem
Nucleus striae diagonalis [Broca], sowie Uber Fasern aus der basolateralen
Kerngruppe des Corpus amydaloideum (Fibrae amygdalofugales ventrales).

EFFERENZEN der LH ziehen vor allem zum Hippocampus und zum Locus

coeruleus.
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FUNKTION. Allgemein laldt sich fur die gesamte laterale Zone des Hypotha-
lamus festhalten, dal sie an der Verarbeitung sensorischer Informationen (z.B.
bei Hunger und Durst) und der Expression von Verhaltensmustern wie Aggres-

sion und Reproduktion beteiligt ist (SIMERLY 1995).

4.5. Der Mamillarkorperkomplex (,,mammillary complex“)

TOPOGRAPHIE. Im kaudalen Abschnitt des Hypothalamus liegt der Mamillarkor-
perkomplex, bestehend aus den Nuclei mamillares medialis (MM, ML) et latera-
lis (LM), welche den Mamillarkérper bilden, und dem Nucleus supramamillaris
(SuM) (SIMERLY 1995) (vgl. Abb.12).

AFFERENZEN. Seine wichtigsten Afferenzen empfangt der Mamillarkorper via
Fornix aus dem Praesubiculum und aus der Area entorhinalis (Papez-Kreis, s.
Abb. 7). Zusatzliche limbische Afferenzen ziehen vom Nucleus septalis lateralis
und vom Nucleus striae terminalis zum Nucleus mamillaris lateralis (LM), wah-
rend Fasern vom Nucleus septalis medialis und vom Nucleus striae diagonalis
[Broca] eher im Nucleus mamillaris medialis (MM, ML) enden (SIMERLY 1995,
VOOGD ET AL. 1998). Dagegen enden nur wenige afferente Faserverbindungen
aus dem Hirnstamm im Mamillarkdrper. Ausnahmen sind Afferenzen vom Nuc-
leus tegmentalis dorsalis [Gudden], die im LM terminieren und Faserverbindun-
gen vom Nucleus tegmentalis ventralis, die im MM enden.

EFFERENZEN. Als eine besondere efferente Faserverbindung des Mamillar-
korpers gilt der Tractus mamillaris principalis (Abb. 12: pm). Dieses kompakte
Blndel spaltet sich in den Tractus mamillothalamicus (Abb. 5, 11: mt, Vicg-
d’Azyr-Bundel) und den Tractus mamillotegmentalis (Abb. 5: mtg) auf. Der de-
zendierende Tractus mamillotegmentalis enthalt Fasern von MM, ML sowie von
LM und terminiert im Nucleus tegmentalis dorsalis [Gudden] und im Nucleus re-
ticularis in tegmento pontis [Bechterew] (ZILLES und REHKAMPER 1994). Der as-
zendierende Tractus mamillothalamicus zieht zu den Nuclei anteriores thalami.
Intrahypothalamische Verbindungen des Mamillarkorpers sind in der medialen
Langszone nur schwach ausgepragt.

FUNKTION. Den Projektionen des Corpus mamillare wird eine wichtige Rolle
bei der Gedachtnisbildung sowie die Beeinflussung von Affektverhalten und Se-

xualitat zugeschrieben (TREPEL 1999). Der Mamillarkorper ist Teil des limbi-
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schen Systems, welches vornehmlich aus telenzephalen Gebieten besteht und
fur das reibungslose Zustandekommen von zahlreichen triebhaften, emotiona-
len und intellektuellen Leistungen unerlasslich ist. Allerdings sind diese Leistun-
gen derart komplex, dald es vermessen ware, sie nur einigen wenigen Hirn-
strukturen zuzuordnen (TREPEL 1999). Lasionen des Mamillarkérpers (z.B. al-
koholtoxische Degeneration) fuhren beim Menschen neben charakteristischen
Verhaltensauffalligkeiten zu massiven Merkfahigkeitsstorungen und Erinne-

rungslicken.

Nucleus supramamillaris medialis (SuM)

TOPOGRAPHIE. Der Nucleus supramamillaris (Abb. 5, 12: SuM) befindet sich ei-
nerseits zwischen dem eigentlichen Mamillarkérper (MM, LM) und der Area hy-
pothalamica posterior (PHA) (SIMERLY 1995), andererseits liegt der Kern kap-
penartig dem Mamillarkorper auf. Der SuM setzt sich aus einem gro3zelligen la-
teralen und einem kleinzelligen medialen Teil zusammen, die ihre AFFERENZEN
vom lateralen Septum, vom Nucleus striae terminalis und von der lateralen
Langszone des Hypothalamus erhalten. EFFERENZEN projizieren direkt zur Hip-
pocampusformation (Regio entorhinalis und Gyrus dentatus), zu den pramotori-
schen und insularen Kortexarealen, zur Amygdala und zu den thalamischen

Mittellinienkernen.

Nucleus mamillaris medialis (MM, ML)

TOPOGRAPHIE. Der Nucleus mamillaris medialis (Abb. 5, 12) ist an der basalen
Hirnflache gelegen und besteht aus einer Pars medialis (MM) und einer Pars la-
teralis (ML). Zwischen dem Nucleus mamillaris und dem dorsal gelegenen Nuc-
leus supramamillaris (SuM) befindet sich der Tractus mamillaris principalis

(pm). AFFERENZEN und EFFERENZEN s.0.

Nucleus mamillaris lateralis (LM)

ToOPOGRAPHIE. Der Nucleus mamillaris lateralis liegt als rundlicher Kern am late-
ralen Rand des Mamillarkdrpers. Seine Neuronen sind typischerweise groflier
als jene des Nucleus mamillaris medialis (SIMERLY 1995).

Faserverbindungen s.o.
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Magnozellulare Neuronenpopulationen in den Corpora mamillaria

HINTERGRUND. BLEIER and BYNE (1985) beschreiben im Mamillarkorper drei
magnozellulare Neuronenpopulationen, die in der Fachliteratur sowie den gan-
gigen Spezialatlanten kaum erwahnt werden. Zu diesen drei Populationen zah-
len der Nucleus tuberalis magnocellularis (TMC), der Nucleus caudalis magno-
cellularis (CMC) und der Nucleus caudalis postmamillaris magnocellularis
(PCMC).

TOPOGRAPHIE. Von den drei 0.g. Nuclei liegt der Nucleus tuberalis magno-
cellularis (TMC) am weitesten rostral, d.h. rostral des Corpus mamillare. Der
Nucleus caudalis magnocellularis (CMC) befindet sich im lateralen Mamillarkér-
perkomplex. Diese im Querschnitt dicht gepackte Neuronenpopulation dehnt
sich kaudalwarts bandférmig entlang der Oberflache des Mamillarkdrpers aus.
Kaudal des CMC beginnt der Nucleus caudalis postmamillaris magnocellularis
(PCMC).

PROJEKTIONEN UND FUNKTION. Uber die Projektionen und Funktionen dieser
Neuronenpopulationen ist bislang wenig bekannt. Mit Hilfe der Immunhistoche-
mie und retrograden Tracer-Methoden konnte nachgewiesen werden, daf bei
der Ratte viele dieser Neuronen GABA-positiv sind und weitraumig in den Neo-

cortex, das Striatum und die Amygdala projizieren (VINCENT and HOKFELT 1983).
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lIl. Zur Immunhistochemie

Die Immunhistochemie etablierte sich in den letzten Jahren als eine Standard-
methode der Biowissenschaften. Bei diesem Verfahren werden Antigene uUber
die Bindung an spezifische Antikorper topochemisch, d.h. am Ort ihres Vor-
kommens und Wirkens sichtbar gemacht. Diese Antigen-Antikorper-Reaktion
wird in histologischen Schnitten durchgefuhrt. Die dafur notwendigen Antikorper
sind entweder monoklonal und damit gegen nur einen einzigen Epitop gerichtet,
oder aber polyklonal, so dal® sie gegen eine Vielzahl antigener Epitope dessel-
ben Antigens gerichtet sind. Letzteres erhdht auf der einen Seite die Sensitivitat
des Antikorpers, andererseits verliert derselbe einen Teil seiner Spezifitat
(STERNBERGER 1986, SWANSON 1988). Zur Gewinnung dieser Antikorper wird
die physiologische Abwehrreaktion eines Wirtstieres gegen koérperfremdes Ma-
terial genutzt. Die wiederholte Gabe eines aufgereinigten Antigens fuhrt im
Wirtsorganismus zur Stimulation bereits vorhandener immunkompetenter Zel-
len, die verschiedene Antikorper gegen unterschiedliche Determinanten des
verabreichten Antigens produzieren (polyklonale Antikorper). Durch Fortschritte
in der Gentechnologie ist es moglich geworden, mit Hilfe von wenigen Arbeits-
schritten auch monoklonale Antikorper herzustellen. Zur Antikorperbildung in
der Zellkultur gewinnt man immunologisch angeregte B-Lymphozyten aus der
Milz und fusioniert sie mit Myelomzellen. Die entstandenen Hybridome behalten
einerseits die Fahigkeit zur Antikérperbildung und sind andererseits wie die My-
elomzellen unbegrenzt teilungsfahig. Es folgt die Isolation eines Hybridoms, das
den gewunschten Antikorper gegen die gesuchte Determinante produziert.
Dessen identische Tochterzellen sind alle aus derselben hybriden Zelle hervor-
gegangen und synthetisieren einen monoklonalen Antikorper.

Um einen im Gewebe gebundenen Antikdrper lichtmikroskopisch zu erken-
nen, sind Marker- und Koppelungssubstanzen notwendig. Neben Fluoreszenz-
farbstoffen kommen v.a. Enzyme zur Markierung der Antikorper in Frage (DENK
1989), beispielsweise die Meerettichperoxidase (s. Abb. 13). Dieses Koppe-
lungsenzym beschleunigt die Reaktion zwischen 3,3’'Diaminobenzidin (DAB)
und Wasserstoffperoxid zu einem braunen, unldslichen Komplex (STERNBERGER

1986). Durch Hinzufugen von Schwermetallsalzen wie beispielsweise Kobalt-
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chlorid und Nickelsulfat kann die Intensitat noch verstarkt werden (ADAMS 1981,
Hsu and SOBAN 1982).

) A
\/

Y
- >
Foe

WANNAN WANEIVAN
Antigen Antigen Antigen Antigen

Abb. 13. Methoden der enzymatischen Koppelung von Antikérpern an Antigene. a) Direk-
te immunenzymatische Methode: Der primare Antikérper bindet direkt an das Antigen und ist
durch ein Enzym (z.B. Meerettichperoxidase, PX) markiert. b-d) Indirekte enzymatische Me-
thode. b) Der Enzym-(Meerettichperoxidase)-markierte Sekundarantikérper bindet an die kon-
stante Region eines unkonjugierten (nicht enzymmarkierten) Primarantikorpers. ¢) Unkonjugier-
ter-Antikdrper-Enzym-Briicken-Methode: ein briickenbildender (unkonjugierter) Sekundaranti-
korper verbindet einen gegen ein Enzym (z. B. Meerettichperoxidase) gerichteten Antikdrper mit
dem Primarantikérper. Die Immunreaktion wird durch die Bindung und den histochemischen
Nachweis der Markersubstanz (Meerettichperoxidase) sichtbar. d) Enzym-Anti-Enzym-
Komplex-Methode: arbeitet nach demselben Prinzip wie c¢); d.h. es wird ein Enzym-Anti-Enzym-
Komplex zugegeben und durch den brlckenbildenden Antikérper an den Primarantikrper
fixiert. Modifiziert nach DENK (1989).

Es gibt verschiedene Moglichkeiten, Antikdrper und Markersubstanzen an-
einander zu koppeln (STERNBERGER 1986, DENK 1989). Bei der direkten immun-
histochemischen Methode wird die Markersubstanz mit dem primaren Antikor-
per verbunden, der gegen das Gewebsantigen gerichtet ist (Abb. 13a). Nachteil
des direkten immunhistochemischen Verfahrens ist, dal} es die meist sehr klei-
nen Antigen-Antikorper-Komplexe nicht sichtbar werden |a3t. Die Empfindlich-
keit wird mit Hilfe der indirekten Methode gesteigert, indem ein mit Peroxidase
markierter sekundarer Antikorper sich gegen den primaren Antikdrper richtet
(Abb. 13b-d). Im indirekten immunhistochemischen Verfahren bindet jeder pri-
mare Antigen-Antikorper-Komplex eine groRere Anzahl markierter, sekundarer
Antikorper (BUCHER and WARTENBERG 1989).

Von Nachteil ist, da® mit der Einfuhrung eines weiteren Antikorpersystems
die Gefahr unspezifischer Immunreaktionen groRer wird. Aus diesem Grund
sind Kontrollexperimente notwendig, bei denen man den primaren Antikorper

z.B. durch immunneutralen Phosphatpuffer ersetzt und nach einem ansonsten
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identischen weiteren Prozedere die ,Immunreaktion des sekundaren Antikor-
pers beurteilt. Zeigt der sekundare Antikorper (ohne eine vorausgegangene In-
kubation der Kontrollschnitte mit dem primaren Antikdrper) eine Immunreaktion,
dann ist diese unspezifisch und die Ergebnisse sind mit grof3ter Skepsis zu be-
trachten. Daruber hinaus sind fir die Evaluation bzw. Sicherung der Spezifitat
Praabsorptionskontrollen an wenigen Schnitten unentbehrlich, d.h. die Absorp-
tion des primaren Antikdrpers an das entsprechende Antigen (im UberschuR)
und ihre identische weitere Analyse auf Oxytocin bzw. Vasopressin parallel zu
den Ubrigen Schnitten.

Eine weitere immunhistochemische Technik zur Visualisierung von Antigen-
Antikorper-Komplexen ist die Avidin-Biotin-Komplex (ABC)-Methode. Avidin, ein
Glykoprotein, welches in Hihnereiweild enthalten ist, verfugt als Tetramer Uber
vier Bindungsstellen fur das Vitamin Biotin. Diese Methode zeichnet sich durch

die extrem hohe Bindungsaffinitat zwischen Avidin und Biotin aus.
Abb. 14. Bei der Avidin-Biotin-Komplex
(ABC)-Methode wird ein Avidin(A)-Biotin(B)-

® ®
XEKF%—' () IE1+ Q=0
® ®
Meerrettichperoxidase(PX)-Komplex an einen

biotinylierten sekundaren (und/oder primaren)
® Antikdrper unter Ausnultzung der Affinitat von
Avidin zu Biotin gebunden. Die Peroxidase wird
histochemisch nachgewiesen. Da mehrere

ABC-Komplexe binden kénnen, kann die Per-

oxidasekonzentration am Ort des nachzuwei-

senden Antigens und damit die Sensitivitat der

—A—/—\- Methode gesteigert werden; modifiziert nach
Antigen DENK (1989).

Avidin vermittelt zwischen dem biotinylierten primaren oder sekundaren Anti-
korper und dem jeweiligen biotinylierten Marker (hier z.B. biotinylierte Meerret-
tichperoxidase) (Abb. 14: PX). Versetzt man die biotinylierte Meerrettichperoxi-
dase mit einem Uberschuf® an Avidin, entsteht eine gitterahnliche Struktur, die
freie Bindungsstellen flur Biotin aufweist. Der in Abbildung 14 sekundare biotiny-
lierte Antikdrper bildet somit (Uber Avidin) das Verbindungsstick zwischen pri-
marem Antikdrper und biotinylierter Peroxidase. Die Peroxidase ist die Marker-

substanz, die histochemisch nachgewiesen wird und flr den spateren Farbaus-
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schlag entscheidend ist. Die Sensitivitat dieses Verfahrens wird durch die Bin-
dung mehrerer Molekule Markerenzym (biotinylierte Meerettichperoxidase) an
ein Antigen um ein Vielfaches gesteigert. Nachteil dieser Signalverstarkung ist
das vermehrte Risiko unspezifischer Reaktionen. Beispielsweise kann Uber-
schussiger, nicht gebundener sekundarer Antikorper, der durch ungenugendes
Waschen nicht entfernt wurde, den Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex binden
und das Ergebnis verfalschen. Grundsatzlich muf3 in der Immunhistochemie die
Moglichkeit unspezifischer Wechselwirkungen (z.B. endogene Peroxidase in
nach Perfusion verbliebenen Erythrozyten) berlcksichtigt werden (PETRuUSZz
1983, STERNBERGER 1986). Spezifitatskontrollen, wie sie in der vorliegenden
Arbeit zur Qualitatssicherung der immunhistologischen Arbeitsweise durchge-
fuhrt wurden, sind daher fur die zuverlassige Deutung immunhistochemischer

Befunde von grdfiter Wichtigkeit.
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IV. Material und Methode

Der experimentelle Abschnitt der vorliegenden Arbeit umfal3t den labortechni-
schen Teil mit der Fixation und Praparation der Gehirne, der Anfertigung der
Hirnschnitte und der Durchfihrung der immunhistochemischen Verfahren (s.
Tabelle 2).

Eingewohnungszeit der Tiere (ca. 60 Stunden)

l
Athernarkose, Perfusion
l
Praparation der Gehirne
l
Kryoprotektion
l
Einbettung in Gelatine
l
Kryotomie*
l
Immunhistochemie
1 1
Testinkubation Hauptinkubation
1 1
Peroxidase-Reaktion Peroxidase-Reaktion
1 1
Primarinkubation (ohne 1°AB) Primarinkubation (1°AB)
1 1
Sekundarinkubation (2°AB) Sekundarinkubation (2°AB)
1 1
ABC-Reaktion ABC-Reaktion
1 1
DAB-Entwicklung DAB-Entwicklung
Aufziehen auf Objekttrager
l
Trocknen der Gewebsschnitte
l
Eindecken mit Eukitt ® und Deckglasern
l

Lichtmikroskopische Auswertung und Photomikroskopie

Tabelle 2. Flussdiagramm des Arbeitsablaufs im Labor. 1° AB, primarer Antikdrper; 2° AB, se-
kundarer Antikdrper; ABC, Avidin-Biotin-Peroxidase-Complex; DAB, Diaminobenzidin.
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1. Untersuchte Tiere

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Graumulle (Cryptomys anselli) ge-
horen einer vor kurzem beschriebenen neuen Art der Gattung Cryptomys an
(BURDA ET AL. 1999). Die aus der Zucht der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. H. Bur-
da, Abteilung Zoologie der Universitat Essen (ehemals auch im Zentrum der
Morphologie, Johann Wolfgang Goethe-Universitat, Frankfurt am Main behei-
matet) bezogenen Graumulle wurden in Lusaka, Sambia gefangen. Die Tiere
wurden unter physiologischen Bedingungen bei naturlichen Lichtverhaltnissen
und Nahrung ad libitum gehalten. Diese Verhaltnisse wurden von den Graumul-
len gut toleriert, die Tiere zeigten keinerlei Anzeichen von Stress und pflanzten
sich erfolgreich fort (vgl. BURDA 1989).

Insgesamt wurden vierzehn Graumulle bearbeitet. Die untersuchten repro-
duktiven Weibchen (C; und C44; s. Tabellen 3, 4) waren beide zum Zeitpunkt
der Perfusion mit drei bzw. vier Foten trachtig. Dreizehn der vierzehn Tiere wa-
ren gesund, das juvenile Tier Cq3 zeigte einen ca. 1cm?® gro3en kugelformigen
Tumor im Halsbereich. Im Gegensatz zu ihrer Zwillingsschwester Co9 war das
Tier C43 in seiner Entwicklung verlangsamt, hatte ein vergleichsweise geringes
Korpergewicht (14g gegenlber 26g) und seine Behaarung war unvollstandig.
Zur besseren topographischen Orientierung an den Schnitten wurden zusatzlich
zwei Paraffinschnittserien (Czs und Cy) mit Nissl-Farbung, angefertigt am Ana-
tomischen Institut der Universitat Nijmegen, Niederlande (Dr. Jan G. Veening
und H. Joosten) herangezogen. Parallel zu den Untersuchungen am Graumull
wurden vier (9, 3 &) junge erwachsene Auszucht-Ratten (Stamm: Sprague-
Dawley) bearbeitet und analysiert, die aus der Zentralen Forschungseinrichtung
(ZFE) der Universitatsklinik, Johann Wolfgang Goethe-Universitat, Frankfurt am
Main, bezogen wurden. Die Tiere wurden dort in Makrolonkafigen (55x 33x 20
cm; Firma Erich Becker & Co GmbH, Castrop-Rauxel, Deutschland) auf staub-
freiem Holzgranulat (Altromin-Faser, Brogaarden, Danemark) und nach Ge-
schlecht getrennt in Kleingruppen, bei Raumtemperatur (22-25°C) und einer re-
lativen Luftfeuchtigkeit von 45-65% gehalten. Ein regelmafiger zirkadianer
Lichtrhythmus (hell 10h/ dunkel 14h) wurde durch Beleuchtung des Raums mit
Neonlampen erreicht. Frisches Trinkwasser und Futter in Form von Pellets

standen den Tieren ad libitum zur Verfugung. Die Laborratte als neurobiologi-
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scher Standardorganismus diente den hier durchgeflihrten Analysen einerseits

als Orientierungshilfe und immunhistochemische Positivkontrolle, andererseits

wegen ihres weniger spezialisierten Verhaltens als sog. soziobiologische ,Base-

line”.

Tabellen 3-5: Listen der untersuchten Exemplare von Cryptomys anselli und Sprague-
Dawley- Ratten. Fam, Familie; w, Lebenswochen; y, Lebensjahre;* nicht ermittelt.

- Koérper- | Hirn- Geburtsdatum,
Kennung | Geschlecht |Familienstatus gewicht | gewicht | Alter (ca.)
€t |G o subadult, 21.08.1998,
s [1.Lk1g |Weiblich nicht-reproduktiv | 229 x 1y,5w
w p y
C, . adult, 13.08.1998,
1-L-124 |mannlich 1 eht reproduktiv | 879 * 1y, 6w
Cs . subadult, 13.08.1998,
1La21  |mamnlich | entreproduktv [899 | 1y,22 w
C, o subadult, 13.08.1998,
" 1-L-122 [ Weiblich nicht-reproduktiv | 829 x 1y,22 w
3
s
2
|l o |Cs . juvenil, 23.11.1999,
© g 1-L-158 |manniich nicht-reproduktiv 289 x 9w
|18
Cs . adult, 29.11.1997,
1-L-100 mannlich nicht-reproduktiv 110g x 2y,9w
adult,
?—7L-3 weiblich reproduktiv, 1209 * 6Dezircvber 1993,
tréchtig Y,
Wildfang Lusa-
Cs . adult, ka, Afrika
1-L-99 mannlich reproduktiv 1289 x August 1997,
2y,20w

Tabelle 3. Die untersuchten Graumulle aus den Familien 1 und 2.
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- Korper- | Gehirn- | Geburtsdatum
Kennung | Geschlecht | Familienstatus gewicht | gewicht | Alter (ca.)
Cy - juvenil, Oktober 2000,
CKA3-5 weiblich nicht-reproduktiv 269 0.80g 16w
Cio . adult, 1994,
CKA3-2 |mannlich 1 oo roduktiv 949 1269 f7
adult
Cu . o 1989,
CKA3-1 weiblich re_proQuktlv, 1069 1.10g 1My
™ trachtig

w | §

= C subadult April 2000

= 12 hii ’ ’

S CKA3-4 |Weiblich 1 icht-reproduktiv | +89 1079 40w

o

o
Cis - juvenil, Oktober 2000,
CKA3-6 weiblich nicht-reproduktiv 149 0.73g 16w
Cus . adult, April 1999,
CKA3-3 |Weblich 1 htreproduktiv | 769 1109 14y 40w

. subadult,

Cus weiblich nicht-reproduktiv 579 * 14.06.1991
Cos mannlich | Subadult, 52g * 21.08.1991

nicht-reproduktiv

Tabelle 4. Die untersuchten Graumulle aus Familie 3 und zwei Paraffinschnittserien mit Nissl-
Farbungen (Cas Cyp)

Soziobiologische

R weiblich Baseline * 21.07.1999,
i 9w
=
=
5 o
L R mannlich | S0ziobiologische * 08.07.1999,
= Baseline 11
w w
z 3009
Q . Soziobiologische November 1999,
w Rs mannlich ) *
3 Baseline 8w
&
& o
R, mannlich 802|op|olog|sche 2.12g 18.12.2000
Baseline 8w
Tabelle 5. Die untersuchten Sprague-Dawley-Ratten.
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2. Labortechnischer Teil

2.1. Athernarkose, Thorakotomie, Perfusion, Praparation, Postfixation

Unmittelbar nach der Entnahme der Tiere aus dem Kafig wurden diese in einen
luftdichten und lichtundurchlassigen Metallbehalter gegeben. In dem Behaltnis
befanden sich Zellstoff und ca. 30 ml flissiger Diathylather (Aether pro narcosi,
C4H100, Fischer®, Otto Fischer GmbH & Co. KG, Saarbriicken, Deutschland).
Die Tiere blieben dieser Atmosphare solange ausgesetzt (ca. 3-5 min), bis sie
keine Reflexe mehr zeigten. In diesem Zustand wurden die Tiere rucklings auf
einer horizontalen Unterlage fixiert und zusétzlich mit einer ,Athermaske* aus
Plastikfolie versehen. Auf diese Weise wurde gewahrleistet, dal} die Tiere aus
der tiefen Narkose nicht mehr aufwachen konnten.

In rascher Folge wurde die Bauchhaut mit einer Praparierschere inzidiert,
eine mediane Laparotomie durchgeflhrt und das Diaphragma auf beiden Seiten
eroffnet (beidseitiger Pneumothorax). Zur weiteren Entlastung wurde der Brust-
korb seitlich eingeschnitten und das Herz nach vorsichtiger Er6ffnung des Peri-
kards dargestellt. Danach wurde der linke Ventrikel mit einer Fligelkanule (Ve-
nofix® Luer Lock 21 G, 0.8 x 20mm, B. Braun, Melsungen, Deutschland) punk-
tiert und das rechte Herzohr mit der Pinzettschere er6ffnet. Uber die im linken
Ventrikel liegende Kanule wurde das GefaRRbett mit je ca. 200-300ml isotoner
Phosphatpuffer-Saline (PBS, 22 °C, pH 7.4) gespdlt, fur jedes Tier mit 500 I.U.
Heparin versetzt (Liquemin® N 25000, Hoffmann-La Roche AG, Grenzach-
Wyhlen, Deutschland). Nach der Spulung wurde unverzuglich mit 4%iger Para-
formaldehydlosung (PFA, [CH20], in Aqua bidest, Merck KG, Darmstadt,
Deutschland) Uber die bereits liegende Kanule perfundiert.

Die Entnahme der Tiere aus dem Kafig erfolgte paarweise, wobei das re-
produktive Paar zuletzt bearbeitet wurde, um den Stress innerhalb der Familie
maoglichst gering zu halten. Alle Graumulle wurden in einem Zeitraum zwischen
8.30 und 10.30 Uhr perfundiert, um tageszeitliche Schwankungen der Va-
sopressin- und Oxytocin- Produktion zu vermeiden. Desweiteren wurde darauf
geachtet, dal3 die Tiertétungen zur gleichen Jahreszeit erfolgten. Durch die
Wahl korrespondierender Zeitfenster sollte eine Beeinflussung der Peptidhor-
monexpression durch saisonale Unterschiede in biochemischen Parametern

und Verhalten vermieden werden.



Eva Valesky Material und Methoden 51

Im Anschluf} an die Perfusion erfolgte die Dekapitation der fixierten Tiere
und die vorsichtige Schadeltrepanation mit einer feinen Knochenzange in Hohe
des parieto-okzipitalen Ubergangs. Die Képfe wurden daraufhin in 4%iger Para-
formaldehydlésung (PFA) Uber 12 Stunden postfixiert. Die Praparation von
Schadel und Gehirn erfolgte mit Hilfe eines Binokulars (Zeiss®, Germany; Typ
STEMI SV8). Beginnend mit der Durchtrennung der zervikalen Wirbelbdgen
wurde das Gehirn in kranialer Richtung sukzessive behutsam dargestellt. Nach
vollstandiger Abtragung der Kalvaria war eine gute Ubersicht tber das &uRere
Hirnrelief gegeben, anschliel3end erfolgte Uber die Durchtrennung der Hirnner-

ven die vorsichtige Ablésung der Hirnbasis von der inneren Schadelbasis.

2.2. Kryoprotektion, Gelatine-Einbettung, Kryotomie

Alle Praparate wurden anschlie3end in eine 30%ige Sucroseldsung (in Phos-
phatpuffer, PB) transferiert. Nach ca. 48 Stunden waren die Gehirne in der L6-
sung zum Boden der Gefalle abgesunken, ein Hinweis fur die komplette ,Ver-
zuckerung® und somit Kryoprotektion der Gehirne. Diese Praparate konnten nun
in Sucrose-Gelatine (30%ige Sucroselosung; 10%ige Gelatine [300 Bloom]-
I6sung) eingebettet und anschliefiend in einer Sucrose-Paraformaldehyd-
Lésung (30%ige Sucroseldsung; 4%ige Paraformaldehydlésung) nochmals far
24 Stunden fixiert werden.

Um die Praparate auf dem Mikrotom-Tisch optimal orientieren zu kdnnen,
wurden die fixierten Gelatineblécke unmittelbar vor der Kryotomie mit einem
Skalpell getrimmt und zur spateren korrekten Orientierung der Schnitte seitlich
an der linken Hemisphare mit einer longitudinalen Schnittmarkierung versehen.
Die Bodenplatte des Rotationsmikrotoms (Typ HM 340, MICROM, Heidelberg)
wurde mit destilliertem Wasser bedeckt, mit einem kleinen Rechteck aus Filter-
papier versehen und die darauf gesetzten Gelatineblécke wahrend des Auffrie-
rens mit Tissue-Tec® (Miles Inc., Diagnostics Division, Elkhart, IN, USA) ar-
miert. Die Blocke wurden bei einer Arbeitstemperatur des Gefrieraggregats von
-52°C zugig heruntergefroren. Danach wurden von den Gehirnen Transversal-
schnitte (Koronalebene) mit einer Dicke von 60 um angefertigt. Die optimale Ar-
beitstemperatur fur den Schneidevorgang lag zwischen —20°C und —-30°C. Die
Gelatineschnitte wurden vom Mikrotommesser mit einem Marderhaarpinsel ab-

genommen und fortlaufend in die Vertiefungen einer 18-Loch-Platte (18er wells
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mit Klappdeckel und Verschlul3, Firma Huhnersdorff, Ludwigsburg, Deutsch-
land) mit 0.1 M Phosphatpuffer (PB) Uberfuhrt (free-floating sections). Am Ende
des Schneidevorgangs befand sich in jedem Fach (Vertiefung) eine von rostral
nach kaudal gleichmaRig abgestufte Serie von Hirnschnitten. Der Inhalt eines
solchen Faches entspricht einem sog. Kompartment (Abb. 15). Das hinzugege-
bene Natriumazid (NaNs, Ferak Berlin GmbH) ermoglichte, da® die Schnitte bei
4°C bis zur weiteren Bearbeitung sicher gelagert werden konnten.

1 2 3 4 5 6
AVP OoX Kresylviolett |AVP OX Tests
7 8 9 10 11 12
AVP OX Kresylviolett [AVP OX Tests
13 14 15 16 17 18
AVP OX Kresylviolett [AVP OX Tests

Abb. 15. Schematische Darstellung der 18-Lochkulturplatte (Aufsicht) mit den Kompart-
ments 1-18 am Beispiel des Graumulls. Die Schnitte dieses Gehirns wurden fortlaufend in die
numerierten mit Phosphatpuffer gefiiliten Facher gegeben. Insgesamt wurde jeder dritte Schnitt
(bei einer Schnittdicke von jeweils 60um also in Abstanden von 180um) fir den Nachweis des
Peptidhormons Oxytocin bzw. Vasopressin verwendet, der Rest fir Tests und Nissl-gefarbte
Routineschnitte. Flr anndhernd realistische Zahlen der OX-und VP-ir Neuronen im Gehirn des
Graumulls maRten die Zahlen Gesamt (Ges, s. S.92) noch verdoppelt werden (2 Hemispharen).

2.3. Endogene Peroxidase-Reaktion

Auch bei korrekter Durchfuhrung der Perfusion mit isotoner Phosphatpuffer-
Saline (PBS) konnen vereinzelt Erythrozyten im zerebrovaskularen System
verbleiben, die eine spatere immunhistochemische Auswertung erschweren.
Um Farbeartefakte aufgrund der endogenen Peroxidase in diesen Blutzellen zu
vermeiden, wurden die Hirnschnitte vor der eigentlichen Primarinkubation Uber
30 Minuten mit einer 0.3%igen Losung von HyO, (Fluka Chemie AG, Buchs,
Schweiz) inkubiert und daraufhin dreimal fur jeweils 10 Minuten mit isotoner
PBS gewaschen. Dies fuhrte zu einem vollstandigen Abreagieren der endoge-
nen Peroxidase; bei der im Anschluf® an die immunhistochemischen Inkubati-
onsschritte stattfindenden Diaminobenzidin (DAB)-Entwicklung wurde demzu-
folge ausschliel3lich die Meerettichperoxidase des ABC-Komplexes nachgewie-
sen (vgl. Abb. 16).
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Abb. 16. Darstellung der endogenen Peroxidase in Erythrozyten des neurovaskularen
Systems. Ec, Erythrozyten mit durch verbliebene endogene Peroxidase verursachten Farbear-
tefakten. Mafstab 100um.

2.4. Testinkubation

Zum Nachweis der Peptidhormone Oxytocin (OX) und Vasopressin (VP) wur-
den der polyklonale anti-OX-Antikorper rabbit anti-Oxytocin (No. 20068) sowie
der polyklonale anti-VP-Antikdrper rabbit anti-Vasopressin (No. 20069), beide
von DiaSorin, Stillwater, MN 55082, USA) verwendet. Nachfolgend werden die-
se beiden Antikorper als 1° (primare) Antikorper (AB) bezeichnet. Sie richten
sich gegen spezifische Aminosauresequenzen der Peptidhormone Oxytocin
bzw. Vasopressin.

Zur Qualitatskontrolle der Immunreaktionen und um ein ,farberisches” Op-
timum zu erreichen, wurde an einer kleinen Auswahl von Hirnschnitten mit ver-
schiedenen Konzentrationsstufen eine Reihe von Testinkubationen durchge-
fuhrt (s. Abb. 15). Eine optimale Antikdrperkonzentration ist notwendig, da so-
wohl zu hohe als auch zu niedrige Konzentrationsstufen zu einer verminderten
Spezifitat der Immunreaktion fihren. Hierbei wurden die Vorschriften des La-
borprotokolls strikt befolgt (Primarinkubation, Sekundarinkubation, ABC-

Reaktion, DAB-Entwicklung). Fur die vorliegende Arbeit wurden optimale im-
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munhistochemische Ergebnisse bei einer anti-OX-Konzentration von 1:12000
und bei einer anti-VP-Konzentration von 1:8000 erreicht.

Kontrollen. Als Indikator fur die Qualitdt der immunhistochemischen Tech-
nik und die Spezifitdt der Antikdrper wurde bei wenigen Schnitten die Primarin-
kubation ohne 1°AB durchgefuhrt. Diese Schnitte durften nach der Entwicklung
in DAB keinerlei Farbung zeigen. Damit konnte eine unbeabsichtigte Kreuzreak-
tion (falsch-positiv) des Sekundarantikorpers mit Epitopen anderer Gewebepro-
teine ausgeschlossen werden. Als eine weitere Kontrolle diente die Praabsorp-
tion des Antikorpers, d.h. die Zugabe von homologem Oxytocin-Antigen bzw.
von Vasopressin-Antigen im Uberschul in die betreffende priméare Inkubations-
|6sung fur insgesamt ca. 30 min vor Verwendung der Arbeitslosung. Jedes der
Antigene neutralisierte den zugehorigen Primarantikorper (1°AB) komplett, so
dall sich nach der DAB-Entwicklung im Hirnparenchym dieser Schnitte keine
Immunreaktivitat zeigte. Die Kreuzreaktion des anti-VP-Antikrpers mit Oxytocin
und des anti-OX-Antikorpers mit Vasopressin wurde durch den Hersteller laut
Datasheet (DiaSorin) ausgeschlossen. In Kontrollexperimenten zeigte sich
durch Zugabe des komplementaren Antigens (z.B. Oxytocin zu anti-VP-AB)
dementsprechend keine Abschwachung der Aktivitat des primaren Antikorpers

(anti-VP-AB). Eine Kreuzreaktivitat konnte somit ausgeschlossen werden.

2.5. Primarinkubation

Die primaren Inkubationslésungen wurden mit in Sapje (hollandisch = ,Saft)
geléstem 1°AB in einer Konzentration von 1:12000 (anti-OX) bzw. in einer Kon-
zentration von 1:8000 (anti-VP) hergestellt und die fur die Immunreaktion aus-
gewahlten Schnitte darin kompartmentweise inkubiert. Die Kompartments 1, 4,
7, 10, 13 und 16 eines jeden der vierzehn Graumulle reagierten mit anti-VP-
Antikérper und die Kompartments 2, 5, 8, 11, 14 und 17 reagierten mit anti-OX-
Antikorper (vgl. Abb. 15). Dieser Versuchsaufbau gewahrleistete eine gewisse
Kontinuitat, da jeder dritte Hirnschnitt mit anti-Vasopressin oder anti-Oxytocin
gelabelt wurde (Abstand zwischen Hirnschnitt X und X+3 betragt bei einer
Schnittdicke von 60um ca. 180um). Dies erleichterte die Rekonstruktion der
betreffenden OX- und VP- Neuronenpopulationen. Das der Sapje-Losung bei-
gefiigte nicht-ionische Triton® X-100 erhdhte als Detergens die Permeabilitat

der Zellmembran. Dadurch waren die zytoplasmatischen Antigene flr die Anti-
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korper und den Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex leichter zuganglich. Zur Re-
duktion von zu starkem ,Hintergrund® infolge Labeling von unspezifischen neu-
ronalen und non-neuronalen Strukturen wurde eine wassrige Losung von Rin-
derserumalbumin (BSA) als ,blocking solution® eingesetzt. Um konsistente und
somit optimal vergleichbare Ergebnisse zu erhalten, wurde bei der Planung der
Experimente darauf geachtet, da® die betreffenden Schnitte aller vierzehn Indi-
viduen von Cryptomys und der vier Sprague-Dawley-Ratten mit dem identi-
schen Antikdrperserum nicht nur aus derselben Charge (Lot), sondern aus
demselben Flaschchen (Vial) von anti-Oxytocin bzw. anti-Vasopressin inkubiert
wurden.

In den 6-Lochplatten (Falcon®, Becton Dickinson Labware, Lincoln Park,
USA) mit jeweils ca. 15 frei flottierenden Hirnschnitten (= ein Kompartment) und
5 ml primarer Inkubationslésung pro Vertiefung wurden pro Platte sechs Kom-
partments Uber 15 Stunden bei einer Raumtemperatur von 22°C inkubiert. Die
gleichmaliige Verteilung der Losung wurde durch die Inkubation der Kulturplat-
ten auf einem Schittler (Typ LS 10, Gerhardt®, Bonn, Deutschland) gewahrleis-
tet.

2.6. Sekundarinkubation

Nach der Primarinkubation und dreimaligem Waschen mit isotoner Phosphat-
puffer-Salinelésung (jeweils 10 Minuten) wurden die Schnitte in Sapje-Ldsung
mit Sekundarantikérper (2°AB) fur 90 Minuten bei Raumtemperatur auf dem
Schuttler inkubiert. Als sekundarer Antikorper wurde ein biotinyliertes IgG ver-
wendet (biotinylated goat-anti-rabbit IgG (H+L), BA-1000, Lot#0505, Vector La-
boratories, Burlingham, CA, USA) und die Arbeitslésung nach Vorschrift und
Herstellerempfehlung angefertigt. Anschlielend wurden die Schnitte erneut
dreimal fur jeweils 10 Minuten mit isotoner Phosphatpuffer-Salinelésung gewa-

schen.

2.7. Avidin-Biotin-Peroxidase-Complex (ABC)-Reaktion

Die gewaschenen Schnitte wurden nun gemeinsam mit dem in Sapje geldsten
Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex (Vectastain® Elite® ABC-Kit, Vector Labora-

tories Inc., Burlingham, USA) fur weitere 120 Minuten bei Raumtemperatur auf
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dem Schttler inkubiert. Die optimale Konzentration der ABC-Arbeitslosung flr
diesen Reaktionsschritt lag gemal Herstellerempfehlung und eigenen Testin-
kubationen bei 1:800.

2.8. Diaminobenzidin (DAB)- Entwicklung

Nach der zweistindigen Inkubation in der ABC-Arbeitslésung wurden die
Schnitte erneut nach Protokoll gewaschen. Fur alle im Anschlu® an die DAB-
Entwicklung folgenden Waschgange wurde nun anstelle von Phosphatpuffer-
Salinelésung (PBS) Phosphatpuffer (PB) verwendet. Die Reaktionslosung flr
die DAB-Entwicklung bestand aus 0.5 mg DAB (3,3’-Diaminobenzidin, Sigma,
St. Louis, USA) pro ml Phosphatpuffer (entspricht 0.05%iger DAB-L6sung). Auf
97.25 ml dieser DAB-L6sung kamen zusatzlich 1ml einer 1%igen Nickelsulfatlo-
sung (Niz[SO4],, Riedel-de Haen, Seelze, Deutschland) und 1.25 ml 1%ige Ko-
baltchloridlésung (CoCl,, Sigma®, St. Louis, USA). Diese Schwermetall-lonen
dienten der optischen Verstarkung der DAB-Entwicklung. Als Startlésung flr die
DAB-Reaktion wurde eine 3%ige H,O»-Losung vorbereitet (10ml 30%iges H>O,
auf 90ml Aqua bidest). Nach einer sog. DAB-Prainkubation in den 6-Loch-
Platten ohne H,0O, fur ca. eine Minute erfolgte der Start der DAB-Reaktion
durch Zugabe von je 33ul der 3%igen H;O0,-Lésung pro Vertiefung bzw. pro
Kompartment. In diesem Bad reagierten die Hirnschnitte fur 90 Sekunden unter
leichtem Schwenken der Lochplatten. Die optimale Reaktionszeit wurde flr bei-
de Antikorper mittels der Testinkubationen bestimmt. Durch Eintauchen der
Schnitte in Phosphatpuffer wurde die DAB-Reaktion abgebrochen (,Stopp-
Bad®). Im Anschlul3 wurden die Schnitte fUnfmal fur jeweils 10 Minuten in fri-
schem Phosphatpuffer (PB) gewaschen und auf mit Chromalaun-Gelatine (Ka-
lium-(1l1)-Sulfat [Chromalaun], Merck, Darmstadt; Gelatine, 60 Bloom, Sigma,
St. Louis, USA) beschichtete Objekttrager (60 x 76 x 1 mm) aufgezogen. Nach-
dem die Schnitte staubgeschiitzt getrocknet waren, wurden sie mit Eukitt®
(Kindler GmbH & Co., Freiburg, Deutschland) und Deckglasern versiegelt. Beim
Eindecken der Schnitte mufdte darauf geachtet werden, dall keine stérenden
Luftblasen unter das Deckglas gelangten. Um ein etwaiges Nachreagieren und
somit ungewolltes Nachdunkeln der Schnitte zu vermeiden, erfolgte das Ein-
decken der Schnitte umgehend nach der Trocknung. Eukitt® ist ein Kunstharz,

welches in Xylol geldst ist und keinen oder héchstens geringen Einflul? auf die
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Farbung/ das Labeling von Schnitten hat. Nach dem Eindecken der Schnitte
muften die Objekttrager noch mehrere Tage liegen, bis das Eukitt® unter Ver-
dunstung des Xylols ausgehartet war. Danach konnten die histologischen Pra-

parate gereinigt, beschriftet und bearbeitet werden.

2.9. Nissl-Farbung

Zur besseren Orientierung und zur umfassenden und detaillierten Darstellung
der verschiedenen Hirnregionen und Kerngebiete wurden einige Schnittprapa-
rate nach der Farbemethode des deutschen Neurologen und Psychiaters Franz
Alexander NissL (1860-1919) gefarbt. NissL flhrte diese Farbemethode 1885
ein und entdeckte mit ihr 1894 erstmals die nach ihm benannte Nissl-Substanz
(basophile Tigroidschollen) in Ganglienzellen. Im Laufe der Jahre wurde die
Nissl-Farbung verschiedentlich variiert und vereinfacht. Heute subsumiert man
darunter jene Methoden, die Nervenzellkerne und Tigroidschollen (=gestapeltes
endoplasmatisches Retikulum) darstellen. Das Substrat der Farbung sind Ribo-
nukleoproteine und aufgrund der ahnlichen stofflichen Zusammensetzung ver-
halten sich Nervenzellkerne und Tigroidschollen bei Anwendung geeigneter
Farbstoffe identisch. Besonders gute Ergebnisse wurden mit dem basischen
Teerfarbstoff (Oxazinfarbstoff) Kresylechtviolett (C47H14CIN3O, Gurr® BDH
Chemicals Ltd., Poole, England) erzielt. Dabei kommt es im sauren Milieu (pH
4.0) zu einer elektropolaren Anlagerung des basischen Farbstoffes an die sau-
ren Gruppen der Nukleinsauren und zur Salzbildung. Es werden selektiv Zell-
kerne und die Nissl-Substanz angefarbt, da nur sie bei einem pH-Wert von 4.0
negative Ladungen aufweisen und nur dort die Salzbildung mit dem basischen
Farbstoff erfolgt. Nach der Farbung stellen sich die Zellkerne (v.a. der Nukleo-
lus) und die Nissl-Substanz violett dar, wahrend die Perikaryen ansonsten
schwach blau gefarbt werden und das Neuropil (sog. Faserfilz, bestehend aus
Dendriten, Axonen und Gliazellfortsatzen) ungefarbt bleibt (DENK 1989).

Fir die Nissl-Farbung wurde etwa ein Drittel der in dieser Arbeit angefertig-
ten Schnittpraparate ungefarbt auf vorher beschichtete Objekttrager aufge-
bracht und bei Raumtemperatur staubgeschutzt luftgetrocknet. Im ersten Ar-
beitsgang wurden die Schnitte mittels Athanol entwéassert, bevor in einem zwei-
ten Schritt die eigentliche Kresylviolettfarbung erfolgte. Die Tabelle 6 zeigt das

dieser Farbung zugrundeliegende Protokoll.
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Lésung Inkubationszeit Bemerkung
Dehydratation in aufsteigender Alkoholreihe
70% Athanol 48 Stunden )

. entwassern
96% Athanol 48 Stunden
Kresylviolettfarbung
Aqua bidest. 1 Minute waschen
Kresylechtviolettldsung, 38°C | 20 Minuten farben
Aqua bidest. 1 Minute waschen
70% Athanol mit 0.5% Essig- _ _ _

1 Minute 1. Differenzierung

saure

80% Athanol

30 Sekunden

waschen

96% Athanol mit 0.5% Essig-

. 1 Minute 2. Differenzierung
saure
100% lsopropylalkohol 30 Sekunden waschen
100% lsopropylalkohol 30 Sekunden waschen
Xylol 5 Minuten waschen
Xylol 5 Minuten waschen

Tabelle 6. Protokoll der Kresylechtviolettfarbung

Nach dem 1. sowie 2. Differenzierungsschritt wurde lichtmikroskopisch kontrol-
liert, wie sich die Fasersysteme (z.B. Corpus callosum) darstellen. Bei der Kre-
sylechtviolettfarbung ist das Praparat zunachst Uberfarbt und der Farbuber-
schuld wird erst durch die Differenzierungslésung (hier: Athanol mit Essigsaure)
entfernt. Bei der Differenzierung entfarben sich die Fasermassen schneller als
die Perikaryen. Letztere bleiben intensiv gefarbt und heben sich vom weitge-
hend farblosen Untergrund scharf ab. Hierbei ist jedoch wichtig, die Differenzie-
rungslosung sorgfaltig auszuwaschen, da sonst die Gefahr besteht, dal} sie
uber den gewunschten optimalen Differenzierungsgrad hinaus weiter wirkt und
die Farbung unter Umstanden zerstort (RomEIs 1989). Hierflr wurden die Nissl-
gefarbten Schnittpraparate je zweimal in 100%igem Isopropylalkohol und im Xy-

lol-Bad gewaschen und anschlieRend mit Eukitt ® unter Glas eingedeckt (s.0.).

3. Lichtmikroskopische Auswertung, Statistik

Zur lichtmikroskopischen Auswertung und Photodokumentation der Hirnschnitte

wurde ein binokulares Photomikroskop mit Beleuchtungsautomatik (Olympus
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Photomicrographic Systems, Typ BH2 PM10-AD mit Exposure Control Unit, To-
kyo, Japan) verwendet. Die qualitative Auswertung erfolgte bei 40-facher und
100-facher Vergroflerung. Die quantitative Auswertung der immunreaktiven
Neuronen erfolgte bei 100-facher Vergrof3erung Uber die gesamte Querschnitts-
flache der betreffenden Nuklei.

Fur die photographischen Schwarzweil3-Aufnahmen wurde der Film liford
ISO 50/18° und die Kamera Olympus C-35AD-2 verwendet. Eine Kontraststei-
gerung wurde durch einen zusatzlichen Blaufilter erreicht. Von den katalogisier-
ten Bildnegativen wurde eine Photo-CD-Rom hergestellt (Auflésung 1200 x 800
dpi, fotogena GmbH, Darmstadt, Deutschland) und die Abbildungen mit dem
Bildverarbeitungsprogramm Photoshop Version 6.0 (Adobe Systems®, San Jo-
se, CA, USA) beschriftet und bearbeitet. Eine Bildnachbearbeitung im Sinne ei-
ner Kontrastoptimierung oder Aufhellung sowie Retuschierungen wurden nicht
vorgenommen, d.h. die in dieser Arbeit vorgestellten Photographien entspre-
chen exakt Originaldokumenten von Schnittpraparaten.

Zur anschaulichen Prasentation der Originalbefunde wurden als didaktische
Hilfen Abbildungen von PAXINOS and WATSON (1998) mit konventionellen Me-
thoden (Entwurfpapier, Tuschestifte etc.) umgezeichnet.

Nach Ermittlung des gesamten quantitativen Datenmaterials aller Ver-
suchstiere wurden die Graumullfamilien ,entblindet und einer quantitativ-
statistischen Analyse unterzogen. Hierfur wurde das mathematisch-statistische
Datenverarbeitungsprogramm ,BiAS flr Windows®, Version 7 (ACKERMANN
2000, s.u.) verwendet.

Die Methodenlehre der Induktiven Statistik wird in parametrische und nicht-
parametrische Verfahren unterteilt (ACKERMANN 1995). Erstere setzen in aller
Regel eine Gauld-Verteilung (oder syn. Normalverteilung) der Messwerte vor-
aus, letztere dagegen nicht. In der vorliegenden Arbeit wurde fur samtliche sta-
tistischen Berechnungen die Verwendung von parametrischen Tests ange-
strebt. Die notwendigen Voraussetzungen zur Durchflhrbarkeit solcher para-
metrischer Verfahren wurde mit dem Test auf Gaul3-Verteilung der Stichproben
(Kolmogoroff-Smirnoff-Test) gepruft. Je nach Anzahl der Gruppenvariablen
wurde entweder der Zwei-Stichproben-T-Test oder die Varianzanalyse verwen-
det. Konnte der Test auf Gaul3-Verteilung nicht erfullt werden, dann mufdten an-

stelle der parametrischen Tests (Zwei-Stichproben-T-Test bzw. Varianzanalyse)
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nicht-parametrische Tests (Wilcoxon-Mann-Whitney-Test = U-Test bzw.
Kruskal-Wallis-Test) durchgeflhrt werden (ACKERMANN 1995).

In der Statistik setzt man die wissenschaftliche Fragestellung in eine Null-
hypothese Hy um. Fir die hier durchgefuhrten Analysen lautet sie: Zwischen
den Tiergruppen bestehen keine Unterschiede in der Transmitterexpression.
Bei Pilotversuchen mit kleinen Fallzahlen wie in der vorliegenden Arbeit muf
man mit a= 0.05 ein relativ groRes Risiko eingehen, die Nullhypothese irrtimlich
abzulehnen. Konventionellerweise wahlt man fur a= 0.05, 0.01 oder 0.001.
Uberschritt der in der statistischen Analyse ermittelte p-Wert die kritische Gren-
ze von a=0.05 (Signifikanzschwelle), so mufdte die Nullhypothese Hy beibehal-
ten werden. Erst wenn p < a war, konnte die Nullhypothese abgelehnt werden.
Diese Daten (wenn p< a) lassen dann mit einer Irrtumwahrscheinlichkeit von
0.05 (5%) darauf schlieflen, dal ein signifikanter Unterschied zwischen den
Tiergruppen besteht (ACKERMANN, pers. Mitt.).

Da im Rahmen der hier durchgefuhrten Analysen mehrere statistische
Hypothesen geprift wurden (Familienvergleich, Geschlechtervergleich, Ver-
gleich zum Reproduktionsstatus, Altersvergleich), geht man bei der Auswertung
der gewonnenen Daten auch zwangslaufig mehrfach das Risiko ein, eine Null-
hypothese irrtimlich abzulehnen (Irrtumswahrscheinlichkeit). Das Problem des
multiplen Testens lalRt sich am besten am Wdurfelmodell veranschaulichen
(ACKERMANN 1995). Mit steigender Zahl der Wurfelversuche erhoht sich auch
die Wahrscheinlichkeit, die Augenzahl sechs zu wiurfeln. Da es sich in der vor-
liegenden Untersuchung um eine Studie mit explorativem Charakter handelt (Pi-
lotstudie) und die Fragestellung keinen konfirmatorischen Anspruch erhebt,
wurde nach Absprache mit Herrn Dr. H. Ackermann (Institut fir Medizinische In-
formatik, Abteilung Biomathematik, Universitatsklinik der Johann Wolfgang-
Goethe Universitat, Frankfurt am Main) trotz multipler Tests auf eine Korrektur
der Irrtumswahrscheinlichkeit, sog. a-Korrektur, verzichtet. Bei der Interpretation
der quantitativ-statistischen Analyse mufdte bertcksichtigt werden, dal} die p-
Werte nur anhand von kleinen Fallzahlen ermittelt worden sind und sich somit
nur sehr groRe Unterschiede in der Statistik widerspiegeln wirden. Angesichts
der auReren Bedingungen (limitierte Zucht, Besonderheit der Spezies, Kostbar-
keit der reproduktiven Tiere) und inhaltlichen Gegebenheiten (Pilotprojekt)

stand flr diese Arbeit nur eine begrenzte Anzahl von Tieren zur Verfligung. Die
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von uns angewandten statistischen Methoden unterstitzen daher den explorati-
ven Vergleich der jeweiligen Graumullgruppen hinsichtlich statistischer Auffal-

ligkeiten im Datenmaterial.

4. Anmerkungen zur quantitativen Auswertung

Fir die quantitative Auswertung (Zahl der immunmarkierten Perikaryen) wurden
in samtlichen Hirnschnitten jene Areale des Hypothalamus ausgezahlt, die mit
Hilfe von Atlanten (PAXINOS and WATSON 1998) einem definierten Kerngebiet
zugeordnet werden konnten. Die betreffenden, meist bilateral (d. h. in beiden
Hemispharen) vorhandenen Nuclei wurden separat in zwei getrennten Durch-
gangen quantifiziert und die Neuronenzahlen flir jeden Schnitt einzeln doku-
mentiert. Die Summen der markierten Neuronen in den betreffenden Kerngebie-
ten/Arealen eines Tieres wurden erst nach Beendigung der Quantifizierung der
Kerngebiete in samtlichen Tieren ermittelt. Eine Beeinflussung der Zahlung
durch die bereits ermittelten Daten konnte somit ausgeschlossen werden. Da
der Antigengehalt der immunreaktiven Neuronen teilweise sehr unterschiedlich
war, was sich in einer unterschiedlich intensiven Markierung widerspiegelte, er-
schien es uns sinnvoll, eine Unterteilung in Neuronen erster Wahl (1*) und Neu-
ronen zweiter Wahl (2*) vorzunehmen. Die Neuronen 1* zeigten einen hohen
Antigengehalt. 2* Neuronen wiesen aus unbekannten Grinden eine geringere
Immunreaktivitat auf. Als Ursache hierfur kdmen ein anderer Funktionszustand
oder eine andere Neuronenpopulation in Frage sowie die Moglichkeit, dal} die
jeweiligen Perikaryen bei oberflachlicher Lage nur tangential angeschnitten
worden sind, was zwangslaufig mit einem geringeren Antigengehalt des Ab-
schnitts einhergeht. Als Kriterien zur Klassifikation der Neuronen 1* galten im-
munreaktive Axone mit Varikositaten sowie die mindestens mittelbraune Far-
bung des Zellkoérpers und gegebenenfalls der Fortsatze. Ein weniger bedeut-
sames, flankierendes Kriterium war das Vorhandensein eines immunnegativen,
hellen ,Kernschattens®. Diese strikte Regelung fuhrte zu einer Erhdhung der
Zahlgenauigkeit in der Kategorie 1* (3x gezahlt), wahrend sich die Neuronen
der 2* uneinheitlich darstellten und die Variabilitat der Zahlenwerte hier selbst
nach mehrfachem Auszahlen nicht zufriedenstellend verringert werden konnte.
Aus diesem Grund wurden die Neuronen der Kategorie 2* in der quantitativen

Analyse vernachlassigt.
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V. Ergebnisse

1. Allgemeine Bemerkungen

Die Mehrzahl der immunreaktiven Oxytocin (OX)- und Vasopressin (VP)- Neu-
ronen (Perikaryen) liegt im Hypothalamus als dem basalen Anteil des Zwi-
schenhirns, ventral zu beiden Seiten des dritten Ventrikels (3V) und dorsal und
rostral der Hypophyse. Seine rostrale Begrenzung ist die praoptische Region,
die strenggenommen zum Telencephalon gehort. Kaudal endet der Hypothala-
mus am Hinterrand der Corpora mamillaria. Um die Orientierung an den Kern-
gebieten zu erleichtern, diente der Nucleus paraventricularis hypothalami als
didaktisches Zentrum. Die paarig angelegten Nuclei mit ihrer charakteristischen
Keilform sowie ihrer Lage und Grolie bilden beiderseits des dritten Ventrikels
den Mittelpunkt des vorderen Hypothalamus. Alle Ubrigen immunreaktiven Nuc-
lei wurden in ihrer Lokalisation zum Nucleus paraventricularis hypothalami defi-
niert und beschrieben. Die zugehdrigen photographischen Abbildungen befin-
den sich am Ende des Ergebnisteils (S. 93-140).

2. Qualitative Analysen

2.1. Oxytocin-immunreaktive Neuronen im Rattengehirn

Vier junge erwachsene Sprague-Dawley-Ratten (2, 3 &) wurden parallel zu den
Untersuchungen an Graumullen und unter exakt denselben Bedingungen bear-
beitet und analysiert, um die Verteilung der Oxytocin-immunreaktiven (OX-ir)
Neuronen moglichst realitdtsnah protokollieren zu konnen. OX-ir Neuronen lie-
Ren sich im Nucleus paraventricularis hypothalami (Pa), Nucleus commissuralis
anterior (CoA), Nucleus supraopticus (SO) und in mehreren akzessorischen
Kerngebieten (ACC) nachweisen. Die Mehrzahl der OX-positiven Neuronen wa-
ren magnozellular, d.h. die Perikaryen hatten einen Durchmesser () von 20-
25um. Die in der Literatur beschriebenen kleinen (parvozellularen) Neuronen (9
10-15um) entzogen sich weitgehend dem Mechanismus unserer Methodik (s.
Kapitel II. 3.). Bei unseren absichtlich unbehandelten Ratten (s. Diskussion)

konnten parvozellulare Neuronen in Teilen des Nucleus paraventricularis hypo-
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thalami (Pa) [vasopressinerg und oxytocinerg] und des Nucleus suprachiasma-

ticus (SCh) [vasopressinerg] beobachtet werden (vgl. SOFRONIEW 1990).

2.1.1. Nucleus paraventricularis hypothalami (Pa)

Neben dem Nucleus supraopticus gilt der Nucleus paraventricularis hypothala-
mi (Pa) als das Hauptursprungsgebiet des hypothalamo-neurohypophysaren
Systems (vgl. Kapitel Il). Die im rostralen Abschnitt des Kerns gelegenen oxyto-
cinergen Neuronen wurden der Pars medialis magnocellularis (PaMM) zuge-
ordnet (vgl. ARMSTRONG 1995). Die Zellen des PaMM gruppieren sich zu einem
lockeren dreidimensionalen Neuronennetz, das keilférmig und sich verjungend
unter einem Winkel von etwa 45° von der Wand des dritten Ventrikels nach dor-
solateral weist [Abb. 17: Kresylviolett]. Weiter kaudal verdichtet und verbreitert
sich dieser Unterkern in lateraler und ventraler Richtung. Im Koronalschnitt mit
der grofdten Ausdehnung des PaMM stehen OX-gelabelte (OX-ir) Zellen dicht
und gleichmalig verteilt nebeneinander [Abb. 18]. Die Zellkérper sind rundlich
bis oval und haben einen Langsdurchmesser (a) von 16-22um und einen Quer-
durchmesser (b) von 10-16um. Die Neuronen sind, soweit eine Beurteilung in
den Koronalschnitten moglich ist, mehrheitlich bipolar bis tripolar. In weiter kau-
dal gelegenen Koronalschnitten tritt zwischen der Pars medialis parvocellularis
des Pa (medial; PaMP) und Fornix (lateral) eine weitere charakteristische Zell-
gruppe in Form einer dicht gepackten Kugel auf [Abb. 19: Kresylviolett]. Dieses
Gebilde entspricht der Pars lateralis magnocellularis (PaLM) des Nucleus para-
ventricularis hypothalami (vgl. ARMSTRONG 1995), wobei die markierten Perika-
ryen vor allem im dorsalen und im ventralen Randbereich des PaLM zu erken-
nen sind [Abb. 20, 21: OX-ir]. Die Ubrigen eher zentral gelegenen Perikaryen
prasentieren sich als unspezifische, schattenhafte Hintergrundfarbung.

Die Mehrzahl der OX-positiven Neuronen des Nucleus paraventricularis hy-
pothalami befindet sich in den beiden bereits erwahnten und einander direkt
benachbarten Arealen (PaMM, PaLM), wobei der mediale magnozellulare Be-
reich (PaMM) die groRere Zahl an OX-ir Neuronen umfal3t. Beide Komponenten
(PaLM, PaMM) grenzen nach medial an die Pars medialis parvocellularis des
Pa (PaMP), welche bei unseren samtlich unbehandelten Ratten fast frei von

Immunreaktivitat war [vgl. Abb. 18, 20: OX-ir]. Vereinzelte gelabelte magnozel-
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lulare Zellkorper finden sich in der dorsalen Kappe (PaDC) und dem ventralen
Teil (PaV) des Nucleus paraventricularis [Abb. 20: OX-ir]. Diese Neuronen sind
ebenfalls magnozellular und unterscheiden sich nicht von denen in PaMM und
PaLM. Der rostrale Abschnitt des Nucleus paraventricularis hypothalami
(PaMM, PaLM) grenzt kaudal an dessen Pars posterior [PaPo; Abb. 22: Kresyl].
Anders als der oben beschriebene rostrale Anteil des Nucleus paraventricularis
(Pa) erstreckt sich die PaPo als sehr schlanker und weit ausladender Fligel von
der Wand des dritten Ventrikels nach lateral bis Uber den Fornix (f). Die inner-
halb der Fllgelspitze und lateral davon gelegenen isolierten magnozellularen
OX-ir Neuronen entsenden gelabelte Axone bis an die Zona incerta (ZI) [Abb.
23: OX-ir]. Die magnozellularen OX-Neuronen der Pars posterior (PaPo) er-
scheinen im Koronal- bzw. Transversalschnitt spindelférmig und unterscheiden
sich in der transversalen Orientierung ihrer LAngsdurchmesser von den Ubrigen
OX-positiven Zellen des Nucleus paraventricularis, welche eher parallel zur
rostrokaudalen Achse des Gehirns ausgerichtet sind [Abb. 24: OX-ir]. Die Im-
munreaktivitat der magnozellularen Neuronen ist in der Pars posterior schwa-
cher als in der Pars anterior (PaMM, PaLM). In Héhe von PaMM und PaLM, al-
so um die dorsolateral orientierte Kante des Nucleus paraventricularis herum,
entspringt ein breites Band transversal orientierter OX- immunreaktiver Fasern
[Abb. 18, 20: nicht beschriftet] und verlauft wie ein gerundetes Zeltdach beider-
seits des dritten Ventrikels von dorsal durch die Area hypothalamica lateralis
(LH) nach lateral und ventral mehr oder minder in Richtung des Nucleus supra-
opticus [SOr; Abb. 18, 20: OX-ir]. Die Faserschar kreuzt den Tractus opticus
und wendet sich schliellich nach medial zur Eminentia mediana, wobei sie sich
stark verdichtet [ME; Abb. 32: OX-ir]. In diese Faserstrahlung sind vor allem in
der Nahe von Gefallen zahlreiche OX-positive Perikaryen eingestreut, die zu
den akzessorischen neurosekretorischen Neuronen der LH gezahlt werden
[Abb. 18, 20, 23]. PETERSON (1966) bezeichnete diese Neuronenpopulation auf-
grund ihrer topographischen Nahe zum medialen Vorderhirnbindel (mfb) als
,Nucleus des medialen Vorderhirnbindels“(NMFB) [Abb. 25: NMFB nicht be-
schriftet].
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2.1.2. Nucleus commissuralis anterior (CoA)

Bei der Ratte liegen die dicht gepackten OX-ir Neuronen des CoA medial des
Fornix und reichen mit ihren Perikaryen und Fortsatzen bis an das Ependym
des 3. Ventrikels (3V) heran [Abb. 26: Kresylviolett; Abb. 27, 28: OX-ir]. Diese
oxytocinergen Neuronen kénnen in eine mediale, ependymnah gelegene Grup-
pe entlang des 3. Ventrikels, die von einigen Autoren auch als Pars magnocel-
lularis des Nucleus periventricularis (PeM) bezeichnte wird (vgl. Kapitel Il. 4.2.)
und eine laterale flugelférmige Gruppe unterteilt werden, wobei beide allerdings
nur unvollstandig voneinander getrennt sind [Abb. 28: OX-ir]. Das Aussehen
des CoA erinnert sehr an den weiter kaudal gelegenen, fliigelformigen Nucleus
paraventricularis hypothalami, dazwischen befindet sich bei der Ratte eine
reaktionsarme Region von etwa 150um Lange.

Die Perikaryen des CoA sind in unseren Schnittserien der Ratte stark OX-
positiv. Die Langsdurchmesser (a) betragen 18-26um, die Querdurchmesser (b)
10-12um. Lateral des Nucleus commissuralis anterior zeigen sich in der Area
praeoptica lateralis (LPO) verstreut Oxytocin-immunreaktive Zellen, welche zu

den akzessorischen magnozellularen Neuronen (ACC) gezahlt werden.

2.1.3. Nucleus suprachiasmaticus (SCh)

Der Nucleus suprachiasmaticus der Ratte hat seine maximale transversale
Ausdehnung vor dem rostralen Ende des Nucleus paraventricularis hypothalami
[Abb. 5: Zeichnung, Abb. 26: Kresyl]. Nach unserem immunhistochemischen
Protokoll lieRen sich im SCh keine oxytocinergen Neuronen darstellen [Abb.
29].

2.1.4. Nucleus supraopticus (SO)

Der rostrale Teil des SO (SOr) beginnt mit einzelnen OX-positiven Zellen in H6-
he des Nucleus commissuralis anterior und lateral des Chiasma opticum. Medi-
al grenzen diese Neuronen an das Organum Vasculosum Laminae Terminalis
(OVLT) und ihre Dichte nimmt in kaudaler Richtung zu [vgl. von rostral nach
kaudal: Abb. 27, Abb. 18 und Abb. 23: OX-ir]. Der Nucleus supraopticus liegt
dem Tractus opticus (opt) wie eine langgezogene Kappe auf [Abb. 17: Kresyl;

Abb. 30: OX-ir] und begleitet ihn in seinem Verlauf. Das Labeling innerhalb des
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Nucleus ist weitgehend gleichférmig, wobei die oxytocinergen Neuronen im
dorsalen Bereich der Kappe dichter stehen. Der oxytocinerge retrochiasmati-
sche Teil des Nucleus supraopticus (SOrch) besteht aus einem dinnen Band
vereinzelter OX-positiver Zellen, welches sich am Boden des Hypothalamus,
teilweise sogar an seiner pialen Oberflache, nach kaudal erstreckt [Abb. 31:
Kresyl; 32, 33: OX-ir]. Dieses dunne Band laldt sich Uber einzelne Neuronen
nach kaudal bis in den Bereich der Eminentia mediana (ME) verfolgen. Die OX-
ir Neuronen des Nucleus supraopticus sind bi- bzw. tripolar. Die deutlich im-
munpositiven Somata haben Langsdurchmesser (a) von 20-26um und Quer-
durchmesser (b) von 8-16um. Die OX-ir Axone des Nucleus supraopticus ver-
laufen erst nach dorsal, bevor sie in einem weiten Bogen nach medial ziehen,
um dann in einer lamindren Schicht parallel zur Eminentia mediana mit OX-ir
Faserbahnen des Pa zu konfluieren und in die Neurohypophyse terminieren
[Abb. 32: OX-ir].

2.1.5. Akzessorische magnozellulare neurosekretorische Neuronen (ACC)

Die akzessorischen magnozellularen Neuronen sind bei der Ratte als diffuse
und schwer zuzuordnende Zellpopulationen Uber den gesamten Hypothalamus
verstreut. Die Beschreibung der Gruppen erfolgt (soweit sinnvoll) von rostral
nach kaudal. Die Perikaryen sind mit einem Langsdurchmesser (a) von ca.
20um und einem Querdurchmesser (b) von ca. 10pm samtlich magnozellular
und unterscheiden sich in ihrer OX-Antigenitat nicht von den Neuronen der Nuc-
lei supraopticus et paraventricularis hypothalami. Bei der Ratte konnte das An-
tigen Oxytocin in den folgenden Nuclei und Regionen nachgewiesen werden: In
Hohe des Nucleus commissuralis anterior (CoA) sind im Bereich des Nucleus
striae terminalis (bed nuclei of stria terminalis, BNST) einzelne OX-ir Neuronen
vorhanden. An bzw. zwischen den Fasern der Stria terminalis treten einzelne
OX-immunreaktive Somata auf, welche teilweise auch am Boden des Seiten-
ventrikels innerhalb des Ependyms liegen. Eine Sekretion dieser Neuronen in
den Liquor cerebrospinalis ist aufgrund ihrer topographischen Nahe zum Ventri-
kel anzunehmen. Weiter kaudal, aber noch in Hohe des Nucleus commissuralis
anterior (CoA), finden sich in den Areae praeopticae medialis et lateralis (MPA,
LPO) locker verteilte OX-ir Zellen [Abb. 27]. Zwei weitere OX-ir Kerngebiete
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sind um den Fornix herum lokalisiert, der rostrale sowie der kaudale perifornika-
le Nucleus (PETERSON 1966). Die reaktiven Perikaryen des rostralen Nucleus
liegen als ein Neuronencluster dorsal des Fornix in Hohe des PaMM [Abb. 18; °:
OX-ir]. Jene des kaudalen Nucleus liegen locker gruppiert in Hohe der Pars
posterior des Nucleus paraventricularis hypothalami (PaPo) (nicht dargestellt).
Kaudal des Chiasma opticum geht die Area praeoptica lateralis (LPO) in die
Area hypothalamica lateralis (LH) Uber, in welcher kaudalwarts immer wieder
verstreute OX-ir Neuronen auftreten [Abb. 18, 20, 23]. Bei der Ratte lassen sich
am medialen Vorderhirnbindel zahlreiche OX-immunreaktive Neuronen nach-
weisen [Abb. 25], die zum Nucleus des medialen Vorderhirnblindels zusam-
mengefaldt werden (PETERSON 1966). Schlie3lich werden auch jene immunreak-
tiven Neuronen, welche die Wande des dritten Ventrikels saumen, zu den ak-
zessorischen magnozellularen neurosekretorischen Neuronen gezahlt. So er-
streckt sich die Pars magnocellularis des Nucleus periventricularis (PeM) bei
der Ratte Uber die Areae praeoptica et anterior hypothalami, wobei die OX-
Reaktivitat unmittelbar medial des Nucleus commissuralis anterior besonders
ausgepragt ist [vgl. Abb. 27, 28]. Immunreaktive Neuronen der Area hypothala-
mica anterior (AHA) zahlen ebenfalls zu den akzessorischen magnozellularen
neurosekretorischen Neuronen. Die Nervenzellen bilden hier ein raumliches
Netz aus immunpositiven Zellen, welches vor allem um kleine Gefalde herum

anzutreffen ist (nicht dargestellt).

2.1.6. Corpus mamillare

Fir eine bessere topographische Ubersicht sind die Routineschnitte mit Kresy-
lechtviolettfarbung [Abb. 34-36] den immunhistochemischen Schnitten [Abb. 37-
40: OX-ir] vorangestellt. In den Corpora mamillaria des Rattengehirns lassen
sich in Routineschnitten die drei im Kapitel Il. bereits erwahnten magnozellula-
ren Nuclei praktisch nachweisen: Nucleus tuberalis magnocellularis [TMC; nicht
dargestellt], Nucleus caudalis magnocellularis [CMC; Abb. 34: Kresylviolett],
Nucleus caudalis postmamillaris magnocellularis [PCMC; Abb. 36: Kresylvio-
lett]. Die immunhistochemische Farbung der korrespondierenden Hirnschnitte
zeigte in den o.g. Nuklei indessen kein spezifisches Oxytocin-Labeling [Abb. 37-
40: OX-ir].
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2.2. Oxytocin-immunreaktive Neuronen im Graumuligehirn

Die Qualitat der spezifischen Markierung der OX-immunreaktiven (OX-ir) Neu-
ronen des Graumulls unterscheidet sich nicht von jener der Ratte. Die Zellkor-
per mit Axon und Dendriten sind durch Diaminobenzidin mittelbraun bis braun-
schwarz gefarbt. Eine so deutliche Markierung der Fortsatze erlaubt die An-
nahme, dal} das in diesen Neuronen gebildete Oxytocin als Neurotransmitter
dienen mufdte. Die Mehrheit der OX-ir Neuronen liegt beim Graumull im vorde-
ren Hypothalamus; die Kerngebiete mit dem gro3ten Antigengehalt sind wie bei
der Ratte der Nucleus paraventricularis hypothalami und der Nucleus supraop-
ticus. Vereinzeltes OX-Labeling fand sich wiederum in den Regionen der ak-
zessorischen magnozellularen neurosekretorischen Neuronen (ACC). Didakti-
sches Zentrum der folgenden topographischen Beschreibung der OX-ir Struk-
turen ist wiederum der Nucleus paraventricularis hypothalami. Die Beschrei-

bung aller weiteren Nuclei erfolgt gemal ihrer Lokalisation zu diesem Kern.

2.2.1. Nucleus paraventricularis hypothalami (Pa)

Der Nucleus paraventricularis hypothalami [Abb. 41: Kresylviolett] liegt beim
Graumull in der Vorderhalfte des Hypothalamus. Er beginnt dorsal des Nucleus
suprachiasmaticus und endet kaudal in Héhe der Eminentia mediana (ME).
Charakteristisch sind die Keilform der symmetrisch stehenden Kerne sowie ihre
paraventrikulare Lage. Im rostralen Abschnitt des Nucleus paraventricularis las-
sen sich ein dorsaler und ein ventraler OX-immunreaktiver Neuronencluster un-
terscheiden [Abb. 42, 43: OX-ir]. Der dorsale Unterkern zwischen Fornix und
Ventrikel, welcher mit einzelnen Neuronen bis an das Ependym heranreicht,
entspricht einem kugelférmigen Haufen dicht gepackter OX-ir Neuronen. Das
Labeling der Neuronen ist im medialen Bereich der Kugel starker ausgepragt
als am lateralen Rand. GroRe und Form der Perikaryen sind sehr variabel. Die
Langsdurchmesser (a) als auch Querdurchmesser (b) betragen ca. 12-20um.
Das Repertoire der Zellformen umfal3t neben rundlichen Somata ovale bis trop-
fenahnliche und spindelférmige Perikaryen. Die Beurteilung der Anzahl der
Fortsatze ist bei dicht stehenden Neuronen besonders schwierig. Zusatzlich
kommt es durch die SchnittfUhrung haufig zu einem artifiziellen Verlust von

Fortsatzen, der beispielsweise unipolare Zellen vortauscht, obwohl tatsachlich
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bi- bis tripolare Neuronen vorliegen. Der ventrale Unterkern bildet ein keilfér-
miges Neuronennetz, welches als Ganzes im spitzen Winkel zur Ventrikelwand
schrag nach dorsolateral weist und den Ventrikel entlang seiner dorsoventralen
Ausdehnung umsaumt. Die locker gruppierten Neuronen besitzen eher lang-
liche Perikaryen [a) 14-24um und b) 10-14um]. Im rostralen Abschnitt des Nuc-
leus paraventricularis hypothalami ist die dorsale kugelférmige von der ven-
tralen netzformig organisierten Neuronenpopulation durch einen Bereich gerin-
ger Reaktivitat getrennt [vgl. Abb. 43: OX-ir]. Die OX-ir Fasern, welche in der
kugelférmigen Population des Kerns entspringen, verlaufen dorsal des Fornix
nach lateral, wahrend jene der ventralen Population in einem weiten Bogen
nach lateroventral in Richtung Hirnbasis und Tractus opticus ziehen, um dann
weiter kaudal in der Neurohypophyse zu terminieren. Es scheint fast so, als
nahme die zeltférmige Faserbahn der ventralen Population in breiter Front Kon-
takt mit Fortsatzen von Neuronen des Nucleus supraopticus auf. In kaudaler
Richtung verschmelzen die beiden Populationen zu einem einheitlichen Neuro-
nengeflecht; eine morphologisch-topographisch definierte Grenze zwischen
dem dorsal gelegenen Kugelhaufen und dem ventralen Netz ist hier nur noch
andeutungsweise vorhanden (Abb. 44, 45). Eine Unterteilung des Nucleus pa-
raventricularis anhand der intranuklearen Verteilung der OX-Neuronen ist kaum
moglich. Die Situation bei der Ratte mit den oben beschriebenen Subnuclei
PaMM und PaLM kann auf den Graumull also nicht tUbertragen werden. In sei-
nem kaudalen Abschnitt ist der Nucleus paraventricularis hypothalami des
Graumulls kugelig und nicht so langlich ausgezogen wie die Pars posterior
(PaPo) der Ratte [Abb. 46: Kresyl; 47, 48: OX-ir]. Die OX-ir Neuronen sind rund-
lich und vereinzelte Zellen stehen als spindelférmige Bipolaren transversal. Auf-
fallig beim Betrachten der Schnittserien sind die besonders zahlreichen Gefal3-
anschnitte im Nucleus paraventricularis hypothalami, ein Zeichen fur die sehr

gute Vaskularisation des Hypothalamus in dieser Region.

2.2.2. Nucleus commissuralis anterior (CoA)

Der Nucleus commissuralis anterior liegt bei der Ratte medial des Fornix und
zwischen Commissura anterior (rostral) und Nucleus paraventricularis hypotha-

lami (kaudal). Beim Graumull fallt auf, daf3, anders als bei der Ratte, zwischen
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Commissura anterior und Nucleus paraventricularis hypothalami keine OX-
immunreaktiven Neuronen nachweisbar sind. Offenbar existiert beim Graumull
kein rostrales, durch Fasermassen oder Neuropil vom Nucleus paraventricularis
hypothalami abgesetztes OX-ir Kerngebiet [Abb. 49] oder es kann zumindest
mit der hier verwendeten Methode in dieser Form beim Graumull nicht nachge-
wiesen werden. Die Frage, ob bei der Ratte in diesem Gebiet ein Mangel an
Oxytocin oder gar ein Fehlen der betreffenden Neuronenpopulation vorliegt,
kann mit Hilfe von Schnittserien in Kresylechtviolettfarbung geklart werden. Da
sich beim Graumull in der Routinefarbung nach Nissl kein dem CoA topogra-
phisch oder zytologisch entsprechendes magnozellulares Areal abgrenzen laft,

kann hier formal von einem Fehlen dieses Nucleus gesprochen werden.

2.2.3. Nucleus suprachiasmaticus (SCh)

Der Nucleus suprachiasmaticus des Graumulls hat seine maximale transversale
Ausdehnung in Hohe des fligelférmigen Abschnitts des Nucleus paraventricula-
ris hypothalami [Abb. 50: Kresylviolett]. Der SCh zeigt keinerlei spezifische OX-
Immunreaktivitat [Abb. 51].

2.2.4. Nucleus supraopticus (SO)

Der Graumull als eine subterran lebende, mikrophthalme Spezies mit einem
sehr dunnen Nervus opticus und Chiasma opticum (ox) zeigt einen prominenten
OX-ir Nucleus supraopticus. Die Bezeichnung supraopticus impliziert falschli-
cherweise eine funktionelle Beziehung des Nucleus zur Sehbahn, wahrend bei
diesem Kerngebiet allein die raumliche Nahe zum Chiasma opticum bzw. Trac-
tus opticus namengebend war. Der rostrale Teil des Nucleus supraopticus
(SOr) beginnt wie bei der Ratte an der Hirnbasis ventral des 3. Ventrikels und in
Hohe der Commissura anterior (ca) [vgl. von rostral nach kaudal: Abb. 49, 56,
42, 44: OX-ir; Abb. 41: Kresylviolett] und erstreckt sich mit seinem retrochias-
matischen Anteil im Hypothalamus entlang des Tractus opticus bis in HOhe des
Nucleus arcuatus [Arc; Abb. 54: OX-ir]. Einzelne OX-immunreaktive Perikaryen
und Fasern mit Varikositaten sind bis in die innere Schicht der Eminentia medi-
ana (ME) nachweisbar (nicht dargestellt). In kaudaler Richtung nimmt die Zahl
der OX-ir Neuronen des SOr deutlich zu, so dal® die Perikaryen dort dicht

zusammengeballt liegen [Abb. 52: OX-ir]. Der Nucleus supraopticus begleitet
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sammengeballt liegen [Abb. 52: OX-ir]. Der Nucleus supraopticus begleitet den
Tractus opticus von paramedian nach lateral, wobei er sich dem Tractus opticus
zuerst flach anschmiegt, wahrend er weiter kaudal eine im Querschnitt dreiecki-
ge Form annimmt. Die Perikaryen des rostralen SO sind meist rundlich, die an
der Pia mater gelegenen jedoch eher langlich. Die Langsdurchmesser (a) der
Perikaryen betragen 16-22um, die Querdurchmesser (b) 10-16um. Auffallig ist,
dald die am oder im Tractus opticus (opt) lokalisierten Perikaryen spindelformig
sind: Sie scheinen sich den am/im Faserbundel gegebenen raumlichen Verhalt-
nissen optimal anzupassen. Der retrochiasmatische Abschnitt des Nucleus
supraopticus (SOrch) weicht vom Tractus opticus ab und verlauft als ein ober-
flachliches und dunnes Zellband [Abb. 53: Kresylviolett; Abb. 54, 55: OX-ir] an
der Hirnbasis entlang der Pia mater. Einzelnen Neuronen lassen sich bis in die
Region des Mamillarkérpers verfolgen. Die OX-ir Neuronen des retrochiasmati-
schen Kernabschnitts sind ebenfalls meist rundlich; ihre Langsdurchmesser (a)

betragen 18-26um, ihre Querdurchmesser (b) 10-16um.

2.2.5. Akzessorische magnozellulare neurosekretorische Neuronen (ACC)

Die Mehrheit dieser Neuronen liegt in den Regionen rostral des Nucleus para-
ventricularis hypothalami. Die Aufzahlung der OX-exprimierenden Neuronenpo-
pulationen erfolgt an dieser Stelle von rostral nach kaudal: sie verteilen sich
beim Graumull auf den Nucleus striae terminalis (Bettkerne; BNST), die Area
praeoptica medialis (MPA), den rostralen sowie den kaudalen perifornikalen
Nucleus, auf die Area hypothalamica anterior (AHA) [Abb. 56, 57: OX-ir] sowie
die Area hypothalamica lateralis (LH). Entlang des Nucleus paraventricularis
hypothalami sind in der periventrikularen Zone immer wieder OX-exprimierende
magnozellulare Perikaryen lokalisiert, die teilweise intra- oder subependymal
liegen und deren Fortsatze Kontakt mit dem Liquorraum aufnehmen. Eine Neu-
rosekretion in den Liquor cerebrospinalis ist auch beim Graumull angesichts der
topographischen Verhaltnisse wahrscheinlich. Die Langsdurchmesser (a) der

Perikaryen betragen 18-26um, die Querdurchmesser (b) 8-20um.
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2.2.6. Corpus mamillare

Zur besseren topographischen Orientierung werden der immunhistochemisch
anti-OX-gelabelten Schnittserie Routineschnitte mit Kresylechtviolett-Farbung
vorangestellt [Abb. 58-61: Kresylviolett]. Bei der Analyse samtlicher Schnittse-
rien von Cryptomys fallt ein ungewdhnliches Oxytocin-Labeling in Kerngebieten
der Regio mamillaris auf [Abb. 62-65: OX-ir]. Ein Teil dieser OX-exprimierenden
Neuronen erstreckt sich Uber den medialen Bereich des Nucleus supramamilla-
ris [SuM: Abb. 62-64]. Gemeinsam liegen sie als kappenartiges Gebilde Uber
dem Nucleus mamillaris medialis, partes medialis et lateralis [MM, ML: Abb. 59-
61: Kresylviolett] sowie Uber dem Nucleus mamillaris lateralis (LM). Aber auch
im lateralen Mamillarkérperkomplex findet sich eine vergleichbare Markierung.
Dieses OX-Labeling laf3t sich dem Nucleus caudalis magnocellularis [CMC:
Abb. 62-65: OX-ir] und dem Nucleus caudalis postmamillaris magnocellularis
(PCMC, nicht dargestellt) zuordnen. Die Perikaryen weichen mit ihrer rundli-
chen bis tropfenformigen Gestalt deutlich von den magnozellularen Neuronen
des Pa und des SO ab [Abb. 45, 52, 55; 65: OX-ir]. Die Immunreaktivitat ist we-
niger intensiv als bei den oben beschriebenen magnozellularen Neuronen. Das
Zytoplasma erscheint granuliert und der Zellkern ist schwach bis nicht gelabelt.
Immunreaktive Dendriten und intrinsische Axone mit Varikositaten sind nur an-
deutungsweise um die Perikaryen im Zentrum und in der Peripherie des Corpus
mamillare nachzuweisen; die in dieser Region vereinzelt auftretenden, deutlich
varikosen Axone sind wahrscheinlich Teil extrinsischer Projektionen. Die Trop-
fenform der Zellkorper erweckt den Eindruck, dal} es sich um unipolare Neuro-
nen handelt. Zum Teil finden sich auch multipolare Neuronen mit 4-6 sehr dun-
nen, radiar ausstrahlenden Fortsatzen. Die Langendurchmesser (a) der Perika-
ryen betragen 14-20um, die Querdurchmesser (b) 8-20um. Da die OX-ir Peri-
karyen in dieser Region des Corpus mamillare infolge einer zu hohen Zelldichte
nicht gezahlt werden konnten, wurde die Intensitat der Markierung anhand einer
Skala von 1-3 bestimmt (1: schwach, 2: mittel, 3: stark). Dabei zeigt sich kein
Zusammenhang zwischen der generellen Markierung in den Schnitten und dem
Geschlecht, dem Alter, der Familienzugehorigkeit oder der sozialen Stufe des
Individuums. Bemerkenswert ist jedoch vor allem, daf® bei der Ratte in topogra-

phisch korrespondierenden Schnitten kein OX-Labeling vorliegt, obwohl in der
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Routinefarbung (Kresylechtviolett) die magnozellularen Neuronen des Mamillar-

korpers eindeutig nachweisbar sind.

2.3. Vasopressin-immunreaktive Neuronen im Rattengehirn

Das Peptidhormon Vasopressin (VP) kann bei der Ratte in nahezu denselben
Regionen nachgewiesen werden wie bereits flir Oxytocin beschrieben. Details
zur topographischen Anordnung der jeweiligen Kerngebiete und zu ihrer Funkiti-
on sind dem Kapitel Il ,Der Hypothalamus® zu entnehmen. Die Lokalisation der
vasopressinergen Fasern und ihr Verlauf entsprechen den oxytocinergen Pro-
jektionen und werden, sofern keine abweichenden Befunde vorliegen, nicht er-

neut besprochen.

2.3.1. Nucleus paraventricularis hypothalami (Pa)

Die Vasopressin-immunreaktiven (VP-ir) Neuronen des Nucleus paraventricula-
ris hypothalami befinden sich hauptsachlich in der kugelférmigen lateralen
magnozellularen Region (PaLM) [Abb. 66, 67: VP-ir]. Letztere liegt etwas dorso-
lateral und kaudal des vornehmlich oxytocinergen medialen magnozellularen
Bereichs (PaMM). Im PaMM [Abb. 68, 69: VP-ir; vgl. Abb. 18: OX-ir] sind nur
vereinzelt VP-ir Neuronen markiert. Die unterschiedliche Verteilung der Trans-
mitter in den beiden Subnuclei, die den Angaben in der Literatur entspricht
(ARMSTRONG 1995), gilt als eine Bestatigung fur die Qualitat unserer immun-
histochemischen Methode, aber auch als ein Beweis fur die Spezifitat der ver-
wendeten Antikorper. Die Pars posterior des Nucleus paraventricularis hypotha-
lami [Abb. 70, 71: PaPo] zeigt ebenfalls vasopressinerge Perikaryen. Die Neu-
ronen des Nucleus paraventricularis weisen Langsdurchmesser (a) von 18-

20um und Querdurchmesser (b) von 8-10 uym auf.

2.3.2. Nucleus commissuralis anterior (CoA)

Der Nucleus commissuralis anterior ist bei den Ratten R4-R4 in der Routinefar-
bung (Kresylechtviolett) zytologisch gut abgrenzbar [Abb. 26: Kresylviolett]. In
immunhistochemisch behandelten korrespondierenden Schnitten zeigt sich der
CoA lediglich als schattenhafte unspezifische Hintergrundreaktion [Abb. 72, 73:
VP-ir] mit 1-4 spezifisch fur VP gelabelten Neuronen (nicht abgebildet) und VP-
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ir Neuropil. Diese Beobachtung erlaubt die Annahme, daf® der Nucleus com-

missuralis anterior der Ratte kaum Vasopressin exprimiert (vgl. Tabelle 47).

2.3.3. Nucleus suprachiasmaticus (SCh)

Der Nucleus suprachiasmaticus liegt knapp rostral des Nucleus paraventricula-
ris hypothalami (Pa) in Héhe des Nucleus commissuralis anterior (CoA) und
unmittelbar Gber dem Chiasma opticum. Die Besonderheit seiner VP-gelabelten
Neuronen besteht darin, dal} sie nicht magnozellular, sondern parvozellular sind
[Abb. 74: VP-ir]. Im Vergleich zu den intensiv markierten magnozellularen Neu-
ronen des Hypothalamus sind sie nur schwach immunreaktiv [s. Abb. 86: par-
vazellular vs. magnozellular, VP-ir, Cryptomys). In vielen immunhistoche-
mischen Studien wird aus diesem Grund eine Vorbehandlung der Tiere mit Col-
chicin angestrebt. Colchicin hemmt als Mitosespindelgift den axonalen Trans-
port und flhrt so zu einer erhdhten Antigenitat in den Perikaryen (s. Diskussi-
on). Die Langsdurchmesser der Perikaryen (a) betragen 8-10um, die Quer-

durchmesser (b) 4-6um.

2.3.4. Nucleus supraopticus (SO)

Wie die oxytocinergen Neuronen grenzen die rostralen vasopressinergen Neu-
ronen des Nucleus supraopticus bei der Ratte an das Organum vasculosum der
Lamina terminalis (OVLT). In kaudaler Richtung nimmt die Zahl der VP-ir Neu-
ronen stark zu, wobei diese eine kappenformige Ansammlung dicht gepackter
Neuronen bilden, die dem Tractus opticus von lateral anliegen [Abb. 75]. An
dieser Stelle mully der Tatsache Rechnung getragen werden, daf die quantita-
tive Analyse des rostralen Anteils des Nucleus supraopticus (SOr) mit Schwie-
rigkeiten verbunden ist. Die Neuronen liegen hier in den 60pm dicken Schnitten
sehr dicht und teilweise Ubereinander, so dal} die Diskriminierung der einzelnen
VP-ir Perikaryen fir den Untersucher eine gro3e und jene der Oxytocin-ir Neu-
ronen immerhin eine Herausforderung darstellt. Die retrochiasmatischen va-
sopressinergen Neuronen gruppieren sich zu einem schmalen Band, welches
entlang der pialen Oberflache nach kaudal zieht [Abb. 76, 77]. Die Langs-
durchmesser (a) der Perikaryen liegen bei 20-24um und die Querdurchmesser
(b) bei 10-12um.



Eva Valesky Ergebnisse 75

2.3.5. Akzessorische magnozellulare neurosekretorische Neuronen (ACC)

Die vasopressinergen akzessorischen magnozellularen Neuronen verteilen sich
auf die Region des Nucleus striae terminalis, die rostralen und kaudalen peri-
fornikalen Nuclei, die Area hypothalamica anterior (AHA) mit dem Nucleus cir-
cularis (Circ) und die Area hypothalamica lateralis (LH) [Abb. 68: VP-ir]. Insge-
samt gesehen sind im Vergleich zu den oxytocinergen Neuronen weniger ak-
zessorische vasopressinerge Neuronen uUber den Hypothalamus verteilt. In der
quantitativen Analyse wurde der Nucleus circularis zur AHA gezahlt. Der Nuc-
leus circularis als eine ringformige Neuronenansammlung befindet sich bei allen
untersuchten Ratten in Hohe der Pars medialis magnocellularis des Nucleus
paraventricularis hypothalami (PaMM) und exprimiert exklusiv Vasopressin.
Samtliche Neuronen der akzessorischen Kerngruppe (ACC) sind mit Langs-
durchmessern (a) von ca. 20um und Querdurchmessern (b) von 12-14pum

magnozellular.

2.3.6. Corpus mamillare

Wie bereits fur den Transmitter Oxytocin beschrieben, liel3en sich bei der Ratte
die drei magnozellularen Nuclei des Corpus mamillare in der Routinefarbung
mit Kresylechtviolett sehr gut darstellen [Abb. 58-61: Kresylviolett]. Immunhisto-
chemisch konnte wie auch schon fur Oxytocin in topographisch korrespondie-

renden Schnitten kein Vasopressin nachgewiesen werden [Abb. 78- 80: VP-ir].
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2.4, Vasopressin-immunreaktive Neuronen im Graumullgehirn

Das Peptidhormon Vasopressin tritt beim Graumull in denselben Regionen auf
wie Oxytocin. Die auffallig kraftig gelabelten Fortsatze der Perikaryen, deren
Durchmesser ca. 2um betragen, sind korkenzieherahnlich gewunden. Sowohl
die Oberflachen der Perikaryen als auch der Fortsatze sind bei lichtmikrosko-

pischer Betrachtung rauh und irregular [Abb. 81: VP-ir].

2.4.1. Nucleus paraventricularis hypothalami (Pa)

Die VP-Immunhistochemie zeigt wie schon bei den OX-ir Neuronen des Grau-
mulls eine Unterteilung in eine dorsale kugelférmige Neuronenpopulation und
die ventral netzartig gruppierten Neuronen [Abb. 82, 83: VP-ir]. Die VP-
Markierung hat ihren Schwerpunkt in der lateralen Halfte des kugelformigen
Subnucleus. In kaudaler Richtung verschmelzen die Subnuclei zu einem ein-
heitlichen fligelférmigen Gebilde [Abb. 84, 85: VP-ir]. Die Langsdurchmesser
(a) der vasopressinergen Neuronen liegen bei 20-24pm und die Querdurch-

messer (b) bei 8-12um.

2.4.2. Nucleus commissuralis anterior (CoA)

Ein Nucleus commissuralis anterior, wie er bei der Ratte beschrieben wurde,
konnte beim Graumull mit Hilfe der Routinefarbung (Kresylechtviolett) nicht dar-
gestellt werden. Aus diesem Grund kann bei dieser Spezies weder Uber die
Existenz noch Uber die potentielle Immunreaktivitat eines solchen Kerngebietes

eine sichere Aussage getroffen werden.

2.4.3. Nucleus suprachiamaticus (SCh)

Die topographische Lage des SCh parallel zur rostro-kaudalen Achse beim
Graumull unterscheidet sich von der Situation bei der Ratte: Hier ist der SCh
rostral des Nucleus paraventricularis hypothalami in Hohe des Nucleus com-
missuralis anterior gelegen. Dagegen ist der SCh ist beim Graumull deutlich
weiter kaudal lokalisiert. Seine maximale transversale Ausdehnung hat der Kern
in HOhe des flugelférmigen Abschnitts des Nucleus paraventricularis hypotha-

lami [Abb. 82: VP-ir] und erstreckt sich nach kaudal bis zu dessen kaudalem
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Anteil. Im Nucleus suprachiasmaticus lassen sich exklusiv parvozellulare va-
sopressinerge Neuronen nachweisen. Dabei zeigt der Graumull vor allem in
den ventralen Abschnitten des SCh ein VP-Labeling [Abb. 86]; der dorsale An-
teil ist frei von spezifischer Immunreaktivitat. Eine Quantifizierung der markier-
ten parvozellularen Neuronen war aus technischen Grinden (zu hohe Pa-
ckungsdichte der Neuronen) nicht moglich. Interessanterweise variiert die In-
tensitat der Markierung parvozellularer Neuronen zwischen den jeweiligen Tie-
ren. Eine Korrelation zwischen der Intensitat des Labeling und den soziosexuel-

len Charakteristika der Graumullindividuen scheint allerdings nicht gegeben.

2.4.4. Nucleus supraopticus (SO)

Der rostrale Teil des Nucleus supraopticus (SOr) prasentiert sich in der Anti-VP-
Immunhistochemie als ein Kern mit dicht stehenden magnozellularen Neuronen
[Abb. 87]. Im retrochiasmatischen Teil (SOrch) sind ebenfalls zahlreiche VP-ir
Neuronen vorhanden [Abb. 88, 89]. Eine Gliederung des Kerns in einzelne Neu-

ronenpopulationen ist nicht zu erkennen.

2.4.5. Akzessorische magnozellulare neurosekretorische Neuronen (ACC)

Die Verteilung der akzessorischen neurosekretorischen VP-ir-Neuronen des
Graumulls entspricht weitgehend jener der oxytocinergen Neuronen. In Hohe
der Commissura anterior befinden sich im Bereich des Nucleus striae terminalis
(BNST) VP-ir Neuronen. Einzelne Neuronen liegen in bzw. an den Fasermas-
sen der Stria terminalis und enden mit ihren Axonen am Ependym des Seiten-
ventrikels [Abb. 90, 91: VP-ir]. Es ist erneut auffallig, dal} die Perikaryen an oder
in Faserbahnen stets sehr schlank sind; sie scheinen den raumlichen Gege-
benheiten optimal angepaldt (vgl. Nucleus supraopticus; 2.2.4.). Etwas weiter
kaudal, am rostralen Ende des Nucleus paraventricularis hypothalami, befinden
sich dorsolateral des Fornix einzelne VP-ir Neuronen (nicht abgebildet). In der
Area praeoptica medialis (MPA) und im Nucleus praeopticus medialis (MPO)
sowie in der Area praeoptica lateralis (LPO), die sich nach kaudal in die Area
hypothalamica lateralis (LH) fortsetzt, und in der Area hypothalamica anterior
(AHA) treten vasopressinerge Neuronen auf [Abb. 90, 92: VP-ir]. Da ein detail-

lierter Atlas des Graumullgehirns noch fehlt, ist die exakte Abgrenzung der AHA
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vom ventralen retikularen Teil des Nucleus paraventricularis hypothalami
schwierig [vgl. Abb. 83, 92: VP-ir]. Unter Einbeziehung samtlicher korrespondie-
render Schnitte wurde bei allen Graumullen in identischer Hohe die Grenze zum
Nucleus paraventricularis hypothalami definiert (nicht abgebildet). Die akzesso-
rischen Neuronen zeigen generell einen vergleichsweise hohen Antigengehalt
und sind mit Langsdurchmessern (a) von 22-26um und Querdurchmessern (b)

von 12-14pm samtlich magnozellular.

2.4.6. Corpus mamillare

Bei der immunhistochemischen Untersuchung des Graumulls kam in den drei
magnozellularen Nuclei des Corpus mamillare (TMC, CMC, PCMC) kein spezi-

fisches Vasopressin-Labeling zustande [Abb. 93, 94].
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3. Quantitative Analysen

Zugunsten der Ubersichtlichkeit wurde bei der folgenden tabellarischen Zu-
sammenstellung auf die Prasentation von Primardaten (immunreaktive Neuro-
nenzahl der jeweiligen Hirnhalfte pro Hirnschnitt) verzichtet, die aber bei der Au-
torin jederzeit eingesehen werden kénnen. Die aufgefihrten Durchschnittswerte
stellen das arithmetische Mittel aus beiden Halften der jeweiligen Hirnregion
dar.

3.1. Oxytocin-immunreaktive Neuronen im Graumullgehirn

3.1.1. Oxytocin-immunreaktive Kerngebiete im Vergleich der Familien

Bei diesem Vergleich wurde Familie 1 aufgrund der minimalen Fallzahl (singula-
res Individuum) ausgeschlossen. Fur die Familien 2 und 3 ergeben sich hin-
sichtlich der Zahl an OX-ir Neuronen keine signifikanten Unterschiede. Eine
Ausnahme stellt der rostrale Teil des Nucleus supraopticus (SOr) dar. Bei p<
0.05 kann hier die Nullhypothese (zwischen den Gruppen bestehen keine Un-
terschiede) mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% abgelehnt werden. Da
alle ubrigen Nuclei bezuglich der Familienzugehorigkeit keine signifikanten Un-
terschiede aufweisen (s. u.) scheint es nicht angemessen, diese Abweichung im

SOr als biologisch signifikant zu werten.

Tabellen 7-11. Die Anzahl der oxytocinergen Neuronen in hypothalamischen Kerngebie-
ten der Graumullfamilien 2 und 3 (jeweils als arithmetisches Mittel beider Seiten). MW, Mittel-
wert der Neuronenzahl aus rechter und linker Hemisphare; p, p-Wert; SD, Standardabwei-
chung; Xquer, Mittelwert der Neuronenzahl einer Gruppe.

Familie 2 C2 C3 C4 Cs Ce C7 CS Xquer SD
MW 188 199 203 177 202 200 209 197 11
Familie 3 Cg C10 C11 C12 C13 C14 Xquer SD
MW 164 173 195 193 179 194 183 13
Wilcoxon-Mann-Whitney-Test (U-Test) | p= 0.166667

Tabelle 7. Nucleus paraventricularis hypothalami (Pa), OXYTOCIN (OX)
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Familie 2 C2 C3 C4 Cs Ce C7 CS Xquer SD
MW 135 161 158 140 199 234 203 176 37
Familie 3 Cg C10 C11 C12 C13 C14 Xquer SD
MW 126 127 138 167 126 151 139 17
2-Stichproben-t-Test |  p=0.047649
Tabelle 8. Nucleus supraopticus, rostraler Teil (SOr), OXYTOCIN (OX)
Familie 2 C2 C3 C4 Cs Ce C7 CS Xquer SD
MW 18 16 12 30 29 16 17 20 7
Familie 3 Cg C1o C11 C12 C13 C14 Xquer SD
MW 29 26 46 42 24 61 38 14
Wilcoxon-Mann-Whitney-Test (U-Test) | p = 0.869048
Tabelle 9. Nucleus supraopticus, retrochiasmatischer Teil (SOrch), OXYTOCIN (OX)
Familie 2 Cz C3 C4 C5 Ce C7 Cg Xquer SD
MW 24 28 22 18 27 22 23 23 3
Familie 3 Cg C1o C11 C12 C13 C14 Xquer SD
MW 33 24 22 25 28 23 26 4
2-Stichproben-t-Test |  p=0.267352
Tabelle 10. Akzessorische neurosekretorische Neuronen (ACC), OXYTOCIN (OX)
Familie 2 Cz C3 C4 C5 Ce C7 Cg Xquer SD
MW 4 3 3 3 6 3 4 4 1
Familie 3 Cg C1o C11 C12 C13 C14 Xquer SD
MW 2 7 21 1 6 8 8 7
Wilcoxon-Mann-Whitney-Test (U-Test) | p = 0.654762

Tabelle 11. Ependymal gelegene Neuronen (E), OXYTOCIN (OX)

3.1.2. OX-immunreaktive Kerngebiete im Geschlechtervergleich

Im lichtmikroskopischen Vergleich konnte in allen funf Hirnregionen zwischen

weiblichen und mannlichen Graumullen kein signifikanter Unterschied gefunden

werden.

Tabellen 12-16. Anzahl der oxytocinergen Neuronen in hypothalamischen Kerngebieten
der Graumulle (jeweils als arithmetisches Mittel beider Seiten) im Vergleich der Geschlechter.

weiblich C4 Cs Cs Co Cu Ciz Cis Cis Xauer SD
MW 171 203 200 209 195 193 179 194 187 14
mannlich Cz C3 C5 Cs Cg C1o Xquer SD
MW 188 199 177 202 209 173 191 14
Wilcoxon-Mann-Whitney-Test (U-Test) | p=0.583333

Tabelle 12. Nucleus paraventricularis hypothalami (Pa), OXYTOCIN (OX)
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weiblich | C; Cq C; Co Ci1 Ciz Cia Cia | Xquer SD
MW 166 158 234 126 138 167 126 151 158 35
mannlich CQ C3 Cs CG Cg C10 Xquer SD
MW 135 161 140 199 203 127 161 33
Wilcoxon-Mann-Whitney-Test (U-Test) | p=0.541667
Tabelle 13. Nucleus supraopticus, rostraler Teil (SOr), OXYTOCIN (OX)
weiblich C1 C4 C7 Cg C11 C12 C13 C14 Xquer SD
MW 47 12 16 29 46 42 24 61 35 17
mannlich C2 C3 C5 Cs Cg C1o Xquer SD
MW 18 16 30 29 17 26 23 6
2-Stichproben-t-Test | p=0.130991
Tabelle 14. Nucleus supraopticus, retrochiasmatischer Teil (SOrch), OXYTOCIN (OX)
weiblich C1 C4 C7 Cg C11 C12 C13 C14 Xquer SD
MW 43 22 22 33 22 25 28 23 27 7
mannlich Cz C3 C5 CG Cg C10 Xquer SD
MW 24 28 18 27 23 24 24 4
2-Stichproben-t-Test | p=0.344892
Tabelle 15. Akzessorische neurosekretorische Neuronen (ACC), OXYTOCIN (OX)
weiblich C1 C4 C7 Cg C11 C12 C13 C14 Xquer SD
MW 5 3 3 2 21 1 6 8 6 6
mannlich Cz C3 C5 CG Cg C10 Xquer SD
MW 4 3 3 6 4 7 5 2
2-Stichproben-t-Test | p=0.511999

Tabelle 16. Ependymal gelegene Neuronen (E), OXYTOCIN (OX)

3.1.3. OX-immunreaktive Kerngebiete in Abhangigkeit vom

Reproduktionsstatus der Tiere

In einem nachsten Schritt erfolgte die Gegenuberstellung von reproduktiven

verpaarten Tieren mit non-reproduktiven Individuen. Es sei nhochmals erwahnt,

dald beide reproduktiven Weibchen (C7 u. C41) zum Zeitpunkt der Perfusion

trachtig waren. In samtlichen untersuchten Hirnregionen der Graumulle zeigen

sich keine signifikanten Unterschiede.
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Tabellen 17-21. Anzahl der oxytocinergen Neuronen in hypothalamischen Kerngebieten
der Graumulle (jeweils als arithmetisches Mittel beider Seiten) gemaf ihrem Reproduktionssta-
tus. NR, Non-Reproduktiv, R, Reproduktiv.

R C? C8 C'IO C11 Xquer SD

MW 200 | 209 | 173 | 195 194 15

NR oF C, Cs C, Cs Ce Co Ci2 Cis Cua Xauer SD

MW 171 1 188 | 199 | 203 | 177 | 202 | 164 | 193 | 179 | 194 187 14

2-Stichproben-t-Test | p=0.399615

Tabelle 17. Nucleus paraventricularis hypothalami (Pa), OXYTOCIN (OX)

R Cy Cs | Cio | Cyy Xquer SD

MW | 234 | 203 | 127 | 138 176 51

NR C1 C2 | C3 | C4 | C5 | C6 | C9 |C12 | C13 | C14 | Xquer SD

MW 166 | 135 | 161 | 158 | 140 | 199 | 126 | 167 | 126 | 151 153 22

2-Stichproben-t-Test | p=0.459141

Tabelle 18. Nucleus supraopticus, rostraler Teil (SOr), OXYTOCIN (OX)

R Cy Cs Cio Ci1 Xauer SD

MW 16 17 26 46 26 14

NR oF C, Cs C4 Cs Cs Co | Ci2 | Cis | Cua | Xguer SD

MW 47 18 16 12 30 29 29 42 24 61 31 15

2-Stichproben-t-Test | p=0.615524

Tabelle 19. Nucleus supraopticus, retrochiasmatischer Teil (SOrch), OXYTOCIN (OX)

R Cy Cs | Cio | Cys Xauer SD

MW 22 23 24 22 23 1

NR oF C, Cs C, Cs Ce Co | Cip | Ci3 | Cis | Xauer SD

MW 43 24 28 22 18 27 33 25 28 23 27 7

Wilcoxon-Mann-Whitney-Test (U-Test) | p=0.775000

Tabelle 20. Akzessorische neurosekretorische Neuronen (ACC), OXYTOCIN (OX)

R C; Cs Cio Ci1 Xauer SD
MW 3 4 7 21 9 8
NR C, C, Cs C, Cs Ce Co | Ci2 | Ci3 | Cus | Xouer SD
MW 5 4 3 3 3 6 2 1 6 8 4 2

2-Stichproben-t-Test | p=0.351458

Tabelle 21. Ependymal gelegene Neuronen (E), OXYTOCIN (OX)
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3.1.4. OX-immunreaktive Kerngebiete im Altersvergleich

Hier erfolgt eine Einteilung der Graumulle in drei Kategorien. Gruppe 1 umfal3t
die adulten Tiere. In dieser Gruppe befinden sich alle reproduktiven Tiere und
solche Individuen, die sich theoretisch (wenn isoliert und mit einem fremden
Partner verpaart) reproduzieren kénnten (BURDA 2002; pers. Mitt.). Gruppe 2
wird von subadulten (pubertaren) Tieren gebildet. Als Richtwerte fur subadulte
Tiere gelten: Weibchen wiegen ca. 60g, Mannchen um die 80g, und beide Ge-
schlechter sind ca. 60 Wochen alt. Zu Gruppe 3 gehoéren die juvenilen Tiere. Als
juvenil werden die Graumulle bis zu ihrer Entwohnung von der Muttermilch be-
zeichnet. Sie haben ein Gewicht von ca. 30g; weibliche juvenile Tiere sind ma-
ximal 12 Wochen, mannliche 20 Wochen alt. Die OX-ir Kerngebiete zeigen bei
den Altersgruppen keinerlei Hinweise auf signifikante Unterschiede in der
Quantitat der OX-Expression (Zahl der OX-ir Zellen).

Tabellen 22-25. Die Anzahl oxytocinerger Neuronen in hypothalamischen Kerngebieten
der Graumulle (jeweils als arithmetisches Mittel beider Seiten) im Altersvergleich. 1, adult; 2,
subadult; 3, juvenil; vs., versus.

1) adult C2 Ce C7 Cg C10 C11 C14 Xquer SD
MW 188 202 200 209 173 195 194 194 12

2) subadult C1 C3 C4 C12 Xquer SD
MW 171 199 203 193 192 14

3) juvenil C5 Cg C13 Xquer SD
MW 177 164 179 173 8

Varianzanalyse 1vs. 2 p = 0.925748

1vs.3 p =0.074183

2vs.3 p =0.179824

Tabelle 22. Nucleus paraventricularis hypothalami (Pa), OXYTOCIN (OX)

1) adult C2 Cs C7 Cg C10 C11 C14 Xquer SD
MW 135 199 234 203 127 138 151 170 42

2) subadult C1 C3 C4 C12 Xquer SD
MW 166 161 158 167 163 4

3) juvenil C5 Cg C13 Xquer SD
MW 140 126 126 131 8

Varianzanalyse 1vs.2 p =0.945180

1vs.3 p = 0.238288

2vs.3 p = 0.425680

Tabelle 23. Nucleus supraopticus, rostraler Teil (SOr), OXYTOCIN (OX)
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1) adult Cz Cs C7 Cs C10 C11 C14 Xquer SD
MW 18 29 16 17 26 46 61 30 17
2) subadult C1 C3 C4 C12 Xquer SD
MW 47 16 12 42 29 18
3) juvenil Cs Cg C13 Xquer SD
MW 30 29 24 28 3
Varianzanalyse 1vs. 2 p = 0.992863
1vs. 3 p = 0.968141
2vs. 3 p = 0.991333
Tabelle 24. Nucleus supraopticus, retrochiasmatischer Teil (SOrch), OXYTOCIN (OX)
1) adult C2 Cs C7 Cg C10 C11 C14 Xquer SD
MW 24 27 22 23 24 22 23 24 2
2) subadult C, Cs C, Ciz Xaer | SD
MW 43 28 22 25 30 | 9
3) juvenil e Cs Cia Xaer | SD
MW 18 33 28 26 | 8
Varianzanalyse 1vs.2 p = 0.325652
1vs. 3 p =0.803772
2vs.3 p =0.791300
Tabelle 25. Akzessorische neurosekretorische Neuronen (ACC), OXYTOCIN (OX)
1) adult C2 Cs C7 Cg C10 C11 C14 Xquer SD
MW 4 6 3 4 7 21 8 8 6
2) subadult C1 C3 C4 C12 Xquer SD
MW 5 3 3 1 3 2
3) juvenil Cs Co Cis Xquer SD
MW 3 2 6 4 2
Kruskal-Wallis-Test 1vs. 2 p= 0.150486
1vs.3 p= 0.290546
2vs.3 p=0.773215

Tabelle 26. Ependymal gelegene Neuronen (E), OXYTOCIN (OX)
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3.2. Vasopressin-immunreaktive Neuronen im Graumullgehirn

3.2.1. Vasopressin-immunreaktive Kerngebiete im Vergleich der Familien

Die beiden Familien (2, 3) zeigen in der neuronalen Vasopressin-Expression

keine signifikanten quantitativen Unterschiede.

Tabelle 27-30. Anzahl der vasopressinergen Neuronen in hypothalamischen Kerngebie-
ten der Graumulle (jeweils als arithmetisches Mittel beider Seiten) im Vergleich der Familien.

Familie 2 Cz C3 C4 C5 Ce C7 Cg Xquer SD
MW 204 184 177 176 169 163 180 179 13
Familie 3 Cg C10 C11 C12 C13 C14 Xquer SD
MW 153 172 165 171 160 198 170 16
2-Stichproben-t-Test | p=0.270973

Tabelle 27. Nucleus paraventricularis hypothalami (Pa), Vasopressin (VP)

Familie 2 Cz C3 C4 C5 Ce C7 Cg Xquer SD
MW 234 171 216 218 199 240 201 211 23
Familie 3 Cg C10 C11 C12 C13 C14 Xquer SD
MW 176 221 188 210 163 236 199 28
2-Stichproben-t-Test | p=0.406718

Tabelle 28. Nucleus supraopticus, rostraler Teil (SOr), Vasopressin (VP)

Familie 2 Cz C3 C4 C5 Ce C7 Cg Xquer SD
MW 85 61 63 62 98 66 85 74 15
Familie 3 Cg C10 C11 C12 C13 C14 Xquer SD
MW 74 87 112 94 83 99 92 13
Wilcoxon-Mann-Whitney-Test (U-Test) | p = 0.809524

Tabelle 29. Nucleus supraopticus, retrochiasmatischer Teil (SOrch), Vasopressin (VP)

Familie 2 C2 C3 C4 C5 C6 C7 Cg Xque, SD
MW 39 68 43 75 63 63 41 56 15
Familie 3 Cg C10 C11 C12 C13 C14 Xquer SD
MW 58 64 43 59 60 60 57 7
Wilcoxon-Mann-Whitney-Test (U-Test) | p = 0.464286

Tabelle 30. Akzessorische neurosekretorische Neuronen (ACC), Vasopressin (VP)
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Familie 2 C2 C3 C4 Cs Ce C7 Cg Xquer SD
MW 2 0 1 4 3 2 2 2 1
Familie 3 Cg C10 C11 C12 C13 C14 Xquer SD
MwW 3 3 7 3 1 6 4 2
Wilcoxon-Mann-Whitney-Test (U-Test) | p =0.761905

Tabelle 31. Ependymal gelegene Neuronen (E), Vasopressin (VP)

3.2.2. VP-immunreaktive Kerngebiete im Geschlechtervergleich

Die statistische Auswertung der Graumulle im Geschlechtervergleich zeigt kei-

ne signifikanten Unterschiede bezuglich der Vasopressinexpression.

Tabellen 32-36. Anzahl der vasopressinergen Neuronen in hypothalamischen Kerngebie-
ten der Graumulle (jeweils als arithmetisches Mittel beider Seiten) im Geschlechtervergleich.

weiblich C1 C4 C7 Cg C11 C12 C13 C14 Xquer SD
MW 171 177 163 153 165 171 160 198 170 14
mannlich C, C3 Cs CG Cg C10 Xquer SD
MW 204 184 176 169 180 172 181 13
2-Stichproben-t-Test | p=0.145578

Tabelle 32. Nucleus paraventricularis hypothalami (Pa), Vasopressin (VP)
weiblich C1 C4 C7 Cg C11 C12 C13 C14 Xquer SD
MW 184 216 240 176 188 210 163 236 201 28
mannlich Cz C3 C5 CG Cg C10 Xquer SD
MW 234 171 218 199 201 221 207 22
2-Stichproben-t-Test | p=0.689798

Tabelle 33. Nucleus supraopticus, rostraler Teil (SOr), Vasopressin (VP)

weiblich C1 C4 C7 Cg C11 C12 C13 C14 Xquer SD
MW 80 63 66 74 112 94 83 99 84 17
mannlich Cz C3 C5 CG Cg C10 Xquer SD
MW 85 61 62 98 85 87 80 15
Wilcoxon-Mann-Whitney-Test (U-Test) | p=0.437500

Tabelle 34. Nucleus supraopticus, retrochiasmatischer Teil (SOrch), Vasopressin (VP)

weiblich C1 C4 C7 Cg C11 C12 C13 C14 Xquer SD
MW 78 43 63 58 43 59 60 60 58 11
mannlich Cz C3 C5 CG Cg C10 Xquer SD
MW 39 68 75 63 41 64 58 15
2-Stichproben-t-Test | p=0.962499

Tabelle 35. Akzessorische neurosekretorische Neuronen (ACC), Vasopressin (VP)
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weiblich C1 C4 C7 Cg C11 C12 C13 C14 Xquer SD
MW 1 1 2 3 7 3 1 6 3 2
mannlich Cz C3 Cs CG Cg C10 Xquer SD
MW 2 0 4 3 2 3 2 1
2-Stichproben-t-Test | p=0.545868

Tabelle 36. Ependymal gelegene Neuronen (E), Vasopressin (VP)

3.2.3. VP-immunreaktive Kerngebiete in Abhangigkeit vom

Reproduktionsstatus der Tiere

Die Vasopressinexpression zeigt keinerlei Abhangigkeit vom Reproduktionssta-
tus der Tiere, d.h. es bestehen zwischen reproduktiven und non-reproduktiven
Tieren weder signifikante Unterschiede noch lassen sich Trends oder Tenden-
zen vermuten. Interessanterweise zeigen in der quantitativen Analyse selbst die
trachtigen Weibchen gegenlber anderen Individuen keine Abweichung in der

Expression von Vasopressin (Induktion oder Inhibition) auf.

Tabellen 37- 41. Anzahl der vasopressinergen Neuronen in hypothalamischen Kerngebie-
ten der Graumulle (jeweils als arithmetisches Mittel beider Seiten) bezogen auf den Reproduk-
tionsstatus. NR, Non-Reproduktiv; R, Reproduktiv.

R Cy Cs | Cio | Cyy Xauer SD

MW 163 | 180 | 172 | 165 170 8

NR Cq C, Cs Cy Cs Ce Cy Ci2 | Ci3 | Cus | Xguer SD

MW 171 | 204 | 184 | 177 | 176 | 169 | 153 | 171 | 160 | 198 | 176 16

2-Stichproben-t-Test | p=0.465433

Tabelle 37. Nucleus paraventricularis hypothalami (Pa), Vasopressin (VP)

R Cy Cs | Cio | Cuy Xauer SD

MW | 240 | 201 | 221 | 188 213 23

NR oF C, Cs C, Cs Ce Co | Ci2 [ Cis | Cia | Xquer | SD

MW 184 [ 234 [ 171 | 216 | 218 | 199 [ 176 | 210 | 163 [ 236 | 201 | 26

2-Stichproben-t-Test | p=0.447217

Tabelle 38. Nucleus supraopticus, rostraler Teil (SOr), Vasopressin (VP)

R Cy Cs | Cio | Cyy Xquer SD

MW 66 85 87 | 112 88 19

NR oF C, Cs C, Cs Ce Co | Ci2 | Ciz | Cia | Xguer SD

MW 80 85 61 63 62 98 74 94 83 99 80 15

2-Stichproben-t-Test | p=0.431887

Tabelle 39. Nucleus supraopticus, retrochiasmatischer Teil (SOrch), Vasopressin (VP)
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R C7 CS C10 C11 Xquer | SD

MW | 63 | 41 | 64 | 43 53 | 13

NR C1 Cz C3 C4 Cs CG CQ C12 C13 C14 Xquer | SD

MW 78 39 68 43 75 63 58 59 60 60 60 | 12

2-Stichproben-t-Test | p=0.320622

Tabelle 40. Akzessorische neurosekretorische Neuronen (ACC), Vasopressin (VP)

R C; Cs | Cio | Cny Xaer | SD
MW 2 2 3 7 4 2
NR C1 C2 C3 C4 C5 CG Cg C12 C13 C14 Xquer SD
MW 1 2 0 1 4 3 3 3 1 6 2 2

2-Stichproben-t-Test | p=0.357975

Tabelle 41. Ependymal gelegene Neuronen (E), Vasopressin (VP)

3.2.4. VP-immunreaktive Kerngebiete im Altersvergleich

In den verschiedenen Alters- bzw. Entwicklungsstufen der Graumulle lassen
sich hinsichtlich der Vasopressin-Produktion (Zellzahl) keine signifikanten Un-

terschiede feststellen.

Tabellen 42-46. Anzahl der vasopressinergen Neuronen in hypothalamischen Kerngebie-
ten der Graumulle im Altersvergleich. 1, adult; 2, subadult; 3, juvenil.

1 ) adult Cz Ce C7 Cg C10 C11 C14 Xquer SD
MW 204 169 163 180 172 165 198 179 16
2) subadult C1 C3 C4 C12 Xquer SD
MW 171 184 177 171 176 6
3) juvenil C5 Cg C13 Xquer SD
MW 176 153 160 163 12
Varianzanalyse 1vs.2 p = 0.940093
1vs. 3 p = 0.278227
2vs.3 p=0.484714
Tabelle 42. Nucleus paraventricularis hypothalami (Pa), Vasopressin (VP)
1 ) adult C2 Ce C7 Cg C10 C11 C14 Xquer SD
MW 234 199 240 201 221 188 236 217 21
2) subadult C1 C3 C4 C12 Xquer SD
MW 184 171 216 210 195 21
3) juvenil C5 Cg C13 Xquer SD
MW 218 176 163 186 29
Varianzanalyse 1vs.2 p = 0.344456
1vs. 3 p=0.179814
2vs. 3 p = 0.859284

Tabelle 43. Nucleus supraopticus, rostraler Teil (SOr), Vasopressin (VP)
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1 ) adult Cz Ce C7 Cg C10 C11 C14 Xquer SD
MW 85 98 66 85 87 112 99 90 15
2) subadult C1 C3 C4 C12 Xquer SD
MW 80 61 63 94 75 16
3) juvenil Cs Cy Ci3 Xquer SD
MW 62 74 83 73 11
Varianzanalyse 1vs. 2 p= 0.249688
1vs. 3 p= 0.253009
2vs.3 p= 0.990457
Tabelle 44. Nucleus supraopticus, retrochiasmatischer Teil (SOrch), Vasopressin (VP)
1 ) adult C2 Ce C7 Cg C1o C11 C14 Xquer SD
MW 39 63 63 41 64 43 60 60 12
2) subadult C1 C3 C4 C12 Xquer SD
MW 78 68 43 59 62 15
3) juvenil C5 Cg C13 Xquer SD
MW 75 58 60 64 9
Varianzanalyse 1vs. 2 p = 0.542607
1vs. 3 p = 0.450765
2vs.3 p = 0.969345
Tabelle 45. Akzessorische neurosekretorische Neuronen (ACC), Vasopressin (VP)
1 ) adult Cz Cs C7 Cg C1o C11 C14 xquer SD
MW 2 3 2 2 3 7 6 4 2
2) subadult C1 C3 C4 C12 Xquer SD
MW 1 0 1 3 1 1
3) juvenil C5 Cg C13 xquer SD
MW 4 3 1 3 2
Kruskal-Wallis-Test 1vs. 2 p= 0.159728
1vs. 3 p= 0.406756
2vs.3 p= 0.732972

Tabelle 46. Ependymal gelegene Neuronen (E), Vasopressin (VP)
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4. Qualitative, semiquantitative und topographische Unterschiede

zwischen Ratte und Graumull

Der Vergleich von Ratte und Graumull im Hinblick auf die Neuropeptide Oxyto-
cin und Vasopressin und die sie exprimierenden Neuronen wird durch folgende
Gegebenheiten kompliziert: Neben der unterschiedlichen KorpergréfRe von Rat-
te und Graumull (fur Hirn- und Korpergewichte s. Material und Methoden) wur-
den bei den Ratten R4-R4 statt jeweils 6 Kompartments pro Transmitter wie bei
den Graumullen teilweise nur 6 Kompartments untersucht (R¢, Ry: 3 Kompart-
ments, Rs: 6 Kompartments, R4: 4 Kompartments). Daher ist pro Ratte Uberwie-
gend nicht dieselbe Menge an Schnitten pro Gehirn ausgewertet worden wie
bei den Graumullen. Somit ist die Vergleichbarkeit der Daten von Graumull und
Ratte, aber auch innerhalb der Ratten eingeschrankt. Aussagen Uber mdgliche
Unterschiede zwischen Ratten und Graumullen haben somit eher qualitativen
bis semiquantitativen Charakter und erfassen lediglich sehr deutliche Abwei-
chungen, was unserem Skeptizismus hinsichtlich solchen Daten aber entge-
genkommt.

Bei der Gegenuberstellung Ratte/Graumull waren folgende Abweichungen
nicht allein mit GroRenunterschieden oder zu geringen Mengen an auswertba-
rem Material zu erklaren: Bei der Ratte befindet sich rostral des Nucleus para-
ventricularis hypothalami und medial des Fornix der Nucleus commissuralis an-
terior (CoA), der in unseren immunhistochemischen Schnitten beinahe aus-
schliel3lich OX exprimierte. Der Graumull hingegen weist keine rostrale, vom
Nucleus paraventricularis hypothalami abgesetzte oxytocinerge Neuronenpopu-
lation auf [s. Abb. 49: OX-ir]. Dabei liefert uns das Tiermodell Ratte neben die-
sem Befund auch ein fur seine Interpretation wichtiges Argument: Der von uns
verwendete OX- Antikdrper erweist sich im Vergleich unserer Daten mit jenen
der Literatur als spezifisch. In benachbarten Schnitten, die mit Anti-Vasopressin
markiert wurden, finden sich pro Ratte nur ca. 1-4 immunreaktive VP-Neuronen.
Damit wird die Annahme bestatigt, dall der Vasopressin-Antikorper keine
Kreuzreaktion mit dem Antigen Oxytocin zeigt und der Oxytocin-Antikorper die
Neuronen im CoA spezifisch markiert. Ein weiterer deutlich erkennbarer Unter-
schied zwischen Ratte und Graumull zeigt sich in den OX-immunreaktiven Neu-

ronen der akzessorischen magnozellularen Neuronenpopulation (ACC) (vgl.
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Tabellen 47, 48). So exprimiert die Ratte in diesen Regionen (verglichen mit
dem Graumull) ein Vielfaches an oxytocinergen Neuronen (Faktor 7-10). Bei
beiden Spezies sind die oxytocinergen akzessorischen magnozellularen Neuro-
nen auf den Nucleus striae terminalis (BNST), die rostrale und kaudale perifor-
nikale Gruppe, die Areae praeopticae medialis et lateralis (MPA, LPO) sowie
auf die Area hypothalamica lateralis (LH) verteilt.

Bei der Ratte entfallt die Mehrheit der oxytocinergen akzessorischen Neu-
ronen auf die LH. Obwohl bei den Individuen Ry und Rz nur jeder 6. Schnitt auf
den jeweiligen Transmitter hin inkubiert wurde (drei Kompartments pro Trans-
mitter), fanden sich pro Seite im arithmetischen Mittel in der LH von Tier Ry ca.
82 und bei Tier R, ca. 40 OX-ir Neuronen. Bei dem Tier R3 wurde wie bei samt-
lichen Graumullen jeder 3. Schnitt mit dem jeweiligen Transmitter inkubiert
(sechs Kompartments pro Transmitter). In der lateralen hypothalamischen Re-
gion wurden bei diesem Tier pro Seite durchschnittlich ca. 158 OX-ir Neuronen
gezahlt. Das Tier R4, bei welchem zahlenmalig 25 der Kompartments von R
mit Anti-Oxytocin reagiert wurden (vier Kompartments pro Transmitter), weist im
Durchschnitt 118 OX-ir Neuronen pro Seite auf (diese Werte sind reine Netto-
Zahlen, wurden also nicht hochgerechnet, vgl. Tabelle 48). Dagegen entfallen
beim Graumull nur etwa 7-10 OX-ir Neuronen auf die Area hypothalamica late-
ralis (LH). Trotz der oben erwahnten strukturellen Schwierigkeiten (d.h. unter-
schiedliche Menge an inkubierten Schnitten pro Tier) spricht eine solche Abwei-
chung dafir, da® Ratte und Graumull in der Zahl der OX-exprimierenden Neu-
ronen der akzessorischen neurosekretorischen Gruppe (ACC), insbesondere
aber der LH deutlich voneinander abweichen. Eine sehr interessante Entde-
ckung im interspezifischen Vergleich wurde bereits im Abschnitt 2.2.6. erwahnt.
Unsere Experimente ergaben bei samtlichen Graumullen ein ungewdhnliches
OX-Labeling in der Region des Mamillarkorperkomplexes, genauer gesagt im
Nucleus caudalis magnocellularis und im Nucleus caudalis postmamillaris
magnocellularis. Dieses Labeling konnte nur im Corpus mamillare des Grau-
mulls und exklusiv fir den Transmitter Oxytocin nachgewiesen werden. In den
mamillaren magnozellularen Neuronenpopulationen des Rattengehirns ergab

sich weder fur Oxytocin noch flr Vasopressin eine spezifische Immunreaktion.
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Oxytocin Vasopressin
Tier [Pa | SO, | SO, |[ACC|CoA | E > Pa |SO,;| SO |ACC |COA| E >
R1 |184|143| 58 |118| 87 |45| 635 62 | 95| 67 33| 2|0 259
R2 (103|162 25 [109| 72 | 20| 491 43 |93 | 61 40 ( O | O 237
R3 (239|227 | 104 | 272|145 |38 | 1025 98 [182| 170 | 79 1 3 533
R4 |157| 89 | 48 |179| 91 |17 | 581 139 |155| 96 70 | O 1 461
R1* |368(286| 116 |236| 174 |90 | 1270 | 124 (190| 134 | 66 | 4 | O 518
R2* (206|324 | 50 [218| 144 |40 | 982 86 [186| 122 | 80 | O | O 474
R3* |239(227 | 104 | 272 | 145 |38 | 1025 98 [182| 170 | 79 1 3 533
R4* 1236|136 72 |268| 137 |26 | 872 209 [233| 144 | 105 | 0 | 2 692

Tabelle 47. Ubersicht der Anzahl markierter Neuronen pro Hirnhilfte von 4 Schnittserien der Ratte.
Obere Halfte: Es ist zu beachten, dal® bei den Tieren R1-4 fiir die Auswertung eine unterschiedliche An-
zahl an Hirnschnitten (Kompartments) zur Verfligung stand. *In der unteren Halfte der Tabelle wurde eine
Hochrechnung der immunreaktiven Neuronen (pro Hirnhélfte) auf imagindre 6 Kompartments eines jeden
Tieres vorgenommen (R1: x2, R2: x2, R3: x1, R4: x1.5), um die Summe der transmitter-exprimierenden
Zellen mit denen des Graumulls annahernd vergleichen zu kénnen. Eine Hochrechnung der ir-Neuronen
(pro Hirnhalfte) fir ein komplettes Gehirn (=18 Kompartments) wurde aufgrund der zu geringen Anzahl an
Kompartments nicht durchgefiihrt.

Oxytocin Vasopressin
Tier| Fam | Sex |Status|Alter | Pa |[SO,|SO,|/ACC|E | > |Ges|Pa|SO,SOn|ACC|E | > | Ges
Ci| 1 Q NR | SA |171(166| 47 | 43 | 5| 432 (1296|171(184| 80 | 78 | 1 | 514 | 1542
C| 2 3 NR A (188|135 18 | 24 | 4 | 369 |1107(204|234| 85 | 39 | 2 | 564 | 1692
Cy| 2 3 NR | SA |199|161| 16 | 28 | 3 | 407 {1221(184(171| 61 | 68 | 0 | 484 | 1452
Ci| 2 Q NR | SA |203(158| 12 | 22 | 3 | 398 (1194|177|216| 63 | 43 | 1 | 500 | 1500
Cs| 2 3 NR J [177|{140| 30 | 18 | 3 | 368 |1104(176|218| 62 | 75 | 4 | 535 | 1605
Cs| 2 3 NR A (202|199 29 | 27 | 6 | 463 |1389(169(|199| 98 | 63 | 3 | 532 | 1596
C,| 2 Q R A ]200/234| 16 | 22 | 3 | 475 |1425(163|240| 66 | 63 | 2 | 534 | 1602
Cs| 2 3 R A [209|203| 17 | 23 | 4 | 456 |1368(180|201| 85 | 41 | 2 | 509 | 1527
Co| 3 Q NR J [164]126| 29 | 33 | 2 | 354 |1062(153|176| 74 | 58 | 3 | 464 | 1392
Cpo| 3 3 R A 173|127 26 | 24 | 7 | 357 [1071(172(221| 87 | 64 | 3 | 547 | 1641
Cnl| 3 Q R A |195/138| 46 | 22 |21]| 422 |1266(165|188| 112 | 43 | 7 | 515 | 1545
Ci| 3 Q NR | SA |193(167| 42 | 25 | 1 | 428 {1284|171({210| 94 | 59 | 3 | 537 | 1611
Ci| 3 Q NR J [179|126| 24 | 28 | 6 | 363 |1089(160(163| 83 | 60 | 1 | 467 | 1401
Cul| 3 Q NR A [194|151| 61 | 23 | 8 | 437 |1311(198]|236| 99 | 60 | 6 | 599 | 1797
1] 189|159 30 | 26 | 5| 409 |1227|175/|204| 82 | 58 | 3 | 522 | 1565

Tabelle 48: Ubersicht iiber die untersuchten Graumulle, die analysierten Hirnareale sowie die Zahl der
hier lokalisierten oxytocin- und vasopressinergen Neuronen pro Hirnhalfte. In dieser Analyse entspricht die
ermittelte Zahl der Neuronen nur etwa einem Drittel der absoluten Neuronenzahl pro Hirnhalfte; nur jeder
dritte Schnitt wurde mit den betreffenden Antikérpern gegen OX und VP inkubiert (s. S.52). @, weiblich; &,
mannlich; @, Mittelwerte der Neuronenzahlen der untersuchten Nuclei; >, Summe der immunreaktiven
Neuronen pro Hirnhalfte aus 6 Kompartments; das entspricht bei insgesamt 18 Kompartments pro Gehirn
etwa einem Drittel der absoluten Neuronenzahl; A, adult; ACC, akzessorische neurosekretorische magno-
zellulare Neuronen; E, ependymale Neuronen; Fam, Familie; Ges, hoch gerechnete Neuronenzahl fur ei-
ne Hirnhalfte; J, juvenil; NR, non-reproduktiv; Pa, Nucleus paraventricularis hypothalami; R, reproduktiv;
SA, subadult; SOr, Nucleus supraopticus, rostraler Teil; SOrch, Nucleus supraopticus, retrochiasmati-
scher Teil.
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5. Photographische Dokumentation der Originalbefunde

5.1. Ratte (Sprague-Dawley): Kresylviolett-Routineschnitte und OX-
Immunhistochemie (Abb.17-40).

5.2.  Graumull (Cryptomys anselli): Kresylviolett-Routineschnitte und
OX-Immunhistochemie (Abb. 41-65).

5.3. Ratte (Sprague-Dawley): VP-Immunhistochemie (Abb. 66-80).

5.4. Graumull (Cryptomys anselli): VP-Immunhistochemie (Abb. 81-94).
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Abkurzungen der im Atlas dargestellten Hirnstrukturen:

3V dritter Ventrikel

AHA Area hypothalamica anterior
APit Adenohypophyse

Arc Nucleus arcuatus

BNST Nucleus striae terminalis

CMC  Nucleus caudalis magnocellularis
Circ Nucleus circularis

CoA Nucleus commissuralis anterior

cp Pedunculus cerebri

D3V dritter Ventrikel, dorsaler Teil

E ependymal gelegene Neuronen

f Fornix

GT Ganglion trigeminale

ic Capsula interna

LH Area hypothalamica lateralis

LM Nucleus mamillaris lateralis

LPO Area praeoptica lateralis

LV Seitenventrikel

ME Eminentia mediana

mfb mediales Vorderhirnblindel

ML Nucleus mamillaris medialis, pars lateralis
ml Lemniscus medialis

MM Nucleus mamillaris medialis, pars medialis

MMn  Nucleus mamillaris medialis, pars mediana
MMp  Nucleus mamillaris medialis, pars posterior
mp Pedunculus mamillaris

MPA  Area praeoptica medialis

MPO  Nucleus praeopticus medialis

MRe Recessus mamillaris, 3V

mt Tractus mamillothalamicus

mtg Tractus mamillotegmentalis

opt Tractus opticus

oX Chiasma opticum

Pa Nucleus paraventricularis hypothalami

PCMC Nucleus caudalis postmamillaris magnocellularis

PHA Area hypothalamica posterior

PaDC Nucleus paraventricularis, dorsale Kappe

PaLM Nucleus paraventricularis, pars lateralis magnocellularis
PaMM Nucleus paraventricularis, pars medialis magnocellularis
PaMP Nucleus paraventricularis, pars medialis parvocellularis
PaPo  Nucleus paraventricularis, pars posterior

PaVv Nucleus paraventricularis, pars ventralis

PeM Nucleus periventricularis magnocellularis

PF Nucleus parafascicularis thalami
Pit Hypophyse
pm Tractus mamillaris principalis

PPit Neurohypophyse
PVA Nucleus paraventricularis thalami

Rt Nucleus reticularis thalami

SCh Nucleus suprachiasmaticus

scp Pedunculus cerebellaris superior
sm Stria medullaris

SN Substantia nigra

SOr Nucleus supraopticus, pars rostralis

SOrch Nucleus supraopticus, pars retrochiasmatica
st Stria terminalis

SuM Nucleus supramamillaris

sumx  Decussatio supramamillaris

VMH Nucleus ventromedialis hypothalami

Zi Zona incerta
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Abb. 17. Koronalschnitt durch den mittleren Hypothalamus der Ratte mit dem
Nucleus paraventricularis hypothalami (Pa) als didaktisches Zentrum fir die gesamte
Region. Nissl-Farbung. Vergrofterung 40x. Malstab: 500 pm.

Abb. 18. Koronalschnitt durch den Nucleus paraventricularis hypothalami (Pa) der Ratte.
OX-Immunhistochemie. °, rostraler perifornikaler Nucleus. Vergrofterung 40x. Malstab: 500
pm.
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Abb. 19. Koronalschnitt durch den Nucleus paraventricularis hypothalami (Pa) der Ratte.
Nissl-Farbung. Vergréferung 40x. Maf3stab: 500 um.

Abb. 20. Koronalschnitt durch den Nucleus paraventricularis hypothalami (Pa) der Ratte.
OX-Immunhistochemie. Vergrofierung 40x. MaRstab: 500 um.
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Abb. 21.
Koronalschnitt durch den Nucleus pa-
raventricularis hypothalami (Pa) der
Ratte. OX-Immunhistochemie. Detail von
Abb. 20. Vergrofterung 100x. Malstab:
200 um.
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Abb. 22. Koronalschnitt durch den kaudalen Anteil des Nucleus paraventricularis
hypothalami (PaPo) der Ratte. Nissl-Farbung. VergréRerung 40x. Mafstab: 500 ym.

Abb. 23. Koronalschnitt durch den kaudalen Anteil des Nucleus paraventricularis
hypothalami der Ratte. Oxytocin-iImmunhistochemie. VergréRRerung 40x. Mafstab: 500 ym.
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Abb. 24. Koronalschnitt durch den
kaudalen Anteil des Nucleus
paraventricularis hypothalami der Rat-
te. Oxytocin-immunhistochemie. Detalil
von Abb. 23. E, ependymal gelegene Ne-
ronen; Vergréerung 100x. Maldstab: 200
pm.
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Abb. 25. Koronalschnitt
durch den lateralen
Hypothalamus der Rat-
te.

Oxytocin- Immunhisto-
chemie. Die Abbildung
zeigt OX-ir Neuronen im
lateralen Hypothalamus
auf HOhe des medialen
Vorderhirnblndels (mfb).
PETERSON (1966) be-
zeichnet diese  OX-
Neuronen als Nucleus
des medialen Vorderhirn-
blndels.

VergréRRerung 100x.
MaRstab: 200 pm.
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Abb. 26. Koronalschnitt durch den vorderen Abschnitt des Hypothalamus mit dem Nuc-
leus commissuralis anterior (CoA) der Ratte. Nissl-Farbung. VergrofRerung 40x. Maf3stab:
500 um. *, GefaBanschnitte.

Abb. 27. Koronalschnitt durch den Nucleus commissuralis anterior (CoA) der Ratte.
Oxytocin-immunhistochemie. VergréRerung 40x. °, Uberlagerungsartefakt. Maf3stab: 500 um.
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Abb. 28. Koronalschnitt durch den Nucleus commissuralis anterior (CoA) der Ratte.
Oxytocin-immunhistochemie. Detail von Abb. 27. VergrofRerung 200x. Mafstab: 100 ym.
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Abb. 29. Koronalschnitt durch den Nucleus suprachiasmaticus der Ratte.
OX-Immunhistochemie. ox= Chiasma opticum, OX= Oxytocin. Vergréf3erung 100x.
MaRstab: 200 pm.
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Abb. 30. Koronalschnitt durch den Nucleus supraopticus der Ratte, rostraler Teil.
OX-Immunhistochemie. Vergrofierung 100x. » A A, Hirnhaute; °, OX-ir Fasern.
MaRstab: 200 um.
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Abb. 31. Koronalschnitt durch den retrochiasmatischen Teil des Nucleus supraopticus
der Ratte. Nissl-Farbung. VergrofRerung 40x. MaRstab: 500 pym.

Abb. 32. Koronalschnitt durch den retrochiasmatischen Teil des Nucleus supraopticus
der Ratte. Oxytocin-Immunhistochemie. VergréRerung 40x. MafRstab: 500 ym. AAA Hirnhau-
te.
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Abb. 33. Koronalschnitt durch den retrochiasmatischen Teil des Nucleus supraopticus
der Ratte. Oxytocin-iImmunhistochemie. Detail von Abb. 32. VergroRerung 100x. Maf3stab:

200 pym. ¢, OX-ir Fasern.
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Abb. 34. Koronalschnitt durch den rostralen Teil des Mamillarkérpers der Ratte.
Nissl-Farbung. *, GefaRanschnitte. VergroRerung 40x. MaRstab: 500 pum.

Abb. 35. Koronalschnitt durch den mittleren Teil des Mamillarkdrpers der Ratte.
Nissl-Farbung. Vergroferung 40x. Maf3stab: 500 ym.
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Abb. 36. Koronalschnitt durch den kaudalen Teil des Mamillarkérpers der Ratte.
Nissl-Farbung. VergroRerung 40x. Maf3stab: 500 ym.
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Abb. 37. Koronalschnitt durch den rostralen Mamillarkérper der Ratte. Oxytocin-
Immunhistochemie. Vergrofierung 40x. Mafstab: 500 pm.

histochemie. Detail der linken Seite von Abb. 37. *, GefaRanschnitte; *, OX-ir Fasern. Ver-
gréRBerung 100x. Maf3stab: 200 um.
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Abb. 39. Koronalschnitt durch den rostralen Mamillarkérper der Ratte.
Oxytocin-immunhistochemie. Detail der rechten Seite von Abb. 37. VergroRerung 100x.
MaRstab: 200 pm.

Abb. 40. Koronalschnitt durch den linken rostralen Teil des Mamillarkorpers der Ratte
(anderes Tier). Oxytocin-immunhistochemie. x, GefalRanschnitte; ", OX-ir Fasern. Ver-
gréRerung 100x. Maf3stab: 200 ym.
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Abb. 41. Koronalschnitt durch den rostralen Abschnitt des Nucleus paraventricularis
hypothalami (Pa) beim Graumull. Nissl-Farbung. Vergréferung 40x. Ma3stab: 500 pm.

Abb. 42. Koronalschnitt durch den rostralen Teil des Nucleus paraventricularis hypotha-
lami beim Graumull. OX-Immunhistochemie. Vergroferung 40x. Maf3stab: 500 um.
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Abb. 43. Koronalschnitt durch den
Nucleus paraventricularis hypothalami
beim Graumull. OX-Immunhistochemie.
Detail von Abb. 42. VergroRerung 100x.
Mafstab: 200 pym.
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Abb. 44. Koronalschnitt durch den mittleren Teil des Nucleus paraventricularis hypotha-
lami beim Graumull. OX-Immunhistochemie. Vergrofierung 40x. Mafdstab: 500 um.

Abb. 45. Koronalschnitt durch den mitt-
leren Teil des Nucleus paraventricularis
hypothalami beim Graumull. OX-
Immunhistochemie. Detail von Abb. 44.
VergrofRerung 100x. MaRstab: 200 pum.
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Abb. 46. Koronalschnitt durch den posterioren Teil des Nucleus paraventricularis
hypothalami (Pa) beim Graumull. Nissl-Farbung. Vergroerung 40x. Mastab: 500 um.

Abb. 47. Koronalschnitt durch den posterioren Teil des Nucleus paraventricularis
hypothalami (Pa) beim Graumull. Oxytocin-Immunhistochemie. VergroRRerung 40x. Mal3-
stab: 500 um.
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Abb. 48.

Koronalschnitt durch den Nucleus pa-
ra-ventricularis hypothalami (Pa) beim
Graumull. Oxytocin-Immunhistochemie.
Detail von Abb. 47. VergroRerung 100x.
Malfstab: 200 pum.
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Abb. 49. Koronalschnitt durch den rostralen Hypothalamus beim Graumull.
OX-Immunhistochemie. Im Vergleich zur Ratte ist in dieser Transversalebene kein Nucleus
commissuralis anterior (CoA) nachzuweisen. VergroRerung 40x. MaRstab: 500 pym
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Abb. 50. Koronalschnitt durch den Nucleus suprachiasmaticus (SCh) beim Graumull.
Nissl-Farbung. Vergroferung 40x. Maf3stab: 500 um.
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Abb. 51. Koronalschnitt durch den Nucleus suprachiasmaticus (SCh) beim Graumull (De-
tailaufnahme). OX-Immunhistochemie. VergréRerung 100x. MaRRstab: 200um.
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Abb. 52. Koronalschnitt durch den Nucleus supraopticus, rostraler Teil (SOr) beim Grau-
mull (Detailaufnahme). OX-Immunhistochemie. Vergroferung 100x. MafRstab: 200 pm.
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Abb. 53. Koronalschnitt durch den retrochiasmatischen Teil des Nucleus supraopticus
beim Graumull. Nissl-Farbung. VergroRerung 40x. MaRstab: 500 ym.

Abb. 54. Koronalschnitt durch den retrochiasmatischen Teil des Nucleus supraopticus
beim Graumull. OX-Immunhistochemie. VergréRerung 40x. Maf3stab: 500 um.
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Abb. 55. Koronalschnitt durch den retrochiasmatischen Teil des Nucleus supraopticus
beim Graumull. OX-Immunhistochemie. Detail von Abb. 54. VergrofRerung 100x. Maf3stab:
200 pm.
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Abb. 56. Koronalschnitt durch die vordere hypothalamische Region zur Demonstration
der akzessorischen Neuronenpopulation beim Graumull. OX-Immunhistochemie. Vergro-
Berung 40x. Maf3stab: 500 um.

Abb. 57. Koronalschnitt durch die vor-
dere hypothalamische Region beim
Graumull OX-immunhistochemie. Detail
von Abb. 56. VergrofRerung 100x. MaR-
stab: 200 ym.
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Abb. 58. Koronalschnitt durch das Corpus mamillare beim Graumull. Nissl-Farbung.
VergrofRerung 10x. Mafstab: 2000um.

Abb. 59. Koronalschnitt durch das Corpus mamillare beim Graumull. Nissl-Farbung.
Detail von Abb. 58. Vergréferung 20x. Maflistab: 1000 ym.
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Abb. 60. Koronalschnitt durch das Corpus mamillare beim Graumull. Nissl-Farbung.
Detail von Abb. 59. VergréRerung 40x. MafRstab: 500 um.

Abb. 61. Koronalschnitt durch das Corpus mamillare beim Graumull (anderes Tier als in
Abb. 60). Nissl-Farbung. VergroRerung 40x. Malstab: 500 pm.
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Abb. 62. Koronalschnitt durch das Corpus mamillare, rostraler Teil beim Graumull.
Oxytocin-Immunhistochemie. VergroRerung 40x. Maf3stab: 500 um.
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Abb. 63. Koronalschnitt durch das Corpus mamillare, mittlerer Teil beim Graumull.
Oxytocin-Immunhistochemie. VergroRerung 40x. Maf3stab: 500 uym.
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Abb. 64. Koronalschnitt durch den mittleren Teil des Corpus mamillare beim Graumull
(rechtes Detail von Abb. 63). Oxytocin-immunhistochemie. Detail von Abb. 63. VergrélRerung
100x. MaBstab: 200 pm.

Abb. 65. Koronalschnitt durch den mitt-
leren Teil des Corpus mamillare beim
Graumull. Oxytocin-
Immunhistochemie. Detail von Abb. 64.
Vergroferung 200x. Mastab: 100um.
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Abb. 66. Koronalschnitt durch den Nucleus paraventricularis hypothalami (Pa) der Ratte.
VP-Immunhistochemie. Vergréflerung 40x. Maf3stab: 500 pym.

Abb. 67. Koronalschnitt durch den Nuc-
leus paraventricularis hypothalami (Pa)
der Ratte VP-Immunhistochemie. Detail
von Abb. 66. VergroRerung 100x. Mafistab
200 um.
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Abb. 68. Koronalschnitt durch den Nucleus paraventricularis hypothalami (Pa) der Ratte.
VP-Immunhistochemie. °, Artefakt durch Meningen. VergréRerung 40x. MaRstab: 500 pm.

Abb. 69. Koronalschnitt durch den Nuc-
leus paraventricularis hypothalami (Pa)
der Ratte. VP-Immunhistochemie. Detail
von Abb. 68. VergrofRerung 100x. MaR-
stab: 200 ym.
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Abb. 70. Koronalschnitt durch den kaudalen Anteil des Nucleus paraventricularis
hypothalami (PaPo) der Ratte. Vasopressin-Immunhistochemie. Vergroflerung 40x.
MaRstab: 500 pm.

~ Abb. 71. Koronalschnitt durch den kau-
- dalen Anteil des Nucleus paraventricu-
~ laris hypothalami (PaPo) der Ratte.
Vasopressin-Immunhistochemie. Detail
von Abb. 70. VergrofRerung 100x. MaR-
stab: 200 ym.
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Abb. 72. Koronalschnitt durch den Nucleus commissuralis anterior (CoA) der Ratte.
Vasopressin-immunhistochemie. %, GefaRanschnitte. Vergroerung 40x. Mafistab: 500 ym.

Abb. 73. Koronalschnitt durch den Nucleus commissuralis anterior (CoA) der Ratte.
Vasopressin-immunhistochemie. Detail von Abb. 72. VergrofRerung 100x. MaRstab: 200 pum.
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Abb. 74. Koronalschnitt durch den Nucleus suprachiasmaticus der Ratte.
VP-Immunhistochemie. Detail von Abb. 72. VergroRerung 100x. Maf3stab: 200 um.

Abb. 75. Koronalschnitt durch den rostralen Teil des Nucleus supraopticus der Ratte.
VP-Immunhistochemie. *, GefalRanschnitt; » # », Hirnhaute; °, VP-ir Fasern. VergréRerung
100x. MaBstab: 200 um.
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Abb. 76. Koronalschnitt durch den retrochiasmatischen Teil des Nucleus supraopticus
(SOrch) der Ratte. VP-Immunhistochemie. **, Hirnhdute, *, Gefalanschnitt. Vergrofierung
40x. MaBstab: 500 pm.
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Abb. 77. Koronalschnitt durch den retrochiasmatischen Teil des Nucleus supraopticus
(SOrch) der Ratte. VP-Immunhistochemie. Detail von Abb. 76. VergroRerung 100x. Maf3stab:
200 pm.
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Abb. 78. Koronalschnitt durch den rostralen Teil des Mamillarkorpers bei der Ratte.
Vasopressin-Immunhistochemie. °, Artefakt. VergroRerung 40x. Mafistab: 500 ym.

Abb. 79. Koronalschnitt durch den rostralen Teil des Mamillarkorpers bei der Ratte (ande-
res Tier als Abb. 78). Vasopressin-Immunhistochemie. VergroRerung 40x. Mafstab: 500 ym.
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Abb. 80. Koronalschnitt durch den rostralen Teil des Mamillarkérpers bei der Ratte.
Vasopressin-Immunhistochemie. Detail von Abb. 78. 100x VergroRerung. *, GefalRanschnitt.
MaRstab: 200 pm.
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Abb. 81. Koronalschnitt durch den lateralen Hypothalamus (LH) beim Graumull
zur Demonstration der korkenzieherartig gewundenen immunreaktiven Fasern.
VP-Immunhistochemie. Vergréfierung 200x. Maf3stab: 100 pm.
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Abb. 82. Koronalschnitt durch den rostralen Teil des Nucleus paraventricularis hypotha-
lami beim Graumull. VP-Immunhistochemie. VergrofRerung 40x. Mafstab: 500 pm.

Abb. 83. Koronalschnitt durch den
rostralen Teil des Nucleus paraventri-
cularis hypothalami beim Graumull. VP-
Immunhistochemie. Detail von Abb. 82.
VergrofRerung 100x. MaRstab: 200 um.
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Abb. 84. Koronalschnitt durch den kaudalen Teil des Nucleus paraventricularis hypotha-
lami beim Graumull. VP-Immunhistochemie. Vergrof3erung 40x. Maf3stab: 500 pym.

Abb. 85. Koronalschnitt durch den kau-
dalen Teil des Nucleus paraventricula-
ris hypothalami beim Graumull. VP-
Immunhistochemie. Detail von Abb. 84.
VergréRerung 100x. Mal3stab: 200 ym.
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Abb. 86. Koronalschnitt durch den Nucleus suprachiasmaticus (SCh) beim Graumull. VP-
Immunhistochemie. » * » = VP-ir Fasern, * = magnozellulares Neuron, » = parvozellulares
Neuron. Vergréerung 200x. Mafstab: 100 ym.

Abb. 87. Koronalschnitt durch den rostralen Teil des Nucleus supraopticus (SOr) beim
Graumull. VP-Immunhistochemie. %, GefalRanschnitt; #, Artefakt. VergréRerung 100x. MaR-
stab: 200 um.



Eva Valesky 5.4. Graumull: Vasopressin 137

Abb. 88. Koronalschnitt durch den retrochiasmatischen Teil des Nucleus supraopticus
(SOrch) beim Graumull. VP-Immunhistochemie. *, GefaRBanschnitte. VergroRerung 40x.
MaRstab: 500 um.

Abb. 89. Koronalschnitt durch den retrochiasmatischen Teil des Nucleus supraopticus
(SOrch) beim Graumull. VP-Immunhistochemie. Detail von Abb. 88. VergréRerung 100x.
MaRstab: 200 pm.
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Abb. 90. Koronalschnitt durch die pra-
optische Region des Hypothalamus
beim Graumull zur Demonstration der
akzessorischen Neuronenpopulation
(ACC). VP-Immunhistochemie. Vergro-
Rerung 40x. *, Gefalanschnitt. Malistab:
500 pm.

Abb. 91. Koronalschnitt durch die pra-
optische Region des Hypothalamus
beim Graumull VP-Immunhistochemie.
Detail von Abb. 90. VergréRerung 100x.
Mafstab: 200 pym.
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Abb. 92. Koronalschnitt durch die vor-
dere hypothalamische Region beim
Graumull zur Demonstration der akzesso-
rischen Neuronenpopulation (ACC). Va-
sopressin-immunhistochemie. Vergrof3-
erung 100x. Mal3stab: 200 um.
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Abb. 93. Koronalschnitt durch das Corpus mamillare, rostraler Teil beim Graumull.
VP-Immunhistochemie. VergroRerung 40x. Mafistab: 500 ym.
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Abb. 94. Koronalschnitt durch das Corpus mamillare, rostraler Teil beim Graumull.
VP-Immunhistochemie. Detail von Abb. 93. VergroRerung 100x. Mallstab: 200 pm.
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VI. Diskussion

1. Interspezifischer Vergleich der oxytocin- und vasopressinergen
Neuronenpopulationen bei Ratte und Graumull.

Allgemeines. In die vorliegende Arbeit wurden neben den vierzehn Grau-
mullen vier Exemplare der Laborratte (Sprague-Dawley) einbezogen, da diese
Spezies als ein Standardorganismus der experimentellen Neurobiologie im Ge-
gensatz zum Graumull gut untersucht ist. Eigene Befunde an der Ratte verbes-
serten demzufolge die Ausgangslage fur die Untersuchungen am Graumull;
gleichzeitig gestatteten sie (in Grenzen) die Validierung der in der Literatur bis-
her publizierten Ergebnisse. Grundlegende Voraussetzung flr den interspezi-
fischen Vergleich der beiden Nagetierspezies war die intraspezifische Konsis-
tenz der morphologisch-topographischen Befunde sowohl in den Routineschnit-
ten als auch in den immunhistochemisch markierten Schnitten: sowohl inner-
halb der Ratten als auch innerhalb der Graumulle traten keine wesentlichen Un-
terschiede auf (s.u.). Die detaillierte intraspezifische Analyse der Graumulle
folgt im Abschnitt VI.2.

Zur Methodik. Die vorliegenden Befunde zur Topographie bzw. Verteilung
der oxytocinergen und vasopressinergen Neuronen im Gehirn von Ratte und
Graumull wurden einerseits auf der Grundlage des Standardwerkes von PAXI-
NOsS (1995; Ratte) erhoben, andererseits im Vergleich mit zusatzlichen (Paraf-
fin-) Schnittserien des Graumulls (Kresylechtviolett) unserer Arbeitsgruppe. Die
Ergebnisse an der Ratte stimmen mit der einschlagigen Literatur (RHODES ET AL.
1981, PAXINOS 1995) gut Uberein (Positivkontrolle) und berechtigen zu der An-
nahme, dald die immunhistochemische Markierung als braunschwarzes, intra-
zellulares Labeling sowohl bei der Ratte als auch beim Graumull fur beide
Transmitter spezifisch ist. Die sehr dunklen Zellen und ihre Fortsatze sind von
der blal® hellbraunen ,Farbung“ des Ubrigen Hirngewebes (Hintergrund) eindeu-
tig zu unterscheiden. Eine gewisse schwache Tingierung des Hintergrundes ist
im Ubrigen fur die topographische Zuordnung und die ldentifikation der gelabel-
ten Neuronenpopulationen von Vorteil. Im immunreaktiven, meist sehr dunkel
markierten und teilweise granuliert erscheinenden Zytoplasma einiger Perikary-

en ist ein heller, immun-negativer ,Schatten“ des Zellkerns vorhanden. Im Ge-
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gensatz dazu haben manche Neuronen ein so intensives Labeling, dal® der
Kernschatten stark Gberlagert ist. Uber die Fragen, ob es sich hierbei vielleicht
um verschiedene Neuronenpopulationen handelt, ob die unterschiedlich starke
Markierung Ausdruck der momentanen Syntheseaktivitat der Neuronen ist oder
ob manche dieser Perikaryen lediglich tangential angeschnitten wurden, kann
an dieser Stelle nur spekuliert werden. Die Schwierigkeiten im interspezifischen
quantitativen Vergleich zwischen Ratte und Graumull wurden bereits im Ergeb-
nisteil (S. 91) besprochen, und angesichts dieser Probleme werden in der fol-
genden Diskussion vor allem Unterschiede mit qualitativem Charakter
berucksichtigt.

Die Ergebnisse. Bei der Durchmusterung der Schnittserien der Rattenge-
hirne von rostral nach kaudal fiel auf, dal® der in der Literatur als distinkter Kern
gewertete Nucleus commissuralis anterior (CoA) bei unseren Ratten ebenfalls
selektiv oxytocinerg ist (PETERSON 1966, HOU-YU ET AL. 1986, ARMSTRONG
1994). In korrespondierenden, mit anti-Vasopressin markierten Schnitten wurde
pro Ratte im CoA nur eine sehr geringe VP-Immunreaktivitat (0-4 VP-Neuronen
und etwas Neuropil) ermittelt, was mit den Angaben in der Literatur Uberein-
stimmt. Dieser Befund liefert noch einen weiteren wichtigen Hinweis: Der von
uns verwendete OX-Antikorper erwies sich bei den Reihen-Inkubationen als
eindeutig spezifisch (vgl. Material und Methode); eine Kreuzreaktion des Va-
sopressin-Antikdrpers mit dem Antigen Oxytocin konnte also ausgeschlossen
werden. Beim Graumull dagegen |aRt sich ein Nucleus commissuralis anterior
(CoA) weder uber die Topographie der Region noch anhand der Morphologie
der Neuronen bzw. ihrer Verschaltung nachweisen; hier ist weder in Routine-
schnitten noch in immunhistochemisch gelabelten Schnitten ein dem Nucleus
commissuralis anterior der Ratte entsprechendes Kerngebiet zu finden. Eine
mogliche einfache Erklarung dieser Beobachtung konnte in der Annahme be-
stehen, dal} das Blastem des Nucleus commissuralis anterior der Ratte in der
Ontogenese durch einwachsende Fasermassen vom kaudal angrenzenden
Hauptteil des Nucleus paraventricularis hypothalami (Pa) abgetrennt wurde. In-
folge fehlender Informationen Uber die Spezifitat der Projektionen des CoA der
Ratte scheint eine Wertung desselben als eigenstandiger Kern fraglich; maogli-
cherweise entspricht der CoA funktionell wie auch strukturell dem rostralen Teil

des Nucleus paraventricularis hypothalami (Pa). Dal diese Unterschiede zwi-
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schen Ratte und Graumull auf methodische Aspekte zuriickzuflhren sind, konn-
te ausgeschlossen werden, da im Nucleus commissuralis anterior der Ratte mit
identischem Antikorper erfolgreich OX-ir Neuronen detektiert worden sind. Auch
die KorpergroRe/ HirngroRe durfte hier keine allzu grol’e Rolle spielen. Das
Meerschweinchen, ein weiterer Nager, dessen Hirngewicht eher dem der Ratte
entspricht, weist keinen Nucleus commissuralis anterior auf (SOFRONIEW 1983).
Unsere Befunde spiegeln daher eher einen strukturellen Unterschied im oxyto-
cinergen System von Ratte und Graumull wider.

Bei Betrachtung der hier bearbeiteten Kerngebiete bestatigt sich der Ver-
dacht auf weitere morphologische Unterschiede zwischen den beiden Spezies.
So erschweren topographische Unterschiede der Strukturen des Zwischenhirns,
welche vermutlich artspezifisch und nicht etwa nur groRenbedingt sind, beim
Graumull die Abgrenzung von Kerngebieten. Dagegen weisen die Nuclei und
Subnuclei im Hypothalamus der Ratte deutlichere Grenzen auf: Beispielsweise
laldt sich der Nucleus paraventricularis hypothalami der Ratte in der Routinefar-
bung (Kresylechtviolett) und in der Immunhistochemie in deckungsgleiche Sub-
nuclei aufteilen. In Ubereinstimmung mit den Angaben in der Literatur (ARM-
STRONG 1995) exprimierte bei unseren Ratten die Pars medialis magnocellularis
des Nucleus paraventricularis hypothalami (PaMM) vorwiegend Oxytocin und
die Pars lateralis magnocellularis (PaLM) hauptsachlich Vasopressin. Beim
Graumull dagegen liel3en sich mit unserer Methodik weder einzelne Subnuclei
abgrenzen noch ein damit vergleichbares transmitterspezifisches Expressions-
muster wie bei der Ratte nachweisen. Daraus folgt, dal3 neuroanatomische
Verhaltnisse der Ratte nicht ohne eine vorherige detaillierte Analyse auf andere
Spezies ,Ubertragen® werden kdnnen.

Das Verteilungsmuster (qualitative Analyse) der akzessorischen magnozel-
lularen neurosekretorischen Neuronen (ACC) im oxytocinergen System des
Graumulls entspricht weitgehend dem der Ratte. Die quantitative Analyse zeigt,
obwohl fur eine Ratte weniger Hirnschnitte ausgewertet werden konnten als flr
einen Graumull, dal® die Anzahl der OX-ir Neuronen bei den Ratten (unkorrigiert
und korrigiert) im Durchschnitt deutlich Uber jener der Graumulle liegt (vgl. Tab.
47, 48). Im Rahmen der detaillierten Analyse konnte diese Abweichung auf ein
starkeres Labeling in der Area hypothalamica lateralis (LH) der Ratte und dem

dort lokalisierten Nucleus des medialen Vorderhirnbindels (PETERSON 1966)
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zuruckgefihrt werden: Die Ratte besitzt im lateralen Hypothalamus um den
Faktor 7 mehr oxytocinerge Neuronen als der Graumull. Im Nucleus paraventri-
cularis hypothalami hingegen weist die Ratte nur etwa doppelt so viele Neuro-
nen auf wie der Graumull (vgl. Tab. 47, 48). Eine solche Differenz in der Zahl
der Neuronen um den Faktor 7 1aBt sich weder mit der unterschiedlichen Kor-
pergrofRe von Ratte und Graumull noch mit den o.g. methodischen Schwierig-
keiten erklaren.

Ein bedeutendes Einzelergebnis der vorliegenden Arbeit ist die erstmalige
Beschreibung einer beim Graumull exklusiv und konsistent auftretenden Oxyto-
cin-Expression im Corpus mamillare. Da in der Literatur GUber Saugetiere eine
oder mehrere hier lokalisierte OX-ir Neuronenpopulationen bislang unbekannt
waren und ein Atlas Uber das Graumullgehirn noch fehlt, stellte die Zuordnung
dieser Neuronen zu definierten Kerngebieten eine besondere Herausforderung
dar. Bei beiden Spezies (Ratte und Graumull) lassen sich die zytologisch auffal-
ligen Perikaryen anhand von Routinefarbungen in topographisch korrespondie-
renden Arealen nachweisen. Neuroanatomisch gesehen gehoéren diese magno-
zellularen Neuronen dem Nucleus tuberalis magnocellularis (TMC), dem Nuc-
leus caudalis magnocellularis (CMC) und dem Nucleus caudalis postmamillaris
magnocellularis (PCMC) an (BLEIER and BYNE 1985). Die drei Nuclei konnen, da
sie laut Literatur bisher weder zytologische noch physiologische Unterschiede
zeigen, vorlaufig als eine funktionelle Einheit betrachtet werden. Die Ratte zeig-
te dagegen weder in unseren Untersuchungen noch in der einschlagigen Litera-
tur eine vergleichbare oxytocinerge Markierung. Auch intensive Literaturrecher-
chen ergaben bei anderen Saugetieren keinerlei Hinweise auf die Existenz ei-
ner OX-Expression in dieser Region. Immunhistochemische Experimente an
Ratten hatten bisher lediglich gezeigt, dal® die magnozellularen Neuronen von
TMC, CMC und PCMC y-Aminobuttersaure (GABA) und das fur die GABA-
Synthese notwendige Enzym, die Glutamat-Decarboxylase, exprimieren (VIN-
CENT and HOKFELT 1983). Retrograde Tracerstudien an dieser Neuronenpopula-
tion lieferten den morphologischen Beweis fir eine direkte GABAerge Verbin-
dung zwischen den magnozellularen Neuronen der Mamillarregion und der
Hirnrinde, d.h. den Nachweis eines weitreichenden Inputs in verschiedene Re-
gionen des Neokortex (VINCENT and HOKFELT 1983). Eine direkte Verbindung

zwischen Hypothalamus und Neocortex ohne Beteiligung des sonst zwischen-
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geschalteten Thalamus war bis dahin noch nicht bekannt gewesen. Zur Unter-
mauerung unserer Ergebnisse, und um mogliche Kreuzreaktionen mit dem
strukturell sehr ahnlichen Vasopressin auszuschlief3en, wurden korrespondie-
rende Hirnschnitte der betreffenden Region auf VP getestet. Bei der Markierung
mit Anti-Vasopressin war bei Ratte und Graumull der gesamte Mamillarkérper
frei von Immunreaktivitat, so dall eine Kreuzreaktion des Vasopressin-
Antikorpers mit Oxytocin erneut ausgeschlossen ist. Diese ,neue” oxytocinerge
Neuronenpopulation (N) unterscheidet sich morphologisch und in ihrer Immun-
reaktivitat von den dbrigen magnozellularen OX-ir Neuronen im Nucleus para-
ventricularis hypothalami und im Nucleus supraopticus. Die Durchmesser der
Perikaryen in N sind kleiner; das Zytoplasma ist zwar spezifisch, aber deutlich
schwacher gelabelt. Es zeigen sich nur sehr diskret immunreaktive Dendriten,
die z.T. sternféormig um die zugehdrigen Perikaryen stehen. Moglicherweise
kommt der verminderte Antigengehalt dieser Neuronenpopulation gerade in den
dinnen Dendriten optisch besonders zum Tragen und die Sensitivitat der Me-
thode reicht gerade noch aus, um sie zu erahnen. Dies spielt insofern eine Rol-
le, da die hier angewandte Methode gut geeignet ist, die jeweiligen Antigene
unter physiologischen Bedingungen zu detektieren. Um genaue Aussagen uber
die intrazellulare Quantitat eines Antigens zu treffen, sind der Immunhistoche-
mie andere Methoden vorzuziehen.

In vielen Studien wird die experimentelle Vorbehandlung der zu untersu-
chenden Tiere mit Colchicin proklamiert, um die ,Sensitivitat der Immunhisto-
chemie zu erhdhen® (VINCENT and HOKFELT 1983), in Wahrheit wird jedoch nur
die Menge des Antigens im Neuron erhoht. Maxime dieser Arbeit war es, eine
Verfalschung der Ergebnisse infolge unphysiologischer Parameter zu vermei-
den, weshalb wir bewul3t auf dieses Verfahren verzichteten (s. S.149).

Zur Verhaltensbiologie. Lebensaulierungen wie das Sozialverhalten und
das Reproduktionsverhalten bzw. monogame Familienstrukturen und Eusoziali-
tat sind intellektuell gesehen sehr anspruchsvolle und schwer zu durchschau-
ende Phanomene. Die Suche nach einem morphologisch-anatomischen Korre-
lat, welches als eine Art ,Zentrum® solches Verhalten generiert, ist mit grof3ten
Schwierigkeiten behaftet. Die hier erstmals beschriebene Existenz einer oxyto-
cinergen, spezies-spezifischen Neuronenpopulation in der Mamillarregion eines

eusozialen Saugetieres kann immerhin als ein weiterer potentieller Baustein im
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Verstandnis von Monogamie und Sozialverhalten gelten. Eine Besonderheit
dieser OX-ir Neuronen konnte darin bestehen, dal} sie, anders als die Ubrigen
magnozellularen Neuronen des Hypothalamus, nicht in die Neurohypophyse,
sondern (wie die GABAergen Neuronen dieser Nuclei) diffus aber exklusiv ins
Telencephalon projizieren, um moglicherweise emotionale und andere limbi-
sche sowie viszerale Informationen auf kortikale Strukturen zu Ubertragen (vgl.
VINCENT and HOKFELT 1983).

Von groRem Interesse fur zukinftige Untersuchungen waren der Nachweis
oxytocinerger mamillarer Projektionen in den Neocortex des Graumulls, analog
zu den GABA-ergen Neuronen der Ratte (VINCENT and HOKFELT 1983), sowie
einer moglichen Koexpression von GABA und OX in den magnozellularen Neu-

ronen des Mamillarkorpers.

2. Intraspezifischer Vergleich der oxytocin- und vasopressinergen

Neuronen beim Graumull

Die qualitativen und quantitativen Analysen der oxytocinergen sowie der va-
sopressinergen Neuronen in vierzehn Graumullgehirnen zeigten keine signifi-
kanten Unterschiede. Die Werte fur die Neuronen pro Hirnareal waren geradezu
erstaunlich konstant, was angesichts der stark unterschiedlichen Koérpergrolie
der einzelnen Graumulle, ihrer Zugehorigkeit zu verschiedenen Familien sowie
zu unterschiedlichen hierarchisch/sozialen Niveaus nicht erwartet werden konn-
te. Daher mull wohl davon ausgegangen werden, dal3 das oxytocinerge und
das vasopressinerge System formal gesehen bereits postnatal topographisch
sowie quantitativ voll entwickelt sind. Eine postnatale Proliferation von Neuro-
nen, welche ohnehin als eher unwahrscheinlich gilt (Ausnahme: Hippocampus),
findet demnach nicht statt.

Ein juveniles Tier, das noch von der Mutter gesaugt wurde, entsprach in der
Verteilung der Transmitter und in der Anzahl immunreaktiver Neuronen ausge-
wachsenen reproduktiven Tieren, die bei unserer Untersuchung mitunter zehn
Jahre alt waren und ein Vielfaches an Gewicht aufwiesen (s. Tab. 3, 4). Auch
die reproduktiven Weibchen, welche zum Zeitpunkt der Perfusion beide trachtig
waren und somit soziosexuell eine Sonderstellung einnahmen, zeigten weder

fur den Transmitter Oxytocin noch fur Vasopressin eine von den Ubrigen Grau-
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mullen abweichende Expression. Das Fehlen von qualitativen und quantitativen
Unterschieden innerhalb der Graumulle untermauert insgesamt die verhaltens-
biologische Pramisse, dal® bei dieser Spezies weder eine genetisch determi-
nierte lebenslange Persistenz der Individuen in sog. Kasten noch eine durch
Pheromone oder die Aggressivitat der ,Konigin“ erzwungene sexuelle Suppres-
sion (wie beim Nacktmull, Heterocephalus glaber) besteht. Die ,Inzestvermei-
dung“ bei jenen adulten Graumullen, die zwar potentiell fertil, aber trotzdem
non-reproduktiv sind, liegt somit nicht in strukturellen Veranderungen des
OX/VPergen Systems begrindet, sondern ist vielmehr durch die Fahigkeit der
individuellen Wiedererkennung zu erklaren (COONEY and BENNETT 2000; BURDA,
pers. Mitt.). Diese Tiere hatten bis dato lediglich keine Gelegenheit (kein Glick),
einen geeigneten Partner von aulRerhalb zu finden, so dal® (wie auch bei Men-
schenfamilien) altere, potentiell reproduktionsfahige Kinder bei ihren Eltern blei-
ben und sich um jangere Geschwister kimmern. lhre eigene Reproduktion tritt
bei diesen Graumullen in den Hintergrund, weil der Bruder fur die Schwester
sexuell nicht attraktiv ist und vice versa (,Inzest-Tabu®) und dartuber hinaus kein
anderer Partner zur Verfugung steht (BURDA 1995). Verhaltensbiologische Ex-
perimente belegen diese Theorie: Nimmt man beispielsweise ein adultes Mann-
chen aus seinem Familienverband heraus und versucht, es mit seiner Schwes-
ter separat zu verpaaren, so gelingt dies aufgrund der individuellen Wiederer-
kennung nicht. Nimmt man allerdings anstelle der Schwester ein dem Mann-
chen unbekanntes Weibchen, so kopulieren die Tiere (auRerhalb der Familien-
struktur) innerhalb kurzester Zeit (CLARKE ET AL. 2001, BURDA, pers. Mitt.).

In der Literatur wird derzeit viel Uber die verhaltens- und neurophysiologi-
schen Grundlagen dieser speziellen Gedachtnisform spekuliert. Das Phanomen
der individuellen Wiedererkennung setzt die Ausbildung eines sozialen Ge-
dachtnisses voraus und beruht auf der Fahigkeit von Tieren, unbekannte Artge-
nossen intensiver zu erforschen als ihnen bereits bekannte (PorPIk and VAN REE
1998): Wiederholte Kontakte mit dem noch unbekannten Tier sind hier forder-
lich. Experimente konnten zeigen, dal die zentrale Gabe von Vasopressin die
Ausbildung eines sozialen Gedachtnisses erleichtert, wogegen die Oxytocin-
applikation je nach Dosis entweder hemmenden oder fordernden Einflu} haben

kann (FERGUSON ET AL. 2000).
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Transgene Mause, denen das Gen zur Oxytocinsynthese fehlt, sind auler-
stande, ein soziales Gedachtnis wie der Wildtyp zu entwickeln. Eine Behand-
lung der Oxytocin-Knock-out (OX -/-)-Mause mit Oxytocin ermdglicht diesen die
Ausbildung ihres sozialen Gedachtnisses, wahrend die Gabe eines OX-
Antagonisten bei Wildtyp-(OX +/+)-Mausen einen amnesieahnlichen Effekt er-
zielt. Diese Erkenntnisse lassen vermuten, dal® zur Auspragung von sozialen
Gedachtnisformen eine definierte Dosis an Oxytocin erforderlich ist. Folgestu-
dien zeigten, dal} vor allem die OX-Expression und die anschlieRende Rezep-
toraktivierung in der medialen Amygdala einen fordernden Einfluf® auf die indi-
viduelle Erkennung hat (FERGUSON ET AL. 2001). Bei Stimulation im Verhaltens-
experiment im Sinne einer forcierten Verpaarung kam es bei Wildtyp-Mausen in
der medialen Amygdala zu einer spezifischen Steigerung des c-Fos-Proteins*,
eines Onkoproteins, welches als Marker fur die Aktivitat von Neuronen genutzt
wird (s.a. NAKAMURA 1999, OELSCHLAGER ET AL. 2000, NEMEC ET AL. 2001,
OELSCHLAGER ET AL. 2002). Die OX-Knock-out-Mause hingegen weisen einen
dramatischen Anstieg der c-fos-Expression im somatosensorischen Kortex und
im Hippocampus auf, was in diesem Zusammenhang mdglicherweise als eine
kompensatorische Verarbeitung von sozialen Reizen in alternativen Zentren zu

verstehen ist (FERGUSON ET AL. 2001).

3. Die Ergebnisse beeinflussende Faktoren

Die immunhistochemischen Markierungen kénnen durch verschiedene Faktoren

beeinflusst werden:

3.1. Methodische Faktoren

Samtliche Experimente wurden unter standardisierten Bedingungen durchge-
fuhrt. Die Perfusionen erfolgten in ahnlichen jahreszeitlichen sowie tageszeitli-
chen Zeitfenstern. Mdgliche Stoérgrofien wie beispielsweise das Dursten der
Tiere, welches mit einer ubermalligen Produktion an antidiuretischem Hormon

(ADH= Vasopressin) einhergeht, galt es zu vermeiden. So hatten die Ratten wie

* Eine Erhéhung des Onkoproteins c-Fos beruht gewdhnlich darauf, dal es aufgrund eines
adaquaten Reizes zu einer Aktivierung und zur Induktion der c-fos-Expression im Zellkern
kommt und das nachfolgend synthetisierte c-Fos-Protein dort kumuliert.
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sonst Futter und Wasser ad libitum, die Graumulle ihr gewohntes wasserreiches
Futter (Kartoffeln, Karotten, Apfel; sie trinken nicht). Im ibrigen wurde sehr dar-
auf geachtet, dal} die Tiere wahrend und nach der Eingewdhnung im Institut
keinen externen Stressoren ausgesetzt waren. Um die Graumullindividuen
quantitativ korrekt miteinander vergleichen zu kdnnen, war es auch zwingend
notwendig, samtliche Inkubationsreihen mit demselben Antikorperserum durch-
zufuhren. Erfahrungen unserer Arbeitsgruppe zeigten mehrfach, daf® Antikor-
perseren aus verschiedenen Flaschchen (vials) desselben Herstellers mit iden-
tischer Lot-Nummer bei identischem immunhistochemischem Protokoll trotzdem

unterschiedlich intensive Markierungen ergeben konnen.

3.2. Zur Problematik der Colchicinbehandlung

Viele Autoren wahlen fur ihre immunhistochemischen Projekte eine Behandlung
der Versuchstiere mit Colchicin, einem Mitosespindelgift. Dieses hat zum Ziel,
die Antigenitat der Zellen kumulativ zu steigern, d.h. Colchicin soll ermdglichen,
selbst Neuronen mit einer diskreten (schwachen) Antigenproduktion zu detek-
tieren (ALONSO 1988). Diese Steigerung der Antigentiat macht man sich bei-
spielsweise bei der Darstellung parvozellularer hypothalamischer oxytocinerger
sowie vasopressinerger Neuronen zu Nutze, die ohne eine Colchicinvorbehand-
lung kaum sichtbar gemacht werden kénnen* (SOFRONIEW 1983).

In dieser Arbeit wurde aus mehreren Grunden auf die Behandlung mit Col-
chicin verzichtet. Entscheidend fur die Planung der Untersuchung war, daf bei
physiologisch intakten und ungestorten Tieren potentiell vorhandene Unter-
schiede in der Verteilung der Neuropeptide nachgewiesen werden sollten. Eine
derart belastende Behandlung wie die intrazerebrale Injektion von Colchicin 24-
48h vor Toétung der Tiere ware fur die Qualitédt der Ergebnisse mit Sicherheit
nachteilig gewesen. Nicht nur der Eingriff stellt eine extreme Stressituation dar
(Narkose, Manipulation, fragliche zerebrale Lasionen), deren Einfluly auf das
peptiderge System nicht abgeschatzt werden kann, sondern auch der Colchicin-

effekt selbst verandert das physiologische Bild nachhaltig. Colchicin als Mito-

* Ausnahmen sind die parvozellularen Oxytocin (OX)- und Vasopressin (VP)-ergen Neuronen
des Nucleus paraventricularis hypothalami und die parvozellularen VP-ergen Neuronen des
Nucleus suprachiasmaticus, die teilweise auch ohne eine Colchicinvorbehandlung immunhisto-
chemisch dargestellt werden kénnen.
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sespindelgift hemmt die Polymerisation von Tubulin zu Mikrotubulin und verhin-
dert den anterograden axonalen Transport (KARROW and LANG 1999). Dies fuhrt
zu einem unphysiologisch hohen Anstieg des Neuropeptidgehalts in den Perika-
ryen. Gleichzeitig entsteht in den Axonen (und den Dendriten) ein entsprechen-
der relativer Mangel. Dieser relative Mangel an Neuropeptiden in den Faser-
bahnen bedingt zwangslaufig auch eine Mangelsituation in den Zielgebieten. Es
laldt sich dartuber spekulieren, ob diese unnatirliche Stoffwechsellage eine Akiti-
vierung von positiven bzw. eine Hemmung von negativen feed-back-
Mechanismen zur Folge hat, doch durfte in jedem Fall eine physiologische Ver-

teilung der Transmitter nicht mehr sicher gewahrleistet sein.

3.3. Geschlechtsdimorphismus

Strukturelle geschlechtsspezifische Unterschiede sind auf fast jeder Ebene des
Saugetier-Gehirns anzutreffen (DEVRIES 1990, DEVRIES and BOYLE 1998). Bei-
spielsweise zeigt bei Wiuhimausen die Quantitat vasopressinerger Fasern im la-
teralen Septum einen signifikanten Geschlechtsdimorphismus (BAMSHAD ET AL.
1993, 1994; WANG ET AL. 1996), dasselbe gilt fur die vasopressinergen Neuro-
nen im Nucleus striae terminalis und in der Amygdala der Ratte (AL-SHAMMA
and DEVRIES 1996). Daher kdme auch beim Graumull eine geschlechtsabhangi-
ge Verteilung der Peptidhormone prinzipiell in Betracht. Der lichtmikroskopische
Vergleich immunmarkierter zerebraler Strukturen bei beiden Geschlechtern er-
gab bei unseren Graumullen allerdings keine geschlechtsspezifischen Auffallig-
keiten. Um gesicherte Aussagen zur Situation bei der Ratte treffen zu kénnen,
war die Zahl der hier untersuchten Tiere allerdings zu gering. Die Frage nach
moglichen geschlechtsabhangigen Unterschieden auf der Ebene der Ultrastruk-
tur kann an dieser Stelle nicht beantwortet werden. Dabei ist allerdings zu be-
rucksichtigen, daly auch bei trachtigen Weibchen, trotz deren endokrinologi-
scher Sonderstellung, keine lichtmikroskopische Abweichung in der OX/VP-

Expression erkennbar war.

3.4. Die neuronale Plastizitat

Dieses Phanomen gilt als eine zerebrale Antwort auf markante Anderungen der

Lebensverhaltnisse von Saugetieren. So bleibt die Fahigkeit zur Reorganisation
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synaptischer Verbindungen prinzipiell auch im adulten Nervensystem erhalten.
Die naturliche Plastizitat der Synapsen wird beispielsweise durch endogene
Faktoren wie saisonale Schwankungen von Sexualhormonen sowie durch
Langzeit-Anpassungen der neuronalen Aktivitat, etwa nach dem Verlust eines
Sinnesorgans, beeinflufl3t. Lasionen im Bereich von Afferenzen und Efferenzen
sowie die dauerhafte Applikation von zerebral wirksamen Medikamenten oder
Hormonen verandern die neuronale Plastizitat kinstlich. Daher besteht sowohl
fur das vasopressinerge als auch fur das oxytocinerge System die Moglichkeit
der Modulation durch endogene und/oder exogene Einflusse. Unter Dehydrata-
tion, bei Trachtigkeit sowie wahrend der Geburt und der Laktationszeit zeigen
Saugetiere morphologische Veranderungen in der Ultrastruktur magnozellularer
hypothalamischer Neuronen. Die Perikaryen und ihre Dendriten vergroRern sich
(DyBALL and GARTEN 1988), im Gegenzug ziehen sich Gliazellen zurick, um ei-
ne vermehrte Kontaktaufnahme und die Bildung axo-somatischer Synapsen mit
umliegenden neuronalen Strukturen zu erleichtern (THEODOSIS and POULAIN
1992). Veranderungen dieser Art treten erst mit einer Latenz von etwa vierzehn
Tagen auf und nach Absetzen des Stimulus gehen sie nur langsam wieder zu-
rick. In unserem Fall waren streRbedingte Abweichungen von den physiologi-
schen Verhaltnissen bzw. Modulationen im oxytocinergen sowie im vasopressi-
nergen System der Ratten und Graumulle angesichts der standardisierten art-
gerechten Haltungsbedingungen eher unwahrscheinlich. Die Ratten wurden
einzeln gehalten und die etablierte Familienstruktur der Graumulle, ein fir eu-
soziale Saugetiere besonders wichtiges Faktum, bis zum Zeitpunkt ihrer Totung

beibehalten.

4. Oxytocin und Verhalten

Untersuchungen an mannlichen Rattengehirnen demonstrieren, dal3 emotiona-
ler Stress zu einer signifikanten Steigerung der Oxytocin- Konzentration im Nuc-
leus supraopticus und im ventrolateralen Teil des Hypothalamus sowie im me-
diolateralen Septum flhrt (EBNER ET AL. 2000). Die Oxytocin-Blutplasmaspiegel
hingegen bleiben davon unbeeinflusst (ENGELMANN ET AL. 1999). Die Freiset-
zung von Oxytocin wird, je nachdem, ob periphere oder zentrale Effekte er-

wulnscht sind, unterschiedlich reguliert. Wahrend die Zusammenhange noch
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nicht bis ins Detail geklart sind, wird vermutet, dal} die topographischen und
zeitlichen Sekretionsmuster des Hypothalamus auf unterschiedlichen zentralen
Ebenen von neuronalen Schaltkreisen kontrolliert werden, um so eine der Situa-
tion angemessene Peptidantwort zu gewahrleisten (ENGELMANN ET AL. 1999,
EBNER ET AL. 2000).

Oxytocin, oft auch als ,Liebeshormon® bezeichnet, wird in weiblichen Pra-
riewuhimausen vor allem wahrend der Paarung freigesetzt und fuhrt zu zentra-
len Veranderungen, die das Weibchen an seinen Partner binden (YOUNG ET AL.
1998; CUSHING and CARTER 1999a; CARTER 2003). DarlUber hinaus ist die Sekre-
tion von Oxytocin bei einem Muttertier unter der Geburt an der Initiation des
mutterlichen Verhaltens beteiligt, insbesondere dann, wenn der Lebensraum
harsch und flrsorglichem Brutpflegeverhalten nicht forderlich ist (KENDRICK
2000, INSEL ET AL. 2001). Neurobiologisch gesehen spielt bei der Auspragung
von mutterlichem Verhalten die Gesamtmenge an sezerniertem Oxytocin eine
entscheidende Rolle und neuroanatomisches Korrelat sind (ultra-) strukturelle
Veranderungen im Nucleus paraventricularis hypothalami (GIOVENARDI ET AL.
1997). latrogene Lasionen dieses Nucleus (intrahypothalamische Saureinjekti-
on) oder eine plétzliche Reduktion der Gesamtmenge des sezernierten Oxyto-
cins durch applizierte Antagonisten verstarken bei Rattenmuttern aggressives
Verhalten. Allerdings sind diese Verhaltensweisen nur fur ca. funf Tage post
partum provozierbar, wenn physiologischerweise ohnehin schon ein hohes Ag-
gressivitatspotential besteht. Rattenweibchen, die sich in einer Phase niedriger
Aggressivitat befinden (achtzehn Tage post partum), zeigen auf die iatrogene
Schadigung des Nucleus paraventricularis hypothalami keine derartigen Effekte
(GIOVENARDI ET AL. 1998).

Ob sich dieses Modell auch auf menschliche Verhaltensweisen tbertragen
laldt und moglicherweise die Unfahigkeit einer Mutter, eine emotionale Bindung
zu ihrem Kind aufzubauen, erklaren kann, soll an dieser Stelle nicht bewertet
werden. Derzeit ist kein genetischer Defekt bekannt, weder im Oxytocin-Gen
noch im Oxytocin-Rezeptorgen, dem eines der oben beschriebenen Fehlverhal-
ten zu Grunde liegen konnte.

Experimentell-genetische Studien zeigen, dal® mannliche Mause mit iatro-
gen inaktiviertem Oxytocin-Gen kein soziales Gedachtnis ausbilden, d.h. sie er-

kennen einen ihnen bereits ,bekannten” Artgenossen nicht wieder (FERGUSON
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ET AL. 2000). Zusatzlich sind diese gendefekten Mause gegenuber eindringen-
den Artgenossen aggressiver als Mause mit intaktem Genom (WINSLOW ET AL.
2000) (vgl. Kapitel VI.2.). Ob und welches soziale Fehlverhalten als genetisch
determiniert gelten darf und ob die Ubertragung einer solchen ,Sprachregelung*
auf den Menschen sinnvoll ist, die eine wissenschaftlich verbramte Verabschie-
dung von der Verantwortung fur das eigene Verhalten anderen gegenuber mit
sich bringen wurde, kann an dieser Stelle nicht beurteilt werden.

Monogame Saugetiere wie beispielsweise Prariewlihimause (Microtus och-
rogaster), die sich lebenslang physisch wie geographisch an ihren Partner bin-
den, zeigen im Vergleich mit nicht-monogam lebenden Bergwihimausen (Mi-
crotus montanus) und unabhangig vom Geschlecht in limbischen und hypotha-
lamischen Regionen eine vermehrte Anzahl von OX-Rezeptoren. Phanotypisch
gesehen ist das innerartliche Aggressionspotential der Prariewlihimause deut-
lich niedriger als jenes der Bergwuhimause.

Das Peptidhormon Oxytocin scheint, vereinfacht dargestellt, an der Ausbil-
dung sozialer Kontakte mitbeteiligt zu sein (CARTER 2003). Eine zusatzliche
Stimulation der betreffenden Hirnstrukturen kommt wahrscheinlich durch die
Kooperation von Oxytocin mit opioiden Peptiden (v.a. R-Endorphinen) zustande,
deren Konzentrationen bei Ausbildung sozialer Bindungen in den Belohnungs-
zentren des ZNS ansteigen (BIRBAUMER and SCHMIDT 1996). In der Tat modulie-
ren auch endogene Opioide bindungsbezogenes Verhalten. Beispielsweise
werden bei Affen wahrend der Korperpflege R-Endorphine ausgeschuttet
(KEVERNE ET AL. 1989); ein ahnliches Phanomen beobachtet man bei Mutter-
Kind-Beziehungen (NELSON and PANKSEPP 1998). Es wird angenommen, dafl
die Vermittlung von Sozialverhalten eng mit der Expression endogener ,beloh-
nender Opioide verknupft ist (YOUNG ET AL. 2001).

5. Vasopressin und Verhalten

Vasopressin hat neben seinen peripheren Wirkungen wie der Aufrechterhaltung
von Blutvolumen und -osmolaritat noch zentrale Effekte wie die Stimulation der
ACTH-Sekretion und die Modulation von Verhaltensweisen. Einige Wirkungen
des Vasopressins, vor allem jene, die das Verhalten von Saugetieren beeinflus-

sen, sind den Effekten des Oxytocins entgegengesetzt. So provozieren bei
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mannlichen Ratten Vasopressin-Injektionen in das laterale Septum oder in die
Amygdala aggressives Verhalten (KOOLHAAS ET AL. 1998). Am Beispiel des
Goldhamsters (FERRIS 2000) konnte gezeigt werden, dal} die Auspragung von
aggressivem Verhalten an die Interaktion zwischen dem vasopressinergen und
dem serotoninergen System geknupft ist. Vasopressin wird wahrend aggressi-
vem Verhalten vermehrt freigesetzt und entfaltet seine Wirkung uber den Vi;-
Rezeptor; Serotonin dagegen dampft Uber den 5-HTa-Rezeptor die Effekte des
Vasopressins (FERRIS 2000). In ahnlicher Weise zeigen endokrinologisch-
psychologische Untersuchungen von Menschen mit Aggressions- und Person-
lichkeitsstérungen eine Aktivitatsminderung im zerebralen Serotoninsystem,
was moglicherweise als ein Kriterium bei der wissenschaftlichen Erklarung pa-
thologisch erhdhter Aggressionspotentiale gelten kann (COCCARO ET AL. 1998).

Obwohl weibliche Prariewidhimause deutlich weniger aggressiv sind als
mannliche Individuen, zeigen die Weibchen nach Applikation von Vasopressin
vermehrt aggressives Verhalten, was durch die Gabe eines Vis-
Rezeptorantagonisten aufgehoben wird (STRIBLEY and CARTER 1999). Bei der
mannlichen Prariewlhlmaus fuhrt Vasopressin nach der Kopulation neben einer
Steigerung der Aggressivitat gegentber Eindringlingen zu einer intensiven Bin-
dung an seine Partnerin (WANG ET AL. 1998), weshalb Vasopressin oft auch als
.Eifersuchtshormon® bezeichnet wird. Mdglicherweise besteht hier ein Zusam-
menhang zwischen einem erhdhten Aggressionspotential und den Konzentrati-
onen von Vasopressin und dem vermehrt zirkulierenden Testosteron (RUSSELL
2002), da die Vasopressin-Expression unter anderem von mannlichen Sexu-
alsteroiden abhangig ist (DE VRIES and MILLER 1998). Es ist dennoch erstaun-
lich, daly zwei auf den ersten Blick gegensatzliche Verhaltensweisen wie die
vehemente Vertreibung von Eindringlingen und intensives Paarbindungsverhal-
ten Uber ein und dasselbe Hormon generiert werden (RUsSSeLL 2002, WINSLOW
and INSEL 2004).

An dieser Stelle mul3 jedoch betont werden, daf® neurobiologische Untersu-
chungen zur Modulation von Sozialverhalten oftmals an einer einzelnen Tierart
erfolgen und dal} die Effekte der Transmitter daher im artspezifischen Kontext
gesehen werden sollten. Beispielsweise steigert Vasopressin die Aggressivitat
von mannlichen monogam lebenden Prariewuhimausen untereinander und for-

dert gleichzeitig das gegengeschlechtliche Bindungsverhalten (s.0.), wogegen
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Vasopressin bei promiskuitiv lebenden mannlichen Bergwuhimausen keinerlei
Beeinflussung des Verhaltens zeigt (YOUNG ET AL. 1997). Diese Beobachtungen
legen die Vermutung nahe, dal® Vasopressin zwar einen EinfluR auf die Regula-
tion von soziosexuellem Verhalten hat, dieser allerdings von der sozialen Orga-

nisation (monogam versus promiskuitiv) der jeweiligen Spezies abhangt.

6. Speziesunterschiede in der Verteilung von Oxytocin- und Vasopressin-

Rezeptoren

Die zentralen Effekte von Oxytocin und Vasopressin werden Uber G-Protein-
assoziierte Rezeptoren vermittelt. Es ist bislang nur ein einziger Oxytocin-
Rezeptor (OX-R) bekannt, der zentral (Gehirn) und peripher (Uterus, Brustdru-
se) vorkommt. Beim Vasopressin-Rezeptor unterscheidet man drei strukturell
und pharmakologisch divergierende Subtypen (V1a-R, Vip-R, V2-R). Der Vi,-
und der V1,-Rezeptor werden im ZNS exprimiert, wobei der Grof3teil der verhal-
tensmodulatorischen Effekte dem V1,-Rezeptor zugeschrieben werden (YOUNG
ET AL. 1997). Vergleichend-neuroanatomische Studien ergaben deutliche Spe-
ziesunterschiede im Verteilungsmuster von OX-R und V,-Rezeptoren (INSEL
and SHAPIRO 1992). Die monogam lebenden Prariewthlmause (Microtus ochro-
gaster) und Kiefernwlihlmause (Microtus pinetorum) zeigen eine ahnliche Ver-
teilung der OX- und V,-Rezeptoren, die sich von jener der promiskuitiv leben-
den Bergwuhlmause (Microtus montanus) und Wiesenwuhlmause (Microtus
pennsylvanicus) trotz des nahen Verwandtschaftsgrades deutlich unterschei-
den. Solche Unterschiede in der Verteilung und Dichte der OX- und V.-
Rezeptoren bei den einzelnen Spezies sind eine plausible Erklarung fur die ver-
schiedenen Hormoneffekte. Moglicherweise korreliert das topographische Vor-
kommen der Rezeptoren mit der sozialen Organisation einer Spezies (INSEL ET
AL. 1994, YOUNG 1999). Unterschiede im Verteilungsmuster der Rezeptoren bei
nahverwandten Spezies wiederum sind wahrscheinlich auf Mutationen in regu-
latorischen Elementen des kodierenden Rezeptorgens zuruckzufuhren. Aller-
dings ist die Beziehung zwischen der topographischen Rezeptorverteilung und
dem Sozialverhalten nicht zwingend (YOUNG 1999). Offenbar sind die Zusam-
menhange sehr komplex, da Untersuchungen gezeigt haben, dal} nicht nur die

Rezeptorverteilung zwischen den Spezies variiert, sondern zusatzlich auch die
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Regulation der Rezeptorexpression durch geschlechtsspezifische Sexualsteroi-
de moduliert wird (CARTER 2003). Bei weiblichen Ratten beispielsweise induziert
ein hoher Ostrogenspiegel die Up-Regulation von OX-R im Nucleus ventrome-
dialis (VMN; JOHNSON ET AL. 1991). In weiblichen Prariewtuhlmausen, deren
Ostrus durch Pheromone induziert wird und bei welchen es erst nach der Kopu-
lation zur Ovulation kommt, beeinfluRt Ostrogen die OX-R-Bildung im VMN
nicht (WITT ET AL. 1991). Da beim Graumull (iber die Vorgange beim Ostrus
kaum etwas bekannt ist und die Ovulation héchstwahrscheinlich durch wieder-
holte Kopulationen provoziert/induziert wird (WILLINGSTORFER ET AL. 1998), kann
uber die Anwendung der oben beschriebenen Beobachtungen auf diese Spe-

zies nur spekuliert werden.

7. Paarungsstrategien und Umwelteinflisse

Okologische Faktoren wie das Klima, die GréRe des Lebensraums und die Ver-
fugbarkeit von Ressourcen sollen das Paarungsverhalten regulativ beeinflussen
(FAULKES ET AL. 1997). Physiologische Mechanismen, die verschiedene Paa-
rungsstrategien erklaren, konnten jedoch bislang noch nicht nachgewiesen
werden. Die Arbeitsgruppe um Bruce S. Cushing (CUSHING ET AL. 2000) unter-
suchte an zwei Populationen von Prariewihimausen (Microtus ochrogaster) in
Kansas (KS) bzw. lllinois (IL), inwieweit die Neuropeptidhormone Oxytocin und
Vasopressin an der Regulation von Paarungsstrategien beteiligt sind. Der Le-
bensraum der beiden Populationen unterscheidet sich deutlich: In Kansas (KS)
ist es trockener und die Ressourcen sind wesentlich limitierter als in lllinois (IL).
Diese beiden Populationen eignen sich somit hervorragend als Modell, um
mogliche physiologische Zusammenhange zwischen Umwelt, Verhalten und
endokrinologischen Faktoren zu erkennen. Prariewuhimause zeigen allgemein
ein gehobenes Niveau an Sozialverhalten mit Monogamie und biparentaler Ver-
sorgung der Nachkommenschaft. Ein wirklich hohes Mal} an Sozialitat wird je-
doch nur bei der Population IL angetroffen (BOONSTRA ET AL. 1993, ROBERTS ET
AL. 1998, CUSHING ET AL. 2001); die Population KS hingegen zeigt anstelle der
monogamen Verhaltensweisen polygame Zige sowie ein hoheres Aggres-
sionspotential (GAINES ET AL. 1985). Die Annahme, dal3 ein harsches Klima und

die damit verbundene Ressourcenknappheit monogame Familienstrukturen for-
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dern, scheint damit widerlegt. Aufgrund dieser Beobachtungen wurde stattdes-
sen die Hypothese aufgestellt, dal? das Hormon Vasopressin, welches bei
Wassermangel vermehrt ausgeschuttet wird, als eine Art von ,Umwelt-Indikator”
die potentiellen Bedingungen fur die Nachkommenschaft und somit die Wahr-
scheinlichkeit einer ,erfolgreichen“ Reproduktion vorhersagen hilft (CUSHING ET
AL. 2001) und der Faktor , Trockenheit des Lebensraums® die intraspezifisch di-
vergierenden Familienstrategien erklaren konnte (ROBERTS ET AL. 1998). Das
wulrde bedeuten, je hdher die Vasopressin-Expression, desto trockener ist der
Lebensraum und desto schlechter sind die Lebensbedingungen fur die Nach-
kommenschaft, d.h. umso mehr Reproduktionsversuche missen, egal mit wel-
chem Partner, unternommen werden, um ausreichend Nachwuchs zu zeugen.
Diese Hypothese scheint, rein formal gesehen, auf den Graumull nicht zuzutref-
fen, da er zwar in Trockengebieten lebt, nicht trinkt, dabei aber ahnliche Zahlen
an VP-ergen Neuronen aufweist wie die Ratte (s. Tab. 47, 48). Er nutzt dem-
nach eine alternative Strategie (Eusozialitat), um eine moglichst optimale An-
passung an trockene (xerobiotische) Lebensraume zu erzielen.

Vergleicht man in diesem Zusammenhang verschiedene Spezies bezlglich
der OX- und VP-Rezeptoren, so zeigt sich, dall zwischen Prariewlihlmausen
(Microtus ochrogaster, monogam lebend) und Bergwihlmausen (Microtus mon-
tanus, polygam lebend) ein signifikanter Unterschied im Verteilungsmuster der
OX- bzw. VP-Rezeptoren besteht (INSEL ET AL. 1994, YOUNG 1999). Dagegen
weisen die beiden oben genannten Populationen (IL, KS) der Prariewthlimaus
(Microtus ochrogaster) hierin keine intraspezifischen Unterschiede auf, obwonhl
sie sich in der Strategie ihres Sozialverhaltens unterscheiden (CUSHING ET AL.
2001).

Die wahren Zusammenhange zwischen oOkologischen Faktoren und dem
Paarungs- sowie Sozialverhalten sind bislang nicht eindeutig geklart; so besetzt
beispielsweise die Baumwollratte (Sigmodon hispidus) eine ahnliche 6kologi-
sche Nische wie die Population IL von Microtus ochrogaster und lebt trotzdem
polygam (BOONSTRA ET AL. 1993). Mdglicherweise spielen hier weitere, vielleicht
sogar noch unbekannte Faktoren eine Rolle. Auch gibt es inzwischen Hinweise
darauf, dal3 die Auspragung von sozialen Familienstrukturen eher phylogene-

tisch, d.h. durch Verwandtschaft, als 6kologisch bedingt ist (PORGES 2001).
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Umweltbedingungen sind also moéglicherweise weniger am Auftreten monoga-

mer Verhaltensweisen beteiligt als bisher angenommen (Burda, pers. Mitt.).

8. Angewandte Aspekte aus medizinischer Sicht

Erkenntnisse aus dem Bereich der neuro- und verhaltensbiologischen Grundla-
genforschung sind aus medizinischer Sicht vor allem fir neue therapeutische
Ansatze bei Menschen mit neurologischen und psychiatrischen Erkrankungen
von grof3em Interesse. Hier existieren viele Spekulationen Uber Zusammenhan-
ge zwischen Veranderungen im zentralen Oxytocin- bzw. Vasopressin-System
und der Psychopathologie von Patienten. Im Liquor cerebrospinalis von Patien-
ten mit Schizophrenie, Anorexie, Fettleibigkeit, Depression, Alkoholismus, Mor-
bus Alzheimer und Morbus Parkinson kdnnen von der Norm abweichende Kon-
zentrationen an Vasopressin und/oder Oxytocin beobachtet werden (FRANK ET
AL. 2000, SILVA ET AL. 2002); die funktionelle Bedeutung dieser Abweichungen
ist allerdings bislang noch ungeklart (MAZUREK ET AL. 1987, DEMITRACK ET AL.
1989, LEGROS ET AL. 1993). Auch die biologischen Korrelate des Autismus, einer
frihkindlichen Fehlentwicklung, die durch Kontaktstoérungen, selbst verursachte
Isolation von der Umwelt und zwanghaftes Verhalten gekennzeichnet ist, sind
bislang wenig verstanden. In Tierstudien konnte immerhin demonstriert werden,
dal die Nonapeptide Vasopressin und Oxytocin das spezifische Sozialverhal-
ten, die Kommunikation und Paarungsrituale essentiell beeinflussen (INSEL ET
AL. 1999, FERGUSON ET AL. 2002): Beispielsweise zeigen Studien, dal’ juvenile
Oxytocin-Knockout (OX-KO)-Mause im Vergleich zum Wildtyp deutlich weniger
Kontaktlaute von sich geben, wenn sie von ihren Muttern getrennt werden.
Adulte OX-KO-Mause zeigen sich deutlich aggressiver und weniger angstlich
als ihre Kontrollgruppe. Diese Zusammenhange lassen daran denken, daf® an
der Auspragung des Autismus mdglicherweise strukturelle und/oder physiologi-
sche Veranderungen im zentralen Oxytocin- und/oder Vasopressin-System be-
teiligt sein konnten. Man geht heute davon aus, da® dem Autismus u.a. ein ge-
netischer Defekt zugrunde liegt: Mutationen im Bereich der Peptide und/oder
deren Rezeptoren konnten eventuell Veranderungen im Wirkungsgefiige von

Oxytocin und Vasopressin bedingen (INSEL ET AL. 1999) und waren dann mit
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Abnormitaten im emotionalen Verhalten assoziiert (WINSLOW ET AL. 2000, BALES
ET AL. 2004, YAMAMOTO ET AL. 2004).

Wahrend die Autismus-Hypothese mit den daraus scheinbar zwingend re-
sultierenden Therapiemdglichkeiten in der Literatur kontrovers diskutiert wird,
sollten entsprechende Hinweise aus der Grundlagenforschung konsequent fir
klinische Studien und neue pharmakologische bzw. neurobiologische Ansatze
zur Therapie solcher neuropsychiatrischen Erkrankungen genutzt werden (INSEL
ET AL. 1999, YOUNG 2002).

9. Schlussfolgerungen und Ausblick

Die oben erwahnten Studien belegen die Bedeutung von Neuropeptiden fur das
Sozialverhalten von Saugetieren. Mutationen in den Regulatorregionen des OX-
bzw. des VP-Rezeptorgens bedingen Veranderungen im Expressionsmuster
der Rezeptoren, die bei der Entwicklung von Variationen im Sozialverhalten von
Bedeutung sein konnten.

Die in der vorliegenden Arbeit intraspezifisch am Graumull ermittelten Er-
gebnisse beziehen sich lediglich auf die Expression der Peptide Oxytocin und
Vasopressin. Dabei waren innerhalb der Graumulle weder qualitative noch
quantitative Unterschiede offenkundig. Die Hypothese, dal® eusoziales Verhal-
ten und die damit verbundene Inzestvermeidung weder durch hormonelle Sup-
pression noch durch genetisch determinierte Kasten bedingt sind, sondern viel-
mehr auf dem Phanomen der sozialen Wiedererkennung basieren, wird durch
das Fehlen von neuroanatomisch-immunhistochemischen Unterschieden un-
termauert. Im Gegensatz dazu konnte beim Graumull ein prinzipiell bei allen
Familienmitgliedern gleichartig entwickeltes Oxytocin/Vasopressin-System ver-
mutet werden, welches die individuelle Erkennung der Tiere untereinander und
damit die Eusozialitat als Lebensform ermdglicht.

Aussichtsreiche Folgeuntersuchungen sollten an solitar lebenden Sandgra-
bern (Georhynchus, Heliophobius), aber auch an den durch ihre Konigin
supprimierten Nacktmullen (Heterocephalus) durchgefuhrt werden, um zu erfah-
ren, inwieweit sich dort intraspezifische morphologisch/immunhistochemische
Unterschiede nachweisen lassen. Im interspezifischen Vergleich ware interes-

sant zu wissen, inwieweit sich die erstmals beim Graumull beschriebene oxyto-
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cinerge Neuronenpopulation im Corpus mamillare auch bei anderen potentiell
eusozialen Tieren (Prariewlhlmaus, Microtus ochrogaster) nachweisen lafdt. Ein
ausschlieRliches Auftreten dieser Oxytocinexpression im Mamillarkorper bei eu-
sozialen Saugetieren ware, neben der Bestatigung unserer Ergebnisse an einer
anderen (potentiell) eusozialen Spezies, ein interessanter Hinweis auf die mog-

liche Bedeutung dieser Neuronen fur das Sozialverhalten insgesamt.



Eva Valesky Zusammenfassung 161

VIl. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wird die Expression der Nonapetide Oxytocin und
Vasopressin im Zentralnervensystem der Ratte, Rattus rattus und des afrikani-
schen Graumulls, Cryptomys anselli, mit immunhistochemischen Methoden un-
tersucht. Bei Saugetieren allgemein werden Oxytocin (OX) und Vasopressin
(VP) in separaten Populationen magnozellularer Neuronen des Hypothalamus
synthetisiert (Nucleus paraventricularis hypothalami, Nucleus supraopticus und
die weitverstreuten akzessorischen magnozellularen neurosekretorischen Zel-
len). Uber axonalen Transport gelangen die Hormone hauptséchlich in die Neu-
rohypophyse und werden von dort in das Blutgefallsystem ausgeschuttet. Ne-
ben allgemein bekannten peripheren Wirkungen wie beispielsweise der Uterus-
kontraktion (Oxytocin), der Milchejektion (Oxytocin) und der Homodostase des
Wasserhaushalts (Vasopressin) werden den beiden Hormonen auch wichtige
zentrale Effekte wie die Beeinflussung von Sozialverhalten, Partnerwahl, Ag-
gression etc. zugeschrieben, wobei sie als hypothalamische Neurotransmitter
fungieren.

Als ein subterranes, eusoziales Saugetier zeigt der Graumull eine unge-
wohnliche (eusoziale) Familienstruktur: Die Tiere leben in groRen Familien, wo-
bei ein einziges Weibchen mit seinem Partner fur die gesamte Nachkommen-
schaft sorgt. Die Jungtiere verweilen ihr gesamtes Leben bei den Eltern, meist
ohne selbst zur Reproduktion zu kommen, und kimmern sich u.a. um ihre jun-
geren Geschwister. Verhaltensbiologische Analysen konnten zeigen, dal3 im
Gegensatz zum Nacktmull (Heterocephalus glaber) bei Cryptomys anselli we-
der Pheromone noch dominant-aggressives Verhalten der ,Konigin“ zu einer
sexuellen Suppression der Nachkommen fihren.

Parallel zum Graumull wird die Ratte als ein in der Neurobiologie und Ver-
haltensphysiologie gut erforschter ,Standardorganismus® immunhistochemisch
untersucht. Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich zuerst mit der Frage, ob und
inwieweit bei Ratten und Graumullen die jeweilige soziale Organisation mit dem
Muster der Transmitterexpression von Oxytocin und Vasopressin korreliert.
Desweiteren ist von besonderem Interesse, ob sich die einzelnen Angehorigen

der Graumull-Familien mit ihrem jeweiligen individuellen sozialen Status auch
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bezlglich der Verteilung und Quantitat der beiden Transmitter unterscheiden.
Auf dieser Grundlage wurden insgesamt vierzehn Graumulle und vier Ratten
auf die Oxytocin- und Vasopressin-Expression im Zentralnervensystem hin

untersucht.

Die vorgestellten immunhistochemischen Befunde an der Ratte und am
Graumull entsprechen prinzipiell der in der Literatur beschriebenen Expression
von Oxytocin und Vasopressin im Nucleus paraventricularis hypothalami, im
Nucleus supraopticus sowie in den weit verbreiteten akzessorischen magnozel-
lularen neurosekretorischen Neuronen im Hypothalamus anderer Saugetiere.
Bei Cryptomys ergab weder die qualitative noch die quantitative infraspezifische
Analyse der immunreaktiven OX- und VP- Neuronen signifikante Unterschiede
zwischen Individuen unterschiedlicher sozialer Stellung. Dagegen weist der
Graumull im Vergleich mit der Ratte und anderen daraufhin bearbeiteten Sau-
gern bisher nicht bekannte qualitative Unterschiede im oxytocinergen System
auf, wobei unsere Befunde an der Ratte weitgehend mit der vorhandenen Lite-
ratur Ubereinstimmen: Eine magnozellulare Neuronen-population im Corpus
mamillare, welche auch in der Routinefarbung (Kresylechtviolett) erkennbar ist,
zeigt bei den Graumullen eine Oxytocin-Expression, nicht aber bei den Ratten.
In der Literatur ist flr diese Neuronenpopulation bis dato nur die Expression von
GABA beschrieben worden, nicht aber ihr oxytocinerger Charakter. Darutber
hinaus ist eine bei der Ratte auffallige Gruppe akzessorischer magnozellularer
und oxytocinerger Neuronen, der Nucleus commissuralis anterior der Ratte,
beim Graumull weder in der Routinefarbung noch immunhistochemisch nach-
weisbar. Als ein weiterer Unterschied ist die Expression von Oxytocin in der
Area hypothalamica lateralis bei der Ratte sehr viel dichter als beim Graumull,
ein Merkmal von potentiell qualitativem Charakter.

Der interspezifische Vergleich (Ratte-Graumull) ergab also eine potentiell
neue Population Oxytocin-exprimierender Neuronen fur den Graumull, nicht
aber fur die Ratte. Es ware denkbar, dal} tber diese neu entdeckte oxytocin-
erge, aber nicht vasopressinerge Expression/Population mamillarer Neuronen
innerhalb des limbischen Systems Projektionen in den Neokortex das Sozial-
verhalten der Graumulle beeinflussen kdnnen. In der Zukunft gilt es zu prufen,

ob diese Neuronenpopulation mit ihrer Oxytocin-Expression auch in anderen
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Saugetieren inklusive anderen eusozialen Spezies vorkommt. Das Fehlen des
Nucleus commissuralis anterior (CoA) beim Graumull beruht hingegen wahr-
scheinlich nur auf strukturellen Unterschieden zwischen den Gehirnen von Rat-
ten und Graumullen.

Die hier vorgelegten Analysen lassen vermuten, dal} innerhalb der eusozia-
len Graumulle weder das Geschlecht noch der Reproduktionsstatus oder das
Alter eines Tieres nennenswerten Einflul} auf die topographische Verteilung und
die Zahl der Oxytocin und Vasopressin exprimierenden Neuronen hat. Dieser
Befund scheint die Hypothese zu stitzen, dall non-reproduktive Graumulle we-
der durch genetische Faktoren noch durch dominantes Verhalten der Konigin
oder durch Pheromone hormonell supprimiert sind. Die Inzestvermeidung durfte
vielmehr auf dem Phanomen der individuellen Wiedererkennung der Tiere un-
tereinander beruhen und auf der Tatsache, dald Familienangehorige (mit Aus-
nahme der besonderen Beziehung zwischen den beiden reproduktiven Tieren)
fureinander sexuell unattraktiv sind. Am Ende dieser Arbeit stehen Uberlegun-
gen zur funktionellen und klinischen Bedeutung von Oxytocin und Vasopressin
im Hinblick auf neurobiologische und verhaltensbiologische Stérungen sowie zu
dem Problem, da® am Tiermodell gewonnene Daten und Schlussfolgerungen
nur mit groRer Vorsicht auf die Situation beim Menschen Ubertragen werden

sollten.
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VIIl. Summary

This thesis analyses the expression of oxytocin (OX) and vasopressin (VP)
nonapeptide hormones in the brains of rats (Rattus rattus) and African or com-
mon mole-rats (Ansell’s mole-rat, Cryptomys anselli) using immunohistochemi-
cal methods. In mammals, generally, oxytocin and vasopressin are synthesized
in different populations of magnocellular hypothalamic neurosecretory cells, the
perikarya of which are located in the paraventricular nucleus, the supraoptic nu-
cleus and the widespread accessory magnocellular neurosecretory cells. Via
axonal transport these neuropeptides are mainly transferred to the posterior
lobe of the pituitary where they are released into the circulatory system. Apart
from more “classical” peripheral functional implications (e.g., oxytocin facilitating
child delivery and maternal breastfeeding behaviour vs. vasopressin regulating
blood volume and salt concentration), these peptides play an important role as
hypothalamic neurotransmitters by modulating social behaviour, partner prefer-
ence, aggression etc..

Common mole-rats (Cryptomys) are subterranean and eusocial and thus
show an exceptional family structure. These animals live in large families, each
consisting of a single breeding pair and non-reproductive offspring. The young
animals remain in the parental nest for their whole life and most of them never
reproduce but, among other things, take care of their younger siblings. Behav-
ioural studies show that, in contrast to the situation in the naked mole-rat (Het-
erocephalus glaber), neither pheromones nor aggressive behaviour of the
“‘queen” are responsible in African mole-rats for the sexual suppression of their
offspring.

In parallel to common mole-rats, the laboratory rat (Sprague-Dawley) is in-
vestigated immunohistochemically as a well-known reference animal in neuro-
biological and behavioural research. This thesis primarily deals with the ques-
tion whether and to what extent the mode of social organisation in rats and
mole-rats correlates with the expression pattern/topography of OX and VP as
transmitters in hypothalamic neuron populations. Special attention is given to
the comparison of individuals among different Cryptomys families and to the

question whether the single members of mole-rat families with their individual
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social rank also differ in the distribution and quantity of the two transmitters. As
a whole, we analysed brains of fourteen common mole-rats (Cryptomys anselli)
and four rats (Sprague-Dawley).

The results of our immunohistochemical studies, in principle, correspond
with the expression of oxytocin and vasopressin in the hypothalamic paraven-
tricular nucleus, the supraoptic nucleus, and in the widespread accessory mag-
nocellular neurosecretory neurons throughout the hypothalamus reported in the
literature on other mammals. In Cryptomys neither the qualitative nor the quanti-
tative intraspecific analysis of immunoreactive OX and VP neurons reveal any
significant differences among individuals of different social rank. Comparison
between mole-rats and rats (and other mammals investigated so far), however,
demonstrate qualitative differences, with our findings in the rat being largely
consistent with the extant literature: A population of magnocellular neurons lo-
cated in the mammillary complex which were also detected in cresyl violet,
shows oxytocin expression in Cryptomys but not in rat. In the literature, these
neurons are known to synthesize GABA, but their oxytocinergic character has
never been demonstrated before. Moreover, one prominent group of accessory
magnocellular neurons, the anterior commissural nucleus in the rat, being com-
posed of oxytocinergic neurons, is not present in Cryptomys (neither in cresyl
violet nor in OX- or VP-labelled sections). As an additional difference between
the two rodent species, the lateral hypothalamic area showed a much higher
concentration of oxytocinergic neurons in rat than in mole-rats, a feature of po-
tentially qualitative significance.

Interspecific comparison (Rattus, Cryptomys) thus revealed a potentially
new population of oxytocin-immunoreactive neurons in the mammillary complex
exclusively for Cryptomys anselli. It seems possible that this “new” oxytocinergic
(but not vasopressinergic) expression/population of mammillary neurons, being
part of the limbic system, are able to modulate social behaviour in Cryptomys
via projections into the neocortex. Further studies will have to prove the consis-
tency of our results in other mammals including eusocial species. The absence
of the anterior commissural nucleus (CoA) in Cryptomys is probably based on
mere structural differences between the brains of rats and mole-rats.

The analyses presented here suggest that in eusocial mole-rats (Cryptomys

anselli) neither sex, reproductive state nor the age of an animal has a significant
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influence on the topographical distribution and number of oxytocinergic and
vasopressinergic neurons. Our results seem to confirm the hypothesis that, in
Cryptomys anselli, non-reproductive family members are neither suppressed by
genetic factors nor by dominant, aggressive behaviour of the reproductive fe-
male or by pheromones. Incest avoidance in eusocial common mole-rats more
likely is caused by individual recognition and by he fact that family members
(with the exception of the special bond between the reproductive animals) are
sexually unattractive for each other. Finally, this thesis presents some reflec-
tions on the functional and clinical significance of oxytocin and vasopressin with
regard to neurobiological and behavioural disorders and the problem that only
with great care data and interpretations can be transferred from the animal

model to the human.
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IX. Anhang

1. Liste samtlicher Abklirzungen

* Gefallanschnitte

3V Ventriculus tertius

4V Ventriculus quartus

ABC Avidin-Biotin-Peroxidase-Complex

ac Commissura anterior

ADH Antidiuretisches Hormon (=Vasopressin)

AHA Area hypothalamica anterior

APit Adenohypophyse

APT Nucleus pretectalis anterior

ar Radiatio acustica

Arc Nucleus arcuatus (syn. Nucleus infundibularis)
BNST Nucleus striae terminalis (bed nucleus of stria terminalis)
BSA bovines Serumalbumin

cc Corpus callosum

cm Corpus mamillare

CMC Nucleus caudalis magnocellularis

Circ Nucleus circularis

CoA Nucleus commissuralis anterior

CoCly Cobaltchlorid

cp Pedunculus cerebri

CPu Striatum (engl.: caudoputamen)

D3V Ventriculus tertius, pars dorsalis

DAB 3,3’-Diaminobenzidin

DMH Nucleus dorsomedialis hypothalami

E ependymal gelegene, magnozellulare Neuronen
f Fornix

fr Fasciculus retroflexus

GT Ganglion trigeminale

h Hippocampus

H.0> Wasserstoffperoxid
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KH2PO4
LGP
LH

LM
LPO
LS

LV
ME
mfb
mi

ML
MM
MMn
MMp
MnPO
mp
MPA
MPO
MRe
mt
mtg
NayHPO4
NaN3
OVLT
OX

oX

opt

Pa
PaDC
PAG
PaLM
PaMM
PaMP

Capsula interna

Kaliumdihydrogenphosphat

Globus pallidus lateralis

Area hypothalamica lateralis (lateraler Hypothalamus)
Nucleus mamillaris lateralis

Area praeoptica lateralis

Nucleus septalis lateralis

Ventriculus lateralis

Eminentia mediana (syn. Infundibulum)

mediales Vorderhirnbtindel, medial forebrain bundle
Lemniscus medialis

Nucleus mamillaris medialis, pars lateralis

Nucleus mamillaris medialis, pars medialis

Nucleus mamillaris medialis, pars mediana

Nucleus mamillaris medialis, pars posterior
Nucleus praeopticus medianus

Pedunculus mamillaris

Area praeoptica medialis

Nucleus praeopticus medialis

Recessus mamillaris, 3V

Tractus mamillothalamicus

Tractus mamillotegmentalis
Natriumhydrogenphosphat

Natriumazid

Organum vasculosum laminae terminalis

Oxytocin

Chiasma optimum

Tractus opticus

Nucleus paraventricularis hypothalami

Nucleus paraventricularis, dorsale Kappe
Substantia grisea centralis

Nucleus paraventricularis, pars lateralis magnocellularis
Nucleus paraventricularis, pars medialis magnocellularis

Nucleus paraventricularis, pars medialis parvocellularis
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PaPo Nucleus paraventricularis, pars posterior

PaV Nucleus paraventricularis, pars ventralis

pc Commissura posterior

PCMC Nucleus caudalis postmamillaris magnocellularis
Pe Nucleus periventricularis hypothalami

PeA Nucleus periventricularis anterior (hypothalami)
PeP Nucleus periventricularis posterior (hypothalami)
PePO Nucleus praeopticus periventricularis

PF Nucleus parafascicularis thalami

PFA Paraformaldehyd

PHA Area hypothalamica posterior

Pir Cortex piriformis

PiRe Recessus pinealis

Pit Hypophyse

pm Tractus mamillaris principalis

PPit Neurohypophyse

PT Nucleus parataenialis thalami

PVA Nucleus paraventricularis thalami

PX Peroxidase

Re Nucleus reuniens thalami

Rt Nucleus reticularis thalami

SCh Nucleus suprachiasmaticus

scp Pedunculus cerebellaris superior

sm Stria medullaris

SN Substantia nigra

SNC Substantia nigra, pars compacta

SNR Substantia nigra, pars reticularis

SO Nucleus supraopticus

SOr Nuclus supraopticus, pars rostralis

SOrch Nucleus supraopticus, pars retrochiasmatica
SOX Decussatio supraoptica

st Stria terminalis

SuM Nucleus supramamillaris

sumx Decussatio supramamillaria
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TMC Nucleus tuberalis magnocellularis

TU Nucleus tuberalis

VGL Corpus geniculatum laterale, ventraler Anteil

VMH Nucleus ventromedialis hypothalami

VP Vasopressin

VTM Nucleus tuberomamillaris ventralis

Zi

Zona incerta
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2. Rezepte fiir Puffer und andere Losungen

a.) Allgemeine Histologie

Puffer:

0.1 M Phosphat-Puffer (PB), pH 7.3
(1) NaHPO4 (Merck, Darmstadt) 23.129g
(2) KH2PO4 (Riedel-de Haen, Seelze) 4.32¢g
(3) Aqua bidest 2L

— ruhren, bis vollstandig geldst

Lagerung: 4°C

Fixantien:

4%ige Paraformaldehyd-Losung (PFA)
(1) Paraformaldehyd (Merck, Darmstadt) 409
(2)0.1 M PB 1L

— unter Ruhren erhitzen, bis die Losung klar wird, frisch filtrieren

Lagerung: 4°C

Paraformaldehyd-Sucrose-Losung (PFA-Sucrose-Losung) 30%
(1) PFA-LOsung 1L
(2) D-(+)-Sucrose (Merck, Darmstadt) 300g
— PFA-LAsung erhitzen und Sucrose unter Rihren 16sen

Lagerung: 4°C

Kryoprotektion:

Sucrose-Phosphatpuffer (PB-Sucrose)

(1) D-(+)-Sucrose (Merck, Darmstadt) 300g
(2) 1%ige NaN3-Losung (Ferak, Berlin) 1ml
(3) 0.1MPB 1L

— ruhren, bis vollstandig gelost

Lagerung: 4°C
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Einbettungsmittel:

Sucrose-Gelatine
(1) Gelatine (aus Schweinehaut, Typ A,
300 Bloom, Sigma, St.Louis, USA) 10g
(2) Aqua bidest 100ml
(3) Gelatine aufstreuen, quellen und absinken lassen, erhitzen
(4) versetzen mit
D-(+)-Sucrose (Merck, Darmstadt) 30g
1%ige NaN3-Ldsung (Ferak, Berlin) 1ml
Lagerung: 4°C

Chromalaun-Gelatine-Lésung (zur Beschichtung von Objekttrdgern):

(1) Gelatine (60 Bloom, Sigma, St. Louis) 5g
(2) Kaliumchrom-(lll)-sulfat (Chromalaun)

(Merck, Darmstadt) 0.5g
3) Aqua bidest 1L

(
(4) unter RUhren erhitzen

(5) Lésung filtrieren

(6) vorgereinigte Objekttrager eintauchen
(7) staubfrei trocknen lassen

Lagerung: Raumtemperatur

Férbelésung:
Kresylechtviolettldsung (Nissl-Farbung)

(1) Kresylechtviolett 5g
(2) 1 M Natriumacetat-Lésung

(Merck, Darmstadt) 60ml
(3) 1M Essigsaure (Roth, Karlsruhe) 340ml
(4) Aqua bidest 600ml
(5) etwa eine Woche lang rihren
(6) filtrieren
(7) vor Gebrauch nochmals etwa 2 Tage lang ruhren, filtrieren,

vor Licht schutzen.

Lagerung: 4°C
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b.) Immunhistochemie

Verdlinnungslésung fiir die Antikérper und den Avidin-Biotin-Komplex (ABC):
0.1% BSA, 0.5% Triton-X-100 in 0.1 M PB (Sapje)

(1) Rinderserumalbumin (BSA, Sigma, St. Louis, USA) 0.2g
(2) Triton-X-100 (Sigma, St.Louis) 1ml
(3)0.1 M PB 200ml

— RUhren bis sich die Schlieren von Triton-X-100 I6sen

DAB-(3,3’-Diaminobenzidintetrahydrochlorid)-L6sung:

1%ige DAB-Stammlosung
(1) 3,3’-Diaminobenzidin (Sigma, St. Louis, USA) 19
(2) Aqua bidest 100ml
(3) unter Ruhren (und evtl. Heizen) I6sen

(4) filtrieren

(

5) aliquotieren, evtl. einfrieren

DAB-Inkubationslésung

(1) 1%ige DAB-LGOsung 5mi
2) 1%ige (NH4)2Ni(SO4)2-Lésung 1ml
3) 1%ige CoCl2-Lésung (Sigma, St. Louis, USA) 1.25ml

4) mit 0.1M PB zu 100ml erganzen

5) Filtrieren und sofort verbrauchen

~ o~ o~ o~
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