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1 EINLEITUNG

Die Entwicklung der Erforschung des Opiatsystems ist in den drei Jahrzehnten des letzten
Jahrhunderts rasant vorangeschritten. Die Anzahl der Veroffentlichungen hat sich in dieser
Zeit mehr als vervierfacht (PubMed) und ganze Biicher wurden diesem Gebiet gewidmet
(z.B. ,,Opioids*, Herz, 1993).

Einen grossen Raum nimmt dabei die Untersuchung des Opiatsystems bei verschiedenen
Lernvorgangen ein. Es wurden die unterschiedlichsten Tiermodelle untersucht, wobei ein
groRer Anteil der Erforschung von Schmerzreizen, Stress und Lernen und Gedéchtnis an
Haushuhnkiiken galt. Es wurde unter anderem eine modulatorische Rolle der Opiate Uber
die p-, 8-, und k- Rezeptoren bei Lernvorgangen an Kilken nachgewiesen (Csillag et al.,
1993). Einen grofRen Einfluss haben die Opiatagonisten und -antagonisten auf die
Stressvokalisation verschiedener Spezies, u.a. des Huhns, die als Kriterium fiir den
internen emotionalen Status gilt (Panksepp et al., 1988; 1980a; 1978a). Die anatomische
Verteilung der Opiatrezeptoren im Gehirn des Haushuhnkiikens ist ebenfalls bekannt,
wobei eine hohe Dichte an p- und k- Rezeptoren im pragungsrelevanten Vorderhirngebiet
medio-rostrales Neostriatum und Hyperstriatum ventrale (MNH, geméald einer neuen
Terminologie fir das Vogelgehirn nun als medio-rostrales Nidopallium/Mesopallium
bezeichnet, siehe Reiner et al., 2004) nachgewiesen wurde (Csillag et al., 1990).

Der funktionelle Aspekt, der sich aus der speziellen Verteilung der Rezeptoren ergibt,
sollte in dieser Arbeit untersucht werden. Erste Versuche zeigten, dass bei der Pragung von
Haushuhnkiken die Pragungsrate nachlie}, wenn sie mit dem Antagonisten Naltrexon
behandelt wurden (Wolf, 1992).

Es sollte geklart werden, ob der p-Opiatrezeptor Antagonist Naloxon die frihkindliche
Pragung auf einen auditorischen Stimulus und die Stressvokalisation als Zeichen des
internen emotionalen Status beeinflusst. Da die monoaminergen Systeme als
»Stimmungsmodulatoren® wirken, sollte in dieser Arbeit der neurochemische Einfluss
eines p-Opiatrezeptor-Antagonisten und eines -agonisten auf das serotonerge, dopaminerge
und glutamaterge System des 1-tdgigen Haushuhnkikens mit Hilfe der Mikrodialyse

untersucht werden.

Zuerst soll ein kurzer Uberblick tber das Opiatsystem im Allgemeinen und speziell im
Huhn gegeben werden.



1.1 Das Opiatsystem

Die Ausziige des Schlafmohns (Papaver somniferum) werden schon seit Jahrhunderten
genutzt, um Schmerzen zu lindern. Sertlirner isolierte 1803 das Hauptalkaloid Morphin,
das sich spater als allein verantwortlich fur die schmerzlindernde Wirkung des Rohopiums
erwies (Corbett et al., 1999).

Der Begriff Opiat umfasst heute im engeren Sinne Morphin und andere Alkaloide des
Opiums. Naturlich vorkommende Opiate sind zum Beispiel Morphin, Codein, Papaverin
und Thebain. Opioide sind halb- und vollsynthetische Pharmaka bzw. korpereigene
Substanzen mit morphinartiger Wirkung. Beide Begriffe werden félschlicherweise oft
synonym gebraucht.

Jede Kkorpereigene Substanz mit opiatdhnlicher Wirkung wird als Endorphin oder
endogenes Opiat bezeichnet. Zu dieser Gruppe gehoren Enkephaline, Dynorphin,
Dermorphin, Deltorphin, Neoendorphin sowie die Endomorphine 1 und 2. Enkephaline im
engeren Sinne sind nur die von Hughes und Kosterlitz isolierten Pentapeptide Leu- und
Met-Enkephalin (Hughes et al., 1975).

Neben den Endorphinen gibt es Exorphine (Simon, 1991), oder auch atypische nattrliche
Opiate. Die Unterscheidung wird aufgrund des folgenden Unterschieds getroffen:
korpereigene Opiate leiten sich von Vorlauferpeptiden ab und haben alle dieselbe N-
terminale Aminosauresequenz, Tyr-Gly-Gly-Phe; wogegen Exorphine von verschiedenen
Proteinen abstammen und nur ein Tyr-Rest fir die N-terminale Aminosduresequenz
obligatorisch ist (Herz et al., 1993). Beispiele flr diese Exorphine sind die Casomorphine
in der Milch von Rindern und Schafen. B-Casomorphin kommt ebenfalls in der
menschlichen Muttermilch vor, wobei noch nicht gekléart ist, ob die Substanz das Hirn des
Sauglings im intakten Zustand erreicht. Wird allerdings B-Casomorphin in das Hirn von
jungen Ratten injiziert, wird, dhnlich wie bei anderen Opiaten, die Schmerzempfindlichkeit
gesenkt (Eliot, 2001). Weitere Exorphine sind Opiopeptide im Weizengluten sowie
Dermorphine (p-Rezeptor-selektiv; Amiche et al., 1988) und Deltorphine (5-Rezeptor-
selektiv; Erspamer et al., 1989), beide aus Amphibien (Phyllomedusa sauvagei und

Phyllomedusa bicolor).

In den Saugetieren sind drei Vorlauferpeptide fiir die endogenen Opiate bekannt. Pro-
opiomelanocortin (POMC), Proenkephalin und Prodynorphin. Fur Endomorphin 1 und 2
wird ein Vorlauferpeptid angenommen, das aber noch nicht identifiziert ist. Dieses

angenommene Peptid wurde Proendomorphin genannt (Zadina et al., 1997).



In Tabelle 1 sind die Vorlauferpeptide der endogenen Opiate, die daraus resultierenden

Verbindungen und die Rezeptoren, an die die Peptide hauptsachlich binden, aufgefihrt.

Tab. 1: Vorlauferpeptide der endogenen Opiate, die daraus resultierenden Verbindungen und die
Rezeptoren, an die die Peptide hauptsachlich binden

Vorlauferpeptid Endogene Opiate Rezeptoren
Proopiomelanocortin o-, B-, y-Endorphin -, 5-Rezeptor
(POMC)

Proenkephalin Met-Enkephalin, Leu-Enkephalin, 8-, U-Rezeptor

Heptapeptid, Octapeptid,
Metorphamid

Prodynorphin a-, B-Neoendorphin k-Rezeptor
Dynorphin A (1-17) und B (u-, 8-Rezeptor)
(Rimorphin)

Dynorphin 1-8

Proendomorphin* Endomorphin 1 und 2 u-Rezeptor

* vermutlicher, unidentifizierter Vorlaufer (Zadina et al., 1997)

Die Wirkorte der endogenen Opiate liegen vor allem im Rickenmark und in allen
Bereichen des zentralen Nervensystems (ZNS; Strand, 1999), sie wurden aber auch in
verschiedenen anderen Organsystemen gefunden, z.B. Met-Enkephalin im Magen-Darm-
Trakt und Leu-Enkephalin im Nebennierenmark (Skov Olsen et al., 1981; Polak et al.,
1977). Das Peptid Endomorphin 1 ist z.B. im Gehirn weiter verbreitet als Endomorphin 2,
das in hoherer Dichte in primér sensorischen Neuronen und dem Hinterhorn des
Rickenmarks gefunden wurde (Martin-Schild et al., 1999; 1997).

Ein bekanntes endogenes Cannabinoid ist Anandamid (Arachidonyl-Ethanol-Amid), das
seine Wirkung am Tetrahydrocannabiol-Rezeptor (THC-Rezeptor) austibt und nicht von
einem der Vorldauferpeptide abstammt. Es ist vor allem in den Basalganglien, im Kleinhirn
und in der Hirnrinde lokalisiert (Nahas et al., 1999).




1.1.1 Opiatrezeptoren

Opiatrezeptoren sind phylogenetisch sehr alt und schon in Invertebraten nachzuweisen
(Stefano et al., 1980). Sie wurden in 8-, k- und p-Rezeptoren eingeteilt. Ein weiterer
Rezeptor, der eine hohe Homologie zu anderen Opiatrezeptoren aufweist, ist der ORL-
Rezeptor. Nach neuerer Nomenklatur werden die Rezeptoren auch als OP;, OP,, OP5 und
OP, bezeichnet (Dhawan et al., 1996). Die Opiatrezeptoren gehoren zur G-Protein-
bindenden Rezeptorfamilie, die 7 transmembranale o-Helices aufweist. Diese
verschiedenen Rezeptoren haben alle eine ahnliche Struktur, der N-Terminus ist
extrazellular und der C-Terminus intrazelluldr lokalisiert (Abbildung 1). Die 7
transmembranalen a-Helices sind kreisformig in der Membran angeordnet und bilden eine
Liganden-bindende Tasche. Die intrazellularen Schleifen, besonders die zweite und dritte
Schleife, interagieren, zusammen mit dem C-Terminus, mit dem G-Protein. Die N-
terminale Doméne und die extrazellularen Schleifen spielen, zusammen mit den
transmembranalen a-Helices 3, 5, 6 und 7, eine Rolle bei der Bindung der Liganden
(Strahs und Weinstein, 1997). Die Unterschiede zwischen den einzelnen Rezeptoren sind
in der Aminosauresequenz der N- und C-Termini, der transmembranalen Doménen und in

den extrazelluldaren Schleifen zu finden (Strahs und Weinstein, 1997; Herz et al., 1993).

+
_ NH, extrazellular

Plasmamembran

u intrazellular
COoO

Abb. 1: Schematische Darstellung des Aufbaus der Opiatrezeptoren. 7 hydrophobe Doméanen
erstrecken sich durch die Plasmamembran. Der N-Terminus befindet sich extrazellular und der C-
Terminus intrazellular.
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Zwischen den Spezies sind die 3-Rezeptoren, speziell in den Basalganglien, homogener als
die p- und k-Rezeptoren verteilt. Es gibt allerdings flr die Spezies Maus, Ratte, Mensch
keine extremen Unterschiede in der Verteilung der p- und der 5-Rezeptoren (Mansour et
al.,, 1991). Generell ist die hochste Dichte an Opiatrezeptoren im Hinterhorn des
Rickenmarks, im medialen Thalamus, im Hirnstamm und im limbischen System zu finden
(Snyder und Pasternak, 2003; Julien, 1997a).

Die Einteilung in &-, k-, 4 und ORL-Rezeptoren geht entweder auf den Hauptliganden
zuriick, der an den jeweiligen Rezeptor bindet, oder auf den Ort, wo sie gefunden wurden
(Gilbert und Martin, 1976; Martin et al., 1976), siehe Tabelle 2.

Die Liganden, die heute fir die Untersuchung des Opiatsystems, d.h. fur die
Untersuchungen der Rezeptorverteilungen, die Wirkung der Rezeptoraktivierung und -
blockade, eingesetzt werden, sind entweder natirlich, d.h. den endogenen Opiaten
entsprechend, oder synthetisch (Tabelle 2).



Tab. 2: Opiatrezeptoren, ORL-Rezeptoren und ihre natirlichen (endogene Liganden) sowie einige synthetische (Agonisten und Antagonisten) Liganden. Die

endogenen Liganden binden mit unterschiedlicher Affinitat an die Rezeptoren. Es sind nur die Liganden aufgefuhrt, die eine starke Bindung aufweisen.

Rezeptortyp Bezeichnung Endogene Antagonisten Agonisten Lokalisation
Liganden
H-Rezeptor Morphintyp Enkephalin CTOP DA(M)GO moderat — dicht in den Basalganglien und im
B-Endorphin D-Phe-Cys-Thr-D- | Thr-Pro-N-MePhe- | Caudate putamen; in Regionen, die dem
Morphin Trp-Arg-Thr-Pen- D-Pro-NH, Rickenmark tbergeordnet sind (Areale des
Endomorphin Thr-NH, Morphin medialen Thalamus und des Hirnstamms); Locus
Naloxonazin Dermorphine coeruleus, periaquaduktales Grau des Mittelhirns
Naloxon und im Nucleus raphe magnus der Medulla (*)
k-Rezeptor Ketocyclazocine |Dynorphin A/B | nor-Binaltorphimin | U 50,488H im Hinterhorn des Ruckenmarks, in den tieferen
Neoendorphine U 69,593 Schichten des zerebralen und piriformen Kortex,
PD 117302 im Hippocampus, in der Substantia nigra, im
Hirnstamm und in weiteren supraspinalen
Strukturen (*)
d-Rezeptor Enkephalin Enkephalin Naltrindole DPDPE am dichtesten im Vorderhirn und kaum im
(Maus vas Endorphin Benzofuran (NTB) | Deltorphine Mittelhirn und Hirnstamm (*)
deferens) BNTX, DSLET
ICI 174,864
THC-Rezeptor | Delta-9- Anandamid Tetrahydrocannabio | in den Basalganglien, im Hippocampus, im
Tetrahydrocanna | (AEA) I (THC) Kleinhirn und Neokortex (**)
biol
ORL-Rezeptor | Orphan Rezeptor Nociceptin / OFQ

Ac-RYYRIK-NH;

e-Rezeptor B-Endorphin im Vorderhirn von Meerschweinchen, Kuh,
(Ratte vas Huhn, Schwein und Ratte (***)
deferens)

c-Rezeptor SKF 10047 ist vermutlich kein Opiatrezeptor, sondern Ziel

fiir eine weitere Klasse suchterzeugender
Substanzen, des Phencyclidins (Angel dust) und
seiner Analogen (****).

1T
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Erlauterungen zur Tab.2

Ac-RYYRIK-NH, Ac-Arg-Tyr-Tyr-Arg-lle-Lys-NH,

AEA Arachidonyl-Ethanol-Amid
DA(M)GO [D-Ala?, MePhe’-Gly-ol®-Enkephalin
DPDPE [D-Pen? D-Pen®]-Enkephalin

DSLET [D-Ser?, D-Leu5]-Enkephalyl-Thr
CTOP D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Orn-Pen-Thr-NH,
BNTX 7-Benzyliden-7-dehydronaltrexon

ICI 174,864 N,N-diallyl-Tyr-Aib-Phe-Leu-OH

* Lutz und Pfister, 1992

** Nahas et al., 1999

faleiel Nock et al., 1993

Fkkk Zukin und Zukin, 1981

Weiterhin gibt es irreversibel bindende, selektive und unselektive Liganden, z.B.

M-Rezeptor B-Funaltrexamin (Portoghese et al., 1980)
Etonitazinderivat BIT (Rice et al., 1983)
Naloxonazin (Pasternak und Hahn, 1980)

k-Rezeptor DIPPA(2-(3,4-Dichlorophenyl)-N-methyl-N-[(1S)-1-(3-
isothiocyanatophenyl)-2-(1-pyrrolidinyl)ethyl]acetamide)
(Chang et al., 1994)

d-Rezeptor Fentanylisothiocyanat (Simonds et al., 1985)

unselektiv B-Chlornaltrexamin (Portoghese et al., 1979)

Weitere, wenig charakterisierte Opiatrezeptoren sind der e- (Wuster et al., 1979), A- (Grevel
und Sadee, 1983), 1- (Oka, 1980) und der (-Rezeptor (Zagon et al., 1989). Verschiedene
Liganden zeigen Affinititen fiir diese Rezeptoren, aber eine Ahnlichkeit mit anderen
Opiatrezeptoren ist noch nicht bewiesen.

Aulerhalb des ZNS befinden sich Opiatrezeptoren im Magen-Darm-Trakt und in anderen
Teilen des vegetativen Nervensystems. Periphere Rezeptoren sind u.a. an der analgetischen
Wirkung beteiligt (Julien, 1997b). Ein Uberblick (iber die Geschichte der Opiatrezeptoren
wird bei Snyder und Pasternak (2003) gegeben.

1.1.2 Wirkungsweise der Opiate

Opiate haben zwei direkte Effekte auf Neuronen. Der erste ist eine Hemmung der

Feuerungsrate, besonders bei Neuronen, die eine Rolle bei der Aufnahme der
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Schmerzwahrnehmung spielen. Die Bindung der Opiate an die Rezeptoren bewirkt eine
Membranhyperpolarisierung und reduziert die Amplitude des synaptischen Potentials. Opiate
wurden auch in Nervenendigungen gefunden, aus denen sie durch eine Depolarisation Ca?*-
abhéangig freigesetzt wurden (Strand, 1999).

Der zweite Effekt ist die Hemmung der Neurotransmitterfreisetzung. Die Transmitter, die u.a.

moduliert werden, sind Adrenalin, Dopamin, Acetylcholin und Substanz P (Strand, 1999).

Opiatrezeptoren sind G-Protein-gekoppelt und eine Bindung des Liganden bewirkt eine
Beeinflussung der second messenger. Nach der Bindung des Peptids an den extrazelluléren N-
Terminus des Rezeptors wird intrazellular Guanosintriphosphat (GTP) an die a-Untereinheit
(a-UE) des trimeren G-Proteins gebunden, die By-UE dissoziiert von der o-UE und diese
diffundiert im intrazellularen Kompartiment zur Adenylatcyclase, deren Aktivitat vermindert
werden kann (Attali et al., 1989; Sharma et al., 1975; Collier und Roy, 1974).

Die Aktivierung der p- und &-Rezeptoren, Uber die Kopplung an Gi- oder Go-Proteine (i:
inhibitorisch, o: andere (engl. other); benannt nach den Eigenschaften der a-UE; Hoffmann,
1991), fiihrt zu einer Steigerung der nach innen gerichteten K*-Stréme und so zu einer
Reduktion der spannungsabhangigen Ca®*-Stréme. Die Aktivierung von k-Rezeptoren fiihrt
direkt zu einer Reduktion der Ca®*-Stréme (Gross und MacDonald, 1987; Cherubini und
North, 1985), wobei in einigen Zelltypen der k-Rezeptor ebenfalls an die Aktivierung der
nach innen gerichteten K*-Strome gekoppelt ist (Grudt und Williams, 1993). Es scheint so,
dass alle Opiatrezeptoren gemeinsame Effektormechanismen aufweisen und die Unterschiede
in den Signalwegen durch die Heterogenitat der Untereinheiten, die die trimeren G-Proteine
bilden, zustande kommen. Letztendlich fihrt die Aktivierung der Opiatrezeptoren zu einer
groRen Anzahl zellularer Antworten (u.a. Aktivierung der Phospholipase A2 (PLA2), der
Phospholipase CB (PLCB) und der MAP-Kinase und der Inhibition der Adenylatcyclase;
Corbett et al., 1999).

Die unterschiedliche Wirkung der Liganden h&ngt auch von der Bindungsdauer an den
Rezeptor ab. DAGO z.B. (u-Rezeptor-Agonist) hat eine Halbwertszeit von 1,5 min und
DTLET und DADLE (5-Rezeptoren) von 21 bzw. 70 min. Das kdnnte darin resultieren, dass
die p-Rezeptoren fur kurzzeitige und die o6-Rezeptoren fur langer anhaltende Effekte
verantwortlich sind (Kelly et al., 1990).
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1.1.3 Das Opiatsystem des Haushuhnkiikens

In dieser Arbeit wurde das Opiatsystem des Haushuhnkikens untersucht. Es ist hinsichtlich
der Rezeptorverteilung und der Lokalisation der endogenen Opiatpeptide gut charakterisiert
(Csillag et al., 1990; 1989; de Lanerolle et al., 1981). Die Opiatrezeptoren im Haushuhnkiken
sind schon in einem sehr frilhen embryonalen Stadium vorhanden (Gibson und Vernadakis,
1982), die p- und o&-Rezeptoren sind ab dem flinften Embryonaltag nachzuweisen
(Geladopoulos et al., 1987).

Bei sehr jungen Tieren ist eine hohe Dichte der Opiatrezeptoren vorhanden (Pert et al., 1974).
Studien zur Entwicklung der Rezeptoren im Vorder- und Mittelhirn, unter Verwendung des
Antagonisten [*H]-Naloxon als Ligand (Bardo et al., 1982), zeigten, dass nach dem Schlupf
der Kiiken vom Tag 1 bis zum Tag 14 eine 25-%ige Reduktion der Bindung der Liganden im
Mittelhirn und keine signifikanten Unterschiede im Vorderhirn gefunden wurden. Von Tag 14
bis zum Tag 28 nahm die Bindung der Liganden in beiden Hirnfraktionen weiter ab, was nicht
durch eine Affinitatsdnderung, sondern durch eine Abnahme der Bindungsstellen erklart
wurde. Auch bei der Konzentration der Enkephaline gibt es entwicklungsbedingte
Unterschiede, im erwachsenen Vogel ist die Dichte der enkephalinpositiven Neurone viel

geringer als in den embryonalen Stadien (Reiner et al., 1984).

Werden die Konzentrationen von Leu- und Met-Enkephalin in verschiedenen Hirngebieten
der Sdugetiere mit denen der VVogel verglichen, ist zu sehen, dass sie der gleichen Ordnung
entsprechen, d.h. eine &hnliche Reihenfolge der Konzentrationen in korrespondierenden

Hirnregionen aufweisen.

Saugetiere:

Striatum > Hirnstamm > cerebraler Kortex > Kleinhirn.

Huhn:

ventrales VVorderhirn > Hirnstamm > dorsales VVorderhirn > Kleinhirn.

Der in dieser Arbeit verwendete Antagonist Naloxon bindet im Gehirn der Vogel
hauptséchlich an die p-Rezeptoren, wie durch vergleichende Bindungsstudien gezeigt wurde
(Csillag et al., 1990; 1989).

Diese Bindungsstudien an 1-tdgigen Kuken wurden mit je einem Liganden fir den p-, k- und

8- Rezeptor durchgefiihrt. Fiir den p-Rezeptor wurde DAGO ([D-Ala? Gly-ol]-Enkephalin),
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fir den 8-Rezeptor [D-Pen?, D-Pen’]-Enkephalin und firr den k-Rezeptor U-69593 eingesetzt.
Die Verteilung der Opiatrezeptoren ist sehr heterogen, mit einigen Besonderheiten in
verschiedenen Vorderhirngebieten: im optischen Tectum des Mittelhirns war die Bindung von
DAGO und [D-Pen? D-Pen®]-Enkephalin sehr hoch, im Vorderhirn ist ein hohes Niveau der
H- und k-Rezeptor selektiven Liganden im Hyperstriatum (H) und fur den p-Rezeptor
selektiven Liganden im Hyperstriatum accessorium (HA), intercalatum supremum (HIS),
dorsale (HD) und ventrale (HV) zu finden (vergleiche Abbildung 2). Die Bindung der - und
k-Rezeptor selektiven Liganden ist im Nucleus basalis und im Neostriatum (N) (nur p)
ebenfalls hoch. Die Studie mit [°H] Naloxon als Ligand zeigte eine starke Bindung des
Liganden im Hyperstriatum dorsale und ventrale, Hyperstriatum intercalatum und im
Neostriatum. Mittlere Bindungsaffinitdten wurden in den paleostriatalen Regionen, im
Septum, im Thalamus, im Archistriatum, im Hyperstriatum accessorium und in der Area
parahippocampalis gefunden, wahrend der Hippocampus und das Ectostriatum eine geringe
Ligandenbindung aufwiesen (Csillag et al., 1989).

Die Verteilung der Opiatrezeptoren im Gebiet des MNH ist in Abbildung 2 und Abbildung 3
dargestellt (aus Csillag et al., 1990; 1989). Es ist deutlich zu sehen, dass im MNH (rot
eingezeichnetes Areal) eine hohe Bindung des Opiatantagonisten Naloxon zu finden ist.
(Abbildung 2). Die Bindungsstudien fir die einzelnen Liganden zeigen eine hohe
Konzentration an p- und k-Rezeptoren, jedoch wenige &-Rezeptoren im MNH (Abbildung 3).
Unterschiede in der Bindung der Liganden treten auch innerhalb des MNH auf, der
hyperstriatale Teil weilit gegeniiber dem neostriatalen Teil eine héhere Bindung des p- und

des k-selektiven Liganden auf.
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N lat

Nmed

Abb. 2 Autoradiogramme reprasentativer Coronalschnitte des Kiikengehirns nach [*H]-Naloxon
Bindung in vitro im anterioren (oben) und intermedialen (unten) Vorderhirn (aus Csillag et al., 1989).
E: Ectostriatum, HA: Hyperstriatum accessorium, HD: Hyperstriatum dorsale, HIS: Hyperstriatum
intercalatum supremum, HV: Hyperstriatum ventrale, LPO: Lobus parolfactorius, N: Neostriatum, N
med: Neostriatum mediale, N lat; Neostriatum laterale, MNH: rot umrandetes Areal

H-Rezeptor 0-Rezeptor k-Rezeptor

Abb. 3 Autoradiogramme reprasentativer Coronalschnitte des Kiikengehirns nach [*H]-DAGO (p-
Rezeptor), [*H]-DPDPE (8-Rezeptor) und [*H]-U69593 (k-Rezeptor) Bindung in vitro im anterioren
(obere Reihe) und intermediaren (untere Reihe) Vorderhirn (aus Csillag et al., 1990).

BaS: Nucleus basalis, E: Ectostriatum, HA: Hyperstriatum accessorium, HD: Hyperstriatum dorsale,

HIS: Hyperstriatum intercalatum supremum, HV: Hyperstriatum ventrale, LPO: Lobus parolfactorius,
N: Neostriatum, NL: Neostriatum laterale, MNH: rot umrandetes Areal
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Das friihe Erscheinen der Opiatrezeptoren in der Entwicklung deutet auf eine trophische Rolle
des Opiatsystems hinsichtlich des frihen Wachstums und der Differenzierung des Gehirns hin
(Geladopoulos et al., 1987; Hauser et al., 1987; Zagon und McLaughlin, 1986). Die Gabe des
H-Rezeptor Antagonisten Naloxon wéhrend dieser Phase bewirkt ein verstarktes Wachstum
(Sakellaridis und Vernadakis, 1986; Sakellaridis et al., 1986; Gibson und Vernadakis, 1983a;
1983b; Zagon und McLaughlin, 1983), das verzweigtere Neurone hervorbringt. Morphin
hingegen hemmt in dieser Entwicklungsphase die Zellproliferation, wobei Ca®** eine

entscheidende Rolle spielt (Hauser et al., 1996).

1.1.4 Untersuchungen zu sozial-/emotionalem Verhalten, Lernen und Gedéachtnis

Das Opiatsystem des Haushuhnkiikens ist hinsichtlich sozialer Interaktionen (Panksepp et al.,
1997; 1986; 1980a; 1978a; Panksepp und DeEskinazi, 1980) und Reaktionen auf
Schmerzreize (Formalintest; Hong und Abbott, 1995) gut untersucht.

Ein Kriterium, das soziale Interaktionen und interne emotionale Zustdnde der Tiere gut
widerspiegelt, ist die Distressvokalisation (distress vocalisation (DV) oder distress calls,
(DC)), die geadulert wird, wenn Kiiken z.B. sozial isoliert werden (Gruss und Braun, 1997;
Mdller und Scheich, 1986; Vilberg et al., 1977). Diese DV wird nicht nur von Vogeln,
sondern auch von Meerschweinchen (Herman und Panksepp, 1978), Ratten (Winslow und
Insel, 1991), Hundewelpen (Panksepp et al., 1978a), Affen (Lyons et al., 1999) und

Neugeborenen (Michelsson et al., 1996) gedulert.

Das Opiatsystem wurde schon in vielen verschiedenen Zusammenhangen untersucht, z.B. der
motorischen Beeinflussung (Dauge et al., 1988), der Wechselwirkung des Opiatsystems mit
anderen  Transmittersystemen (Roesler et al.,, 1999; Quirarte et al., 1998),
Wachstumsveranderungen von Dendriten und Spines im Gehirn (Sakellaridis und Vernadakis,
1986; Sakellaridis et al.,, 1986; Gibson und Vernadakis, 1983a; 1983b; Zagon und
McLaughlin, 1983), zur Immunmodulation (Perez und Lysle, 1997) und zu den Mechanismen
der Abhangigkeit und Toleranz von Opiaten (Koch et al., 2004a; Koch et al., 2004b; Pfeiffer
et al., 2002; Koch et al., 2001; Heyne et al., 2000; Leshner und Koob, 1999; May et al., 1999;
Bechara et al., 1998; Bardo, 1998).

Auch die Anzahl der Studien, in denen der Einfluss des Opiatsystems auf Lernen und
Gedachtnis, Erlernen von Aufgaben und das Erinnern an erlernte Aufgaben (Bruins Slot und

Colpaert, 1999; Hernandez et al., 1997; Izquierdo, 1979) untersucht wurde, ist beachtlich und
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variabel hinsichtlich der Tiermodelle: Ratten (Lett et al., 2001; Vivian und Miczek, 1999;
Bruins Slot und Colpaert, 1999; Izquierdo und Dias, 1983; Panksepp und DeEskinazi, 1980;
Messing et al., 1979), Mause (Castellano und McGaugh, 1989; Torre et al., 1986) und
Haushuhnkiken (Freeman und Young, 2001; Freeman und Young, 2000a; 2000b; Colombo et
al., 1997; Csillag et al., 1993; Colombo et al., 1992; Patterson et al., 1989; Flood et al., 1987).

Immunhistochemische Studien haben gezeigt, dass in vielen Gebieten, die beim Lernen eine
Rolle spielen, enkephalin- oder endorphin-positive Neurone zu finden sind, z.B. im Nucleus
accumbens, Globus pallidus, dem amygdaloiden Komplex, im Hippocampus, Hypothalamus,
dem Nucleus caudatus u.a. Die meisten dieser Neurone sind Interneurone mit kurzen Axonen
(Shen und Li, 1995). Sie kommunizieren mit monoaminergen Neuronen, wie den
dopaminergen in der Substantia nigra und dem ventralen tegmentalen Areal, den
noradrenergen im Locus coeruleus und den serotonergen in den dorsalen Raphe-Kernen. Die
Haupteffekte der Endorphine und Enkephaline sind bei der Gedachtnisbildung und dem Abruf
von gespeicherten Inhalten zu finden. Die Applikation von B-Endorphin, a-Endorphin und
Met-Enkephalin fordern z. B. die Gedachtnisbildung, B-Endorphin unterstitzt des Weiteren
den Abruf der Information. Durch y-Endorphin und Leu-Enkephalin kann eine retrograde
Amnesie und eine Beeintréchtigung der Gedéchtnisbildung hervorgerufen werden (Stein und
Belluzzi, 1978). In den meisten Untersuchungen, die an Kiken stattfanden, wurde die
Wirkung von Opiatagonisten und -antagonisten beim passiven Vermeidungslernen untersucht
(Freeman und Young, 2000a; 2000b; Colombo et al., 1997; Patterson et al., 1989). Der
Lernerfolg ist dabei von der Dosierung, dem Ort der Applikation und dem Zeitpunkt der
Applikation abhangig (Colombo et al., 1997; Patterson et al., 1989).
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1.2 Die Filialpragung

Die Pragung ist ein Phanomen, das schon sehr lange untersucht wird. Frilhe Beobachtungen
zur Entwicklung frihkindlicher und sexueller Praferenzen bei Vogeln und Sdugetieren
(Bolhuis, 1991) wurden bereits in der Mitte des 19. Jahrhunderts (Spalding, 1873) gemacht.
Die meisten dieser Arbeiten beschaftigten sich mit Végeln und wurden von Konrad Lorenz
der breiten Offentlichkeit vorgestellt (Lorenz, 1935). Spater wurde die friinkindliche Pragung,
die emotionale Bindung zwischen dem Neugeborenen und den Eltern, bei Vdgeln (van
Kampen und Bolhuis, 1993; Scheich, 1987), Nagern (Braun und Scheich, 1997; Poeggel und
Braun, 1996; Hudson und Distel, 1983) und Menschen (DeCasper und Fifer, 1980; Gray,
1958) untersucht.

Die Untersuchungen am Huhn als neurobiologisches Tiermodell im Zusammenhang mit Lern-
und Gedéachtnisprozessen begannen Mitte des 20. Jahrhunderts und konzentrierten sich auf die
Mechanismen, die beim juvenilen Lernprozess der Pragung eine Rolle spielen. Aufgrund der
fortgeschrittenen Entwicklung, die Nestflichter nach dem Schlupf/der Geburt aufweisen
(offene Augen und Ohren, Nestflucht kurz nach der Geburt), eignet sich das Haushuhn gut als
Modell fiir Untersuchungen der sensitiven Phase.

Die sensitive Phase, in der die fruhkindliche Prdgung des Tieres stattfindet, umfasst einen
Zeitraum kurz vor und kurz nach dem Schlupf und ist durch eine erhdhte Sensibilitat und
Lernfahigkeit gekennzeichnet. Schon im Ei, am 19. bis 20. Bruttag, geben Kiken Laute von
sich, die vom Muttertier beantwortet werden (Hess, 1972). So erkennt das Kiken direkt nach
dem Schlupf die Mutter u.a. an der Art der Vokalisation. Der sensibelste Zeitraum fur die
Prégung ist der bis zur 36. Stunde nach dem Schlupf, mit einem Héhepunkt zwischen der 13.
und der 16. Stunde (Hess, 1959). Dabei werden angeborene Bewegungsfolgen und
Verhaltensmuster, z.B. die Nachlaufreaktion, aktiviert. Diese Nachlaufreaktion erstreckt sich
bei Hihnerkiken normalerweise Uber die ersten 4 Lebenstage (Graves, 1973), konnte aber
unter kunstlichen Bedingungen auch bis zum 10. oder 28. Lebenstag aufrecht erhalten werden
(Smith und Nott, 1970). Danach erlischt diese Reaktion. Fehlt das natlrliche Objekt
(Muttertier), folgen die Vogelkiiken auch kinstlichen Objekten und halten sich bevorzugt in
ihrer Nahe auf, wobei ebenfalls gewisse Préadispositionen, die ungefahre GroRe, Farbe und
Form des Objekts betreffend, vorliegen (Bolhuis und Honey, 1998; Bolhuis, 1991). Eine
Kombination von visuellen und akustischen Stimuli verstarkt die Nachfolgereaktion
(Wallhdusser und Scheich, 1987).
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Ist die Pragung reversibel? Die Irreversibilitat, die Lorenz 1935 postulierte, kann verschieden
interpretiert werden. Zum Einen kann es bedeuten, dass ein Kiiken, wenn es einmal eine
Beziehung zu einem Prégeobjekt hat, seine sozialen Kontakte nie auf ein neues Objekt richtet.
Zum Anderen kann das Kuken durchaus soziale Kontakte zu neuen Objekten aufbauen, aber
es wird das ursprungliche Prageobjekt nie vergessen (Jaynes, 1956), d.h. spétere Erfahrungen
kdénnen zwar den geprégten Reiz ersetzen, hat das Individuum aber die Wahl, wird die

Préferenz fir den ersten Reiz wiederhergestellt.

Die Beantwortung der Frage der Reversibilitat erfordert des Weiteren die Betrachtung des
Prégeobjekts und der Dauer der Exposition. Im natirlichen Umfeld ist die Pragung infolge
des Vorhandenseins artspezifischer Reize dauerhaft. Eine lebende Henne ist aufgrund ihres
auf das Kuken gerichteten Verhaltens das beste Prédgeobjekt und es findet keine Umpragung
statt (Boakes und Panter, 1985). Wenn das Prageobjekt eine ausgestopfte Henne ist, bevorzugt
das Kuken diese im Vergleich zu Gegenstdnden. Wurde die initiale Pragung mit anderen
Objekten wie einer sich bewegenden Windmihle oder einer rotierenden Box durchgefiihrt,
kann eine Umpragung auf ein weiteres Objekt (Boakes und Panter, 1985) oder auf die Henne
erfolgen (Bolhuis und Trooster, 1988; Johnson et al., 1985).

Allerdings ist der Lernerfolg unter Laborbedingungen nicht so stark ausgeprégt, und die

Préagung kann in Abhédngigkeit vom Prageobjekt reversibel sein.

Die akustische Filialpragung kann als ein assoziativer Lernprozess aufgefasst werden, da der
angebotene Ton als Stimulus mit einer emotionalen Belohnungssituation, z.B. dem Aufenthalt

bei einer Mutterattrappe, assoziiert wird (Immelmann und Gromann, 1981).

Weitere Formen der Pragung sind die sexuelle Pragung, bei der es zur Ausbildung von
Préaferenzen fur die Wahl der Sexualpartner kommt (Rollenhagen und Bischof, 2000; Bischof
und Rollenhagen, 1999; Bateson, 1978), und das Gesangslernen (Clayton und Bischof, 1990;

Immelmann, 1972).

Besonders in den ersten drei Lebensjahren werden beim Menschen die Grundlagen fiir
Denken, Sprache, Gesichtssinn, Begabungen und weitere Verhaltensmuster festgelegt.
Stoérungen wahrend dieser sensitiven Phase kdnnen zur Fehlentwicklung der intellektuellen
und sozialen Fahigkeiten fiihren (Skeels 1966; Goldfarb 1943).

Eine Ursache flr eine Fehlentwicklung kann Stress in frihen Lebensphasen sein, der
diejenigen Teile des Gehirns schadigen kann, die fur Lernen und Gedachtnis von
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entscheidender Bedeutung sind, z.B. ein Verlust von hippokampalen CA3 Neuronen, der im
gesamten Leben zu einer reduzierten Geddachtnisfunktion, z.B. Defizite beim rédumlichen
Lernen und beim Referenzgedachtnis, fuhrt (Brunson et al., 2001; Mizoguchi et al., 2001).
Stress fuhrt des Weiteren bei Affen zu einer Degeneration von Gebieten des Hippocampus,
die Zielregion fiir Glucocorticoide (Stresshormone) sind (Uno et al., 1989).

Auch bei Kindern depressiver Mitter zeigt sich h&ufig eine verminderte Aktivitdt in den
Hirnregionen, die positive Empfindungen wie Freude, Glick, Neugier und dergleichen regeln.
Bei diesen Kindern ist des Weiteren ein hoher Stresshormonspiegel (Lupien et al., 2000) und
ein geringeres interaktives Verhalten (Field et al., 2000) zu beobachten.

Diese  Fehlentwicklung des Nervensystems (unvollstandige oder  ungeordnete
Synapsenverminderung, Veranderung neuronaler Verschaltungsmuster) kann eine Ursache fir
bestimmte psychische Erkrankungen wie z. B. Neurosen und Psychosen (Bogerts, 1996;
Braun, 1996) sein. Eine geringe intellektuelle Stimulation und traumatische sozio-emotionale
Erfahrungen wahrend der frihen Kindheit konnen die Bildung funktioneller Hirnbahnen,
speziell der limbischen Bahnen, die eine wichtige Rolle im emotionalen Verhalten und Lernen

spielen, verhindern (Braun und Bogerts, 2001; 2000).

1.2.1 Akustische Filialpragung beim Haushuhnkiiken und das pragerelevante
Vorderhirngebiet MNH

Fur Untersuchungen der neuronalen Plastizitit wahrend der Filialprdgung wurde die
akustische (Scheich et al., 1991; Wallhdusser und Scheich, 1987) und visuelle Filialprdgung
(Horn, 1991; 1985) am Haushuhnkiken unter Laborbedingungen etabliert. Der bei der
akustischen Filialpragung verwendete Reiz ist ein einfacher, rhythmisch wiederholter
akustischer Stimulus (400 Hz). Dennoch gelingt es, die Tiere auf diesen reduzierten Reiz zu
préagen. Maier und Scheich (1983), Wallh&usser und Scheich (1987) und Bock et al. (1996)
konnten zeigen, dass bei der Beschallung von Kiiken mit einem rein akustischen Reiz, der aus
rhythmischen Tonpulsen besteht, die optimal zur Auslésung der Nachfolgereaktion geeignet
sind (Fischer, 1972), eine Pragung auf diesen Ton erzielt wird. Die Tiere kdnnen diesen
Prégeton in einem Diskriminierungstest von einem in Rhythmus und Frequenz dhnlichen Reiz
(700 Hz) unterscheiden. Diese Versuchsanordnung zugrundelegend ist es mdglich,
morphologische, biochemische und elektrophysiologische Mechanismen der plastischen

Veranderungen im Gehirn zu untersuchen.
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Mit der von Sokoloff et al. (1977) entwickelten [*C]-2-Deoxy-D-Glukose-Methode (2-DG-
Methode) koénnen Hirngebiete lokalisiert werden, die eine verstarkte intrazellulére
Akkumulation metabolisch nicht umsetzbarer [**C]-2-Deoxy-D-Glukose aufweisen. Nach der
Filialpragung auf einen akustischen Reiz ist bei geprégten Tieren wéhrend der Prdsentation
des akustischen Stimulus eine erhohte metabolische Aktivitdt (Abbildung 4) in folgenden
Hirnregionen zu beobachten (Scheich et al., 1991; Scheich, 1987; Wallhdusser und Scheich,
1987; Maier und Scheich, 1983):

MNH: medio-rostrales Neostriatum und Hyperstriatum ventrale
HAD: Hyperstriatum accessorium und laterales Hyperstriatum dorsale im rostralen Wulst
LNH: rostro-laterales Neostriatum und Hyperstriatum ventrale

LPO: Lobus parolfactorius

0,5cm

Abb. 4 Autoradiographische Aufnahmen der [**C]-2-Deoxy-D-Glukose-Markierung in 3 rostralen
Vorderhirngebieten eines geprégten Haushuhnkiiken (aus Maier und Scheich, 1983).

HA: Hyperstriatum accessorium; HD: Hyperstriatum dorsale; LH: Lamina hyperstriatica. In der
schematischen Darstellung sind die [*“C]-2-DG markierten Gebiete gestreift dargestellt. 1: laterales
Neostriatum/Hyperstriatum ventrale; 2: mediales Neostriatum/Hyperstriatum ventrale (MNH: rot
markiert); 3: Hyperstriatum accessorium

Das HAD und das LNH dienen vorwiegend der visuellen Reizverarbeitung (Scheich, 1987),
das LPO ist an der Verarbeitung von Stress und Erregung beteiligt (Scheich et al., 1991,
Mdller, 1987; Mdller und Scheich, 1986). Das MNH hingegen scheint spezifisch in die
Verarbeitung des akustischen Pragestimulus involviert zu sein (Scheich, 1987), obwohl es

kein primér auditorisches Areal ist. Es spielt allerdings auch eine Rolle bei verschiedenen
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Stresssituationen wie ,,handling” und Separation (Gruss und Braun, 1997; Miller, 1987;
Mdller und Scheich, 1986). Das ist insofern von Bedeutung, als das eine Entnahme der Tiere
aus ihrer Haltungsbox und eine Uberfilhrung in die Pragearena ein ,handling und eine

Separation bedeuten.

1.2.1.1 Verschaltungsmuster des MNH

Das Verschaltungsmuster des Vogelhirns weist einige Ahnlichkeiten mit Verschaltungen in
Singvdgeln und S&augern auf, die flir Lernen relevant sind. Die funktionelle Rolle des MNH
wurde durch anatomische Untersuchungen der Verschaltungen (Abbildung 5) dieses Gebietes
mit anderen Hirngebieten untersucht. Es wurde festgestellt, dass es eine groRe Ahnlichkeit mit
dem meso-limbo-kortikalen System des Séuger aufweist (Metzger et al., 1996). Die
vermutlich glutamatergen Afferenzen (Endepols, 1996; Wang X. et al., 1994) aus den
Kerngebieten des dorsomedialen Thalamus (DMA/DMP) in den neostriatalen Teil des MNH
(Metzger et al., 1996) und die dopaminergen Afferenzen aus der Area ventralis Tsai (AVT)
entsprechen den klassischen ,,Definitionseingangen* des prafrontalen Kortex (PFC) beim
Sauger. Daraus schlussfolgernd wird das MNH als Analog des PFC beim Sauger betrachtet
(Metzger et al., 1996; 2002a; 2002b; Scheich et al., 1991), der eine entscheidende Rolle bei
verschiedenen Lernvorgéngen spielt (lidaka et al., 2001; Auclair et al., 2000; Diekamp et al.,
2000; lwano et al., 1997; Poeggel und Braun, 1996; Fuster, 1989).

Weitere Ergebnisse stltzen die Hypothese, dass dem MNH eine Schlisselrolle bei der
akustischen Filialpragung zukommt.

Im MNH findet wéhrend der akustischen Filialprdgung ein Prozess der synaptischen
Reorganisation auf der Ebene der Spines statt. Mit der Golgi-Cox-Methode konnte
nachgewiesen werden, dass auf den als Typ 1-Neurone Klassifizierten Zellen (Scheich et al.,
1991; Wallhduser-Franke, 1989) ein Spineverlust zu verzeichnen ist (Wallhdusser und
Scheich, 1987). Basierend auf diesen Befunden wurde eine Synapsenselektionshypothese
abgeleitet, die besagt, dass ,wahrend der akustischen Filialprdgung aus der Vielzahl bzw.
einem Uberschuss vorhandener synaptischer Verkniipfungen nur eine bestimmte Auswahl
dieser Synapsen durch den Pragestimulus bzw. den stattfindenden assoziativen Lernprozess
aktiviert und stabilisiert wird. Andere, durch den présentierten Pragereiz nicht aktivierte
Synapsen bleiben inaktiv und werden schliefflich eliminiert“ (Scheich et al., 1991; Scheich
und Braun, 1988; Scheich, 1987). Die Aktivierung der als N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptoren
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(NMDA-Rezeptoren) bezeichneten Glutamatrezeptoren im MNH scheint fur die mit der
akustischen Filialpragung einhergehende Synapsenselektion in diesem Gebiet von
entscheidender Bedeutung zu sein. Werden Kiiken wahrend der Pragung mit dem selektiven
NMDA-Antagonisten D,L-2-Amino-5-Phosphonovaleriansédure (APV) behandelt, entwickeln
sie keine Praferenzen flr den Prégereiz und weisen die gleiche Spinefrequenz an Typ 1-
Neuronen auf wie naive, unbehandelte Kontrolltiere (Bock et al., 1996). Die Aktivierung des
NMDA Rezeptors ist notwendig fur die lerninduzierte selektive Reduktion der Spinesynapsen
und konnte einen Mechanismus fir die Speicherung der Information beim Pragungslernen
darstellen (Bock und Braun, 1999).

Elektrophysiologische Untersuchungen in vivo zeigten, dass akustisch gepragte Tiere, im
Gegensatz zu nichtgepragten Tieren, eine erhohte Aktivitat im MNH aufweisen, wenn der

Pragestimulus préasentiert wird (Bredenkotter und Braun, 2000; 1997).
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Abb. 5 Vergleichende Darstellung der glutamatergen, dopaminergen und serotonergen Verbindungen
des medio-rostralen Neostriatum/Hyperstriatum ventrale (MNH) der Vogel und des préfrontalen
Kortex (PFC) der Sduger (schematisiert).

DA: Dopamin, Glu: Glutamat, 5-HT: Serotonin,

AVT: Area ventralis (Tsai); DMP/DMA: Nucleus dorsomedialis posterior thalami/N. dorsomedialis
anterior thalami; LPO/PA: Lobus parolfactorius/Paleostriatum augmentatum; MD: Nucleus
mediodorsalis thalami; N.raphe: Nucleus raphe; TPc: Nucleus tegmenti pedunculo-pontinus, pars
compacta (Substantia nigra); Subst. nigra: Substantia nigra; VTA: ventrales Tegmentum
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VVon Wang (1992) und Wang X. et al. (1994) konnte eine LTP-&hnliche Potenzierung an Typ
1-Neuronen nach einer hochfrequenten Stimulation afferenter thalamischer Fasern oder einer
Applikation von NMDA in in vitro-Akutschnittpréparaten des MNH’s nachgewiesen werden.

Diese Potenzierung konnte durch APV blockiert werden.

Untersuchungen mit der in vivo Mikrodialyse am wachen Tier zeigten, dass die glutamaterge
und die monoaminerge Neurotransmission im MNH nach der auditorischen Prégung
verandert ist (Gruss et al., 2003). Die Prasentation des Pragetons flhrte zu einer erhéhten
Glutamatkonzentration im Dialysat (Gruss und Braun, 1996). Die Applikation des Glutamat-
Rezeptor Agonisten NMDA in das MNH fiihrte zu einer konzentrationsabhéngigen, durch
APV blockierbaren Zunahme der Dialysatkonzentration von Glutamat. Die Konzentration der
Homovanillinsdure (HVA) als Metabolit des Dopamins, nahm wahrend der Présentation des
Prégereizes in gepragten Tieren und der Applikation von NMDA in das MNH ab (Gruss,
1998).

In Kombinationsexperimenten von Mikrodialyse und Elektrophysiologie wurden NMDA-
Rezeptor vermittelte modulatorische Interaktionen zwischen glutamaterger und
monoaminerger Neurotransmission nachgewiesen (Gruss et al., 1999). Fur die Untersuchung
des dopaminergen Systems wurde der Dopaminrezeptor-Antagonist Haloperidol eingesetzt.
Die Applikation von Haloperidol reduzierte die Pragungsrate um 59 %. Die extrazelluldre
Konzentration des Dopaminmetaboliten HVA stieg nach der systemischen Injektion von
Haloperidol an, wahrend die Konzentrationen von 5-HIAA, Glutamat und Taurin unverandert
blieben. Eine lokale Infusion in das MNH steigerte die Konzentration von Glutamat, Taurin
und 5-HIAA, wahrend die HVA-Konzentration unverdndert blieb. Die systemische
Haloperidolinfusion verstarkt die NMDA-Rezeptor vermittelte inhibitorische Modulation der
dopaminergen Neurotransmission im MNH.

Mit diesen Ergebnissen konnte der Nachweis flr einer glutamaterge und dopaminerge
Neurotransmission und deren Wechselwirkung wéhrend der akustischen Filialpragung in
einer hoheren assoziativen Vorderhirnregion, die ahnliche neurochemische Charakteristiken

wie der prafrontale Kortex im Gehirn der S&uger aufweist, erbracht werden.
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1.3 Mikrodialyse

Die Mikrodialyse ist eine Technik, die es ermdglicht, neurochemische Vorgénge im
Extrazellularraum des lebenden Gewebes zu messen. Bis zur Entwicklung dieser Technik war
es nur moglich, post mortem Untersuchungen durchzufiihnren oder sich auf die ,,push-pull
perfusion* oder ,cortical cup perfusion“ zu beschrédnken. Aufgrund ihrer Limitationen
wurden Letztere nicht sehr hdufig benutzt. Die Idee, sich das Dialyseprinzip fur die Messung
der Extrazelluléarflussigkeit des Gehirns zunutze zu machen, ist schon rund 35 Jahre alt
(Delgado et al.,, 1972; Bito et al.,, 1966), scheiterte aber am Fehlen einer sensitiven
Analysetechnik und an der GroRRe der Dialysefasern.

Seit des Erscheinens des ersten Artikels tiber die Dialyse von Hirngewebe (Ungerstedt und
Pycock, 1974), erlebte die Technik einen rasanten Aufschwung und hat heute eine breite
Anwendungspalette in der Grundlagenforschung, z. B. der Untersuchung der
Neurotransmission (Fried et al., 2001), der Epilepsie (During und Spencer, 1993) und dem
Schlaganfall (Enblad et al., 1996; Bullock et al., 1995), in der klinischen Anwendung
(Review: Miller, 2000) insbesondere dem Metabolismus in verschiedenen Organen wie
Muskel und Haut sowie der Adipositasforschung (Cline et al., 1999; MacLean et al., 1998;
Lafontan und Arner, 1996; Jansson et al., 1993), Untersuchungen in Tumorgewebe (Jain,

1994), und vielen anderen Gebieten.

1.3.1 Funktionsprinzip der Mikrodialyse

Das einfache Prinzip der Dialyse zugrundelegend ist die Mikrodialyse in ihrer Anwendung
sehr komplex, was sich aus dem Zusammenwirken der Dialysemembran, der
Perfussionsflussigkeit und des Gewebes, in diesem Falle des Hirngewebes, ergibt.

Die Dialysemembran, eine Hohlfaser, wird in das Gehirn implantiert und von einer
Flissigkeit, der artifiziellen Cerebrospinalflissigkeit (aCSF), durchflossen. Nach dem
Diffusionsprinzip stellt sich mit der Flussigkeit an der Aulenseite der Membran ein
Gleichgewicht ein (Abbildung 6).

Nach dem Einsetzen der Sonde in das Gewebe wird eine schnelle Abnahme der
Konzentrationen der meisten Substanzen beobachtet (Benveniste et al., 1989; Amberg und
Lindfors, 1989) und weiterhin ein Zeitraum mit gesteigertem Glucosemetabolismus,

gesenktem Blutfluss und gestorter Transmitterfreisetzung. Dieser Zeitraum kann in
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Abhangigkeit von der zu untersuchenden Substanz und der Art des Experiments 30 min bis 24

Stunden dauern, danach haben sich Basiswerte eingestellt.

Die Dauer der Messung von Transmittern nach der Einstellung des Basiswertes ist von der
Bildung einer Gliaschicht um die Sonde abhéngig. Diese tritt in verschiedenen Geweben in
unterschiedlicher Auspragung auf und ist mit histochemischen Techniken studiert worden
(Wang J. et al., 1994; Georgieva et al., 1993; Benveniste und Diemer, 1987; Hamberger und
Nystrom, 1984).

Welche Menge der zu messenden Substanz in der aCSF nachzuweisen ist, hangt u.a. von der
Lange der Dialysemembran, der Flussgeschwindigkeit der Perfussionsflissigkeit, der
Geschwindigkeit der Diffusion der Substanzen durch die extrazellulare Flissigkeit und von
der Beschaffenheit der Membran ab.

Ein weiteres Untersuchungsfeld stellt die Beziehung zwischen der Konzentration im Dialysat
und im Extrazellularraum dar. Einige mathematische und experimentelle Modelle wie die
,»No-net-flux Methode*, die ,,Zero-flow Methode* und die ,,near-equilibrium Dialyse* werden
angewandt. Da die zur Berechnung bendtigten Variablen unter experimentellen Bedingungen
schwer zu kontrollieren sind, wurden in dieser Arbeit nur die Dialysatkonzentrationen
angegeben, die den in den Dialysaten gemessenen Konzentrationen der Substanzen

entsprachen.

Dialysat Perfusat

o Interstitium

Zelle

Abb. 6 Funktionsprinzip einer Mikrodialysesonde. Die semipermeable Membran an der Spitze der
Sonde ermdglicht den Austausch l6slicher Molekile zwischen der Sonde und dem umgebenden
Gewebe. Nachdem die Sonde in das Gewebe implantiert wurde, diffundieren die Molekile der
Interstitiumsflissigkeit kontinuierlich in das Perfusionsmedium. Proben werden kontinuierlich
gesammelt und mit Hilfe der HPLC analysiert.
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1.3.2 Merkmale der Mikrodialyse

Die Hauptmerkmale und Vorteile der Mikrodialyse lassen sich wie folgt zusammenfassen:

es wird aCSF gesammelt, die einer sofortigen Analyse zugefiihrt werden kann

sie kann in fast jedem Organ und Gewebe des Kdrpers durchgefiihrt werden

sie wird in Geweben des lebenden, wachen und frei beweglichen Tieres durchgefiihrt

es kann kontinuierlich fur Stunden und Tage in einem Tier gemessen werden

es konnen Veranderungen der Neurotransmission auf physiologische und
verhaltensrelevante Beeinflussungen festgestellt werden

Substanzen konnen ohne zusétzliche Injektion lokal appliziert werden

es werden alle Substanzen der extrazellularen Flussigkeit gesammelt, die die Membran
passieren kénnen

die Sensitivitat und zeitliche Auflésung der zu messenden Substanzen ist von der
Analysetechnik abhéngig

es wird keine langanhaltende Schadigung der Blut-Hirn-Schranke verursacht (Tossman
und Ungerstedt, 1986; Benveniste et al., 1984)

Die Methode schien aufgrund dieser Merkmale geeignet, um am wachen, sich bewegenden

Haushuhnkiiken neurochemische Untersuchungen des Opiatsystems durchzufiihren.

Mikrodialytische Untersuchungen am Haushuhnkilken werden von wenigen Arbeitsgruppen
durchgefuhrt. Es gibt Arbeiten von M. Grul® (Gruss et al., 2003; 1999; Gruss und Braun,
1997; 1996), Tsukada et al. (1999), die die visuelle und akustische Filialprdgung untersuchten
sowie von Tachibana et al. (2001) und Daisley et al. (1998).
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1.4. Fragestellung

Aus vorangegangenen Arbeiten (siehe Einleitung) ist bekannt, dass das glutamaterge und das
dopaminerge System eine wichtige Rolle bei der frahkindlichen Filialpragung der
Haushuhnkiken spielen (Gruss und Braun, 2003; 1997; 1996; Bredenkdtter und Braun, 2000;
1997; Bock und Braun, 1999; Gruss et al., 1999; Bock et al., 1996). Unsere Arbeitshypothese
besagt, dass die emotionale und die sensorische Stimulation, die vom Prageobjekt (,,Mutter)
ausgeht, auf das Kiken wirkt und Veranderungen in verschiedenen Hirngebieten induziert.
Ein Gebiet, in dem eine hohe metabolische Aktivierung (dargestellt mit der 2-Deoxyglucose
Methode, Miiller und Scheich, 1986) sowie eine Anderung der Morphologie der Zellen (Bock
und Braun, 1999) und ihrer Aktivitat nach der Pragung (Bredenkotter und Braun, 1997)
stattfindet, ist das MNH. Die Anderungen unter anderem im MNH kénnen iber das
Zusammenwirken der emotionalen, motivationalen (Dopamin und Serotonin) und kognitiven
(Glutamat) Komponente zur Bindung an das Prageobjekt (,,Mutter”) fuhren. Eine weitere
Komponente, die in diesem Kontext von Bedeutung ist, ist Stress, der mit der Konzentration
von Serotonin und seiner Metabolite korreliert (Gruss und Braun, 1997). Ebenfalls gut mit
Stress korrelierbar ist das Opiatsystem (Sufka et al., 1994; Panksepp et al., 1978b). Aufgrund
der hohen Konzentration von p-Opiatrezeptoren im MNH (Csillag et al., 1990; 1989) und der
dargestellten Zusammenh&nge ergeben sich Fragen hinsichtlich der Beteiligung des
Opiatsystems an der Filialpragung von Haushuhnkilken. Kénnen p-Opiatrezeptoragonisten
oder —antagonisten die Konzentrationen der dopaminergen, serotonergen Metabolite und die
von Glutamat beeinflussen und welche Auswirkungen hat diese Veranderung des
Zusammenspiels auf die emotionale Situation des Kikens und somit auf die akustische

Filialpragung (Abbildung 7)?
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Praoeobjekt

akustischer Stimulus +

emotionale Hennenattrappe

Stimulation

Emotion

sensorische

Kognition

Bindung
an die ,,Mutter*

Abb. 7 Hypothetisches Modell der Interaktion verschiedener Aspekte eines emotionalen
Lernprozesses, z.B. der auditorischen Filialpragung in Haushuhnkiken, ihre neurochemischen

Mediatoren und ihre mogliche Modulation durch p-Opiatrezeptor-vermittelte Prozesse. (rot =
inhibitorisch).

Die Fragen, die sich aus diesen Ansatzen ergeben, sind folgende:

I. Beeinflussen Antagonisten und Agonisten des p-Opiatrezeptors die serotonerge,

dopaminerge und/oder glutamaterge Neurotransmission?

Il. Ist der Lernprozess der Filialpragung abhéngig von der Aktivitdt der
Opiatrezeptoren? Lasst sich die akustische Filialpragung durch die Blockade der
p-Opiatrezeptoren verhindern?

I11. Ist die Vokalisation von Haushuhnkiken, als Zeichen von Stress und somit als
Indikator fir den internen emotionalen Status, durch die Applikation eines p-
Opiatrezeptor Antagonisten modulierbar?
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2 MATERIALIEN UND METHODEN

2.1 Pharmakologische Untersuchungen

2.1.1 Tierhaltung

Als Versuchstiere dienten Haushuhnkiken (Gallus gallus domesticus) beiderlei Geschlechts
der Rasse Brown Leghorn. Befruchtete Eier wurden aus dem Institut fur Kleintierkunde
Nauendorf/Merbitz und spater von der Lohmann Tierzucht GmbH in Cuxhaven geliefert und
in einem Brutschrank unter taglichem Wenden bebrutet (Temperatur: 37,5 + 0,3°C,
Luftfeuchtigkeit: 70-80%).

Die Tiere, die bei den Mikrodialyseexperimenten verwendet wurden, blieben bis zum Schlupf
im Brutschrank und wurden danach gemeinsam in einen separaten Haltungsraum gebracht,

der einen 12 Stunden Tag/Nacht Rhythmus und eine Temperatur von 32 + 1°C hatte.

Dort lebten sie in einer Haltungsbox (100 x 100 x 30 cm) in einer Kukengruppe von 10 bis 20

Tieren mit freiem Zugang zu Futter und Wasser.

2.1.2 Implantation der Mikrodialysesonde

Am Tag des Schlupfes (postnataler Tag 0 (PND 0)) wurde eine CMA/11-Mikrodialysesonde
(CMA Schweden), mit einer Membranlange von 1 mm (Membranmaterial Cuprophan) in das

Gehirn der Tiere implantiert. Der Aufbau der Sonde ist in Abbildung 8 dargestellt.
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Abb. 8 Schematischer Aufbau einer CMA/11 Mikrodialysesonde.

Die Tiere wurden am Tag des Schlupfes bzw. am PND 6 aus der Haltungsbox enthommen
und in ein mit 4%igem Halothan-Luft-Gemisch (Hoechst) gefilltes Geféal? gesetzt. In diesem
Halothan-Luft-Gemisch blieben die Tiere ca. 15 min. Nach dieser Zeit wurden die Kiken in
einer Stereotaxis (Stoelting, USA) fixiert, die Korpertemperatur mit einer Heizmatte konstant
gehalten, und mit einem selbst konstruierten Aufsatz weiterhin andsthesiert (1-2 %iges
Halothan-Luft-Gemisch). Die Kopffedern und die Kopfhaut wurden entfernt. Mit Hilfe eines
Operationsmikroskops (Leica/Wild) wurde der Y-Punkt bestimmt und die Sonde unter
Verwendung folgender Koordinaten (bezugnehmend auf den stereotaktischen Atlas von

Kuenzel und Masson, 1988) implantiert:

anterior-posterior ausgehend vom Y-Punkt: +5,3 mm
lateral ausgehend von der Mittellinie: -0,5mm
dorsal-ventral ausgehend von der Hirnoberflache: -3,4 mm (PND 0)

-3,6 mm (PND 6)

Um die Sonde in das Gehirn zu implantieren, wurde mit einer feinen Kanile ein kleiner Teil
des Schédeldaches (ca. 0,5 x 0,5 mm) entfernt, die Sonde auf die Hirnoberflache aufgesetzt
und mit sehr geringer Geschwindigkeit eingefuhrt. Nach 5 min wurde die Sonde mit
Zahnzement (Harvard Dental GmbH, Berlin) fixiert. Danach wurde das Tier zurlck in die

Versuchsbox gelegt, in den Kilkenhaltungsraum gebracht und mit Wasser versorgt.



34

Innerhalb von 10-15 min nach der Operation erwachte das Tier und ca. 2 Stunden spéter
wurde ein zweites Kiken dazu gesetzt, um eine soziale Separation zu verhindern. Beide Tiere
blieben Gber Nacht in der Versuchsbox.

Die Operationen wurden immer zur gleichen Tageszeit (12:00 Uhr) durchgefuhrt.

2.1.3 Versuchsdurchfihrung

Fur die Versuche wurde eine Mikrodialyseapparatur verwendet, die aus folgenden
Komponenten bestand: eine 3-Kanal-Mikroinjektionspumpe CMA/100 (CMA Schweden), ein
Mikrofraktionssammler CMA/140 (CMA Schweden), 1 ml Glasspritzen und eine
totvolumenarme Schlauchverbindung (FEB-Tubing, Totvolumen 12ul/m).

Vor Beginn des Experiments wurde die Schlauchverbindung mit einer auch im Experiment
verwendeten aCSF (artifizielle Cerebrospinalfliissigkeit) gespult. Die aCSF setzte sich wie
folgt zusammen: 120 mM NaCl, 6 mM KCI, 2 mM CaCl,, 1,25 mM MgCl,, 1,25 mM
NaH;PO4, 21 mM NaHCOg3, pH 7,4 (eingestellt durch Begasung mit Carbogen (95% O,, 5 %
COy; Linde)).

Die Zusammensetzung entspricht der von Gru (Gruss et al., 1999) verwendeten aCSF, die
sich an die von Babinsky (1990) dargestellten Daten zur Zusammensetzung der
Cerebrospinalflussigkeit von Hiihnern anlehnt.

Nach der Spulung der Schlauchverbindung wurde die Sonde an die Pumpe und den
Mikrofraktionssammler angeschlossen. In diesem befanden sich 250 pl-Réhrchen, in denen
die Proben gesammelt und sofort der Analyse zugefuhrt (Monoamine) oder bei —20°C
(Aminosdauren) bis zu chromatographischen Trennung gelagert wurden.

Die aCSF wurde im Experiment mit einer Geschwindigkeit von 1,1 pl/min durch die im
Gehirn befindliche Sonde gepumpt und am Auslass wieder gesammelt. Ein Sammelintervall
betrug 20 min. Musste wahrend des Experiments die aCSF gewechselt werden, erfolgte dies
manuell, wobei darauf geachtet wurde, dass keine Luftblasen in die Schlauchverbindung
gelangten.

Das mikrodialytische Experiment gliedert sich in verschiedene Abschnitte. Abschnitt 1 ist die
Aquilibrierungsphase. Diese Phase dient zur Beruhigung der Tiere, die zum AnschlieRen an
das System in die Hand genommen wurden, und der Einstellung eines Gleichgewichts
zwischen der aCSF, die durch die Sonde flief3t, und der korpereigenen CSF. Die Dauer dieser

Phase betrug 2-3 Stunden; das dabei gesammelte Dialysat wurde verworfen.
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Im zweiten Abschnitt wurde die Basislinie aufgenommen. Es wurden 5-6 Proben gesammelt
(in einem Zeitraum von ca. 2 Stunden) und analysiert. Diese Werte bildeten die Basislinie, auf
die alle nachfolgenden Werte bezogen wurden. Waren die Werte der Basislinie stabil, d.h. die
Konzentrationen von 5-HIAA und HVA in 3 aufeinanderfolgenden Proben wiesen eine
Abweichung von < 10% auf, konnte mit dem dritten Abschnitt fortgefahren werden.

Dieser dritte Abschnitt umfasste alle pharmakologischen Manipulationen. In dieser Phase
wurden die Konzentrationen der Monoamine und Aminosduren wahrend und nach einer
pharmakologischen Beeinflussung dokumentiert.

Die Gesamtdauer eines Experiments betrug somit im Durchschnitt 7-8 Stunden.

2.1.4 Experimentelle Ansatze

2.1.4.1 Experiment 1

In diesem Experiment wurde die Wirkung von 500 pl systemisch appliziertem Naloxon in 2
verschiedenen Konzentrationen, 5 und 50 mg/kg, getestet. Nach Aufnahme der Basislinie
wurde den Tieren Naloxon oder als Kontrollsubstanz Saline intraperitoneal appliziert und die
Anderungen von 5-HIAA, HVA, Glutamat und Taurin weitere 180 min beobachtet.

Naloxon wurde ebenfalls tiber die Sonde in das MNH appliziert, um eine lokale Wirkung der
Substanz auf die Transmitter im MNH zu testen. Aufgrund analytischer Probleme, ein sehr
hohes Signal, das weitere Messungen unmdglich machte, konnte dieser Ansatz nicht weiter

verfolgt werden.

2.1.4.2 Experiment 2

Mit diesem Experiment wurde charakterisiert, inwieweit eine Blockade der neuronalen

Aktivitat einen Einfluss auf die Dialysatkonzentrationen von 5-HIAA, HVA, Glutamat und
Taurin im MNH hat. Durch die Blockade spannungsabhéngiger Na'-Kanale fihrt die lokale
Applikation von Tetrodotoxin (TTX) durch Verhinderung der Entstehung und Weiterleitung
von Aktionspotentialen zu einer Abnahme der neuronalen Aktivitat, die eine Abnahme der
synaptischen Freisetzung und damit eine Abnahme der Dialysatkonzentrationen von
Neurotransmittern und -modulatoren zur Folge hat (Westerink et al., 1987a, 1987b).

In dieser Versuchsreihe wurde den Tieren nach Stabilisierung der Basislinie eine aCSF, die 1
UM TTX enthielt, Gber die Sonde in das MNH appliziert. Diese TTX Applikation wurde

wéhrend des restlichen Experiments beibehalten.
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In einem weiteren Teilexperiment wurden den Tieren 40 min nach Beginn der TTX
Applikation 5 mg/kg Naloxon systemisch injiziert und im weiteren Verlauf aller 20 min

Proben zur Analyse gesammelt.

2.1.4.3 Experiment 3

Dieses Experiment diente zur Uberpriifung der Frage, ob die Transmittersysteme nach
Beendigung der sensitiven Phase anders auf die Applikation von Naloxon reagieren und somit
auf eine spezielle Rolle der Modulation wéhrend der sensitiven Phase hinweisen.

In diesem Versuch wurden Tiere untersucht, die eine Woche alt waren (PND 7) und diese Zeit
in einer Gruppe von 10-15 Tieren verbracht hatten. In diesem Alter ist die sensitive Phase

abgeschlossen. Der experimentelle Verlauf ist der in Experiment 1 beschriebene.

2.1.4.4. Experiment 4

In den vorangegangenen Experimenten wurde der Einfluss eines Opiatantagonisten
untersucht. Dieses Experiment sollte zur Charakterisierung der Transmitterfreisetzung nach
der Applikation eines Opiatagonisten dienen.

Experiment 4 wurde in Teilexperiment a und Teilexperiment b gegliedert. Im ersteren sollten
die Konzentrationen der 5-HIAA, HVA, von Glutamat und Taurin nach der intraperitonealen
Injektion von DAGO untersucht werden. Dazu wurde nach Aufnahme einer stabilen
Basislinie DAGO in einer Konzentration von 5 mg/kg injiziert und die Anderungen der
Transmitter weitere 180 min analysiert. Im Teilexperiment b wurde nach Aufnahme der
Basislinie die aCSF gegen eine aCSF mit 1 mM DAGO ausgetauscht. Diese aCSF wurde 20
min infundiert und danach wieder gegen eine DAGO-freie aCSF getauscht. Die Anderungen

der Transmitter wurden in 20 min Intervallen analysiert.

2.1.4.5 Experiment 5

Ahnlich dem Experiment 2 wurde in diesem Versuch TTX (1 pM) eingesetzt. Nach
Aufnahme der Basislinie wurde die aCSF gegen eine DAGO (1 mM) und TTX-haltige (1 uM)
aCSF ausgetauscht. Diese wurde 20 min infundiert und danach wieder gegen eine
DAGO/TTX-freie aCSF getauscht und die Proben in 20 min Intervallen untersucht.

2.1.4.6 Experiment 6
In diesem Experiment sollte untersucht werden, welche Anderungen der 5-HIAA, HVA, von

Glutamat und Taurin zu messen sind, wenn der p-Opiatrezeptor Antagonist und der p-
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Rezeptor Agonist gleichzeitig gegeben wurden. Es gliederte sich in Teilexperiment a und
Teilexperiment b. In Teilexperiment a wurden beide Substanzen intraperitoneal (5 mg/kg)
gegeben. In Teilexperiment b wurde Naloxon i.p. (5 mg/kg) und DAGO (1 mM) 20 min Uber
die Sonde in das MNH appliziert und danach die Anderungen der Transmitter in 20 min

Intervallen analysiert.

2.1.5 Chromatographische Analytik

2.1.5.1 Monoamin-Analytik

Die Analyse der Monoamine erfolgte direkt nach Entnahme des Dialysats. Es wurde ein
HPLC-System (High Pressure (Performance) Liquid Chromatography) mit folgenden
Komponenten verwendet:

- thermostatierbarer Autosampler CMA/200 (CMA Schweden),

- Entgaser (Degasys DG 1310)

- HPLC-Doppelkolbenpumpe LC-10AD (Shimadzu),

- elektrochemischer Detektor LC-4C (BAS, USA),

- Interface D 6000 (MERCK-Hitachi)

- computergestltztes Datenaufnahme und —auswertsystem (D-7000 HSM, MERCK-Hitachi)

Nach der automatischen Injektion der Probe (10 bzw. 7 pl) erfolgte die Trennung der
Substanzen nach dem Umkehrphasen-Prinzip mit einer Umkehrphasenséaule (RP 18, 5 um,
100 x 2 mm, Packungsmaterial: LiChospher®, MERCK). Die Zusammensetzung des

verwendeten Laufmittels blieb wahrend der gesamten Zeit konstant (isokratische Trennung).

Zusammensetzung:

50 mM Natrium-Citrat H,O (SIGMA)

50 mM Natrium-Acetat 3 H,O (MERCK)

2 mM Ethylendiamintetraessigséure 2 H,O, Dinatriumsalz (SIGMA)

1 mM Octan-1-sulfonsdure, Natriumsalz (SIGMA)

+ 7,5 % Methanol ,,gradient grade* (KMF)

Der pH Wert des Laufmittels wurde mit NaOH auf 4,1 eingestellt.

Die Trennung der Substanzen erfolgte in der Reihenfolge Dihydroxyphenylessigséure
(DOPAC), 5-Hydroxyindolessigséaure (5-HIAA), Dopamin (DA), Homovanillinsédure (HVA)
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und Serotonin (5-HT). Die Datenerfassung und Auswertung erfolgte mit einem HPLC-
Manager (MERCK).

Fur die ldentifizierung der Peaks und die Berechnung der Dialysatkonzentrationen der
einzelnen Substanzen wurden extern Eichkurven mittels Standardsubstanzen von DOPAC, 5-
HIAA, DA, HVA und 5-HT erstellt. Der Konzentrationsbereich lag zwischen 1-100 nM.

2.1.5.2 Aminoséaure-Analytik

Fur die Analyse der Aminoséuren wurde die modifizierte Methode nach Lindroth und Mopper
(1979) angewandt.

Fur diese Analyse wurde ein HPLC-System genutzt, das aus folgenden Komponenten
bestand:

- thermostatierbarer Autosampler CMA/200 (CMA Schweden),

- HPLC-Pumpe AS-6000 (MERCK)

- Fluoreszenzdetektor RF-535 (Shimadzu, Japan)

- Integrator AS 2000 (MERCK)

Bei dieser Trennung wurde eine Umkehrphasensédule verwendet (RP 18, 5 um, 100 x 4 mm,
Packungsmaterial: LiChospher®, MERCK). Um die Aminosauren detektierbar zu machen,
wurde vor der Trennung automatisch eine Derivatisierung mit o-Phtaldialdehyd (oPA) + 2-
Mercaptoethanol (gebrauchsfertige Losung, Sigma) durchgefiihrt. Dabei wurde nach
folgendem Programm verfahren: 10 pl Dialysat + 10 pl oPA-LOsung, Reaktionszeit 2
Minuten bei 11°C, Injektion von 18 pl auf die Sdule. Zur Eluierung wurde ein nichtlinearer
Gradient verwendet (Tabelle 3). Das Laufmittel bestand aus zwei Komponenten: Laufmittel A
(LM A) und Laufmittel B (LM B).
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Tab. 3 HPLC-Gradient zur Quantifizierung der Aminoséauren

Zeit (min) LM A (%) LM B (%) FluBrate (ml/min)
0 95 5 15
3 90 10 15
4 80 20 15
12 77 23 15
13 72 28 15
14 70 30 15
15 63 37 1,5
16,5 60 40 15
17 25 75 15
19,5 25 75 15
20 95 5 15

Zusammensetzung der Laufmittel:

Laufmittel A: 15 mM Phosphatpuffer pH 7,0 (1 ml 85% Phosphorséure (Roth)/ | | aqua dest.)
mit 10% Methanol ,,gradient grade* (KMF)

Laufmittel B: Methanol ,,gradient grade* (KMF) mit 10% Phosphatpuffer (siehe LM A)

Der pH-Wert der Laufmittel wurde mit einer 5 M NaOH-Losung (Merck) auf pH 7,0

eingestellt.

Die Laufmittel wurde vor und wahrend des Gebrauchs mit Helium (LINDE AG) entgast.

Die Daten wurden von einem Integrator aufgenommen, mit dem Programms D25 (MERCK-
Hitachi) konvertiert und mit Hilfe des HPLC Managers ausgewertet.

Fur die ldentifizierung der Peaks und die Berechnung der Dialysatkonzentrationen der
einzelnen Substanzen wurden extern Eichkurven mittels Standardsubstanzen von Glutamat
und Taurin erstellt. Diese Eichkurven umfassten einen Konzentrationsbereich von 0,01 — 3
MM,
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2.1.6 Histologie

Zur Uberpriifung der Lage der Sonde wurden die Tiere nach dem Experiment dekapitiert, das
Gehirn préapariert und bei —80°C eingefroren. Die Lagerung bis zum Schneiden erfolgte bei —
20°C. Mit einem Kryostaten (MICRON) wurden 40 pum Serienschnitte angefertigt, diese mit
Kresylviolett gefarbt (Nissl-Farbung) und die Lage der Sonde Uberprift. Konnte die Lage der
Sondenmembran nicht im MNH lokalisiert werden, wurden die Ergebnisse des Experiment

nicht in die Auswertung einbezogen.

2.1.7 Statistische Auswertung

Die Konzentrationen der Substanzen im Dialysat wiesen interindividuell grole
Schwankungen auf. Um die Auswertung zu erleichtern, wurde eine in der Mikrodialyse oft
verwendete und anerkannte Form der Darstellung, die Angabe in % der Basislinie, gewéhlt.
Dabei wird der Mittelwert der Konzentrationen der vor der pharmakologischen Manipulation
genommenen Proben berechnet und auf 100% gesetzt. Alle Werte, einschliellich die

Basiswerte, werden als Anderung zu diesem Mittelwert berechnet und in % angegeben.

Fir die statistische Auswertung wurde das Programm Sigma Stat 2.0 (Jandel Scientific)
verwendet.

Da es sich bei den gewonnenen Ergebnissen nicht um normalverteilte Daten handelt, wurde
die statistische Auswertung unter Verwendung nicht-parametrischer Testverfahren
durchgefihrt.

Area-under-curves (AUC’s) wurden fir jede Behandlung berechnet und eine statistische
Auswertung erfolgte separat fir die 1. (toso), 2. (teo-120) und 3. (tizo-180) Stunde des
Experiments. Fir den Vergleich zur Basislinie wurde eine Friedman Repeated Measures
ANOVA on Ranks, gefolgt von einem Dunnett’s Test, durchgefiihrt (Signifikanzniveau: p <
0,05). Fir den Vergleich zwischen den experimentellen Gruppen wurde eine Kruskal-Wallis
ANOVA on Ranks, gefolgt von einem Dunn’s Test, durchgefuhrt (Signifikanzniveau: p <
0,05). Waren nur 2 Gruppen zu vergleichen, wurde fir Vergleiche zur Basislinie ein
Wilcoxon- Test und fiir Vergleiche zwischen den Gruppen ein Mann-Whitney Rank Sum Test
durchgefuhrt (Signifikanzniveau: p < 0,05).
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2.2 Pragung
2.2.1 Tierhaltung

Die Tiere in diesen Experimenten wurden, je nach Versuchsplanung, unterschiedlich gehalten.
Gruppe A:  Die Tiere dieser Gruppe schlipften im Brutschrank und wurden danach
getrennt in einen separaten Haltungsraum (12 Stunden Tag / Nacht — Rhythmus) gebracht und
einzeln gehalten. Die einzelnen Tiere lebten in einer Separationsbox (50 x 30 x 30 cm), mit
freiem Zugang zu Futter und Wasser, ohne visuellen und sozialen Kontakt zu anderen Kuken.
Sie wurden nur fur die Prégungsversuche, zum Wiegen und Injizieren aus den

Separationsboxen entnommen.

Gruppe B: Die Tiere dieser Gruppe wurden in totaler Isolation aufgezogen, um den
Einfluss verschiedener Stimuli moglichst gering zu halten. Hierzu dienten speziell
angefertigte verschlieBbare Boxen (60 x 60 x 50 cm), die mit Schaumstoff ausgekleidet
waren. Die Boxen waren mit einer Beleuchtung ausgestattet und Uber eine Zeitschaltuhr
wurde ein 12 Stunden Tag/Nacht Rhythmus eingestellt. Beliftet wurden die Boxen durch
auflen angebrachte Ventilatoren. Angebritete Eier aus den Brutschanken wurden 2-3 Tage vor
dem Schlupftermin einzeln in spezielle Styroporbrutkésten eingelegt und dort bei 37,5 +
0,3°C und einer Luftfeuchtigkeit von 70-80 % ausgebriitet. Nach dem Schlupf wurden die
Kiken in den Isolationsboxen in Styroporbehéltern gehalten. Die Temperatur betrug 28-30°C.
Wasser und Futter stand zur freien Verfligung. Die Kiken wurden (ber den gesamten
Versuchszeitraum in totaler Isolation gehalten und nur zu den Verhaltensversuchen und zum

Injizieren aus den Boxen entnommen.

2.2.2 Akustische Filialpragung

2.2.2.1 Préagereiz und Diskriminierungsreiz

Zur akustischen Filialpragung wurde als Pragungsreiz ein synthetisch hergestellter
rhythmischer Tonpuls angeboten. Dieser Tonpuls war mit einer mittleren Tonfrequenz von
400 Hz amplituden- und frequenzmoduliert (P-Ton) (Bredenkdtter und Braun, 1997). Als
Diskriminierungsreiz fiir die spatere Uberpriifung der Préaferenz fir den Prageton wurde ein
ebenfalls rhythmischer amplituden- und frequenzmodulierter Tonpuls mit einer mittleren

Frequenz von 700 Hz (D-Ton) verwendet. Die Lautstdrke betrug jeweils 70 dB. Zur
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Reizlibertragung in der Versuchsarena und zum Abspielen von Alternativ- und Prégereiz
diente ein handelsiblicher Kassettenrecorder (Tascam), der mit zwei Lautsprecherboxen

verbunden war.

2.2.2.2 Versuchsaufbau

Die Durchfuhrung der gesamten Versuchsreihe erfolgte in einem abgedunkelten,
schallisolierten Raum, in dem eine V-formige Versuchsarena aufgebaut war (Abbildung 9).
Am Ende der Seitenflugel der Arena im Bereich der Zielboxen waren jeweils eine
Beleuchtung (60 Watt) und eine Warmelampe angebracht. Wahrend der Versuche waren die
beiden Lampen Uber der Prégearena die einzigen Lichtquellen, so dass die Versuchstiere in

der Arena nicht durch aul3ere Einflisse abgelenkt wurden.

Alle Tiere waren vor der akustischen Filialprdgung pharmakologisch behandelt worden (vgl.
2.2.3)

Hennenattrappe

B
% Drahtkafig

Startbox

Schiebetir

Abb. 9 Schematische Darstellung der Versuchsarena zur Durchfuhrung der akustischen und visuellen
Prageversuche
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2.2.2.3 Préagung

Die Pragung (P) begann am jeweiligen Schlupftag (Tag 0) der Kiiken.

Die Kiken waren zu Beginn der Pragesitzung etwa 6-12 Stunden alt. Wahrend der
Prégesitzung wurde eine Haushuhnattrappe, fir die Kiken sichtbar, an das Ende eines
Seitenfliigels gesetzt. Aus dieser Richtung ertonte der 400 Hz Préageton (P-Ton) mit einer
Dauer von 10 Sekunden und 20 Sekunden Pause bis zum nédchsten Tonpuls. Die Kiken
wurden einzeln vor die Startbox der Arena gesetzt und mussten innerhalb von 5 Minuten zu
der Haushuhnattrappe laufen. Kiken, die innerhalb der 5 Minuten die Attrappe erreichten,
wurden fur weitere 10 Minuten auf die Attrappe gesetzt und mit dem Prdgeton beschallt.
Kiken, die ihr Ziel nicht erreichten oder am Startpunkt sitzen blieben, wurden von Hand zur
Attrappe gebracht, auf diese gesetzt und ebenfalls 10 Minuten mit dem Prageton beschallt.
Nach Ablauf der 10 Minuten erfolgte ein Umschalten des Tones und ein Umsetzen der
Attrappe auf die gegenuberliegende Seite und die Prdgung wurde unter den oben genannten
Bedingungen wiederholt. Nach diesen beiden Prégesitzungen kamen die Versuchstiere zuriick

in ihre Haltungsboxen.

2.2.2.4 Annédherungstest

Am darauffolgenden Tag (Tag 1 nach dem Schlupf) erfolgte zundchst mit jedem Versuchstier
ein Annéherungstest, bestehend aus zwei Durchlaufen (A1/A2), bei denen die Reizdarbietung
auf die akustische Komponente beschréankt wurde.

Die Kuken konnten den Prageton horen, die Attrappe aber nicht sehen. Sie wurden erneut in
die Mitte der Arena gesetzt und von der Seite, auf der sich die fir das Kuken nicht sichtbare
Hennenattrappe befand, mit dem Prégeton beschallt. Die Kiken mussten innerhalb von 3
Minuten in die Zielbox laufen. AnschlieRend bleiben die Kilken 5 Minuten bei der Attrappe
und wurden mit dem Ton beschallt. Tiere, die nicht in die richtige Zielbox liefen bzw. am
Startpunkt sitzen blieben, wurden wieder von Hand auf die Attrappe gesetzt und ebenfalls 5
Minuten mit dem Prégeton beschallt. Direkt im Anschluss daran erfolgte der zweite
Annaherungslauf, wobei Préageton und Haushuhnattrappe auf der gegentberliegenden Seite
platziert wurden. Im Unterschied zum ersten Lauf wurden den Kilken am Start in einen dafur
konstruierten Drahtkafig gesetzt, um die Tiere am sofortigen Loslaufen zu hindern. Der
Drahtkafig wurde angehoben, nachdem der Prageton einmal ertént war. Nach den beiden
Annaherungslaufen kamen die Tiere zuriick in die Haltungsboxen, um ihnen bis zu den

Diskriminationstests eine Erholungspause zu gewéhren.
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2.2.2.5 Diskriminationstests

Es wurden insgesamt 8 Diskriminationstests durchgefuhrt, jeweils 4 am Tag 1 (D1-D4) bzw.
am Tag 2 (D5-D8) nach dem Schlupf. Die ersten beiden Diskriminationstests fanden etwa
eine halbe Stunde nach den Ann&herungstests statt. Zwei weitere Tests erfolgen am gleichen
Tag, allerdings erst nach einigen Stunden Pause. Die Tests 5-8 fanden am dritten Versuchstag
statt. Es wurden niemals zwei Laufe unmittelbar nacheinander durchgefihrt, sondern darauf
geachtet, dass einige Minuten zwischen den Durchgangen lagen. Die Diskriminationstests
dienten zur Uberprifung und Verifizierung des Pragungserfolges und waren allein
ausschlaggebend fir dessen Bewertung. Der Versuchsaufbau entsprach dem des
Anndherungstests, das heif3t, die Haushuhnattrappe war auf der Seite, auf der der Prégeton
ertonte, verborgen und somit flr die Kiken erst sichtbar, wenn sie in die entsprechende
Zielbox liefen. Im Gegensatz zum Anndherungstest wurden die Kiken jetzt alternierend mit
dem 400 Hz Prageton und dem 700 Hz Alternativton (Diskriminationston, D-Ton) beschallt,
der aus der entgegengesetzten Zielbox erklang. Diesmal mussten die Kiken aus den beiden
angebotenen Tonen den Prageton auswahlen und in die Zielbox laufen, aus der der Prégeton
kam. Dazu wurden die Kiken in die Startbox in der Mitte der Arena im Drahtkafig
positioniert und mit beiden Tonen alternierend beschallt. Nachdem die Kiken jeden Ton
mindestens einmal horen konnten, wurde der Drahtkafig angehoben und die Kilkken mussten
innerhalb von 3 Minuten zur richtigen Zielbox laufen. Um eine Praferenz der Kiiken fir eine
Seite auszuschlielRen, wurde die Seite, auf der der Prégeton ertonte, zufallig bestimmt, und es

wurde abwechselnd der Pragungs- bzw. der Diskriminationston als Anfangston gewahilt.

2.2.2.6 Auswertung

Fur die Beurteilung des Préageerfolges waren nur die Ergebnisse der Diskriminierungstests
ausschlaggebend. Die Daten der einzelnen Tests wurden in speziellen Protokollzetteln erfasst.
Notiert wurden jeweils die fiir den Test bendtigte Zeit, die Bewertung, ob ein Test negativ
oder positiv absolviert wurde, die schematische Skizzierung des jeweiligen Laufes in der

Arena sowie Beobachtungen zum Verhalten und zur VVokalisation der Tiere.

Hatte das Tier innerhalb von 3 Minuten die Zielbox erreicht und verblieb mindestens 20
Sekunden dort, wurde der Durchlauf als positiv gewertet. Als negativ wurde ein Durchlauf
gewertet, wenn das Tier in die falsche Zielbox lief, keine 20 Sekunden in der richtigen

Zielbox verweilte, keine Aufmerksamkeit gegenuber den angebotenen Reizen zeigte und am
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Startpunkt sitzen blieb oder innerhalb der vorgegebenen 3 Minuten in keine der beiden
Zielboxen lief. Nach einem positiven Versuch wurden die Kiken, auf der Attrappe sitzend,
noch etwa 1 Minute mit dem Prageton beschallt. Bei Fehlversuchen wurde sofort abgebrochen
und die Kiken in die Haltungsboxen zuriickgebracht. Fir eine erfolgreich gewertete Pragung
mussten mindestens 6 der 8 Durchldufe positiv absolviert werden und die erlaubten 2 Fehler

missen an verschiedenen Tagen auftreten.

2.2.3 Injektion des p-Opiatrezeptor Antagonisten

Ein Teil der Tiere erhielt Injektionen mit Hilfe einer stereotaktischen Maske direkt in das
MNH (je 0,5 pl Saline oder Naloxon in einer Konzentration von 2 mg/kg, je Hemisphére), der
andere Teil erhielt intraperitoneale (i.p.) Injektionen (Saline oder 5 mg/kg Naloxon, 1 ml). Es
erfolgten insgesamt fiinf Injektionen (siehe Abbildung 10, dargestellt durch Pfeile), eine am
Tag 0 vor der Préagesitzung, eine vor den Anndherungstests A1/A2, eine weitere vor den D-
Tests D 3/D 4 am Tag 1 und jeweils vor den D-Tests D 5/D 6 sowie D 7/D 8 am Tag 2.

P Al/A2|[ D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8

-t t t

Tag0 Tag 1l Tag 2

Abb. 10 Injektionsschema, nach dem die Kiken injiziert wurden.
P = Pragung

A = Annaherungstest 1 und 2

D = Diskriminationstest 1 bis 8

Um den Einfluss der intraperitonealen Injektionen auf die Entwicklung der Tiere zu
uberprifen, wurde einigen Tiere Saline oder Naloxon injiziert, ohne dass eine Pragung
durchgefihrt wurde. Sie wurden ebenfalls in Einzelhaltungsboxen gehalten und nur zum

Wiegen und zur Injektion entnommen.

2.2.4 Statistische Auswertung

Die Auswertung der Prageexperimente erfolgte nach dem Chi’-Test. Die Formel, nach der
gerechnet wurde, lautet:
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= [@-d-(@0b-0P-N
$1:-5,-53-54

Dabei werden die Variablen wie folgt zugewiesen:

Gruppe gepréagt ungepréagt

A a b S1

B c d Sz
Ss Sy N

a, b, c, d ist die Anzahl der gepragten bzw. ungepragten Tiere in der jeweiligen Gruppe (A
oder B). S; ist die Summe ausa + b, S, aus ¢ + d, Szausa + c und S aus b + d, N ist die
Gesamtzahl der Tiere, die in diesem Experiment verwendet wurden.

Ergibt sich ein x*-Wert von kleiner als 3,84, ist keine Signifikanz vorhanden. Bei einem y*
Wert Uber 3,84 besteht ein signifikanter Unterschied. Dieser Wert wurde fiir einen
Freiheitsgrad (gepragte oder ungepragte Tiere) berechnet und entspricht einem Wert von
p=0,05.

2.3 Vokalisation

Um den Einfluss des p-Rezeptor Antagonisten Naloxon auf die VVokalisation zu testen, wurde
folgendermalien vorgegangen: zwei Tiere wurden am Schlupftag aus der Haltungsbox
entnommen und gemeinsam in eine Versuchsbox (24x24x23 cm) mit freiem Zugang zu Futter
und Wasser gesetzt. In dieser Versuchsbox blieben die Tiere Uber Nacht im Haltungsraum.
Am Tag 1 wurde ein Tier gewogen und in die Versuchsbox zuriickgesetzt. Beide Tiere
wurden in eine schallisolierte Akustikbox gebracht, in der sie zun&dchst 30 min zum
Eingewdhnen blieben. Nach den 30 min wurde das zuvor gewogene Tier entnommen, 500 pl
Saline oder Naloxon (5 mg/kg) intraperitoneal injiziert und zurlckgesetzt. Ab diesem
Zeitpunkt wurde die Zeit gestoppt, in der das injizierte Tier vokalisierte. Die Messintervalle
betrugen 4 x 10 Minuten. Des Weiteren wurde das Verhalten (Kontaktaufnahme zum zweiten
Tier) des Tieres beobachtet.
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2.3.1 Statistische Auswertung

Fur die statistische Auswertung wurde das Programm Sigma Stat 2.0 (Jandel Scientific)
verwendet. Die Area-under-curves (AUC’s) wurden fur die mit Saline und fur die mit
Naloxon behandelten Tiere berechnet. Der statistische Vergleich beider Gruppen erfolgte
mit dem Mann-Whitney U-Test, das Signifikanzniveau betrug p < 0,05.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Pharmakologische Untersuchungen

Am Haushuhnkiuken wurden pharmakologische Untersuchungen durchgefiihrt, um die
Reaktionen des dopaminergen, des serotonergen und des glutamatergen Transmittersystems
auf eine Manipulation des Opiatsystems, speziell des p-Opiatrezeptors, der in hohen
Konzentrationen im MNH exprimiert wird (Csillag et al., 1991), zu untersuchen. Fir diese
Manipulationen wurde der p-Opiatrezeptor Antagonist Naloxon, der im Huhn relativ
spezifisch fur den p-Rezeptor ist (Csillag et al., 1989; 1991), und der p-Opiatrezeptor
spezifische Agonist DAGO gewabhlt.

Es wurden zwei verschiedene Naloxonkonzentrationen getestet (5 mg/kg und 50 mg/kg) und
im weiteren Verlauf die geringere Konzentration eingesetzt, da diese bereits Anderungen der
Transmitterkonzentrationen bewirkte. Weiterhin ist dies eine in der Literatur haufig
verwendete Konzentration (Sufka et al., 1994; Panksepp et al., 1980b).

Die Konzentration der 5-Hydroxyindolessigsaure (5-HIAA), als Abbauprodukt des Serotonins
(tiber die Monoaminoxidase, MAO), und die Konzentration der Homovanillinsdure (HVA),
als Abbauprodukt des Dopamins (uber die MAO und Uber die Catechol-O-Methyltransferase,
COMT), im Dialysat wurden mit Hilfe der HPLC bestimmt. Serotonin und Dopamin selbst
waren aufgrund des jungen Alters der Tiere und der daraus resultierenden geringen
Konzentration im Dialysat nicht nachweisbar (Gruss und Braun, 1997; Gruss et al., 1999;
2003). Diese geringen Konzentrationen von 5-HIAA und HVA in MHN des 1 tdgigen Kiikens
kdnnen die Folge geringer Transmitterkonzentrationen (verglichen mit den Konzentrationen
im erwachsenen Nagerhirn) sein, und trotzdem, zumindest teilweise, die Anderungen in der
synaptischen Aktivitat widerspiegeln (Bredenkdtter und Braun, 1997; 2000; Gruss und Braun,
1997).

Des Weiteren wurden die Aminoséuren Glutamat, als Transmitter; und Taurin aufgenommen.
Diese Aminosdaure kann, besonders in jungen Tieren, als Indikator flir eventuelle
Zellschadigungen dienen (Wade et al., 1988; Law, 1994; Davies et al., 1998) und ist ebenfalls
als inhibitorischer Neurotransmitter bekannt (Engelmann et al., 2001). Sie ist im Kukengehirn

in sehr hoher Konzentration vorhanden.

Die Darstellung der pharmakologischen Daten erfolgt in Diagrammen, in die jeweils ein
zweites Diagramm eingefligt wurde. Das Hauptdiagramm zeigt die einzelnen Mittelwerte der

Experimentalgruppen mit ihren Abweichungen (SEM). Das eingefligte Diagramm
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repréasentiert die Areas under curve (AUC’s) fir jede Stunde des Experiments. Diese AUC’s

wurden fur die statistischen Berechnungen herangezogen.
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3.1.1 Basislinienkonzentrationen

Die Basislinienkonzentrationen der 5-HIAA, einem Metabolit des Serotonins, der HVA,
einem Metabolit des Dopamins, sowie von Glutamat und Taurin, gemessen in allen
Experimenten, sind in Tabelle 4 zusammengefasst. Im Vergleich der Behandlungsgruppen
zum Mittelwert, der aus allen Gruppen gebildet wurde, gab es teilweise signifikante
Unterschiede in den Basislinienkonzentrationen (* p<0,05; Kruskal-Wallis ANOVA gefolgt

von einem Dunn’s Test).

Tab. 4 Basislinienkonzentrationen von 5-HIAA, HVA, Glutamat und Taurin in den einzelnen
Experimenten am Tag 1. Die Mittelwerte der Behandlungsgruppen wurden gegen den
Gesamtmittelwert verglichen. Signifikante Unterschiede waren bei der 5-HIAA und bei Taurin zu
finden (* p<0,05; Kruskal-Wallis ANOVA gefolgt von einem Dunn’s Test).

Experiment Konzentration der Konzentration der
Metabolite Aminoséuren
5-HIAA HVA Glutamat Taurin
(nM) (nM) (uM) (uM)
la |Salinei.p. 223+21 18,7+0,9 |0,28+0,06 |2,47+0,18*
la |Naloxon i.p. (5 mg/kg) 29,1+27 344+44 0,43+0,06 [2,98+0,41*
1b |Naloxoni.p. (50 mg/kg) |23,7+7,7 174+21 0,20+£0,02 |5,35+0,35
2a |Naloxoni.p.+ TTX 40,0+44* |199+29 0,22+0,05 |5,66+0,84
(MNH)
2b | TTX (MNH) 206+14 |208+13 |0,36+0,07 |6,50+0,86
4a |DAGO i.p. 275+1,6 201+10 |053+0,07 |6,19+0,37*
4b |DAGO (MNH) 254+1,6 269+20 0,33+0,09 |3,65+0,37
5 |DAGO (MNH)+ TTX 16,5+ 0,7 142+04 |0,64+0,12 |4,89+0,30
(MNH)
6a |DAGOIi.p. + 27,3+19 252+18 0,38+0,05 |5,72+0,22
Naloxon i.p.
6b |DAGO (MNH) + 229+26 21,4+17 0,38+0,05 |3,93+£0,31
Naloxon i.p.
Mittelwert 25,1+0,7 22,7+0,8 |0,37+0,02 |4,81+0,17
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3.1.2 Injektion des Opiatantagonisten Naloxon

Experiment 1

Der Einfluss des Opiatantagonisten Naloxon auf 5-HIAA, HVA, Glutamat und Taurin wurde
getestet, indem zwei verschiedene Konzentrationen, 5 mg/kg und 50 mg/kg, intraperitoneal
injiziert wurden (n = 6 /Konzentration); der Vergleichsgruppe wurde Saline i.p. injiziert
(n=5).

5-HIAA zeigte nach der Injektion von 5 mg/kg Naloxon nach 40 min ein Anstieg der
Konzentration auf 127 + 11 %, der nach 60 min den héchsten Wert von 143 + 13 % erreichte.
Nach der Injektion von 50 mg/kg Naloxon wurde der hochste Wert (160 + 12 %) bereits nach

40 min erreicht.

Die Konzentration der HVA stieg nach einer Gabe von 5 mg/kg Naloxon nach 80 min auf 127
+ 16 % an. Wurde 50 mg/kg Naloxon injiziert, erreichte die Konzentration der HVA 147 + 15

%. Beide Metabolite hatten nach 180 min das Basislinienniveau wieder erreicht.

Die Glutamatkonzentration fiel bei beiden Naloxonkonzentrationen bis auf 85 + 14 % bzw. 77
+ 10 % leicht ab. Die Taurinkonzentration im Dialysat &nderte sich bei beiden

Konzentrationen nicht (5 mg/kg) bzw. nur gering (119 + 4 % nach 50 mg/kg).

Nach der Injektion von Saline anderten sich die Konzentrationen von 5-HIAA, HVA und

Taurin nicht. Die Glutamatkonzentration zeigte einen leichten Anstieg (auf max. 124 %).

Abbildung 11 fasst dieses Experiment zusammen. Im Vergleich zur Basislinie waren die
Konzentrationen der 5-HIAA in den Zeitintervallen to-so min UNd teo-120 min Nach der Injektion
von 5 mg/kg oder 50 mg/kg Naloxon signifikant erhoht (p<0,05).

Die extrazelluldre Konzentration der HVA wurde durch die Injektion von 5 mg/kg Naloxon
nicht beeinflusst. Die Applikation von 50 mg/kg Naloxon (p<0,05) fuhrte in den
Zeitintervallen to.s0 min UNd tso-120 min IM Vergleich zur Basislinie zu einer Erhohung. Glutamat
und Taurin dnderten sich nach der Injektion von 5 oder 50 mg/kg Naloxon nicht. Die
Injektion von Saline fiihrte zu keinen signifikanten Anderungen. Im Vergleich der 3
Experimentalgruppen wurden signifikante Effekte fir 5-HIAA (p<0,05) gefunden, wéhrend
HVA, Glutamat und Taurin keine Unterschiede aufwiesen. Der signifikante Anstieg der 5-
HIAA (p<0,05) wurde nach der Injektion von 5 bzw. 50 mg/kg Naloxon wahrend des
Zeitintervalls go-120 min im Vergleich zur Saline- behandelten Gruppe gefunden.
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Um die Tiere moglichst wenig pharmakologisch zu belasten, wurden alle folgenden

Experimente mit einer Naloxonkonzentration von 5 mg/kg durchgefiihrt.

3.1.2.1 Naloxon und TTX

Experiment 2

Durch die Applikation von Tetrodotoxin (TTX) wird die Weiterleitung der neuronalen
Aktivitat durch eine Blockade der Na'-Kandle verhindert (Westerink et al., 1987a; 1987b).

Inwiefern diese Blockade einen Einfluss auf die Konzentrationsénderung der Metabolite und
Aminosauren wahrend einer Naloxoninjektion hat, wurde untersucht, indem die normale
aCSF nach Aufnahme der Basislinie gegen eine aCSF mit TTX (1 uM) ausgetauscht und nach

40 min Naloxon, 5 mg/kg, injiziert wurde (n = 6).

Die Wirkung von TTX auf die einzelnen Metabolite und Aminoséuren wurde in einer

weiteren Gruppe untersucht, der nur TTX infundiert wurde (n=6).

Eine Darstellung dieser Ergebnisse findet sich in Abbildung 12. Die Anderungen der
Transmitterkonzentrationen nach der Applikation von Naloxon wurden im vorhergehenden
Abschnitt beschrieben.

Nach dem Wechsel auf eine TTX-haltige aCSF stieg die Konzentration der 5-HIAA
kurzzeitig auf 117 + 11 an, wies in diesem Bereich allerdings eine hohe Variabilitat auf, und
sank im Weiteren nach 80 min auf 77 % £ 5 der Basislinie ab und blieb auf diesem Niveau.
Die Applikation von TTX in der zweiten Gruppe bewirkte ebenfalls einen kurzen Anstieg auf
120 + 19 %. Nach der Injektion von 5 mg/kg Naloxon erfolgte eine kurzer Anstieg der
Konzentration auf 108 + 12 % nach 100 min. Im Folgenden sank die Konzentration und

erreichte nach 180 min den tiefsten Wert mit 72 + 7 %.

Die Konzentration der HVA sank wahrend der TTX Infusion und erreichte nach 140 min mit
72 + 7 % den tiefsten Wert. Die Applikation von Naloxon fuhrte zu einem Anstieg der
Konzentration der HVA nach 20 min bis auf 138 + 34 % und nach 140 bzw. 180 min zu einer

Senkung bis auf 85 % der Basislinie.
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Die Glutamatkonzentration stieg in der TTX-Gruppe an und erreichte ihren héchsten Wert
nach 140 min (252 + 67%), zeigte allerdings sehr hohe Varianzen im weiteren Verlauf. Ein

ahnlicher Verlauf war nach der Applikation von Naloxon zu beobachten.

Die Infusion von TTX fiihrte bei Taurin nach 20 min zu einem kurzzeitigen Abfall der
Konzentration auf 89 + 3 % und stieg wieder auf 100 % der Basislinie. Die folgende
Naloxonapplikation bewirkte einen Abfall der Taurinkonzentration, die nach 160 min einen

Wert von 60 % erreichte.

Im Vergleich zur Basislinie waren die Konzentrationen der 5-HIAA und der HVA in
den Zeitintervallen tgp-120 min UNd t120-180 min Nach der Infusion von TTX (1 uM) signifikant
gesunken (p<0,05). Die Glutamat- und Taurinkonzentrationen &nderten sich nach der Infusion
von TTX nicht. Die extrazellulare Konzentration der 5-HIAA wurde durch die gleichzeitige
Applikation von 5 mg/kg Naloxon und TTX im Zeitintervall ti20-180 min Signifikant gesenkt
(p<0,05). Die Ko-applikation bewirkte keine Anderung der HVA-, Glutamat- und
Taurinkonzentration. Der Vergleich zwischen den Gruppen zeigte nur eine signifikante
Anderung der 5-HIAA-Konzentration der Kombination gegen Naloxon allein im Zeitintervall
t120-180 min (P<0,05). HVA, Glutamat und Taurin zeigten keine signifikanten Unterschiede

zwischen diesen beiden Gruppen.
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Abb. 11 zeigt den Effekt der systemischen Injektion von Saline (schwarze Kreise) und Naloxon 5
mg/kg (rote Dreiecke) oder 50 mg /kg (grune Quadrate) auf die Konzentration von 5-HIAA, HVA,
Glutamat und Taurin im MNH. Die Daten sind als % der Basislinie +/- SEM angegeben. Die Pfeile
zeigen den Zeitpunkt der i.p. Injektion. Die Inserts reprasentieren die kumulierten Anderungen fir die
Zeitpunkte to.60 min, t60-120 min UNd t120-180 min NACh Saline (schwarz), 5 mg/kg Naloxon (rot) oder 50 mg/kg
Naloxon (griin) Injektion. a: p<0,05 vs. BL; # p<0,05 Saline vs. 5 mg/kg Naloxon; * p<0,05 Saline vs.
50 mg/kg Naloxon.
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Abb. 12 zeigt den Effekt der systemischen Injektion von Naloxon 5 mg/kg (schwarze Kreise), der
Infusion von TTX 1 uM (griine Quadrate) und der simultanen Gabe beider Substanzen (rote Dreiecke)
auf die Konzentration von 5-HIAA, HVA, Glutamat und Taurin im MNH. Die Daten sind als % der
Basislinie +/- SEM angegeben. Die Pfeile zeigen den Zeitpunkt der i.p. Injektion von Naloxon und die
Balken die Dauer der TTX Infusion. Die Inserts représentieren die Anderungen fiir die Zeitpunkte to.go
mins 160-120 min UNM t120-180 min NACh 5 mg/kg Naloxon (schwarz), Naloxon+TTX (rot) oder 1 uM TTX
(grin). a p<0,05 vs. BL; b p<0,06 vs. BL, * p<0,05 5 mg/kg Naloxon vs. 5mg/kg Naloxon+1 pM
TTX.
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3.1.2.2 Injektion von Naloxon in verschiedenen Altersstadien

Experiment 3

Die Rezeptoren des Opiatsystems im Haushuhnkiiken weisen wéhrend der ersten Lebenstage
eine sehr hohe Dichte auf, die spater zuriickgeht und im adulten Tier geringer ist (Pert et al.,
1974; Bardo et al., 1982). Um zu testen, ob in &lteren Tieren, d.h. nach Abschluss der
sensitiven Phase, eine andere Reaktion auf Naloxon hervorgerufen wird, wurde Tieren im
Alter von 7 Tagen nach dem Schlupf (postnataler Tag 7 (PND 7)) 5 mg/kg Naloxon i.p. (n =
6) injiziert, die Konzentrationen von 5-HIAA, HVA, Glutamat und Taurin gemessen und mit
denen am Tag 1 (PND 1; vgl. Exp. 1) verglichen.

Naloxoninjektion am Tag 1 und am Tag 7

Die Ergebnisse der Injektion von 5 mg/kg Naloxon an beiden Tagen sind in Abbildung 13
dargestellt. Die Basislinienwerte fiir 5-HIAA, HVA, Glutamat und Taurin am PND 1 und
PND 7 werden in Tabelle 5 gezeigt.

5-HIAA zeigte nach der Injektion von 5 mg/kg Naloxon am PND 1 nach 40 min ein Anstieg
der Konzentration auf 127 £ 11 % , der nach 60 min den hochsten Wert von 143 + 13 %
erreichte. Die Konzentration der HVA stieg nach einer Gabe von 5 mg/kg Naloxon nach 80
min auf 127 + 16 % an. Beide Metabolite hatten nach 180 min das Basislinienniveau wieder
erreicht. Die Glutamatkonzentration fiel nach der Injektion von Naloxon am Tag 1 bis auf 77

+ 10 % ab. Die Taurinkonzentration im Dialysat anderte sich nicht.

Im Vergleich zur Basislinie war die Konzentration der 5-HIAA in den Zeitintervallen to-60 min
und teo-120 min NAch der Injektion von 5 mg/kg signifikant erhoht (p<0,05).
Die extrazellulare Konzentration der HVA, von Glutamat und Taurin anderten sich nach der

Injektion von 5 mg/kg Naloxon nicht.

Am PND 7 stieg die Konzentration der 5-HIAA 60 min nach der Injektion auf 128 + 22 % an
und wies sehr hohe Variabilitaten auf. Werden die Varianzen verglichen, sind sie am PND 7
hoher als am PND 1.

Die HVA-Konzentration stieg ebenfalls gering an und erreichte nach 60 min einen Wert von
121 + 12 %. Wurden die Anderungen am PND 1 und am PND 7 verglichen, zeigten sich

keine Unterschiede.
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Die Glutamatkonzentration stieg am PND 7 an, und erreichte nach 80 min 209 + 72 %, wies
allerdings ebenfalls eine hohe Variabilitdt auf. Taurin &nderte sich nach der
Naloxonapplikation zu beiden Zeitpunkten nicht.

Verglichen zur Basislinie konnte am PND 7 nur bei der Konzentration der 5-HIAA im

Zeitintervall tso-120 min €iN signifikanter Unterschied festgestellt werden (p<0,05).

Die Vergleiche zwischen den Gruppen zeigten fur keine der analysierten Substanzen zu
keinem der Zeitpunkte der Untersuchung signifikante Unterschiede.

Werden die 5-HIAA Konzentrationen der einzelnen Tiere betrachtet, lassen sich diese am
PND 7 in Bezugnahme auf die Anderungen der 5-HIAA-Konzentration in zwei Gruppen
teilen (siehe Abbildung 14). Gruppe 1, in denen nach der Naloxoninjektion keine Anderung
der 5-HIAA Konzentration zu beobachten ist, wéhrend Gruppe 2 einen starken Anstieg
aufweist. Nach 60 min liegt die Konzentration der 5-HIAA in Gruppe 1 bei 103 + 23 %,
wéhrend die der 2. Gruppe bei 178 + 26 % liegt. Die Werte unterscheiden sich um ca. 50 %.
Dieser Trend setzt sich auch bei der HVA fort. In Gruppe 1 wird der hochste Wert mit 115 +
12 % nach 80 min erreicht. Zu diesem Zeitpunkt lag die Konzentration in Gruppe 2 bei 133 +
10 %. Glutamat und Taurin zeigen diese Unterschiede nicht. Signifikanztests wurden nicht

durchgefiihrt, da die Anzahl der Tiere in den geteilten Gruppen zu Klein war.

Tab. 5 Basislinienwerte von 5-HIAA, HVA, Glutamat und Taurin an den PND 1 und 7. (5-HIAA,
Glutamat, Taurin: p<0,05; HVA: p=0,052; Mann-Whitney-U-Test). Die Werte fur PND 1 wurden aus
den Konzentrationen der gemessenen Substanzen aller Experimente berechnet.

5-HIAA HVA Glutamat Taurin

[nM] [nM] [uM] [uM]
PND 1 25,1+0,7 22,7+0,8 0,4 +0,02 48+0,2
PND 7 29,0+6,7 29,2 +6,7 0,2+ 0,04 73+11
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Abb. 13 zeigt den Effekt der systemischen Injektion von Naloxon 5 mg/kg am PND 1 (schwarze
Kreise) und am PND 7 (rote Dreiecke) auf die Konzentration von 5-HIAA, HVA, Glutamat und
Taurin im MNH. Die Daten sind als % der Basislinie +/- SEM angegeben. Die Pfeile zeigen den

Zeitpunkt der i.p. Injektion von Naloxon. Die Inserts reprasentieren die Anderungen fiir die Zeitpunkte

t0-60 mins t60-120 min UNd t120-180 min NACH 5 Mg/kg Naloxon, PND 1 (schwarz) und PND 7 (rot). a p<0,05 vs.

BL
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Abb. 14 zeigt den Effekt der systemischen Injektion von Naloxon 5 mg/kg am PND 7 auf die
Konzentration von 5-HIAA, HVA, Glutamat und Taurin im MNH. Die Tiere wurden in 2 Gruppen
unterteilt, Gruppe 1 (schwarze Kreise) und Gruppe 2 (rote Dreiecke) Die Daten sind als % der
Basislinie +/- SEM angegeben. Die Pfeile zeigen den Zeitpunkt der i.p. Injektion. Die Inserts
reprasentieren die Anderungen fir die Zeitpunkte toeo min, teo-120 min UNA tizo180 min NAch 5 mg/kg
Naloxon, Gruppe 1 (schwarz) und Gruppe 1 (rot). Aufgrund der geringen Tierzahl in den geteilten
Gruppen wurden keine statistischen Vergleiche durchgefihrt.
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3.1.3 Injektion und Infusion des Opiatagonisten DAGO

Experiment 4a

Nachdem die Wirkung des p-Rezeptor Antagonisten Naloxon auf die serotonerge,
dopaminerge und glutamaterge Neurotransmission untersucht wurde, sollte in diesem Ansatz
die Wirkung des p-Rezeptor Agonisten DAGO betrachtet werden. DAGO wurde

intraperitoneal oder direkt in das MNH appliziert.

3.1.3.1 Injektion (i.p.) des Agonisten DAGO

Nach Aufnahme der Basislinie wurde den Tieren dieser Gruppe 500 ul DAGO (5 mg/kg)
intraperitoneal injiziert (n = 5). Die Anderungen der Metabolite 5-HIAA und HVA sowie von
Glutamat und Taurin wurden in den folgenden drei Stunden analysiert. Die Ergebnisse sind in

Abbildung 15 dargestellt.

Die intraperitoneale Injektion von DAGO filihrte zu einer leichten Senkung der 5-HIAA-
Konzentration (85 + 6 % nach 80 min). Die HVA-Konzentration erreichte nach 100 min einen

Hochstwert von 151 + 14 %.

Die Glutamatkonzentration anderte sich wenig, sie schwankte zwischen 104 % und 79 %.
Taurin stieg 40 min nach der Injektion auf 120 + 4 % an und blieb ungefahr auf diesem

Niveau, wies aber ab 80 min nach Injektion eine hohe Variabilitat auf.

Im Vergleich zur Basislinie waren die Konzentrationen der 5-HIAA und von Glutamat
unveréndert. Die extrazelluldre Konzentration der HVA zeigte in allen drei Zeitintervallen t,.

60 min— t120-180 min UNd Taurin im Zeitintervall t.60 min €inen signifikanten Anstieg (p<0,05).

3.1.3.2 Infusion des Agonisten DAGO in das MNH

Experiment 4b

Nach Aufnahme der Basislinie wurde die aCSF durch eine aCSF, die 1 mM DAGO enthielt,
ersetzt (Abbildung 15). Diese aCSF wurde 20 min durch die Sonde infundiert und danach

wieder durch die normale aCSF ersetzt (n = 6).

Die Konzentration der 5-HIAA sank nach 100 min auf 52 + 6 %. Nach 180 min wurden

wieder Basislinienwerte erreicht.
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Die HVA und die Taurinkonzentration zeigte nach der lokalen DAGO-Infusion keine
Anderung. Die Glutamatkonzentration wies hohe Schwankungen auf, mit dem hochsten Wert
nach 100 min (230 + 58 %).

Im Vergleich zur Basislinie war die Konzentration der 5-HIAA im Zeitintervall tgo-120 min und
t120-180 min Nach Beginn der Infusion von DAGO signifikant vermindert (p<0,05). HVA,

Glutamat und Taurin zeigten keine Konzentrationsdnderungen nach der DAGO Infusion.

Der Vergleich der beider Injektionsarten und der Salineapplikation ist ebenfalls in Abbildung
15 dargestelit.

Die Konzentration der 5-HIAA sank nach der i.p. Injektion und nach der Infusion in das
MNH. Signifikante Anderungen waren nur nach der lokalen Infusion messbar. Die
Konzentration der HVA zeigte nach der lokalen Gabe keine Anderungen, wogegen die i.p.
Applikation einen signifikanten Anstieg bewirkte. Die Glutamatkonzentration stieg nach der
Gabe in das MNH geringfugig an (nicht signifikant und sehr variabel) und &nderte sich nach

der i.p. Injektion nicht.

Die Unterschiede beim Taurin, Anstieg nach i.p. Gabe und gleichbleibend nach Injektion in
das MNH, waren nur im ersten Zeitintervall to.go min Signifikant, dieses zeigte sich auch beim

Vergleich zwischen beiden Gruppen.

Die Applikation von Saline filhrte zu keinen signifikanten Anderungen. Der Vergleich
zwischen den 3 Experimentalgruppen zeigte eine signifikante Senkung der 5-HIAA
Konzentration im Vergleich zur Saline wahrend aller 3 Zeitintervalle (to-60 min — t120-180 min :
p<0,05) nach der lokalen Applikation von DAGO. Fur HVA, Glutamat und Taurin konnten
keine Unterschiede zwischen DAGO Applikation und Saline Applikation festgestellt werden.
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Abb. 15 zeigt den Effekt der systemischen Injektion von Saline (schwarze Kreise) und DAGO 5
mg/kg (grine Quadrate), sowie der lokalen Applikation von DAGO 1 mM in das MNH (rote
Dreiecke) auf die Konzentration von 5-HIAA, HVA, Glutamat und Taurin im MNH. Die Daten sind
als % der Basislinie +/- SEM angegeben. Die Pfeile zeigen den Zeitpunkt der i.p. Injektion und die
Balken die Dauer der DAGO Infusion. Die Inserts reprasentieren die Anderungen fiir die Zeitpunkte to.
60 mins 160-120 min UNd 1120.180 min NACH Saline (schwarz), 1 mM DAGO (rot) und 5 mg/kg DAGO (grln). a
p<0,05 vs. BL; * p<0,05 Saline vs. 1 mM DAGO.
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3.1.3.3DAGO und TTX

Experiment 5

Der Einfluss einer Blockade der Na'-Kanale durch TTX wurde getestet, indem nach
Aufnahme der Basislinie mit einer normalen aCSF, diese gegen eine aCSF ausgetauscht
wurde, die 1 mM DAGO und 1 pM TTX enthielt (Abbildung 16). Nachdem diese aCSF 20

min infundiert wurde, erfolgte der Wechsel auf die normale aCSF (n = 7).

Die Daten fir die Infusion von DAGO wurden bereits im Abschnitt 3.1.3.1 beschrieben.
Werden die Anderungen nach der simultanen Gabe von DAGO und TTX im Vergleich zur
Basislinie betrachtet, findet sich bei der Konzentration der 5-HIAA nach 60 und 80 min eine
Absenkung auf 55 + 7 % bzw. 53 + 7 %. Das Basislinienniveau wurde auch nach 180 min
noch nicht wieder erreicht. Die HVA zeigte nach 60 min eine kurzzeitige Senkung der

Konzentration auf 77 + 6 % und stieg danach wieder auf das Basisniveau an.

Die Glutamatkonzentration wies hohe Variabilitdten auf und Taurin stieg nach 40 min bis auf

124 + 12 % an und ging danach wieder auf das Basisniveau zuriick.

Im Vergleich zur Basislinie waren die Konzentrationen der 5-HIAA und der HVA in den
Zeitintervallen tgp-120 min UNd t120-180 min Nach der Infusion von TTX (1 uM) signifikant
gesunken (p<0,05). Die Glutamat- und Taurinkonzentrationen anderten sich nach der Infusion
von TTX nicht.

Die Basislinienvergleiche in der DAGO + TTX Gruppe zeigte bei allen gemessenen

Substanzen keine signifikanten Anderungen.

Im Vergleich der 3 Experimentalgruppen wurden keine signifikanten Anderungen gefunden.
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Abb. 16 zeigt den Effekt der lokalen Applikation von DAGO 1 mM (schwarze Kreise), TTX 1 uM
(grine Quadrate) und der simultanen Gabe beider Substanzen (rote Dreiecke) in das MNH auf die
Konzentration von 5-HIAA, HVA, Glutamat und Taurin. Die Daten sind als % der Basislinie +/- SEM
angegeben. Die Balken zeigen die Dauer der TTX Infusion an. Die Inserts reprasentieren die
Anderungen fir die Zeitpunkte toso min, teo-120 min UNd tizo180 min NaCh 1 mM DAGO (schwarz),
DAGO+TTX (rot) oder 1 uM TTX (griin). a p<0,05 vs. BL; b p<0,06 vs. BL
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3.1.4 Infusion von DAGO und Naloxon

Der Opiatantagonist Naloxon und der -agonist DAGO wurden in diesen Experimenten
simultan gegeben, wobei dieselben Konzentrationen wie in den vorangegangenen
Experimenten gewdhlt wurden. Es wurde getestet, ob die Anderungen, die durch DAGO
erzielt wurden, mit Naloxon blockiert werden konnten. Bezugnehmend auf Experiment 4
wurden zwei Ansétze getestet. 1) Naloxon (5 mg/kg) wurde zusammen mit DAGO (5 mg/kg)
intraperitoneal injiziert (n = 6). 2) Naloxon (5 mg/kg) wurde intraperitoneal injiziert und
DAGO (1 mM) wurde fiir 20 min durch die Sonde gegeben (n = 5).

3.1.4.1 Gleichzeitige Injektion von DAGO und Naloxon i.p.

Experiment 6a

Die Ergebnisse dieser Experimente sind in Abbildung 17 dargestellt.

5-HIAA zeigte nach der Injektion von 5 mg/kg Naloxon nach 60 min einen Anstieg auf 143 +
13 %. Die Konzentration der HVA stieg nach einer Gabe von 5 mg/kg Naloxon nach 80 min
auf 127 + 16 % an. Beide Metabolite hatten nach 180 min das Basislinienniveau wieder
erreicht. Die Glutamatkonzentration fiel bis auf 85 + 14 % ab. Die Taurinkonzentration im

Dialysat anderte sich nicht.

Die intraperitoneale Injektion von DAGO filihrte zu einer leichten Senkung der 5-HIAA-
Konzentration, d.h. 85 + 6 % nach 80 min. Die HVA-Konzentration erreicht nach 100 min
einen Hochstwert von 151 + 14 %. Die Glutamatkonzentration veranderte sich wenig, sie
schwankte zwischen 104 % und 79 % . Dabei zeigte sie eine relativ geringe Variabilitat.
Taurin stieg 40 min nach der Injektion auf 120 + 4 % an und blieb ungefahr auf diesem

Niveau, wies aber ab 80 min nach Injektion eine hohe Variabilitat auf.

Wurden beide Substanzen gleichzeitig i.p. injiziert, stieg die 5-HIAA nach 40 min auf 128 +

11% an, blieb 40 min auf diesem Niveau und ging danach wieder zur Basislinie zurlck. Die
HVA zeigte keine Anderung, wenn beide Substanzen zusammen gegeben wurden. Die Werte
blieben auf Basislinienniveau. Die Glutamatkonzentration zeigte 100 min nach Injektion eine
Senkung auf 65 + 13 %, wies aber eine sehr hohe Variabilitat auf. Die Taurinkonzentration

anderte sich nicht.
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Im Vergleich zur Basislinie waren im Kombinationsexperiment bei der 5-HIAA, der HVA,
Glutamat und Taurin keine signifikanten Unterschiede zu finden. Der Vergleich zwischen den
3 Experimentalgruppen zeigte signifikante Anderungen fiir die HVA in den Zeitintervallen tgo.
120 min UNd t120-180 min ZWischen Naloxon und Naloxon + DAGO (p<0,05). Taurin zeigte im
Zeitintervall tos0 min ebenfalls einen signifikanten Unterschied zwischen diesen beiden
Gruppen (p<0,05). 5-HIAA und Glutamat wiesen keine signifikanten Unterschiede auf.
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Abb. 17 zeigt den Effekt der systemischen Injektion von Naloxon 5 mg/kg (schwarze Kreise) und von
DAGO 5 mg/kg (rote Dreiecke) und der simultanen Applikation beider Substanzen (griine Quadrate)
auf die Konzentration von 5-HIAA, HVA, Glutamat und Taurin. Die Daten sind als % der Basislinie
+/- SEM angegeben. Die Pfeile zeigen den Zeitpunkt der i.p. Injektion an. Die Inserts représentieren
die Anderungen fiir die Zeitpunkte to.co min, ts0-120 min UNd t120.180 min NACh Naloxon (schwarz), DAGO
(rot) und Naloxon+DAGO (griin). a p<0,05 vs. BL; * p<0,05 DAGO vs. Naloxon+DAGO.
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3.1.4.2 Infusion von DAGO in das MNH und Injektion von Naloxon i.p.

Experiment 6b

Die Ergebnisse dieser Experimente sind in Abbildung 18 dargestellt.

5-HIAA zeigte nach der Injektion von 5 mg/kg Naloxon nach 40 min einen Anstieg der
Konzentration auf 127 + 11 %, der nach 60 min den hochsten Wert von 143 + 13 % erreichte.
Die Konzentration der HVA stieg nach einer Gabe von 5 mg/kg Naloxon nach 80 min auf 127
+ 16 % an. Beide Metabolite hatten nach 180 min das Basislinienniveau wieder erreicht. Die
Glutamatkonzentration fiel bis auf 85 + 14 % ab. Die Taurinkonzentration im Dialysat &nderte

sich nicht.

Nach der Infusion von DAGO in das MNH sank die Konzentration der 5-HIAA nach 100 min

auf 52 + 6 %. Nach 180 min wurden wieder Basislinienwerte erreicht.

Die HVA und die Taurinkonzentration zeigten nach der lokalen DAGO-Infusion keine
Anderung. Die Glutamatkonzentration wies hohe Schwankungen auf, mit dem hochsten Wert
nach 100 min (230 + 58 %).

Wurden beide Substanzen gleichzeitig gegeben, war bei der 5-HIAA eine Senkung der

Konzentration zu sehen, die nach 140 min mit 69 + 8 % den tiefsten Wert erreichte. Wéhrend
der Messzeit wurde der Basislinienwert nicht wieder erreicht. Die HVA zeigte keine
Anderung gegentiber der Basislinie. Die Glutamatkonzentration anderte sich in den ersten 120
min nach der Injektion nicht. Danach stieg sie auf 185 + 52 % und blieb auf einem erhthten
Niveau. Die Taurinkonzentration zeigte nach 80 min einen leichten Abfall auf 88 % und blieb

auf diesem Niveau.

Im Vergleich zur Basislinie war die 5-HIAA Konzentration in den Zeitintervallen tso-120 min
und tizo180 min Signifikant gesunken (p<0,05). HVA, Glutamat und Taurin zeigten keine
signifikanten Unterschiede.

Im Vergleich der 3 Experimentalgruppen wurden fur die 5-HIAA flr ti20-180 min und flr die
HVA fur tso.120 min Signifikante Unterschiede zwischen Naloxon und Naloxon + DAGO
(p<0,05) gefunden. Der Vergleich der Glutamat- und der Taurinkonzentration erbrachte keine
signifikanten Unterschiede.
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Abb. 18 zeigt den Effekt der systemischen Injektion von Naloxon (schwarze Kreise), der lokalen
Infusion von DAGO in das MNH (rote Dreiecke) und der Kombination beider Substanzen (griine
Quadrate) auf die Konzentration von 5-HIAA, HVA, Glutamat und Taurin. Die Daten sind als % der
Basislinie +/- SEM angegeben. Die Pfeile zeigen den Zeitpunkt der i.p. Injektion und die Balken die
Dauer der DAGO Infusion. Die Inserts repréasentieren die Anderungen fiir die Zeitpunkte to.o min, teo-120
min UNd t120.180 min NACh Naloxon (schwarz), 1 mM DAGO (rot) und Naloxon+DAGO (grin). a p<0,05
vs. BL; * p<0,05 Naloxon vs. Naloxon+DAGO.
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3.1.5 Zusammenfassung der pharmakologischen Ergebnisse

Die Fragestellung fiir dieses Kapitel lautete:

Beeinflussen Antagonisten und Agonisten des p-Opiatrezeptors die Transmission des

serotonergen, des dopaminergen und des glutamatergen Transmittersystems?

Eine Zusammenfassung der Daten der pharmakologischen Versuche ist in Tabelle 6
dargestellt.

Die vorliegenden Daten der Mikrodialyseversuche zeigen, dass Opiate, die Uber den p-
Opiatrezeptor wirken, die serotonerge und dopaminerge Neurotransmission innerhalb des
MNH’s modulieren.

Im einzelnen konnte folgendes nachgewiesen werden:

- die systemische Applikation des Opiatrezeptor-Antagonisten Naloxon erhéht
konzentrationsabhdngig die Konzentration des serotonergen Metaboliten 5-HIAA und
des dopaminergen Metaboliten HVA im Vergleich zur Basislinie

- die Erhohung der 5-HIAA ist durch die Applikation von TTX blockierbar

- der Opiatagonist DAGO, (a) systemisch gegeben, bewirkt eine Erhohung der HVA-
und Taurinkonzentration und (b) lokal in das MNH gegeben, eine Senkung der 5-
HIAA Konzentration, aber keine Veranderung der HVA Konzentration

- die DAGO-Effekte konnen teilweise (a) oder vollstandig (b) durch die gleichzeitige
Gabe von Naloxon blockiert werden

- am PND 7, nach Beendigung der sensitiven Phase, wurde ein Anstieg der 5-HIAA
nach der Applikation von 5 mg/kg Naloxon beobachtet
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Tab. 6 zeigt eine Zusammenfassung der Daten der pharmakologischen Versuche. In Fallen, in denen
sich signifikante Effekte, verglichen zur Basislinie, ergaben, sind diese mit den maximalen
prozentualen Anderungen dargestellt. Die Félle, in denen keine Anderung oder eine nicht signifikante
Anderungen zu finden war, sind mit n.s. (nicht signifikant) gekennzeichnet.

Experiment Anderungen der Anderungen der
Metabolite Aminoséuren
5-HIAA HVA Glutamat Taurin

la |Saline i.p. n.s. n.s. n.s. n.s.

la |Naloxon i.p. (5 mg/kg, +43 % n.s. n.s. n.s.
PND 1)

1b | Naloxon i.p. (50 mg/kg) + 60 % +47 % n.s. n.s.

2a |Naloxoni.p.+ TTX -28% -15% n.s. -40 %
(MNH)

2b | TTX (MNH) -24% -28 % n.s. n.s.

3 | Naloxon i.p. (5 mg/kg, +28 % n.s. n.s. n.s.
PND 7)

4a |DAGO i.p. n.s. +50 % n.s. +22%

4b |DAGO (MNH) -48 % n.s. n.s. n.s.

5 |DAGO (MNH)+ TTX n.s. n.s. n.s. n.s.
(MNH)

6a |DAGOip.+ n.s. n.s. n.s. n.s.
Naloxon i.p.

6b |DAGO (MNH) + -31% n.s. n.s. n.s.
Naloxon i.p.
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3.2 Pragung

Die Pragung wurde mit Haushuhnkiiken unter unterschiedlichen Haltungsbedingungen und
mit verschiedenen Arten der Injektion durchgefihrt. Die erste Serie, die Injektion in das
MNH, wurde in zwei Gruppen geteilt. Ein Teil der Tiere schlipfte in der Isolationsbox und
wurde nur wéhrend der Tests herausgenommen, wéhrend der andere Teil im
Kikenhaltungsraum in Einzelhaltungsboxen lebte. Die Tiere der zweiten Serie, bei denen die
Injektion intraperitoneal erfolgte, wurden in den Einzelhaltungsboxen gehalten, um den
Bedingungen im Mikrodialyseexperiment, bei dem Tiere aus dem Kukenhaltungsraum

entnommen wurden, zu entsprechen.

3.2.1 Injektion in das MNH

Den Tieren dieser Serie wurde vor der Prdgung entweder eine bilaterale Injektion Saline oder
eine bilaterale Injektion Naloxon (2 mg/kg) verabreicht. Die Injektionen und die Pragung
erfolgte nach dem in Abbildung 10 angegebenen Schema.

Die Gruppe der Tiere, die in der Isolationsbox lebten, bestand aus 22 Tieren, von denen 11
Saline und 11 Naloxon erhielten. Davon waren 18 % Saline-injizierte Tiere (2 von 11 Tieren)
und 45 % Naloxon-injizierte Tiere (5 von 11 Tieren) gepragt. Nach dem y2-Test ergibt sich y?
= 1,88, d.h. keine signifikanten Unterschiede.

Die Gruppe, die in Einzelhaltung lebte, bestand aus 31 Tieren, von denen 18 Tiere Saline und
13 Tiere Naloxon erhielten. Die Pragerate betrug im Falle der Saline-injizierten Tiere 17 % (3
von 18 Tieren) und bei den Naloxon-injizierten Tieren 15 % (2 von 13 Tieren). Nach dem -
Test ergibt sich ein Wert von y? = 0,009, d.h. keine signifikanten Unterschiede. In Tabelle 7

sind die Ergebnisse gegentiber gestellt.

3.2.2 Intraperitoneale Injektion

Den Tieren dieser Serie wurde vor der Pragung entweder eine intraperitoneale Saline- oder
Naloxoninjektion (5 mg/kg) verabreicht. Die Injektionen und die Pragung erfolgten nach dem
in Abbildung 10 angegebenen Schema.

Es wurden insgesamt 23 Tiere verwendet, von denen 12 Saline und 11 Naloxon erhielten.
Davon waren 17 % Saline-injizierte Tiere (2 von 12 Tieren) und 18 % Naloxon-injizierte

Tiere (2 von 11 Tieren) gepragt. Nach dem y’-Test ergibt sich fiir den Vergleich Saline-
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Naloxon ein Wert von %2 = 0,009, d.h. keine signifikanten Unterschiede. In Tabelle 7 sind die

Ergebnisse gegentiber gestellt.

Zusétzlich wurde eine Gruppe eingefiihrt, die ohne Injektion geprégt wurde, um eine
maogliche Beeinflussung durch die Injektion selbst zu untersuchen.

Es wurden insgesamt 12 Tiere verwendet. Davon waren 17 % der Tiere (2 von 12 Tieren)
gepragt. Nach dem x-Test ergibt sich fiir den Vergleich Saline-injiziert gegen nicht injiziert

ein Wert von y% = 0. In Tabelle 7 sind die Ergebnisse gegeniiber gestellt.

Tab. 7 In der Tabelle sind die einzelnen Tiergruppen, die gepragt wurden, dargestellt. Es ist die
Gesamtzahl der pro Gruppe verwendeten Tiere (Z Tiere ) Und das Ergebnis der Prdgung gezeigt.

Haltung+Behandlung | tiee |Saline Naloxon y°

gepragt ungepragt |gepragt ungepragt
Isolation 22 2(18%) |9(82%) [5(45%) |[6(55%) 1,88
MNH-Injektion
Einzelhaltung 31 3(17%) |15(83%) |2(15%) |[11(85%) |0,009
MNH-Injektion
Einzelhaltung 23 2(17%) [10(83%) [2(18%) [9(82%) [0,009
i.p.-Injektion.
Haltung+Behandlung | T tiere keine Injektion x?

gepragt ungepragt

Einzelhaltung 12 2 (17 %) 10 (83 %) 0

In keiner Gruppe wurde ein signifikanter Wert fiir y* gefunden.
Die isoliert gehaltenen Tiere, denen Naloxon direkt in das MNH gegeben wurde, zeigten als

einzige Gruppe etwas bessere Prageergebnisse.

3.2.3 Gewicht der Tiere in den Versuchsgruppen

Die Tiere, die geprégt wurden, wurden vor den Versuchen gewogen. Dabei war zu

beobachten, dass viele Tiere, denen Naloxon injiziert wurde, stark an Gewicht verloren. 29 %
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aller Naloxon-injizierten Tiere starben vor der geplanten Beendigung der Versuche. In den
Saline-behandelten Gruppen und den unbehandelten Gruppen waren es 19 bzw. 16 %. Um zu
Uberprifen, ob das Naloxon dabei eine Rolle spielt, wurden Tiere getestet, die unbehandelt
blieben, oder denen Saline bzw. Naloxon injiziert wurde.

Die Gewichte in den einzelnen Gruppen werden in Tabelle 8 aufgefihrt.

Gruppe A sind die nur injizierten Tiere, Gruppe B sind die Tiere, die im Prégetest waren.

Tab. 8 zeigt die Gewichte der nur injizierten und der geprdgten Tiere an 4 aufeinanderfolgenden
Tagen. Gruppe A wurde nur injiziert, Gruppe B durchlief zusatzlich einen Pragetest.

Tag0 Tag 1 Tag 2 Tag 3

A Gewicht [g]

unbehandelt 41+2,0 38+23 38+3.2 41+0,1
Saline 39+20 37+15 37+24 40+ 4,2
Naloxon 40+ 2,6 36+1,8 34+28 33+89
B

unbehandelt 41 + 3,6 38+3,6 37+1,9 39+2,1
Saline 42+28 38+29 39+1.3 39+20
Naloxon 41+27 39+23 37+22 36+4,2

Die graphische Darstellung der Ergebnisse ist in Abbildung 19 A/B zu sehen. Das Gewicht

der einzelnen Tiere am Tag 0 wurde 100 % gesetzt und an den folgenden Tagen die

Abweichungen davon berechnet. Die Tiere nahmen alle am Tag 1 um 8 % (3,1+ 0,5 g) ab,

bedingt dadurch, dass sich die Tiere am ersten Tag vom Dottersack erndhren und erst am

zweiten Tag zu fressen beginnen.

(A) Am Tag 2 sind die Gewichte der unbehandelten und der Saline behandelten Gruppe bei
92 + 2,4 % bzw. 95 + 1,1 %. Diese beiden Gruppen nahmen am Tag 3 wieder zu, 98 + 0,3
% und 102 + 10,6 %. Die mit Naloxon injizierte Gruppe nahm weiter ab und der
Durchschnittswert lag bei 85 + 1,6 %, bezogen auf das Gewicht am Tag O.
Signifikanzvergleiche zeigten, dass die Gewichte der Tiere am Tag 1 in der Saline (b;
p<0,05) und am Tag 2 in der Naloxon-Gruppe (c; p<0,05) signifikant verschieden vom
Ausgangswert waren. Die Gewichte am Tag 2 zeigten Unterschiede zwischen der Saline
und der Naloxon Gruppe (p<0,05; Kruskal-Wallis ANOVA, gefolgt von Dunn’s Test)
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(B) Die Gewichte der Tiere, die im Prageversuch waren, wurden ebenfalls in einer Abbildung
dargestellt. Dabei zeigt sich ein &hnliches Bild. Am Tag 2 sind die Gewichte der
unbehandelten und der Saline behandelten Gruppe bei 90 + 1,2 % bzw. 91 + 2,1 %. Diese
beiden Gruppen nahmen am Tag 3 wieder etwas zu, 92 + 1,6 % und 95 + 1,4 %. Die
Naloxon-behandelte Gruppe nahm weiter ab und wies am Tag 2 bzw. 3 Werte von 88 +
1,1 % und 82 + 2,5 % auf.

Signifikanzvergleiche zeigten, dass die Gewichte der Tiere am Tag 1 und 2 in der

unbehandelten (a; p<0,05), der Saline (b; p<0,05) und der Naloxon-Gruppe (c; p<0,05), und

am Tag 3 in der unbehandelten und der mit Naloxon behandelten Gruppe signifikant
verschieden vom Ausgangswert waren. Die Gewichte am Tag 1 und am Tag 3 zeigten

Unterschiede zwischen der Saline und der Naloxon Gruppe (p<0,05; Kruskal-Wallis

ANOVA, gefolgt von Dunn’s Test)

Die weitere Abnahme des Gewichts der Tiere, die Naloxon erhielten, tritt in der Gruppe, die

gepragt wurde, einen Tag spéater auf als in der Gruppe, die nur injiziert wurde.
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Abb. 19 zeigt die Gewichte der Tiere, die unbehandelt blieben (schwarze Kreise), mit Saline (rote
Dreiecke) oder Naloxon (griine Quadrate) injiziert wurden, an vier aufeinander folgenden Tagen. (A)
die Tiere wurden nur injiziert oder (B) durchliefen die gesamte Prégesession. Die Daten sind als % der
Basislinie (Gewicht am Tag 0) +/- SEM angegeben. a p<0,05 Tag 0 vs. Tag 1, Tag O vs. Tag 2, Tag 0
vs. Tag 3: unbehandelte Gruppe; b p<0,05 Tag 0 vs. Tag 1, Tag 0 vs. Tag 2: Saline-Gruppe; ¢ p<0,05
Tag 0 vs. Tag 1, Tag O vs. Tag 2: Naloxon-Gruppe; * p<0,05 Saline vs. Naloxon am entsprechenden
Versuchstag.
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3.3 Vokalisation

Die Vokalisation von 12 Tieren wurde nach einer Injektion von Saline oder Naloxon
gemessen. Sechs Tiere erhielten eine intraperitoneale Injektion Saline und sechs erhielten 5
mg/kg Naloxon (je 500 pl).

Abbildung 20 fasst die Daten dieses Versuches zusammen. Die individuelle Dauer der
Vokalisation wéhrend eines 10 Minuten-Intervalls war sehr unterschiedlich. 20 und 30 min
nach der Naloxon-Injektion betrug die VVokalisationsdauer 4,9 + 0,8 min bzw. 5,1 + 0,5 min
pro 10 min. Die Saline-injizierten Tiere vokalisierten in derselben Zeit 1,2 + 0,3 min bzw. 1,3
+ 0,4 min pro 10 min (Abbildung 20A). Die Gesamtvokalisationsdauer der Saline-Gruppe
betrug 3,8 £ 0,7 min und die der Naloxon-Gruppe 12,8 + 1,4 min (Abbildung 20B). Im
statistischen Vergleich zwischen der Gesamtvokalisationsdauer beider Gruppen zeigte sich
ein signifikanter Unterschied (p<0,05, Mann-Whitney-U-Test).




78

10
I= A @ Saline (i.p.)
S ® Naloxon (5 mg/kg, i.p.)
o 8 A
o
5
E 6
%
%
s 4
3
T 2
O
> %\Q

0

0-10 10-20 20-30 30-40
Zeitintervall [min]
= 20
IS
S B *
X
=
E 15 -
3
>
S 10 -
5
2
S 5
>
2
8
= 0
Saline Naloxon

5 mg/kg

Abb. 20 zeigt die Dauer der Vokalisation innerhalb von 40 min nach der systemischen Injektion von
Saline (rot) oder Naloxon 5 mg/kg (schwarz). (A) zeigt die Dauer der Vokalisation in 10 min
Intervallen. Die Daten sind als Vokalisationszeit /min in einem 10 min Intervall +/- SEM dargestellt.
(B) Die Injektion von Naloxon induzierte einen signifikanten Anstieg der Gesamtvokalisationszeit in
Haushuhnkiiken, verglichen mit der Vokalisationszeit Saline-injizierter Tiere. * p<0,05 Saline vs.
Naloxon.
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4 DISKUSSION

In der vorliegenden Arbeit wurde an Haushuhnkiiken gezeigt, dass Substanzen, die tber den
p-Opiatrezeptor wirken, die Neurotransmission innerhalb des MNH’s modulieren und einen
Einfluss auf den emotionalen Zustand haben.

Es konnte folgendes gezeigt werden:

l. Die systemische Applikation des Opiatrezeptor-Antagonisten Naloxon erhoht
konzentrationsabhéngig die Konzentration des serotonergen Systems, gemessen
am Metaboliten 5-HIAA im Vergleich zur Basislinie. Die Erhéhung der 5-HIAA
ist durch die Applikation von TTX blockierbar. Der Opiatagonist DAGO, (a)
systemisch gegeben, bewirkt eine Erh6hung der HVA- und Taurinkonzentration
und (b) lokal in das MNH gegeben, eine Senkung der 5-HIAA Konzentration, aber
keine Veranderung der HVA Konzentration. Die DAGO-Effekte kdnnen teilweise
(a) oder vollstandig (b) durch die gleichzeitige Gabe von Naloxon blockiert
werden.

I. Die akustische Filialpragung ist durch die Blockade der p-Opiatrezeptoren mit
Naloxon nicht signifikant beeinflussbar.

M. Die i.p. Injektion von Naloxon induziert die Distressvokalisation, wogegen die
Injektion von Saline keinen Einfluss auf die VVokalisation der Kiiken hat.

4.1 Pharmakologie

Uber den Einfluss der Opiate auf die Transmitterfreisetzung gibt es einige Ubersichtsarbeiten
(Castellano et al., 1996; Sarne et al., 1996; Wood, 1983). Bei der Wirkung der Opiatagonisten
sind groflRe Unterschiede zu finden, die von verschiedenen Kriterien wie Tierart oder in vitro-
Kulturbedingungen, der untersuchten Hirnregion, Art der Applikation, Dauer der Anwendung
und der eingesetzten Konzentration abhangen.

Generell werden fir die Wirkung der Opiate, drei Wirkungsweisen diskutiert: Erstens, eine
Regulation Gber die Adenylatcyclase, die oft zu einer Inhibition, verbunden mit der Reduktion
der lonenkanalaktivitat, fuhrt oder auch zu einer Erhdhung der cAMP Produktion fuhren
kann. Welcher der beiden Wege zu beobachten ist, hangt von der Konzentration der Opiate
ab. Niedrige Dosen bewirken eine Verstarkung und hohe Dosen eine Inhibition der cAMP
Bildung (Grudt und Williams, 1995). Diese Effekte sind allerdings nur bei stimulierter
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Adenylatcyclase zu finden, wogegen basale Konzentrationen nicht beeinflusst werden. Die
negative Kopplung erfolgt in diesen Féllen tiber die Gi und /oder die Go Proteine.

Zweitens wird eine Regulation (iber spannungsabhingige Ca**-Kanale diskutiert. Die
Aktivierung der Opiatrezeptoren reduzierte die Ca®* Stréme in verschiedenen Préparationen
und somit die Transmitterausschiittung. Auch hierbei spielen die Gi (0) Proteine ein Rolle
(Lalimann et al., 2003).

Drittens werden als weitere Kandidaten fiir die Reduktion der Transmitterfreisetzung die K-
Kanéle diskutiert. Dabei bewirkt die Aktivierung von W -und - Rezeptoren eine
Membranhyperpolarisierung durch die Steigerung der K*-Stréme; auch hier sind die Gi(0)
Proteine involviert (Lillmann et al., 2003).

Opiatagonisten wirken in vielen Féllen exzitatorisch, wofur ein disinhibitorischer
Mechanismus verantwortlich gemacht wird, der Gber ein GABAerges Neuron gesteuert wird.
Es konnte allerdings auch eine direkte Mobilisierung von Ca?* aus 1,4,5-triphosphat-
sensitiven Speichern in NG108-15 Zellen nachgewiesen werden, die ebenfalls durch Gi und
Go Proteine vermittelt wird (Minami und Satoh, 1995).

Die Wirkung der Opiate auf Lernen und Gedachtnis wird im Allgemeinen als nicht direkt
eingeschatzt. Es wird eine modulatorische Wirkung auf verschiedene Systeme, die bei Lernen
und Gedachtnis eine Rolle spielen, z.B. das nigostriatale und mesocorticolimbische
dopaminerge System, das cholinerge System des basalen Vorderhirns, serotonerge
Projektionen von den Raphe Kernen, GABAerge Projektionen von magnozellulédren
Neuronen des Mammilarkorpers des Hypothalamus (Schultheis und Martinez, 1992),

postuliert.

Fur die Diskussion der Ergebnisse dieser Arbeit wurden vor allem Befunde aus
Untersuchungen an Sdugern, insbesondere der Ratte, herangezogen. Mikrodialytische
Untersuchungen an Vogeln sind sehr wenige zu finden, ebenso Untersuchungen tber Opiate
in VOgeln. Die meisten der zitierten Arbeiten wurden an erwachsenen Tieren (Nagern)
durchgefihrt. In dieser Arbeit wurden sehr junge Tiere verwendet und es ist nicht geklart, ob
Transmittersysteme junger Tiere mit denen Erwachsener direkt verglichen werden kénnen.
Ein Hinweis fur eine unterschiedliche Rezeptordichte der Opiatrezeptoren in jungen und
adulten Tieren liefern die Arbeiten von Csillag et al. (1990) und Reiner et al. (1989), die
gezeigt haben, dass die Dichte von p-Rezeptoren in jungen Tieren hoher ist als in adulten. Bei
einigen Fragen konnte ich mich auf die Arbeiten von M. Grul stiitzen, der pragungs- und

stressrelevante Untersuchungen am 4-tdgigen Haushuhnkiken durchgefuhrt hat. In diesen
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Arbeiten wurde auch dargestellt, inwieweit die gemessenen Dialysatkonzentrationen von 5-
HIAA, HVA, Glutamat und Taurin von der synaptischen Aktivitat im MNH abhangen. Trotz
des Altersunterschiedes der Kiken (4- und 1-tdgige Kiken), sind die grundlegenden
Mechanismen und Unterschiede zum Sduger gleich. Kurz zusammengefasst sind die basalen
Dialysatkonzentrationen von 5-HIAA, HVA, Glutamat und Taurin teilweise durch die
pharmakologisch induzierte Anderung der synaptischen Aktivitat beeinflusst. 5-HIAA und
HVA zeigen allerdings sehr gut die Charakteristiken einer aktivitatsabhangigen synaptischen

Freisetzung. Fir nahere Details verweise ich auf die Dissertation von M. Gruf3 (Grul3, 1998).

4.1.1 Opiatmodulation der kognitiven, anregenden und emotionalen Funktionen

Zwei Hauptkomponenten, die kognitive Funktion, vermittelt durch Glutamat und/oder
Acetylcholin, und die anregende/emotionale Funktion, vermittelt durch Dopamin und
Serotonin, interagieren wahrend der Filialprdgung (siehe Abbildung 22). Die Beteiligung des
glutamatergen Systems scheint essentiell fur die Filialpragung zu sein. Das konnte durch die
Blockierung der NMDA-Rezeptoren gezeigt werden (Bock und Braun, 1999; Bock et al.,
1996). Die Blockade der dopaminergen Neurotransmission im MNH durch den Antagonisten
Haloperidol, verhindert ebenfalls die Prédgung (Gruss et al., 2003). Pharmakologische
Verhaltensexperimente an frisch geschlupften Kiiken zeigten, dass eine bilaterale Injektion
von 2,5 mg/kg Naltrexon, ein Opiatrezeptorantagonist, in das MNH, den Lernprozess zwar
nicht unterbrechen, aber beeintrdchtigen kann (Wolf, 1992). Die Daten der vorliegenden
Arbeit zeigen, dass eine Opiat-vermittelte Beeintrdchtigung der Prédgung die Modulation
anderer Transmittersysteme im MNH, besonders das monoaminerge System, beinhaltet.

Im Nachfolgenden werden die Transmittersysteme getrennt betrachtet, wobei das
Vokalisationsexperiment teilweise, aufgrund seines Bezuges zum serotonergen System, in

dieses Kapitel einflief3t.

4.1.2 Opiatmodulation des serotonergen Systems

Das Opiatsystem, speziell die p-Opiatrezeptor vermittelten VVorgange, ist signifikant bei der
Distressvokalisation in verschiedenen Spezies, das Huhnerkiiken eingeschlossen, beteiligt
(Panksepp et al., 1986; 1980c). Es wurde gezeigt, dass der PFC der S&ugetiere bei der
Verarbeitung der Stressantwort und der Distressvokalisation sowie bei ihrer Modulation durch

das Opiatsystem beteiligt ist (Herman und Panksepp, 1981).
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Die vorliegenden Daten zeigen, dass der spezifische p-Rezeptoragonist DAGO und der p-
Rezeptorantagonist Naloxon die serotonerge Neurotransmission (als Anderungen der 5-HIAA
gemessen) im MNH, dem Analog des Sauger-PFC beim Vogel, modulieren. Bezugnehmend

auf Abbildung 22 modulieren Opiate eher die emotionalen als die kognitiven Aspekte.

Die lokale Applikation des p-Opiatrezeptor Agonisten DAGO reguliert die Aktivitat des serotonergen
Systems im MNH herunter, wahrend die systemische Gabe keine signifikanten Anderungen bewirkt,
aber ein leichter Trend fur eine geringere Aktivitat besteht.

Diese Befunde stimmen mit denen von Passarelli und Costa (1989) und Yoshioka et al (1993)
iiberein, die eine Inhibition der K* induzierten Freisetzung von Serotonin durch DAGO bzw.
Morphin beschrieben. Des Weitern gibt es Ubereinstimmungen mit Haigler (1978), der eine
verlangsamte oder inhibierte spontane neuronale Feuerrate serotonerger Zellen, nach der
Behandlung mit Morphin in den Raphe Kernen, dem Ursprung der serotonergen Zellen, in
ihren Zielgebieten zeigte. Marek und Aghajanian (1998) beobachteten eine Unterdriickung
von Serotonin induzierten EPSPs im PFC, verursacht durch die Aktivierung der p-
Opiatrezeptoren durch den selektiven p-Opiatrezeptor Agonisten DA(M)GO. Im Vergleich
zum préfrontalen anterioren cinguldren Kortex der Ratte (Vogt et al., 2001; Mansur et al.,
1987) weist das MNH der Vogel eine hohe Dichte an p-Opiatrezeptoren auf (Csillag et al.,
1990). Die beobachtete Agonist-induzierte Herunterregulation der 5-HIAA weist auf das
Vorhandensein prasynaptischer p-Rezeptoren auf serotonergen Synapsen hin (Endo und
Yawo, 2000), wobei eine negative Stimulation der Adenylatcyclase durch die Bindung eines
u-Rezeptor-Liganden die Ca®*-Strdme und somit die Transmitterfreisetzung reduzieren wiirde
(Carter und Medzihradsky, 1993). Eine andere Mdglichkeit, die von Endo und Yawo (2000)
diskutiert wird, ist die DAGO-induzierte Unterdriickung des prasynaptischen Ca®* Einstroms
durch die selektive Inhibition von N-Typ Ca**-Kanélen.

Um das Verhdltnis zwischen den extrazelluldaren Konzentrationen der Metabolite zur
neuronalen Aktivitat zu untersuchen, wurde der Na‘-Kanal Blocker TTX (1 puM) uber die
Sonde in das MNH appliziert. Die Applikation von TTX fiihrte zu einer Senkung der 5-HIAA
Konzentration. Die gleichzeitige Gabe von TTX+DAGO fiihrte allerdings zu keiner weiteren
Senkung der extrazelluldaren Konzentration der 5-HIAA.

Ein ungeldstes Problem ist das weithin bekannte Ungleichgewicht zwischen der
Opiatrezeptor-Expression und dem Vorkommen ihrer endogenen Liganden in verschiedenen
Hirnregionen von Vogeln (Csillag et al., 1989; 1990; Reiner et al., 1984; 1989; de Lanerolle
et al., 1981) und Saugern (MacMillan et al., 1998). Interessanterweise wurde das groRte

Ungleichgewicht innerhalb des Telencephalons des Vogels im Hyperstriatum ventrale (HV)
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und im geringeren Ausmafd im Neostriatum (Reiner et al., 1989) gefunden. Eine Interpretation
dieses Ungleichgewichts ist aufgrund der Datenlage schwierig. Eine Mdglichkeit ist, dass die
endogenen Liganden noch nicht identifiziert sind oder die Bindungsstellen im HV andere
Aufgaben als die Neurotransmission wahrnehmen. Andererseits kénnte die groe Menge an
Rezeptoren den Neuronen, die besonders sensibel auf eine geringe Menge freigesetzter
Liganden, die von den freisetzenden Neuronen kommen, reagieren, helfen. Diese Eigenschaft

kdnnte wichtig flr die funktionelle Organisation des HV sein (Reiner et al., 1989).

Zusétzlich unterstltzen Daten von MacMillan et al. (1998) an Ratten, die einen Transport von
freigesetztem  B-Endorphin  durch die  Zerebrospinalflissigkeit —beschreiben, die

VVolumentransmission als einen Mechanismus der Opiatwirkung im Gehirn.

Der Opiatrezeptorantagonist Naloxon wird in pharmakologischen Experimenten genutzt, um
die Effekte, die durch verschiedene p-Rezeptor Agonisten induziert werden, zu blockieren
(Enrico et al., 1998; Huang et al., 1997; Anagnostakis und Spyraki, 1994; Passarelli und
Costa, 1989; Spampinato et al., 1985). In frisch geschlipften Haushuhnkiken ist eine
markante Bindung von Naloxon in Regionen wie dem Hyperstriatum und dem Neostriatum zu
finden (Csillag et al., 1989; vergl. Abbildung 2). Die hier dargestellten Daten zeigen, dass die
systemische Applikation von Naloxon die Effekte des systemisch gegebenen und des
intrazerebral applizierten p-Opiatrezeptor-Agonisten  DAGO blockieren. Wird DAGO
gleichzeitig mit Naloxon i.p. injiziert, ist die Konzentration, die das MNH erreicht,
maoglicherweise niedriger, als bei einer Injektion in das MNH. Im Einzelexperiment bewirkt
DAGO eine geringere Absenkung der 5-HIAA und im Kombinationsexperiment ist die
Wirkung ebenfalls etwas moderater und der Effekt des Naloxons Uberwiegt, was in einem
geringeren Anstieg als bei einer Einzelinjektion zum Ausdruck kommt. Fir die 5-HIAA kann
eine Beeinflussung durch den p-Opiatrezeptor postuliert werden. Welcher Natur diese
Beeinflussung ist, muss in weiterfiihrenden Experimenten untersucht werden. Es ist moglich,
dass durch die teilweise Blockade der Opiatrezeptoren die tonische Aktivierung durch
endogene Opiate nicht aufrecht erhalten werden kann und es dadurch zu einer gesteigerten
Freisetzung der 5-HIAA kommt. Wird DAGO hinzugegeben, wird die Regulation in das

Gegenteil verkehrt und es wird entsprechend weniger freigesetzt.

Das basalen und Naloxon-induzierten Niveaus der 5-HIAA wurden durch die TTX Infusion
gesenkt, d.h. wéhrend der Blockade der Neurotransmission. Das bedeutet, dass die Naloxon-
induzierten Anderungen der 5-HIAA, zumindest teilweise, mit der Neurotransmission in

Beziehung stehen, und Aktivitdten im MNH reflektieren. Es konnte am 1-tdgigen Kiken
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gezeigt werden, dass die Metabolite in einem bestimmten Mal3e synaptischen Ursprungs sind,
und somit die Veranderungen in der Freisetzung von Serotonin und Dopamin représentieren.
Es ist allerdings nicht auszuschlieRRen, dass die gemessenen Dialysatkonzentrationen an 5-
HIAA und HVA zum Teil aus weiter entfernten Gebieten stammen, die von der TTX
Blockade nicht betroffen sind. Bei Saugern wurde diskutiert, ob ein Teil der 5-HIAA aus der
intraneuronalen Metabolisierung von neu synthetisierten Serotonin stammt (VVahabzadeh und
Fillenz, 1994)

Die tonische Inhibition kénnte auch dazu dienen, eine niedrige Aktivitat des serotonergen
Systems aufrecht zu erhalten, um es vor Stressoren zu schiitzen (Gamaro et al., 2003; Lowry
et al., 2003; Noguchi et al., 2001; Kawahara et al., 1993). Einige Befunde auf der
Verhaltensebene unterstutzen diese Schlussfolgerung: eine Erhohung der 5-HIAA, die im
MNH der Kuken wahrend ihrer Trennung von der Gruppe gemessen wurde, korreliert mit der
Dauer der gemessenen Distressvokalisation (Gruss und Braun, 1997). Zusétzlich zeigt die hier
vorliegende Arbeit eine Steigerung der Distressvokalisation nach der Applikation von
Naloxon in einer Konzentration, die das serotonerge System im MNH moduliert.
Zusammengefasst lasst sich sagen, dass der Antagonist Naloxon die Inhibition des
serotonergen Systems unterbricht und so eine Steigerung der Distressvokalisation induziert.
Diese verstdrkte VVokalisation reflektiert einen verédnderten emotionalen Zustand des Tieres,
ahnlich den Befunden aus vorangegangenen Experimenten, in denen p-Opiatrezeptor-
Agonisten oder —antagonisten appliziert wurden (Panksepp et al., 1980a; 1978a; 1978b). Auch
bei Sdugetieren wurde Serotonin als Haupttransmitter in der Vermittlung der Vokalisation,
insbesondere vermittelt durch 5-HT;a und 5-HT, Rezeptoren, bestimmt (Sanchez, 2003).
Derartige Anderungen des inneren emotionalen Zustandes konnen Auswirkungen auf die
Motivation haben, einen Pragestimulus zu suchen, und auf die Ausbildung einer emotionalen
Bindung an ein Prageobjekt oder einen Ton (Panksepp et al., 1997; Panksepp and DeEskinazi,
1980). Geht man hier von einer Beeinflussung des Stresslevels aus, d.h. Naloxon induziert die
Symptome von Stress, so kann geschlussfolgert werden, dass die Applikation von DAGO eine
Absenkung des Stresslevel bewirkt und somit zur Beruhigung der Tiere fuhrt. Dies stimmt mit
der allgemein bekannten beruhigenden Wirkung der Opiate (iberein.
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4.1.2.1. Injektion von Naloxon in verschiedenen Altersstadien

Auffallend ist, dass die Variabilitdt der 5-HIAA Konzentration nach der Applikation von
Naloxon am Tag 7 generell groRer ist als am Tag 1 (vgl. Abbildung 13). Obwohl die
Behandlung der einzelnen Tiere wéhrend dieser Tage gleich war, zeigt sich doch ein
Unterschied, der moglicherweise durch eine unterschiedliche Erfahrung hervorgerufen wird.
Eine Konzentrationsdnderung von Catecholaminen, in Abhéngigkeit von der Erfahrung,
wurde am Beispiel des Noradrenalins in der Wulst und dem medialem Vorderhirn von visuell
erfahreneren im Vergleich zu unerfahreneren Tieren gezeigt (Davies et al., 1983).

Werden die einzelnen Tiere am Tag 7 genau betrachtet, lassen sie sich in zwei Gruppen teilen.
Eine Gruppe reagiert mit einem Anstieg der 5-HIAA wahrend sich die Konzentrationen des
Metaboliten in der anderen Gruppe nicht &ndern (vgl. Abbildung 14). Méglicherweise reagiert
das serotonerge System bei einigen Tieren nach Abschluss der sensitiven Phase weniger
intensiv auf die Modulation durch endogene Opiate, da die Pragung auf das Muttertier, in dem
Falle womoglich mit unterschiedlicher Intensitat, abgeschlossen ist. Weiterhin konnten die
Erfahrungen der einzelnen Tiere diese mehr oder weniger empfindlich fur den durch Naloxon

induzierten Stress machen.

4.1.3 Opiatmodulation des dopaminergen Systems

Es wurde gezeigt, dass dopaminerge Mechanismen entscheidend bei der auditorischen
Filialpragung beteiligt sind. Die pharmakologische Blockade der dopaminergen Rezeptoren
waéhrend des Prageexperiments verhinderte signifikant den Prégeerfolg (Gruss et al., 2003).
Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen einen modulatorischen Effekt des p-Opiatrezeptor
Agonisten DAGO auf das dopaminerge System (als Anderungen der HVA-Konzentration
gemessen) im MNH des Kiikens. Dieser modulatorische Effekt von DAGO hing entscheidend
von der Art der Applikation ab. Im Gegensatz zur lokalen Applikation, die keinen Effekt
hatte, steigerte die systemische Applikation von DAGO die HVA-Konzentration im MNH.
Dementsprechend ist eher anzunehmen, dass p-Rezeptoren am Ursprung der dopaminergen
Innervation in das MNH, d.h. in der mesencephalen Area ventralis Tsai (AVT), aktiviert
wurden, statt lokale Rezeptoren im MNH. Die Applikation von TTX zur Uberpriifung der
neuronalen Natur fiihrte zu einer Senkung der basalen HVA Konzentration. Die gleichzeitige
Gabe von TTX+DAGO flhrte zu einer kurzzeitigen Senkung der extrazellularen
Konzentration der HVA. Das bedeutet, dass die DAGO-induzierten Anderungen der HVA,
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zumindest teilweise, mit der Neurotransmission in Beziehung stehen und Aktivitaten im
MNH reflektieren.

Es wurde gezeigt, dass die AVT der Hauptursprung des dopaminergen Eingangs in das MNH
darstellt (Metzger et al., 2002; 1996), und dass die AVT im Taubengehirn durch eine
moderate Dichte an p-Opiatrezeptoren charakterisiert ist (Reiner et al., 1989). Eine
elektronenmikroskopische-immunhistochemische Studie zeigte eine &hnliche Organisation
des enkephalinergen Eingangs in die Gebiete der tegmentalen dopaminergen Zellen bei
Vogeln und S&ugern (Medina et al., 1995). Bei Sdugern wurde nach der Infusion von
DA(M)GO in die ventrale tegmentale Area (VTA), dem Hauptursprungsgebiet der
dopaminergen Innervation in den PFC, und den Nucleus accumbens eine gesteigerte
Freisetzung von Dopamin in beiden Regionen nachgewiesen (Noel und Gratton, 1995). Da
die gesteigerte Dopaminfreisetzung nach der Injektion von p-Opiatrezeptor-Agonisten durch
Naloxon blockiert wurde (Huang et al., 1997; Anagnostakis und Spyraki, 1994; Spampinato et
al., 1985), wird allgemein angenommen, dass die dopaminergen Neurone unter der Kontrolle
der Opiate auf der prasynaptischen Seite stehen (Geng et al., 1987). In anderen Hirngebieten
kann Naloxon eine gewisse Agonistwirkung an Dopaminrezeptoren austiben und es kommt
dann zu einer erleichterten Freisetzung von basalem Dopamin (Feigenbaum und Howard,
1996; Feigenbaum et al., 1982).

Eine &hnliche Agonistwirkung kdnnte eine Erklarung flr den etwas tberraschenden Anstieg
von HVA nach der Applikation des Agonisten DAGO und des Antagonisten Naloxon sein.
Dieser Anstieg wurde auch fur andere Antagonisten des p-Rezeptors, wie CTOP (D-Pen-Cys-
Tyr-D-Trp-Orn-Thr-Pen-Thr-NH2) und B-Funaltrexamin gezeigt, wobei aber ein anderer
Mechanismus diskutiert wird. In unserem Falle konnte eine unspezifische Erh6hung, bedingt
durch die Naloxon-Konzentration, nicht ausgeschlossen werden. CTOP und B-Funaltrexamin,
in die VTA injiziert, bewirken ein Steigerung von Dopamin und seiner Metabolite DOPAC
und HVA. Diese Wirkungen lassen einen komplexen lokalen Mechanismus vermuten, der die
Opiat-Dopamin-Wechselwirkung in der VTA vermittelt. Afferente Fasern konnen vom

Nucleus accumbens und dem ventralen Pallidum in die VTA (siehe Abbildung 21)

projizieren, einen GABAergen Eingang einschlieBen und am Terminal p-Opiatrezeptoren
tragen. Durch eine Aktivierung der Rezeptoren wird die GABAerge tonische Inhibition
reduziert und somit mehr Dopamin freigesetzt. Weiterhin kénnen die p-Rezeptoren auf
GABAergen Interneuronen in der ventralen VTA lokalisiert sein, wie durch Studien an
Saugern gezeigt wurde. p-Opiatrezeptor-Agonisten und -Antagonisten kdnnten an beiden

Populationen der p-Opiatrezeptoren wirken, die GABAerge Inhibition der tegmentalen
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dopaminergen Neurone blockieren und so eine gesteigerte Dopaminfreisetzung in den
Zielgebieten verursachen (vergl. Abbildung 21; Bontempi und Sharp, 1997; Devine et al.,
1993). Eine derartige p-Rezeptor vermittelte Inhibition der GABAergen Interneurone wurde
auch in vitro beschrieben. Die Hyperpolarisation GABAerger Interneurone und eine
nachfolgende Freisetzung von Dopamin wurde nach der Behandlung mit einem p-
Rezeptoragonisten beobachtet (Bergevin et al., 2002; Johnson und North, 1992). Es kommt
indirekt zu einer Steigerung der Dopamin Freisetzung (Dourmap et al., 1997). Des Weiteren
besteht ein Zusammenhang zwischen der Haufigkeit der Morphininjektion und der Reaktion
der HVA. Nach der ersten Injektion korrelierte die Freisetzung von DOPAC + HVA mit der
von Dopamin (Enrico et al., 1997). Die in der Literatur gefundenen Ergebnisse stimmen, was
die systemische Injektion von Morphin oder DAGO angeht, gut mit den im Huhn gefundenen
uberein, so dass dhnliche bzw. gleiche Mechanismen angenommen werden kdnnen.

Das basale und Naloxon-induzierte Niveau der HVA wurde durch die TTX Infusion gesenkt,
d.h. wahrend der Blockade der Neurotransmission. Das bedeutet, dass die Naloxon-
induzierten Anderungen der HVA, zumindest teilweise, mit der Neurotransmission in
Beziehung stehen und Aktivitaten im MNH reflektieren. Westerink et al. (1987b) konnten
zeigen, dass TTX den Anstieg von Dopamin und seiner Metabolite nach einer
Morphininjektion unterdriickten. TTX bewirkte eine vollstindige Blockade der
Dopaminfreisetzung und nur eine teilweise Blockade des Metaboliten DOPAC. Die
Metabolite konnen im Gehirn erheblich weiter diffundieren als die Transmitter selbst, und
somit aus Bereichen stammen, die nicht von der lokalen TTX Applikation betroffen sind
(Vahabzadeh und Fillenz, 1994; Westerink et al., 1987b). Es kann also nicht ausgeschlossen
werden, dass zumindest ein Teil der HVA von nicht-synaptisch freigesetztem Dopamin

stammt.

Eine speziestbergreifende Studie wurde von Wood (1983) veroffentlicht. Die Wirkung von
Opiatrezeptoragonisten und -antagonisten auf den Dopaminmetabolismus wurde am
nigrostriatalen System der Ratte untersucht. Dabei wurde der Metabolismus an den
Nervendigungen (DOPAC (intraneural gebildet), und als Index der Freisetzung, 3-MT (3-
Methoxythyramin, extraneural gebildet)) untersucht. Es wurde festgestellt, dass p-Rezeptor-
und &-Rezeptor Agonisten eine dosisabhangige Steigerung des Dopamins hervorrufen, die
Naloxon-reversibel war. Es konnte keine Regulation durch k-Rezeptoren beobachtet werden.
In der Ratte wurde keine Anderung der 3-MT-Freisetzung beobachtet, wogegen bei der Maus

eine Erhéhung der Freisetzung, assoziiert mit einer Verhaltensaktivierung, beschrieben
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wurde. Dies ist ebenfalls bei Hamstern und Gerbils zu beobachten. In der Taube konnte
allerdings keine Opiataktion im aufsteigenden dopaminergen System gefunden werden. Bei
der Ratte existiert eine prasynaptische Opiatkontrolle der dopaminergen Synapsen im
Striatum, wogegen die Maus keine prasynaptischen Opiatrezeptoren besitzt. Dort scheint die
Regulation des nigrostriatalen Weges ein nigrales System von Opiatrezeptoren auf
dopaminergen Neuronen oder affarente Eingangen auf diese Neuronen zu involvieren. Woods
vermutete, dass die Opiatregulation der dopaminergen Wege ein Ergebnis der Evolution ist
(Wood, 1983).

/ u-Rezeptor /IDAGO \

% 3

Dopamin

MNH \ /

AVT

Abb. 21 Hypothetisches Modell fir die Modulation der dopaminergen Neurone (modifiziert aus
Spanagel et al., 1992; Devine et al., 1993) in der AVT.

p-Rezeptor-Agonisten: Agonisten, die an den p-Rezeptoren der GABAergen Terminalien (1),
prasynaptisch zum GABAergen Interneuron, wirken, wiirden die GABA-vermittelte Inhibition des
GABAergen Interneurons senken. Die Aktivierung p-Opiatrezeptoren, die auf den GABAergen
Interneuronen lokalisiert sind (2) und auf den Terminalien der GABAergen Afferenten prasynaptisch
zum dopaminergen Neuron (3), inhibiert diese Neurone, was in einer Disinhibition der dopaminergen
Neurone (4) resultiert.

M-Rezeptor-Antagonisten: Antagonisten, die an den p-Rezeptoren der GABAergen Terminalien (1),
prasynaptisch zum GABAergen Interneuron, wirken, wirden die GABA-vermittelte Inhibition des
GABAergen Interneurons steigern. Antagonisten, die an den p-Opiatrezeptoren GABAerger
Afferenten prasynaptisch zum dopaminergen Neuron (3) wirken, reduzieren die vorhandene Inhibition
dieser Neuronen, und steigern so den inhibitorischen GABAergen Eingang auf dopaminerge Neurone.
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4.1.4 Opiatmodulation des glutamatergen Systems

Die Modulation der Glutamatkonzentration durch die Applikation von p-Opiatrezeptor-
Agonisten und -antagonisten ist in dieser Arbeit gering. Es gibt einige nicht signifikante,
kleine Anderungen der Glutamatkonzentration im MNH des Kiikens, aber eine sehr groRe
Beeinflussung des kognitiven Aspekts der Filialpragung ist unwahrscheinlich. Aufgrund der
Wichtigkeit des Glutamats bei der Pragung, werden diese Anderungen diskutiert und
diesbeziglich ein Literaturberblick gegeben.

Es gibt viele Hinweise, die auf eine Wechselwirkung zwischen dem Opiatsystem und
ionotropen Glutamatrezeptoren vom NMDA-Typ deuten. NMDA spielt eine wesentliche
Rolle in der auditorischen Filialpragung des Haushuhnkiikens, eine Blockade dieser
Rezeptoren fuhrte zu einer eingeschrankten bzw. voéllig unterdriickten Pragung (Bock und
Braun, 1999; Bock et al., 1996). In Lernexperimenten wurde eine &hnliche Wirkung fir die
Blockade der NMDA-Rezeptoren beschrieben. Diese konnte durch die nachfolgende Gabe
von Naloxon, in diesem Lernparadigma (inhibitorisches  Vermeidungslernen)
leistungssteigernd, nicht aufgehoben werden (Roesler et al., 1999). In vitro Befunde deuten
ebenfalls in diese Richtung, d.h. auf eine additive hemmenden Wirkung der NMDA-Blockade
und eine Wirkung von Opiatagonisten auf die Ca’*-Aufnahme (Vlaskovska et al., 1997).
Opiate konnen auch direkt NMDA-Rezeptor vermittelte elektrophysiologische Ereignisse
modulieren.  Einige  Opiatagonisten ~ und  NMDA-Antagonisten  teilen  eine
Rezeptorbindungsstelle (in vitro-Untersuchungen) und es gibt eine direkte oder indirekte
Interaktion der Rezeptoren. DA(M)GO ruft, Naloxon reversibel, eine Inhibition der durch
NMDA induzierten Exzitation hervor und auch in diesen Experimenten wurde neben der
Inhibition eine Verstarkung der durch NMDA hervorgerufenen Strome gemessen (Chen und
Huang, 1991). DA(M)GO inhibiert prasynaptische NMDA Strome, verstarkt aber
postsynaptische Strome. Der Nettoeffekt von DA(M)GO ist von der Interaktion zwischen pré-
und postsynaptischer Aktion abhéngig (Chen und Huang, 1991). Es ist mdglich, dass p-
Rezeptor vermittelte Opiate eine allgemeine Inhibition der Aktionspotentiale hervorrufen, die
extrazelluldr gemessen werden, aber eine regionale NMDA-Rezeptor vermittelte
Membranexzitation im selben Neuron, die tiber intrazellulare Mechanismen stattfindet.

Die NMDA-Rezeptoren im MNH des Haushuhnkiikens befinden sich mdoglicherweise
postsynaptisch auf Spines (Bock J., pers. Mitteilung). Da die Applikation von DAGO direkt
in das MNH zu einer geringen Freisetzung von Glutamat fiihrte, kénnte auch die festgestellte

Verstarkung eine Rolle spielen, wenn die gemessene Dialysatkonzentration des Glutamats
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zum Teil synaptischen Ursprungs ist. Diese Wechselwirkungen werden zunehmend auch fir
den klinischen Bereich wichtiger, da Antagonisten fur den NMDA-Rezeptor, wie Ketamin,
den analgetischen Effekt der Opiate potenzieren. Einer Toleranzentwicklung wird auch nach
langerer Anwendung, z.B. in der Schmerzbekdmpfung, entgegengewirkt (Wiesenfeld-Hallin,
1998).

Die Wirkung von Naloxon auf die Glutamatfreisetzung ist meist inhibitorisch (Enrico et al.,
1998), wie auch in dieser Arbeit beobachtet wurde. Dies wird mit einem hemmenden, p-
Rezeptor vermittelter Mechanismus erklart, der die Freisetzung von Ascorbinséure
kontrolliert, die mit der neuronalen oder glialen Wiederaufnahme von Glutamat gekoppelt ist.
Glutamat reagiert unterschiedlich auf die Infusion bzw. Injektion von DAGO. Die i.p.
Injektion war ohne Wirkung auf die Glutamatkonzentration, wahrend nach einer Applikation
direkt in das MNH eine leicht erhohte Glutamatkonzentration gemessen wurde.

Trotzdem in den meisten Arbeiten in vivo und in vitro eine Hemmung der Freisetzung von
Glutamat nach der Applikation von p-Opiatrezeptor-Agonisten beobachtet wurde (Hoffman
und Lupica, 2001; Nicol et al., 1996), wurden auch Verstarkungen dieser Freisetzung,
abhangig von funktionellen NMDA-Rezeptoren und L-Typ Ca®*-Kanilen, gefunden
(Przewlocki et al., 1999; Johnson und Napier, 1997).

Die Applikation von TTX bewirkt allerdings keine Verdnderung der Dialysatkonzentration
des Glutamats, was auch von anderen Autoren gefunden wurde (Timmerman et al., 1999;
Miele et al., 1996; Vahabzadeh und Fillenz, 1994; Moghaddam, 1993; Westerink et al., 1988;
Westerink et al., 1987b). Es wird angenommen, dass Glutamat auch zum groRen Teil nicht-
synaptischen Ursprungs sein und aus metabolischen Aminosdurepools stammen kann (Miele
et al., 1996; Westerink et al., 1987a). Dafir spricht auch eine unverénderte Freisetzung von
Glutamat nach K*-Applikation und der Gabe einer Ca®*-freien Ringer (GruR, 1998).

Die Glutamatkonzentrationen sind im pM-Bereich zu finden und damit viel hoher als die der
Metabolite (nM-Bereich). Dass die eingesetzte TTX-Konzentration diesen Transmitter nicht
beeinflusst, ist unwahrscheinlich, da auch hoéhere TTX Konzentrationen (50 und 500 puM)
keine Anderung des Glutamatspiegels induzieren (Shiraishi et al., 1997)

Das Glutamatsystem konnte sich qualitativ in Bezug auf die sensitive Phase unterscheiden.
Die NMDA-Blockade wurde an den 3 Tagen der Pragung durchgefuhrt (Bock und Braun,
1999). Am Tag 1 ist die Glutamatkonzentration durchschnittlich um die Halfte hoher als am
Tag 7. Mdoglicherweise spielt Glutamat am Beginn der sensitiven Phase eine grof3ere Rolle als

nach deren Abschluss. Obwohl am Tag 7 weniger Glutamat als am Tag 1 vorhanden ist,
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reagiert es mit einer Steigerung der Konzentration auf die Applikation von Naloxon, die

allerdings nicht signifikant ist.

4.1.5 Opiatmodulation des Taurins

Taurin reagiert auf Naloxon mit einem leichten, kaum messbaren Anstieg. Es gibt wenig
Vergleichsmdglichkeiten aus der Literatur zum Zusammenhang von Taurin und Opiaten.
Taurin wird im periaquaduktealen Grau nach der Gabe des Na*-Kanal Aktivators Veratridin
freigesetzt, aber durch eine systemische Morphinapplikation nicht veréndert (Renno et al.,
1992). Des Weiteren wurde die Freisetzung von Aminosduren im Formalintest und mit
vorheriger Morphininjektion gemessen. Dabei zeigte Taurin einen Anstieg nach der Injektion
von Formalin, der durch die Morphininjektion unterdriickt wurde (Malmberg und Yaksh,
1995).

Taurin kann auch als Mal fur die Schadigung einer Zelle gelten. Taurin ist als Osmoregulator
und Neuromodulator bekannt, der eine neuroprotektive Wirkung durch die Modulation des
Ca®* Einstroms in die Zellen und eine Modulation von CI'-Kanalen hat (GruB, 1998), d.h.
infolge einer Schadigung kommt es zu einer erhdhten Freisetzungen von Taurin und dadurch
zu einem Schutz der Zelle (Saransaari und Oja, 2000). Die extrazelluldre Taurinkonzentration
kann als Index fur eine zeitige neurotoxische Komponente der Aminosduren in vivo genutzt
werden (Menéndez et al., 1989). Da nach der Applikation von Naloxon kaum Anderungen der
Taurinkonzentration zu finden sind, sollten die eingesetzten Konzentrationen fir die Zellen
nicht toxisch sein.

Werden die Konzentrationen von Taurin am Tag 1 und am Tag 7 verglichen, ist zum spateren
Zeitpunkt eine signifikant hohere Konzentration messbar. Ein Grund dafiir kénnte die Rolle
des Taurins im Gehirn von Neugeborenen sein, bei denen die Taurinkonzentration doppelt so
hoch wie bei Erwachsenen ist. Diese Aminosaure ist wichtig fir die Entwicklung, indem es
die Erregungsféhigkeit der Nerven dampft (Huxtable, 1989).

Die Taurinkonzentration wurde durch die Applikation von TTX nicht beeinflusst. Die
Ergebnisse in der Literatur sind diesbeziiglich kontrovers und zeigen keine Effekte (Biggs et
al., 1995), eine Senkung der Konzentration (Singewald et al., 1993) und leichte, nicht
signifikante Steigerungen (Girault et al., 1986) und signifikante Anderungen (GruR, 1998) in

verschiedenen Praparationen und Hirnregionen.
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4.1.6 Inhibitorische und exzitatorische Wirkung der p-Opiatrezeptor Bindung

Wie in der Einleitung schon erwéhnt (siehe Kap. 1.1.2), sind flr die Wirkung der Opiate
verschiedene Mechanismen denkbar. Ein in den vorangegangenen Kapiteln haufig diskutierter
Mechanismus ist die Modulation der Dopaminfreisetzung im Zielgebiet ber GABAerge
Interneurone in der VTA. Die Modulation der Transmitterfreisetzung uber p-Opiatrezeptoren
kann prasynaptisch tber ein GABAerges Interneuron (Shoij et al., 1999) stattfinden, wobei
das Interneuron eine tonische Inhibition auf das dopaminerge Neuron austibt (Abbildung 21).
p-Opiatrezeptoren kdnnen auch Exzitation hervorrufen, z.B. eine postsynaptische Aktivierung
glutamaterger Neurone. Verschiedene Mechanismen sind mdoglich, die auch in anderen
Regionen wie z.B. der Amygdala, diskutiert werden (Meis und Pape, 2001).

1. Nach der Bindung der Opiate an den Rezeptor des GABAergen Neurons (prasynaptisch)
reagiert die dissoziierte o-UE des G-Proteins direkt mit z.B. 4-AP sensitiven,
spannungsabhéngigen K*-Kanalen (Shen und Johnson, 2002; Vaughan, 1997), was zu einem
erhéhten K*-Strom und nachfolgend einem geringeren Einstrom von Ca**-lonen fiihrt und
somit die Transmitterausschittung hemmt (Tatsumi, 1990; North et al., 1987). Diese
Hemmung der GABA Freisetzung fihrt zu einer gesteigerten Freisetzung der Transmitter aus
dem nachgeschalteten Neuron.

2. Die Ca**-Kanale werden direkt gehemmt, was ebenfalls zu einer Reduktion von Ca®** und
der Transmitterfreisetzung am GABAergen Interneuron flhrt, und der weitere Weg wie in 1.
ablaufen wirde (Sternweis und Pang, 1990).

3. Die a-UE des G-Proteins aktiviert die Phospholipase C (PLC), diese wirkt auf
Inositolphosphat-4 und spaltet dieses in Diacylglycerol (DAG) und Inositolphosphat-3. DAG
aktiviert die PKC, die multiple Phosphorylierungen vornehmen kann, z.B. an lonenkanélen
und so u.a. K*-Kanale 6ffnet oder schlieBt. IP-3 mobilisiert die intrazellularen Ca**-Speicher
und verursacht ebenfalls eine Aktivierung der PKC (Zimprich et al., 1995).

Eine direkte Wirkung an exzitatorischen Neuronen, die zu einer gesteigerten
Transmitterfreisetzung, aufgrund der Hemmung der cAMP-Kaskade, fihrt, wurde an
glutamatergen Neuronen nachgewiesen. Dabei bindet der p-Opiatrezeptorligand an den
Rezeptor, der an Gy oder G; Proteine gekoppelt ist, es kommt zur Inhibition der cCAMP-
abhangigen PKA, was dann eine postsynaptische Glutamatfreisetzung bewirkt (Sbrenna et al.,
1999; Chen und Huang, 1991).
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4.2 Pragung

Der Prégungserfolg der Tiere unterschied sich maRRgeblich von dem, was vorher bei anderen
Studien in der Arbeitsgruppe erreicht wurde (Bock et al., 1996; Gruss et al., 2003). Wurden in
diesen Studien 60-70 % der Kontrolltiere erfolgreich gepragt, waren es in dieser Studie nur 17
bzw. 18 % je nach Injektionsart. Ein Grund dafur kénnte der Wechsel bei der Zucht in der
Bruterei sein, von der wir die Bruteier bezogen. Tiere aus kommerziellen Hihnerzuchten
werden standig fur den Legebetrieb (Leghorn) oder fiir die Mast (Broiler) optimiert. Es
konnte also sein, dass es im Zeitraum der Experimente nicht moglich war, die 100 %ig
gleiche Abstammung zu erhalten. Die Tiere unterliegen einer fortschreitenden Domestikation,
die unter Umsténden die natirliche Pragung beeinflusst. Auch Hess beschrieb schon 1959 die
relativ schlechte Pragbarkeit von Leghorn Hihnern (Hess, 1959).

Weitere Punkte, die bei der Pragung beachtet werden missen, sind die saison-bedingten
Veranderungen der Préagbarkeit und eine unterschiedliche Reaktion auf z.B. Naloxon, die
auch vom Futterstatus des Tieres abhangen kann (Panksepp et al., 1980b)

Die Prégerate unterschied sich etwas hinsichtlich der Haltungsbedingungen, wenn Naloxon
gegeben wurde. So ist bei den vollig isoliert gehaltenen Tieren eine bessere Prédgung zu
verzeichnen, wenn ihnen Naloxon gegeben wurde, wobei die Ergebnisse nicht signifikant
sind. Bei den in Einzelhaltung lebenden Tieren ist weder hinsichtlich der Injektionsart, noch

der Art der injizierten Substanz ein Unterschied feststellbar.

4.2.1 Opiate, Pragung und soziale Motivation

Das Opiatsystem spielt eine wichtige Rolle bei einer Vielzahl von sozialen Interaktionen wie
der Mutter-Kind-Beziehung, der Beziehung zwischen Gleichgesinnten im juvenilen Tier und
angleichender, sexueller und aggressiver Interaktionen im adulten Tier. Die Freisetzung von
Endorphinen erfolgt durch somato-sensorische Stimulation und fuhrt zu sozialer Festigung,
indem durch die positive Erfahrung das Selbstbewusstsein und die Unabhangigkeit geférdert
wird (Panksepp et al., 1997). Wéhrend der ersten Lebensjahre, z.B. des Menschen, werden
soziale Beziehungen zu nahestehenden Personen gekniipft. Diese Bindungen werden selektiv
ausgewahlt und bilden tber die Korperwarme, angenehme Beriihrungen, Bewegungen und
den Geruch eine sichere emotionale Basis fiir die weiteren Aktivitaten des Kindes. Die
Bindung an die Mutter wird als endogener, zelluldrer Abhangigkeitsprozess verstanden, bei
dem ein endogenes Belohnungssystem stimuliert wird und das Kind physiologisch von der

Mutter abhéngig ist. Eine Trennung fihrt zu Angst und Stress, was einer endogenen
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Entzugssituation gleichkommt. Diese Entzugssituation kann durch Naloxon simuliert werden,
d.h. eine Blockade der Opiatrezeptoren fiihrt dazu, dass das endogene Belohnungssystem
nicht mehr aktiv ist. Daraufhin suchen Mensch oder Tier verstérkt nach sozialer Interaktion,
um durch die Resozialisierung diese Entzugssituation wieder aufzuheben (Panksepp et al.,
1997; Panksepp und DeEskinazi, 1980; Herman und Panksepp, 1978).

In Pragungssituationen kénnen durch die endogenen Opiate die unterschiedlichen Aspekte der
sozialen Pragung verandert werden. Durch die Applikation hoher Dosen Naloxon konnte die
Nachfolgereaktion zwar nicht verhindert werden, aber es kdnnte ein Einfluss der Opiate auf
die Wahl des Prageobjekts vorhanden sein (Panksepp et al., 1997). Untersuchungen der
Pragung auf einen natdrlichen Stimulus zeigten, dass sich die Tiere unter Naloxoneinfluss
zwar auf den Experimentator pragen lielen, aber ein unbestimmtes Verhéltnis zum
Experimentator hatten und auch in dessen N&he Stressvokalisation &uerten (Panksepp und
DeEskinazi, 1980; Panksepp et al., 1980). Auch Haushuhnkiiken zeigten nach der Behandlung
mit Naloxon ein vermindertes Wohlbefinden, das normalerweise durch Korperkontakt
hervorgerufen wird (Vilberg et al., 1977). Das dabei aktive Belohnungssystem beim Lernen,
hat ebenfalls eine starke opioiderge Komponente. Bei Lernaufgaben fiihrte Morphin dazu,
dass eine Aufgabe nicht so schnell vergessen wurde, wogegen Naloxon zu einem schnellen
Vergessen der gelernten Inhalte fuhrte. Nach erfolgter Prégung reduzierte Naloxon z.B. den
positiven Effekt des Pragestimulus und verursachte interne Konflikte beim Tier (Panksepp
und DeEskinazi, 1980). Das mag auch eine Erklarung fur den mangelnden Prageerfolg der
Tiere in dieser Arbeit sein. Bei der sexuellen Prdgung konnte gezeigt werden, dass deprivierte
Tiere eine verlédngerte sensitive Phase haben (Bischof et al., 2002). In unserem Modell kénnte
die Isolierung ebenfalls die sensitive Phase verlangern und einen verénderten internen Status
hervorrufen, infolge dessen durch Naloxon eine erhthte Motivation besteht und die einzige
Maoglichkeit wahrgenommen wird, soziale Kontakte zu knipfen, wogegen dies bei Saline
injizierten Tieren nicht der Fall ist. So konnte trotz geringer Pragerate der leicht erhdhte
Prozentsatz an gepragten Tieren erklart werden. Hinsichtlich der Einzelhaltung kommt ein
grolReres Angebot an Umweltreizen zum Tragen. Die Kiken erhalten wéhrend der Haltung
Reize in Form von Tonen, und so scheint der Prégeton, auch in Verbindung mit der Henne,
nicht den nétigen Reiz zu bieten.

Im Zusammenhang mit der Stressvokalisation werden bezlglich der Opiate 2 Modelle
diskutiert (Sufka et al., 1994; Winslow und Insel, 1991).
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1. Das endogene Opiatsystem wird durch soziale Separation (=Stress) stimuliert,
nachgewiesen durch eine erhohte Freisetzung von B-Endorphin bei Stress (Blass et al.,
1987; Iny et al., 1987; Kehoe und Blass, 1986).
2. Soziale Beziehungen erhalten tonisch die Funktion des Opiatsystems und eine soziale
Isolation fuhrt zu einer Entzugssituation (Panksepp et al., 1986; 1980; 1978).
Die Ergebnisse dieser Arbeit und die gesamten Daten der Vokalisationsexperimente an
Haushuhnkiiken unterstiitzen das 2. Modell, in dem sowohl soziale Isolation als auch die
Applikation von Naloxon eine endogene Entzugssituation darstellt.
Im Gegenzug wurde gefunden, dass Opiat-Agonisten die Funktionen erfillen, die endogene
Opiate bei sozialen Interaktionen haben (Herman und Panksepp, 1978). Das kdnnte auch ein
Grund fur Drogenkonsum sein, wobei durch die Opiate die Belohnung ersetzt wird, die

normalerweise durch soziale Kontakte hervorgerufen wird.

4.2.2 Gewicht

Bei den Prageversuchen wurde festgestellt, dass Tiere, die mit Naloxon behandelt wurden, ein
geringeres Gewicht aufwiesen als Tiere, die mit Saline behandelt wurden. Die Modulation der
Nahrungs- und Wasseraufnahme durch Opiatagonisten und -antagonisten bei Haushuhnkdiken,
Tauben und Ratten ist gut untersucht worden (Denbow and McCormack, 1990; McCormack
und Denbow, 1987; Savory et al., 1989; Millan und Morris, 1988; Deviche und Wohland,
1984). Die Applikation von Naloxon (5 mg/kg) fuhrte bei Kiken zu einer verminderten
Aufnahme von Nahrung und Wasser (McCormack und Denbow, 1987), was mit meinen
Beobachtungen Ubereinstimmt. Die Tiere nahmen aufgrund der taglichen Naloxoninjektion so
wenig Nahrung auf, dass 29% der Tiere verstarben. In Tauben hingegen scheint nur die
Nahrungsaufnahme und nicht die Wasseraufnahme vermindert zu werden (Deviche und
Wohland, 1984)

Als Grund fir dieses Verhalten werden zwei Theorien diskutiert:

1. Ein Mechanismus basiert auf der zentralen Belohnungstheorie von Belluzzi und Stein
(1977) und wurde durch die Arbeiten von Carr und Simon (1984) unterstutzt. In dieser
Theorie wird postuliert, dass endogene Opiatpeptide die Antriebsreduktions-
Belohnung vermitteln und so den Belohnungswert der Nahrungsaufnahme verstarken.
Demzufolge unterbrechen Opiatantagonisten die normale Nahrungsaufnahme durch
die Storung dieses Belohnungssystems. Nahrungs- und Wasseraufnahme scheinen

weniger befriedigend zu sein
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2. Ein zweiter Mechanismus wurde von Cooper (1980) vorgeschlagen, der die
Opiatantagonist-induzierten Veranderungen bei der Nahrungsaufnahme auf einen
veranderten Schwellenwert der Sattigung zurickfiihrt. Diese Theorie ist auf die
Beobachtung zurtckzufuhren, dass Naloxon weiterhin das Erndhrungsverhalten bei
Tieren beeinflusst, die schon aufgrund osmotischer Probleme weniger zu sich nahmen.
Opiat-Antagonisten scheinen einen Opiat-vermittelten Mechanismus zu unterbrechen,
der die Sattigung inhibiert. Diese Theorie wurde von Siviy et al. (1982) und Kirkam
und Blundell (1984) unterstltzt, die gezeigt haben, dass Naloxon die Beendigung der
Nahrungs- und Wasseraufnahme beschleunigt, indem es die Prozesse stort, die dazu
dienen, den Genuss aufrecht zu erhalten.

3. Die o0.g. Autoren schlieBen auch die Mdoglichkeit nicht aus, dass Naloxon auf
pharmakologische Art und Weise die motorischen F&higkeiten veréndert oder ein
unspezifisches Unwohlsein induziert.

Die endogene Opiate spielen offenbar auch eine wichtige Rolle bei der Regulation der

Futter- und Wasseraufnahme im Haushuhnkiiken.
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4.3 VVokalisation

In dieser Arbeit flihrte eine intraperitoneale Gabe von 5 mg/kg Naloxon ohne weitere
Beeinflussung der Tiere zu einer Steigerung der Vokalisation. Das kann Ausdruck eines
verminderten sozialen Gefiihls sein, denn das Tier suchte aktiv die N&he des anderen Tieres in
der Box (Hinlaufen und korperliche Kontaktaufnahme). Tiere, die mit Naloxon injiziert
wurden, zeigen dieselben Anzeichen wie akut isolierte Tiere, die versuchen, die Gruppe zu
erreichen und &uBern die typische Stressvokalisation (distress vocalisation, DV; Scheich,
1987).

Laut Panksepp fordert die Blockade der Opiatrezeptoren die sozialen Bedurfnisse eher als das
eine direkte Potenzierung der DV stattfindet. Die Potenzierung der DV ist abhéngig von der
GroRe der Gruppe. Zu zweit gehalten, wurde die DV nach einer Naloxoninjektion ebenfalls
gesteigert, wogegen das bei groReren Gruppen nicht der Fall war (Panksepp et al., 1986).
D.h., der Antagonist Naloxon unterbricht die Inhibition des serotonergen Systems und
induziert so eine Steigerung der Distressvokalisation. Diese verstarkte Vokalisation zeigt
einen verdnderten emotionalen Zustand des Tieres, é&hnlich den Befunden aus
vorangegangenen Experimenten, in denen p-Opiatrezeptor-Agonisten oder —antagonisten
appliziert wurden (Panksepp et al., 1980a; 1978a; 1978b).

Vokalisationsexperimente am Sduger zeigten, dass deren VVokalisation durch eine zusatzliche
systemische Gabe von Naloxon weiter erhoht werden konnte, wobei eine endorphinerge
Inhibition vermutet wird (Herrmann und Panksepp, 1981). Da bei Kiiken der neostriatale Teil
des MNH’s mit den Kerngebieten des dorsomedialen Thalamus (DMA/DMP) verschaltet ist
(Metzger et al., 1996) und daraus schlussfolgernd das MNH als Analog des PFC’s beim
Sauger betrachtet wird (Metzger et al., 1996; Scheich et al., 1991), ist eine ahnliche Kontrolle

wie beim Sauger wahrscheinlich.

Die Mehrzahl der Experimente mit Opiatrezeptor Agonisten und Antagonisten erfolgten,
indem die Wirkung der Substanzen in einer Isolationssituation getestet wurden.

Durch die Gabe von opiatédhnlichen Substanzen direkt in das Gehirn (Morphin, [D-Ala-]-B-
Endorphin, [D-Ala-]-a-Endorphin, [D-Ala-]-y-Endorphin, [D-Ala-]-Met-Enkephalin-NH,) in
einer Isolationssituation konnte die DV beim Kiken reduziert werden (Panksepp et al.,
1978b). Bei einer systemischen Gabe konnte hingegen keine Reduktion festgestellt werden
(Vilberg et al., 1984). Im Gegensatz dazu ist bei Hunden, denen subkutan Morphin und
Oxymorphin gegeben wurde, eine Reduktion der DV erreicht worden (Panksepp et al.,
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1978a). Auch beim Meerschweinchen konnte die Rate der DC wahrend einer Isolation durch
Morphingabe verringert und durch Naloxongabe erhéht werden. Die Aktivitat der Tiere
wurde allerdings nur bei jungen Tieren beeinflusst. Wurde diesen Tieren Morphin gegeben,
sank auRerdem deren Bestreben, nahe bei der Mutter zu bleiben (Herman und Panksepp,
1978), was daflr spricht, dass durch das Morphin die Bedurfnisse des Tieres zumindest
teilweise erfullt wurden.

Die Befunde der Separationsexperimente sind bei ausgewachsenen Hihnern nicht
nachzuweisen. Sie zeigen keine erhohte Vokalisation, wenn ihnen Naloxon gegeben wird
(Panksepp et al., 1986).

Endogene Opiate spielen auch eine Rolle bei angenehmen Erfahrungen. Der beruhigende
Effekt durch die Aktivierung der p-Rezeptoren wurde z.B. erreicht, wenn Casomorphin
gegeben wurde, das bekanntlich auch in der Milch von Rindern und Schafen vorkommt (Herz
etal., 1993).

Wird eine flr das Tier angenehme Situation (andere Tiere, Bertihrung) hergestellt, kann der
beruhigender Effekt, der normalerweise davon ausgeht, durch die Gabe von Naloxon
gemindert werden (Panksepp et al., 1980a).

Neuere Untersuchungen beschaftigen sich auch mit dem Einfluss von p- und &-Rezeptoren
auf die Vokalisation und auf Reflexhandlungen bei aversiven Stimuli (Vivian und Miczek,
1998). Agonisten des p-Rezeptors (DAGO) und des o-Rezeptors (DPDPE) senkten die
Vokalisation und steigerten die Reaktionszeit. Die Effekte von Morphin und DAGO (u-
Rezeptor) konnten durch Naltrexon aufgehoben werden, wogegen der Effekt von DPDPE (o-
Rezeptor) nicht durch Naltrindol aufgehoben wurde, was fir eine p-Rezeptor vermittelte
Reaktion spricht.

In Lernaufgaben wirken Opiatrezeptor-Antagonisten oft verbessernd auf die Lernleistung
(Izquierdo und Diaz, 1983; Gallagher, 1982; I1zquierdo, 1979; Messing et al., 1979).

Im Hinblick auf die Vokalisation unter Separationsbedingungen wurden verschiedene
Transmittersysteme untersucht und modulatorische Effekte durch das muskarin-cholinerge
und das serotonerge System gefunden. Antagonisten dieser Systeme erhthen die DV und
Agonisten verringern die DV. Die Forderung der cholinergen und serotonergen Aktivitat
wirkt z.B. dem Schmerz entgegen, wobei ahnliche Effekte beim Separationsstress denkbar
sind (Panksepp et al., 1986).
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In einem weiteren Paradigma wurden Glutamatagonisten und- antagonisten sowie der
kortikotropin-freisetzende Faktor (corticotropin releasing factor; CRF) untersucht. Dabei
wurden zwei verschiedene Gruppen getestet. Die erste befand sich in einfachen Testboxen
und die andere in verspiegelten Boxen. Wurde der ionotrope Agonist NMDA den Tieren in
den einfachen Boxen gegeben, war kein Effekt zu beobachten. In den verspiegelten Boxen
fiihrt eine Gabe von NMDA zu einer gesteigerten DV, ebenso eine Gabe von Kainat. Eine
entgegengesetzte Wirkung wurde durch die Gabe von Quisqualat erreicht. Eine Senkung der
DV wird durch die Gabe von APV und DGG (Gamma-D-glutamylglycin) einem Quisqualat-
Kainat Antagonisten, erreicht. Das Zustandekommen der Unterschiede wird durch die relative
Dichte der Rezeptorsubtypen in den untersuchten Hirnregionen hervorgerufen (Panksepp et
al., 1980c). Auch aufgrund dieser Ergebnisse wird die Kontrolle der DV durch Glutamat als
recht robust eingeschétzt.

CRF wurde ebenfalls in verschiedenen Situationen gegeben. CRF flihrte zu einer erhéhten
Vokalisation und die Tiere suchten, &hnlich wie in den Naloxonexperimenten, aktiv nach
sozialer Gesellschaft. In den einfachen Testboxen kam es ebenfalls zu einer moderaten
Steigerung der DV und in verspiegelten Boxen, die Gesellschaft suggerieren, war der
dramatische Effekt zu beobachten, dass es nicht zur Beruhigung des Tieres kam. Darin dhneln
sich die Wirkungen von Naloxon und CRF (Panksepp et al., 1988). Der 5-HT14 Rezeptor
Agonist Eltoprazin, der als antiaggressives Agens gilt, erhéht ebenfalls die VVokalisation von
Haushuhnkilken. Dies deutet auf eine Hauptrolle der 5-HT14 Rezeptoren bei der VVokalisation
(Sanchez, 2003).

Weiterhin spielt das noradrenerge System eine wichtige Rolle in der Kontrolle der DV. Nach
einer Noradrenalinrezeptorstimulation mit Clonidin, wurde die DV in Kiken signifikant
reduziert und es trat eine allgemeine Beruhigung ein, die altersabhéngig war (Panksepp et al.,
1980c). Ein direkter Einfluss von Naloxon auf die Freisetzung von Noradrenalin wurde in der
Amygdala von Ratten nachgewiesen (Quirarte et al., 1998).
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Die Hypothese, die am Anfang dieser Arbeit aufgestellt wurde (Abbildung 7), kann
folgendermalien modifiziert werden (Abbildung 22):

Die Filialpragung in jungen Kiken kann neurochemisch in zwei Hauptkomponenten unterteilt
werden: eine kognitive Komponente, hauptsachlich durch Glutamat vermittelt (fir die visuelle
Pragung am Beispiel des Acetylcholins gezeigt; Tsukada et al., 1999). Die kognitiven Aspekte
der Filialprdgung beinhalten die Detektion, sensorische Analyse und raumliche Lokalisierung
sensorischer Stimuli (Form, Farbe, Stimme und Geruch), die mit einer emotionalen Situation
wéhrend des Lernprozesses assoziiert werden. Eine Regulation dieser Komponente Uber p-
Opiatrezeptoren  konnte in unserem Modell nicht nachgewiesen werden. Die
anregend/emotionale Komponente, die hauptsachlich durch Dopamin und Serotonin vermittelt
wird, kann durch p-Opiatrezeptor-Liganden moduliert werden. Der interne emotionale Stress,
der wéhrend der Separation eines Tieres von der Gruppe und seiner vertrauten Umgebung
auftritt, ist ebenfalls Opiat-vermittelt.

Prageobjekt

Akustischer Stimulus +
kiinstliche Henne sensorische

Stimulation

emotionale
Stimulation

inhibitorische Modulation auf
Dopamin

Emotion

Glutamat
(NMDA-Rezeptoren)

Motivation .
Kognition

Bindung

an die ,.Mutter*

Abb. 22 Hypothetisches Modell der Interaktion verschiedener Aspekte eines emotionalen
Lernprozesses, z.B. der auditorischen Filialprdgung in Haushuhnkiiken, ihre neurochemischen
Mediatoren und ihre Modulation durch p-Opiatrezeptor-vermittelte Prozesse (rot =
inhibitorisch, griin = exzitatorisch; fiir Details: siehe Diskussion).
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Viele Studien haben gezeigt, dass das Opiatsystem ein duRerst wichtiger Bestandteil des
emotional gesteuerten Verhaltens ist. In dieser Arbeit konzentrierte ich mich auf die Vorgange
im medio-rostralen Neostriatum/Hyperstriatum ventrale (MNH) des Haushuhnkiikens. Dieses
Gebiet, ein Analog des préafrontalen Kortex, spielt eine entscheidende Rolle bei der
auditorischen Filialpragung, einem gut charakterisierten frihkindlichen Lernprozess. Die
hohe Dichte der p-Opiatrezeptoren im MNH junger Kiken fiihrte zu der Hypothese, dass p-
Opiatrezeptor-vermittelte Prozesse, die glutamaterge, serotonerge und/oder dopaminerge
Neurotransmission im MNH modulieren und ein wichtiger Bestandteil der Filialpragung sind.
Mit der Mikrodialysetechnik und pharmakologischen Verhaltensstudien in 1-tdgigen
Haushuhnkiiken konnte ich folgendes zeigen:

l. die systemische Applikation des p-Opiatrezeptor-Antagonisten Naloxon (5, 50
mg/kg) steigert signifikant, TTX reversibel, die extrazelluldare Konzentration der 5-
HIAA. Die systemische Applikation des p-Opiatrezeptor-Agonisten DAGO (5
mg/kg) steigerte die Konzentration von HVA und Taurin, eine Effekt der durch die
simultane Gabe von DAGO und Naloxon (5 mg/kg) aufgehoben wurde. Die lokale
Applikation von DAGO (1 mM) hatte keinen Effekt auf die 5-HIAA, HVA,
Glutamat und Taurin, aber die Effekte, die durch die systemische Gabe von
Naloxon hervorgerufen wurden, konnten durch diese Applikation von DAGO
aufgehoben werden (Baldauf et al., 2005).

Il. Die systemische Applikation von Naloxon (5 mg/kg) hat keinen gravierenden
Einfluss auf die akustische Filialpragung.

M. Die systemische Applikation von Naloxon (5 mg/kg) steigert den endogenen
Stress der Kiken (gemessen als Dauer der Stressvokalisation nach
Naloxonapplikation).

Diese Ergebnisse untermauern unsere Hypothese, dass die p-Opiatrezeptor-vermittelte

Modulation der serotonergen und dopaminergen Neurotransmission den emotionalen und

motivationalen Status des Tieres veréndert und so eine modulatorische Rolle wahrend der

Filialpragung in jungen Tieren spielt.
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